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II

(Muud kui seadusandlikud aktid)

RAHVUSVAHELISED LEPINGUD

NOUKOGU OTSUS (EL) 2018/145,
9. oktoober 2017,

Euroopa Uhenduse ja selle liikmesriikide, Albaania Vabariigi, Bosnia ja Hertsegoviina, Bulgaaria

Vabariigi, endise Jugoslaavia Makedoonia Vabariigi, Horvaatia Vabariigi, Islandi Vabariigi,

Montenegro Vabariigi, Norra Kuningriigi, Rumeenia, Serbia Vabariigi ning URO Kosovo *

missiooni vahelise Euroopa ithise lennunduspiirkonna (ECAA) rajamise mitmepoolse lepingu liidu
nimel slmimise kohta

EUROOPA LIIDU NOUKOGU,

vottes arvesse Euroopa Liidu toimimise lepingut, eriti selle artikli 100 16iget 2 koostoimes artikli 218 16ike 6 punktiga a,
vottes arvesse Euroopa Komisjoni ettepanekut,

vottes arvesse Euroopa Parlamendi ndusolekut (?)

ning arvestades jargmist:

(1)  Euroopa Komisjon pidas Euroopa Uhenduse ja liikmesriikide nimel libirddkimisi Euroopa Uhenduse ja selle
liikkmesriikide, Albaania Vabariigi, Bosnia ja Hertsegoviina, Bulgaaria Vabariigi, endise Jugoslaavia Makedoonia
Vabariigi, Horvaatia Vabariigi, Islandi Vabariigi, Montenegro Vabariigi, Norra Kuningriigi, Rumeenia, Serbia
Vabariigi ning URO Kosovo missiooni vahelise Euroopa ithise lennunduspiirkonna (ECAA) rajamise mitmepoolse
lepingu (,leping") iile.

(2)  Leping allkirjastati ithenduse poolt 9. juunil 2006, tingimusel et see sdlmitakse hilisemal kuupéeval, vastavalt
ndukogu ja ndukogus kokku tulnud Euroopa Liidu litkmesriikide esindajate otsusele 2006/682[EU (3).

(3)  Lepingu on ratifitseerinud k&ik litkmesriigid.

(4)  Bulgaaria Vabariik, Rumeenia ja Horvaatia Vabariik on liiduga tthinemise tulemusel saanud liikmesriikideks ning
seega on nad vastavalt lepingu artikli 31 1dikele 2 lakanud olemast assotsiatsioonilepingu osalised. Seda asjaolu
tuleks meelde tuletada lepingu heakskiitmiskirja hoiuleandmise ajal esitatavas teates.

* Konealune nimetus ei piira seisukohti staatuse suhtes ning on kooskdlas URO Julgeolekundukogu resolutsiooniga 1244 (1999) ja
Rahvusvahelise Kohtu arvamusega Kosovo iseseisvusdeklaratsiooni kohta.

(") ELTC81E, 15.3.2011,1k 5. -

(*) Noukogu ja ndukogus kokku tulnud Euroopa Liidu liikmesriikide esindajate 9. juuni 2006. aasta otsus 2006/682/EU, mis kisitleb
Euroopa Uhenduse ja selle liikmesriikide, Albaania Vabariigi, Bosnia ja Hertsegoviina, Bulgaaria Vabariigi, endise Jugoslaavia Makedoonia
Vabariigi, Horvaatia Vabariigi, Islandi Vabariigi, Montenegro Vabariigi, Norra Kuningriigi, Rumeenia, Serbia Vabariigi ning URO Kosovo
missiooni vahelise Euroopa ithise lennunduspiirkonna (ECAA) rajamise mitmepoolse lepingu allkirjastamist ja ajutist kohaldamist
(ELTL 285,16.10.2006, Ik 1).
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(5)  Mis puutub lepingu artikli 18 alusel loodud iihiskomitees vastuvdetavate lepingu I lisa muudatustesse, millega
tiksnes lisatakse liidu oigusakte lepingu konealusesse lisasse, siis digus sellised muudatused pédrast ndukogu
médratud erikomiteega konsulteerimist liidu nimel heaks kiita tuleks anda komisjonile.

(6)  Koikidel muudel juhtudel tuleks liidu nimel ithiskomitees vdetav seisukoht liidu padevusse kuuluvates kiisimustes
kindlaks médrata iga juhtumi puhul eraldi kooskdlas Euroopa Liidu toimimise lepingu (,ELi toimimise leping)
asjakohaste sitetega.

(7)  Vottes arvesse, et lepinguosalised on nii liit kui ka liikmesriigid, on oluline nende tihe koost66. Tiheda koost66 ja
vilistegevuse iihtsuse tagamiseks ithiskomitees ning ilma et see piiraks aluslepingute, eelkdige Euroopa Liidu
lepingu artikli 16 16ike 1 ja ELi toimimise lepingu artikli 218 16ike 9 kohaldamist, peaks iihiskomitees liidu ja
liikmesriikide nimel voetavate seisukohtade kooskdlastamine kiisimustes, mis kuuluvad nii liidu kui ka
liikmesriikide padevusse, toimuma enne iga ithiskomitee koosolekut, kus sellist kiisimust kasitletakse.

(8)  Otsuse 2006/682[EU artikkel 2 sisaldab sitteid iihiskomitees vdetavate seisukohtade kindlaksmadramiseks
lepingu ajutise kohaldamise ajal. Pidades silmas Euroopa Kohtu 28. aprilli 2015. aasta otsust kohtuasjas C-28/12,
komisjon vs ndukogu, (') peaks kdnealuste sitete kohaldamise Idpetama kiesoleva otsuse joustumise pdeval.

(9)  Leping tuleks heaks kiita,

ON VASTU VOTNUD KAESOLEVA OTSUSE:

Artikkel 1

1.  Euroopa Uhenduse ja selle liikmesriikide, Albaania Vabariigi, Bosnia ja Hertsegoviina, Bulgaaria Vabariigi, endise
Jugoslaavia Makedoonia Vabariigi, Horvaatia Vabariigi, Islandi Vabariigi, Montenegro Vabariigi, Norra Kuningriigi,
Rumeenia, Serbia Vabariigi ning URO Kosovo missiooni vaheline Euroopa iihise lennunduspiirkonna (ECAA) rajamise
mitmepoolne leping kiidetakse liidu nimel heaks ().

2. Noukogu eesistuja méidrab isiku(d), kes on volitatud liidu nimel hoiule andma lepingu artikli 29 15ikes 2 sitestatud
heakskiitmiskirja (*) ja esitama jirgmise teate:

»1.  Lissaboni lepingu 1. detsembril 2009 joustumise tulemusena on Euroopa Liit asendanud Euroopa Uhenduse ja
on selle digusjirglane, vottes nimetatud kuupéevast iile kdik Euroopa Uhenduse digused ja kohustused. Seega tuleb
vajaduse korral lepingu tekstis esinevaid viiteid Euroopa Uhendusele kisitada viidetena Euroopa Liidule.

2. Bulgaaria Vabariik, Rumeenia ja Horvaatia Vabariik on Euroopa Liiduga ithinemise tulemusel saanud Euroopa

Liidu likkmesriikideks ning seega on nad vastavalt lepingu artikli 31 1dikele 2 lakanud olemast assotsiatsioonilepingu
osalised.”

Artikkel 2

Liidu seisukoha iihiskomitee poolt artikli 17 alusel tehtavate selliste otsuste suhtes, millega vajalikke tehnilisi kohandusi
arvesse vottes ilksnes lisatakse liidu Oigusakte lepingu I lisasse, votab pirast konsulteerimist ndukogu mdaidratud
erikomiteega vastu komisjon.

Artikkel 3

Otsuse 2006/682[EU artikli 2 kohaldamine 15peb kiesoleva otsuse jdustumise pieval.

(") ECLLEU:C:2015:282.
(*) Leping koos selle allkirjastamise ja ajutise kohaldamise otsusega on avaldatud Euroopa Liidu Teatajas (ELT L 285, 16.10.2006, Ik 3).
(*) Noukogu peasekretariaat avaldab lepingu joustumise kuupéeva Euroopa Liidu Teatajas.
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Artikkel 4

Kiesolev otsus joustub selle vastuvdtmise paeval.

Luxembourg, 9. oktoober 2017

Noukogu nimel
eesistuja
S. KIISLER



L 26/4

Euroopa Liidu Teataja

31.1.2018

NOUKOGU OTSUS (EL) 2018/146,
22. jaanuar 2018,

ithelt poolt Euroopa Uhenduse ja selle liikmesriikide ning teiselt poolt Maroko Kuningriigi vahelise
Euroopa - Vahemere piirkonna lennunduslepingu liidu nimel sélmimise kohta

EUROOPA LIIDU NOUKOGU,

vottes arvesse Euroopa Liidu toimimise lepingut, eriti selle artikli 100 1diget 2 koostoimes artikli 218 16ike 6 punktiga a,

vottes arvesse Euroopa Komisjoni ettepanekut,

vottes arvesse Euroopa Parlamendi ndusolekut (')

ning arvestades jargmist:

(1)  Komisjon pidas liidu ja liikmesriikide nimel Maroko Kuningriigiga libirddkimisi Euroopa — Vahemere piirkonna
lennunduslepingu (,leping”) iile kooskdlas ndukogu otsusega, millega antakse komisjonile volitused labirddkimiste

alustamiseks.

(2)  Lepingule kirjutati alla 12. detsembril 2006 vastavalt ndukogu ja ndukogus kokku tulnud liitkmesriikide valitsuste
esindajate otsusele 2006/959/EU (3. Koik lilkmesriigid peale Bulgaaria, Rumeenia ja Horvaatia on lepingu
ratifitseerinud. Konealuste liikmesriikide iihinemine lepinguga on kavandatud kooskdlas nende vastavate

tthinemisaktide artikli 6 16ikega 2.

(3)  Mis puutub lepingu artikli 22 alusel asutatud tihiskomitees vastuvdetavate lepingu teatavate lisade muudatustesse,
siis digus sellised muudatused parast ndukogu mddratud erikomiteega konsulteerimist liidu nimel heaks kiita

tuleks anda komisjonile.

(4)  Koikidel muudel juhtudel tuleks liidu nimel iihiskomitees vdetav seisukoht liidu padevusse kuuluvates kiisimustes
kindlaks médrata iga juhtumi puhul eraldi kooskdlas Euroopa Liidu toimimise lepingu (,ELi toimimise leping)

asjakohaste sitetega.

(5)  Vottes arvesse, et lepinguosalised on nii liit ja kui ka liikmesriigid, on oluline nende tihe koostoo. Tiheda koostoo
ja vilistegevuse iihtsuse tagamiseks iihiskomitees ning ilma et see piiraks aluslepingute, eelkdige Euroopa Liidu
lepingu artikli 16 16ike 1 ja ELi toimimise lepingu artikli 218 1dike 9 kohaldamist, peaks ithiskomitees liidu ja
liikmesriikide nimel vdetavate seisukohtade kooskolastamine kiisimustes, mis kuuluvad nii liidu kui ka

liikmesriikide pidevusse, toimuma enne iga ithiskomitee koosolekut, kus sellist kiisimust kisitletakse.

(6)  Otsuse 2006/959/EU artiklid 2-5 sisaldavad sitteid ndukogu poolt otsuste tegemise kohta erinevates lepingus
sdtestatud kiisimustes, sealhulgas seoses ithiskomitees vdetavate seisukohtade kindlaksmdidramise ja liikkmesriikide
teavitamiskohustustega, lepingu ajutise kohaldamise ajal. Kdnealused sitted kas ei ole vajalikud voi tuleks nende
kohaldamine 16petada, pidades silmas Euroopa Kohtu 28. aprilli 2015. aasta otsust kohtuasjas C-28/12, komisjon
vs ndukogu (}). Seetdttu on asjakohane, et koikide nimetatud sitete kohaldamine 16peb kiesoleva otsuse

joustumise paeval.

(7)  Leping tuleks heaks kiita,

() ELTC81E, 15.3.2011, Ik 5.

() Noukogu ja ndukogus kokku tulnud likmesriikide valitsuste esindajate 4. detsembri 2006. aasta otsus 2006/959/EU iihelt poolt
Euroopa Uhenduse ja selle liikkmesriikide ning teiselt poolt Maroko Kuningriigi vahelisele Euroopa—Vahemere lennunduslepingule

allakirjutamise ja selle ajutise kohaldamise kohta (ELT L 386, 29.12.2006, Ik 55).
() ECLLEU:C:2015:282.
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ON VASTU VOTNUD KAESOLEVA OTSUSE:

Artikkel 1

1. Uhelt poolt Euroopa Uhenduse ja selle liikmesriikide ning teiselt poolt Maroko Kuningriigi vaheline Euroopa —
Vahemere piirkonna lennundusleping (') kiidetakse liidu nimel heaks.

2. Noukogu eesistujal on digus mairata isik(ud), kes on volitatud esitama Maroko Kuningriigile lepingu artiklis 30
sdtestatud diplomaatilised noodid (%) ning jirgmise teate:

,Lissaboni lepingu 1. detsembril 2009 jdustumise tulemusena on Euroopa Liit asendanud Euroopa Uhenduse ja on
selle digusjirglane, vottes nimetatud kuupéevast iile koik Euroopa Uhenduse digused ja kohustused. Seega tuleb
vajaduse korral lepingu tekstis esinevaid viiteid Euroopa Uhendusele kisitada viidetena Euroopa Liidule.

Artikkel 2

Seisukoha, mille liit votab lepingu artikli 22 alusel asutatud iihiskomitees seoses lepingu lisade (v.a I lisa (Kokkulepitud
teenused ja kindlaksmairatud lennuliinid) ja IV lisa (Uleminekusitted)) muutmisega, votab komisjon vastu pérast
konsulteerimist ndukogu mairatud erikomiteega.

Artikkel 3

Otsuse 2006/959/EU artiklite 2-5 kohaldamine 16peb kiesoleva otsuse joustumise paeval.

Artikkel 4

Kiesolev otsus joustub selle vastuvdtmise paeval.

Briissel, 22. jaanuar 2018

Noukogu nimel
eesistuja
F. MOGHERINI

(") Leping koos selle allakirjutamise ja ajutise kohaldamise otsusega on avaldatud Euroopa Liidu Teatajas (ELT L 386, 29.12.2006, 1k 57).
(*) Noukogu peasekretariaat avaldab lepingu joustumise kuupéeva Euroopa Liidu Teatajas.
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MAARUSED

NOUKOGU MAARUS (EL) 2018/147,
29. jaanuar 2018,

millega muudetakse ndukogu miirust (EL) nr 1370/2013 seoses 1ssipulbri kokkuostu suhtes
kohaldatava koguselise piiranguga

EUROOPA LIIDU NOUKOGU,

vottes arvesse Euroopa Liidu toimimise lepingut, eriti selle artikli 43 1diget 3,

vottes arvesse Euroopa Komisjoni ettepanekut

ning arvestades jargmist:

(1)

Lossipulbri riiklikud sekkumisvarud liidus olid 2017. aasta juuli 16pus 357 359 tonni. Lisaks sellele pakuti
30. septembril 2017 Idppenud sekkumisperioodil kokkuostuks 22 710 tonni kindlaksméiratud hinnaga
18ssipulbrit.

Tulenevalt eriti suurest ndudlusest voi jdrele siivenes piima- ja piimatoodete sektoris enneolematu 16he rasva ja

valgu hindade vahel.

Liidu piimatarned peaksid prognooside kohaselt 2018. aastal suurenema, mille tulemusena suureneb voi ja
16ssipulbri tootmine.

Pollumajandustootjatele makstav toorpiima hind jadb 2018. aastal tdendoliselt tasemele, mis muudab piimakarja-
kasvatuse tasuvaks praeguse suure ndudluse tottu voi ja juustu osas, kuigi piimavalgu hind on suhteliselt madal.

Need turutingimused loovad 2018. aastaks erakorralise olukorra, mida tuleb eriti arvesse votta riikliku sekkumise
mehhanismi rakendamisel piimatoodete valdkonnas.

Noukogu mairuse (EL) nr 1370/2013 (') artikliga 3 on kehtestatud koguseline piirang 18ssipulbri kokkuostuks
kindlaksmaidratud hinnaga vastavalt kdnealuse maaruse artiklile 2. Kui kdnealune piirang on saavutatud, toimub
kokkuost hankemenetluse teel, et miirata kindlaks kokkuostuhinna illemmair.

Et viltida kindlaksmairatud hinnaga 18ssipulbri kokkuostu olukorras, kus see ei oleks kooskdlas turvavorgu
eesmargiga, peaks kogu riiklik sekkumine 18ssipulbri osas olema korraldatud hankemenetluse teel. Seega peaks
2018. aastal olema kindlaksmairatud hinnaga I8ssipulbri kokkuostu koguseline piirang null tonni.

Méirust (EL) nr 1370/2013 tuleks seetdttu vastavalt muuta.

Selle tagamiseks, et kidesoleva mdirusega ette nihtud ajutisel meetmel oleks vahetu mdju turule ja et see
voimaldaks turuosalisi Oigel ajal teavitada enne jargmise sekkumismeetme algust, peaks kiesolev madirus
joustuma jargmisel pieval pérast selle avaldamist,

(") Noukogu 16. detsembri 2013. aasta mddrus (EL) nr 1370/2013, millega médratakse kindlaks pollumajandustoodete iihise

turukorraldusega seotud teatavate toetuste kehtestamise meetmed (ELT L 346, 20.12.2013,1k 12).
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ON VASTU VOTNUD KAESOLEVA MAARUSE:

Artikkel 1

Méiruse (EL) nr 1370/2013 artikli 3 16ikesse 1 lisatakse jargmine 16ik:

,Erandina esimesest 16igust on 2018. aastal kindlaksmédratud hinnaga 13ssipulbri kokkuostu koguseline piirang
0 tonni.”

Artikkel 2

Kéesolev médrus joustub jirgmisel pdeval parast selle avaldamist Euroopa Liidu Teatajas.

Kiesolev madrus on tervikuna siduv ja vahetult kohaldatav kdikides liikmesriikides.

Briissel, 29. jaanuar 2018

Noukogu nimel
eesistuja
R. PORODZANOV
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KOMISJONI DELEGEERITUD MAARUS (EL) 2018/148,
27. september 2017,

millega muudetakse Euroopa Parlamendi ja ndukogu méiruse (EL) nr 978/2012 (iildiste tariifsete
soodustuste kava kohaldamise kohta) II, III ja IV lisa

EUROOPA KOMISJON,

vottes arvesse Euroopa Liidu toimimise lepingut,

vottes arvesse Euroopa Parlamendi ja noukogu 25. oktoobri 2012. aasta maarust (EL) nr 978/2012 iildiste tariifsete
soodustuste kava kohaldamise ning ndukogu mdiruse (EU) nr 732/2008 kehtetuks tunnistamise kohta, () eriti selle
artikli 5 Iiget 3, artikli 10 16iget 5 ja artikli 17 1oiget 2,

ning arvestades jargmist:

(1)

Mairuse (EL) nr 978/2012 artiklis 4 on sitestatud kriteeriumid, mille raames antakse tariifseid soodustusi iildiste
tariifsete soodustuste kava (edaspidi ,kava“) iildise korra alusel.

Mairuse (EL) nr 978/2012 artikli 4 16ike 1 punktides a ja b on vastavalt sdtestatud, et kui riikk on maailmapanga
liigituse kohaselt kdrge vdi iile keskmise sissetulekuga riik kolmel jdrjestikusel aastal voi kui riigi suhtes
kohaldatakse turulepddsu sooduskorda kava tariifsete soodustustega samadel v6i nendest soodsamatel tingimustel
peaaegu kogu kaubavahetuse ulatuses, ei tuleks tema suhtes kava alusel antavaid soodustusi kohaldada.

Mairuse (EL) nr 978/2012 artikli 1 1dike 2 punktis a osutatud iildise korra alusel soodustatud riikide loetelu on
kehtestatud konealuse mairuse II lisas. Mddruse (EL) nr 978/2012 artikli 5 16ikes 2 on sitestatud, et II lisa tuleb
iga aasta 1. jaanuariks libi vaadata. Labivaatamisel tuleks vastavalt kdnealuse midruse artiklis 4 sdtestatud
kriteeriumidele arvesse votta muutusi soodustatud riikide majanduses, arengus vdi kaubandustingimustes.

Vastavalt méidruse (EL) nr 978/2012 artikli 5 Idikele 2 tuleb kava ildise korra alusel soodustatud riigile ja
ettevotjatele anda piisavalt aega, et kohaneda kava alusel antud staatuse libivaatamisega. Vastavalt artikli 4 16ike 1
punktile a jitkatakse kava iildise korra kohaldamist ithe aasta jooksul pérast riigi staatuse muutmise jéustumise
kuupédeva ja vastavalt artikli 4 16ike 1 punktis b sitestatule kahe aasta jooksul parast liidu turule pédsu
sooduskorra kohaldamise kuupdeva.

Maailmapank on liigitanud Paraguay aastatel 2015, 2016 ja 2017 iile keskmise sissetulekuga riikide hulka. Seega
ei kvalifitseeru Paraguay vastavalt madruse (EL) nr 978/2012 artikli 4 16ike 1 punktile a enam kava tldise korra
alusel soodustatud riigi staatusega riigiks ning ta tuleks alates 1. jaanuarist 2019 vilja jdtta konealuse médruse
II lisas satestatud iildise korra alusel soodustatud riikide loetelust.

Turulepddsu sooduskorda hakati Cote dIvoire’i suhtes kohaldama 3. septembril 2016, Svaasimaa suhtes
10. oktoobril 2016 ning Ghana suhtes 15. detsembril 2016. Seega tuleks Cote d’Ivoire, Svaasimaa ja Ghana
vastavalt maidruse (EL) nr 978/2012 artikli 4 16ike 1 punktile b kdnealuse mairuse II lisast vilja jdtta alates
1. jaanuarist 2019.

Mairuse (EL) nr 978/2012 artikli 9 16ikega 1 on kehtestatud teatavad konkreetsed abikdlblikkuse kriteeriumid
tariifsete soodustuste andmiseks sddstvat arengut ja head valitsemistava stimuleeriva erikorra (edaspidi ,GSP+)
alusel. GSP+ alusel soodustatud riikide loetelu on esitatud mairuse (EL) nr 978/2012 III lisas.

Kuna Paraguay ei kuulu alates 1. jaanuarist 2019 enam kava iildise korra alusel soodustatud riikide hulka, ei
kuulu ta vastavalt médruse (EL) nr 978/2012 artikli 9 16ikele 1 enam ka GSP+ alusel soodustatud riikide hulka.
Seeparast tuleks Paraguay alates 1. jaanuarist 2019 maaruse (EL) nr 978/2012 III lisast vilja jdtta.

(') ELTL 303,31.10.2012,1k 1.
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(10)

(11)

Méidruse (EL) nr 9782012 artikli 17 15ikes 1 on sitestatud, et riigi suhtes, mille URO on tunnistanud vdhim
arenenud riigiks, tuleks kohaldada tariifseid soodustusi vihim arenenud riikide suhtes kohaldatava erikorra ,Koik
peale relvade (edaspidi ,EBA®) alusel. EBA alusel soodustatud riikide loetelu on esitatud kdnealuse mairuse
IV lisas.

URO jittis Ekvatoriaal-Guinea vihim arenenud riikide kategooriast vélja 4. juunil 2017. Seega ei kvalifitseeru
Ekvatoriaal-Guinea enam mdaruse (EL) nr 978/2012 artikli 17 1oike 1 kohaselt EBA soodustatud riigi staatusega
riigiks ning ta tuleks konealuse mairuse IV lisast vilja jdtta. Vastavalt médruse (EL) nr 978/2012 artikli 17
16ikele 2 tuleb Ekvatoriaal-Guinea EBA alusel soodustatud riikide loetelust vilja jdtta pdrast kdesoleva mairuse
joustumisele jargnevat kolmeaastast iileminekuperioodi, nimelt 1. jaanuaril 2021.

Lisaks oli Ekvatoriaal-Guinea ka maailmapanga liigituse kohaselt 2015. aastal kdrge sissetulekuga riik ning 2016.
ja 2017. aastal iile keskmise sissetulekuga riik. Seega ei kvalifitseeru Ekvatoriaal-Guinea vastavalt mairuse (EL)
nr 978/2012 artikli 4 16ike 1 punktile a enam kava iildise korra alusel soodustatud riigi staatusega riigiks ning ta
tuleks alates 1. jaanuarist 2021 vilja jitta konealuse mairuse II lisas sitestatud iildise korra alusel soodustatud
riikide loetelust,

ON VASTU VOTNUD KAESOLEVA MAARUSE:

Artikkel 1

Miiruse (EL) nr 978/2012 muutmine

Mairust (EL) nr 978/2012 muudetakse jirgmiselt.

1. 1 lisa veergudest A ja B jdetakse vilja jirgmised tdhestikulised koodid ja neile vastavad riigid.

Cl Cote d’lvoire
GH Ghana
PY Paraguay

SZ Svaasimaa

2. III lisa veergudest A ja B jdetakse vilja jirgmine tihestikuline kood ja sellele vastav riik.

PY Paraguay

3. Ilja IV lisa veergudest A ja B jietakse vilja jargmine tihestikuline kood ja sellele vastav riik.

GQ  Ekvatoriaal-Guinea

Artikkel 2

Joustumine ja kohaldamine

Kiesolev madrus joustub 1. jaanuaril 2018.

Artikli 1 1oikeid 1 ja 2 kohaldatakse alates 1. jaanuarist 2019.

Artikli 1 16iget 3 kohaldatakse alates 1. jaanuarist 2021.
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Kiesolev mddrus on tervikuna siduv ja vahetult kohaldatav koikides litkmesriikides.

Briissel, 27. september 2017

Komisjoni nimel
president
Jean-Claude JUNCKER
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KOMISJONI DELEGEERITUD MAARUS (EL) 2018/149,
15. november 2017,

millega muudetakse delegeeritud mairust (EL) 2016/1238 riikliku sekkumise raames kokkuostuks
ja eraladustamistoetuse saamiseks kolbliku piima ja kolblike piimatoodete koostisele esitatavate
nduete ning asjaomaste toodete kvaliteediniitajate osas

EUROOPA KOMISJON,
vottes arvesse Euroopa Liidu toimimise lepingut,

vottes arvesse Euroopa Parlamendi ja ndukogu 17. detsembri 2013. aasta médrust (EL) nr 1308/2013, millega
kehtestatakse pollumajandustoodete ithine turukorraldus ning millega tunnistatakse kehtetuks ndukogu méérused (EMU)
nr 922/72, (EMU) nr 234/79, (EU) nr 1037/2001 ja (EU) nr 1234/2007, (‘) eriti selle artikli 19 16ike 1 punkti a,

ning arvestades jargmist:

(1)  Komisjoni delegeeritud mairusega (EL) 2016/1238 (%) kehtestatakse riikliku sekkumise raames kokkuostuks ja
eraladustamistoetuse saamiseks kolbliku piima ja kolblike piimatoodete koostisele esitatavad nduded ning
asjaomaste toodete kvaliteediniitajad.

(2)  Kuna piima ja piimatoodete analiiiisiks ja kvaliteedi hindamiseks kasutatavaid meetodeid on tehniliselt tdiustatud
ning selleks, et tagada jirjepidevus olemasolevate liidu digusaktidega piimatoodete hiigieeninduete kohta, on vaja
14bi vaadata nduded teatavate riikliku sekkumise raames kokkuostuks ja eraladustamistoetuse saamiseks kdlblike
piimatoodete koostisele ja nende piimatoodete kvaliteediniitajad ning neid ajakohastada.

(3)  Seepirast tuleks delegeeritud madruse (EL) 2016/1238 IV ja V lisa vastavalt muuta,

ON VASTU VOTNUD KAESOLEVA MAARUSE:

Artikkel 1
Delegeeritud maaruse (EL) 2016/1238 lisasid muudetakse jargmiselt:
a) IV lisa Il osa asendatakse kdesoleva miiruse I lisas esitatud tekstiga;
b) V lisa I osa asendatakse kiesoleva maaruse II lisas esitatud tekstiga.

Artikkel 2

Kéesolev madrus joustub seitsmendal paeval pérast selle avaldamist Euroopa Liidu Teatajas.

Kiesolev mddrus on tervikuna siduv ja vahetult kohaldatav koikides liikmesriikides.

Briissel, 15. november 2017

Komisjoni nimel
president
Jean-Claude JUNCKER

(") ELTL 347,20.12.2013,1k 671.
(*) Komisjoni 18. mai 2016. aasta delegeeritud maarus (EL) 2016/1238, millega tdiendatakse Euroopa Parlamendi ja ndukogu mairust (EL)
nr 1308/201 3 riikliku sekkumise ja eraladustamistoetuse osas (ELT L 206, 30.7.2016, lk 15).
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I LISA

LI OSA
Nouded koostisele ja kvaliteedinditajad

Vi on vesi-Olis-tiiipi tahke emulsioon, mille koostis ja kvaliteedinditajad on jirgmised.

Parameetrid Sisaldus ja kvaliteedinditajad
Rasvasisaldus vihemalt 82 %
Veesisaldus kuni 16 %
Rasvata kuivainete sisaldus kuni 2 %
Rasva happesus kuni 1,2 mmol 100 g rasva kohta
Peroksiidarv kuni 0,3 meq hapnikku 1 000 g rasva kohta
Mittepiimarasv trigliitseriidide analiiiisiga ei ole avastatav
Organoleptilised omadused vilimuse, maitse ja I6hna ning konsistentsi eest vdhemalt 4 punkti 5st*
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II LISA

»1II OSA

Nouded koostisele ja kvaliteediniitajad

Parameetrid Sisaldus ja kvaliteedinditajad
Valgusisaldus vihemalt 34,0 % rasvata kuivainest
Rasvasisaldus kuni 1,00 %
Veesisaldus kuni 3,5 %
Tiitritav happesus ml detsinormaalse naatriumhiidroksiidi- | kuni 19,5 ml

lahuse kohta

Laktaadisisaldus

kuni 150 mg [ 100 g

Fosfataastest

negatiivne, st fosfataasi aktiivsus alla 350 mU liitri taasta-
tud piima kohta

Mittelahustuvuse indeks

kuni 0,5 ml (24 °C)

Korbenud osakesed

kuni 15,0 mg, s.o vihemalt ketas B

Mikroorganismide tildarv

kuni 40 000 CFU grammi kohta

Petipiim (') puudub (3
Laabivadak () puudub
Happevadak () puudub (%) v6i kuni 150 mg/100 g (%)

Maitse ja 16hn

puhas

Vilimus

valge voi veidi kollakas virvus, lisanditeta ja vérviliste osa-
kesteta

(") Petipiim — vi tootmise kdrvalsaadus, mis tekib parast koore kloppimist ja tahke rasva eraldamist.
(3 Petipiima puudumist saab kindlaks teha vihemalt kord nddalas ettevdttes teostatava tootmisplaani kohapealse etteteatamiseta kont-
rolli v&i 1opptoote laboratoorse analiiiisi abil, mille tulemus on kuni 69,31 mg dipalmitoiiiilfosfatidiiiiletanoolamiini (PEDP) 100 g

pulbri kohta.

(}) Vadak — juustu voi kaseiini tootmise kdrvalsaadus, mis tekib laabi voi hapete toimel ja/vai keemilis-fuiisikaliste protsesside tulemu-

sena.
Kui tehakse kohapealseid etteteatamiseta kontrolle.
(®) Kui kohaldatakse standardit ISO 8069.°

—
=




L 26/14 Euroopa Liidu Teataja 31.1.2018

KOMISJONI RAKENDUSMAARUS (EL) 2018/150,
30. jaanuar 2018,

millega muudetakse rakendusmiirust (EL) 2016/1240 seoses riikliku sekkumise ja eraladus-
tamistoetuse jaoks kolbliku piima ja kolblike piimatoodete analiiiisimise ning kvaliteedi hindamise
meetoditega

EUROOPA KOMISJON,
vottes arvesse Euroopa Liidu toimimise lepingut,

vottes arvesse Euroopa Parlamendi ja ndukogu 17. detsembri 2013. aasta maarust (EL) nr 1306/2013 ithise pollumajan-
duspoliitika rahastamise, haldamise ja seire kohta ning millega tunnistatakse kehtetuks ndukogu miirused (EMU)
nr 352/78, (EU) nr 165/94, (EU) nr 2799/98, (EU) nr 814/2000, (EU) nr 1290/2005 ja (EU) nr 485/2008, (') eriti selle
artikli 62 16ike 2 punkti i,

ning arvestades jargmist:

(1)  Komisjoni delegeeritud maaruses (EL) 2016/1238 (3 ja komisjoni rakendusmiiruses (EL) 2016/1240 () on
sitestatud riikliku sekkumise ja eraladustamistoetuse eeskirjad. Komisjoni mééruses (EU) nr 2732008 (¥) on
sitestatud meetodid, mida kasutatakse, et hinnata piima ja piimatoodete vastavust kdnealustes mairustes
sdtestatud kolblikkusnduetele seoses riikliku sekkumise ja eraladustamistoetusega.

(2)  Vottes arvesse piima ja piimatoodete analiiiisi- ja kvaliteedihindamismetoodika tehnilist arengut, tuleks teha
sisulisi muutusi, et kdnealust metoodikat lihtsustada ja ajakohastada viited ISO standarditele. Selguse ja tdhususe
huvides ning vdttes arvesse madruse (EU) nr 273/2008 sitete muutmise ulatust ja tehnilist iseloomu, tuleks
kdnealuse méddruse asjaomased sitted lisada rakendusmaarusesse (EL) 2016/1240.

(3)  Et tagada uute standardite ja meetodite iithtne jirgimine kdigis liikmesriikides, tuleks laboritele anda piisavalt aega
menetluste libivaatamiseks ja ajakohastatud meetodite rakendamiseks.

(4)  Seepirast tuleks rakendusmiirust (EL) 2016/1240 vastavalt muuta.
(5)  Oiguskindluse huvides tuleks maarus (EU) nr 273/2008 kehtetuks tunnistada.

(6)  Kiesoleva mdirusega ettendhtud meetmed on kooskdlas péllumajandusturgude iihise korralduse komitee
arvamusega,

ON VASTU VOTNUD KAESOLEVA MAARUSE:

Artikkel 1

Rakendusmdirust (EL) 2016/1240 muudetakse jirgmiselt.
1) Artiklit 4 muudetakse jargmiselt:
a) ldiget 1 muudetakse jargmiselt:
i) punkt d asendatakse jirgmisega:
,d) voi puhul kdesoleva mairuse IV lisa I ja Ia osa;”
ii) punkt e asendatakse jirgmisega:

,€) 13ssipulbri puhul kdesoleva mairuse V lisa I ja Ia osa.”

(") ELTL 347,20.12.2013, 1k 549.

(*) Komisjoni 18. mai 2016. aasta delegeeritud maarus (EL) 20161238, millega tdiendatakse Euroopa Parlamendi ja ndukogu miirust (EL)
nr 1308/2013 riikliku sekkumise ja eraladustamistoetuse osas (ELT L 206, 30.7.2016, 1k 15).

(*) Komisjoni 18. mai 2016. aasta rakendusmdirus (EL) 2016/1240, millega kehtestatakse Euroopa Parlamendi ja ndukogu méiruse (EL)
nr 1308/2013 rakenduseeskirjad riikliku sekkumise ja eraladustamistoetuse osas (ELT L 206, 30.7.2016, Ik 71).

(*) Komisjoni 5. martsi 2008. aasta madrus (EU) nr 273/2008, millega kehtestatakse ndukogu maaruse (EU) nr 1255/1999 iiksikasjalikud
rakenduseeskirjad piima ja piimatoodete analiiiisimise ning kvaliteedi hindamise meetodite kohta (ELT L 88, 29.3.2008, lk 1).
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b) 1dige 2 asendatakse jirgmisega:

,2.  Meetodid, mida riikliku sekkumise puhul kasutatakse vastavalt I, IV ja V lisas osutatud teravilja, voi ja
16ssipulbri kvaliteedi maaramiseks, peavad vastama asjaomaste Euroopa vdi rahvusvaheliste standardite viimastele
versioonidele, mis on kehtinud vihemalt kuus kuud enne riikliku sekkumise ajavahemiku esimest pdeva, nagu
médratletud mairuse (EL) nr 1308/2013 artiklis 12.

2) Lisatakse artikkel 60a:
,Artikkel 60a
Riikliku sekkumise ja eraladustamistoetusega seotud piima ja piimatoodete kontrollide erisitted

1. Voi, lossipulbri ja juustu kolblikkus eraladustamistoetuse saamiseks tehakse kindlaks vastavalt VI, VII ja
VIII lisaga kehtestatud meetoditele.

Konealused meetodid peavad vastama asjaomaste Euroopa voi rahvusvaheliste standardite viimastele versioonidele,
mis on kehtinud vihemalt kuus kuud enne riikliku sekkumise ajavahemiku esimest pdeva, nagu médratletud mairuse
(EL) nr 1308/2013 artiklis 12.

2. Kiesoleva miirusega sitestatud meetodite abil 1dbi viidud kontrollide tulemusi hinnatakse vastavalt IX lisale.”

3) Lisasid muudetakse vastavalt kdesoleva mairuse lisale.

Artikkel 2

Miirus (EU) nr 273/2008 tunnistatakse kehtetuks.

Artikkel 3

Kéesolev médrus joustub seitsmendal péeval pérast selle avaldamist Euroopa Liidu Teatajas.

Kiesolev mddrus on tervikuna siduv ja vahetult kohaldatav koikides liikmesriikides.

Briissel, 30. jaanuar 2018

Komisjoni nimel
president
Jean-Claude JUNCKER
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LISA

Rakendusmaiidruse (EL) 2016/1240 lisasid muudetakse jargmiselt.
1) IV lisa muudetakse jargmiselt:
a) I osas asendatakse punkti 2 teine 16ik jargmisega:
,Iga proovi hinnatakse eraldi. Uute proovide votmine ja kordushindamine ei ole lubatud.”;

b) lisatakse Ia osa jargmiselt:

JA OSA

Mageda vi analiiiisimeetodid seoses riikliku sekkumisega

Parameeter Meetod

Rasvasisaldus () ISO 17189 voi ISO 3727, 3. osa

Veesisaldus ISO 3727, 1. osa

Rasvata kuivainete sisaldus ISO 3727, 2. osa

Rasva happesus ISO 1740
Peroksiidarv ISO 3976
Mittepiimarasv ISO 17678

Organoleptilised omadused ISO 22935, 2. ja 3. osa ning allpool esitatud hindamistabel.

(") Kasutatava meetodi kiidab heaks makseasutus.

Hindamistabel
Vilimus Konsistents Lohn ja maitse
Punktid Markused Punktid Mirkused Punktid Markused
5 Viga hea 5 Viga hea 5 Viga hea
Ideaalne tiitip Ideaalne tiiiip Ideaalne tiitip
Korgeim kvaliteet Korgeim kvaliteet Korgeim kvaliteet
(iihtlaselt kuiv) (iihtlaselt maaritav) (tdiesti puhas orn 15hn)
4 Hea 4 Hea 4 Hea
(margatavaid puudusi (mérgatavaid puudusi (mérgatavaid puudusi ei
ei ole) ei ole) ole)
1,2 Mis tahes puudus 1,2 Mis tahes puudus 1,2 Mis tahes puudus*
voi 3 voi 3 voi 3
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2) V lisas lisatakse jargmine Ia osa:

JA OSA

Lossipulbri analiiiisimeetodid seoses riikliku sekkumisega

Parameeter Meetod
Valgusisaldus ISO 8968, 1. osa
Rasvasisaldus ISO 1736
Veesisaldus ISO 5537
Happesus ISO 6091
Laktaadisisaldus 1SO 8069
Fosfataastest ISO 11816, 1. osa

Mittelahustuvuse indeks

ISO 8156

Korbenud osakesed (1)

ADPI

Mikroorganismide iildarv

ISO 4833, 1. osa

Petipiimasisaldus

I liide

Laabivadaku sisaldus (?)

II ja 1 liide

Happevadaku sisaldus (%)

ISO 8069 vdi kohapealsed kontrollid

Organoleptiline kontroll (*)

ISO 22935, 2. ja 3. osa

(") Korbenud osakeste analiiiise voib teha siistemaatiliselt. Kdnealuseid analiiiise tuleb siiski teha alati, kui organoleptilist kontrolli

ei tehta.

o~ —
==

Kasutatava meetodi (ithe v6i mdlemad) kiidab heaks makseasutus.
Kasutatava meetodi kiidab heaks makseasutus.
%) Organoleptilised kontrollid tehakse juhul, kui makseasutus seda parast riskipohist analiiiisi vajalikuks peab.
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4.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.3.

4.4.

4.4.1.

4.4.2.

4.4.3.

4.4.4.

4.4.5.

4.4.6.

4.4.7.

I liide

LOSSIPULBER: FOSFATIDUULSERIINI JA FOSFATIDUULETANOOLAMIINI KVANTITATIIVNE MAARAMINE

Meetod: poordfaasiline korgsurvevedelikkromatograafia (HPLC)
EESMARK JA RAKENDUSALA

Kidesoleva meetodiga on vdimalik médrata fosfatidiiiilseriini (PS) ja fosfatidiiiiletanoolamiini (PE) kogus
18ssipulbris ja sellega saab tuvastada petipiimapulbri lisandit 18ssipulbris.

MAARATLUS

PS + PE sisaldus: aine massiosa, mis on mdiratud siinkirjeldatud meetodi abil. Tulemus vailjendatakse
dipalmitotiilfosfatidiiiiletanoolamiini (PEDP) milligrammides 100 g pulbri kohta.

MEETODI POHIMOTE
Taastatud piimapulbrist ekstraheeritakse metanooliga aminofosfolipiidid. PS ja PE médratakse o-ftaaldialdehiiiid-

derivaatidena (OPA) poordfaasilise HPLC ja fluorestsentsdetektori abil. PS ja PE sisaldus uuritavas proovis
madratakse kvantitatiivselt standardproovi suhtes, mis sisaldab teadaolevat kogust PEDPd.

REAKTIIVID

K&ik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad. Kasutada tuleb destilleeritud v&i vihemalt samavairse
puhtusastmega vett, kui ei ole ette ndhtud teisiti.

Standardaine: vihemalt 99 % puhtusastmega PEDP

Markus: standardainet tuleb sailitada — 18 °C juures.

Reaktiivid standardproovide ja uuritavate proovide valmistamiseks
HPLC jaoks sobiva puhtusastmega metanool
HPLC jaoks sobiva puhtusastmega kloroform

Triiptamiinmonohiidrokloriid

Reaktiivid o-ftaaldialdehiiiidi derivaatide valmistamiseks
Naatriumhiidroksiidi 12 M vesilahus

Boorhappe 0,4 M vesilahus, pH naatriumhiidroksiidiga (4.3.1) reguleeritud 10,0-ni
2-merkaptoetanool

o-ftaaldialdehiiiid (OPA)

HPLC elueerimislahustid

Elueerimislahustid peavad olema valmistatud HPLC jaoks sobiva puhtusastmega reaktiividest.
HPLC jaoks sobiva puhtusastmega vesi

Metanool, mille puhtus on fluorimeetriliselt kontrollitud

Tetrahiidrofuraan

Naatriumdivesinikfosfaat

Naatriumatsetaat

Addikhape
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5. APARATUUR

5.1.  Analiiitilised kaalud, mddtetipsus 1 mg, jaotise viirtus 0,1 mg.

5.2.  Keeduklaasid ruumalaga 25 ja 100 ml

5.3.  Pipetid, millega saab lisada 1 ja 10 ml

5.4.  Magnetsegur

5.5.  Mootepipetid, millega saab lisada 0,2, 0,5 ja 5 ml

5.6.  Mootekolvid ruumalaga 10, 50 ja 100 ml

5.7.  Siistlad ruumalaga 20 ja 100 pl.

5.8.  Ultrahelivann

5.9.  Tsentrifuug, mis voimaldab kiirendusi 27 000 x g

5.10. Klaasviaalid ruumalaga ligikaudu 5 ml

5.11. Mdoétesilinder ruumalaga 25 ml

5.12. pH-meeter tipsusega kuni 0,1 pH iihikut

5.13. HPLC seadmed

5.13.1. Gradientpumbasiisteem, tookiirus 1,0 ml/min 200-baarise rohu juures

5.13.2. Automaatproovisisesti, mille abil saab valmistada derivaate

5.13.3. Kolonnisoojendi, mis voimaldab hoida kolonni temperatuuril 30 + 1 °C

5.13.4. Fluorestsentsdetektor, reguleeritud ergastuslainepikkusele 330 nm ja kiirguslainepikkusele 440 nm

5.13.5. Integraator voi andmetditlustarkvara, mis voimaldab madta piikide pindala

5.13.6. Kolonn LiChrospher® — 100 (250 x 4,6 mm) vdi samavddrne kolonn, mis on tdidetud oktadetsiiiilsilaaniga (C 18),
osakeste suurus 5 pm.

6. PROOVIVOTT
Proovid tuleb votta vastavalt ISO standardile 707.

7. TOO KAIK

7.1.  Sisestandardlahuse valmistamine

7.1.1. Kaaluda 100 ml mddtekolbi (5.6) 30,0 + 0,1 mg triiptamiinmonohiidrokloriidi (4.2.3) kaalutis ning tdita kolb
metanooliga (4.2.1) kuni mdrgini.

7.1.2.  Pipettida 1 ml (5.3) saadud lahust 10 ml mdotekolbi (5.6) ning tdita kolb metanooliga (4.2.1) kuni mdrgini, et
saavutada triiptamiini kontsentratsioon 0,15 mM.

7.2. Uuritava proovi lahuse valmistamine

7.2.1. Kaaluda 25 ml keeduklaasi (5.2) 1,000 + 0,001 g lossipulbri proovi. Lisada pipetiga (5.3) 10 ml destilleeritud vett
temperatuuriga 40 £ 1 °C ja segada magnetseguriga (5.4) 30 minutit, kuni kgik tiikid on lahustunud.

7.2.2.  Pipettida 0,2 ml (5.5) taastatud piima 10 ml modtekolbi (5.6), lisada siistlaga (5.7) 100 ul 0,15 mM triiptamii-
nilahust (7.1) ja taiendada metanooliga (4.2.1) margini. Segada hoolikalt, pdorates kolbi korduvalt iimber, ja téddelda
ultraheliga (5.8) 15 minutit.

7.2.3.  Tsentrifuugida (5.9) 27 000 x g juures 10 minutit ja koguda supernatant klaasviaali (5.10).

Markus: uuritava proovi lahust tuleks HPLC analiiiisi tegemiseni sdilitada 4 °C juures.
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7.3.

7.4.

7.5.

7.5.1.

Vilisstandardlahuse valmistamine

Kaaluda 50 ml mddtekolbi (5.6) 55,4 mg PEDPd (4.1) ning lisada mddtesilindriga (5.11) ligikaudu 25 ml klorofor-
mi (4.2.2). Kuumutada korgiga suletud kolb temperatuurini 50 + 1 °C ja segada hoolikalt, kuni PEDP on lahustunud.
Jahutada kolb temperatuurini 20 °C, tdiendada metanooliga (4.2.1) mdrgini ja segada kolbi iimber péorates.

Pipettida 1 ml (5.3) saadud lahust 100 ml modtekolbi (5.6) ning tdiendada metanooliga (4.2.1) mdrgini. Pipettida
1 ml (5.3) saadud lahust 10 ml mdotekolbi (5.6), lisada 100 pl (5.7) 0,15 mM triiptamiinilahust (7.1) ja taiendada

metanooliga (4.2.1) mdrgini. Segada, poorates kolbi korduvalt iimber.

Mrkus: standardproovi lahust tuleks HPLC-analiiiisi tegemiseni siilitada 4 °C juures.

Derivaatimisreaktiivi valmistamine

Kaaluda 10 ml mdotekolbi (5.6) 25,0 = 0,1 mg OPAd (4.3.4), lisada 0,5 ml (5.5) metanooli (4.2.1) ja segada
hoolikalt, et OPA lahustuks. Taiendada margini boorhappe lahusega (4.3.2) ning lisada siistlaga (5.7) 20 pl
2-merkaptoetanooli (4.3.3).

Markus: derivaatimisreaktiivi tuleb sdilitada tumedas klaasviaalis 4 °C juures ning see siilib itks nadal.

Midramine HPLC-ga
Elueerimislahustid (4.4)

Lahusti A: 0,3 mM naatriumdivesinikfosfaadi ja 3 mM naatriumatsetaadi lahus (pH reguleeritud d4dikhappega
vddrtuseni 6,5 * 0,1): metanool: tetrahiidrofuraan = 558:440:2 (mahusuhe)

Lahusti B: metanool

Soovitatav elueerimisgradient

Aeg (min) Lahusti A (%) Lahusti B (%) Voolutuskiirus (ml/min)
Algus 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

Markus: Joonisel 1 ndidatud lahutusvdime saavutamiseks voib olla vaja elueerimisgradienti natuke muuta.

Kolonni temperatuur: 30 °C.
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7.5.3.  Sisestusruumala: 50 pl derivaatimisreaktiivi ja 50 pl proovilahust

7.5.4.  Kolonni tasakaalustamine
Susteemi tavalisel igapdevasel kiivitamisel pesta kolonni 15 minutit 100 % lahustiga B, seejirel segada A:B
suhtes 40:60 ja tasakaalustada 15 minutit voolutuskiirusel 1 ml/min. Teha pimekatse, sisestades

metanooli (4.2.1).

Markus: enne pikaajalist hoiustamist pesta kolonni metanooli ja kloroformi seguga (mahusuhe 80:20)
30 minutit.

7.5.5.  PS + PE sisalduse mddramine uuritavas proovis

7.5.6. Teha jarjestikused kromatograafilised analiiiisid, hoides nende labiviimise vahelise aja konstantsena, et saada konstantseid
retentsiooniaegu. Tundlikkusteguri arvutamiseks sisestada iga 5-10 uuritava proovilahuse jarel valisstandardlahust (7.3).

Mrkus: parast iga 20-25 to6tsiiklit tuleb kolonni puhastada, pestes vihemalt 30 minutit 100 % lahusti-
ga B (7.5.1).

7.6. Integreerimismeetod
7.6.1. PEDP piik

PEDP elueeritakse ithe piigina. Piigi pindala mairatakse miinimumist miinimumini integreerimisega.

7.6.2.  Triiptamiinipiik
Triiptamiin elueeritakse ithe piigina (joonis 1). Piigi pindala méidratakse miinimumist miinimumini integree-

rimisega.

7.6.3.  PS ja PE piigiriihmad

Kirjeldatud tingimustel (joonis 1) elueerub PS kahe peamise osaliselt lahknemata piigina, millele eelneb viiksem
pitk. PE elueerub kolme peamise osaliselt lahknemata piigina. Iga piigirihma kogupindala méairamiseks
pannakse nulljoon paika joonisel 1 esitatud viisil.

8. TULEMUSTE ARVUTAMINE JA ESITAMINE

PS ja PE sisaldus uuritavas proovis arvutatakse jargmiselt:

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

kus:

C on PS voi PE sisaldus uuritavas proovis (mg/100 g pulbri kohta),
A, on standardproovi lahuse (7.3) PEDP piigi pindala,

A, on uuritava proovi lahuse (7.2) PS v&i PE piigi pindala,

T, on standardproovi lahuse (7.3) triiptamiini piigi pindala,

T, on uuritava proovi lahuse (7.2) triiptamiini piigi pindala.
9. MEETODI TAPSUS

Morkus: Korduvuse véirtused on arvutatud IDFi rahvusvahelise standardi (*) kohaselt.

9.1. Korduvus

Korduvuse suhteline standardhilve, mis viljendab séltumatute analiiiisitulemuste varieeruvust ning mis on
lithikese aja jooksul saadud iithe ja sama analiiiisija poolt samades tingimustes sama seadme ja prooviga, ei tohi
iiletada 2 %. Kui nendes tingimustes on saadud kaks tulemust, ei tohi kahe tulemuse suhteline erinevus olla
suurem kui 6 % tulemuste aritmeetilisest keskmisest.
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9.2. Korratavus

Kui eri laborite analiiiisijad on iihe ja sama proovi analiiiisimisel saanud kaks erinevat tulemust, kasutades eri
seadmeid eri tingimustes, ei tohi kahe tulemuse suhteline erinevus olla suurem kui 11 % nende tulemuste
aritmeetilisest keskmisest.

10. KIRJANDUS

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).

Joonis 1

Fosfatidiiiilseriini (PS) ja fosfatidiiiiletanoolamiini (PE) OPA-derivaatide piigid pulbrist taastatud
16ssi metanooliekstrakti HPLC-kromatogrammil. Niidatud on PS, PE ja triiptamiini (sisestandard)
piikide integreerimine.
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11 liide

RIKLIKUKS LADUSTAMISEKS ETTE NAHTUD L0§SIPULBRIS ESINEVA LAABIVADAKU TUVASTAMINE
KASEIINI MAKROPEPTIIDIDE MAARAMISE TEEL KORGSURVEVEDELIKKROMATOGRAAFIA (HPLC) ABIL

1. RAKENDATAVUS JA RAKENDUSALA

Kéesoleva meetodiga on vdimalik kaseiini makropeptiidide maidramise teel tuvastada laabivadaku lisand
riiklikuks ladustamiseks ette nahtud 18ssipulbris.

2. VIIDE

Rahvusvaheline standard ISO 707 — Piim ja piimatooted — Proovivotujuhend.

3. MAARATLUS

Tahke laabivadaku sisaldus massiprotsentides leitakse kaseiini makropeptiidide sisalduse kaudu kirjeldatud
meetodit kasutades.

4. POHIMOTE

— Lassipulbrist taastatakse 19ss, rasv ja valgud eraldatakse triklorodddikhappega ning seejirel tsentrifuugitakse
voi filtritakse.

— Supernatandis mairatakse korgsurvevedelikkromatograafia (HPLC) abil kaseiini makropeptiidide kogus.

— Proovide tulemusi vdrreldakse 18ssipulbri standardproovidega, millele kas on lisatud teadaolev protsent
vadakupulbrit voi ei ole seda tehtud.

5. REAKTIIVID

Koik reaktiivid peavad olema analiiiitiliselt puhtad. Kasutada tuleb destilleeritud voi vdhemalt samavdirse
puhtusastmega vett.

5.1. Triklorodidikhappe lahus

Lahustada vees 240 ¢ triklorodddikhapet (CCl;COOH) ja tdiendada ruumalani 1 000 ml. Lahus peab olema
puhas ja virvitu.

5.2. Eluentlahus, pH 6,0
Lahustada 1,74 g dikaaliumvesinikfosfaati (K,HPO,), 12,37 g kaaliumdivesinikfosfaati (KH,PO,) ja 21,41 g
naatriumsulfaati (Na,SO,) umbes 700 ml vees. Vajaduse korral reguleerida pH 6,0-le, kasutades fosforhappe voi
kaaliumhiidroksiidi lahust.

Taiendada veega 1 000 ml margini ja homogeniseerida.

Markus: eluendi koostist vdib ajakohastada, et see vastaks etalonide sertifikaadile vdi kolonni tditematerjali
tootja soovitustele.

Enne kasutamist filtrida eluentlahus 1abi membraantfiltri, mille pooride 14bimd6t on 0,45 pm.

5.3. Pesulahus

Segada itks mahuosa atsetonitriili (CH,CN) iheksa mahuosa veega. Enne kasutamist filtrida segu ldbi
membraanfiltri, mille pooride ldbimd&t on 0,45 pm.

Markus: voib kasutada monda muud baktereid tapva toimega pesulahust, mis ei vihenda kolonnide
lahutusvdimet.

5.4. Standardproovid
5.4.1.  Lossipulber, mis vastab kdesoleva mddruse nouetele (s.t [0])

5.4.2.  Sama lossipulber, millele on lisatud 5 massiprotsenti standardkoostisega laabivadakupulbrit (s.t [5])
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6. APARATUUR
6.1. Analiziitilised kaalud

6.2. Tsentrifuug, mis véimaldab saavutada tsentrifuugimiskiirenduse 2 200 g ja on varustatud umbes 50 ml
suletavate tsentrifuugianumatega

6.3. Mehhaaniline loksuti

6.4. Magnetsegur

6.5. Umbes 7 cm libim66duga klaaslehtrid

6.6. Umbes 12,5 cm libim6dduga keskmise tihedusega paberfiltrid

6.7. Klaasist filtrimisseade, mille membraanfiltri pooride libimddt on 0,45 pm

6.8. Modtepipetid, mis véimaldavad mddta 10 ml (ISO 648, klass A vdi ISO/R 835), voi doseerimisseade,
millega saab m&6ta 10,0 ml kahe minuti jooksul

6.9. Doseerimisseade, mis véimaldab modta 20,0 ml vett umbes 50 °C juures
6.10. Termostaadiga vesivann, reguleeritud temperatuurile 25 = 0,5 °C

6.11. HPLC-seade, mille komplekti kuulub:
6.11.1. Pump
6.11.2. Sisesti mahtude 15—30 pl ksitsi v3i automaatseks sisestamiseks

6.11.3  Kaks jirjestikust TSK 2 000-SW kolonni (pikkus 30 cm, sisediameeter 0,75 cm) voi samavddrsed kolonnid (nt iiks TSK
2 000-SWxl, itks Agilent Technologies Zorbax GF 250) ja iiks eelkolonn (3 cm x 0,3 cm), tdidetud 1 125ga voi
samavddrse tohususega materjaliga

6.11.4 Termostaadiga kolonniahi, reguleeritud temperatuurile 35 + 1 °C
6.11.5. Muudetava lainepikkusega 0,008 A tundlikkusega UV-detektor, mis voimaldab teha mootmisi 205 nm juures.
6.11.6. Integraator, mis vdimaldab integreerida miinimumist miinimumini

Markus: voib tootada ka toatemperatuuril hoitavate kolonnidega, kuid siis on nende lahutusvdime pisut
madalam. Sellisel juhul ei tohi temperatuur ithe analiiiisiseeria jooksul muutuda rohkem kui = 5 °C.

7. PROOVIVOTT

7.1. Proove vdetakse vastavalt rahvusvahelise standardiga ISO 707 sitestatud korrale. Liikmesriigid voivad kasutada
muud proovide votmise meetodit, kui see on kooskdlas eespool nimetatud standardi pShimdtetega.

7.2. Proovi hoitakse tingimustes, mis vilistavad selle riknemise v&i koostise muutumise.
8. TOO KAIK
8.1. Uuritava proovi ettevalmistamine

Panna 16ssipulber dhukindla kaanega anumasse, mille maht on 18ssipulbri mahust umbes kaks korda suurem.
Sulgeda anum kohe. Segada 13ssipulber histi labi, anumat korduvalt iimber poorates.

8.2. Katsekogus

Kaaluda tsentrifuugianumasse (6.2) vdi sobivasse suletavasse anumasse (50 ml) 2,000 + 0,001 g uuritavat
proovi.

8.3. Rasva ja valkude eemaldamine

8.3.1.  Lisada katsekogusele 20,0 ml kuuma vett (50 °C). Lahustada pulber, loksutades segu mehaanilisel loksutil (6.3) viis
minutit. Asetada anum vesivanni (6.10) ja tasakaalustada 25 °C juures.
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8.3.2.  Magnetseguriga (6.4) tugevasti segades lisada kahe minuti jooksul iihtlase kiirusega 10,0 ml triklorodddikhapet (5.1),
mille temperatuur on 25 °C. Segjdrel asetada tops 60 minutiks vesivanni (6.10).

8.3.3.  Tsentrifuugida (6.2) 10 minutit 2 200 g juures vdi filtrida labi paberi (6.6), visates filtraadist dra esimesed 5 ml.

8.4. Kromatograafiline miiramine

8.4.1.  Siistida HPLC-seadmesse (6.11), milles eluentlahuse (5.2) voolukiirus on 1,0 ml/min, tdpselt moddetud 15-30 pl
supernatanti voi filtraati (8.3.3).

Markus 1. Voib kasutada muud voolukiirust sdltuvalt kasutatava kolonni sisediameetrist voi kolonni tootja
soovitustest.

Markus 2. Iga tookatkestuse ajal tuleb kolonne veega pesta. Kolonnidesse ei tohi jitta eluentlahust (5.2).

Enne t60 katkestamist enam kui 24 tunniks tuleb kolonnid veega 1dbi pesta ja seejirel pesta viahemalt kolme
tunni valtel lahusega (5.3) voolukiirusel 0,2 ml/min.

8.4.2.  Uuritava proovi [E] kromatograafilise analiiiisi tulemused saadakse kromatogrammina, millel iga piik identifitseeritakse
selle retentsiooniaja (RT) jirgi jargmiselt.

11 piik Kromatogrammi teine piik, mille RT on umbes 12,5 minutit.

III pitk Kromatogrammi kolmas piik, mis vastab kaseiini makropeptiidile ja mille RT on 15,5 minutit.

Kolonni(de) valik vdib oluliselt majutada iiksikpiikide retentsiooniaega.

Integraator (6.11.6) arvutab automaatselt vilja iga piigi pindala A.

Ay 11 piigi pindala

Ay 1II piigi pindala

Enne kvantitatiivset tdlgendamist tuleb kontrollida iga kromatogrammi kuju, et avastada vodimalikud
korvalekalded, mis on tingitud seadme voi kolonnide puudulikust t66st voi analiiiisitava proovi péritolust ja
omadustest.

Kahtluse korral tuleb analiiiisi korrata.

8.5. Tundlikkustegurite leidmine
8.5.1.  Kasutada tapselt sama meetodit, mida on kirjeldatud standardproovide (5.4) puhul punktides 8.2—8.4.2.

Kasutada virskelt valmistatud lahuseid, sest kaseiini makropeptiidid lagunevad 8 % triklorodddikhappe
keskkonnas. Hinnanguline kadu 30 °C juures on 0,2 % tunnis.

8.5.2.  Enne proovide kromatograafilist analiiiisi tuleb kolonnid tasakaalustada, siistides korduvalt standardproovi (5.4.2)
lahust (8.5.1), kuni kaseiini makropeptiidile vastava piigi pindala ja retentsiooniaeg jiab konstantseks.

8.5.3.  Mddrata tundlikkustegurid R, siistides sama palju filtraate (8.5.1) nagu uuritavate proovide puhul.

9. TULEMUSTE VALJENDAMINE
9.1. Arvutusmeetod ja -valemid

9.1.1.  Tundlikkusteguri R arvutamine

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

R, = 1I piikide tundlikkustegurid;

>
E
|

= punktis 8.5.3 saadud standardproovi [0] II piikide pindalad.
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9.1.4.

9.2.

It pllk l{III = W/(AIII[S] - AIII[O])

kus:

Ry = III piigi tundlikkustegur;

Ay [0]ja Ay [5] = punktis 8.5.3 saadud standardproovide [0] ja [5] III piigi pindalad;
w = standardproovi [5] vadakusisaldus, s.t 5.

Proovi [E] piikide suhtelise pindala arvutamine
SulE] = R x A[E]
SulE] = Ry, x Ay[E]
SwlE] = Ry x Ay[E]

kus:

Sl[ [E]' S[ll [E]’ S]V [E]
AII [E]’ AIH [E]

proovi [E] piikide II, III ja IV suhtelised pindalad;

punktile 8.4.2 vastavalt saadud proovi [E] piikide II ja III pindalad;

Ry Ry = punktis 9.1.1 arvutatud tundlikkustegurid.

Proovi [E] piigi III suhtelise retentsiooniaja arvutamine:

RRT,,[E] = (RTIII[E])/(RTIII[S])

kus:

RRT,, [E] = proovi [E] IIl piigi suhteline retentsiooniaeg;

RT,, [E] = punktis 8.4.2 saadud proovi [E] III piigi retentsiooniaeg;

RT,, [5] = punktis 8.5.3 saadud kontrollproovi [5] III piigi retentsiooniaeg.

Katsed on ndidanud lineaarse seose olemasolu III piigi suhtelise retentsiooniaja (s.t RRTy, [E]) ja lisatud vadakupulbri
sisalduse vahel kuni 10 % sisalduseni.

— RRT, [E] on < 1,000, kui vadakusisaldus on > 5 %;
— RRT,, [E] on = 1,000, kui vadakusisaldus on < 5 %.

RRT,, véirtuste lubatud kdikumine on  0,002.

Tavaliselt ei erine RRT,, [0] véddrtus palju 1,034st. Soltuvalt kolonnide olukorrast voib vidrtus liheneda
vairtusele 1,000, kuid peab alati olema sellest suurem.

Proovis sisalduva laabivadakupulbri protsendi arvutamine

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

kus:

w = proovis [E] sisalduva laabivadaku massiprotsent;

Su [E] = punktis 9.1.2 saadud uuritava proovi [E] III piigi suhteline pindala;

1,3 = III piigi suhteline keskmine pindala, viljendatud laabivadaku grammides 100 g kohta ning
médratud erineva piritoluga 18ssipulbris, mida ei ole vdltsitud. See véddrtus on saadud
katseliselt;

Sy [0] = on III piigi suhteline pindala, mis vérdub R, x A, [0]. Need vdirtused on saadud vastavalt
punktidele 9.1.1 ja 8.5.3;

Sy [0]1-0,9) = on parandus, mis tuleb teha keskmisele suhtelisele pindalale 1,3, kui Sy, [0] ei ole vrdne

0,9ga. Katseliselt saadud kontrollproovi [0] III piigi suhteline keskmine pindala on 0,9.
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9.3. Meetodi tipsus
9.3.1.  Korduvus

Uhel ja samal ajal vdi kohe iiksteise jirel samade seadmetega ithe ja sama analiiiisija poolt identse
katsematerjaliga labi viidud kahe médramise tulemuste vaheline erinevus ei tohi olla suurem kui
0,2 massiprotsenti.

9.3.2.  Korratavus

Erinevus kahe iiksiktulemuse vahel, mis on saadud kahes eri laboris sama katsematerjaliga, ei tohi olla suurem
kui 0,4 massiprotsenti.

9.4. Tolgendamine

9.4.1.  Vadak puudub, kui III piigi suhteline pindala S, [E], viljendatuna laabivadaku grammides 100 g toote kohta, on
< 2,0 +(S,[0] - 0,9),

kus:

2,0 III piigi pindala lubatud maksimaalne vaartus, vottes arvesse III piigi keskmist suhtelist pindala
(s.t 1,3), mddramatus on tingitud 1dssipulbri koostise kdikumistest ja meetodi korratavusest
(9.3.2);

(Sy; [0] = 0,9) | parandus, mis tuleb teha, kui pindala S, [0] on erinev 0,9st (vt punkt 9.2).

N

9.4.2.  Kui III piigi suhteline pindala S,[E] > 2,0 + (S,[0] — 0,9) ja II piigi suhteline pindala S, [E] < 160, mddrata
laabivadakusisaldus vastavalt punktis 9.2 osutatule.

A

9.4.3.  Kui III piigi suhteline pindala S, [E] on > 2,0 + (S,[0] — 0,9) ja II piigi suhteline pindala S, [E] < 160, mddrata
iildine valgusisaldus (P %), seejirel uurida jooniseid 1 ja 2.

9.4.3.1. Suure valgusisaldusega voltsimata koostisega lossipulbri proovide analiiiisimisel saadud teave on kokku voetud joonistel 1
ja 2.

Pidev joon kujutab lineaarset regressiooni, mille koefitsiendid arvutatakse vihimruutude meetodil.

Sirge katkendjoon fikseerib III piigi suhtelise pindala @ilemmaédra, kusjuures on tdenioline, et 90 % juhtudest
seda ei iiletata.

Jooniste 1 ja 2 katkendjoonte v&rrandid:

Sy =0376P%—-10,7 (joonis 1),

SIII = 0,0123 SII [E] + 0,93 (jOOl'liS 2)’

kus:

Su on III piigi suhteline pindala, arvutatud kas kogu valgusisalduse voi piigi suhtelise pindala S; [E] pdhjal;
P %  on kogu valgusisaldus, viljendatud massiprotsentides;

S, [E] on punktis 9.1.2 arvutatud proovi suhteline pindala.
Need vorrandid on vordsed punktis 9.2 nimetatud arvuga 1,3.

Lahknevus (T, ja T,) leitud suhtelise pindala S, [E] ja suhtelise pindala S, vahel saadakse jargmiselt: T, = S,,[E]
~ 10,376 P% — 10,7) + (S,[0] - 0,9)]: T, = S, [E] - [(0.0123 S,[E] + 0,93) + (5,,[0] - 0,9)]
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9.4.3.2. Kui T, javdi T,

Kui T, ja T,

on null voi viiksem, ei saa laabivadaku sisaldust tuvastada.

on suuremad kui null, sisaldab proov laabivadakut.

Laabivadaku sisaldus arvutatakse vastavalt jargmisele vorrandile: W = T, + 0,91

kus:

0,91 on pidevjoone ja katkendjoone vaheline kaugus vertikaalteljel.

Lassipulber

S8

11 piik

45 L

o o S = ¥ ¥ +

Proteiinisisaldus kokku (%)

Lassipulber

150

250 }
350 |
450 }

1l piik
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1T liide
LAABIVADAKUPULBRI MAARAMINE LOSSIPULBRIS

1. EESMARK: LOSSIPULBRILE LISATUD LAABIVADAKUPULBRI TUVASTAMINE

2. KIRJANDUS: RAHVUSVAHELINE STANDARD ISO 707

3. MAARATLUS
Laabivadakupulbri sisalduse leidmiseks mairatakse kaseiini makropeptiidide sisaldus massiprotsentides
jargnevalt kirjeldatud meetodil.

4. POHIMOTE
Proove analiiiisitakse kaseiini makropeptiidi A tuvastamiseks poordfaasilise kdrgsurvevedelikkromatograafia
(HPLC) abil. Saadud tulemusi vdrreldakse 13ssipulbri standardproovidega, millest osale on lisatud teatav kogus
vadakupulbrit. Kui tulemus on suurem kui 1 massiprotsent, niitab see, et proov sisaldab laabivadakupulbrit.

5. REAKTIIVID
Koik reaktiivid peavad olema analiiitiliselt puhtad. Kasutada tuleb destilleeritud v&i vdhemalt samavairse
puhtusastmega vett. Atsetonitriili kvaliteet peab vastama spektroskoopia v&i HPLC nduetele.

5.1. Trikloroaidikhappe lahus
Lahustada vees 240 g triklorodddikhapet (CCl,COOH) ja tdiendada ruumalani 1 000 ml. Lahus peab olema
puhas ja varvitu.

5.2. Eluendid A ja B
Eluent A: panna 1 000 ml mddtekolbi 150 ml atsetonitriili (CH,CN), 20 ml isopropanooli (CH;CHOHCH,) ja
1,00 ml trifluorodadikhapet (TFA, CF,CHOOH). Tdita veega ruumalani 1 000 ml.
Eluent B: panna 1 000 ml mddtekolbi 550 ml atsetonitriili, 20 ml isopropanooli ja 1,00 ml TFAd. Téita veega
ruumalani 1 000 ml. Filtrida eluentlahus enne kasutamist libi membraanfiltri, mille pooride 14bimddt on
0,45 pm.

5.3. Kolonni konserveerimine
Pirast analiiiise pestakse kolonni eluendiga B (gradiendi jirgi) ja seejarel 30 minuti jooksul atsetonitriiliga
(gradiendi jdrgi). Kolonni siilitatakse atsetonitriilis.

5.4. Standardproovid

5.4.1.  Riikliku ladustamise nouetele vastav lossipulber (s.t [0])

5.4.2.  Sama lossipulber, millele on lisatud 5 massiprotsenti standardkoostisega laabivadakupulbrit (s.t [5])

5.4.3.  Sama I3ssipulber, millele on lisatud 50 massiprotsenti standardkoostisega laabivadakupulbrit (s.t [50])

6. APARATUUR

6.1. Analiiiitilised kaalud

6.2. Tsentrifuug, mis véimaldab saavutada tsentrifuugimiskiirenduse 2 200 g ja on varustatud umbes 50 ml
suletavate tsentrifuugianumatega

6.3. Mehhaaniline loksuti

6.4. Magnetsegur

6.5. Umbes 7 cm libimd6duga klaaslehtrid
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6.6. Umbes 12,5 cm libim6dduga keskmise tihedusega paberfiltrid
6.7. Klaasist filtrimisseade, mille membraanfiltri pooride 1ibimddt on 0,45 pm

6.8. Modotepipetid, mis véimaldavad mddta 10 ml (ISO 648, klass A vai ISO/R 835), voi doseerimisseade,
millega saab md6ta 10,0 ml kahe minuti jooksul.

6.9. Doseerimisseade, mis voimaldab modta 20,0 ml vett umbes 50 °C juures
6.10.  Termostaadiga vesivann, reguleeritud temperatuurile 25 + 0,5 °C

6.11. HPLC-seade, mis koosneb jirgmistest osadest.
6.11.1. Pumbasiisteem, mis voimaldab saada kahekomponendilist gradienti
6.11.2. Sisesti ruumala 100 pl kdsitsi voi automaatseks sisestamiseks

6.11.3. Kolonn Agilent Technologies Zorbax 300 SB-C3 (pikkus 25 cm, siseldbimdot 0,46 cm) voi samavddrne suurepooriline
silikageeliga tdidetud poordfaaskolonn

6.11.4. Termostaadiga kolonniahi, reguleeritud temperatuurile 35 + 1 °C

6.11.5. Muudetava lainepikkusega UV-detektor, mis voimaldab teha mdotmisi 210 nm juures (vajaduse korral voib kasutada
suuremat lainepikkust kuni 220 nm), tundlikkusega 0,02 A

6.11.6. Integraator, mis vimaldab integreerida iihise nulljooneni vi miinimumist miinimumini.

Markus: kolonniga saab tootada toatemperatuuril, kui see ei kdigu rohkem kui 1 °C, vastasel korral varieerub
kaseiini makropeptiidi A retentsiooniaeg liiga palju.

7. PROOVIVOTT

7.1. Proove voetakse vastavalt rahvusvahelise standardiga ISO 707 sitestatud korrale. Liikmesriigid voivad
kasutada muud proovide votmise meetodit, kui see on kooskdlas eespool nimetatud standardi
pohimdtetega.

7.2. Proovi hoitakse tingimustes, mis vilistavad selle riknemise v3i koostise muutumise.

8. TOO KAIK

8.1. Uuritava proovi ettevalmistamine

Panna 13ssipulber dhukindla kaanega anumasse, mille maht on 18ssipulbri mahust umbes kaks korda suurem.
Sulgeda anum kohe. Segada 13ssipulber histi labi, anumat korduvalt imber poorates.

8.2. Katsekogus

Kaaluda tsentrifuugianumasse (6.2) voi sobivasse suletavasse anumasse (50 ml) 2,00 £ 0 001 g uuritavat
proovi.

Markus: segu puhul kasutada uuritava proovi kaalutist, mis parast rasvast vabastamist vastab kogusele 2,00 g.

8.3. Rasva ja valkude eemaldamine

8.3.1.  Lisada katsckogusele 20,0 ml kuuma vett (50 °C). Lahustada pulber, loksutades segu mehaanilisel loksutil (6.3) viis
minutit. Asetada anum vesivanni (6.10) ja tasakaalustada 25 °C juures.

8.3.2.  Magnetseguriga (6.4) tugevasti segades lisada kahe minuti jooksul iihtlase kiirusega 10,0 ml 25 °C triklorodddikhapet
(5.1). Segjdrel asetada anum 60 minutiks vesivanni (6.10).

8.3.3.  Tsentrifuugida (6.2) 10 minutit 2 200 g juures vi filtrida labi paberi (6.6), visates filtraadist dra esimesed 5 ml.
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8.4. Kromatograafiline miiramine

8.4.1.  Péordfaasiline HPLC valistab valepositiivsete tulemuste saamise hapukoorepeti pulbri sisalduse tottu.

8.4.2.  Enne piirdfaasilise HPLC analiiiisi labiviimist tuleb optimeerida gradiendi tingimused. Umbes 6 ml surnud ruumalaga
(ruumala lahuste iihinemispunktist kuni injektori silmuseni, viimane kaasa arvatud) gradientsiisteemide puhul on
optimaalne kaseiini makropeptiidi A retentsiooniaeg 26 + 2 minutit. Viiksema surnud ruumalaga (nditeks 2 ml)
gradientsiisteemide puhul on optimaalne retentsiooniaeg 22 minutit.

Votta standardproovide (5.4) lahuseid, millest osa sisaldab 50 % laabivadakut.
Sisestada HPLC-seadmesse 100 pl supernatanti voi filtraati (8.3.3) tabelis 1 esitatud proovigradiendi tingimustel.
Tabel 1
Proovigradiendi tingimused kromatograafilise analiiiisi optimeerimiseks
Aeg Voolutuskiirus % A %B Kéver
(min) (ml/min)
Algus 1,0 90 10 *

27 1,0 60 40 lineaarne

32 1,0 10 90 lineaarne

37 1,0 10 90 lineaarne

42 1,0 90 10 lineaarne
Kahe kromatogrammi vordlus peab andma kaseiini makropeptiidi A piigi asukoha.
Jargmist valemit kasutades saab vilja arvutada normaalgradiendi puhul kasutatava esialgse lahuse koostise
(vt 8.4.3): % B =10 - 2,5 + (13,5 + (RT,,,, — 26) | 6) x 30 [ 27 % B = 7,5 + (13,5 + (RT,,,, - 26) | 6) x 1,11
kus
RT,..  kaseiini makropeptiidi A retentsiooniaeg proovigradiendis
10: % B proovigradiendi alguses
2,5: % B normaalgradiendi keskel, millest lahutatakse % B normaalgradiendi alguses
13,5: proovigradiendi keskpunkti saavutamise aeg
26: kaseiini makropeptiidi A ndutav retentsiooniaeg
6: proovi- ja normaalgradiendi tdusude suhe
30: % B proovigradiendi alguses, millest lahutatakse % B 27 minuti pérast
27: proovigradiendi libijooksuaeg.

8.4.3.  Votta uuritavate proovide lahused.

Sustida HPLC-seadmesse tdpselt moddetult 100 pl supernatanti voi filtraati (8.3.3) eluendi (5.2) voolukiirusel
1,0 ml/minutis.

Eluendi koostis analiiiisi alguses saadakse punkti 8.4.2 kohaselt. Harilikult on see ligikaudu A:B = 76:24 (5.2).
Kohe pirast sisestamist alustada lineaargradienti, mille tulemuseks on 5 % vorra suurem B kogus 27 minuti
pdrast. Seejdrel alustada lineaargradienti, mille tulemusel on eluendis viie minuti parast 90 % B. Seda eluendi
koostist hoida viis minutit ja pdrast seda taastada lineaargradiendiga viie minuti jooksul esialgne
koostis. Soltuvalt pumbasiisteemi mahutavusest voib jargmist analiitisi alustada 15 minutit pédrast algtingimuste
saavutamist.

Markus 1. Kaseiini makropeptiidi A retentsiooniaeg peab olema 26 + 2 minutit. Seda on vdimalik saavutada,
muutes esimese gradiendi alg- ja 16pptingimusi. % B erinevus esimese gradiendi alg- ja 16pptingimustel peab
siiski olema 5 % B.
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Markus 2. Eluentidest tuleb 8hk piisavalt hésti eemaldada ja need peavad sellisena piisima. See on oluline
gradientpumbasiisteemi tdrgeteta toimimiseks. Kaseiini makropeptiidi A piigi retentsiooniaja standardhilve peab
olema alla 0,1 minuti (n = 10).

Markus 3. Iga viienda proovi jérel tuleb sisestada standardproov [5] ja arvutada selle alusel uus tundlikkuste-
gur R (9.1.1).

8.4.4.  Uuritava proovi (E) kromatograafilise analiliisi tulemused saadakse kromatogrammina, millel kaseiini makropeptiidi A piik
tehakse kindlaks 26minutilise retentsiooniaja alusel.

Integraator (6.11.6) arvutab automaatselt kaseiini makropeptiidi A piigi kdrguse H. Kontrollida tuleb iga
kromatogrammi nulljoone asukohta. Kui nulljoone asukoht on vale, tuleb analiiiisi vdi integreerimist korrata.

Markus: kui kaseiini makropeptiidi A piik on muudest piikidest piisavalt histi eraldunud, tuleb nulljoon
kindlaks médrata miinimumist miinimumini, muudel juhtudel kasutada vertikaalide tdmbamist ithise
nulljooneni, mille alguspunkt peab olema kaseiini makropeptiidi A piigi ldheduses (seega mitte ajahetkel
t = 0 min!). Standardi ja proovide puhul tuleb kasutada sama tiitipi integreerimist ning iihise nulljoone puhul
tuleb kontrollida selle sobivust proovidele ja standardile.

Enne kvantitatiivset interpreteerimist tuleb kontrollida iga kromatogrammi kuju, et avastada vdimalikud

korvalekalded, mis on tingitud seadme vdi kolonni puudulikust toost voi uuritava proovi péritolust ja
omadustest. Kahtluse korral tuleb analiiiisi korrata.

8.5.  Tundlikkustegurite leidmine

8.5.1.  Kasutada tdpselt sama meetodit, mida on Rkirjeldatud standardproovide (5.4.1-5.4.2) puhul punktides 8.2-8.4.4.
Kasutada varskelt valmistatud lahuseid, sest kaseiini makropeptiid laguneb toatemperatuuril 8 % triklorodddikhappe
keskkonnas. Temperatuuril 4 °C piisib lahus stabiilsena 24 tundi. Pikkade analiiiisiseeriate korral on automaatsisesti puhul
soovitatav kasutada jahutatud proovialust.

Mrkus: Punkti 8.4.2 v6ib vahele jitta, kui eelmistest analiiiisidest on teada algtingimustele vastav % B.

Standardproovi [5] kromatogramm peab vastama joonisele 1. Sellel joonisel eelneb kaseiini makropeptiidi
A piigile kaks viikest piiki. Piigid peavad eristuma samal mairal.

8.5.2.  Enne proovide kromatograafilist analiiiisi sisestada 100 l standardproovi, mis ei sisalda laabivadakut [0] (5.4.1).
Kromatogrammil ei tohi olla kaseiini makropeptiidi A retentsiooniajale vastavat piiki.

8.5.3.  Mddrata tundlikkustegurid R, sisestades samas mahus filtraati (8.5.1) nagu uuritavate proovide puhul.

9. TULEMUSTE VALJENDAMINE
9.1. Arvutusmeetod ja -valemid
9.1.1.  Tundlikkusteguri R arvutamine

Kaseiini makropeptiidi A piik: R = W/H

kus

R = kaseiini makropeptiidi A piigi tundlikkustegur,
H = kaseiini makropeptiidi A piigi kdrgus,

W = standardproovi [5] vadakusisaldus.
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9.2.

9.3.

9.4.

Proovis sisalduva laabivadakupulbri protsendi arvutamine

W(E) = R x H(E),

kus

W(E) = proovis [E] sisalduva laabivadaku massiprotsent,

R = kaseiini makropeptiidi A piigi tundlikkustegur (9.1.1),
H(E) = proovi [E] kaseiini makropeptiidi A piigi kdrgus.

Kui W(E) on suurem kui 1 % ning kui retentsiooniaegade erinevus proovi ja standardproovi [5] puhul on
viiksem kui 0,2 minutit, niitab see, et proov sisaldab laabivadakupulbrit.

Meetodi tipsus

Korduvus

Uhel ja samal ajal vdi kohe iiksteise jirel samade seadmetega iihe ja sama analiiiisija poolt identse
katsematerjaliga ldbi viidud kahe médramise tulemuste vaheline erinevus ei tohi olla suurem kui
0,2 massiprotsenti.

Korratavus

Ei ole médiratud.

Lineaarsus

Laabivadaku kontsentratsioonide vahemikus 0-16 % peavad tulemused olema lineaarses seoses korrelatsiooni-
koefitsiendiga > 0,99.

Tolgendamine

1 % piir hdlmab korratavusest tulenevalt madramatust.

Joonis 1

Ni—4.6 standard

Neeldumine (220 nm)

0 5 10 15 20 25 3o
Aeg (min)

(*) Rahvusvaheline IDFi standard 135B/1991. Piim ja piimatooted. Analiiitiliste meetodite tipsusnditajad. Vordluskatse
labiviimise meetod.
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3) Lisatakse jargmised lisad.

SVII LISA

Eraladustuslepingute alusel ladustatud 18ssipulbri analiiiisi meetodid

Parameeter

Meetod

Rasvasisaldus (1)

ISO 17189 voi ISO 3727, 3. osa

Veesisaldus

ISO 3727, 1. osa

Rasvata kuivainete (v.a sool) sisaldus

ISO 3727, 2. osa

Soolasisaldus

ISO 15648

() Kasutatava meetodi kiidab heaks makseasutus.

VII LISA

Eraladustuslepingute alusel ladustatud 13ssipulbri analiiiisi meetodid

Parameeter Meetod
Rasvasisaldus ISO 1736
Valgusisaldus ISO 8968, 1. osa
Veesisaldus ISO 5537
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VIII LISA

Eraladustuslepingute alusel ladustatud juustu analiiiisi meetodid

1. Selle tagamiseks, et juust, mis peaks olema valmistatud tiksnes lamba-, kitse- voi pithvlipiimast voi lamba-, kitse- ja
pithvlipiima segust, ei sisaldaks lehmapiima kaseiini, kasutatakse liites esitatud analtitisimeetodit.

Lehmapiima kaseiini sisaldust peetakse tdendatuks, kui uuritavas proovis on lehmapiima kaseiini sama palju vdi
rohkem kui liites kehtestatud standardproovis, mis sisaldab 1 % lehmapiima.

2. Meetodeid lehmapiima kaseiini tuvastamiseks 16ikes 1 osutatud juustudes voib kasutada tingimusel, et:
a) avastamispiir on 0,5 % vdi viiksem;
b) valepositiivseid tulemusi ei esine ja

¢) lehmapiima kaseiin on ndutava tundlikkusega tuvastatav isegi parast pikka laagerdusaega, mis voib esineda
tavalistes kaubandustingimustes.

Kui mdni eespool nimetatud nduetest ei ole tdidetud, tuleb kasutada liites esitatud meetodeid.
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Liide

MEETOD LEHMAPIIMA JA LEHMAPIIMA KASEINAADI MAARAMISEKS JUUSTUS, MIS ON VALMISTATUD
LAMBA-, KITSE- VOI PUHVLIPIIMAST VOI LAMBA-, KITSE- JA PUHVLIPIIMA SEGUST

1. RAKENDATAVUS

Lehmapiima ja lehmapiima kaseinaadi mairamine lamba-, kitse- vOi puthvlipiimast voi lamba-, kitse- ja
pithvlipiima segust valmistatud juustus y-kaseiinide isoelektrilise fookustamise abil parast litiisimist plasmiiniga.

2. RAKENDUSALA

Kiesolev tundlik ja spetsiifiline meetod sobib tootlemata ja kuumtoodeldud lehmapiima ning lehmapiima
kaseinaadi tuvastamiseks laagerdumata ja laagerdunud juustus, mis on valmistatud lamba-, kitse- voi
pithvlipiimast voi lamba-, kitse- ja pithvlipiima segust. See meetod ei sobi vdltsimise tuvastamiseks, kui piima
voi juustu on voltsitud lehmapiimast eraldatud kuumtoodeldud vadakuvalgu kontsentraadiga.

3. MEETODI POHIMOTE

3.1. Kaseiinide eraldamine juustust ja etalonainetest

3.2. Eraldatud kaseiinide lahustamine ja 16hustamine plasmiiniga (EC.3.4.21.7)

3.3. Plasmiipiga toodeldud kaseiinide isoelektriline fookustamine karbamiidi juuresolekul ja valkude
virvimine

3.4.  Virviga téodeldud y,- ja y,kaseiini mustrite (tdend lehmapiima olemasolust) vdrdlemine mustritega,

mis on saadud katsetes 0 % ja 1 % lehmapiima sisaldavate etalonainetega samas geelis.

4. REAKTIIVID

Kui ei ole Geldud teisiti, tuleb kasutada analiiiitiliselt puhtaid kemikaale. Vesi peab olema kahekordselt
destilleeritud voi samavédrse puhtusastmega.

Markus: jargnev eeskiri kehtib laboris valmistatud karbamiidisisaldusega poliakriiiilamiidgeelide puhul
modtmetega 265 x 125 x 0,25 mm. Kui kasutatakse muud tiiiipi ja teistsuguse suurusega geele, tuleb
lahutustingimusi vastavalt kohandada.

Isoelektriline fookustamine
4.1.  Reaktiivid karbamiidi sisaldavate poliiakriiiilamiidgeelide valmistamiseks
4.1.1.  Geeli pohilahus

Lahustada vees:

4,85 g akriiiilamiidi,

0,15 g N,N'-metiileenbisakriiiilamiidi (BIS),
48,05 g karbamiidi,

15,00 g 87massiprotsendilist gliitserooli,

tdiendada ruumalani 100 ml ning sdilitada kiilmikus tumedas klaaspudelis.

Mirkus: neurotoksilise akriiiilamiidi mdéératletud kaalutiste asemel on parem kasutada miigil olevat
akriitilamiidi ja BISi eelvalmistatud lahust. Kui valmislahus sisaldab 30 % massikontsentratsioonis akriiiilamiidi
ja 0,8 % massikontsentratsioonis BISi, tuleb eespool nimetatud segu valmistamiseks votta nimetatud kaalutiste
asemel 16,2 ml valmislahust. Pdhilahuse sidilivusaeg on kuni 10 pdeva; kui pohilahuse juhtivus on suurem kui
5 S, tuleb see deioniseerida, segades seda 2 g ioonvahetiga Amberlite MB-3 kolmekiimne minuti jooksul ja
filtreerides seejirel labi 0,45 m membraani.
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4.1.2.  Geeli lahus
Segada geeli pohilahus (vt 4.1.1) lisandite ja amfoliiitidega (*):
9,0 ml pohilahust;
24 mg B-alaniini;
500 pl amfoliiiiti, pH 3,5-9,5;
250 pl amfolaiiti, pH 5-7;
250 pl amfoliiiti, pH 6-8.
Segada geeli lahus ning degaseerida see ultrahelivannis v6i vaakumis kahe kuni kolme minuti jooksul.
Markus: geeli lahus valmistada vahetult enne selle valamist kattekilele (vt 6.2).
4.1.3.  Kataliisaatori lahused
4.1.3.1. N,N,N’,N'-tetrametiiiiletiileendiamiin (TEMED)
4.1.3.2. 40 % massikontsentratsiooniga ammooniumpersulfaadi lahus (PER):
lahustada 800 mg PERIi vees ja tdiendada ruumalani 2 ml.
Markus: alati tuleb kasutada varskelt valmistatud PERi lahust.
4.2. Kontaktvedelik
Petrool voi vedel parafiin
4.3. Anoodilahus
Lahustada 5,77 g 85massiprotsendilist fosforhapet vees ja tdiendada ruumalani 100 ml.
4.4. Katoodilahus
Lahustada 2,00 g naatriumhiidroksiidi vees ja tiiendada veega ruumalani 100 ml.
Proovi ettevalmistamine
4.5.  Reaktiivid valgu eraldamiseks
4.5.1.  Lahjendatud dddikhape (tdiendada 25,0 ml jad-dddikhappe ruumala veega ruumalani 100 ml)
4.5.2.  Diklorometaan
4.5.3.  Atsetoon
4.6.  Valke lahustav puhver

Lahustada vees:

5,75 g 87massiprotsendilist gliitserooli,
24,03 g karbamiidi,

250 mg ditiotreitooli

ja tdiendada ruumalani 50 ml.

Markus: siilitada kiillmikus; sdilimisaeg kuni itks nadal.
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4.7.

4.7.1.

4.8.

4.8.1.

4.8.2.

4.9.

4.10.

4.11.

4.11.1.

4.11.2.

4.11.3.

Reaktiivid kaseiinide 16hustamiseks plasmiiniga

Ammooniumkarbonaatpuhver

Tiitrida 0,2 mol/l ammooniumvesinikkarbonaadi lahus (1,58 g/100 ml vees, mis sisaldab 0,05 mol/l etiileendia-
miintetraatsetaati (EDTA, 1,46 g/100 ml vees), 0,2 mol/l ammooniumkarbonaadi lahusega (1,92 g/100 ml vees,
sisaldab 0,05 mol/l EDTAd) kuni pH-ni 8.

Veise plasmiin (EC. 3.4.21.7) aktiivsusega vahemalt 5 Ufml

e-aminokaproonhappe lahus ensiiiimi inhibeerimiseks

Lahustada 2,624 g e-aminokaproonhapet (6-amino-n-heksaanhapet) 100 ml 40mahuprotsendilises etanoolis.

Standardained
Laabiga kalgendatud lamba- ja Ritsepiimalossi segust saadud sertifitseeritud etalonaineid, mis sisaldavad 0 % ja 1 %

lehmapiima, on véimalik hankida Komisjoni Etalonainete ja Mootmiste Instituudist (Commission’s Institute for Reference
Materials and Measurements, B-2440 Geel, Belgia).

0 % ja 1 % lehmapiima sisaldavate laboratoorsete vaheetalonainete valmistamine laabiga kalgendatud pithvlipiimast

Lossi saamiseks tsentrifuugida kas pithvli voi veise toorpiima 37 °C ja 2 500 g juures 20 minutit. Pirast
tsentrifuugianuma ja selle sisu kiiret jahutamist temperatuurini 6-8 °C korvaldada iilemine rasvakiht téielikult.
1 %-lise etalonsegu valmistamiseks panna 1 | keeduklaasi 495 ml pihvlipiimaldssi, lisada 5,00 ml
lehmapiimaldssi ja reguleerida piimhapet (massikontsentratsioon 10 %) lisades pH-le 6,4. Temperatuur
reguleerida vairtusele 35 °C, lisada 100 pl vasika laapi (aktiivsus 1:10 000, ligikaudu 3 000 U/ml), segada iiks
minut ja jitta keeduklaas alumiiniumfooliumiga kaetuna 35 °C juures itheks tunniks seisma, et l3ss
kalgenduks. Kui kalgend on moodustunud, kiilmkuivatada kogu kalgendunud mass, seda eelnevalt homogeni-
seerimata ja vadakut eraldamata. Jahvatada kiilmkuivatatud mass peeneks iihtlaseks pulbriks. Nullprotsendiline
etalonaine valmistatakse sama meetodi abil puhtast piihvlipiimaldssist. Etalonaineid tuleb siilitada — 20 °C

juures.

Markus: enne etalonainete valmistamist on soovitatav piihvlipiimaldssi puhtust kontrollida plasmiiniga
toodeldud kaseiinide isoelektrilise fookustamise teel.

Reaktiivid valgu eraldamiseks
Kinnisti

Lahustada 150 g triklorodddikhapet vees ja tiiendada ruumalani 1 000 ml.

Virvi viljapesemise lahus
Téiendada 500 ml metanooli ja 200 ml jad-dddikhappe segu destilleeritud veega ruumalani 2 000 ml.

Mrkus: iga pdev tuleb valmistada vérske virvi viljapesemise lahus. Seda saab valmistada, segades 50mahuprot-
sendilise metanooli ja 20mahuprotsendilise jad-dddikhappe pdhilahuseid vordsed ruumalad.

Viérvimislahused
Varvimislahus (varvi pohilahus 1)

Lahustada magnetseguri abil 3,0 g Coomassie-briljantsinist G-250 (C.I. 42655) 1 000 ml 90mahuprotsendilises
metanoolis umbes 45 minuti jooksul ja filtreerida ldbi kahe keskmise kiirusega toimiva kurdfiltri.

Virvimislahus (varvi pohilahus 2)

Lahustada 5,0 g vasksulfaatpentahiidraati 1 000 ml 20mahuprotsendilises dddikhappes.

Virvimislahus (td6lahus)
Segada vahetult enne varvimist kokku 125 ml kumbagi virvi p&hilahust (4.11.1 ja 4.11.2).

Markus: varvimislahus tuleb valmistada kasutamise paeval.
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5. SEADMED

5.1. Klaasplaadid (265 x 125 x 4 mm), kummirull (laius 15 cm), nivelleerimislaud

5.2. Geeli kandekile (265 x 125 mm)

5.3. Kattekile (280 x 125 mm). Pikematele servadele panna riba kleeplinti (280 x 6 x 0,25 mm) (vt joonis 1).

5.4. Elektrofookustamiskamber jahutusplaadiga (nt 265 x 125 mm) ja sobiva pingeallikaga (> 2,5 kV) véi
automaatne elektroforeesiseade

5.5. Tsirkulatsioonkriiostaat, mis véimaldab termostaadiga hoida temperatuuri 12 = 0,5 °C
5.6.  Tsentrifuug, mis voimaldab to6tada 3 000 g juures

5.7. Elektroodribad (> 265 mm pikkused)

5.8.  Plastist tilgapudelid anoodi- ja katoodilahustele

5.9. Proovi aplikaatorid (10 x 5 mm, viskoosist v3i valke viheadsorbeerivast filterpaberist)

5.10. Roostevabast terasest voi klaasist anumad virvimiseks ja virvi viljapesemiseks (nt 280 x 150 mm
instrumendialused)

5.12.  Reguleeritav varrashomogenisaator (varda diameeter 10 mm, 8 000 — 20 000 pdoret minutis)
5.13. Magnetsegur

5.14.  Ultrahelivann

5.15.  Kilekeevitusaparaat

5.16. 25 ul mikropipetid

5.17.  Vaakumtsentrifuug voi kiilmkuivati

5.18.  Temperatuuridele 35 ja 40 + 1 °C reguleeritav loksutiga ja termostaadiga vesivann

5.19. Densitomeeter, mis vdimaldab tootada lainepikkusel X = 634 nm

6. TOO KAIK
6.1. Proovi ettevalmistamine
6.1.1.  Kaseiinide eraldamine

Panna 100 ml tsentrifuugianumasse juustu voi etalonaine kaalutis, mis on ekvivalentne 5 g kuivmassiga, lisada
60 ml destilleeritud vett ja homogeenida varrashomogenisaatori abil (8 000 — 10 000 podret minutis).
Reguleerida pH lahjendatud dddikhappega (4.5.1) vddrtusele 4,6 ja tsentrifuugida (5 minutit, 3 000 g). Rasv ja
vadak dekanteerida, jadk homogeenida kiirusel 20 000 pooret minutis 40 ml destilleeritud vees, mille pH on
lahjendatud dadikhappega (4.5.1) reguleeritud vaartusele 4,5, lisada 20 ml diklorometaani (4.5.2), homogeenida
uuesti ja tsentrifuugida (5 minutit, 3 000 g). Eraldada spaatliga kaseiinikiht, mis jadb vee- ja orgaanilise faasi
vahele (vt joonis 2), ning kdrvaldada mdlemad faasid dekanteerimise teel. Homogeenida kaseiin uuesti 40 ml
destilleeritud vees (vt eespool) ja 20 ml diklorometaanis (4.5.2) ning tsentrifuugida. Seda protseduuri korrata
seni (kaks vOi kolm korda), kuni molemad ekstraheerimisfaasid jadvad virvusetuks. Homogeenida valgujaik
50 ml atsetoonis (4.5.3) ja filtrida ldbi keskmise kiirusega toimiva kurdpaberfiltri. Filtrile kogutud jdaki pesta
kahe eraldi 25 ml atsetoonikogusega, kuivatada 6hu kies voi limmastikuvoolus ja hddruda uhmris peeneks.

Markus: kuivi kaseiinipreparaate tuleb sailitada — 20 °C juures.

6.1.2.  [-kaseiinide Iohustamine plasmiini abil y-kaseiinide intensiivistamiseks

Dispergeerida 25 mg kaseiinipreparaati (6.1.1) 0,5 ml ammooniumkarbonaatpuhvris (4.7.1) ja homogeenida
20 minutit niiteks ultraheliga tootlemise teel. Soojendada temperatuurini 40 °C, lisada 10 pl plasmiini (4.7.2),
segada ja inkubeerida 40 °C juures ithe tunni jooksul pidevalt loksutades. Ensiitimi inhibeerimiseks lisada 20 pl
e-aminokaproonhappe lahust (4.7.3), seejirel lisada 200 mg tahket karbamiidi ja 2 mg ditiotreitooli.

Markus: et fookustatud kaseiiniribad tuleksid siimmeetrilisemad, on soovitatav pérast e-aminokaproonhappe
lisamist lahus kiilmkuivatada ja kuivjddk lahustada 0,5 ml valke lahustavas puhvris (4.6).
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6.2.  Karbamiidi sisaldavate poliiakriiiilamiidgeelide valmistamine

Niisutada geeli kandekilet (5.2) mdne tilga veega ja rullida see klaasplaadile (5.1), kdrvaldades eralduva vee
paberritiku voi lapiga. Vaheribadega (0,25 mm) kattekile (5.3) rullida teisele klaasplaadile samal viisil. Asetada
plaat nivelleerimislauale horisontaalasendisse.

Ettevalmistatud deaereeritud geelilahusele (4.1.2) lisada 10 pl TEMEDi (4.1.3.1), segada, lisada 10 pl PERi
lahust (4.1.3.2), segada hoolikalt ja valada kohe kattekile keskele iihtlaselt laiali. Asetada geeli kandeplaadi iiks
serv, kilepind allpool, kattekilega plaadile ja lasta kandeplaat aeglaselt alla, nii et kahe kile vahel moodustub
ithtlane mullideta geelikile (joonis 3). Lasta geeli kandeplaat Shukese spaatli abil ettevaatlikult 16puni alla ja
asetada selle peale raskuseks veel kolm klaasplaati. Umbes 60 minuti parast, kui poliimerisatsioon on 1&ppenud,
eemaldada kergelt klaasplaate koputades kandekilele poliimeriseerunud geel koos kattekilega. Kandekile viline
pind puhastada hoolikalt geelijadkidest ja karbamiidist. Kande- ja kattekile vahel olev geel keevitada kiletorusse
ja sailitada kilmikus (sdilivusaeg kuni kuus nadalat).

Markus: kleepribadega kattekilet voib kasutada korduvalt. Kui proove on vihe voi kasutatakse automaatset
elektroforeesiseadet, voib poliiakriiiilamiidgeeli 16igata vdiksemateks tiikkideks (kaks geeli 4,5 x 5 cm).

6.3. Isoelektriline fookustamine

Reguleerida jahutustermostaat temperatuurile 12 °C. Geeli kandekile viline pind puhastada petrooliga, lasta
jahutusploki keskele mdned tilgad petrooli (4.2). Seejirel rullida geel selle peal lahti nii, et kandekile jidks
allapoole ega tekiks mulle. Pithkida liigne petrool ira ja eemaldada kattekile. Niisutada elektroodribad elektroo-
dilahustega (4.3, 4.4), 1igata geeliga iihepikkuseks ja asetada kohale (elektroodide vahekaugus 9,5 cm).

Isoelektrilise fookustamise tingimused

6.3.1.  Geeli suurus 265 x 125 x 0,25 mm

Et Aeg Pinge Voolutugevus Voimsus Volttunnid
app (min) V) (mA) W) (Vh)
1. Eelfookustamine 30 maksimaal- maksimaal- konstantselt u 300
selt selt 4
2 500 15
2. Proovi fookustamine (1) 60 maksimaal- | maksimaal- | konstantselt ul 000
selt selt 4
2 500 15
3. Loppfookustamine 60 maksimaal- | maksimaal- | maksimaal- u 3 000
selt selt selt
2 500 5 20
40 maksimaal- maksimaal- maksimaal- u 3 000
selt selt selt
2 500 6 20
30 maksimaal- maksimaal- maksimaal- u 3 000
selt selt selt
2 500 7 25

(') Proovi pealekandmine: pirast eelfookustamist (1. etapp) pipettida 18 pl proovi ja standardlahust proovi aplikaatoritele
(10 x 5 mm), asetada need 1 mm vahedega geelile, pikisuunas 5 mm kaugusele anoodist, ja vajutada kergelt. Fookustada
eelpool nimetatud tingimustel ja eemaldada proovi aplikaatorid ettevaatlikult parast 60minutilist proovi fookustamist.

Markus: kui geeli paksust voi laiust muudetakse, tuleb voolutugevust ja vdimsust reguleerida sellele vastavalt (nt
265 x 125 x 0,5 mm geeli puhul tuleb voolutugevust ja véimsust kahekordistada).
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6.3.2.  Automaatse elektroforeesiseadme pingeprogrammi ndide (kaks 5,0 x 4,5 cm geeli; elektroodid on geelile asetatud vahetult,
ilma elektroodribadeta)

Etapp Pinge Voolutugevus Voimsus Temperatuur Volttunnid
1. Eelfookustamine 1000V 10,0 mA 3,5W 8 °C 85 Vh
2. Proovi fookustamine 250V 5,0 mA 2,5W 8°C 30 Vh
3. Fookustamine 1200V 10,0 mA 3,5W 8 °C 80 Vh
4. Fookustamine 1500V 5,0 mA 7,0 W 8°C 570 Vh

Proovi aplikaator asetada kohale 2. etapis, kui protsess on kestnud 0 volttundi.

Proovi aplikaator eemaldada 2. etapis, kui protsess on kestnud 30 volttundi.

6.4. Valkude virvimine
6.4.1.  Valkude kinnistamine

Pirast pinge valjaliilitamist eemaldada viivitamatult elektroodribad ja asetada geel kohe virvimis-/pesemiskiivetti,
millesse on valatud 200 ml kinnistit (4.9). Hoida geeli kinnistis 15 minutit, loksutada pidevalt.

6.4.2.  Geeli pesemine ja vdrvimine

Norutada kogu kinnisti vilja ja pesta geeli kaks korda 100 ml vérvi viljapesemise lahusega (4.10), iga kord
30 sekundit. Valada virvi viljapesemise lahus 4ra ja asendada 250 ml vérvimislahusega (4.11.3). Lasta geelil
varvuda 45 minutit, lahust ettevaatlikult loksutades.

6.4.3.  Varvi viljapesemine geelist

Valada virvimislahus vilja, pesta geeli kaks korda 100 ml virvi viljapesemise lahusega (4.10), seejdrel loksutada
200 ml varvi vdljapesemise lahusega 15 minutit, korrata varvi valjapesemisetappi vdhemalt 2-3 korda, kuni
saadakse selge varvitu foon. Seejirel loputada geeli destilleeritud vees (2 x 2 minutit) ja lasta sellel dhu kies
kuivada (2-3 tundi) vdi kuivatada f66niga (10-15 minutit).

Markus 1: kinnistada, pesta, virvida ja vdrvi vilja pesta tuleb 20 °C juures. Kdrgemat temperatuuri mitte
kasutada.

Markus 2: kui eelistatakse vdrvimist tundlikuma hobedaga (nt Silver Staining Kit, Protein, Pharmacia Biotech,
Code nr 17-1150-01), tuleb plasmiiniga t66deldud kaseiiniproove lahjendada kuni kontsentratsioonini
5 mg/ml.

7. HINDAMINE

Hindamiseks vorreldakse uuritava proovi valgumustreid etalonainete mustriga samal geelil. Lehmapiima
olemasolu juustus, mis on valmistatud lamba-, kitse- voi pithvlipiimast v6i lamba-, kitse- ja pithvlipiima segust,
tehakse kindlaks v,- ja y,-kaseiini jargi, mille isoelektrilised punktid on pH 6,5 ja pH 7,5 vahel (joonised 4a, 4b
ja 5). Avastamispiir on alla 0,5 %.

7.1. Visuaalne hindamine

Lehmapiima koguse visuaalseks hindamiseks on soovitav reguleerida proovide ja etalonainete kontsentratsioonid
selliseks, et lamba-, kitse- ja/vdi pithvlipiima y,- ja y,-kaseiini ribade intensiivsus oleks ithesugune (vt y, E, G, B
ja y; E, G, B joonistel 4a, 4b ja 5). Sel juhul saab uuritava proovi lehmapiimasisaldust (mis v6ib olla suurem voi
viiksem kui 1 % voi vordne 1 %ga) hinnata otse, vorreldes lehmapiima vy,- ja y,-kaseiini ribade intensiivsusi (vt
y; C ja y, C joonistel 4a, 4b ja 5) 0- ja l-protsendiliste etalonainete (lammas, kits) voi laboratoorse
vaheetalonaine (pithvel) vastavate intensiivsustega.
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7.2. Densitomeetriline hindamine

Voimaluse korral tuleks lehmapiima vy,- ja y,-kaseiinile vastavate piikide pindalade suhted lamba-, kitse- ja
pthvlipiima vastavate piikide pindaladesse (joonis 5) miidrata densitomeetriliselt (5.19). Neid suhteid
vorreldakse y,- ja y,-kaseiinile vastavate piikide pindalade suhetega samal geelil analiiiisitud 1-protsendiliste
etalonainete (lammas, kits) voi laboratoorse vaheetalonaine (pithvel) puhul.

Markus: meetod toimib rahuldavalt, kui 1-protsendilise etalonaine puhul saadakse nii lehma v,- kui ka
Y;-kaseiini olemasolu kohta selge kinnitus, kuid O-protsendilise etalonaine puhul seda ei saada. Kui selliseid
tulemusi ei saada, tuleb méddramisprotsessi optimeerida, pidades tdpselt kinni meetodi tingimustest kdigis
tiksikasjades.

Proov loetakse positiivseks, kui nii lehma y,- kui ka y,-kaseiini ribade intensiivsused voi piikide pindalad on
samavédrsed vdi suuremad kui 1-protsendilise etalonaine vastavad niitajad.

8. KIRJANDUS

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

Addeo, F., Nicolai, M.A., Chianese, L., Moio, L., Spagna Musso, S., Bocca, A., Del Giovine, L. A control method to
detect bovine milk in ewe and water buffalo cheese using immunoblotting. Milchwissenschaft, 50, 83—-85 (1995).

Krause, I, Berner, I, Klostermeyer, H. Sensitive detection of cow milk in ewe and goat milk and cheese by carrier
ampholyte — and carrier ampholyte/immobilized pH gradient — isoelectric focusing of y-caseins using plasmin as signal
amplifier. Electrophoresis-Forum, 89 (B. ]. Radola, ed.) Ik 389-393, Bode-Verlag, Miinchen (1989).

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

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

Joonis 1

Kattekile skeem

Vaheriba

|
0.25 mm % r/_’—_‘ »//‘ 7
e

/| Politesterkile &
/' / / @
61111!;_ / / ’ /
L —
/e /
— . 280mm ————————— »/

r,




31.1.2018 Euroopa Liidu Teataja L 26/43

Joonis 2

Kaseiinikiht, mis jaib pirast tsentrifuugimist ujuma vee- ja orgaanilise faasi vahele

H,0 faas

Kaseiin

CH,Cl; faas

Joonis 3

Ulidhukese poliiakriiiilamiidgeeli valmistamine pressimismeetodil

a = vaheriba (0,25 mm); b = kattekile (5.3); ¢, e = klaasplaadid (5.1); d = geelilahus (4.1.2); f = geeli kandekile (5.2)
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Joonis 4a

Erineva lehmapiimasisaldusega lamba- ja kitsepiimajuustust eraldatud ja plasmiiniga to6deldud
kaseiinide isoelektriline fookustamine

1 | o0 2

aif[o{o.slo}.o.sl7 %CM

| 7 | 2 |
% CM = lehmapiima protsent, C = lehm, E = lammas, G = kits

Kujutatud on isoelektriliselt fookustatud geeli iilemist poolt.

Joonis 4b

Erineva lehmapiimasisaldusega lamba-, kitse- ja piihvlipiimasegu juustust eraldatud ja plasmiiniga
toodeldud kaseiinide isoelektriline fookustamine
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% CM = lehmapiima protsent; 1+ = proov, mis sisaldab 1 % lehmapiima ja millele on lisatud puhast veise kaseiini
(spektri keskosas). C = lehm, E = lammas, G = kits, B = piihvel.

Kujutatud on isoelektriliselt fookustatud geel kogu lahutusala ulatuses.
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Joonis 5

Etalonainete (STD) ning lamba- ja kitsepiima segust valmistatud juustu proovide densitogrammide
superpositsioon pirast isoelektrilist fookustamist.
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1 C

ab = standardained, mis sisaldavad 0 ja 1 % lehmapiima; c-g = juustuproovid, mis sisaldavad 0, 1, 2, 3 ja 7 %
lehmapiima. C = lehm, E = lammas, G = kits.

Isoelektriliselt fookustatud geeli iilemist poolt skanniti lainepikkusel N = 634 nm.
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IX LISA

Analiiiisi hindamine

1. Kvaliteedi tagamine

Analiiiisid tehakse vastavalt miiruse (EU) nr 882/2004 (**) artiklile 12 médratud vdi liikmesriikide padevate asutuste
maddratud laborites.

2. Proovi vétmine ja analiiiisitulemuste vaidlustamise

1. Proovi vOtmine toimub asjaomast toodet kisitleva eeskirja kohaselt. Kui selgesdnalisi eeskirju ei ole, jirgitakse
juhiseid, mis on esitatud standardis ISO 707 — Piim ja piimatooted — Proovi vdtmine.

2. Laboratoorse analiiiisi tulemuste protokoll peab sisaldama piisavalt teavet, et tulemusi oleks vdimalik hinnata
vastavalt liitele.

3. Liidu digusaktidega ette ndhtud analiiiiside jaoks tuleb votta kordusproovid.

4. Kui tulemuste iile tekib vaidlus, laseb makseasutus toote kdnealuse analiiiisi uuesti teha ning kulub katab kaotanud
pool.

Eespool kirjeldatud analiiiisid tehakse tingimusel, et toote pitseeritud kordusproovid on kittesaadavad ning need on
padevate asutuste poolt asjakohaselt ladustatud. Tootja saadab makseasutusele taotluse analiiiisi tegemiseks seitsme
toOpdeva jooksul parast esimese analiiiisi tulemustest teada saamist. Analiiiisi teeb makseasutus 21 toopdeva jooksul
pdrast taotluse saamist.

5. Kordusanaliiiisi tulemus on 16plik.

6. Kui ettevdtja suudab viie toOpdeva jooksul pdrast proovi votmist tdendada, et proovi ei vdetud digesti, tuleb
voimaluse korral votta kordusproov. Kui kordusproovi ei ole vdimalik votta, tuleb analiiiisitud tootepartii heaks kiita.
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Liide

Tootepartii piirnormile vastavuse hindamine

1. Pohimdte

Kui riikliku sekkumise ja eraladustusabi kisitlevates digusaktides on sitestatud iiksikasjalik proovi vdtmise kord, siis
seda korda jirgitakse. Koikidel muudel juhtudel kontrollitakse esitatud tootepartiid vdhemalt 3 juhuslikult valitud
prooviithikust koosneva prooviga. Voib teha liitproovi. Saadud tulemuse vordlemiseks sdtestatud piirnormidega
arvutatakse 95 % usaldusvahemik vilja kahekordse standardhilbena, kusjuures asjakohane standardhilve soltub
sellest, kas 1) meetod on viartuste o, ja o, osas rahvusvaheliselt valideeritud vdi 2) laborisisesel valideerimisel on vilja
arvutatud sisemine korratavus. See usaldusvahemik vordsustatakse tulemuse modtemaidramatusega.

2. Meetod on rahvusvaheliselt valideeritud

Sel juhul on korduvuse standardhilve o, ja korratavuse standardhilve o, kindlaks mairatud ning labor saab tdendada
vastavust valideeritud meetodi sobivuskriteeriumidele.

Arvutatakse korratud modtmiste arvu n aritmeetiline keskmine x.

X Laiendmaidramatus (k = 2) arvutatakse jargmiselt:

Kui mddtmise 10pptulemuse x arvutamiseks kasutatakse tihte jargmistest valemitest: x =y, +y,, x =y, =y, X =y, " ¥,
voi x = y,ly, , tuleb standardhilbed tihendada tavapdraste meetoditega.

Tootepartii loetakse sitestatud tilemisele piirnormile UL mittevastavaks, kui
x-U> UL

muudel juhtudel loetakse see piirnormile UL vastavaks.

Tootepartii loetakse sitestatud alumisele piirnormile LL mittevastavaks, kui
x+ U < LL;

muudel juhtudel loetakse see piirnormile LL vastavaks.

3. Laborisisene valideerimine laborisisese korratavuse standardhilbe viljaarvutamisega

Kui kasutatakse kidesolevas mairuses méddratlemata meetodeid ja tapsuspiirid ei ole kindlaks madratud, tuleb 1abi viia
laborisisene valideerimine. Selleks tuleb laiendmaidramatuse U arvutamise valemis kasutada o, ja o, asemel laborisisese
korduvuse standardhilvet s, ja laborisisese korduvuse standardhilvet s,

Piirnormile vastavuse hindamisel jargitavad eeskirjad on sitestatud punktis 1. Kui leitakse, et tootepartii ei vasta
sdtestatud piirnormile, tuleb mddtmist korrata kdesolevas médruses kirjeldatud meetodi abil ning hinnata tulemust
vastavalt punktile 1.

(*) Tooted Ampholine® pH 3,5-9,5 (Pharmacia) ja Resolyte® pH 5-7 ja pH 6-8 (BDH, Merck) sobivad eriti hasti
y-kaseiinide ndutud lahutustaseme saavutamiseks.

(**) Euroopa Parlamendi ja ndukogu 29. aprilli 2004. aasta méérus (EU) nr 882/2004 ametlike kontrollide kohta, mida
tehakse s60da- ja toidualaste digusnormide ning loomatervishoidu ja loomade heaolu kisitlevate eeskirjade tditmise
kontrollimise tagamiseks (ELT L 165, 30.4.2004, 1k 1).“
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KOMISJONI RAKENDUSMAARUS (EL) 2018/151,
30. jaanuar 2018,

millega nihakse ette Euroopa Parlamendi ja ndukogu direktiivi (EL) 2016/1148 kohaldamise

eeskirjad, et tipsustada elemendid, mida digitaalse teenuse osutajad peavad vorgu- ja

infosiisteemide turvalisust ohustavate riskide haldamiseks arvesse vdtma, ja parameetrid, mille
pohjal tehakse kindlaks intsidendi mdju olulisus

EUROOPA KOMISJON,
vottes arvesse Euroopa Liidu toimimise lepingut,

vottes arvesse Euroopa Parlamendi ja ndukogu 6. juuli 2016. aasta direktiivi (EL) 2016/1148 meetmete kohta, millega
tagada vorgu- ja infosiisteemide turvalisuse tihtlaselt korge tase kogu liidus, (!) eriti selle artikli 16 15iget 8,

ning arvestades jargmist:

(1)  Direktiivi (EL) 2016/1148 kohaselt on digitaalse teenuse osutajatel vabadus votta tehnilisi ja korralduslikke
meetmeid, mida nad peavad oma vOrgu- ja infosiisteemide turvalisust ohustavate riskide haldamiseks
asjakohaseks ja proportsionaalseks, tingimusel et nende meetmetega tagatakse asjakohane turvalisuse tase ning
voetakse arvesse direktiiviga ette ndhtud elemente.

(2)  Asjakohaste ja proportsionaalsete tehniliste ja korralduslike meetmete kindlakstegemiseks peaks digitaalse teenuse
osutaja kisitlema infoturvet siisteemselt, rakendades riskipdhist lahenemisviisi.

(3)  Susteemide ja rajatiste turvalisuse tagamiseks peaksid digitaalse teenuse osutajad korraldama hindamisi ja
analiiise. Need peaksid kisitlema jirgimisi aspekte: vorgu- ja infosiisteemide siisteemne haldamine, fiiisiline ja
keskkonnaga seotud turvalisus, tarnete turvalisus ning juurdepddsukontroll.

(4)  Kui digitaalse teenuse osutajad teevad vOrgu- ja infosiisteemide siisteemse haldamise raames riskianaliiiisi, tuleks
neil soovitada vilja selgitada spetsiifilised riskid ja kirjeldada kvantitatiivsete nditajate abil nende olulisust, naiteks
voiks kindlaks teha elutdhtsat vara dhvardavad ohud ja nende vdimaliku mdju tegevusele ning otsustada, kuidas
neid olemasoleva suutlikkuse ja ndutavate ressursside alusel kdige paremini leevendada.

(5)  Personalipoliitika voiks hdlmata oskuste kujundamist, sealhulgas turvalisusega seotud oskuste arendamist ja
teadlikkuse suurendamist puudutavaid aspekte. Tegevuse turvalisust kisitlevate pohimdtete iile otsustamisel
peaksid digitaalse teenuse osutajad vdtma arvesse muutuste juhtimise, haavatavustegurite haldamise, tegevus- ja
haldustavade formaliseerimise ja siisteemide kaardistamise aspekte.

(6)  Turvaarhitektuuri pdhimdtted voiksid eelkdige holmata vorkude ja siisteemide lahusust ning konkreetseid
turbemeetmeid elutdhtsate toimingute, nagu haldustoimingute jaoks. Vorkude ja siisteemide lahusus voiks
voimaldada digitaalse teenuse osutajal eristada selliseid elemente nagu andmevood ja andmetéotlusressursid, mis
kuuluvad kliendile, klientide rithmale, digitaalse teenuse osutajale vdi kolmandatele isikutele.

(7)  Fuusilise ja keskkonnaga seotud turvalisuse kindlustamiseks vdetavad meetmed peaksid tagama organisatsiooni
vorgu- ja infosiisteemide turvalisuse selliste ohtude pohjustatud intsidentide puhul nagu vargus, tulekahju,
tileujutus voi muud ilmastikuolud, telekommunikatsiooniprobleemid vdi voolukatkestused.

(8)  Elektri-, kiituse- vdi jahutusenergiaga varustamise kindlus vdiks katta ka tarneahelat, mis hdlmab eelkdige viliste
toovotjate ja alltoovotjate ning nende juhtimisega seotud turvalisust. Elutdhtsate tarnete jalgitavus tdhendab
digitaalse teenuse osutaja suutlikkust teha kindlaks ja registreerida nende tarnete allikad.

(9)  Digitaalse teenuse kasutajatena tuleks kasitada fuiisilisi ja juriidilisi isikuid, kes on internetipdhise kauplemiskoha
voi pilvandmetootlusteenuse kliendid voi tellijad voi kes kiilastavad internetipShise otsingumootori veebisaiti
miérksdnaotsingu tegemiseks.

() ELTL194,19.7.2016,1k 1.



31.1.2018 Euroopa Liidu Teataja L 26/49

(10) Intsidendi mdju olulisuse kindlaksmidramisel tuleks kdesolevas mddruses nimetatud juhtumitesse suhtuda kui
oluliste intsidentide mitteammendavasse loetelusse. Kdesoleva mairuse rakendamisest ja toost, mida koostoorithm
teeb, et koguda parimaid tavasid riskide ja intsidentide kohta ning arutada intsidentidest teatamise korra iile
vastavalt direktiivi (EL) 2016/1148 artikli 11 1dike 3 punktidele i ja m, tuleks teha jareldusi. Tulemuseks voiksid
olla pohjalikud suunised selle kohta, milliste teatamisparameetrite kvantitatiivsete piirmédrade iiletamise korral
tekib digitaalse teenuse osutajal direktiivi (EL) 2016/1148 artikli 16 1dike 3 kohane teatamiskohustus. Kui see on
asjakohane, voiks komisjon kaaluda ka mairuses praegu sitestatud piirméirade labivaatamist.

(11)  Selleks et padevaid asutusi oleks vdimalik potentsiaalsetest uutest riskidest teavitada, tuleks julgustada digitaalse
teenuse pakkujaid vabatahtlikult teatama intsidentidest, mille omadustega nad ei ole varem kokku puutunud,
nagu uued ndrkuste drakasutamise moodused, riindevektorid vdi ohusubjektid, haavatavused ja ohud.

(12) Kdéesolevat mdaarust tuleks hakata kohaldama alates direktiivi (EL) 2016/1148 iilevdtmise tdhtaja moodumisele
jargnevast pdevast.

(13) Kdéesoleva mairusega ette nihtud meetmed on kooskdlas direktiivi (EL) 2016/1148 artiklis 22 nimetatud vorgu-
ja infoturbesiisteemide komitee arvamusega,

ON VASTU VOTNUD KAESOLEVA MAARUSE:

Artikkel 1
Reguleerimisese

Kiesolevas mdiruses tdpsustatakse, milliseid elemente peavad digitaalse teenuse pakkujad arvesse votma, kui nad
miiravad kindlaks ja votavad meetmeid, et tagada direktiivi (EL) 2016/1148 III lisas nimetatud teenuste osutamiseks
kasutatavate vorgu- ja infosiisteemide turvalisus, ning tdpsustatakse parameetrid, mida voetakse arvesse intsidendi mdju
olulisuse kindlakstegemiseks.

Artikkel 2
Turvalisuse elemendid

1. Direktiivi (EL) 2016/1148 artikli 16 1dike 1 punktis a nimetatud siisteemide ja rajatiste turvalisus tihendab vorgu-
ja infosiisteemide ning nende fuisilise keskkonna turvalisust ja hdlmab jirgimisi elemente:

a) vorgu- ja infosiisteemide siisteemne haldamine, mis tahendab infosiisteemide kaardistamist ja asjakohaste pShimdtete
viljatootamist infoturbe haldamise, sealhulgas riskianaliiiisi, personali, toimingute turvalisuse, turvaarhitektuuri,
andmete ja siisteemi elutsiikli turvalise haldamise ning vajaduse korral kriipteerimise ja selle haldamise jaoks;

b) fiiiisiline ja keskkonnaga seotud turvalisus, mis tihendab, et olemas on meetmed, millega kaitstakse digitaalse teenuse
osutaja vorgu- ja infosiisteemide turvalisust kahju eest, rakendades koiki ohte hélmavat riskipohist lihenemisviisi,
mille puhul tegeldakse nditeks siisteemitdrgete, inimeksimuste, pahatahtliku tegevuse ja loodusnihtustega;

c) tarnete turvalisus, mis tihendab asjakohaste pohimdtete viljato6tamist ja sdilitamist, et tagada teenuste osutamiseks
kasutatavate peamiste tarnete kittesaadavus ja vajaduse korral jdlgitavus;

d) vorgu- ja infosiisteemidele juurdepddsu kontroll, mis tdhendab, et olemas on meetmed, millega tagatakse, et vorgu- ja
infosiisteemide fiiiisilise ja loogilise juurdepdisu, sealhulgas vOrgu- ja infosiisteemide haldusturvalisuse jaoks

kasutatakse talitlus- ja turvanduetel pdhinevaid volitusi ja piiranguid.

2. Direktiivi (EL) 2016/1148 artikli 16 156ike 1 punktis b nimetatud intsidentide kisitlemisel holmavad digitaalse
teenuse osutaja voetavad meetmed jargmist:

a) tuvastamisprotsessid ja -menetlused, mida hoitakse alal ja testitakse, et tagada Oigeaegne ja piisav teadlikkus
anomaalsetest juhtumitest;

b) intsidentidest teatamise ja infosiisteemide ndrkade kohtade ja haavatavuste kindlakstegemise protsessid ja pShimdtted;
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c) kehtestatud korra kohane reageerimine ja vdetud meetmete tulemustest teatamine;

d) intsidendi raskusastme hindamine, intsidendianaliiiisi pdhjal saadud teadmuse dokumenteerimine ja sellise asjakohase
info kogumine, mida saab kasutada tdendusmaterjalina ja mille pShjal saab protsesse pidevalt tiiustada.

3. Direktiivi (EL) 2016/1148 artikli 16 ldike 1 punktis ¢ nimetatud talitluspidevuse haldamine tidhendab
organisatsiooni suutlikkust siilitada vdi vajaduse korral taastada parast hdirivat intsidenti teenuste osutamine varem
kokku lepitud vastuvdetaval tasemel ja see hdlmab jargmist:

a) toime analiiisi pohjal koostatud hiddaolukorra lahendamise kavade koostamine ja kasutamine, et tagada digitaalse
teenuse osutajate poolse teenuse pakkumise jarjepidevus, mida hinnatakse ja testitakse regulaarselt, niiteks dppuste

kauduy;
b) avariitaastesuutlikkus, mida hinnatakse ja testitakse regulaarselt, niiteks dppuste kaudu.

4. Direktiivi (EL) 2016/1148 artikli 16 ldike 1 punktis d nimetatud seire, auditeerimine ja testimine holmab
pohimotete viljatootamist ja rakendamist, et reguleerida jirgmist:

a) vaatluste voi modtmiste kavandatud seeriate korraldamine, et hinnata, kas vorgu- ja infosiisteemid toimivad eesmargi-
paraselt;

b) inspekteerimine ja kontrollimine, et teha kindlaks, kas standardeid vdi suuniseid jargitakse, andmed on tipsed ning
tdidetakse tShususe ja tulemuslikkuse eesmarke;

c) protsess, mille eesmirk on tuvastada puudused vorgu- ja infosiisteemide turvamehhanismides, millega kaitstakse
andmeid ja tagatakse eesmargipdrane toimimine. Selline protsess hlmab toiminguvooga seotud tehnilisi protsesse ja
personali.

5. Direktiivi (EL) 2016/1148 artikli 16 Idike 1 punktis e nimetatud rahvusvahelised standardid tihendavad
standardeid, mille on vastu votnud Euroopa Parlamendi ja ndukogu médruse (EL) nr 1025/2012 (') artikli 2 1dike 1
punktis a nimetatud rahvusvaheline standardiorganisatsioon. Direktiivi (EL) 2016/1148 artikli 19 kohaselt v6ib kasutada
ka Euroopas voi rahvusvaheliselt heaks kiidetud vdrgu- ja infosiisteemide turvalisuse alaseid standardeid ja spetsifi-
katsioone, sealhulgas liikkmesriikide standardeid.

6. Digitaalse teenuse osutajad tagavad, et neil on olemas asjakohased dokumendid, mille alusel pidevad asutused
saavad kontrollida, kas Idigetes 1, 2, 3, 4 ja 5 nimetatud turvalisuse elementidest peetakse kinni.

Artikkel 3
Parameetrid, mida tuleb intsidendi mdju olulisuse kindlakstegemiseks arvesse votta

1.  Direktiivi (EL) 2016/1148 artikli 16 16ike 4 punktis a nimetatud intsidendist m&jutatud kasutajate ja eelkdige
nende kasutajate arvu osas, kes soltuvad asjaomasest teenusest oma teenuste osutamisel, peab digitaalse teenuse osutajal
olema v&imalik hinnata tiht jirgmistest:

a) selliste mojutatud fudsiliste ja juriidiliste isikute arv, kellega on teenuse osutamiseks sdlmitud leping, vdi
b) teenust kasutanud mdjutatud kasutajate arv, mille aluseks on eelkdige varasemad andmeliiklusandmed.

2. Artikli 16 16ike 4 punktis b nimetatud intsidendi kestus tihendab ajavahemikku alates hetkest, mil teenuse
osutamine katkeb kiideldavuse, autentsuse, tervikluse voi konfidentsiaalsuse seisukohast, kuni selle taastamiseni.

3. Direktiivi (EL) 2016/1148 artikli 16 1dike 4 punktis ¢ nimetatud intsidendist mojutatud geograafilise ala ulatuse
osas peab digitaalse teenuse pakkujal olema vodimalik kindlaks teha, kas intsident mojutab tema teenuste osutamist
konkreetsetes litkmesriikides.

4. Direktiivi (EL) 2016/1148 artikli 16 15ike 4 punktis d nimetatud teenuse toimimise katkestuse ulatuse mddtmisel
vOetakse arvesse itht v6i mitut jirgmistest komponentidest, mida intsident on kahjustanud: andmete voi seonduvate
teenuste kdideldavus, autentsus, terviklus ja konfidentsiaalsus.

(*) Euroopa Parlamendi ja ndukogu 25. oktoobri 2012. aasta mairus (EL) nr 1025/2012, mis kisitleb Euroopa standardimist ning millega
muudetakse ndukogu direktiive 89/686/EMU ja 93/15/EMU ning Euroopa Parlamendi ja ndukogu direktiive 94/9/EU, 94/25/EU,
95/16/EU, 97/23[EU, 98/34/EU, 2004/22/EU, 2007/23[EU, 2009/23[EU ja 2009/105/EU ning millega tunnistatakse kehtetuks
ndukogu otsus 87/95/EMU ning Euroopa Parlamendi ja ndukogu otsus nr 1673/2006/EU (ELTL 316, 14.11.2012, 1k 12).
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5. Direktiivi (EL) 2016/1148 artikli 16 16ike 4 punktis e nimetatud majandus- ja iihiskondlikule tegevusele avalduva
mdju ulatuse osas on digitaalse teenuse osutajal vdimalik otsustada selliste nditajate alusel nagu tema ja kliendi
lepinguliste suhete laad, v6i kui see on asjakohane, mdjutatud kasutajate potentsiaalne arv, kas intsident on pohjustanud
kasutajatele markimisvéidrset materiaalset vOi mittemateriaalset kahju, nditeks seoses tervise, ohutuse voi varalise kahjuga.

6. Lbdigete 1, 2, 3, 4 ja 5 kohaldamisel ei kohustata digitaalse teenuse osutajat koguma tdiendavat infot, millele tal
puudub juurdepiis.

Artikkel 4
Intsidendi oluline m&ju

1.  Intsidendi m&ju peetakse oluliseks, kui esinenud on vihemalt ks jirgmistest olukordadest:

a) digitaalse teenuse osutaja pakutav teenus ei olnud kittesaadav iile 5 000 000 kasutajatunni, kusjuures kasutajatund
tihendab liidus asuvate mdjutatud kasutajate arvu kuuekiimne minuti jooksul;

b) intsident on pohjustanud salvestatud, edastatud voi toodeldud andmete voi digitaalse teenuse osutaja vorgu- ja
infosiisteemi kaudu pakutavate voi juurdepéidsetavate asjaomaste teenuste tervikluse, autentsuse voi konfidentsiaalsuse
kadu, mis mdjutab rohkem kui 100 000 kasutajat liidus;

c) intsident on seadnud ohtu avaliku ohutuse, avaliku julgeoleku vdi inimelu;

d) intsident on pdhjustanud liidus vihemalt ithele kasutajale materiaalset kahju, mis tiletab 1 000 000 eurot.

2. Komisjon voib 1dikes 1 sdtestatud piirmédrad ldbi vaadata, tuginedes parimatele tavadele, mida koost66rithm on

kogunud, tiites direktiivi (EL) 2016/1148 artikli 11 1dikest 3 tulenevaid ilesandeid, ja artikli 11 16ike 3 punkti m
kohastele aruteludele.

Artikkel 5
Joustumine
1. Kéesolev mdirus joustub kahekiimnendal pdeval parast selle avaldamist Euroopa Liidu Teatajas.

2. Seda kohaldatakse alates 10. maist 2018.

Kiesolev mddrus on tervikuna siduv ja vahetult kohaldatav koikides litkmesriikides.

Briissel, 30. jaanuar 2018

Komisjoni nimel
president
Jean-Claude JUNCKER
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OTSUSED

NOUKOGU OTSUS (EL) 2018/152,
29. jaanuar 2018,

millega nimetatakse ametisse Saksamaa Liitvabariigi esitatud Regioonide Komitee asendusliige

EUROOPA LIIDU NOUKOGU,

vottes arvesse Euroopa Liidu toimimise lepingut, eriti selle artiklit 305,
vottes arvesse Saksamaa valitsuse ettepanekut

ning arvestades jargmist:

(1)  Noukogu vdttis 26. jaanuaril 2015, 5. veebruaril 2015 ja 23. juunil 2015 vastu otsused (EL) 2015/116, (!) (EL)
2015/190 (3 ja (EL) 2015/994, (*) millega nimetatakse ametisse Regioonide Komitee liikkmed ja asendusliikmed
ajavahemikuks 26. jaanuarist 2015 kuni 25. jaanuarini 2020.

(2)  Seoses Anke SPOORENDONKI ametiaja 1dppemisega on Regioonide Komitees vabanenud asendusliikme koht,

ON VASTU VOTNUD JARGMISE OTSUSE:

Artikkel 1

Regioonide Komitee asendusliikmeks nimetatakse jirelejadnud ametiajaks kuni 25. jaanuarini 2020 jargmine isik:
— Sabine SUTTERLIN-WAACK, Ministerin fiir Justiz, Europa, Verbraucherschutz und Gleichstellung des Landes Schleswig-Holstein.

Artikkel 2

Kiesolev otsus joustub selle vastuvdtmise paeval.

Briissel, 29. jaanuar 2018

Noukogu nimel
eesistuja
R. PORODZANOV

(") Noukogu 26. jaanuari 2015. aasta otsus (EL) 2015/116 Regioonide Komitee liitkmete ja asendusliikmete ametisse nimetamise kohta
ajavahemikuks 26. jaanuarist 2015 kuni 25. jaanuarini 2020 (ELT L 20, 27.1.2015, Ik 42).

(*) Noukogu 5. veebruari 2015. aasta otsus (EL) 2015/190 Regioonide Komitee liitkmete ja asendusliikmete ametisse nimetamise kohta
ajavahemikuks 26. jaanuarist 2015 kuni 25. jaanuarini 2020 (ELT L 31, 7.2.2015, k 25).

(*) Noukogu 23. juuni 2015. aasta otsus (EL) 2015/994, millega nimetatakse ametisse Regioonide Komitee liikmed ja asenduslikmed
ajavahemikuks 26. jaanuarist 2015 kuni 25. jaanuarini 2020 (ELT L 159, 25.6.2015, 1k 70).
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PARANDUSED

Komisjoni 14. juuni 2017. aasta miiruse (EL) 2017/1084 (millega muudetakse méirust (EL)
nr 651/2014 sadama- ja lennujaamataristule antava abi, kultuuri edendamiseks ja kultuuripirandi
sdilitamiseks antavast abist teavitamise kiinnise, spordi- ja mitmeotstarbelise vaba aja veetmise
taristule antava abi ja direpoolseimaid piirkondi kisitlevate regionaalse tegevusabi kavade osas

ning millega muudetakse méirust (EL) nr 702/2014 abikdlblike kulude arvutamise osas) parandus

(Euroopa Liidu Teataja L 156, 20. juuni 2017)

Lehekiiljel 10 artikli 1 punktis 11 esitatud asendatud artikli 15 16ike 4 sissejuhatavas lauses

asendatakse ,Adrepoolseimates piirkondades kompenseeritakse regionaalse tegevusabi kavadega lisategevuskulud, mis

jérgmisega:

tekivad nendes piirkondades aluslepingu artiklis 349 osutatud ithe vdi mitme piisiva ebasoodsa tingimuse
otsesel majul, kui abisaajate majandustegevus toimub ddrepoolseimas piirkonnas, tingimusel et iga-aastane
abisumma abisaaja kohta kiesoleva mairuse kohaselt rakendatavate kdigi tegevusabi kavade raames ei iileta
jargmisi protsendimédrasid:“

,Adrepoolseimates piirkondades kompenseeritakse regionaalse tegevusabi kavadega lisategevuskulud, mis
tekivad nendes piirkondades aluslepingu artiklis 349 osutatud iihe vdi mitme piisiva ebasoodsa tingimuse
otsesel méjul, kui abisaajate majandustegevus toimub ddrepoolseimas piirkonnas, tingimusel et iga-aastane
abisumma abisaaja kohta kiesoleva mairuse kohaselt rakendatavate kdigi tegevusabi kavade raames ei iileta
tihte jargmist protsendiméara:“.
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