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(Rattsakter vilkas publicering dr obligatorisk)

KOMMISSIONENS FORORDNING (EG) nr 2132001
av den 9 januari 2001

om tillimpningsforeskrifter for forordning (EG) nr 1255/1999 nir det giller de metoder som skall
anvindas for analys och kvalitetsbedémning av mjélk och mjélkprodukter och om indring av
férordningarna (EG) nr 2771/1999 och (EG) nr 2799/1999

EUROPEISKA GEMENSKAPERNAS KOMMISSION HAR
ANTAGIT DENNA FORORDNING

med beaktande av Fordraget om upprittandet av Europeiska
gemenskapen,

med beaktande av radets forordning (EG) nr 1255/1999 av den
17 maj 1999 om den gemensamma organisationen av mark-
naden for mjolk och mjolkprodukter ('), sarskilt artiklarna 10,
15 samt artiklarna 26.3, 29.1 och 31.14 i denna, och

av foljande skal:

I kommissionens férordningar (EEG) nr 1216/68, (EEG)
nr 3942/92, (EG) nr 86/94, (EG) nr 2721/95, (EG) nr
1080/96, (EG) nr 1081/96, (EG) nr 1082/96, (EG) nr
1854/96, (EG) nr 880/98 och (EG) nr 1459/98 — till
vilka fullstindiga hdnvisningar aterfinns i bilaga XXVI till
denna forordning — faststills referens- och rutinmetoder
for analys och kvalitetsbedomning av mjélk och mjolk-
produkter samt tillimpningsomrdde och -foreskrifter for
dessa metoder. For tydlighetens skull och for att ge de
verksamma inom sektorn ett enda regelverk for meto-
derna och deras tillimpningsféreskrifter, bér ovan-
ndmnda forordningar omarbetas till en enda text. I
samma syfte bor foljande forordningar dndras och deras
bilagor om analysmetoder foras in i denna foérordning:
kommissionens forordning (EG) nr 2771/1999 av den
16 december 1999 om tillimpningsforeskrifter till
radets forordning (EG) nr 1255/1999 nir det giller
interventionsitgirder pd marknaden f6r smor och
gridde () och (EG) nr 2799/1999 av den 17 december
1999 om tillimpningsforeskrifter for férordning (EG) nr
1255/1999 betriffande beviljande av stod for skum-

() EGT L 160, 26.6.1999, s. 48.
() EGT L 333, 24.12.1999, s. 11.

mjolk och skummjolkspulver avsedda att anvindas till
foder samt forsiljning av sddant skummjolkspulver (3).

Den sammansittning och de kvalitetsegenskaper hos
mjolk och mjolkprodukter som faststills inom ramen
for de ordningar som foreskrivs i forordning (EG) nr
1255/1999 bor kontrolleras for sikerstillande av att de
till fullo uppfyller de faststillda kraven.

Det foreskrivs ofta att referensmetoderna for sidana
kontroller skall vara metoder som offentliggors av inter-
nationella organisationer sdsom CEN, IDF, ISO och
AOAC International, och som regelbundet uppdateras av
dessa organisationer. [ vissa fall finns det en referens-
metod for gemenskapen, men i andra fall specificeras
ingen referensmetod i gemenskapens regelverk. For att
skapa enhetlighet i tillimpningen av referensmetoder ar
det lampligt att varje dr utarbeta en fOrteckning over
referensmetoder och att ange att den metod som skall
tillimpas mdste finnas med i denna forteckning.

Anvindning av rutinmetoder bor inte uteslutas. Vill-
koren for deras tillimpning bor specificeras.

Gemensamma metoder bor faststillas for att uppritta
enhetliga rutiner for utvirdering av analysresultaten.
Samma sak giller for sensorisk bedémning av produk-
terna i frdga och for nyundersokning av resultat som
ifragasatts.

For vissa typer av analyser finns det for nirvarande inga
internationellt godkdnda referensmetoder som har vali-
derats. Av denna anledning finns det inte ndgra
uppgifter om hur mycket analysresultaten varierar
mellan olika laboratorier. Sdledes bor det faststillas
metoder i gemenskapen som har validerats enligt inter-
nationellt faststillda regler och som har anvints som
referensmetoder.

() EGT L 340, 31.12.1999, s. 3.
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I kommissionens forordning (EG) nr 2571/97 om
forsiljningen av smor till sinkta priser och om bevil-
jande av stod for gradde, smor och koncentrerat smor
avsett att anvindas i framstillningen av konditorivaror,
glass och andra livsmedel ('), senast dndrad genom
forordning (EG) nr 635/2000 (?), foreskrivs sparning av
gridde, smor och koncentrerat smor under olika forhal-
landen i syfte att kontrollera den slutliga anvindningen
av dessa produkter. P4 grund av spdrningens betydelse
for att ordningen skall fungera korrekt och for att
aktorer som deltar i den skall behandlas likvirdigt bor
gemensamma metoder i mesta mojliga man inféras for
att bestimma sparimnen.

Koncentrerat smor skall sparas under kontroll, dels i
enlighet med kommissionens forordning (EEG) nr 3143/
85 av den 11 november 1985 om forsiljning till sinkta
priser av interventionssmor avsett {or direkt forbrukning
i form av koncentrerat smoér (°), senast dndrad genom
forordning (EG) nr 101/1999 (¥, dels med kommissio-
nens forordning (EEG) nr 429/90 av den 20 februari
1990 om beviljande genom anbudsinfordran av stod for
koncentrerat smor avsett for direkt forbrukning inom
gemenskapen (°), senast dndrad genom férordning (EG)
nr 124/1999 (), samt i enlighet med férordning (EG) nr
2571/97. For att undvika risken for omdestinering ar det
ett oeftergivligt krav att reglerna fér mirkning av
koncentrerat smor foljs. Foljaktligen bor det faststillas
en gemensam metod for att pavisa sparimnen.

Stod for privat lagring av ost som tillverkats av mjolk
fran tackor far beviljas i enlighet med artikel 9 i forord-
ning (EG) nr 1255/1999. En sdrskild ersattning for dessa
produkter fir beviljas i enlighet med artikel 31 i samma
forordning. Det ar tilldtet att fran vissa tredje linder till
gemenskapen importera ost som tillverkats av mjolk
fran tackor, getter eller bufflar eller av blandningar av
mjolk frin dessa djur i enlighet med formansbehand-
lingar. Till f6ljd av de ovan nimnda bestimmelserna ir
det nodvindigt att genom limpliga kontroller verifiera
att komjolk inte ingdr i produkterna i fraga. Foljaktligen
ar det lampligt att faststilla en referensmetod f6r gemen-
skapen for att pavisa forekomsten av komjolk, utan att
detta paverkar anviandningen av rutinmetoder, forutsatt
att de uppfyller vissa kriterier.

I kommissionens foérordning (EEG) nr 2921/90 av den
10 oktober 1990 om beviljande av stod for framstall-
ningen av kasein och kaseinater av skummjolk (7), senast
dndrad genom forordning (EG) nr 2654/1999 (%), fore-
skrivs att avsaknaden av koliforma bakterier skall fast-

stillas. Den internationellt godkinda referensmetoden
for pavisande av koliforma bakterier i mjolk och mjolk-
produkter dr den internationella standarden IDF 73A:
1985. Den kan emellertid endast tillimpas i modifierad
form for att spara koliforma bakterier i en viss midngd av
produkten. Dirfor bor det upprittas en referensmetod
for gemenskapen for att spira koliforma bakterier,
vilken grundar sig pd den ovannidmnda standarden.

(11) T rédets forordning (EEG) nr 2658/87 av den 23 juli
1987 om tulltaxe- och statistiknomenklaturen och om
Gemensamma tulltaxan (°), senast &4ndrad genom
forordning 254/2000 (%), differentieras tullsatserna for
foderblandningar med tulltaxenummer 2309, beroende
pd deras mjolkhalt. For att sdkerstilla en enhetlig
tillimpning av bestimmelserna i fraga dr det nodvindigt
att faststilla en for alla medlemsstater obligatorisk
metod for analys av laktosinnehallet och att i detta syfte
behilla en allmint erkind metod.

(12) 1 forordning (EG) nr 1255/1999 foreskrivs att vissa
kvalitetsvillkor skall iakttas nidr det giller smor och
skummjolkspulver avsett for intervention eller skum-
mjolkspulver som dr avsett att anvidndas som foder.
Foljaktligen bor referensmetoder faststillas for verifiering
av dessa villkor.

(13)  Anvindningen av vissa metoder som inférs for forsta
gdngen genom denna f6rordning kriver en anpassnings-
period. Darfor bor deras anvindning skjutas upp.

(14)  Forvaltningskommittén for mjolk och mjolkprodukter
har inte avgivit nigot yttrande inom den tid som dess
ordférande har bestimt.

HARIGENOM FORESKRIVS FOLJANDE.

KAPITEL I

ALLMANNA BESTAMMELSER

Artikel 1
Rickvidd och anvindningsomride

I denna férordning faststdlls foreskrifter for tillimpningen av
metoder for kemisk, fysikalisk och mikrobiologisk analys och
sensorisk bedémning av mjolk och mjolkprodukter inom

ramen for de ordningar som foreskrivs i den gemensamma
0) L 350, 20.12.1997, s. 3. o Knaden for miolk och mislkoroduk
o) L 76, 25.3.2000, s. 9. organisationen av marknaden for mjolk och mjolkprodukter
) L 298, 12.11.1985, s. 9. som upprittas i forordning (EG) nr 1255/1999, samt vissa av
) EGT L 45 2121090, 5 & dessa metoder.
> s 2. , S. 8.
) L 16, 21.1.1999, s. 19. -
() L 279, 11.10.1990, s. 22. (°) EGT L 256, 7.9.1987, s. 1.
Q] L 325, 17.12.1999, s. 10. (% EGT L 28, 3.2.2000, s. 16.
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Artikel 2
Forteckning 6ver metoder

1. I bilaga I faststills en forteckning 6ver referensmetoder
som dr tillimpliga for de analyser som avses i artikel 1.

2. Kommissionen skall minst en ging om &ret uppdatera
denna forteckning i enlighet med forfarandet i artikel 42 i
forordning (EG) nr 1255/1999.

Artikel 3
Rutinmetoder

Rutinmetoder far anvindas for de analyser som krévs i gemen-
skapens regelverk, forutsatt att de dr vil kalibrerade och regel-
bundet kontrolleras mot referensmetoden.

Det forfarande som avses i bilaga II far tillimpas vid kontroll av
resultat som erhallits med rutinmetoder och som ligger ndra de
gransvirden som anges i de berorda forordningarna.

Vid tvister skall de resultat som erhdlls med referensmetoden
vara utslagsgivande.

Artikel 4
Validering av referensmetoder

1. En referensmetod skall anses validerad om den uppfyller
de faststillda precisionskriterierna i friga om repeterbarhet och
reproducerbarhet.

2. Om en referensmetod som faststills i forordningarna i
fraga inte har validerats skall medlemsstaterna uppritta ett
provisoriskt gransvirde for reproducerbarhet.

Detta gransvirde skall faststillas enligt forfarandet i bilaga IILb.
Under de 18 manader som foljer ikrafttridandet av denna
forordning fir medlemsstaterna tillimpa ett likvirdigt forfa-
rande.

Minst en gdng om dret skall det kontrolleras att gransvirdet
iakttas.

3. Om resultaten fran tillimpningen av validerade referen-
smetoder eller metoder med provisoriska precisionsdata visar
att ett gransvirde har 6verskridits, skall den metod fér bedom-
ning av analysresultat som beskrivs i bilaga IV tillimpas vid
bestimning av den kritiska differensen frén detta grinsvirde.

Artikel 5

Analysresultatens godtagbarhet

1. Analyserna skall utforas i laboratorier dir man tillimpar
en intern kvalitetskontroll i enlighet med bilaga V.a eller en
metod pd jamforbar niva.

En detaljerad beskrivning av den tillimpade metoden skall
finnas tillgidnglig pd laboratoriet.

2. Laboratorierna skall faststilla sina interna precisionsstan-
darder i en serie for alla metoder i enlighet med

a) den metod som faststills i bilaga V.b eller

b) en validerad, offentliggjord metod med faststilld repeter-
barhet.

Minst en gang om dret skall det kontrolleras att gransvirdet for
reproducerbarhet 6ljs i enlighet med forfarandet i bilaga IlLa.

Andra stycket giller inte om laboratoriet deltar i en interkalib-
rering (kvalifikationsprévning) under &ret.

3. Laboratorierapporten rorande analysresultaten skall inne-
halla tillrickliga uppgifter for att mojliggora en utvirdering av
resultaten i enlighet med bilaga IV och bilaga VIIL

4. Analysresultaten skall anses godtagbara om de har erhal-
lits dels enligt de kriterier for godtagbarhet som beskrivs i den
interna kvalitetsstyrningsrutin som avses i punkt 1 och dels
enligt de interna precisionsstandarder som avses i punkt 2.

Artikel 6

Sensorisk bedémning

1. Nir det giller smor skall metoderna i bilaga VI tillimpas
for kontroll av bedomarnas arbete och resultatens tillforlit-
lighet. Den metod som beskrivs i bilaga VII skall tillimpas som
referensmetod for sensorisk bedomning.

2. Nir det giller mjolk och andra mjolkprodukter d4n smor
skall medlemsstaterna som referensmetod for sensorisk bedom-
ning anvinda antingen standarden IDF 99C[1997 eller andra
likvirdiga metoder som de skall meddela kommissionen.

Metoderna i bilaga VI fér tillimpas for kontroll av bedomarnas
arbete och resultatens tillforlitlighet.
Artikel 7
Provtagning och ifrigasittande av analysresultat

1.  Dubbla prover skall tas for de analyser som foreskrivs i
gemenskapslagstiftningen.

2. Forfarandet i bilaga VIII fir tillimpas i fall da resultaten
av en analys inte godtas av operatéren.
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KAPITEL II

ANALYSEMETODER

Artikel 8
Vattenhalt/torrsubstans/fetthalt i smoret

1. Den analysmetod som beskrivs i bilaga IX skall anvindas
som referensmetod vid bestimning av vattenhalten i smor.

2. Den analysmetod som beskrivs i bilaga X skall anvindas
som referensmetod vid bestdimning av halten av fettfri torrsub-
stans i smor.

3. Den analysmetod som beskrivs i bilaga XI skall anvindas
som referensmetod vid bestdimning av fetthalten i smor.

Artikel 9
Sparimnen

1. Den analysmetod som beskrivs i bilaga XII skall tillimpas
som referensmetod for bestimning av vanillin i koncentrerat
smor, smor eller gradde.

2. Den analysmetod som beskrivs i bilaga XIII skall till-
limpas som referensmetod for bestimning av kvantiteten
etylester av f-apo-8'-karotinsyra i koncentrerat smor eller smor.

3. Den analysmetod som beskrivs i bilaga XIV skall till-
limpas som referensmetod for bestimning av innechéllet av
stigmasterol eller f-sitosterol i smor och koncentrerat smor.

4. Det koncentrerade smoret, smoret eller gridden skall
anses ha spérats i enlighet med gillande gemenskapslagstiftning
om de erhdllna resultaten motsvarar specifikationerna under
punkt 8 i de bilagor som avses i punkterna 1, 2 och 3.

Artikel 10
Pavisande av kasein i komjolk

1. Den referensmetod for analys som anges i bilaga XV skall
anvindas for att sakerstilla att ost som uteslutande skall vara
framstalld av mjolk fran tackor, getter eller bufflar eller av en
blandning av mjolk frdn dessa djur inte innehdller komjolkska-
sein.

Komjolkskasein skall anses forekomma om den konstaterade
halten av komjolkskasein i det prov som analyseras motsvarar
eller 4r hogre dn halten i det referensprov som innehéller 1
procent komjolk och som foreskrivs i bilaga XV.

2. De rutinmetoder for att pavisa komjolkskasein i ost och
som anges i punkt 1, fir anvindas pd foljande villkor:

a) Detektionsgransen skall vara hogst 0,5 procent.
b) Oriktiga positiva resultat fir inte forekomma.
¢) Det skall vara mojligt att pavisa komjolkskasein med erfor-

derlig noggrannhet, dven efter de ldnga mognadsperioder
som kan forekomma under vanliga handelsforhallanden.

Om villkoret i punkt b inte dr uppfyllt skall varje prov som ger
ett positivt resultat analyseras med hjilp av referensmetoden.

Om kravet i punkt ¢ inte uppfylls f6r en viss typ av ost som
anges i punkt 1 skall den osten analyseras med hjilp av refe-
rensmetoden.

Artikel 11

Pivisande av koliforma bakterier

1.  Den referensmetod for analys som beskrivs i bilaga XVI
skall tillimpas for att spira koliforma bakterier i smor, skum-
mjolkspulver och kasein/kaseinat.

2. Rutinmetoder for att spira koliforma bakterier far
anvindas pd villkor att de resultat som uppnds dr jimférbara
med de resultat som uppnds genom de referensmetoder som
beskrivs i bilagan. Rutinmetoder maste sarskilt ha en tillricklig
detektionsgrins. Oriktiga negativa resultat fir inte forekomma.
Om det inte kan uteslutas att oriktiga negativa resultat fore-
kommer, maste varje positivt resultat bekriftas med hjilp av
referensmetoden.

Artikel 12
Laktoshalt
Metoden for att faststdlla laktoshalten i produkter med nummer
2309 i den Kombinerade nomenklaturen faststlls i bilaga XVIL.
Artikel 13

Pivisande av l6pevassle

1.  Metoden for att pavisa lopevassle i skummjolkspulver
avsett for offentlig lagring faststills i bilaga XVIIL

2. Metoden for att pdvisa l6pevassle i skummjolkspulver och
i foderblandningar faststills i bilaga XIX.
Artikel 14
Pavisande av kirnmjolk

Metoden for att pavisa karnmjolk i skummjolkspulver faststills
i bilaga XX.
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Artikel 15
Antimikrobiella restsubstanser

Metoden for att pdvisa restsubstanser av antibiotika och
sulfamid/dapson i skummjélkspulver faststdlls i bilaga XXI.

Artikel 16

Halt av skummjolkspulver

Metoden for att faststdlla halten av skummjolkspulver i foder-
blandningar faststills i bilaga XXIIL

Artikel 17

Pavisande av stirkelse

Metoden for att pdvisa stirkelse i skummjolkspulver, denatu-
rerat mjolkpulver och foderblandningar faststalls i bilaga XXIIL.

Artikel 18

Vattenhalten i syrat kirnmjolkspulver

Metoden for att faststilla vattenhalten i syrat kirnmjolkspulver
avsett att anvindas i foderblandningar faststills i bilaga XXIV.

Artikel 19

Pivisande av frimmande fett

Metoden for att pavisa frimmande fetter i mjolkfett faststalls i
bilaga XXV.

KAPITEL III

SLUTBESTAMMELSER

Artikel 20
Andringar av i forordning (EG) nr 2771/1999

Forordning (EG) nr 2771/1999 indras pd foljande sitt:

1. Tartikel 4.1 skall forsta meningen ersittas med foljande: "De
behoriga myndigheterna skall kontrollera smorkvaliteten
enligt de metoder som anges i bilaga I och pé grundval av
prover som tagits enligt foreskrifterna i bilaga IV”.

2. 1 bilaga I skall not nummer 2 fingst ned pa sidan ersdttas
med f6ljande: "Se bilaga I till férordning (EG) nr 213/2001”.

3. Bilagorna II och III skall utgd.

4. I bilaga IV.2 nist sista meningen skall "i bilaga III” ersittas
med "i bilaga VII till férordning (EG) 213/2001".

Artikel 21
Andring av i forordning (EG) nr 2799/1999

Forordning (EG) nr 2799/1999 indras pd foljande sitt:

1. I artikel 20 skall punkterna 1-4 ersittas med foljande:

"1.  Halten skummjolkspulver i blandningar och foder-
blandningar skall faststillas genom analys av minst dubbel-
prover enligt den metod som anges i bilaga XXII i forord-
ning (EG) nr 213/2001, och skall kompletteras med de
kontrolldtgdrder som anges i artikel 17.3 i denna forord-
ning. Om resultaten av dessa kontroller inte stimmer
overens, skall resultatet av kontrollen pé plats vara avgo-
rande.

2. Franvaron av lopevasslepulver skall pavisas enligt den
metod som beskrivs i bilaga XIX i férordning (EG) nr 213/
2001.

3. Halten stirkelse i foderblandningar skall bestimmas
genom de kontrollatgirder som anges i artikel 17.3 i denna
forordning, och dessa skall kompletteras med den analys-
metod som faststills i bilaga XXIII till forordning (EG) nr
213/2001.

4. Vattenhalten i syrat kiarnmjolkspulver skall bestimmas
med den analysmetod som beskrivs i bilaga XXIV till f6rord-
ning (EG) nr 213/2001.”

2. Bilagorna IIl och IV, V och VI skall utga.

Artikel 22
Upphivanden

Forordningarna (EEG) nr 1216/68, (EEG) nr 3942/92, (EEG) nr
86/94, (EG) nr 2721/95, (EG) nr 1854/96, (EG) nr 1080/96,
(EG) nr 1081/96, (EG) nr 1082/96, (EG) nr 880/98 och (EG) nr
1459/98 upphor hirmed att gilla.

Hanvisningar till de upphévda forordningarna skall tolkas som
hanvisningar till den hir férordningen.
Artikel 23
Ikrafttridande

Denna forordning trader i kraft den sjunde dagen efter det att
den har offentliggjorts i Europeiska gemenskapernas officiella
tidning.

De metoder som foreskrivs i bilagorna III, IV.4, V, VI och VIII
skall borja tillimpas 18 manader efter det att denna f6rordning
har tratt i kraft.
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Denna forordning dr till alla delar bindande och direkt tillimplig i alla medlemsstater.

Utfirdad i Bryssel den 9 januari 2001.

Pd kommissionens vignar
Franz FISCHLER

Ledamot av kommissionen



Forteckning:

BILAGA 1

(Artikel 2)

FORTECKNING OVER REFERENSMETODER

Min. = minimum, Max. = maximum, Bilaga = bilaga till ndimnd férordning, ME = medlemsstat, IDF = International Dairy Federation (Internationella
mejeriforbundet), ISO = Internationella standardiseringsorganisationen, IUPAC = Internationella kemiunionen, ADPI = American Dairy Products
Institute (Amerikanska institutet for mejeriprodukter), SCM = sotad kondenserad mjolk, EMC = evaporerad mjolk eller gradde.

DEL A:
Kommissionens f6érordning Produkt Parameter Grénsvirden Referensmetod Anmirkning
Forordning (EG) nr 2771/1999: | Osaltat smor Mjolkfett Min. 82 % Bilaga XI
Offentlig lagring Vatten Max. 16 % Bilaga IX
(EGT L 333, 24.12.1999, s. 11)
Fettfri torrsubstans Max. 2% Bilaga X

Fria fettsyror (Max.)
Peroxidvirde (Max.)
Koliforma bakterier

Andra fetter dn mjolkfetter
Sterolspardimnen

Andra spdrimnen

— vanillin

— etylester av karotensyra
— triglycerider av heptansyra

Sensoriska egenskaper

1,2 mmol/100 g fett
0,3 mekv. syre/1 000 g fett

Ej p

dvisbart i 1g

Ej pavisbart genom triglyceridanalys

E p
E p
Ej p
Ej p

dvisbara

dvisbara
dvisbara

dvisbara

Minst fyra poing av fem for
utseende, smak och konsistens

Standard IDF 6B:1989

IDF 74A:1991 (engelsk version)
Bilaga XVII

Bilaga XXVI

Bilaga XIV

Bilaga XII
Bilaga XIII
IUPAC 2.301 sub 5
Bilaga VII

Anmirkning 1

Anmirkning 3

Vattendispersion Minst fyra poing IDF 112A:1989
Forordning (EG) nr 2771/1999, | Osaltat smor Mjolkfett Min. 82 % Bilaga XI Anmarkning 6
Privat lagring Vatten Max. 16 % Bilaga IX
Forordning (EG) nr 2771/1999, | Saltat smor Mjolkfett Min. 80 % Bilaga XI Anmirkning 6
privat lagring Vatten Max. 16 % Bilaga IX

Salt Max. 2% IDF 12B:1988

100C°C .

[ AS ]
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Kommissionens forordning Produkt Parameter Gransvirden Referensmetod Anmiirkning

Forordning (EG) nr 2571/97 Osaltat smor Mjolkfett Min. 82 % Bilaga XI
(EGT L 350, 20.12.97, s. 3) Vatten Max. 16 % Bilaga IX

Sparamnen:

— steroler Bilaga XIV

— vanillin Bilaga XII

— etylester av karotensyra Bilaga XIII

— triglycerider av heptansyra IUPAC 2.301 sub 5
Férordning (EG) nr 2571/97 Saltat smor Mjolkfett Min. 80 % Bilaga XI

Vatten: Max. 16 % Bilaga IX

Salt Max. 2% IDF 12B:1988

Spardmnen:

— steroler Bilaga XIV

— vanillin Bilaga XII

— etylester av karotensyra Bilaga XIII

— triglycerider av heptansyra IUPAC 2.301 sub 5
Forordning (EEG) nr 2571/97 Koncentrerat smor Mjolkfett Min. 99,8 % IDF 24:1964

Vattenhalt och fettfria mjolktorrsub- | Max. 0,2 % IDF 23A:1988 (vattenhalt)

stanser

Fettsyrahalt

Peroxidvirde (Max.)

Andra fetter an mjolkfetter
Smak

Lukt

Ovriga

Sparamnen:
— steroler
— vanillin
— etylester av karotensyra

— triglycerider av heptansyra

Max. 0,35 % (oljesyra)

0,5 mekv. syre/1 000 g fett
Finns ¢j

Frisk

Inga fraimmande lukter

Inga neutraliseringsmedel, antioxi-
danter eller konserveringsmedel

IDF 24:1964 (fettfri mj6lktorrsub-
stans)

IDF 6B:1989
IDF 74A:1991 (engelsk version)
Bilaga XXV

Bilaga XIV
Bilaga XII
Bilaga XIII
IUPAC 2.301 sub 5

Anmirkning 1

8//€1
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Kommissionens férordning

Produkt

Parameter

Gransvirden

Referensmetod

Anmirkning

Forordning (EEG) nr 2571/97 Gradde Oljor och fetter 35% IDF 16C:1987
Sparamnen:
— steroler Metoder godkdnda av  behorig | Anmarkning 2
myndighet
— vanillin Bilaga XII
— etylester av karotensyra Metoder  godkinda av  behorig | Anmirkning 2
myndighet
— triglycerider av heptansyra IUPAC 2.301 sub 5
Forordning (EEG) nr 429/90 Koncentrerat smor Mjolkfett Min. 96 % Metoder  godkdnda av  behorig | Anmarkning 2
(EGT L 45, 21.2.1990, s. 8) myndighet
Fettfri torrsubstans Max. 2% Metoder godkinda av  behorig | Anmirkning 2
myndighet
Sparamnen:
— stigmasterol (95 %) 15 g/100 kg koncentrerat smor Bilaga XIV
— stigmasterol (85 %) 17 g/100 kg koncentrerat smor Bilaga XIV
— triglycerider av heptansyra 1,1 kg/100 kg koncentrerat smor IUPAC 2.301 sub 5
— etylester av smorsyra och stigmas- | Se bilagan, punkt 1 ¢ Bilaga XIV Anmirkning 2
terol Metoder  godkinda av  behorig
myndighet
— Lecitin (E322) Max. 0,5 % Metoder  godkidnda av  behorig | Anmarkning 2
myndighet (smorsyra)
NaCl Max. 0,75 % IDF 12B:1988
Fettsyrahalt Max. 0,35 % (oljesyra) IDF 6B:1989

Peroxidvirde (Max.)

Max. 0,5 mekv. syre/1 000 g fett

IDF 74A:1991 (engelsk version)

Anmirkning 1

Smak Frisk
Lukt Inga fraimmande lukter
Ovriga Inga neutraliseringsmedel, antioxi-
danter eller konserveringsmedel
Forordning (EEG) nr 2191/81 Osaltat smor Mjolkfett Min. 82 % Bilaga XI
(EGT L 213, 1.8.1981. s. 20) Vatten Max. 16 % Bilaga IX

100C°C .
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Kommissionens férordning Produkt Parameter Grénsvirden Referensmetod Anmirkning
Férordning (EEG) nr 2191/81 Saltat smor Mjolkfett Min. 80 % Bilaga XI
Vatten Max. 16 % Bilaga IX
Salt Max. 2% IDF 12B:1988
Artikel 9 och avdelning Il i férord- | Ost av mjolk frdn tackor | Komjolk <1% Bilaga XV
ning (EG) nr 1255/1999 och/eller getter
Forordning (EEG) nr 2921/90 Bilaga I-Surt kasein Vatten Max. 12,00 % IDF 78C:1991

Oljor och fetter

Fria syror

Max. 1,75 %
Max. 0,30 % (mjolksyra)

IDF 127A:1988
IDF 91:1979

Forordning (EEG) nr 2921/90

Bilaga 1- Lopekasein

Vatten

Max. 12,00 %

IDF 78C:1991

Oljor och fetter Max. 1,00 % IDF 127A:1998
Aska Min. 7,50 % IDF 90:1979
Forordning (EEG) nr 2921/90 Bilaga I - Kaseinat Vatten Max. 6,00 % IDF 78C:1991
Mjolkprotein Min. 88,00 % IDF 92:1979
Fett och aska Max. 6,00 % IDF 127A:1988

IDF 89:1979 eller
IDF 90:1979

Forordning (EEG) nr 2921/90

Bilaga II - Surt kasein

Vatten

Max. 10,00 %

IDF 78C:1991

Oljor och fetter Max. 1,50 % IDF 127A:1988

Fria syror Max. 0,20 % (mjolksyra) IDF 91:1979

Total bakterichalt (Max.) 30 000 l/g IDF 100B:1991 Anmirkning 3

Koliforma bakterier inga/0,1 g Bilaga XVI Anmirkning 3

Halt av termofila bakterier (Max.) 5000/1 g IDF 100B:1991 Anmirkning 3, 4
Forordning (EEG) nr 2921/90 Bilaga II - Lopekasein Vatten Max. 8,00 % IDF 78C:1991

Oljor och fetter Max. 1,00 % IDF 127A:1988

Aska Min. 7,50 % IDF 90:1979

Total bakteriehalt (Max.) 30 000 l/g IDF 100B:1991 Anmirkning 3

Koliforma bakterier inga/0,1 g Bilaga XVI Anmarkning 3

Halt av termofila bakterier (Max.) 5000(1 g IDF 100B:1991 Anmirkning 3, 4

01/L¢ 1
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Kommissionens forordning Produkt Parameter Gransvirden Referensmetod Anmiirkning
Forordning (EEG) nr 2921/90 Bilaga II - Kaseinat Vatten Max. 6,00 % IDF 78C:1991
Mjolkprotein Min. 88,00 % IDF 92:1979
Fett och aska Max. 6,00 % IDF 127A:1988
IDF 89:1979 eller IDF 90:1979
Total bakteriehalt (Max.) 30 000/1 g IDF 100B:1991 Anmirkning 3
Koliforma bakterier inga/0,1 g Bilaga XVI Anmirkning 3
Halt av termofila bakterier (Max.) 50001 g IDF 100B:1991 Anmirkning 3, 4
Férordning (EEG) nr 2921/90 Bilaga III - Kaseinat Vatten Max. 6,00 % IDF 78C:1991
Mjolkprotein Min. 85,00 % IDF 92:1979
Oljor och fetter Max. 1,50 % IDF 127A:1988
Laktos Max. 1,00 % IDF 106:1982
Aska Max. 6,50 % IDF 89:1979 eller IDF 90:1979
Total bakteriehalt (Max.) 30 000/1 g IDF 100B:1991 Anmirkning 3
Koliforma bakterier inga/0,1 g Bilaga XVI Anmarkning 3
Halt av termofila bakterier (Max.) 5000/1 g IDF 100B:1991 Anmirkning 3, 4
Férordning (EEG) nr 2799/1999 | Foderblandningar och | Vatten (surt kirnmjolkspulver) Max. 5%
(EGT L 340, 31.12.1999, s. 3) skummijolkspulver Proteinprodukter 31,4% (Min. av fettfria torrsub- | IDF 20B:1993
(fodertyp) stansen)

Vatten (skummjolkspulver)

Fett (skummyjolkspulver)

Lope, vassle (skummjolkspulver)
Starkelse (skummjolkspulver)
Vatten (blandning)

Fett (blandning)

Lope, vassle (blandning)

Halt av skummjolkspulver i slutpro-
dukt

Fett i slutprodukt
Stirkelse i slutprodukt

Koppar i slutprodukt

Max. 5%
Max. 11 %
Inget

Inget

5% (Max. av fettfria torrsubstansen)

Inget
Min. 50 %

Min. 2,5% eller 5%
Min. 2%
25 ppm

IDF 26A:1993
IDF 9C:1987
Bilaga XIX
Bilaga XXIII
IDF 26A:1993

Kommissionens ~ direktiv ~ 84/4/EEG
(EGT L 15, de 18.1.1984, s. 28)

Bilaga XIX
Bilaga XXII

Kommissionens direktiv 84/4/EEG
Bilaga XXIII

Kommissionens direktiv 78/633/EEG
(EGT L 206, 26.7.1987, s. 43)

Anmirkning 7

Anmirkning 7

Anmirkning 8

Anmirkning 9

100C°C .
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Kommissionens forordning Produkt Parameter Gransvirden Referensmetod Anmiirkning
Forordning (EG) nr 322/96 (EGT L | Spraytorkat skummjo6lks- | Fetter Max. 1,0 % IDF 9C:1987
45, 23.2.1996, s. 5) pulver Proteinprodukter 31,4 % (Min. av fettfria torrsub- | IDF 20B:1993
stansen)
Vatten Max. 3,5% IDF 26A:1993
Surhet (N/10 NaOH) Max. 19,5 ml IDF 86:1981

Laktat

Fosfater
Loslighet

Brinda partiklar

Total bakteriehalt

Max. 150 mg/100 g
Negativ

Max. 0,5 ml vid 24 °C
B-skiva Min. (15,0 mg)
40 000/1 g

IDF 69B:1987

ISO 3356:1975
IDF 129A:1988
ADPI:1990

IDF 100B:1991

Anmirkning 3

Koliforma bakterier Negativ/0,1 g Bilaga XVI Anmirkning 3
Kérnmjolk Negativ Bilaga XX
Vassle — 16pe Negativ Bilaga XVIII
Vassle — syra Negativ Metod  godkind av  behorig | Anmirkning 2
myndighet
Antimikrobiella dmnen Bilaga XXI
DEL B

De referensmetoder som anges i del B skall tillimpas for analys av produkter som omfattas av en av de forordningar som anges i forsta kolumnen.

Kommissionens férordning Produkt KN-nr Parameter Gransvirden Referensmetod Anmirkning
Forordning (EEG) nr 2658/87 | Mjolk och gridde, inte | 0401 Fetter (= 6 %) Gransvirdena dr de som anges i | IDF 1D:1996
(EGT L 256, 7.9.1987, s. 1) koncentrerade och inte KN-nummerbeskrivningen  for
Forordning (EG) nr 2414/98 (EGT | forsatta med socker eller produkten i frdga, och som, i
L 299, 10.11.1998, s. 7) annat sotningsmedel tillimpliga fall, anges i kommis-

Forordning (EG) nr 137498 (EGT sionens forordning (EEG) nr
L 185, 30.6.1998, s. 21) 3846/87 (EGT L 366,
Forordning (EG) nr 2508/97 (EGT 24.12.1987, s. 1) i del 9 i
L 345, 16.12.1997, s. 31) exportnomenklaturen  eller i
Forordning (EG) nr 174/1999 forordning (EG) nr 1374/1998
(EGT L 20, 27.1.1999, s. 8) Fetter (> 6 %) (EGT L 185, 30.6.1998, s. 21) | IDF 16C:1987

Tr/Le
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Kommissionens férordning Produkt KN-nr Parameter Gransvirden Referensmetod Anmirkning
Mjolk eller gridde, koncen- | 0402 Fetter i flytande form IDF 13C:1987
trerade eller forsatta med Fetter i fast form IDF 9C:1987
socker eller annat sotnings-
medel Proteinprodukter IDF 20B:1983
Sackaros (normal halt) IDF 35A:1992
Sackaros (ldg halt) Metoder godkinda av behorig | Anmiérkning 2
myndighet
Torrsubstans (SCM) IDF 15B:1991
Torrsubstans (EMC) IDF 21B:1987
Vatten (mjolk och gradd- IDF 26A:1993
pulver)
Karnmjolk, mjolk och | 0403 Fetter IDF 1D:1996, IDF 9C:1987 Anmirkning 2
gridde, jast eller syrad IDF 16C:1987, IDF 22B:1987
koncentrerad eller inte IDF 126A:1988
koncentrerad, férse'l'tt .med Proteinprodukter IDF 20B:1993
socker eller annat sotnings-
medel Sackaros (normal halt) IDF 35A:1992
Sackaros (ldg halt) Metoder godkinda av behorig
myndighet
Vatten (surt kdrnmjolks- Bilaga XXIV
pulver)
Vatten (kdrnmjolkpulver, ej IDF 26A:1993
surt)
Torrsubstans (andra Metoder godkinda av behorig
produkter) myndighet
Vassle, dven koncentrerad | 0404 Fetter IDF 9C:1987, IDF 16C:1987
eller inte eller forsatt med IDF 22B:1987
socker eller annat sotnings- .
Proteinprodukter IDF 20B:1993
medel; Produkter bestdende P
av  naturliga  mijolkbe- Sackaros (normal halt) IDF 35A:1992
stindsdelar Sackaros (ldg halt) Metoder godkinda av behorig | Anmiérkning 2
myndighet
0404 90 Proteinprodukter IDF 20B:1993
Vatten IDF 26A:1993
Torrsubstans IDF 15B:1991
(Koncentrerade produkter) IDF 21B:1987
Smér  och andra fetter | 0405 Fetter (om < 85 %) Bilaga XI
framstal}fla av mjolk; bred- Vatten Bilaga IX
bara mjolkprodukter
Smor Fettfri torrsubstans Bilaga X
Nacl IDF 12B:1998
Smorolja Fetter (om > 99 %) IDF 24:1964

Vatten (om fetter < 99 %)

IDF 23A:1988

100C°C .
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Kommissionens férordning Produkt KN-nr Parameter Gransvirden Referensmetod Anmirkning
Ost och ostmassa 0406 Fetter IDF 5B:1986
Torrsubstans IDF 4A:1982
Torrsubstans (Ricotta) IDF 58:1970
NaCl IDF 88A:1998
Laktos IDF 79B:1991
Forordning (EEG) nr 265887 Foderblandningar 2309 Laktos Bilaga XVII

Anmirkningar till foérteckningen over Europeiska unionens referensmetoder

Anmdrkning 1: Mjolkfettisolering som beskrivs i IDF-standard 6B:1989 (skydd mot ljus).
Anmdrkning 2: Ingen referensmetod har upprittats.

Anmdrkning 3: Provberedning skall utforas enligt IDF-standard 122C:1996 eller enligt IDF-standard 73A:1985.
Anmdrkning 4: Inkubation i 48 timmar vid 55 °C, forsiktighetsatgirder skall vidtas sd att odlingsmediet inte torkar.
Anmarkning 5: % fettfri torrsubstans
Anmdrkning 6: Smoret skall motsvara produktionsstatens nationella kvalitetsklass enligt bilaga V i kommissionens férordning (EG) 2771/1999.
Anmdrkning 7: Kommissionens direktiv (EEG) nr 4/84.

=% torrsubstans — % fett.

Anmdrkning 8: Kommissionens forordning (EG) nr 1758/94 (EGT L 183, 19.7.1994, s. 14).
Anmdrkning 9: Kommissionens direktiv 78/633/EEG.

v1/e 1
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BILAGA 1T
(Artikel 3)

KONTROLL AV RESULTAT SOM ERHALLITS MED RUTINMETODER OCH SOM LIGGER NARA DE GRANS-
VARDEN FOR SAMMANSATTNING OCH KVALITET SOM ANGES I FORORDNINGARNA

Om m_ idr ett grinsvirde som anges for sammansittning och kvalitet i en forordning ar beslutsgransvirdet (L)

L=m,

om RRul/RRef <1
R,  Rutinmetodens reproducerbarhetsgrinsvirde
R+  Referensmetodens reproducerbarhetsgrinsvirde

Om m ar ett ovre gransvirde och Ry /R, > 1, erhdlls beslutsgrinsvardet genom formeln

L=m, - [(RRul/RRef) - 1] - CrDys

Om under samma férhdllanden m, dr ett undre grinsvirde, erhdlls beslutsgrinsvirdet genom

L= m, + [(ka/chr) - 1] . CI‘D.;.;

CrD,,: Referensmetodens kritiska differens (se bilaga IV).

Om m_ ar ett Gvre gransvirde mdste ett slutresultat erhallet med en rutinmetod och som ligger 6ver beslutsgransvirdet
ersittas av ett slutresultat som erhdllits med referensmetoden. Slutresultatet maste baseras pd minst samma antal
analyser/prover som slutresultatet med rutinmetoden.

Om m,_ ir ett undre grinsvirde skall samma forfarande tillimpas for ett slutresultat erhéllet med en rutinmetod och som
ligger under beslutsgransvirdet.

Anmdrkning

Det forfarande som beskrivs ovan kan tillimpas om det inte finns ndgra pavisbara matriseffekter.

Matriseffekter kan pavisas pa foljande sitt: For varje prov som anvinds for kalibrering bestims differensen (W) mellan de
resultat som erhdlls med referensmetoden och de som erhdlls med rutinmetoden.

Standardavvikelsen berdknad med anvindning av formeln
s=1/(Xw)/2m

m: antalet prov som anvinds for kalibrering

jamfors med det aritmetiska medelvirdet av referensmetodens och rutinmetodens standardavvikelse for repeterbarhet.
_ 2 2
S = (Srmjj + Srmu))/z

En matriseffekt kan inte uteslutas om

mes’/s’ > Chi]

fil-a

dar
f= m (f: antal frihetsgrader)
a= felsannolikhet; a =0,05.

[ detta fall 4r vidare undersokning nddvindig innan ett beslutsgransvirde kan faststillas.
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BILAGA Il
(Artiklarna 4 och 5)

a) Forfarande for bestimning av Overensstimmelse med ett faststillt reproducerbarhetsgrinsvirde (kemisk
analys)

Overensstimmelse med reproducerbarhetsgrinsvirdet kontrolleras genom att jamfora laboratorieresultaten med resultat
fran ett rutinerat laboratorium (') erhdllna med ett identiskt prov. En dubbelbestimning utfors i bida laboratorierna och
resultaten bedoms med anvindning av formeln:

o r

CrDos('Yl _yz|) = RZ_E
dir
CrD,,:  kritisk differens (P = 0,95)
v, Aritmetiskt medeltal av tvd resultat erhdllna i laboratorium 1
V. Aritmetiskt medeltal av tvd resultat erhdllna i laboratorium 2
R: reproducerbarhetsgrinsvirde: att bestimmas genom interpolation
r repeterbarhetsgransvirde: om precisionen varierar med nivan

Om den kritiska differensen har overskridits skall ytterligare ett experiment genomforas inom tvd ménader. Om virdet
inte overensstimmer med reproducerbarhetsgrinsvirdet i detta andra forsok méste de behoriga myndigheterna vidta
nodvandiga atgarder.

b) Forfarande for att erhdlla ett provisoriskt reproducerbarhetsgrinsvirde (kemisk analys)

Ett provisoriskt reproducerbarhetsgransvirde (R, ) erhilles genom att anvinda foljande ekvation:
, T
R =[G =50 +5
dir
V. medeltal av tvd resultat erhdllna i laboratorium 1
¥, medeltal av tvd resultat erhdllna i laboratorium 2 (se del a av bilaga III).
r: repeterbarhetsgriansvirde eller provisoriskt repeterbarhetsgransvarde.
Anmdrkningar:

1. R, kan anvindas for att berdkna kritiska differenser (se bilaga VI).

prov

2. R faststillas till 2r, om det beriknade virdet for R 4r mindre 4n 2r.

prov prov

3. Om det beriknade virdet dr storre dn 3r eller dr storre dn tvd ginger det R-vdirde som forutsigs frain Horwitz
ekvation (*), 4r R__ oacceptabelt hogt och kan inte anvindas for att berdkna den kritiska differensen.

prov

4. R, bér bestimmas minst en gdng per dr pd grundval av resultat som erhillits i tvd laboratorier (se bilaga IV).

5. Medelvirdet av R bor anvindas for berdkning av kritiska differenser. De regler som anges under 2 och 3 galler for
medelvirdet av

prov®
(*) Horwitz ekvation:

RSDR(%) — Q1-05 logiC

dir

RSD,: Standardavvikelse for reproducerbarheten

C Koncentrationen uttryckt som en decimalfraktion (t.ex.: 10 g/100 g = 0,1).
Referens:

Peeler, ].T., Horwitz, W. och Albert, R.
J. Ass. Off. Anal. Chem.
72(5), 784-806 (1989).

(') Som en allmin regel bor det rutinerade laboratoriet vara ett laboratorium som framgédngsrikt har deltagit antingen i faststillandet av
provmetoden eller i en kompetensprovning.
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Reproducerbarhetsgransvirdet (R-virdet) erhdlls fran det berdknade RSD,-virdet som

R =0,0283 x RSD,

(X = de erhdllna resultatens aritmetiska medelvirde)

Nagra berdknade RSD -virden (exempel)

Koncentration RSD, (%)
1 g/lOO g 4
0,01 g/lOO g 8
1 mg/1000 g 16

For en provkoncentration pd 1 g/100 g erhalls

R = 0,0283*1*4 = 0,11 g/100 g.
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BILAGA IV
(Artikel 4)

BEDOMNING AV ANALYSRESULTAT SOM ERHALLITS MED HJALP AV VALIDERADE METODER

Om analysresultatet visar att ett gransvdrde har overskridits, berdknas det aritmetiska medelvirdet av tvd eller flera
resultat. Foljande forfarande skall tillimpas:

1. Om analysresultatet representerar ett enstaka resultat skall en andra analys utforas under repeterbara forhillanden. Om
de tvd analyserna inte kan utforas under repeterbara forhéllanden, utfor ytterligare en duplikatanalys under repeterbara
forhdllanden och anvind dessa resultat f6r bedémning av Gverensstimmelsen med kritisk differens.

2. Det absoluta virdet av differensen mellan det aritmtiska medelvirdet av de resultat som erhélls under repeterbara
forhallanden och grinsvirdet bestims. Ett absolut virde for differensen som ér storre dn den kritiska differensen
betyder att det analyserade provet inte uppfyller kraven.

Den kritiska differensen bestims med anvidndning av féljande formel:

CrDy(|g —m,|) =

dir

y:  aritmetiskt medelvirde av de erhillna resultaten

m_: grinsvirde

n: antal analyser/prov.

Om precisionen varierar med nivén kan det bli nédvindigt att bestimma r och R genom interpolation.

Normalt maste ett slutresultat som rapporteras for ett prov visa Overensstimmelse med ett grinsvirde.

Slutresultaten omfattar

— inom omrddet m; och m,+ CrDy; (|y—m,|), om grinsvirdet ar ett maximum,

— inom omrddet m; och m,-CrD,, ([y-mg|), om grinsvirdet ir ett minimum,
och bor dirfor bara forekomma undantagsvis.

Slutresultat inom ndmnda omraden dr godtagbara endast om de forekommer hogst en géng per fem anlyserade prov
per parti. Om mindre dn fem prov analyseras per parti dr 1 resultat inom nimnda omrade godtagbart. Regeln att
endast ett resultat inom nidmnda omréde skall erhdllas per fem analyserade prov maste emellertid iakttas om partier
erbjuds upprepade génger av en producent.

3. Om slutresultatet x berdknas med anvindning av en formel av typen x =y *y, (tex. innehdll av vatten + fettfri
torrsubstans i smor for att berikna fetthalten), dar y, och y, dr slutresultaten av en enda analystyp, beriknas de totala
repeterbarhets- och reproducerbarhetsgransvarderna r, och R_fér slutresultaten x som

R =\R+R

dér r, och r, dr repeterbarhetsgrinsvirdena och R, och R, ir reproducerbarhetsgrinsvirderna for resp. y, och y,.

x jamfors med gransvirdet m_ enligt de regler som anges under 1 och 2. Den kritiska differensen bestims med
anvindning av formeln

0.84
CrDy(lx —m,|) = 7

ddr x dr det aritmetiska medelvirdet av de erhdllna x, virdena.

4. Om slutresultaten berdknas med anvindning av en formel av typen

(tex. fett i torrsubstans av ost),
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dir y, och y, ir slutresultaten av en enda analystyp, berdknas de totala repeterbarhets- och reproducerbarhetsgransvir-
dena r_ och R_som

T, = [T, + T,

R, = u/R, + R,
e = pul

B gréns- eller mélvirde for y, (tex. fett)

1t grins- eller malvirde for y, (tex. torrsubstans)

ro=1 <015 r,=2<0.15
1 Ha

o reproducerbarhetsgrinsvirde, y,

r,:  repeterbarhetsgrinsvirde, y,

R, R,
R, =—<0.15 R,=—2<0.15
I 223
dir:
R: reproducerbarhetsgrinsvirde, y,
R,: reproducerbarhetsgrinsvirde, y,.

Forfarandena for berakning av r_och R_r tillimpliga endast om de relativa repeterbarhets- och reproducerbarhets-
gransvardena (r*; r*; R,; R,,) dr mindre dn eller lika med 0,15.

x jamfors med gransvirdet p_ enligt de regler som anges under 1 och 2. Den kritiska differensen beriknas med
anvindning av formeln

0.84 R rzn—l

CrDys([x — p|) = —— 1 /R* —
Do = ) =~ R =

ddr X dr det aritmetiska medelvirdet av i kronologisk ordning erhéllna x-virden (¥).

(*) MARK: Om tex. virdena y,,, y,, ¥, och y,, erhills méste det aritmetiska medelvirdet av y,,[y,, och y,,[y,,
berdknas.
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BILAGA V
INTERNKONTROLL

(Artikel 5)

a) Intern kvalitetsstyrning (IKS) (kemisk analys)

Definition av kontrollmaterial
Ett material som anvinds for IKK och som utsitts for samma eller delvis samma forfarande som undersokt material.

Ett kontrollmaterial kan vara:

— certifierat referensmaterial,

— internt referensmaterial,

— material som validerats genom laboratorietest, eller

— ett tillsatt material.

Forfarande for etablerande av IKK

Laboratoriet bor etablera IKK enligt det forfarande som beskrivs i [UPAC-dokumentet "Harmoniserade riktlinjer for intern
kvalitetsstyrning i analyslaboratorier” (*).

IKK genomférs genom att kontrollmaterial tas in i analysserien eller genom upprepad analys av undersokningsprovet.
Kontrollmaterial mdste till sin kemiska sammansattning vara likartade med undersokningsproverna och madste vara
tillrackligt stabila under den aktuella perioden. Det mdste visas att de pd lampligt sitt kan uppdelas i identiska delar for
analys och att de dr av en provkoncentration som ar limplig for det aktuella analysomridet.

Ett kontrollmaterial skall sittas in &tminstone en ging per analysserie och det erhdllna resultatet skall markeras pa ett
kontrolldiagram for att mita long-term errors. Dessutom skall laboratoriet periodiskt visa att det fyller repeterbarhets-
kravet inom serien. Detta skall dstadkommas genom duplikatanalys av kontroll- och/eller undersdkningsmaterial. Resul-
taten av dessa analyser bor jamforas med eventuellt publicerade repeterbarhetsgransvirden och befintliga data Gver intern
precision.

Om kontrollmaterial anvinds skall de resultat som erhdlls for mellanserieanalys av kontrollmaterialet markeras pé ett
Shewhartdiagram [ISO 8258 (1991)] styrdiagram med limpliga kontrollgrinsvirden. Aktionsgranserna skall sittas vid

X * 3s,
dir s_dr den totala standardavvikelsen,
H, varningsgrinsvirden vid

X £ 28,

Total standardavvikelse:

2 2
S, =/S, +s./n

varvid

Sy Standardavvikelse mellan serier
S,: Standardavvikelse inom serien
n: antal bestimningar

Om kontrollmaterial inte anvinds (t.ex. till foljd av bristande stabilitet) méste duplikatanalys goras pa dtminstone ett av
undersokningsmaterialen i varje serie.

De absoluta differenser som erhélls vid duplikatanalyser inom en serie (se bilaga 3) skall markeras. Centrumlinjen ar
1.128 s, undre grinsvirdet dr 0 och ovre grinsvirdet (aktionsgrinsvardet) dr 3,686 s, om s, dr standardavvikelsen
inom serien.

W

Kontrollférfarandet bor inkludera material pd hog och 1ag nivd nidr spannvidden i koncentration ar stor.

(') M. Thompson and R. Wood: "Pure and Applied chemistry” 67 (4), 649-666 (1995).
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Om unders6kningsmaterialet omfattar ett brett spektrum av provkoncentrationer bor laboratoriet faststdlla sambandet
mellan precision och viktighetsnivd. Om precisionen ar proportionell mot nivan bor senare kontroller goras pa grundval
av relativ precision (d.v.s. absolut differens i procent av medelvirde).

Det finns tecken pd en okontrollerad situation i det analytiska systemet om

A. det aktuella markeringsvirdet faller utanfor aktionsgrinserna,
B. det aktuella resultatet och det foregdende virdet faller utanfor varningsgrinserna men innanfor aktionsgrinserna,

C. i fall di kontrollmaterial anvinds, nio pad varandra foljande virden faller pd samma sida av medeltalslinjen,

Laboratoriet bor reagera pd en okontrollerad situation genom

A. avbrytande av analyserna i avvaktan pd diagnostiska tester och korrigerande atgirder, och

B. kassation av resultatserien och fornyad analys av undersokningsmaterialet.

b) Forfarande vid urval av internt kontrollmaterial och vid faststillande av interna precisionsgrinsvirden
(kemisk analys)

Data over precisionen inom laboratoriet kan erhéllas genom upprepad analys av kontrollmaterial och/eller genom
upprepad analys av kontrollprover.

Foljande tillvigagangssitt tjanar som riktlinje for laboratorier som faststéller precisionsparametrar for variation inom och
mellan serier for senare bruk vid upprittande av styrdiagram. Laboratorier far tillimpa alternativa metoder forutsatt att de
pa ett godtagbart sitt kan visa att de har producerat data med tillforlitlig precision.

1. Urval av kontrollmaterial

Om det dr lampligt for laboratoriet att anvdnda ett kontrollmaterial, méste data forst samlas for att faststilla gransvarden.
Om mojligt bor certifierat referensmaterial (CRM) anvindas. Tilltankt kontrollmaterial bor analyseras under repeterbara
forhallanden inom en serie som innefattar limpligt CRM med upprepning och slumpférdelning. CRM mdste vara lampligt
ifrdiga om bdde matrissammansittning och provkoncentration. Om detta tillvigagdngssitt inte dr mojligt bor laboratorier
soka delta i kompetensprovning och etablera konsensusmedelvirden (tilldelade virden) som kan betraktas som ett
konventionellt sant medelvirde som kan tilldelas en meningsfull osikerhet. Andra metoder innefattar tilldelning av sanna
virden genom formulering eller anvidndning av “spiked” kontrollmaterial.

Om laboratoriet regelbundet utfor denna typ av analys och redan har etablerat statistisk kontroll maste dessutom
eventuellt nytt kontrollmaterial (som krdvs t.ex. genom att lagret tagit slut) anskaffas med hinsyn till analyser som ar
under kontroll med anvindning av befintligt material.

2. Tilldelning av grinsvirden

Sedan ett kontrollmaterial utvalts skall laboratoriet faststilla precisionstal mellan och inom serier med anvindning av
detta material.

Som ett minimikrav for faststillande av inomserieprecision bor kontrollmaterialet analyseras som duplikatprov vid 12
tillfdllen. Duplikatprovanalyser bor utforas under repeterbara forhallanden, d.v.s. samma operator, samma reagens etc.
Duplikatprovanalyser av kontrollmaterialet bor fordelas slumpmissigt inom en analysserie. Varje duplikatanalys bor
utforas en sarskild dag under en tidsperiod som avspeglar en rimlig variation frn serie till serie med hansyn till normala
variationer med avseende pd t.ex. reagens, omkalibrering av instrument och, i tillimpliga fall, olika operatorer.

Mrk: Man skall vara medveten om att anvindningen av data som inte ar fullt representativa for variationer mellan serier
kan ge upphov till onddig upprepning av analyser genom att alltfor sndva grinser sitts. Omvént kan ett
laboratorium som presenterar precisionsdata som ar alltfor oprecisa vara ur stind att halla sig inom foreskrivna
gransvarden i referensmetoderna, det kan forvintas gora ett undermaligt arbete i jamforelse med andra laboratorier
och det riskerar att producera data som inte duger for det avsedda dndamdlet.

2.1 Bestimning av precisionen inom serien

2.1.1 Precision inom serien dd ett kontrollmaterial finns tillgingligt

Duplikatdata (minst 12 duplikatprov) bor forst undersokas med Cochrans maximivarianstest. Detta innefattar en jamfo-
relse av det maximala duplikatomridets kvadrat med summan av omradenas kvadrater.

d’max

,idf
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dar

d, = differensen mellan duplikatprov.

Virdet for Cochrans kriterium, C, jimfors med tabellerade varden [ISO 5725 (1994)]. Om ett virde kan klassificeras som
en "straggler” eller avvikare bor resultatet undersokas for att finna en forklaring, t.ex. ett tekniskt fel, beridkningsfel,
analysfel eller analys av fel prov. Om forklaringen av det tekniska felet dr sddan att det visar sig omojligt att ersdtta det
misstankta resultatet bor det kasseras som en verklig avvikare. Om ndgra "stragglers” eller avvikare aterstdr som inte kan
forklaras, skall "stragglers” behallas som korrekta och de statistiska avvikarna kasseras. Laboratoriet bor soka skaffa
ersdttningsresultat.

Sedan laboratoriet Overtygat sig om att resultaten 4r fria frin avvikare, erhélls standardavvikelsen inom serien s pa
foljande sitt:

For varje par x, x, av de p duplikatdata sammanstills och beriknas summan av duplikatanalyserna,
S =X + Xp
och differensen mellan duplikatanalyserna,

d1 =Xp — Xy

till

B=S &

C= zp:sf
i=1

En uppskattning av standardavvikelsen inom serien ar

Internprecisionsgréinsvéirdet ar 2,8 s

Om en referensmetod anvinds bor internprecisionsgransvardet jamforas med det publicerade repeterbarhetsgransvardet.
Laboratoriet bor uppfylla referensmetodens krav; i annat fall méste orsaken undersokas.

De faststdllda gransvirdena bor betraktas som provisoriska och kan dndras.

2.1.2 Precisionen inom serien om kontrollmaterial inte finns tillgangligt

Laboratoriet far vilja att faststdlla inomserieprecisionen genom duplikatanalys av representativa kontrollprover (minst 12
duplikatanalyser). I fall d det inte 4r mojligt att anvinda kontrollmaterial, t.ex. pd grund av instabilitet, maste duplikatdata
samlas genom denna metod.

Murk: Det antas att analyserna omfattar en relativt begrinsad skala av virden och att ett enda virde foljaktligen kan
tillimpas pd alla proverna. I fall da resultatskalan ar vidare, t.ex. ticker en storleksordning, och precisionen ir
beroende av nivan, bor laboratoriet Gverviga anvandning av relativa standardavvikelser.

Data bor undersokas med Cochrans test, som i 2.1.1. Sedan laboratoriet forsikrat sig om att erhdllna data ar fria fran
avvikare, kan standardavvikelse inom serien och internprecision faststillas som i avsnitt 2.1.1.

Standardavvikelsen inom serien s kan anvindas for att konstruera styrdiagram (se bilaga 2), De faststillda grinsvirdena
bor betraktas som provisoriska och kan éndras.
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2.2 Bestimning av precisionen mellan serier

Sammanstill genomsnittsvirdena (s /2) for varje par och undersok dessa med Grubbs test [ISO 5725 (1994)]. Forkas-
tande-/acceptanskriterier for avvikare eller "stragglers” finns beskrivna i 2.1.1. Laboratoriet bor soka skaffa ett ersittnings-
virde for varje kasserat resultat. Sedan laboratoriet forsikrat sig om att erhdllna data dr fria frin avvikare berdknas

standardavvikelsen mellan serier s,.
1 p—1 AZ)
5 =—(c-P——p_=
' \/4@ ) ( p p

eller 0 om uttrycket under kvadratrotstecknet 4r negativt.

Den totala standardavvikelsen s_anvinds for att konstruera kontrolldiagram for genomsnittet av n bestimningar (se bilaga
Il). De faststillda grinsvirdena bor betraktas som provisoriska och kan éndras.

3. Omprévning av provisoriska grinsvirden
Kontrollgransvirden som faststillts enligt ovan méste betraktas som provisoriska berdkningar.

For att uppdatera de gransvirden som har faststillts pd grundval av en acceptabel precision inom serien (avsnitt 2.1.2),
bor ytterligare duplikatanalyser fran undersokningsprover samlas. Intervallet fore granskning beror delvis pa analysfrek-
vensen. Som ett riktvirde bor data granskas sedan ytterligare 10 duplikatanalyser har erhdllits. Alla data bor da
undersokas med Cochrantest och gransvirdena bor justeras pd grundval av det nya virdet for standardavvikelsen. Senare
beslut om kontrollgrinsvirdenas giltighet maste fattas mot bakgrund av ytterligare data.

Granskning av ursprungliga data erhéllna for precisionen mellan serier beror ocksd pa analysfrekvensen. Som en riktlinje
bor de ursprungliga antagandena om standardavvikelse och medelvirde omprovas sedan ytterligare 10 datapunkter
erhallits frdn analys av ett kontrollmaterial, med en frekvens av en analys per omgang.

Alla data bor undersokas med Grubbs test pd avvikare. Medelvirde och standardavvikelse bor omriknas pé basis av de
nya data.

Dessutom bor laboratoriet pa detta stadium tillimpa ett Cusumdiagram [BS S 700: (1984) och dndring 5480 (1987)] for
att undersoka eventuella problem forknippade med t.e.x dldersforindringar hos reagens. Varje enskilt resultat som faller
utanfor Cusums "v-mask’-gransviarden mdste undersokas.

De nya gransvardena (medeltal och standardavvikelse) méste underkastas regelbunden kontroll med anvindande av
Cusumtekniken. Varje tecken pé att kontrollmaterialets giltighet kan ifragasittas maste undersokas grundligt.

4. Rapportering av precisionsdata

Laboratoriet skall stilla foljande information till den behoriga nationella myndighetens forfogande:

— Tillimpad metod,

— Standardavvikelse inom serien s, och internt precisionsgriansvarde,
— Standardavvikelse mellan serier, s,

— Total standardavvikelse s,

— Antal analyser frén vilka precisionsdata erhallits.
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BILAGA VI
(Artikel 6)

UTVARDERING AV BEDOMARE OCH RESULTATENS TILLFORLITLIGHET I SENSORISKA ANALYSER

Foljande forfarande skall tillimpas om scoringmetoder tillimpas (IDF-standard 99C[1997).

a) Bestdmning av “repeterbarhetsindex”

Minst 10 prover analyseras som blindduplikat av en bedomare inom en period av 12 ménader. Detta gors vanligen i
flera omgéngar. Resultaten for individuella produktegenskaper bedoms med anvindning av féljande formel:

W, = 1+ (x‘ln_ le)

dar

w: repeterbarhetsindex

W score for forsta bedomningen av prov x,
X, score for andra bedémningen av prov x,
n: antal prov

Proven som skall bedomas bor avspegla ett brett kvalitetsomrdde. w, bor inte Gverskrida 1,5 (5-gradig skala).

=g

Bestimning av “avvikelseindex”

Detta index bor anvindas for att kontrollera huruvida en bedomare anvinder samma skala for kvalitetsbedéomning
som en grupp erfarna bedoémare. Scores erhdllna av en bedomare jamfors med medeltalet av scores erhdllna av
bedomargruppen.

Foljande formel anvinds for utvirdering av resultaten:

2ol — fu)l + (% — Eiz)z]

D, =1+

2n
dir
X, X,: jfr punkt a).
X, X,; Genomsnittligt score for en bedomargrupp for den forsta resp. andra bedémningen av provet x..
n: Antalet prov (minst 10 per 12 madnader).

Proven som skall bedomas bor avspegla ett brett kvalitetsomrdde. D, bor inte Gverskrida 1,5 (5-gradig skala).

Medlemsstaterna skall rapportera eventuella problem vid tillimpning av detta forfarande.

¢) Jamforelse av resultat erhdlina i olika omrdaden inom en medlemsstat och i olika medlemsstater

Dir s d4r mojligt bor minst en gang om dret en undersokning genomforas som mojliggor en jaimforelse av resultat
erhdllna av bedomare frdn olika omrdden. Om pétagliga differenser noteras bor medlemsstaterna vidta nodvindiga
atgirder for att klarligga skilen och nd jimforbara resultat.

Medlemsstaterna fir organisera undersokningar som mojliggér en jimforelse av resultat erhdllna av deras egna
bedémare och av bedomare frdn angransande medlemsstater. Patagliga differenser bor foranleda en grundlig undersok-
ning i syfte att nd jamforbara resultat.

Medlemsstaterna skall rapportera resultaten av dessa jamforelser till kommissionen.
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BILAGA VII
(Artikel 6)

SENSORISK BEDOMNING AV SMOR

. Omfattning

Syftet med detta forfarande for sensorisk bedomning av smor dr att det skall utgéra en enhetlig metod som ar
tillimplig i alla medlemsstater.

. Definitioner

Med sensorisk bedomning avses en undersokning av en produkts egenskaper med hjilp av sinnesorganen.

Med panel avses en grupp av utvalda bedomare som under bedémningen arbetar utan inbérdes kommunikation och
utan att paverka varandra.

Med podngsdttning avses en panels sensoriska bedomning enligt en numerisk skala. En felnomenklatur skall anvindas.
Med Klassning avses en kvalitetsklassificering som utfoérs pd grundval av poingsittningen.

Med kontrollhandlingar avses handlingar som anvinds for att notera poingen for varje egenskap och den slutliga
klassningen av produkten. (Denna handling fir ocksd anvindas for registrering av kemisk sammansittning.)

. Testrum

3.1 Forsiktighetsdtgirder skall vidtas sd att bedomarna i testrummet inte paverkas av yttre faktorer.
3.2 Testrummet skall vara fritt frin frimmande lukter och litt att rengéra. Viggarna skall vara ljust firgade.

3.3 Testrummet och dess belysning skall vara sddant att egenskaperna hos de produkter som skall podngsittas inte
paverkas. Rummet skall vara utrustat med limplig temperaturreglering.

. Val av bedomare

Bedomaren skall vara bekant med smorprodukter och kompetent att utfora sensorisk klassring. Hans kompetens skall
bedomas regelbundet (minst en ging per ar) av den behoriga myndigheten.

. Krav péd panelen

Antalet bedomare i panelen bor vara udda, och minst tre. Majoriteten skall vara anstillda vid den behoriga myndig-
heten eller vara behoriga personer som inte dr anstillda inom mjolkindustrin.

Flera faktorer skall beaktas fore bedomningen for bista resultat:

— Smakdomarna fir inte lida av ndgon sjukdom som kan pédverka deras arbete. Om sd dndd ar fallet skall
smakdomaren i friga ersittas med en annan smakdomare.

— Smakdomarna skall komma i tid for att delta i bedomningen och ha avsatt tillrickligt med tid for att genomfora
bedémningen.

— Smakdomarna skall undvika att anvinda starkt doftande produkter som parfym, aftershave, deodorant samt att ita
matvaror med stark smak (kryddor), osv.

— Smakdomarna fir varken roka eller dricka och endast dricka vatten under en halvtimme fére bedémningen.

. Bedomning av virdet av varje egenskap

6.1 Den sensoriska bedomningen skall utforas i forhdllande till foljande tre egenskaper: utseende, konsistens, smak
och lukt.

Utseende inbegriper foljande faktorer: firg, synlig renhet, mogeltillvixt och vattendispersion. Vattendispersion
testas i enlighet med IDF-Standard 112A[1989.

Konsistens inbegriper foljande faktorer: fasthet och bredbarhet.
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6.2
6.3

6.4

Fysiska metoder far anvindas for bedomning av smorkonsistens. Kommissionen rdknar med att dessa metoder
harmoniseras i framtiden.

Smak inbegriper foljande faktorer: smak och lukt.

En betydande avvikelse fran den rekommenderade temperaturen hindrar en tillforlitlig bedomning av konsistens
och smak. Temperaturen dr av yttersta betydelse.

Varje egenskap skall bedomas sensoriskt var for sig. Poangsattningen skall ske enligt tabell 1.

Det édr onskvirt att bedomarna innan bedomningen pdborjas, tillsammans poingsitter ett eller flera referensprov
med avseende pd utseende, konsistens och smak, sd att en enhetlighet uppnas.

Poingsittningen for godkdnnande dr som foljer:

Max Min
Utseende 5 4
Konsistens 5
Smak och lukt 5 4

Om den nodvindiga poidngen inte uppnds, skall en beskrivning av defekten limnas. Den poing som vatje
bedomare ger for varje egenskap skall noteras i kontrollhandlingen. Produkten godkinns eller forkastas pa
grundval av ett majoritetsbeslut. Det bér inte férekomma ofta att skillnaderna mellan individuella podngsittningar
for varje egenskap dr storre dn angrinsande podng (inte oftare dn en gdng per 20 prov). I sé fall skall panelledaren
kontrollera panelens kompetens.

7. Kontroll

En

panelledare som skall vara en tjansteman anstilld vid den behériga myndigheten och som kan vara medlem av

panelen, skall ha det 6vergripande ansvaret for hela forfarandet. Han skall notera de individuella podngen for varje

ege

nskap i kontrollhandlingen och bestyrka om produkten godkinns eller forkastas.

8. Provtagning och provberedning

8.1

8.2

8.3

9. No
Se

— Det dr onskvirt att provernas identitet inte avslojas under bedomningen s att eventuell partiskhet undviks.

— Detta skall ordnas av panelledaren fore beddmningen utan nirvaro av de andra panelmedlemmarna.

Nir den sensoriska bedomningen genomfors vid fryshuset, skall provet tas ut med hjilp av en smorprovare. Om
den sensoriska bedomningen genomfors pd annan plats 4n vid fryshuset, skall ett prov om minst 500 g tas ut.

Under bedémningen skall smoret ha en temperatur pd 10-12 °C. Stora avvikelser bor till varje pris undvikas.

menklatur

tabell 2.
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Tabell 1: Poingsittning av smor

Utseende Konsistens Lukt/smak
Poing Nr (}) Anmirkning Poing Nr () Anmirkning Poing Nr (}) Anmirkning
5 Mycket bra 5 Mycket bra 5 Mycket bra
perfekt perfekt perfekt
hogsta kvalitet hogsta kvalitet hogsta kvalitet
(ldtt att breda) (absolut ren, finaste arom)
4 Bra (%) 4 Bra (%) 4 Bra (%)
inga patagliga fel 17 | hard inga patagliga fel
18 | mjuk
3 Varken bra eller daligt (svaga fel) 3 Varken bra eller daligt (svaga fe) 3 Varken bra eller ddligt (svaga fel)
1 | vattnigt, fria vattendroppar 14 | kort, sprod, smulig 21 | saknar arom
2 | ¢j homogent, tva firger 15 | salvig, oljig 22 | oren
3 | strimmigt 16 | klibbig 25 | frimmande smak
4 flammigt, marmorerat 17 hard 27 syrlig
5 | flackigt 18 | mjuk
6 f{I olja e 33 | kokt, brint
7 | for kraftig firgning
8 | porost, tydliga haligheter 34 | fodersmak
’ 35 skarp, besk
2 Daligt (tydliga fel) 2 Ddligt (tydliga fel) 2 Daligt (tydliga fel)
1 | vattnigt, fria vattendroppar 14 | kort, sprod, smulig 21 | oren
3 | strimmigt 15 | salvig, olijg 22 | frimmande smak
4 | flammigt, marmorerat 16 | klibbig 23 | gammal
5 | flackigt 17 | hard 25 | syrlig
6 | friolja 18 | mjuk 32 | oxiderad, metall
10 | frimmande foremal
11 | mogelvixt 33 | fodersmak
12 | olost salt (saltkristaller) 34 | skarp, besk
35 | forsalt
36 smaklds, unken
38 | kemikalie
1 Mycket daligt (starka fel) 1 Mycket daligt (starka fel) 1 Mycket daligt (starka fel)
1 | vattnigt, fria vattendroppar 14 | kort, sprod, smulig 22 | frimmande smak
3 | strimmigt 15 | salvig, oljig 24 | ostliknande
4 | flammigt, marmorerat 16 | Kklibbig
5 | flackigt 17 | hard 25 | syrlig
6 | friolja 18 | mjuk 26 | jast
7 | for kraftig firgning 28 | moglig
9 | kornigt 29 | hirsken
10 frimmande féremal 30 oljig, fiskliknande
11 | mogelvixt 31 | talgig
12 | olost salt (saltkristaller) 32 | oxiderad, metall
34 | skarp, besk
36 smaklds, unken
37 | malt
38 | kemikalie
(') Tabell 2.

(*) Felen bedomda som BRA innebdr mycket sma avvikelser fran hogsta kvalitet.
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Tabell 2: Nomenklatur 6ver smordefekter

I. Utseende

1.
2.
3
4
5
6.
7
8
9
10.

11.
12.

vattnigt, fria vattendroppar

¢j homogent, tva firger

. strimmigt
. flammigt, marmorerat

. flackigt

fri olja

. for kraftig fargning
. porost, tydliga haligheter

. kornigt

frimmande foremal
mogelvixt

olost salt (saltkristaller)

1. Konsistens

14.
15.
16.
17.
18.

kort, sprod, smulig
salvig, oljig

klibbig

hard

mjuk

. Smak och lukt

20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.

28.
29.
30.
31.
32.

33.
34.
35.
36.
37.
38.

(') Denna beteckning bér anvindas sd sillan som mojligt och endast ndr defekten inte kan beskrivas pa ett noggrannare sitt.

saknar arom
oren (1)
frimmande smak
gammal
ostliknande
syrlig

jast

a) kokt

b) brint

moglig

harsken

oljig, fiskliknande
talgig

a) oxiderad

b) metall
fodersmak
skarp, besk
for salt
smaklos, unken
malt

kemikalie
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BILAGA VIII
(Artikel 7)

FORFARANDE SOM SKALL TILLAMPAS NAR RESULTATEN AV EN ANALYS IFRAGASATTS (KEMISK

ANALYS)

1. En utvidgad analys far utféras pd begiran av tillverkare, importor eller exportdr, inom 7 arbetsdagar efter det att de

forsta analysresultaten har meddelats, forutsatt att forseglade duplikatprov av produkten ar tillgingliga och har lagrats
pd ett godtagbart sitt och det behoriga organet.

. Det behoriga organet skall pd begiran av tillverkare, importor eller exportdr samt pd dennes bekostnad skicka

proverna till ett annat laboratorium. Detta laboratorium mdste vara auktoriserat att ufora officiella analyser och méste
ha visat sig vara kompetent att utfora de aktuella analyserna. Denna kompetens bor vara dokumenterad genom
godkint deltagande i samarbetsstudier, kompetensprovningar eller jaimforelser mellan laboratorier. Det andra laborato-
riet maste anvinda referensmetoden. De resultat som erhdlls av de tvd laboratorierna bedoms enligt foljande:

a) Om bdda laboratorierna uppfyller repeterbarhetskravet och reproducerbarhetskravet

Det aritmetiska medelvirdet av de undersokningsresultat som erhdllits av de bida laboratorierna rapporteras som
slutresultat. Detta slutresultat bedoms med beaktande av den kritiska differensen och med anvindning av foljande
formel:

- 0.84 1 1
6D -m) = 2[R = (1= 5= 5]

dir:

y: aritmetiska medelvirdet av alla resultat som erhillits av de bida laboratorierna,
m,: grinsvirde,

R: reproducerbarhet,

r: repeterbarhet,

antal resultat erhillna av laboratorium 1,

n;:

n,: antal resultat erhdllna av laboratorium 2.

Mark: Om slutresultatet berdknas med anvidndning av formlerna

x=y, ty, dirx=y,/y,

(se bilaga IV, punkt 3 och 4), maste R? och r?_ sittas in i formlerna i stillet for R? och r2

=

Om bdda laboratorierna uppfyller repeterbarhetskravet och reproducerbarhetskravet inte beaktas

Om den andra analysen bekréftar den forsta skall den kvantitet som underkastas analys avvisas eftersom kraven inte
uppfylls. 1 annat fall skall kvantiteten anses godkinnas.

(g)
~

Om endast ett av laboratorierna uppfyller repeterbarhetskravet

Slutresultatet frn det laboratorium som uppfyller repeterbarhetskravet anvindes for belsut om den analyserade
kvantiteten skall godkinnas.

&

Om inget av laboratorierna uppfyller repeterbarhetskravet och reproducerbarhetskravet beaktas

Punkt a skall tillimpas.

e) Om inget av laboratorierna uppfyller repeterbarhetskravet och reproducerbarhetskravet inte beaktas

Den analyserade kvantiteten godkénns, om de resultat som erhallits av det ena laboratoriet leder till denna slutsats.

f) Om resultaten erhdllits genom anvindning av icke validerade metoder

Den analyserade kvantiteten godkinns, om de resultat som erhéllits av det ena laboratoriet leder till denna slutsats.

. Den behoriga myndigheten skall utan drojsmdl meddela tillverkare, importor eller exportdr resultaten av den andra

analysen. Kostnaden for den andra analysen skall belasta tillverkare, importor eller exportér om den analyserade
kvantiteten avvisas.

. Inom fem arbetsdagar efter det att proverna tagits och om tillverkare, importor eller exportor har bevis pé att

provtagningen inte har gjorts korrekt, skall provtagningen om méjlligt upprepas. Om det inte dr majligt att genomfora
en ny provtagning skall den analyserade kvantiteten godtas.
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BILAGA IX
(Artikel 8)

BESTAMNING AV VATTENHALTEN I SMOR

1. Syfte och tillimpningsomride
Denna referensmetod anvinds for att bestimma vattenhalten i smor.
2. Referenser
IDF-standard 50 C: 1995 — Mjolk och mj6lkprodukter — Provtagningsmetoder.
3. Definitioner
Vattenhalten i smor: den relativa massforlusten efter upphettning enligt denna standard. Uttrycks i gram per 100 gram.
4. Princip
Avdunstning av vatten fran ett prov i torkugn vid en temperatur pd 102 °C och i nirvaro av pimpsten.
5. Utrustning
Vanlig laboratorieutrustning, sirskilt
5.1 Analysvdg med en kinslighet av 1 mg.
5.2 Exsickator med ett effektivt torkmedel (t. ex. nyligen torkad kiselgel med hygroskopisk indikering).
5.3 Ventilerad, termostatreglerad torkugn som haller en jimn temperatur av 102 £ 2 °C.
5.4 Flatbottnade skilar av glas, porslin eller rostfri metall med en hojd p& ca 20 mm och en diameter p&d 60-80 mm.
5.5 Tvittad granulerad pimpsten med diamatern 0,8-10 mm.
6. Provtagning
Se IDF-standard 50 C; 1995.
7. Utforande
7.1 Beredning av provet
Placera provet i en sluten behéllare av glas eller plast sd att det upptar mellan halften och tva tredjedelar av
behéllaren. Upphetta provet till en temperatur ddr det dr sd mjukt att det ldtt kan blandas till en homogen massa
(antingen med en skakapparat eller fér hand). Blandningstemperaturen bor normalt inte overstiga 35 °C. Lt
provet svalna till rumstemperatur. Oppna provbehéllaren sd snart som mojligt efter nedkylning och ror om en
kort stund (inte lingre dn 10 sek.) med ndgot lampligt redskap, till exempel en sked eller spatel, fore vigning.
7.2 Bestdmning
7.2.1 Ldgg ungefir 10 g pimpsten i skdlen (5.4).
7.2.2 Lét skalen med pimpsten torka i ugnen (5.3) vid en temperatur pd 102 2 °C under minst 1 timme.
Observera: De torktider som ndmns i 7.2.2, 7.2.5 och 7.2.7 giller frdn det att ugnen har nitt en temperatur pa
102 +2°C.
7.2.3 Lit skalen svalna i exsickatorn (5.2) till den temperatur som rdder i vigrummet. Vg skalen med en noggrannhet

av 1 mg.
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7.2.4 For over ca 5 g av provet till skdlen. Vig med en noggrannhet av 1 mg.
7.2.5 Sitt in skdlen i ugnen vid 102 £ 2 °C och lt den std ddr i 3 timmar.

7.2.6 Lét skélen svalna i exsickatorn till den temperatur som réder i vigrummet. Vig skalen med en noggrannhet av
1 mg.

7.2.7 Upprepa torkningsprocessen under 1 timme i taget. For varje omgang skall provet tillitas svalna och sedan
vigas enligt 7.2.6 till dess att massan dr konstant (massfordndring pd hogst 1 mg).

Om massan skulle oka utfors berikningen pa grundval av den ligsta massa som noterats.

. Berikning av resultat

8.1 Berdkningsmetod och formel

Berdkna vattenhalten W uttryckt i massprocent med hjilp av foljande formel:

w="" 100
m, — m,
dir
m,  massan av skilen med pimpsten (7.2.3)
m,  massan av provet, skdlen och pimpstenen fore torkning (7.2.4)
m,  massan av provet, skilen och pimpstenen efter torkning (7.2.7)

Resultatet skall anges med en decimals noggranhet.

8.2 Repeterbarhet

Den absoluta skillnaden mellan resultaten av tvd bestimningar som utforts samtidigt eller direkt efter varandra av
samma person, under identiska forhallanden och pd samma provmaterial skall vara hogst 0,2 %.

8.3 Reproducerbarhet

Den absoluta skillnaden mellan resultat som erhdlls frin tvd personer i olika laboratorier men med samma
provmaterial skall inte vara storre dn 0,3 %.

. Analysrapport

Av analysrapporten skall framgd vilken metod som anvints och vilka resultat som erhéllits. Den skall ocksa innehalla
alla uppgifter av vikt som inte anges i denna internationella standard eller som ér frivilliga, liksom upplysningar om
eventuella missdden som kan ha péverkat resultaten. Analysrapporten skall ocksa innehalla all information som kravs
for att provet skall kunna identifieras.
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BILAGA X
(Artikel 8)

BESTAMNING AV HALTEN AV FETTFRI TORRSUBSTANS I SMOR

1. Syfte och tillimpningsomride

Denna referensmetod anvinds for att bestimma halten av fettfri torrsubstans i sméor.

2. Referenser

IDF-standard 50 C: 1995 - Mjolk och mjolkprodukter — Provtagningsmetoder.

3. Definitioner
Halten av fettfri torrsubstans i smor: andelen fettfri torrsubstans vid bestimning enligt den angivna metoden. Uttrycks
i gram per 100 gram.

4. Princip

Vatten far avdunsta fran en kind mingd smor. Fettet extraheras med petroleumeter varefter aterstoden vigs.

5. Reagens

Petroleumeter med ett kokintervall pd mellan 30 °C och 60 °C. Hogst 1 mg av reagenset far dterstd dd 100 ml
avdunstat.

6. Utrustning

6.1 Analysvdg med en kinslighet av 1 mg.
6.2 Exsickator med ett effektivt torkmedel (t.ex. nyligen torkad kiselgel med hygroskopisk indikering).
6.3 Ventilerad, termostatreglerad torkugn som haller en jimn temperatur av 102 £ 2 °C.

6.4 Flatbottnade skélar av glas, porslin eller rostfri metall med en h6jd av ca 20 mm upp till pipen och en diameter
pd 60-80 mm. Glasstav for omrorning.

6.5 Glasfilterdegel med porstorleken 16-40 pm och sugkolv.

7. Provtagning

Se IDF-standard 50 C: 1995.

8. Utforande
8.1 Beredning av provet

Placera provet i en sluten behdllare av glas eller plast sd att det upptar mellan hilften och tva tredjedelar av
behallaren. Upphetta provet till en temperatur dir det ar sd mjukt att det litt kan blandas till en homogen
massa (antingen med en skakapparat eller f6r hand). Blandningstemperaturen bor normalt inte overstiga
35 °C. L4t provet svalna till rumstemperatur. Oppna provbehllaren s snart som mdjligt efter nedkylning
och ror om en kort stund (inte lingre d4n 10 sek.) med ndgot limpligt redskap, till exempel en sked eller
spatel, fore vigning.

8.2 Bestdmning
8.2.1 Torka skilen tillsammans med glasstaven (6.4) och degeln (6.5) i ugnen (6.3) i 1 timme. L4t dessa féremal
svalna i exsickatorn och vdg dem tillsammans (dvs. skalen, glasstaven och degeln) med en noggrannhet av

1'mg (m).

Observera: — 1 regel ricker det om foremalen svalnar under 45 minuter.

— Om analysen omfattar mer n ett prov frdn samma provmaterial 4r det viktigt att samma skal,
glasstav och degel anvinds for alla proverna.

8.2.2 Tag bort degeln, notera den sammanlagda vikten av skalen och glasstaven med 1 mg noggrannhet (m,).

8.2.3 For over ca 5mg av provet (8.1) till skilen. Vig med en noggrannhet av 1 mg (m,).
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10.

8.2.4 Still skdlen (med glasstaven och smoret) i en ugn som dr uppvirmd till 102 £ 2 °C. Lt std Over natten.
8.2.5 Lét skilen (8.2.3) svalna till rumstemperatur.

8.2.6 Hall 15 ml ljummet (ca 25 °C) petroleumeter i skdlen och skrapa med hjilp av glasstaven loss sd mycket som
mojligt av det sediment som har fastnat pa skdlens insida. For over 16sningsmedlet till deglen sd att det
filtreras ned i sugkolven.

8.2.7 Utfér moment 8.2.6 ytterligare fyra gdnger. Om det inte finns ndgra spér av fett pa skalens yta skall sd mycket
som mojligt av sedimentet foras over till deglen under den fjarde skoljningen. I annat fall upprepas moment
8.2.6 till dess att alla spdr av fett avligsnats.

8.2.8 Tvitta sedimentet i degeln med 25 ml ljummen petroleumeter.
8.2.9 Lat skalen, glasstaven och degeln torka tillsammans i ugnen i 30 minuter vid en temperatur av 102 £ 2 °C.
8.2.10 Lt svalna till rumstemperatur i exsickatorn och vdg med en noggrannhet av 1 mg.

8.2.11 Upprepa momenten 8.2.9 och 8.2.10 till dess att den sammanlagda massan av skélen, glasstaven och degeln
(m,) dr konstant (massférindring pa hogst 1 mg).

. Berikning av resultat

9.1 Berdkning av halten av fettfri torrsubstans

Berikna halten av fettfri torrsubstans (SNF) uttryckt i massprocent med hjilp av foljande formel:

sNF=2 " 100

, —1Imy
dar
m, massan av den tomma skélen tillsammans med glasstaven och degeln (8.2.1)
m, massan av den tomma skalen med glasstaven (8.2.2)

m, massan av provet, skilen och glasstaven (8.2.3)

den slutliga massan av skilen, glasstaven och degeln med sedimentet (8.2.11)
Resultaten skall anges med en decimals noggrannhet.
9.2 Repeterbarhet

Den absoluta skillnaden mellan resultaten av tva bestdimningar som utfors samtidigt eller direkt efter varandra av
samma person, under identiska forhdllanden och pd samma provmaterial skall vara hogst 0,1 %.

9.3 Reproducerbarhet

Den absoluta skillnaden mellan resultat som erhalls fran tvd personer i olika laboratorier men med samma
provmaterial skall inte vara storre dn 0,2 %.

Analysrapport

Av analysrapporten skall framgd vilken metod som anvints och vilka resultat som erhéllits. Den skall ocksa innehélla
alla uppgifter av vikt som inte anges i denna internationella standard eller som ir frivilliga, liksom upplysningar om
eventuella missoden som kan ha paverkat resultaten. Analysrapporten skall ocksd innehalla all information som krévs
for att provet skall kunna identifieras.

Observera:

Vid analys av saltat smor betraktas det tillsatta saltet som fettfri torrsubstans. Vid bestimning av mingden fettfri
torrsubstans som harror frin mjolk méste méingden tillsatt salt dras av frén mingden fettfri torrsubstans. De
beriknade precisionstalen for bestimning av den fettfria torrsubstansen frdn mjolk ir

Repeterbarhet r= 0,104 %
Reproducerbarhet: R= 0,206 %.

Det foljer av detta att precisionstalen vid bestimning av méngden fettfri torrsubstans dven giller vid bestimning av
miéngden fettfri torrsubstans fran mjolk.



L 37/34 Europeiska gemenskapernas officiella tidning 7.2.2001

BILAGA XI
(Artikel 8)
BESTAMNING AV FETTHALTEN I SMOR

Fetthalten erhalls indirekt genom bestimning av vattenhalten och halten av fettfri torrsubstans i enlighet med bilaga IX
respektive bilaga X. Andelen fett i massprocent blir dd

100 — (W + SNF)

dar
W= vattenhalten i massprocent
SNF = halten av fettfri torrsubstans i massprocent

De berdknade precisionstalen for bestimning av fetthalten dr
Repeterbarhet r=022%
Reproducerbarhet: R= 0,36 %.
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BILAGA XII
(Artikel 9)

BESTAMNING AV VANILLININNEHALL I KONCENTRERAT SMOR, SMOR OCH GRADDE MED HPLC

1. Rickvidd och anvindningsomride

Med denna metod bestims mingden vanillin i koncentrerat smor, smor eller gradde.

2. Princip

En kind mingd av provet extraheras med en blandning av isopropanol/etanol/acetonitril (1:1:2). Utfillning av storsta
delen fett genom avkylning till mellan — 15 och —20 °C, &tfoljd av centrifugering.

Efter spddning med vatten, bestimning av vanillininnehéllet med HPLC.

3. Provningsutrustning

Sedvanlig laboratorieutrustning, i synnerhet foljande:

3.1
3.2

33

3.4

3.5

3.6

Frys med en temperatur pd mellan —15 och —20 °C.
Engdngssprutor, 2 ml.

Membranmikrofilter med 0,45 pm porstorlek som ér resistent mot en losning som innehaller 5 % extraktions-
16sning (4.4).

Vitskekromatografisystem bestdende av en pump (flode pd 1,0 ml/min), en injektor (20 pl-injektion, automa-
tisk eller manuell), en UV-detektor (instdlld pd 306 nm, 0,01 AU fullt utslag), en skrivare eller integrator och
en kolonntermostat instilld pd 25 °C.

Analyskolonn (250 mm x 4,6 mm innerdiameter) packad med LiChrospher RP 18 (Merck, 5 pm) eller
motsvarande.

Forkolonn (ca 20 mm x 3 mm innerdiameter), torrpackad med Perisorb RP 18 (30-40 pm) eller motsvarande.

4. Reagenser

Alla anvinda reagenser skall vara av godkind analytisk kvalitet.

4.1
4.2
4.3

4.4

4.5

4.6
4.7

4.8

Isopropanol

Etanol 96 % (v/v)

Acetonitril

Extraktionslosning

Blanda isopropanol (4.1), etanol (4.2) och acetonitril (4.3) i forhdllandet 1:1:2 (v/v).
Vanillin (4-hydroxi-3-metoxibensaldehyd)

Vanillin-staml6sning (= 500 pg/ml)

Vig med 0,1 mg noggrannhet upp ca 50 mg (CM mg) vanillin (4.5) i en 100 ml maitkolv, tillsitt 25 ml
extraktionslosning (4.4) och spad till market med vatten.

Vanillin-standardlosning (= 10 pg/ml)

Overfor med pipett 5,00 ml vanillinstamlésning (4.5.1) till en matkolv p4 250 ml och spid till mirket med
vatten.

Metanol, HPLC-kvalitet
Isdttika

Vatten av HPLC-kvalitet
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4.9  HPLC rorlig fas
Blanda 300 ml metanol (4.6), ca 500 ml vatten (4.8) och 20,0 ml isdttika (4.7) i en mitkolv pd 1 000 ml och
spad till mirket med vatten (4.8). Filtrera genom 0,45 pm filter.

Forfarande

5.1  Provberedning

5.1.1 Smor
Virm provet tills det borjar smalta. Undvik lokal 6verhettning Gver 40 °C. Nar provet blir tillrdckligt plastiskt,
skall det homogeniseras genom skakning. Ror om smoret i 15 sekunder innan ett prov tas. Viag upp 5 g (SM g)
gridde pd 1 mg ndr och overfor det till en 100 ml mitkolv.

5.1.2 Koncentrerat smor
Omedelbart fore provtagningen placeras behallaren med koncentrerat smér i en ugn med 40-50 °C virme tills
det har smilt fullstindigt. Blanda provet genom att snurra eller rora. Undvik att luftbubblor bildas p& grund av
alltfor hiftig omrérning. Vig upp 4 ¢ (SM g) gridde pd 1 mg nir och 6verfor det till en 100 ml mitkolv.

5.1.3 Gradde
Virm upp provet i ett vattenbad eller en inkubator med temperatur pd 35-40 °C. Fordela fettet homogent
genom att snurra och, om nodvindigt, rora. Kyl ned provet snabbt till 20 + 2 °C. Provet bor se homogent ut,
annars bor forfarandet upprepas. Vig upp 10 g (SM g) gridde pd 1 mg nir och overfor det till en 100 ml
mitkolv.

5.2 Beredning av provlosningen
Tillsétt ca 75 ml extraktionslosning (4.4) till provméngden (5.1.1, 5.1.2 eller 5.1.3 ), ror om eller skaka kraftigt
under 15 min och spad med extraktionslosning (4.4). Overfor ca 10 ml av detta extrakt till ett provror som
forsetts med en propp. Placera provroret i frysen (3.1) och lat det std ca 30 min. Centrifugera det kalla extraktet
5 min vid ca 2 000 varv/min och hall upp omedelbart. Lit den upphillda 16sningen svalna till rumstemperatur.
Overfér med pipett 5,00 ml upphilld 16sning till en 100 ml mitkolv och spid med vatten. Filtrera en alikvot
genom ett membranmikrofilter (3.3). Filtratet 4r firdigt for bestimning genom HPLC.

5.3  Kalibrering
Overfér med pipett 5,00 ml av vanillinstandardldsningen (4.5.2) till en 100 ml mitkolv. Tillsitt 5,0 ml
extraktionslosning (4.4) och spdd till market med vatten. Denna l6sning innehaller 0,5 pg/ml vanillin.

5.4  Bestamning med HPLC

Lt kromatografisystemet stabiliseras under ca 30 min. Injicera standardlosningen (5.3). Upprepa detta tills
skillnaden i toppyta eller topphojd mellan tvd pd varandra foljande injektioner dr mindre dn 2 %. Vid
ovannidmnda betingelser dr retentionstiden for vanillin ca 9 min. Analysera standardlosningen (5.3) i duplikat
genom att injicera 20 pl. Injicera 20 pl av provlosningarna (5.2). Bestdm ytan eller hojden pd den erhéllna
vanillintoppen. Upprepa injektionen av standardlosningen (5.3) i duplikat, efter 10 injektioner av provlosningar
(5.2).

6. Resultatberikning

Berikna den genomsnittliga toppytan (eller topphdjden) (AC) av de vanillintoppar som hérror frén de duplikatinjek-
tioner som omger varje seric av provlosningar (totalt 4 ytor).

Berikna responsfaktorn (R):

R = AC/CM

dir CM dr vanillinmassan i mg (4.5.1).
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Halten (mg/kg) av vanillin (C) i provet ges av:

dar

AS:
SM:

_ AS x20x0,96
B SM x R

toppyta for rovets vanillintopp

provets massa i gram (5.1.1, 5.1.2 eller 5.1.3)

Om analysen gors for att bestimma miéngden vanillin i gradde, skall koncentrationen av spirimne uttryckas som mg
sparamne kg mjolkfett. Detta gors genom att multiplicera C med 100/f, dar f dr procentandelen fett i gradden (m/m).

20:

faktor som tar hinsyn till utspiddningarna av standardlosningen och provet

0,96 = korrigeringsfaktor for fetthalten i forsta utspadningen av provet.

Anmarkning: 1 stillet for toppyta kan topphojd andeindas (se 8.3).

7. Metodens noggrannhet

7.1

7.2

Repeterbarhet (r)

Skillnaden mellan resultaten fran tvd bestimningar som med kortast mojliga mellanrum utforts av en kemist
som anvander samma utrustning pa identiskt provmaterial fir inte vara storre dn 16 mglkg.
Reproducerbarhet (R)

Skillnaden mellan resultaten fran tvd bestimningar som utforts i olika laboratorier med hjdlp av olika utrustning
pd identiskt provmaterial far inte vara storre dn 27 mg/kg.

8. Toleransnivier

8.1

8.2

8.2.1

8.2.2

Tre prover madste tas frdn den spirade produkten for att homogeniteten skall kunna kontrolleras.
Spéramne som erhéllits antingen frdn vanilj eller fran syntetisk vanillin.

250 gram 4-hydroxi-3-metoxibensaldehyd iblandas per ton koncentrerat smor eller smor. Vid sparning i gridde
skall 250 gram iblandas per ton mjolkfett.

Analysresultaten av de tre produktproverna skall anvindas for att kontrollera spardmnets iblandningsgrad och
homogenitet och det lagsta resultatet skall jimféras med foljande grinser (med ett konventionellt konfidensinter-
vall pd 95% [CrD,;]):

— 221,0 mg/kg (95 % av den minsta tillitna iblandningen).

— 159,0 mg/kg (70 % av den minsta tillitna iblandningen).

Koncentrationen av spirimne i det prov som ger det ligsta resultatet jimfors med en interpolering mellan
221,0 mgfkg och 159,0 mg/kg.

Sparimne som erhillits enbart fran vaniljbonor eller fullstindiga extrakt dirav

100 gram 4-hydroxi-3-metoxibensaldehyd iblandas per ton koncentrerat smor eller smor. Vid sparning i gradde
skall 100 gram iblandas per ton mjolkfett.

Analysresultaten av de tre produktproverna skall anvindas for att kontrollera sparamnets iblandningsgrad och
homogenitet och det lagsta resultatet skall jimforas med foljande granser (med ett konventionellt konfidensinter-
vall pd 95% [CrD,;]):

— 79,0 mg/kg (95 % av den minsta tillitna iblandningen).

— 54,0 mg/kg (70 % av den minsta tillitna iblandningen).

Koncentrationen av spdrimne i det prov som ger det ligsta resultatet jimfors med en interpolering mellan

79,0 mglkg och 54,0 mg/kg.

9. Anmirkningar:

9.1

Repeterbarheten r ér det virde under vilket den absoluta skillnaden mellan tva individuella provresultat som har
erhdllits med samma metod pa identiskt provmaterial under samma forhallanden (samma apparatur, samma
laboratorium och ett kort tidsintervall) kan forvintas ligga inom en angiven sannolikhet. I frinvaro av andra
indikationer 4r sannolikheten 95 %.
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9.2 Reproducerbarheten R ir det virde under vilket den absoluta skillnaden mellan tvd individuella provresultat som
har erhéllits med samma metod péd identiskt provmaterial under olika forhallanden (olika kemister, olika
apparatur, olika laboratorier och/eller olika tidsintervall) kan forvintas ligga inom en angiven sannolikhet. I
franvaro av andra indikationer 4r sannolikheten 95 %.

9.3  Utbytet av tillsatt vanillin vid en niva av 250 mg/kg smorolja varierar mellan 97,0 och 103,8. Den patriffade
genomsnittshalten var 99,9 % med en standardavvikelse pd 2,7 %.

9.4  Standardlosningen innehéller 5 % extraktionslosning for att kompensera for den toppbreddning som orsakas av
ndrvaro av 5% av extraktionslosningen i proven. Detta méjliggor kvantifiering med hjilp av topphéjden.

9.5 Analysen bygger pd en linjir kalibreringskurva med en nollskdrningspunkt.

Genom anvindning av ldmpliga utspadningar av standardlosningen (4.5.2) bor linjariteten kontrolleras forsta
gdngen analysen utfors och sedan regelbundet och efter byten eller reparationer av HPLC-utrustningen.
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BILAGA XIII
(Artikel 9)

BESTAMNING GENOM SPEKTROMETRI AV ETYLESTERN AV B-APO-8-KAROTINSYRA I KONCENTRERAT
SMOR OCH SMOR

1. Omfattning och tillimpningsomride
Metoden ar ett forfarande for kvantitativ bestimning av etylestern av f-apo-8'-karotinsyra i koncentrerat smor och
smor. Apokarotinestern 4r summan av alla substanser som finns i ett provextrakt som erhéllits under de beskrivna
forhallandena och som absorberar ljus vid 440 nm.

2. Princip
Smorfettet 16ses upp i lattpetroleum och absorbansen mits vid 440 nm. Forekomsten av apokarotinester bestims
genom referens till en extern standard.

3. Apparatur
3.1 Graderade pipetter med kapaciteterna 0,25, 0,50, 0,75 och 1,0 ml

3.2 Spektrofotometer — limplig for anvindning vid 440 nm (och 447-449 nm) och utrustad med en optisk cell vars
ljuspassagelangd ar 1 cm.

3.3 Mitkolvar, tex. 20 ml och 100 ml.

3.4 Analysvig med med en kinslighet av 0,1 mg.

4. Reagenser

Alla reagenser maste hélla den gingse analytiska renhetsgraden.
4.1 Suspension av apokarotinester (ca 20 %).

4.1.1 Faststall suspensionens innehdll enligt nedanstiende:

For forsiktigt over cirka 400 mg i ett provror (100 ml), 16s upp detta i 20 ml kloroform (4.4) och spad till
mirket med cyklohexan (4.5). Spad 5,0 ml av 16sningen till 100 ml med cyklohexan (l6sning A). Spad 5,0 ml
av 16sning A till 100 ml med cyklohexan. Mit absorbansen vid 447-449 nm (mat maximum med cyklohexan
som kontrollosning och med hjilp av kyvetter med bredden 1 cm).

A -40000
Halt av apokarotinester (%) = Afmax 2722
A-2550
A= mitlosningens absorbans vid maximum
A= provets vikt (g)
2550=  virdet for referens A (1%, 1 cm)

Suspensionens renhetsgrad dr P (%).

Anmarkning: Apokarotinestersuspensionen dr kinslig for luft, virme och ljus. Den kan forvaras svalt i ooppnad,
ursprunglig behéllare (forseglad under kvive) upp till cirka tolv ménader. Efter 6ppnandet bor
innehdllet anvindas inom en kort period.

4.1.2 Apokarotinesterstandardlsning, cirka 0,2 mg/ml.

Vig, till ndrmaste 0,1 mg, cirka 0,100 g apokarotinestersuspension (4.1.1) (Wg), 1os upp i petroleumeter (4.2),
overfor kvantitativt till en 100 ml mitkolv och fyll upp till mirket med petrolumeter.

Denna 16sning innehéller (viktprocent) 100 mg/ml apokarotinester.
Anmdrkning: Losningen mdste forvaras morkt och svalt. Kassera oanvind losning efter en manad.
4.2 Petroleumeter (40-60 °C).
4.3 Natriumsulfat, vattenfritt, i granulatform och torkat vid 102 °C i tvd timmar.
4.4 Kloroform.
4.5  Cyklohexan.
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5. Forfarande

5.1

5.1.1

5.1.2

5.2

53

Forberedelse av testprovet

Koncentrerat smor

Smalt provet i en ugn vid ca 45 °C.

Smor

Smilt provet i en ugn vid cirka 45 °C och filtrera en del ddrav med ett filter innehéllande cirka 10 g vattenfritt

natriumsulfat (4.3) i en milj6 som dr skyddad frdn starkt naturligt och artificiellt ljus och som halls vid en
temperatur av 45 °C. Tag en limplig méingd smorfett.

Bestamning

Vidg, till ndrmaste 1 mg, cirka 1 g koncentrerat smor eller extraherat smorfett (5.1.2), (mg). Hall over
kvantitativt till en 20 ml (Vml) mitkolv genom att anvinda petroleumeter (4.2). Fyll till market och blanda vil.

Hall over en alikvot till en optisk cell med 1 cm ljuspassagelingd och mit absorbansen vid 440 nm mot ett
blindprov bestdende av petroleumeter. Faststdll koncentrationen av apokarotinester i 16sningen med hjalp av
kalibreringskurvan (C pg/ml).

Kalibreringskurva

Pipettera 0, 0,25, 0,5, 0,75 och 1,0 ml av apokarotinesterstandardlosningen (4.1.2) i fem 100 ml mitkolvar.
Spad till mirket med petroleumeter (4.2) och blanda om.

Losningarnas ungefirliga koncentrationer varierar frdn 0 till 2 pg/ml och kalkyleras exakt med hjilp av
standardlosningens koncentration (4.1.2), viktprocent/10 mg/ml. Mit absorbanserna vid 440 nm mot ett
blindprov bestdende av petroleumeter (4.2).

Pricka in virdena i ett diagram med absorbansen lings y-axeln och apokarotinesterkoncentrationen lings
x-axeln.

6. Resultatberikning

6.1 Apokarotinesterinnehéllet, uttryckt som mg per kg produkt, fas enligt:

Koncentrerat smor (C.V.)/M

Smor: 0,82 (C.V)M

di

ar:

C= apokarotinesterinnehallet i pg/ml, avldst fran kalibreringskurvan (5.3)
= provlosningens volym (ml) (5.2)
= testportionens vikt (g) (5.2)

0,82 = korrektionsfaktor for smorfetthalten i smor.

7. Metodens noggrannhet

7.1

7.1.1

7.1.2

7.2

7.2.1

Repeterbarhet
Smoranalys

Differensen mellan resultaten frin tvd bestimningar som blivit utférda inom kortast méjliga tidsintervall, av en
och samma kemist som anvdnt samma apparatur pd identiska testmaterial, bor inte Gverstiga 1,4 mg/kg.

Analys av koncentrerat smoér

Differensen mellan resultaten fran tva bestimningar som blivit utférda inom kortast mojliga tidsintervall, av en
och samma kemist som anvdnt samma apparatur pd identiska testmaterial, bor inte Gverstiga 1,6 mg/kg.

Reproducerbarhet
Smoranalys

Differensen mellan resultaten frin tvd bestimningar utférda i olika laboratorier med anvindande av olika
apparatur pd identiskt testmaterial bor inte Overstiga 4,7 mglkg.
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8.

7.2.2 Analys av koncentrerat smor

Differensen mellan resultaten frdn tvd bestimningar utférda i olika laboratorier med anvindande av olika
apparatur pa identiskt testmaterial bor inte Overstiga 5,3 mg/kg.

7.3 Kalla for precisionsdata
Precisionsdata erholls fran ett experiment som utfordes 1995 och som omfattade elva laboratorier och tolv
sparamneshaltiga prov (sex stycken blindduplikat) for smor och tolv sparimneshaltiga prov (sex stycken
blindduplikat) for koncentrerat smor.

Toleransnivier

8.1  Tre prover skall tas frdn den sparade produkten for att kontrollera att produkten har spdrats péd ritt stt.

8.2  Smor

8.2.1 Inblandningsgraden for smor, med beaktande av bakgrundsabsorbansen, dr 22 mg/kg.

8.2.2

8.3
8.3.1
8.3.2

Analysresultaten av de tre produktprovera skall anvindas for att kontrollera sparimnets iblandningsgrad och
homogenitet, och det ldgsta resultatet skall jimforas med foljande granser (med ett konventionellt konfidensin-
tervall pa 95 % [DCr,,]):

— 18,0 mg/kg (95 % av den minsta tillitna iblandningen).
— 13,0 mg/kg (70 % av den minsta tillitna iblandningen).

Koncentrationen av spirimne i det prov som ger det ligsta resultatet jimfors med en interpolering mellan
18,0 mg/kg och 13,0 mg/kg.

Koncentrerat smor
Med beaktande av bakgrundsabsorbansen ar iblandningsgraden for koncentrerat smor 24 mg/kg.

Analysresultaten av de tre produktproverna skall anvindas for att kontrollera sparamnets iblandningsgrad och
homogenitet, och det ldgsta resultatet skall jimforas med foljande granser (med ett konventionellt konfidensin-
tervall pa 95 % [CrD,,]):

— 20,0 mg/kg (95 % av den minsta tillitna iblandningen).

— 14,0 mg/kg (70 % av den minsta tillitna iblandningen).

Koncentrationen av spdrimne i det prov som ger det ligsta resultatet jimfors med en interpolering mellan
20,0 mglkg och 14,0 mg/kg.
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BILAGA XIV
(Artikel 9)

BESTAMNING AV SITOSTEROL ELLER STIGMASTEROL I KONCENTRERAT SMOR ELLER SMOR GENOM
GASKROMATOGRAFI MED KAPILLARKOLONN

1. Rickvidd och tillimpningsomride
Metoden utg6rs av ett forfarande for kvantitativ bestimning av sitosterol eller stigmasterol i koncentrerat smor eller
smor. Med sitosterol forstds summan av f-sitosterol och 22-dihydro-B-sitosterol, dr andra sitosteroler anses vara utan
betydelse.

2. Princip

Smoret fortvdlas med kaliumhydroxid i en etanollosning och de ickefortvdlningsbara bestindsdelarna extraheras med
eter.

Sterolerna omvandlas till trimetylsilyletrar och analyseras genom gaskromatografi med en kapillirkolonn, med betulin
som intern standard.
3. Provningsutrustning
3.1 En 150 ml kolv till fortvalning med aterloppskylare med inslipade anslutningar.
3.2 500 ml separertratt.
3.3 250 ml kolvar.
3.4 Tryckutjgmningskarl, 250 ml eller motsvarande, for att samla upp overbliven eter.
3.5 Glaskolonn, 350 mm x 20 mm med sintrad glaspropp.
3.6 Vattenbad eller virmemantel.
3.7 Reaktionskirl, 2 ml.

3.8 Gaskromatograf lamplig for kapillirkolonn med split-injektionssystem, bestdende av:

3.8.1 Termostatstyrd kolonnugn som kan hélla den 6nskade temperaturen * 1 °C.
3.8.2 Injektorblock med temperaturinstillning.
3.8.3 Flamjoniseringsdetektor och signalomvandlingsforstarkare.

3.8.4 Integrerad skrivare som kan anvindas tillsammans med signalomvandlingsforstirkaren (3.8.3).
3.9 Kapillirkolonn i kvartsglas, helt belagd med BP1 eller likvirdigt, med en enhetlig tjocklek av 0,25 pm.
Kolonnen skall kunna separera trimetylsilylderivat av lanosterol och sitosterol. En 12 m lang BP1-kolonn med

en inre diameter pd 0,2 mm &r limplig.

3.10  En 1 pl mikrospruta for gaskromatografi med hirdad nal.

4. Reagenser

Alla reagenser maste ha erkdnd analytisk renhet. Vattnet skall vara destillerat eller vatten med minst motsvarande
renhetsgrad.

4.1 Etanol med en ldgsta renhetsgrad av 95 %.

4.2 Kaliumhydroxid, 60-procentig 16sning: 16s 600 g kaliumhydroxid (minst 85 %) i vatten och spad med vatten
till 1 liter.

4.3 Betulin med en ldgsta renhetsgrad av 99 %.
431 Betulin 16st i dietyleter (4.4).
4.3.1.1 Betulinlosning som anvinds vid bestimning av sitosterol skall ha koncentrationen 1,0 mg/ml.

4.3.1.2 Betulinlosning som anvinds vid bestimning av stigmasterol skall ha koncentrationen 0,4 mg/ml.
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4.5

4.6

4.7

4.8

4.8.1

4.9

4.9.1

4.10

. Metod

5.1

5.1.1

5.1.2

5.2

5.2.1

5.2.2

5.2.3

Analytiskt ren dietyleter (fri fran peroxider och restsubstanser).
Natriumsulfat, vattenfritt granulat, som torkats vid 102 °C i tvd timmar.

Silyleringsreagens, t.ex. TRI-SIL (kan bestdllas fran Pierce Chemical Co., katalognr: 49001) eller motsvarande
(Varning: TRI-SIL dr littantindligt, giftigt, fritande och mojligen cancerogent. Laboratoriepersonalen skall ha
kinnedom om sikerhetsbestimmelserna for TRI-SIL och vidta limpliga forsiktighetsatgirder).

Lanosterol.

Sitosterol, med en faststilld ligsta renhetsgrad av 90 % (P).

Anmarkning 1: Renhetsgraden hos standardimnen for kalibrering skall bestimmas genom tillimpning av
standardiseringsprincipen. Antag att alla steroler som finns i provet finns representerade pa
kromatogrammet, att topparnas totala area representerar 100 % av sterolbestandsdelarna och
att sterolerna ger samma detektorrespons. Systemets linjéritet skall kontrolleras for de aktuella
koncentrationsnivierna.

Standardlosning av sitosterol: bered en l6sning som med 0,001 mg/ml noggrannhet innehéller ca 0,5 mg/ml
(W) sitosterol (4.8) i dietyleter (4.4).

Stigmasterol med en faststdlld ldgsta renhetsgrad av 90 % (P).

Standardlosning av stigmasterol: bered en 16sning som med 0,001 mg/ml noggrannhet innchéller ca
0,2 mg/ml (W) stigmasterol (4.9) i dietyleter (4.4).

Losning for kontroll av upplosningsformédgan: bered en 16sning som innehéller 0,05 mg/ml lanosterol (4.7)
och 0,5 mg/ml sitosterol (4.8) i dietyleter (4.4).

Beredning av standardlosningar for kromatografi: den interna standardlsningen (4.3.1) skall tillsittas den
aktuella sterolstandardlosningen, samtidigt som den tillsitts det fortvilade provet (se 5.2.2).

Sitosterolstandardlosning for kromatografi: overfor 1 ml sitosterolstandardlosning (4.8.1) till vart och ett av
de tvé reaktionskdrlen (3.7) och avldgsna dietyletern med en kvivestrom. Tillsitt 1 ml intern standardlosning
(4.3.1.1) och avldgsna dietyletern med en kvivestrom.

Stigmasterolstandardlosning for kromatografi: 6verfor 1 ml stigmasterolstandardlosning (4.9.1) till vart och
ett av de tvd reaktionskirlen (3.7) och avligsna dietyletern med en kvivestrom. Tillsdtt 1 ml intern standard-
losning (4.3.1.2) och avligsna dietyletern med en kvavestrom.

Beredning av icke-fortvdlbara bestdndsdelar
Smalt smorprovet vid en temperatur pd hogst 35 °C. Blanda provet noggrant genom omrorning.

Vig med 1 mg noggrannhet upp ca 1 g smér (W) eller koncentrerat smor (W,) i en 150 ml kolv (3.1).
Tillsdtt 50 ml etanol (4.1) och 10 ml kaliumhydroxidlésning (4.2). Montera aterloppskylaren och virm till ca
75°C i 30 min. Avldgsna kylaren och kyl kolven till rumstemperatur.

Tillsitt 1,0 ml intern standardlésning i kolven (4.3.1.1 om det ir sitosterol som skall bestimmas, eller 4.3.1.2
om det 4r stigmasterol). Blanda vil. Overfor kolvens innehall kvantitativt till en 500 ml separertratt (3.2). och
skolj kolven med 50 ml vatten och sedan med 250 ml dietyleter (4.4). Skaka separertratten kraftigt i tvéd
minuter och lat faserna separera. Den nedre vattenhaltiga fasen tappas av och eterfasen tvittas genom att
tratten skakas fyra ganger med 100 ml vatten vardera.

Anmarkning 2: For att undvika att en emulsion bildas 4r det viktigt att de tvd forsta vattentvittningarna utfors
forsiktigt (tratten vinds tio ginger). Vid tredje tvdttningen kan tratten skakas kraftigt i 30
sekunder. Om en emulsion bildas, kan den brytas ned genom tillsats av 5-10 ml etanol. Om
etanol tillsitts, dr det viktigt att utfora ytterligare tvd grundliga tvittningar med vatten.

Den klara, tvalfria eterfasen fir passera en glaskolonn (3.5) som innehéller 30 g vattenfritt natriumsulfat (4.5).
Etern uppsamlas i en 250 ml kolv (3.3). Tillsitt en koksten och férdnga etern nistan helt i vattenbad eller med
virmemantel och samla noggrant upp resterande losningsmedel.

Anmdrkning 3: Om provextrakt fordngas fullstindigt vid for hog temperatur, kan sterolforlust forekomma.
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5.3

5.4

5.4.1

5.4.2

Beredning av trimetylsilyletrar

Overfor den resterande eterlosningen i kolven till ett 2 ml reaktionskirl (3.7) med 2 ml dietyleter och
avlagsna etern med en kvivestrom. Skolj kolven ytterligare tva ganger med 2 ml dietyleter. Innehallet 6verfors
varje gang till reaktionskirlet och etern avligsnas med kvive.

Provet silyleras genom tillsats av 1 ml TRI-SIL (4.6). Forslut kirlet och skaka kraftigt s att provet 16ses. Om
det inte loses fullstindigt, virm till 65-70 °C. Lat std i minst fem minuter innan det sprutas in i gaskromato-
grafen. Silylera standardlosningarna pé samma sitt som provet. Silylera blandningen for kontroll av separa-
tionsformdgan (4.10) pd samma sitt som proven.

Anmarkning 4: Silylering skall ske i vattenfri miljo. Ofullstindig silylering av betulin indikeras av en andra
topp intill betulinets topp.

Forekomst av etanol kommer att paverka silyleringen. Detta kan forekomma om tvittningen i extraktions-
skedet dr otillricklig. Om problemet kvarstdr, kan en femte tvittning goras under extraktionen varvid
reaktionskarlet skakas kraftigt i 30 sekunder.

Gaskromatografisk analys
Kromatografiférhallanden
Installera gaskromatografen enligt bruksanvisningen.

Riktlinjerna fér kromatografens utforande ir foljande:

— Kolonntemperatur: 265 °C.

— Injektortemperatur: 280 °C.

— Detektortemperatur: 300 °C.

— Birgasflode: 0,6 ml/min.

— Vitets tryck: 84 kPa.

— Lufttryck: 155 kPa.

— Splitsystemet stdlls in pd mellan 10:1 och 50:1 och optimeras i enlighet med bruksanvisningen, varefter

detektorresponsens linjarnet kontrolleras inom de aktuella koncentrationsomridena.
Anmarkning 5: Det dr sidrskilt viktigt att injektionssystemets linerinsats rengors regelbundet.
— Insprutad mingd: 1 pl trimetylsilyleterlosning.
Systemet skall vara i jamvikt och responsen stabil innan analysen pdborjas.
Dessa forhdllanden kan varieras, om sirskilda egenskaper hos kolonnen och gaskromatografen gor det

nodvindigt for att erhélla kromatogram som uppfyller foljande krav:

— Sitosteroltoppen skall vara tydligt skild fran lanosteroltoppen. Figur 1 visar hur ett typiskt kromatogram av
en silylerad 16sning for kontroll av upplosningsforméigan (4.10) skall se ut.

— Den relativa retentionstiden for foljande steroler bor vara ungefir:
kolesterol: 1,0,
stigmasterol: 1,3,
sitosterol: 1,5,
betulini: 2,5.

— Retentionstiden for betulin bor vara ungefir 24 minuter.

Analysforfarande

Spruta in 1 pl silylerad standardlosning (stigmasterol eller sitosterol) och justera integratorns kalibreringspara-
metrar.

Spruta in ytterligare 1 pl silylerad standardlsning for bestimning av responsfaktorerna for betulin.

Injicera 1 pl silylerad provlosning och mit topparnas areor. Varje provserie skall inledas och avslutas med
insprutning av standardlosningar.

Som regel bor en standardlosning insprutas efter varje serie om sex insprutningar av provlosning.

Anmarkning 6: Integrering av stigmasteroltoppen bor inbegripa eventuell svansning enligt definition i punk-
terna 1, 2 och 3 i figur 2b.

Integrering av sitosteroltoppen bor inbegripa toppen for 22-dihydro-f-sitosterol (stigmastanol) som eluerar
omedelbart efter sitosterol (se figur 3b), nir den totala kvantiteten sitosterol bestims.
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6. Beridkning av resultat

6.1

Bestim arean for steroltopparna och betulintopparna i bada referenskromatogrammen kring en serie och
berdkna R, pa foljande sitt:

_ Genomsnittlig toppareal for sterol i standardlésning
' 7 Genomsnittlig toppareal for betunlin standardlésning

Bestim arealen for steroltoppen (stigmasterol och sitosterol) och betulintoppen i provet och berikna R, pad
foljande sitt:

__ Toppareal for sterol i provet
" Toppareal for betulin i provet

2

= Mingden sterol (mg) i 1 ml standardlosning (4.8.1 eller 4.9.1).
Provets vikt (g) (5.2.1).

1

2

= Standardsterolens renhetsgrad (4.8 eller 4.9).

v g =

Mangden sterol i provet (mgfkg) = % X &/—/‘ x P x10
1 2

7. Metodens noggrannhet

7.1

7.1.1

7.1.1.1

7.1.1.2

7.1.2.1

7.1.2.2

Smor
Repeterbarhet

Stigmasterol

Skillnaden mellan resultaten av tvd analyser som inom kortast mojliga tidsintervall utforts av samma kemist
med anvindning av samma utrustning pd identiskt lika prover fir inte overstiga 19,3 mg/kg.

Sitosterol

Skillnaden mellan resultaten av tva analyser som inom kortast méjliga tidsintervall utforts av samma kemist,
med anvdndning av samma utrustning pa identiskt lika prover, fir inte Overstiga 23,0 mg/kg.

Reproducerbarhet

Stigmasterol

Skillnaden mellan resultaten av tvd analyser som utforts i olika laboratorier, med anvindning av olika
utrustningar pé identiskt lika prover, fir inte 6verstiga 31,9 mg/kg.

Sitosterol

Skillnaden mellan resultaten av tvd analyser som utforts i olika laboratorier, med anvindning av olika
utrustningar pa identiskt lika prover, far inte overstiga 8,7 % av genomsnittet av resultaten.

Killa till precisionsdata

Precisionsdata bestimdes genom ett experiment som utfordes 1992 i dtta olika laboratorier med sex prover
(tre dubbla blindtester) for stigmasterol och med sex prover (tre dubbla blindtester) for sitosterol.
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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

Koncentrerat smor

Repeterbarhet

Stigmasterol

Skillnaden mellan resultaten av tva analyser som inom kortast méjliga tidsintervall utforts av samma kemist,
med anvindning av samma utrustning pa identiskt lika prover, fir inte overstiga 10,2 mg/kg.
Sitosterol

Skillnaden mellan resultaten av tva analyser som inom kortast mojliga tidsintervall utforts av samma kemist,

med anvandning av samma utrustning pa identiskt lika prover, fir inte Gverstiga 3,6 % av genomsnittet av
resultaten.

Reproducerbarhet

Stigmasterol

Skillnaden mellan resultaten av tvd analyser som utforts i olika laboratorier, med anvindning av olika
utrustningar pé identiskt lika prover, fir inte Gverstiga 25,3 mg/kg.

Sitosterol

Skillnaden mellan resultaten av tvd analyser som utforts i olika laboratorier, med anvindning av olika
utrustningar pa identiskt lika prover, fir inte overstiga 8,9 % av genomsnittet av resultaten.

Killa till precisionsdata

Precisionsdata bestimdes genom ett experiment som utfordes 1991 i nio olika laboratorier med sex prover (tre
dubbla blindtester) for stigmasterol och sex prover (tre dubbla blindtester) for sitosterol.

8. Toleransgrinser

8.1

8.2

8.2.1

8.2.1.1

8.2.1.2

8.2.2

8.2.2.1

Tre prover skall tas fran den spdrade produkten for att kontrollera att produkten har spdrats pa ritt sitt.

Smor

Stigmasterol

150 g stigmasterol med en ldgsta renhetsgrad av 95 % iblandas per ton smér, dvs. 142,5 mg/kg, eller 170 g
stigmasterol med en ldgsta renhetsgrad av 85 % per ton smor, dvs. 144,5 mg/kg.

Analysresultaten av de tre produktproverna skall anvindas for att kontrollera spirimnets iblandningsgrad
och homogenitet, och det ligsta resultatet skall jimféras med foljande grinser (med ett konventionellt
konfidensintervall pa 95 % [CrD,]):

— ;60/,()) mg/kg (95 % av den minsta tillitna iblandningen for stigmasterol med en ligsta renhetsgrad av

— 213;55;0 mg/kg (95 % av den minsta tillitna iblandningen for stigmasterol med en ldgsta renhetsgrad av

— gl,go Z.mg/kg (70 % av den minsta tillitna iblandningen for stigmasterol med en ldgsta renhetsgrad av
5 %).

— gggo )mg/kg (70 % av den minsta tillitna iblandningen for stigmasterol med en ldgsta renhetsgrad av
0).

Koncentrationen av spdrimne i det prov som ger det ligsta resultatet jimfors med en interpolering mellan
antingen 116,0 mg/kg och 81,0 mg/kg eller 118,0 mg/kg och 82,0 mg/kg.

Sitosterol

600 g sitosterol med en ligsta renhetsgrad av 90 % iblandas per ton smor, dvs. 540 mg/kg.
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8.2.2.2

8.3

8.3.1
8.3.1.1

8.3.1.2

8.3.2
8.3.2.1
8.3.2.2

Analysresultaten av de tre produktproverna skall anvindas for att kontrollera sparimnets iblandningsgrad och
homogenitet, och det lagsta resultatet skall jamforas med f6ljande granser (med ett konventionellt konfidensin-
tervall pd 95 % [DCr,]):

— 486,0 mgfkg (95 % av den minsta tillitna iblandningen f6r sitosterol med en ldgsta renhetsgrad av 90 %).
— 358,0 mg/kg (70 % av den minsta tillitna iblandningen for sitosterol med en lagsta renhetsgrad av 90 %).

Koncentrationen av spdrimne i det prov som ger det ligsta resultatet jimfors med en interpolering mellan
486,0 mglkg och 358,0 mg/kg.

Koncentrerat smor

Stigmasterol

150 g stigmasterol med en ldgsta renhetsgrad av 95 % iblandas per ton smor, dvs. 142,5 mg/kg eller 170 g
stigmasterol med en ldgsta renhetsgrad av 85 % iblandas per ton smoér, dvs. 144,5 mg/kg.

Analysresultaten av de tre produktproverna skall anvindas for att kontrollera sparamnets iblandningsgrad och

homogenitet, och det lidgsta resultatet skall jaimforas med foljande grinser (med ett konventionellt konfidensin-

tervall pd 95 % [DCr,,]):

— 120,0 mgfkg (95 % av den minsta tillitna iblandningen f6r stigmasterol med en ldgsta renhetsgrad av
95 %).

— 122,0 mgfkg (95 % av den minsta tillitna iblandningen f6r stigmasterol med en ldgsta renhetsgrad av
85 %).

— 84,0 mg/kg (70 % av den minsta tillitna iblandningen for stigmasterol med en ldgsta renhetsgrad av
95 %).

— 86,0 mg/kg (70 % av den minsta tillitna iblandningen for stigmasterol med en ldgsta renhetsgrad av
85 %).

Koncentrationen av spdrimne i det prov som ger det ligsta resultatet jimfors med en interpolering mellan
antingen 120,0 mg/kg och 84,0 mg/kg eller 122,0 mg/kg och 86,0 mg/kg.

Sitosterol

600 g sitosterol med en ligsta renhetsgrad av 90 % iblandas per ton koncentrerat smor, dvs. 540 mg/kg.

Analysresultaten av de tre produktproverna skall anvindas for att kontrollera spardmnets iblandningsgrad och
homogenitet, och det lagsta resultatet skall jamforas med f6ljande granser (med ett konventionellt konfidensin-
tervall pd 95 % [DCr,]):

— 486,0 mgfkg (95 % av den minsta tillitna iblandningen f6r sitosterol med en ldgsta renhetsgrad av 90 %).
— 358,0 mg/kg (70 % av den minsta tillitna iblandningen for sitosterol med en lagsta renhetsgrad av 90 %).

Koncentrationen av spdrimne i det prov som ger det ligsta resultatet jimférs med en interpolering mellan
486,0 mgf/kg och 358,0 mg/kg.
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Figur 1
Kromatogram av upplosning for kontroll av upplosningformaiga

Det bésta dr om topparna ir helt atskilda, dvs. Att linjen f6r lanosteroltoppen gér ner till baslinjen innan den gér upp till
sitosteroltoppen. En viss ofullstindighet kan tolereras.
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Figur 2a Figur 2b
Stigmasterolstandard Smorprov denaturerat med stigmasterol
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FID detektorrespons

Figur 3a
p-Sitosterolstandard

Figur 3b
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BILAGA XV
(Artikel 10)

REFERENSMETOD FOR PAVISANDE AV KOMJOLK OCH KASEIN I OST SOM AR TILLVERKAD AV MJOLK
FRAN TACKOR, GETTER ELLER BUFFLAR ELLER AV BLANDNINGAR AV MJOLK FRAN TACKOR, GETTER
OCH BUFFLAR

1. Syfte

Pévisande av komjolk och kasein i ost som dr tillverkad av mjolk frin tackor, getter eller bufflar eller av blandningar av
mjolk fran dessa djur, genom isoelektrisk fokusering av y-kaseiner efter plasminolys.

2. Tillimpningsomrade

Metoden dr limplig for kinsligt och specifikt pavisande av rd och virmebehandlad komjolk och kasein i firsk och
mogen ost som tillverkats av mjolk fran tackor, getter och bufflar eller blandningar av mjolk fran dessa djur. Den ér
inte lamplig for att pavisa tillsatser av vdrmebehandlat koncentrat av protein fran kolope i mjolk och ost.

3. Metodens princip

3.1 Isolering av kaseiner frn ost och standardlosning.
3.2 Upplosning av isolerade kaseiner som direfter underkastas plasminspjilkning (E.C.3.4.21.7).
3.3 Isoelektrisk isolering av de plasminbehandlade kaseinerna i nirvaro av urea och firgning av proteinerna.

3.4 Virdering av de firgade y,- och y,-kaseinmonstren (tecken pa komjélk) genom jimforelse av provets ménster
med monster i samma gel frn standardlosningar som innehdller 0 % och 1 % komjolk.

4. Reagenser

Om inte annat anges skall kemikalier av p.a. kvalitet anvindas. Vattnet méste vara dubbeldestillerat eller av motsva-
rande enhetsgrad.

Anmdrkning: Foljande  uppgifter ~ giller ~ for  laboratorietillverkade  polyakrylamidgeler =~ med  matten
265 x 125 x 0,25 mm som innehaller urea. Om gel av annan storlek eller typ anvinds kan separations-
betingeiserna behdva anpassas.

Isoelektrisk fokusering

4.1 Reagenser for framstillning av polyakrylamidgeler som innehdller urea.

41.1 Stamlosning
Los
4,85 g akrylamid
0,15 g NN'-metylen-bis-akrylamid (BIS)
48,05 g urea
15,00 g glycerol (87 % w(w)

i vatten och spdd till 100 ml. Forvara losningen i brun glasflaska i kylskap.

Anmarkning: Anvind gdrna en fardigblandad akrylamid/BIS-16sning, som kan fds i handeln, i stillet for de
angivna bestimda vikterna av de neurotoxiska akrylamiderna. Om en sddan 16sning innehéller
30 % w|v akrylamid och 0,8 % w/v BIS skall en volym pd 16,2 ml anvindas i formuleringen i
stillet for de angivna vikterna. Stamlosningen ar hallbar i hogst 10 dagar. Om dess ledningsfor-
maga Overstiger 5 pS, avjoniseras den genom omrorning med 2 g Amberlite MB-3 i 30 minuter
och filtreras ddrefter genom ett 0,45 pg-membranfilter.
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4.1.2

4.1.3
4.1.3.1
4.1.3.2

4.2

4.3

4.4

4.5

4.5.1
4.5.2
453

4.6

4.7
4.7.1

4.7.2
4.7.3

Gellosning

Bered en gellosning genom att blanda tillsatser och amfolyter med stamlosningen (se 4.1.1).

9,0 ml stamlosning

24 mg P-alanin

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

Blanda gellosningen och avgasa den i 2-3 minuter i ett ultraljudsbad eller i vakuum.

Anmdrkning: Bered gellosningen omedelbart fore upphillningen (se artikel 6.2).

Katalyslosningar

N,N,N'N’-tetrametyletylen-diamin (TEMED).

40 % w|v ammoniumpersulfat (PER):

Los 800 mg PER i vatten och spiad med vatten till 2 ml

Anmarkning: Anvénd alltid nyblandad PER-16sning.

Kontaktvétska

Fotogen eller flytande paraffin.

Anodlosning

Los upp 5,77 g fosforsyra (85 % wfw) i vatten och spad till 100 ml.

Katodlosning

Los 2,0 g natriumhydroxid i vatten och spid med vatten till 100 ml.

Beredning av prov

Proteinisoleringsreagenser

Spad dttiksyra (25,0 ml isdttiksyra spads med vatten till 100 ml).

Diklormetan.

Aceton.

Proteinupplosande buffert

Los

5,75 g glycerol (87 % v|w)

24,03 g urea

250 mg ditiotreitol

i destillerat vatten och spad till 50 ml

Anmarkning Forvaras i kylskdp, hallbar i hogst en vecka.

Reagenser till plasminspjilkning av kaseiner

Ammoniumkarbonatbuffer

Titrera en 0,2 mol/l ammoniumhydrogenkarbonatlosning (1,58 g/100 ml vatten) som innehéller 0,05 mol/l
erylendiamintetraittikssyra (EDTA, 1,46 g/100 ml) med en 0,2 mol/l ammoniumkarbonatlsning (192 g/

100 ml vatten) som innehéller 0,05 mol/l EDTA till pH 8.
Bovin plasmin (E.C.3.4.21.7), aktivitet minst 5 Ujml.

Enzyminhibitionslsning

Los 2,624 g e-aminokapronsyra (6 amino-n hexanonsyra) i 100 ml 40 % (v/v) etanol.

Produkterna Ampholine® <:{)H 3,5-9,5 (Pharmacia) och Resolyte® pH 5-7 och pH 6-8 (BDH, Merck) har visat sig sarskilt lampliga
for att uppnd den 6nska

e y-kaseinseparation.
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4.8

4.8.1

4.8.2

4.9

4.10

4.11

4.11.1

4.11.2

4.11.3

Standarder

Certifierade referensstandarder av en blandning av skummjolk frin tackor och getter vilken behandlats med
lope och som innehaller 0 % och 1 % komjolk ir tillgingliga fran kommissionens institut for referensmaterial
och mitningar, B-2440 Geel, Belgien.

Beredning av standardlosningar av skummad farmj6lk som behandlas med 16pe och som innehaller 0 % och
1% komjolk

Skummjolken bereds genom att obehandlad och opaketerad mjolk fran antingen bufflar eller kor centrifugeras
vid 37°C, 2500 g i 20 minuter. R6ret med innehdll kyls snabbt till 6-8 °C och det Gversta fettlagret
avldgsnas fullstindigt. 1 %-standardlosningen bereds genom att 5,00 ml skummad komjolk tillsdtts till
495 ml skummad buffelmjolk i en 1-litersbdgare och pH-vérdet justeras till 6,4 genom att utspidd mjolksyra
tillsatts (10 % w/v). Stdll in temperaturen pd 35 °C, tillsitt 100 pl kalvlope (lopeaktivitet 1:10 000, ca
3000 U/ml) och r6r om i 1 minut. Tick sedan bigaren med aluminiumfolie och 14t den std i 35 °C under 1
timme, sd att ostmassan bildas. Nar ostmassan har bildats, frystockas all den lopebehandlade mjolken utan
foregdende homogenisering eller avrinning av vasslan. Efter frystorkningen mals produkten fint till ett
homogent pulver. Anvind samma forfarande for att bereda 0 %-standardlosningen av ren skummad buffel-
mjolk. Standarden maste lagras vid — 20 °C.

Anmarkning: Det lampligt att kontrollera buffelmjolkens renhet genom isoelektrisk fokusering av de plasmin-

behandlade kasernerna fore framstillningen av standardlosningarna.

Reagenser for proteinfirgning

Fixeringsvitska

Los 150 g triklorittiksyra i vatten och spad till 1 000 ml.

Avfirgningslosning

Spad 500 ml metanol och 200 ml isdttiksyra till 2000 ml med destillerat vatten.

Anmarkning: Blanda till ny avfiargningslosning varje dag. Utgd gidrna frdn stamlosningar av 50 % (v/v) metanol
och 20 % (v[v) isattiksyra som blandas i lika stora mangder.

Férgningslosning

Firgningslosning (stamlosning 1)

Los 3,0 g Coomassie Brilliant Blue G-250 (C.I 42655) i 1000 ml 90 % (v/v) metanol med hjilp av en

magnetisk blandare (ca 45 minuter) och filtrera direfter 16sningen genom tva vikta filter for medelsnabb

filtrering.

Firgningslosning (stamlosning 2)

Los 5,0 g kopparsulfatpentahydrat i 1 000 ml 20 % (v/v) attiksyra.

Firglosning (arbetslosning)

Blanda 125 ml av vardera stamlosningen (4.11.1, 4.11.2) med varandra omedelbart fore firgningen.

Anmarkning: Firglosningen bor endast anvidndas samma dag som den beretts.

5. Utrustning

5.1

5.2

5.3

5.4

5.5

5.6

5.7

Glasplattor (265 x 125 x 4 mm), gummirulle (15 cm bred) och végritt underlag.
Gelbararfolie (265 x 125 mm).
Téckfolie (280 x 125 mm). Fist en tejpremsa (280 x 6 x 0,25 mm) efter vardera ldngsidan (se figur 1).

Elektrofokuseringskammare med kylplatta (t.ex. 265 x 125 mm) med limplig spanningskilla (> 2,5 kV) eller
automatisk elektroforesapparat.

Cirkulationskryostat, termostatstyrd vid 12 £ 0,5 °C.
Centrifug, justerbar till 3 000 g.

Elektrodremsor (> 265 mm ldnga).
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5.8 Droppflaskor av plast till anod- och katodlosningarna.

5.9 Provapplikatorer (10 x 5 mm, viskosfilterpapper eller filterpapper for 1ag proteinabsorption).

5.10  Sax, skalpell och pinceller av rostfritt stal.

5.11  Fargningsskélar och avfirgningsskalar av rostfritt stal eller glas (t.ex. 280 x 150 mm instrumentbrickor).

5.12  Justerbar homogeniseringsblandare med stdng (10 mm diameter), rpm-skala 8 000-20 000 rpm.

5.13  Magnetisk blandare.

5.14  Ultraljudsbad.

5.15  Foliesvets.

5.16  5-25 pl mikropipetter.

5.17  Vakuumindunstare eller frystork.

5.18  Termostatstyrt vattenbad instdllt pd 35 och 40 £ 1 °C med skakare.

5.19  Densitometerutrustning med avlisning vid N = 634 nm.

Utforande

6.1 Beredning av prov

6.1.1 Isolering av kaseiner
Vig upp en mingd som motsvarar 5 g torr ost eller standardlosning anvind om mojligt den omogna
mittdelen av vit mjukost i ett 100 ml centrifugeringsror, tillsitt 60 ml destillerat vatten och homogenisera
med en homogeniseringsblandare med sting (8 000-10 000 rpm). Justera pH-vardet till 4,6 med utspadd
attiksyra (4.5.1 ) och centrifugera (5 minuter, 3 000 g). Avldgsna fettet och vasslan. Homogenisera terstoden
vid 20 000 rpm i 40 ml destillerat vatten som justerats till pH 4-5 med utspadd ittiksyra (4.5.1), tillsitt
20 ml diklormetan (4.5.2) samt homogenisera och centrifugera igen (5 minuter, 3 000 g). Avligsna det
kaseinlager som finns mellan vattenfasen och den organiska fasen (se figur 2) med en spatel och dekantera av
bada faserna. Homogenisera kaseinet igen i 40 ml destillerat vatten (se ovan) och 20 ml diklormetan (4.5.2)
samt centrifugera. Upprepa detta forfarande tills bada extraktionsfaserna ar firglosa (tvd eller tre ganger).
Homogenisera proteinresterna med 50 ml torr aceton (4.5.3) och filtrera dem genom ett vikt filter for
medelsnabb filtrering. Tvitta resterna pa filtret med tvd olika omgangar av 25 ml aceton, 14t torka i luft eller i
en kvivestrom och pulverisera dem sedan fint i mortel.
Anmdrkning: Torra kaseinisolat skall forvaras vid — 20 °C.

6.1.2  Plasminspjilkning av f-kaseiner for att intensifiera y-kaseiner
Slamma upp 25 mg isolerad kasein (6.1.1) i 0,5 ml ammoniumkarbonatbuffer (4.7.1) och homogenisera
under 20 minuter genom exempelvis ultraljudsbehandling. Varm till 40 °C och tillsdtt 10 pl plasmin (4.7.2),
blanda och inkubers under en timme vid 40 °C under stindig skakning. Inhibera enzymet genom att tillsitta
20 pl e-aminokapronsyra (4.7.3), tillsitt sedan 200 mg fast urea och 2 mg ditiotreitol.
Anmarkning: For att f de fokuserade kaseinbanden mer symmetriska rekommenderas att losningen frystorkas

efter tillsdttning av e-aminokapronsyran och att resterna loses i 0,5 ml ureabuffer (4.6).
6.2 Beredning av akrylamidgeler som innehdller urea

Rulla ut gelbdrarfolien (5.2) med hjilp av ett par droppar vatten pa en glasplatta (5.1) och avligsna eventuellt
overflodigt vatten med pappershandduk eller hushéllspapper. Rulla pa samma sitt ut tickfolien (5.3) med
avstindsmirken med 0,25 mm mellanrum pd en annan glasplatta. Placera plattan plant pd ett vagritt
underlag.

Tillsdtt 10 pl av vardera katalyslosningarna TEMED (4.1.3.1 ) och PER (4.1.3.2) till den foérbehandlade och
avgasade gellosningen (4.1.2), blanda en kort stund och hill ut ett jamt lager pd mitten av tickfolien. Placera
ena sidan av gelbararfolien (med bararsidan nedat) péd tickfolieplattan och sink ner den ldngsamt sd att ett
gellager mellan folierna bildas och sprids ut jaimt utan bubblor (figur 3). Ndr polymeriseringen dr avslutad
(efter ca 60 minuter), overfor den polymeriserade gelen till gelbdrarfolien tillsammans med tickfolien genom
att vicka pd glasplattorna. Rengor baksidan av gelbirarfolien forsiktigt frén gelrester och urea. Svetsa
"gelsandwichen” till ett folierdr, som forvaras i kylskdp (hogst 6 veckor).

Anmdrkning: Tackfolien med avstdndsmarken kan dteranvindas. Polyakrylamidgelen kan skiras i mindre bitar,
vilket dr lampligt dd antalet prov ar fi eller dd en automatisk elektroforesapparat anvinds (2
geler, storlek 4,5 x5 cm).



7.2.2001

Europeiska gemenskapernas officiella tidning

L 37/55

6.3

6.3.1

6.4

6.4.1

6.4.2

Isoelektronisk fokusering

Stall in kyltermostaten pd 12 °C. Torka av baksidan pa gelbararfolien med petroleum och droppa sedan nigra
droppar petroleum (4.2) pd mitten av kylblocket. Rulla darefter ut gelsandwichen (med bararsidan nedat) pa
den och se till att det inte blidas ndgra bubblor. Torka av eventuellt overflodigt petroleum och ta bort
tickfolien. Drink in elektrodremsorna med elektrodlésningarna (4.3 och 4.4), skir till dem i gelens lingd och
placera dem pd de givna platserna (elektrodavstind 9,5 cm).

Fokuseringen sker under foljande betingelser:

Gelstorlek 265 x 125 x 0,25 mm

Steg Tid Spanning Stromstyrka Kraft Voltmeter

(minuter) V) (A) (W) (Vh)
1. Forfokusering 30 max. 2 500 max. 15 konst. 4 t 300
2. Provfokusering (') 60 max. 2 500 max. 15 konst. 4 +1 000
3. Slutfokusering 60 max. 2 500 max. 5 max. 20 + 3000
40 max. 2 500 max. 6 max. 20 + 3000
30 max. 2 500 max. 7/ max. 25 +2500

(") Provapplikation: Efter forfokuseringen (steg 1) pipetteras 18 pl av vardera provlosningen till provapplikatorerna
(10 mm x 5 mm), som placeras pd gelen pé ett avstind av 1 mm fran varandra och 5 mm frin anoden och trycks litt
ned. Genomfor fokuseringen enligt ovanstiende betingelser och avligsna forskiktigt provapplikatorerna efter 60 minutes
fokusering av proven.

Anmarkning: Om gelernas tjocklek eller bredd dndras madste stromstyrkan och kraften justeras direfter
(dubblera t.ex. stromstyrkan och kraften om en gel med matten 265 x 125 x 0,5 mm anvinds).

Exempel pé spanningsprogram for en automatisk elektroforesapparat (2 geler pd 5.0 x 4,5 cm); elektroderna
placeras utan remsor direkt pd gelen.

Steg Spanning Stromstyrka Kraft Temp. Voltmeter
1. Forfokusering 1000 V 10,0 mA 35 W 8 °C 85 Vh
2. Provfokusering 250 V 5,0 mA 2,5 W 8°C 30 Vh
3. Fokusering 1200 V 10,0 mA 35 W 8 °C 80 Vh
4. Slutfokusering 1500 V 5,0 mA 70 W 8°C 570 Vh

Placera provapplikatorn i steg 2 vid 0000 Vh.

Ta bort provapplikatorn i steg 2 vid 0030 Vh.

Proteinfargning

Proteinfixering

Ta bort elektrodremsorna omedelbart efter det att strommen slagits av och placera geten i en firgningsskal
eller avfirgningsskal fylld med 200 ml fixervitska (4.9). Lat den std i 15 minuter och skaka om da och da.
Tvittning och fargning av gelplattan

Lét fixervitskan rinna av ordentligt och tvitta gelplattan tvd ginger under 30 sckunder med 100 ml
avfargningslosning (4.10) per gdng. Hill av avfirgningslosningen och fyll skdlen med 250 ml fargningslosning
(4.11.3). Lat firgen verka under 45 minuter under forsiktig skakning.
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6.4.3

Avfirgning av gelplattan

Hall bort fargningslosningen och tvitta gelplattan tvd ganger med 100 ml avfirgningslosning (4.10) per géng,
skaka sedan under minst 2 x 15 minuter med 200 ml avfirgningslosning tills bakgrunden ar klar och firglos.
Tvitta sedan gelplattan med destillerat vatten (2 x 2 minuter) och lt lufttorka (2-3 timmar) eller torka med en
hértork (10-15 minuter).

Anmdrkning nr 1: Utfor fixering, tvittning, firgning och avfirgning vid 20 °C. Hogre temperatur far inte
anvindas.

Anmdrkning nr 2: Om en mer kinslig silverfirg 6nskas (t.ex. Silver Staining Kit, Protein, Pharmacia Biotech,
Code nr 17-1150-01) mdste plasminbehandlade kaseinprov tunnas ut till 5 mg/ml.

7. Utvirdering

8.

Utvirderingen genomfors genom att provets proteinmonster jamfors med stamlosningar av samma gel. Pavisande av
komjolk i ost som tillverkats av mjolk frén tackor, getter och bufflar och blandningar av mj6lk fran dessa djur sker via
de y,- och y,-kaseiner vars isoelektriska punkter ligger mellan pH 6,5 och pH 7,5 (figurerna 4a, 4b och 5).
Detektionsgransen ligger under 0,5 %.

7.1

7.2

Visuell vardering

For visuell virdering av mingden komjolk rekommenderas att provens och standardernas koncentration
justeras till samma intensitetsnivd for y,- och y,-kaseinerna fran mjolk fran kor, getter och bufflar (jfr. ’y, E, G,
B” och "y, E, G, B” i figurerna 4a, 4b och 5). Darefter kan innehallet av komjolk (lagre, lika med eller hogre dn
1 %) i det okinda provet bedomas direkt genom jamforelse med intensiteten hos y,- och y,-kaseinerna fran
komjolk (jfr. "y, C” och "y, C” i figurerna 4a, 4b och 5) med en stamlésning pa 0 % och 1 % (tacka, get) eller
med laboratoriets interimstandarder (buffel).

Densitometrisk virdering

Om mojligt anvinds densitometri (5.19) for att bestimma forhallandet mellan topparealerna for y,- och
Y,-kasein fran mjolk frdn kor, getter och/eller bufflar (jfr. figur 5). Jimfor detta virde med topparealerna for y,-
och y,-kaseiner i den 1 %-stamlosning (tacka, get) eller i laboratoriets interimstandarder (buffel) som analyseras
pd samma gel.

Anmdrkning: Metoden fungerar tillfredsstillande om det ar ett klart positivt tecken pa bade y,- och y,-kasein
fran komjolk i 1 %-standardlosningen, men inte i 0 %-stamlosningen. Om sd inte ar fallet, bor
forfarandet forbattras genom att metoden foljs noga i alla detaljer.

Ett prov betraktas som positivt om bade y,- och y,-kaseiner eller de motsvarande topparealerna
dr lika med eller stérre dn nivan pd 1 %-staml6sningen.
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Figur 1: Schematisk bild av tickfolien

H,O-fas

Kasein

CH2C12 -fas

Figur 2: Kaseinlager som flyter mellan vattenfasen och den organiska fasen efter centrifugeringen

Figur 3: Vickningsteknik vid gjutning av ultratunna polyakrylamidgeler

a = avstdndsband (0,25 mm); b = tickfolie (5.3); ¢, e = glasplattor (5.1); d = gellosning (4.1.2); f = gelba-
rarfolie (5.2)
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Figur 4a: Isoelektrisk fokusering av plasminbehandlade kaseiner frdn ost som tillverkats av mjélk frdn tackor och getter
och som innehéller olika mangder komjolk.

% CM = procent komjolk, C = ko, E = tacka, G = get.
Den 6vre halvan av IEF-gelen visas.
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Figur 4b: Isoelektrisk fokusering av plasminbehandlade kaseiner frin ost som tillverkats av blandningar av mjélk frin
tackor, getter och bufflar och som innehdller olika mingder komjolk.

% CM = procent komjolk, 1 + = prov som innehéller 1 % komjolk och dir rent kasein frin komjolk tillsatts i
mitten av figuren. C = ko, E = tacka, G = get, B = buffel.

Den ovre halvan av IEF-gelen visas.



7.2.2001 Europeiska gemenskapernas officiella tidning L 37/59

\ 0%
72C
\J
1%
\J

- ——

—— =

72 EfG

0%
v
1%
\J
2%
Y
\J
3%
Y
7%
\)
A
73E,G
Figur 5: Overlagring av densitogram av p4 standarder och ostprover som tillverkas av en blandning av mjolk frin tackor
och getter efter isoelektrisk fokusering.

a, b = standarderna innehéller 0 % och 1 % komjolk, c-g = ostprov som innehéller 0, 1, 2, 3 och 7 % komjolk.
C = ko, E = tacka, G = get.

Den Ovre halvan av IEF-gelen analyserades vid A = 634 nm.
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BILAGA XVI
(Artikel 11)

REFERENSMETOD FOR PAVISANDE AV KOLIFORMA BAKTERIER I SMOR, SKUMMJOLKSPULVER OCH
KASEIN/KASEINATER

Prover som motsvarar 1 kg smor inokuleras i odlingsmediet, om smor testas for pavisande av koliforma bakterier.

Nar skummjolkspulver eller kasein/kaseinater testas for pavisande av koliforma bakterier, inokuleras 0,1 g-prover i
odlingsmediet.

IDF-standard 73A:1985 metod B tillimpas med f6ljande dndringar:

1) Provberedningen utfors i enlighet med IDF-standard 122B:1992. For surt kasein kan provberedningen alternativt
utforas i enlighet med IDF-standard 73A:1985.

2) Endast provror som inokulerats med 1 g-prov (smor) eller 0,1 g-prov (skummjélkspulver, kasein/kaseinater) inkuberas
och utvirderas. Inga spidningar 1:10 gors.

Utvirdering av resultaten

Vid tre negativa resultat: Kravet dr uppfyllt
Vid tva eller tre positiva resultat: Kravet dr inte uppfyllt
Vid tvd negativa resultat: Analysera tvd kompletterande 1 g-prover (smor) och 0,1 g-prover (skum-

mjolkspulver, kasein/kaseinater).
Kravet dr uppfyllt om de tvd sista resultaten dr negativa, i annat fall ar

kravet inte uppfyllt.
Anmirkning

Antal koliforma bakterier: 1/10 g smor, 1/g skummjolkspulver eller kasein/kaseinater i genomsnitt:

Resultat som visar att kravet dr uppfyllt erhalls med 93 % sannolikhet.
Antal koliforma bakterier: 1/g smér, 1/0,1 g skummjolkspulver eller kasein/kaseinater i genomsnitt:
Resultat som visar att kravet inte dr uppfyllt erhdlls med 91 % sannolikhet.

(Antagande: Poisson-fordelning)



7.2.2001

Europeiska gemenskapernas officiella tidning

L 37/61

BILAGA XVII
(Artikel 12)

ANALYSMETOD FOR ATT BESTAMMA LAKTOSINNEHALLET I DE PRODUKTER SOM OMFATTAS AV
KN-NUMMER 2309 (1)

DEL I

1. Anvindningsomride

Metoden skall tillimpas i de fall ddr laktosinnehallet overstiger 0,5 %.

2. Princip
Los socker i vatten. Lét jdsten (Saccharomyces cerevisiae) verka. Detta paverkar inte laktosen. Efter klarning och filtrering
bestims laktosinnehallet i 16sningen med Luff-Schoorls metod.

3. Reagenser
Natriumtiosulfat 0,1 n

Indikator: stirkelselosning. Tillsitt en blandning av 5 g loslig stirkelse (10 mg kvicksilverjodid kan tillsittas som
konserveringsmedel) och 30 ml vatten i 1 liter kokande vatten. Lit blandningen koka i tre min och direfter svalna.

Kaliumjodidlosning AF a 30 % (v/v)
Svalvelsyralosning 6 n

Luff-Schoorls reagens:

a) Los 25 g kopparsulfat AF fritt fran jirn (CuSO,5H,0) i 100 ml vatten.
b) Los 50 g citronsyra AF (C;H,0,H,0) i 50 ml vatten.

) Los 143,8 g vattenfri natriumkarbonat AF (Na,CO,) i ungefihr 300 ml varmt vatten.

Hall under forsiktig skakning b) i ¢) (efter nedkylning) och hall sedan i a). Spad till 1 liter, 1dt std 6ver natten och
filtrera sedan. Den erhdllna reagensen bor kontrolleras (0,1 N i Cu, 2 N i Na,CO,). pH-virdet bor ligga nira 9,4.

Carrez-16sning I: 16s 23,8 g Zn(C,H,0,),.2H,0 och 3 g isittika i vatten och spdd till 100 ml.
Carrez-16sning 1II: 16s 10,6 g KF,(CN),.3H,0 i vatten och spad till 100 ml.
Pimpstenskorn, som under kokning behandlats med saltsyra, tvittas med vatten och torkas. Suspension av Saccharo-
myces cerevisiae: 25 g firsk jast i 100 ml vatten (forvara inte lingre dn en vecka i kylskap).
4. Forfarande

Vig med 1 mg noggrannhet upp 1 g prov for analys. Overfor provet till en 100 ml mitkolv. Tillsitt 25-30 ml
vatten. Lat kolven std i ett kokande vattenbad i 30 min och sedan svalna till ca 35 °C.

Tillsdtt 5 ml av jastsuspensionen () och skaka sedan. Lat mitkolven och dess innehdll std kvar i vattenbadet med en
temperatur av 38-40°C i 2 tim.

Efter jdsning, 14t svalna ca 20 °C. Tillsitt 2,5 ml Carrez-l6sning I och skaka i 30 sekunder. Tillsitt dérefter 2,5 ml
16sning Carrez 1I och skaka i ytterligare 30 sekunder. Spid med vatten till 100 ml, blanda och filtrera. Pipettera hogst
25 ml av filtratet, som bor innehélla 40-80 mg laktos. Spid vid behov med vatten till 25 ml och bestim innehéllet
av vattenfri laktos med anvindning av Luff-Schoorls metod.

Gor ett fullstindigt blindprov med enbart jést.

(') Forordning (EEG) nr 222/88.

(*) For produkter som innehéller mer dn 40 % jisbart socker bor kvantiteten jastsuspension 6kas.



L 37/62 Europeiska gemenskapernas officiella tidning 7.2.2001
DEL II
1. Bestimning av laktosinnehillet med Luff-Schoorls metod
Pipettera 25 ml av Luff-Schoorls reagens och placera det i en 300 ml Erlenmeyer-kolv. Mt upp och tillsitt exakt
25 ml av den klarnade l6sningen.
Tillsdtt tvd pimpstenskorn, upphetta, skada for hand 6ver en 6ppen, medelhdg ldga och 1at vitskan koka i ungefir tvd
min. Placera omedelbart Erlenmeyer-kolven pa ett metalltrddsnat med ett asbestgaller under vilket en laga tidigare har
tints. Denna regleras pd ett sidant sitt att Erlenmeyer-kolven endast upphettas i botten. Anbringa direfter en
aterloppskylare. Koka omedelbart viskan i exakt 10 minuter. Kyl omedelbart i kallt vatten och testa efter ungefir fem
minuter pa foljande sitt:
Tillsdtt forst 10 ml kaliumjodid i vitskan och omdelbart direfter, men forsiktigt (kraftig skuming kan férekomma),
25 ml svavelsyra 6 n.
Testa darefter med natriumtiosulfat tills en matt gul firg observeras och tillsitt stirkelseindikatorn mot slutet av testet.
Utfor samma test med en blandning av exakt 25 ml Luff-Schoorls reagens och 25 ml vatten efter tillsittande av
10 ml kaliumjodid och 25 ml svavelsyra 6 n, denna gang utan att koka upp.
Anvind tabellen nedan fér att i mg bestimma mangden laktos som motsvarar skillnaden mellan de tvé testresultaten
(uttryckt 1 ml natriumtiosulfat 0,1 n).
TABELL
Tabell for 25 ml Luff-Schoorls reagens
(se forutsittningarna som anges i texten till denna férordning)
1. Natriumtiosulfat 0,1 n
2. Laktos C,H,,0,
1 2 1 2
ml mg Skillnad ml mg Skillnad
1 3,6 12 44,6
3,7 38
2 7.3 13 48,4
3,7 3,8
3 11,0 14 52,2
3,7 3,8
4 14,7 B 26,0
37 39
5 18.4 16 59,9
3,
3,7 ?
17 63,8
6 22,1
3,9
3,7
558 18 67,7
7 5’ 4,0
37 19 717
8 29,5 40
37 20 75,7
9 33,2 41
38 21 79.8
10 37,0 41
3,8 22 83,9
11 40,8 4,1
3,8 23 88,0
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BILAGA XVIII
(Artikel 13)

FASTSTALLANDE AV VASSLEFOREKOMST I SKUMMJOLKSPULVER AVSETT FOR OFFENTLIG LAGRING
GENOM BESTAMNING AV GLYKOMAKROPEPTIDER MED HOGTRYCKSVATSKEKROMATOGRAFISK
METOD (HPLC)

1. Syfte och tillimningsomréde
Med denna metod kan vassle pavisas i skummjolkspulver avsett for offentlig lagring genom bestimning av glykomak-

ropeptider.

2. Hanvisning

Internationell standard ISO 707 — mjolk och mjolkprodukter — metoder for provtagning i enlighet med riktlinjerna i
bilaga 1.2 ¢ sista stycket.

3. Definition

Glykomakropeptidhalten i skummjolkspulver: halten substanser faststdlld med den nedan beskrivna metoden och
uttryckt i viktprocent.

4. Princip
— Skummjolkspulvret 1oses i vatten, fett och proteiner avldgsnas med triklorittiksyra, varefter 1osningen centrifugeras.
— Bestdmning av kvantiteten glykomakropeptider (GMP) i supernatanten med hogtrycksvitskekromatografi (HPLC).

— Bedomning av det resultat som erhdlls frdn proverna med hinvisning till standardprover som bestdr av skum-
mjolkspulver med eller utan tillsats av en kdnd procentsats vasslepulver.

5. Reagenser

Alla reagenser skall vara for analytika dndamdl godkind klass. Vattnet skall vara destillerat vatten eller vatten med
minst motsvarande renhetsgrad.
5.1 Triklordttiksyralgsning

Los 240 g triklorattiksyra (C1,CCOOH) i vatten och spad till 1000 ml.

5.2 Elueringslosning pH 6,0
Los 1,74 g dikaliumvitefosfat (K,HPO,), 12,37 g kaliumdivitefostat (KH,PO,) och 21,41 g natriumsulfat

(Na,SO,) i cirka 700 ml vatten. Justera vid behov till pH 6,0 med en losning av fosforsyra eller kaliumhyd-
roxid.

Spad till 1000 ml med vatten och homogenisera.

Fore anvindning skall elueringslosningen filtreras genom filtermembran med pordiameter 0,45 pm.

5.3 Tvittvitska

Blanda en del acetonitril (CH,CN) med nio delar vatten. Fore anvindning skall blandningen filtreras genom
filtermembran med pordiameter 0,45 pm.

Obs! Andra tvittvitskor med bakteriedddande effekt fir anvindas, forutsatt att de inte sitter ned kolonnens
separationsférmaga.
5.4 Standardprover

5.4.1 Skummjolkspulver som uppfyller kraven i denna férordning (dvs. [0]).

5.4.2 Samma skummjolkspulver uppblandat med 5 % (m/m) vasslepulver med en standardsammansittning (dvs.

(5]
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6. Utrustning

6.1

6.2

6.3

6.4

6.5

6.6

6.7

6.8

6.9

6.10

6.10.1
6.10.2

6.10.3

6.10.4
6.10.5

6.10.6

Analysvag

Centrifug med kapacitet for en centrifugalkraft pd 2 200 g, utrustad med proppforsedda centrifugror som
rymmer ca 25 ml

Mekanisk skakapparat.

Magnetomrorare.

Glastrattar, diameter ca 7 cm.

Filtrerpapper, medelfint, diameter ca 12,5 cm.

Glasfilterutrustning, filtermembran med pordiameter 0,45 pm.

Graderade pipetter som medger tillforsel av 10 ml (ISO 648, klass A, eller ISO/R 835).
Termostatstyrt vattenbad, instdllt pd 25 £ 0,5 °C.

Utrustning for hogtrycksvitskekromatografi (HPLC) bestdende av:
Pump.
Spruta, manuell eller automatisk, med kapaciteten 15-30 pl.

Tvé sammankopplade kolonner TSK 2 000-SW (lingd 30 cm, inre diameter 0,75 cm) eller motsvarande
kolonner med forkolonn (3 c¢mx 0,3 cm) fylld med I 125 eller material som ir lika effektivt.

Termostatstyrd kolonnugn, instdlld pd 35 ¢ 1 °C.
UV-detektor, variabel vaglingd, som medger mitningar vid 205 nm med kinsligheten 0,008 A.
Integrator som medger integrering av enskilda toppar.

Anmarkning: Man kan anvinda kolonner vid rumstemperatur, men separationsférméagan blir da nigot lagre.
I sddant fall bor vid varje analys temperaturvariationen vara mindre 4n + 5 °C.

7. Provtagning

8.

7.1 Internationell standard ISO 707 — provtagningsmetoder fér mjolk och mjolkprodukter enligt riktlinjerna i
bilaga 1.2 ¢ sista stycket.

7.2 Proven skall forvaras under sddana forhdllanden som férhindrar nedbrytning eller férandring i sammansatt-
ningen.

Forfarande

8.1 Beredning av proverna
Overfor mjolkpulvret till ett kirl som rymmer ungefir dubbelt si stor volym som pulvrets och som ar
forsett med lufttitt lock. Forslut behdllaren omedelbart. Blanda mjolkpulvret vl genom att upprepade
gdnger vinda behéllaren.

8.2 Provmiingd
Vdg upp 2,000 + 0,001 g av testmaterialet i ett centrifugror (6.2).

8.3 Borttagande av fett och proteiner

8.3.1 Tillsdtt 20 g varmt vatten (50 °C) till det uppvigda provet. Los pulvret genom att skaka det 5 minuter i
mekanisk skakapparat (6.3). Kyl roret till 25 °C.

8.3.2 Tillsdtt under tvd minuter 10,0 ml triklorittiksyralosningen (5.1) under omrorning med magnetomroraren
(6.4). Placera roret i vattenbad (6.9) och limna det i 60 minuter.

8.3.3 Centrifugera (6.2) i 10 minuter vid 2 200 g eller filtrera genom pappersfilter (6.6) och kasta de forsta 5 ml

av filtratet.
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8.4
8.4.1

8.4.2

8.5
8.5.1

8.5.2

8.5.3

Kromatografisk analys

Spruta in 15-30 pl noggrant uppmitt supernatant eller filtrat (8.3.3) i HPLC-apparaten (6.10) med en
flodeshastighet av 1,0 ml elueringslosning (5.2) per minut.

Anmarkningar:

1. Hall elueringslosningen (5.2) vid 85 °C under den kromatografiska analysen for att bibehdlla eluenten
avgasad och for att forhindra bakterievixt. Annan atgird med samma effekt fir anvindas.

2. Skolj kolonnerna med vatten under varje uppehéll. Limna aldrig elueringslosningen i dem (5.2).

For varje upphadll pd mer 4n 24 timmar, skolj kolonnerna med vatten, tvitta dem sedan med 16sning (5.3)
under minst tre timmar med en flodeshastighet av 0,2 ml per minut.

Resultaten av den kromatografiska analysen av provet [E] erhélls i form av kromatogram dir varje topp
definieras av sin retentionstid (RT) enligt foljande:

Topp I  Andra toppen i kromatogrammet med en retentionstid av ca 12,5 minuter.

Topp III:  Tredje toppen i kromatogrammet, motsvarande GMP med en retentionstid av 15,5 1,0
minuter.

Topp IV:  Fjirde toppen i kromatogrammet med en retentionstid av ca 17,5 minuter.
Kolonnens kvalitet kan péverka de enskilda topparnas retentionstid.

Integratorn (6.10.6) berdknar automatiskt arean. A for varje topp:

Ay arean av topp I,
Ay arean av topp III,
Ayt arean av topp IV.

Det ar av storsta vikt att varje kromatograms utseende undersoks fore kvantitativ bestimning for att
uppticka eventuella avvikelser som beror antigen pé felfunktion hos apparaten eller kolonnerna eller pd
ursprunget eller beskaffenheten hos det analyserade provet.

Upprepa analysen i hidndelse av tveksamhet.
Kalibrering
Tillimpa exakt det forfarande som beskrivs i punkt 8.2-8.4.2 pd standardproven (5.4).

Anvind nyberedda 16sningar, eftersom GMP bryts ner i attaprocentig triklordttisksyralosning. Forlusten kan
uppskattas till 0,2% per timme vid 30 °C.

Fore kromatografisk analys av proven, fukta kolonnerna genom att upprepade génger spruta in standardprov
(5.4.2) i losning (8.5.1) tills arean och retentionstiden for toppen som motsvarar GMP ir konstanta.

Bestdim kalibreringsfaktorn R genom att spruta in samma volym filtrat (8.5.1) som anvinds i proven.

9. Resultatangivelse

9.1
9.1.1

Berdkningsmetod och formler

Berikning av kalibreringsfaktorerna R:

Topp II: R 100
1l AH[O]
Topp IV: R 100
! A0
dar:
R, och R, = kalibreringsfaktorerna for topp II respektive topp 1V,

A, [0] och A, [0] =aerorna av standardprovets [0] topp II respektive topp IV erhallna i 8.5.3.

Topp III: W
T RBI-AD
dir:
R, = kalibreringsfaktor for topp III,
A, [0] och A, [5] =areorna av topp IIl i standardprov [0] respektive [5] erhdllna i 8.5.3,
w = mangden vassle i standardprov [5], dvs. 5.
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9.1.2

9.1.3

9.2

9.3

Berdkning av den relativa arean av topparna i provet [E]

S, [E] =R, x A, [E]

Sy [E] =Ry x Ay [E]

n
Sy [E] =R, x A, [E]

dir:

S, [El, S, [El, S, [E] =de relativa aerorna av topparna II, IIl respektive IV i provet [E],

A, [E], A, [E], A, [E] =aerorna av topparna II, IIl respektive IV i provet [E] som erhdllits i 8.4.2,

R, R, R, = kalibreringsfaktorerna som berdknats i 9.1.1.

Berikning av den relativa retentionstiden for topp III i provet [E]

RTy[E]
RRTy|E
m[ ] RTm[5]
dir:
RRT,, [E] =den relativa retentionstiden for topp II i prov [E],
RT,, [E] = retentionstiden for topp Il i prov [E] som erhillits i 8.4.2,
RT,, [5] = retentionstiden for topp III i kontrollprovet [5] som erhllits i 8.5.3.

Experiment har visat att det foreligger ett linjirt samband mellan den relativa retentionstiden for topp III,
dvs. RRT,; [E] och procentsatsen tillsatt vasslepulver upp till 10 %.

— RRT,, [E] 4r < 1,000 nir halten vassle ir > 5 %,
— RRT, [E] dr= 1,000 nir halten vassle ar < 5 %.
Den tillditna osikerheten for virderna RRT, ir = 0,002.

11

Normalt avviker virdet pd RRT,, [0] endast litet frin 1,034. Beroende pa kolonnernas skick kan virdet
ndrma sig 1,000, men madste alltid vara storre.

Berikning av procentsatsen vasslepulver i provet

W= Sm [E] - [173 + (Sm[o] - 079)]

dir:

w = procentsatsen m/m vassle i provet [E],

Sy [E] =den relativa arean av topp IIl i provet [E] som erhdllits i 9.1.2,

1,3 = representerar den relativa medelarean av topp IIl uttryckt i gram vassle per 100 gram
bestdimd i oforfalskat skummijolkspulver av olika ursprung. Siffran har erhallits empi-
riskt,

S, [0] = representerar den relativa arean av topp IIl som &r lika med Ry x A [0]. Dessa
virden har erhillits i 9.1.1 respektive 8.5.3,

(S, [0] = 0,9 = representerar den korrigering av den relativa medelarean 1,3 som skall géras nir S,

[0] ¢j ér lika med 0,9. Empiriskt 4r den relativa medelarean av topp III for kontroll-
provet [0] lika med 0,9.

Metodens noggrannhet

Repeterbarhet

Skillnaden mellan resultaten av tva analyser som samtidigt eller med kort tidsintervall utforts av samma
person med anvindning av samma utrustning pa identiskt lika prover fir inte overstiga 0,2 % m/m.
Reproducerbarhet

Skillnaden mellan tvéd enstaka och av varandra oberoende resultat erhéllna fran tvd identiskt lika prover i tva
skilda laborarorier far inte Gverstiga 0,4 % m/m.
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9.4
9.4.1

9.4.2

9.4.3

9.43.1

9.43.2

Tolkning

Vassle forekommer inte om den relativa arean av topp IIl, S, [E] uttryckt i gram vassle per 100 g av
produkten ar < 2,0 + (S, [0]-0,9),

dar

2,0 ar det maximalt tilldtna virdet pa den relativa arean av topp Il med hénsyn tagen till
den relativa arean av topp I, dvs. 1,3, osdkerheten pd grund av variationer i skum-
mjolkspulvrets sammansittning och i metodens reproducerbarhet (9.3.2),

(S, [0] = 0,9 ar den korrigering som skall goras dd arean S, [0] avviker frin 0,9 (se punkt 9.2)

Om den relativa arean av topp III, S, [E] dr > 2,0 + (S, [0] = 0,9) och den relativa arean av topp II, S, [E]
< 160, bestim vasslehalten i enlighet med punkt 9.2.

Om den relativa arean av topp III, S, [E], 4 > 2,0 + (S, [0] = 0,9) och den relativa arean av topp II, S, [E]
> 160, berstim det sammanlagda proteininnehillet (P %); undersok sedan figur 1 och 2.

Data som erhdllits efter analys av prover av oforfalskat skummjolkspulver med hogt sammanlagt proteinin-
nehdll har sammanforts i figur 1 och 2.

Den heldragna linjen representerar den linjdra regressionen, for vilken koefficientrena berdknas enligt minsta
kvadratmetoden.

Den streckade rita linjen bestimmelser den ovre grinsen for den relativa arean av topp Il med en
sannolikhet att inte 6verskridas i 90 % av fallen.

Ekvationerna for de streckade rita linjerna i figur 1 och 2 ir:
S, = 0,376 P %—10,7 (figur 1)
S, = 00123 S, [E]+093  (figur 2)

dir:

Su dr den relativa arean av topp Il berdknad antingen enligt det totala proteininnehéllet
eller enligt den relativa arean av topp S, [E],

P % dr det totala proteininnehallet uttryckt som viktprocent,

(S, [E] ar den relativa arean av provet berdknad i punkt 9.1.2.

Dessa ekvationer ir ekvivalenta med siffran 1,3 som nimns i punkt 9.2.

Avvikelsen (T, och T,) mellan den funna relativa arean S, [E] och den relativa arean S, erhdlls enligt nedan:

il

T, = Su [E] - [(07376 P% — 1077) + (Sm [0] - 079)}
T, = Sy [E] — [(0,0123 S, [E] + 0,93) + (S, [0] — 0,9)]

Om T, ochfeller T, ir noll eller mindre 4r noll, kan forekomst av vassle inte faststillas.
Om T, och T, overstiger noll forekommer vassle.
Halten vassle beriknas enligt foljande formel:

W=T,+0,91

dar

0,91 dr avstdndet pd den vertikala axeln mellan heldragen rit linje och streckad rat linje.
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BILAGA XIX

(Artikel 13)

BESTAMNING AV LOPEVASSLEPULVER I SKUMMJOLKSPULVER OCH BLANDNINGAR ENLIGT FORORD-

NING (EG) nr 2799/1999

. Syfte: Pavisande av tillsatt lopevasslepulver i foljande produkter:
a) skummjolkspulver enligt artikel 2 i forordning (EG) nr 2799/1999, och
b) blandningar enligt artikel 4 i forordning (EG) nr 2799/1999.

2. Hinvisning: Internationell standard ISO 707

3. Definition

Halten lopevasslepulver faststdlls med den nedan beskrivna metoden och uttrycks i viktprocent.

4. Princip

Faststdllande av kvantiteten glykomakropeptid A enligt bilaga XVIIL. Prov som ger positiva resultat analyseras for
glykomakropeptid A genom hogtrycksvitskekromatografi med omvand fas (HPLC-metod). Bedomning av det erhallna
resultatet gors med hanvisning till standardprover, som bestir av skummjolkspulver med eller utan tillsats av
vasslepulver. Resultat 6ver 1% (m/m) visar pa forekomst av lopevasslepulver.

5. Reagenser

Alla reagenser maste ha erkidnd analytisk renhet. Det anvinda vattnet skall vara destillerat vatten eller vatten med minst
motsvarande renhetsgrad. Acetonitril skall vara av spektroskopisk kvalitet eller HPLC-kvalitet.

De reagenser som ir nddvindiga for metoden beskrivs i bilaga XVIII till den hir forordningen.

Reagenser till HPLC med omvind fas.

5.1 Triklordttiksyralosning
Los 240 g triklorattiksyra (CCI,CCOOH) i vatten och spad till 1 000 ml

5.2 Elueringslosning A och B

Elueringslosning A: Blanda 150 ml acetonitril (CH,CN), 20 ml isopropanol (CH,CHOHCH,) och 1,00 ml
trifluorattiksyra (TFA, CF,COOH) med vatten till 1 000 ml. Elueringslésning B: Blanda 550 ml acetonitril,
20 ml isopropanol och 1,00 ml TFA med vatten till 1 000 ml. Fore anvindning skall elueringslosningen
filtreras genom filtermembran med pordiameter 0,45 pm.

5.3 Regenerering av kolonnen

Skolj kolonnen med elueringslosning B (med anvindning av en gradient) efter analyserna och direfter med
acetonitril (med anvindning av en gradient i 30 min). Forvara kolonnen i acetonitril.

5.4 Standardprover
5.4.1 Skummjolkspulver som uppfyller kraven pa offentlig lagring (dvs. [0]).

5.4.2  Samma skummjolkspulver uppblandat med 5 % (m/m) vasslepulver (16petyp) med en standardsammansattning

(dvs. [5]).

5.4.3 Samma skummjolkspulver uppblandat med 50 % (m/m) vasslepulver (I6petyp) med en standardsammansitt-
ning (dvs. [50]) ().

. Utrustning
Den utrustning som beh6vs for metoden beskrivs i bilaga XVIII i den hir férordningen.
6.1.1  Analysvég.

6.2 Centrifug med kapacitet for en centrifugalkraft pd 2 200 g, utrustad med proppforsedda centrifugrér som
rymmer ca 50 ml.

Vasslepulver (lopetyp) med standardsammansittning samt uppblandat skummjélkspulver kan fas frain NIZO, Kernhemseweg 2, PO

Box 20, NL 671C BA., Nederlinderna. Pulver som ger resultat motsvarande NIZO-pulver fir ocksd anvindas.
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6.3 Mekanisk skakapparat med kapacitet att skaka vid 50 °C.

6.4 Magnetomrorare.

6.5 Glastrattar, diameter cirka 7 cm.

6.6 Filterpapper, medelfint, diameter cirka 12,5 cm.

6.7 Glasfilterutrustning, filtermembran med pordiameter 0,45 pm (mikrometer).

6.8 Graderade pipetter som medger tillférsel av 10 ml (ISO 6438, klass A, eller ISO/R 835), eller ett system som
kan tillfora 10,0 ml pd tvd min.

6.9 Termostatstyrt vattenbad, instillt pd 25 £ 0,5 °C.

6.10  Utrustning for hogtrycksvitskekromatografi (HPLC) bestdende av:

6.10.1 Binirt gradientpumpsystem.

6.10.2 Injektor, manuell eller automatisk, med kapaciteten 100 pl (mikroliter).

6.10.3 En Dupont Protein Plus-kolonn (25 x 0,46 cm invindig diameter) eller en motsvarande grovporig kiselbaserad
kolonn med omvind fas.

6.10.4 Termostatstyrd kolonnugn, instdlld pd 35+ 1 °C.

6.10.5 UV-detektor, variabel viglingd, som medger métningar vid 210 nm med kinsligheten 0,02 A (vid behov kan
en hogre vaglingd upp till 220 nm anvindas).

6.10.6 Integrator som medger integrering av enskilda toppar.
Anmdrkning
Man kan anvinda kolonner vid rumstemperatur, forutsatt att rumstemperaturen inte varierar mer 4n 1 °C. I
annat fall uppstar for stor variation i retentionstiden for GMP;.

. Provtagning

7.1 Provtagningen skall goras enligt internationell standard ISO 707. Medlemsstaterna fir dock anvinda andra
provtagningsmetoder om dessa dr likvirdiga med nimnd standard.

7.2 Proven skall forvaras under forhéllanden som férhindrar nedbrytning eller fordndring i sammansittningen.

. Forfarande

8.1 Beredning av proverna
Overfér mjolkpulvret till ett kdrl som rymmer ungefir dubbelt s3 stor volym som pulvrets och som ar férsett
med lufttitt lock. Forslut behéllaren omedelbart. Blanda mjolkpulvret val genom att upprepade génger vinda
behllaren.

8.2 Provmdngd
Tillsatt 2,000 + 0,001 g av provet i ett centrifugror (6.2) eller i en limpligt forsluten kolv (50 ml).

8.3 Borttagande av fett och proteiner

8.3.1 Tillsitt 20,0 g varmt vatten (50 °C) till det uppvigda provet. Los pulvret genom att skaka det i mekanisk
skakapparat i 5 minuter eller i 30 minuter om det galler sur kiarnmjolk. Still réret i vattenbad (6.9) och
temperera vid 25 °C.

8.3.2 Tillsdtt under 2 minuter 10,0 ml av den till 25 °C tempererade triklorittiksyralosningen (5.1) under kraftig
omroring med magnetomroraren (6.4). Placera roret i vattenbad (6.9) och limna det i 60 min.

8.3.3  Centrifugera (6.2) i 10 minuter vid 2 200 g eller filtrera genom pappersfilter (6.6) och kasta de forsta 5 ml av
filtratet.

8.4  Kromatografisk analys

8.4.1 Utfér HPLC-analysen som beskrivs i bilaga XVIII. Vid negativt resultat innehdller provet inget lopevasslepulver

i pavisbara mingder. Vid positivt resultat skall den HPLC-metod med omvind fas som beskrivs nedan
tillimpas. Forekomsten av pulver frin sur kdrnmjolk kan ge felaktigt positiva resultat. Genom att anvinda
HPLC-metoden med omvind fas utesluts denna risk.
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8.4.2

8.4.3

Innan HPLC-analysen med omvind fas utfors bor gradientforhdllandena optimeras. En retentionstid pd 26 + 2
minuter for GMPA ar optimal for gradientsystem med en dodvolym pd ca 6 ml (volym frén den punkt dar
losningarna blandas till och med den punkt dir insprutningsslingan slutar). I gradientsystem med lagre
dodvolym (t.ex. 2 ml) bér en optimal retentionstid pd 22 minuter anvindas.

Bered 16sningar av standardproven (5.4) med och utan 50 % lopevassle.

Injicera 100 pl av supernatanten eller filtratet (8.3.3) i en HPLC-apparat som arbetat under de kontrollgradien-
tvillkor som anges i tabell 1.

Tabell 1

Kontrollgradientvillkor fér optimal kromatografi

(m;‘fter) (mﬂﬁ‘?;m) % A %B Gradient
Init 1,0 90 10 *
27 1,0 60 40 lin
32 1,0 10 90 lin
37 1,0 10 90 lin
42 1,0 90 10 lin

En jimforerelse mellan bdda kromatogrammen bor visa GMPA-toppens lige.

Vid anvindning av nedanstdende formel kan den ursprungliga sammansittningen av den 16sning som kommer
att anvindas for den normala gradienten (se 8.4.3) berdknas:

%B=10—2,5+ (13,5 + (RTgmpA — 26)/6)*30/27
%B=7,5+ (13,5 + (RTgmpA — 26)/6)*1,11

dir:

RTgmpA ir retentionstiden for GMPA vid anvindning av kontrollgradienten,

10 r den ursprungliga % B av kontrollgradienten,

2,5 ir% B vid medelpunkten minus % B vid borjan vid anvindning av normalgradienten,
13,5 ir medelpunkttiden for kontrollgradienten,

26 ar den nodvindiga retentionstiden for GMPA,

6 ar forhallandet mellan kontroll- och normalgradientens lutning,

30 ir% B vid borjan minus % B efter 27 minuter vid anvindning av kontrollgradienten,
27 ir kontrollgradientens 16ptid.

Bered 16sningar av testproven.

Injicera 100 pl noggrant uppmatt supernatant eller filtrat (8.3.3) i HPLC-apparaten med en flodeshastighet av
1,0 ml elueringslosning (5.2) per minut.

Elueringslosningens sammansittning i borjan av analysen fis fram frén 8.4.2. Normalt 4r den nira
AB = 76:24 (5.2). Omedelbart efter insprutningen pabdrjas en linjir gradient sd att B h6js med 5 % efter 27
minuter. Dérefter pdborjas en linjr gradient som héjer eluentsammansittningens andel B till 90 % inom 5
minuter. Sammansittningen bibehdlls i 5 minuter varefter den inom 5 minuter dndras tillbaka till den
ursprungliga sammansittningen via en linjir gradient. Beroende pd pumpsystemets inre volym kan nésta
insprutning ske 15 minuter efter det att de ursprungliga forhdllandena har uppnatts.

Anmdrkningar

1. Retentionstiden for glykomakropeptid bor vara 26 + 2 minuter. Detta kan uppnés genom att variera initial-
och slutforhéllandena f6r den forsta gradienten. Skillnaden i % B for initial- och slutforhéllandena for den
forsta gradienten mdéste dock fortfarande vara 5 % B.

2. Elueringslosningarna bor avgasas tillrackligt och bor ocksa forbli avgasade. Detta ar viktigt for att gradient-
pumpsystemet skall kunna arbeta pa ett korrekt sitt. Standardavvikelsen for retentionstiden for GMP-
toppen bor vara mindre dn 0,1 minuter (n= 10).

3. Efter vart femte prov bor referensprovet (5) injiceras och anvindas for att berdkna en ny kalibreringsfaktor
R (9.1.1).
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8.4.4

8.5

Resultaten av den kromatografiska analysen av provet (E) erhélls i form av kromatogram dir GMP-toppen
identifieras genom sin retentionstid pd 26 minuter.

Integratorn (6.10.6) berdknar automatiskt GMP-toppens hojd H. Baslinjens lige bor kontrolleras i varje
kromatogram. Analysen eller integrationen bor upprepas om baslinjens lige inte var korrekt.

Det dr av storsta vikt att varje kromatograms utseende undersoks fore kvantitativ bestimning for att uppticka
eventuella avvikelser som beror antingen pa felfunktion hos apparaten eller kolonnerna, eller pad ursprunget
och beskaffenheten hos det analyserade provet. Upprepa analysen i hidndelse av tveksambhet.

Kalibrering

Tillimpa exakt det forfarande som beskrivs i punkt 8.2-8.4.4 pd standardproven (5.4.1-5.4.2). Anvind
nyberedda losningar, eftersom GMP bryts ner i 8 procentig triklorattiksyralosning vid rumstemperatur. Vid

4°C forblir losningen stabil i 24 timmar. Vid langa serier av analyser dr det onskvart att en nedkyld
provbricka anvinds i autoinjektorn.

Anmdrkning
8.4.2 kan utelimnas om % B vid initialforhallandena ar kind frdn tidigare analyser.

Kromatogrammet till referensprovet (5) bor motsvara tabell 1. I denna figur foregds GMP -toppen av tvd
mindre toppar. Det &r viktigt att uppnd en liknande separation.

Injicera 100 pl av standardprovet utan lopevassle (0) (5.4.1) fore den kromatografiska analysen av proven.
Kromatogrammet bor inte uppvisa nagon topp vid GMP -toppens retentionstid.

Faststdll kalibreringsfaktorerna R genom att injicera filtrat (8.5.1) i samma mingd som for proven.

9. Resultatangivelse

9.1

9.1.1

9.2

9.3

Berdkningsmetod och formler

Berikning av kalibreringsfaktorn R:

GMP-topp = W/H

dir

R= GMP-toppens kalibreringsfaktor,
H= GMP-toppens hojd,

W= vasslemingden i standardprovet (5).

Berdkning av procentsatsen lopevasslepulver i provet

W(E) = R x H(E)

dar

W(E) = procentsatsen m/m lopevassle i provet (E),
R= GMP-toppens kalibreringsfaktor (9.1.1 ),
H(E) = hojden pa provets (E) GMP-topp.

Om W(E) dr storre dn 1 % och skillnaden mellan retentionstiden och standardprovets (5) retentionstid ar
mindre dn 0,2 minuter, innehéller provet l6pevasslepulver.

Metodens noggrannhet

Repeterbarhet

Skillnaden mellan resultaten av tva analyser som samtidigt eller med kort tidsintervall utforts av samma person
med anvidndning av samma utrustning pd identiskt lika prover far inte Overstiga 0,2 % m/m.
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9.3.2  Reproducerbarhet
Annu inte fastlagd.

9.3.3  Linjéritet

For mellan 0 % och 16 % lopevasslehalt bor ett linjart forhillande uppnds med en korrelationskoefficient som
ar > 0,99.
9.4 Tolkning

9.4.1 Vassle anses forekomma om resultatet enligt 9.2 ir storre 4n 1 % m/m och retentionstiden fér GMP-toppen
avviker mindre dn 0,2 minuter fran standardprovets (5) retentionstid. Grinsen pd 1 % ir fastlagd i enlighet
med bestimmelserna i bilaga V till forordning (EEG) nr 625/78, punkterna 9.2 och 9.4.1.
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BILAGA XX
(Artikel 14)

SKUMMJOLKSPULVER: BESTAMMING AV INNEHALLET FOSFATIDYLSERIN OCH FOSFATIDYLETANO-
LAMIN

HPLC-metoden (omvind fas)

1. Omfattning och tillimpningsomrade

Metoden omfattar bestimning av fosfatidylserin (FS) och fosfatidyletanolamin (FE) i skummjolkspulver och gor det
mojligt att pavisa kdrnmjolk.

2. Definition

FS- + FE-innehall: substansens massfraktion bestims genom det forfarande som specificeras hir. Resultatet uttrycks i
milligram fosfatidyletanolamin dipalmitoyl (FEDP) per 100 g pulver.

3. Princip
Extrakt av aminofosfolipider genom metanol fran rekonstituerat mjolkpulver. Bestimning av FS och FE som

o-ftaldialdehydderivat genom vitskekromatografi (RP HPLC-metod) och flourenscensprévning. Kvantifiering av FS-
och FE-innehdll i testet med referens till ett standardprov som innehéller en kidnd halt av FEDP.

4. Reagenser

Alla reagenser méste ha erkdnd analytisk renhet. Vattnet méste vara destillerat eller av en motsvarande renhetsgrad
om inte annat anges.

4.1 Standardmaterial: FEDP, med en renhetsgrad pd minst 99 %
Mark: Standardmaterial skall lagras vid 18 °C.

4.2 Reagenser for standardprov och forberedelser for testextrakt

4.2.1  Metanol som skall vara av HPLC-grad
4.2.2  Kloroform som skall vara av HPLC-grad

4.2.3  Tryptamin monohydroklorid

4.3 Reagenser for derivatisering av o-ftaldialdehyd
4.3.1  Natriumhydroxid, 12 M vattenlosning

432 Borsyra, 0,4 M vattenlosning, justerad till pH 10,0 med natriumhydroxid (4.3.1)
4.3.3  2-merkaptoetanol

4.3.4  o-ftaldialdehyd

4.4 Elueringslosningar for HPLC

Elueringslosningarna madste forberedas genom reagenserna av HPLC-grad.

4.4.1  Vatten av HPLC-grad

442 Metanol av en renhet som mitts med flourescensmitare
443  Tetrahydrofuran

4.4.4  Natriumvitefosfat

4.4.5  Natriumacetat

4.4.6  Attiksyra
5. Provningsutrustning
5.1 Analysvag
5.2 Glasbdgare pd 25 och 100 ml
5.3 Pipetter for 1 och 10 ml

5.4 Magnetomrorare
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5.5

5.6

5.7

5.8

5.9

5.13.1
5.13.2
5.13.3
5.13.4
5.13.5
5.13.6

Graderade pipetter for 0,2, 0,5 och 5 ml
Mitkolvar pd 10, 50 och 100 ml
Injiceringsndlar pd 20 och 100 pl

Ultraljudbad

Centrifug med en centrifugalkraft pd 27 000 x g
Provror pd ca 5 ml

Graderad cylinder pd 25 ml

pH-mitare

HPLC-utrustning

Gradient pumpsystem med en kapacitet pd 1,0 ml/min vid 200 bar
Automatisk fraktionsprévning med derivatiseringsmojlighet

Kolonnset med virmare for 30 °C

Flourescensdetektor pd 330 nm magnetvaglingd och 440 nm strdlningsvaglingd
Integrator eller mjukvara for databehandling som kan mita topparnas areor

En LiChrospher 100-kolonn (250 x 4,6 mm) eller en motsvarande kolonn med oktadecylsilan (C18), 5 pm
partikelstorlek

6. Provtagning

Provtagningen skall ske enligt IDF-standard 50B:1985.

7. Forfarande

7.1

7.2

7.3

7.4

Blandning av intern standardlosning

Vidg in 30,0 £+ 0,1 mg tryptamin monohydroklorid (4.2.3) i en mitkolv pd 100 ml (5.6) och spad med
metanol upp till mérket (4.2.1). Tag 1 ml av denna losning i en 1 ml-pipett (5.3) och for over till en
graderad mitkolv pd 10 ml (5.6) och spiad med metanol upp till market (4.2.1) for att fd en 0,15 mM
tryptaminlGsning.

Beredning av provlgsningen

Vig in 1000 0,001 g av SMP-provet i en glasbigare pd 25 ml (5.2). Tillsdtt med pipett 10 ml destillerat
vatten med en temperatur av 40 °C (5.3) och ror om med magnetomroraren (5.4) under 30 min for att losa
upp alla klumpar. Tag 0,2 ml (5.5) av den rekonstituerade mjolken i en pipett och sitt den i en métkolv
graderad till 10 ml (5.6), tillsitt 100 pl av tryptaminlosningen pd 0,15 mM (7.1) med en injiceringsndl (5.7)
och spad med metanol upp till market (4.2.1). Blanda forsiktigt genom inversion och 14t ligga i ultraljudsbad
under 15 min. Centrifugera (5.9) vid 27 000 x g under 10 min och samla in supernatanten i ett provror
(5.10).

Mark: Provlosningen skall lagras vid 4 °C tills HPLC-analysen skall utforas.

Beredning av extern standardlosning

Vig upp 55,4 mg FEDP (4.1 ) och hill det i en mitkolv pa 50 ml (5.6) och tillsitt ca 25 ml kloroform
(4.2.2) med en graderad cylinder (5.11). Virm upp den vil tickta kolven till 50 °C och blanda forsiktigt tills
FEDP loser sig. Kyl ned kolven till 20 °C och spid sedan med metanol upp till mérket (4.2.1) och blanda
genom inversion. Tag 1 ml (5.3) av 16sningen med en pipett och hill den i en mitkolv pd 100 ml (5.6)
samt tillsatt metanol upp till mirket (4.2.1). Tag 1 ml (5.3) av losningen med en pipett och hill i en
mitkolv pd 10 ml (5.6), tillsdtt 100 pl (5.7) av tryptaminlosningen pd 0,15 mM (7.1) och spid med metanol
upp till market (4.2.1). Blanda genom inversion.

Mark: Provlosningen skall lagras vid 4 °C tills HPLC-analysen skall utforas.

Beredning av reagensen for derivatisering

Vig upp 25,0 £ 0,1 mg o-ftaldialdehyd (4.3.4) i en 10 ml mitkolv (5.6), tillsitt 0,5 ml (5.5) metanol
(4.2.1) och blanda noga for att 16sa upp o-ftaldialdehyden. Hall i borsyrelosning upp till graderingen (4.3.2)
och tillsitt 20 pl av 2-merkaptoetanol (4.3.3) med en injiceringsnal (5.7).

Mrk: Reagensen skall lagras vid 4 °C i en mork flaska och stabiliseras under en vecka.
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7.5
7.5.1

7.5.5

7.6
7.6.1

HPLC-bestimning

Elueringslosningar (4.4)

A-l6sning:

0,3 mM natriumvitefosfat och 3 mM natriumacetatlosning (anpassad till pH 6,5 med dttiksyra): metanol:

tetrahydrofuran = 558:440:2 (v[v|v)

B-16sning:
metanol

Foreslagen elueringsgradient:

Tid (min) A-losning (%) B-16sning (%) Fléde (ml/min)
Initial 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
19,0 100 1,0
20,0 100 1,0
21,0 40 60 1,0
29,0 40 60 1,0
30,0 40 60 0

Mrk: Elueringsgradienten kan behé6va justeras ndgot for att nd den upplosning som visas i figur 1.

Kolonntemperatur: 30 °C

Injektionsvolym: 50 pl reagens for derivatiseringen och 50 pl av provlosningen.

Kolonnbalansering

For att starta systemet for dagligt bruk, spola kolonnen med 100 % metanol (B-losning) i 15 min, still sedan
in A:B= 40: 60 och balansera vid 1 ml/min under 15 min. Genomf6r en provomgang genom att injicera

metanol (4.2.1).

Mark: Spola kolonnen med en l6sning av metanol : kloroform = 80 : 20 (v/v) under 30 min innan den

laggs undan for lingre tid.

Bestdimning av FS + FE-innehdll i provet

Genomfor sekvensen av de kromatografiska analyserna med konstant provtid for att fa retentionstiderna
konstanta. Injicera den externa standardlosningen (7.3) vart femte till tionde prov for att utvirderna

svarsfaktorn.

Mark: Kolonnen skall rengéras genom att spola med 100-procentig B-losning under 30 min vid var 20:e
eller 25:e provomgéing.

Integration

FEDP-topp

FEDP eluderas som en enkel topp. Bestim toppens hojd genom dalintegrering.

Tryptamin-topp

Tryptamin eluderas som en enskild topp (figur 1). Bestim toppens hojd genom dalintegrering.



7.2.2001 Europeiska gemenskapernas officiella tidning L37(77

7.6.3  Grupperade FS- och FE-toppar

Under de villkor som beskrivs (figur 1), eluderar FS som 2 hogre toppar som delvis 4r olosta och som
foregds av en lagre topp. FE eluderar som 3 hogre toppar som delvis 4r oldsta. Bestim hela fasen av varje
toppkluster genom att sitta den baslinje som finns i figur 1.

8. Kalkyl och resultat
FS- och FE-innehdll i provet skall kalkyleras enligt foljande formel:

_ ATy
C755,36><A XT

1 2

dar:

C= FS- eller FE-innehdll (mg/100 g pulver) i provet
A= FEDP-topparea i standardlosningen (7.3)

A, = FS- eller FE-topparea i provlosningen (7.2)

T, = Tryptamintopparea i standardlsningen (7.3)
T,= Tryptamintopparea i provlosningen (7.2).

9. Precision

Mrk: Virden for repeterbarhet har kalkylerats enligt IDF:s internationella standard (!). Det provisoriska reproducer-
barhetsgrinsvirdet har kalkylerats i enlighet med bilaga I b.

9.1 Repeterbarhet

Den relativa repeterbarhetens standardavvikelse som uttrycker variabiliteten i av varandra oberoende analy-
tiska resultat som erhdllits av samma provtagare genom att anvinda samma utrustning, under samma
villkor, men fér samma prov med kort intervall, bor inte 6verskrida motsvarande 2 %. Om tvd bestimningar
erhdlls under dessa villkor, bor motsvarande differens mellan resultaten inte vara storre dn 6 % av resultatets
aritmetiska matt.

9.2 Reproducerbarhet

Om tvé bestimningar erhélls i olika laboratorier genom att anvinda olika utrustning under olika villkor men
for samma prov, bor den motsvarande differensen mellan resultaten inte vara storre dn 11 % av resultatets
aritmetiska matt.

10. Bibliografi

10.1 Resmini P., Pellegrino L., Hogenboom J.A., Sadini V., Rampilli M.: "Détection des solides du babeurre dans le
lait écrémé en poudre par dosage des aminophospholipides a la CLHP” (Sparning av kdrnmjolkssubstanser i
skummjolkspulver genom HPLC-bestimning av aminofosfolipider), Sci. Tecn. Latt. Cas., 39, 395 (1988).

(') IDF Standard 135/1991 135B/1991. "Milk and milk products. Precision characteristics of analytical methods. Outline of collabora-
tive study procedure” (metodmodell for kollaborativa studier).



Fluorescens (godtyckliga enheter)

Figur 1: HPLC-monster av OPA-derivat av fosfatidylserine (PS) och fosfatidyletanolamin (PE) i metanolextrakt av rekonstituerat skummjélkspulver. Integrationstyp for PS-, PE- och tryptamintoppar (intern standard)

rapporteras.
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BILAGA XXI
(Artikel 15)
SPARNING AV ANTIBIOTIKA OCH SULFAMID/DAPSON-RESTER I SKUMMJOLKSPULVER

Screeningtesta for att spdra himmare av mikrobiell aktivitet genom att anvinda testmikroorganismen Bacillus stearother-
mophilus var. calidolactis C953. Testet skall ha tillricklig kinslighet for att spara 4 pg benzylpenicillin och 100 pg
sulfamidin per liter mjolk. Kommersiella testutrustningar finns och kan anvidndas om de har den kanslighet som krévs for
benzylpenicillin och sulfamidin ().

For testet anvinds rekonstituerat skummjolkspulver (1 g pulver + 9 ml dest. vatten). Testet utfors enligt beskrivning i
IDF-Bulletin nr 258/1991, avsnitt 1, kapitel 2, eller i enlighet med instruktionerna frin testutrustningens tillverkare.

Positiva resultat skall tolkas enligt foljande:

1. Gor om testet och tillsitt penicillinase:
Positivt resultat: Himmande substanser kan inte identifieras genom denna procedur.
Negativt resultat: Himmande substans ar ett f-laktam antibiotikum.

2. Gor om testet och tillsitt p-aminobenzosyra:
Positivt resultat: Himmande substanser kan inte identifieras genom denna procedur.
Negativt resultat: Den himmande substansen ar ett sulfamid/dapson.

3. Gor om testet och tillsitt penicillinase + p-aminobenzosyra:
Positivt resultat: Himmande substanser kan inte identifieras genom denna procedur.

Negativt resultat: De himmande substanserna ir ett f-laktam antibiotikum och ett sulfamid/dapson.

(') Viktigt meddelande: Falskt positivt resultat kan erhallas vid analys av skummijolkspulver. Det dr dirfor viktigt att bekrifta att det
testsystem som anvénds inte visar sidana resultat.
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BILAGA XXII
(Artikel 16)

ANALYS AV KVANTITETEN SKUMMJOLKSPULVER I FODERBLANDNINGAR GENOM ENZYMATISK

KOAGULERING AV PARAKASEIN

1. Syfte

Kvantitativ faststillelse av innehallet skummjolkspulver i foderblandningar genom enzymatisk koagulering av paraka-
sein.

. Tillimpningsomride

Denna metod tillimpas vid undersokning av foderblandningar som innehdller minst 10 % skummjolkspulver.
Forekomsten av stora kvantiteter karnmjolk eller av vissa andra proteiner 4n mjolkproteiner kan leda till interferenser.

. Metodens princip

3.1 Upplosning av kaseinet i foderblandningen genom extraktion med en natriumcitratlosning.

3.2 Justering av kalciumets jonkoncentration till den niva som krdvs for att utfilla parakasein. Genom tillsdttning
av lope till kaseinet erhdlls parakasein.

3.3 Kvaveinnehdllet i parakaseinfillningen faststills genom Kjeldahl-metoden enligt beskrivningen i standard IDF
20A 1986. Kvantiteten skummjolkspulver berdknas pa grundval av ett ligsta kaseininnehall pd 27,5 % (se 9.1).

. Reagenser

De anvinda reagenserna skall vara av p.a. kvalitet. Anvind antingen destillerat vatten eller vatten av motsvarande
kvalitet. Med undantag for lopet (4.5) skall samtliga reagenser och losningar vara fria fran kvivesubstanser.

4.1 Trinatriumcitrat, vattenfri (1 % w/v 16sning)

4.2 Kalciumklorid (2 M l6sning). Mat upp 20,018 g CaCO, (p.a. kvalitet) i en degel av limplig storlek (150 till
200 ml) eller i en glasbagare. Tillsdtt destillerat vatten tills pulvret dr tickt och uppvarm 6ver ett kokande
vattenbad. Tillsitt lingsamt 50 till 60 ml HCl-16sning (koncentration HCl: vatten = 1:1) s3 att karbonatet loses
helt. Hall kvar 16sningen 6ver det kokande vattenbadet tills CaCL, har torkat s att mangden HCl som inte har
reagerat elimineras. Flytta over losningen till en 100 ml mattflaska och spid med destillerat vatten upp till
markeringen. Kontrollera pH-virdet som inte fir understiga 4,0. Forvara 16sningen i ett kylskép.

43 0,1 N natriumhydroxid.

44 0,1 N saltsyra.

4.5 Flytande kalvlope (standardstyrka 1:10 000). Lagra i kylskdp vid 4 till 6 °C

4.6 Reagenser for faststillelsen av kvantiteten kvive enligt Kjeldahl-metoden beskriven i standard IDF 20 A 1986.

. Material

Vanligt laboratoriematerial och sirskilt foljande:

5.1 Mortel eller homogeniseringsblandare

5.2 Analytisk vég

5.3  Binkcentrifug (2 000 till 3 000 varv per minut) med 50 ml rér

5.4 Magnetisk blandare med (10 till 15 mm) blandare

5.5 150 till 200 ml glasbigare

5.6  Erlenmeyerglaskolvar pd 250 ml och 500 ml

5.7  Glastrattar med diameter mellan 60 och 80 mm

5.8  Askfria snabbfilter med en diameter av 150 mm (S.S. 5892 S.S. 595 1/2)

5.9  Pipetter av olika storlek
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5.10 Termostatkontrollerat vattenbad vid 37 °C

5.11 pH-matare

5.12 Kjeldahl kok- och destillationsapparat med tillbehor

5.13 Byrett med 25 ml graderingar

5.14 Tvittflaska i plast for destillerat vatten

5.15 Rostfria stilspalsar

5.16 Termometrar

5.17 Temperaturkontrollerad torkugn

6. Metod

6.1 Forberedelse av provet
Mal 10 till 20 g av provet i morteln eller homogeniseringsblandaren till en homogen blandning.

6.2 Upplosning av mjolkpulvret och borttagning av den oupplosliga bottensatsen.

6.2.1 Mit upp 1,000 £ 0,002 g homogen foderblandning (6.1) som halls direkt i ett 50 ml centrifugeringsror.
Tillsdtt 30 ml vattenlost trinatriumcitrat (4.1) som tidigare uppvérmts till 45 °C. Blanda med hjilp av
magnetblandare i minst 5 minuter.

6.2.2 Centrifugera 500 g (2000 till 3000 varv per minut) i 10 minuter och dekantera den klara vattniga
supernatanten i en 150 till 200 ml glasbagare. Se till att ingen 16s bottensats foljer med.

6.2.3 Gor ytterligare tvd extraktioner av bottensatsen, enligt samma forfarande, varvid extrakterna laggs till den
forsta.

6.2.4 Om en oljehinna bildas pa ytan, kyl i kylskép tills fettet stelnar och ta bort den stelnade hinnan med spatel.

6.3 Koagulering av kaseinet med lope-enzymer.

6.3.1 Under kontinuerlig omrorning tillsitt droppvis 3,4 ml (a) av en maittad kalciumkloridlosning (4.2) till det
vattenhaltiga extraktet (ungefir 100 ml). Justera pH till 6,4-6,5 med hjilp av NaOH (4.3) eller HCl (4.4)
losningar. Stdll i termostatkontrollerat vattenbad vid 37 °C i 15 till 20 minuter for att fi saltbalans. Detta blir
fornimbart genom att grumlighet bildas.

6.3.2 Overfor vitskan till ett (eller tvd) centrifugalrdr och centrifugera vid 2 000 g i 10 minuter for att avligsna
fillningen. Overfor supernatanten utan sediment, till ett (eller tva) centrifugalrér.

6.3.3 Hoj supernatantens temperatur till 37 °C. Tillsitt droppvis 0,5 ml flytande 16pe (4.5) under omroring av
extraktet. Koagulering uppstdr efter en till tvd minuter.

6.3.4 Flytta provet tillbaka till vattenbadet och limna det i 15 minuter vid en temperatur av 37 °C. Ta bort provet
fran badet och bryt koagulatet genom omré6rning. Centrifugera vid 2 000 g i 10 minuter. Filtrera superatanten
genom ett lampligt pappersfilter ('), Whatman nr 541 eller motsvarande, behéll pappersfiltret. Skolj fallningen i
centrifugalroret med 50 ml vatten vid ungefir 35 °C genom omrorning.

Centrifugera igen vid 2 000 g i 10 minuter. Filtrera supernatanten genom samma pappersfilter som anvints
forut.

6.4 Bestimning av kaseinkvive.

6.4.1 Efter skoljning 6verfor kvantitativt fillningen till pappersfiltret, som behélls efter 6.3.4, med hjilp av destillerat
vatten. Flytta pappersfiltret till Kjeldahl-flaskan. Bestim kvivehalten med Kjeldahl-metoden enligt beskrivningen
i standard IDF 20A 1986.

7. Blindtest

7.1 Blindtest skall genomforas regelbundet genom att blota ett askfritt filter (5.8) med en blandning av 90 ml
natriumcitratlosning (4.1), 1 ml mittad kalciumkloridlosning (4.2), 0,5 ml flytande 16pe (4.5) och sedan skoljs
med 3 x 15 ml destillerat vatten innan mineralisering sker genom Kjeldahl-metoden som beskrivs i standard
IDF 20A 1986.

7.2 Volymen av syra som anvinds f6r blindtestet skall dras ifrdn volymen av syra (4.4) som anvinds for titrering

av provet.

(") Askfritt snabbpappersfilter skall anvindas.
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8.

10.

11.

12.

Kontrolltest

8.1  For att kontrollera forfarandet och reagenterna som beskrivs ovan gors en analys av en standardfoderblandning
med kint innehdll av skummijolkspulver faststillt genom interkalibrering. Genomsnittsresultatet av en
upprepad analys skall inte avvika mer 4n 1% fran resultatet av interkalibreringen.

. Berikning av resultaten

9.1 Procentsatsen skummjolkspulver i foderblandningen beriknas med foljande formel:

N

NX6,38 100)_2.81
27.5 ’

0,908

dir N dr den procentuella andelen parakaseinkvive, 27,5 ir faktorn for konvertering av faststillt kasein till
procentuell andel skummjolkspulver, 2,81 och 0,908 ir korrektionsfaktorer som erhallits fran regressionsana-
lysen.

%MMP:<

Metodens noggrannhet
10.1 Repeterbarhet

I minst 95 % av de undersokta fallen har upprepad analys av samma prov genom samma laborant i samma
laboratorium visat resultat som skiljer sig med hogst 2,3 g skummjolkspulver per 100 g foderblandning.

10.2  Reproducerbarhet

I minst 95 % av de undersokta fallen har samma prov som analyserats av tva olika laboratorier visat resultat
som skiljer sig med hogst 6,5 g skummjolkspulver per 100 g foderblandning.

Toleransgrinsen:

CrD,,-vardet (kritisk differens, 95 % konfidensintervall) beriknas med foljande formel (ISO 5725):

1 , Lf(n-—1
CrDys =—= /R =1

V2 n

(R : reproducerbarhet, r: repeterbarhet)
Dubbel bestimning : CrDy,= 4,5 g

Om skillnaden mellan resultatet av den kemiska analysen och det uppgivna innehallet skummijolkspulver inte
overstiger 4,5 g (dubbel bestimning) anses partiet foderblandning Gverensstimma med bestimmelsen i denna
forordning.

Amirkningar

12.1 Tillsdttning av hoga procentsatser av vissa andra proteiner 4n mjolkproteiner, sirskilt sojamjélproteiner, kan i
samband med bearbetning med skummjolkspulver, leda till 6verdrivet hoga virden pd grund av samfillning
med mjolkens parakasein.

12.2 Tillsittning av kdrnmjolk kan leda till ndgot laga virden pa grund av att endast den fettfria delen analyseras.
Tillsittning av viss kdrnmjolk fran syrad gradde kan leda till mycket ldga virden pd grund av ofullstindig
upplosning i citratlosningen.

12.3 Tillsdttning av 0,5 % eller mer lecitin kan ocksd leda till for ldga virden.

12.4 Blandning med skummjolkspulver som ar uppvirmd till hoga temperaturer kan leda till for hoga virden pa
grund av samfillning av vissa vassleproteiner med mjolkens parakasein.
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BILAGA XXIII
(Artikel 17)

KVALITATIV BESTAMNING AV STARKELSE I SKUMMJOLKSPULVER, DENATURERAT MJOLKPULVER OCH
FODERBLANDNINGAR

1. Syfte
Denna metod anvinds till pavisning av stirkelse, som anvinds som sparimne i denaturerat mjolkpulver.

Metodens pévisningsgranser r cirka 0,05 g stirkelse per 100 g av provet.

2. Princip

Reaktionen dr baserad pd den reaktion som anvinds vid jodometri:
— Kolloidernas bindning av fritt jod i vattenlosning.

— Stirkelsemicellernas absorption och firgbildning.

3. Reagenser
3.1 Jodlosning
— Jod 1 g.
— Kaliumjodid 2 g.
— Destillerat vatten 100 ml.

4. Utrustning

4.1 Analysvag.
4.2 Vattenbad.

4.3 Provror, 25 mm x 200 mm.

5. Forfarande
Vig upp 1 g av provet och overfor till provroret (4.3).
Tillsatt 20 ml destillerat vatten och skaka provroret si att provet loses.
Placera i kokande vattenbad (4.2) och 14t std i 5 minuter.
Tag ut provroret fran badet och lat det svalna till rumstemperatur.

Tillsitt 0,5 ml av jodlosningen (3.1), skaka och notera vilken firg provet antar.

6. Resultatangivelse
Om provet firgas blatt innehaller det naturlig stirkelse.

Om provet innehdller modifierad stirkelse fr det inte firgas blatt.

7. Anmirkningar

Firgen, firgintensiteten och stirkelsens mikroskopiska utseende varierar beroende pd den naturliga stirkelsens
ursprung (t. ex. majs eller potatis) och den typ av modifierad stirkelse som finns i provet.

Om provet innehéller modifierad stirkelse fargas det violett, rott eller brunt, beroende pa i vilken grad den naturliga
starkelsens kristalliniska struktur dr modifierad.
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BILAGA XXIV
(Artikel 18)

BESTAMNING AV VATTENHALT I SYRAT KARNMJOLKSPULVER

1. Syfte

Att faststdlla vattenhalten i syrat kdarnmjolkspulver avsett att anvindas i djurfoder.

2. Princip

Provet torkas i vakuum. Massaforlusten bestims genom vigning.

3. Utrustning
3.1 Analysvég.

3.2 Torra behdllare av metall som inte frits eller av glas och med lock som medger lufttit forslutning. Arbetsytan skall
gora det mojligt att sprida ut provet med cirka 0,3 glcm?.

3.3 Reglerbar elektrisk vakuumugn med oljepump och antingen en mekanism for tillférsel av varm, torkad luft eller
ett torkmedel (t.ex. kalciumoxid).

3.4 Exsickator med ett effektivt torkmedel.

3.5 Ventilerad torkugn med termostatreglering pd 102 £ 2 °C.

4. Utférande

Virm en behillare (3.2) med lock i ugnen (3.5) i minst 1 timme. Placera locket pa behéllaren, byt omedelbart till
exsickatorn (3.4), 1t svalna till rumstemperatur och vdg med en noggrannhet av 0,5 mg.

Vig en behallare (3.2) med lock med en noggrannhet av 0,5 mg. Vag upp cirka 5 g av provet med en noggrannhet av
1 mg i den vigda behdllaren och fordela det jamnt. Placera behéllaren utan lock i vakuumugnen (3.3) som forvirmts
till 83 °C. Sitt in behallaren i ugnen s& snabbt som mojligt si att ugnstemperaturen inte sjunker alltfor mycket.

Stall in trycket pd 100 torr (13,3 kPa) och lat torka vid detta tryck under 4 timmar, antingen med en torr
varmluftsstrom eller med hjdlp av torkmedel (cirka 300 g till 20 prov). Om det senare alternativet viljs skall
vakuumpumpen frankopplas nar det foreskrivna trycket har uppnatts. Rikna torkningstiden fran det att ugnstempera-
turen dter har uppnatt 83 °C. Aterstall forsiktigt det atmosfiriska trycket i ugnen. Oppna ugnen, sitt omedelbart lock
pd behallaren, ta ut den ur ugnen, 1t svalna 30-45 minuter i exsickatorn (3.4) och vig med en noggrannhet av 1 mg.
Lat torka ytterligare 30 minuter i vakuumugnen (3.3) vid 83 °C och vig pd nytt. Skillnaden i vattenhalt mellan de bada
vigningarna fir inte overstiga 0,1 %.

5. Resultatberikning

100
E—m) —
(E—m) —

dir
E = provets ursprungliga massa i gram.

m = det torkade provets massa i gram.

6. Precision
6.1 Repeterbarhet
Skillnaden mellan resultaten av tvd analyser som inom kortast majliga tidsintervall utforts av samma kemist med

anvindning av samma utrustning pé identiskt lika prover fir inte Gverstiga 0,4 g vatten/100 g syrat kirnmjolks-
pulver.
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6.2 Reproducerbarhet

Skillnaden mellan resultaten av tvd analyser som utforts av kemister i olika laboratorier med anvindning av olika
utrustning pd identiskt lika prover fir inte overstiga 0,6 g vatten/100 g syrat kdrnmjolkspulver.

6.3 Kalla till precisionsdata

Precisionsdata bestimdes genom ett experiment som utfordes 1995 i atta olika laboratorier med tolv prover (sex
dubbla blindtester).
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BILAGA XXV
(Artikel 19)

REFERENSMETOD FOR DETEKTION AV FRAMMANDE FETTER I MJOLKFETT MED GASKROMATOGRAFISK
ANALYS AV TRIGLYCERIDER - OMARBETNING 1

1. Omfattning och anvindningsomride

Denna standard faststdller en metod for detektion av frimmande fetter, bdde vegetabiliska och animaliska fetter
sdsom fett av notkreatur och ister, i mjolkfett och mjolkprodukter med hjilp av gaskromatografisk analys av
triglycerider.

Med hjilp av faststallda triglyceridformler, detekteras vegetabiliska och animaliska fettet kvalitativt och kvantitativt i
rent mjolkfett oberoende av utfodrings- och mjolkavsondringsforhallanden.

Anmirkning 1: Aven om smérsyra (C4) som forekommer uteslutande i mjolkfett mojliggér kvantitativa uppskatt-
ningar av sma till medelstora mangder mjolkfett i vegetabiliska fetter, kan kvalitativa och kvantitativa
uppgifter knappast erhéllas inom ett intervall pa en tillsats av upp till minst 20 % (viktprocent)
frimmande fett till rent mjolkfett pd grund av den stora variationen i C4, uppskattningsvis mellan
3,5% och 4,5% (viktprocent).

Anmarkning 2: Kvantitativa resultat kan i praktiken endast erhdllas genom triglyceridanalyser, eftersom sterolinne-
hallet i de vegetabiliska fetterna varierar beroende pd produktionsforhillanden och behandling.

2. Definition

Frimmande fetter i mjolkfett: frimmande fetter definieras i denna standard som alla vegetabiliska och animaliska
fetter med undantag av mjolkfett.

3. Metodens princip

Efter extrahering av mjolkfettet framstills en standardlosning. Ur denna losning bestims triglyceriderna (totalt
kolantal) gaskromatografiskt i packade kolonner. Genom att fora in viktprocenten av fettmolekyler av olika storlek
(C24-C54- endast jamna antal) i triglyceridformeln, detekteras de frimmande fetterna kvalitativt eller bestims
kvantitativt.

Anmdrkning: Om den utvirdering anvidnds som beskrivs hir, kan kapilldr gaskromatografi anvindas, om det finns
garanti for att jamforbara resultat erhdlls (').

4. Reagenser
Kemikalier av analyskvalitet skall anvindas.

4.1 Birgas: kvive, renhet 2 99,996 %.

4.2 Standardtriglycerider (3, mattade, samt kolesterol for standardisering av standardmjolkfett i enlighet med avsnitt
6.5.4.

4.3  Metanol, vattenfri

4.4 n-Hexan

4.5 n-Heptan

4.6 Toluen

4.7 Dimetylklorsilanlosning: 50 ml dimetylklorsilan loses i 283 ml toluen.

4.8 Brinnbar gas: vite och syntetisk luft.

4.9 Stationdr fas: 3% OV-1 pa 125/150 pm (100/120 maskvidd) GasChromQ (?).

4.10 Tioprocentig losning av kakaosmor.
5. Utrustning

Normal laboratorieutrustning och sirskilt foljande:

5.1 Gaskromatograf for hoga temperaturer, limplig for temperaturer pd minst 400-450 °C, utrustad med en
flamjonisationsdetektor (FID) och ett reglage for konstant massflode av birgas. Forbranningsgas: 30 ml/min
H,, 270 ml/min syntetisk luft.

(") Lampliga metoder har redan beskrivits, se D. Precht och ]. Molkentin: Quantitative triglyceride analysis using short capillary

columns, Chrompack News 4, 16-17 (1993).

(*) Limpliga produkter finns kommersiellt tillgangliga.

(*) Handelsnamn som t.ex. Extrelut, GasChromQ, Chrompack, dr exempel pé limpliga produkter som finns tillgingliga i fackhandeln.
Denna upplysning skall hjilpa anvindaren till en smidig hantering av standarden och utgér inte ett krav pa att denna produkt
anvinds. Angivelsen om textur overfordes till Sl-enheten pm i enﬁghet med BS 410:1988 "British Standard Specification for test
sieves”.
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5.2

5.3

5.4

Pd grund av det stora flodet av birgas skall munstycket till ldgan vara sarskilt brett.

Anmarkning: P4 grund av de hoga temperaturer som férekommer under triglyceridanalyser maste glasinsat-
serna i flamjonisationsdetektorn eller i injektorsystemet rengoras ofta.

Gaskromatografen skall vara utrustad med septa, som tal hoga temperaturer, som kan anvindas ofta och
som uppvisar en allmint ldg grad av “"genomslipplighet”.

Anmarkning: Lampliga dr Chromblue (™) septa (Chrompack).

Septa skall bytas regelbundet, t.ex. efter ca 100 injektioner eller s& snart upplosningen forsdmras (se figur 4).

Kromatografkolonn

U-formad glaskolonn (innerdiameter 2 mm, 500 mm ldng), som forst silaniseras i enlighet med avsnitt 6.1
med dimetylklorsilan i syfte att deaktivera glasytan.

Anmdrkning: Lampliga dr ocksd nagot lingre (800-2 000 mm ldnga) packade kolonner. Med dessa kan en
ndgot bittre reproducerbarhet uppnds vad avser resultaten. A andra sidan uppvisar den
stationdra fasen ibland brott efter anvindning, vilket i sin tur kan leda till simre kvantitativa
resultat. Vidare utslacks latt flamjonisationsdetektorns laga till foljd av det mycket hoga flode
av bdrgas som krdvs, 75-85 ml/min.

Uppstillning for pafyllning av kolonnen (se figur 1)

Fig. 1

Pifyllning av kolonnen

N2in

_

Fyll upp till
market med
ov-1

Skruvlock med filter, mot vilket
glasfibern och den stationéra
fasen pressas

Glaskolonn som skall fyllas
Plastkolonn med fastskruvade lock i dndarna, forsedd med ett marke upp till vilket den erforderliga mangden
av den stationidra fasen kan fyllas pa.

Finmaskig sikt (maskvidd ungefir 100 pm) med ett skruvlock, lamplig for att forsluta glaskolonnen enligt
figur 1.

Deaktiverad, silaniserad glasull.
Vibrator for jimn fordelning av den stationdra fasen under pafyllningen.

1-3 ml Extrelut-kolonn (') med kiselgel. Denna kolonn kan alternativt anvindas for extraktion for att erhélla
mjolkfett.

(') Se fotnot 3 pé sidan 86.
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5.5

Grafitpackning 6,4 mm (1/4") med 6 mm hal

Utrustning for silanisering av kolonnens glasyta enligt avsnitt 6.1.

Wolff-flaska

Vattensugpump

Vattenbad, justerbart till 50 + 2 °C.

Torkskap, justerbart till 50 £ 2°C och 100 = 2°C
Mikroliterpipett

5 ml mitpipett for tillsittning av metanol

50 ml rundkolv

Erlenmeyerkolv, dsatt volym 50 ml

Tratt

Finporigt filter

Roterande indunstningsapparat

Ampuller, dsatt volym 1 ml, mojliga att forsluta med ett aluminiumlock, med ett septum invandigt.

Injektionsspruta, sprutans kolv fir inte nd ndlens overinde

Anmarkning: Sadana sprutor gor det mojligt att oka resultatens reproducerbarhet.

For att undvika att septumet forstors, bor ndlens spets kontrolleras regelbundet (t.ex. med ett stereomikro-

skop).

6. Forfarande

6.1 Beredning av kolonnen (silanisering)
Efter anslutning av Wolff-flaskan, som visas i figur 2, till vattensugpumpen, doppas slang 2 i losningen enligt
avsnitt 4.7. Genom stingning av stoppkranen fylls kolonnen. Darefter avldgsnas de tvd slangarna.
Figur 2
Uppstillning for silanisering
Vattensugpum
gpump Stoppkran
0 Slang 1

1 )

Glaskolonn

Slang 2

Dimetyl-
dikloro-
silano -

+ toluen

Kolonnen fistes i en stillning och fylls fullstindigt med dimetyldiklorsilanlosningen med hjilp av en pipett.

Efter 20-30 minuter ersitts Wolff-flaskan med en filterkolv och kolonnen toms genom att den ansluts till

en vattensugpump (se figur 3).
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6.2

Vattensugpump

6.3

Pafyllning av kolonnen

Detta foljs av skoljning med 75 ml toluen och dérefter 50 ml metanol. Den tomda kolonnen torkas sedan i
torkskdpet vid 100 °C under ungefir 30 min.

Figur 3
Uppstillning for skoljning

Slang 1

Slang 2

Skéljmedel

Filterkolv Glaskolonn

For péfyllning av kolonnen anvinds den uppstillning som visas i figur 1. Den stationdra fasen 4.9 fylls pa i
plastkolonnen upp till market.

Den nedre dnden av den glaskolonn som skall fyllas tillsluts med en ca 1 cm ldng propp av glasull som
dessforinnan har silaniserats, och som pressas in med hjilp av en stdlstav. Sedan forsluts kolonnens dnde
med den sikt som anges i 5.3.2. Kolonnen fylls pa under tryck (3 bar, med N,) med den stationara fasen. For
att erhdlla en enhetlig, kontinuerlig och fast packning, fors en vibrator upp och ner lings glaskolonnen
under péfyllningen.

Efter pafyllningen pressas en fast propp av silaniserad glasull in i den andra dnden av den packade kolonnen,
de utskjutande delarna kapas och proppen pressas in i kolonnen ndgra millimeter med hjdlp av en spatel.

Beredning av proverna

Vid beredning av proverna anvinds ndgon av foljande metoder:

Isolering av mjolkfett frdn smor

5-10 g smor smaltes i ett vattenbad enligt avsnitt 5.7 vid 50 °C.

En 50 ml Erlenmeyer-kolv och en tratt med ett filter enligt 5.14 uppvirms i torkskapet till 50 °C. Fettlagret
i det smilta smorprovet filtreras med hjilp av den foruppvirmda apparaturen.

Sadant fett dr nistan fosfolipidfritt.

Extraktion av fettfraktionen enligt Rose-Gottlieb-metoden

Extraktion gors antingen enligt IDF Standard 1C: 1987, 16C: 1987 116A: 1987 eller 22 B: 1987.
Med sddant mjolkfett gor fosfolipiderna att en kolesteroltopp uppnds som hojs med 0,1 %.

Triglyceridspektrumet standardiserat till 100 med kolesterolen pédverkas dirigenom endast i obetydlig
utstrackning.

Extraktion ur mj6lk med hjilp av kiselgelkolonner

0,7 ml av ett mjolkprov tempererat till 20 °C fylls i en 1-3 ml Extrelut-kolonn med hjilp av en mikroliter-

pipett enligt avsnitt 5.4 och fir std under ca 5 min sd att provet fordelas jamnt i kiselgelen.

For denaturering av protein-lipidkomplexen tillsitts 1,5 ml metanol med pipett. Darefter extraheras provet
med 20 ml n-hexan. n-hexanen tillsitts lingsamt i smd mingder och det 16sningsmedel som rinner av
uppsamlas i en 50 ml rundkolv som har torkats till en konstant och kidnd vikt.

Efter extraktionen fir kolonnen rinna av tills den ir tom.
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6.4

6.5

6.5.1.1

6.5.1.2

6.5.1.3

6.5.1.4

Frén eluanten destilleras 1osningsmedlen av pé en roterande indunstningsapparat vid en vattenbadtemperatur
pa 40-50 °C.

Kolven torkas och fettinnehdllet bestims genom vigning.

Anmarkning: Fettextraktioner enligt Gerber, Weibull-Berntrop, Schmid-Bondzynski-Ratzlaff eller isolering av
mjolkfett med hjilp av detergenter (BDI-metoden) ir inte limpliga for triglyceridanalys pa
grund av att med dessa metoder kan mer eller mindre stora kvantiteter partiella glycerider eller
fosfolipider Gvergd i fettfas.

Beredning av provldsningen

For gaskromatografi anvinds en 5% losning i n-heptan av det fett som erhdlls enligt avsnitt 6.3. For
beredning av denna provlosning invdgs motsvarande méngder av det provmaterial som erhlls enligt avsnitt
6.3.1 och 6.3.2, och upploses i motsvarande mingder n-heptan.

Med provberedning enligt avsnitt 6.3.3 beriknas den mangd n-heptan som skall tillsittas provmaterialet i
kolven pé grundval av vigningen och fettdterstoden loses i den.

Ungefir 1 ml av provlosningen fylls i en ampull enligt avsnitt 5.16.

Kromatografisk triglyceridbestimning

Med de hoga temperaturer pd upp till 350 °C som krivs for eluering av triglycerider med ldnga kedjor
C52-C56 sker latt en hojning av baslinjen, sirskilt om kolonnerna inte har behandlats pé ett tillfredsstal-
lande sitt i borjan. Denna hojning av baslinjen vid hoga temperaturer kan undvikas helt antingen genom att
tvd kolonner kopplas samman eller genom baslinjesubtraktion.

Med kompensationsmetoden eller anvidndning av separata kolonner, liksom for glasinsatserna i injektorn och
i detektorn, skall grafitpackningarna enligt avsnitt 5.5 anvindas.
Baslinjejustering

For att undvika att baslinjen hojs anvidnds nigon av foljande metoder:

Sammankoppling av kolonner

Tvd packade kolonner anvinds vid kompensationsmetoden.

Baslinjejustering med hjdlp av gaskromatografen

Med hjilp av en korning av gaskromatografen utan injektion av en fettlosning och sedan subtraktion av den
lagrade baslinjen kan hojning av baslinjen undvikas.

Baslinjejustering med hjilp av integrationsprogramvara

Med hjilp av en korning av integrationssystemet utan injektion av en fettlosning och sedan subtraktion av
den lagrade baslinjen kan hojning av baslinjen undvikas.

Baslinjejustering genom tillfredsstillande behandling

Med tillfredsstdllande inledande behandling av kolonnen och ungefir 20 injektioner av mjolkfettlosningar, dr
ofta hojningen av baslinjen vid hoga temperaturer sd liten att baslinjejusteringar inte dr nddvindiga.

Injiceringsteknik

For att undvika diskriminerande effekter anvinds tekniken “het injicering” for att uppnd bittre kvantitativa
resultat med hogkokande trigylceridkomponenter. Har dras fettlosningen upp i sprutan och den kalla
sprutndlen virms upp fore injektionen under ca 3 sekunder i injektionsporten. Sedan injiceras sprutans
innehdll snabbt.

Anmarkning: Med denna injiceringsteknik reduceras risken for fraktionering i injektionssprutan eller injek-
tionskammaren. Direktinjicering i den 6vre, forlingda uppvarmda delen av kolonnen tillimpas
inte, eftersom fragment av septumet och fororeningar som ansamlas hir latt kan avldgsnas
med hjilp av den tillimpade tekniken genom byte av injektorinsatsen utan att kolonnen
demonteras.

Bojning av nélen av att botten av provbagaren vidrors (dven om det 4r knapp synligt for 6gat) mdste absolut
undvikas for att inte septumet skall skadas.
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Figur 4

Triglyceridkromatogram av ett prov av mjolkfett

38

36

52
54

JU,

a) Délig upplésning till féljd av ett skadat septum.
b) God upplésning

6.5.3  Behandling av en packad kolonn

For att undvika fororening dr kolonnen inte ansluten till detektorn under steg a—c.

De kolonner som fyllts pa enligt avsnitt 6.2 behandlas pd féljande sitt:

a) 15 min 40 ml/min N-fléde vid 50 °C

b) Uppvirmning med 1 K/min upp till 355°C vid 10 ml N,/min

¢) Hélls under 12-15 t vid 355 °C

d) 2 injektioner av 1 pl av kakaosmorlosning enligt avsnitt 4.10 och respektive temperaturprogram
e) 20 injektioner av 0,5 pl av en mjolkfettlosning under 2-3 dagar enligt avsnitt 6.4

Anmdrkning: Kakaosmor bestdr ndstan uteslutande av hogkokande C50-C56-triglycerider. Injektion av
kakaosmor fyller syftet med sdrskild behandling i detta lingkedjeintervall. Med de hogkolande
triglyceriderna C50—-C54 kan delvis responsfaktorer pa upp till ca 1,20 erhallas. Normalt, med
upprepad injicering av en mjolkfettlosning, kan en sinkning av de i borjan hoga responsfakto-
rerna fér C50-C54 forvantas. Med triglycerider med lagt acyl-c-tal ndrmar sig faktorerna 1.

Tre par av de enligt 6.2 fyllda kolonnerna forbereds. De behandlade paren kontrolleras med en mjélkfett-
analys for rutintestning. Det par som uppvisar de bista kvantitativa resultaten (responsfaktorer ndra 1)
anvinds i det foljande. Med responsfaktorer > 1,20 anvinds inte kolonnen.

6.5.4  Kalibrering

For kalibrering bor responsfaktorerna for motsvarande triglycerider, liksom for kolesterol i ett mjolkfett
(standardfett), bestimmas med anvindande av standardiserade triglycerider (dtminstone de mittade triglyceri-
derna C24, C30, C36, C42, C48 och C54 liksom kolesterol; dnnu bittre, dven C50 och C52). Diremellan
liggande responsfaktorer kan erhillas genom matematisk interpolering.

Vid anvindning av standardiserat fett méste 2-3 kalibreringar utforas per dag. Om nira identiska resultat
erhdlls, uppnés vil reproducerbara kvantitativa resultat med triglyceridanalys av proven.

Det standardiserade mjolkfettet har en lagringstid pa flera mdnader vid en lagringstemperatur pa hogst
-18 °C och kan didrigenom anvindas som standard.

Anmarkning: responsfaktorn for respektiv bestdndsdel kan ocksd bestimmas med hjdlp av ett standardfett
med garanterad triglyceridsammansittning, t.ex. CRM 519 (vattenfritt mjolkfett) som saluférs
av "Institut de Matériaux de Réference et de Mesures” i Gell, Belgien.
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6.5.5  Temperaturprogram, birgas och andra forhédllanden for triglyceridanalys.
Temperaturprogram: initial kolonntemperatur 210 °C, hall under 1 min, programmera sedan en hojning

med 6 °C/min till 350 °C och héll vid sluttemperaturen under 5 min.

Detektor- och injektortemperatur: 370 °C for var och en.

Anmarkning: Detektor-, injektor- och ugnstemperaturerna (initialtemperatur) skall héllas pd konstant niva
(dven over natten, under helger och helgdagar).

Birgas: kvive, flodeshastighet 40 ml/min.

Anmdrkning: Om 80 cm kolonner anvénds, skall flodet av N, vara minst 75 ml/min. Birgasflodet skall
hallas konstant (dven 6ver natten, under helger och helgdagar). Det exakta bargasflodet skall
justeras pa ett sddant sitt att oberoende av kolonnens lingd, C54 elueras vid 341 °C.

Analysens lingd: 29,3 min.

Injiceringsvolym: 0,5 pl.

Anmarkning: Sprutan skall skoljas flera ganger med ren heptan efter varje injicering.

FID-forhallanden: enligt avsnitt 5.1.

Anmarkning: Flamjonisationsdetektorn antinds i borjan av varje arbetsdag.

Integration, utvirdering och kontroll av mitférhillanden

Triglycerider med udda acyl-c-tal (2n + 1) kombineras med féregdende jamnt numrerade triglycerid (2n). Det mindre
reproducerbara ligre innehallet av C56 tas inte med i berdkningen. De dterstdende triglyceriderna (toppyta) i
kromatogrammet, inbegripet kolesterol (topp nira C24) multipliceras med respektive responsfaktorer hos standard-
fettet (senaste kalibreringen) och normaliseras tillsammans till 100. Forutom fri kolesterol utvirderas pa sd sitt
triglyceriderna C24, C26, C28, C30, C32, C34, C36, C40, C42, C44, C46, C48, C50, C52 och C54. Resultaten anges
i viktprocent (g/100 g).

Utvirdering av kromatogramtopparna bér goras med en integrator, med vilken en baslinje kan plottas. Aterintegra-
tion med optimerade integrationsparameter bér vara mojlig.

Figurerna 5 och 6 visar tvd exempel pd triglyceridkromatogram. Figur 5 visar ett kromatogram som ar latt att
utvirdera, medan figur 6 uppvisar ett sporadiskt fel i omradet C50—C54 dir baslinjen ér felaktig jamfort med figur 5.
Sddana typiska fel kan detekteras med ganska stor sikerhet och undvikas endast om en integrator anvinds med
vilken baslinjen plottas.

Figur 5

Triglyceridkromatogram av ett mjolkfett som ir Litt att utvirdera, med baslinjen utritad
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Figur 6

Felaktigt integrerat kromatogram av mjolkfett
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Felaktig integration

For kontroll av mitforhdllandena kan man anvinda de relativa standardavvikelserna (RSA: variationskoeffi-
cient x 100) for de triglycerider som éterges i tabell 1. De har berdknats pd grundval av 19 analyser i rad av samma
mjolkfett.

Tabell 1

Relativ standardavvikelse (RSA) for triglyceridhalter (n=19)

Triglycerid RSA (%)
C24 10,00
C26 2,69
C28 3,03
C30 1,76
C32 1,03
C34 0,79
C36 0,25
C38 0,42
C40 0,20
C42 0,26
C44 0,34
C46 0,37
C48 0,53
C50 0,38
C52 0,54
C54 0,60

Om de relativa standardavvikelserna klart overstiger virdena i figur 1, dr kromatografiforhdllandena inte limpliga och
mebraner eller flode av birgas bor kontrolleras. Vidare kan smé fragment av mebranen ha bildat avsdttningar pa
glasullen vid kolonnens inlopp, eller kolonnen kan ha blivit oanvindbar till foljd av att den aldrats, genom
temperaturpaverkan etc. (se figur 3).

Anmarkning: Virdena i figur 1 4r inte obligatoriska utan ger bara en orientering om kontrollens kvalitet. Godkanns
hogre relativa standardavvikelser, méste emellertid repeterbarhetsgransvardena och reproducerbarhets-
gransvirdena enligt punkt 11 iakttas.
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Kvalitativ detektion av frimmande fett

For detektion av frimmande fetter har triglyceridformler (tabell 2) med grinserna S (tabell 3) utvecklats, dar
S-virdena for rena mjolkfetter kan variera. Om dessa granser overskrids, kan nédrvaron av frimmande fett formodas.

Den mest kinsliga formeln for detektion av istertillsats ar t.ex.

6,5125 x C26 + 1,2052 x C32 + 1,7336 x C34 + 1,7557 x C36 + 2,2325 x C42 + 2,8006 x C46 + 2,5432 x C52
+0,9892 x C54 =5

Anmdrkning: Med anvindande av 755 olika mjolkfettprover bestimdes ett 99 % konfidensintervall for
S = 97,96-102,04 for prover av rent mjolkfett med en standardavvikelse for samtliga S-virden pa
s = 0,39897.

Med utgéngspunkt fran trygliceridsammansittningen i ett oként fettprov gor en sidan formel det méjligt att, utan
anvindning av dator, pd ett enkelt sitt kontrollera om summan av de triglyceridhalter som anges hir med
motsvarande faktorer, hamnar utanfor intervaller 97,96-102,04 och man har dd med stor sannolikhet att gora med
tillsatser av frimmande fetter.

For detektion av frimmande fetter visas i tabell 2 olika triglyceridformler. For detektion av de frimmande fetterna
sojabonolja, solrosolja, olivolja, rapsolja, linolja, vetegroddolja, majsolja, bomullsfréolja och hydrogenerad fiskolja, for
de vegetabiliska fetterna kokosfett och palmkarnfett, liksom for palmolja och fett av notkreatur, kan for vart och ett
en gemensam formel anvindas.

Eftersom triglyceridsammansittningen i de frimmande fetterna ocksd kan variera, anvinds upp till 4 olika, experi-
mentellt uppmatta triglyceriddataset av samma typ. (Med samma frimmande fettyper har respektive minst gynn-
samma grins beaktats [se tabell 4].)

Med foljande “totalformel” kan liknande goda resultat erhdllas for alla frimmande fetter:

= 2,7575 x C26 + 6,4077 x C28 + 5,5437 x C30 - 15,3247 x C32 + 6,2600 x C34 + 8,0108 x C40 - 5,0336 x
C42 x 0,6356 x C44 + 6,0171 x C46 = S

Berdkningar for detektion av vilken kombination som helst av frimmande fett i mjolkfett har t.ex. visat att, &ven om
den formel for ister som anges i tabell 2 ger en lag grins for detta frimmande fett, nimligen 2,7 %, kan andra fetter
sdsom kokosfett, palmolja eller palmkarnfett med detektionsgrianser pa 26,8, 12,5 respektive 19,3 %, endast detek-
teras med denna formel om extremt stora méingder har satts till mjolkfettet. Detta géller dven for andra formler i
tabell 2.

Tabell 2

Triglyceridformler for detektion av olika frimmande fetter i mj6lkfett, med angivelse av standardavvikelsen
s for S

Formel for sojabonolja, solrosolja, olivolja, rapsolja, linolja, vetegroddolja, majsolja, bomullsfréolja och fiskolja

2,0983 x C30 + 0,7288 x C34 + 0,6927 x C36 + 0,6353 x C38 + 3,7452 x C40 — 1,2929 x C42 + 1,3544 x C44
+ 1,7013 x C46 + 2,5283 x C50 = S; s = 0,38157

Formel for kokosfett och palmkérnfett

3,7453 x C32 + 1,1134 x C36 + 1,3648 x C38 + 2,1544 x C42 + 0,4273 x C44 + 0,5809 x C46 + 1,2926 x C48
+ 1,0306 x C50 + 0,9953 x C52 + 1,2396 x C54 = §; s = 0,11323

Formel for palmolja och fett av notkreatur

3,6644 x C28 +5,2297 x C30 - 12,5073 x C32 + 4,4285 x C34 - 0,2010 x C36 + 1,2791 x C38 + 6,7433 x C40
- 42714 x C42 + 6,3739 x C46 = §; s = 0,81094

Formel for ister

6,5125 x C26 + 1,2052 x C32 + 1,7336 x C34 + 1,7557 x C36 + 2,2325 x C42 + 2,8006 x C46 + 2,5432 x C52
+ 0,9892 x C54 = §; s = 0,39897

Foljaktligen maste for kontroll av ett okdnt fettprov alla formler som anges i tabell 2 och totalformeln (2) anvindas,
om provet sannolikt dr en blandning av mjolkfett och nigon av de 14 olika fetterna eller en kombination av dessa
frimmande fetter. Om man genom att infoga triglyceriderna som finns i ett fettprov som skall analyseras, erhaller ett
S-virde som ligger utanfor de intervall som anges i tabell 3 i endast en av de fem formlerna, dr provet sannolikt inte
ett modifierat mjolkfett. Detektion av frimmande fett i mjolkfett med hjilp av ndgon av de fyra formlerna i tabell 2,
gor det inte mojligt att dra slutsatser om typen av frimmande fettillsatts.
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Tabell 3

S-grinser for mjolkfetter

Formel for detektion av S-intervall
Sojabonolja, solrosfroolja, olivolja, rapsolja, linolja, vetegroddolja,
majsolja, bomullsfroolja, fiskolja 98,05 -101,95
Kokosfett och palmkarnfett 99,42 - 100,58
Palmolja och fett av notkreatur 95,90 — 104,10
Ister 97,96 — 102,04
Totalformel 95,68 — 104,32

I tabell 4 anges detektionsgranserna for de olika frimmande fetterna med 99 % konfidensintervall. T den forsta
kolumnen anges den lagsta detektionsgransen for den basta mjolkfettformeln i tabell 2. I den andra kolumnen anges
detektionsgrinserna for totalformeln. Aven om grinserna 4r ndgot hogre, ricker det med denna formel for att
detektera ndgot storre mangder frimmande fetter. Variationsgraden for triglyceriderna i olika frimmande fetter av
ndgon typ har inget nimnvirt inflytande pd detektionsgranserna.

Tabell 4

99 % detektionsgrinser genom tillsats av frimmande fett till mjolkfect i %

Individuell formel Totalformel
Sojabonolja 2,1 4.4
Solrosolja 2,3 4,8
Olivolja 2,4 4,7
Kokosfett 3,5 4,3
Palmolja 4,4 4,7
Palmkirnfett 4,6 5,9
Rapsolja 2,0 4.4
Linolja 2,0 4,0
Vetegroddolja 2,7 6,4
Majsolja 2,2 4,5
Bomullsfréolja 3,3 4,4
Ister 2,7 4,7
Fett av notkreatur 5,2 5,4
Hydrogenerad fiskolja 5,4 6,1

Anmarkning: S-intervallen berdknas pd sd sitt att ett frimmande fett endast forutstts foreligga, om grinserna for de
enskilda formlerna overskrids (se tabell 4).

Kvantitativ bestimning av frimmande fett

For att erhélla kvantitativa uppgifter om koncentrationen av frimmande fett i ett mj6lkfettprov, anvinds foljande
formel:

X (%) = 100 x | (100 - S)(3)/(100 - S)) |,

dir X ar kvantiteten okdnt frimmande fett eller okdnd frimmande fettblandning i ett okdnt mjolkfett. S ar resultatet
av tillsatsen av ett okint frimmande fett genom infogning av triglyceriderna i blandningen av frimmande fett/mjolk-
fett, i ovanndmnda totalformel for triglycerider. Om ett oként frimmande fett sdtts till mj6lkfett, viljs medel-S-vardet
av de olika frimmande fetterna i totalformeln for S,.. Detta medel-S-virde erhdlls genom infogning av triglyceridvir-
dena for de rena frimmande fetterna i denna formel och berikning av medelvirdet (S, = 7,46). Bra kvantitativa
resultat vad avser frimmande fettillsatser erhélls ocksd om formeln f6r palmolja/fett fran notkreatur (tabell 2) och ett
medel S-virde pd 10,57 anvinds.

Med kinda frimmande fettyper skall foljande S -virden infogas i ovannimnda formel och respektive fettformel ur
tabell 2 viljas.
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Tabell 5

Svirden for olika frimmande fetter

Frimmande fett Sy
Sojabonolja 8,18
Solrosolja 9,43
Olivolja 12,75
Kokosfett 118,13
Palmolja 7,55
Palmkirnfett 112,32
Rapsolja 3,30
Linolja 4,44
Vetegroddolja 27,45
Majsolja 9,29
Bomullsfroolja 41,18
Ister 177,55
Fett av notkreatur 17,56
Fiskolja 64,12

10. Detektionsmetodens anvindningsomride

Den beskrivna metoden giller for oférpackad mjolk och baseras pd mjolkfettprovernas representativitet.

Mycket noggrann detektion skulle vara mojlig om, for ett representativt antal mjolkfetter, formler av den typ som

beskrivs ovan, tas fram fér olika linder.

Sarskilt lampliga detektionsmojligheter kunde uppnds, om det i de olika lindernas formler, sdsom har beskrivits har,
angavs ett representativt antal mjolkfetter. I detta fall krdvs inte komplicerade dataprogram, om de triglyceridkombi-
nationer som anvénds i tabell 2 tillimpas och faktorerna bestims igen med hjilp av minsta kvadratmetoden.

Med anvindande av de S-intervall som anges i tabell 3 dr, vid sirskilda utfodringsférhdllanden, sisom t.ex.
underutfodring eller utfodring av kor med foderjast eller Ca-tvél, formlerna allmdnt tillimpliga. Endast i fall med
extrema utfodringsférhéllanden (t.ex. hogt upptag av rena foderoljor, stor tilldelning av Ca-tvédlar i kombination med

foderfett) indekerar formeln delvis ett modifierat mjolkfett.

Anmarkning: Fraktionerade mjolkfetter betraktas allmidnt som omodifierat mjolkfett, om en modifiering forutsitts
endast nir grinserna overskrids. Endast nir det giller fraktionerade mjolkfetter med ovanlig mjolkfett-
sammansittning, i den form som t.ex. r fallet med en hard fraktion, erhéllen genom fraktionering med
fysiska metoder vid hoga temperaturer pd ungefir 30 °C med ldgt utfall pa ett par procent eller genom

fraktionering med overkritisk CO,, indikerar formeln en modifiering.

Mjolkfettfraktionering kan dock detekteras med hjilp av andra metoder, t.ex. Differential-Scanning-Calo-

rimetry.

11. Metodens noggrannhet

Bestims med anvindande av mjolkfett pd grundval av formeln fran tabell 2 och S-intervallen i tabell 3.

11.1  Repeterbarhet

Som skillnaden i S-virden mellan tvd bestdimningar utforda inom kortast mojliga tidsintervall av samma
utforare med samma forfarande och identiskt provmaterial under samma forhdllanden (samma person,

samma instrument/samma utrustning, samma laboratorium):
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Tabell 6

Repeterbarhetsgrinser (r) for de olika formlerna

Formel for detektion av

Sojabonolja, solrosolja, olivolja, rapsolja, linolja, vetegroddolja, majsolja,

bomullsfréolja, fiskolja 0,67
Kokosfett och palmkarnfett 0,12
Palmolja och fett av notkreatur 1,20
[ster 0,58
Totalformel 1,49
Reproducerbarhet

Som skillnaden i S-virden mellan tvd bestimningar utforda av utférare i olika laboratorier, enligt samma
forfarande med identiskt provmaterial under olika forhallanden (olika personer, olika instrument) vid olika

tidpunkter:

Tabell 7

Reproducerbarhetsgrinser (R) for de olika formlerna

Formel for detektion av R
Sojabonolja, solrosolja, olivolja, rapsolja, linolja, vetegroddolja, majsolja,
bomullsfréolja, fiskolja 1,08
Kokosfett och palmkarnfett 0,40
Palmolja och fett av notkreatur 1,81
[ster 0,60
Totalformel 2,07

Kritisk skillnad

Med repeterbarhetsgrinserna (r) och reproducerbarhetsgrinserna (R) kan de kritiska skillnaderna for alla

S-intervall i tabell 3 berdknas (dubbelanalyser). De respektive virdena anges i tabell 8.

Tabell 8

Kritiska skillnader for samtliga triglyceridformler

Formel for detektion av Intervall
Sojabonolja, solrosolja, olivolja, rapsolja, linolja, vetegroddolja, majsolja,
bomullsfréolja, fiskolja 97,43 -102,57
Kokosfett och palmkarnfett 99,14 - 100,86
Palmolja och fett av notkreatur 94,91 - 105,09
Ister 97,65 -102,35
Totalformel 94,58 — 105,42
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11.4

Godtagbara resultat

Samtliga kalibrerade med tva decimalers avrundning, skall triglyceridhalterna av C24, C26, C28-C54 liksom
av kolesterol vara exakt normaliserade till 100.

Resultaten av dubbelanalyserna anvinds for att kolla repeterbarheten. Om den absoluta skillnaden mellan de
tvd S-resultaten for samtliga 5 triglyceridformler inte Gverskrider de repeterbarhetsgranser som anges i tabell
6, dd ar repeterbarhetsmalet uppnatt.

For kontroll av optimala gaskromatografiska forhdllanden och sirskilt kolonnens kvalitet, bor det tillses att
skillnaden i max- och min-S-virden for alla fem triglyceridformlerna med 10 upprepade korningar inte
overskrider intervallet x x r ddr x = 1,58 (for 10 korningar, se litteraturreferens 16) och repeterbarhetsgrin-
serna for de olika formlerna i tabell 6.

12. Refererade standarder

DIN

IDF
IDF
IDF

IDF

10 336: 1994 Nachweis und Bestimmung von Fremdfetten in Milchfett anhand einer gaschromato-
graphischen Triglyceridanalyse

Standard 1C: 1987 Milk. Determination of Fat Content — Rose Gottlieb Gravimetric Method
Standard 16C: 1987 Cream. Determination of Fat Content — Rose Gottlieb Gravimetric Method

Standard 116A: 1987 Milk-Based Edible Ices and Ice Mixes. Determination of Fat Content — Rose Gottlieb
Gravimetric Method

Standard 22B: 1987 Skimmed Milk, Whey & Buttermilk. Determination of Fat Content — Rose Gottlieb
Gravimetric Method.
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FORTECKNING OVER DE FORORDNINGAR SOM ANGES I FORSTA SKALET

— Kommissionens forordning (EEG) nr 1216/68 av den 9 augusti 1968 om faststillande av metoden att bestimma
laktosinnehéllet i foderblandningar som importeras fran tredje land ('), dndrad genom férordning (EEG) nr 222/88 av
den 22 december 1988 om &ndring av vissa rittsakter om tillimpningen av den gemensamma organisationen av
marknaden for mjolk och mjélkprodukter till f6ljd av inférandet av Kombinerade nomenklaturen (3.

— Kommissionens forordning (EEG) nr 3942/92 av den 22 december 1992 om inforande av en referensmetod for
bestimning av sitosterol och stigmasterol i smorolja (?), senast dndrad genom férordning (EG) nr 175/1999 av den 26
januari 1999 om éndring av férordningarna (EEG) nr 3942/92, (EG) nr 86/94, (EG) nr 1082/96 och (EG) nr 1459/98
om referensmetoder for bestimning av vissa sparimnen i smor, smorolja och gradde (4).

— Kommissionens forordning (EG) nr 86/94 av den 19 januari 1994 om inforande av en referensmetod for bestimning
av sitosterol och stigmasterol i smor (°), dndrad genom férordning (EG) nr 175/1999.

— Kommissionens férordning (EG) nr 2721/95 av den 24 november 1995 om tillimpningsforeskrifter for referens- och
rutinmetoder for analys och kvalitetsbedémning av mjolk och mj6lkprodukter inom den gemensamma marknadsorga-

nisationen (°).

— Kommissionens forordning (EG) nr 1080/96 av den 14 juni 1996 om upprittande av en referensmetod for att spira

Bilaga XXVI

kolibakterier i smor, skummjolkspulver och kasein/kaseinater (7).

— Kommissionens férordning (EG) nr 1081/96 av den 14 juni 1996 om faststdllande av en referensmetod for pavisande
av komjolk och kaseinater i ost som tillverkats av mjélk fran tackor, getter eller bufflar eller av blandningar av mjélk
fran tackor, getter och bufflar samt om upphivande av férordning (EEG) nr 690/92 (¥).

— Kommissionens forordning (EG) nr 1082/96 av den 14 juni 1996 om upprittandet av en referensmetod for
bestdmning av etylestern av [-apo-8'-karotinsyra i koncentrerat smor och smor (%), dndrad genom férordning (EG) nr

175/1999.

— Kommissionens forordning (EG) nr 1854/96 av den 26 september 1996 om utarbetande av en forteckning over
referensmetoder som skall tillimpas for analys och kvalitetsbedomning av mjolk och mjolkprodukter inom den
gemensamma marknadsorganisationen ('%), dndrad genom forordning (EG) nr 881/1999 (1).

— Kommissionens férordning (EG) nr 880/98 av den 24 april 1998 om inférande av referensmetoder for bestimning av

vatten, fettfri torrubstans och fett i smér (12).

— Kommissionens férordning (EG) nr 1459/98 av den 8 juli 1998 om en referensmetod for bestimning av vanillin i
koncentrerat smor, smor eller gridde (**), dndrad genom férordning (EG) nr 175/1999.
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