L 26/14 Europos Sajungos oficialusis leidinys 2018 1 31

KOMISIJOS IGYVENDINIMO REGLAMENTAS (ES) 2018/ 150
2018 m. sausio 30 d.

kuriuo dél pieno ir pieno produkty, atitinkanciy valstybés intervencijos ir paramos privaciajam
sandéliavimui reikalavimus, analizés ir kokybés vertinimo metody i§ dalies kei¢iamas Igyvendinimo
reglamentas (ES) 2016/1240

EUROPOS KOMISIJA,
atsizvelgdama j Sutartj dél Europos Sgjungos veikimo,

atsizvelgdama | 2013 m. gruodzio 17 d. Europos Parlamento ir Tarybos reglamenta (ES) Nr. 1306/2013 dél bendros
zemés ikio politikos finansavimo, valdymo ir stebésenos, kuriuo panaikinami Tarybos reglamentai (EEB) Nr. 352/78,
(EB) Nr. 165/94, (EB) Nr. 2799/98, (EB) Nr. 814/2000, (EB) Nr. 1290/2005 ir (EB) Nr. 485/2008 (), ypa¢ i jo
62 straipsnio 2 dalies i punktg,

kadangi:

(1)  Komisijos deleguotajame reglamente (ES) 2016/1238 () ir Komisijos jgyvendinimo reglamente (ES) 2016/1240 (})
nustatytos valstybés intervencijos ir paramos privaciajam sandéliavimui taisyklés. Komisijos reglamente (EB)
Nr. 273/2008 (*) nustatyti metodai, taikytini vertinant, ar pienas ir pieno produktai atitinka tuose reglamentuose
dél valstybés intervencijos ir privaciajam sandéliavimui taikomai paramai nustatytus atitikties reikalavimus;

(2)  atsizvelgiant | pieno ir pieno produkty analizei ir kokybés vertinimui taikomos metodikos techning pazZangg, taip
pat siekiant supaprastinti nuostatas ir pateikti atnaujintas nuorodas i ISO standartus, reikéty padaryti reiksmingy
pakeitimy. Siekiant aiskumo ir veiksmingumo ir atsizvelgiant j Reglamento (EB) Nr. 273/2008 nuostaty
pakeitimy mastg ir techninj pobiidj, atitinkamos to reglamento nuostatos turéty biti jtrauktos j Jgyvendinimo
reglamentg (ES) 2016/1240;

(3)  siekiant uZtikrinti, kad naujy standarty ir metody bty vienodai laikomasi visose valstybése narése, laboratorijoms
turéty bati suteikta pakankamai laiko, kad jos galéty perzidiréti procediras ir pradéti taikyti atnaujintus metodus;

(4)  Igyvendinimo reglamentas (ES) 2016/1240 turéty bati atitinkamai i§ dalies pakeistas;
(5)  siekiant teisinio aiSkumo Reglamentas (EB) Nr. 273/2008 turéty biti panaikintas;

(6)  Siame reglamente nustatytos priemonés atitinka Bendro Zemés tkio rinky organizavimo komiteto nuomone,
PRIEME $] REGLAMENTA;

1 straipsnis

Igyvendinimo reglamentas (ES) 2016/1240 i3 dalies kei¢iamas taip:
1) 4 straipsnis i§ dalies kei¢iamas taip:
a) 1 dalis i§ dalies kei¢iama taip:
i) d punktas pakei¢iamas taip:
,d) sviesto: §io reglamento IV priedo 1 ir la dalyse;*;
ii) e punktas pakei¢iamas taip:

,€) nugriebto pieno milteliy: $io reglamento V priedo [ ir Ia dalyse.

(') OLL347,201312 20, p. 549.

(¥ 2016 m. geguzés 18 d. Komisijos deleguotasis reglamentas (ES) 2016/1238, kuriuo papildomos Europos Parlamento ir Tarybos
reglamento (ES) Nr. 1308/2013 nuostatos dél valstybés intervencijos ir paramos privaciajam sandéliavimui (OL L 206, 2016 7 30,
p.15).

() 2016 m. geguzés 18 d. Komisijos jgyvendinimo reglamentas (ES) 2016/1240, kuriuo nustatomos Europos Parlamento ir Tarybos
reglamento (ES) Nr. 1308/2013 nuostaty dél valstybés intervencijos ir paramos privaciajam sandéliavimui taikymo taisyklés (OL L 206,
2016 7 30, p. 71).

(*) 2008 m. kovo 5 d. Komisijos reglamentas (EB) Nr. 273/2008, nustatantis iSsamias Tarybos reglamento (EB) Nr. 1255/1999 taikymo
taisykles, susijusias su pieno ir pieno produkty analizés bei kokybés vertinimo metodais (OL L 88, 2008 3 29, p. 1).
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b) 2 dalis pakeiciama taip:
,2.  Metodai, naudojami siekiant nustatyti atitinkamai I, IV ir V prieduose nurodytos valstybés intervencijos
reikalavimus atitinkanciy griidy, sviesto ir nugriebto pieno milteliy kokybe, turi bati atitinkamy Europos arba
tarptautiniy standarty naujausiose redakcijose nustatyti atitinkami metodai, galiojantys ne trumpiau kaip

6 ménesius iki pirmosios valstybés intervencijos laikotarpio, apibrézto Reglamento (ES) Nr. 1308/2013
12 straipsnyje, dienos."

2) Iterpiamas 60a straipsnis:
,60a straipsnis

Specialios nuostatos dél patikry, susijusiy su pieno ir pieno produkty valstybés intervencija ir parama
privaciajam sandéliavimui

1. Sviesto, nugriebto pieno milteliy ir strio atitiktis paramos privaciajam sandéliavimui reikalavimams nustatoma
remiantis atitinkamai VI, VII ir VIII prieduose nustatytais metodais.

Tie metodai nustatomi atsizvelgiant j konkre¢iu atveju (ne trumpiau kaip 6 ménesius iki pirmosios valstybés
intervencijos laikotarpio, dienos, kaip apibrézta Reglamento (ES) Nr. 1308/2013 12 straipsnyje) galiojancias
naujausias atitinkamy Europos arba tarptautiniy standarty versijas.

2. Patikry, atlikty taikant Siame reglamente nustatytus metodus, rezultatai vertinami remiantis IX priedu.”

3) Priedai i§ dalies kei¢iami pagal Sio reglamento prieda.

2 straipsnis

Reglamentas (EB) Nr. 273/2008 panaikinamas.

3 straipsnis

Sis reglamentas jsigalioja septinta dieng po jo paskelbimo Europos Sgjungos oficialiajame leidinyje.

Sis reglamentas privalomas visas ir tiesiogiai taikomas visose valstybése narése.

Priimta Briuselyje 2018 m. sausio 30 d.

Komisijos vardu
Pirmininkas
Jean-Claude JUNCKER
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PRIEDAS

Igyvendinimo reglamento (ES) 2016/1240 priedai i§ dalies kei¢iami taip:

1) IV priedas i§ dalies keiCiamas taip:

a) Idalies 2 punkto antroji pastraipa pakei¢iama taip:

,Kiekvienas méginys vertinamas atskirai. Méginiy émimo ir vertinimo kartoti negalima.”;

b) iterpiama i Ia dalis:

A DALIS

Valstybés intervencijai pateikiamo nesiidyto sviesto analizés metodai

Parametras

Metodas

Riebalai (1)

ISO 17189 arba ISO 3727 3 dalis

Vanduo

ISO 3727 1 dalis

Sausosios neriebalinés medzia-
go0s

ISO 3727 2 dalis

Riebaly rugstingumas ISO 1740
Peroksidy skaicius I1SO 3976
Ne pieno riebalai ISO 17678

Juslinés charakteristikos

ISO 22935 2 ir 3 dalys ir toliau pateikta baly lentelé.

(') Taikyting metoda turi patvirtinti mokéjimo agentiira.

Baly lentelé
I3vaizda Konsistencija Kvapas ir skonis
Balai Pastabos Balai Pastabos Balai Pastabos
5 Labai gera 5 Labai gera 5 Labai geras
Puiki Puiki Puikus
Auksciausios kokybés Auksciausios kokybés Auksciausios kokybés
(vienodai sausa) (tepasi tolydziai) (absoliuciai grynas, pui-
kus kvapas)
4 Gera 4 Gera 4 Geras
(be akivaizdziy defekty) (be akivaizdZziy defekty) (be akivaizdziy defekty)
1,2 Yra defekty 1,2 Yra defekty 1,2 Yra defekty”
arba 3 arba 3 arba 3
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2) V priede jterpiama §i la dalis:

A DALIS

Valstybés intervencijai pateikiamy nugriebto pieno milteliy analizés metodai

Parametras Metodas
Baltymai ISO 8968 1 dalis
Riebalai ISO 1736
Vanduo ISO 5537
Riigdtingumas ISO 6091
Laktatai ISO 8069

Fosfatazés tyrimas

ISO 11816 1 dalis

Netirpumo indeksas

ISO 8156

Suskrudusios dalelés (1)

ADPI (Amerikos pienininkystés institutas)

Mikroorganizmai

ISO 4833 1 dalis

Pasukos

[ priedélis

Fermentinés isriigos (2)

I ir III priedéliai

Rigsciosios isriigos (%)

ISO 8069 arba patikros vietoje

Jutiminés patikros (*)

ISO 22935 2 ir 3 dalys

(1
(2
(3
(

7\

Suskrudusiy daleliy analiz¢ galima vykdyti sistemingai. Taciau tokig analiz¢ bitina atlikti, jei neatliekamos jutiminés patikros.
Taikyting metoda turi patvirtinti mokéjimo agentiira (vieng arba abu metodus).
Taikyting metoda turi patvirtinti mokéjimo agentira.

Jutiminés patikros atlickamos, jei atlikus mokéjimo agentiiros patvirtintg rizikos analiz¢ manoma, kad tai batina.
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I priedélis

NUGRIEBTO PIENO MILTELIAL KIEKYBINIS FOSFATIDILSERINO IR FOSFATIDILETANOLAMINO
NUSTATYMAS

Metodas — atvirkstiniy faziy efektyvioji skysciy chromatografija (HPLC)
1. TIKSLAS IR TAIKYMO SRITIS
Sio metodo aprase apibiidinama fosfatidilserino (FS) ir fosfatidiletanolamino (FE) kiekybinio nustatymo

nugriebto pieno milteliuvose (NPM) procedira, kuri tinka NPM esan¢ioms pasuky sausosioms medziagoms
nustatyti.

2. APIBREZTIS

FS + FE kiekis — medZiagos masés dalis, nustatoma taikant ¢ia aprasyta procediirg. Rezultatas isreiskiamas
dipalmitoilfosfatidiletanolamino (DPFE) miligramais 100 gramy milteliy.

3. METODO ESME
Aminofosfolipidai, esantys i§ pieno milteliy gautame piene, ekstrahuojami metanoliu. FS ir FE, kaip o-ftalio

ragsties dialdehido (OFA) dariniai, aptinkami atvirkstiniy faziy (RP) HPLC, naudojant fluorescencinj detektoriy.
ES ir FE kiekis méginyje nustatomas pagal etaloninj méginij, kuriame yra zinomas DPFE kiekis.

4. REAGENTAI

Naudojami tik patvirtinti analiziskai gryni reagentai. Jei nenurodyta kitaip, naudojamas distiliuotas arba bent
tokio pat grynumo vanduo.

4.1.  Etaloniné medZiaga — DPFE, ne maZesnio kaip 99 % grynumo

Pastaba. Etaloniné medziaga laikoma — 18 °C temperatiroje.

4.2.  Reagentai etaloniniam ir tiriamajam méginiams ruoSti
4.2.1.  HPLC grynumo metanolis
4.2.2. HPLC grynumo chloroformas

4.2.3.  Triptamino monohidrochloridas

4.3.  Reagentai o-ftalio riigsties dialdehido dariniams gauti

4.3.1.  Natrio hidroksidas, 12 mol/l vandeninis tirpalas

4.3.2.  Boro riigstis, 0,4 mol/l vandeninis tirpalas, natrio hidroksidu pasarmintas iki pH 10,0 (4.3.1)
4.3.3.  2-merkaptoetanolis

4.3.4.  o-ftalio riigsties dialdehidas (OFA)

4.4.  HPLC elivavimo tirpikliai

4.4.1.  Eliuavimo tirpikliai ruosiami naudojant HPLC grynumo reagentus.
4.4.2. HPLC grynumo vanduo

4.4.3.  Fluorimetriniu detektoriumi patikrinto grynumo metanolis

4.4.4. Tetrahidrofuranas

4.4.5. Natrio dihidrofosfatas

4.4.6. Natrio acetatas

4.4.7.  Acto rigstis.
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5. APARATURA

5.1.  Analizinés svarstyklés, kuriomis galima sverti 1 mg tikslumu ir maZiausias skaitomas rodmuo 0,1 mg.

5.2. Cheminés stiklinés, 25 ir 100 ml talpos

5.3.  Pipetés, 1 ir 10 ml

5.4.  Magnetiné maisyklé

5.5. Graduotos pipetés, 0,2, 0,5 ir 5 ml

5.6. Matavimo kolbos, 10, 50 ir 100 ml talpos

5.7. Svirkstai, 20 ir 100 pl talpos

5.8.  Ultragarsiné vonelé

5.9.  Centrifuga, galinti i$vystyti 27 000 g iScentring jéga

5.10.  Stikliniai buteliukai, maZdaug 5 ml talpos

5.11. Graduotas cilindras, 25 ml talpos

5.12. pH-metras, kurio tikslumas 0,1 pH vieneto

5.13.  HPLC jranga

5.13.1. Judanciosios fazés gradiento formavimo sistema, kurios nasumas 1,0 ml/min., esant 200 bary slégiui

5.13.2. Automatinis émiklis, kuriame galima sintetinti darinius

5.13.3. Kolonélés sildytuvas, kuriuo galima palaikyti 30 °C = 1 °C kolonélés temperatiirg

5.13.4. Fluorescencinis detektorius, galintis veikti esant 330 nm suZadinimo bangos ilgiui ir 440 nm emisijos bangos ilgiui

5.13.5. Integratorius arba duomeny apdorojimo programiné jranga smailés plotui iSmatuoti

5.13.6. Kolonélé ,LiChrospher® — 100 (250 x 4,6 mm) arba lygiaverté kolonélé, jkrova — oktadecilsilanas (C 18), daleliy
dydis — 5 pm.

6. MEGINIY EMIMAS
Meéginiai imami laikantis ISO 707 standarto.

7. PROCEDURA

7.1.  Vidinio etaloninio tirpalo ruo$imas

7.1.1. ] 100 ml matavimo kolbg (5.6) pasveriama 30,0 + 0,1 mg triptamino monohidrochlorido (4.2.3) ir praskiedZiama
metanoliu (4.2.1) iki Zymés.

7.1.2. 0,15 mmol/l koncentracijos triptamino tirpalui gauti, 1 ml Sio tirpalo pipete (5.3) jpilama j 10 ml matavimo kolbg
(5.6) ir praskiedziama metanoliu (4.2.1) iki Zymés.

7.2.  Tiriamojo méginio tirpalo ruosimas

7.2.1. I 25 ml cheming stikling (5.2) pasveriama 1,000 g + 0,001 g NPM méginio. Pipete (5.3) jpilama 10 ml iki
40 °C + 1 °C pasildyto distiliuoto vandens ir 30 min. maiSoma magnetine maiSykle (5.4), kad nelikty jokiy neistirpusiy
gumuliuky.

7.2.2. ] 10 ml matavimo kolbg (5.6) pipete (5.5) jlasinama 0,2 ml i§ milteliy gauto pieno, Svirkstu (5.7) jSvirksciama 100 pl
0,15 mmol/l triptamino tirpalo (7.1) ir skiedZiama metanoliu (4.2.1) iki Zymés. KruopsCiai sumaiSoma, vartant kolbg, ir
15 min. apdorojama ultragarsu (5.8).

7.2.3.  Centrifuguojama (5.9) 10 min., esant 27 000 g, ir supernatantas supilamas j stiklinj buteliukg (5.10).

Pastaba. Tiriamojo méginio tirpalas iki HPLC analizés turi bati laikomas 4 °C temperatiiroje.
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7.3.  ISorinio etaloninio tirpalo ruo$imas

7.3.1. ] 50 ml matavimo kolbg (5.6) pasveriama 55,4 mg DPFE (4.1) ir graduotu cilindru (5.11) jpilama apie 25 ml
chloroformo (4.2.2). Kolba uzkemsama kamsciu ir pasildoma iki 50 °C = 1 °C, tada atsargiai maiSoma tol, kol istirpsta
DPFE. Kolba atvésinama iki 20 °C, jpilama metanolio (4.2.1) iki Zymés ir, vartant kolbg, sumaiSoma.

7.3.2. 1 ml sio tirpalo pipete (5.3) jpilama j 100 ml matavimo kolbg (5.6) ir skiedZiama metanoliu (4.2.1) iki Zymés. 1 ml Sio
tirpalo pipete (5.3) jpilama j 10 ml matavimo kolbg (5.6), jSvirksciama (5.7) 100 pl 0,15 mmol/l triptamino tirpalo

(7.1) ir skiedZiama metanoliu (4.2.1) iki Zymés. Vartant kolbg, tirpalas sumaisomas.

Pastaba. 1ki HPLC analizés etaloninis tirpalas turi bati laikomas 4 °C temperatiiroje.

7.4.  Reagento dariniui gauti ruoSimas
I 10 ml matavimo kolbg (5.6) pasveriama 25,0 + 0,1 mg OFA (4.3.4), pipete (5.5) jlasinama 0,5 ml metanolio
(4.2.1) ir atsargiai maiSoma tol, kol OFA istirpsta. SkiedZiama iki Zymés boro rigsties tirpalu (4.3.2) ir Svirkstu (5.7)
iSvirksciama 20 pl 2-merkaptoetanolio (4.3.3).

Pastaba. Reagentas dariniui gauti turéty biti laikomas rudo stiklo butelyje 4 °C temperataroje ir islieka stabilus
vieng savaitg.

7.5.  Nustatymas HPLC metodu
7.5.1.  Eliuavimo tirpikliai (4.4)

Tirpiklis A: 0,3 mmol/l natrio dihidrofosfato ir 3 mmol/l natrio acetato tirpalas (acto riig§timi partigstintas iki
pH 6,5 £ 0,1): metanolis: tetrahidrofuranas = 558: 440: 2 (tirio dalimis).

Tirpiklis B: metanolis.

7.5.2.  Rekomenduojamas isplovimo gradientas:

Laikas (min) Tirpiklis A (%) Tirpiklis B (%) Srautas (ml/min.)

Pradinis 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

Pastaba. Norint gauti 1 paveiksle pavaizduotg skyra, iSplovimo gradientg gali tekti Siek tiek pakeisti.

Kolonélés temperatiira: 30 °C.
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7.5.3.  Ipurskiamas taris: 50 pl reagento dariniui gauti ir 50 pl méginio tirpalo.

7.5.4.  Kolonélés islyginimas

Kasdien paleidZiant sistemg kolonélé 15 min. plaunama grynu tirpikliu B, tada nustatomas A:B = 40:60 santykis
ir lyginama 15 min. (srautas — 1 ml/min.). Atliekamas tus¢iasis bandymas j$virks¢iant metanolio (4.2.1).

Pastaba. Jei kolonélé nebus naudojama ilgesnj laika, ji 30 min. plaunama metanolio ir chloroformo misiniu,
kurio santykis 80: 20 (tirio dalimis).

7.5.5. FS + FE kiekio nustatymas tiriamajame méginyje

7.5.6. Vienodai sulaikymo trukmei gauti vienodais laiko tarpais atlickamos kelios chromatografinés analizés i§ eilés. Kas
5-10 tiriamyjy méginiy tirpaly Svirkstimy jSvirksGiamas iSorinio etalono tirpalas (7.3) atsako koeficientui apskaiciuoti.

Pastaba. Atlikus 20-25 analizes kolonélé maziausiai 30 min. plaunama grynu tirpikliu B (7.5.1).

7.6.  Integravimo biidas
7.6.1. DPEE smailé

DPFE i$plaunamas kaip viena smailé. Smailés plotas nustatomas integravimu tarp jduby.

7.6.2.  Triptamino smailé

Triptaminas i$plaunamas kaip viena smailé (1 paveikslas). Smailés plotas nustatomas integravimu tarp jduby.

7.6.3.  FS ir FE smailiy grupés
Aprasytomis salygomis (1 paveikslas) FS i$plaunamas kaip dvi i§ dalies neatsiskyrusios smailés, prie§ kurias yra

mazesné smailé. FE iSplaunamas kaip trys i§ dalies neatsiskyrusios smailés. Visas kiekvienos smailiy grupés
plotas nustatomas nubrézus bazing linijg, kaip pavaizduota 1 paveiksle.

8. SKAICIAVIMAI IR REZULTATY PATEIKIMAS
ES ir FE kiekis tiriamajame méginyje apskaiciuojamas pagal formule:

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

— FS arba FE kiekis tiriamajame méginyje (mg/100 g milteliy),

. — etaloninio tirpalo (7.3) DPFE smailés plotas,

C
A
A, - tirlamojo méginio tirpalo (7.2) FS arba FE smailés plotas,
T, etaloninio tirpalo (7.3) triptamino smailés plotas,

T

, - tiriamojo méginio tirpalo (7.2) triptamino smailés plotas.

9. METODO TIKSLUMAS

Pastaba. Pakartojamumo vertés apskaic¢iuotos pagal tarptautinj IDF standartg (*).

9.1.  Pakartojamumas

Santykinio standartinio pakartojamumo nuokrypio, kuris iSreiSkia nepriklausomy analizés rezultaty, kurie per
trumpg laikg to paties analitiko, naudojant tg pacig aparatiirg tam paciam méginiui tirti, gaunami vienodomis
salygomis toje pacioje laboratorijoje, kintamuma, santykiné verté neturéty buti didesné kaip 2 %. Jei Siomis
salygomis buvo gauti dviejy analiziy rezultatai, santykinis jy skirtumas neturéty biiti didesnis kaip 6 % rezultaty
aritmetinio vidurkio.



L 26/22 Europos Sajungos oficialusis leidinys 2018 1 31

9.2.  Atkuriamumas

Jei skirtingose laboratorijose, naudodami skirtinga aparatiirg skirtingomis to paties méginio analizés salygomis,
analitikai gavo du rezultatus, santykinis jy skirtumas neturéty bati didesnis kaip 11 % rezultaty aritmetinio
vidurkio.

10. NUORODOS

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).

1 paveikslas

Fosfatidilserino (FS) ir fosfatidiletanolamino (FE), esan¢iy i§ nugriebto pieno milteliy gauto pieno
metanoliniame ekstrakte, OFA dariniy HPLC vaizdas. Pateiktas FS, FE ir triptamino (vidinio
etalono) smailiy integravimo biidas.
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11 priedélis

FERMENTINIY ISRUGU APTIKIMAS VIE§A]AM SANDELIAVIMUI SKIRTUOSE NUGRIEBTO PIENO
MILTELIUOSE NUSTATANT KAZEINO MAKROPEPTIDY KIEKI EFEKTYVIOSIOS SKYSCIY CHRO-
MATOGRAH]JOS (HPLC) METODU
1. TAIKYMO SRITIS

Siuo metodu nustatant kazeino makropeptidy kiekj galima aptikti fermentines iSriigas viesajam sandéliavimui
skirtuose nugriebto pieno milteliuose.

2. NUORODA

Tarptautinis standartas ISO 707 ,Pienas ir pieno produktai. Méginiy émimo nurodymai“.

3. APIBREZTIS

Fermentiniy iSrigy sausyjy medZziagy kiekis — masés procentais iSreikStas kazeino makropeptidy kiekis,
nustatytas taikant aprasyta procediirg.

4. METODO ESME

— Nugriebto pieno milteliy istirpinimas, riebaly ir baltymy nusodinimas trichloracto riigdtimi ir atskyrimas
centrifuguojant arba filtruojant.

— Kazeino makropeptidy (CMP) kiekio nustatymas supernatante efektyviosios skys¢iy chromatografijos
metodu (HPLC).

— Tiriant méginius gauty rezultaty jvertinimas, lyginant juos su etaloniniais meéginiais, gautais i nugriebto
pieno miltelius pridedant Zinomg procentinj kiekj i§riigy milteliy arba jy nepridedant.

5. REAGENTAI
Naudojami tik patvirtinti analizi$kai gryni reagentai. Naudojamas distiliuotas ar bent tokio paties grynumo
vanduo.

5.1. Trichloracto rugsties tirpalas

240 g trichloracto ragsties (CCl,COOH) itirpinama vandenyje ir skiedZiama iki 1 000 ml. Tirpalas turéty bati
skaidrus ir bespalvis.

5.2. Eliuento tirpalas, pH 6,0
1,74 g dikalio hidrofosfato (K,HPO,), 12,37 ¢ kalio dihidrofosfato (KH,PO,) ir 21,41 g natrio sulfato (Na,SO,)
istirpinama mazdaug 700 ml vandens. Jei reikia, fosforo ragsties arba kalio hidroksido tirpalu pH suregu-
liuojamas iki 6,0.

SkiedZiama vandeniu iki 1 000 ml ir sumaiSoma.

Pastaba. Eliuento sudétis gali biti kei¢iama, kad atitikty standarty sertifikata arba kolonélés jkrovos medziagos
gamintojo rekomendacijas.

Pries naudojima eliuenty tirpalai filtruojami per membraninj filtra, kurio pory skersmuo 0,45 pm.

5.3. Plovimo tirpiklis

MaiSoma viena acetonitrilo (CH,CN) tirio dalis ir devynios vandens thirio dalys. Prie§ naudojant misinys
filtruojamas per membraninj filtrg, kurio pory skersmuo — 0,45 pm.

Pastaba. Gali bati naudojamas ir kitas baktericidinis plovimo tirpiklis, jei jis neblogina kolonélés skiriamosios
gebos.

5.4. Etaloniniai méginiai
5.4.1.  Nugriebto pieno milteliai, atitinkantys Siame reglamente nustatytus reikalavimus (t. y. [0])

5.4.2.  Tie patys nugriebto pieno milteliai, falsifikuoti 5 % (masés) etaloninés sudéties fermentiniy iSriigy milteliy (t. y. [5])
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6. APARATURA
6.1. Analizinés svarstyklés

6.2. Bet kokio tipo centrifuga, kuria galima i$vystyti 2 200 g iScentring jéga, su mazdaug 50 ml talpos
centrifugavimo mégintuvéliais su kamsteliais arba dangteliais

6.3. Mechaniné purtyklé

6.4. Magnetiné maisyklé

6.5. Stikliniai piltuvai, skersmuo - apie 7 cm
6.6. Filtravimo popierius, vidutinio tankio, skersmuo - apie 12,5 cm
6.7. Filtravimo per stiklinj filtra jranga su 0,45 pm pory skersmens membraniniu filtru

6.8. 10 ml talpos graduotos pipetés (ISO 648 A klasé arba ISO/R 835) arba dozavimo sistema, galinti tiekti
10,0 ml per dvi minutes

6.9. Dozavimo sistema, galinti tiekti 20,0 ml mazdaug 50 °C temperatiiros vandens
6.10.  Termostatiné vandens vonelé, palaikanti 25 + 0,5 °C temperatiira

6.11.  HPLC jranga, kurig sudaro:
6.11.1. Siurblys
6.11.2. Injektorius, rankinis arba automatinis, 15-30 pl talpos

6.11.3. Dvi nuosekliai sujungtos kolonélées TSK 2 000-SW (ilgis — 30 cm, vidinis skersmuo — 0,75 cm) arba lygiavertés
kolonélés (pvz., viena ,TSK 2 000-SWxl“, viena ,Agilent Technologies Zorbax GF 250%) ir prieskolonélé
(3 em x 0,3 cm), uzpildytos I 125 arba tokio paties veiksmingumo medZiaga

6.11.4. Termostatiné kolonéliy krosnis, palaikanti 35 + 1 °C temperatiirg
6.11.5. Keiciamo bangos ilgio UV detektorius, kuriuo galima matuoti esant 205 nm bangos ilgiui ir 0,008 A jautriui
6.11.6. Integratorius, kuriuo galima integruoti tarp jduby

Pastaba. Dirbti su kolonélémis, kurios laikomos kambario temperatiiroje, galima, taciau jy skiriamoji geba bus
Siek tiek mazesné. Tokiu atveju atlickant bet kuria analiziy serija, temperatiira neturéty svyruoti daugiau

kaip £ 5 °C.
7. MEGINIY EMIMAS
7.1. Meéginiai imami laikantis tarptautiniame standarte ISO 707 nustatytos procediiros. Taciau valstybés nareés gali

taikyti kita méginiy émimo metoda, jei jis atitinka nurodyto standarto principus.

7.2. Meéginiai laikomi tokiomis salygomis, kuriomis jie nebaity sugadinti arba nepakisty jy sudétis.
8. PROCEDURA
8.1. Tiriamojo méginio ruoSimas

Pieno milteliai suberiami | mazdaug dvigubai didesnio tiirio nei milteliy tiiris indg su orui sandariu dang¢iu.
Dangtis tuoj pat uZdaromas. Pieno milteliai gerai sumaiSomi kelis kartus apverciant inda.

8.2. Tiriamoji méginio dalis
| centrifugavimo mégintuvélj (6.2) arba tinkamg uzkemsSama kolbg (50 ml) pasveriama 2,000 + 0,001 g

tiriamojo méginio.

8.3. Riebaly ir baltymy pasalinimas

purtykle (6.3). Mégintuvélis dedamas j vandens vonelg (6.10) 25 °C pusiausvyrinei temperatiirai pasiekti.
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8.3.2.  Per dvi minutes supilama 10,0 ml mazdaug 25 °C temperatiiros trichloracto riigsties tirpalo (5.1), stipriai maiSant
magnetine maiykle (6.4). Mégintuvélis dedamas j vandens vonelg (6.10) ir paliekamas 60 min.

8.3.3.  Centrifuguojama (6.2) esant 2 200 g iScentrinei jégai 10 minuciy arba filtruojama per filtravimo popieriy (6.6). Pirmieji
5 ml filtrato iSpilami.
8.4. Chromatografinis nustatymas

8.4.1.  Nuo 15 iki 30 pl tiksliai iSmatuoto supernatanto arba filtrato (8.3.3) jSvirks¢iama j HPLC aparatg (6.11), kuris veikia
esant 1,0 ml per minutg elivento tirpalo (5.2) srautui.

1 pastaba. Atsizvelgiant | naudojamy kolonéliy vidinj skersmenj arba j kolonélés gamintojo instrukcijas gali bati
nustatomas kitoks srautas.

2 pastaba. Darant pertrauka, kolonéles reikia praplauti vandeniu. Jokiu blidu negalima palikti jose eliuento
tirpalo (5.2).

Darant ilgesne nei 24 valandy pertraukg, kolonéles reikia praplauti vandeniu, po to maZiausiai tris valandas
plauti plovimo tirpalu (5.3), nusta¢ius 0,2 ml per minute srautg.

8.4.2.  Meéginio [E] chromatografinés analizés rezultatai uZraSomi Raip chromatograma, kurios kiekviena smailé identifikuojama
pagal sulaikymo trukme RT taip:

I smailé: antroji chromatogramos smailé, kurios RT yra apie 12,5 min.

Il smailé: trecioji chromatogramos smailé, atitinkanti CMP, kurios RT yra 15,5 min.

Pasirinkta (-os) kolonélé (-és) gali labai paveikti atskiry smailiy sulaikymo trukmés vertes.

Integratorius (6.11.6) automatiskai apskai¢iuoja kiekvienos smailés plotg A:

A, - II smailés plotas,

A

— Il smailés plotas.

Pries atliekant kiekybinj duomeny jvertinimg labai svarbu i$nagrinéti kiekvienos chromatogramos isvaizda, kad
buty galima aptikti visus nejprastus rezultatus dél netinkamo aparatiros arba kolonéliy veikimo arba
analizuojamo éminio kilmés ir tipo.

Jei kyla abejoniy, analizé kartojama.

8.5. Kalibravimas
8.5.1.  Etaloniniams méginiams (5.4) tiksliai taikoma 8.2—8.4.2 punktuose aprasyta procediira.

Naudojami tik ka paruosti tirpalai, nes bidami 8 % trichloracto riigsties tirpale CMP skyla. Esant 30 °C
temperatiirai, skilimo sparta yra 0,2 % per valanda.

8.5.2.  Prie§ méginiy chromatografing analizg kolonélés kondicionuojamos, kelis kartus jsvirksciant etaloninio méginio (5.4.2)
tirpalg (8.5.1) tol, kol gaunamas pastovus CMP atitinkancios smailés plotas ir sulaikymo trukmé.

8.5.3.  Atsako koeficientai R nustatomi j$virksciant tokj pat tiirj filtraty (8.5.1), kaip ir naudotas méginiy tiiris.

9. REZULTATUY PATEIKIMAS
9.1. Apskai¢iavimo metodas ir formulés

9.1.1.  Atsako koeficienty R apskaiciavimas:

Il smailé: | R, = 100/(A,[0])

Cia:
R, — II smailiy atsako koeficientai,

A, [0] - etaloninio méginio [0] II smailiy plotai, gauti vykdant 8.5.3. punkta.
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Il smailé: Ry = W[(A[5] - A [0])

Cia:

Ry — III smailés atsako koeficientai,

A, [0]ir Ay [5] — etaloniniy méginiy [0] ir [5] Il smailés plotai, gauti vykdant 8.5.3 punktg,
w — isrugy kiekis etaloniniame méginyje [5], t. y. 5.

9.1.2.  Méginio [E] smailiy santykinio ploto apskaiciavimas
SulE] = Ry < Ay[E]
SulE] = Ry x Ay[E]

SwlEl = Ry x Ay[E]

Cia:

Sy [E], Sy, [E], Sy [E] - méginio [E] atitinkamy II, III ir IV smailiy santykiniai plotai,

A, [E], A [E] - méginio [E] atitinkamy II ir Il smailiy plotai, gauti vykdant 8.4.2 punkta,
R, Ry — atsako koeficientai, apskaiciuoti pagal 9.1.1 punkta.

9.1.3.  Meéginio [E] III smailés santykinés sulaikymo trukmés apskaiiavimas:

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

Cia:
RRT,, [E] - méginio [E] Il smailés santykiné sulaikymo trukme,

RT, [E] - méginio [E] IIl smailés sulaikymo trukmé, gauta vykdant 8.4.2 punkta,

RT, [5] - kontrolinio méginio [5] Il smailés sulaikymo trukmé, gauta vykdant 8.5.3 punkt.

9.1.4.  Tyrimais nustatyta, kad Il smailés santyking sulaikymo trukme, t. y. RRT,, [E], ir iSriigy milteliy, kuriy jdéta ne daugiau
kaip 10 %, kiekj sieja tiesiné priklausomybé

— RRTy, [E] yra < 1,000, kai iSragy kiekis > 5 %,
— RRT,, [E] yra = 1,000, kai iSrugy kiekis < 5 %.

RRT,, vertéms leidZiama neapibréztis yra + 0,002.

Paprastai RRT,, [0] verté nedaug skiriasi nuo 1,034. Atsizvelgiant | kolonéliy bukle, 3i verté gali priartéti prie
1,000, taciau ji visuomet turi bati didesné uz vienetg.

9.2. Fermentiniy iSriigy milteliy procentinio kiekio méginyje apskaiciavimas:

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

Cia:

W — fermentiniy i8riigy kiekis méginyje [E] masés procentais,

S [E] - méginio [E] III smailés santykinis plotas, gautas vykdant 9.1.2 punkta,

1,3 — atitinka vidutinj santykinj II smailés plota, iSreiksta fermentiniy iSriigy gramais 100 g
milteliy ir nustatytg jvairios kilmés nefalsifikuotiems nugriebto pieno milteliams. Sis skai¢ius
nustatytas bandymais,

Sy [0] — atitinka III smailés santykinj plota, kuris yra lygus R, x A, [0]. Sios vertés gaunamos
vykdant atitinkamai 9.1.1 ir 8.5.3 punktus,

(S [0] - 0,9) - atitinka pataisg, kuri turi bati padaryta santykiniam vidutiniam plotui 1,3, kai S, [0] néra

lygus 0,9. Bandymais nustatyta, kad vidutinis santykinis kontrolinio méginio [0] III smailés
plotas lygus 0,9.
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9.3. Procediiros tikslumas

9.3.1.  Pakartojamumas
Dviejy analiziy rezultaty, kuriuos vienas analitikas gavo vienu metu arba per trumpa laikg ta palia aparatiira
tirdamas ta pacig bandomaja medziaga, skirtumas neturi bati didesnis kaip 0,2 % (masés).

9.3.2.  Atkuriamumas
Dviejy atskiry nepriklausomy rezultaty, gauty ta pacia bandomajg medziaga tiriant dviejose skirtingose labora-
torijose, skirtumas neturi biiti didesnis kaip 0,4 % (masés).

9.4. Aiskinimas

9.4.1.  Jei III smailés santykinis plotas S, [E], isreikstas fermentiniy iSriigy gramais 100 g produkto, yra < 2,0 + (S,,[0] — 0,9),
daroma prielaida, kad iSriigy néra.
Cia:
2,0 didziausias galimas santykinis III smailés plotas, atsiZvelgiant | santykinj vidutinj III smailés

plota, t. y. 1,3, neapibréztuma dél nugriebto pieno milteliy sudéties kitimo ir metodo atkuria-
muma (9.3.2),

(Syy [0] = 0,9) | pataisa, kuri daroma, kai plotas S, [0] néra lygus 0,9 (Zr. 9.2 punkta).

9.4.2.  Jei III smailés santykinis plotas S, [E] yra > 2,0 + (S,,[0] — 0,9) ir II smailés santykinis plotas S, [E] < 160,
fermentiniy isriigy kiekis nustatomas taip, kaip nurodyta 9.2 punkte.

9.4.3.  Jei Il smailés santykinis plotas S, [E] yra > 2,0 + (S,[0] — 0,9) ir II smailés santykinis plotas S, [E] < 160,
nustatomas suminis baltymy kiekis (P %); véliau nagrinéjami 1 ir 2 grafikai.

9.4.3.1. 1 ir 2 grafikuose apibendrinti duomenys, gauti iSanalizavus nefalsifikuotus didelj suminj baltymy kiekj turinciy nugriebto

pieno milteliy méginius.
I3tisine linija pavaizduota tiesiné regresija, kurios koeficientai apskaic¢iuoti maziausiy kvadraty metodu.
Punktyriné tiesi linjja Zymi virSuting IIl smailés santykinio ploto riba, kuri 90 % atvejy nebus virSyta.

1 ir 2 grafikuose punktyrinés tiesios linijos nubréztos pagal sias formules:

Su=0376P %—-10,7 (1 grafikas),

S, =0,0123 S, [E] + 0,93 | (2 grafikas),

Cia atitinkamai:

Su — III smailés santykinis plotas, apskai¢iuotas pagal suminj baltymy kiekj arba pagal santykinj smailés
Sy [E] plota,

P % - suminis baltymy kiekis masés procentais,

Sy [E] - méginio smailés santykinis plotas, apskaiciuotas pagal 9.1.2 punkta.

Sios formulés atitinka 9.2 punkte aptarta skaiciy 1,3.

Nustatyto santykinio ploto S, [E] ir santykinio ploto S, skirtumas (T, ir T,) iSreiskiamas formulémis: T, = S,
[E] - [(0.376 B% — 10,7) + (S,[0] ~ 09T, = S, [E] - [(0.0123 S,[E] + 0,93) + (S,,[0] - 0.9)]
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9.4.3.2. Jei T, ir (arba) T, yra lygiis nuliui arba maZesni uz nulj, fermentiniy iSriigy buvimo nustatyti negalima.
Jei T, ir T, yra didesni uZ nulj, fermentiniy iSrigy yra.
Fermentiniy i$ragy kiekis apskai¢iuojamas pagal sig formule: W =T, + 0,91.
Cia:

0,91 — atstumas vertikalioje asyje tarp itisinés ir punktyrinés linijy.

Nugriebto pieno milteliai

43F

38 5

Il smailé

28t

45 L

o o S = -+ ¥ +

Suminis baltymy kiekis (%)

Nugriebto pieno milteliai

[l smailé

50
150
250 }
350
450 }

Il smailé
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111 priedélis

FERMENTINIY ISRUGU SAUSUJU MEDZIAGU KIEKIO NUSTATYMAS NUGRIEBTO PIENO MILTELIUOSE

1. TIKSLAS: APTIKTI, AR [ NUGRIEBTO PIENO MILTELIUS BUVO PRIDETA FERMENTINIY ISRUGY SAUSUJY MEDZIAGY
2. NUORODOS: TARPTAUTINIS STANDARTAS ISO 707
3. APIBREZTIS

Fermentiniy i$riigy sausyjy medziagy kiekis — kazeino makropeptidy kiekis masés procentais, nustatytas
taikant aprasytg procediirg.

4. METODO ESME
Méginiai analizuojami taikant atvirkStiniy faziy efektyviosios skys¢iy chromatografijos procedirg (HPLC
procediirg), siekiant nustatyti kazeino makropeptido A kiekj. Rezultatai vertinami lyginant su etaloniniais
méginiais, kuriuos sudaro vien tik nugriebto pieno milteliai, kuriuose yra Zinomas ir nezinomas procentinis

isragy milteliy kiekis. Didesnis kaip 1 % (masés) rezultatas rodo, kad produkte yra fermentiniy i$rtigy sausyjy
medziagy.

5. REAGENTAI

Naudojami tik patvirtinti analiziskai gryni reagentai. Naudojamas distiliuotas ar bent tokio paties grynumo
vanduo. Acetonitrilas turéty biiti spektroskopijai arba HPLC tinkamo grynumo.

5.1. Trichloracto rigsties tirpalas

240 g trichloracto riigdties (CCl,COOH) istirpinama vandenyje ir skiedZiama iki 1 000 ml. Tirpalas turéty bati
skaidrus ir bespalvis.

5.2. A ir B eliuentai

Eliuentas A: j 1 000 ml matavimo kolba jpilama 150 ml acetonitrilo (CH,CN), 20 ml izopropilo alkoholio
(CH,CHOHCH,) ir 1,00 ml trifluoracto raigsties (TFA, CF,COOH). SkiedZiama vandeniu iki 1 000 ml.

Eliuentas B: { 1 000 ml matavimo kolbg jpilama 550 ml acetonitrilo, 20 ml izopropilo alkoholio ir 1,00 ml

TFA. Skiedziama vandeniu iki 1 000 ml. Prie§ naudojimg eliuenty tirpalai filtruojami per membraninj filtrg,
kurio pory skersmuo 0,45 pm.

5.3. Kolonélés laikymas

Baigus analiz¢, kolonélé praplaunama eliventu B (naudojant gradients) ir po to plaunama acetonitrilu
(30 minudiy naudojant gradientg). Kolonélé laikoma acetonitrile.

5.4. Etaloniniai méginiai
5.4.1.  VieSojo sandéliavimo reikalavimus atitinkantys nugriebto pieno milteliai (t. y. [0]).
5.4.2.  Tokie patys nugriebto pieno milteliai, falsifikuoti 5 % (masés) etaloninés sudéties fermentiniy iSriigy milteliy (t. y. [5]).

5.4.3.  Tokie patys nugriebto pieno milteliai, falsifikuoti 50 % (masés) etaloninés sudéties fermentiniy isriigy milteliy (t. y. [50]).

6. APARATURA
6.1. Analizinés svarstyklés

6.2. Bet kokio tipo centrifuga, kuria galima iSvystyti 2 200 g iScentring jéga, su mazdaug 50 ml talpos
centrifugavimo mégintuvéliais su kamsteliais arba dangteliais

6.3. Mechaniné purtyklé
6.4. Magnetiné maisyklé

6.5. Stikliniai piltuvai, skersmuo - apie 7 cm
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6.6. Filtravimo popierius, vidutinio tankio, skersmuo - apie 12,5 cm
6.7. Filtravimo per stiklinj filtra jranga su 0,45 pm pory skersmens membraniniu filtru

6.8. 10 ml talpos graduotos pipetés (ISO 648 A klasés arba ISO/R 835) arba dozavimo sistema, galinti tiekti
10,0 ml per dvi minutes

6.9. Dozavimo sistema, galinti tiekti 20,0 ml mazdaug 50 °C temperatiiros vandens
6.10.  Termostatiné vandens vonelé, nustatyta palaikyti 25 + 0,5 °C temperatiirg

6.11. HPLC jranga, kurig sudaro:
6.11.1. Dviejy tirpikliy gradientiné siurbimo sistema
6.11.2. Injektorius, rankinio arba automatinio valdymo, 100 pl talpos

6.11.3. Kolonélé ,Agilent Technologies Zorbax 300 SB-C3“ (ilgis — 25 cm, vidinis skersmuo — 0,46 cm) arba lygiaverté
atvirkstiniy faziy kolonélé su stambiaporio silikagelio jkrova

6.11.4. Termostatiné kolonéliy krosnis, nustatyta palaikyti 35 + 1 °C temperatirg

6.11.5. Keiciamo bangos ilgio UV detektorius, kuriuo biity galima matuoti esant 210 nm bangos ilgiui (prireikus galima naudoti
didesnj bangos ilgj iki 220 nm) ir 0,02 A jautriui

6.11.6. Integratorius, kuriuo galima integruoti pagal bendrgjg bazing linijg arba tarp jduby

Pastaba. Kolonéle galima naudoti kambario temperatiiroje, jeigu ji nesvyruoja daugiau kaip 1 °C, kitaip gaunami
per dideli CMP, sulaikymo trukmés svyravimai.

7. MEGINIY EMIMAS

7.1. Méginiai imami laikantis tarptautiniame standarte ISO 707 nustatytos procediiros. Taciau valstybés
narés gali taikyti kita méginiy émimo metods, jei jis atitinka nurodyto standarto principus.

7.2. Méginiai laikomi tokiomis saglygomis, kuriomis jie nebiity sugadinti arba nepakisty jy sudétis.
8. PROCEDURA
8.1. Tiriamojo méginio ruoSimas

Pieno milteliai suberiami j mazdaug dvigubai didesnio tirio nei milteliy tiris indg su orui sandariu dang¢iu.
Dangtis tuoj pat uzdaromas. Pieno milteliai gerai sumaiSomi kelis kartus apverciant indg.

8.2. Tiriamoji méginio dalis

I centrifugavimo meégintuvélj (6.2) arba j tinkamg uzkemsama kolbg (50 ml) pasveriama 2,00 + 0,001 g
méginio.

Pastaba. Jei analizuojami miSiniai, sveriamas toks méginio kiekis, kad méginio, i§ kurio pasalinti riebalai, masé
atitikty 2,00 g.

8.3. Riebaly ir baltymy pasalinimas

purtykle (6.3). Mégintuvélis dedamas j vandens vonelg (6.10) 25 °C pusiausvyrinei temperatiirai pasiekti.

8.3.2.  Per dvi minutes pastovia sparta supilama maZdaug 25 °C temperatiiros 10,0 ml trichloracto riigsties tirpalo (5.1), stipriai
maiSant magnetine maisykle (6.4). Mégintuvélis dedamas j vandens vonelg (6.10) ir paliekamas 60 min.

8.3.3.  Centrifuguojama (6.2) 10 min, esant 2 200 g iscentrinei jégai, arba filtruojama per filtravimo popieriy (6.6). Pirmieji
5 ml filtrato iSpilami.
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8.4. Chromatografinis nustatymas

8.4.1.  Taikant atvirkstiniy faziy HPLC, dél sudétyje esanciy riigsCiyjy pasuky milteliy néra galimybés gauti klaidingai teigiamy
rezultaty.

8.4.2.  Pries atliekant atvirkstiniy faziy HPLC analizg reikia nustatyti optimalias gradiento sglygas. Gradientinio eliuavimo
sistemoms, kuriy neveikos tiiris (tiiris nuo tos vietos, kurioje tirpikliai tiekiami kartu, iki injektoriaus kilpos, jskaitant ir jos
tiirj) yra apie 6 ml, optimali CMP , sulaikymo trukmé yra 26 = 2 min. MaZesnio neveikos tirio (pvz., 2 ml) gradientiniy
eliuavimo sistemy optimali sulaikymo trukmé turéty biiti 22 min.

Imami etaloniniy méginiy (5.4) be fermentiniy i8rtigy ir su 50 % isrtigy tirpalai.
[ HPLC aparata, veikiantj 1 lenteléje pateiktomis tiriamojo gradiento salygomis, iSvirk§¢iama 100 pl
supernatanto arba filtrato (8.3.3).

1 lentelé

Tiriamojo gradiento salygos chromatografinei analizei optimizuoti

T S
Pradiné 1,0 90 10 *
27 1,0 60 40 Tiesiné
32 1,0 10 90 Tiesiné
37 1,0 10 90 Tiesiné
42 1,0 90 10 Tiesiné

Lyginant abi chromatogramas turéty paaiskéti CMP, smailés vieta.

Pagal $ig formule galima apskaiCiuoti naudoting pradinio tirpalo sudétj, kuri atitinka normaly gradientg
(zr. 8.43): % B =10 - 2,5 + (13,5 + (RT.._, —26) [ 6)* 30 [ 27 % B = 7,5 + (13,5 + (RT,._, — 26) | 6) * 1,11.

cmpA cmpA
Cia:

RT,.»  — CMP, sulaikymo trukmé, atitinkanti paiesky gradienta

10 — pradiné % B dalis, atitinkanti paiesky gradientg

2,5 - normalaus gradiento viduriniojo tasko % B dalis minus pradiné % B dalis

13,5 — vidurinijjj taska atitinkanti trukmé, esant tiriamajam gradientui

26 — reikiama CMP, sulaikymo trukmé

6 — tirlamojo ir normalaus gradiento nuolydziy santykis

30 — % B esant pradinei trukmei minus % B 27-3 tiriamojo gradiento minute

27 - tiriamojo gradiento trukmeé.

8.4.3.  Tiriamyjy méginiy tirpaly émimas

100 pl tiksliai imatuoto supernatanto arba filtrato (8.3.3) iSvirk§¢iama | HPLC aparata, kuris veikia esant
1,0 ml per minute eliuento tirpalo (5.2) srautui.

Analizés pradzios eliuento sudétis gaunama pagal 8.4.2 punkty. Paprastai ji artima santykiui A:B=76:24 (5.2).
Iskart po iSvirkstimo nustatomas tiesinis gradientas; jam esant po 27 minuciy procentiné B dalis padidéja 5 %.
Tada nustatomas tiesinis gradientas, kuriam esant per 5 minutes eliuento sudétyje B dalis padidéja iki 90 %. Si
sudétis nekei¢iama 5 minutes, véliau, naudojant tiesinj gradients, per 5 minutes griztama iki pradinés
sudéties. Priklausomai nuo jsiurbimo sistemos vidinio tirio kitas j$virkstimas gali bati atliekamas 15 minuciy
po to, kai pasiekiamos pradinés salygos.

1 pastaba. CMP, sulaikymo trukmé turéty bati 26 + 2 min. Tai gali bati pasiekiama kei¢iant pradines ir
galutines pirmojo gradiento sglygas. Taciau % B, esant pradinéms ir galutinéms pirmojo gradiento sglygoms,
skirtumas turi likti 5 % B.
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2 pastaba. 1§ eliuenty reikia pakankamai pasalinti dujas ir palaikyti tokig jy biiseng. Tai svarbu siekiant, kad
gradientinio eliuavimo siurbimo sistema tinkamai veikty. CMP , smailés sulaikymo trukmés standartinis
nuokrypis turéty biiti mazesnis kaip 0,1 min. (n = 10).

3 pastaba. Kas penkis méginius turéty bati j$virksCiama etaloninio méginio [5] ir tuo pasinaudojant apskai-
¢iuojamas naujas atsako koeficientas R (9.1.1).

8.4.4.  Meéginio (E) chromatografinés analizés rezultatai gaunami kaip chromatograma, kurioje CMP,smailé identifikuojama
pagal mazdaug 26 minuciy sulaikymo trukme.

Integratorius (6.11.6) automatiskai apskai¢iuoja CMP,smailés aukstj H. Reikia patikrinti kiekvienos chromato-
gramos bazinés linijos viet. Jei baziné linija nustatyta netinkamoje vietoje — analiz¢ arba integravimg reikia
pakartoti.

Pastaba. Jei CMP, smailé yra pakankamai atsiskyrusi nuo kity smailiy, reikéty naudoti bazinés linijos padéties
nustatymg nuo jdubos iki jdubos, kitu atveju naudojami statmenys, nuleisti j bendraja bazing linija, kurios
pradzios taskas turéty bati Salia CMP, smailés (taigi ne taske t = 0 min.!). Etalonai ir méginiai turi bati
integruojami vienodu badu ir bendrosios bazinés linijos atveju tikrinama jos atitiktis méginiams ir etalonui.

Prie§ atliekant kiekybinj duomeny jvertinima labai svarbu i$nagrinéti kiekvienos chromatogramos i$vaizdg, kad

bity galima aptikti visus nejprastus rezultatus dél netinkamo aparatiiros arba kolonélés veikimo arba
analizuojamo méginio kilmés ir tipo. Jei kyla abejoniy, analizé kartojama.

8.5. Kalibravimas

8.5.1.  Etaloniniams méginiams (5.4.1 ir 5.4.2 punktai) taikoma 8.2—8.4.4 punktuose aprasyta metodika. Naudojami tik kg
paruosti tirpalai, nes kambario temperatiiroje, 8 % trichloracto riigsties tirpale esantys CMP skyla. 4 °C temperatiiroje
tirpalas islieka stabilus 24 valandas. Atliekant labai daug analiziy, automatiniame injektoriuje pageidautina naudoti
Saldomg méginiy laikiklj.

Pastaba. 8.4.2. punktg galima praleisti, jeigu % B pradinémis sglygomis yra Zinomas i§ anksciau atlikty analiziy.

Etaloninio méginio [5] chromatograma turi atitikti pavaizduotaja 1 paveiksle. Siame paveiksle pries CMP,
smaile yra dvi mazos smailés. Svarbu gauti panasy atskyrima.

8.5.2.  Pries tiriant méginius chromatografijos biidu jsvirksciama 100 pl etaloninio méginio be fermentiniy isriagy [0] (5.4.1)
Chromatogramoje neturéty bati smailés, kurios sulaikymo trukmé atitikty CMP, smailés trukme.

8.5.3.  ISvirkstiant tokj pat turj filtrato (8.5.1), kaip ir naudotas méginiy tiiris, nustatomi atsako koeficientai R.

9. REZULTATUY PATEIKIMAS
9.1. Apskaitiavimo metodas ir formulés
9.1.1.  Atsako koeficiento R apskaiciavimas:
CMP, smailé: R = W[H

Cia:

R - CMP, smailés atsako koeficientas,
H - CMP, smailés aukstis,

W - isrigy kiekis etaloniniame méginyje [5].
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9.2. Fermentiniy iSriigy milteliy procentinio kiekio méginyje apskaiciavimas
W(E) = R x H(E)
Cia:
W(E) - fermentiniy i§riigy kiekis méginyje (E) masés procentais,
R — CMP, smailés atsako koeficientas (9.1.1),

H(E) - méginio (E) CMP, smailés aukstis.

Jeigu W(E) yra didesnis nei 1 %, o skirtumas tarp méginio ir etaloninio méginio [5] sulaikymo trukmés yra
mazesnis nei 0,2 minutés, vadinasi fermentiniy i§riigy sausyjy medziagy méginyje yra.

9.3. Procediiros tikslumas
9.3.1.  Pakartojamumas

Dviejy analiziy rezultaty, kuriuos vienas analitikas gavo vienu metu arba per trumpa laika ta padia aparatiira
tirdamas tg pacig bandomaja medziaga, skirtumas neturi bati didesnis kaip 0,2 % (masés).

9.3.2.  Atkuriamumas

Nenustatytas.

9.3.3.  Tiesiskumas

Kai fermentiniy irtigy yra nuo O iki 16 procenty, turéty bati gaunama tiesiné priklausomybé, kurios
koreliacijos koeficientas > 0,99.

9.4. Aiskinimas
1 % ribing verte jeina neapibréztis dél atkuriamumo.

1 paveikslas

Etalonas Ni—4.6

Sugerties geba (220 nm)

0 5 10 15 20 25 3o

Trukmé (min.)

(*) Tarptautinis IDF standartas 135B/1991. Pienas ir pieno produktai. Analizés metody preciziskumo charakte-
ristikos. Tarplaboratoriniy lyginamyjy tyrimy procediiros apzvalga.”
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3) Pridedami Sie priedai:

»VI PRIEDAS

Pagal privaciojo sandéliavimo sutartis sandélivojamo sviesto analizés metodai

Parametras Metodas
Riebalai (1) ISO 17189 arba ISO 3727 3 dalis
Vanduo ISO 3727 1 dalis
Sausosios neriebalinés medziagos (iSskyrus | ISO 3727 2 dalis
druska)
Druska ISO 15648

(") Taikyting metodg turi patvirtinti mokéjimo agenttira.

VII PRIEDAS

Pagal privaciojo sandéliavimo sutartis sandéliuojamy nugriebto pieno milteliy analizés metodai

Parametras Metodas
Riebalai ISO 1736
Baltymai ISO 8968 1 dalis
Vanduo ISO 5537
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VI PRIEDAS

Pagal privaciojo sandéliavimo sutartis sandéliuojamo siirio analizés metodai

1. Priedélyje apraSytas analizés metodas taikomas siekiant uZztikrinti, kad stiryje, pagamintame tik i§ aviy, ozky ar
buivoliy pieno arba i§ aviy, ozky ir buivoliy pieno miSinio, nebiity karviy pieno kazeino.

Laikoma, kad karviy pieno kazeino yra, jei jo kiekis analizuojamame méginyje yra lygus priedélyje nurodytame
etaloniniame méginyje, kuriame yra 1 % karviy pieno, esanc¢iam kiekiui arba uz jj didesnis.

2. Karviy pieno kazeino aptikimo 1 dalyje nurodytuose siriuose metodai gali baiti taikomi tik jei atitinkamos visos $ios

salygos:
a) aptikimo riba yra ne didesné kaip 0,5 %;
b) néra klaidingai teigiamy rezultaty;

¢) karviy pieno kazeinas aptinkamas esant reikiamam jautrumui netgi po ilgy brandinimo laikotarpiy, kaip gali
pasitaikyti jprastinémis prekybos salygomis.

Jei kuri nors i§ pirmiau nurodyty salygy nei§pildoma, taikomi priedélyje nurodyti metodai.
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Priedélis

KARVIUY PIENO IR KAZEINATO APTIKIMO SURIUOSE, PAGAMINTUOSE IS AVIY, OZKY ARBA BUIVOLIY
PIENO ARBA AVIU, OZKU IR BUIVOLIY PIENO MISINIY, METODAS

1. ESME

Karviy pieno ir kazeinato aptikimas striuose, pagamintuose i§ aviy pieno, ozky pieno ir buivoliy pieno arba
aviy, ozky ir buivoliy pieno misiniy, taikant izoelektrinj y-kazeiny fokusavimg po skaidymo plazminu.

2. TAIKYMO SRITIS

Metodas tinka, kai reikia jautraus ir specifinio metodo natdraliam ir termiskai apdorotam karviy pienui ir
kazeinatui aptikti $vieZiuose ir brandintuose siiriuose, pagamintuose i§ aviy, ozky ir buivoliy pieno arba aviy,
ozky ir buivoliy pieno misiniy. Jis netinka norint nustatyti, ar falsifikuojant i pieng ir siirj yra pridéta termiskai
apdoroty karviy pieno iSriigy baltymy koncentraty.

3. METODO ESME

3.1. Kazeiny i$skyrimas i siirio ir pamatiniy etalony

3.2. Gauty kazeiny tirpinimas ir skaidymas plazminu (EC.3.4.21.7)

3.3. Plazminu apdoroty kazeiny izoelektrinis fokusavimas karbamido aplinkoje ir baltymy dazymas

3.4. NudaZyty vy, ir y, kazeiny frakcijy elektroforegramy jvertinimas (karviy pieno buvimo méginyje
jrodymas), lyginant tame paciame gelyje gautas tiriamojo méginio ir pamatiniy etalony, kuriuose yra
0 % ir 1 % karviy pieno, elektroforegramas.

4. REAGENTAI

Jei nenurodyta kitaip, naudojamos analiziskai grynos cheminés medziagos. Vanduo turi baiti du kartus
distiliuotas arba tokio paties grynumo.

Pastaba. Sie duomenys taikomi laboratorijoje pagamintiems poliakrilamido geliams su karbamidu, kuriy
matmenys 265 x 125 x 0,25 mm. Jei naudojamas kito tipo ir dydzio gelis, atskyrimo sglygas gali tekti
reguliuoti.

Izoelektrinis fokusavimas
4.1. Reagentai poliakrilamido geliams su karbamidu gaminti
4.1.1.  Pradinis gelio tirpalas

Vandenyje iStirpinama

4,85 g akrilamido,

0,15 g N,N'-metilen-bis-akrilamido (BIS),
48,05 g karbamido,

15,00 g glicerolio (87 % masés)

skiedziama iki 100 ml ir laikoma tamsaus stiklo butelyje Saldytuve.

Pastaba. Vietoje nurodytos masés neurotoksiniy akrilamidy galima naudoti i§ anksto sumaiSyta akrilamido (BIS)
tirpala, kurio galima nusipirkti. Vietoj nurodytos masés akrilamido galima naudoti 16,2 ml jo tirpalo, jei jame
yra 30 % (masés pagal tirj) akrilamido ir 0,8 % (masés pagal tarj) BIS. Pradinio tirpalo galiojimo trukmé — ne
daugiau kaip10 dieny; jeigu jo laidumas didesnis nei 5 pS, tirpala reikia naujai dejonizuoti 30 min. maisant su
2 g Amberlite MB-3, po to filtruojant per 0,45 pm membrang.
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4.1.2.  Gelio tirpalas

Gelio tirpalas ruodiamas pradinj gelio tirpalg (Zr. 4.1.1) maiSant su priedais ir amfolitais (*).
9,0 ml pradinio tirpalo

24 mg B-alanino

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

250 pl amfolito, pH 5-7

250 pl amfolito, pH 6-8

Gelio tirpalas sumaiSomas ir dvi tris minutes ultragarso voneléje arba vakuume i§ jo $alinamos dujos.

Pastaba. Gelio tirpalas ruosiamas pries pat jj ligjant (zr. 6.2 punktg).

4.1.3.  Katalizatoriy tirpalai
4.1.3.1. N,N,N’,N’-tetrametiletilendiaminas (Temed)
4.1.3.2. 40 % (masés pagal tiirj) amonio peroksosulfatas (PER):
800 mg PER istirpinama vandenyje ir atskiedZiama iki 2 ml.

Pastaba. Visada naudojamas kg tik pagamintas PER tirpalas.

4.2.  Kontaktinis skystis

Zibalas arba skystas parafinas

4.3.  Anodo tirpalas

5,77 g fosforo riigsties (85 % masés) iStirpinama vandenyje ir atskiedZiama iki 100 ml.

4.4, Katodo tirpalas
2,00 g natrio hidroksido istirpinama vandenyje ir atskiedZiama vandeniu iki 100 ml.
Méginio ruosimas
4.5.  Reagentai baltymams iSskirti
4.5.1.  Praskiesta acto rigstis (25,0 ml ledinés acto riigsties atskiedziama vandeniu iki 100 ml).
4.5.2.  Dichlormetanas

4.5.3.  Acetonas

4.6. Buferinis tirpalas baltymams tirpinti
Vandenyje i§tirpinama
5,75 g glicerolio (87 % masés),
24,03 g karbamido,
250 mg ditiotreitolio

ir atskiedziama iki 50 ml.

Pastaba. Laikoma 3aldytuve, maksimali laikymo trukmé — 1 savaité.
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4.7. Reagentai kazeinui skaidyti plazminu

4.7.1.  Buferinis amonio karbonato tirpalas
0,2 mol/l amonio hidrokarbonato tirpalas (1,58 g/100 ml vandens), kuriame yra 0,05 mol/l etilendiamintet-
raacto ragsties (EDTA, 1,46 g/100 ml), titruojamas 0,2 mol/l amonio karbonato tirpalu (1,92 g/100 ml
vandens), kuriame yra 0,05 mol/l EDTA, kol jo pH pasiekia 8.

4.7.2.  Galvijy plazminas (E.C.3.4.21.7), kurio aktyvumas ne maZesnis kaip 5 U/ml

4.7.3.  e-aminoheksano riigsties tirpalas fermentams slopinti

2,624 g e-aminoheksano ragsties (6 amino-n-heksano rigsties) istirpinama 100 ml 40 % (ttrio) etanolio.

4.8. Etalonai
4.8.1.  Sertifikuotus pamatinius sutraukto nugriebto aviy ir oZky pieno misiniy, kuriuose yra 0 % ir 1 % karviy pieno, etalonus

galima gauti Komisijos etaloniniy medZiagy ir matavimy institute (Commission’s Institute for Reference Materials and
Measurements, B-2440, Geel, Belgija).

4.8.2.  Laboratoriniy etaloniniy traukinto buivoliy pieno tirpaly, kuriuose yra 0 % ir 1 % karviy pieno, paruoSimas

Nugriebtam pienui gauti Zalias surinktinis buivoliy arba karviy pienas 20 min., esant 2 500 g iSscentrinei jégai,
centrifuguojamas 37 °C temperatiiroje. Greitai atSaldZius meégintuvélj su jo turiniu iki 6-8 °C temperatiiros,
visiskai nuimamas virSutinis riebaly sluoksnis. 1 % etaloniniam tirpalui paruosti j 1 1 talpos cheming stikling
jpilama 5,00 ml nugriebto karviy pieno, 495 ml nugriebto buivoliy pieno ir praskiesta pieno ragstimi (10 %
masés) parugstinama iki pH 6,4. Misinys Sildomas iki 35 °C, jpilama 100 pl $liuzo fermento (fermento
aktyvumas 1:10 000, koncentracija 3 000 U/ml), maiSoma 1 min. ir aliuminio folija uzdengta stikliné
paliekama stovéti 35 °C temperatiiroje vieng valanda, kad pienas susitraukty. Susidarius varskei, visas sutrauktas
pienas liofilizuojamas prie§ tai jo nesumaiSant ir nenupilant i$riigy. Po liofilizacijos produktas sumalamas |
homogeniskus miltelius. 0 % etaloninis tirpalas ruoSiamas atliekant ta pacia procediira su grynu nugriebtu
buivoliy pienu. Etaloniniai tirpalai laikomi — 20 °C temperatiroje.

Pastaba. Prie§ gaminant etaloninius tirpalus patartina patikrinti buivoliy pieno grynuma, izoelektriskai
fokusuojant plazminu suskaldytus kazeinus.

Reagentai baltymams daZyti
4.9. Fiksavimo tirpalas

150 g trichloracto rugsties istirpinama vandenyje ir skiedziama iki 1 000 ml.

4.10.  Blukinimo tirpalas
500 ml metanolio ir 200 ml ledinés acto riigsties atskiedziama distiliuotu vandeniu iki 2 000 ml.

Pastaba. Kiekvieng dieng gaminamas $viezias blukinimo tirpalas; jj galima gaminti lygiomis dalimis sumaiSant
pradinius 50 % (tiirio) metanolio ir 20 % (ttrio) ledinés acto rugsties tirpalus.

4.11. Dazymo tirpalai
4.11.1. Dazymo tirpalas (1-asis pradinis tirpalas)

3,0 g dazo Coomassie Brilliant Blue G-250 (C.I. 42655) istirpinama 1 000 ml 90 % (tGirio) metanolio, naudojant
magneting maisykle (apie 45 min.), ir ifiltruojama per du vidutinio tankumo sulankstytus filtrus.

4.11.2. Dazymo tirpalas (2-asis pradinis tirpalas)

5,0 g vario sulfato pentahidrato istirpinama 1 000 ml 20 % (tiirio) acto ragsties.

4.11.3. DaZymo tirpalas (darbinis tirpalas)
Pries pat dazZymg sumaiSoma po 125 ml abiejy pradiniy tirpaly (4.11.1, 4.11.2).

Pastaba. Dazymo tirpalus reikéty ruosti naudojimo diena.
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5. IRANGA

5.1. Stiklinés plokstelés (265 x 125 x 4 mm); guminis volelis (15 cm plocio); lyginamasis stalas.

5.2. Gelio nesiklio lapas (265 x 125 mm)

5.3.  Dengiamasis lapas (280 x 125 mm). Ant kiekvieno iSilginio lapo krasto priklijuojama lipni juostelé
(280 x 6 x 0,25 mm) (Zr. 1 paveikslg)

5.4. Elektrofokusavimo kamera su $aldomgja plokste (pvz., 265 x 125 mm) ir tinkamas maitinimo Saltinis
(2 2,5 kV) arba automatinis elektroforezés prietaisas

5.5. Reguliuojamos temperatiiros cirkuliacinis kriostatas, nustatytas 12 = 0,5 °C temperatiirai palaikyti

5.6. Centrifuga, reguliuojama iki 3 000 g

5.7. Elektrody juostos (> 265 mm ilgio)

5.8. Plastikiniai anodo ir katodo tirpaly laSintuvai

5.9. Méginiy aplikatoriai (10 x 5 mm, viskozé arba filtravimo popierius, mazai adsorbuojantis baltymus)

5.10. Neridijanciojo plieno arba stikliniai daZymo ir blukinimo indai (pvz., 280 x 150 mm jrankiy padéklai)

5.12.  Regulivojamas rotacinis maiSiklis (veleno skersmuo — 10 mm), kurio grei¢iy intervalas — 8 000-20 000
aps./min.

5.13. Magnetiné maisyklé

5.14.  Ultragarsiné vonelé

5.15.  Plévelés sulydymo jtaisas

5.16. 25 ul mikropipetés

5.17.  Vakuuminis koncentratorius arba sublimaciné dZiovykla

5.18. Termostatiné vandens vonelé, kurioje galima nustatyti 35 ir 40 + 1 °C temperatiira, su purtytuvu

5.19. Densitometras, rodmeny skaitymo bangos ilgis A = 634 nm

6. PROCEDURA

6.1. Méginiy ruosimas

6.1.1.  Kazeiny iSskyrimas
] 100 ml talpos centrifugavimo mégintuvélj pasveriamas 5 g sausos masés atitinkantis sario arba
pamatinio etalono kiekis, jpilama 60 ml distiliuoto vandens ir homogenizuojama rotaciniu maisikliu
(8 000-10 000 aps./min.). Praskiesta acto ruagstimi (4.5.1) parfigstinama iki pH 4,6 ir centrifuguojama (5 min.,
3 000 g). Riebalai ir iSrigos dekantuojami, likutis homogenizuojamas (20 000 aps./min.) su 40 ml distiliuoto
vandens, pariigdtinto praskiesta acto riigstimi (4.5.1) iki pH 4,5, jpilama 20 ml dichlormetano (4.5.2), dar karta
homogenizuojama ir centrifuguojama (5 min, 3 000 g). Tarp vandens ir organinio tirpiklio faziy susidares
kazeino sluoksnis (Zr. 2 paveiksla) nuimamas mentele, abi fazés dekantuojamos. Kazeinas vél homogeni-
zuojamas su 40 ml distilivoto vandens (Zr. pirmiau) ir 20 ml dichlormetano (4.5.2), vél centrifuguojama. Si
procediira kartojama tol, kol abi ekstrakto fazés tampa bespalvés (2-3 kartus). Baltymy likutis homogeni-
zuojamas su 50 ml acetono (4.5.3) ir filtruojamas per sulankstytg vidutinio tankumo filtravimo popieriy.
Likutis du kartus, naudojant po 25 ml acetono, plaunamas ant filtro, paliekamas dzifiti ore arba i§dZiovinamas
azoto srove ir sumalamas j miltelius griistuvéje.
Pastaba. 13dZiovinti kazeino izoliatai turéty bati latkomi — 20 °C temperatiiroje.

6.1.2.  f-kazeiny skaidymas plazminu y-kazeiny intensyvumui padidinti

25 mg i§skirty kazeiny (6.1.1) istirpinami 0,5 ml buferinio amonio karbonato tirpalo (4.7.1) ir homogeni-
zuojami 20 min., pvz., ultragarsu. Gautas tirpalas pasildomas iki 40 °C temperatiiros ir i ji pridedama 10 ml
plazmino (4.7.2), sumaiSoma ir laikoma 1 valandg 40 °C temperatiroje nuolat purtant. Fermentui slopinti
jpilama 20 pl e-aminokaprono rigsties tirpalo (4.7.3), tada dedama 200 ml kieto karbamido ir 2 mg
ditiotreitolio.

Pastaba. Norint gauti simetriskesnes fokusuoto kazeino juosteles, patartina, pridéjus e-aminokaprono riigsties,
tirpala liofilizuoti ir gautus likucius istirpinti 0,5 ml baltymy tirpinimo buferio (4.6).
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6.2.  Poliakrilamido geliy su karbamidu ruoSimas

Keliais vandens lasais suvilgytas gelio nesiklio lapas (5.2) iSlyginamas ant stiklinés plokstés (5.1), visg perteklinj
vandenj pasalinant popieriniu ranksluos¢iu arba servetéle. Tokiu paciu biidu ant kitos stiklinés plokstés dedamas
dengiamasis lapas (5.3) su tarpikliais (0,25 mm). Ploksté dedama horizontaliai ant lyginamojo stalo.

[ paruosta gelio tirpalg (4.1.2), i§ kurio pasalintos dujos, jpilama 10 pl Temed (4.1.3.1), maiSoma ir jpilama
10 pl PER tirpalo (4.1.3.2), gerai sumaiSoma ir i§ karto iSpilama tolygiai dengiamojo lapo viduryje. Ploksté su
gelio nesiklio lapu vienu krastu (lapu | apacia) padedama ant plokstés su dengiamuoju lapu ir létai nuleidziama
taip, kad tarp lapy susidaryty vienodai pasklidusi gelio plévelé be oro burbuliuky (3 paveikslas). Naudojant
plong mentelg, ploksté su gelio nesiklio lapu i§ léto visis8kai nuleidziama ir prispaudZiama ant jos virSaus
uzdedant dar tris stiklines plokstes. Pasibaigus polimerizacijai (po mazdaug 60 min.) ant gelio nesiklio lapo
susipolimerizaves gelis nuimamas kartu su dengianciu lapu, paveréiant stiklines ploksteles. Nuo gelio nesiklio
lapo i3orinés pusés gelio ir karbamido likuciai gerai nuvalomi. Daugiasluoksnis gelis sulydomas | plévelés
vamzdj ir laikomas aldytuve (ne ilgiau kaip Sesias savaites).

Pastaba. Dengiantysis lapas su tarpikliais gali baiti naudojamas dar kartg. Poliakrilamido gelj galima supjaustyti |
mazZesnius gabaliukus ir taip daryti rekomenduojama, jei yra keli méginiai arba jei naudojamas automatinis
elektroforezés jrenginys (du geliai, kuriy dydis 4,5 x 5 cm).

6.3. Izoelektrinis fokusavimas

Saldymo termostate nustatoma 12 °C temperatiira. Gelio nesiklio lapo iSoriné pusé nuvaloma zibalu, keli Zibalo
lasai (4.2) uzladinami ant $aldymo bloko vidurio. Ant jo iSvyniojamas gelis (gelio nesiklio puse Zemyn), saugant,
kad nesusidaryty oro burbuliuky. Zibalo perteklius nuvalomas ir nuimamas dengiamasis lapas. Elektrodo
juostelés suvilgomos anodo ir katodo tirpalais (4.3, 4.4), juostelés atpjaunamos pagal gelio ilgj ir dedamos i
numatytas vietas (atstumas tarp elektrody 9,5 cm).

Izoelektrinio fokusavimo sqlygos:

6.3.1.  Gelio matmenys 265 x 125 x 0,25 mm

Veiksmas Trukmeé [tampa Srové Galia Voltvalandés
(min.) V) (mA) W) (Vh)
1. Parengiamasis fokusavimas 30 maks. maks. pastovi 4 apie 300
2 500 15
2. Méginio fokusavimas (') 60 maks. maks. pastovi 4 apie 1 000
2 500 15
3. Galutinis fokusavimas 60 maks. maks. maks. apie 3 000
2 500 5 20
40 maks. maks. maks. apie 3 000
2 500 6 20
30 maks. maks. maks. apie 3 000
2 500 7 25

(') Meéginio jvedimas. Po parengiamojo fokusavimo (1 veiksmas), ant méginio aplikatoriy (10 x 5 mm) pipete uzlasinama po
18 pl méginio ir etaloninio tirpaly, aplikatoriai dedami ant gelio 1 mm atstumu vienas nuo kito ir 5 mm iSilginiu atstumu
nuo anodo ir $velniai prispaudziami. Fokusuojama pirmiau nurodytomis sglygomis; praéjus 60 min. nuo méginio fokusa-
vimo pradzios, méginio aplikatoriai atsargiai nuimami.

Pastaba. Jei keiCiamas geliy storis arba plotis, reikia tinkamai pakoreguoti srovés ir galios reiksmes (pvz., jei
naudojamas 265 x 125 x 0,5 mm matmeny gelis, elektros srovés ir galios vertés dvigubinamos).
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6.3.2.  Automatinio elektroforezés jtaiso jtampos programos pavyzdys (2 geliai, kuriy dydZiai 5,0 x 4,5 cm), elektrodai be juosty
dedami tiesiai ant gelio.

Veiksmas Jtampa Srové Galia Temp. Voltvalandés
1. Parengiamasis fokusavimas 1000V 10,0 mA 3,5W 8 °C 85 Vh
2. Méginio fokusavimas 250V 5,0 mA 2,5W 8°C 30 Vh
3. Fokusavimas 1200V 10,0 mA 3,5W 8°C 80 Vh
4. Fokusavimas 1500V 5,0 mA 7,0 W 8°C 570 Vh

Atliekant 2 veiksmaj, méginio aplikatorius uZdedamas esant 0 Vh.

Atliekant 2 veiksma, méginio aplikatorius nuimamas esant 30 Vh.

6.4. Baltymy daZymas
6.4.1.  Baltymy fiksavimas

§jungus elektros srove, elektrodo juostelés tuoj pat nuimamos ir gelis greitai jdedamas j dazymo | blukinimo
inda, i kurj jpilta 200 ml fiksatyvo (4.9); laikoma 15 min., nuolat purtant.

6.4.2.  Gelio plokstelés plovimas ir dazymas

Fiksavimo tirpalas gerai nusausinamas ir gelio plokstelé plaunama du kartus kiekviena kartg po 30 sekundziy
su 100 ml blukinimo tirpalo (4.10). Blukinimo tirpalas iSpilamas ir j inda pripilama 250 ml dazymo tirpalo
(4.11.3); dazoma 45 min., $velniai pakratant.

6.4.3.  Gelio plokstelés blukinimas

Dazymo tirpalas iSpilamas, gelio plokstele plaunama du kartus, kiekvieng kartg sunaudojant po 100 ml
blukinimo tirpalo (4.10), paskui gelio plokstelé 15 min. purtoma su 200 ml blukinimo tirpalo; $i procedira
kartojama maZiausiai du tris kartus tol, kol pagrindas tampa $varus ir bespalvis. Po to plokstelé nuplaunama
distiliuotu vandeniu (du kartus po 2 min.) ir dZiovinama ore (2-3 val.) arba plauky dZiovintuvu (10-15 min.).

1 pastaba. Fiksuojama, plaunama, dazoma ir blukinama 20 °C temperatiiroje. Aukstesnéje temperatiiroje
nedirbama.

2 pastaba. Jeigu naudojamas jautresnis dazymo tirpalas (pvz., Siver Staining Kit, Protein, Pharmacia Biotech, Code
No.17-1150-01), plazminu apdoroti kazeino méginiai turi bati atskiesti iki 5 mg/ml.

7. VERTINIMAS

Vertinama lyginant nezinimo méginio ir pamatinio etalono baltymy elektroforegramas tame paciame gelyje.
Sariuose i§ aviy, ozky ir buivoliy pieno ir i§ aviy, buivoliy ir ozky pieno misiniy esantis karviy pienas
aptinkamas pagal v, ir y, kazeinus, kuriy izoelektrinis taskas yra intervale nuo pH 6,5 iki pH 7,5 (4 a, b paveikslai
ir 5 paveikslas). Aptikimo riba yra mazesné kaip 0,5 %.

7.1. Vizualinis jvertinimas

Vizualiai jvertinant karviy pieno kiekj rekomenduojama pasirinkti tokias méginiy ir etaloniniy tirpaly koncent-
racijas, kad aviy, ozky ir (arba) buivoliy vy, ir y,; kazeiny frakcijy iSsidéstymo juostelés buty vienodo
intensyvumo (zr. ,y, E,G,B“ ir ,y; E,G,B“ 4 a, b pav. ir 5 pav.). Tada karviy pieno kiekj (maZesnj ar didesnj uz
1 % arba lygy 1 %) neZinomame méginyje galima nustatyti i§ karto, palyginant karviy pieno v, ir y, kazeiny
juosteliy intensyvuma (Zr. ,y, C* ir ,y, C* 4 a, b pav. ir 5 pav.) su ty paciy kazeiny intensyvumu pamatiniuose
etalonuose (aviy, ozky pieno) arba laikinuosiuose laboratoriniuose etaloniniuose tirpaluose (buivoliy pieno),
kuriuose yra 0 % ir 1 % karviy pieno.
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7.2. Densitometrinis jvertinimas

Karviy pieno vy, ir v, kazeiny smailés ploto santykj su ozky, aviy ir (arba) buivoliy pieno v, ir v, kazeiny
smailiy plotais galima nustatyti densitometrijos badu (5.19) (zr. 5 pav.). Gauta verté¢ palyginama su 1 %
pamatiniu etalonu (ozky, aviy pieno) arba laikinuoju laboratoriniu etaloniniu tirpalu (buivoliy pieno),
analizuoty ant to paties gelio, v, ir y, kazeiny smailiy ploto santykiu.

Pastaba. Sis metodas yra pakankamai tikslus, jeigu karviy pieno vy, ir y, kazeiny signalas yra aiSkiai teigiamas
matavimg atliekant su 1 % pamatiniu etalonu, bet toks néra matuojant su 0 % pamatiniu etalonu. Jei taip néra,
procediira optimizuojama tiksliai laikantis metodo nurodymy.

Vertinama, kad méginyje karviy pieno yra, jeigu abiejy karviy pieno vy, ir y, kazeiny frakcijy juosteliy
intensyvumas arba atitinkami smailiy ploty santykiai yra lygiis1 % pamatinio etalono vertei arba uz ja didesni.

8. NUORODOS
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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. in:
Electrophoresis-Forum 89 (B. J. Radola, ed.) pp 389-393, Bode-Verlag, Miinchen (1989).
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2 paveikslas

Kazeino sluoksnis, kuris pliduriuoja tarp vandeninés ir organinés faziy po centrifugavimo

H,0 fazé

Kazeinas

CHzClg fazé

3 paveikslas

Labai plono poliakrilamido gelio sluoksnio liejimo prispaudimu biidas

a — tarpiklio juostelé (0,25 mm); b — dengiamasis lapas (5.3); ¢, e — stiklinés plokstelés (5.1); d — gelio tirpalas (4.1.2);
f — gelio nesiklio lapas (5.2)
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4a paveikslas

Plazminu apdoroty kazeiny, gauty i§ aviy ir ozky pieno siiriy, kuriuose yra skirtingas karviy pieno
kiekis, izoelektrinis fokusavimas

y @3';’3 E‘.,G

1 Jol 7zl 213l 1] o0o]os]| o}@377 %CM

% CM — procentinis karviy pieno kiekis, C — karviy pienas, E — aviy pienas, G — ozky pienas

Pavaizduota virSutiné IEF gelio dalis.

4b paveikslas

Plazminu apdoroty kazeiny, gauty i$ sariy, pagaminty i§ aviy, ozky ir buivoliy pieno miSiniy,

kuriuose yra skirtingas karviy pieno kiekis, izoelektrinis fokusavimas
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% CM — procentinis karviy pieno kiekis, 1+ — méginys, kuriame yra 1 % karviy pieno ir kuris frakcijos juostelés viduryje
pazymétas grynu karviy kazeinu. C — karviy pienas, E — aviy pienas, G — ozky pienas, B — buivoliy pienas.

Pavaizduotas visas atskyrimo ant IEF gelio atstumas.
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5 paveikslas

Etaloniniy tirpaly ir siirio, pagaminto i§ aviy ir oZky pieno miSinio, méginiy densitogramy po
izoelektrinio fokusavimo sanklota
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a, b — etaloniniai tirpalai, kuriuose yra 0 ir 1 % karviy pieno; c—g — siirio méginiai, kuriuose yra 0, 1, 2, 3 ir 7 % karviy
pieno;, C — karviy pienas, E — aviy pienas; G — ozky pienas.

Vir§utiné IEF gelio dalis buvo skenuojama esant N = 634 nm bangos ilgiui.
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IX PRIEDAS

Analiziy vertinimas

1. Kokybés uztikrinimas

Analizes atlicka pagal Reglamento (EB) Nr. 882/2004 (**) 12 straipsnj arba valstybés narés kompetentingy institucijy
paskirtos laboratorijos.

2. Méginiy émimas ir gincai dél analizés rezultaty

1. Méginiai imami pagal atitinkama nagrinéjama produkta reglamentuojantj reglaments. Jei jokiy méginiy émimo
nuostaty aiskiai nenurodyta, taikomos standarto ISO 707 ,Pienas ir pieno gaminiai. Méginiy émimo nurodymai“
nuostatos.

2. Laboratorijos analizés rezultaty ataskaitose turi pakakti informacijos rezultatams pagal priedélj jvertinti.

3. Pagal Sajungos taisykles atliekant analize imama po du méginius.

4. Kilus gin¢ui dél rezultaty, mokéjimo agentiira reikiamg produkto, dél kurio gin¢ijamasi, analize atlieka dar karta,
o islaidas padengia pralaiméjusi Salis.

Pirmiau nurodyta analizé atliekama su salyga, kad turima uZplombuoty kartotiniy produkto méginiy, kuriuos
tinkamai saugojo kompetentinga institucija. PraSyma atlikti analiz¢ mokéjimo agentiirai gamintojas iSsiuncia per
7 darbo dienas po pranesimo apie pirmosios analizés rezultatus. Mokéjimo agentiira analize atlieka per 21 darbo
dieng po prasymo gavimo.

5. Apeliacinés analizés rezultatai — galutiniai.

6. Jei per penkias darbo dienas nuo méginiy paémimo gamintojas gali jrodyti, kad méginiai buvo netinkamai paimti, jie
paimami i§ naujo, jei tai jmanoma. Jei pakartotinai paimti méginiy nejmanoma, siunta priimama.
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Priedélis
Siuntos atitikties teisés aktais nustatytai ribinei vertei jvertinimas

1. Metodo esmé

Jei teisés aktuose dél valstybés intervencijos ir privaciojo sandéliavimo yra nustatytos i§samios méginiy émimo
procediros, jy reikia laikytis. Visais kitais atvejais naudojamas méginys, gautas i§ 3 atsitiktinai paimty kontrolei
pateiktos siuntos éminiy. Galima paruosti sudétinj méginj. Gautas rezultatas lyginamas su teisés aktuose nustatyta
ribine verte, 95 % pasikliovimo intervala apskai¢iuojant pagal formulg 2 x standartinis nuokrypis; ¢ia atitinkamas
standartinis nuokrypis priklauso nuo to, ar 1) metodas patvirtintas vykdant tarptautinj bendradarbiavima, taikant o, ir
o, vertes, ar 2) atliekant vidinj patvirtinimg buvo skai¢iuojamas vidinis atkuriamumas. Sis pasikliovimo intervalas
prilyginamas rezultato matavimo neapibrézciai.

2. Metodo tinkamumas patvirtinamas vykdant tarptautinj bendradarbiavimg

Siuo atveju buvo nustatyti standartinis pakartojamumo nuokrypis o, ir standartinis atkuriamumo nuokrypis o,, ir
laboratorija gali jrodyti, kad jos rezultatai atitinka patvirtinto metodo taikymo charakteristikas.

Apskaiciuojamas n kartotiniy matavimy aritmetinis vidurkis X.

x i$pleéstine neapibreztis (k = 2) apskaiCiuojama taip:

Jei galutinis matavimo rezultatas x apskai¢iuojamas taikant formules x =y, + y,, x =y, =y, x =y, - y, arba x = y,[y,
tokiais atvejais biitina laikytis standartiniy nuokrypiy jungimo procediiry.

Laikoma, kad siunta neatitinka vir§utinés teisés aktais nustatytos ribinés vertés UL, jei
x-U> UL

kitaip laikoma, kad ji UL atitinka.

Laikoma, kad siunta neatitinka apatinés teisés aktais nustatytos ribinés vertés LL, jei
x4+ U< LL

kitaip laikoma, kad ji LL atitinka.

3. Vidinis tinkamumo patvirtinimas apskai¢iuojant vidinio atkuriamumo standartinj nuokrypj

Jei taikomi Siame reglamente nenurodyti metodai, o preciziskumo matai nebuvo nustatyti, atliekamas vidinis metodo
tinkamumo patvirtinimas. ISpléstinés neapibrézties |, apskai¢iavimo formulése vietoj o, ir o, naudojami atitinkamai
standartinis vidinio pakartojamumo nuokrypis s;r ir standartinis vidinio atkuriamumo nuokrypis s

Taisyklés, kuriy reikia laikytis nustatant atitiktj teisés aktais nustatytai ribinei vertei, iSdéstytos 1 punkte. Taciau, jei
nusprendziama, kad siunta teisés aktais nustatytos ribinés vertés neatitinka, matavimai kartojami taikant Siame
reglamente nurodyta metodg, o gautas rezultatas vertinamas pagal 1 punkta.

(*) Reikiamam y-kazeiny atskyrimui gauti ypac¢ tiko Ampholine® (pH 3,5-9,5) (Pharmacia) ir Resolyte® (pH 5-7 bei
pH 6-8) (BDH, Merck).

(**) 2004 m. balandzio 29 d. Europos Parlamento ir Tarybos reglamentas (EB) Nr. 882/2004 dé¢l oficialios kontrolés,
kuri atlickama siekiant uZztikrinti, kad bity jvertinama, ar laikomasi pasarus ir maistg reglamentuojanciy teisés akty,
gyviny sveikatos ir gerovés taisykliy (OL L 165, 2004 4 30, p. 1).“
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