L 26/14 Euroopan unionin virallinen lehti 31.1.2018

KOMISSION TAYTANTOONPANOASETUS (EU) 2018/150,
annettu 30 pdivind tammikuuta 2018,

tiytintoonpanoasetuksen (EU) 2016/1240 muuttamisesta julkiseen interventioon ja yksityisen
varastoinnin tukeen kelpoisten maidon ja maitotuotteiden analysointi- ja laadunarviointimene-
telmien osalta

EUROOPAN KOMISSIO, joka
ottaa huomioon Euroopan unionin toiminnasta tehdyn sopimuksen,

ottaa huomioon yhteisen maatalouspolitiikan rahoituksesta, hallinnoinnista ja seurannasta ja neuvoston asetusten (ETY)
N:o 352/78, (EY) N:o 165/94, (EY) N:o 2799/98, (EY) N:o 814/2000, (EY) N:o 1290/2005 ja (EY) N:o 485/2008
kumoamisesta 17 pdivind joulukuuta 2013 annetun Euroopan parlamentin ja neuvoston asetuksen (EU)
N:o 1306/2013 (') ja erityisesti sen 62 artiklan 2 kohdan i alakohdan,

seki katsoo seuraavaa:

(1)  Komission delegoidussa asetuksessa (EU) 2016/1238 () ja komission tdytintdonpanoasetuksessa (EU)
2016/1240 (°) vahvistetaan julkista interventiota ja yksityisen varastoinnin tukea koskevat sdinnot. Komission
asetuksessa (EY) N:o 273/2008 (*) vahvistetaan menetelmit sen arvioimiseksi, ovatko maito ja maitotuotteet
mainituissa asetuksissa sdddettyjen julkiseen interventioon ja yksityisen varastoinnin tukeen liittyvien kelpoisuus-
vaatimusten mukaiset.

(2)  Ottaen huomioon maidon ja maitotuotteiden analyyseissi ja laadunarvioinnissa kéytettyjen menetelmien tekninen
kehitys menetelmiin olisi tehtdvd merkittdvid muutoksia niiden yksinkertaistamiseksi ja ISO-standardiviitteiden
pdivittimiseksi. Koska asetuksen (EY) N:o 273/2008 sdannoksiin tehtdvid muutoksia on lukuisia ja ne ovat
teknisid, kyseisen asetuksen asiaan liittyvdt sddnnokset olisi sisillytettivd tdytintoonpanoasetukseen (EU)
2016/1240.

(3)  Jotta voitaisiin varmistaa uusien standardien ja menetelmien yhdenmukainen noudattaminen kaikissa
jasenvaltiossa, laboratorioille olisi annettava riittdvasti aikaa menettelyjen tarkistamiseksi ja pdivitettyjen
menetelmien soveltamiseksi.

(4)  Sen vuoksi taytintdonpanoasetusta (EU) 2016/1240 olisi muutettava.
(5)  Asetus (EY) N:o 273/2008 olisi oikeusvarmuuden vuoksi kumottava.

(6)  Tassd asetuksessa sdddetyt toimenpiteet ovat maatalouden yhteisen markkinajirjestelyn komitean lausunnon
mukaiset,

ON HYVAKSYNYT TAMAN ASETUKSEN:

1 artikla

Muutetaan tiytintdonpanoasetus (EU) 2016/1240 seuraavasti:
1) Muutetaan 4 artikla seuraavasti:
a) muutetaan 1 kohta seuraavasti:
i) korvataan i alakohdan d alakohta seuraavasti:
”d) voin osalta timin asetuksen liitteessd IV oleva I ja I a osa”;
ii) korvataan e alakohta seuraavasti:

“¢) rasvattoman maitojauheen osalta timédn asetuksen liitteessd V oleva I ja I a osa”;

(") EUVLL 347,20.12.2013,s. 549.

(*) Komission delegoitu asetus (EU) 2016/1238, annettu 18 paivina toukokuuta 2016, Euroopan parlamentin ja neuvoston asetuksen (EU)
N:o 1308/2013 tdydentimisesti julkisen intervention ja yksityisen varastoinnin tuen osalta (EUVL L 206, 30.7.2016,s. 15).

(*) Komission tdytantoonpanoasetus (EU) 2016/1240, annettu 18 paivdnd toukokuuta 2016, Euroopan parlamentin ja neuvoston
asetuksen (EU) N:o 1308/2013 soveltamissdannoistd julkisen intervention ja yksityisen varastoinnin tuen osalta (EUVL L 206,
30.7.2016,s. 71).

(*) Komission asetu)s (EY) N:o 273/2008, annettu 5 pdivind maaliskuuta 2008, neuvoston asetuksen (EY) N:o 1255/1999 soveltamista
koskevista yksityiskohtaisista sddnnoistd maidon ja maitotuotteiden analysointi- ja laadunarviointimenetelmien osalta (EUVL L 88,
29.3.2008,s. 1).
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b) korvataan 2 kohta seuraavasti:
”2. Menetelmit, joita kdytetddn julkiseen interventioon kelpoisen liitteessd I tarkoitetun viljan, liitteessd IV
tarkoitetun voin ja liitteessd V tarkoitetun rasvattoman maitojauheen laadun médrittdimiseen, ovat ne, jotka
vahvistetaan asiaa koskevissa tuoreimmissa joko eurooppalaisissa tai kansainvilisissd standardeissa, jotka ovat

voimassa vahintddn kuusi kuukautta ennen asetuksen (EU) N:o 1308/2013 12 artiklassa vahvistettua julkisen
interventiojakson ensimmadistd pdivaa.”

2) Lisdtddn 60 a artikla seuraavasti:
”60 a artikla

Maidon ja maitotuotteiden julkiseen interventioon ja yksityisen varastoinnin tukeen liittyvii tarkastuksia
koskeva erityinen siinnds

1. Voin, rasvattoman maitojauheen ja juuston kelpoisuus yksityisen varastoinnin tukeen selvitetdén liitteissd VI, VII
ja VIII esitettyjen menetelmien mukaisesti.

Menetelmit vahvistetaan sellaisten asiaa koskevien tuoreimpien joko eurooppalaisten tai kansainvilisten standardien
perusteella, jotka ovat voimassa vahintddn kuusi kuukautta ennen asetuksen (EU) N:o 1308/2013 12 artiklassa
vahvistettua julkisen interventiojakson ensimmadistd pdivda.

2. Tissd asetuksessa esitettyji menetelmid soveltaen tehtyjen tarkastusten tulokset arvioidaan liitteen IX
mukaisesti.”

3) Muutetaan liitteet timan asetuksen liitteen mukaisesti.

2 artikla

Kumotaan asetus (EY) N:o 273/2008.

3 artikla

Tdmad asetus tulee voimaan seitseméntend pdivina sen jilkeen, kun se on julkaistu Euroopan unionin virallisessa lehdessd.

Tamd asetus on kaikilta osiltaan velvoittava, ja sitd sovelletaan sellaisenaan kaikissa
jasenvaltioissa.

Tehty Brysselissd 30 pdivdnd tammikuuta 2018.

Komission puolesta
Puheenjohtaja
Jean-Claude JUNCKER
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LIITE

Muutetaan tdytintoonpanoasetuksen (EU) 2016/1240 liitteet seuraavasti:

1) Muutetaan liite IV seuraavasti:

a) korvataan I osan 2 kohdan toinen alakohta seuraavasti:

"Kukin ndyte on arvioitava erikseen. Ndytteenoton tai arvioinnin uusiminen ei ole sallittua.”

b) Lisdtddn I a osa seuraavasti:

"T A OSA

Julkiseen interventioon tarkoitetun suolattoman voin analyysimenetelmiit

Parametri

Menetelma

Rasva (1)

ISO 17189 tai ISO 3727 osa 3

Vesi

ISO 3727 osa 1

Rasvaton kuiva-aine

ISO 3727 osa 2

Rasvan happoisuus ISO 1740
Peroksidiluku ISO 3976
Muu kuin maitorasva ISO 17678

Aistinvaraiset ominaisuudet

ISO 22935 osat 2 ja 3 seki seuraavat tulostaulukot

(") Maksajaviraston on hyviksyttiva sovellettava menetelma.

Tulostaulukko
Ulkoniko Koostumus Tuoksu ja maku
Pisteet Huomautukset Pisteet Huomautukset Pisteet Huomautukset
5 Erittgin hyva 5 Erittdin hyvd 5 Erittdin hyvi
Thanteellinen Thanteellinen Thanteellinen
Paras laatu Paras laatu Paras laatu
(tasaisen kuiva) (tasaisen levittyvi) (ehdottoman puhdas,
hienoin tuoksu)
4 Hyvi 4 Hyvi 4 Hyvi
(i selvid virheitd) (e selvid virheitd) (ei selvid virheitd)
1,2tai3 Jokin virhe 1,2 tai 3 Jokin virhe 1,2tai3 Jokin virhe”
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2) Lisdtdadn liitteeseen V I a osa seuraavasti:

Julkiseen interventioon tarkoitetun rasvattoman maitojauheen analyysimenetelmit

"T A OSA

Parametri Menetelmi
Proteiini ISO 8968 osa 1
Rasva ISO 1736
Vesi ISO 5537
Happoisuus ISO 6091
Laktaatit I1SO 8069
Fosfataasikoe ISO 11816 osa 1
Liukenemattomuusindeksi ISO 8156
Palaneet osaset (1) ADPI

Mikro-organismit

ISO 4833 o0sa 1

Kirnupiimd

Lisays I

Herajuoksete (?)

Lisaykset II ja III

Hapanhera (?)

ISO 8069 tai tarkastukset tuotantolaitoksessa

Aistinvaraiset tarkastukset ()

ISO 22935 osat 2 ja 3

(") Palaneita osasia koskevia analyysejd voidaan tehdd jarjestelmallisesti. Tallainen analyysi on kuitenkin tehtdva aina, jos ei tehdad

aistinvaraisia tarkastuksia.

Py
=

seksi.

Maksajaviraston on hyviksyttavi sovellettava menetelma (yksi tai molemmat).
Maksajaviraston on hyvaksyttava sovellettava menetelma.
%) Aistinvaraisia tarkastuksia on tehtévi silloin kun se katsotaan maksajaviraston hyviksymin riskianalyysin perusteella tarpeelli-
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Lisdys I

RASVATON MAITOJAUHE: FOSFATIDYYLISERIININ JA FOSFATIDYYLIETANOLIAMIININ MAARITYS

Menetelmi: kidnteisfaasi-HPLC-menetelmi
1. TARKOITUS JA SOVELTAMISALA
Tassd kuvataan menetelmé rasvattomassa maitojauheessa (RMJ) olevan fosfatidyyliseriinin (FS) ja fosfatidyylieta-

noliamiinin (FE) kvantitatiiviseksi maédrittimiseksi. Menetelmdn avulla voidaan havaita RM]:ssd esiintyvit
kirnupiimén kiintoaineet.

2. MAARITELMA

FS + FE -pitoisuus: aineen massafraktio mdadritettynd tdssd esitetylli menetelmdlld. Tulos ilmaistaan
milligrammoina (mg) fosfatidyylietanoliamiinidipalmitoyylia (FEDP) 100 grammassa jauhetta.

3. MENETELMAN PERIAATE
Aminofosfolipidit uutetaan ennastetusta maitojauheesta metanolilla. FS ja FE mddritetddn o-ftaalidialdehydi
(OFA)-johdannaisina kéinteisfaasi-HPLC:lla (RP-HPLC) ja fluoresenssidetektion avulla. Néaytteen FS- ja

FE -pitoisuudet mddritetddn kvantitatiivisesti vertaamalla standardindytteeseen, joka sisdltdd tunnetun mdairin
FEDP:ta.

4. REAGENSSIT

Kaikkien reagenssien on oltava tunnustettua analyysilaatua. Veden on oltava tislattua tai puhtaudeltaan vahintdan
sitd vastaavaa, ellei toisin méaritelld.

4.1  Standardi: PEDP, puhtaus vihintiin 99 %

Huomautus: Standardia on siilytettdvd — 18 °C:n lampotilassa.

4.2 Reagenssit standardiniytteen ja testindytteen valmistamiseksi
4.2.1 metanoli, HPLC-laatua
4.2.2  kloroformi, HPLC-laatua

4.2.3  tryptamiinimonohydrokloridi

43 Reagenssit o-ftaalidialdehydijohdannaisten valmistamiseen

4.3.1 natriumhydroksidi, 12 M vesiliuos

4.3.2  boorihappo, 0,4 M vesiliuos, pH séddettynd arvoon 10,0 natriumhydroksidin (4.3.1) avulla
4.3.3  2-merkaptoetanoli

4.3.4  o-ftaalidialdehydi (OFA)

4.4  HPLC-eluointiliuottimet

4.4.1  Eluointiliuottimet on valmistettava HPLC-laatuisia reagensseja kdyttden.
4.4.2  vesi, HPLC-laatua

4.4.3  metanoli, puhtaus tutkittu fluorometrilli

4.4.4  tetrahydrofuraani

4.4.5 natriumdivetyfosfaatti

4.4.6 natriumasetaatti

4.4.7  etikkahappo
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5. LAITTEET JA TARVIKKEET
5.1 Analyysivaaka, tarkkuus 1 mg, luettavuus 0,1 mg
5.2  Dekantterilaseja, tilavuus 25 ja 100 ml
5.3  Pipettejd, tilavuudet 1 ja 10 ml
5.4  Magneettisekoitin
5.5  Mittapipettejd, joilla voi pipetoida tilavuudet 0,2, 0,5 ja 5 ml
5.6  Mittapulloja, tilavuus 10, 50 ja 100 ml
5.7  Injektioruiskuja, tilavaus 20 ja 100 pl
5.8  Ultradinihaude
5.9  Sentrifugi, 27 000 x g
5.10 Lasipulloja, tilavuus noin 5 ml
5.11 Mittalasi, tilavaus 25 ml
5.12 pH-mittari, tarkkuus 0,1 pH-yksikkod
5.13 HPLC-laite
5.13.1 sdddettava gradientin pumppausjdrjestelmd, virtausnopeus 1,0 ml/min 200 barin paineessa
5.13.2 automaattinen ndytteenkdsittelijd, jossa voi valmistaa johdannaisia
5.13.3 kolonniuuni, joka pysyy limpétilassa 30 °C + 1 °C

5.13.4 fluoresenssidetektori, joka toimii herdteaallonpituudella 330 nm ja emissioaallonpituudella 440 nm

5135

5.13.6

7.2

7.2.1

7.2.2

7.2.3

integraattori tai tietojenkdsittelyohjelmisto, jolla pystytddn mittaamaan piikkien pinta-aloja

LiChrospher®-100 -kolonni (250 x 4,6 mm) tai vastaava kolonni, joka on pakattu oktadekyylisilagnilla (C 18),

hiukkaskoko 5 pm

NAYTTEENOTTO

Niytteet otetaan ISO-standardin 707 mukaisesti.

SUORITUS

Sisdisen standardiliuoksen valmistus

Punnitaan 30,0 £ 0,1 mg tryptamiinimonohydrokloridia (4.2.3) 100 mln mittapulloon (5.6) ja tdytetddn merkkiin

metanolilla (4.2.1).

Pipetoidaan 1 ml (5.3) tdtd livosta 10 mln mittapulloon (5.6) ja taytetddn merkkiin metanolilla (4.2.1), jotta saadaan

0,15 mM:n tryptamiinipitoisuus.

Niyteliuoksen valmistus

Punnitaan 1,000

0,001 g RMJ:ta 25 mln dekantterilasiin (5.2). Lisatddn pipetilli 10 mi tislattua vettd (5.3),

t
lampotila 40 °C = 1 °C, ja sekoitetaan magneettisekoittimella (5.4) 30 minuutin ajan mahdollisten paakkujen

liuottamiseksi.

Pipetoidaan 0,2 ml (5.5) ennastettua maitoa 10 ml:n mittapulloon (5.6), lisitddn injektioruiskulla (5,7) 100 pl
0,15 mM:n tryptamiiniliuosta (7.1) ja tdytetddn merkkiin metanolilla (4.2.1). Sekoitetaan huolellisesti kddnnellen ja

kasitellddan ultradanelld (5.8) 15 minuutin ajan.

Sentrifugoidaan (5.9) kiihtyvyydelli 27 000 g x g 10 minuutin ajan ja kerdtddn supernatantti neste pieneen

lasipulloon (5.10).

Huomautus: Niyteliuos on siilytettavd 4 °C:n lampétilassa, kunnes HPLC-analyysi suoritetaan.
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7.3 Ulkoisen standardiliuoksen valmistus

7.3.1 Punnitaan 55,4 mg FEDP:td (4.1) 50 ml:n mittapulloon (5.6) ja lisatdan mittalasilla (5.11) noin 25 ml kloroformia
(4.2.2). Kuumennetaan tulpallinen pullo lampétilaan 50 °C = 1 °C ja sekoitetaan huolellisesti, kunnes FEDP liukenee.
Jaghdytetdan pullo 20 °C:n lampatilaan, taytetddn merkkiin metanolilla (4.2.1) ja sekoitetaan kddnnellen.

7.3.2  Pipetoidaan (5.3) 1 ml tatd livosta 100 ml:n mittapulloon (5.6) ja tdytetidn merkkiin metanolilla (4.2.1). Pipetoidaan
(5.3) 1 ml tatd livosta 10 ml:n mittapulloon (5.6), lisatdgn 100 pl (5.7) 0,15 mM tryptamiiniliuosta (7.1) ja tdytetddn

merkkiin metanolilla (4.2.1). Sekoitetaan kédnnellen.

Huomautus: Vertailundyteliuos on séilytettavd 4 °C:n limpétilassa, kunnes HPLC-analyysi suoritetaan.

7.4  Derivointireagenssin valmistus
Punnitaan 25,0 + 0,1 mg OFA:ta (4.3.4) 10 mln mittapulloon (5.6), lisitddn 0,5 ml (5.5) metanolia (4.2.1) ja
sekoitetaan huolellisesti OFA:n liuottamiseksi. Tdytetddn merkkiin boorihappoliuoksella (4.3.2) ja lisdtddn injektio-
ruiskulla (5.7) 20 pl 2-merkaptoetanolia (4.3.3).

Huomautus: Derivointireagenssi on siilytettdvd 4 °C:n limpétilassa ruskeassa lasipullossa. Se pysyy stabiilina
1 viikon ajan.

7.5 Miiritys HPLC:1ld
7.5.1  Eluointiliuottimet (4.4)

Livotin A: 0,3 mM natriumdivetyfosfaattiliuvos ja 3mM natriumasetaattilivos (pH sdddettynd etikkahapolla
arvoon 6,5 + 0,1): metanoli:tetrahydrofuraani = 558:440:2 (v/v/v).

Liuotin B: metanoli

7.5.2  Ehdotettu eluointigradientti:

Aika (min) Liuotin A (%) Livotin B (%) Virtausnopeus (ml/min)
Alku 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

Huomautus: Eluointigradientti voi vaatia pienid muutoksia kuviossa 1 esitetyn erotuskyvyn saamiseksi.

Kolonnin limpétila: 30 °C.
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7.5.3  Injektiotilavuus: 50 pl derivointireagenssia ja 50 ul ndyteliuosta

7.5.4  Kolonnin tasapainotus

Kolonnia huuhdellaan 100-prosenttisella liuottimella B 15 minuutin ajan, tdmain jilkeen asetetaan A:B = 40:60 ja
saatetaan tasapainoon virtausnopeuden ollessa 1 ml/min 15 minuutin ajan. Suoritetaan ajo injektoimalla
metanolia (4.2.1) sokeakokeeksi.

Huomautus: Jos kolonnia ei aiota kdyttdd pitkddn aikaan, sitd huuhdellaan metanolin ja kloroformin seoksella
(80:20 (v/v)) 30 minuutin ajan.

7.5.5  Midritetddn ndytteen FS + FE -pitoisuus

7.5.6  Suoritetaan kromatografisten analyysien sarja pitden ajojen vilinen aika vakiona vakioisten retentioaikojen saamiseksi.
Ulkoista standardiliuosta (7.3) injektoidaan aina 5-10 ndyteliuoksen valein vastekertoimen laskemiseksi.

Huomautus: Kolonni on huuhdeltava 100-prosenttisella liuottimella B (7.5.1) vahintddn 30 minuutin ajan
aina 20-25 ajon jilkeen.

7.6 Integrointimenetelmi
7.6.1  FEDP-piikki

FEDP eluoituu yhtend piikkind. Médritetddn piikin pinta-ala integroimalla laaksosta laaksoon.

7.6.2  Tryptamiinipiikki

Tryptamiini eluoituu yhtena piikkind (kuvio 1). Médritetddn piikin pinta-ala integroimalla laaksosta laaksoon.

7.6.3  FS- ja FE-piikkiryhmdt

Kuvatuissa olosuhteissa (kuvio 1) FS eluoituu kahtena paiasiallisena, osittain erottumattomana piikkini, jota
edeltdd pieni piikki. FE eluoituu kolmena paiasiallisena, osittain erottumattomana piikkind. Mdaritetddn jokaisen
piikkiryhmin kokonaispinta-ala asettaen pohjaviiva kuviossa 1 esitetylld tavalla.

8. TULOSTEN LASKEMINEN JA ILMOITTAMINEN
Niyteliuoksen FS + FE -pitoisuus lasketaan seuraavasti:

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

jossa:
C = néytteen FS- tai FE-pitoisuus (mg/100 g jauhetta)
A, = standardindyteliuoksen (7.3) FEDP-piikin pinta-ala
A, = niyteliuoksen (7.2) FS- tai FE-piikin pinta-ala
T, = standardindyteliuoksen (7.3) tryptamiinipiikin pinta-ala
T, = niyteliuoksen (7.2) tryptamiinipiikin pinta-ala
9. MENETELMAN TARKKUUS

Huomautus: Toistettavuusarvot on laskettu kansainvilisen IDF-standardin (¥) mukaisesti.

9.1 Toistettavuus

Toistettavuuden suhteellinen standardipoikkeama, joka ilmaisee saman henkilon samalla laitteella samoissa
olosuhteissa samasta néytteestd lyhyin viliajoin saamien toisistaan riippumattomien maédritystulosten
vaihtelevuutta, ei saa olla yli 2 % suhteellisesti. Jos niilld edellytyksilld tehddin kaksi mairitystd, kahden tuloksen
suhteellinen ero saa olla enintddn 6 % tulosten aritmeettisesta keskiarvosta.



L 26/22 Euroopan unionin virallinen lehti 31.1.2018

9.2 Uusittavuus

Kun eri henkilot tekevit eri laboratorioissa eri valineistoilld ja eri olosuhteissa maaritykset samasta ndytteestd,
ndiden kahden tuloksen vilinen suhteellinen ero saa olla enintddn 11 % tulosten aritmeettisesta keskiarvosta.

10. VIITTEET

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).

Kuva 1

HPLC-kuvio fosfatidyyliseriinin (FS) ja fosfatidyylietanoliamiinin (FE) OFA-johdannaisista
ennastetun rasvattoman maitojauheen metanoliuutteessa. Kuviossa esitetdin FS-, FE- ja tryptamiini-
(sisiinen standardi) piikkien integrointitapa.
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Lisdys 11

JULKISEEN VARASTOINTIIN TARKOITETUN RASVATTOMAN MAITOJAUHEEN HERAJUOKSETTEEN

OSOITTAMINEN KASEIINIMAKROPEPTIDIEN MAARITYKSEN AVULLA SUUREN EROTUSKYVYN
NESTEKROMATOGRAFIAA (HPLC) KAYTTAEN

1. TARKOITUS JA SOVELTAMISALA

Timin menetelmédn avulla voidaan osoittaa herajuoksetteen esiintyminen julkiseen varastointiin tarkoitetussa
rasvattomassa maitojauheessa kaseiinimakropeptidien maarityksen avulla.

2. VIITE

Kansainvilinen standardi ISO 707 — Maito ja maitotuotteet — Naytteenotto-menetelmat.

3. MAARITELMA

Kuiva herajuoksetepitoisuus ilmoitetaan massaprosentteina ja maddritetddn kaseiinimakropeptidipitoisuutena
tissd esitetylld menetelmalld.

4. PERIAATE

— Rasvattoman maitojauheen ennastus, rasvojen ja proteiinien poisto trikloorietikkahapolla ja sentrifugointi
tai suodatus.

— Supernatantissa esiintyvien kaseiinimakropeptidien (CMP) médrdan mddritys suuren erotuskyvyn nestekroma-
tografialla (HPLC).

— Saadun tuloksen arviointi suhteessa rasvattoman maitojauheen standardindytteisiin, joissa ei ole tai joihin
on lisdtty tunnettu prosenttimaird herajauhetta.

5. REAGENSSIT

Kaikkien reagenssien on oltava tunnustettua analyysilaatua. Veden on oltava tislattua tai puhtaudeltaan
vahintdin sitd vastaavaa.

5.1 Trikloorietikkahappoliuos

Liuotetaan 240 g trikloorietikkahappoa (CCl,COOH) veteen ja tdytetidn 1 000 mlksi. Liuoksen tulee olla
kirkasta ja varitontd.

5.2 Eluointilivos, pH 6,0
Liuotetaan 1,74 g dikaliumvetyfosfaattia (K,HPO,), 12,37 g monokaliumdivetyfosfaattia (KH,PO,) ja 21,41 g
natriumsulfaattia (Na,SO,) noin 700 ml:aan vettd. Tarvittaessa sidddetidn pH 6,0:ksi fosforihappo- tai
kaliumhydroksidiliuoksen avulla.

Taytetadn 1 000 mlksi vedelld ja homogenoidaan.

Huomautus: Eluointiliuoksen koostumusta voidaan ajantasaistaa standardista annetun todistuksen tai kolonnin-
pakkausmateriaalin valmistajan suositusten mukaisesti.

Eluointiliuos suodatetaan ennen kayttod 0,45 pm:n kalvosuodattimen lapi.

5.3 Pesuliuos

Sekoitetaan yksi tilavuusosa asetonitriilid (CH,CN) 9 tilavuusosaan vetti. Suodatetaan seos ennen kayttod
0,45 pm:n kalvosuodattimen ldpi.

Huomautus: Téssd voidaan kdyttdd mitd tahansa pesuliuosta, jolla on bakteereja tappava vaikutus ja joka ei
heikennd kolonnien erotuskykya.

5.4 Standardiniytteet
5.4.1  Tamdn asetuksen vaatimuksia vastaava rasvaton maitojauhe eli [0].

5.4.2  Sama rasvaton maitojauhe sekoitettuna 5-prosenttiseksi (m/m) juoksetetyyppiselld, koostumukseltaan standardilla
herajauheella eli [5].
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6. LAITTEET JA TARVIKKEET
6.1 Analyysivaaka

6.2 Sentrifugi, jolla voidaan saavuttaa 2 200 g:n keskipakovoima, varustettuna noin 50 mln sentrifugi-
putkilla, joissa on tulppa tai korkki

6.3 Mekaaninen ravistelija

6.4 Magneettisekoitin

6.5 Lasisuppiloita, halkaisija noin 7 cm
6.6 Suodatinpapereita, keskinopea suodatus, halkaisija noin 12,5 cm
6.7 Lasinen suodatuslaite, varustettuna huokoskooltaan 0,45 pm:n kalvosuodattimella

6.8 Mittapipettejd, joilla voidaan annostella 10 ml (ISO 648, luokka A tai ISO/R 835) tai laite, jolla voidaan
annostella 10,0 ml kahdessa minuutissa

6.9 Laite, jolla voidaan annostella 20,0 ml vettd noin 50 °C:ssa
6.10 Vesihaude siidettyni termostaatilla 25 + 0,5 °C:seen

6.11  HPLC-laitteisto, johon kuuluu:
6.11.1 pumppu
6.11.2  kdsikdyttoinen tai automaattinen injektori, jonka injektiotilavuus on 15-30 pl

6.11.3 kaksi TSK 2 000 SW -kolonnia sarjassa (pituus 30 cm, sisdhalkaisija 0,75 cm) tai tehokkuudeltaan vastaavat
kolonnit (esim. yksi TSK 2 000-SWxl, yksi Agilent Technologies Zorbax GF 250) ja esikolonni (3 cm x 0,3 cm)
pakattuna I 125:1li tai tehokkuudeltaan vastaavalla materiaalilla

6.11.4  kolonniuuni, jonka lampdtila on sdddetty termostaatilla 35 = 1 °C:seen

6.11.5 aallonpituudeltaan séidettivissi oleva UV-detektori, jolla voidaan suorittaa mittauksia 205 nmssi 0,008 Am

herkkyydelli
6.11.6 integraattori, jolla voidaan integroida laaksosta laaksoon.

Huomautus: Huoneenldampatilassa olevilla kolonneilla voidaan tyoskennelld, mutta niiden erotuskyky on hieman
heikompi. Téssd tapauksessa lampétilan muutosten saman analyysisarjan aikana tdytyy olla alle £ 5 °C.

7. NAYTTEENOTTO

7.1 Naytteet otetaan kansainvilisessd ISO-standardissa 707 kuvatun menettelyn mukaisesti. Jisenvaltiot voivat
kuitenkin kdyttdd muuta ndytteenottomenetelmas, jos se on edelld mainitun standardin periaatteiden mukainen.

7.2 Ndyte on sdilytettivd olosuhteissa, joissa ndyte ei pilaannu eikd sen koostumus muutu.
8. SUORITUS
8.1 Testiniytteen esikisittely

Maitojauhe siirretddn astiaan, joka on sithen verrattuna tilavuudeltaan noin kaksinkertainen ja jossa on
ilmatiivis kansi. Astia suljetaan valittomisti. Maitojauhe sekoitetaan kéddnnellen astiaa toistuvasti ympari.

8.2 Testindyte

Punnitaan 2,000 £ 0,001 g ndytettd sentrifugiputkeen (6.2) tai suljettuun pulloon (50 ml).

8.3 Rasvan ja proteiinien poisto

8.3.1  Lisatddn ndaytteeseen 20,0 ml lammintd vettd (50 °C). Liuotetaan jauhe ravistaen 5 minuutin ajan ravistelijalla (6.3).
Asetetaan putki vesihauteeseen (6.10) ja annetaan putken lampotilan tasaantua 25 °Ciksi.



31.1.2018 Euroopan unionin virallinen lehti L 26/25

8.3.2  Lisataan 10,0 ml trikloorietikkahappoliuosta (5.1), noin 25 °C, kahden minuutin aikana magneettisekoittajalla (6.4)
voimakkaasti sekoittaen. Asetetaan putki vesihauteeseen (6.10) ja pidetddn sitd sielld 60 minuuttia.

8.3.3  Sentrifugoidaan (6.2) kiihtyvyydelld 2 200 g kymmenen minuuttia, tai suodatetaan paperin lipi (6.6), poistetaan
suodoksen viisi ensimmaistd millilitraa.

8.4 Kromatografinen miiritys

8.4.1  Injektoidaan tarkasti mitattuna 15-30 pl supernatanttia tai suodosta (8.3.3) HPLC-laitteistoon (6.11), jonka
virtausnopeus on 1,0 ml eluointiliuosta (5.2) minuutissa.

Huomautus 1. Muuta virtausnopeutta voidaan kéyttad, jos otetaan huomioon kolonnien sisihalkaisija tai
kolonnin valmistajan ohjeet.

Huomautus 2. Jokaisen keskeytyksen aikana kolonnit on huuhdeltava vedelld. Eluointiliuosta (5.2) ei saa koskaan
jattad niihin.

Ennen jokaista yli 24 tunnin keskeytystd kolonnit on huuhdeltava vedelld ja pestivd sitten liuoksella (5.3)
vahintdin kolmen tunnin ajan virtausnopeudella 0,2 ml/minuutti.

8.4.2  Niytteen [E] kromatografisen mddrityksen tulokset saadaan kromatogrammin muodossa, jossa jokainen piikki
tunnistetaan sen retentioajasta RT seuraavasti:

Piikki II: kromatogrammin toinen piikki, jonka RT on noin 12,5 minuuttia.

Piikki III: kromatogrammin kolmas piikki, joka on CMP, joiden RT on 15,5 minuuttia.

Kolonnien valinta voi vaikuttaa merkittavésti eri piikkien retentioaikoihin.

Integraattori (6.11.6) laskee automaattisesti jokaisen piikin pinta-alan A, eli:

Ay piikin II pinta-ala

Ay piikin III pinta-ala

Laitteiston tai kolonnien huonosta toiminnasta tai mdairitetyn ndytteen luonteesta ja alkuperdstd johtuvien
mahdollisten poikkeavuuksien havaitsemiseksi on vilttimatontd tutkia jokainen kromatogrammi ennen
kvantitatiivista tulkintaa.

Jos esiintyy epdilyjd, madritys on toistettava.

8.5 Kalibrointi
8.5.1  Standardindgytteisiin (5.4) sovelletaan tismdlleen 8.2—-8.4.2 kohdassa kuvattua menettelyd.

On kaytettava juuri valmistettuja liuoksia, silli CMP:t hajoavat 8 %:n triklooriasetaatissa. Niiden pitoisuus
pienenee noin 0,2 %/tunti 30 °C:ssa.

8.5.2  Ennen ndytteiden kromatografista mddritystd kolonnit on valmisteltava injektoimalla toistuvasti standardindytteen (5.4.2)
liuosta (8.5.1), kunnes CMP:ji vastaavan piikin pinta-ala ja retentioaika pysyvit vakiona.

8.5.3  Mddritetddn vastekertoimet R injektoimalla sama tilavuusmddrd suodoksia (8.5.1) kuin ndytteitd.

9. TULOSTEN ILMOITTAMINEN
9.1 Laskutapa ja kaavat

9.1.1  Vastekertoimen R laskeminen:

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

R, = piikin II vastekertoimet

—
2
I

= kohdassa 8.5.3 saatu standardindytteen [0] piikkien II pinta-ala
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9.1.4

9.2

Piikki III: Ry = W[(Ay[5] - Ay [0])

jossa:

Ry = piikin III vastekerroin

Ay [0] ja Ay [5] = kohdassa saadut standardindytteiden [0] ja [5] piikin IIl pinta-alat
w = standardindytteessd [5] esiintyvdn heran mdaird eli 5.

Naytteen [E] piikkien suhteellisen pinta-alan laskeminen
SulE] = R x A[E]
SulE] = Ry, x Ay[E]
SwlE] = Ry x Ay[E]

jossa:

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

ndytteen [E] piikkien II, II ja IV suhteelliset pinta-alat

kohdassa 8.4.2 saadut ndytteen [E] piikkien II ja III pinta-alat

Ry, Ry = kohdassa lasketut vastekertoimet

Niytteen [E] piikin IIl suhteellisen retentioajan laskeminen:
RRTy[E] = (RT,,[E])/(RTy,[5])
jossa:
RRT,, [E] = néytteen [E] piikin III suhteellinen retentioaika
RT,, [E] = kohdassa 8.4.2 saatu ndytteen [E] piikin III retentioaika
RT,, [5] = kohdassa 8.5.3 saatu vertailundytteen [5] piikin III retentioaika

Kokeet ovat osoittaneet, ettd piikin III suhteellisen retentioajan eli RRT,; [E]:n ja aina 10 %:iin asti lisatyn herajauheen
prosenttiosuuden vililld on olemassa lineaarinen riippuvuus:

— RRT,, [E] on < 1,000, kun herapitoisuus on > 5 %,
— RRT,, [E] on > 1,000, kun herapitoisuus on < 5 %.
Sallittu epatarkkuus RRT,; -arvoille on * 0,002.

Tavallisesti RRT,, [0] -arvo eroaa vihdn arvosta 1,034. Kolonnien kunnosta riippuen timi arvo voi lihestya
arvoa 1,000, mutta sen on oltava aina tdtd suurempi.

Niytteessd esiintyvin herajuoksetejauheen prosenttiosuuden laskeminen:

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

jossa:

w = niéytteen [E] herajuoksetteen prosenttiosuus m/m

Su [E] = kohdassa 9.1.2 saatu ndytteen [E] piikin III suhteellinen pinta-ala

1,3 = piikin III suhteellinen keskiméardinen pinta-ala grammoina herajuoksetetta 100 grammassa
médritettynd alkuperiltddn erilaisista muuntamattomista rasvattomista maitojauheista. Taima
luku on saatu kokeellisesti.

Sy [0] = piikin II pinta-ala, joka on yhtd suuri kuin R, x A, [0]. Ndmid arvot saadaan
kohdissa 9.1.1 ja 8.5.3.

(S [01-0,9) = suhteelliseen pinta-alaan 1,3 tehtdvd korjaus, kun S, [0] ei ole yhtd suuri kuin 0,9.

Kokeellisesti vertailundytteen [0] piikin III keskimdirdinen suhteellinen pinta-ala on 0,9.
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9.3 Menetelmiin tarkkuus

9.3.1  Toistettavuus
Kahden madiritystuloksen, jotka sama henkilo on saanut samanaikaisesti tai aivan peritysten samalla
vilineistoll tdysin samanlaiselle testimateriaalille, ero saa olla enintddn 0,2 % m/m.

9.3.2  Uusittavuus
Kahden toisistaan riippumattoman yksittdisen tuloksen, jotka on saatu kahdessa eri laboratoriossa tdysin
samanlaiselle testimateriaalille, ero saa olla enintdin 0,4 % m/m.

9.4 Tulkinta

9.4.1  Todetaan herattomuus, jos piikin III suhteellinen pinta-ala S, [E], grammoina herajuoksetetta 100:aa tuotegrammaa
kohti ilmaistuna, on < 2,0 + (S, [0] — 0,9),
jossa
2,0 on suurin sallittu arvo piikin III suhteelliselle pinta-alalle ottaen huomioon piikin III suhteelli-

nen keskimdirdinen pinta-ala (eli 1,3), rasvattomien maitojauheiden koostumuksen vaihte-
luista johtuva epdtarkkuus ja menetelmdn uusittavuus (9.3.2)

(S [0] = 0,9) | tehtdvi korjaus, kun pinta-ala S;; [0] eroaa 0,9:std (ks. 9.2 kohta)

9.4.2  Jos piikin III suhteellinen pinta-ala S, [E] on > 2,0 + (S,[0] — 0,9) ja piikin II suhteellinen pinta-ala S, [E] < 160,
maddritetddn herajuoksetteen pitoisuus 9.2 kohdassa esitetylli tavalla.

9.4.3  Jos piikin III suhteellinen pinta-ala S, [E] on > 2,0 + (S,[0] — 0,9) ja piikin II suhteellinen pinta-ala S, [E] < 160,
maddritetddn kokonaisproteiinipitoisuus (P %); sitten tutkitaan kuvia 1 ja 2.

9.4.3.1 Kuvissa 1 ja 2 esitetddn tiedot, jotka on saatu analysoitaessa runsaasti proteiineja sisaltdvid muuntamattomia rasvattomia

maitojauheita.

Yhteniiselld viivalla kuvattu suora edustaa lineaarisen regression suoraa, jonka kertoimet on laskettu
pienimmin neliésumman menetelmalld.

Katkoviivalla kuvattu suora mddrdd piikin III suhteellisen pinta-alan yldrajan, joka ei ylity todennikdisyydelld
90 % tapauksista.

Kuvien 1 ja 2 katkoviivalla kuvattujen suorien yhtilot ovat

Sy =0,376 P % 10,7 (kuva 1)

Sy =00123 S, [E] + 0,93 | (kuva 2)

jossa

Su on piikin III suhteellinen pinta-ala laskettuna joko proteiinien kokonaispitoisuudesta tai piikin S [E]
suhteellisesta pinta-alasta,

P %  on kokonaisproteiinipitoisuus painoprosentteina ilmaistuna,

Sy [E] on 9.1.2 kohdassa laskettu naytteen suhteellinen pinta-ala.

Nima4 yhtilot vastaavat 9.2 kohdassa mainittua lukua 1,3.

Poikkeama (T, and T,) saadun suhteellisen pinta-alan S, [E] ja suhteellisen pinta-alan S, vililli saadaan

seuraavista yhtaloista: T, = S,,[E] — [(0,376 P% — 10,7) + (S,,[0] — 0,9)]T, = S,,[E] - [(0,0123 S,[E] + 0,93) +
(SIII[O] - 0’9)]
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9.4.3.2 Jos T, jaftai T,

Jos T, ja/tai T,

ovat pienempid tai yhtd suuria kuin nolla, herajuoksetteen esiintymistd ei voida

madrittad.

ovat suurempia kuin nolla, herajuoksetetta todetaan esiintyvan.

Herajuoksetteen pitoisuus lasketaan seuraavalla kaavalla: W = T, + 0,91

jossa:

0,91 on etdisyys pystyakselilla yhteniselld viivalla kuvatun suoran ja katkoviivalla kuvatun suoran valilla.

Piikki I1I

Piikki 11T
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Lisdys 11l

RASVATTOMASSA MAITOJAUHEESSA OLEVAN KUIVAN HERAJUOKSETTEEN MAARITYS

1. TARKOITUS: RASVATTOMAAN MAITOJAUHEESEEN LISATYN KUIVAN HERAJUOKSETTEEN HAVAITSEMINEN
2. VIITTEET: KANSAINVALINEN ISO-STANDARDI 707
3. MAARITELMA

Kuiva herajuoksetepitoisuus ilmoitetaan massaprosentteina ja maédritetddn kaseiinimakropeptidipitoisuutena
tassd esitetylld menetelmalla.

4. PERIAATE
Niytteistd maédritetddn kaseiinimakropeptidi A suuren erotuskyvyn nestekromatografialla kadnteisfaasimene-

telmalld (HPLC). Tulos arvioidaan vertaamalla sitd rasvatonta maitojauhetta sisdltdviin standardindytteisiin, joista
toisiin on ja toisiin ei ole lisitty herajauhetta. Jos tulos on yli 1 % (m/m), néytteessd on kuivaa herajuoksetta.

5. REAGENSSIT

Kaikkien reagenssien on oltava tunnustettua analyysilaatua. Veden on oltava tislattua tai puhtaudeltaan
vdhintddn sitd vastaavaa. Asetonitriilin on oltava spektroskopia- tai HPLC-laatua.

5.1 Trikloorietikkahappoliuos

Liuotetaan 240 g trikloorietikkahappoa (CCl,COOH) veteen ja tdytetddn 1 000 mlksi. Liuoksen tulee olla
kirkasta ja varitontd.

5.2 Eluointiliuokset A ja B

Eluointiliuvos A: Mitataan 1 000 mln mittapulloon 150 ml asetonitriilia (CH,CN), 20 ml isopropanolia
(CH,CHOHCH,) ja 1,00 ml trifluorietikkahappoa (TFA, CF,COOH). Tdytetddn 1 000 ml:aan vedelld.

Eluointiliuos B: Mitataan 1 000 ml:n mittapulloon 550 ml asetonitriilid, 20 ml isopropanolia ja 1,00 ml TFA:a.
Téytetddn 1 000 ml:aan vedelld. Eluointiliuos suodatetaan ennen kéyttod 0,45 pm:n kalvosuodattimen ldpi.

5.3 Kolonnin siilytys

Méiritysten jilkeen kolonni huuhdellaan ensin eluointiliuoksella B (gradientilla) ja sitten asetonitriililld
(gradientilla 30 minuuttia). Kolonni siilytetddn asetonitriilissa.

5.4 Standardiniytteet
5.4.1  Julkista varastointia koskevia vaatimuksia vastaava rasvaton maitojauhe (eli [0]).

5.4.2  Sama rasvaton maitojauhe sekoitettuna 5-prosenttiseksi (m/m) juoksetetyyppiselld, koostumukseltaan standardilla
herajauheella eli [5].

5.4.3  Sama rasvaton maitojauhe sekoitettuna 50-prosenttiseksi (m/m) juoksetetyyppiselld, koostumukseltaan standardilla
herajauheella eli [5].

6. LAITTEET JA TARVIKKEET
6.1 Analyysivaaka

6.2 Sentrifugi, jolla voidaan saavuttaa 2 200 g:n keskipakovoima, varustettuna noin 50 mln sentrifugi-
putkilla, joissa on tulppa tai korkki

6.3 Mekaaninen ravistelija
6.4 Magneettisekoitin

6.5 Lasisuppiloita, halkaisija noin 7 cm
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6.6

6.7

6.8

6.9

6.10

6.11
6.11.1
6.11.2

6.11.3

6.11.4

6.11.5

6.11.6

7.1

7.2

8.1

8.2

8.3

Suodatinpapereita, keskinopea suodatus, halkaisija noin 12,5 cm
Lasinen suodatuslaite, varustettuna huokoskooltaan 0,45 pm:n kalvosuodattimella

Mittapipettejd, joilla voidaan annostella 10 ml (ISO 648, luokka A tai ISO/R 835) tai laite, jolla voidaan
annostella 10,0 ml kahdessa minuutissa

Laite, jolla voidaan annostella 20,0 ml vetti noin 50 °C:ssa
Vesihaude sididettynd termostaatilla 25 + 0,5 °C:seen

HPLC-laitteisto, johon kuuluu:
kaksikanavainen gradienttipumppu
kdsikdyttoinen tai automaattinen injektori, tilavuus 100 pl

Agilent Technologies Zorbax 300 SB-C3 -kolonni (pituus 25 cm, sisdhalkaisija 0,46 cm) tai vastaava kddnteisfaa-
sikolonni, silikapohjainen, suurihuokoinen

kolonniuuni, jonka lampotila on sdddetty termostaatilla 35 + 1 °C:seen

aallonpituudeltaan muunneltavissa oleva UV-detektori, jolla voidaan mitata 210 nm:ssi (tarvittaessa voidaan kdyttdd
suurempaa aallonpituutta aina 220 nm:iin asti), herkkyys 0,02 A

integraattori, jolla voidaan integroida yhteiseen perusviivaan tai laaksosta laaksoon

Huomautus: Kolonneja voi kayttdd myos huoneenlimmossi, jos limpétilavaihtelua on enintddn 1 °C; muussa
tapauksessa CMP,:n retentioajassa esiintyy melko suuria vaihteluita.

NAYTTEENOTTO

Niytteet otetaan kansainvilisessi ISO-standardissa 707 kuvatun menettelyn mukaisesti. Jisenvaltiot
voivat kuitenkin kiyttii muuta niytteenottomenetelmii, jos se on edelli mainitun standardin
periaatteiden mukainen.

Niyte on siilytettivi olosuhteissa, joissa niyte ei pilaannu eiki koostumus muutu.

SUORITUS
Testindytteen esikisittely

Maitojauhe siirretddn astiaan, joka on sithen verrattuna tilavuudeltaan noin kaksinkertainen ja jossa on
ilmatiivis kansi. Astia suljetaan vilittomasti. Maitojauhe sekoitetaan kdannellen astiaa toistuvasti ympari.

Testindyte
Punnitaan 2,00 £ 0,001 g néytettd sentrifugiputkeen (6.2) tai tulpalliseen pulloon (50 ml).

Huomautus: Kun kyseessd ovat esiseokset, punnitaan sellainen maird ndytettd, ettd rasvattoman nédytteen osuus
on 2,00 g.

Rasvan ja proteiinien poisto

Lisdtddn ndytteeseen 20,0 ml lammintd vettd (50 °C). Liuotetaan jauhe ravistaen 5 minuutin ajan ravistelijalla (6.3).
Asetetaan putki vesihauteeseen (6.10) ja annetaan putken limpétilan tasaantua 25 °Cksi.

Lisdtdan kahden minuutin aikana 10,0 ml noin 25 °C trikloorietikkahappoliuosta (5.1), koko ajan voimakkaasti
magneettisekoittimella sekoittaen (6.4). Asetetaan putki vesihauteeseen (6.10) ja pidetddn sitd sielld 60 minuuttia.

Sentrifugoidaan (6.2) kiihtyvyydelli 2 200 g kymmenen minuuttia tai suodatetaan paperin ldpi (6.6). Heitetddn pois
suodoksen viisi ensimmaistd millilitraa.



31.1.2018 Euroopan unionin virallinen lehti L 26/31

8.4. Kromatografinen miiritys

8.4.1  Kadnteisfaasi-HPLC-menetelmdd kdytettdessd happaman kirnupiimdjauheen esiintymisestd johtuvien vddrien positiivisten
tulosten mahdollisuus on poissuljettu.

8.4.2  Ennen kddanteisfaasi-HPLC-mddritystd on gradientin olosuhteet optimoitava. Retentioaika 26 + 2 minuuttia CMP A:lle on
ihanteellinen gradienttijdrjestelmille, joissa kuollut tilavuus on noin 6 mi (tilavuus siitd kohdasta, jossa liuottimet yhtyvit
sithen kohtaan, jossa injektiosilmukka loppuu). Gradienttijarjestelmissd, joissa kuollut tilavuus on pienempi (esimerkiksi
2 ml), on kdytettavd 22 minuuttia optimaalisena retentioaikana.

Otetaan standardindytteet (5.4) ilman 50-prosenttista herajuoksetetta ja sen kanssa.
Injektoidaan 100 pl supernatanttia tai suodosta (8.3.3) HPLC-laitteistoon kiyttden taulukossa 1 esitettyjd
gradientin viiteolosuhteita.

Taulukko 1

Gradientin viiteolosuhteet kromatografian optimoimiseksi

da | v
Alku 1,0 90 10 *
27 1,0 60 40 lineaarinen
32 1,0 10 90 lineaarinen
37 1,0 10 90 lineaarinen
42 1,0 90 10 lineaarinen

Niiden kahden kromatogrammin vertailun avulla olisi voitava paikallistaa CMP,-piikki.

Jaljempidnd annetulla kaavalla voidaan laskea normaalille gradientille alussa kdytettivin liuottimen koostumus

(8.4.3) seuraavasti: % B = 10 — 2,5 + (13,5 + (RT,,,, — 26) [ 6) * 30 [ 27 % B = 7,5 + (13,5 + (RT,,, — 26) | 6)

*1,11

jossa

RT,.»0  CMP.n retentioaika viitegradientissa

10: viitegradientin B % alussa

2,5: B-liuoksen prosenttiosuus keskikohdassa miinus B-liuoksen prosenttiosuus alussa normaaligra-
dientissa

13,5 13,5 viitegradientin keskikohdan ajankohta

26: CMP, :lle vaadittu retentioaika

6: viitegradientin ja normaaligradientin kulmakertoimien suhde

30: B-liuoksen prosenttiosuus alussa miinus B-liuoksen prosenttiosuus 27 minuutin kohdalla viitegra-
dientissa

27: viitegradientin ajoaika

8.4.3  Naytteiden injektointi

Injektoidaan tarkasti mitattuna 100 pl supernatanttia tai suodosta (8.3.3) HPLC-laitteistoon virtausnopeudella
1,0 ml eluointiliuosta (5.2) minuutissa.

Méirityksen alussa eluenttikoostumus saadaan 8.4.2 kohdasta. Se on tavallisesti lahelld arvoa A:B = 76:24 (5.2).
Vilittomasti injektoinnin jdlkeen aloitetaan lineaarinen gradientti, joka johtaa 5 % suurempaan B:n
prosenttiosuuteen 27 minuutin jilkeen. Sen jilkeen aloitetaan lineaarinen gradientti, joka saa eluaattikoos-
tumuksen B:n 90 %:ksi viidessd minuutissa. Tdtd koostumusta ylldpidetddn viisi minuuttia. Sen jilkeen aina
lineaarisen gradientin avulla palataan alkuperdiseen koostumukseen viidessd minuutissa. Pumppausjirjestelmin
sisdisestd tilavuudesta riippuen seuraava injektointi voidaan tehdd 15 minuutin kuluttua siitd kun alkuperdiset
olosuhteet on saavutettu.

Huomautus 1. CMP,:n retentioajan olisi oltava 26 * 2 minuuttia. Tdmi voidaan saavuttaa vaihtelemalla
ensimmdisen gradientin alku- ja loppuolosuhteita. Ensimmiisen gradientin B %:n alku- ja loppuolosuhteiden
eron on kuitenkin pysyttivd 5 %:ssa B:std.
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Huomautus 2. Eluenteista on poistettava kaasut riittdvdssd mdirin, ja ne on myos siilytettdvd kaasuttomina.
Timd on vilttdimdtontd gradientin pumppausjirjestelmidn asianmukaisen toiminnan kannalta. CMP,-piikin
retentioajan standardipoikkeaman on oltava pienempi kuin 0,1 minuuttia (n = 10).
Huomautus 3. Joka viidennen ndytteen jilkeen on injektoitava vertailundytettd [5] ja kéytettdva sitd uuden
vastekertoimen R laskemiseksi (9.1.1).

8.4.4.  Nuytteen (E) kromatografisen maddrityksen tulokset saadaan kromatogrammina, jossa CMP,-piikki tunnistetaan sen
retentioajasta, joka on noin 26 minuuttia.
Integraattori (6.11.6) laskee automaattisesti CMP,-piikin korkeuden H. Jokaisen kromatogrammin perusviiva on
tarkistettava. Mddritys tai integrointi on toistettava, jos perusviiva on sijainnut vaarassi kohdassa.
Huomautus: Jos CMP,-piikki erottuu riittdvasti muista piikeistd, olisi kdytettdvd perusviivaa laaksosta laaksoon;
muutoin tehdddn kohtisuorat viivat yhteiseen perusviivaan, jonka pitdisi alkaa ldhelti CMP,-piikkid (eli ei
t = 0 min!).Standardille ja néytteelle on kiytettdvd samaa integrointityyppid, ja jos kdytetddn yhteistd
perusviivaa, on tarkistettava, ettd se on néytteen ja standardin osalta johdonmukainen.
Mahdollisesti laitteiston tai kolonnin huonosta toiminnasta tai maaritettdvin néytteen alkuperastd ja luonteesta
johtuvien poikkeavuuksien havaitsemiseksi on valttimatontd tarkastella jokaista kromatogrammia ennen
kvantitatiivista tulkintaa. Jos esiintyy epdilyji, médritys on toistettava.

8.5 Kalibrointi

8.5.1  Standardindgytteille (5.4.1-5.4.2) sovelletaan tasmalleen 8.2—8.4.4 kohdassa kuvattua menettelyd. On kdytettivd juuri
valmistettuja liuoksia, silli CMP hajoaa 8 % trikloorietikkahapossa huoneenldmmaossd. Liuos pysyy 4 °C:ssa stabiilina
24 tuntia. Jos mddrityssarjat ovat pitkid, on toivottavaa kdyttdd jadhdytettyd ndytetarjotinta automaatti-injektorissa.
Huomautus: Edelld oleva 8.4.2 kohta voidaan jdttdd pois, jos B:n % tunnetaan alkuolosuhteissa aikaisempien
médritysten perusteella.
Vertailundytteen [5] kromatogrammin on oltava kuvan 1 mukainen. 1. Tdssd kuvassa CMP,-piikkid edeltdd
kaksi pientd piikkid. On vilttdimatontd saada samanlainen erottuminen.

8.5.2  Ennen ndytteiden kromatografista mddritystd injektoidaan 100 pl standardindytettd, joka ei sisilld herajuoksetetta [0]
(5.4.1).
Kromatogrammissa ei saa esiintya piikkia CMP,-piikin retentioajan kohdalla.

8.5.3  Muddritetddn vastekertoimet R injektoimalla sama tilavuusmddrd suodoksia (8.5.1) kuin ndytteitd.

9. TULOSTEN ILMOITTAMINEN

9.1 Laskutapa ja kaavat

9.1.1  Vastekertoimen R laskeminen:

CMP,-piikki: R = W/H

jossa

R = CMP,-piikin vastekerroin

H = CMP,-piikin korkeus

W = standardindytteen [5] sisdltimadn heran maira
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9.2 Niytteessd esiintyvin herajuoksetejauheen prosenttiosuuden laskeminen

W(E) = R x H(E)

jossa

W(E) = niytteen (E) herajuoksetteen prosenttiosuus m/m
R = CMP,-piikin vastekerroin (9.1.1)

H(E) = ndytteen (E) CMP,-piikin korkeus

Jos W(E) on yli 1 % ja jos ndytteen retentioajan ja standardindytteen [5] retentioajan vélinen ero on pienempi
kuin 0,2 minuuttia, herajuoksetteen esiintyminen on osoitettu.

9.3 Menetelmiin tarkkuus
9.3.1 Toistettavuus

Kahden mddritystuloksen, jotka sama henkilo on saanut samanaikaisesti tai aivan peridtysten samalla
vilineistolld tdysin samanlaiselle testimateriaalille, ero saa olla enintddn 0,2 % m/m.

9.3.2 Uusittavuus
Ei madritetty.
9.3.3 Lineaarisuus

Kuvaajan on oltava lineaarinen herajuoksetteen pitoisuusalueella 0-16 %, ja korrelaatiokertoimen on oltava
>0,99.

9.4 Tulkinta

1 %:n raja sisiltdd uusittavuudesta johtuvan epavarmuuden.

Kuva 1

Ni—4.6 standardi

Absorbanssi (220 nm)

0 5 10 15 20 25 3o

Aika (minuuttia)

(*) Kansainvdlinen IDF-standardi 135B/1991. Maito ja maitotuotteet. Tunnusmerkit analyyttisten menetelmien
tarkkuudelle. Yhteenveto kollaboratiivisesta tutkimusmenettelystd.”
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3) Lisitddn liitteet seuraavasti:

"LIITE VI

Yksityisessd varastoinnissa olevan voin analyysimenetelmiit

Parametri Menetelma
Rasva (1) ISO 17189 tai ISO 3727 osa 3
Vesi ISO 3727 osa 1
Rasvaton kuiva-aine (suola pois luettuna) ISO 3727 osa 2
Suola ISO 15648

(") Maksajaviraston on hyviksyttiva sovellettava menetelma.

LIITE VII

Yksityisessd varastoinnissa olevan rasvattoman maitojauheen analyysimenetelmiit

Parametri Menetelmi

Rasva ISO 1736

Proteiini ISO 8968 osa 1

Vesi ISO 5537
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LIITE VIII

Yksityisessd varastoinnissa olevan juuston analyysimenetelmiit

1. Lisdyksessd esitettyd menetelmid sovelletaan sen varmistamiseksi, ettei juusto, joka on valmistettu yksinomaan
lampaan-, vuohen- tai puhvelinmaidosta taikka lampaan-, vuohen- ja puhvelinmaidon seoksista, sisilld
lehmdnmaidon kaseiinia.

Lehminmaidon kaseiinia katsotaan esiintyvin, jos analysoitavan ndytteen lehmidnmaidon kaseiinipitoisuus on yhti
suuri tai suurempi kuin lisdyksessi esitetyn, 1 prosenttia lehmdnmaitoa sisdltdvin vertailundytteen pitoisuus.

2. Lehmidnmaidon kaseiinin osoittamiseksi 1 kohdassa tarkoitetuista juustoista voidaan kdyttdd menetelmid seuraavin
edellytyksin:

a) toteamisraja on enintddn 0,5 prosenttia ja
b) vairid positiivisia tuloksia ei esiinny ja

¢) lehméinmaidon kaseiini on osoitettavissa vaaditulla herkkyydelld pitkienkin kypsyttimisjaksojen jilkeen, kuten voi
tapahtua tavanomaisissa kaupallisissa olosuhteissa.

Jos jokin edelld mainituista edellytyksisté ei tdyty, on kdytettdva lisdyksessd esitettyja menetelmia.
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Lisdys
MENETELMA LEHMANMAIDON JA KASEINAATIN OSOITTAMISEKSI LAMPAAN-, VUOHEN- TAI

PUHVELINMAIDOSTA TAI LAMPAAN-, VUOHEN- JA PUHVELINMAIDON SEOKSISTA VALMISTETUISSA
JUUSTOISSA

1. SOVELTAMISALA

Lehmidnmaidon ja kaseinaatin osoittaminen lampaan-, vuohen- tai puhvelinmaidosta tai lampaan-, vuohen- ja
puhvelinmaidon seoksista valmistetuissa juustoissa plasminolyysissi muodostuvien y-kaseiinien isoelektriselld
fokusoinnilla.

2. SOVELTAMISALA

Menetelméd sopii kasittelemattoman ja limpokasitellyn lehmidnmaidon ja kaseinaatin osoittamiseen hyvilld
herkkyydelld ja spesifistisesti lampaan-, vuohen- tai puhvelinmaidosta tai lampaan-, vuohen- ja puhvelinmaidon
seoksista valmistetuissa tuoreissa ja kypsytetyissd juustoissa. Se ei sovellu niiden osoittamiseen, jos maito tai
juusto on vadrennetty lampokasitellyilld naudan heraproteiinikonsentraateilla.

3. MENETELMAN PERIAATE

3.1 Kaseiinien eristiminen juustosta ja vertailustandardeista

3.2 Eristettyjen kaseiinien liuottaminen ja pilkkominen plasmiinilla (EC.3.4.21.7)

3.3 Plasmiinilla kisiteltyjen kaseiinien isoelektrinen fokusointi urean lisniollessa ja proteiinien virjdys

3.4  Virjittyjen y;- ja y,kaseiinikuvioiden (niytt6 lehminmaidosta) arviointi vertaamalla niytteestd saatua
kuviota kuvioihin, jotka on saatu samassa geelissi 0 % ja 1 % lehminmaitoa sisiltivisti vertailustan-
dardeista

4. REAGENSSIT

On kiytettdvd analyysilaatuisia kemikaaleja, ellei toisin mainita. Veden on oltava kahdesti tislattua tai
puhtaudeltaan sitd vastaavaa.

Huomautus: Seuraavia yksityiskohtaisia ohjeita sovelletaan laboratoriossa valmistettuihin ureaa sisiltaviin
polyakryyliamidigeeleihin, joiden mitat ovat 265 x 125 x 0,25 mm. Jos kdytetddn muunkokoisia ja -tyyppisid
geelejd, erotusolosuhteita voidaan joutua sddtimain.

Isoelektrinen fokusointi
4.1 Reagenssit ureaa sisiltivien polyakryyliamidigeelien valmistamiseksi
4.1.1  Geelin kantaliuos

Liuotetaan

4,85 g akryyliamidia

0,15 g N, N'-metyleeni-bis-akryyliamidia (BIS)
48,05 g ureaa

15,00 g glyserolia (87 % w|w)

veteen ja tdytetddn 100 ml:aan, sdilytetddn ruskeassa lasipullossa jaikaapissa.

Huomautus: Painoltaan mdarittyjen hermomyrkyllisten akryyliamidien sijasta voi kédyttdd myos kaupallisesti
saatavaa esisekoitettua akryyliamidi/BIS-liuosta. Kun tillainen livos sisdltid 30 % w/v akryyliamidia ja 0,8 %
w|v BIS:, titd on kiytettdvd 16,2 ml varastoliuokseen madrittyjen painojen sijaan. Varastoliuoksen sdilyvyys on
enintddn 10 piivdd; jos sen johtokyky on suurempi kuin 5 pS, on suoritettava joninpoisto sekoittamalla sitd
2 g:n Amberlite MB-3:n kanssa 30 minuutin ajan ja sitten suodatettava 0,45 pm:n kalvon lapi.
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4.1.2  Geeliliuos

Valmistetaan geeliliuos sekoittamalla varastoliuokseen lisdaineita ja amfolyytteja (*) (ks. 4.1.1).
9,0 ml varastoliuosta

24 mg de P-alaniinia

500 pl amfolyyttid, pH 3,5-9,5

250 pl amfolyyttid, pH 5-7

250 pl amfolyyttia, pH 6-8

Geeliliuosta sekoitetaan ja poistetaan ilmaa 2—3 minuutin ajan ultraddnihauteessa tai tyhjiossa.

Huomautus: Geeliliuos valmistetaan valittomasti ennen sen kaatamista (ks. 6.2).

4.1.3  Katalyyttiliuokset
4.1.3.1 N, N, N’, N'-tetrametyylietyleenidiamiini (TEMED)
4.1.3.2 40 % w|v ammoniumpersulfaatti (PER):

Liuotetaan 800 mg PER:d4 veteen ja tdytetddn 2 ml:aan.

Huomautus: Aina on kdytettdvé juuri valmistettua PER-liuosta.

4.2 Kontaktineste

Petroli tai parafiinioljy.

4.3 Anodiliuos

Liuotetaan 5,77 g fosforihappoa (85 % w/w) veteen ja laimennetaan 100 mlksi.

4.4 Katodiliuos

Liuotetaan 2,00 g natriumhydroksia veteen ja laimennetaan 100 ml:ksi vedella.

Niytteen valmistus
4.5 Reagenssit proteiinien eristimiseksi
4.5.1  Laimea etikkahappo (25,0 ml jddetikkaa taytetdan 100 ml:aan vedelld)
4.5.2  Dikloorimetaani

4.5.3  Asetoni

4.6 Proteiinia liuottava puskuriliuos

Liuotetaan

5,75 g glyserolia (87 % w|w)
24,03 g ureaa

250 mg ditiotreitolia

veteen ja tdytetddn 50 ml:aan.

Huomautus: Sdilytetddn jadkaapissa, silyvyys enintddn 1 viikko.
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4.7 Reagenssit kaseiinien pilkkomiseksi plasmiinilla

4.7.1  Ammoniumkarbonaattipuskuri
Titrataan 0,2 mol/l ammoniumvetykarbonaattiliuos (1,58 g/100 ml vettd), joka sisdltdd 0,05 mol/l etyleenidia-
miinitetraetikkahappoa (EDTA, 1,46 g/100 ml vettd), 0,2 mol/l ammoniumkarbonaattiliuoksella (1,92 g/100 ml
vettd), joka sisaltdd 0,05 mol/l EDTA:a, siten ettd pH:ksi saadaan 8.

4.7.2  Naudan plasmiini (E.C.3.4.21.7), aktiivisuus vahintddn 5 U/ml

4.7.3  e-Aminokapronihappoliuos entsyymi-inhibitiota varten
Liuotetaan 2 624 g e-aminokapronihappoa (6-amino-n-heksaanihappoa) 100 ml:aan 40 % (v/v) etanolia.

4.8 Standardit

4.8.1 Varmennettuja vertailustandardeja juoksetetusta rasvattomasta lampaan- ja vuohenmaidon seoksesta, joka sisaltdd O %
ja 1 % lehmdnmaitoa, on saatavana vertailumateriaalien ja -mittausten tutkimuslaitoksesta (IRMM), B-2440 Geel,
Belgia.

4.8.2  Laboratorion vilistandardien valmistaminen puhvelin juoksutetusta maidosta, joka sisaltid 0 % ja 1 % lehmdnmaitoa
Rasvaton maito valmistetaan sentrifugoimalla joko puhvelin tai naudan kasittelemitonti irtomaitoa 37 °C:ssa,
2 500 g 20 minuutin ajan. Kun koeputki ja sen sisdlto on jadhdytetty nopeasti limpétilaan 6-8 °C, poistetaan
ylempi rasvakerros kokonaan. 1 % standardin valmistamiseksi lisitddn 5,00 ml naudan rasvatonta maitoa
495 ml:aan puhvelin rasvatonta maitoa 1 Lin dekantterilasissa, siddetddn pH:n arvoksi 6,4 laimeaa maitohappoa
(10 % wfv) lisddmalla. Sdddetddn lampotila 35 °Ciseen ja lisitddn 100 pl vasikanjuoksetetta (juoksetteen
aktiivisuus 1:10 000, n. 3 000 U/ml), sekoitetaan 1 minuutin ajan ja sen jilkeen dekantterilasi jitetdin
seisomaan alumiinifoliolla péallystettynd 35 °C:seen yhdeksi tunniksi juustomassan muodostamiseksi. Kun
juustomassa on muodostunut, juoksettunut maito kylmikuivataan kokonaisuudessaan ilman enempdd
homogenointia tai heran valuttamista. Kylmakuivauksen jilkeen se jauhetaan hienoksi homogeenisen jauheen
saamiseksi. Sama menettely suoritetaan 0 %:n standardin valmistamiseksi aitoa rasvatonta puhvelinmaitoa
kéyttden. Standardeja on sdilytettivd lampétilassa — 20 °C.
Huomautus: On suositeltavaa tarkistaa puhvelinmaidon puhtaus plasmiini-késiteltyjen kaseiinien isoelektriselld
fokusoinnilla ennen standardien valmistamista.
Reagenssit proteiinien virjiykseen

4.9 Kiinnitysaine
Liuotetaan 150 g trikloorietikkahappoa veteen ja tdytetddn 1 000 ml:aan.

410 Virinpoistoliuos
Laimennetaan 500 ml metanolia ja 200 ml jadetikkaa 2 000 mlksi tislatulla vedelld.
Huomautus: Tuore vérinpoistoliuos on valmistettava joka paivé; se voidaan valmistaa sekoittamalla yhtd suuret
tilavuudet varastoliuoksia, 50 % (v/v) metanolia ja 20 % (v/v) jadetikkaa.

411  Virjiysliuokset

4.11.1 Varjaysliuos (kantaliuos 1)
Liuotetaan 3,0 g Coomassie-briljanttisinistd G 250 (C.I. 42655) 1 000 ml:aan 90 % (v/v) metanolia magneettise-
koittajaa kdyttden (n. 45 minuuttia), suodatetaan kahden keskinopean taitetun suodatinpaperin ldpi.

4.11.2 Varjaysliuos (kantaliuos 2)
Liuotetaan 5,0 g kuparisulfaattipentahydraattia 1 000 ml:aan 20 % (v/v) etikkahappoa.

4.11.3 Varjdysliuos (tyoskentelyliuos)

Sekoitetaan yhteen 125 ml kumpaakin varastoliuosta (4.11.1, 4.11.2) valittomasti ennen varjdysta.

Huomautus: Virjdysliuos tulisi valmistaa sind pdiving, jona sitd kdytetdn.
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5. LAITTEET JA TARVIKKEET
5.1 Lasilevyji (265 x 125 x 4 mm); kumitela (leveys 15 cm); vaakatasopoyti
5.2 Kantaja-arkki geelille (265 x 125 mm)

5.3 Peitearkki (280 x 125 mm). Kiinnitetiin teippinauha (280 x 6 x 0,25 mm) kummallekin pitkille sivulle
(ks. kuva 1).

5.4  Elektrofokusointikammio, jossa on jidhdytyslevy (esim. 265 x 125 mm) ja sopiva virtalihde (> 2,5 kV)
tai automaattinen elektroforeesilaite

5.5 Kiertokryostaatti, siddetty termostaatilla limpotilaan 12 + 0,5 °C

5.6 Sentrifugi, siddettivissi nopeuteen 3 000 g

5.7 Elektrodiliuskat (pituus > 265 mm)

5.8 Muovisia tippapulloja anodi- ja katodiliuoksille

5.9 Niyteapplikaattoreita (10 x 5 mm, viskoosia tai suodatinpaperia, joka ei absorboi proteiineja)

510 Ruostumatonta teristi olevia tai lasisia virjdys- ja virinpoistoastioita (esim. 280 x 150 mm instrument-
titarjottimia)

5.12  Sidddettivissi oleva sauvahomogenisaattori (varren halkaisija 10 mm), rpm alueella 8 000-20 000

5.13  Magneettisekoitin

5.14  Ultraidnihaude

515 Kalvojen saumaukseen sopiva laite

5.16  Mikropipetteji, 25 pl

5.17  Tyhjiohaihdutin tai kylmikuivain

5.18  Vesihaude, joka on termostaatilla siddeltivissi limpétiloihin 35 ja 40 + 1 °C, ravistelijalla varustettuna

5.19  Tiheysmittari, luettavissa aallonpituudella A = 634 nm

6. SUORITUS
6.1 Niytteen valmistus
6.1.1  Kaseiinien eristdminen

Punnitaan 5:ttd g:aa juuston kuiva-ainetta vastaava mdadrd néytettd tai vertailustandardeja 100 mln sentrifu-
giputkeen, lisitddn 60 ml tislattua vettd ja homogenoidaan sauvahomogenisaattorilla (8 000-10 000 rpm).
Sdddetddn pH-arvoon 4,6 laimealla etikkahapolla (4.5.1) ja sentrifugoidaan (5 min., 3 000 g). Dekantoidaan
rasva ja hera, homogenoidaan jainnos kierrosnopeudella 20 000 rpm 40 ml:in kanssa tislattua vettd, jonka pH
on sdddetty arvoon 4,5 laimealla etikkahapolla (4.5.1), lisatddan 20 ml dikloorimetaania (4.5.2), homogenoidaan
jalleen ja sentrifugoidaan (5 min., 3 000 g). Poistetaan lastalla kaseiinikerros, joka kelluu vesifaasin ja orgaanisen
faasin vilissd (ks. kuva 2) ja dekantoidaan molemmat faasit pois. Homogenoidaan kaseiini uudelleen 40 mln
tislattua vettd (ks. edelld) ja 20 mln dikloorimetaania (4.5.2) kanssa ja sentrifugoidaan. Toistetaan menettely,
kunnes molemmat uuttofaasit ovat virittomid (2-3 kertaa). Homogenoidaan proteiinjjadnnos 50 mllla
asetonia (4.5.3) ja suodatetaan keskinopean taitetun suodatinpaperin ldpi. Pestddn suodatinpaperille jdavd
jaannos kahdesti kahdella erilliselld 25 mln annoksella asetonia ja annetaan kuivua ilmassa tai typpivirrassa;
taman jalkeen jauhetaan hienoksi huhmareessa.

Huomautus: Eristetyt kuivat kaseiinit on sdilytettivi lampétilassa — 20 °C.

6.1.2  [f-kaseiinien pilkkominen plasmiinilla y-kaseiinin vahvistamiseksi

Dispergoidaan 25 mg eristettyjd kaseiineja (6.1.1) 0,5 ml:aan ammoniumkarbonaattipuskuria (4.7.1) ja
homogenoidaan 20 minuutin ajan esim. ultraddnelld. Kuumennetaan limpdétilaan 40 °C ja lisdtddn 10 pl
plasmiinia (4.7.2), sekoitetaan ja inkuboidaan tunnin ajan 40 °C:ssa jatkuvasti ravistellen. Entsyymin
inhiboimiseksi lisitddn 20 pl e-kapronihappoliuosta (4.7.3), timin jilkeen lisitdidn 200 mg kiintedd ureaa ja
2 mg ditiotreitolia.

Huomautus: Symmetrisempien kaseiinijuovien saamiseksi fokusoinnissa on suositeltavaa kylmakuivata liuos
e-kapronihappoliuoksen lisddmisen jilkeen ja liuottaa sitten jddnnokset 0,5 mliaan proteiinia liuottavaan
puskuriin (4.6).
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6.2 Ureaa sisiltivien polyakryyliamidigeelien valmistus

Muutaman vesipisaran avulla levitetddn geelin kantaja-arkki (5.2) lasilevyn (5.1) pdéille ja kuivataan kaikki
ylimddrdinen vesi paperipyyhkeelld. Samoin levitetddn peitearkki (5.3), jossa on vilikkeet (0,25 mm), toisen
lasilevyn péille. Asetetaan levy vaakasuoraan vaakatasopoydille.

Lisdtddn 10 pl TEMED:td (4.1.3.1) valmistettuun ilmattomaan geeliliuokseen (4.1.2), sekoitetaan ja lisitddn 10 pl
PER-liuosta (4.1.3.2), sekoitetaan huolellisesti ja kaadetaan valittomasti tasaisesti peitearkin keskikohtaan.
Asetetaan geelin kantajalevyn yksi reuna (arkkipuoli alaspiin) peitearkin pdille ja lasketaan sitd hitaasti niin, ettd
geelikerros muodostuu arkkien viliin ja levidd tasaisesti ja ilman kuplien muodostumista (kuva 3). Lasketaan
varovasti geelin kantajalevy kokonaan alas ohutta lastaa kiyttden ja asetetaan vield kolme lasilevyd sen paille
painoksi. Kun polymeroituminen on tapahtunut (noin 60 min), poistetaan geelin kantaja-arkille polymeroitunut
geeli yhdessd peitearkin kanssa lasilevyjd koputellen. Puhdistetaan kantaja-arkin kddntopuolelta huolellisesti
geelijadnnokset ja urea. Saumataan geeli-sandwich kalvoon ja sdilytetddn jadkaapissa (enintddn 6 viikkoa).

Huomautus: Vilikkeellistd peitearkkia voidaan kdyttad uudelleen. Polyakryyliamidigeeli voidaan leikata pienempiin
osiin, mitd suositellaan, kun néytteiti on ainoastaan muutama tai jos kdytetddn automaattista elektroforeesi-
laitetta (2 geelid, koko 4,5 x 5 cm).

6.3. Isoelektrinen fokusointi

Sdddetddn jadhdyttivd termostaatti 12 °C:seen. Pyyhkdistddn geelin kantaja-arkin kddntopuoli petrolilla,
tipautetaan sitten muutama pisara petrolia (4.2) jadhdytyslohkon keskelle. Sen jilkeen geeli-sandwich levitetddn
kantajapuoli alaspdin lohkon pdille siten, ettei muodostu kuplia. Pyyhkdistddn ylimdardinen petroli pois ja
poistetaan peitearkki. Imeytetddn elektrodinauhoihin elektrodiliuoksia (4.3, 4.4), leikataan geelin pituisiksi ja
asetetaan asianmukaisille paikoille (elektrodien etéisyys 9,5 cm).

Isoelektrisen fokusoinnin olosuhteet:

6.3.1  Geelikoko 265 x 125 x 0,25 mm

Vaihe Aika Jannite Sahkovirta Teho Volttituntia
(min) V) (mA) W) (Vh)
1. Esifokusointi 30 enintdin enintdin vak. 4 noin 300
2 500 15
2. Naytteen fokusointi (') 60 enintdin enintdin vak. 4 noin 1 000
2 500 15
3. Lopullinen fokusointi 60 enintdan enintdan enintdan noin 3 000
2 500 5 20
40 enintdin enintdin enintdin noin 3 000
2 500 6 20
30 enintdan enintdan enintdan noin 3 000
2 500 7 25

(') Naytteiden lisddminen: Esifokusoinnin jdlkeen (vaihe 1) pipetoidaan 18 pl ndytettd ja standardiliuoksia ndyteaplikaattoreille
(10 x 5 mm), asetetaan ne geelin pddlle 1 mm:n etéisyydelld toisistaan ja 5 mm:n pddhin pituussuunnassa anodista ja pai-
netaan niitd kevyesti. Fokusoidaan edelld annettuja olosuhteita noudattaen, ja niyteapplikaattorit poistetaan varovasti, kun
ndytettd on fokusoitu 60 minuuttia.

Huomautus: Jos geelien paksuutta tai leveyttd muutetaan, sdhkovirran ja tehon arvoja on sdddettdvd sopivasti
(esim. sihkovirran ja tehon arvot on kaksinkertaistettava, jos kdytetddn 265 mm x 125 mm x 0,5 mm geelid).
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6.3.2  Esimerkki automaattisen elektroforeesilaitteen jinniteohjelmasta (2 kooltaan 5,0 x 4,5 cm geelid); elektrodit asetetaan
suoraan geeliin ilman liuskoja.

Vaihe Jannite Sahkovirta Teho Lampdtila Volttituntia
1. Esifokusointi 1000V 10,0 mA 3,5W 8 °C 85 Vh
2. Niytteen fokusointi 250V 5,0 mA 2,5W 8 °C 30 Vh
3. Fokusointi 1200V 10,0 mA 3,5W 8°C 80 Vh
4. Fokusointi 1500V 5,0 mA 7,0 W 8°C 570 Vh

Asetetaan ndyteapplikaattori vaiheessa 2, kun volttitunnit ovat 0 Vh.

Poistetaan ndyteapplikaattori vaiheessa 2, kun volttitunnit ovat 30 Vh.

6.4 Proteiinien virjidys
6.4.1  Proteiinien kiinnitys

Poistetaan elektrodinauhat vilittomisti voimanldhteen sammuttamisen jilkeen ja asetetaan geeli valittomasti
vérjdys|virinpoistoastiaan, joka on tdytetty 200 mllla kiinnitysainetta (4.9); jitetddn 15 minuutiksi, jatkuvasti
ravistellen.

6.4.2  Geelilevyn pesu ja varjdys

Valutetaan kiinnitysaine huolellisesti pois ja pestddn geelilevy kahdesti, 30 sekuntia kummallakin kerralla,
100 mlla varinpoistoliuosta (4.10). Kaadetaan virinpoistoliuos pois ja tdytetddn astia 250 mllla vérjdysliuosta
(4.11.3); annetaan varjaytyd 45 minuuttia kevyesti ravistellen.

6.4.3  Geelilevyn varinpoisto

Kaadetaan virjaysliuos pois, pestddn geelilevy kahdesti kéyttien 100 ml virinpoistoliuosta (4.10) kummallakin
kerralla, ravistellaan sitten 15 minuutin ajan 200 mlissa virinpoistoliuosta ja toistetaan virinpoistovaihe
vdhintddn 2 tai 3 kertaa, kunnes tausta on kirkas ja viriton. Huuhdellaan geelilevy sen jilkeen tislatulla vedelld
(2 x 2 min.) ja kuivataan ilmassa (2-3 tuntia) tai hiustenkuivaajalla (10-15 min.).

Huomautus 1: Kiinnitys, pesu, virjiys ja virinpoisto on tehtdvi 20 °C:ssa. Korkeampia limpétiloja ei saa kayttid.

Huomautus 2: Jos herkempai hopeavirjdystd (esim. Silver Staining Kit, Protein, Pharmacia Biotech, Code
N:o 17-1150-01) pidetdin parempana, plasmiinilla ksitellyt kaseiinindytteet on laimennettava 5 mg/ml:ksi.

7. ARVIOINTI

Arviointi suoritetaan vertaamalla tuntemattoman néytteen proteiinikuviota vertailustandardeihin samassa
geelissd. Lehmdnmaidon toteaminen lampaan-, vuohen- ja puhvelinmaidosta sekd lampaan-, vuohen- ja
puhvelinmaidon seoksesta valmistetuissa juustoissa tapahtuu sellaisten vy,- ja y,-kaseiinien vilitykselld, joiden
isoelektriset pisteet vaihtelevat valilld pH 6,5-7,5 (kuvat 4 a ja 4 b, kuva 5). Toteamisraja on alle 0,5 %.

7.1 Silmimairiinen arviointi

Naudanmaidon mddrdn arvioimiseksi silmdmaédrdisesti on suositeltavaa sddtdd néytteiden ja standardien
pitoisuudet samantasoisten viri-intensiteettien saamiseksi lampaan, vuohen jaftai puhvelin v,- ja y,-kaseiineille
(ks. "y, E.GB” ja "y, E,G,B” kuvissa 4 a, 4 b ja 5). Naudanmaidon méard (vihemman kuin, yhtd paljon kuin tai
enemmin kuin 1 %) tuntemattomassa niytteessd voidaan todeta suoraan vertaamalla naudan vy;- ja y,-kaseiinien
isoelektrisessd fokusoinnissa saadun virin intensiteettid (ks. "y; C” ja "y, C” kuvissa 4 a, 4 b ja 5) vastaaviin
0 %:n ja 1 %:n vertailustandardeihin (lammas, vuohi) tai laboratorion vilistandardeihin (puhveli).
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7.2 Tiheysmittaukseen perustuva arviointi

Jos mahdollista, kdytetdan tiheysmittaria (5.19) naudan y,- ja y,-kaseiinien piikkien pinta-alojen mairittdmiseksi
suhteessa lampaan, vuohen jaftai puhvelin vastaaviin (ks. kuva 5). T4td arvoa verrataan 1 %:n vertailustandardin
(lammas, vuohi) tai laboratorion vilistandardin (puhveli) y,- ja y,-kaseiinipiikkien pinta-alan suhteeseen, kun
analysointi on suoritettu samassa geelissi.

Huomautus: Menetelmd toimii tyydyttavasti, jos 1 %:n vertailustandardissa esiintyy selvd positiivinen merkki seké
naudan vy,- ettd vy,-kaseiineista, muttei merkkeji 0 %:n vertailustandardeissa. Jos ndin ei ole, menettelyd on
parannettava noudattamalla tdsmallisesti menetelmén yksityiskohtia.

Niyte todetaan positiiviseksi, jos naudan sekd y,- ettd y,-kaseiinien tai vastaavien piikkien pinta-alojen suhteet
ovat yhtd suuret tai suuremmat kuin 1 %:n vertailustandardin taso.
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Kuva 2

Vesifaasin ja orgaanisen faasin vilissi kelluva kaseiinikerros sentrifugoinnin jilkeen

H,0-faasi

Kaseiini

CHzClz-faaSi

Kuva 3

Sulkemistekniikka erittiin ohuiden polyakryyliamidigeelien valmistamiseksi

a = viliketeippi (0,25 mm); b = peitearkki (5.3); c, e = lasilevyt (5.1); d = geeliliuos (4.1.2); f = geelin kantaja-arkki (5.2)
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Kuva 4 a

Lampaan- ja vuohenmaidosta valmistetun, eri méirii lehminmaitoa sisiltivin juuston plasmiinilla
kisiteltyjen kaseiinien isoelektrinen fokusointi
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% CM = lehmdnmaidon prosenttiosuus, C = lehmd, E = lammas, G = vuohi.

Kuvassa on esitetty [EF-geelin ylempi puolisko.

Kuva 4 b

Lampaan-, vuohen- ja puhvelinmaidon seoksista valmistetun, eri miirii lehminmaitoa sisiltivin

juuston plasmiinilla kisiteltyjen kaseiinien isoelektrinen fokusointi
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% CM = lehmdnmaidon prosenttiosuus; 1 + = ndyte, joka sisdltdid 1 % lehmanmaitoa ja johon on lisitty puhdasta
naudan kaseiinia linjan keskelld. C = lehm4, E = lammas; G = vuohi, B = puhveli.

Kuvassa on esitetty [EF-geelin koko erotusetiisyys.
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Kuvio 5

Standardin (STD) sekid lampaan- ja vuohenmaidon seoksesta valmistetun juuston niytteiden
densitogrammit paillekkiin asetettuna isoelektrisen fokusoinnin jilkeen
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a, b = standardit, jotka sisaltavit 0 ja 1 % lehmdnmaitoa; c-g = juustondytteet, jotka sisdltivit 0, 1, 2, 3 ja 7 %
lehminmaitoa. C = lehmi, E = lammas, G = vuohi.

Ylempi puolisko IEF-geelistd tutkittiin aallonpituudella X = 634 nm.
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LIITE IX

Analyysien arviointi

1. Laadunvarmistus

Analyysit on tehtavd laboratorioissa, jotka on nimetty asetuksen (EY) N:o 882/2004 (**) 12 artiklan mukaisesti tai
jotka jasenvaltion toimivaltaiset viranomaiset ovat nimenneet.

2. Niytteenotto ja analyysien tulosten kiistiminen

1. Naytteenotto on tehtivd asianomaista tuotetta koskevien sddnndsten mukaisesti. Jos néytteenotosta ei ole sdadetty
nimenomaisesti, sovelletaan standardia ISO 707 Milk and milk products — Guidance on sampling (Maito ja
maitovalmisteet — Ndytteenottoa koskevia ohjeita).

2. Analyysin tuloksista tehdyissd laboratorioraporteissa on oltava riittavésti tietoja, jotta tuloksia voidaan arvioida
lisdyksen mukaisesti.

3. Unionin lainsdddinnossd sdddettyjen analyysien tekemiseksi on otettava kaksoisndytteita.

4. Jos tulokset kiistetdidn, maksajavirasto teettdd kyseisestd tuotteesta tarvittavat testit uudelleen, ja hdvidvin osapuolen
on maksettava tdhdn liittyvat kustannukset.

Edelli mainittu analyysi tehdddn, jos tuotteesta on saatavilla sinetdityja rinnakkaisniytteiti ja jos ne on
asianmukaisesti varastoitu toimivaltaisten viranomaisten tiloihin. Valmistajan on ldhetettivdi maksajavirastolle
analyysintekopyynto ~ seitsemdn tyopdivin kuluessa ensimmdisen analyysin tulosten tiedoksiantamisesta.
Maksajaviraston on tehtdvéd analyysi 21 tyopaivan kuluessa pyynnon vastaanottamisesta.

5. Uusintatestin tulokset ovat lopulliset.

6. Jos valmistaja voi viiden tyopdivan kuluessa ndytteenotosta todistaa, ettei nidytteenottoa suoritettu asianmukaisesti, on
mahdollisuuksien mukaan otettava uudet ndytteet. Jos uusia naytteitd ei voida ottaa, erd on hyviksyttava.
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Lisdys
Arviointi siitd, onko eri lakisditeisten rajojen mukainen

1. Periaate

Jos julkista interventiota ja yksityisen varastoinnin tukea koskevassa lainsdidinnossd on vahvistettu yksityiskohtaiset
ndytteenottomenetelmdt, niitd on noudatettava. Kaikissa muissa tapauksissa tarkastettavasta erdstd on otettava
satunnaisesti vdhintddn kolme ndyteyksikkod. Voidaan valmistaa yhdistetty niyte. Tulosta verrataan lakisddteisiin
rajoihin laskemalla 95 prosentin luottamusvili, joka on 2 kertaa standardipoikkeama, jossa standardipoikkeama
riippuu joko siitd, 1) onko menetelmi validoitu kansainvilisessd yhteistyossd ja muuttujille o, ja o, on vahvistettu
arvot, tai siitd, 2) onko laskettu laboratorion sisdinen uusittavuus, kun kyseessi on sisdinen validointimenettely.
Luottamusvili osoittaa tuloksen mittausepavarmuuden.

2. Menetelmi on validoitu kansainvilisessi yhteistyossi

Talloin toistettavuuden standardipoikkeama o, ja uusittavuuden standardipoikkeama oy on vahvistettu ja laboratorio
voi osoittaa noudattavansa validoitua menetelmaa.

Lasketaan n kertaa toistetun mittauksen aritmeettinen keskiarvo x.

Lasketaan Xx:n laajennettu epavarmuus (k = 2) seuraavasti:

Jos lopullinen mittaustulos x =y, + y,, x =y, —=y,, x =y, - y, tai x = y,[y,, téllaisissa tapauksissa on yleensd kiytettdva
noudatettavia tavanomaisia menetelmid standardipoikkeamien yhdistamiseksi.

Erdn katsotaan olevan lakisditeisen yldrajan UL vastainen, jos
x-U> UL

muutoin sen katsotaan olevan yldrajan UL mukainen.

Erdn katsotaan olevan lakisditeisen alarajan LL vastainen, jos
x4+ U< LL

muutoin sen katsotaan olevan ylarajan LL mukainen.

3. Sisdinen validointimenettely, johon liittyy uusittavuuden sisiisen standardipoikkeaman laskeminen

Jos kiytetidn muita kuin tdssd asetuksessa esitettyjd menetelmid, eikd ole vahvistettu tarkkuutta koskevia
toimenpiteitd, on suoritettava sisdinen validointi. Laajennetun epivarmuuden ,, laskukaavassa on kiytettdva standardi-
poikkeamien o, ja o, sijasta sisdisen toistettavuuden standardipoikkeamaa s, ja sisdisen uusittavuuden standardi-
poikkeamaa sR.

Sddnnot, joita on noudatettava lakisddteisen rajan noudattamisen mddrittdmiseksi, ovat 1 kohdassa esitetyt sddnnot.
Jos erdn ei kuitenkaan katsota olevan lakisditeisen rajan mukainen, mittaukset on toistettava tdssd asetuksessa
esitetyin menetelmin ja tulos on arvioitava 1 kohdan mukaisesti.

(*) Valmisteet Ampholine® pH 3,5-9,5 (Pharmacia) ja Resolyte® pH 5-7 ja pH 6-8 (BHD, Merck) ovat osoittautuneet
erityisen sopiviksi y-kaseiinien erottamiseksi.

(**) Rehu- ja elintarvikelainsddddnnon sekd eldinten terveyttd ja hyvinvointia koskevien sddnt6jen mukaisuuden
varmistamiseksi suoritetusta virallisesta valvonnasta 29 pdivind huhtikuuta 2004 annettu Euroopan parlamentin ja
neuvoston asetus (EY) N:o 882/2004 (EUVL L 165, 30.4.2004, s. 1).”
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