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Opinnaytetyon tarkoituksena oli selvittaa, soveltuuko kaupallinen sivuvirtaustestime-
netelma maitotuotteiden allergeenien, kaseiinin ja 3-laktoglobuliinin jgamien maari-
tykseen kasvirasvapuolivalmisteista. Sivuvirtaustestimenetelman kayttoonoton myaota
toimeksiantajayritys saisi oman laboratorion kayttoon suoritusajaltaan nopean, help-
pokayttoisen ja edullisen menetelman maidon proteiinijagdmien havaitsemiseen kasvi-
rasvapuolivalmisteista. Sivuvirtaustestilla on tarkoitus korvata toimeksiantajayrityksen
paakonttorilla sijaitsevan laboratorion suorittamat vastaavat maaritykset.

Sivuvirtaustestin soveltuvuutta selvitettiin suorittamalla analyyseja kasvirasvapuolival-
misteille A ja B. Ensimmaisena ajopaivana molemmista kasvirasvapuolivalmisteista
tehtiin nelja rinnakkaismaaritysta, jonka lisaksi valmistettiin myos positiiviset kontrolli-
naytteet, jotka lahetettiin paakonttorin laboratorioon tarkempaa kaseiinipitoisuuden
maaritysta varten. Toisena ajopaivana poikettiin sivuvirtaustestin tydohjeista siten,
etta pidennettiin seka naytteen uuttoaikaa uuttopuskuriliuoksessa etta sekoitusaikaa.
Toisena ajopaivana maarityksia suoritettiin vain kasvirasvapuolivalmisteella A. Li-
saksi tyossa tutkittiin laitteiston pintojen puhtautta tuotekontaktipinnoista pintasively-
testillda pesujen jalkeen, ennen tuotannon aloitusta kahtena ajopaivana.

Sivuvirtaustestimenetelma ei soveltunut maidon proteiinijaamien havaitsemiseen
kasvirasvapuolivalmisteista A ja B. Rinnakkais- ja positiivisten kontrollinaytteiden
maaritykset sivuvirtaustestilla epaonnistuivat, silla testiliuskoihin ei muodostunut tes-
tin onnistumisen ilmaisevaa kontrollivivaa havaintoalueelle. Pintasivelynaytteiden
osalta tyo onnistui, ja tulosten perusteella voidaan todeta laitteiston pinnoilta havaittu-
jen proteiinijdamien pitoisuuksien olevan vaihtelevia.

Tyon tavoitteet saavutettiin. Sivuvirtaustestin soveltuvuus selvitettiin, ja pintasively-
naytteet otettiin onnistuneesti. Pintasivelynaytteiden tulosten perusteella pintapesu-
jen tehokkuutta voitaisiin tarkastella, mutta tulosten luotettava arviointi vaatisi pidem-
man aikavalin tarkastelujakson. Tulevaisuudessa toimeksiantajayritys voisi selvittaa
ELISA-testin kayttoonoton mahdollisuutta tai vaihtoehtoisesti keskittaa allergeenien
hallinnan pintasively- ja loppuhuuhdenaytteisiin.

Avainsanat: sivuvirtaustesti, pintasivelynayte, allergeeniturvallisuus, maitoproteiini
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The purpose of the thesis was to find whether a commercial lateral flow test method
is suitable for the determination of milk product allergens, casein and -lactoglobulin
residues from vegetable fat-based semi-finished products. With the introduction of
the lateral flow test method, the commissioning company would have its own labora-
tory use a quick, easy-to-use and inexpensive method for detecting milk protein resi-
dues in vegetable fat-based semi-finished products.

The applicability of the lateral flow test was determined by performing analyzes on
vegetable fat-based semi-finished products A and B. On the first day, four parallel de-
terminations were made of both vegetable fat-based semi-finished products. Positive
control samples were also prepared and sent to the head office laboratory for a more
precise determination of the casein content. On the second day, the instructions for
the lateral flow test were deviated from in such a way that both the extraction time of
the sample in the extraction buffer solution and the mixing time were extended. In ad-
dition, the cleanliness of the equipment-product contact surfaces was examined with
a surface protein residue test after washing before the start of production.

The lateral flow test method was not suitable for the detection of milk protein residues
from vegetable fat-based semi-finished products A and B. The determinations of par-
allel and positive control samples with the lateral flow test failed, because the test
strips did not form a control line indicating the success of the test in the observation
area. Regarding the surface protein residue samples, the testing was successful and
on the basis of the results, it can be stated that the concentrations of protein residues
observed on the surfaces of the equipment were variable.

The objectives of the thesis were achieved. The applicability of the lateral flow test
was determined, and surface protein residue samples were successfully taken. On
the basis of the results of surface protein residue samples, the effectiveness of sur-
face washing could be examined, but a reliable evaluation of the results would re-
quire a longer-term review period. In the future, the commissioning company could
examine the possibility of introducing an ELISA test or, alternatively, focus the man-
agement of allergens on surface swabbing and final rinse samples.

Keywords: Lateral Flow Test, Allergen Management, Milk Protein
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1 Johdanto

Elintarvikkeen valmistusprosessissa on tavoitteena, etta kuluttajille paatyy tuot-
teita, jotka sisaltavat vain siihen kuuluvia ainesosia. lImoittamattomat allergiaa
aiheuttavien aineiden jaamat elintarvikkeissa voivat aiheuttaa vakavia oireita al-
lergisille henkildille, ja siksi on tarkeaa, etta allergiaa ja intoleransseja aiheutta-
vat ruoka-aineet merkitaan selkeasti elintarvikepakkauksiin. EU:n direktiivit ja
Suomen lainsaadanto edellyttavat, etta yleisimmat allergiaa ja yliherkkyyksia ai-
heuttavat ruoka-aineet merkitaan elintarvikepakkauksiin selkeasti muusta ai-
nesosaluettelosta erottuvalla tavalla. [1, s. 65-66.] Maito on yksi yleisimmista al-
lergiaa ja yliherkkyyksia aiheuttavista ruoka-aineista etenkin lapsilla ja vauvoilla,

mutta sita esiintyy myos aikuisilla [2].

Elintarvikkeiden turvallisuuden kannalta elintarviketeollisuuden tuotantolaitok-
sissa on tarkeaa ehkaista tuotteiden ja raaka-aineiden allergeenien ristikontami-
naatioita. Allergeenien hallinta on osa elintarvikeyrityksen omavalvontasuunni-
telmaa. Elintarvikkeiden allergeenikontaminaatioita hallitaan riskinarvioinnilla,
jonka avulla kartoitetaan tuotteen raaka-aineiden kuljetuksen, sailytyksen ja val-
mistusprosessin aikana syntyvat kontaminaatiovaarat. Elintarviketuottajat kayt-
tavat analyyttisia menetelmia apuna noudattaakseen allergeenimerkintoja kos-
kevia lakeja seka havaitakseen ristikontaminaatiot ja puutteet hygienian laa-
dussa. [1, s. 65; 3.]

Taman insinoorityon toimeksiantajana toimi elintarvikkeita valmistava yritys.
Tyon tarkoituksena oli selvittaa, soveltuuko kaupallinen sivuvirtaustestimene-
telma maitoproteiinijgamien havaitsemiseen kasvirasvapuolivalmisteista. Toi-
meksiantajayrityksen tiloissa kasvirasvapuolivalmisteita valmistetaan samoissa
tiloissa ja linjoilla kuin maitopohjaisia tuotteita, eikd maidon jaamien paatymista
maidottomiin tuotteisiin ole voitu kokonaan sulkea pois. Taman vuoksi maitopro-
teiinijgamia on tarkkailtava kasvirasvapuolivalmisteita tuotettaessa. Tavoitteena
on, etta sivuvirtaustestilla korvataan nykyinen naytteiden analysointi toimeksian-
tajayrityksen paakonttorilla sijaitsevassa akkreditoidussa laboratoriossa, silla



kasvirasvapuolivalmisteiden proteiinijgamaanalyysit haluttaisiin jatkossa suorit-
taa toimeksiantajayrityksen omassa laboratoriossa. Sivuvirtaustestien kayttoon-
oton myata yrityksen laboratorioon saataisiin yksinkertainen ja nopea mene-
telma kasvirasvapuolivalmisteiden proteiinijadmamaarityksiin. Sivuvirtaustesti-
menetelman etuna olisi se, etta analyysin tulos saadaan jo tuotantovaiheessa.
Mikali allergeenijagamia havaitaan, tuotanto voidaan pysayttaa, milla ehkaistaan
havikkia seka korjaavat toimenpiteet voidaan toteuttaa viipymatta.

Insin6orityon alussa vertailtiin kahta yleisesti elintarviketeollisuuden kaytossa
olevaa maidon proteiinijaamien havaitsemiseen soveltuvaa kaupallista pikatesti-
menetelmaa. Vertailtavat menetelmat olivat sivuvirtaustesti ja ELISA-testi. Me-
netelmat ovat immunologisia ja perustuvat proteiinien tunnistamiseen nayt-
teesta [4]. Soveltuvuuskokeisiin analyysimenetelmaksi valittiin sivuvirtaustesti.
Menetelma perustuu immunologiseen reaktioon testiliuskalla, ja se on spesifi-
nen kaseiinille ja B-laktoglobuliinille, jotka ovat maidon suurimpia proteiiniluok-
kia, kattaen yhteensa 89,3 % maidon proteiineista [5; 6, s. 23]. Sivuvirtaustes-
tilla analysoitiin kasvirasvapuolivalmisteita kahtena tuotantopaivana. Lisaksi in-
sindoritydn yhteydessa tutkittiin laitteiston tuotekontaktipinnoilta proteiinijaamia

pintasivelytestilla, pesujen onnistumisen ja hygienian tason selvittamiseksi.

2 Maidon allergeenit

2.1 Maidon proteiinikoostumus

Lehmanmaito sisaltaa monipuolisesti ravintoaineita, ja se on tarkea proteiinien
lahde [7]. Ravitsemuksellisesti maitoproteiinit ovat korkealaatuisia, silla ne sisal-
tavat kaikkia elimistolle valttamattomia aminohappoja [8]. Maidossa on proteii-
nia noin 3,5 g/100 g. Maidon proteiinit jaetaan liukeneviin heraproteiineihin, liu-
kenemattomiin kaseiineihin ja kalvoproteiineihin niiden fysikaalisten ja kemiallis-
ten ominaisuuksien mukaan. Maidon proteiineista 79,5 % on kaseiinia ja 19,3 %
heraa. Kalvoproteiineja maidossa on vain 1,2 %. [9; 6, s. 23.] Hera on maidon
kirkas osa, joka perinteisesti erottuu maidosta juuston valmistuksessa. Heraa ei
kayteta suoraan sellaisenaan, vaan sen eri jakeet erotellaan ja niilla jokaisella



on oma kayttotarkoituksensa. Hera voidaan jaotella laktoosiksi, heraproteiiniksi
ja mineraaleiksi eli maitosuolaksi. Kaseiinia taas I0ytyy paaasiassa vain kovista
juustoista ja rahkasta, silla hera on erottunut pois valmistusprosessissa. [10.]

2.1.1 Kaseiinit

Suurin osa maidon proteiineista on kaseiineja. Kaseiineja on neljaa erilaista pro-
teiinityyppia, jotka ovat as1-kaseiini, as,-kaseiini, 3-kaseiini seka k-kaseiini. [6,
s. 23.] Lehmanmaidosta 10ytyy eniten -kaseiinia ja asi-kaseiinia, kattaen yh-
teensa 77 % kaseiineista. Kaseiiniproteiinit eroavat toisistaan fosforipitoisuuden,
konsentraation, aminohappokoostumuksen, isoelektrisen pisteen ja molekyyli-
painon suhteen. [11.] Kaseiinia esiintyy maidossa monimutkaisina molekyyliryh-
mina, joita kutsutaan miselleiksi. Nama misellit koostuvat kaseiinimolekyyleista
eli submiselleista ja kalsium- seka epaorgaanisista fosfaatti-ioneista. Kaseiinit
tunnetaan fosfoproteiineina, silla fosfaattirynmat ovat esterdityneet kaseiineihin
hydroksyyliryhman kautta. Fosforihappo taas sitoo kalsiumia ja nama sidokset
edesauttavat kaseiinien yhdistymista miselleiksi. [12.] Misellit antavat maidolle
sen ominaisen valkoisen varin. Keskikokoinen miselli koostuu noin neljastasa-

dasta viiteensataan submisellista. [6, s. 24.]

Misellit pysyvat koossa kalsiumfosfaattisiltojen ja submisellien valisten hydrofo-
bisten vuorovaikutusten ansiosta. Lisaksi misellien pinnassa sijaitsevat k-kaseii-
nit stabiloivat misellien rakennetta tehden niiden pinnasta vesiliukoisen, kun
taas misellin sisus on hydrofobinen. [6, s. 24.] Kaseiinit saostuvat helposti mai-
dosta erilaisilla menetelmilla, kuten hapolla tai entsyymeja sisaltavalla juoksutti-
mella. Juoksuttimen tarkein entsyymi on kymosiini. Kymosiini on proteolyyttinen
entsyymi, joka hajottaa misellin vesiliukoisen pinnan, jolloin miselli muuttuu ras-
valiukoiseksi. Rasvaliukoiset misellit alkavat tarttua toisiinsa ja muodostavat
verkoston, johon tarttuvat maidon sisaltamat rasvapisarat. Taman seurauksena
syntyy hyyteld, joka erottuu vesiliukoisesta herasta. Kaseiinin voi saostaa mai-
dosta my0Os hapolla neutraloimalla misellin pinnan negatiivisen varauksen,
minka seurauksena misellit eivat enaa hylji toisiaan niin voimakkaasti. Kaseiini

alkaa saostua maidosta, kun pH laskee alle 4,6. [12, s. 17-18.] Kaseiinit eivat



tuhoudu normaalissa pH:ssa kuumennuksella, silla kaseiineilla ei ole tertidarisia

rakenteita, joten niissa on vain vahan avautuvia rakenteita [13].

2.1.2 Heraproteiinit

Heraproteiineista puhutaan yleisesti maidon seerumiproteiineina, silla kaseiinin
saostuessa maidosta pois jaljelle jaa seerumi, joka sisaltéa maidon vesiliukoi-
sen osan, johon hera kuuluu. Heraproteiinit ovat joukko maidon proteiineja, joilla
on vain vahan yhteisia ominaisuuksia lukuun ottamatta niiden vesiliukoisuutta
pH:ssa 4,6. Useimmat heraproteiinit ovat pallomaisia molekyyleja, joissa on or-
ganisoituneet sekundaariset ja tertiaariset rakenteet, minka seurauksena ne tu-
houtuvat helposti kuumennettaessa. [6, s. 26; 12.] Heraproteiineja ovat 3-lakto-
globuliini, a-laktalbumiini, naudan seerumialbumiini, immunoglobuliini, laktofer-
riini seka laktoperoksidaasi [11]. Heraproteiinit sisaltavat kysteiinitahteita sisai-
sina disulfidisiltoina [12]. Lehmanmaidon hera koostuu paaosin (3-laktoglobulii-
nista ja a-laktalbumiinista ja niiden osuus kokonaisherasta on yhteensa 77 %
[11].

B-laktoglobuliineista tunnetaan 8 erilaista muotoa, ja ne pystyvat sitomaan ja
kuljettamaan monenlaisia molekyyleja, kuten rasvahappoja ja retinolia. B-lakto-
globuliinilla on kaksi disulfidisiltaa, ja se voi esiintya maidossa erilaisilla kvater-
naarisilla rakenteilla riippuen proteiinin ymparistoolosuhteista, kuten pH:sta tai
lampdtilasta. [11; 14, s. 156.] a-laktalbumiinista tiedetaan kaksi erilaista muotoa,
se sisaltaa kolme disulfidisiltaa ja se on tarkea osakomponentti laktoosin syn-
teesissa lehman utareessa [11].

Heraproteiinit eivat saostu entsyymien tai hapon vaikutuksesta samoin kuten
kaseiinit, mutta heraproteiinit tuhoutuvat helposti kuumennuksella. Heraproteii-
nien denaturoituminen alkaa 65 asteessa, ja lahes kaikki hera on saostunut
lampdtilan noustessa 90 asteeseen. Heraa voidaan kuitenkin saostaa myos kar-
boksimetyyliselluloosalla. [15; 6, s. 26.]



2.2 Maitoallergia

Antigeenit ovat aineita (mikro-organismeja, hiukkasia, soluja tai molekyyleja),
jotka voivat laukaista immuunivasteen ja kaynnistaa vasta-aineiden tuotannon.
Allergeenit ovat sellaisia antigeeneja, jotka voivat aiheuttaa allergia- tai yliherk-
kyysreaktioita [16.] Ruoka-allergiassa allergeenilla tarkoitetaan ruoan tiettya
proteiinia, joka aiheuttaa allergisen reaktion. Ruoan paaasiallisia allergeeneja
ovat eldin- ja kasvikunnan proteiinit. Ruoka-aineen korkea proteiinipitoisuus
kasvattaa ruoka-ainejaaman laukaiseman anafylaksian riskia. Reaktion laukai-
seva maara allergeenia on tyypillisesti kymmenia tai jopa satoja milligrammoja.
Elintarviketeollisuuden tarpeisiin on maaritetty kynnysarvoja proteiinimaarille,
jotka laukaisevat anafylaksian kaikkein herkimmille henkil6ille. Herkkyyskyn-
nysta kuvataan ED-arvolla (eliciting dose) sen mukaan, kuinka suuri osa allergi-
sista reagoi tahan proteiinimaaraan. Maidolle allergisten tyypillinen ED 5 -arvo
on 4-5 mg, toisin sanoen 5 % allergisista reagoi nain pieneen proteiinimaa-

raan. [2.]

Maitoallergiassa maidon proteiinit aiheuttavat oireita potilaalle. Maidosta tunne-
taan noin 30 allergeenia, joita on seka kaseiinissa etta heraproteiinissa. [17.]
Maitoallergialla voi olla monenlaisia oireita lievasta suuallergiasta tai nokko-
sihottumasta vakaviin hengenvaarallisiin systeemisiin reaktioihin, kuten anafy-
laktiseen sokkiin tai keuhkoastmaan. Ihmisen altistuessa maidolle ensimmaisen
kerran maidon proteiinien epitoopit sitoutuvat immuunijarjestelman tuottamiin
spesifisiin IgE (immunoglobuliini E) -vasta-aineisiin. Tama reaktio laukaisee ih-
misen immuunipuolustuksen, jonka seurauksena henkilo saa oireita. [2.] Maito-
proteiiniallergia on kliinisesti erotettavissa laktaasin puutteen aiheuttamasta lak-
toosi-intoleranssista [18]. Tavallisimmin anafylaksia iimenee imevaisikaisen lap-
sen syddessa lehmanmaitoa ensimmaisen kerran. Mita suurempi on maidolle
spesifisen IgE:n pitoisuus, sitd todennakdisemmin maito aiheuttaa oireita. Ainut
tapa ehkaista maidosta aiheutuvia allergisia oireita on valttaa maitoa ja maito-
tuotteita. [2.]



Maitoproteiiniallergia on yksi yleisimmista allergioista erityisesti vauvoilla ja lap-
silla, ja sita esiintyy 0,5-5 %:lla vaestosta eri ika- ja maantieteellisissa ryhmissa.
Vaikka useimmat lapset kasvavat lopulta maitoallergiansa vyli, joillakin se sailyy

aikuisikaan asti. [18.]

Kuten kaikkia allergioita, lehmanmaitoallergiaa on kahden tyyppista: valitonta ja
viivastynytta. Valittdman tyypin allergia indusoituu paaasiassa IgE-luokan vasta-
aineiden laukaiseman mekanismin kautta, ja se on yleisin maitoallergian aiheut-
tava mekanismi. IgE-valitteisen allergian oireet alkavat Iahes valittomasti mai-
don nauttimisen jalkeen. Viivastyneen tyypin allergia on T-soluvalitteista, ja sen
oireiden kehittyminen kestaa tunnista jopa useisiin vuorokausiin maidon nautti-

misesta. [11.]

Lehmanmaidon paaallergeeneja ovat kaseiinit, etenkin ass-kaseiini, B-laktoglo-
buliini seka a-laktalbumiini. Maidon allergisoivin proteiini on -laktoglobuliini, ai-
heuttaen 66 % kaikista maidon aiheuttamista allergioista. B-laktoglobuliinin ja
asq-kaseiinin korkea allergisuus johtuu siita, etta niille ei I0ydy vastinetta ihmi-
sen maidosta. Heraproteiineista myds immunoglobuliinien, naudan seerumipro-
teiinien ja laktoferriinin on todettu aiheuttavan allergiaa. Useimmat maitoaller-
giaa sairastavat henkil6t ovat kuitenkin herkistyneet useammalle kuin yhdelle

maidon proteiinille. [11.]

Maidon jalostus ja siihen lisattavat muut raaka-aineet voivat aiheuttaa proteii-
nien konformaation tai epitooppien muutoksia, mika voi johtaa allergeenien im-
munologisiin muutoksiin [19]. Epitooppien muutokset vaikuttavat proteiinien al-
lergeenisiin ominaisuuksiin, joko tuhoamalla tai muodostamalla taysin uusia epi-
tooppeja. Epitooppien tuhoutuminen voi vahentaa proteiinien allergeenisuutta
tai toisaalta uusien epitooppien synty voi jopa kasvattaa sita. Maidon jalostuk-
sen vaikutusta kokonaisuudessaan elintarvikkeen allergeenisuuteen on kuiten-
kin hankala arvioida, ja tutkimuksia aiheesta on varsin vahan. On kuitenkin tut-
kittu, ettd kuumennus, painekasittely, entsymaattinen hydrolyysi ja maitohappo-
kayminen voivat vahentaa maidon allergeenisuutta. [11; 14, s. 160.] Tutkimuk-

sissa on selvinnyt esimerkiksi, etta lehmanmaitoallergisista potilaista noin 70 %



sietdd voimakkaasti kuumennettua maitoa. Kaseiini on lehmanmaidon stabiili al-
lergeeni, silla kuumennus ei vahenna kaseiinin allergeenisuutta, koska kaseiinin
epitooppi kestda kuumennuksen. B-laktoglobuliini ja a-laktalbumiini taas eivat
kesta voimakasta kuumennusta tai ruoansulatusta, silla niiden allergeenisuus
perustuu globulaariseen eli pallomaiseen rakenteeseen. Tasta syysta herkisty-

minen kaseiinille liittyy vaikeampiin oireisiin ja anafylaksiariskiin. [11; 2.]

3 Allergeenien hallinta elintarviketuotannossa

Elintarvikkeiden valmistusprosessi on monimutkainen prosessi, joka koostuu
useista tekijoista, kuten materiaalin hankinnasta, prosessoinnista, laitteiden ja
muiden resurssien tehokkaasta kaytosta seka tuotteen muotoilusta. Allergee-
nien hallinta edellyttaa integroitua lahestymistapaa, jossa otetaan huomioon
kaikki nama tekijat koko toimitusketjussa raaka-aineiden toimittajista vahittais-
myyijiin ja viime kadessa kuluttajaan. Allergeenien hallinta koskee siis koko toi-
mitusketjua maatilalta loppukuluttajalle ja edellyttad kattavaa tietoa allergee-
neista kaikista naista vaiheista. Allergeenien hallinta edellyttda huolellista aller-
geenien kasittelya elintarvikkeiden valmistuksessa, jotta allergiset kuluttajat voi-
vat tehda turvallisia valintoja. Allergeeniriskeja voi esiintya kaikissa elintarvikkei-
den valmistusprosessin vaiheissa, jotka voidaan tiivistaa suunnitteluun, hankin-

taan, valmistukseen ja toimitukseen. [20.]

Suunnitteluvaiheessa tarkeimpia nakokohtia ovat tuotteen koostumus ja ai-
nesosien erittely. Esimerkiksi uuden allergeenia sisaltavan tuotteen suunnitte-
lussa on arvioitava kriittisesti, onko allergeeni valttamaton ainesosa elintarvik-
keessa. Voidaan my0s pohtia, onko olemassa raaka-ainevaihtoehtoa, jossa ei
olisi kyseista allergeenia. [20.] Tehdas- ja laitesuunnittelu ovat toimenpiteita,
jotka voidaan toteuttaa osana pidemman aikavalin suunnitelmaa. Kaikissa uu-
sissa tehtaissa tai uuden linjaston kayttoonotossa on otettava huomioon aller-
geenien hallintavaatimukset jo suunnitteluvaiheessa. Keskeisia huomioita suun-
nittelussa on, etta laitteet ovat helposti puhdistettavissa paikoillaan tai vaihtoeh-
toisesti purettavissa puhdistusta varten. Laitteistossa tulee myds valttaa teravia



kulmia tai halkeamia, joihin materiaali voi keraantya ja sita kautta vapautua tuot-

teisiin, joihin se ei kuulu. [20.]

Hankintavaiheessa tarkeinta on saada toimittajalta kattavat, tarkat ja luotettavat
tiedot ainesosista ja varmistaa, etta tekniset tiedot ovat asianmukaisia, silla
raaka-aine voi kontaminoitua jo alkutuotannossa. Esimerkiksi samassa tuotan-
totilassa kasiteltava allergeeni voi tahattomasti kontaminoida toisen raaka-ai-
neen ilmateitse tai pinnan valityksella. Toisaalta raaka-aine on voinut kontami-
noitua jo pellolla. Elintarvikeyrityksen on siksi tarkeaa selvittaa raaka-aineidensa

kasvatus-, jalostus- ja sailytysolosuhteet. [21; 20.]

Elintarvikkeen valmistusvaihe on vaihe, johon elintarvikevalmistaja voi itse vai-
kuttaa kaikkein eniten, mutta se on mahdollisesti myds vaiheista monimutkaisin.
Tehtaan suunnittelun ja toiminnan yksityiskohtainen tuntemus on valttamatonta
allergeenien menestyksekkaalle hallinnalle. Erityisesti silloin, jos tehdas on
suunniteltu ennen kuin allergeeneja pidettiin elintarviketurvallisuuskysymyk-
sena. Kriittisia tekijoita ovat allergeenien ristikontaminaatioriskien tunnistaminen
ja jarjestelmien suunnittelu niiden poistamiseksi tai minimoimiseksi. [20.] Aller-
geenin ristikontaminaatiosta puhutaan silloin, kun elintarvikkeeseen on paatynyt

allergeenia esimerkiksi kontaminoituneen raaka-aineen kautta.

Elintarvikeketjussa on tavoitteena, etta kuluttajille paatyy tuotteita, jotka sisalta-
vat vain siihen kuuluvia ainesosia. Elintarvikeketjuun ei saa myoskaan paatya
tuotteita ilman asianmukaisia pakkausmerkintoja allergeeneista. limoittamatto-
mat allergiaa aiheuttavien aineiden jaamat elintarvikkeissa voivat aiheuttaa on-
gelmia allergisille henkildille, koska silloin he altistuvat allergeenille tietamat-
taan. Kuluttajien turvallisuuden parantamiseksi yleisimmat allergiaa ja intole-
ransseja aiheuttavat ruoka-aineet tulee Suomessa EU:n direktiivien myota saa-
detyn lain velvoittamana merkita elintarvikepakkauksiin. Maito on yksi yleisim-
mista allergiaa ja yliherkkyyksia aiheuttavista ruoka-aineista, ja se tulee merkita
pakkauksiin selkeasti muusta ainesosaluettelosta erottuvalla tavalla, jotta se on
helposti huomattavissa. [1, s. 70; 21.]



Elintarvikepakkauksissa kaytetaan paljon my0s "saattaa sisaltaa” -merkintoja.
"Saattaa sisaltaa” -merkintoja lisataan pakkauksiin ilmoittamaan tuotteessa ole-
vista mahdollisista allergeeneista, jotka ovat voineet paatya tuotteeseen konta-
minaation seurauksena. Kyseinen merkinta tulee ilmoittaa pakkauksessa vain
silloin, kun kaikki mahdollinen on tehty allergeenin paasyn estamiseksi elintar-
vikkeeseen, mutta silti naista toimista huolimatta tuotteesta on toistuvasti pys-
tytty analyyttisesti maarittamaan allergeenijaamia. [1, s. 70.]

Allergeenien hallinta on osa elintarvikeyrityksen omavalvontasuunnitelmaa. Al-
lergeenien hallinta vaatii elintarvikeyritykselta riskinarviointia esimerkiksi konta-
minaatiovaarojen havaitsemiseksi. Omavalvontasuunnitelma koostuu HACCP
(Hazard Analysis and Critical Control Points) -jarjestelmasta ja tukijarjestel-
masta, joista allergeenien hallinta kuuluu tukijarjestelmiin. Tukijarjestelman
avulla yritys nayttaa, etta allergeeneihin liittyvat riskit ovat hallinnassa. [22.] Elin-
tarviketuottajat kayttavat analyyttisia menetelmia apuna noudattaakseen aller-
geenimerkintdja koskevia lakeja, havaitakseen ristikontaminaatiot ja puutteet
hygienian laadussa. Allergeenien hallinnassa onkin haasteena erilaisten elintar-
vikematriisien analysoinnin vaikeus. Tahatonta allergeenia on voinut paatya
tuotteeseen niin pieni maara, ettei sita havaita analyysimenetelmalla tai maari-
tykseen otettu nayte ei ole valttamatta edustava nayte. Lisaksi haasteita luo
puutteellinen lainsaadanto koskien allergeenien raja-arvoja. Esimerkiksi mai-

dolle tallaisia raja-arvoja ei ole pystytty viela asettamaan [2].

Allergeenien ristikontaminaatioita pyritddn minimoimaan myos hyvalla tuotanto-
hygienialla ja ajojarjestyksen seka pesujen suunnittelulla. Esimerkiksi jokaiselle
allergeenille tulee olla vain niiden kasittelyyn tarkoitetut merkityt tyovalineet.
[23.] Lisaksi allergeeneja sisaltavat raaka-aineet tulee varastoida niille merkittyi-
hin paikkoihin varastossa, eika allergeeneja tai niita sisaltavia raaka-aineita tule
varastoida paallekkain. [3.] Puhdistusta voidaan pitaa HACCP-suunnitelman
valvontatoimenpiteena. Ennen kayttoonottoa puhdistusprosessi on validoitava
ja todennettava. Tama tarkoittaa, ettéa ennen elintarvikkeen valmistuksen aloitta-
mista, puhdistusmenettely ja -menetelma on validoitava sen varmistamiseksi,

etta ne todella ovat tehokkaita allergeenien poistamiseksi vaaditussa maarin.
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Puhdistusprosessia on seurattava saanndllisesti sen varmistamiseksi, etta se
toimii suunnitellusti. Erilaisten analyyttisten todentamismenetelmien, kuten lop-
putuotteiden testauksen tai pintojen puhtauden tarkkailun avulla saatavat lisatie-
dot auttavat varmistamaan, etta puhdistussuunnitelma on tehokas. [20.]

Pesujen onnistumista testataan tuotannossa jatkuvasti erilaisilla allergeenijaa-
matesteilla. Elintarvikehuoneiston on lahdettava valittomasti korjaaviin toimenpi-
teisiin, mikali allergeenijaamia havaitaan toistuvasti raja-arvot ylittavia maaria
tuotteissa, laitteistojen pinnoilla tai loppuhuuhteessa pesujen jalkeen. Silloin on
tarpeen tarkastella pesujen ja puhdistuksen tehokkuutta allergeenien eliminoi-
miseksi. Lisaksi on otettava huomioon tuotteen mahdollinen kontaminoituminen
tuotteen valmistusprosessin eri vaiheissa. Esimerkiksi epapuhtaat valineet tai
pinnat voivat aiheuttaa tuotteen kontaminaation. Lisaksi tuotannon henkildston
on noudatettava huolellisuutta ja hygieenisia tuotantotapoja, jotta valtetaan ta-
hattomat allergeenikontaminaatiot. [23; 20.]

4 Proteiinijaamaanalytiikan menetelmat

Allergeenianalytiikassa on olennaista, etta menetelma on hyvin spesifinen tutkit-
tavalle allergeenille, toteamisrajat ovat matalia ja etta menetelma soveltuu mo-
nille eri naytematriiseille. Tama asettaa haasteita menetelman valinnalle ja me-
netelman toimivuuden toteamiselle. Menetelman valinnassa on myos tarkeaa

pohtia, mitd halutaan tutkia ja kuinka tarkkoja tuloksia analyysilta halutaan.

Elintarviketeollisuuden tarpeisiin on kehitetty monenlaisia valmiita pikatestime-
netelmia, jotka on suunniteltu havaitsemaan joko yhden tai useamman koh-
deantigeenin. Markkinoilla on my0s testeja, jotka havaitsevat pinnoilta yleisesti
kaikki proteiinijaamat, joilla voidaan selvittaa hygienian tasoa puhdistuksen jal-
keen.

Yleisimpia immunologisia allergeenianalytiikan menetelmia maitoproteiinijaa-
mille ovat ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) -menetelmat ja LFT
(Lateral Flow Test) -sivuvirtaustestit, joita kutsutaan myds pikatesteiksi.
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Menetelmat perustuvat proteiinien tunnistamiseen naytteesta. Allergeenianalytii-
kassa kaytetaan myos PCR (Polymerase Chain Reaction) -menetelmaa, mutta
maidon jaamien havaitsemiseen se ei sovellu, silla nama matriisit eivat usein si-
salla tarpeeksi DNA:ta. [19.]

4.1 Immunokromatografinen sivuvirtaustesti

Kvalitatiivinen immunologinen sivuvirtaustesti (LFT) on yksi yleisimmista immu-
nokromatografisista pikatestimenetelmista, jota kaytetaan allergeenien tunnista-
miseen elintarvikkeista. Sivuvirtaustesti on yksinkertainen laite, joka on suunni-
teltu havaitsemaan kohdeanalyytin lasnaolo tai puuttuminen. Immunokromato-

grafian kasite on yhdistelma kromatografiaa (naytteen komponenttien erottelu

perustuen eroihin niiden liikkumisessa kalvoa pitkin) ja immunokemiallisia reak-
tioita. Immunologiset maaritykset perustuvat vasta-aineiden ja antigeenien vali-

seen vuorovaikutukseen. [4.]

Sivuvirtaustestien periaate on yksinkertainen. Mahdollista kohdeanalyyttia sisal-
tava nestemainen nayte kulkeutuu kapillaari-ilmion vaikutuksesta testiliuskan
erilaisten vyohykkeiden lapi. Vyohykkeisiin on kiinnittyneena molekyyleja, joiden
kanssa kohdeanalyytti voi olla vuorovaikutuksessa. Tyypillinen sivuvirtaustesti-
liuska koostuu taustakortille asennetuista limittain olevista kalvoista. Kuvassa 1
on kuvattu tyypillinen sivuvirtaustestiliuskan rakenne ja naytteen kulkeutuminen

pitkin testiliuskaa.
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A Flow direction
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Kuva 1. Tyypillinen sivuvirtaustestiliuska, jossa esitetaan naytteen kulkeutumi-
nen testiliuskassa. Punainen viiva on testiviiva, joka ilmaisee positiivisen tulok-
sen. Harmaa viiva on kontrolliviiva, joka ilmaisee testin onnistuneen. Virtaus-
suunta vasemmalta oikealle. [24.]

Tutkittava nayte asetetaan ensin testiliuskan paassa olevalle naytetyynylle, joka
on kyllastetty pinta-aktiivisilla aineilla ja puskurisuoloilla, jotka tekevat naytteesta
sopivan testiliuskan tunnistusmekanismeja kohtaan. Nayte kulkeutuu seuraa-
vaksi konjugaatin irroitustyynyn lapi, joka sisaltaa kohdeanalyytille spesifisia
vasta-aineita, jotka ovat konjugoituneet varillisiin tai fluoresoiviin hiukkasiin.
Yleisimpia kohdeanalyytin leimaamiseen kaytettavia aineita ovat kolloidinen
kulta ja lateksimikropallot. Taman jalkeen kohdeanalyytti ja siihen sitoutunut
konjugoitu vasta-aine kulkeutuvat testiliuskan havaintoalueelle. Havaintoalue on
huokoista, yleensa nitroselluloosaa, joka sisaltaa linjoihin immobilisoituja vasta-
aineita tai antigeeneja, joiden tehtavana on reagoida konjugoituun vasta-ainee-
seen sitoutuneen kohdeanalyytin kanssa. Naytteen analyytin tunnistus havain-
toalueella johtaa testiviivan muodostumiseen testilinjalla, ja kontrolliviiva osoit-

taa nesteen oikean virtauksen testiliuskan Iapi. Testiliuskan toisessa paassa
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olevan imutyynyn tarkoitus on poistaa ylimaaraiset reagenssit seka estaa nes-

teen takaisinvirtaus. [24.]

Sivuvirtaustestit ovat pikatesteja, joiden tulos saadaan yleensa 10—15 minuu-
tissa. Tulos tulkitaan visuaalisesti testiliuskaan muodostuvista viivoista. Ensim-
mainen viivoista on kontrolliviiva, joka ilmaisee testin toimivuuden. Naytteen si-
saltdessa tarpeeksi tutkittavaa analyyttida muodostuu testiliuskaan kaksi viivaa ja
tulos tulkitaan positiiviseksi. Pelkka kontrolliviiva tarkoittaa negatiivista tulosta,
jolloin kohdeanalyyttia ei ole havaittu. Mikali yhtaan viivaa tai vain positiivisen

tuloksen ilmaiseva viiva muodostuu, testi on epaonnistunut. [4.]

Menetelman spesifit vasta-aineet vastaavat analyytin tunnistamisesta ja testi-
liuskaan muodostuvasta signaalista. Testiviivan varin voimakkuus korreloi tutkit-
tavan analyytin maaraa naytteessa. Testin tuloksen tulkinnan helpottamiseksi
testiliuskoissa hydodynnetaan usein tummia savyja, jotka erottuvat hyvin vasten

testiliuskan valkoista membraania. [24.]

Sivuvirtaustestin tuloksen tulkitsee testin suorittava henkild, ja henkilon vas-
tuulla on tulkita testin tulos oikein. Huolimatta tulosten yksinkertaisesta tulkinta-
tavasta tulosten tulkinta ei aina ole yksiselitteista. Sivuvirtaustestien tulosten tul-
kinta on taysin riippuvainen testin tuloksen tulkitsijasta. Tulosten tulkintaan voi
vaikuttaa testin tuloksen tulkinta-aika, valaistus ja testia suorittavan henkilon na-
kokyky. Menetelman kritiikki kohdistuukin juuri tulosten tulkintaan. Heikon testi-
viivan tulkinta on hankalaa ja voi johtaa vaariin tuloksiin. Tulos ei myoskaan
siirry automaattisesti tietokoneelle, jolloin syntyy myos tuloksen kirjausvirheen
mahdollisuus. Tulosten tulkinnallisia ongelmia on pyritty ratkaisemaan erilaisilla
lukulaitteilla, jotka tulkitsevat testin tuloksen. Tulosten oikeellisuuden kannalta
on erittain tarkeaa, etta testin suorittaja on tutustunut testin kayttdohjeisiin, suo-
rittaa testin virkeana ja huolellisesti seka tarpeeksi kirkkaassa valaistuksessa.
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4.2 ELISA-menetelma

ELISA eli entsyymivalitteinen immunosorbenttimaaritys on kaytetyin tekniikka
ruoka-allergeenien havaitsemiseksi raaka-aineesta tai lopputuotteesta. Mene-
telma on kuoppalevypohjainen maaritystekniikka, jonka tarkein elementti on erit-
tain spesifinen vasta-aine-antigeenivuorovaikutus. ELISA-testit ovat erittain

herkkia ja niita kaytetaan yleensa immunologisten aineiden maarityksessa. [25.]

ELISA-menetelmia on neljaa erilaista, joista sandwich ELISA on kaupallisista
menetelmista yleisin, silla se on herkkyydeltaan muita parempi. Lisaksi sand-
wich ELISAssa antigeenin sitoutuminen vasta-aineeseen on muita menetelmia
vahvempaa. Muita ELISA-menetelmia ovat suora, epasuora ja kilpaileva ELISA.
Menetelmat eroavat toisistaan sitoutuvien komponenttien maarassa. Sandwich
ELISAN toimintaperiaate perustuu vasta-aineisiin, jotka pyrkivat vangitsemaan
naytteessa olevan kohdeantigeenin kahden samankaltaisen vasta-ainekerrok-
sen valiin muodostaen "voileivan”. [25.] Kuvassa 2 on esitetty sandwich ELISAN
toimintaperiaate.

SUDS'[FEJ'[E!
N Antigen
Capture
Antibody

I

Kuva 2. Sandwich ELISAn toimintaperiaate perustuu vasta-aineiden ja antigee-
nin vuorovaikutukseen [26].
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Sandwich ELISAssa kuoppalevyn pohjaan on kiinnittynyt kohdeantigeenia vas-
taan suunnattu vasta-aine (Capture Antibody), johon naytteessa mahdollisesti
oleva antigeeni sitoutuu. Taman jalkeen kuopat pestaan, jolloin poistuu kaikki
naytteen sitoutumattomat komponentit. Seuraavaksi kuoppiin lisataan entsyymi-
konjugoitu vasta-aine, joka sitoutuu antigeenin toiseen sitoutumiskohtaan ja
kuopat pestaan uudelleen. Taman jalkeen lisataan viela entsyymin substraatti,
jonka entsyymi muuttaa havaittavaksi signaaliksi ja kuopat pestaan jalleen.
Substraatin signaalin absorptio voidaan mitata ja muuntaa numeeriseksi ar-
voksi. Antigeenin pitoisuus on suoraan verrannollinen varin intensiteettiin.
ELISA-testien tulokset luetaan spektrofotometrilla, luminometrilla tai fluoromet-
rilla riippuen kaytetysta substraatista. [27.]

Kaupallinen sandwich ELISA-menetelma

Taman insindorityon puitteissa tarkasteltava kaupallinen sandwich ELISA -me-
netelma on suunniteltu tarkan kaseiinipitoisuuden maaritykseen naytteesta.
Testi suoritetaan 96-kuoppaisella levylla, ja testissa kaytettava entsyymi on pe-
roksidaasi. Menetelmalla voidaan havaita kaseiinijaamia raaka-aineista, val-
miista tuotteista seka nesteista. Testin tulos voidaan lukea fotometrisesti 450
nm:ssa, ja sen toteamisraja on 0,05 ppm kaseiinia. [28.]

5 Materiaalit ja menetelmat

5.1 Menetelmien vertailu

Sivuvirtaus- ja ELISA-testeilla on omat etunsa ja haasteensa, mutta kummankin
kohdalla nousee ongelmaksi se, etta tulos voi olla virheellisesti positiivinen, jos
tutkittavassa naytteessa on tutkittavan proteiinin kaltaisia proteiineja. Lisaksi
prosessointi voi vaikeuttaa kohdeproteiinin havaitsemista, silla proteiinit voivat
prosessoinnin seurauksena reagoida muiden naytteen komponenttien kanssa ja
muuntua niin ettei vasta-aine enaa tunnista kohdeantigeenia. Erityisesti prote-
iineja muokkaavia prosesseja ovat kuumennus, fermentointi seka hydrolysointi.
[11.]
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Sopivan analyysimenetelman valinta kasvirasvapuolivalmisteille on osoittautu-
nut hankalaksi, silla niiden matriisien on todettu hairitsevan menetelman toimi-
vuutta [29]. Lisaksi kasvirasvapuolivalmisteiden massan ominaisuudet ovat han-
kalat testien suorittamisen kannalta. Massat ovat hyvin viskooseja seka niiden
suhteellinen rasvapitoisuus on korkea, jolloin niiden kasittely on hankalaa seka

ne liukenevat huonosti uuttopuskuriliuokseen etenkin jaahtyneina [29].

Sivuvirtaustestit ovat yksinkertaisia, nopeita ja helppoja suorittaa, eika niiden
kayttaminen yleensa vaadi mitaan erityista osaamista tai lisalaitteita. Sivuvir-
taustestit ovat osoittautuneet testauksissa tarkoiksi, ne ovat hyvin spesifeja tut-
kittavalle analyytille seka niilla on varsin matalat toteamisrajat. Menetelma on
my0s suhteellisen edullinen, mita edesauttaa myos se, etta menetelman suorit-
taminen vie vain vahan laborantin ty0aikaa. Sivuvirtaustestit ovat myos turvalli-
sia, silla niiden kaytto ei yleensa vaadi vaarallisia reagensseja. Lisaksi sivuvir-
taustestien etuna on se, etta niilla saadaan tulos jo tuotantovaiheessa. Nain mi-
kali sivuvirtaustestilla havaitaan allergeenijaamia, tuotanto voidaan pysayttaa ja
korjaavat toimenpiteet voidaan aloittaa valittdmasti. Menetelman haittapuolia

ovat tulosten tulkinnanvaraisuus seka tulosten merkintavirheet.

Sivuvirtaustesteilla on kuitenkin yleensa korkeammat toteamisrajat verrattuna
ELISA-menetelmaan, mutta sivuvirtaustestit soveltuvatkin hyvin elintarviketuo-
tantolaitoksissa allergeenijaamien rutiinitarkastuksiin. Jos rutiinitarkastuksissa
ilmenee positiivisia tuloksia, naytteet olisi hyva tutkia matalamman toteamisra-
jan omaavalla kvantitatiivisella testilla. Vaikka ylityksia ei tulisi allergeenien
maarissa, kvalitatiivisen tai puolikvalitatiivisen testin tulokset on vahvistettava
maaraajoin kvantitatiivisella testilla, joka suoritetaan ulkopuolisessa laboratori-
ossa [5].

ELISA-menetelman hyvia puolia ovat testin tarkka kvantitatiivinen tulos seka ob-
jektiivinen tulosten tulkinta. Menetelma on kuitenkin sivuvirtaustesteihin verrat-
tuna tyolaampi, hitaampi suorittaa seka kalliimpi. Nykyiseen tilanteeseen verrat-
tuna eli naytteiden lahetykseen yrityksen paakonttorilla sijaitsevaan laboratori-
oon tutkittavaksi toimeksiantajayrityksen omassa laboratoriossa suoritettava
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ELISA-menetelma antaisi tuloksen huomattavasti nopeammin, reilussa tun-
nissa. Menetelman suoritus vaatii kuitenkin lisalaitteita laboratoriolta. ELISA-tes-
tien suorituksessa on myos suurempi mahdollisuus esimerkiksi mittaus- tai pi-
petointivirheelle, silla tyovaiheita on enemman, kuin sivuvirtaustestissa. ELISA-
menetelmissa kaytetadn myos yleensa terveydelle haitallisia reagensseja, joi-

den kasittelyssa tulee huomioida kayttajan turvallisuus.

5.2 Naytteet

Menetelmien vertailun perusteella soveltuvuustesteihin valittiin sivuvirtaustesti-
menetelma. Sivuvirtaustestimenetelman soveltuvuutta maidon proteiinijaamien
havaitsemiseen tutkittiin kahdella eri kasvirasvapuolivalmisteella, jotka koodat-
tiin kirjaimin A ja B. Kasvirasvapuolivalmisteet ovat juustoa jaljittelevia kasvipoh-
jaisia ja maidottomia elintarvikkeita. Kasvirasvapuolivalmisteiden paakom-
ponentit ovat kookosoljy, rypsidljy ja perunatarkkelys. Kasvirasvapuolivalmis-
teita valmistetaan samalla linjalla, kuin maitopohjaisia tuotteita. Maitopohjaisia
ja kasvipohjaisia tuotteita ei ajeta samoina ajopaivina, ja linja pestaan ennen
kasvirasvapuolivalmisteiden ajoa. Kyseisten valmiiden kasvirasvavalmisteiden

pakkausmerkinndissa on maininta "saattaa sisaltaa maitoa”.

Molempia kasvirasvapuolivalmisteita ajettiin kumpanakin ajopaivana, joina ana-
lyyseja tehtiin. Lisaksi molempina ajopaivina otettiin pintasivelynaytteita laitteis-
ton tuotekontaktipinnoista ennen ajojen aloitusta. Naytteenottosuunnitelmassa

luvussa 6.1 on tarkemmin kuvattu naytteenottoa.

Sivuvirtaustestilla saatuja rinnakkaisnaytteiden tuloksia verrattiin toimeksianta-
jayrityksen paakonttorin laboratoriossa ELISA-menetelmalla saatuihin tuloksiin,
joiden perusteella arvioitiin sivuvirtaustestin tulosten luotettavuutta. Paakonttorin
laboratoriossa analysointimenetelmana oli kaupallinen sandwich ELISA -mene-
telma, joka on eri valmistajalta kuin ELISA-menetelma, jota opinnaytetyon yh-
teydessa tarkasteltiin. Kyseisella menetelmalla voidaan maarittaa naytteen
tarkka kaseiinipitoisuus. Menetelman havaintoraja on 1 mg/kg kaseiinia.
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5.3 Kaupallinen sivuvirtaustestimenetelma

Taman insindorityon puitteissa tarkasteltava sivuvirtaustesti perustuu immu-
noanalyysiin, joka yhdistaa kaseiinille ja B-laktoglobuliinille spesifisia vasta-ai-
neita. Silla voidaan havaita kyseisia maidon proteiineja monista erilaisista elin-
tarvikematriiseista seka ymparistonaytteista. Maaritys on spesifinen kaseiinille
ja B-laktoglobuliinille, eika se ristireagoi muiden maitoproteiininen kanssa. Val-
mistajan mukaan naytteen tulee sisaltaa yli 2,5 ppm kaseiinia ja p-laktoglobulii-
nia yhteensa, jotta tulos on positiivinen. Toisin sanoen maarityksen havaintoraja
on 2,5 ppm. Menetelmalla voidaan havaita kyseisia maidon proteiineja pinnoilta,
valmiista elintarvikkeista seka nesteista. Kyseinen sivuvirtaustestimenetelma
noudattaa ISO 22000-, BCR Food- ja IFC Food -standardien ja HACCP-riskiar-

viointiperiaatteen asettamia vaatimuksia allergeenijaamien hallintaan. [5.]

Sivuvirtaustestipakkaus sisalsi maarityksessa tarvittavat reagenssit ja ohjeet nii-

den kayttoon analyysissa.

Huomioitavaa:

. Kaikki komponentit tulee sailyttaa 2—25 °C:ssa.

o Kaikki komponentit tulee sailyttaa alkuperaisessa pakkauksessaan
kayttohetkeen asti.

e  Al4 koske liuskan valkoiseen paahan.

. Ala kayta liuskaa, jos se on rikki tai vaurioitunut.

. Kaikki testisarjan osat ovat kertakayttoisia; ala kayta niita uudelleen.
J Ala kayta testiliuskoja viimeisen kayttépaivan jalkeen. [5.]

Naytteet, jotka ovat rakenteeltaan erittain viskooseja, tiheita tai omaavat kor-
kean rasvapitoisuuden, voivat kulkeutua virheellisesti pitkin kromatografiakal-
voa, mika vaikuttaa maaritystulokseen aiheuttaen testi- ja kontrolliviivojen vai-
menemisen tai katoamisen. Siksi on tarkeaa valttaa pipetoimasta naytteen ras-

vakerrosta kuoppaliuskan kaivoon. [5.]
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5.3.1 Laitteet ja valineet

Maarityksessa tarvittavat valineet ja laitteet ovat

o sivuvirtaustestipakkaus
J vaaka (herkkyys 0,1 g)
J koeputkiravistelija (ei pakollinen)

J ajastin.
Sivuvirtaustestipakkauksen sisaltd on koottu taulukoon 1.

Taulukko 1. Sivuvirtaustestipakkauksen sisaltdé [muokaten lahteesta 5].

Komponentti 10 kpl pakkaus
Suljettu sailio, joka sisaltéda 10 kpl immunokromatografia- | 1

tikkuja

Pullo, joka sisaltaa 60 ml uuttoliuosta, kayttovalmis 1

Pienet keltaiset pipetit 1 ml 10

Suuret lapinakyvat pipetit 3 ml 10

Tyhjat nayteputket 10
8-kuoppainen mikrotiitteriliuska 2
Mikrotiitterilevy 1

Vanupuikkoja pintanaytteenottoa varten 10

5.3.2 Tyoohjeet kiinteille naytteille

Sivuvirtaustestimenetelman tyoohjeet kiinteille naytteille ovat seuraavanlaiset:

1. Punnitse 0,5 g naytetta pakkauksen mukana toimitettuun nayteputkeen.

Lisaa 4,5 ml uuttoliuosta lapinakyvalla pipetilla.

2. Ravista vahintaan 20 sekuntia koeputkiravistimella homogenisoitumisen
varmistamiseksi. Vaihtoehtoisesti voit ravistaa putkea voimakkaasti ka-
sin. Anna levata 2 minuuttia, jotta kiintoaineet laskeutuvat.
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3. Lisaa keltaisella pipetilla 10 tippaa supernatanttia puhtaaseen, kaytta-
mattomaan mikrotiitteriliuskan kuoppaan. Jos naytteessa on paljon ras-

vaa, valta supernatantin rasvakerroksen ottamista.

4. Avaa testiliuskoja sisaltava sailio juuri ennen maarityksen suorittamista,

ja ota vain tarvittava maara liuskoja. Sulje sailio valittomasti.

5. Tyonna testiliuskan valkoinen paa pystysuoraan nayteuutetta sisaltavaan
kuoppaan ja odota 10 minuuttia, jotta tulos on luettavissa. Ala koske tai
poista testiliuskaa kuopasta odotellessasi testitulosta. [5.]

5.3.3 Tulosten tulkinta

Testin tulos on positiivinen, jos kaksi punaista viivaa ilmestyy: yksi kontrolli-
vyohykkeella ja yksi testivyohykkeella. Testiviivan varin intensiteetti voi vaih-
della, mutta se ei valttamatta ole verrannollinen naytteen maitoproteiinipitoisuu-
teen. Testin tulos on negatiivinen, jos vain yksi punainen viiva on selvasti naky-
vissa kontrollialueella. Jos punaista viivaa ei nay kontrollialueella, testi on vir-
heellinen. Mikali testi on virheellinen, testi tulee toistaa toisella testiliuskalla, tar-
kistaa naytteen oikea kasittely ja testausmenettely seka viimeinen kayttopaiva
ja sailytysolosuhteet. [5.]

5.4 Kaupallinen pintasivelytesti

Pintasivelytesti on yleisesti kaikkien proteiinijjadmien havaitsemiseen puhdiste-
tuilta pinnoilta tarkoitettu analyysimenetelma, eika se ole spesifi mitaan tiettya
allergeenia kohtaan. Pintasivelytestilla voidaan havaita 30 minuutin inkubaatio-
ajalla 37 asteessa 3 ug:n pitoisuus proteiinia. Menetelmana se on edullinen,
helppo suorittaa seka melko nopea, silla tulokset saadaan puolessa tunnissa.
Pintasivelytestilla saadaan kvalitatiivinen tulos, eika sita ole tarkoitettu tarkan
proteiinipitoisuuden maaritykseen. Testin tulos on riippuvainen ajasta ja lampoti-

lasta, ja tulos tulkitaan varinmuutoksena. [30.]

Kyseinen pintasivelytesti on ollut toimeksiantajayrityksella aiemmin kaytossa
pintojen puhtauden tarkkailussa.



21

Pintasivelytestiputket sisalsivat kaikki analyysissa vaadittavat reagenssit.

Huomioitavaa:

. Pintasivelytestiputkien tulee antaa tasaantua huoneenlampdtilaan
(21-25 °C) ennen kayttoa.

. Pintasivelytestiputket tulee sailyttaa 2—25 °C:ssa.

J Hyvin alhaisilla proteiinijjaamatasoilla, kun varin intensiteetti on
heikko (harmaa), tulee olla varovainen tulosten tulkinnassa. Vertailu
negatiivisen kontrollin kanssa on silloin suotavaa. [30.]

Maarityksessa tarvittavat laitteet ja valineet ovat

. pintasivelytestiputket
o inkubaattori tai lampokaappi (37 °C)

J ajastin.

5.4.1 Tyoohjeet

Pintasivelytestin tydohjeet ovat seuraavanlaiset:

1. Pida pintasivelytestiputkesta tiukasti kiinni, kierra ja veda vanupuikko irti
testiputkesta. Testiputken sisdpuolella saattaa nakya kondensoitumista;
tama on normaalia. Vanupuikkokarki on kostutettu valmiiksi naytteen ke-

raamisen maksimoimiseksi.

2. Pyyhi perusteellisesti 10 x 10 cm:n alue tyypillisen tasaisen pinnan saa-
miseksi. Epasaanndllisilla pinnoilla varmista, etta naytteenottotekniikka
pysyy yhtenaisena jokaisessa testissa, ja pyyhi riittavan suuri alue edus-

tavan naytteen ottamiseksi.
3. Laita vanupuikko takaisin testiputkeen pyyhkaisyn jalkeen.

4. Aktivoi pintasivelytestiputki pitamalla siita lujasti kiinni ja kayttamalla peu-
kaloa ja etusormea murra Snap-Valve-venttiili taivuttamalla eteen- ja
taaksepain. Purista korkin sailiota kahdesti, jolloin kaikki neste poistuu

testiputkeen.

5. Huuhtele vanupuikkoa nesteessa ravistamalla testiputkea 5—10 sekuntia.
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6. Inkuboi 37 °C:ssa 30 minuuttia.

7. Kun aika on kulunut, tulkitse tulos vertaamalla liuoksen varia putken eti-

ketissa olevaan varitaulukkoon. [30.]

5.4.2 Tulosten tulkinta

Pintasivelytestiputkessa olevan liuoksen vari ja aika, jolloin varinmuutos tapah-
tuu, osoittavat proteiinijaamien pitoisuudet naytteessa. Vertaamalla liuoksen va-
ria putken etiketissa olevaan taulukkoon, voidaan tehda arvio pinnan puhtau-
desta. Nopeampi ja tummempi varinmuutos kertoo suuremmasta maarasta pro-
teiinija@mia testatulla pinnalla. Inkubaatiota ei tarvitse jatkaa, jos vari muuttuu
purppuraiseksi jo ennen testiajan paattymista. Vihrea vari tarkoittaa negatiivista
tulosta, jolloin proteiinijaamia ei ole havaittu. Harmaa vari kertoo mahdollisesta
pienesta maarasta proteiinijagamia. Purppura vari kertoo positiivisesta testitulok-
sesta, jolloin proteiinijaamia on I0ytynyt pinnalta. [30.]

6 Kokeellinen osa

6.1 Naytteenottosuunnitelma

Naytteenotolla varmistetaan, etta tuote vastaa tavoiteltua laatua. Naytteenotto-
suunnitelma tulee tehda naytteen edustavuuden varmistamiseksi. Nayte on
edustava silloin, kun sen perusteella voidaan tehda luotettavia arvioita tuotteen
ominaisuuksista, josta nayte on otettu. [31.] Naytteenottajalla tulee olla riittava
asiantuntemus naytteiden ottamiseen, kasittelyyn ja sailytykseen, jotta analyy-
sin tuloksia voidaan pitaa luotettavina. Lisaksi naytteenottajan ja naytteet analy-
soivan henkilon tulee noudattaa tarkasti valmistajan antamia ohjeita analyysin
suorittamisessa. Valmistaja on validoinut sivuvirtaustestimenetelman useille eri
elintarvikematriiseille, ja siksi on perusteltua suorittaa verifiointi, joka on vali-
dointia kevyempi menettely. Verifioinnilla laboratorio osoittaa osaavansa kayttaa
menetelmaa valmistajan ohjeen mukaisesti, varmistaa tulosten oikeellisuuden

seka maarittaa kvalitatiivisen menetelman toteamisrajan. [32.]
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Toimeksiantajayrityksen laboratoriossa suoritettujen sivuvirtaustestien tuloksia
verrataan toimeksiantajayrityksen paakonttorin laboratoriossa ELISA-menetel-
malla saatuihin tuloksiin. Tuloksia vertaamalla saadaan selvitettya systemaat-
tista virhetta. Naytteita pyritaan ottamaan paakonttorin laboratorion tutkimuksiin
samaan aikaan ja samaan tapaan kuin sivuvirtaustestien rinnakkaismaarityksia
varten, eli yksi nayte kasvirasvapuolivalmiste-eran ajon aloituksessa. Positiiviset
kontrollinaytteet lahetetaan myos analysoitavaksi paakonttorin laboratorioon, ja
tulosten perusteella saadaan kontrollinaytteiden tarkka proteiinipitoisuus.

Naytteet otetaan kasvirasvapuolivalmisteen eran tuotannon aloituksessa ensim-
maisesta massasta, mika on kulkeutunut laitteiston Iapi. Tarkeaa on ottaa nayt-
teet mahdollisimman samalla tavalla, kuin kasvirasvapuolivalmisteita ajetaan.
Molemmat tutkittavat kasvirasvapuolivalmisteet pakataan laatikoihin, joten nayt-
teet otetaan nayterasioihin. Oleellista kuitenkin on, etta massa kulkeutuu lapi
koko laitteiston, jolloin massa kulkeutuu kaikkien mahdollisten kontaminaa-
tiopaikkojen ohi.

Kasvirasvapuolivalmisteiden naytteenottosuunnitelma on koottuna taulukkoon
2. Molempina ajopaivina tuotannossa on kaksi kasvirasvapuolivalmistetta, jotka
on koodattu kirjaimin A ja B. Naytteita otetaan niin, ettd molempina ajopaivina
kustakin kasvirasvapuolivalmisteesta otetaan yksi nayte ajon aloituksessa. Jo-
kaisesta naytteesta tehdaan nelja rinnakkaismaaritysta. Lisaksi jokaiseen maa-
rityssarjaan otetaan mukaan positiivinen kontrollinayte, jonka valmistus on eri-

telty luvussa 6.2.

Taulukko 2. Kasvirasvapuolivalmisteiden naytteenottosuunnitelma. Naytteet on
koodattu kirjaimin A ja B. Kasvirasvapuolivalmisteita A ja B valmistetaan kum-
panakin ajopaivana.

Nayte | Naytteenottopaikka Naytetyyppi

Ajopaiva |A2 Annostelu pakkauskoneella | Nayterasia
2, B2 Annostelu pakkauskoneella | Nayterasia
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Laitteiston pintasivelytestien naytteenottosuunnitelma on taulukossa 3. Pesujen
tehokkuutta maidon allergeenien poistamiseksi selvitetaan ottamalla pintasively-
naytteita pakkauskoneen annostelunokasta, pakkauskoneen massasuppilosta,
pitkan massaputken sisalta, keittimesta seka keittimen suppilosta pesujen jal-
keen, ennen tuotannon aloitusta. Naytteenottopaikoista keitin pestaan kiertope-
suohjelmalla ja se sijaitsee yhdessa keittimen suppilon kanssa keittosalissa.
Pakkauskoneen suppilo, -annostelunokka, seka pitkd massaputki ovat pakkaa-
mon puolella, ja ne pesevat pintapesuilla manuaalisesti laitospesija, samoin ku-

ten keittimen suppilonkin.

Taulukko 3. Laitteiston pintasivelytestien naytteenottosuunnitelma. Naytteenot-
topaikat on koodattu kirjaimin F, G, H, I ja J.

Nayte | Naytteenottopaikka Naytetyyppi

F2 Pakkauskoneen annostelunokka | Sively
|62 Pakkauskoneen suppilo Sively
Ajogz)alva H2 Pitkd massaputki Sively
} 12 Keitin Sively

J2 Keittimen suppilo Sively

Naytteenotossa, naytteiden esikasittelyssa seka analysoinnissa tulee huomioida
maidon mahdolliset kontaminaatioriskit. Valineiden, pintojen ja vaatteiden tulee
olla puhtaita ja on kaytettava kertakayttokasineita. Laboratorion tyopinnat tulee

puhdistaa vahintaan 60-prosenttisella etanolilla ennen maarityksia.

6.2 Positiivisten kontrollinaytteiden valmistus

Positiiviset kontrollinaytteet valmistetaan samasta kasvirasvapuolivalmisteen
naytteesta, josta tehdaan rinnakkaismaaritykset ja maitopohjaisesta sulatejuus-
tosta. Kontrollindytteen kaseiinin ja B-laktoglobuliinin yhteispitoisuudeksi
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halutaan 3 ppm, jotta sivuvirtaustestilla saataisiin varmemmin positiivinen tulos.
Positiiviset kontrollinaytteet lahetetaan paakonttorin laboratorioon tarkempaa
analyysia varten, jotta saadaan naytteen tarkka kaseiinipitoisuus.

Positiivinen kontrollinayte valmistetaan dekanterilasiin, jonka tilavuus on vahin-
taan 250 ml. Naytekomponenteista kasvirasvapuolivalmisteen tulee olla Iam-
minta, jotta sen koostumus on juoksevaa, jotta sulatejuusto on mahdollista se-
koittaa siihen. Valmistus aloitetaan sekoittamalla 0,1 g kontaminanttia eli maito-
pohjaista sulatejuustoa 0,9 g:aan kasvirasvapuolivalmistetta. Taman jalkeen de-
kanterilasiin punnitaan kasvirasvapuolivalmistetta erissa, kunnes naytteessa on
243,9 g kasvirasvapuolivalmistetta. Lisaykset ovat suuruudeltaan 9 g, 90 g, 72 g
ja 72 g. Positiivisten kontrollinaytteiden valmistuksen punnitustulokset ovat liit-
teessa 1. Lisaysten valissa seosta sekoitetaan 2 minuuttia kasin lusikalla, ho-
mogeenisen seoksen saavuttamiseksi. Viimeisen lisdyksen jalkeen seosta se-
koitetaan viela 4 minuuttia. Taman jalkeen nayte analysoidaan sivuvirtaustesti-
menetelman tyoohjeiden mukaan. Jokaisen naytesarjan positiivinen kontrolli-

nayte valmistetaan saman menettelytavan mukaan.

6.3 Sivuvirtaustestien analyysit

Kasvirasvapuolivalmisteiden naytteet otetaan suoraan linjastolta nayterasioihin.
Nayterasian kanteen merkitdan tuotenumero, naytenumero, naytteenottopaiva
ja -kellonaika. Nayterasiat suljetaan kansilla valittdmasti naytteenoton jalkeen.
Naytteet kuljetetaan toimeksiantajayrityksen laboratorioon analyyseja varten.
Naytteiden analysointi suoritetaan lahes valittomasti naytteidenoton jalkeen,
jotta naytteet eivat ehdi jaahtyessaan jahmettya taysin. Nain valtetaan nayttei-
den esikasittely, joka olisi aikaa vievaa seka mahdollisesti myos ongelmallista,
silla jaahtyneen kasvirasvapuolivalmisteen liukenevuus uuttopuskuriliuokseen
on todettu olevan heikkoa [29]. Kasvirasvapuolivalmisteiden analysointiproses-
sin tyOvaiheet on esitetty kuvassa 3.
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Laboratorion Naytteenotto
tydpintojen N pakkauskoneen Naytteen kuljetus
puhdistus (91,2 annostelunokasta laboratorioon
p-% etanoli) nayterasiaan

Naytteen
punnitus
uuttoputkeen

Naytteen

Huttoputken i pipetointi
ravistus 30 s EEd Cdota2min R

Uuttoliuoksen
lisdys
uuttoputkeen

kuoppaliuskan
kaivoon

Testiliuskan
valkoinen paa L Odota 10 min >
kaivoon

Tulkitse testin
tulos

—> BLUEERUI[eRRY o

Kuva 3. Kasvirasvapuolivalmisteiden analysointiprosessin tyovaiheet.

Naytteiden analysointi suoritettiin padosin sivuvirtaustestipakkauksen tydohjeen
mukaan, joka on kuvattu luvussa 5.2.2. Tarkkuuden maksimoimiseksi tyooh-
jeista poikettiin kayttamalla automaattipipettia uuttopuskuriliuoksen mittauk-
sessa. Lisaksi menetelmasta poiketen ensimmaisena ajopaivana naytetta ja
uuttopuskuriliuosta sisaltavaa uuttoputkea ravistettiin jokaisen naytteen kohdalla
30 sekuntia, silla kasvirasvapuolivalmisteet eivat olleet taysin liuenneet uutto-
puskuriliuokseen viela 20 sekunnin ravistuksen jalkeen. Viela 30 sekunnin ravis-
tuksen jalkeenkin nayteputken pohjaan jai ohut kalvo kasvirasvapuolivalmis-
tetta, vaikka muuten seos naytti silmamaaraisesti homogeeniselta.

Toisena ajopaivana testin tyoohjeista poikettiin pidentamalla uuttoaikaa seka ra-
vistusaikaa. Naytteen punnituksen ja uuttopuskuriliuoksen mittauksen jalkeen
nayteputkea ravistettiin ensin minuutin ajan, jonka jalkeen sen annettiin levata 4
minuuttia. Taman jalkeen jatkettiin tydohjeen mukaan, eli nayteputkea ravistet-
tiin 20 sekuntia, jonka jalkeen sen annettiin levata 2 minuuttia. Talla tavoiteltiin
kasvirasvapuolivalmisteen parempaa liukenemista uuttopuskuriliuokseen, jolloin
nayte myos mahdollisesti kulkeutuisi paremmin pitkin testiliuskaa. Naytteiden

punnitustulokset I0ytyvat liitteesta 2.
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7 Tulokset ja tulosten tarkastelu
7.1 Ensimmaisen ajopaivan tulokset
7.1.1 Sivuvirtaustestit

Ensimmaisen ajopaivan kasvirasvapuolivalmisteiden A1 ja B1 rinnakkais- ja po-
sitiivisten kontrollinaytteiden maaritykset sivuvirtaustestilla epaonnistuivat. Sivu-
virtaustestilla ei saatu valideja tuloksia kasvirasvapuolivalmisteen A1 tai B1 rin-
nakkaisnaytteilla, silla testiliuskoihin ei muodostunut testin onnistumisen ilmai-
sevaa kontrolliviivaa havaintoalueelle. Naytteiden A1 ja B1 rinnakkais- ja positii-
visten kontrollinaytteiden maarityksissa supernatantit eivat kulkeutuneet testi-
liuskan havaintoalueen loppuun asti, vaan nesteen kulkeutuminen pysahtyi kai-
kissa testeissa jo havaintoalueen puolen valin kohdille, kuten kuvista 4 ja 5 voi-
daan nahda. Testin onnistumisen kannalta on erittain tarkeaa, etta neste kul-
keutuu testiliuskan loppuun asti. Ongelmaa ei voinut aiheuttaa lilan vahainen
naytemaara, silla naytetta jai kuoppien kaivoon jokaisessa maarityksessa viela

testin suorittamisen jalkeen. Sivuvirtaustestipakkauksen paivays oli 30.6.2024.
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Kuva 4. Ensimmaisen ajopaivan kasvirasvapuolivalmisteen A1 rinnakkaismaari-
tysten ja positiivisen kontrollinaytteen seka nollanaytteen maaritysten tulokset
sivuvirtaustestilla. Nollanaytteen A1_0 testiliuskassa on nahtavissa kontrolli-
viiva, joka ilmaisee testin onnistumisen ja negatiivisen tuloksen. Rinnakkais-
maaritysten ja positiivisen kontrollinaytteen testiliuskoissa ei ole nahtavissa
kontrolliviivoja, joten testit ovat epaonnistuneet.

Testien epaonnistuminen on voinut johtua monesta eri syysta. Sivuvirtaustestin
kayttdohjeessa mainitaan erikseen, etta jos nayte sisaltaa paljon rasvaa tai se
on hyvin viskoosia tai tiheaa, supernatantti voi kulkeutua vaarin pitkin testilius-
kan kalvoa. Tama voi vaikuttaa testin tulokseen, joko vaimeilla testiviivoilla tai
niin ettei testiviivoja muodostu ollenkaan testiliuskan havaintoalueelle. Kasviras-
vapuolivalmisteiden rakenne on hyvin viskoosia ja suhteellinen rasvaprosentti
on korkea, mika on voinut aiheuttaa ongelmia testin suorituksessa. Taman li-
saksi kasvirasvapuolivalmisteiden liukenevuus uuttopuskuriliuokseen oli melko
huonoa, jolloin nayte on voinut jaada uuttoliuokseen kolloidiseksi. Kolloidisten
liuosten pintajannitys on tyypillisesti suuri, jolloin testiliuskan naytetyynyn sisal-
tamat pintajannitysta alentavat vaikutukset eivat ole olleet tarpeeksi voimak-
kaita. Tahan ongelmaan yksi ratkaisu voisi olla voimakkaampi sekoitus naytteen
uuttovaiheessa. Maarityksissa sekoitus tehtiin kasin ravistamalla, mutta
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valmistaja suosittelee koeputkiravistelijaa. Toinen ratkaisu voisi olla pidempi
uuttoaika, jolloin uuttopuskuriliuoksella olisi pidempi aika erottaa naytteen sisal-

tama mahdollinen maitoproteiini naytteen muista komponenteista.

Kuva 5. Ensimmaisen ajopaivan kasvirasvapuolivalmisteen B1 rinnakkaismaari-
tysten ja positiivisen kontrollinaytteen maarityksen tulokset sivuvirtaustestilla.
Maaritykset epaonnistuivat, silla testiliuskoissa ei ole nahtavissa kontrolliviivoja.

Kasvirasvapuolivalmisteiden A1 ja B1 rinnakkais- ja positiivisten kontrollinayttei-
den maaritysten epaonnistumisten takia testiliuskojen toimivuutta testattiin nol-
lanaytteelld ja varmasti maitoproteiinia sisaltavalla naytteella. Nollanayte A1_0
analysoitiin samalla tavalla kuin muutkin naytteet, mutta ilman naytetta pelkalla
uuttopuskuriliuoksella. Nollanaytteella menetelmalla saatiin negatiivinen tulos,
joka on nahtavissa kuvassa 4. Testi onnistui ja tulos oli negatiivinen, silla testi-
liuskassa oli nakyvissa kontrolliviiva. Varmasti maitoproteiinia sisaltava nayte
A1_P oli maitopohjainen sulatejuusto, jolla saatiin menetelmalla positiivinen tu-
los, joka on nahtavissa kuvassa 6. Tulos oli positiivinen, silla testiliuskassa oli
nakyvissa seka kontrolliviiva etta testiviiva. Positiivinen tulos kertoo siita, etta
naytteessa on kaseiinia ja B-laktoglobuliinia yhteensa vahintaan 2,5 ppm. Nega-
tiivinen tulos kertoo siita, etta kaseiinia ja B-laktoglobuliinia ei ole naytteessa tai
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sita on yhteensa alle 2,5 ppm. Tulokset olivat odotettuja ja niiden perusteella

voidaan olettaa testien toimivan, kuten niiden kuuluukin.

Kuva 6. Varmasti maitoproteiinia sisaltavan naytteen A1_P tulos sivuvirtaustes-
tilla. Ylempi viiva on kontrolliviiva, joka ilmoittaa testin onnistumisen ja alempi
viiva on testiviiva, joka ilmaisee positiivisen tuloksen, jolloin naytteesta on loyty-
nyt kaseiinia ja B-laktoglobuliinia.

Positiiviset kontrollinaytteet A1_K ja B1_K lahetettiin tutkimuksiin toimeksianta-
jayrityksen paakonttorilla sijaitsevaan laboratorioon, missa niista selvitettiin
naytteiden sisaltama tarkka kaseiinipitoisuus ELISA-menetelmalla. Positiivisen
kontrollinaytteen A1_K kaseiinipitoisuus oli maarityksen mukaan 37 mg/kg, joka
on 37 ppm. Positiivisen kontrollinaytteen B1_K kaseiinipitoisuus oli 30 mg/kg,
joka on 30 ppm. Tavoiteltu kaseiinin ja B-laktoglobuliinin yhteispitoisuus nayt-
teissa oli 3 ppm, jotta se olisi havaittavissa sivuvirtaustestilla, jonka havaintoraja
valmistajan mukaan on 2,5 ppm. Positiivisten kontrollinaytteiden A1_Kja B1_K
kaseiinipitoisuudet olivat yli kymmenkertaisia tavoiteltuun maaraan verrattuna.
Tama on voinut johtua lasku- tai punnitusvirheesta tai sekoituksen riittamatto-
myydesta. Virheen alkuperaa on hankala 16ytaa, mutta joka tapauksessa positii-
visten kontrollinaytteiden maaritysten epaonnistumisen takia, ei naytteiden
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korkealla kaseiinipitoisuudella ole merkitysta tyon kannalta, silla ei ole tuloksia,

joihin ELISA-menetelmalla saatuja tuloksia verrattaisiin.

7.1.2 Pintasivelynaytteet

Ensimmaisen ajopaivan laitteiston pintasivelynaytteiden tulokset ovat taulu-
kossa 4. Pintasivelytestien paivaykset olivat 14.3.23.

Taulukko 4. Ensimmaisen ajopaivan laitteiston pintasivelynaytteiden tulokset eri
naytteenottopaikoista pintasivelytestilla.

Nayte | Naytteenottopaikka Nayte- Proteiini-

Pakkauskoneen suppio

Pintasivelytestilld saaduista tuloksista naytteet G1 ja |1 olivat negatiivisia, mutta
etenkin naytteen G1 vari oli harmaanvihrea, jolloin naytteessa oli mahdollisesti
pienia maaria proteiinijadmia, mutta valmistajan mukaan tulos luetaan kuitenkin
negatiiviseksi. Naytteet F1, H1 ja J1 olivat positiivisia, eli naytteista 16ytyi prote-
iinijaamia, ja ne olivat variltaan purppuraisia. Naytteet H1 ja F1 olivat vahvoja
positiivisia (tumma purppura), eli naytteissa oli proteiinijagamia. Nayte J1 oli varil-
taan harmaa, eli nayte sisalsi hyvin pienia maaria proteiinijagamia. Positiivinen
tulos kertoo siita, etta tutkitulla pinnalla on proteiinijaamia vahintaan 3 ug. Nega-
tiivinen tulos kertoo siita, etta pinnalla ei ole proteiinijaamia tai niita on alle 3 pg.
Tulosten oikeellisuuteen on voinut vaikuttaa pintasivelytestien vanha paivays.
Testien tulokset eivat taman takia ole taysin luotettavia, vaan tuloksissa saattaa

olla vaaria positiivisia tai vaaria negatiivisia tuloksia.

Ajopaivan ensimmaisen kasvirasvapuolivalmisteen A1 kaseiinijaamapitoisuus
ajon aloituksessa otetusta massasta oli yrityksen paakonttorin laboratorion
ELISA-menetelmallad saatujen tulosten mukaan 1 mg/kg.



32

Kasvirasvapuolivalmisteen A1 valmistuksessa kaytettyjen laitteiston osien pin-
noilta positiivisia tuloksia saatiin keittimen suppilosta ja pakkauskoneen annos-
telunokasta, mista proteiinijaamat ovat voineet paatya massaan. Kasvirasva-
puolivalmisteen A1 ajon lopetuksessa otetusta naytteesta ei I0ytynyt paakontto-
rin laboratorion ELISA-menetelmalla saatujen tulosten perusteella kaseiinijaa-
mia testin havaintorajan (1 mg/kg) ylittdvia maaria. Tulosten perusteella massan
seasta on todettu kaseiinijgamia vain ajon aloituksessa, mika kertoo siita, etta
kaseiinijgamat ovat luultavasti paatyneet massan sekaan laitteiston tuotekon-
taktipinnoilta. Tata teoriaa vahvistaa se, ettei kaseiinijagamia 10ytynyt ajon lope-
tuksessa, jolloin massaa on virrannut laitteiston osien lapi usean tunnin ajan,
jolloin massa on niin sanotusti huuhdellut laitteistossa olevat kaseiinijagamat mu-

kaansa.

7.2 Toisen ajopaivan tulokset

7.2.1 Sivuvirtaustestit

Uutto- ja ravistusajan pidentaminen ei auttanut sivuvirtaustestin suorituksessa,
silla menetelman muutoksista huolimatta testia ei saatu onnistumaan rinnak-
kaismaarityksissa kasvirasvapuolivalmisteella A2. Supernatantit eivat kulkeutu-
neet testiliuskan havaintoalueen loppuun asti, eika havaintoalueelle muodostu-
nut kontrolliviivoja, joten toisen ajopaivan rinnakkaismaaritykset epaonnistuivat,
kuten kuvasta 7 nahdaan. Toisen ajopaivan ensimmaisen kasvirasvapuolival-
misteen A2 rinnakkaismaaritysten ja ensimmaisen ajopaivan maaritysten epa-
onnistumisten takia, maaritykset paatettiin lopettaa. Toisena ajopaivana ei suo-
ritettu maarityksia kasvirasvapuolivalmisteelle B2, eika valmistettu positiivisia
kontrollinaytteita A2_K ja B2_K naytteenottosuunnitelman mukaan. Sivuvirtaus-
testipakkauksen paivays oli 30.6.2024.
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Kuva 7. Toisen ajopaivan kasvirasvapuolivalmisteen A2 rinnakkaismaaritysten
ja laimennetun naytteen tulokset sivuvirtaustestilla. Laimennetun naytteen A2_L
testiliuskassa on nahtavissa kontrolliviiva, mika tarkoittaa onnistunutta testia ja
negatiivista tulosta. Rinnakkaismaaritykset epaonnistuivat, silla testiliuskoissa ei
ole nahtavissa kontrolliviivaa.

Toisena ajopaivana kokeiltiin laimentaa naytetta A2, tavoitteena saada se kul-
keutumaan sivuvirtaustestiliuskan havaintoalueen loppuun asti. Naytetta A2 lai-
mennettiin ionivaihdettuun veteen suhteessa 1:10. Naytetta A2 punnittiin kan-
nelliseen purkkiin 1 g, jonka jalkeen purkkiin punnittiin 10 g ionivaihdettua vetta.
Purkkia ravistettiin, kunnes seos oli homogeenista, minka jalkeen nayte analy-
soitiin sivuvirtaustestilla tydohjeen mukaan. Tulos oli negatiivinen, kuten ku-
vasta 7 voidaan nahda, silla testiliuskassa on nahtavissa kontrolliviiva. Laimen-
tamalla alkuperaista naytettd myos naytteen mahdollinen maidon proteiinijaa-
mapitoisuus pienenee niin ettei sita voida havaita enaa kyseisella sivuvirtaus-
testilla. Siksi tulos ei ole merkittava, vaikka tama olikin ainut kasvirasvapuolival-
mistetta sisaltava nayte, jolla testi saatiin onnistumaan. Luultavasti alkuperaisen
naytteen laimennus vaikutti siihen, etteivat kasvirasvapuolivalmisteen ominai-

suudet hairinneet enaa sivuvirtaustestin suoritusta.
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Vertailtaessa ensimmaisen ja toisen ajopaivan tuloksia toisena ajopaivana su-
pernatantit kulkeutuivat testiliuskoja pitkin jopa huonommin kuin ensimmaisen
ajopaivan testeissa. Kuvissa 4 ja 5 olevissa naytteiden A1 ja B1 rinnakkais- ja
positiivisten kontrollinaytteiden testiliuskoissa supernatantit ovat kulkeutuneet
pidemmalle testiliuskan havaintoalueella, ja naytteet ovat myos aiheuttaneet
tummemman punaisen varireaktion, kuin kuvan 7 naytteen A2 rinnakkaismaari-
tyksissa. Kuvassa 7 olevissa naytteen A2 rinnakkaismaarityksissa testilius-
koissa supernatantit ovat kulkeutuneet vain lyhyen matkan testin havaintoalu-
eella ja punainen vari on haaleampi. Tama on voinut johtua siita, etta pidempi
uutto- ja ravistusaika on liuottanut enemman kasvirasvapuolivalmistetta uutto-
puskuriliuoksen sekaan, mika taas on hairinnyt entista enemman testin suori-

tusta.

7.2.2 Pintasivelynaytteet

Toisen ajopaivan laitteiston pintasivelynaytteiden tulokset ovat taulukossa 5.
Pintasivelytestien paivaykset olivat 15.8.23.

Taulukko 5. Toisen ajopaivan laitteiston pintasivelynaytteiden tulokset eri nayt-
teenottopaikoista pintasivelytestilla.

Nayte | Naytteenottopaikka Nayte- Proteiini-

G2 | Pakkauskoneen suppio

Toisena ajopaivana kaytettiin pintasivelytesteja, joiden paivays ei ollut vielda um-
peutunut. Pintasivelytesteilla saaduista tuloksista J2 oli positiivinen, ja se oli va-
riltdan harmaa, jolloin se sisalsi pienia maaria proteiinijaamia. Naytteet F2, G2,

H2 ja |2 olivat variltaan virheita, mika tarkoittaa negatiivista tulosta, eli tutkituilla

pinnoilla ei ollut proteiinijadmia yli 3 pg.
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Vertailtaessa ensimmaisen ja toisen ajopaivan aikana otettuja pintasivelynayt-
teita ensimmaisena ajopaivana saatiin enemman ja vahvempia positiivisia tulok-
sia. Tama on voinut johtua joko siita, etta ensimmaisena ajopaivana kaytettiin

vanhentuneita pintasivelytesteja tai laitteiston eri puhtaustasosta.

Taulukko 6. Laitteiston pintasivelynaytteiden tulokset molempina ajopaivina eri
naytteenottopaikoista pintasivelytestilla.

Nayte | Ajopaiva 1. |Ajopaiva 2.
F Positiivinen | Negatiivinen
G Negatiivinen | Negatiivinen
H
I
J

Positiivinen | Negatiivinen
Negatiivinen | Negatiivinen
Positiivinen | Positiivinen

Yhteista molempina ajopaivina otetuille naytteille on se, etta keittimen suppi-
losta otetut naytteet J1 ja J2 olivat molemmat positiivisia, kuten taulukosta 6
nahdaan. Yhteista on myos se, etta kumpanakin ajopaivana pakkauskoneen
suppilosta ja keittimesta otetut naytteet G1 ja G2 seka |11 ja 12 olivat negatiivisia.
Naytteiden F ja H tulokset vaihtelivat eri ajopaivina. Naytteenottopaikoista keitin
(I) pestaan kiertopesuohjelmalla ja kaikki muut naytteenottopaikat pestaan ma-
nuaalisesti. Negatiiviset tulokset keittimesta molempina ajopaivina kertovat kier-

topesuohjelman tehokkuudesta poistaa proteiinijagamat.

Pintasivelynaytteiden tulosten perusteella pintapesujen tehokkuutta voitaisiin
tarkastella, silla ensimmaisen ja toisen ajopaivan tulosten vaihtelevuus viittaa
pintapesujen tason vaihtelevaan laatuun. Tama kuitenkin vaatisi pidempaa tar-
kastelujaksoa, silla tulokset ovat vain kahdelta ajopaivalta, ja ensimmaisena
ajopaivana kaytettiin pintasivelytesteja, joiden paivays oli umpeutunut 16 paivaa
ennen testien suorittamista. Tulevaisuudessa toimeksiantajayritys voisi jarjestaa
pidemman aikavalin tarkastelujakson, jossa tutkittaisiin laitteiston pintojen puh-
tautta pintasivelytestilla. Pidemman tarkastelujakson tulosten perusteella voitai-
siin luotettavammin arvioida tarvetta tehostaa pesuja tai esimerkiksi korostaa

huolellisen pesun tarkeytta laitospesijoille.
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Kasvirasvapuolivalmisteen A2 ajon aloituksessa otetusta naytteesta ei [0ytynyt
paakonttorin laboratorion ELISA-menetelmalla saatujen tulosten perusteella ka-
seiinijaamia testin havaintorajan (1 mg/kg) ylittavia maaria. Tulos on yhtenevai-
nen pintasivelynaytteiden tulosten kanssa, silla pintasivelynaytteilla saatiin vain
yksi heikko positiivinen tulos toisena ajopaivana. Tulokset edelleen vahvistavat
teoriaa siita, etta kaseiinijjaamat paatyvat kasvirasvapuolivalmisteen massan se-

kaan laitteiston tuotekontaktipinnoilta.

8 Yhteenveto

Insindorityon tarkoituksena oli selvittaa, soveltuuko kaupallinen sivuvirtaustesti-
menetelma maidon allergeenien, kaseiinin ja B-laktoglobuliinin jaamien havait-
semiseen kasvirasvapuolivalmisteista. Tavoitteena oli korvata sivuvirtaustestilla
kyseiset toimeksiantajayrityksen paakonttorin laboratoriossa suoritettavat maari-
tykset, jotta menetelman kayttoonoton myota maaritykset olisi mahdollista suo-
rittaa toimeksiantajan omassa laboratoriossa. Uuden maaritysmenetelman kayt-
toonoton myota toimeksiantajayritys saisi oman laboratorion kayttdéon nopean,
helppokayttoisen ja edullisen menetelman maidon proteiinijaamien havaitsemi-
seen kasvirasvapuolivalmisteista. Taman lisaksi tyossa tutkittiin laitteiston tuote-

kontaktipintoja pintasivelytestilla.

TyoOn alussa tehtiin vertailua kahdesta elintarviketeollisuudessa laajasti kay-
tossa olevasta maidon allergeenijaamien havaitsemiseen soveltuvasta menetel-
masta seka kahdesta kaupallisesta testipakkauksesta, jotka pohjautuvat kysei-
siin menetelmiin. Menetelmat olivat sivuvirtaustesti ja sandwich ELISA -testi,
joista selvityksen jalkeen soveltuvuuskokeisiin valittiin sivuvirtaustesti. Sivuvir-
taustestin soveltuvuutta selvitettiin suorittamalla analyyseja kasvirasvapuolival-

misteille A ja B kahtena ajopaivana.

Ensimmaisena ajopaivana molemmista kasvirasvapuolivalmisteista tehtiin nelja
rinnakkaismaaritystd. Taman lisaksi valmistettiin positiiviset kontrollinaytteet,
jotka lahetettiin toimeksiantajayrityksen paakonttorilla sijaitsevaan laboratorioon

tarkempaa kaseiinipitoisuuden maaritysta varten. Ensimmaisen ajopaivan
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rinnakkais- ja positiivisten kontrollinaytteiden maaritykset epaonnistuivat, joten
toisena ajopaivana poikettiin sivuvirtaustestin tyoohjeista siten, etta pidennettiin
seka naytteen uuttoaikaa uuttopuskuriliuoksessa etta sekoitusaikaa. Muutoksilla
pyrittiin saamaan naytteesta ja uuttopuskuriliuoksesta homogeenisempi seos,
jotta se kulkeutuisi paremmin sivuvirtaustestiliuskalla. Menetelman muutoksista
huolimatta sivuvirtaustestia ei saatu onnistumaan kasvirasvapuolivalmisteella
A2.

Sivuvirtaustestin toimivuutta testattiin nollanaytteellda, varmasti maitoproteiinia
sisaltavalla naytteelld ja laimentamalla kasvirasvapuolivalmistetta ionivaihdet-
tuun veteen, jolloin testi saatiin onnistumaan. Laimennetun naytteen testin on-
nistuminen oli sinansa positiivinen asia, mutta laimentamalla naytetta testin ha-
vaintoraja karsii. Pintasivelynaytteiden tulosten perusteella pintapesujen tehok-
kuutta voitaisiin tarkastella, silla tulokset osoittivat pintapesujen laadun vaihte-
lua. Tama vaatisi kuitenkin pidemman aikavalin tarkastelujakson, jotta tulosten

perusteella voidaan luotettavammin arvioida pintapesujen tehostamistarvetta.

Ensimmaisena ja toisena ajopaivana kasvirasvapuolivalmisteille A1, B1 ja A2
suoritettujen sivuvirtaustestien tulosten perusteella sivuvirtaustestimenetelma ei
sovellu kyseisten kasvirasvapuolivalmisteiden maitoperaisen kaseiinin ja (3-lak-
toglobuliinin jadmien havaitsemiseen. Kasvirasvapuolivalmisteet A ja B ovat to-
dennakoisesti rakenteellisilta ominaisuuksiltaan liian viskooseja ja rasvaisia,
jotta niitd on mahdollista analysoida kyseisella sivuvirtaustestilla. Tulevaisuu-
dessa toimeksiantajayritys voisi selvittaa, |0ytyisikd markkinoilta sivuvirtaustes-
tia, joka soveltuisi paremmin viskoosien ja rasvaisten elintarvikkeiden maitopro-
teiinija@mien analysointiin. Vaihtoehtoisesti toimeksiantajayritys voisi selvittaa,
olisiko ELISA-menetelma mahdollista ottaa kayttodn omassa laboratoriossa.

Koska kasvirasvapuolivalmisteiden analysointi osoittautui ongelmalliseksi taman
opinnaytetyon yhteydessa, toimeksiantajayrityksessa voitaisiin jatkossa keskit-

taa kasvirasvapuolivalmisteiden allergeenien hallinta pintasivelynaytteisiin ja pe-
sujen loppuhuuhteisiin. Pintasivelynaytteiden jarjestelmallinen ottaminen strate-

gisista paikoista olisi toimeksiantajayritykselle suhteellisen helppo aloittaa, silla
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kyseiset testit toimivat ja niitd on aiemminkin kaytetty yrityksen tiloissa. Sivuvir-
taustestia toimeksiantajayritys voisi yrittaa hyddyntaa pesujen loppuhuuhteiden
analysoinnissa, silla sivuvirtaustesti havaitsi kaseiinin- ja B-laktoglobuliinin jaa-
mat oikein naytteista, jotka eivat sisaltdneet kasvirasvapuolivalmistetta.
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Liite 1
(1)

Positiivisten kontrollinaytteiden A1_K ja B1_K punnitustulokset

Taulukko 1. Positiivisen kontrollinaytteen A1_K valmistuksen punnitustulokset.
Positiivinen kontrollindyte valmistettiin kasvirasvapuolivalmisteen A1 massasta
ja maitopohjaisesta sulatejuustosta.

Nayte | Kasvirasvapuolivalmiste A | Kontaminantti

9,0014
72,03

Taulukko 2. Positiivisen kontrollinaytteen B1_K valmistuksen punnitustulokset.
Positiivinen kontrollindyte valmistettiin kasvirasvapuolivalmisteen B1 massasta
ja maitopohjaisesta sulatejuustosta.

Nayte | Kasvirasvapuolivalmiste B | Kontaminantti




Liite 2
(1)
Naytteiden A1, A2 ja B1 rinnakkais- ja positiivisten kontrolli-
naytteiden maaritysten punnitustulokset

Taulukko 1. Naytteiden A1, B1 ja A2 punnitustulokset.

Nayte | Rinnakkais- ja kontrollimaaritykset | Punnitustulos

B1 1 0,5165
B1 2 0,509
B1 B1 3 0,5086
B1 4 0,5128
B1 K 0,511




