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KOMMISSIONENS GENOMFORANDEFORORDNING (EU) 2018/150
av den 30 januari 2018

om indring av kommissionens genomférandeforordning (EU) 2016/1240 vad giller analys och
kvalitetsbedomning av mjolk och mjélkprodukter som kan komma ifriga for offentlig intervention
och stod for privat lagring

EUROPEISKA KOMMISSIONEN HAR ANTAGIT DENNA FORORDNING
med beaktande av fordraget om Europeiska unionens funktionssitt,

med beaktande av Europaparlamentets och rddets férordning (EU) nr 1306/2013 av den 17 december 2013 om
finansiering, forvaltning och overvakning av den gemensamma jordbrukspolitiken och om upphivande av rddets
forordningar (EEG) nr 352/78, (EG) nr 165/94, (EG) nr 2799/98, (EG) nr 814/2000, (EG) nr 1290/2005 och (EG)
nr 485/2008 ('), sarskilt artikel 62.2 i, och

av foljande skal:

(1) I kommissionens delegerade forordning (EU) 2016/1238 (3 och kommissionens genomférandeforordning (EU)
20161240 (°) faststills reglerna for offentlig intervention och stod for privat lagring. I kommissionens
forordning (EG) nr 273/2008 () faststills de metoder som ska anvindas vid bedomning av huruvida mjolk och
mjolkprodukter uppfyller de krav som stills i dessa férordningar for offentlig intervention och stod for privat
lagring.

(2) Mot bakgrund av den tekniska utvecklingen for de metoder som anvinds vid analys och kvalitetsbedomning av
mjolk och mjolkprodukter bor stora forandringar goras for att forenkla och tillhandahdlla uppdaterade
hanvisningar till ISO-standarder. For att gora lagstiftningen enklare och tydligare, och med beaktande av
omfattningen och den tekniska karaktdren pa dndringarna av bestimmelserna i forordning (EG) nr 273/2008, bor
de relevanta bestimmelserna i den forordningen inforlivas i genomférandeforordning (EU) 2016/1240.

(3)  For att sdkerstilla att de nya standarderna och metoderna tillimpas enhetligt i medlemsstaterna bor
laboratorierna fa tillrackligt lang tid pa sig for att se Over forfarandena och borja tillimpa de uppdaterade
metoderna.

(4)  Genomforandeforordning (EU) 20161240 bor darfor dndras i enlighet med detta.
(5)  Av rattssikerhetsskil bor forordning (EG) nr 273/2008 upphévas.

(6)  De étgirder som foreskrivs i denna forordning dr forenliga med yttrandet frin kommittén for den samlade
marknadsordningen inom jordbruket.

HARIGENOM FORESKRIVS FOLJANDE.

Artikel 1

Genomforandeforordning (EU) 20161240 ska dndras pé foljande satt:
1. Artikel 4 ska dndras pé foljande sitt:
a) Punkt 1 ska dndras pa foljande sitt:
i) led d ska ersittas med foljande:
”d) For smor: bilaga IV del I och Ia till denna f6rordning.”
i) led e ska ersittas med foljande:

”e) For skummjolkspulver: bilaga V del I och Ia till denna f6rordning.”

(') EUTL347,20.12.2013,s. 549.

(*) Kommissionens delegerade forordning (EU) 2016/1238 av den 18 maj 2016 om komplettering av Europaparlamentets och rddets
férordning (EU) nr 1308/2013 vad giller offentlig intervention och stdd for privat lagring (EUT L 206, 30.7.2016, s. 15).

(*) Kommissionens genomforandeférordning (EU) 2016/1240 av den 18 maj 2016 om regler for tillimpningen av Europaparlamentets och
rédets férordning (EU) nr 13082013 vad giller offentlig intervention och stod for privat lagring (EUT L 206, 30.7.2016,s. 71).

(*) Kommissionens térordning (EG) nr 273/2008 av den 5 mars 2008 om tillimpningsforeskrifter for rddets férordning (EG) nr 1255/1999
nir det galler de metoder som ska anvindas for analys och kvalitetsbedomning av mjolk och mj6lkprodukter (EUT L 88, 29.3.2008, s. 1).
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b) Punkt 2 ska ersittas med foljande:
2. De metoder som ska anvindas for att faststilla kvaliteten pd spannmal, smor och skummjolkspulver som ar
foremal for offentlig intervention enligt bilagorna I, IV och V ska vara de som anges i de senaste versionerna av de

europeiska eller internationella standarder som, allt efter omstindigheterna, r i kraft minst 6 méanader fore den
forsta dagen i perioden for offentlig intervention si som definieras i artikel 12 i férordning (EU) nr 1308/2013.”

2. Foljande artikel ska inforas som artikel 60a:
"Artikel 60a

Sirskilda bestimmelser om kontroller med avseende pa offentlig intervention och stéd for privat lagring av
mj6lk och mjolkprodukter

1. For att faststilla om smor, skummjolkspulver och ost kan komma i frdga for stodbelopp for privat lagring ska
de metoder som faststills i bilagorna VI, VII och VIII anvindas.

Dessa metoder ska faststillas med hdnvisning till de senaste versionerna av de europeiska eller internationella
standarder som, allt efter omstindigheterna, 4r i kraft minst 6 ménader fore den forsta dagen i perioden for offentlig
intervention s& som definieras i artikel 12 i férordning (EU) nr 1308/2013.

2. Resultatet av de kontroller som genomfors med de metoder som faststills i denna forordning ska utvirderas
i enlighet med bilaga 1X.”

3. Bilagorna ska dndras i enlighet med bilagan till denna férordning.

Artikel 2

Forordning (EG) nr 273/2008 ska upphoéra att gilla.

Artikel 3

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

Denna forordning ar till alla delar bindande och direkt tillimplig i alla medlemsstater.

Utfdrdad i Bryssel den 30 januari 2018.

Pi kommissionens vignar
Jean-Claude JUNCKER
Ordférande
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BILAGA

Bilagorna till genomf6randeférordning (EU) 2016/1240 ska dndras pa foljande sitt:
1. Bilaga IV ska dndras pé foljande sitt:
a) Idel I punkt 2 ska andra stycket ersittas med foljande:
"Varje prov ska bedomas for sig. Ingen ny provtagning eller ny bedémning ar tillaten.”

b) Foljande del Ia ska inforas:

"DEL 1A

Metoder for analys av osaltat smor for offentlig intervention

Parameter Metod

Fett (') ISO 17189 eller ISO 3727 del 3

Vatten ISO 3727 del 1

Fettfri torrsubstans ISO 3727 del 2

Halt fria fettsyror ISO 1740
Peroxidtal ISO 3976
Annat fett 4n mjolkfett ISO 17678

Sensoriska egenskaper ISO 22935 del 2 och 3 och poingtabell nedan.

(') Den metod som anvinds ska ha godkints av det utbetalande organet.

Poiingtabell
Utseende Konsistens Lukt och smak
Podng Kommentar Podng Kommentar Podng Kommentar
5 Mycket bra 5 Mycket bra 5 Mycket bra
Perfekt Perfekt Perfekt
Hogsta kvalitet Hogsta kvalitet Hogsta kvalitet
(lika med torr) (lika med bredbar) (absolut ren fin lukt)
4 Bra 4 Bra 4 Bra
(inga pétagliga fel) (inga pétagliga fel) (inga patagliga fel)
1, 2 el- Négon defekt 1, 2 el- Négon defekt 1, 2 el- Négon defekt”
ler 3 ler 3 ler 3
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2. Foljande del Ia ska inforas i bilaga V:
"DEL 1A

Metoder for analys av skummjolkspulver for offentlig intervention

Parameter Metod
Proteiner I1SO 8968 del 1
Fett ISO 1736
Vatten ISO 5537
Surhetsgrad ISO 6091
Laktathalt I1SO 8069
Fosfatastest ISO 11816 del 1
Oloslighetsindex ISO 8156
Brinda partiklar () ADPI
Mikroorganismer ISO 4833 del 1
Kéarnmjolk Tillagg 1

Lopevassle (2)

Tilldgg IT och III

Sur vassle (%)

ISO 8069 eller kontroller pa plats

Sensoriska kontroller (¥

1SO 22935 del 2 och 3

(') Analysen av brinda partiklar fir genomforas systematiskt. Sddana analyser ska dock alltid genomforas om ingen sensorisk kon-

troll genomfors.

Py
=

lande organet.

Den metod som anvinds ska ha godkints av det utbetalande organet (en eller bida metoderna).
Den metod som anvands ska ha godkints av det utbetalande organet.
%) Sensoriska kontroller ska genomféras nir det bedoms som nddvindigt efter en riskbaserad analys som godkints av det utbeta-
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Tilligg I

SKUMMJOLKSPULVER: KVANTITATIV BESTAMNING AV FOSFATIDYLSERIN OCH FOSFATIDYLETANOLAMIN

Metod: HPLC med omvind fas
1. SYFTE OCH TILLAMPNINGSOMRADE

Metoden omfattar ett forfarande for kvantitativ bestimning av fosfatidylserin (PS) och fosfatidyletanolamin (PE)
i skummjolkspulver och ar lamplig for att pévisa fasta kirnmjolkspartiklar i skummjolkspulver.

2. DEFINITION

PS- + PE-halt: substansens massfraktion bestims genom det forfarande som specificeras hir. Resultatet uttrycks
i milligram fosfatidyletanolamindipalmitoyl (FEDP) per 100 g pulver.

3. PRINCIP
Extrakt av aminofosfolipider genom metanol frin rekonstituerat mj6lkpulver. Bestimning av PS och PE som o-

ftaldialdehydderivat genom HPLC med omvind fas och fluorenscensdetektion. Kvantifiering av PS- och PE-halt
i provet gors med hjélp av ett standardprov som innehéller en kidnd mangd FEDP.

4. REAGENSER

Alla reagenser ska vara av vedertagen analyskvalitet. Vattnet ska vara destillerat eller minst av motsvarande
renhetsgrad om inte annat anges.

4.1  Standardmaterial: FEDP med en ligsta renhetsgrad av 99 %.

Anm.: Standardmaterial ska lagras vid — 18 °C.

4.2 Reagenser for standardprov och provberedning
4.2.1 Metanol av HPLC-kvalitet
4.2.2  Kloroform av HPLC-kvalitet

4.2.3  Tryptaminmonohydroklorid

4.3 Reagenser for derivatisering av o-ftaldialdehyd

4.3.1 Natriumhydroxid, 12 M vattenldsning

4.3.2  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  Elueringslésningar for HPLC

4.4.1 Elueringsldsningarna ska beredas med reagenser av HPLC-kvalitet
4.4.2  Vatten av HPLC-kvalitet

4.4.3  Metanol av fluorimetriskt testad renhet

4.4.4  Tetrahydrofuran

4.4.5  Natriumdivdtefosfat

4.4.6  Natriumacetat

4.4.7  Attiksyra
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5. UTRUSTNING

5.1  Analysvidg med kapacitet att viiga pd 1 mg nir, med en avlisbarhet pa 0,1 mg

5.2 Glasbigare pa 25 och 100 ml

5.3  Pipetter for 1 och 10 ml

54  Magnetomrorare

5.5 Graderade pipetter f6r 0,2, 0,5 och 5 ml

5.6 Mitkolvar pa 10, 50 och 100 ml

5.7  Sprutor pd 20 och 100 ul

5.8  Ultraljudsbad

5.9  Centrifug med kapaciteten 27 000 x g

510 Provror pa ca 5 ml

511 Graderat mitglas pd 25 ml

512 pH-meter med 0,1 pH-enheters noggrannhet

5.13 HPLC-utrustning:

5.13.1 Gradientpumpsystem tmed en kapacitet pd 1,0 ml/min vid 200 bar

5.13.2 Automatisk provtagare med derivatiseringsmdgjlighet

5.13.3 Kolonnvirmare som kan hdlla en kolonntemperatur pa 30 °C + 1 °C

5.13.4 Fluorescensdetektor med 330 nm excitationsvdglangd och 440 nm emissionsviglangd

5.13.5 Integrator eller databehandlingsprogram for mdtning av topparea

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

6. PROVTAGNING
Provtagningen ska ske i enlighet med ISO-standard 707.

7. FORFARANDE

7.1  Beredning av intern standardlésning

7.1.1  Vig upp 30,0 + 0,1 mg tryptaminmonohydroklorid (4.2.3) i en mdtkolv pd 100 ml (5.6) och spéd till markeringen med
metanol (4.2.1).

7.1.2  Pipettera 1 ml av denna losning (5.3) i en 10 ml mdtkolv (5.6) och spdd till markeringen med metanol (4.2.1) for att fd
en 0,15 mM tryptaminkoncentration.

7.2 Beredning av provlésning

7.2.1  Vig upp 1,000 £ 0,001 g skummjolkspulver i en glasbdgare pd 25 ml (5.2). Tillsdtt 10 ml destillerat vatten med en
temperatur pd 40 °C + 1 °C med en pipett (5.3) och ror om med magnetomriraren (5.4) under 30 minuter for att losa
upp eventuella kRlumpar.

7.2.2  Pipettera 0,2 ml (5.5) av den rekonstituerade mjolken i en 10 ml mitkolv (5.6). Tillsitt 100 ul 0,15 mM
tryptaminlosning (7.1) med hjalp av en spruta (5.7) och spid med metanol (4.2.1). Blanda noggrant genom att vinda
kolven upprepade ganger och ultraljudsbehandla (5.8) i 15 minuter.

7.2.3  Centrifugera (5.9) vid 27 000 g x g i 10 minuter och samla upp supernatanten i ett provror (5.10).

Anm.: Provlosningen ska forvaras vid 4 °C tills HPLC-analysen ska utforas.
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7.3

7.4

7.5

7.5.1

Beredning av extern standardldsning

Vig upp 55,4 mg FEDP (4.1) i en 50 ml mitkolv (5.6) och tillsdtt ca 25 ml kloroform (4.2.2) med hjalp av ett graderat
matglas (5.11). Virm upp den forslutna kolven till 50 °C + 1 °C och blanda forsiktigt tills FEDP loser sig. Kyl ned kolven
till 20 °C och spad sedan till mdrket med metanol (4.2.1). Blanda genom att vinda kolven upp och ned upprepade ginger.

Pipettera 1 ml (5.3) av denna losning i en 100 ml mdtkoly (5.6) och spad till market med metanol (4.2.1). Pipettera 1 ml
(5.3) av denna losning i en 10 ml mditkolv (5.6), tillsitt 100 pl (5.7) 0,15 mM tryptaminlgsningen (7.1) och spad till
market med metanol (4.2.1). Blanda genom att vanda kolven upp och ned upprepade ganger.

Anm. Referensprovlosningen ska forvaras vid 4 °C tills HPLC-analysen ska utforas.

Beredning av derivatiseringsreagens

Vig upp 25,0 £ 0,1 mg o-ftaldialdehyd (4.3.4) i en 10 ml mdtkolv (5.6), tillsatt 0,5 ml (5.5) metanol (4.2.1) och
blanda noga for att losa o-ftaldialdehyden. Spad till markeringen med borsyralosning (4.3.2) och tillsatt 20 ul av
2-merkaptoetanol (4.3.3) med en spruta (5.7).

Anm.: Derivatiseringsreagenset ska forvaras vid 4 °C i en brun glasflaska och ir stabilt under en vecka.

Bestimning med HPLC
Elueringslosningar (4.4)

Losning A: Losning av 0,3 mM natriumvitefosfat och 3 mM natriumacetat (justerad till pH 6,5 + 0,1 med
attiksyra): metanol: tetrahydrofuran = 558:440:2 (v/v/v)

Losning B: metanol

Foreslagen elueringsgradient:

Tid (min) Losning A (%) Losning B (%) Flodeshastighet
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 0 100 1,0
20,0 0 100 1,0
21,0 40 60 1,0
29,0 40 60 1,0
30,0 40 60 0

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

Kolonntemperatur: 30 °C.
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7.5.3  Injiceringsvolym: 50 pl derivatiseringsreagens och 50 pl provigsning

7.5.4  Jamviktning av kolonnen
Nir systemet startas for dagligt bruk: spola kolonnen med 100-procentig losning B i 15 minuter, still sedan in
A: B = 40: 60 och jimvikta vid 1 ml/min under 15 minuter. Kor ett blankprov genom att injicera
metanol (4.2.1).
Anm.: Spola kolonnen med metanol:kloroform = 80: 20 (v/v) under 30 minuter fore langvarig forvaring.

7.5.5 Bestamning av PS- + PE-halt i provet

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

Anm.: Kolonnen ska rengéras genom spolning med 100-procentig B-16sning (7.5.1) under minst 30 minuter vid
var 20:e till 25:e provomgang.

7.6 Integrering
7.6.1  FEDP-topp

FEDP elueras som en enkel topp. Bestim toppens hojd genom dal till dal-integrering.

7.6.2  Tryptamintopp

Tryptamin elueras som en enkel topp (figur 1). Bestim toppens hojd genom dal-till-dal-integrering.

7.6.3  Grupperade PS- och PE-toppar

Under de betingelser som beskrivs (figur 1), elueras PS som tva delvis separerade huvudtoppar som foregds av en
mindre topp. PE eluerar som tre delvis separerade huvudtoppar. Bestim hela arean for respektive toppkluster
genom att en baslinje dras pa det sitt som visas i figur 1.

8. BERAKNING OCH RESULTAT
PS- och PE-halt i provet ska berdknas enligt foljande:

C =55,36 x (A)/(A) * (T)/(T,)

dar:
C = PS- eller PE-halten (mg/100 g pulver) i provet,
A, = FEDP-topparean for standardprovlosningen (7.3),
A, = PS-eller PE-topparean f6r provlosningen (7.2),
T, = tryptamintopparean for standardprovlosningen (7.3),
T, = tryptamintopparean for provlosningen (7.2).
9. METODENS NOGGRANNHET

Anm.: Virden for repeterbarhet har berdknats enligt IDF:s internationella standard (¥).

9.1  Repeterbarhet

Den relativa standardavvikelsen for repeterbarheten, som uttrycker variabiliteten i av varandra oberoende
analytiska resultat som har erhéllits av samma person under anvindning av samma utrustning, under samma
betingelser pd samma prov inom ett kort tidsintervall, bor inte overskrida ett relativvirde pd 2 %. Om tvd
bestdmningar erhélls under dessa betingelser, bor motsvarande skillnad mellan resultaten inte vara storre dn 6 %
av resultatets aritmetiska medelvirde.
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9.2 Reproducerbarhet

Om tvd bestimningar erhdlls fran personer i olika laboratorier under anvindning av olika utrustning under olika
betingelser for analys av samma prov, bor den relativa skillnaden mellan de tvd resultaten inte vara storre 4n
11 % av resultatets aritmetiska medelvirde.

10. REFERENSER

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

Figur 1

HPLC-monster for o-ftaldialdehydderivat av fosfatidylserin (PS) och fosfatidyletanolamin (PE)
i metanolextrakt av rekonstituerat skummjolkspulver. Integrationstyp foér PS-, PE- och
tryptamintoppar (intern standard) rapporteras
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Tilldgg 11

PAVISANDE AV LOPEVASSLE 1 SKUMMJOLKSPULVER AVSETT FOR OFFENTLIG LAGRING GENOM
BESTAMNING AV KASEINMAKROPEPTIDER MED HOGUPPLOSANDE VATSKEKROMATOGRAFI (HPLC)

1. SYFTE OCH TILLAMPNINGSOMRADE

Med denna metod kan lopevassle pédvisas i skummjolkspulver avsett for offentlig lagring genom bestimning av
kaseinmakropeptider.

2. HANVISNING

ISO 707, Milk and milk products — Guidance on sampling.

3. DEFINITION

Halten lopevasslepulver faststills som halten kaseinmakropeptid med den nedan beskrivna metoden och
uttrycks i viktprocent.

4. PRINCIP

— Skummjolkspulvret rekonstitueras i vatten, fett och proteiner avligsnas med triklorittiksyra, varefter
l6sningen centrifugeras eller filtreras.

— Bestdmning av kvantiteten kaseinmakropeptider (CMP) i supernatanten med hogupplosande vitskekromato-
grafi (HPLC).

— Bedomning av det resultat som erhdlls frin proverna gors med hjilp av standardprover som bestdr av
skummjolkspulver med eller utan tillsats av en kind procentandel vasslepulver.

5. REAGENSER

Alla reagenser ska vara av vedertagen analyskvalitet. Vattnet ska vara destillerat vatten eller vatten med minst
motsvarande renhetsgrad.

5.1 Triklorittiksyralosning

Los 240 g triklorittiksyra (CCl,COOH) i vatten och spid till 1 000 ml. Losningen ska vara klar och fargl6s.

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 ca 700 ml vatten. Justera vid behov till pH 6,0 med en 16sning av fosforsyra eller kaliumhydroxid.

Spad till 1 000 ml med vatten och homogenisera.

Anm.: Eluentsammansittningen kan uppdateras for att 6verensstimma med certifikatet for standarderna eller
rekommendationer frn tillverkaren av kolonnpackningsmaterialet.

Fore anvandning ska elueringslosningen filtreras genom ett membranfilter med pordiametern 0,45 pm.

5.3 Tvittvitska

Blanda en del acetonitril (CH,CN) med nio delar vatten. Fore anvindning ska blandningen filtreras genom ett
membranfilter med pordiametern 0,45 pm.

Anm.: Andra tvittvitskor med bakteriedodande effekt fir anvindas, forutsatt att de inte sitter ned kolonnens
separationsformdga.

5.4 Standardprover
5.4.1  Skummjolkspulver som uppfyller kraven i denna forordning (dvs. [0])

5.4.2  Samma skummjélkspulver uppblandat med 5 % (viktprocent) vasslepulver av lopetyp med en standardsammansdttning

(dvs. [5])
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6. UTRUSTNING
6.1 Analysvag

6.2 Om si onskas centrifug med kapacitet for en centrifugalkraft pd 2 200 g, utrustad med proppforsedda
centrifugror som rymmer ca 50 ml

6.3 Mekanisk skakapparat

6.4 Magnetomrorare

6.5 Glastrattar, diameter ca 7 cm

6.6 Filterpapper, medelfint, diameter ca 12,5 cm

6.7 Glasfilterutrustning med membranfilter med pordiameter 0,45 pm

6.8 Graderade pipetter som medger tillforsel av 10 ml (ISO 648, klass A, eller ISO/R 835), eller ett
dispenseringssystem som kan tillféra 10,0 ml pd 2 minuter

6.9 Dispenseringssystem som kan tillféra 20,0 ml vatten vid ca 50 °C
6.10 Termostatstyrt vattenbad, instillt pd 25 + 0,5 °C

6.11  HPLC-utrustning bestdende av foljande:
6.11.1 Pump
6.11.2  Injektor, manuell eller automatisk, med kapaciteten 15—30 pl

6.11.3  Tvd seriekopplade kolonner TSK 2 000-SW (lingd 30 cm, innerdiameter 0,75 cm) eller motsvarande kolonner (t.ex. en
TSK 2 000-SWxl, en Agilent Technologies Zorbax GF 250) med forkolonn (3 cm x 0,3 cm) fylld med I 125 eller
material som dr lika effektivt

6.11.4  Termostatstyrd kolonnugn, instdlld pd 35 + 1 °C
6.11.5 UV-detektor, variabel viglingd, som medger mitningar vid 205 nm med en kdnslighet pd 0,008 A
6.11.6 Integrator som medger dal-till-dal-integrering

Anm.: Man kan anvinda kolonner vid rumstemperatur, men separationsformégan blir dd nagot ligre. I sd fall
bor temperaturvariationen vid varje analys vara mindre 4n £ 5 °C.

7. PROVTAGNING

7.1 Provtagningen ska goras i enlighet med internationell standard ISO 707. Medlemsstaterna fir dock anvinda
andra provtagningsmetoder om dessa 4r likvirdiga med nimnd standard

7.2 Proverna ska forvaras under forhdllanden som forhindrar nedbrytning eller fordndring i sammansittningen
8. FORFARANDE
8.1 Provberedning

Overfor mjolkpulvret till ett kdrl som rymmer ungefir dubbelt s stor volym som pulvrets och som ér forsett
med lufttdtt lock. Forslut behéllaren omedelbart. Blanda mjolkpulvret vil genom att upprepade ganger vinda
behéllaren.

8.2 Provmiingd

Vag upp 2,000 £ 0,001 g av provet i ett centrifugror (6.2) eller i en lampligt forsluten kolv (50 ml).

8.3 Borttagande av fett och proteiner

8.3.1  Tillsatt 20,0 ml varmt vatten (50 °C) till det uppvigda provet. Lis pulvret genom att skaka det 5 minuter i mekanisk
skakapparat (6.3). Stall rret i vattenbad (6.10) och temperera vid 25 °C
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8.3.2

8.3.3

8.4

8.4.1

8.4.2

8.5

9.1

9.1.1

Tillsdtt under tvd minuter 10,0 ml triklorattiksyralosningen (5.1) med en temperatur pd 25 °C under omrérning med
magnetomroraren (6.4). Placera roret i vattenbad (6.10) och ldt det std i 60 minuter

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

Kromatografisk analys

Injicera 15-30 pl noggrant uppmiitt supernatant eller filtrat (8.3.3) i HPLC-apparaten (6.11) med en flideshastighet av
1,0 ml elueringslosning (5.2) per minut

Anm. 1: En annan flodeshastighet kan anvindas beroende pd kolonnernas innerdiameter eller anvisningar frn
kolonntillverkaren.

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

For varje uppehdll pd mer 4n 24 timmar ska kolonnerna skoljas med vatten och sedan tvittas med 19sning
(5.3) under minst tre timmar med en flodeshastighet av 0,2 ml per minut.

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

Topp 1I: Andra toppen i kromatogrammet med en retentionstid av ca 12,5 minuter.

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

Valet av kolonn(er) kan paverka de enskilda topparnas retentionstid.

Integratorn (6.11.6) berdknar automatiskt arean A for varje topp:

Ay arean av topp II

Ay arean av topp III

Det 4r av storsta vikt att varje kromatograms utseende undersoks fore kvantitativ bestimning for att uppticka
eventuella avvikelser som beror antingen pé felfunktion hos apparaten eller kolonnerna eller pa ursprunget eller
beskaffenheten hos det analyserade provet.

Upprepa analysen i handelse av tveksambhet.

Kalibrering
Tillimpa exakt det forfarande som beskrivs i punkt 8.2-8.4.2 pd standardproverna (5.4)

Anvind nyberedda 16sningar eftersom CMP bryts ned i 8-procentig triklorittiksyralosning. Forlusten kan
uppskattas till 0,2 % per timme vid 30 °C.

Fore kromatografisk analys av proverna, fukta kolonnerna genom att upprepade ganger injicera standardprov (5.4.2)
i losning (8.5.1) tills arean och retentionstiden for toppen som motsvarar CMP dr konstanta

Bestam responsfaktorerna R genom att injicera samma volym filtrat (8.5.1) som anvinds i proverna

RESULTATANGIVELSE
Berikningsmetod och formler

Berikning av responsfaktorerna R:

Topp Il: | R, = 100/(A,[0)

R, = responsfaktorn for topp II,

>
E
|

= arean for standardprovets topp II [0] som erhillits i 8.5.3.
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Topp III: Ry = W[(A[5] - Ay[0])

dir:

Ry = responsfaktorn for topp III,

A, [0] och A, [5] = areorna for topp Ill i standardprov [0] respektive [5] som erhillits i 8.5.3,
w = mingden vassle i standardprov [5], dvs. 5.

9.1.2  Berdakning av den relativa arean av topparna i provet [E]
S,[E] = R, x A [E]
SulE] = Ry, x Ay [E]
SwlE] = Ry x Ay[E]
dir:

S]I [E]Y S[Il [E]’ S]V [E]
AII [E]Y AIII [E]

de relativa areorna for topp II, Il respektive IV i provet [E],

areorna for topp II respektive Il i provet [E] som erhdllits i 8.4.2,

Ry, Ry responsfaktorerna berdknade i 9.1.1.

9.1.3  Berdakning av den relativa retentionstiden for topp IIl i provet [E]:

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

dar:

RRT, [E] = den relativa retentionstiden for topp IIl i provet [E],

RT,; [E] = retentionstiden for topp III i provet [E] som erhéllits i 8.4.2,

RT,, [5] = retentionstiden for topp IIl i kontrollprovet [5] som erhéllits i 8.5.3.

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

— RRT, [E] dr < 1,000 nir halten vassle dr > 5 %,
— RRTy, [E] r = 1,000 nir halten vassle 4r < 5 %.

Den tillitna osikerheten for virdena RRT,, dr + 0,002.

Normalt avviker RRT,-vdrdet [0] endast lite frdn 1,034. Beroende pd kolonnernas skick kan virdet nirma sig
1,000, men ska alltid vara storre.

9.2 Berikning av procentandelen l6pevasslepulver i provet:

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

dar:

w = procentandelen (viktprocent) lopevassle i provet [E],

S ulE] = Den relativa arean for topp III i provet [E] som erhillits i 9.1.2,

1,3 = representerar den relativa genomsnittliga arean for topp III uttryckt i gram lopevassle per
100 g, faststilld i oblandat skummjolkspulver av olika ursprung. Denna siffra har erhallits
genom experiment,

Sy [0] = representerar den relativa arean for topp III, som ir lika med R, x A, [0]. Dessa vérden har
erhdllits i 9.1.1 respektive 8.5.3,

(S [01 - 0,9) = representerar den korrigering som ska goras av den relativa genomsnittliga arean 1,3, da

Sy [0] avviker frdn 0,9. Enligt experiment dr den relativa genomsnittliga arean for topp III
for kontrollprovet [0] 0,9.
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9.3 Metodens noggrannhet
9.3.1  Repeterbarhet

Skillnaden mellan resultaten frén tvd bestimningar som har utforts samtidigt eller med ett kort tidsintervall av
samma person under anvidndning av samma utrustning pd identiskt provmaterial fir inte Gverstiga
0,2 viktprocent.

9.3.2  Reproducerbarhet

Skillnaden mellan tvd individuella och av varandra oberoende resultat erhdllna frdn tva olika laboratorier pé
identiskt provmaterial fér inte 6verstiga 0,4 viktprocent.

9.4 Tolkning

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

dar:

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

(Sy; [0] = 0,9) | dr den korrigering som ska goras dé arean S, [0] avviker frdn 0,9 (se punkt 9.2).

9.42  Om den relativa arean av topp III, S,,[E] dar > 2,0 + (S,,[0] — 0,9) och den relativa arean av topp II, S, [E] < 160,
bestims lopevasslehalten i enlighet med punkt 9.2.

9.4.3  Om den relativa arean av topp III, S,,[E] ar > 2,0 + (S,,[0] — 0,9) och den relativa arean av topp II, S, [E] < 160,
bestams den totala proteinhalten (P %) och ddrefter undersoks figur 1 och 2.

9.4.3.1 Data som erhdllits efter analys av prover av oblandat skummjolkspulver med hdg total proteinhalt har sammanforts
i figur 1 och 2.

Den heldragna linjen representerar den linjira regressionen, for vilken koefficienterna berdknas enligt minsta
kvadratmetoden.

Den streckade rdta linjen bestimmer den ovre gransen for den relativa arean av topp III med en sannolikhet att
inte 6verskridas i 90 % av fallen.

Ekvationerna for de streckade rita linjerna i figur 1 och 2 ar:

Sy =0376P%—10,7 (figur 1)

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

dar:

Su ir den relativa arean av topp Il berdknad antingen enligt den totala proteinhalten eller enligt den
relativa arean av topp S, [E],

P %  dr den totala proteinhalten uttryckt som viktprocent,

S,[E] dr den relativa arean av provet berdknad i punkt 9.1.2.
Dessa ekvationer ar ekvivalenta med siffran 1,3 som ndmns i punkt 9.2.

Avvikelsen (T, och T,) mellan den relativa arean S, [E] och den relativa arean S, fas enligt f6ljande: T, = S,,[E]
= 10,376 P% — 10,7) + (S,[0] - 0.9)IT, = S, [E] - [(0,0123 S,[E] + 0,93) + (5,,[0] - 0.,9)]
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9.4.3.2 Om T, och/eller T, ar noll eller mindre dn noll, kan forekomst av lopevassle inte faststallas.

Om T, och T, overstiger noll forekommer lopevassle.
Halten 16pevassle beriknas enligt f6ljande formel: W = T, + 0,91

dir:

0,91 &r avstdndet pd den vertikala axeln mellan den heldragna rita linjen och den streckade rita linjen.

Skummjoélkspulver

S8

0.8

a2

Total proteinhalt (%)

Skummjolkspulver

150
250 }
350
450 }

Topp Il
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Tilligg 111

BESTAMNING AV LOPEVASSLEPULVER 1 SKUMMJOLKSPULVER

1. SYFTE: PAVISANDE AV TILLSATT LOPEVASSLEPULVER I SKUMMJOLK
2. REFERENSER: INTERNATIONELL STANDARD ISO 707
3. DEFINITION

Halten lopevasslepulver faststills som halten kaseinmakropeptid med den nedan beskrivna metoden och
uttrycks i viktprocent.

4. PRINCIP
Prover analyseras med avseende pé kaseinmakropeptid A genom hogupplosande vitskekromatografi med
omvind fas (HPLC-metod). Bedomning av det erhdllna resultatet gors med hjilp av standardprover som bestar

av skummjolkspulver med eller utan tillsats av vasslepulver. Resultat over 1 viktprocent visar pa forekomst av
l6pevasslepulver.

5. REAGENSER

Alla reagenser ska vara av vedertagen analyskvalitet. Vattnet ska vara destillerat vatten eller vatten med minst
motsvarande renhetsgrad. Acetonitril ska vara av spektroskopisk kvalitet eller HPLC-kvalitet.

5.1 Triklorittiksyralosning

Los 240 g triklorittiksyra (CCl,COOH) i vatten och spid till 1 000 ml. Losningen ska vara klar och fargl6s.

5.2 Elueringslosning A och B

Elueringslosning A: Blanda 150 ml acetonitril (CH,CN), 20 ml isopropanol (CH,CHOHCH,) och 1,00 ml
trifluorittiksyra (TFA, CF,COOH) i en 1 000 ml mitkolv. Spad till 1 000 ml med vatten.

Elueringslosning B: Blanda 550 ml acetonitril, 20 ml isopropanol och 1,00 ml TFA i en 1 000 ml mitkolv.

Spad till 1 000 ml med vatten. Fore anvidndning ska elueringslsningen filtreras genom ett membranfilter med
pordiametern 0,45 pm.

5.3 Konservering av kolonnen

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

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

542  Samma skummjolkspulver uppblandat med 5 % (viktprocent) vasslepulver av lopetyp med en standardsammansittning

(dvs. [5])

5.4.3  Samma skummjolkspulver uppblandat med 50 % (viktprocent) vasslepulver av lopetyp med en standardsammansittning
(dvs. [50])

6. UTRUSTNING

6.1 Analysvag

6.2 Om si onskas centrifug med kapacitet for en centrifugalkraft pd 2 200 g, utrustad med proppférsedda
centrifugrér som rymmer ca 50 ml

6.3 Mekanisk skakapparat
6.4 Magnetomrorare

6.5 Glastrattar, diameter ca 7 cm
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6.6 Filterpapper, medelfint, diameter ca 12,5 cm
6.7 Glasfilterutrustning, membranfilter med pordiameter 0,45 pm

6.8 Graderade pipetter som medger tillférsel av 10 ml (ISO 648, klass A, eller ISO/R 835), eller ett
dispenseringssystem som kan tillféra 10,0 ml pd 2 minuter

6.9 Dispenseringssystem som kan tillfora 20,0 ml vatten vid ca 50 °C
6.10 Termostatstyrt vattenbad, instillt pd 25 + 0,5 °C

6.11  HPLC-utrustning bestiende av féljande:
6.11.1  Pumpsystem for bindra gradienter
6.11.2  Injektor, manuell eller automatisk, med kapaciteten 100 pl

6.11.3 En Agilent Technologies Zorbax 300 SB-C3-kolonn (lingd 25 cm, innerdiameter 0,46 cm) eller en motsvarande
grovporig Riselbaserad kolonn med omvind fas

6.11.4 Termostatstyrd kolonnugn, instdlld pa 35 + 1 °C

6.11.5 UV-detektor, variabel viglingd, som medger mitningar vid 210 nm med kensligheten 0,02 A (vid behov kan en higre
vaglingd upp till 220 nm anvindas)

6.11.6 Integrator som kan stdllas in for integrering med avseende pd en gemensam baslinje eller en dal-till-dal-baslinje

Anm.: Man kan anvidnda kolonner vid rumstemperatur, forutsatt att rumstemperaturen inte varierar mer dn
1 °C. I annat fall uppstdr for stor variation i retentionstiden for CMP,.

7. PROVTAGNING

7.1 Provtagningen ska goéras i enlighet med internationell standard ISO 707. Medlemsstaterna fir dock
anvinda andra provtagningsmetoder om dessa ir likvirdiga med nimnd standard.

7.2 Proverna ska forvaras under f6rhillanden som forhindrar nedbrytning eller forindring
i sammansittningen.

8. FORFARANDE
8.1 Provberedning

Overfor mjolkpulvret till ett kdrl som rymmer ungefir dubbelt s stor volym som pulvrets och som ér forsett
med lufttdtt lock. Forslut behéllaren omedelbart. Blanda mjolkpulvret vil genom att upprepade ganger vinda
behéllaren.

8.2 Provmiingd
Vig upp 2,00 £ 0,001 g av provet i ett centrifugror (6.2) eller i en lampligt forsluten kolv (50 ml).

Anm. Vid blandningar ska en sd stor mdngd prov vigas upp att det avfettade provet motsvarar 2,00 g.

8.3 Borttagande av fett och proteiner

8.3.1  Tillsatt 20,0 ml varmt vatten (50 °C) till det uppvigda provet. Lis pulvret genom att skaka det 5 minuter i mekanisk
skakapparat (6.3). Stall réret i vattenbad (6.10) och temperera vid 25 °C.

8.3.2  Tillsatt under tvd minuter 10,0 ml triklordttiksyralosningen (5.1) med en temperatur pd ca 25 °C under omrorning med
magnetomroraren (6.4). Placera roret i vattenbad (6.10) och 1t det std 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 Kromatografisk analys

8.4.1  Genom att anvinda HPLC-metoden med omvind fas utesluts risken for falskt positiva resultat pd grund av forekomsten av
pulver fran syrad karnmjilk.

8.4.2  Innan HPLC-analysen med omvind fas utfors bor gradientforhdllandena optimeras. En retentionstid pd 26 = 2 minuter
for CMP, dr optimal for gradientsystem med en dédvolym pd ca 6 ml (volym fran den punkt dar lgsningsmedlen blandas
till och med den punkt dar injiceringsslingan slutar). I gradientsystem med ldgre dodvolym (t.ex. 2 ml) bor en optimal
retentionstid pd 22 minuter anvindas.

Anvind 16sningar av standardproverna (5.4) med och utan 50 % lopevassle.
Injicera 100 pl av supernatanten eller filtratet (8.3.3) i en HPLC-apparat som anvinds enligt de kontrollgradien-
tbetingelser som anges i tabell 1.

Tabell 1

Kontrollgradientbetingelser for optimering av kromatografin

(gqiii) (rﬂfffn) % A %B Kurva

Initial 1,0 90 10 *
27 1,0 60 40 linjar
32 1,0 10 90 linjér
37 1,0 10 90 linjir
42 1,0 90 10 linjar

En jimforelse mellan bada kromatogrammen bor visa CMP,-toppens lige.

Vid hjilp av nedanstdende formel kan den ursprungliga sammansittningen for det l6sningsmedel som kommer
att anvéndas for den normala gradienten (se 8.4.3) berdknas: % B = 10 — 2,5 + (13,5 + (RT,,,, — 26)/6) x
30127 % B = 7,5 + (13,5 + RT,,, - 26)[6) x 1,11

dar:

RT,.s = retentionstiden for CMP, vid anvidndning av kontrollgradienten,

10 = den ursprungliga % B for kontrollgradienten,

2,5 = % B vid medelpunkten minus % B vid start vid anvindning av normalgradienten,
13,5 = medelpunkttiden f6r kontrollgradienten,

26 = nodvindig retentionstid for CMP,

6 = forhéllandet mellan kontroll- och normalgradientens lutning,

30 = % B vid start minus % B vid 27 minuter vid anvindning av kontrollgradienten
27 = kontrollgradientens loptid.

8.4.3  Analysera providsningarna:

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 frdn 8.4.2. Normalt ar den nira
AB = 76:24 (5.2). Omedelbart efter injiceringen paborjas en linjir gradient s att B har hojts med 5 % efter
27 minuter. Darefter paborjas en linjir gradient som hojer eluentsammansittningens andel B till 90 % inom
5 minuter. Sammansittningen bibehdlls i 5 minuter varefter den inom 5 minuter 4ndras tillbaka till den
ursprungliga sammansittningen via en linjar gradient. Beroende pd pumpsystemets inre volym kan nista
injicering ske 15 minuter efter det att de ursprungliga férhéllandena har uppnatts.

Anm. 1: Retentionstiden fér CMP, bor vara 26 * 2 minuter. Detta kan uppnds genom att start- och
slutbetingelserna for den forsta gradienten varieras. Skillnaden i % B for start- och slutbetingelserna for den
forsta gradienten mdste dock fortfarande vara 5 % B.
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Anm. 2: Elueringslosningarna bor avgasas tillrdckligt och bor ocksd forbli avgasade. Detta dr viktigt for att
gradientpumpsystemet ska kunna arbeta pa ritt sitt. Standardavvikelsen for retentionstiden for CMP,-toppen
boér vara mindre dn 0,1 minuter (n = 10).

Anm. 3: Efter vart femte prov bor referensprovet [5] injiceras och anvindas for att berikna en ny
responsfaktor R (9.1.1).

8.4.4  Resultaten av den kromatografiska analysen av provet (E) erhdlls i form av ett kromatogram ddr CMP,-toppen identifieras
genom sin retentionstid pd ungefdr 26 minuter.

Integratorn (6.11.6) berdknar automatiskt topphdjden H for CMP,-toppen. Baslinjens lige bor kontrolleras
i varje kromatogram. Analysen eller integrationen bor upprepas om baslinjens lige inte var korrekt.

Anm.: Om CMP,-toppen ir tillrdckligt separerad fran de andra topparna ska en dal-till-dal-baslinje dras. I annat
fall ska linjer dras vinkelritt mot en gemensam baslinje, vars startpunkt ska ligga nira CMP,-toppen (dvs. inte
vid t = 0 minuter!). Anvdnd samma integreringsmetod for standard och prover och kontrollera, om metoden
med gemensam baslinje anvinds, att baslinjen 6verensstimmer for prover och standard.

Det &r av storsta vikt att varje kromatograms utseende undersoks fore kvantitativ bestdimning for att upptacka
eventuella avvikelser som beror antingen pd felfunktion hos apparaten eller kolonnerna, eller pd ursprunget och
beskaffenheten hos det analyserade provet. Upprepa analysen i hindelse av tveksamhet.

8.5 Kalibrering

8.5.1  Tillimpa exakt det forfarande som beskrivs i punkt 8.2—8.4.4 pd standardproverna (5.4.1-5.4.2). Anvind nyberedda
losningar, eftersom CMP bryts ned i 8-procentig triklordttiksyralosning vid rumstemperatur. Vid 4 °C forblir losningen
stabil i 24 timmar. Vid ldnga serier av analyser dr det onskvdrt att en nedkyld provbricka anvinds i autoinjektorn.

Anm.: 8.4.2 kan utelimnas om % B vid startbetingelserna &r kind frdn tidigare analyser.

Kromatogrammet for referensprovet [5] bor motsvara figur 1. I denna figur foregds CMP,-toppen av tvd mindre
toppar. Det ar viktigt att uppnd en liknande separation.

8.5.2  Injicera 100 pl av standardprovet utan lopevassle [0] (5.4.1) fore den kromatografiska analysen av proverna.
Kromatogrammet bor inte uppvisa ndgon topp vid CMP,-toppens retentionstid.

8.5.3  Bestam responsfaktorn R genom att injicera samma volym filtrat (8.5.1) som anvinds i proverna.

9. RESULTATANGIVELSE
9.1 Berikningsmetod och formler
9.1.1  Berdkning av responsfaktorn R
CMP,-topp: R = W/H

dar:

=~
1l

responsfaktorn fér CMP,-toppen,

H = CMP,-toppens hojd,

=

vasslemingden i standardprovet [5].
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9.2 Berikning av procentandelen 16pevasslepulver i provet

W(E) = R x H(E)

dr:

W(E) = procentandelen (viktprocent) 1opevassle i provet (E),
R = responsfaktorn for CMP,-toppen (9.1.1),

H(E) = hojden pa provets (E) CMP,-topp.

Om W(E) dr storre an 1 % och skillnaden mellan retentionstiden och standardprovets [5] retentionstid ar
mindre 4n 0,2 minuter, innehdller provet lopevasslepulver.

9.3 Metodens noggrannhet
9.3.1  Repeterbarhet

Skillnaden mellan resultaten fran tvd bestimningar som har utforts samtidigt eller med ett kort tidsintervall av
samma person under anvidndning av samma utrustning pd identiskt provmaterial fir inte Gverstiga
0,2 viktprocent.

9.3.2  Reproducerbarhet

Inte faststilld.

9.3.3  Linjaritet

For mellan 0 % och 16 % lopevasslehalt bor ett linjdrt forhallande uppnds med en korrelationskoefficient som
ar > 0,99.

9.4 Tolkning

Grinsen pa 1 % innefattar osakerhet pd grund av reproducerbarhet.

Figur 1
Ni—4.6 standard

Absorbans (220 nm)

0 5 10 15 20 25 3o

tid (minuter)

(*) Internationell standard IDF 135B:1991. Milk and milk products. Precision characteristics of analytical methods. Outline of
collaborative study procedure.”
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3. Foljande bilagor ska liggas till:

"BILAGA VI

Metoder for analys av smor vid privat lagring

Parameter Metod

Fett (') 1SO 17189 eller ISO 3727 del 3

Vatten ISO 3727 del 1

Fettfri torrsubstans (med undantag for salt) ISO 3727 del 2

Salt ISO 15648

(') Den metod som anvinds ska ha godkints av det utbetalande organet.

BILAGA VII

Metoder for analys av skummjélkspulver vid privat lagring

Parameter Metod

Fett ISO 1736

Proteiner ISO 8968 del 1

Vatten ISO 5537
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BILAGA VIII

Metoder for analys av ost vid privat lagring

1. Den analysmetod som anges i tilligget ska anvdndas for att sikerstilla att ost som uteslutande dr framstilld av
mjolk fran tackor, getter eller bufflar eller av en blandning av mjolk fran tackor, getter och bufflar inte innehéller
komjolkskasein.

Komjolkskasein ska anses forekomma om halten komjolkskasein i det prov som analyseras ar lika med eller 4r hogre
dn halten i det referensprov som innehéller 1 % komjolk enligt tilldgget.

2. De metoder for att pavisa komjolkskasein i ost som avses i punkt 1 fir anvindas forutsatt att
a) detektionsgransen ar hogst 0,5 %,
b) det inte forekommer ndgra falskt positiva resultat,

¢) det dr mojligt att pavisa komjolkskasein med erforderlig noggrannhet, dven efter de linga mognadsperioder som
kan forekomma under vanliga handelsforhallanden.

Om ndgot av ovanstdende villkor inte dr uppfyllt ska de metoder som anges i tilligget anvindas.
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Tillagg

METOD FOR ATT PAVISA KOMJOLK OCH KASEINAT I OST SOM AR TILLVERKAD AV MJOLK FRAN
TACKOR, GETTER ELLER BUFFLAR ELLER BLANDNINGAR AV MJOLK FRAN TACKOR, GETTER OCH
BUFFLAR

1. SYFTE

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

2. TILLAMPNINGSOMRADE

Metoden ar lamplig for kansligt och specifikt pavisande av rd och virmebehandlad komjolk och kaseinat i farsk
och mogen ost som tillverkats av mjolk frén tackor, getter och bufflar eller blandningar av mjolk fran tackor,
getter och bufflar. Den ir inte ldmplig for att pavisa tillsatser av virmebehandlat koncentrat av protein frdn
kolope i mjolk och ost.

3. PRINCIP
3.1 Isolering av kaseiner fran ost och standardlsning
3.2 Upplosning av isolerade kaseiner som direfter underkastas plasminspjilkning (E.C.3.4.21.7)

3.3 Isoelektrisk fokusering av de plasminbehandlade kaseinerna i nidrvaro av urea och firgning av
proteinerna

3.4  Bedomning av de firgade y,- och y,kaseinménstren (tecken pd komjolk) genom jimférelse av provets
monster med monster i samma gel frin standardlésningar som innehaller 0 % och 1 % komjolk

4. REAGENSER

Om inte annat anges ska kemikalier av analyskvalitet anvindas. Vattnet ska vara dubbeldestillerat eller av
motsvarande renhetsgrad.

Anm.: Foljande uppgifter galler for laboratorietillverkade polyakrylamidgeler med métten 265 x 125 x 0,25 mm
som innehéller urea. Om gel av annan storlek eller typ anvinds kan separationsbetingelserna behova anpassas.

Isoelektrisk fokusering
4.1 Reagenser for framstillning av polyakrylamidgeler som innehiller urea
4.1.1  Stamgellosning

Los

4,85 g akrylamid

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

15,00 g glycerol (87 viktprocent)

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

Anm.: Anviand girna en firdigblandad akrylamid/BIS-losning, som kan fds i handeln, i stillet f6r de angivna
bestimda vikterna av de neurotoxiska akrylamiderna. Om en sddan 16sning innehéller 30 % w/v akrylamid och
0,8 % w|v BIS ska en volym pd 16,2 ml anvindas i sammansittningen i stillet for de angivna vikterna.
Stamlosningen dr héllbar i hogst 10 dagar. Om dess ledningsforméga Gverstiger 5 pS, avjoniseras den genom
omrorning med 2 g Amberlite MB-3 i 30 minuter och filtreras ddrefter genom ett 0,45 pm membranfilter.
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4.1.2  Gellosning

Bered en gellosning genom att blanda tillsatser och amfolyter (*) med stamlosningen (se 4.1.1).
9,0 ml stamlosning

24 mg B-alanin

500 pl amfolyt pH 3,5-9,5

250 pl amfolyt pH 5-7

250 pl amfolyt pH 6-8

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

Anm.: Bered gellosningen omedelbart fore upphillningen (se 6.2).

4.1.3  Katalysatorlosningar
4.1.3.1 N, N, N’ N’ — tetrametyletylen-diamin (Temed)
4.1.3.2 40 % w|v ammoniumpersulfat (PER):
Los 800 mg PER i vatten och spid med vatten till 2 ml.

Anm.: Anvind alltid nyblandad PER-l6sning.

4.2 Kontaktvitska

Fotogen eller flytande paraffin.

43  Anodlosning

Los 5,77 g fosforsyra (85 viktprocent) i vatten och spad med vatten till 100 ml.

44  Katodlosning

Los 2,00 g natriumhydroxid i vatten och spad med vatten till 100 ml.

Provberedning
4.5 Reagenser for proteinisolering
4.5.1  Spad dttiksyra (25,0 ml isdttika spids med vatten till 100 ml).
4.5.2  Diklormetan

4.5.3  Aceton

4.6 Proteinupplésande buffert
Los
5,75 g glycerol (87 viktprocent),
24,03 g urea,
250 mg ditiotreitol

i vatten och spad till 50 ml.

Anm.: Forvaras i kylskdp, héllbar i hogst en vecka.
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4.7  Reagenser till plasminspjilkning av kaseiner
4.7.1  Ammoniumkarbonatbuffert

Titrera en 0,2 mol/l ammoniumvitekarbonatlosning (1,58 g/100 ml vatten) som innehéller 0,05 mol/l etylendia-
mintetraittiksyra (EDTA, 1,46 g/100 ml) med en 0,2 mol/l ammoniumkarbonatlosning (1,92 g/100 ml vatten)
som innehéller 0,05 mol/l EDTA till pH 8.

4.7.2  Bovin plasmin (EC. 3.4.21.7), aktivitet minst 5 IE/ml

4.7.3  e-Aminokapronsyralosning for enzyminhibition

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

4.8 Standarder

4.8.1  Certifierade referensstandarder av en blandning av skummjélk fran tackor och getter vilken behandlats med lope och som
innehdller 0 % och 1 % komjolk dr tillgangliga frin kommissionens institut for referensmaterial och mdtningar, B-2440
Geel, Belgien.

4.8.2  Beredning av interimstandarder for laboratoriebruk av buffelmjolk som behandlats med lope och som innehdller 0 %
och 1 % komjolk

Skummjolken bereds genom att obehandlad och opaketerad mjolk fran antingen bufflar eller kor centrifugeras
vid 37 °C, 2 500 g i 20 minuter. Roret med innehdll kyls snabbt till 6-8 °C och det 6versta fettlagret avligsnas
fullstindigt. 1 %-standardlosning bereds genom att 5,00 ml skummjolk fran ko tillsitts till 495 ml
skummjolk fran buffel i 1-litersbigare och pH-virdet justeras till 6,4 genom tillsats av utspadd mjolksyra (10 %
w/v). Stdll in temperaturen pd 35 °C och tillsitt 100 pl kalvlope (I6peaktivitet 1: 10 000, ca 3 000 U/ml). och
ror om i 1 minut. Tick sedan bdgaren med aluminiumfolie och lat den std i 35 °C under 1 timme, sd att
ostmassan bildas. Nar ostmassan har bildats, frystorkas all den l6pebehandlade mjolken utan foregdende
homogenisering eller avrinning av vasslen. Efter frystorkningen mals produkten fint till ett homogent pulver.
Anvind samma forfarande for att bereda 0 %-standardlosningen av ren skummad buffelmjolk. Standardlos-
ningarna ska forvaras vid — 20 °C.

Anm.: Kontrollera buffelmjolkens renhet genom isoelektrisk fokusering av plasminbehandlade kaseiner innan
standardlosningarna bereds.

Reagenser for proteinfirgning
4.9 Fixeringsvitska

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

410  Avfirgningslosning
Spad 500 ml metanol och 200 ml isdttika med destillerat vatten till 2 000 ml.

Anm.: Blanda till ny avfirgningslosning varje dag. Utgd girna frén stamlosningar av 50 % (v/v) metanol
och 20 % (v/v) isittika som blandas i lika stora mangder.

411  Firgningslosningar
4.11.1 Fargningslosning (stamlosning 1)
Los 3,0 g Coomassie Brilliant Blue G-250 (C.I. 42655) i 1 000 ml 90 % (v/v) metanol med hjilp av en

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

4.11.2 Fargningslosning (stamlosning 2)

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

4.11.3 Fargningslosning (arbetslosning)
Blanda 125 ml av vardera stamldsningen (4.11.1, 4.11.2) med varandra omedelbart fore firgningen.

Anm.: Fargningslsningen bor beredas samma dag som den ska anvindas.
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5. UTRUSTNING

5.1 Glasplattor (265 x 125 x 4 mm) gummirulle (15 cm bred) vagritt underlag

5.2 Gelbirarfolie (265 x 125 mm)

5.3 Tickfolie (280 x 125 mm) Fist en tejpremsa (280 x 6 x 0,25 mm) lings vardera lingsidan (se figur 1)

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

5.5 Cirkulationskryostat, termostatstyrd vid 12 = 0,5 °C

5.6 Centrifug, justerbar till 3 000 g

5.7 Elektrodremsor (> 265 mm linga)

5.8 Droppflaskor av plast till anod- och katodlosningarna

5.9 Provapplikatorer (10 x 5 mm, viskosfilterpapper eller filterpapper for lig proteinabsorption)

5.10  Firgningsskilar och avfirgningsskalar av rostfritt stil eller glas (t.ex. 280 x 150 mm instrumentbrickor)

512 Justerbar homogenisator med sting (10 mm diameter), varvtalsintervall 8 000-20 000.

5.13  Magnetomrorare

5.14  Ultraljudsbad

5.15 Foliesvets

516 25 pul mikropipetter

5.17  Vakuumindunstare eller frystork

5.18  Termostatstyrt vattenbad instillt pd 35 och 40 + 1 °C med skakare

519  Densitometerutrustning med avlisning vid X = 634 nm

6. FORFARANDE

6.1 Provberedning

6.1.1  Isolering av kaseiner
Vidg upp en mingd som motsvarar 5 g torr ost eller referensstandarderna i ett 100 ml centrifugror, tillsatt
60 ml destillerat vatten och homogenisera med en homogenisator med sting (8 000-10 000 varv/minut).
Justera pH-virdet till 4,6 med utspadd ittiksyra (4.5.1) och centrifugera (5 minuter, 3 000 g). Avligsna fettet
och vasslen och homogenisera aterstoden vid 20 000 varv/min i 40 ml destillerat vatten som justerats till pH
4,5 med utspadd attiksyra (4.5.1), tillsdtt 20 ml diklormetan (4.5.2) och homogenisera och centrifugera igen
(5 minuter, 3 000 g). Avldgsna det kaseinlager som finns mellan vattenfasen och den organiska fasen (se figur 2)
med en spatel och dekantera av bdda faserna. Homogenisera kaseinet igen i 40 ml destillerat vatten (se ovan)
och 20 ml diklormetan (4.5.2) och centrifugera. Upprepa detta forfarande tills bida extraktionsfaserna dr
farglosa (tvéd eller tre gdnger). Homogenisera proteinresterna med 50 ml aceton (4.5.3) och filtrera dem genom
ett vikt filter for medelsnabb filtrering. Tvitta resterna pé filtret med tvd olika omgédngar av 25 ml aceton, lat
torka i luft eller i en kvidvestrom och pulverisera dem sedan fint i mortel.
Anm.: Torra kaseinisolat ska forvaras vid — 20 °C.

6.1.2  Plasminspjalkning av B-kaseiner for att intensifiera y-kaseiner

Slamma upp 25 myg isolerade kaseiner (6.1.1) i 0,5 ml ammoniumkarbonatbuffert (4.7.1) och homogenisera
under 20 minuter, exempelvis genom ultraljudsbehandling. Virm till 40 °C och tillsdtt 10 pl plasmin (4.7.2),
blanda och inkubera under en timme vid 40 °C under stindig skakning. Inhibera enzymet genom att tillsitta
20 pl e-aminokapronsyra (4.7.3), och tillsitt sedan 200 mg fast urea och 2 mg ditiotreitol.

Anm.: For att f4 de fokuserade kaseinbanden mer symmetriska rekommenderas att 16sningen frystorkas efter
tillsdttning av e-aminokapronsyran och att resterna loses i 0,5 ml proteinupplosande buffert (4.6).
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6.2 Beredning av akrylamidgeler som innehéller urea

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

Tillsdtt 10 pl Temed (4.1.3.1) till den forbehandlade och avgasade gellosningen (4.1.2), ror om och tillsitt 10 pl
Per-16sning (4.1.3.2), blanda noggrant och hill omedelbart ut ett jimnt lager pd mitten av tickfolien. Placera ena
sidan av gelbdrarplattan (med folien nedét) pa tackfolieplattan och sink ned den langsamt sd att en gelfilm
bildas mellan folierna och sprids ut jamnt utan bubblor (figur 3). Sdnk forsiktigt ned hela gelbararplattan med
hjilp av en tunn spatel och placera ytterligare tre glasplattor ovanpd den som vikter. Nir polymeriseringen ar
avslutad (efter ca 60 minuter) overfor den polymeriserade gelen till gelbdrarfolien tillsammans med tickfolien
genom att vicka pd glasplattorna. Rengor baksidan av gelbararfolien forsiktigt fran gelrester och urea. Svetsa
"gelsandwichen” till ett folierdr, som forvaras i kylskdp (hogst 6 veckor).

Anm.: Tackfolien med avstindsmérken kan dteranvindas. Polyakrylamidgelen kan skdras i mindre bitar, vilket dr
lampligt da antalet prover ar fd eller dd en automatisk elektroforesapparat anvinds (2 geler, storlek 4,5 x 5 cm).

6.3  Isoelektrisk fokusering

Still in kyltermostaten pd 12 °C. Torka av baksidan pd gelbararfolien med fotogen och droppa sedan ndgra
droppar fotogen (4.2) pd mitten av kylblocket. Rulla darefter ut gelsandwichen pd den (med bérarsidan nedét)
och se till att det inte bildas nagra bubblor. Torka av eventuellt 6verflodigt fotogen och ta bort tickfolien. Drank
in elektrodremsorna med elektrodlosningarna (4.3 och 4.4), skir till dem till samma lingd som gelen och
placera dem pé de givna platserna (elektrodavstind 9,5 cm).

Fokuseringen sker under foljande betingelser:

6.3.1 Gelstorlek 265 x 125 x 0,25 mm

St Tid Spéanning Stromstyrka Effekt Volttimmar
8 (minuter) (\%) (mA) (W) (Vh)
1. Forfokusering 30 hogst hogst konstant 4 cirka 300
2 500 15
2. Provfokusering () 60 hogst hogst konstant 4 | cirka 1 000
2 500 15
3. Slutfokusering 60 hogst hogst hogst cirka 3 000
2 500 5 20
40 hogst hogst hogst cirka 3 000
2 500 6 20
30 hogst hogst hogst cirka 3 000
2 500 7 25

(") Provapplikation: Efter forfokusering (steg 1) pipetteras 18 pl av prov- och standardlosningarna pa provapplikatorerna
(10 x 5 mm), som placeras pa gelen pa ett avstand av 1 mm frdn varandra och 5 mm i ldngsriktningen frin anoden och
trycks ned litt. Genomfor fokuseringen enligt ovanstdende betingelser och avldgsna forsiktigt provapplikatorerna efter 60
minuters provfokusering.

Anm.: Om gelernas tjocklek eller bredd dndras mdste stromstyrkan och effekten justeras darefter (dubblera t.ex.
stromstyrkan och effekten om en gel med maétten 265 x 125 x 0,5 mm anvénds).
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6.3.2  Exempel pd spanningsprogram for en automatisk elektroforesapparat (2 geler pd 5,0 x 4,5 cm); elektroderna placeras utan
remsor direkt pd gelen

Steg Spénning Stromstyrka Effekt Temp. Volttimmar
1. Forfokusering 1000V 10,0 mA 3,5W 8 °C 85 Vh
2. Provfokusering 250V 5,0 mA 2,5W 8 °C 30 Vh
3. Fokusering 1200V 10,0 mA 3,5W 8 °C 80 Vh
4. Fokusering 1500V 5,0 mA 7,0 W 8 °C 570 Vh

Placera provapplikatorn i steg 2 vid 0 Vh.

Ta bort provapplikatorn i steg 2 vid 30 Vh.

6.4 Proteinfirgning
6.4.1  Proteinfixering

Ta bort elektrodremsorna omedelbart efter det att strommen slagits av och placera gelen i en firgningsskal eller
avfirgningsskal fylld med 200 ml fixeringsvitska (4.9). Lt den std i 15 minuter och skaka om da och da.

6.4.2  Tvattning och fargning av gelplattan

Lat fixeringsvitskan rinna av ordentligt och tvidtta gelplattan tvd ginger under 30 sekunder med 100 ml
avfirgningslosning (4.10) per gidng. Hill av avfirgningslosningen och fyll skilen med 250 ml
fargningslosning (4.11.3). Lét fargen verka under 45 minuter under forsiktig skakning.

6.4.3  Avfargning av gelplattan

Hall bort firgningslosningen och tvitta gelplattan tvd ganger med 100 ml avfirgningslosning (4.10) per gang,
skaka sedan under 15 minuter med 200 ml avfirgningslosning. Upprepa avfirgningen tvé eller tre ginger tills
bakgrunden &r klar och firglos. Tvitta sedan gelplattan med destillerat vatten (2 x 2 minuter) och ldt lufttorka
(2-3 timmar) eller torka med en hdrtork (10-15 minuter).

Anm. 1: Utfor fixering, tvittning, firgning och avfirgning vid 20 °C. Hogre temperatur fdr inte anvindas.

Anm. 2: Om en mer kinslig silverfirgning onskas (t.ex. Silver Staining Kit, Protein, Pharmacia Biotech, Code
No 17-1150-01) mdste plasminbehandlade kaseinprov spadas till 5 mg/ml.

7. BEDOMNING

Bedomningen gors genom att proteinmonstret for det okdnda provet jamfors med referensstandarder pd samma
gel. Pavisande av komjolk i ost som tillverkats av mjolk frdn tackor, getter och bufflar och blandningar av
mjolk frén dessa djur sker via de y,- och y,-kaseiner, vars isoelektriska punkter ligger mellan pH 6,5 och pH 7,5
(figurerna 4 a, 4 b och 5). Detektionsgransen ligger under 0,5 %.

7.1 Visuell bedomning

For visuell bedomning av mingden komjolk rekommenderas att provernas och standardernas koncentration
justeras till samma intensitetsniva for y,- och y,-kaseinerna frin mjolk fran fir, getter och bufflar (jfr "y, E, G, B”
och "y, E, G, B” i figurerna 4 a, 4 b och 5). Direfter kan innehdllet av komjolk (lagre, lika med eller hogre dn
1 %) i det okdnda provet bedomas direkt genom jimforelse med intensiteten hos y,- och y,-kaseinerna frin
komjolk (jfr "y, C” och "y, C” i figurerna 4 a, 4 b och 5) med referensstandarder pd 0 % och 1 % (tacka, get)
eller med laboratoriets interimstandarder (buffel).
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7.2 Densitometrisk bedomning

Om mojligt anvinds densitometri (5.19) for att bestimma forhdllandet mellan toppareorna fér y,- och y,-kasein
for kor och far, getter och/eller bufflar (jfr figur 5). Jimfor detta virde med forhallandet mellan toppareorna for
Y,- och y,-kaseiner i 1 %-referensstandarden (tacka, get) eller i laboratoriets interimstandard (buffel) som
analyseras pd samma gel.

Anm.: Metoden fungerar tillfredsstillande om det finns en tydlig positiv signal for bade y,- och vy,-kasein frdn
komjolk i 1 %-referensstandarden, men inte i 0 %-referensstandarden. Om sd inte 4r fallet, bor forfarandet
forbdttras genom att metoden f0ljs noga i alla detaljer.

Ett prov betraktas som positivt om bade v,- och y,-kaseiner eller motsvarande forhéllanden mellan toppareorna
ar lika med eller storre dn nivéin for 1 %-referensstandarden.
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Figur 1

Schematisk bild av tickfolien

Avstandsband

yd Polyesterfolie F
/) /¢
6 mm /
.4

1 ~ - -
S e 280mm ——— »/




31.1.2018 Europeiska unionens officiella tidning L 26/43

Figur 2

Kaseinlager som flyter mellan vattenfasen och den organiska fasen efter centrifugeringen

HZO-fas

Kasein

CHQClz-faS

Figur 3

Vickningsteknik vid gjutning av ultratunna polyakrylamidgeler

a = avstdndsband (0,25 mm) b = tickfolie (5.3) c, e = glasplattor (5.1) d = gellosning (4.1.2) f = gelbararfolie (5.2)
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% CM = procent komjolk, C = ko, E = tacka, G = get

Figur 4 a

Isoelektrisk fokusering av plasminbehandlade kaseiner frin ost som tillverkats av mjélk fran
tackor och getter och som innehéller olika mingder komjélk
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Den ovre halvan av IEF-gelen visas.

Figur 4 b

Isoelektrisk fokusering av plasminbehandlade kaseiner frin ost som tillverkats av blandningar av

mjolk frin tackor, getter och bufflar och som innehéller olika mingder komjolk
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% CM = procent komjolk 1 + = prov som innehaller 1 % komjolk och dar rent kasein fran komjolk tillsatts i mitten av
figuren. C = ko, E = tacka, G = get, B = buffel

Det totala separationsavstandet for IEF-gelen visas.
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Figur 5

Overlagring av densitogram av standarder (STD) och ostprover som tillverkas av en blandning av
mjolk fran tackor och getter efter isoelektrisk fokusering
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a,b = standarder som innehéller 0 och 1 % komjolk, c-g = ostprover som innehaller 0, 1, 2, 3 och 7 % komjolk. C = ko,
E = tacka, G = get

Den 6vre halvan av [EF-gelen analyserades vid N = 634 nm.
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BILAGA IX

Bedomning av analyserna

1. Kvalitetssikring

Analyserna ska genomforas av laboratorier som utsetts i enlighet med artikel 12 i forordning (EG) nr 882/2004 (**)
eller av de behoriga myndigheterna i medlemsstaten.

2. Provtagning och ifrigasittande av analysresultat

1. Provtagning ska ske i enlighet med den relevanta forordningen for produkten i friga. Om det inte finns ndgra
uttryckliga provtagningsbestimmelser ska bestimmelserna i ISO 707, Milk and milk products — Guidance on
sampling, anvindas.

2. Laboratorierapporten rérande analysresultaten ska innehdlla tillrickliga uppgifter for att en bedomning av resultaten
i enlighet med tilligget ska kunna goras.

3. Dubbelprover ska tas for de analyser som foreskrivs i unionslagstiftningen.

4. Om det uppstar en tvist om resultaten ska det utbetalande organet ldta utfora den analys som krdvs pa produkten
ifrdga igen och den forlorande parten ska std for kostnaden.

Ovannidmnda analys ska utforas under forutsittning att forslutna dubbelprover av produkten finns tillgdngliga och
har lagrats pd ett godtagbart sitt hos den behoriga myndigheten. Tillverkaren ska inom sju arbetsdagar efter det att
resultaten av den forsta analysen har meddelats sinda en begiran till det utbetalande organet om att analysen ska
genomforas. Det utbetalande organet ska genomfora analysen inom 21 arbetsdagar efter det att begdran har tagits
emot.

5. Resultatet efter 6verklagandet ska vara slutgiltigt.

6. Om tillverkaren inom fem arbetsdagar efter det att proverna tagits kan bevisa att provtagningen inte har gjorts
korrekt, ska provtagningen om mojligt upprepas. Om det inte dr mojligt att genomfora en ny provtagning ska det
analyserade partiet godtas.



31.1.2018 Europeiska unionens officiella tidning L 26/47

Tillagg

Bedomning av ett partis overensstimmelse med det lagstadgade grinsvirdet

1. Princip

Om det i lagstiftningen om offentlig intervention och privat lagring foreskrivs detaljerade provtagningsforfaranden
ska dessa foljas. I alla andra fall ska ett prov anvindas som omfattar minst tre stickprovsenheter som har tagits
slumpmissigt frdn det parti som ska kontrolleras. Ett sammansatt prov kan beredas. Det erhdllna resultatet ska
jamforas med de lagstadgade gransvirdena genom att ett 95-procentigt konfidensintervall berdknas som
2 x standardavvikelsen, dir den relevanta standardavvikelsen beror pd om 1) metoden ir validerad genom
internationellt samarbete med virden for o, och o, eller 2) dé intern validering anvinds, en intern reproducerbarhet
har beriknats. Detta konfidensintervall kommer da att motsvara resultatets matosakerhet.

2. Metoden valideras genom internationellt samarbete

I detta fall har standardavvikelsen for repeterbarhet o, och standardavvikelsen for reproducerbarhet o, faststillts och
laboratoriet kan pavisa 6verensstimmelse med prestandaegenskaperna for den validerade metoden.

Berdkna det aritmetiska medelvirdet X for n upprepade mitningar.

Berdkna den expanderade osikerheten (k = 2) for X som

Om det slutliga resultatet x for matningen berdknas med en formel enligt formen x =y, + y,, x =y, =y, x =y, * ¥,
eller x = y, |y, ska i sddana fall de normala forfarandena for kombination av standardavvikelser foljas.

Partiet bedoms att inte Overensstimma med det 6vre lagstadgade gransvirdet UL om
x-U> UL,

i annat fall bedoms det Gverensstimma med UL.

Partiet bedoms att inte Overensstimma med det undre lagstadgade gransvirdet LL om
x+U<LL,

i annat fall bedoms det dverensstimma med LL.

3. Intern validering med berikning av standardavvikelsen for intern reproducerbarhet

I de fall d& metoder som inte finns specificerade i denna férordning anvinds och precisionsmitningar inte har
faststallts ska en intern validering utforas. Standardavvikelsen for intern repeterbarhet s, och standardavvikelsen for
intern reproducerbarhet s, mdste anvindas i stillet for o, respektive o, i formlerna for berikning av den expanderade
osakerheten U.

De regler som ska foljas for att faststilla Gverensstimmelse med de lagstadgade grinsvirdena dr de som anges
i punkt 1. Om partiet bedéms att inte Gverensstimma med det lagstadgade gransvirdet méste médtningarna upprepas
med den metod som specificeras i denna forordning och resultatet bedémas i enlighet med punkt 1.

(*) Produkterna Ampholine® pH 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 6nskade y-kaseinseparationen.

(**) Europaparlamentets och rddets forordning (EG) nr 882/2004 av den 29 april 2004 om offentlig kontroll for att
sikerstilla kontrollen av efterlevnaden av foder- och livsmedelslagstiftningen samt bestimmelserna om djurhilsa
och djurskydd (EUT L 165, 30.4.2004, s. 1).”
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