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(Aktai, priimti remiantis EB ir (arba) Euratomo steigimo sutartimis, kuriuos skelbti privaloma)

REGLAMENTAI

KOMISIJOS REGLAMENTAS (EB) Nr. 152/2009
2009 m. sausio 27 d.
nustatantis oficialiai pasary kontrolei taikytinus Bendrijos éminiy émimo ir analizés metodus

(Tekstas svarbus EEE)

EUROPOS BENDRIJY KOMISIJA, — 1972 m. gruodzio 5 d. ketvirtoji Komisijos direktyva
73[46[EEB, nustatanti oficialiai paSary kontrolei
taikytinus Bendrijos analizés metodus (°);

atsizvelgdama i Europos bendrijos steigimo sutartj,

— 1976 m. kovo 1 d. pirmoji Komisijos direktyva 76/
371/EEB, nustatanti oficialiai paSary kontrolei taiky-

atsizvelgdama j 2004 m. balandzio 29 d. Europos Parlamento ir tinus Bendrijos analizés metodus (°);

Tarybos reglamentg (EB) Nr. 882/2004 dél oficialios kontrolés,

kuri atliekama siekiant uztikrinti, kad bty jvertinama, ar

laikomasi pasarus ir maista reglamentuojanciy teisés akty,

gyviny sveikatos ir gerovés taisykliy (1), ypac i jo 11 straipsnio — 1976 m. kovo 1 d. septintoji Komisijos direktyva 76/

4 dalies a, b ir ¢ punktus, 372[EEB, nustatanti oficialiai paSary kontrolei taiky-
tinus Bendrijos analizés metodus (7);

kadangi:
— 1978 m. birzelio 15 d. astuntoji Komisijos direktyva
78/633[EEB, nustatanti oficialiai pasary kontrolei
; taikytinus Bendrijos analizés metodus (%);
(1)  Sie aktai buvo priimti Direktyvai 70/373/EEB jgyvendinti ir
vis dar galioja pagal Reglamento (EB) Nr. 882/2004

61 straipsnio 2 dalj:
P i — 1981 m. liepos 31 d. devintoji Komisijos direktyva

81/715[EEB, nustatanti oficialiai paSary kontrolei
taikytinus Bendrijos analizés metodus (%);
— 1971 m. birzelio 15 d. pirmoji Komisijos direktyva
71/250[EEB, nustatanti oficialiai pasary kontrolei

taikytinus Bendrijos analizés metodus (2);
i J us () — 1984 m. liepos 25 d. desimtoji Komisijos direktyva

84/425[EEB, nustatanti oficialiai paSary kontrolei
taikytinus Bendrijos analizés metodus (1%);
— 1971 m. lapkric¢io 18 d. antroji Komisijos direktyva
71/393[EEB, nustatanti oficialiai pasary kontrolei

taikytinus Bendrfjos analizés metodus () — 1986 m. balandZio 9 d. Komisijos direktyva 86174/

EEB, nustatanti pauks¢iy kombinuotyjy pasary ener-
getinés vertés apskaiciavimo metodus (');
— 1972 m. balandzio 27 d. trecioji Komisijos direktyva
72[199[EEB, nustatanti oficialiai pasary kontrolei
taikytinus Bendrijos analizés metodus (¥);

°) OLL 83,1973 3 30, p. 21.

% OLL 102, 1976 4 15, p. 1.
OL L 102, 1976 4 15, p. 8.
OL L 206, 1978 7 29, p. 43.
OL L 257, 1981 9 10, p. 38.
19) OL L 238, 1984 9 6, p. 34.
) OL L 130, 1986 5 16, p. 53.

7

)

©)

- ()
) OLL 165, 2004 4 30, p. 1, pataisyta OL L 191, 2004 5 28, p. 1. ®

) OLL155 1971 7 12, p. 13. ©)
) OLL 279, 1971 12 20, p. 7. (1o

) OLL 123, 19725 29, p. 6. (
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— 1993 m. liepos 28 d. vienuoliktoji Komisijos direktyva
93/70/EEB, nustatanti oficialiai pasary kontrolei
taikytinus Bendrijos analizés metodus (1);

— 1993 m. gruodzio 17 d. dvyliktoji Komisijos direktyva
93/117[EB, nustatanti oficialiai pasary kontrolei
taikytinus Bendrijos analizés metodus (%);

— 1998 m. rugséjo 3 d. Komisijos direktyva 98/64/EB,
nustatanti Bendrijos analizés metodus paSaruose
esan¢ioms aminoriig§tims, Zaliems aliejams ir rieba-
lams bei olakvindoksui nustatyti ir i dalies pakeicianti
Direktyva 71/393/EEB (%);

— 1999 m. balandZio 20 d. Komisijos direktyva 1999/
27|[EB, nustatanti Bendrijos analizés metodus ampro-
liumui, diklazurilui ir karbadoksui pasaruose nustatyti,
i§ dalies keicianti Direktyvas 71/250/EEB bei 73/46/
EEB ir panaikinanti Direktyva 74/203/EEB (%);

— 1999 m. liepos 23 d. Komisijos direktyva 1999/76/
EB, nustatanti Bendrijos analizés metods, kuriuo
nustatoma lasalocido natrio druska pasaruose (°);

— 2000 m. liepos 6 d. Komisijos direktyva 2000/45/EB,
nustatanti Bendrijos analizés metodus paSaruose
esantiems A vitaminui, E vitaminui ir triptofanui
nustatyti (°);

— 2002 m. liepos 26 d. Komisijos direktyva 2002/70/
EB, nustatanti dioksiny ir dioksiny tipo PCB kon-
centracijos pasaruose nustatymo reikalavimus (7);

— 2003 m. gruodzio 23 d. Komisijos direktyva 2003/
126/EB dél gyvininés kilmés sudedamyjy daliy
nustatymo analizés metodo, taikomo valstybinei
pasary kontrolei (%).

Kadangi Direktyva 70/373/EEB buvo pakeista Reglamentu
(EB) Nr. 882/2004, reikéty tos direktyvos jgyvendinimo
aktus pakeisti vienu reglamentu. Tuo paciu metu metodai
turéty bati suderinti su mokslo ir technikos Ziniy raida.
Metodai, kurie nebeatitinka numatytos paskirties, turéty
bati panaikinti. Numatyta tinkamu metu atnaujinti éminiy
émimo nuostatas, kad baty galima atsizvelgti | naujausius
pasary gamybos, laikymo, vezimo ir pateikimo | rinka
pasiekimus, taciau tam tikra laikg reikia palikti galiojancias
éminiy émimo nuostatas.

Todél Direktyvos 71/250/EEB, 71/393/EEB, 72/199/EEB,
73/46/EEB, 76/371/EEB, 76/372/EEB, 78/633/EEB, 81/
715/EEB, 84[425/EEB, 86/174/EEB, 93/70/EEB, 93117/

OLL 234,1993 917, p. 17.

OL L 329, 1993 12 30, p. 54.
OLL 257,1998 9 19, p. 14.
OLL 118, 1999 5 6, p. 36.
OL L 207, 1999 8 6, p. 13.
OL L 174, 2000 7 13, p. 32.
OL L 209, 2002 8 6, p. 15.
OL L 339, 2003 12 24, p. 78.

EB, 98/64/EB, 1999/27/EB, 1999/76/EB, 2000/45/EB,
2002/70/EB ir 2003/126/EB turéty bati panaikintos.

(4 Siame reglamente numatytos priemonés atitinka Maisto
grandinés ir gyviiny sveikatos nuolatinio komiteto nuo-
mone,

PRIEME S| REGLAMENTA;;

1 straipsnis

Eminiy émimas oficialiai pasary kontrolei, susijusiai su sudeda-
myjy daliy, priedy ir nepageidaujamy medziagy nustatymu,
isskyrus pesticidy likucius ir mikroorganizmus, atlickamas pagal
[ priede aprasytus metodus.

2 straipsnis

Eminiai analizei ruosiami ir rezultaty iSraiska pateikiama pagal
II priede apraSytus metodus.

3 straipsnis

Oficialiai pasary kontrolei skirta analizé atliekama, taikant
metodus, aprasytus I priede (Analizés metodai, taikomi
pasariniy medziagy ir kombinuotyjy paSary sudédiai kontro-
liuoti), IV priede (Analizés metodai leidZiamy pasary priedy
koncentracijai kontroliuoti), V priede (Analizés metodai nepa-
geidaujamoms medziagoms pasaruose kontroliuoti) ir VI priede
(Analizés metodai gyviininés kilmés sudedamosioms dalims
nustatyti atliekant oficialigja pasary kontrole).

4 straipsnis

Pauks¢iy kombinuotyjy pasary energiné verté apskaic¢iuojama
pagal VII prieda.

5 straipsnis

VIII priede aprasyti analizés metodai, skirti daugiau neleidZiamy
naudoti pasary priedy neteisétam buvimui kontroliuoti, taikomi
patvirtinimo tikslais.

6 straipsnis

Direktyvos 71/250/EEB, 71/393/EEB, 72/199/EEB, 73/46EEB,
76/371/EEB, 76/372/EEB, 78/633/EEB, 81/715/EEB, 84/425]
EEB, 86/174/EEB, 93/70/EEB, 93/117/EB, 98/64[EB, 1999/27|
EB, 1999/76/EB, 2000/45/EB, 2002/70/EB ir 2003/126/EB
panaikinamos.

Nuorodos | panaikintas direktyvas laikomos nuorodomis j §j
reglamenta ir aiskinamos pagal IX priede pateiktas atitik¢iy
lenteles.
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7 straipsnis

Sis reglamentas isigalioja dvidesimta diena nuo jo paskelbimo Europos Sgjungos oficialiajame leidinyje.

Jis taikomas nuo 2009 m. rugpjicio 26 d.

Sis reglamentas yra privalomas visas ir tiesiogiai taikomas visose valstybése narése.

Priimta Briuselyje 2009 m. sausio 27 d.

Komisijos vardu
Androulla VASSILIOU

Komisijos naré
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4.1

4.2

4.2.1.1

4.2.1.2

I PRIEDAS

EMINIJ EMIMO METODAI

TIKSLAS IR TAIKYMO SRITIS

Eminiai, skirti oficialiai pasary kontrolei, imami pagal toliau aprasytus metodus. Taip gauti éminiai laikomi
reprezentatyviaisiais partijos éminiais.

EMINIUS IMANTYS PAREIGUNAI

Eminius ima pareigiinai, kuriuos tam jgalioja valstybés narés.

APIBREZTYS

Partija: produkto kiekis, sudarantis tyrimo vieneta ir pasizymintis savybémis, kurios laikomos tolygiomis.
Atskirasis éminys: kiekis, paimtas i§ vienos partijos vietos.

Jungtinis éminys: jungtiniy éminiy, paimty i§ vienos éminio partijos, visuma.

Sumazintasis éminys: jungtinio éminio dalis, atspindinti jo visuma, gauta jj redukuojant.

Galutinis éminys: sumazintojo arba homogenizuoto jungtinio éminio dalis.

APARATAS

Eminiy émimo aparatas turi biiti pagamintas i§ medziagy, negalin¢iy uztersti produkty, i§ kuriy imami éminiai.
Toks aparatas gali bati oficialiai patvirtintas valstybiy nariy.

Aparatas, rekomenduojamas kietyjy pasary éminiams imti
Eminiy émimas rankiniu biidu
Ploksciadugné bertuvé vertikaliais krastais.

Eminiy émimo zondas su ilgu plysiu arba pertvaromis. Zondo matmenys turi atitikti éminio tiriamosios dalies
ypatybes (talpyklos gylj, maio matmenis ir pan.) ir pasary daleliy dydj.

Eminiy émimas mechaniniu biidu

Judanéiy pasary éminiams imti gali baiti naudojamas patvirtintas mechaninis aparatas.
Dalytuvas

Aparatas, skirtas padalyti éminj { mazdaug vienodo dydzio dalis, gali biiti naudojamas atskiriesiems éminiams imti
bei sumazintiesiems ir galutiniams éminiams ruosti.

KIEKYBINIAI REIKALAVIMAI

5.A. Tikrinant vienodai pasaruose pasiskirsciusias medziagas arba produktus

5.A.1. Partija
Partija turi bti tokia, kad i3 jos bity galima paimti kiekvienos jos sudedamosios dalies éminj.
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5.A.2. Atskirieji éminiai
5.A.2.1. Piltiniai pasarai: Maziausias atskiryjy éminiy skaicius:
5.A.2.1.1. Partija ne didesné kaip 2,5 metrinés tonos | septyni
5.A.2.1.2. Partija didesné kaip 2,5 metrinés tonos kvadratiné Saknis i§ 20 karty partija suda-
ranciy metriniy tony skaiciaus (¥), bet ne
daugiau kaip 40 atskiryjy éminiy
5.A.2.2. Supakuoti pasarai: Maziausias pakuociy, i§ kuriy imami éminiai,
skaicius (**):
5.A.2.2.1. Pakuotés, kuriy masé didesné kaip 1 kg:
5.A.2.2.1.1. Partija sudaro nuo vienos iki keturiy visos pakuotés
pakuociy
5.A.2.2.1.2. Partija sudaro nuo penkiy iki 16 pakuociy | keturios pakuotés
5.A.2.2.1.3. Partija sudaro daugiau kaip 16 pakuociy kvadratiné Saknis i§ partija sudaranciy
pakuociy skaiciaus (*), be ne daugiau kaip
20 pakuociy
5.A.2.2.2. Pakuotés, kuriy masé ne didesné kaip 1 kg: | keturios
5.A.2.3. Skystieji arba pusiau skysti paarai: Maziausias talpykly, i§ kuriy imami éminiai,
skaicius (**):
5.A.2.3.1. Talpykly tiiris didesnis kaip 1 I
5.A.2.3.1.1. Partija sudaro nuo vienos iki keturiy visos talpyklos
talpykly
5.A.2.3.1.2. Partija sudaro nuo penkiy iki 16 talpykly | keturios
5.A.2.3.1.3. Partija sudaro daugiau kaip 16 talpykly kvadratiné Saknis i§ partija sudaranciy talpy-
kly skaiciaus (*), be ne daugiau kaip
20 talpykly
5.A.2.3.2. Talpykly tdiris ne didesnis kaip 1 1 keturios
5.A.2.4. Pasary briketai ir mineraly laizalai Maziausias brikety arba laizaly, i§ kuriy
imami éminiai, skaicius (**):
vienas pasary briketas arba laizalas
25 vienety partijai, bet ne daugiau kaip keturi
briketai arba laizalai
5.A.3. Jungtinis éminys
Reikia paruosti vieng jungtinj vienos tiriamosios éminio dalies éminj. Jungtinj éminj
sudaranciy atskiryjy éminiy suminis kiekis turi baiti ne mazesnis kaip:
5.A3.1. Piltiniai paarai: 4 kg
5.A.3.2. Supakuoti pasarai:
5.A.3.2.1. pakuotés, kuriy masé didesné kaip 1 kg 4 kg
5.A.3.2.2. pakuotés, kuriy masé ne didesné kaip 1 kg | keturiy pirminiy pakuociy turinio masé
5.A.3.3. Skystieji arba pusiau skysti pasarai:
5.A3.3.1. talpykly tiiris didesnis kaip 1 I keturi litrai
5.A.3.3.2. talpykly tdris ne didesnis kaip 1 I: keturiy pirminiy talpykly turinio tiris
5.A.3.4. Pasary briketai arba laizalai:
5.A3.4.1. kiekvieno masé didesné kaip 1 kg 4 kg
5.A.3.4.2. kiekvieno masé ne didesné kaip 1 kg keturiy pirminiy brikety arba laizaly masé




L 54/6

Europos Sajungos oficialusis leidinys 2009 2 26

5.A.4. Galutiniai éminiai
Prireikus i3 jungtinio éminio jj mazinant ruo$iami galutiniai éminiai. Reikia atlikti bent vieno
galutinio éminio analize. Analizuojamo galutinio éminio kiekis turi biiti ne maZesnis kaip:
Kietieji paSarai 500 g
Skystieji arba pusiau skysti pasarai: 500 ml
5.B. Kontroliuojant nepageidaujamas medziagas arba produktus, kurie gali netolygiai pasiskirstyti
paSaruose, pvz., aflatoksinus, rugiy skalse, ricinzolg ir crotalaria (***)
5.B.1. Partija: zr. 5.A.1.
5.B.2. Atskirieji éminiai
5.8.2.1. Piltiniai pasarai: Zr. 5.A.2.1.
5.B.2.2. Supakuoti paarai: Maziausias pakuociy, i§ kuriy imami éminiai,
skaicius:
5B.2.2.1. partija sudaro nuo vienos iki keturiy visos pakuotés
pakuociy
5B.2.2.2. partijg sudaro nuo penkiy iki 16 pakuociy | keturios
5.B.2.2.3. partija sudaro daugiau kaip 16 pakuociy kvadratiné Saknis i§ partija sudaranciy
pakuociy skaiciaus (*), be ne daugiau kaip
40 pakuociy
5.B.3. Jungtiniai éminiai
Jungtiniy éminiy skaicius skirsis atsizvelgiant i partijos dydj. Toliau nurodomas maziausias i3
vienos partijos paimty jungtiniy éminiy skaicius. Kiekviena jungtinj éminj sudaranciy
atskiryjy éminiy suminé masé turi biti ne mazesné kaip 4 kg
5.B.3.1. Piltiniai pasarai
Partijos svoris metrinémis tonomis: Maziausias partijos jungtiniy éminiy skaicius:
iki 1 1
nuo daugiau kaip 1 iki 10 2
nuo daugiau kaip 10 iki 40 3
daugiau kaip 40 4
5.B.3.2. Supakuoti paarai
Supakuoty paSary partijos pakuociy skai- Maziausias partijos jungtiniy eminiy skaicius:
Cius
nuo 1 iki 16 1
nuo 17 iki 200 2
nuo 201 iki 800 3
daugiau kaip 800 4
5.B.4. Galutiniai éminiai

I§ jungtinio éminio jj maZinant gaunami galutiniai éminiai. Reikia atlikti bent vieno galutinio
éminio vienam jungtiniam éminiui analiz¢. Analizei paimto galutinio éminio masé negali bati
mazesné kaip 500 g.

(*) Jei gautas skaiCius yra trupmena, ji turéty bati suapvalinama iki sveiko skaiciaus.

(**) Jei pakuotés arba talpyklos turinio masé ne didesné kaip 1 kg arba tiiris ne didesnis kaip 1 | ir pasary brikety arba laizaly
masé ne didesné kaip 1 kg, atskirasis éminys yra vienos pirminés pakuotés arba talpyklos, vieno briketo arba laizalo turinys.

(***) Metodai, numatyti 5.A, taikomi aflatoksinams, rugiy skalsei, ricinzolei ir crotalaria kontroliuoti visaverciuose paSaruose ir
paary papilduose.
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6. EMINIY EMIMO, RUOSIMO IR PAKAVIMO INSTRUKCIJOS

6.1 Bendrosios nuostatos
Eminiai turi biiti imami ir ruo$iami kiek jmanoma greiiau, turint omenyje atsargumo priemones, kurios yra
batinos siekiant uztikrinti, kad produktas nepakisty ir nebiity uZterstas. [rankiai éminiams imti ir talpykly, kuriose
jie laikomi, pavirsiai turi bati $varis ir sausi.

6.2 Atskirieji éminiai

6.2.A  Kontroliuojant vienodai pasaruose pasiskirsciusias medziagas arba produktus
Atskirieji éminiai turi biiti imami atsitiktinai i§ visos partijos ir jie turi biti mazdaug vienodo dydzio.

6.2.A.1 Piltiniai paSarai
Partija vizualiai dalijama  tam tikrg skai¢iy mazdaug vienody daliy. Atsitiktinai pasirenkamas daliy skaicius,
atitinkantis pagal 5.A.2 punkta reikalaujamg atskiryjy éminiy skaiciy, ir i§ kiekvienos dalies paimama bent po
vieng éminj.
Jei tinka, éminius galima imti keiCiant partijos vieta (kraunant arba iskraunant).

6.2.A.2 Supakuoti pasarai
Atrinkus reikiamg skaiciy pakuociy éminiams imti, kaip nurodyta 5.A.2. punkte, dalis kiekvienos pakuotés turinio
paimama bertuve arba zondu. Prireikus éminiai imami, atskirai iStustinus pakuotes. Prireikus atskirai kiekvieno
jungtinio éminio gabalai turi baiti sutrupinti juos atskiriant nuo éminio ir graZinti atgal.

6.2.A.3 Homogeniniai arba homogenizuojami skystieji arba pusiau skysti pasarai
Atrinkus reikiama skaiciy talpykly éminiams imti, kaip nurodyta 5.A.2 punkte, jy turinys prireikus
homogenizuojamas ir i3 kiekvienos talpyklos paimamas tam tikras kiekis.
Atskiruosius éminius galima imti iSpilant talpyklos turini.

6.2A.4 Nehomogenizuojami skystieji arba pusiau skysti pasarai
Atrinkus reikiama skaiciy talpykly éminiams imti, kaip nurodyta 5.A.2 punkte, éminiai imami i§ skirtingy lygiy.
Be to, éminius galima imti iSpilant talpyklos turini, taciau pirmosios frakcijos turety biti i$piltos lauk.
Abiem atvejais visas paimto éminio tiris neturi baiti maZzesnis kaip 10 L.

6.2.A.5 PaSary briketai ir mineraly laizalai
Atrinkus éminiams imti reikalinga kiekj pasary brikety arba laizaly, kaip nurodyta 5.A.2.punkte, imama kiekvieno
briketo arba laizalo dalis.

6.2.B.  Kontroliuojant nepageidaujamas medziagas arba produktus, kurie gali netolygiai pasiskirstyti pasaruose, pvz., aflatoksinus,

rugiy skalsg, ricinZolg ir crotalaria

Partija vizualiai dalijama j tam tikrg skaiCiy mazdaug vienody daliy, atitinkanciy 5.B.3 punkte numatyta jungtiniy
éminiy skaiciy. Jeigu Sis skaiCius didesnis uz 1,5.B.2 punkte numatytas suminis atskiryjy éminiy skaicius
paskirstomas mazdaug vienodai skirtingoms dalims. Tada imami mazdaug tokie vienodo dydzio éminiai ('), kad
suminis éminiy kiekis i§ kiekvienos dalies biity ne mazesnis kaip kiekvienam jungtiniam éminiui gauti bitinas
4 kg kiekis. I3 skirtingy daliy paimti atskirieji éminiai neturi biiti sujungiami.

(")  Supakuoty pasary, i§ kuriy imami éminiai, pakuociy turinio dalis paimama zondu arba bertuve, pries tai atskirai iStustinus pakuotes, jei
reikia.
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6.3

6.4

6.5

Jungtiniy éminiy ruoSimas

Kontroliuojant vienodai pasaruose pasiskirsciusias medziagas arba produktus

Atskirieji éminiai sumaiSomi, kad biity gautas vienas jungtinis éminys.

Kontroliuojant nepageidaujamas medziagas arba produktus, kurie gali netolygiai pasiskirstyti pasaruose, pvz., aflatoksinus,
rugiy skalsg, ricinZolg ir crotalaria

Atskirieji éminiai i§ kiekvienos partijos dalies sumaiSomi ir gaunamas 5.B.3 punkte nurodytas jungtiniy éminiy
skaicius, imantis priemoniy uZrasyti kiekvieno jungtinio éminio kilme.

Galutiniy éminiy ruo$imas
Kiekvieno jungtinio éminio medZiaga gerai sumaiSoma, kad biity gautas homogenizuotas éminys () Prireikus

jungtinis éminys i§ pradziy sumaZzinamas bent iki 2 kg arba dviejy litry (sumazintasis éminys) mechaniniu arba
automatiniu dalytuvu arba taikant ketvir¢iavimo metoda.

Tada ruodiami bent trys mazdaug vienodo kiekio galutiniai éminiai, atitinkantys 5.A.4 arba 5.B.4 punkty
kiekybinius reikalavimus. Kiekvienas éminys sudedamas j atitinkama talpykla. Imamasi visy reikalingy atsargumo
priemoniy, kad gabenant arba saugant negaléty pasikeisti éminio sudétis, jis nebity uzterstas arba sufalsifikuotas.

Galutiniy éminiy pakavimas

Talpyklos arba pakuotés plombuojamos ir Zenklinamos (visa etiketé turi biiti po plomba) taip, kad jy nebiity
galima atidaryti, nepazeidus plombos.

IRASAI APIE EMINIUS

Turi bati daromi jrasai apie visus éminius, kad vienareik§miskai bty galima nustatyti kiekvieng partija.

EMINIY PASKIRTIES VIETA

Bent vienas kiekvieno jungtinio éminio galutinis éminys kuo skubiau siunciamas i jgaliotaja kontrolés laboratorija
kartu su analiz¢ atliekanciam asmeniui batina informacija.

(") Prireikus atskirai kiekvieno jungtinio éminio visi gabalai turi biiti sutrupinti juos atskiriant nuo éminio ir grazinti atgal.
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II PRIEDAS

BENDROSIOS NUOSTATOS DEL PASARU ANALIZES METODU

A.  EMINIY RUOSIMAS ANALIZEI
Tikslas

Toliau aprasytos procediiros taikomos analizei ruosiant i kontrolés laboratorijas atsiystus galutinius éminius, paimtus
pagal I priede pateiktas nuostatas.

Sie éminiai turi biiti ruogiami taip, kad pagal analizés metoda sverti numatyto kiekio éminiai biity vienaly¢iai ir atitikty
galutinius éminius.

Taikytinos atsargumo priemonés

Eminiy ruogimo procediira, kurios reikia laikytis, priklauso nuo taikomo analizés metodo. Todél labai svarbu
uztikrinti, kad éminiy ruodimo procedira atitikty taikoma analizés metoda.

Visi bitinosios operacijos turi bati atliktos taip, kad kiek jmanoma bty i$vengta éminio uZter§imo ir jo sudéties
pokyciy.

Malama, mai§oma ir sijojama kick jmanoma greiciau, kad éminj kuo maziau veikty oras ir Sviesa. Nenaudojami
maltinéliai ir smulkintuvai, kurie gali gerokai jkaitinti éminj.

Silumai ypa¢ jautriy pasary éminius rekomenduojama malti rankiniu bidu. Be to, uztikrinama, kad pati aparatiira
nebiity uZterSimo mikroelementais 3altiniu.

Jei éminio paruosti nejmanoma gerokai nepakintant jo drégmés kiekiui, jis nustatomas prie§ éminio ruosima ir jj
paruosus pagal III priedo A dalyje pateikta metoda.

Procediira

Eminys dalijamas i analizei ir palyginimui skirtus atitinkamus poéminius, taikant reikiamus dalijimo bidus, pvz.,
pakaitinj perkasimg, stacionaryjj arba sukamajj latakinj dalytuvg. Kigio supylimo ir ketvir¢iavimo metodas
nerekomenduojamas, nes gali biti gauti poéminiai su didele dalijimo paklaida. Palyginamasis éminys laikomas
tinkamame $variame ir sausame, sandariai uzdaromame inde, ir bent 100 g poéminiai ruo$iami analizei kaip nurodyta
toliau.

Pasarai, kuriuos galima malti be paruosimo

Jei analizés metoduose nenurodyta kitaip, prireikus visas sumaltas éminys sijojamas per sietg su kvadratinémis 1 mm
dydzio akutémis (pagal ISO R565 rekomendacijg). Vengiama malti labai smulkiai.

Sijotas éminys sumaiSomas ir sudedamas | tinkamg $vary ir sausg, sandariai uzkemsama indg. Dar karta sumaiSoma
pries sveriant analizei reikiamg éminio kiekj.

Pasarai, kurie pries malant dZiovinami

Jei analizés metoduose nenurodyta kitaip, éminys dziovinamas drégmes kiekiui sumazinti iki 8-12 % taikant pradinio
dziovinimo procediirg, aprayta III priedo A dalyje pateikto drégmeés nustatymo metodo 4.3 punkte. Tada tesiama,
kaip nurodyta 3.1 skirsnyje.

Skystieji arba pusiau skysti pasarai

Eminys supilamas  tinkamg $vary ir sausg, sandariai uzkemsamg inda. Dar kartg sumai§oma prie§ sveriant analizei
reikiamg éminio kieki.

Kiti pasarai

Eminiai, kuriy nejmanoma paruogti pagal kurig nors pirmiau pateikta procediir, apdorojami taikant bet kurig kitg
procediirg, kuri uZztikrinty, kad analizei pasverti éminiai baity vienalyciai ir atitikty galutinius éminius.
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Eminiy laikymas

Eminiai turi biiti laikomi temperatiiroje, kurioje nekisty jy sudétis. Vitaminy analizei skirti éminiai arba $viesai ypac
jautris éminiai laikomi rudo stiklo induose.

B. NUOSTATOS DEL ANALIZES METODAMS NAUDOJAMU REAGENTUY IR APARATUROS
Jei analizés metoduose nenurodyta kitaip, visi analiziniai reagentai turi biti analiziskai gryni (a. g.). Atlickant pedsaky

analize, reagenty grynumas turi bati patikrintas atliekant tus¢iajj bandymga. Atsizvelgiant | gautg rezultata, gali tekti
papildomai gryninti reagentus.

Visoms tirpaly ruosimo, skiedimo, skalavimo arba plovimo operacijoms, apie kurias kalbama analizés metoduose,
nenurodant naudojamo tirpiklio arba skiediklio tipo, turi biti naudojamas vanduo. Paprastai vanduo
demineralizuojamas arba distiliuojamas. Konkreciais atvejais, nurodytais analizés metode, jam turi bati taikomos
specialios gryninimo procediiros.

Atsizvelgiant | paprastai kontrolés laboratorijy turima jranga, analizés metoduose nurodomi tik specialios paskirties
arba tam tikru bidu naudojami prietaisai ir aparattra. Jie turi baiti Svars, ypac kai reikia nustatyti mazus cheminiy
medziagy kiekius.

C.  ANALIZES METODU TAIKYMAS IR REZULTATU ISRAISKA
Ekstrahavimo procediira
Keliems metodams yra nustatyta tam tikra ekstrahavimo procedira. Paprastai galima taikyti kitas nei metodui

nustatyta ekstrahavimo procediiras, jei jrodoma, kad analizuojamai matricai taikant ta kit procediira gautas
ekstrahavimo veiksmingumas atitinka metodu nustatytos procediiros veiksmingumg.

Gryninimo procediira
Keliems metodams yra nustatyta tam tikra gryninimo procediira. Paprastai galima taikyti kitas nei metodui nustatyta

gryninimo procediiras, jei jrodoma, kad analizuojamai matricai taikant ta kita procediira gauti analizés rezultatai
atitinka rezultatus, gautus taikant metodu nustatyta procediirg.

Taikyto analizés metodo pateikimas ataskaitoje

Paprastai kiekvienai paSaruose esanciai cheminei medziagai nustatyti pateikiamas vienas analizés metodas. Jei
pateikiami keli metodai, kontrolés laboratorijos taikomas konkretus metodas turi bati nurodytas analizés ataskaitoje.

Nustatymy skaicius

Analizés ataskaitoje pateikiamas rezultatas turi biti tinkamo pakartojamumo vidutiné verté, gauta atlickant maZziausiai
du atskiry éminio daliy nustatymus.

Taciau, jei analizuojant nepageidaujamas medziagas, pirmojo nustatymo rezultatas yra gerokai (> 50 %) mazesnis nei
kontroliuojama specifikacijos verté, papildomas nustatymas nebitinas, jei taikomos atitinkamos kokybés procediiros.

Jei atliekant nurodyto medziagos arba sudedamosios dalies kiekio kontrole, pirmojo nustatymo rezultatas patvirtina
nurodyta kiekj, t. y. analizés rezultatas atitinka priimting nurodyto kiekio kitimo intervalg, papildomas nustatymas
nebiitinas, jei taikomos atitinkamos kokybés procediiros.

Kai kuriais atvejais priimtinas kitimo intervalas yra apibréZtas teisés aktuose, pvz., Tarybos direktyvoje 79/373[EEB (').

Analizés rezultato pateikimas ataskaitoje

Analizés rezultatas turi bati iSreikStas analizés metode nustatytu biidu; nurodant atitinkama reik$miniy skaitmeny
skaiciy ir prireikus darant pataisg dél drégmés kiekio galutiniame éminyje prie§ ruosima.

OL L 86,1979 4 6, p. 30.
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Matavimo neapibréZtis ir iSgavos dydis atliekant nepageidaujamy medZiagy analize

Dél nepageidaujamy medziagy, kaip apibrézta Direktyvoje 2002/32/EB, jskaitant dioksinus ir dioksiny tipo PCB,
laikoma, kad gyviny paSarams skirtas produktas neatitinka nustatyto didzZiausio kiekio, jei manoma, kad analizés
rezultatas virsija didZiausig kieki, jskaitant i§plésting matavimo neapibrézt] ir i§gavos dydzio pataisa. Atitikciai jvertinti
naudojama analizuojant gauta koncentracija, atlikus iSgavos dydzio pataisg ir ir atémus i$plésting matavimo
neapibrézti. Si procediira taikoma tais atvejais, kai galima jvertinti analizés metodo matavimo neapibréztj ir isgavos
dydzio pataisg (tai, pvz., nejmanoma, kai atliekama mikroskopiné analizg).

Analizés rezultatas uzraSomas taip (jei taikant analizés metodg galima jvertinti matavimo neapibréZtj ir iSgavos dydj):
a)  su pataisa dél i§gavos dydzio, nurodant iSgavos dydj. Pataisa dél iSgavos dydzio nebitina, jei jis yra 90-110 %;

b)  kaip ,x +[- U Cia x — analizés rezultatas, U — iSpléstiné matavimo neapibréztis, taikant aprépties faktoriy 2, kuris
uztikrina mazdaug 95 % patikimumo lygj.

Taciau jei analizés rezultatas yra gerokai (> 50 %) mazesnis nei kontroliuojama specifikacijos verte, ir su ta sglyga, kad
taikomos atitinkamos kokybés procediiros, o analizés tikslas yra tik patikrinti atitiktj teisinéms nuostatoms, analizés
rezultata biity galima pateikti ataskaitoje be iSgavos dydZio pataisos ir iSgavos dydzio bei matavimo neapibrézties tais
atvejais galima nenurodyti.
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I PRIEDAS

ANALIZES METODAI, TAIKOMI PASARINIJ MEDZIAGU IR KOMBINUOTUJU PASARY SUDECIAI
KONTROLIUOTI

A.  DREGMES KIEKIO NUSTATYMAS

Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu galima nustatyti pasary drégmés kiekj. Jei pasarai turi lakiyjy medziagy, pvz., organiniy riigiciy,

reikia turéti omenyje, kad nustatant drégmeés kiekj nustatomas didelis kiekis lakiyjy medziagy.

Jis netaikomas analizuojant pieno produktus kaip pasarus, mineralines medziagas ir misinius, kuriuos i§ esmés
sudaro mineralinés medziagos, gyvininius ir augalinius riebalus bei aliejus arba aliejinggsias s¢klas ir vaisius.

Metodas

Eminys dZiovinamas nurodytomis sglygomis, kurios priklauso nuo pasary tipo. Masés sumazéjimas nustatomas

sveriant. Tiriant kietuosius paarus, kuriy drégmés kiekis didelis, bitina atlikti pradinj dZiovinima.

Aparatiira

Smulkintuvas, pagamintas i§ drégmés nesugerianciy medziagy, kuris bity lengvai valomas, kuriuo bty galima
greitai ir vienodai susmulkinti éminj, per daug jam nejkaistant, ir kuris kiek jmanoma apsaugoty éminj nuo
salycio su iSorés oru ir atitikty 4.1.1 ir 4.1.2 nustatytus reikalavimus (pvz., plaktukiniai ar vandeniu ausinami
mikrosmulkintuvai, sudedamieji kiiginiai maltinéliai, mazo apsisukimy daznio arba krumpliaratiniai smulkintu-

vai).

Analizinés svarstyklés, tikslumas 1 mg.

Sausi korozijai atsparaus metalo arba stikliniai indai su sandariai uzdengiamais dangciais; darbinis pavirsius

éminiui paskleisti mazdaug 0,3 g/cm? tankiu.

Elektriné pastovios temperatiiros dziovinimo spinta (+ 2 °C), tinkamai ventiliuvojama ir uztikrinanti greita

temperatiiros reguliavima (%).

Reguliuojama elektriné vakuuminé dziovinimo spinta, turinti alyvos siurblj ir mechanizma, kuriuo galima leisti

karsto sauso oro, arba naudojanti dzioviklj (pvz., kalcio oksidg).

Eksikatorius su stora perforuota metalo arba porceliano plokste ir veiksmingu dziovikliu.

Procediira

N.B Siame skirsnyje aprasyti veiksmai turi biiti atliekami iskart po éminiy pakuociy atidarymo. Analizé turi

biiti atlickama bent du kartus.

Eminiy ruosimas

Pasarai, i§skyrus paSarus pagal 4.1.2 ir 4.1.3

Paimama bent 50 g éminio. Prireikus éminys susmulkinamas arba sumalamas taip, kad bty i$vengta drégmés

kiekio pokycio (zr. 6).

Javai ir kruopos

Paimama bent 50 g éminio. Susmulkinama  daleles, kuriy bent 50 % i$byra per 0,5 mm akuciy sietg ir ant 1 mm

skersmens apvaliy akuciy sieto lieka ne daugiau kaip 10 %.

(") Dziovinimo spintos griidams, miltams, kruopoms ir miltams dziovinti $iluminé galia turi biiti tokia, kad nustacius 131 °C temperatiirg,
spinta, i kurig dzifiti vienu metu sudedamas didziausias galimas éminiy kiekis, vél pasiekty tg temperatiirg per maziau kaip 45 min.
Ventiliacija turi bati tokia, kad rezultaty, gauty dvi valandas spintoje dziovinant tiek paprasty kvieciy éminiy, kiek jy gali tilpti, ir

rezultaty, gauty po 4 valandy dziovinimo, skirtumas baty mazesnis kaip 0,15 %.
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Skysti ar pasty tipo paSarai, kurivos daugiausia sudaro aliejai ir riebalai

Mazdaug 25 g éminio pasveriama 10 mg tikslumu, jdedamas reikiamas kiekis sauso smélio, pasverto 10 mg
tikslumu, ir maiSoma tol, kol gaunamas vienalytis produktas.

DZiovinimas
Pajarai, iSskyrus paSarus pagal 4.2.2 ir 4.2.3

Indas su dang¢iu (3.3) pasveriamas 1 mg tikslumu. Mazdaug 5 g éminio pasveriama 1 mg tikslumu, éminys
supilamas | pasvertg inda ir lygiai paskleidziamas. Neuzdengtas indas dedamas i dziovinimo spinta, ijkaitintg iki
103 °C. Inda reikia jdéti kiek jmanoma greiciau, kad per daug nenukristy temperatiira spintoje. DZiovinama
keturias valandas, skai¢iuojant nuo to momento, kai spintos temperatiira vél pasiekia 103 °C. Indas uzdengiamas
dangciu, i§imamas i§ dziovinimo spintos, 3045 min laikomas eksikatoriuje (3.6), kad atvésty, ir pasveriamas
1 mg tikslumu.

Jei pasarus daugiausia sudaro aliejai ir riebalai, dZiovinama spintoje dar 30 min 130 °C temperatiiroje. Dviejy
svérimo rezultaty skirtumas neturi bati didesnis nei 0,1 % drégmes kiekio.

Javai, miltai, kruopos ir rupts miltai

Indas su dangciu (3.3) pasveriamas 0,5 mg tikslumu. Mazdaug 5 g éminio pasveriama 1 mg tikslumu, éminys
supilamas  pasverta indg ir lygiai paskleidziamas. Neuzdengtas indas dedamas j dZiovinimo spinta, jkaitinta iki
130 °C. Indg reikia jdéti kiek jmanoma greiciau, kad per daug nenukristy temperatiira spintoje. DZiovinama dvi
valandas, skai¢iuojant nuo to momento, kai spintos temperatiira vél pasiekia 130 °C. Indas uzdengiamas dangciu,
iSimamas i§ dZiovinimo spintos, 30-45 min laikomas eksikatoriuje (3.6), kad atvésty, ir pasveriamas 1 mg
tikslumu.

Kombinuotieji pasarai, kurie turi daugiau nei 4 % sacharozés arba laktozés: paSarinés Zaliavos, pvz., saldZiosios
ceratonijos ankstys, hidrolizuotieji javy produktai, salyklas, dZiovinti runkeliy grieziniai, Zuvy hidrolizatai ir
cukraus Zlaugtai; kombinuotieji pasarai, turintys daugiau nei 25 % mineraliniy drusky, jskaitant kristalizacinj
vandeni.

Indas su dangciu (3.3) pasveriamas 0,5 mg tikslumu. Mazdaug 5 g éminio pasveriama 1 mg tikslumu, éminys
supilamas | pasvertg indg ir lygiai paskleidziamas. Neuzdengtas indas dedamas j vakuuming dziovinimo spinta
(3.5), ikaitinta iki 80-85 °C. Inda reikia jdéti kiek jmanoma greiciau, kad per daug nenukristy temperatiira
spintoje.

Slegis sumazinamas iki 100 mm Hg stulpelio ir tokiame slégyje keturias valandas dziovinama karsto sauso oro
srove arba dziovikliu (20 éminiy reikia apie 300 g). Pastaruoju atveju, pasiekus nurodyta slégj, vakuuminis
siurblys i§jungiamas. DZiovinimo trukmé skaiciuojama nuo to momento, kai dZiovinimo spintos temperatiira vél
pakyla iki 80-85 °C. Dziovinimo spintos slégis atsargiai padidinamas iki atmosferos slégio. Spinta atidaroma,
indas nedelsiant uzdengiamas dangciu, iSimamas i§ spintos, laikomas 30-45 min eksikatoriuje (3.6), kad atvésty,
ir pasveriamas 1 mg tikslumu. Dziovinama dar 30 min vakuuminée dziovinimo spintoje 80-85 °C
temperatiiroje ir dar karta pasveriama. Siy dviejy svérimy rezultaty skirtumas neturi biiti didesnis nei 0,1 %

drégmés kiekio.

Pradinis dZiovinimas

Pasarai, i§skyrus i§vardytus 4.3.2

Kietieji labai drégni pasarai, kuriuos sunku susmulkinti, turi bati i§ anksto dziovinami taip:

[ tinkamg indg (pvz., ant 20 x 12 cm aliuminio plokstés su 0,5 cm krastu) pasveriama 50 g nesusmulkinto éminio
10 mg tikslumu (prireikus presuotus arba j gabalus sulipusius pasarus galima kazkiek sutrupinti). DZiovinama
dziovinimo spintoje 60-70 °C temperatiiroje tol, kol drégmés kiekis nesumazéja iki 8—12 %. Eminys i$imamas i$
dziovinimo spintos, neuzdengtas valandg vésinamas laboratorijoje ir pasveriamas 10 mg tikslumu. Nedelsiant
susmulkinamas, kaip nurodyta 4.1.1, ir dZiovinamas, kaip nurodyta 4.2.1 arba 4.2.3, atsizvelgiant j pasary tipa.

Javai

Javai, kuriy drégmeés kiekis didesnis nei 17 % turi biti i§ anksto dZiovinami taip:
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| tinkamg indg (pvz., ant 20 x 12 cm aliuminio plokstés su 0,5 cm krastu) pasveriama 50 g nesusmulkinto
éminio 10 mg tikslumu. 5-7 min dZiovinama dZiovinimo spintoje 130 °C temperatiiroje. Eminys iSimamas i
dziovinimo spintos, neuzdengtas dvi valandas vésinamas laboratorijoje ir pasveriamas 10 mg tikslumu.
Nedelsiant susmulkinamas, kaip nurodyta 4.1.2, ir dziovinamas, kaip nurodyta 4.2.2.

Rezultaty apskaiciavimas

Drégmés kiekis éminio masés procentais (X) apskaiciuojamas pagal Sias formules:

Dziovinimas, kai netaikomas pradinis dziovinimas

X:(m—mo)

x 100

kurioje:

m = tiriamojo éminio pradinis svoris gramais;
idziovinto tiriamojo éminio svoris gramais.

my

Dziovinimas, kai taikomas pradinis dZiovinimas

- 100
X, = (m3 ~mo) x my +m—m1} w2100 x (1—7““ Xmo)
m

m, m X mjp
kurioje:
m = tiriamojo éminio pradinis svoris gramais,
m; = tiriamojo éminio svoris po pradinio dZiovinimo gramais,
m, = tiriamojo éminio svoris po smulkinimo arba malimo gramais,
my = iddZiovinto tirilamojo éminio svoris gramais.
Pakartojamumas

Dviejy to paties éminio lygiagre¢iy matavimy rezultaty skirtumas ne didesnis nei 0,2 % drégmés kiekio
absoliuciosios vertés.

Pastaba

Jei paaiskéja, kad éminj batina susmulkinti, ir pastebima, kad produkto drégmeés kiekis pakito, pasary
komponenty analizés rezultatus reikia perskaiciuoti pagal pradinés biklés éminio drégmeés kieki.

B.  GYVONINIYJ IR AUGALINIY RIEBALU BEI ALIEJU DREGMES KIEKIO NUSTATYMAS
Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu galima nustatyti vandens ir lakiyjy medziagy kiekj gyviininés ir augalinés kilmés riebaluose bei
aliejuose.

Metodas

Eminys dZiovinamas 103 °C temperatiiroje iki pastoviosios masés (masés sumazéjimas tarp dviejy paeiliui
atlickamy sveérimy turi biiti maZesnis arba lygus 1 mg). NuodzZitvis nustatomas sveriant.

Aparatiira

Indas ploks¢iu dugnu i§ korozijai atsparios medziagos, skersmuo 8-9 cm, aukstis — 3 cm.

Mazdaug 10 cm ilgio gyvsidabrio termometras, su padalomis nuo 80 °C iki bent 110 °C, su pastorintu
burbuliuku ir plétimosi vamzdziu virSutiniame gale.

Smélio vonia arba elektriné kaitlenté.
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Eksikatorius su veiksmingu dziovikliu.

Analizinés svarstyklés.

Procediira
| sausg pasverta indg (3.1), | kurj jdétas termometras (3.2), 1 mg tikslumu pasveriama apie 20 g homogenizuoto

éminio. Nuolat maiSant termometru, kaitinama ant smélio vonios arba kaitlentés (3.3) taip, kad mazdaug per
7 min temperatiira pasiekty 90 °C.

Kaitinimas sumazinamas, stebint, kaip daznai nuo indo dugno kyla burbuliukai. Temperattira turi biti ne
aukstesné kaip 105 °C. MaiSoma toliau, braukiant per indo dugna tol, kol nebesusidaro burbuliuky.

Siekiant uztikrinti visiska drégmés pasalinima, dar keletg karty kaitinama iki 103 °C + 2 °C, kaskart tarp
kaitinimy atvésinant éminj iki 93 °C. Tada paliekama eksikatoriuje (3.4) atvésti iki kambario temperatiiros ir
pasveriama. Sis veiksmas kartojamas tol, kol éminio svoris tarp i eilés atlickamy kaitinimo veiksmy sumazéja ne
daugiau kaip 2 mg.

N.B Eminio svorio padidéjimas po kartotiniy kaitinimo veiksmy rodo, kad oksiduojasi riebalai, todél §iuo
atveju rezultatai skaiciuojami pagal svérimo duomenis, gautus pries tai, kai svoris pradéjo didéti.

Rezultaty apskaiciavimas

Drégmeés kiekis éminio procentine dalimi (X) apskai¢iuojamas pagal $ig formulg:

kurioje:

m = tiriamojo éminio svoris gramais;
= indo su turiniu svoris prie§ kaitinima gramais;

Ei
|

= indo du turiniu svoris po kaitinimo gramais.

3
|

MaZesni nei 0,05 % rezultatai turi bati uzraSomi kaip ,maziau nei 0,05 %*.

Pakartojamumas

Dviejy to paties éminio lygiagreciai atliktos drégmeés kiekio analizés rezultaty skirtumas neturi biti didesnis nei
0,05 % absoliuciaja verte.

C.  ZALIU BALTYMU KIEKIO NUSTATYMAS
Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu galima nustatyti zaliy baltymy kiekj pasaruose pagal Kjeldalio metodu nustatomg azoto kieki.

Metodas

Eminys skaidomas sieros riigitimi esant katalizatoriui. Riigtus tirpalas $arminamas natrio hidroksido tirpalu.
Gautas amoniakas distiliuojamas ir surenkamas Zinomame kickyje sieros rigsties, kurios perteklius titruojamas
natrio hidroksido standartiniu tirpalu.

Pagal kita metoda iSsiskyres amoniakas distiliuojamas | tirpala su boro rugsties pertekliumi, tada titruojama
vandenilio chlorido rigsties arba sieros riigties tirpalu.

Reagentai

Kalio sulfatas
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Katalizatorjus: vario (II) oksidas CuO arba vario (I) sulfato pentahidratas CuSO4 5H,0

Cinko granulés

Sieros riigstis, pyo = 1,84 g/ml

Sieros riigstis, standartinis tirinés titrimetrijos tirpalas, ¢(H,SO4) = 0,25 mol/l

Sieros riigstis, standartinis tirinés titrimetrijos tirpalas, ¢(H,SO4) = 0,10 mol/l

Sieros riigstis, standartinis tfirinés titrimetrijos tirpalas, ¢(H,SO,) = 0,05 mol/l

Indikatorius metilraudonasis: 300 mg metilraudonojo istirpinama 100 ml etanolio, 6 = 95-96 % (V|V)
Natrio hidroksido tirpalas (galima naudoti techninj hidroksida) f = 40 g/100 ml (m/V: 40 %)

Natrio hidroksidas, standartinis tGrinés titrimetrijos tirpalas, c(NaOH) = 0,25 mol/l

Natrio hidroksidas, standartinis tiirinés titrimetrijos tirpalas, ¢(NaOH) = 0,10 mol/l

Pemzos granulés, i§plautos vandenilio chlorido rugstyje ir iskaitintos

Acetanilidas (lyd. temp. = 114 °C, N kiekis = 10,36 %)

Sacharozé (neturinti azoto)

Boro riigstis (H;BOs)

Indikatoriaus metilraudonojo tirpalas: 100 mg metilraudonojo iStirpinama 100 ml etanolio arba metanolio
Bromkrezolio Zaliojo tirpalas: 100 mg bromkrezolio Zaliojo istirpinama 100 ml etanolio arba metanolio
Boro riigsties tirpalas (10 g/1-40 g/l atsizvelgiant | naudojamg aparattirg)

Kai ekvivalentinis taskas nustatomas kolorimetriskai, i boro riigsties tirpalus turi bati jdéta metilraudonojo ir
bromkrezolio Zaliojo indikatoriy. Jei ruosiamas 1 litras boro riigsties tirpalo, pries skiedziant iki Zymés jpilama
7 ml metilraudonojo indikatoriaus tirpalo (3.16) ir 10 ml bromkrezolio Zaliojo tirpalo (3.17).

Priklausomai nuo naudojamo vandens, skirtingy partijy boro riigties tirpaly pH verté gali skirtis. Daznai biitina
koreguoti nedideliu $armo tirpalo tiiriu, kad biity gautas teigiamas tusciasis éminys.

Pastaba. Paprastai tinkamai korekcijai pakanka mazdaug 3 ml-4 ml NaOH (3.11) 1 litrui 10 g/l boro riigsties.
Tirpalas laikomas kambario temperatiiroje, apsaugotas nuo viesos ir amoniako gary 3altiniy.

Vandenilio chlorido riigsties standartinis tirinés titrimetrijos tirpalas c(HCl) = 0,10 mol/l

Pastaba. Galima naudoti kitokios koncentracijos tiirinés titrimetrijos tirpalus (3.5, 3.6, 3.7, 3.10, 3.11 ir 3.19), jei
apskaiciuojant bty daroma korekcija dél koncentracijos. Koncentracijos vertés visuomet isreiskiamos
keturiais skaiciais po kablelio.

Aparatiira

Aparatiira, tinkama skaidyti, distiliuoti ir titruoti pagal Kjeldalio procediirg.

Procediira
Skaidymas

1 g éminio pasveriama 0,001 g tikslumu ir éminys supilamas i skaidymo aparato kolbg. Idedama 15 g kalio
sulfato (3.1) ir atitinkamas kiekis katalizatoriaus (3.2) (0,3-0,4 g vario oksido arba 0,9-1,2 g vario (II) sulfato
pentahidrato), jpilama 25 ml sieros rugsties (3.4, prireikus jmetamos kelios pemzos granulés (3.12) ir
sumaiSoma.
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Kolba i3 pradziy Sildoma, kartkartémis ja sukiojant, ant nestiprios ugnies tol, kol masé¢ suangléja ir nelieka puty;
tada Sildoma stipriau tol, kol tirpalas pradeda nuolat virti. Kaitinimas yra pakankamas, jei verdanti rigstis
kondensuojasi ant kolbos sieneliy. Reikia Zitréti, kad neperkaisty Soninés kolbos sienelés ir prie jy neprilipty
organiniy medziagy daleliy.

Kai tirpalas tampa skaidrus ir $viesiai Zalias, virinama dar dvi valandas, véliau paliekama atvésti.

Distiliavimas

Atsargiai jpilama pakankamai vandens, kad visiskai istirpty sulfatai. Palickama atvesti ir jdedamos kelios cinko
granulés (3.3). Tesiama pagal 5.2.1 arba 5.2.2.

Distiliavimas | sieros ragstj

[ distiliavimo aparato surinkimo kolbg jpilama lygiai 25 ml sieros riigsties (3.5) arba (3.7) tirpalo, atsizvelgiant
i tai, kiek éminyje galéty biiti azoto. [ladinami keli lasai metilraudonojo indikatoriaus (3.8).

Skaidymo aparato kolba prijungiama prie distiliavimo aparato kondensatoriaus, kurio antgalis ne maziau kaip
per centimetra jmerkiamas j surinkimo kolboje esantj skystj (zr. 8.3 pastabg). NeleidZiant amoniakui garuoti (Zr.
8.1 pastaba), i kolbg létai jpilama 100 ml natrio hidroksido tirpalo (3.9). Kolba kaitinama tol, kol amoniakas
baigiamas distiliuoti.

Distiliavimas | boro ragstj

Jei amoniakas distiliate titruojamas rankiniu badu, taikoma toliau nurodyta procedira. Jei distiliavimo jrenginys
yra visiSkai automatizuotas, jskaitant amoniako distiliate titravimg, laikomasi gamintojo instrukcijy dél
distiliavimo jrenginio naudojimo.

Surinkimo kolba su 25 ml-30 ml boro rigsties tirpalo (3.18) statoma po kondensatoriaus isleidZiamuoju
antgaliu taip, kad tiekimo vamzdis buity Zemiau boro rtgsties pertekliy turincio tirpalo pavirsiaus. Distiliavimo
jrenginys nustatomas dozuoti 50 ml natrio hidroksido tirpalo (3.9). Distiliavimo jrenginys naudojamas pagal
gamintojo instrukcijas ir amoniakas distiliuojamas jpilant natrio hidroksido tirpalo. Distiliatas surenkamas j boro
rugsties tirpalg. Distiliato kiekis (distiliavimo garais trukmé) priklauso nuo azoto kiekio éminyje. Laikomasi
gamintojo instrukcijy.

Pastaba. Pusiau automatizuotame distiliavimo jrenginyje natrio hidroksido pertekliaus jpylimas ir distiliavimas
garais atlickamas automatiskai.

Titravimas

Tesiama pagal 5.3.1 arba 5.3.2.

Sieros rugStis

Atsizvelgiant | naudotos sieros riigsties koncentracija, sieros rigsties perteklius surinkimo kolboje titruojamas
natrio §armo (3.10 arba 3.11) tirpalu tol, kol pasiekiamas ekvivalentinis taskas.

Boro ragstis

Surinkimo kolbos turinys titruojamas i§ biuretés vandenilio chlorido riigsties standartiniu tirinés titrimetrijos
tirpalu (3.19) arba sieros riigsties standartiniu tiirinés titrimetrijos tirpalu (3.6) ir uZraSomas sunaudoto titranto
taris.

Kai ekvivalentinis taskas nustatomas kolorimetriskai, ekvivalentinis taskas pasiekiamas, pirma kartg atsiradus
tirpalo roZinei spalvai. Biuretés rodmuo jvertinamas 0,05 ml tikslumu. ApSviesta magnetiné maiSyklé arba
fotometrinis detektorius gali padéti lengviau pamatyti ekvivalentinj taska.

Tai galima atlikti automatiskai, naudojant distiliavimo garais jrenginj su automatiniu titravimu.

Konkretus distiliatorius (titratorius) naudojamas pagal gamintojo instrukcijas.
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Pastaba. Naudojant automatizuotg titravimo sistema, titruoti pradedama iSkart, kai prasideda distiliavimas ir
sunaudojama 1 % boro riigsties tirpalo (3.18).

Jei naudojamas visiskai automatizuotas distiliavimo jrenginys, amoniako automatinj titravimg galima
atlikti naudojant potenciometring pH sistema ekvivalentiniam taskui nustatyti.

Siuo atveju naudojamas automatinis titratorius su pH-metru. pH-metras tinkamai sukalibruotas pH 4-
pH 7 intervale pagal jprastas laboratorines pH-metro kalibravimo procedaras.

Titravimo ekvivalentinis taskas pagal pH atitinka pH verte 4,6, Sis taskas yra staCiausias titravimo kreivés
taskas (perlinkio taskas).

5.4 Tusciasis bandymas

Sickiant patvirtinti, kad reagentai neturi azoto, atlickamas tuCiasis bandymas (skaidymas, distiliavimas ir
titravimas), vietoj éminio naudojant 1 g sacharozés (3.14).

6. Rezultaty apskaiciavimas

Apskaiciuojama pagal 6.1 arba 6.2.

6.1 Apskaiciavimas titruojant pagal 5.3.1

Zaliy baltymy kiekis, iSreikstas svorio procentais, apskaiciuojamas pagal §ia formule:

(Vo-V1) x ¢ x 0,014 x 100 x 6,25
m

kurioje:

<
(=]
I

NaOH (3.10 arba 3.11) tiiris, sunaudotas tus¢iajam bandymui, ml;
V; = NaOH (3.10 arba 3.11) tiiris, sunaudotas éminiui titruoti, ml;
¢ = natrio hidroksido (3.10 arba 3.11) koncentracija, mol/l;
m = éminio svoris, g.

6.2 Apskaiciavimas titruojant pagal 5.3.2

6.2.1 Titravimas vandenilio chlorido ragstimi

Zaliy baltymy kiekis, isreikstas svorio procentais, apskaic¢iuojamas pagal 3ig formule:

(Vi=Vg) xcx 1,4 %625
m

kurioje:

m = tirlamosios dalies svoris, g;

¢ = vandenilio chlorido riigsties standartinio tdirinés titrimetrijos tirpalo (3.19) koncentracija, mol/l;

Vo = tus¢iajam bandymui sunaudotas vandenilio chlorido ragsties taris, ml;

V; = tiriamajai daliai sunaudotas vandenilio chlorido rigsties taris, ml.
6.2.2 Titravimas sieros ragstimi

Zaliy baltymy kiekis, iSreiktas svorio procentais, apskaiciuojamas pagal $ia formule:

(Vl _VO) X cX 28 x 6,25

m
kurioje:

m = tiriamosios dalies svoris, g

¢ = sieros ragsties standartinio tarinés titrimetrijos tirpalo (3.6) koncentracija, mol/l;

Vy = tusCiajam bandymui sunaudotas sieros riigsties (3.6) tiris, ml;

V; = tiriamajai daliai sunaudotas sieros rigsties (3.6) tiris, ml.
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Metodo tikrinimas
Pakartojamumas

Dviejy rezultaty, gauty atliekant du lygiagrecius to paties éminio matavimus, skirtumas neturi biti didesnis nei:
— 0,2 % absoliucigja verte, kai zaliy baltymy kiekis maZesnis nei 20 %,
— 1,0 % didziausios vertés, kai Zaliy baltymy kiekis 20-40 %,

— 0,4 % absoliucigja verte, kai zaliy baltymy kiekis didesnis nei 40 %.

Tikslumas

Atliekama 1,5-2,0 g acetanilido (3.13) analizé (skaidymas, distiliavimas ir titravimas), jdéjus 1 g sacharozés
(3.14). 1 g acetilanilido sunaudoja 14,80 ml sieros rtigsties (3.5). ISgavos dydis turi biiti ne mazesnis nei 99 %.

Pastabos

Aparatiira gali biiti rankinio, pusiau automatinio arba automatinio tipo. Jei naudojama aparatiira, kai éminj po
skaidymo reikia supilti j distiliavimo jrenginij, turi bati supilama be nuostoliy. Jei distiliavimo aparato kolba neturi
lasinamojo piltuvo, natrio $armo tirpalas jpilamas prie$ pat kolba prijungiant prie kondensatoriaus, skystj i3 léto
pilant kolbos siencle.

Jei skaidymo produktas sukietéja, analizé pradedama i§ naujo su didesniu nei pirmiau nurodyta sieros rugsties
tirpalo (3.4) kiekiu.

Produktams, kuriuose azoto kiekis nedidelis, j surinkimo kolbg jpilamo sieros rtigties tirpalo (3.7) tiiris prireikus
gali buti sumazintas iki 10 arba 15 ml, skiedZiant vandeniu iki 25 ml.

Atliekant jprasta analiz¢, galima taikyti alternatyviuosius metodus Zaliy baltymy kiekiui nustatyti, bet Sioje
C dalyje aprasytas Kjeldalio metodas yra pamatinis metodas. Rezultaty gauty alternatyviaisiais metodais
(pvz., DUMAS) lygiavertiskumas palyginti su pamatiniu metodu turi bati jrodytas kiekvienai matricai atskirai.
Kadangi alternatyviuoju metodu gauti rezultatai ir pamatiniu metodu gauti rezultatai gali Siek tiek skirtis, netgi
patikrinus lygiavertiskuma, analizés ataskaitoje batina nurodyti Zaliy baltymy kiekiui nustatyti taikyta analizés
metoda.

D. KARBAMIDO NUSTATYMAS
Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu galima nustatyti karbamido kiekj pasaruose.

Metodas

Eminys suspenduojamas vandenyje kartu su skaidrinancigja medziaga. Suspensija filtruojama. Dedama
4-dimetilaminobenzaldehido (4-DMAB) ir karbamido kiekis filtrate nustatomas matuojant optinj tankj, esant
bangos ilgiui 420 nm.

Reagentai

4-dimetilaminobenzaldehido tirpalas: 1,6 g 4-DMAB istirpinama 100 ml 96 % etanolio ir jpilama 10 ml
vandenilio chlorido riigsties (pyo = 1,19 g/ml). §j reagenta galima laikyti ne ilgiau kaip dvi savaités.

Carrez I tirpalas: vandenyje iStirpinama 21,9 g cinko acetato, Zn(CH;COO),-2H,0 ir 3 g ledinés acto riigsties.
Skiedziama vandeniu iki 100 ml.

Carrez II tirpalas: vandenyje iStirpinama 10,6 g kalio heksacianoferato (1I), K4Fe(CN)s 3H,0. SkiedZiama vandeniu
iki 100 ml.

Aktyvintosios anglys, kurios nesugeria karbamido (turi bati patikrinta).
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Karbamido 0,1 % (m/V) tirpalas.

Aparatiira

Maisiklis (vartytuvas), apsisukimy daznis mazdaug 35-40 min™".
Meégintuvéliai: 160 x 16 mm su $lifo kam3ciais.

Spektrofotometras.

Procediira

Eminio analizé

1 mg tikslumu pasveriama 2 g éminio, kuris kartu su 1 g aktyvinty angliy (3.4) supilamas j 500 ml matavimo
kolba. Ipilama 400 ml vandens ir 5 ml Carrez I (3.2) tirpalo, mazdaug 30 s maiSoma ir jpilama 5 ml Carrez Il (3.3)

tirpalo. Trisdesimt minuciy tirpalas mai§omas vartytuve. Tirpalas skiedZiamas vandeniu iki Zymés, sumaiSomas ir
filtruojamas.

I mégintuvélius su $lifo kamsciais jpilama 5 ml skaidraus bespalvio filtrato, 5 ml 4-DMAB tirpalo (3.1) ir
sumaiSoma. Mégintuvéliai statomi | vandens vonig 20 °C (+/- 4 °C) temperatiiroje. Po penkiolikos minuciy
spektrofotometru matuojamas éminio tirpalo optinis tankis, esant 420 nm bangos ilgiui. Palyginamuoju tirpalu
naudojamas tu$¢iam éminiui ruosti naudojamy reagenty tirpalas.

Kalibravimo kreivé

] 100 ml matavimo kolbas jpilama 1, 2, 4, 5 ir 10 ml karbamido tirpalo (3.5) ir skiedZiama vandeniu iki Zymés.
Paimama po 5 ml kiekvieno tirpalo, i kiekvieng i§ jy jpilama 5 ml 4-DMAB tirpalo (3.1), sumaiSoma ir, kaip

nurodyta anksciau, matuojamas jy optinis tankis, lyginant su kontroliniu tirpalu, turin¢iu 5 ml 4-DMAB ir 5 ml
vandens, neturin¢io karbamido. BréZziama kalibravimo kreivé.

Rezultaty apskaiciavimas

Pagal kalibravimo kreive nustatomas karbamido kiekis éminyje.

Rezultatas iSreiskiamas éminio masés procentais.

Pastabos

Tais atvejais, kai karbamido kiekis yra didesnis nei 3 %, imama 1 g éminio arba pradinis tirpalas skiedziamas tiek,
kad jo 500 ml biity ne daugiau nei 50 mg karbamido.

Tuo atveju, kai karbamido yra mazai, éminio kiekis padidinamas tiek, kad filtratas dar likty skaidrus ir bespalvis.

Jei éminyje yra nesudétingy azoto junginiy, pvz., aminoriigiciy, optinis tankis matuojamas esant 435 nm bangos
ilgiui.

E.  LAKIUJU AZOTO BAZI\J NUSTATYMAS
L MIKRODIFUZIJOS METODAS
Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu galima nustatyti pasaruose esanciy lakiyjy azoto baziy kiekj, isreiksta amoniaku.

Metodas

Eminys ekstrahuojamas vandeniu, tirpalas skaidrinamas ir filtruojamas. Lakiosios azoto bazés i§stumiamos
mikrodifuzijos biidu, naudojant kalio karbonato tirpala, surenkamos boro riigties tirpale ir titruojamos sieros
rigstimi.
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Reagentai

Trichloracto riigsties tirpalas, 20 % (m/V).

Indikatorius: 33 mg bromkrezolio Zaliojo ir 65 mg metilraudonojo istirpinama 100 ml 95-96 % (V/V) etanolio.

Boro riigsties tirpalas: 1 1 matavimo kolboje istirpinama 10 g boro riigsties, 200 ml 95-96 % (V/V) etanolio ir
700 ml vandens. [pilama 10 ml indikatoriaus (3.2). SumaiSoma ir, jei reikia, gaunama $viesiai raudona tirpalo
spalva, jpilant natrio hidroksido tirpalo. 1 ml Sio tirpalo surisa ne daugiau nei 300 pg NH;.

Sotusis kalio karbonato tirpalas: 100 ml verdancio vandens istirpinama 100 g kalio karbonato. Atvésinama ir
filtruojama.

Sieros rtigstis 0,01 mol/l.

Aparatiira

Maigiklis (vartytuvas), apsisukimy daznis mazdaug 35-40 minl.

Stiklinés arba plastikinés Conway kiuvetés (zr. schema).

Mikrobiuretés, graduotos 1/100 ml padalomis.

Procediira

10 g éminio pasveriama 1 mg tikslumu ir naudojant 100 ml vandens supilama i 200 ml matavimo kolba.
30 min maiSoma mai§ymo bigne. [pilama 50 ml trichloracto riigsties tirpalo (3.1), skiedZiama vandeniu iki
Zymés, stipriai supurtoma ir filtruojama per gofruotajj filtra.

Pipete jlainama 1 ml boro riigsties tirpalo (3.3) | Conway kiuvetés centring dalj ir 1 ml éminio filtrato j kiuvetés
iSorinj Zieda. 13 dalies uzdengiama tepalu suteptu dangciu. | iSorinj Zieda greitai jlasinama 1 ml soc¢iojo kalio
karbonato tirpalo (3.4) ir uzdengiama taip, kad i kiuvete nepatekty oro. Kiuveté atsargiai sukiojama apie asj
horizontalioje plokstumoje taip, kad abu reagentai susimaiSyty. Inkubuojama kambario temperatiiroje bent
keturias valandas arba 40 °C temperatiiroje viena valanda.

Lakiosios bazés boro riigties tirpale i§ mikrobiuretés (4.3) titruojamos 0,01 mol/l sieros riigstimi (3.5).

Pagal tg pacig procediirg atlickamas tuiciasis bandymas, bet be analizuojamo éminio.

Rezultaty apskaiciavimas

1 ml 0,01 mol/l H,SO, atitinka 0,34 mg amoniako.

Rezultatai iSreiskiami éminio masés procentais.

Pakartojamumas

Dviejy lygiagreciai atlikty to paties éminio nustatymy rezultaty skirtumas ne didesnis nei:

— 10 % santykinés vertés, kai amoniako kiekis mazesnis nei 1,0 %;

— 0,1 % absoliucigja verte, kai amoniako kiekis 1,0 % arba didesnis.

Pastaba

Jei amoniako kiekis éminyje didesnis nei 0,6 %, pradinis filtratas skiedziamas.
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3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

4.1

4.2

I DISTILIAVIMO METODAS
Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu galima nustatyti lakiyjy azoto baziy kieki, isreikitg amoniaku, Zuvies miltuose, kuriuose beveik néra
karbamido. Jj galima taikyti tik mazesniam nei 0,25 % amoniako kiekiui.

Metodas

Eminys ekstrahuojamas vandeniu, tirpalas skaidrinamas ir filtruojamas. Lakiosios azoto bazés iSstumiamos
virimo temperatiiroje, pridedant magnio oksido, ir surenkamos tam tikrame kiekyje sieros rigsties, kurios
perteklius atvirksciai titruojamas natrio hidroksido tirpalu.

Reagentai

Trichloracto riigsties tirpalas, 20 % (m/V).

Magnio oksidas.

Priespucio emulsija (pvz., siloksanas).

Sieros riigsties 0,05 mol/l tirpalas.

Natrio hidroksido 0,1 mol/l tirpalas.

Metilraudonojo tirpalas, 0,3 % tirpalas 95-96 % (V/V) etanolyje.
Aparatiira

Maigiklis (vartytuvas), daznis mazdaug 35-40 sik./min.
Distiliavimo aparatas, Kjeldalio tipo.

Procediira

10 g éminio pasveriama 1 mg tikslumu ir naudojant 100 ml vandens supilama i 200 ml matavimo kolba.
30 min maiSoma maiSymo bigne. Ipilama 50 ml trichloracto riigsties tirpalo (3.1), skiedZiama vandeniu iki
Zymés, stipriai supurtoma ir filtruojama per gofruotajj filtra.

Paimamas skaidraus filtrato kiekis, atitinkantis numatoma lakiyjy azoto baziy kiekj (paprastai reikia 100 ml).
Skiedziama iki 200 ml, jdedama 2 g magnio oksido (3.2) ir jlasinami keli laai priespucio emulsijos (3.3). Tirpalas
turi bati Sarminis pagal lakmusg; priesingu atveju jdedama dar Siek tiek magnio oksido (3.2). Tesiama pagal
analizés metodo, taikomo zaliy baltymy kiekiui nustatyti (Sio priedo C dalis), 5.2 ir 5.3 punktus.

Pagal ta pacig procediirg atlickamas tusiasis bandymas, bet be analizuojamo éminio.

Rezultaty apskaiciavimas

1 ml 0,05 mol/l H,SO, atitinka 1,7 mg amoniako.
Rezultatai i$reiskiami éminio masés procentais.

Pakartojamumas

Dviejy lygiagreciai atlikty to paties éminio nustatymy rezultaty skirtumas ne didesnis nei 10 % amoniako
santykinés vertés.

F.  AMINO RUGSCIU (ISSKYRUS TRIPTOFANA) NUSTATYMAS
Tikslas ir taikymo sritis

Naudojant aminorigsiy analizatoriy, $iuo metodu galima nustatyti laisvyjy (sintetiniy ir gamtiniy) amino
rigsciy ir suminj (peptidy ir laisvyjy) aminorigiciy kiekj pasaruose. Sis metodas tinka Sioms aminortigstims:
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3.1
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3.7

3.8

3.9

cisteinui (cistinui), metioninui, lizinui, treoninui, alaninui, argininui, asparto ir glutamino rugstims, glicinui,
histidinui, izoleucinui, leucinui, fenilalaninui, prolinui, serinui, tirozinui ir valinui.

Siuo metodu negalima atskirti aminorfigiciy drusky ir negalima atskirti aminorfigs¢iy D-ir L-formy. Metodas
netinka triptofano arba hidroksigrupe turintiems aminortigs¢iy analogams nustatyti.

Metodas
Laisvosios aminoriigstys

Laisvosios aminoriigstys ekstrahuojamos praskiesta vandenilio chlorido rfigstimi. Kartu ekstrahuojamos azoto
turin¢ios makromolekulés nusodinamos sulfosalicilo rtigstimi ir atskiriamos filtruojant. Nustatoma filtruoto
tirpalo pH verté 2,20. Aminorigstys atskiriamos jony mainy chromatografija ir nustatomos fotometriskai
vykdant reakcijg su ninhidrinu, kai bangos ilgis 570 nm.

Suminis aminoriigsciy kiekis

Pasirinkta procedira priklauso nuo tiriamy aminortigi¢iy. Cisteinas (cistinas) ir metioninas prie§ hidrolize turi
bati oksiduojami iki cistino rigities ir metionino sulfono. Tirozinas turi biti nustatomas neoksiduoty éminiy
hidrolizatuose. Visos kitos 1 skirsnyje i§vardytos aminortigstys gali bati nustatomos arba oksiduotuose, arba
neoksiduotuose éminiuose.

Oksidacija atlickama peroksiskruzdziy riigsties ir fenolio misiniu 0 °C temperatiiroje. Oksidacijos reagento
perteklius skaidomas natrio disulfitu. Oksiduoti ar neoksiduoti éminiai 23 valandas hidrolizuojami vandenilio
chlorido rtigstimi (3.20). Nustatoma hidrolizaty pH verté 2,20. Aminortgstys atskiriamos taikant jony mainy
chromatografija ir nustatomos fotometriniu metodu vykdant reakcija su ninhidrinu, esant 570 nm (prolinui —
440 nm).

Reagentai

Turi biti naudojamas du kartus distiliuotas arba atitinkamos kokybés (elektrinis laidis < 10 pS) vanduo.
Vandenilio peroksidas, w (w/w) = 30 %.

Skruzdziy rigstis, w (w/w) = 98-100 %.

Fenolis.

Natrio disulfitas.

Natrio hidroksidas.

5-sulfosalicilo rtigdties dihidratas.

Vandenilio chlorido riigstis, tankis mazdaug 1,18 g/ml.

trinatrio citrato dihidratas.

2,2-tiodietanolis (tiodiglikolis).

Natrio chloridas.

Ninhidrinas.

Petroleteris, virimo temperatiiros intervalas 40—-60 °C.

Norleucinas arba kitas junginys, kurj galima naudoti kaip vidinj etalong.
Azoto dujos (< 10 ppm deguonies).

1-oktanolis.
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3.16 Aminoragstys.

3.16.1 1 skirsnyje i$vardyty medziagy etalonai. Grynieji junginiai, neturintys kristalizacinio vandens. DZiovinami
vakuume vir§ P,Os arba H,SO, likus savaitei iki naudojimo.

3.16.2 Cistino riigstis.

3.16.3  Metionino sulfonas.

3.17 Natrio hidroksido tirpalas, ¢ = 7,5 mol/l:
300 g NaOH (3.5) istirpinama vandenyje ir skiedziama iki 1 litro.

3.18 Natrio hidroksido tirpalas, ¢ = 1 mol/l:
40 g NaOH (3.5) istirpinama vandenyje ir skiedziama iki 1 litro.

3.19 Skruzdziy riigsties ir fenolio tirpalas:
889 g skruzdziy riigities (3.2) sumaiSoma su 111 g vandens ir jdedama 4,73 g fenolio (3.3).

3.20 Hidrolizés misinys, ¢ = 6 mol/l HC tirpalas, turintis 1 g/l fenolio:
jdedama 1 g fenolio (3.3) { 492 ml HCl (3.7) ir skiedZiama vandeniu iki 1 litro.

3.21 Ekstrahavimo misinys, ¢ = 0,1 mol/l HCl tirpalas, turintis 2 % tiodiglikolio: paimama 8,2 ml HCl (3.7),
skiedziama mazdaug 900 ml vandens, jpilama 20 ml tiodiglikolio (3.9) ir skiedZiama vandeniu iki 1 litro
(tiesiogiai nemaisyti 3.7 ir 3.9).

3.22 5-sulfosalicilo rigstis, £ = 6 %:
60 g 5-sulfosalicilo ruigsties (3.6) istirpinama vandenyje ir skiedziama vandeniu iki 1 litro.

3.23 Oksidavimo misinys (peroksiskruzdziy riigtis ir fenolis):
Mazoje stiklingje sumaiSoma 0,5 ml vandenilio peroksido (3.1) ir 4,5 ml skruzdziy rigsties bei fenolio tirpalo
(3.19). Laikoma 1 val. 20-30 °C temperatiiroje, kad susidaryty peroksiskruzdziy rugstis, ir prie$ supilant j éminj
$aldoma ledo ir vandens vonioje (15 min).
Ispéjimas. Vengiama patekimo ant odos ir dévimi apsauginiai drabuzZiai.

3.24 Citratinis buferinis tirpalas, ¢ = 0,2 mol Na*/l, pH 2,20:
mazdaug 800 ml vandens istirpinama 19,61 g natrio citrato (3.8), 5 ml tiodiglikolio (3.9), 1 g fenolio (3.3) ir
16,50 ml HCI (3.7). Nustatoma pH verté 2,20. Skiedziama vandeniu iki 1 litro.

3.25 Plovimo buferiniai tirpalai, paruosti pagal naudojamo analizatoriaus (4.9) salygas.

3.26 Ninhidrino reagentas ruo$iamas pagal analizatoriaus (4.9) salygas.

3.27 Aminoriigi¢iy etaloniniai tirpalai. Sie tirpalai laikomi Zemesnéje nei 5 °C temperatiiroje.

3.27.1  Aminoriigi¢iy pradiniai etaloniniai tirpalai (3.16.1).
¢ = 2,5 pmol/ml kiekvienos riigsties tirpalas vandenilio chlorido riigstyje.
Galima naudoti esancius prekyboje.

3.27.2  Cistino riigsties ir metionino sulfono pradinis etaloninis tirpalas, ¢ = 1,25 pmol/ml.

0,2115 g cistino rgsties (3.16.2) ir 0,2265 g metionino sulfono (3.16.3) iStirpinama citratiniame buferiniame
tirpale (3.24) 1 litro matavimo kolboje, iki Zymés skiedziama citratiniu buferiniu tirpalu. Laikoma Zemesnéje nei
5 °C temperatiiroje ne ilgiau kaip 12 ménesiy. Sis tirpalas nenaudojamas, jei pradiniame etaloniniame tirpale
(3.27.1) yra cistino riigties ir metionino sulfono.
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Pradinis vidinio etalono, pvz.: norleucino, tirpalas, ¢ = 20 pmol/ml.

0,6560 g norleucino (3.13) iStirpinama citratiniame buferiniame tirpale (3.24) 250 ml matavimo kolboje, iki
zymés skiedziama citratiniu buferiniu tirpalu. Laikoma Zemesnéje nei 5 °C temperatiroje ne ilgiau kaip
6 ménesius.

Etaloniniy aminoriigsciy kalibravimo tirpalas, naudojamas hidrolizatams, ¢ = 5 nmol/50 pl cistino riigsties ir
metionino sulfono ir ¢ = 10 nmol/50 pl kity aminortigs¢iy. 2,2 g natrio chlorido (3.10) iStirpinama 30 ml
citratinio buferinio tirpalo (3.24) 100 ml stiklin¢je. Ipilama 4,00 ml aminoriigic¢iy pradinio etaloninio tirpalo
(3.27.1), 4,00 ml cistino riigsties ir metionino sulfono pradinio etaloninio tirpalo (3.27.2) ir 0,50 ml pradinio
vidinio etalono tirpalo (3.27.3), jei naudojamas. Natrio hidroksidu (3.18) nustatoma pH verté 2,20.

Kiekybiskai supilama j 50 ml matavimo kolba, skiedziama iki Zymés citratiniu buferiniu tirpalu (3.24) ir
sumaiSoma.

Laikoma Zemesnéje nei 5 °C temperatiroje ne ilgiau kaip 3 meénesius.
Zr. dar 9.1 pastaba.

Etaloniniy aminortgs¢iy kalibravimo tirpalas, naudojamas hidrolizatams, paruostiems pagal 5.3.3.1 punkta, ir
ekstraktams (5.2). Kalibravimo tirpalas ruosiamas pagal 3.27.4, bet nededama natrio chlorido.

Laikoma Zemesnéje nei 5 °C temperatiroje ne ilgiau kaip 3 meénesius.

Aparatiira

100 arba 250 ml apvaliadugné kolba su griztamuoju kondensatoriumi.

100 ml borosilikatinio stiklo butelis su uzsukamu kamsciu ir guminiu ar tefloniniu tarpikliu (pvz.: Duran, Schott),
tinkamas naudoti krosnyje.

Ventiliuojama krosnis su temperatiiros reguliatoriumi, kurio tikslumas geresnis nei * 2 °C.
pH-metras (trys skaiciai po kablelio).

Membraninis filtras (0,22 pm).

Centrifuga.

Sukamasis vakuuminis garintuvas.

Mechaniné purtyklé arba magnetiné maisykle.

Aminoriigi¢iy analizatorius arba HPLC jranga su jony mainy kolonéle, reakcijos su ninhidrinu jtaisu, dariniy
gavimo jtaisu ir fotometriniu detektoriumi.

Kolonélés jkrova — sulfoninto polistireno dervos, galincios atskirti aminoriigstis viena nuo kitos ir nuo kity su
ninhidrinu reaguojan¢iy medziagy. Srautas buferinio tirpalo ir ninhidrino sistemose reguliuojamas siurbliais,
srauto stabilumas — * 0,5 % kalibravimo tirpalo ir éminio analizés metu.

Su kai kuriais aminorigs¢iy analizatoriais galima naudoti hidrolizés procediiras, kai hidrolizato natrio jony
koncentracija ¢ = 0,8 mol/l ir jame yra visas po oksidacijos likes skruzdziy riigsties perteklius. Kitais analizatoriais
negalima tinkamai atskirti tam tikras aminoriigstis, jei hidrolizate yra skruzdziy rugsties perteklius ir (arba) didelé
natrio jony koncentracija. Tokiu atveju po hidrolizés ir prie§ pH nustatyma, riigties tiiris sumaZzinamas mazdaug
iki 5 ml ja garinant. Garinama vakuume ne aukstesnéje nei 40 °C temperatiiroje.

Procediira
Eminio ruosimas
Eminys sumalamas taip, kad ji biity galima sijoti per 0,5 mm sieta. Daug drégmés turintys éminiai prie§ malima

turi biiti dziovinami ore ne didesnéje nei 50 °C temperatiiroje arba liofilizuojami. Daug riebaly turintys éminiai
prie$ malima ekstrahuojami petroleteriu (3.12).
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5.3.2.1

5.3.2.2

53.2.3

Laisvyjy amino riigsciy nustatymas pasaruose ir premiksuose
| kiging kolba 0,2 mg tikslumu pasveriamas atitinkamas paruosto éminio (5.1) kiekis (1-5 g) ir jpilama 100,0 ml

ekstrahavimo misinio (3.21). Misinys maiSomas 60 min mechanine purtykle arba magnetine maisykle (4.8).
Nuosédoms leidziama nusésti ir 10,0 ml tirpalo vir§ nuosédy paimama pipete j 100 ml stikling.

MaiSant jpilama 5,0 ml sulfosalicilo riigsties tirpalo (3.22) ir maioma magnetine maiSykle 5 min. Tirpalas vir§
nuosédy filtruojamas arba centrifuguojamas visoms nuosédoms pasalinti. 10,0 ml gauto tirpalo jpilama j 100 ml
stikling, natrio hidroksido tirpalu (3.18) nustatoma pH verté 2,20, plaunant citratiniu buferiniu tirpalu (3.24)
supilama | tinkamo tario matavimo kolbg ir citratiniu buferiniu tirpalu (3.24) skiedZiama iki zZymés.

Jei naudojamas vidinis etalonas, jpilama 1,00 ml vidinio etalono (3.27.3) kiekvienam 100 ml gauto tirpalo ir
skiedziama iki zymés buferiniu tirpalu (3.24).

Atlickama chromatografiné analizé pagal 5.4 punkta.

Jei ekstraktai netiriami ta pacia diena, jie turi bati laikomi Zemesnéje nei 5 °C temperatiiroje.

Suminio aminoriigsciy kiekio nustatymas
Oksidavimas

0,1-1 g paruosto éminio (5.1) 0,2 mg tikslumu pasveriama:

— | 100 ml apvaliadugne kolba (4.1) hidrolizei atvirame inde (5.3.23), arba

— {250 ml apvaliadugne kolbg (4.1), jei turi bati maza natrio koncentracija (5.3.3.1), arba,
— | 100 ml butelj su uzsukamu kams¢iu (4.2) hidrolizei uzdarytame inde (5.3.2.4).
Pasvertojoje éminio dalyje azoto turi biiti apie 10 mg, o drégmés ne daugiau nei 100 mg.

Kolba (butelis) dedama i ledo ir vandens vonia, atsaldoma iki 0 °C, jpilama 5 ml oksidavimo miSinio (3.23) ir
maiSoma stikline mentele su lenktu galu. Kolba (butelis) kartu su viduje esancia mentele uzdengiama orui
nepralaidzia plévele, ledo ir vandens vonia su taip uzdarytu indu dedama j saldytuva, kuriame temperatiira 0 °C,
ir laikoma jame 16 valandy. Po 16 valandy indas iSimamas i§ Saldytuvo ir oksidavimo reagento perteklius
suskaidomas, pridedant 0,84 g natrio disulfito (3.4).

Tesiama pagal 5.3.2.1.

Hidrolizé
Oksiduoty éminiy hidrolizé

| oksiduota éminj, paruodta pagal 5.3.1, jpilama 25 ml hidrolizavimo miSinio (3.20), nuplaunant prie indo
sieneliy ir mentelés prilipusius éminio likucius.

Atsizvelgiant | tatkoma procediira, tesiama pagal 5.3.2.3 arba 5.3.2.4.

Neoksiduoty éminiy hidrolizé

1100 ml ar 250 ml apvaliadugne kolbg (4.1) ar { 100 ml butelj su uzsukamu kamsciu (4.2) 0,2 mg tikslumu
pasveriama 0,1-1 g paruo$to éminio (5.1). Pasvertoje éminio dalyje azoto turi biti apie 10 mg. Atsargiai jpilama
hidrolizavimo misinio (3.20) ir sumaiSoma su éminiu. T¢siama pagal 5.3.2.3 arba 5.3.2.4.

Hidrolizé atvirame inde

[ kolbg su misiniu (paruostu pagal 5.3.2.1 ar 5.3.2.2) jdedami 3 stikliniai rutuliukai ir 23 valandas virinama su
griztamuoju kondensatoriumi. Hidrolizei pasibaigus, kondensatorius iSplaunamas 5 ml citratinio buferinio
tirpalo (3.24). Kolba nuimama ir atSaldoma ledo vonioje.

Tesiama pagal 5.3.3.



L 54/28

Europos Sajungos oficialusis leidinys

2009 2 26

5.3.2.4

5.3.3.1

5.3.3.2

5.4

Hidrolizé uzdarame inde

Butelis su miSiniu, paruostu pagal 5.3.2.1 arba 5.3.2.2, dedamas | krosnj (4.3) 110 °C temperatiiroje. Kad slégis
nedidéty (dél dujiniy medziagy susidarymo) ir bity i§vengta sprogimo, pirmaja hidrolizés valanda uzsukamas
kamstis dedamas ant indo virSaus. Kamstis neuzsukamas. Po valandos kamstis uzsukamas ir indas laikomas

krosnyje 23 valandas. Hidrolizei pasibaigus, indas i$imamas i§ krosnies, kamstis atsargiai atsukamas ir butelis
statomas | ledo ir vandens vonia. Palickama atvésti.

Atsizvelgiant | pH reguliavimo procedira (5.3.3), butelio turinys kiekybiskai supilamas | 250 ml stikling arba
250 ml apvaliadugne kolbg, naudojant citratinj buferinj tirpalg (3.24).

Tesiama pagal 5.3.3.

pH reguliavimas

Atsizvelgiant | aminoriigs¢iy analizatoriaus (4.9) jautrumga natriui, pH reguliavimas tesiamas pagal 5.3.3.1 arba
5.3.3.2.

Chromatografinés analizés sistemos (4.9), kurioms reikia maZos natrio koncentracijos

Kai naudojami aminortigs¢iy analizatoriai, kuriems reikia maZzos natrio jony koncentracijos (kai turi bati
sumazintas riigsties tairis), patariama naudoti pradinj vidinio etalono tirpala (3.27.3).

Siuo atveju prie§ garinimg j hidrolizatg jpilama 2,00 ml pradinio vidinio etalono tirpalo (3.27.3).
| hidrolizatus, gautus pagal 5.3.2.3 arba 5.3.2.4, jlasinami 2 lasai 1-oktanolio.

Sukamajame garintuve (4.7) garinant vakuume ir 40 °C temperatiiroje, tiris sumazinamas iki 5-10 ml. Jei
netycia tiris sumazéja iki mazesnio nei 5 ml tario, hidrolizatas turi biti i$piltas ir analizé atliekama i§ naujo.

Natrio hidroksido tirpalu (3.18) nustatoma pH verté 2,20 ir toliau tesiama pagal 5.3.4.

Visiems kitiems aminoriag$ciy analizatoriams (4.9)

Hidrolizatai, gauti pagal 5.3.2.3 arba 5.3.2.4, i§ dalies neutralizuojami atsargiai jpilant 17 ml natrio hidroksido
tirpalo (3.17), tirpalg visg laikg maiSant ir Zitirint, kad temperatiira biity Zemesné nei 40 °C.

Kambario temperatiiroje nustatoma pH verté 2,20, naudojant natrio hidroksido tirpala (3.17) ir véliau natrio
hidroksido tirpalg (3.18). Tesiama pagal 5.3.4.

Eminio tirpalas chromatografijai

Hidrolizatas, kurio pH verté nustatyta (5.3.3.1 arba 5.3.3.2), kiekybiskai supilamas j 200 ml matavimo kolba
naudojant citratinj buferinj tirpalg (3.24), ir skiedZziama iki Zymés buferiniu tirpalu (3.24).

Jei vidinis etalonas dar nebuvo naudotas, jpilama 2,00 ml vidinio etalono (3.27.3) ir iki Zymés skiedZiama
citratiniu buferiniu tirpalu (3.24). Gerai sumaiSoma.

Atliekama chromatografiné analizé (5.4).

ei éminiy tirpalai netiriami ta pacia dieng, jie turi biiti laikomi Zemesnéje nei 5 °C temperatiiroje.
Y urp, 4 pacig %) ) p ]

Chromatografija

Pries atliekant chromatografing analiz¢ ekstraktui (5.2) arba hidrolizatui (5.3.4) leidZziama pasiekti kambario
temperatiira. Misinys kratomas ir filtruojamas per 0,22 pm membraninj filtrg (4.5). Aminoriigiciy analizatoriumi
(4.9) atlieckama gauto skaidraus tirpalo jony mainy chromatografija.

Ipurksti galima rankiniu biidu arba automatiskai. Svarbu, kad matuojant etalonus ir éminius  kolonéle * 0,5 %
tikslumu bity jpurskiamas vienodas tirpalo tiris, i$skyrus atvejus, kai naudojamas vidinis etalonas, ir kad natrio
bei aminortigi¢iy santykis etalone ir éminio tirpale biity kiek jmanoma vienodesnis.
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Paprastai kalibravimo daZnis priklauso nuo ninhidrino reagento stabilumo ir analizinés sistemos. Etalonas arba
éminys skiedZiamas citratiniu buferiniu tirpalu (3.24), kad etalono smailés plotas sudaryty 30-200 % éminio
aminorigsties smailés ploto.

Priklausomai nuo naudojamo analizatoriaus ir dervos tipo, aminoriigi¢iy chromatografija Siek tiek skirsis.
Pasirinkta sistema turi atskirti vieng aminortigstj nuo kitos ir nuo kity su ninhidrinu reaguojanciy junginiy.
Atsakas j kolonéléje analizuojamy aminorfigé¢iy kiekio poky¢ius turi bati tiesinis chromatografinés sistemos
naudojimo intervale.

Atliekant chromatografing analiz¢, taikomi toliau nurodyti jdubos ir virsGnés auk$Ciy santykiai, kai
analizuojamas (nustatomy aminorfigiciy) ekvimolinis tirpalas. Sis ekvimolinis tirpalas turi turéti maziausiai
30 % kiekvienos aminortigsties, kurig galima tiksliai imatuoti aminortigsciy analizatoriaus sistema (4.9), jkrovos
didziausio kiekio.

Norint atskirti treoning ir sering, Zemesnés i§ dviejy persiklojanciy aminorfigsciy smailiy jdubos ir virstinés
auksciy santykis chromatogramoje neturi bati didesnis nei 2:10 (jei nustatomas tik cisteinas (cistinas),
metioninas, treoninas ir lizinas, nepakankamas gretimy smailiy atsiskyrimas neigiamai veikty nustatymui).
Visoms kitoms aminoriig§tims atskyrimas turi biiti geresnis nei 1: 10.

Sistema turi uZtikrinti, kad lizinas bty atskirtas nuo ,lizino dariniy“ ir ornitino.

Rezultaty apskai¢iavimas

Matuojamas ¢éminio ir etalono kiekvienos aminorfigsties smailés plotas ir apskaiciuojamas kiekis (X)
aminortigsties gramais kg éminio:

_A><c><M><V
"Bxmx1000

Jei naudojamas vidinis etalonas, dauginama is:

N T

hidrolizato arba ekstrakto smailés plotas
= kalibravimo etaloninio tirpalo smailés plotas

= vidinio etalono hidrolizate arba ekstrakte smailés plotas

vidinio etalono, kalibravimo etaloninio tirpalo smailés plotas

2 9N w® >

= nustatomos aminoriig§ties moliné masé
¢ = etalono koncentracija pmol/ml
m = éminio masé (g) (su pataisa pradinei masei, jei éminys buvo dZiovinamas ar i3 jo alinami riebalai)

V = visas hidrolizato tiris (5.3.4) arba apskaiciuotas visas praskiesto ekstrakto taris (6.1) ml

Oksiduoty eéminiy hidrolizatuose cistinas ir cisteinas nustatomi kaip cistino riigstis, bet apskaic¢iuojami kaip
cistinas (CgH;,N,04S,, M = 240,30 g/mol), naudojant M = 120,15 g/mol (0,5 x 240,30).

Metioninas nustatomas kaip metionino sulfonas oksiduoto éminio hidrolizatuose, bet apskaiciuojamas kaip
metioninas, naudojant metionino M = 149,21 g/mol.

|détas laisvasis metioninas nustatomas po ekstrakcijos kaip metioninas, apskaiciavimui naudojant ta pacia moling
mase.

Visas praskiesto ekstrakto taris (F) laisvosioms aminoriigstims (5.2) nustatyti apskai¢iuojamas taip:

F:100 ml x (10 ml—‘,—Sml)>< \%

10 ml 10

V = galutinio ekstrakto taris
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7. Metodo jvertinimas

Metodas buvo patikrintas 1990 m. atlickant palyginima tarptautiniu lygiu, naudojant keturis skirtingus pasarus
(misrivosius kiauliy pasarus, broileriy kombinuotuosius pasarus, baltymy koncentratg, premiksus). Vidurkio ir
standartinio nuokrypio rezultatai, gauti atmetus riktus, pateikiami $io punkto lentelése:

Vidurkiai g/kg
Aminoriigstis
Pamatiné medziaga

Treoninas Cisteinas (cistinas) Metioninas Lizinas

Misrieji kiauliy pasarai 6,94 3,01 3,27 9,55
n=15 n=17 n=17 n=13

Broileriy kombinuotieji 9,31 3,92 5,08 13,93
pasarai n=16 n=18 n=18 n=16
Baltymy koncentratas 22,32 5,06 12,01 47,74
n=16 n=17 n=17 n=15

Premiksas 58,42 — 90,21 98,03
n=16 n=16 n=16

n = dalyvavusiy laboratorijy skaicius.

7.1 Pakartojamumas

Pirmiau nurodyto tarplaboratorinio palyginimo pakartojamumas, isreikstas kaip laboratorijos standartinis
nuokrypis, pateiktas siose lentelése:

Laboratorijos standartinis nuokrypis (S,) gkg

Aminoriigstis
Pamatiné medziaga

Treoninas Cisteinas (cistinas) Metioninas Lizinas

Misrieji kiauliy pasarai 0,13 0,10 0,11 0,26
n=15 n=17 n=17 n=13

Broileriy kombinuotieji 0,20 0,11 0,16 0,28
pasarai n=16 n=18 n=18 n=16
Baltymy koncentratas 0,48 0,13 0,27 0,99
n=16 n=17 n=17 n=15

Premiksas 1,30 — 2,19 2,06
n=16 n=16 n=16

n = dalyvavusiy laboratorijy skaicius.

Laboratorijos standartinio nuokrypio (S,) variacijos koeficientas (%)

Aminoriigstis
Pamatiné medziaga

Treoninas Cisteinas (cistinas) Metioninas Lizinas

Misrieji kiauliy 1,9 3,3 3,4 2,8
pasarai n=15 n=17 n=17 n=13

Broileriy kombi- 2,1 2,8 3,1 2,1
nuotieji pasarai n=16 n=18 n=18 n=16

Baltymy koncentra- 2,7 2,6 2,2 2,4
tas n=16 n=17 n=17 n=15
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Aminoriigstis
Pamatiné medZiaga
Treoninas Cisteinas (cistinas) Metioninas Lizinas
Premiksas 2,2 — 2,4 2,1
n=16 n=16 n=16

n = dalyvavusiy laboratorijy skaicius.

7.2 Atkuriamumas

Pirmiau nurodyto tarplaboratorinio palyginimo atkuriamumas, isreikstas kaip tarplaboratorinis standartinis
nuokrypis, pateiktas Siose lentelése:

Tarplaboratorinis standartinis nuokrypis (Sg) g/kg

Aminortigstis
Pamatiné medziaga
Treoninas Cisteinas (cistinas) Metioninas Lizinas
Misrieji kiauliy pasarai 0,28 0,30 0,23 0,30
n=15 n=17 n=17 n=13
Broileriy kombinuotieji 0,48 0,34 0,55 0,75
pasarai n=16 n=18 n=18 n=16
Baltymy koncentratas 0,85 0,62 1,57 1,24
n=16 n=17 n=17 n=15
Premiksas 2,49 — 6,20 6,62
n=16 n=16 n=16
n = dalyvavusiy laboratorijy skaicius.
Tarplaboratorinis standartinio nuokrypio (Sg) variacijos koeficientas (%)
Aminoriigstis
Pamatiné medziaga
Treoninas Cisteinas (cistinas) Metioninas Lizinas
Misrieji kiauliy pasarai 4,1 9,9 7,0 3,2
n=15 n=17 n=17 n=13
Broileriy kombinuotieji 5,2 8,8 10,9 5,4
pasarai n=16 n=18 n=18 n=16
Baltymy koncentratas 3,8 12,3 13,0 3,0
n=16 n=17 n=17 n=15
Premiksas 4,3 — 6,9 6,7
n=16 n=16 n=16

n = dalyvavusiy laboratorijy skaicius.

8. Pamatiniy medziagy naudojimas

Tinkamas $io metodo taikymas turi bati patikrintas atlickant kartotinius sertifikuotyjy pamatiniy medziagy
matavimus, jei jos yra. Rekomenduojama kalibruoti sertifikuotaisiais aminoriigiciy kalibravimo tirpalais.

9. Pastabos

9.1 Dél aminoriigiciy analizatoriy skirtumy tikrinama pagal galuting etaloniniy aminoriigs¢iy kalibravimo tirpaly
(Zr. 5.27.4 ir 5.27.5) ir hidrolizaty (zr. 5.3.4) koncentracij.
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9.2

9.3

3.1

3.2

33

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

Prietaiso tiesinio atsako intervalas turi biti tikrinamas visoms aminortgstims.
Etaloninis tirpalas skiedZiamas citratiniu buferiniu tirpalu, kad smailiy plotai biity intervalo viduryje.

Jei hidrolizatams analizuoti naudojama efektyviosios skysciy chromatografijos jranga, bandymy salygas reikia
optimizuoti pagal gamintojo rekomendacijas.

Taikant metodg pasarams, kuriuose yra daugiau nei 1 % chloridy (koncentratai, mineraliniai pasarai, papildai),
gali bti gauti sumazinti metionino rezultatai, todél reikia numatyti specialy apdorojima.

G.  TRIPTOFANO NUSTATYMAS
Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu galima nustatyti pasaruose esancio triptofano suminj kiekj ir laisvajj triptofana. Siuo metodu D- ir
L-formos neatskiriamos.

Metodas

Suminiam triptofanui nustatyti éminys 20 valandy hidrolizuojamas Sarminéje terpéje sociuoju bario hidroksido
tirpalu 110 °C temperatiiroje. Po hidrolizés jpilama vidinio etalono.

Laisvajam triptofanui nustatyti éminys ekstrahuojamas silpnai riigstinéje terpéje esant vidiniam etalonui.

Triptofanas ir vidinis etalonas hidrolizate ar ekstrakte nustatomi HPLC metodu naudojant fluorescencinj
detektoriy.

Reagentai

Turi bati naudojamas du kartus distiliuotas arba tokios pat kokybés vanduo (laidis < 10 pS/cm).
Etaloniné medziaga: triptofanas (grynumas|kiekis > 99 %), iSdZiovintas vakuume vir3 fosforo pentoksido.

Vidinio etalono medziaga: a-metiltriptofanas (grynumas/kiekis > 99 %), i§dziovintas vakuume vir§ fosforo
pentoksido.

Bario hidroksido oktahidratas (sickiant i§vengti BaCO; susidarymo, kuris galéty trukdyti nustatymui,
uztikrinama, kad Ba(OH), 8H,0 visiskai nesiliesty su oru) (zr. 9.3 pastabg).

Natrio hidroksidas.

Ortofosforo rugstis, w = 85 %.

Vandenilio chlorido riigstis, pyo = 1,19 g/ml.

Metanolis, HPLC grynumo.

Petroleteris, virimo temperatiiros intervalas — 40-60 °C.

Natrio hidroksido tirpalas, ¢ = 1 mol/l:

40,0 g NaOH (3.5) istirpinama vandenyje ir skiedziama iki 1 I vandeniu (3.1).
Vandenilio chlorido rigstis, ¢ = 6 moll:

paimama 492 ml HCl (3.7) ir skiedZiama iki 1 | vandeniu.
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3.12 Vandenilio chlorido ragstis, ¢ = 1 mol/l:
paimama 82 ml HCl (3.7) ir skiedziama iki 1 | vandeniu.

3.13 Vandenilio chlorido ragstis, c= 0,1 mol/l:
paimama 8,2 ml HCl (3.7) ir skiedziama iki 1 I vandeniu.

3.14 Orto fosforo rigstis, ¢ = 0,5 mol/l:
paimama 34 ml ortofosforo rugsties (3.6) ir skiedziama iki 1 1 vandeniu (3.1).

3.15 Koncentruotas triptofano tirpalas (3.2), ¢ = 2,50 pmol/ml:
i 500 ml matavimo kolbg jdedama 0,2553 g triptofano (3.2), istirpinama vandenilio chlorido riigstyje (3.13) ir
skiedziama iki Zymés vandenilio chlorido riigstimi (3.13). Laikoma —18 °C ne ilgiau kaip keturias savaites.

3.16 Koncentruotas vidinio etalono tirpalas, ¢ = 2,50 pmol/ml:
i 500 ml matavimo kolbg jdedama 0,2728 g a-metiltriptofano (3.3), istirpinama vandenilio chlorido riigstyje
(3.13) ir skiedziama iki Zymés vandenilio chlorido rtigstimi (3.13). Laikoma —18 °C ne ilgiau kaip keturias
savaites.

3.17 Triptofano kalibravimo etaloninis tirpalas ir vidinis etalonas:
paimama 2,00 ml koncentruoto triptofano tirpalo (3.15) ir 2,00 ml koncentruoto vidinio etalono (a-
metiltriptofano) tirpalo (3.16). SkiedZiama vandeniu (3.1) ir metanoliu (3.8) iki mazdaug tokio pat tirio ir
mazdaug iki tokios pat metanolio koncentracijos (10-30 %) kaip galutinio hidrolizato tiris ir koncentracija.
Sis tirpalas turi biiti ruosiamas i§ naujo prie§ naudojimg.
Ruosiamas tirpalas saugomas nuo tiesioginiy saulés spinduliy.

3.18 Acto rugstis

3.19 1,1,1-trichlor-2-metil-2-propanolis.

3.20 Etanolaminas, w (w/w) > 98 %.

3.21 1 g 1,1,1-trichlor-2-metil-2-propanolio (3.19) tirpalas 100 ml metanolio (3.8).

3.22 HPLC judancioji fazé: 3,00 g acto ragsties (3.18) + 900 ml vandens (3.1) + 50,0 ml 1,1,1-trichlor-2-metil-2-
propanolio (3.19) tirpalo (3.21) metanolyje (3.8) (1 g/100 ml). Etanolaminu (3.20) nustatoma pH verté 5,00.
Vandeniu (3.1) skiedZiama iki 1 000 ml.

4. Aparatiira

4.1 HPLC jranga ir fluorescencinis detektorius.

4.2 Skys¢iy chromatografijos kolonel¢, 125 mm x 4 mm, C;5, 3 pm jkrova, arba lygiaverté kolonéle.

43 pH-metras.

4.4 Kolba i§ polipropileno, talpa 125 ml, su placiu kaklu ir uzsukamu dangciu.

4.5 Membraninis filtras, 0,45 pm.

4.6 Autoklavas, 110 (+ 2) °C, 1,4 (+ 0,1) bar.

4.7 Mechaniné purtyklé arba magnetiné maisykle.

4.8 Stkuriné maisykleé.
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5.1

5.2

5.3

5.4

Procediira
Eminiy ruosimas

Eminys sumalamas taip, kad ji biity galima sijoti per 0,5 mm sieta. Daug drégmés turintys éminiai prie§ malima
turi bati dZiovinami ore ne didesnéje nei 50 C temperatiiroje arba liofilizuojami. Daug riebaly turintys éminiai
prie§ malimg ekstrahuojami petroleteriu (3.9).

Laisvojo triptofano nustatymas (ekstraktas)

[ kiiging kolba 1 mg tikslumu pasveriamas atitinkamas kiekis (1-5 g) paruo$to éminio (5.1). Ipilama 100,0 ml
vandenilio chlorido ragsties, ¢ = 0,1 mol/l (3.13) ir 5,00 ml koncentruoto vidinio etalono tirpalo (3.16). 60 min
purtoma mechanine purtykle arba maioma magnetine maiSykle (4.7). Nuosédoms leidZiama nusésti, pipete
paimama i cheming stikling 10,0 ml tirpalo vir§ nuosédy. Ipilama 5 ml ortofosforo rigsties, ¢ = 0,5 mol/l (3.14).
Natrio hidroksido tirpalu, ¢ = 1,0 mol/l, (3.10) nustatoma pH verté 3,0. Ipilamas pakankamas kiekis metanolio
(3.8), kad galutinio tirpalo metanolio koncentracija bty 10-30 %. Supilama j atitinkamo tiirio matavimo kolbg
ir skiedZiama vandeniu iki chromatografinei analizei tinkamo tiirio (mazdaug iki to paties tiirio, kaip kalibravimo
etaloninio tirpalo taris (3.17)).

Prie§ jpurskiant | HPLC kolonéle keli ml tirpalo filtruojami per 0,45 pm membraninj filtra (4.5). Atliekama
chromatografiné analizé pagal 5.4 skirsni.

Etaloninis tirpalas ir ekstraktai saugomi nuo tiesioginiy saulés spinduliy. Jei ekstrakty nejmanoma analizuoti ta
pacia diena, ekstraktus ne ilgiau kaip tris paras galima laikyti 5 C temperatiiroje.

Suminio triptofano kiekio nustatymas (hidrolizatas)

[ kolbg i3 polipropileno (4.4) 0,2 mg tikslumu pasveriama 0,1-1 g paruosto éminio (5.1). Pasvertojoje éminio
dalyje yra apie 10 mg azoto. Ipilama 8,4 g bario hidroksido oktahidrato (3.4) ir 10 ml vandens. SumaiSoma
stikurine maiSykle (4.8) arba magnetine maiSykle (4.7). Teflonu padengtas magnetas paliekamas misinyje. Indo
sienelés nuplaunamos 4 ml vandens. Kolba uzdengiama uzsukamuoju dangéiu jo neuzverziant. Kolba jdedama
i autoklava (4.6) su verdanc¢iu vandeniu ir garais ir laikoma 30-60 min. Autoklavas uzdaromas ir 20 valandy
kaitinama 110 (¢ 2) C temperatiiroje.

Pries atidarant autoklavg temperatiira sumazinama iki $iek tieck Zemesnés nei 100 °C. Siekiant isvengti Ba(OH),
x 8H,0 issikristalizavimo, j 3ilt3 miinj jpilama 30 ml kambario temperatiiros vandens. Svelniai purtoma arba
maiSoma. Ipilama 2,00 ml koncentruoto vidinio etalono (a-metiltriptofano) tirpalo (3.16). Indai 15 min
au$inami ant vandens arba ledo vonios.

Tada jpilama 5 ml ortofosforo riigsties, ¢ = 0,5 mol/l (3.14). Indg laikant ant ausinamosios vonios ir maisant,
turinys neutralizuojama HCl, ¢ = 6 mol/l (3.11), ir HCl, ¢ = 1 mol/l (3.12) nustatoma pH verté 3,0. Ipilamas
pakankamas kiekis metanolio, kad galutinio tirpalo metanolio koncentracija buty 10-30 %. Supilama
i atitinkamo tario matavimo kolbg ir skiedZiama vandeniu iki chromatografinei analizei reikiamo tirio
(pvz., 100 ml). Ipylus metanolio, nuosédos nesusidaro.

Pries jpurskiant j HPLC kolonéle keli ml tirpalo filtruojami per 0,45 pm membraninj filtra (4.5). Chromatografiné
analiz¢ atlieckama pagal 5.4 skirsnj.

Etaloninis tirpalas ir hidrolizatai saugomi nuo tiesioginiy saulés spinduliy. Jei ekstrakty nejmanoma analizuoti tg
pacia diena, ekstraktus ne ilgiau kaip tris paras galima laikyti 5 °C temperatiiroje.

HPLC nustatymas

Rekomenduojamos Sios izokratinio eliuavimo salygos; gali biiti taikomos kitos salygos, jei gaunami lygiaverciai
rezultatai (Zr. dar 9.1 ir 9.2 pastabas):

Skys¢iy chromatografijos 125 mm x 4 mm, C;5, 3 pm jkrova, arba lygiaverté kolonéle
kolonélé (4.2):

Kolonélés temperatiira: ~ kambario temperatiira

Judancioji fazé (3.22): 3,00 g acto riigsties (3.18) + 900 ml vandens (3.1) + 50,0 ml 1,1,1-trichlor-2-metil-
2-propanolio (3.19) tirpalo (3.21) metanolyje (3.8) (1 g/100 ml). Etanolaminu (3.20)
nustatoma pH verté 5,00. Skiedziama iki 1 000 ml vandeniu (3.1)

Srautas: 1 ml/min
Visa elivavimo trukmé:  mazdaug 34 min
Detektoriaus bangos ilgis: suzadinimas: 280 nm, emisija: 356 nm.

Ipurskiamas taris 20 pl



2009 2 26 Europos Sgjungos oficialusis leidinys L 54/35
6. Rezultaty apskaiciavimas
Apskaiciuojamas triptofano kiekis (X) g 100 g éminio.
_A><B><V1 X cxVy; xM
"CxDxV;x10 000 x m
A = vidinio etalono smailés plotas, kalibravimo etaloninis tirpalas (3.17)
B = triptofano ekstrakte (5.2) ar hidrolizate (5.3) smailés plotas
V; = koncentruoto triptofano tirpalo (3.15), jpilamo i kalibravimo tirpalg (3.17), tiiris ml (2 ml)
¢ = koncentruoto triptofano tirpalo (3.15), jpilamo i kalibravimo tirpalg (3.17), koncentracija pmol/ml (= 2,50)
V, = koncentruoto vidinio etalono tirpalo (3.16), jpilamo j ekstrakta (5.2) (= 5,00 ml) arba i hidrolizata (5.3)
(= 2,00 ml), tiris
C = ekstrakto (5.2) arba hidrolizato (5.3) vidinio etalono smailés plotas
= triptofano kalibravimo etaloninio tirpalo (3.17) smailés plotas
V; = koncentruoto vidinio etalono tirpalo (3.16), jpilamo i kalibravimo etaloninj tirpala (3.17), taris ml
(= 2,00 ml)
m = éminio masé g (su pataisa pradinei masei, jei jis buvo idziovintas arba i§ jo buvo pasalinti riebalai)
M = triptofano molekuliné masé (= 204,23 g/mol)
7. Pakartojamumas
Dviejy lygiagreciai atlikty to paties éminio matavimy rezultaty skirtumas neturi bati didesnis nei 10 % didesniojo
rezultato vertés.
8. Tarplaboratorinio tyrimo rezultatai

Hidrolizés metodui sertifikuoti buvo parengtas Bendrijos tarplaboratorinis tyrimas (4-asis tarplaboratorinis
palyginimas), kurj vykdant ne daugiau kaip 12 laboratorijy analizavo tris éminius. Buvo atliekamos lygiagrecios
(5) kiekvieno éminio analizés. Rezultatai pateikti Sioje lenteléje:

1 éminys fauli 2Véminys . 3 éminys
Kiauliy pasaras Kiauliy pasafzrierllsusu L-tripto- Kiauliy pasaro koncentratas
L 12 12 12
n 50 55 50
Vidurkis [g/kg] 2,42 3,40 4,22
s: [g/kg] 0,05 0,05 0,08
r [gfkg] 0,14 014 0,22
oV, [ %] 1,9 1,6 1,9
Sk [g/ke] 0,15 0,20 0,09
R [gfkg] 0,42 0,56 025
CVi [ %] 6,3 6,0 2,2
L = rezultatus pateikusiy laboratorijy skaicius
n = atskiry rezultaty, palickamy po rikty (identifikuoty pagal Cochran, Dixon rikty kriterijy) pasalinimo,
skaicius
s, = pakartojamumo standartinis nuokrypis
Sg = atkuriamumo standartinis nuokrypis
r = pakartojamumas
R = atkuriamumas
CV, = pakartojamumo variacijos koeficientas, %
CVy = atkuriamumo variacijos koeficientas, %
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9.1

Laisvojo triptofano ekstrahavimo metodui sertifikuoti buvo parengtas kitas Bendrijos tarplaboratorinis tyrimas
(3-asis tarplaboratorinis palyginimas), kurj vykdant ne daugiau kaip 13 laboratorijy analizavo du éminius. Buvo
atlickamos lygiagrecios (5) kickvieno éminio analizes. Rezultatai pateikti Sioje lenteléje:

4 émi 5 éminys
s Kvieciy ir sojy miSinys (4 éminys) su
Kviec¢iy ir sojy misinys triptofanu (0, ‘){57 a/kg)
L 12 12
n 55 60
Vidurkis [g/kg] 0,391 0,931
s: [g/kg] 0,005 0,012
r [g/kg] 0,014 0,034
v, [ %] 1,34 1,34
Sk lg/kg] 0,018 0,048
R [g/kg] 0,050 0,134
CVi [ %] 4,71 5,11
L = rezultatus pateikusiy laboratorijy skaicius
n = atskiry rezultaty, palickamy po rikty (identifikuoty pagal Cochran, Dixon rikty kriterijy) pasalinimo,
skaicius
s, = pakartojamumo standartinis nuokrypis
Sk = atkuriamumo standartinis nuokrypis
r = pakartojamumas
R = atkuriamumas

CV, = pakartojamumo variacijos koeficientas, %

CVy = atkuriamumo variacijos koeficientas, %

Triptofano hidrolizés metodui sertifikuoti buvo parengtas dar vienas Bendrijos tarplaboratorinis tyrimas, kurj
atlickant ne daugiau kaip 7 laboratorijos analizavo keturis éminius. Rezultatai pateikti toliau. Kiekvienas éminys

buvo analizuojamas penkis kartus.

1 éminys 2 éminys 3 eminvs 4 éminys
Kiauliy pasaro misi- Zuvy miltai su mazu Soi f; . Nugriebto pieno milte-
nys riebaly kiekiu Oju mital liai
(CRM 117) (CRM 118) (CRM 119) (CRM 120)
L 7 7 7 7
n 25 30 30 30
Vidurkis [g/kg] 2,064 8,801 6,882 5,236
s, [g/kg] 0,021 0,101 0,089 0,040
r [g/kg] 0,059 0,283 0,249 0,112
CV, [ %] 1,04 1,15 1,30 0,76
Sk [g/ke] 0,031 0,413 0,283 0,221
R [g/kg] 0,087 1,156 0,792 0,619
CVr [ %] 1,48 4,69 4,11 4,22
L = rezultatus pateikusiy laboratorijy skaicius
n = atskiry rezultaty, palickamy po rikty (identifikuoty pagal Cochran, Dixon rikty kriterijy) pasalinimo,
skaicius

s, = pakartojamumo standartinis nuokrypis
Sy = atkuriamumo standartinis nuokrypis
r = pakartojamumas
R = atkuriamumas

CV, = pakartojamumo variacijos koeficientas, %

CVy = atkuriamumo variacijos koeficientas, %

Pastabos

Sios specialios chromatografavimo salygos gali pagerinti triptofano ir a-metiltriptofano atskyrima.
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[zokratinis eliuavimas, po kurio kolonélé plaunama taikant gradientinj eliuavima:

Skys¢iy chromatografijos 125 mm x 4 mm, Cyg, 5 pm jkrova, arba lygiaverté kolonéle
kolonelé:

Kolonélés temperatiira: 32°C

Judancioji fazé: A: 0,01 mol/l KH,PO,/metanolis, 95 + 5 (V + V).
B: Metanolis

Gradiento programa: 0 min 100 % A 0%B
15 min 100 % A 0%B
17 min 60 % A 40 % B
19 min 60 % A 40% B
21 min 100 % A 0%B
33 min 100 % A 0%B

Srautas: 1,2 ml/min.

Visa eliuavimo trukmé: ~ mazdaug 33 min.

Chromatografiné analizé bus nevienoda atsizvelgiant | HPLC tipg ir naudojama kolonélés jkrovos medziaga.
Pasirinkta sistema turi uztikrinti triptofano ir vidinio etalono smailiy atsiskyrima iki pat bazinés linijos. Be to,
svarbu, kad irimo produktai biity gerai atskirti nuo triptofano ir vidinio etalono. Siekiant patikrinti, ar bazinéje
linijoje, kur turi bati vidinio etalono smailé, néra priemaisy, analizuojami hidrolizatai be vidinio etalono. Svarbu,
kad eliuavimo trukmé biity pakankamai ilga visiems irimo produktams i$plauti, antraip pavélavusios eliuavimo
smailés gali trukdyti véliau atlickamoms chromatografavimo procediiroms.

Chromatografavimo sistemos atsakas darbiniy koncentracijos ver¢iy intervale yra tiesinis. Atsako tiesiSkumas
nustatomas naudojant vieng (normalig) vidinio etalono koncentracijg ir kei¢iant triptofano koncentracija. Svarbu,
kad triptofano ir vidinio etalono smailés bty HPLC ir fluorescencinio detektoriaus sistemos tiesinéje dalyje. Jei
triptofano ir (arba) vidinio etalono smailé (-s) yra per Zemos ar per aukstos, analizé kartojama imant kito dydzio
éminj ir (arba) kita galutinj tarj.

Bario hidroksidas

Sendamas bario hidroksidas vis blogiau tirpsta. Dél $ios priezasties tirpalas, naudojamas nustatymui HPLC
metodu, darosi neskaidrus ir dél to gali bati gauti mazesni triptofano kiekio rezultatai.

H.  ZALIU ALIEJU IR RIEBALU NUSTATYMAS
Tikslas ir taikymo sritis

Sis metodas taikomas zaliy aliejy ir riebaly kiekiui pasaruose nustatyti. Metodas netaikomas aliejingosioms
sékloms ir aliejiniams vaisiams.

Atsizvelgiant | paSary tipa bei sudétj ir | analizés atlikimo prieZastj taikoma viena i§ dviejy aprasyty procediiry.

A procediira. Tiesiogiai ekstrahuojami Zali aliejai ir riebalai

Sis metodas taikomas augalinés kilmés pasarams, igskyrus pasarus, jtrauktus i B procediiros taikymo sritj.

B procediira. Suminis Zaliy aliejy ir riebaly kiekis

Sis metodas taikomas gyviininés kilmés pagarams ir visiems kombinuotiesiems pagarams. Sis metodas turi biiti
taikomas visoms medziagoms, i§ kuriy Zali aliejai ir riebalai negali bati visiskai ekstrahuoti pries tai neatlikus jy
hidrolizés (pvz., gridy glitimas, mielés, bulviy baltymai ir produktai, kurie apdorojami taikant procesus, pvz.,
isspaudimo, dribsniy gamybos ir kaitinimo procesus).

Rezultaty aiskinimas

Visais atvejais, kai rezultatas, gautas taikant B procediirg, yra didesnis nei rezultatas gautas pagal A procediira,
teisingu turi bati laikomas rezultatas, gautas taikant B procedira.
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2. Metodas
2.1 A procediira

Eminys ekstrahuojamas petroleteriu. Tirpiklis i§garinamas, o likutis dziovinamas ir sveriamas.

2.2 B procediira

Eminys apdorojamas vandenilio chlorido riigtimi kaitinant. MiSinys atvésinamas ir filtruojamas. Likutis
plaunamas, dZiovinamas ir ekstrahuojamas pagal A procedira.

3. Reagentai

3.1 Petroleteris: virimo temperatiiros intervalas — 40-60 °C, bromo skaicius turi biti mazesnis kaip 1, likutis po
iSgarinimo mazesnis nei 2 mg/100 ml.

3.2 Natrio sulfatas, bevandenis.

3.3 Vandenilio chlorido rigstis, ¢ = 3 mol/l

3.4 Pagalbiné filtravimo priemoné, pvz., diatomitas, Hyflo-supercel.

4. Aparatiira

4.1 Ekstrahavimo aparatas. Jei naudojamas sifonas (Soksleto aparatas), grazinamo skyscio srautas yra toks, kad per

valandg bty 10 cikly; jei sifonas nenaudojamas, grazinamo skyscio srautas yra apie 10 ml/min.

4.2 Ekstrahavimo titos, kurios neturéty petroleteryje tirpiy medziagy ir kuriy akytumas atitikty 4.1 punkto
reikalavimus.

43 Dziovinimo spinta, vakuuminé spinta, nustatyta 75 + 3 °C, arba spinta su oro cirkuliacija, nustatyta 100 3 °C.

5. Procediira

5.1 A procediira (zr. 8.1 punktg)

5 g éminio pasveriama 1 mg tikslumu, supilama j ekstrahavimo tiitg (4.2) ir uzkemsama riebaly neturincios
vatos kams¢iu.

Tata dedama i ekstrahavimo aparatg (4.1) ir ekstrahuojama SeSias valandas petroleteriu (3.1). Petroleterio
ekstraktas surenkamas | pasverta sausa kolba su pemzos gabaliukais (1).

Tirpiklis distiliuojamas. Likutis dZiovinamas kolbg laikant dZiovinimo spintoje (4.3) pusantros valandos. Kolba
atvésinama eksikatoriuje ir pasveriama. DZziovinama dar 30 min, siekiant patikrinti, ar nekinta riebaly ir aliejy
masé (paeiliui sveriant du kartus, masés skirtumas turi biti maZesnis arba lygus 1 mg).

5.2 B procediira

2,5 g éminio pasveriama 1 mg tikslumu (zr. 8.2 punktg), supilama j 400 ml stikling arba 300 ml kagine kolba,
jpilama 100 ml vandenilio chlorido ragsties (3.3) ir jmetami keli pemzos gabaliukai. Stikliné uZdengiama
laikrodzio stiklu arba kiiginé kolba sujungiama su griZztamuoju kondensatoriumi. MiSinys atsargiai uzverdamas
virs mazos liepsnos arba ant kaitlentés ir vieng valanda virinamas. Reikia Zitréti, kad produktas neprilipty prie
indo sieneliy.

Atvésinama ir pridedama pakankamai pagalbinés filtravimo priemonés (3.4), kad baty i§vengta aliejaus ir riebaly
nuostoliy filtruojant. Filtruojama per sudrékintg, dviguba riebaly neturintj filtravimo popieriy. Likutis plaunamas
Saltu vandeniu tol, kol gaunamas neutralios reakcijos filtratas. Patikrinama, ar filtrate néra riebaly. Jy buvimas
filtrate rodo, kad prie§ hidroliz¢ éminys turi biti ekstrahuojamas petroleteriu pagal A procediirg.

(1) Jei véliau atliekami aliejaus arba riebaly kokybés bandymai, pemzos gabaliukai pakeiciami stikliniais rutuliukais.
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Dvigubas filtravimo popierius su liku¢iu dedamas ant laikrodzio stiklo ir 100 + 3 °C temperatiiroje dZiovinamas
pusantros valandos dziovinimo spintoje su oro cirkuliacija (4.3).

Dvigubas filtravimo popierius su sausu liku¢iu jdedamas i ekstrahavimo tiita (4.2), kuri uzkemsama riebaly
neturin¢ios vatos kams¢iu. Tata dedama j ekstrahavimo aparata (4.1) ir tgsiama, kaip nurodyta 5.1 punkto
antroje ir trecioje pastraipose.

Rezultato israiska

Liku¢io masé iSreiskiama éminio masés procentais.

Pakartojamumas

To paties tyréjo atlickamy dviejy lygiagre¢iy to paties éminio analizés rezultaty skirtumas ne didesnis nei:
— 0,2 %, absoliucigja verte, kai zaliy aliejy ir riebaly kiekis yra mazesnis nei 5 %,
— 4,0 % didZiausio rezultato vertés, kai kiekis 5-10 %,

— 0,4 % absoliucigja verte, kai kiekis didesnis nei 10 %.

Pastabos

Jei produktus, turincius didelj aliejy ir riebaly kiekj, sunku susmulkinti arba jie yra netinkami sumazintajam
vienaly¢iam tiriamajam éminiui paimti, daroma taip.

20 g éminio pasveriama 1 mg tikslumu ir sumaiSoma su 10 g ar didesniu kiekiu bevandenio natrio sulfato (3.2).
Ekstrahuojama petroleteriu (3.1), kaip nurodyta 5.1. Gautas ekstraktas skiedZiamas iki 500 ml petroleteriu (3.1)
ir tirpalas sumaiSomas. 50 ml tirpalo supilama | prie§ tai pasverta nedidel¢ sausa kolba su pemzos gabaléliais.
Tirpiklis distiliuojamas, likutis dZiovinamas ir tesiama, kaip nurodyta 5.1 punkto paskutinéje pastraipoje.

Pasalinamas tirpiklis i§ taitoje likusio ekstrahavimo likucio, likutis susmulkinamas ne didesnémis nei 1 mm
dydzio dalelémis, sudedamas atgal j ekstrahavimo tiita (natrio sulfato nededama) ir atlickamos 5.1 punkto antroje
ir treioje pastraipose nurodytos procediros.

Aliejy ir riebaly kiekis éminio masés procentais apskaiciuojamas pagal $ig formulg:
(10 my + my) x 5

kurioje:

m,; = liku¢io po pirmojo ekstrahavimo (alikvotinés ekstrakto dalies) svoris gramais,

m, = likucio po antrojo ekstrahavimo svoris gramais.

Jei produkte yra nedaug aliejy arba riebaly, tiriamojo éminio masé gali bati padidinta iki 5 g.

Naminiy gyvinéliy édala, turintj daug vandens, prie$ hidroliz¢ ir ekstrahavima gali tekti maisyti su bevandeniu
natrio sulfatu, kaip tai daroma taikant B procediira.

Atliekant 5.2 punkte aprasytas procediiras, veiksmingiau biity naudoti ne $alta, bet karsta vandenj likuciui po
filtravimo plauti.

Kai kuriy pasary atveju 1,5 val. dziovinimo trukme gali tekti padidinti. Per ilgo dZiovinimo vengiama, nes dél to
gali bti gauti mazesni rezultatai. Gali bati naudojama mikrobangy krosnj.

Pradinis ekstrahavimas pagal A procedira prie§ hidrolize ir pakartotinis ekstrahavimas pagal B procediira
rekomenduojamas tuo atveju, jei Zaliy aliejy ir riebaly kiekis yra didesnis nei 15 %. Ekstrahavimo trukmé kazkiek
priklauso nuo pasary ir nuo juose esanciy aliejy arba riebaly tipo.
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L 7ALIOS LASTELIENOS NUSTATYMAS
Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu galima nustatyti pasary neriebalines organines medziagas, netirpias riigitinéje ir Sarmingje terpéje,
kurios paprastai apibidinamos kaip Zalia lasteliena.

Metodas

Eminys, i§ kurio prireikus pasalinami riebalai, veikiamas tam tikros koncentracijos sieros riigities ir kalio
hidroksido tirpalais virimo temperatiiroje. Likutis atskiriamas filtruojant, plaunamas, dziovinamas, sveriamas ir
sudeginamas 475-500 °C temperatiiros intervale. Zalios lastelienos kiekis tiriamajame éminyje atitinka masés
sumazéjima po sudeginimo.

Reagentai

Sieros riigstis, ¢ = 0,13 mol/l.
Priesputis (pvz., n-oktanolis).

Pagalbiné filtravimo priemoné (Celite 545 arba lygiaverté), iSkaitinta 500 °C temperatiiroje keturias valandas
(8.6).

Acetonas.
Petroleteris, kurio virimo temperattiros intervalas 40-60 °C.
Vandenilio chlorido rigstis, ¢ = 0,5 mol/L.

Kalio hidroksido tirpalas, ¢ = 0,23 mol/l.

Aparatiira
Kaitinimo jrenginys skaidymui sieros riigstimi arba kalio hidroksido tirpalu, turintis filtravimo tiglio (4.2) laikiklj,

iSleidimo vamzdj su ciaupu skysciui ileisti ir vakuuminj siurblj, gali bati suslégtojo oro. Kiekviena dieng pries
naudojima blokas penkias minutes sildomas verdanc¢iu vandeniu.

Stiklinis filtravimo tiglis su sukepinto stiklo filtro plokste, kurios akuciy dydis 40-90 pm. Prie§ naudojant pirma
kartg, tiglis kelias minutes kaitinamas iki 500 °C ir atvésinamas (8.6).

Ne mazesnés nei 270 ml talpos cilindras su griZtamuoju kondensatoriumi, tinkamas virinimui.
Dziovinimo spinta su Silumine rele.
Mufeliné krosnis su ilumine rele.

Ekstrahavimo jrenginys, kurj sudaro filtravimo tiglio (4.2) laikiklio ploksté ir isleidimo vamzdis su Ciaupu
vakuumui prijungti ir skysciui isleisti.

Jungiamieji Ziedai kaitinimo jrenginiui (4.1), tigliui (4.2) ir cilindrui (4.3) sujungti ir altojo ekstrahavimo

jrenginiui (4.6) bei tigliui prijungti.

Procediira

1 mg tikslumu pasveriama 1 g paruosto éminio, éminys dedamas j tiglj (4.2) (zr. 8.1, 8.2 ir 8.3 pastabas) ir
pridedama 1 g pagalbinés filtravimo priemonés.

Surenkamas kaitinimo jrenginys (4.1) ir filtravimo tiglis (4.2), tada prie tiglio prijungiamas cilindras (4.3).
[ cilindro ir tiglio saranka jpilama 150 ml verdancios sieros rigsties (3.1) ir prireikus jlasinami keli lasai
prieSpucio (3.2).

Uzvirinama per 5 + 2 min ir stipriai virinama lygiai 30 min.
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Atsukamas Ciaupas | iSleidimo vamzdj (4.1), sieros rugstis filtruojama vakuumu per filtravimo tiglj ir likutis tris
kartus paeiliui plaunamas 30 ml verdancio vandens, uztikrinant, kad po kieckvieno plovimo likutis bty
filtruojamas sausai.

ISleidziamasis Ciaupas uzsukamas, i cilindro ir tiglio sarankg jpilama 150 ml verdancio kalio hidroksido tirpalo
(3.7) ir iladinami keli lagai priespucio (3.2). Uzvirinama per 5 * 2 min ir stipriai virinama lygiai 30 min.
Filtruojama ir kartojama plovimo procediira, taikyta sieros rtigsciai.

Po paskutinio plovimo ir dZiovinimo tiglis su jame esanc¢ia medziaga atjungiamas ir sujungiamas su 3altojo
ekstrahavimo jrenginiu (4.6). Prijungiamas vakuumas ir likutis tiglyje tris kartus i§ eilés plaunamas 25 ml acetono
porcijomis (3.4) uZztikrinant, kad po kiekvieno plovimo likutis bty filtruojamas sausai.

Tiglis dziovinamas dZiovinimo spintoje iki pastoviosios masés 130 °C temperatiiroje. Po kiekvieno dziovinimo
tiglis atvesinamas eksikatoriuje ir greitai pasveriamas. Tiglis dedamas | mufeling krosnj ir ne maziau nei 30 min
iSkaitinamas 475-500 °C temperatiiroje iki pastoviosios masés.

Po kickvieno ikaitinimo i§ pradziy atvésinama krosnyje, véliau eksikatoriuje, ir pasveriama.

Atliekamas tus¢iasis bandymas be éminio. Masés sumazéjimas dél iskaitinimo neturi bati didesnis nei 4 mg.

Rezultaty apskai¢iavimas

Zalios lastelienos kiekis éminio masés procentais gaunamas pagal lygti:

(1’1’10 _1’1’11) x 100
m

X=

kurioje:

m = éminio svoris g;
my = éminio svorio sumazéjimas po iskaitinimo, g;

m; = svorio sumazéjimas po iSkaitinimo, atliekant tuscigjj bandyma, g.

Pakartojamumas

Dviejy lygiagreciy to paties éminio nustatymy rezultaty skirtumas neturi bati didesnis nei:

— 0,6 % absoliucigja verte, kai zalios lastelienos kiekis mazesnis nei 10 %;

— 6 % didziausiojo rezultato vertés, kai Zalios lastelienos kiekis lygus ar didesnis nei 10 %.

Pastabos

Jei pasarai turi daugiau nei 10 % Zaliy riebaly, prie§ analize jie turi biiti pasalinti petroleteriu (3.5). Filtravimo
tiglis (4.2) su jame esancia medziaga prijungiamas prie $altojo ekstrahavimo jrenginio (4.6) ir prijungus vakuuma
likutis tris kartus plaunamas 30 ml petroleterio porcijomis (3.7), uztikrinant, kad likutis baty sausas. Tiglis su
jame esancia medziaga prijungiamas prie kaitinimo jrenginio (4.1) ir analizé tesiama, kaip aprasyta 5 punkte.

Jei pasarai turi riebaly, kuriy tiesiogiai negalima ekstrahuoti petroleteriu (3.5), riebalai turi bati paalinti, kaip
nurodyta 8.1, ir dar karta Salinami po virinimo su rigstimi. Pavirinus su riigstimi ir iSplovus, tiglis su jame
esancia medziaga prijungiamas prie 3alto ekstrahavimo indo (4.6) ir tris kartus plaunamas 30 ml acetono (3.6),
tada tris kartus 30 ml petroleterio porcijomis. Filtruojama prijungus vakuuma iki sauso likucio ir analizé tgsiama,
kaip aprasyta 5 punkte, pradedant nuo apdorojimo kalio hidroksido tirpalu.
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Jei paSarai turi daugiau kaip 5% karbonaty, isreiksty kalcio karbonatu, tiglis (4.2) su pasvertu éminiu
prijungiamas prie kaitinimo jrenginio (4.1). Eminys tris kartus plaunamas 30 ml vandenilio chlorido riigsties
(3.6). Kickvieng karta jpylus rugsties éminys palickamas stovéti pries filtravima mazdaug viena minute. Vieng
kartg plaunama 30 ml vandens ir procedira tgsiama, kaip aprasyta 5 punkte.

Jei aparatas naudojamas kaip stovas (prie to paties kaitinimo jrenginio prijungti keli tigliai), atlickant vieng
bandymy serija negalima vykdyti dviejy to paties éminio atskiry nustatymuy.

Jei po virinimo sunku filtruoti rfigstinius ir Sarminius tirpalus, per kaitinimo jrenginio isleidimo vamzdj
leidZiamas suslégtasis oras ir filtravimas tgsiamas.

Siekiant pratesti stikliniy filtravimo tigliy naudojimo trukme, iSkaitinimo temperatiira yra ne aukstesné nei
500 °C. Reikia zitréti, kad kaitinant ir atvésinant bty i$vengta staigiy temperatiiros svyravimy.

J. CUKRAUS NUSTATYMAS
Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu galima nustatyti redukuojanciyjy sacharidy kiekj ir suminj sacharidy kiekj, isreiskiamg gliukozés
kiekiu arba, jei tinka, sacharozés kiekiu, dauginant rezultatg i3 faktoriaus 0,95. Metodas tinka kombinuotiesiems
paSarams. Kitiems paSarams numatyti specialieji metodai. Jei btina, laktozé nustatoma atskirai, ir i jos kiekj
atsizvelgiama apskaiciuojant rezultatus.

Metodas

Sacharidai ekstrahuojami praskiestu etanoliu; tirpalas skaidrinamas I ir Il Carrez tirpalais. Etanolj pasalinus,
sacharidy kiekis pries ir po inversijos nustatomi Luff-Schoorl metodu.

Reagentai

Etanolio tirpalas 40 % (V[V), tankis: 0,948 g/ml 20 °C temperatiiroje, neutralizuotas pagal fenolftaleina.

Carrez I tirpalas: vandenyje iStirpinama 21,9 g cinko acetato, Zn(CH;CO0),-2H,0 ir 3 g ledinés acto riigsties.
Skiedziama vandeniu iki 100 ml.

Carrez II tirpalas: vandenyje iStirpinama 10,6 g kalio heksacianoferato (II), K4Fe(CN)4 3H,0. SkiedZiama vandeniu
iki 100 ml.

Metiloranzinio 0,1 % (m/V) tirpalas.
Vandenilio chlorido riigsties 4 mol/l tirpalas.
Vandenilio chlorido rigsties 0,1 mol/l tirpalas.
Natrio hidroksido 0,1 mol/l tirpalas.
Luff-Schoorl reagentas:

Atsargiai maiSant citriny riigsties tirpalas (3.8.2) supilamas j natrio karbonato tirpalg (3.8.3). Ipilamas vario
sulfato tirpalas (3.8.1) ir skiedZiama vandeniu iki 1 litro. Palickama nusistovéti per naktj ir tirpalas filtruojamas.

Tikrinama gauto reagento koncentracija (Cu — 0,05 mol/l, Na,CO; — 1 mol/l), Zr. 5.4. paskuting pastraipa. Tirpalo
pH yra apie 9,4.

Vario sulfato tirpalas: 25 g vario sulfato, CuSO45H,0, neturincio gelezies, istirpinama 100 ml vandens.
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Citriny rigsties tirpalas: 50 g citriny ragsties, CsHzO; - H,O, iStirpinama 50 ml vandens.

Natrio karbonato tirpalas: 143,8 g bevandenio natrio karbonato, iStirpinama mazdaug 300 ml Silto vandens.
Palickama atvésti.

Natrio tiosulfato 0,1 mol/l tirpalas.

Krakmolo tirpalas: 5 g tirpaus krakmolo misinys su 30 ml vandens supilamas i 1 litra verdancio vandens.
Virinama tris minutes, tirpalas atvésinamas, prireikus i ji kaip konservanto jdedama 10 mg gyvsidabrio
(I1) jodido.

Sieros riigsties 3 mol/l tirpalas.
Kalio jodido tirpalas, 30 % (m/V).
Pemzos granulés, virintos vandenilio chlorido riigsties tirpale, i$plautos ir iSdZiovintos.

3-metilbutan-l-olis.

Aparatiira

Maisiklis (vartytuvas), apsisukimy daznis mazdaug 35-40 min'..

Procediira
Eminio ekstrahavimas

2,5 g éminio, pasverto 1 mg tikslumu, supilama j 250 ml matavimo kolba. [pilama 200 ml etanolio (3.1) ir viena
valanda maiSoma maisikliu. [pilama 5 ml Carrez I tirpalo (3.2) ir maiSoma mazdaug 30 s. Ipilama 5 ml Carrez II
tirpalo (3.3) ir vél maiSoma 1 min. Etanoliu (3.1) skiedziama iki Zymés, sumai§oma ir filtruojama. Imama 200 ml
filtrato ir garinama didesnei daliai etanolio pasalinti tol, kol tiiris sumaZéja mazdaug du kartus. Likutis po
iSgarinimo naudojant ilta vandenj kickybiskai supilamas | 200 ml matavimo kolba, tirpalas atvésinamas,
skiedZiamas iki Zymés vandeniu, sumai§omas ir prireikus filtruojamas. Sis tirpalas naudojamas redukuojanciyjy
sacharidy kiekiui nustatyti ir, po inversijos, suminiam sacharidy kiekiui nustatyti.

Redukuojanciyjy sacharidy nustatymas

Pipete paimama ne daugiau 25 ml tirpalo, turin¢io maZziau nei 60 mg redukuojanciyjy sacharidy, kuriy kiekis
iSreiskiamas gliukozés kiekiu. Prireikus skiedZiama distiliuotu vandeniu iki 25 ml ir redukuojanciyjy sacharidy
kiekis nustatomas Luff-Schoor] metodu. Rezultatas isreiskiamas gliukozés kiekiu éminyje procentais.

Suminio invertuoty sacharidy kiekio nustatymas

Pipete paimama 50 ml tirpalo ir supilama j 100 ml matavimo kolba. [lasinami keli lagai metiloranzinio tirpalo
(3.4) ir atsargiai, nuolat maisant, pilama vandenilio chlorido riigdties tirpalo (3.5) tol, kol neisnyksta tirpalo
raudona spalva. Ipilama 15 ml vandenilio chlorido rtigsties (3.6), kolba nuleidZiama { stipriai verdancio vandens
vonig, kurioje laikoma trisdesimt minuciy. Tirpalas greitai atvésinamas iki mazdaug 20 °C temperatiros ir j jj
jpilama 15 ml natrio hidroksido tirpalo (3.7). SkiedZiama vandeniu iki 100 ml ir sumaioma. Paimama ne
daugiau 25 ml $io tirpalo, turincio maziau nei 60 mg redukuojanciyjy sacharidy, perskaiciuoty j gliukozés kieki.
Prireikus distiliuotu skiedZiama vandeniu iki 25 ml ir redukuojanciyjy sacharidy kiekis nustatomas Luff-Schoorl
metodu. Rezultatas iSreiskiamas gliukozés procentiniu kiekiu arba, jei tinka, sacharozés kiekiu, gauty rezultata
padauginus i3 faktoriaus 0,95.

Titravimas Luff-Schoorl metodu

Pipete jpilama 25 ml Luff-Schoorl reagento (3.8) ir supilama i 300 ml Erlenmejerio kolba; jpilama lygiai 25 ml
skaidrinto sacharidy tirpalo. I[dedamos dvi pemzos (3.13) granulés, tirpalas Sildomas ir maiSomas, laikant kolbg
rankoje virs vidutinés atviros liepsnos, kad tirpalas uzvirty mazdaug per dvi minutes. Erlenmejerio kolba i§ karto
statoma ant asbestu padengto vielos tinklelio su mazdaug 6 cm skersmens skyle, po kuria dega liepsna. Liepsna
regulivojama taip, kad baty Sildomas tik Erlenmejerio kolbos dugnas. Prie kiginés kolbos prijungiamas
griztamasis kondensatorius. Virinama lygiai desimt minuciy. I$ karto po to kolba atvésinama $altame vandenyje
ir mazdaug po penkiy minuciy titruojama taip:
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jpilama 10 ml kalio jodido tirpalo (3.12) ir tuojau pat (atsargiai, nes gali stipriai putoti) jpilama 25 ml sieros
ragsties tirpalo (3.11). Titruojama natrio tiosulfato tirpalu (3.9) tol, kol spalva tampa vos gelsva, jpilama
krakmolo tirpalo (3.10) indikatoriaus ir baigiama titruoti.

Toks pats titravimas, tik nevirinant, atlickamas su tiksliai 25 ml Luff-Schoorl reagento (3.8) ir 25 ml vandens
miSiniu, jpilant 10 ml kalio jodido tirpalo (3.12) ir 25 ml sieros rigsties tirpalo (3.11).

Rezultaty apskai¢iavimas

Pagal pridedama lentele nustatomas laktozes kiekis mg, kuris atitinka dviejy titravimy rezultaty skirtuma,
iSreiskiama 0,1 mol/l natrio tiosulfato tirpalo ml. Rezultatas iSreiskiamas éminio masés procentais.

Specialiosios procediiros

Pasary, turin¢iy daug melasos, ir kity nelabai vienalyciy pasary atveju pasveriama 20 g pasary ir su 500 ml
vandens jie supilami | 1 1 matavimo kolba. Maisikliu mai§oma viena valandg. Skaidrinama, naudojant Carrez
I (3.2) ir I (3.3) tirpalus, kaip aprasyta 5.1 punkte, taciau naudojant keturiskart didesnius reagenty kiekius.
Skiedziama iki Zymés 80 % (V/V) etanoliu.

SumaiSoma ir filtruojama. Etanolis pasalinamas, kaip apradyta 5.1 punkte. Jei éminyje néra dekstrinizuoto
krakmolo, skiedziama iki Zymés vandeniu.

Melasos ir pasariniy Zaliavy, kuriuose yra daug cukraus ir beveik néra krakmolo (ceratonia siliqua vaisiai, dziovinti
runkeliy grieZiniai ir pan.) atveju 5 g éminio sudedama j 250 ml matavimo kolba, jpilama 200 ml distiliuoto
vandens ir valandg maioma maisikliu, prireikus, ir ilgiau. Skaidrinama, naudojant Carrez I (3.2) ir I (3.3) tirpalus,
kaip aprasyta 5.1 punkte. SkiedZiama iki Zymés 3altu vandeniu, sumai§oma ir filtruojama. Norint nustatyti
suminj sacharidy, daroma, kaip aprasyta 5.3 punkte.

Pastabos

Siekiant i§vengti putojimo, prie§ virinant su Luff-Schoorl reagentu jpilama (nepaisant tdrio) apie 1 ml
3-metilbutan-1-olio (3.14).

Suminio sacharidy po inversijos kiekio, perskaic¢iuoto i gliukozés kieki, ir redukuojanciyjy sacharidy kiekio,
perskaiciuoto i gliukozés kiekj, skirtumg padauginus i§ 0,95 gaunamas sacharozés kiekis procentais.

Norint nustatyti redukuojanciyjy sacharidy, i$skyrus laktoze, kiekj, galima taikyti du metodus.

Skaiciuojant apytiksliai, kitu analizés metodu nustatytas laktozes kiekis dauginamas i§ 0,675 ir gautas rezultatas
atimamas i§ redukuojanciyjy sacharidy kiekio.

Redukuojanciy sacharidy, isskyrus laktoze, kiekj skaiciuojant tiksliai, tas pats éminys turi bati naudojamas dviem
galutiniams nustatymams. Viena analizé atliekama su alikvotine dalimi tirpalo, gauto pagal 5.1 punkta, kita — su
alikvotine dalimi tirpalo, gauto nustatant laktoze pagal Siam tikslui nustatyta metoda (atlikus kity sacharidy
fermentacijg ir skaidrinima).

Abiem atvejais turimas sacharidy kiekis nustatomas Luff-Schoorl metodu ir perskai¢iuojamas i gliukozés kiekj
miligramais. Viena i§ verciy atimama i§ kitos ir skirtumas ireiskiamas éminio masés procentais.

Pavyzdys
Du kiekvienam nustatymui paimti tiiriai atitinka 250 mg éminj.

Pirmuoju atveju sunaudota 17 ml natrio tiosulfato 0,1 mol/l tirpalo ir tai atitinka 44,2 mg gliukozés; antruoju
atveju sunaudota 11 ml ir tai atitinka 27,6 mg gliukozés.

Skirtumas yra 16,6 mg gliukozés.
Taigi redukuojanciyjy sacharidy (isskyrus laktoze) kiekis, perskaiciuotas i gliukozés kieki, yra lygus:

4 x 16,6

=6,64 %
10 ’
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Ver¢iy lentelé, naudojant 25 ml Luff-Schoorl reagento

Na,$,0; 0,1 mol/l tiris ml, dviejy minuciy trukmés Sildymas, desimties minuciy trukmés virimas

Nay$,05 G““kgﬁft’i f;;fl:;’rzlga inver- Laktozé Maltozé Na,$,05
0,1 mol/l CoH1,0, Ci,H,,0, Ci,H,,0p, 0,1 mol/l
ml mg skirtumas mg skirtumas mg skirtumas ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 3,9 3,9 1
2 4,8 2,4 7,3 3,7 7,8 3,9 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 11,7 3,9 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 15,6 4,0 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 19,6 3,9 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 23,5 4,0 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 27,5 4,0 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 31,5 4,0 8
9 22,4 2,6 33,2 3,8 35,5 4,0 9
10 25,0 2,6 37,0 3,8 39,5 4,0 10
11 27,6 2,7 40,8 3,8 43,5 4,0 11
12 30,3 2,7 44,6 3,8 47,5 4,1 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 51,6 4,1 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 55,7 4,1 14
15 38,5 2,8 56,0 3,9 59,8 4,1 15
16 41,3 2,9 59,9 3,9 63,9 4,1 16
17 44,2 2,9 63,8 3,9 68,0 4,2 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 72,2 4,3 18
19 50,0 3,0 71,7 4,0 76,5 4,4 19
20 53,0 3,0 75,7 4,1 80,9 4,5 20
21 56,0 3,1 79,8 4,1 85,4 4,6 21
22 59,1 3,1 83,9 4,1 90,0 4,6 22
23 62,2 88,0 94,6 23

K. LAKTOZES NUSTATYMAS
Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu galima nustatyti laktozés kiekj pasaruose, kai jos yra daugiau nei 0,5 %.

Metodas

Cukriis iStirpinami vandenyje. Tirpalas fermentuojamas, pridedant mieliy Saccharomyces cerevisiae, kurios laktozés
neliecia. Po skaidrinimo ir filtravimo laktozés kiekis filtrate nustatomas Luff-Schoorl metodu.

Reagentai

Saccharomyces cerevisige suspensija: 25 g $vieziy mieliy maioma su 100 ml vandens. Saldytuve suspensija galima
laikyti ne ilgiau kaip savaitg.

Carrez I tirpalas: vandenyje iStirpinama 21,9 g cinko acetato, Zn(CH;COO0),-2H,0 ir 3 g ledinés acto riigsties.
Skiedziama vandeniu iki 100 ml.

Carrez II tirpalas: vandenyje iStirpinama 10,6 g kalio heksacianoferato (1I), K4Fe(CN)s 3H,0. SkiedZiama vandeniu
iki 100 ml.

Luff-Schoorl reagentas:

Atsargiai maiSant citriny riigsties tirpalas (3.4.2) supilamas | natrio karbonato tirpalg (3.4.3). Ipilamas vario
sulfato tirpalas (3.4.1) ir skiedziama vandeniu iki 1 litro. Palickama nusistovéti per naktj ir tirpalas filtruojamas.
Tikrinama gauto reagento koncentracija (Cu — 0,05 mol[l; Na,CO; — 1 mol/l). Tirpalo pH yra apie 9,4.
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3.4.1 Vario sulfato tirpalas: 25 g vario sulfato, CuSO45H,0, neturinio gelezies, iStirpinama 100 ml vandens.
342 Citriny rigsties tirpalas: 50 g citriny rtgsties, CsHgsO; - H,O, iStirpinama 50 ml vandens.
3.4.3 Natrio karbonato tirpalas: 143,8 g bevandenio natrio karbonato, iStirpinama mazdaug 300 ml Silto vandens.

Palickama atvésti.

3.5 Pemzos granulés, virintos vandenilio chlorido riigsties tirpale, i§plautos ir i§dZiovintos.

3.6 Kalio jodido tirpalas, 30 % (m/V).

3.7 Sieros riigsties 3 mol/l tirpalas.

3.8 Natrio tiosulfato 0,1 mol/l tirpalas.

3.9 Krakmolo tirpalas: 5 g tirpaus krakmolo miSinys su 30 ml vandens supilamas { 1 litra verdancio vandens.
Virinama tris minutes, tirpalas atvésinamas, prireikus j jj kaip konservanto jdedama 10 mg gyvsidabrio (II)
jodido.

4. Aparatiira

Vandens vonia su $ilumine rele, nustatyta 38-40 °C.

5. Procediira

1 g éminio pasveriama 1 mg tikslumu ir supilama 100 ml matavimo kolba. [pilama 25-30 ml vandens. Kolba
30 min laikoma verdancio vandens vonioje ir atvésinama iki mazdaug 35 °C temperatiros. [pilama apie 5 ml
mieliy suspensijos (3.1) ir sumaiSoma. Kolba laikoma dvi valandas vandens vonioje 38-40 °C temperattiroje.
Atvésinama iki mazdaug 20 °C temperatiiros.

Ipilama 2,5 ml Carrez I tirpalo (3.2) ir 30 s maiSoma, tada jpilama 2,5 ml Carrez I tirpalo (3.3) ir vél maiSoma
30 s. Skiedziama vandeniu iki 100 ml, sumaiSoma ir filtruojama. Ne daugiau nei 25 ml $io tirpalo, kuriame
turéty bati 40-80 mg laktozés, pipete paimama j 300 ml Erlenmejerio kolbg. Prireikus iki 25 ml skiedZiama
vandeniu.

Tokiu paciu badu atlickamas tusciasis bandymas su 5 ml mieliy suspensijos (3.1). Laktozés kiekis Luff-Schoorl
metodu nustatomas taip: jpilama lygiai 25 ml Luff-Schoorl reagento (3.4) ir jdedamos dvi pemzos (3.5) granulés.
Tirpalas maiSomas laikant kolbg rankoje ir tuo pat metu $ildant vir§ vidutinés atviros liepsnos, kad tirpalas
uzvirty mazdaug per dvi minutes. Erlenmejerio kolba i§ karto statoma ant asbestu padengto vielos tinklelio su
mazdaug 6 cm skersmens skyle, po kuria dega liepsna. Liepsna reguliuojama taip, kad bty Sildomas tik kiginés
kolbos dugnas. Prie Erlenmejerio kolbos prijungiamas griztamasis kondensatorius. Virinama lygiai desimt minu-
¢iy. I8 karto po to kolba atvésinama Saltame vandenyje ir mazdaug po penkiy minuciy titruojama taip:

jpilama 10 ml kalio jodido tirpalo (3.6) ir tuojau pat (atsargiai, nes gali stipriai putoti) jpilama 25 ml sieros
riigsties tirpalo (3.7). Titruojama natrio tiosulfato tirpalu (3.8) tol, kol spalva tampa vos gelsva, jpilama krakmolo
tirpalo (3.9) indikatoriaus ir baigiama titruoti.

Toks pats titravimas, tik nevirinant, atliekamas su tiksliai 25 ml Luff-Schoorl reagento (3.4) ir 25 ml vandens
misiniu, jpilant 10 ml kalio jodido tirpalo (3.6) ir 25 ml sieros riigsties tirpalo (3.7).

6. Rezultaty apskai¢iavimas

Pagal pridedamg lentele nustatomas laktozés kiekis mg, kuris atitinka dviejy titravimy rezultaty skirtuma,
iSreiskiama 0,1 mol/l natrio tiosulfato tirpalo ml.

Rezultatas pateikiamas kaip bevandenés laktozés kiekis, iSreikstas éminio masés procentais.

7. Pastaba

Jei produktai turi daugiau nei 40 % fermentuojamo sacharido, naudojama daugiau nei 5 ml mieliy suspensijos.
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Ver¢iy lentelé, naudojant 25 ml Luff-Schoorl reagento

Na,$,0; 0,1 mol/l tiiris ml, dviejy minuciy trukmés Sildymas, desimties minuciy trukmés virimas

Nay$,05 G““kgf(ft’i fsr;fﬁ;’rzlga inver- Laktozé Maltozé Na,$,05
0,1 mol/l CH1,0, Cy,H,,0, Ci,H,,0, 0,1 mol/l
ml mg skirtumas mg skirtumas mg skirtumas ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 3,9 3,9 1
2 4,8 2,4 7,3 3,7 7,8 3,9 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 11,7 3,9 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 15,6 4,0 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 19,6 3,9 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 23,5 4,0 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 27,5 4,0 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 31,5 4,0 8
9 22,4 2,6 33,2 3,8 35,5 4,0 9
10 25,0 2,6 37,0 3,8 39,5 4,0 10
11 27,6 2,7 40,8 3,8 43,5 4,0 11
12 30,3 2,7 44,6 3,8 47,5 4,1 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 51,6 4,1 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 55,7 4,1 14
15 38,5 2,8 56,0 3,9 59,8 4,1 15
16 41,3 2,9 59,9 3,9 63,9 4,1 16
17 44,2 2,9 63,8 3,9 68,0 4,2 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 72,2 4,3 18
19 50,0 3,0 71,7 4,0 76,5 4,4 19
20 53,0 3,0 75,7 4,1 80,9 4,5 20
21 56,0 3,1 79,8 4,1 85,4 4,6 21
22 59,1 3,1 83,9 4,1 90,0 4,6 22
23 62,2 88,0 94,6 23

L. KRAKMOLO NUSTATYMAS
POLIARIMETRINIS METODAS
Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu galima nustatyti krakmolo ir didelés molekulinés masés krakmolo skilimo produkty kiekj
pasaruose, siekiant patikrinti atitiktj nurodomai energinei vertei (VII priedo nuostatoms) ir Tarybos direktyvai 96/
25[EB ().

Metodas

Metodas susideda i§ dviejy nustatymy. Nustatant pirmuoju biidu, éminys veikiamas praskiesta vandenilio
chlorido riigstimi. Po tirpalo skaidrinimo ir filtravimo poliarimetriskai matuojamas per jj praeinancios
poliarizuotos $viesos plokstumos sukimas.

Analizuojant antruoju badu, éminys ekstrahuojamas 40 % etanoliu. Filtratas riigstinamas vandenilio chlorido
ragstimi, skaidrinamas, filtruojamas ir matuojamas per jj praeinancios poliarizuotos §viesos plokstumos sukimas,
kaip tai buvo daroma pirmuoju badu.

Dviejy matavimy skirtumas, padaugintas i§ Zinomo faktoriaus, atitinka krakmolo kiekj éminyje.

Reagentai

Vandenilio chlorido ragstis, 25 % (m/m) tirpalas, tankis 1,126 g/ml.

OL L 125, 1996 5 23, p. 35.
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Vandenilio chlorido ragstis, 1,13 % (m/V) tirpalas.

Koncentracija turi bati patikrinta titruojant 0,1 mol/l natrio hidroksido tirpalu, {lasinus metilraudonojo 0,1 %
(m/V) tirpalo 94 % (V|V) etanolyje. Reikia 30,94 ml 0,1 mol/l NaOH, norint neutralizuoti 10 ml.

Carrez I tirpalas: vandenyje istirpinama 21,9 g cinko acetato, Zn(CH3COO0),2H,0 ir 3 g ledinés acto riigsties.
Skiedziama vandeniu iki 100 ml.

Carrez II tirpalas: vandenyje iStirpinama 10,6 g kalio heksacianoferato (II), K4Fe(CN)4 3H,0. SkiedZiama vandeniu
iki 100 ml.

Etanolis, 40 % (V/V) tirpalas, tankis 0,948 g/ml 20 °C temperatiiroje.

Aparatiira

250 ml Erlenmejerio kolba su tipine $lifo jungtimi ir griZtamasis kondensatorius

Poliarimetras arba sacharimetras

Procediira
Eminio ruosimas
Eminys susmulkinamas taip, kad ji vis biity galima persijoti per sieta su 0,5 mm apvaliomis akutémis.

Suminio poliarizuotos $viesos plokstumos sukimo (P ir S) nustatymas (Zr. 7.1 pastabg)

1 mg tikslumu pasveriama 2,5 g sumalto éminio, kuris supilamas { 100 ml matavimo kolba. Ipilama 25 ml
vandenilio chlorido rtigsties tirpalo (3.2), kratoma, kad éminys tolygiai pasiskirstyty, ir dar jpilama 25 ml
vandenilio chlorido riigsties tirpalo (3.2). Kolba panardinama j verdancio vandens vonig, pirmgsias tris minutes
stipriai ir visa laikg kratoma, kad nesusidaryty aglomeraty. Vandens vonioje turi bati pakankamai daug, kad
panardinus | ja matavimo kolba, jis nenustoty vires. Kratomos kolbos negalima i$imti i§ vonios. Lygiai po 15 min
kolba i§imama i§ vonios, jpilama 30 ml Salto vandens ir i§ karto atvésinama iki 20 °C.

Ipilama 5 ml Carrez 1 tirpalo (3.3) ir kratoma 30 s. Ipilama 5 ml Carrez II tirpalo (3.4) ir vél kratoma mazdaug
30 s. Skiedziama iki Zymeés vandeniu, sumaiSoma ir filtruojama. Jei filtratas néra visiskai skaidrus (tai pasitaiko
retai), nustatymas kartojamas naudojant daugiau Carrez I ir II tirpaly, pvz., 10 ml.

200 mm ilgio vamzdyje poliarimetru arba sacharimetru matuojama, kokiu kampu tirpalas suka poliarizuotos
$viesos plokstuma.

Medziagy, tirpstanciy 40 % etanolyje, poliarizuotos $viesos plokstumos sukimo (P’ ir S') nustatymas

1 mg tikslumu pasveriama 5 g éminio, éminys supilamas | 100 ml matavimo kolbg ir jpilama apie 80 ml
etanolio (3.5) (Zr. 7.2 pastabg). Kolba laikoma vieng valanda kambario temperatiiroje; per ta laikg Sesis kartus
kolba stipriai kratoma, kad éminys gerai susimaiyty su etanoliu. SkiedZiama iki Zymés etanoliu (3.5), sumaiSoma
ir filtruojama.

50 ml filtrato (atitinka 2,5 g éminio) jpilama i 250 ml Erlenmejerio kolba, jpilama 2,1 ml vandenilio chlorido
rigsties (3.1) ir stipriai kratoma. Prie Erlenmejerio kolbos prijungiamas griztamasis kondensatorius, kolba
panardinama i verdancio vandens vonia. Lygiai po 15 min Erlenmejerio kolba isimama i§ vonios, jos turinys
supilamas | 100 ml matavimo kolbg, plaunant Erlenmejerio kolbg trupuciu 3alto vandens, ir atvésinama iki
20 °C.

Skaidrinama, naudojant Carrez 1 (3.3) ir Il (3.4) tirpalus, skiedZiama iki Zymeés vandeniu, sumaiSoma, filtruojama
ir matuojamas poliarizuotos $viesos plokstumos sukimas, kaip nurodyta 5.2 punkto 2—-oje ir 3—oje pastraipoje.
Rezultaty apskaiciavimas

Krakmolo kiekis (%) éminyje apskai¢iuojamas taip:

Matavimas poliarimetru

o
Krakmolo kiekis (%) :%
a

D

P = suminis poliarizuotos §viesos plokitumos sukimas, laipsniais;
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P = 40 % etanolyje tirpiy medziagy tirpalo poliarizuotos $viesos plokstumos sukimas, laipsniais;
[a] )" = savitasis gryno krakmolo tirpalo poliarizuotos Sviesos plokstumos sukimas. Visuotinai priimtos
skaitmeninés $io faktoriaus vertés yra $ios:
+185,9% ryziy krakmolo
+185,7° bulviy krakmolo
+184,6° kukuriizy krakmolo
+182,7°: kvieciy krakmolo
+181,5°% mieziy krakmolo
+181,3° avizy krakmolo
+184,0°: kity riisiy krakmolo, taip pat krakmolo miiniy kombinuotuose pasaruose
6.2 Matavimas sacharimetru
2000 (2Nx0,665) %x(S-S) 26,6 Nx (S-5
Krakmolo kiekis (%) = ——5 % ( ) x( ). 20(., )
lap 100 [a]p
S = suminis poliarizuotos §viesos plokstumos sukimas, sacharimetro laipsniais;
S = 40% (v|v) etanolyje tirpiy medziagy tirpalo poliarizuotos 3viesos plokstumos sukimas, sacharimetro
laipsniais
N = sacharozés masé¢ g/100 ml vandens, kai 200 mm ilgio vamzdyje poliarizuotos $viesos plokstuma pasukama
100° sacharimetro laipsniy
16,29 g pranciizisky sacharimetry
26,00 g vokisky sacharimetry
20,00 g kity sacharimetry
[a]2) savitasis gryno krakmolo poliarizuotos §viesos plokstumos sukimas (r. 6.1 punkta).
6.3 Pakartojamumas
Dviejy lygiagreCiy, tam paciam éminiui atlikty nustatymy rezultaty skirtumas neturi bati didesnis nei
0,4 absoliuciaja verte, kai krakmolo yra maziau nei 40 %, ir 1 % santykine verte, kai krakmolo yra 40 % arba
daugiau.
7. Pastabos
7.1 Jei éminyje yra daugiau nei 6 % karbonaty, skaiciuojamy kaip kalcio karbonatas, jie prie$ suminio poliarizuotos
$viesos plokstumos sukimo matavima turi biiti suardomi jpilant lygiai tiek, kiek reikia praskiestos sieros riigsties.
7.2 Jei produkte yra daug laktozés, pvz., pieno milteliy serume ar nugriebto pieno milteliuose, ipylus 80 ml etanolio
(3.5), daroma taip: prie kolbos prijungiamas griZtamasis kondensatorius ir kolba 30 min panardinama i vandens
vonig 50 °C temperatiiroje. Kolba palickama atvésti ir analizé tesiama kaip nurodyta 5.3 punkte.
7.3 Yra zinoma, kad $ios medziagos, kai jy pasaruose yra didelis kiekis, sukelia trukdzius, nustatant krakmolo kiekj

poliarimetriniu metodu, todél gali bati gauti netikslis rezultatai:

—  (cukriniy) runkeliy produktai, pvz., (cukriniy) runkeliy i§spaudos, (cukriniy) runkeliy melasa, (cukriniy)
runkeliy i§spaudos su melasa, (cukriniy) runkeliy Zlaugtai, (runkeliy) cukrus,

—  citrusy vaisiy minkStimas,

—  liny sémenys; liny sémeny i§spaudos; ekstrahuoti liny sémenys,

—  rapso séklos; rapso sékly isspaudos; ekstrahuotos rapso séklos; rapso sekly lukstai,

—  saulégrazy séklos; ekstrahuotos saulégrazy séklos; ekstrahuotos i§ dalies islukstentos saulégrazy séklos,

—  kopros isspaudos; ekstrahuota kopra,

—  bulviy masé,

—  dehidratuotos mielés,
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—  produktai, turintys daug inulino (pvz., topinamby trupiniai ir miltai),

—  spirgudiai.

M. ZALIU PELENU KIEKIO NUSTATYMAS
Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu galima nustatyti zaliy peleny kiekj pasaruose.

Metodas

Eminys sudeginamas 550 °C temperatiiroje; likutis pasveriamas.

Reagentai

Amonio nitrato tirpalas, 20 % (m/V)

Aparatiira

Kaitlenté
Elektriné mufeliné krosnis su Silumine rele

Kvarciniai, porcelianiniai arba platininiai tigliai éminiui sudeginti, sta¢iakampiai (mazdaug 60 x 40 x 25 mm)
arba apvalieji (skersmuo: 60-75 mm, aukstis: 20-40 mm)

Procediira

Mazdaug 5 g éminio (2,5 g tuo atveju, kai analizuojami linke i$sipaisti produktai) pasveriama 1 mg tikslumu ir
supilama | éminiui sudeginti skirta tigli, kuris pats pries tai buvo iskaitintas 550 °C temperatiiroje, atvésintas ir
pasvertas. Tiglis statomas ant kaitlentés ir i3 léto kaitinamas tol, kol medziaga suangléja. Iskaitinama pagal 5.1
arba 5.2.

Tiglis dedamas j reguliuojamos temperatiros mufeling krosnj, nustatyta 550 °C. Medziaga laikoma toje
temperatiiroje, kol virsta baltais, Sviesiai pilkais ar rausvais pelenais, kuriuose greiciausiai nebeliko anglingyjy
daleliy. Tiglis dedamas j eksikatoriy atvésti ir i§ karto sveriamas.

Tiglis dedamas i reguliuojamos temperatiiros mufeling krosnj, nustatyta 550 °C. Kaitinama 3 h. Tiglis dedamas
i eksikatoriy atvésti ir i§ karto sveriamas. Kaitinama dar 30 min, siekiant uztikrinti, kad peleny masé nekinta
(masés skirtumas tarp dviejy nuosekliy svérimy turi biti mazesnis arba lygus 1 mg).

Rezultaty apskaiciavimas

Likucio masé apskaiciuojama, atimant tiglio mase.

Rezultatas i$reiskiamas éminio masés procentais.

Pastabos

Medziagy, kurias sunku paversti pelenais, pelenai i§ pradziy turi bati kaitinami ne trumpiau kaip tris valandas,
atvésinami ir i juos jlasinami keli lasai 20 % amonio nitrato tirpalo arba vandens (lasinama atsargiai, kad pelenai
neissisklaidyty arba nesusokty j gabalus). I3dZiovinus, toliau kaitinama krosnyje. Prireikus veiksmas kartojamas
tol, kol medziaga visiskai virsta pelenais.

Jei medziagos atsparios apdorojimui, aprasytam 7.1 punkte, daroma taip: po trijy valandy kaitinimo, pelenai
supilami j silta vandenj ir filtruojami per maza bepeleni filtra. Filtras su turiniu sudeginamas pries tai naudotame
tiglyje. 1 atvésintg tiglj supilamas filtratas, tirpalas iSgarinamas iki sauso likucio, likutis iSkaitinamas ir
pasveriamas.
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Analizuojant aliejus ir riebalus, tinkamo dydzio tiglyje tiksliai pasveriamas 25 g éminys. Eminys anglinamas
padegant jj bepelenio filtravimo popieriaus juostele. Sudeginus likutis sudrékinamas kiek jmanoma mazesniu
kiekiu vandens. Likutis dZiovinamas ir iSkaitinamas, kaip aprasyta 5 skyriuje.

N.  VANDENILIO CHLORIDO RUGSTYJE NETIRPIY PELENU KIEKIO NUSTATYMAS
Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu galima nustatyti neorganiniy medziagy, kurios netirpsta vandenilio chlorido riigityje, kiekj
pasaruose. Atsizvelgiant j bandinio tipa, galima taikyti du metodus.

A metodas. Taikomas organiniams pasarams ir didesnei daliai kombinuotyjy pasary;

B metodas. Taikomas neorganiniams junginiams ir misiniams, taip pat kombinuotiesiems pasarams, kuriuose
A metodu nustatytas vandenilio chlorido rigstyje netirpiy medziagy kiekis yra didesnis nei 1 %.

Metodas

A metodas. Eminys pavertiamas pelenais, pelenai virinami vandenilio chlorido riigityje, neistirpusi dalis
filtruojama ir sveriama.

B metodas. Eminys apdorojamas vandenilio chlorido riigstimi. Tirpalas filtruojamas, likutis paverciamas pelenais,
kurie apdorojami pagal A metoda.

Reagentai

Vandenilio chlorido riigstis 3 mol/l
Trichloracto riigstis, 20 % (m/V) tirpalas

Trichloracto rugstis, 1 % (m/V) tirpalas

Aparatiira

Kaitlenté
Elektriné mufeliné krosnis su Silumine rele

Kvarciniai, porcelianiniai arba platininiai tigliai éminiui sudeginti, staciakampiai (mazdaug 60 x 40 x 25 mm)
arba apvalieji (skersmuo: 60-75 mm, aukstis: 20-40 mm)

Procediira
A metodas

Eminys sudeginamas taip pat, kaip nustatant zaliy peleny kiekj. Galima panaudoti pelenus, gautus atliekant $ig
analize.

Pelenai supilami | 250-400 ml cheming stikling, naudojant 75 ml vandenilio chlorido riigsties (3.1). Misinys létai
uZvirinamas ir atsargiai virinamas penkiolika minu¢iy. Siltas tirpalas filtruojamas per bepelen; filtra ir likutis
plaunamas §iltu vandeniu tol, kol plovimo vanduo nerodo riigicios reakcijos. Filtras su liku¢iu dziovinamas ir
pasvertame tiglyje sudeginamas ne Zemesnéje nei 550 °C, bet ne aukstesnéje nei 700 °C temperatiiroje. Tiglis
atvésinamas eksikatoriuje ir pasveriamas.

B metodas

5 g éminio pasveriama 1 mg tikslumu ir supilama j 250-400 ml cheming stikling. [pilama 25 ml vandens ir
25 ml vandenilio chlorido riigties (3.1), sumaiSoma ir palaukiama dujy skyrimosi pabaigos. Ipilama dar 50 ml
vandenilio chlorido rigsties (3.1). Palaukiama dar galimo dujy skyrimosi pabaigos, stikliné statoma i verdancio
vandens vonia ir laikoma joje trisdesimt minuciy, prireikus ir ilgiau, kad visiskai baty hidrolizuotas krakmolas,
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kurio galéjo biiti éminyje. Siltas tirpalas filtruojamas per bepelen filtra, likutis plaunamas 50 ml §ilto vandens
(Zr. 7 pastabg). Filtras su liku¢iu dedamas j tiglj éminiui sudeginti, dziovinamas ir sudeginamas ne Zemesnéje nei
550 °C, bet ne aukstesnéje nei 700 °C temperatiiroje. Pelenai supilami j 250-400 ml cheming stikling, naudojant
75 ml vandenilio chlorido rugsties (3.1); tesiama, kaip nurodyta antroje 5.1 punkto pastraipoje.

Rezultaty apskaiciavimas

Likucio masé apskaiciuojama, atimant tiglio mase. Rezultatas isreiskiamas éminio masés procentais.

Pastaba

Jei éminys sunkiai filtruojamas, analizé¢ atlickama i naujo, 50 ml vandenilio chlorido rugsties (3.1) pakeiciant
50 ml 20 % trichloracto ragsties (3.2) ir plaunant filtrg siltu 1 % trichloracto riigsties tirpalu (3.3).

O. KARBONATUY NUSTATYMAS
Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu galima nustatyti pasaruose karbonaty kieki, kuris paprastai iSreiskiamas kalcio karbonato kiekiu.

Taciau tam tikrais atvejais (pvz., naudojant geleZies karbonatg) batina taikyti specialyjj metoda.

Metodas

Karbonatai skaidomi vandenilio chlorido riigstimi; iSsiskyres anglies dioksidas surenkamas j matavimo biuretg ir
jo tiiris palyginamas su tiriu, kuris tomis paciomis salygomis susidaro i§ Zinomo kalcio karbonato kiekio.

Reagentai

Vandenilio chlorido ragstis, tankis 1,10 g/ml
Kalcio karbonatas

Sieros riigstis, mazdaug 0,05 mol/l, nudazyta metilraudonuoju

Aparatiira

Scheibler-Dietrich aparatas (Zr. pie$ini) ar panaSus aparatas.

Procediira

Atsizvelgiant | karbonaty kiekj éminyje, sveriamas toks éminio kiekis:

— 0,5 g produkty, kuriuose karbonatai, ireiksti kalcio karbonato kiekiu, sudaro nuo 50 iki 100 %,
— 1 g produkty, kuriuose karbonatai, isreiksti kalcio karbonato kiekiu, sudaro nuo 40 iki 50 %,
—  2-3 g kity produkty.

Eminys supilamas i specialy aparato butelj (4), j kurj jstatytas i§ nedfiztan¢ios medZiagos pagamintas mazas
meégintuvélis su 10 ml vandenilio chlorido riigsties (3.1), ir butelis prijungiamas prie aparato. Trisakis ciaupas (5)
pasukamas taip, kad vamzdis (1) susijungty su atmosfera. Kilnojamu vamzdziu (2), kuris yra pripildytas
nudazytos sieros riigties (3.3) ir prijungtas prie matavimo biuretés (1), skys¢io lygis nustatomas ties nulio padala.
Ciaupas (5) pasukamas taip, kad biureté (1) ir vamzdis (3) biity sujungti, ir patikrinama, ar skyscio lygis yra ties
nulio padala.
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Vandenilio chlorido riigstis (3.1) palenkiant butelj (4) po truputj supilama ant éminio. Slégis islyginamas
nuleidziant vamzdj (2). Butelis (4) kratomas tol, kol anglies dioksidas nustoja skirtis.

Grazinamas pradinis slégis, sulyginant skyscio lygi biuretéje (1) ir vamzdyje (2). Po keliy minuciy, jei dujy taris
daugiau nekinta, rodmuo uzrasomas.

Tomis paciomis salygomis atlickamas kontrolinis bandymas su 0,5 g kalcio karbonato (3.2).

Rezultaty apskaiciavimas

Karbonaty, iSreiksty kalcio karbonatu, kiekis apskaiciuojamas pagal formule:

_Vx 100
“V; x 2m

kurioje:

X = karbonaty, isreiksty kalcio karbonatu, procentinis kiekis éminyje (w/w)
V = CO, tiris, kuris susidaro i§ éminio, ml;

V; = CO, tiris, kuris susidaro i§ 0,5 g CaCOs, ml;

m = éminio tirilamosios dalies masé gramais.

Pastabos

Jei éminio masé didesné nei 2 g, i§ pradziy i butelj (4) jpilama 15 ml distiliuoto vandens ir prie§ bandymo pradzia
sumaiSoma. Toks pats vandens tiiris naudojamas atliekant kontrolinj bandyma.

Jei naudojamas aparatas turi kitokj tiirj, nei Scheibler-Dietrich aparato tiiris, sveriamo éminio masé ir kontrolinio
éminio mase bei rezultaty apskaiciavimas turi biti atitinkamai pakeisti.
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P. SUMINIO FOSFORO KIEKIO NUSTATYMAS
FOTOMETRINIS METODAS
Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu galima nustatyti suminio fosforo kiekj pasaruose. Jis labiausiai tinka analizuoti produktus, kuriuose
nedaug fosforo. Kai kuriais atvejais (kai produkte daug fosforo) galima taikyti gravimetrinj metoda.

Metodas

Eminys mineralizuojamas sausuoju deginimu (organiniy pasary) arba skaidant riigityje (mineraliniy junginiy ir
skystyjy pasary) ir ir jdedamas j riigsties tirpala. Tirpalas veikiamas molibdovanadato reagentu. Taip susidariusio
geltono tirpalo optinis tankis matuojamas spektrofotometru esant 430 nm bangos ilgiui.

Reagentai

Kalcio karbonatas

Vandenilio chlorido raigstis, pyy = 1,10 g/ml (mazdaug 6 mol/l)
Azoto rigstis, pyo = 1,045 g/ml

Azoto rigstis, py = 1,38-1,42 g/ml

Sieros riigstis, pyo = 1,84 g/ml

Molibdovanadato reagentas: 1 litro matavimo kolboje sumaiSoma 200 ml amonio heptamolibdato tirpalo
(3.6.1), 200 ml amonio monovanadato tirpalo (3.6.2) ir 134 ml azoto ragsties (3.4). SkiedZiama vandeniu iki

Zymeés.

Amonio heptamolibdato tirpalas: karstame vandenyje iStirpinama 100 g amonio heptamolibdato tetrahidrato
(NH4)M070,4-4H,0. Ipilama 10 ml amoniako (tankis 0,91 kg/l) ir skiedZiama vandeniu iki 1 1.

Amonio monovanadato tirpalas: 2,35 g amonio monovanadato, NH,VO; itirpinama 400 ml kar3to vandens.
Nuolat maiSant létai jpilama 20 ml praskiestos azoto rigsties (7 ml HNO; (3.4) ir 13 ml H,0) ir skiedZiama
vandeniu iki 1 L.

Etaloninis fosforo tirpalas 1 mg/ml: iStirpinkite 4,387 g kalio dihidrofosfato, KH,PO, vandenyje. SkiedZiama
vandeniu iki 1 L.

Aparatiira

Kvarciniai, porcelianiniai arba platininiai tigliai éminiui sudeginti.

Elektriné mufeliné krosnis su silumine rele, nustatyta 550 °C temperatiirai.

250 ml Kjeldalio kolba.

Matavimo kolbos ir tikslios pipetés.

Spektrofotometras.

Mazdaug 16 mm skersmens mégintuvéliai su 14,5 mm skersmens kamsciais; talpa: 25-30 ml.
Procediira

Tirpalo ruosimas

Atsizvelgiant | éminio tipa, ruodiamas tirpalas, kaip nurodyta 5.1.1. arba 5.1.2.
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Iprastiné procedira

Pasveriama 1 g arba daugiau éminio 1 mg tikslumu. Eminys dedamas i Kjeldalio kolbg, jpilama 20 ml sieros
rgsties (3.5), kolba kratoma, kad medziaga visiskai susimaisyty su rGgstimi ir neprilipty ant kolbos sieneliy,
pakaitinama iki virimo ir virinama 10 min. Kolba paliekama Siek tiek atvésti, jpilama 2 ml azoto rtgsties (3.4),
nestipriai pakaitinama, Siek tiek atvésinama, jpilamas dar nedidelis kiekis azoto rigsties (3.4) ir vél uzvirinama.
Procediira kartojama tol, kol gaunamas bespalvis tirpalas. Atvésinama, jpilama truputj vandens, skystis supilamas
i 500 ml matavimo kolba, Kjeldalio kolbg plaunant kar§tu vandeniu. Palickama atvésti, skiedziama vandeniu iki
Zymés, sumaisoma ir filtruojama.

Eminiai, kuriuose yra organiniy medziagy ir néra kalcio ir magnio dihidrofosfaty

Deginimo tiglyje pasveriama 1 mg tikslumu mazdaug 2,5 g éminio. Eminys labai gerai sumaisomas su 1 g kalcio
karbonato (3.1). Deginama krosnyje 550 °C temperatiiroje tol, kol gaunami balti ar pilki pelenai (nedidelis angliy
kiekis netrukdo). Pelenai supilami { 250 ml cheming stikling. Ipilama 20 ml vandens ir vandenilio chlorido
ragsties (3.2) tol, kol nustoja skirtis burbuliukai. [pilama dar 10 ml vandenilio chlorido riigsties (3.2). Stikliné
statoma ant smélio vonios ir skystis garinamas iki sauso liku¢io netirpiam silicio dioksidui gauti. Likutis
iStirpinamas 10 ml azoto riigdties (3.3) ir tirpalas virinamas ant smélio vonios arba kaitlentés 5 min, nei§garinant
iki sauso likucio. Skystis supilamas j 500 ml matavimo kolbg, keleta karty stikling plaunant kar$tu vandeniu.
Kolba palickama atvésti, skiedziama vandeniu iki Zymés, sumaiSoma ir filtruojama.

Spalvos gavimas ir optinio tankio matavimas

Pagal 5.1.1 arba 5.1.2 gauto filtrato alikvotiné dalis skiedZiama taip, kad gauta fosforo koncentracija bity ne
didesné nei 40 pg/ml. [ mégintuvélj (4.6) jpilama 10 ml Sio tirpalo ir 10 ml molibdovanadato reagento (3.6).
SumaiSoma ir tirpalas palickamas stovéti bent 10 min 20 °C temperatiiroje. Spektrofotometru matuojamas
optinis tankis, esant 430 nm bangos ilgiui ir palyginamuoju tirpalu naudojant tirpala, gauta jpilant 10 ml
molibdovanadato reagento (3.6) { 10 ml vandens.

Kalibravimo kreivé

I3 etaloninio tirpalo (3.7) ruo$iami tirpalai, kuriy fosforo koncentracija 5 pg/ml, 10 pg/ml, 20 pg/ml, 30 pg/ml ir
40 pg/ml. Paimama po 10 ml kiekvieno i3 $iy tirpaly ir i juos jpilama po 10 ml molibdovanadato reagento (3.6).
Tirpalai sumaiSomi ir palickami stovéti bent 10 min 20 °C temperatiiroje. Matuojamas optinis tankis, kaip
nurodyta 5.2. BréZziama kalibravimo kreivé, kurios ordinaté — optinis tankis, abscisé — fosforo koncentracija.
Koncentracijos ver¢iy intervale nuo 0 pg/ml iki 40 pg/ml kreives dalis yra tiesiné.

Rezultaty apskaiciavimas

Fosforo kiekis tiriamajame éminyje nustatomas pagal kalibravimo kreive.
Rezultatas iSreiskiamas éminio masés procentais.

Pakartojamumas

Dviejy lygiagreciy to paties éminio bandymy rezultaty skirtumas ne didesnis nei:
— 3 % didziausiojo rezultato vertés, kai fosforo kiekis mazesnis nei 5 %,

— 0,15 % absoliuciaja verte, kai fosforo kiekis 5 % arba didesnis.

Q. CHLORIDY CHLORO NUSTATYMAS
Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu galima nustatyti vandenyje tirpiy chloridy chloro kiekj, paprastai ireiskiamg natrio chlorido kiekiu.
Metodas tinka visiems pasarams.

Metodas

Chloridai iStirpinami vandenyje. Jei produkte yra organiniy medziagy, jis skaidrinamas. Tirpalas Siek tiek
parfigitinamas azoto riigétimi ir chloridai nusodinami sidabro chlorido pavidalu, veikiant sidabro nitrato tirpalu.
Sidabro perteklius yra titruojamas amonio tiocianatu pagal Volhardo metoda.
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3. Reagentai

3.1 Amonio tiocianato tirpalas, 0,1 mol/l.

3.2 Sidabro nitrato tirpalas, 0,1 mol/l.

3.3 Sotusis amonio-gelezies (II) sulfato (NH,)Fe(SO,), tirpalas.

3.4 Azoto rigstis, tankis: 1,38 g/ml.

3.5 Dietileteris.

3.6 Acetonas.

3.7 Carrez I tirpalas: vandenyje iStirpinama 21,9 g cinko acetato, Zn(CH;COO), - 2H,0 ir 3 g ledinés acto rigsties.
Skiedziama vandeniu iki 100 ml.

3.8 Carrez II tirpalas: vandenyje istirpinama 10,6 g kalio heksacianoferato (II), K4Fe(CN)¢ 3H,0. SkiedZiama vandeniu
iki 100 ml.

3.9 Aktyvintosios anglys, neturincios chloridy ir jy neabsorbuojancios.

4. Aparatiira
Maisiklis (vartytuvas), apsisukimy daznis mazdaug 35-40 min’™.

5. Procediira

5.1 Tirpalo ruosimas
Atsizvelgiant | éminio pobidj, tirpalas ruosiamas pagal 5.1.1, 5.1.2 arba 5.1.3 punkta.
Kartu atliekamas tusciasis bandymas, nededant analizuojamo éminio.

5.1.1 Organiniy medziagy neturintys é¢miniai
1 mg tikslumu pasveriama ne daugiau nei 10 g éminio, kuriame chloro chloridy pavidalu baty ne daugiau nei
3 g. 500 ml matavimo kolboje éminys istirpinamas 400 ml vandens, kurio temperatiira mazdaug 20 °C.
Trisdesimt minuciy tirpalas maiSomas maiSymo biigne, praskiedZiamas iki Zymés, sumaiSomas ir filtruojamas.

5.1.2 Organiniy medziagy turintys éminiai, i§skyrus 5.1.3 punkte i§vardytus produktus
1 mg tikslumu pasveriama ne daugiau nei 5 g éminio, kuris kartu su 1 g aktyvintyjy angliy supilamas | 500 ml
matavimo kolba. Jpilama 400 ml vandens, kurio temperatiira apie 20 °C, ir 5 ml Carrez I tirpalo (3.7), maiSoma
30 s, jpilama 5 ml Carrez II tirpalo (3.8). MaiSymo biigne maiSoma trisdesimt minuciy, skiedZiama iki Zymes,
sumaiSoma ir filtruojama.

513 Virti paSarai, liny sémeny i$spaudos ir miltai, produktai, kuriuose daug liny
sémeny milty, ir kiti produktai, kuriuose daug glitésiy ar koloidiniy medziagy
(pvz., dekstrinuotas krakmolas)
Tirpalas ruosiamas taip, kaip aprasyta 5.1.2 punkte, bet nefiltruojamas. Skystis nupilamas nuo nuosédy
(prireikus, centrifuguojamas), 100 ml skyscio jpilama { 200 ml matavimo kolba. Skystis maiSomas su acetonu
(3.6), siuo tirpikliu skiedziamas iki Zymés, tirpalas sumai§omas ir filtruojamas.

5.2 Titravimas

Pipete i Erlenmejerio kolba paimama 25-100 ml (pagal numatoma chlorido kieki) tirpalo, paruosto pagal 5.1.1,
5.1.2 ar 5.1.3 punktus. Paimtoje alikvotinéje tirpalo dalyje turi biiti ne daugiau nei 150 mg chloro (Cl). Prireikus
tirpalas skiedZziamas ne maziau nei 50 ml vandens, jpilama 5 ml azoto riigsties (3.4), 20 ml so¢iojo amonio-
gelezies (1) sulfato tirpalo (3.3) ir du lasai amonio tiocianato tirpalo (3.1), lasinamo i§ biuretés, pripildytos iki
nulinés Zymeés. I3 biuretés jpilama tiek sidabro nitrato tirpalo (3.2), kad susidaryty 5 ml perteklius. [pilama 5 ml
dietileterio (3.5) ir stipriai purtoma, kad nuosédos koagulivoty. Sidabro nitrato perteklius titruojamas amonio
tiocianato tirpalu (3.1) tol, kol atsiradusi raudonai ruda spalva nei$nyksta per vieng minute.
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7.1

7.2

7.3

Rezultaty apskaiciavimas

Chloro kiekis, iSreikstas natrio chlorido kiekio % (X), apskai¢iuojamas pagal tokia formulg:

B 5,845 X (V] _Vz)
N m

X

Cia:

V; = jpilto 0,1 mol/l sidabro nitrato tirpalo tiris ml,

V, = analizei suvartoto 0,1 mol/l amonio tiocianato tirpalo tiris ml,

m = éminio svoris.

Jei tusciasis bandymas rodo, kad 0,1 mol/l sidabro nitrato tirpalo buvo sunaudota, $is taris atimamas i§ tario (V,
- V).

Pastabos

Titravima taip pat galima atlikti potenciometriskai.
Tuo atveju, jei produktuose yra daug aliejy ir riebaly, i§ pradziy dietileteriu ar petroleteriu pasalinami riebalai.

Analizuojant zuvy miltus, chloridus galima titruoti Mohro metodu.
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IV PRIEDAS

ANALIZES METODAI LEIDZIAMU PA§ARU PRIEDJ KONCENTRACIJAI KONTROLIUOTI
A. A VITAMINO NUSTATYMAS

1. Tikslas ir taikymo sritis
Sis metodas taikomas A vitaminui A (retinoliui) pasaruose ir premiksuose nustatyti. A vitamina sudaro visy-trans-
(padéciy)-retinolis ir jo cis-izomerai, kurie yra nustatomi Siuo metodu. A vitamino kiekis yra iSreiskiamas
tarptautiniais vienetais (IU) vienam kg. Vienas IU atitinka 0,300 pg visy-trans-(padéciy)-vitamino A ar 0,344 ug
visy-trans-(padéciy)-vitamino A acetato arba 0,550 pg visy-trans-(padéciy)-vitamino A palmitato aktyvumg.
Kiekybinio nustatymo riba — 2 000 IU A vitamino/kg.

2. Metodas
Eminys hidrolizuojamas $arminiu kalio hidroksido tirpalu ir A vitaminas ekstrahuojamas petroleteriu. Tirpiklis
iSgarinamas, likutis iStirpinamas metanolyje ir, jei reikia, skiedZiamas iki reikiamos koncentracijos. A vitamino
kiekis nustatomas atvirkstiniy faziy efektyviosios skys¢iy chromatografijos (RP-HPLC) metodu, naudojant
ultravioletinj arba fluorescencinj detektoriy. Chromatografavimo parametrai pasirenkami taip, kad neatsiskiria
visy-trans-(padéciy)-vitamino A alkoholis ir jo cis-izomerai.

3. Reagentai

3.1 Etanolis, 0 = 96 %.

3.2 Petroleteris, virimo temperatiiros intervalas 40 °C—60 °C.

3.3 Metanolis.

3.4 Kalio hidroksido tirpalas, ¢ = 50 g/100 ml.

3.5 Natrio askorbato tirpalas, ¢ = 10 g/100 ml (Zr. 7.7 pastabas).

3.6 Natrio sulfidas, Na,S- xH,0 (x = 7-9).

3.6.1 Natrio sulfido tirpalas glicerolyje, ¢ = 0,5 mol/l, £ = 120 g/l (kai x = 9) (zr. 7.8 pastabas).

3.7 Fenolftaleino tirpalas etanolyje (3.1), ¢ = 2 g/100 ml.

3.8 2-propanolis.

3.9 HPLC judancioji fazé: metanolio (3,3) ir vandens misinys, pvz., 980 + 20 (V + V). Tikslus santykis nustatomas
pagal naudojamos koloneélés charakteristikas.

3.10 Azotas, be deguonies.

3.11 Visos-trans-vitamino A acetatas, ypa¢ grynas, sertifikuoto aktyvumo, pvz., 2,80 x 10° [U/g

3.11.1  Visos-trans-vitamino A acetato pradinis tirpalas: j 100 ml matavimo kolba 0,1 mg tikslumu pasveriama 50 mg
A vitamino acetato (3.11). Itirpinama 2-propanolyje (3.8) ir tuo paciu tirpikliu skiedZiama iki Zymés. Sio tirpalo
vardiné koncentracija yra lygi 1 400 IU A vitamino viename ml. Tikslus kiekis turi biti nustatytas pagal 5.6.3.1.

3.12 Visos-trans-vitamino A palmitatas, ypa¢ grynas, sertifikuoto aktyvumo, pvz., 1,80 x 10 ° IU/g

3.12.1  Visos-trans-vitamino A palmitato pradinis tirpalas: { 100 ml matavimo kolba 0,1 mg tikslumu pasveriama 80 mg

A vitamino palmitato (3.12). I3tirpinama 2-propanolyje (3.8) ir tuo paciu tirpikliu skiedZiama iki Zymés. Sio
tirpalo vardiné koncentracija yra lygi 1400 IU A vitamino viename ml. Tikslus kiekis turi biiti nustatytas
pagal 5.6.3.2.
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4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

5.1

5.2

2,6-di-tret-butil-4-metilfenolis (BHT) (Zr. 7.5 pastabas)

Aparatiira

Vakuuminis sukamasis garintuvas

Rudo stiklo indai

ploksciadugnés arba kiginés kolbos, 500 ml, su slifo mova;

matavimo kolbos su §lifo kamsciais, siaurakaklés, 10, 25, 100 ir 500 ml;

kiiginiai dalijamieji piltuvai, 1 000 ml, su $lifo kamsciais;

kriausés formos kolbos, 250 ml, su $lifo mova.

Allihn kondensatorius, apvalkalo ilgis 300 mm, su §lifo jungtimi, su dujy tieckimo vamzdzio adapteriu
Gofruotasis filtravimo popierius fazéms atskirti, skersmuo 185 mm (pvz., Schleicher & Schuell 597 HY 1/2)
HPLC jranga su jpurskimo sistema

Skys¢iy chromatografijos kolonélé, 250 mm x 4 mm, C;g, 5 ar 10 pm jkrova, ar lygiavertée kolonélé (veikimo
kriterijus: tik viena visy retinolio izomery smailé HPLC salygomis)

Reguliuojamo bangos ilgio fluorescencinis arba ultravioletinis detektorius
Spektrofotometras ir 10 mm kvarco kiuvetés

Vandens vonia ir magnetiné maisyklé

Ekstrahavimo aparatas (Zr. 1 paveiksla), kurj sudaro:

1 1 talpos stiklinis cilindras su lifo mova ir kamsciu;

slifo jmova su atsaka ir reguliuojamo ilgio vamzdziu, einan¢iu per centra. Reguliuojamo ilgio vamzdzio apatinis
galas yra U formos, virSutinis — siauré¢jancio antgalio formos, kad cilindre esancio tirpalo virSutinis sluoksnis
galéty biti supiltas | dalijamajj piltuva.

Procediira

Pastaba. A vitaminas yra jautrus ultravioletinei spinduliuotei ir oksidavimui. Visi veiksmai atliekami tamsoje
(naudojami rudo stiklo indai arba aliuminio folija apvynioti indai) ir nesant deguonies (3alinamas azoto
srove). Ekstrahuojant oras vir§ skyscio pakeiciamas azotu (vengiant per didelio slégio kartkartémis reikia
istraukti kamstj).

Eminio ruosimas

Eminys sumalamas, kad ji biity galima sijoti per sieta su 1 mm dydzio akutémis, vengiant $ilumos susidarymo.
Turi biti malama prie§ pat sverimg ir muilinima, kad nebiity A vitamino nuostoliy.

Muilinimas

Atsizvelgiant j A vitamino kiekj, 1 mg tikslumu pasveriama 2-25 g éminio, éminys supilamas j plokiciadugne ar
kiiging 500 ml tiirio kolba (4.2.1). Maisant i§ eilés jpilama 130 ml etanolio (3.1), mazdaug 100 mg BHT (3.13),
2 ml natrio askorbato tirpalo (3.5) ir 2 ml natrio sulfido tirpalo (3.6). Prie kolbos prijungiamas kondensatorius
(4.3) ir kolba jmerkiama j vandens vonig su magnetine maisykle (4.7). Sildoma iki virimo ir verdama 5 min su
griztamuoju kondensatoriumi. Tuomet per kondensatoriy (4.3) ipilama 25 ml kalio hidroksido tirpalo (3.4) ir dar
25 min. verdama su griztamuoju kondensatoriumi, maiSant silpna azoto srove. Kondensatorius plaunamas
mazdaug 20 ml vandens ir kolbos turinys ausinamas iki kambario temperatiiros.
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5.3

5.3.1

5.4

5.5

Ekstrahavimas

Muilinimo tirpalas dekantuojant kiekybiskai supilamas { 1 000 ml dalijamajj piltuva (4.2.3) ar i ekstrahavimo
aparatg (4.8), i§ viso plovimui sunaudojant 250 ml vandens. Muilinimo kolba i§ eilés plaunama 25 ml etanolio
(3.1) ir 100 ml petroleterio (3.2), plovimo skysciai supilami i dalijamajj piltuvg ar i ekstrahavimo aparata.
Vandens ir etanolio santykis gautame bendrame tirpale turi biti apie 2:1. Stipriai purtoma 2 min ir 2 min
palickama nusistovéti.

Ekstrahavimas naudojant dalijamajj piltuva (4.2.3)

Kai sluoksniai atsiskiria (zr. 7.3 pastaba), petroleterio sluoksnis supilamas i kita dalijamajj piltuvg (4.2.3).
Ekstrahavimas kartojamas du kartus su 100 ml petroleterio (3.2) ir du kartus su 50 ml petroleterio (3.2).

Dalijamajame piltuve sujungti ekstraktai du kartus plaunami 100 ml vandens, $velniai sukant piltuva (kad
nesusidaryty emulsija), purtant piltuvg ekstraktai toliau plaunami 100 ml vandens porcijomis tol, kol vandeninis
sluoksnis licka bespalvis, kai jpilama fenolftaleino tirpalo (3.7) (paprastai pakanka plauti keturis kartus). I$plautas
ekstraktas filtruojamas per sausg gofruotgji filtra fazéms atskirti (4.4) j 500 ml matavimo kolbg (4.2.2), kad buty
pasalintas visas suspenduotas vanduo. Dalijamasis piltuvas ir filtras plaunami 50 ml petroleterio (3.2), skiedZiama
petroleteriu (3.2) iki Zymés ir gerai sumai§oma.

Ekstrahavimas naudojant ekstrahavimo aparata (4.8)

Sluoksniams  atsiskyrus (Zr. 7.3 pastaba), stiklinio cilindro (4.8.1) kamstis keiciamas $lifo jmova (4.8.2) ir
reguliuvojamo vamzdzio apatinis U formos galas nustatomas taip, kad jis buty Siek tiek virs sluoksniy
skiriamosios ribos. I§ azoto tiekimo linijos per atSaka puciant suslégtaji azota, virSutinis petroleterio sluoksnis
supilamas | 1 000 ml dalijamajj piltuvg (4.2.3). I stiklinj cilindrg jpilama 100 ml petroleterio (3.2), cilindras
uzkems$amas ir gerai supurtomas. Sluoksniams leidziama atsiskirti ir kaip pirmiau vir§utinis sluoksnis supilamas
i dalijamaji piltuva. Ekstrahavimo procediira kartojama dar karta su 100 ml petroleterio (3.2), véliau du kartus su
50 ml petroleterio (3.2) ir petroleterio sluoksniai supilami i dalijamaji piltuva.

Sujungti petroleterio ekstraktai plaunami, kaip aprasyta 5.3.1, ir tgsiama, kaip ten aprasyta.

Eminio tirpalo ruosimas HPLC analizei

I 250 ml kriausés formos kolbg (4.2.4) pipete paimama alikvotiné petroleterio tirpalo (5.3.1 ar 5.3.2) dalis.
Sukamajame garintuve (4.1) esant sumazintam slégiui tirpiklis iSgarinamas beveik iki sauso likucio, kai vonios
temperatiira ne aukstesné nei 40 °C. [leidziant azoto (3.10), slégis didinamas iki atmosferos slégio, kolba
nuimama nuo sukamojo garintuvo. Likes tirpiklis pasalinamas azoto srove (3.10) ir likutis i§ karto tirpinamas
zinomame tiryje (10-100 ml) metanolio (3.3) (A vitamino koncentracija turi bati 5 [U/ml-30 IU/ml intervale).

Nustatymas HPLC metodu

A vitaminas atskiriamas Cig atvirkdtiniy faziy kolonéléje (4.5.1), koncentracija matuojama naudojant
ultravioletinj detektoriy (325 nm) arba fluorescencinj detektoriy (suzadinimas: 325 nm, emisija: 475 nm) (4.5.2).

Alikvotiné metanolinio tirpalo, gauto pagal 5.4 dalj, dalis (pvz., 20 pl) jpurskiama ir plaunama judanciaja faze
(3.9). Apskaiciuojamas keliy to paties éminio jpurksty tirpaly vidutinis smailiy aukstis (plotas) ir keliy jpurksty
kalibravimo tirpaly (5.6.2) vidutiniai smailiy auksciai (plotai).

HPLC salygos

Rekomenduojamos sios salygos; galima taikyti kitas salygas, jei gaunami lygiaverciai rezultatai.

Skys¢iy chromatografijos 250 mm x 4 mm, C;, 5 arba 10 pm jkrova, arba lygiaverté
kolonélé (4.5.1):

Judancioji fazé (3.9): metanolio (3.3) ir vandens misinys, pvz., 980 + 20 (V + V).
Srautas: 1-2 ml/min

Detektorius (4.5.2): ultravioletinis (325 nm) arba fluorescencinis detektorius
(suzadinimas: 325 nm, emisija: 475 nm)
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5.6

5.6.3.1

5.6.3.2

5.6.3.3

Kalibravimas
Darbiniy etaloniniy tirpaly ruoSimas

[ 500 ml ploksciadugne ar kiging kolbg (4.2.1) pipete paimama 20 ml A vitamino acetato pradinio tirpalo
(3.11.1) arba 20 ml A vitamino palmitato pradinio tirpalo (3.12.1) ir hidrolizuojama, kaip aprasyta 5.2, bet be
BHT. Véliau ekstrahuojama petroleteriu (3.2) pagal 5.3 dalj ir skiedZiama petroleteriu (3.2) iki 500 ml. 100 ml sio
ekstrakto sukamajame garintuve (7r. 5.4) iSgarinama beveik iki sauso likucio, likes tirpiklis pasalinamas azoto
stove (3.10) ir likutis iStirpinamas 10,0 ml metanolio (3.3). Sio tirpalo vardiné koncentracija yra 560 IU
A vitamino viename ml. Tikslus kiekis nustatomas pagal 5.6.3.3. Darbinis etaloninis tirpalas turi biti ruosiamas
i$ naujo prie$ naudojima.

1 20 ml matavimo kolba pipete paimama 2,0 ml io darbinio etaloninio tirpalo, skiedZiama iki Zymés metanoliu
(3.3) ir sumaiSoma. Sio praskiesto darbinio tirpalo vardiné koncentracija yra 56 IU A vitamino viename ml.

Kalibravimo tirpaly ruosimas ir kalibravimo kreivés gavimas

[ keletg 20 ml tiirio matavimo kolby jpilama 1,0, 2,0, 5,0 ir 10,0 ml praskiesto darbinio etaloninio tirpalo,
skiedziama iki Zymés metanoliu (3.3) ir sumaiSoma. Siy tirpaly vardiné koncentracija yra 2,8, 5,6, 14,0 ir 28,0 IU
A vitamino viename ml.

Kelis kartus jpurskiama 20 pl kiekvieno etaloninio tirpalo ir nustatomi vidutiniai smailiy auksciai (plotai). Pagal
vidutinius smailiy aukscius (plotus) bréziama kalibravimo kreivé, atsizvelgiant | UV kontrolés rezultatus (5.6.3.3).

Etaloniniy tirpaly UV etalonavimas
A vitamino acetato pradinis tirpalas

[ 50 ml matavimo kolbg (4.2.2) pipete paimama 2,0 ml A vitamino acetato pradinio tirpalo (3.11.1) ir
2-propanoliu (3.8) skiedziama iki Zymeés. Vardiné $io tirpalo koncentracija yra 56 IU A vitamino viename ml.
[ 25 ml matavimo kolbg pipete paimama 3,0 ml $io praskiesto A vitamino acetato tirpalo ir 2-propanoliu (3.8)
skiedziama iki Zymés. Vardiné $io tirpalo koncentracija yra 6,72 IU A vitamino viename ml. Spektrofotometru
(4.6) matuojamas Sio tirpalo ultravioletinis spektras pagal 2-propanolj (3.8) 300 nm—400 nm diapazone.
Ekstinkcijos maksimumas turi bati nuo 325 nm iki 327 nm.

A vitamino kiekio apskai¢iavimas:
A vitamino [U/ml = E;5 x 19,0

(E1 % A vitamino acetato = 1 530, esant 326 nm, 2-propanolyje)

A vitamino palmitato pradinis tirpalas

I 50 ml matavimo kolba (4.2.2) pipete paimama 2,0 ml A vitamino palmitato pradinio tirpalo (3.12.1) ir
2-propanoliu (3.8) skiedziama iki Zymés. Vardiné $io tirpalo koncentracija yra 56 IU A vitamino viename ml.
[ 25 ml matavimo kolba pipete paimama 3,0 ml $io praskiesto A vitamino palmitato tirpalo ir 2-propanoliu (3.8)
skiedziama iki Zymés. Vardiné $io tirpalo koncentracija yra 6,72 IU A vitamino viename ml. Spektrofotometru
(4.6) matuojamas Sio tirpalo ultravioletinis spektras pagal 2-propanolj (3.8) 300 nm—400 nm diapazone.
Ekstinkcijos maksimumas turi bati nuo 325 nm iki 327 nm.

A vitamino kiekio apskaiciavimas:
A vitamino [U[ml = E;5¢ x 19,0

(E1 % A vitamino palmitato = 957, esant 326 nm, 2-propanolyje)

A vitamino darbinis etaloninis tirpalas

[ 50 ml matavimo kolba (4.2.2) pipete paimama 3,0 ml nepraskiesto A vitamino darbinio etaloninio tirpalo,
paruosto pagal 5.6.1, ir 2-propanoliu (3.8) skiedZiama iki Zymés. ] 25 ml matavimo kolba pipete paimama
5,0 ml Sio tirpalo ir 2-propanoliu (3.8) skiedZiama iki Zymés. Vardiné $io tirpalo koncentracija yra 6,72 IU
A vitamino viename ml. Spektrofotometru (4.6) matuojamas $io tirpalo ultravioletinis spektras pagal 2-propanolj
(3.8) 300 nm—-400 nm diapazone. Ekstinkcijos maksimumas turi baiti nuo 325 nm iki 327 nm.
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7.1

7.2

7.3

7.4

7.5

7.6

7.7

7.8

7.9

A vitamino kiekio apskaiciavimas:
A vitamino [U/ml = E;,5 x18,3

(E} % A vitamino alkoholio = 1 821 esant 326 nm, 2-propanolyje)

1 cm

Rezultaty apskai¢iavimas

Naudojant éminio tirpalo A vitamino smailiy vidutinj aukstj (plota), pagal kalibravimo kreive (5.6.2) nustatoma
éminio tirpalo koncentracija [U/ml.

A vitamino kiekis éminyje IU/kg apskaiciuojamas pagal $ig formule:

500 x ¢ x V, x 1 000
W=
Vi Xxm

[Ul/kg]

kurioje:

¢ = Avitamino koncentracija éminio tirpale (5.4) IU/ml

V, = éminio tirpalo (5.4) taris ml

V, = alikvotinés tirpalo (5.4) dalies taris ml
m = tiriamosios dalies svoris g
Pastabos

Jei éminiy A vitamino koncentracija yra maza, gali buti naudinga sujungti dviejy po muilinimo gauty jkrovy
(pasvertas kiekis: 25 g) petroleterio ekstraktus | vieng éminio tirpalg, skirta nustatymui HPLC metodu.

Analizei paimtame éminyje riebaly ne daugiau nei 2 g.

Jei fazés neatsiskiria, emulsijai suardyti jpilama mazdaug 10 ml etanolio (3.1).

Jei tai menkés kepeny aliejus ir kiti grynieji riebalai, muilinimo trukmé prailginama iki 45 min—60 min.
Vietoje BHT galima naudoti hidrochinona.

Naudojant tiesioginiy faziy kolonéle jmanomas retinolio izomery atskyrimas. Bet $iuo atveju atliekant
apskaiCiavimus visy cis- ir trans-izomery smailiy auksciai (plotai) turi bati sudéti.

Vietoje natrio askorbato tirpalo galima naudoti mazdaug 150 mg askorbo ragsties.
Vietoje natrio sulfido tirpalo galima naudoti mazdaug 50 mg EDTA.
Analizuojant A vitaming pieno pakaitaluose, ypac reikia kreipti démesj i:

—  muilinima (5.2): dél éminyje esancio riebaly kiekio gali tekti naudoti didesnj kalio hidroksido tirpalo (3.4)
tar,

—  ckstrahavima (5.3): dél emulsijy buvimo gali tekti keisti vandens ir etanolio santykj 2:1.

Norint patikrinti, ar $iai konkreciai matricai (pieno pakaitalui) taikomu analizés metodu gaunami patikimi
rezultatai, i$gavos dydis patikrinamas, paémus papildoma tiriamaja dalj. Jei i$gavos dydis mazesnis nei 80 %, turi
biiti daroma analizés rezultato pataisa dél i§gavos dydzio.

Pakartojamumas

Dviejy lygiagreciai atliekamy to paties éminio matavimy rezultaty skirtumas neturi bati didesnis nei 15 %
didziausiojo rezultato vertés.
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Tarplaboratorinio tyrimo rezultatai (')

Premiksai

Pasarai su pre-

Mineraly kon-

Baltyminiai pasa-

Parseliy pasarai

miksais centratas rai
L 13 12 13 12 13
n 48 45 47 46 49
vidurkis [IU/kg] 17,02 x 10° 1,21 x 10° 537100 151 800 18 070
s; [IU/kg] 0,51 x 10° 0,039 x 10° 22080 12 280 682
r [IU/kg] 1,43 x 10° 0,109 x 10° 61 824 34384 1910
CV; [ %] 3,0 3,5 4,1 8,1 3,8
sg [U/kg] 1,36 x 10° 0,069 x 10° 46 300 23 060 3614
R [1U/kg] 3,81 x 10° 0,193 x 10 ¢ 129 640 64 568 10119
CVr [ %] 8,0 6,2 8,6 15 20

L = laboratorijy skaicius

n = atskiry verciy skaicius

s, = pakartojamumo standartinis nuokrypis
sg = atkuriamumo standartinis nuokrypis

r = pakartojamumas

R = atkuriamumas

CV, = pakartojamumo variacijos koeficientas
CVr = atkuriamumo variacijos koeficientas

Atliko Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs-und Forschungsanstalten (VDLUFA) pasary darbo grupé (VDLUFA).



2009 2 26 Europos Sgjungos oficialusis leidinys L 54/65

1 paveikslas Ekstrahavimo aparatas (4.8)

A

i

Stiklinis cilindras (4.8.1)
(apytikslis aukstis 48 cm) .
S

lifo jmova su atSaka (4.8.2)
(apytikslis ilgis 45 cm)

Reguliuojamo ilgio
vamzdis

Petrolerio sluoksnis

Vandens sluoksnis
ir
muilintas pasaras
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B.  E VITAMINO NUSTATYMAS
Tikslas ir taikymo sritis

Metodas taikomas E vitaminui pasaruose ir premiksuose nustatyti. E vitamino kiekis iSreiskiamas mg
DL-a-tokoferolio acetato vienam kg pasaro. 1 mg DL-a-tokoferolio acetato atitinka 0,91 mg a-tokoferolio
(E vitamino).

Kiekybinio nustatymo riba — 2 mg E vitamino/kg. Sig kiekybinio nustatymo ribg galima pasickti tik naudojant

fluorescencinj detektoriy. Naudojant ultravioletinj detektoriy, kiekybinio nustatymo riba — 10 mg/kg.

Metodas

Eminys hidrolizuojamas etanoliniu kalio hidroksido tirpalu ir E vitaminas ekstrahuojamas petroleteriu. Tirpiklis
iSgarinamas, likutis iStirpinamas metanolyje ir, jei reikia, skiedZiamas iki reikiamos koncentracijos. E vitamino
kiekis nustatomas atvirkstiniy faziy efektyviosios skysciy chromatografijos (RP-HPLC) metodu naudojant
fluorescencinj arba ultravioletinj detektoriy.

Reagentai

Etanolis, 6 = 96 %

Petroleteris, virimo temperatiiros intervalas 40 °C—60 °C

Metanolis

Kalio hidroksido tirpalas, ¢ = 50 g/100 ml

Natrio askorbato tirpalas, ¢ = 10 g/100 ml (zr. 7.7 pastabas)

Natrio sulfidas, Na,S- x H,O (x = 7-9)

Natrio sulfido tirpalas glicerolyje, ¢ = 0,5 mol/l, f = 120 g/l (kai x = 9) (zr. 7.8 pastabas)
Fenolftaleino tirpalas etanolyje (3.1), ¢ = 2 g/100 ml

HPLC judancioji fazé: metanolio (3.3) ir vandens miinys, pvz., 980 + 20 (V + V). Tikslus santykis nustatomas
pagal naudojamos kolonélés charakteristikas

Azotas, be deguonies
DL-a-tokoferolio acetatas, ypa¢ grynas, sertifikuoto aktyvumo

DL-a-tokoferolio acetato pradinis tirpalas. 100 mg DL-a-tokoferolio acetato (3.10) pasveriama 0,1 mg tikslumu
ir supilama j 100 ml matavimo kolbg. I$tirpinama etanolyje (3.1) ir tuo paciu tirpikliu skiedziama iki Zymeés. 1 ml
Sio tirpalo yra 1 mg DL-a-tokoferolio acetato (apie UV kontrole Zr. 5.6.1.3; apie stabilizavima zr. 7.4 pastabas).

DL-a-tokoferolis, ypa¢ grynas, sertifikuoto aktyvumo

DL-a-tokoferolio pradinis tirpalas. 100 mg DL-a-tokoferolio (3.11) pasveriama 0,1 mg tikslumu ir supilama
i 100 ml matavimo kolba. Itirpinama etanolyje (3.1) ir tuo paciu tirpikliu skiedziama iki Zymés. 1 ml $io tirpalo
yra 1 mg DL-a-tokoferolio (apie UV kontrole Zr. 5.6.2.3; apie stabilizavimg Zr. 7.4 pastabas).

2,6-di-tert-butil-4-metilfenolis (BHT) (Zr. 7.5 pastabas)

Aparatiira

Sukamasis garintuvas
Rudo stiklo indai

ploksciadugneés arba kiginés kolbos, 500 ml, su lifo mova
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matavimo kolbos su §lifo kamsciais, siaurakaklés, 10, 25, 100 ir 500 ml

kiiginiai dalijamieji piltuvai, 1 000 ml, su slifo kamsciais

kriausés formos kolbos, 250 ml, su $lifo mova

Allihn kondensatorius, apvalkalo ilgis 300 mm, su $lifo jungtimi, su dujy tiekimo vamzdZio adapteriu
Gofruotasis filtravimo popierius fazéms atskirti, skersmuo 185 mm (pvz., Schleicher & Schuell 597 HY 1/2)
HPLC jranga su jpurskimo sistema

Skysciy chromatografijos kolonélé, 250 mm x 4 mm, C;g, 5 ar 10 pm jkrova, arba lygiaverté kolonélé
Reguliuojamo bangos ilgio fluorescencinis arba ultravioletinis detektorius

Spektrofotometras ir 10 mm kvarco kiuvetés

Vandens vonia ir magnetiné maiSyklé

Ekstrahavimo aparatas (zr. 1 paveiksla), kurj sudaro:

1 1 talpos stiklinis cilindras su $lifo mova ir kams¢iu

slifo jmova su atsaka ir reguliuojamo ilgio vamzdziu, einaniu per centra. Reguliuojamo ilgio vamzdzio apatinis
galas yra U formos, virSutinis — siaur¢jancio antgalio formos, kad cilindre esancio tirpalo virSutinis sluoksnis
galéty bati supiltas i dalijamajj piltuva.

Procediira

Pastaba E vitaminas yra jautrus ultravioletinei spinduliuotei ir oksidavimui. Visi veiksmai atliekami tamsoje
(naudojami rudo stiklo indai arba aliuminio folija apvynioti indai) ir nesant deguonies (Salinamas azoto
srove). Ekstrahuojant oras vir§ skys¢io pakeiciamas azotu (vengiant per didelio slégio kartkartémis reikia
iStraukti kamstj).

Eminio ruosimas

Eminys sumalamas, kad ji biity galima sijoti per sieta su 1 mm dydzio akutémis, vengiant ilumos susidarymo.
Turi bati malama prie§ pat svérimg ir muilinimg, kad nebity E vitamino nuostoliy.

Muilinimas

Atsizvelgiant i E vitamino kiekj, 0,01 g tikslumu pasveriama 2-25 g éminio, éminys supilamas i ploks¢iadugne ar
kiiging 500 ml tairio kolba (4.2.1). Maisant i§ eilés jpilama 130 ml etanolio (3.1), mazdaug 100 mg BHT (3.12),
2 ml natrio askorbato tirpalo (3.5) ir 2 ml natrio sulfido tirpalo (3.6). Prie kolbos prijungiamas kondensatorius
(4.3) ir kolba jmerkiama  vandens vonia su magnetine maisykle (4.7). Sildoma iki virimo ir verdama 5 min su
griztamuoju kondensatoriumi. Tuomet per kondensatoriy (4.3) jpilama 25 ml kalio hidroksido tirpalo (3.4) ir dar
25 min. verdama su griZtamuoju kondensatoriumi, maiant silpna azoto srove. Kondensatorius plaunamas
mazdaug 20 ml vandens ir kolbos turinys ausinamas iki kambario temperatiiros.

Ekstrahavimas

Muilinimo tirpalas dekantuojant kiekybiskai supilamas { 1 000 ml dalijamajj piltuva (4.2.3) ar i ekstrahavimo
aparatg (4.8), i§ viso plovimui sunaudojant 250 ml vandens. Muilinimo kolba i§ eilés plaunama 25 ml etanolio
(3.1) ir 100 ml petroleterio (3.2), plovimo skysciai supilami i dalijamajj piltuvg ar j ekstrahavimo aparata.
Vandens ir etanolio santykis gautame bendrame tirpale turi biti apie 2:1. Stipriai purtoma 2 min ir 2 min
palickama nusistovéti.

Ekstrahavimas naudojant dalijamajj piltuva (4.2.3)

Kai sluoksniai atsiskiria (zr. 7.3 pastaba), petroleterio sluoksnis supilamas i kita dalijamajj piltuva (4.2.3).
Ekstrahavimas kartojamas du kartus su 100 ml petroleterio (3.2) ir du kartus su 50 ml petroleterio (3.2).
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Dalijamajame piltuve sujungti ekstraktai du kartus plaunami 100 ml vandens, $velniai sukant piltuva (kad
nesusidaryty emulsija), purtant piltuva ekstraktai toliau plaunami 100 ml vandens porcijomis tol, kol vandeninis
sluoksnis licka bespalvis, kai jpilama fenolftaleino tirpalo (3.7) (paprastai pakanka plauti keturis kartus). I$plautas
ekstraktas filtruojamas per sausa gofruotajj filtra fazéms atskirti (4.4) | 500 ml matavimo kolba (4.2.2), kad bty
pasalintas visas suspenduotas vanduo. Dalijamasis piltuvas ir filtras plaunami 50 ml petroleterio (3.2), skiedziama
petroleteriu (3.2) iki Zymés ir gerai sumaiSoma.

Ekstrahavimas naudojant ekstrahavimo aparatg (4.8)

Sluoksniams  atsiskyrus (Zr. 7.3 pastabg), stiklinio cilindro (4.8.1) kamstis keic¢iamas $lifo jmova (4.8.2) ir
reguliuvojamo vamzdzio apatinis U formos galas nustatomas taip, kad jis baty Siek tiek vir§ sluoksniy
skiriamosios ribos. I§ azoto tiekimo linijos per atSaka puciant suslégtajj azota, virSutinis petroleterio sluoksnis
supilamas | 1 000 ml dalijamajj piltuva (4.2.3). | stiklinj cilindra jpilama 100 ml petroleterio (3.2), cilindras
uzkemsamas ir gerai supurtomas. Sluoksniams leidZiama atsiskirti ir kaip pirmiau virSutinis sluoksnis supilamas
i dalijamaji piltuva. Ekstrahavimo procediira kartojama dar karta su 100 ml petroleterio (3.2), véliau du kartus su
50 ml petroleterio (3.2) ir petroleterio sluoksniai supilami j dalijamajj piltuva.

Sujungti petroleterio ekstraktai plaunami, kaip tai aprasyta 5.3.1, ir tesiama, kaip ten aprasyta.

Eminio tirpalo ruoimas HPLC analizei

[ 250 ml kriausés formos kolbg (4.2.4) pipete paimama alikvotiné petroleterio tirpalo (5.3.1 ar 5.3.2) dalis.
Sukamajame garintuve (4.1) esant sumazintam slégiui tirpiklis iSgarinamas beveik iki sauso likucio, kai vonios
temperatiira ne aukstesné nei 40 °C. [leidziant azoto (3.9), slégis didinamas iki atmosferos slégio, kolba nuimama
nuo sukamojo garintuvo. Likes tirpiklis pasalinamas azoto srove (3.10) ir likutis i§ karto tirpinamas Zinomame
taryje (10-100 ml) metanolio (3.3) (DL-a-tokoferolio koncentracija turi biiti 5 pg/ml-30 pg/ml intervale).

Nustatymas HPLC metodu

E vitaminas atskiriamas C,g atvirkdtiniy faziy kolonéléje (4.5.1), koncentracija matuojama naudojant
fluorescencinj detektoriy (suZadinimas: 295 nm, emisija: 330 nm) ar ultravioletinj detektoriy (292 nm) (4.5.2).

Alikvotiné metanolinio tirpalo, gauto pagal 5.4 dalj, dalis (pvz., 20 pl) jpurskiama ir plaunama judanciaja faze
(3.9). Apskaiciuojamas keliy to paties éminio jpurksty tirpaly vidutinis smailiy aukstis (plotas) ir keliy jpurksty
kalibravimo tirpaly (5.6.2) vidutiniai smailiy auksciai (plotai).

HPLC salygos

Rekomenduojamos $ios salygos; galima taikyti kitas salygas, jei gaunami lygiaverciai rezultatai.

Skys¢iy chromatografijos 250 mm x 4 mm, C;g, 5 arba 10 pum jkrova, arba lygiaverté
kolonélé (4.5.1):

Judancioji fazé (3.8): metanolio (3.3) ir vandens misinys pvz., 980 + 20 (V + V).
Srautas: 1-2 ml/min.

Detektorius (4.5.2): fluorescencinis detektorius
(suzadinimas: 295 nm, emisija 330 nm) arba ultravioletinis detektorius (292 nm)

Kalibravimas (DL-a-tokoferolio acetato ar DL-a-tokoferolio)
DL-a-tokoferolio acetato etalonas
Darbinio etaloninio tirpalo ruo§imas

[ 500 ml ploks¢iadugne ar kigine kolbg (4.2.1) pipete paimama 25 ml DL-a-tokoferolio acetato pradinio tirpalo
(3.10.1) ir hidrolizuojama, kaip aprasyta 5.2. Véliau ekstrahuojama petroleteriu (3.2), kaip aprasyta 5.3, ir
skiedziama petroleteriu iki 500 ml. 25 ml $io ekstrakto garinama sukamajame garintuve (zr. 5.4) beveik iki sauso
likucio, likes tirpiklis pasalinamas azoto srove (3.9) ir likutis iStirpinamas 25,0 ml metanolio (3.3). Sio tirpalo
vardiné koncentracija yra 45,5 pg DL-a-tokoferolio viename ml, tai atitinka 50 pg DL-o-tokoferolio acetato
viename ml. Darbinis etaloninis tirpalas turi biiti ruo$iamas i§ naujo prie§ naudojima.
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Kalibravimo tirpaly ruosimas ir kalibravimo kreivés gavimas
| keleta 20 ml tirio matavimo kolby jpilama 1,0, 2,0, 4,0 ir 10,0 ml darbinio etaloninio tirpalo, skiedziama iki

7ymés metanoliu (3.3) ir sumaiSoma. Siy tirpaly vardiné koncentracija yra 2,5, 5,0, 10,0 ir 25,0 pg/ml DL-a-
tokoferolio acetato, t. y. 2,28, 4,55, 9,10 pg/ml ir 22,8 pg/ml DL-a-tokoferolio.

Kelis kartus jpurskiama 20 pl kiekvieno etaloninio tirpalo ir nustatomi vidutiniai smailiy auksciai (plotai). Pagal
vidutinius smailiy aukscius (plotus) bréziama kalibravimo kreiveé.

DL-a-tokoferolio acetato pradinio tirpalo (3.10.1) UV etalonavimas

5,0 ml DL-a-tokoferolio acetato pradinio tirpalo (3.10.1) etanoliu skiedZiama iki 25,0 ml ir spektrofotometru
(4.6) matuojamas pagal etanolj (3.1) io tirpalo ultravioletinis spektras 250 nm-320 nm diapazone.

Absorbcijos maksimumas atitinka 284 nm:
El % = 43,6 esant 284 nm etanolyje
Esant Siam praskiedimui, gauta ekstinkcijos koeficiento verté turi bati 0,84-0,88.

DL-a-tokoferolio etalonas

Darbinio etaloninio tirpalo ruoSimas

[ 50 ml matavimo kolbg pipete paimama 2,0 ml DL-a-tokoferolio pradinio tirpalo (3.11.1), istirpinama
metanolyje (3.3) ir metanoliu skied#iama iki Zymés. Sio tirpalo vardiné koncentracija yra 40 g DL-a-tokoferolio

viename ml, tai atitinka 44,0 pg DL-a-tokoferolio acetato viename ml. Darbinis etaloninis tirpalas turi biti
ruosiamas i§ naujo prie§ naudojima.

Kalibravimo tirpaly ruosimas ir kalibravimo kreivés gavimas
| keleta 20 ml tiirio matavimo kolby jpilama 1,0, 2,0, 4,0 ir 10,0 ml darbinio etaloninio tirpalo, skiedziama iki

7ymés metanoliu (3.3) ir sumai§oma. Siy tirpaly vardiné koncentracija yra 2,0, 4,0, 8,0 ir 20,0 ug/ml DL-a-
tokoferolio, t. y. 2,20, 4,40, 8,79 pg/ml ir 22,0 pg/ml DL-a-tokoferolio acetato.

Kelis kartus jpurskiama 20 pl kiekvieno etaloninio tirpalo ir nustatomi vidutiniai smailiy auksciai (plotai). Pagal
vidutinius smailiy auksc¢ius (plotus) bréziama kalibravimo kreiveé.

DL-a-tokoferolio pradinio tirpalo (3.11.1) UV etalonavimas
2,0 ml DL-a-tokoferolio pradinio tirpalo (3.11.1) etanoliu skiedziama iki 25,0 ml ir spektrofotometru (4.6)

matuojamas pagal etanolj (3.1) Sio tirpalo ultravioletinis spektras 250-320 nm diapazone. Absorbcijos
maksimumas atitinka 292 nm:

E{ Lf’m = 75,8 esant 292 nm, etanolyje

Esant $iam praskiedimui, ekstinkcijos koeficiento verté turi bati 0,6.

Rezultaty apskaiciavimas

Naudojant éminio tirpalo E vitamino smailiy vidutinj aukstj (plota), pagal kalibravimo kreive (5.6.1.2 ar 5.6.2.2)
nustatoma éminio tirpalo koncentracija pg/ml (apskaiciuota a-tokoferolio acetatui).

E vitamino kiekis éminyje w, mg/kg, nustatomas pagal ia formule:

_500><c><V2

Vi xm [mg/kg]

kurioje:

¢ = éminio tirpalo (5.4) E vitamino (kaip a-tokoferolio acetato) koncentracija pg/ml
V, = éminio tirpalo (5.4) taris ml

V, = tirpalo (5.4) paimtos alikvotinés dalies tiiris ml

m = tirlamosios dalies svoris g
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Pastabos

Jei éminiy E vitamino koncentracija yra maza, gali biiti naudinga sujungti dviejy po muilinimo gauty jkrovy
(pasvertas kiekis: 25 g) petroleterio ekstraktus i vieng éminio tirpalg, skirta nustatymui HPLC metodu.

Analizei paimtame ¢minyje riebaly ne daugiau nei 2 g.
Jei fazés neatsiskiria, emulsijai suardyti jpilama mazdaug 10 ml etanolio (3.1).

Po DL-a-tokoferolio acetato ar DL-a-tokoferolio tirpaly spektrofotometriniy matavimy atitinkamai pagal 5.6.1.3
ar 5.6.2.3, j tirpalg (3.10.1 ar 3.10.2) jdedama mazdaug 10 mg BHT (3.12) ir tirpalas laikomas $aldytuve
(laikymo trukmeé ne ilgesné kaip keturios savaités).

Vietoje BHT galima naudoti hidrochinona.

Naudojant tiesioginiy faziy kolonéle, jmanoma atskirti a-, f-, y- ir 8-tokoferolius.
Vietoje natrio askorbato tirpalo galima naudoti mazdaug 150 mg askorbo rigsties.
Vietoje natrio sulfido tirpalo galima naudoti mazdaug 50 mg EDTA.

E vitamino acetatas labai greitai hidrolizuojasi Sarminéje terpéje, taigi yra labai jautrus oksidavimui, ypac jei yra
metaly pédsaky, pvz. gelezies arba vario. Dél Sios priezasties nustatant E vitamina premiksuose, kai jo
koncentracija didesné nei 5 000 mg/kg, gali vykti jo skilimas. Todél patvirtinimui reikia rekomenduoti HPLC
metoda ir E vitamino preparato skaidyma fermentais, netaikant $arminio muilinimo stadijos.

Pakartojamumas

Dviejy lygiagreciai atliekamy to paties éminio matavimy rezultaty skirtumas neturi bati didesnis nei 15 %
didziausiojo rezultato vertés.

Tarplaboratorinio tyrimo rezultatai (')

Premiksas Paieggik::ispre- Mixgee;a;lrgtf;)n— Ba}l)taygr:ri;iai Parseliy pasarai
L 12 12 12 12 12
n 48 48 48 48 48
vidurkis [mg/kg] 17 380 1187 926 315 61,3
s, [mg/ke] 384 453 25,2 13,0 23
r [mg/kg] 1075 126,8 70,6 36,4 6,4
CV, [ %] 2,2 3,8 2,7 4,1 3,8
sg [mgfkg] 830 65,0 55,5 18,9 7,8
R [mg/kg] 2324 182,0 155,4 52,9 21,8
CVr [ %] 4,8 5,5 6,0 6,0 12,7
L = laboratorijy skaiCius
n = atskiry ver¢iy skaicius
s, = pakartojamumo standartinis nuokrypis
sg = atkuriamumo standartinis nuokrypis
r = pakartojamumas
R = atkuriamumas

CV, = pakartojamumo variacijos koeficientas

CVr = atkuriamumo variacijos koeficientas

Atliko Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs-und Forschungsanstalten (VDLUFA) pasary darbo grupé (VDLUFA).
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1 paveikslas Ekstrahavimo aparatas (4.8)

A

i

Stiklinis cilindras (4.8.1)
(apytikslis aukstis 48 cm) .
S

lifo jmova su atSaka (4.8.2)
(apytikslis ilgis 45 cm)

Reguliuojamo ilgio
vamzdis

Petrolerio sluoksnis

Vandens sluoksnis
ir
muilintas pasaras
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C.  GELEZIES, VARIO, MANGANO IR CINKO MIKROELEMENTY NUSTATYMAS
Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu galima nustatyti geleZies, vario, mangano ir cinko mikroelementy kiekj pasaruose. Kiekybinio
nustatymo riba:

—  gelezies (Fe): 20 mglkg
—  vario (Cu): 10 mg/kg
— mangano (Mn): 20 mg/kg

—  cinko (Zn): 20 mg/kg

Principas
Eminys po organinés medziagos (jei ji buvo) suskaidymo istirpinamas druskos riigityje. Po atitinkamo

praskiedimo gelezis, varis, manganas ir cinkas nustatomi atominés absorbcijos spektrometrijos metodu.

Reagentai
Ivadinés pastabos

Reagentams ir analizei skirtiems tirpalams ruosti reikia naudoti vandenj, kuriame nebiity nustatomy katijony,
todél vanduo gaunamas du kartus distiliuojant distiliatoriuje i§ borosilikatinio ar kvarcinio stiklo arba du kartus
apdorojant jonitine derva.

Reagentai turéty bati bent analiziskai gryni. Nustatomy elementy nebuvimas turi bati tikrinamas atliekant
tusCiajj bandymg. Prireikus reagentai turi biti papildomai gryninami.

Vietoje Zemiau apraSomy etaloniniy tirpaly galima naudoti prekyboje esancius etaloninius tirpalus, jei tik jie turi
garantijg ir prie§ naudojima buvo patikrinti.

Vandenilio chlorido ragstis (d:1,19 g/ml).
Vandenilio chlorido riigstis (6 mol/l).
Vandenilio chlorido ragstis (0,5 mol/l).

Vandenilio fluorido rtigsties 38—40 % (V/[V) tirpalas, kuriame gelezies (Fe) biity maziau nei 1 mg/l, o likucio po
igarinimo masé (sulfato pavidalu) mazesné nei 10 mg|l.

Sieros riigstis (d: 1,84 g/ml).
Vandenilio peroksidas (mazdaug 100 tiriy deguonies (30 % masés)).

Etaloninis geleZies tirpalas (1 000 pg Fe/ml), ruosiamas, kaip nurodyta toliau, arba naudojamas lygiavertis
prekyboje esantis tirpalas: 1 g geleZies vielos istirpinama 200 ml 6 mol/l vandenilio chlorido ragsties (3.2),
jpilama 16 ml vandenilio peroksido (3.6) ir skiedziama vandeniu iki 1 litro.

Darbinis etaloninis gelezies tirpalas (100 pg Fe/ml) ruosiamas etaloninj tirpala (3.7) skiedZiant vandeniu
santykiu 1: 9.

Etaloninis vario tirpalas (1 000 pg Cu/ml) ruosiamas, kaip nurodyta toliau, arba naudojamas lygiavertis
prekyboje esantis tirpalas:

— 1 g vario milteliy uzpilama 25 ml 6 mol/l vandenilio chlorido riigsties (3.2), jpilama 5 ml vandenilio
peroksido (3.6) ir gautas tirpalas skiedZiamas vandeniu iki 1 litro.
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5.1.1.1.

Darbinis etaloninis vario tirpalas (10 pg Cu/ml) ruosiamas etaloninj tirpala (3.8) skiedZiant vandeniu santykiu 1:
9 ir taip gauty tirpalg dar karta skiedZiant vandeniu santykiu 1: 9.

Etaloninis mangano tirpalas (1 000 pg Mn/ml) ruosiamas, kaip nurodyta toliau, arba naudojamas lygiavertis
prekyboje esantis tirpalas:

— 1 g mangano milteliy tirpinama 25 ml 6 mol/l vandenilio chlorido riigsties (3.2) ir skiedZiama vandeniu iki
1 litro.

Darbinis etaloninis mangano tirpalas (10 pg Mn/ml) ruoSiamas etaloninj tirpalg (3.9) skiedZiant vandeniu
santykiu 1: 9 ir taip gautg tirpala dar kartg skiedZiant vandeniu santykiu 1: 9.

Etaloninis cinko tirpalas (1 000 pg Zn/ml) ruosiamas, kaip nurodyta toliau, arba naudojamas lygiavertis
prekyboje esantis tirpalas:

— 1 g cinko strypelio arba lapeliy (a. g.) tirpinama 25 ml 6 mol/l vandenilio chlorido ragsties (3.2) ir
skiedziama vandeniu iki 1 litro.

Darbinis etaloninis cinko tirpalas (10 pg Zn/ml) ruosiamas etaloninj tirpala (3.10) skiedZiant vandeniu santykiu
1: 9 ir taip gautg tirpalg dar karta skiedZiant vandeniu santykiu 1: 9.

Lantano chlorido tirpalas: 12 g lantano oksido istirpinama 150 ml vandens, jpilama 100 ml 6 mol/l vandenilio
chlorido rugsties (3.2) ir skiedziama vandeniu iki 1 litro.

Aparatiira

Mufeliné krosnis su temperatiiros reguliatoriumi ir pageidautina su rasytuvu.

Stikliniai indai turi bati i§ atsparaus borosilikatinio stiklo, rekomenduojama naudoti aparatiirg, kuri bty skirta
tik mikroelementams nustatyti.

Spektrofotometras atominei absorbcinei analizei atlikti, atitinkantis metodo jautrio ir glaudumo reikalavimus
reikiamame koncentracijos intervale.

Procediira (')
Eminiai, turintys organiniy medZiagy
Eminio sudeginimas ir analizei skirto tirpalo ruosimas ()

5-10 g éminio, pasverto 0,2 mg tikslumu, jdedama j platininj arba kvarcinj tiglj (4.3) (zr. (b) pastaba),
dziovinama 105 °C temperatiiroje dziovinimo spintoje, tada tiglis dedamas i Salta mufeling krosnj (4.1). Krosnis
uzdaroma (zr. (c) pastabg) ir per mazdaug 90 min temperatiira laipsniskai pakeliama iki 450-475 °C. Tokioje
temperatiiroje tiglis laikomas 4-16 h (pvz., per naktj), kad biity paalintos visos organinés medziagos, krosnis
atidaroma ir palickama atausti (Zr. d) pastaba).

Pelenai sudrékinami vandeniu ir supilami j 250 ml tirio cheming stikling.Tiglio turinys i$plaunamas i cheming
stikling, tam sunaudojant i§ viso mazdaug 5 ml vandenilio chlorido riigsties (3.1), kuri pilama létai ir atsargiai
(dél CO, susidarymo gali vykti audringa reakcija). Vandenilio chlorido raigstis (3.1) i stikling ladinama maisant
tirpalg tol, kol nustoja skirtis dujy burbuliukai. I3garinama iki sauso likucio, retkarciais maisant stikline lazdele.

() Galima taikyti kitus skaidymo bidus, jei bty irodyta, kad gaunami panasis rezultatai (pvz., skaidymas autoklave auksto daznio

spinduliuote).

()  Zaliuose pasaruose (§vieziuose arba dziovintuose) gali biti didelis kiekis augalinio silicio dioksido, kuriame gali baiti mikroelementy, todél
jis turi bati pasalintas. Todél $iy pasary éminiams turi biti taikoma §i pakeista procediira. Veiksmas 5.1.1.1 atlickamas iki filtravimo.
Filtravimo popierius su netirpiu likuciu du kartus plaunamas verdanciu vandeniu ir dedamas j kvarcinj arba platininj tiglj. Filtras
deginamas mufelinéje krosnyje (4.1) Zemesnéje kaip 550 °C temperatiiroje tol, kol visiskai i$nyksta angliné medziaga. Palickama atausti,
jlasinami keli lasai vandens, 10-15 ml vandenilio fluorido riigsties (3.4) ir garinama iki sauso liku¢io mazdaug 150 °C temperatiiroje. Jei
likutyje dar lieka kazkiek silicio dioksido, likutis pakartotinai tirpinamas keliuose mililitruose vandenilio fluorido rtigsties (3.4) ir
iSgarinamas iki sauso likucio. [lasinami penki lasai sieros riigsties (3.5) ir kaitinama tol, kol nustoja skirtis balti dimai. [pylus 5 ml 6 mol/
| vandenilio chlorido riigsties (3.2) ir apie 30 ml vandens, tirpalas pasildomas, filtruojamas j 250 ml matavimo kolbg ir skiedZiamas
vandeniu iki zymés (HCl koncentracija apie 0,5 mol/l). Toliau nustatymas tesiamas nuo 5.1.2 punkto.
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5.1.2.1

[ likutj jpilama 15 ml 6 mol/l vandenilio chlorido riigsties (3.2) ir apie 120 ml vandens. MaiSoma stikline lazdele,
kuri paliekama stiklingje, stikliné uzdengiama laikrodzio stiklu. Stiklinés turinys létai uZverdamas ir virinamas
tol, kol galima pamatyti, kad daugiau peleny nebeistirpsta. Filtruojama per bepelenj filtravimo popieriy ir filtratas
supilamas | 250 ml matavimo kolbg. Stiklin¢ ir filtras plaunami 5 ml karsto vandenilio chlorido ruigsties tirpalo
(3.2) ir du kartus verdanciu vandeniu. Matavimo kolbos turinys skiedZiamas vandeniu iki Zymes (HCl
koncentracija mazdaug 0,5 mol/l).

Jei likutis ant filtro yra juodas (anglis), filtras vél dedamas j krosnj ir sudeginamas 450-475 °C temperatiiroje. Sis
sudeginimas, kuris trunka tik kelias valandas (tris—penkias valandas), yra baigtas, kai pelenai tampa balti arba
beveik balti. Likutis tirpinamas mazdaug 2 ml vandenilio chlorido rtgsties (3.1), garinamas iki sauso likucio ir
jpilama 5 ml 6 mol/l vandenilio chlorido riigsties (3.2). Pakaitinama, tirpalas filtruojamas j matavimo kolbg ir
skiedziamas vandeniu iki Zymes (HCl koncentracija yra apie 0,5 mol/l).

Pastabos:

a)  Atliekant pédsaky analize, svarbu visg laikg turéti omenyje uzter§imo, ypac cinku, variu ir gelezimi, pavojy.
Dél Sios priezasties jrangoje, kuri naudojama éminiams ruosti, $iy elementy turi nebati.

Bendram uzZtersimo pavojui sumazinti dirbama dulkiy neturincioje aplinkoje su labai $varia jranga ir
rupestingai iSplautais stikliniais indais. Cinko nustatymas yra ypac jautrus jvairiy rasiy terSalams, pvz.,
ter§alams ant stikliniy indy, reagentuose, dulkéms ir pan.

b)  Sudeginamo éminio masé apskaiciuojama pagal apytikrj mikroelementy kiekj pasaruose, atsizvelgiant
i naudojamo spektrofotometro jautrj. Tam tikriems pasarams, kuriuose mikroelementy mazai, gali prireikti
10-20 g masés éminio ir gauti i§ jo tik 100 ml tirio galutinj tirpalg.

¢)  Turi biti deginama uzdarytoje krosnyje, nepuciant oro arba deguonies.

d)  Pirometro rodoma temperatiira neturi baiti aukstesné nei 475 °C.

Spektrofotometrinis nustatymas
Kalibravimo tirpaly ruoSimas

I§ darbiniy etaloniniy tirpaly, nurodyty 3.7.1, 3.8.1, 3.9.1 ir 3.10.1 punktuose, kiekvienam nustatomam
elementui ruosiama keletas kalibravimo tirpaly, kuriy kiekvieno HCl koncentracija yra apie 0,5 mol/l ir lantano
chlorido koncentracija (gelezies, mangano ir cinko atveju) atitinka 0,1 % (m/V) La koncentracija.

Pasirenkama mikroelementy koncentracija turi atitikti naudojamo spektrofotometro jautrio ribas. Toliau kaip
pavyzdys pateikiamose lentelése rodoma kalibruoti naudojamy tirpaly sudéties tipiniai intervalai, taciau,
atsizvelgiant j naudojamo spektrofotometro tipg ir jautr, gali tekti pasirinkti kitas koncentracijos vertes.

Gelezis
pg Fe/ml 0 0,5 1 2 3 4 5
ml darbinio etaloninio tirpalo (3.7.1) 0 0,5 1 2 3 4 5
(1 ml = 100 pg Fe)
ml HCl (3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml lantano chlorido tirpalo (3.11) ir skiedziama vandeniu iki 100 ml

Varis

ng Cu/ml 0 0,1 0.2 04 0,6 0.8 1,0

ml darbinio etaloninio tirpalo (3.8.1) 0 1 2 4 6 8 10
(1 ml =10 pg Cu)

ml HCl (3.2) 8 8 8 8 8 8 8
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5.1.2.3

5.1.2.4

5.2

Manganas
pg Mn/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
ml darbinio etaloninio tirpalo (3.9.1) 0 1 2 4 6 8 10
(1 ml = 10 pg Mn)
ml HCl (3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml lantano chlorido tirpalo (3.11) ir skiedziama vandeniu iki 100 ml

Cinkas
pg Zn/ml 0 005 | 01 0,2 0.4 0,6 0.8
ml darbinio etaloninio tirpalo (3.10.1) 0 0,5 1 2 4 6 8
(1 ml = 10 pg Zn)
ml HCl (3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml lantano chlorido tirpalo (3.11) ir skiedZiama vandeniu iki 100 ml

Tirpalo ruoSimas analizei

Variui nustatyti pagal 5.1.1 punkta paruosta tirpala paprastai galima naudoti tiesiogiai. Jei reikia, kad jo
koncentracija biity kalibruoti naudojamy tirpaly koncentracijos verciy intervale, alikvotiné dalis gali bati paimta
pipete | 100 ml matavimo kolbg ir skiedZiama iki Zymeés 0,5 mol/l vandenilio chlorido riigsties tirpalu (3.3).

Geleziai, manganui ir cinkui nustatyti pagal 5.1.1 punkta paruosto tirpalo alikvotiné dalis paimama pipete
i 100 ml matavimo kolba, jpilama 10 ml lantano chlorido tirpalo (3.11) ir skiedziama iki zZymés 0,5 mol/
| vandenilio chlorido ragsties tirpalu (3.3). (Be to, Zr. 8 punkto pastabg).

Tu$ciasis bandymas

TusCigjj bandyma turi sudaryti visos nurodytos procediiros pakopos, isskyrus tai, kad nededama éminio
medziagos. Kaip tuiCiasis éminys neturi biiti naudojamas ,0“ koncentracijos kalibravimo tirpalas.

Atominés absorbcijos matavimas

Matuojama kalibravimo tirpaly ir analizuojamo tirpalo atominé absorbcija, naudojant oro-acetileno
oksiduojanciaja liepsna, esant Siems bangy ilgiams:

Fe: 248,3 nm

Cu: 324,8 nm

Mn: 279,5 nm

Zn: 213,8 nm

Kiekvienas matavimas atlieckamas keturis kartus.

Mineraliniai paarai

Jei éminyje néra organiniy medziagy, sudeginimas pries analiz¢ nereikalingas. Daroma kaip aprasyta
5.1.1.1 punkte, pradedant nuo antrosios pastraipos. Galima praleisti iSgarinimo su fluoro vandenilio rtigstimi
pakopa.

Rezultaty apskaiciavimas

Naudojant kalibravimo kreive, apskai¢iuojama mikroelementy koncentracija analizuojamame tirpale ir rezultatas
iSreiskiamas mikroelemento mg kiekiu vienam éminio kilogramui (milijonosiomis dalimis).
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Pakartojamumas

Dviejy rezultaty, gauty tam paciam analiz¢ atlickanciam asmeniui atliekant du lygiagrecius matavimus su tuo
paciu éminiu, skirtumas ne didesnis nei:

— 5 mg/kg, absoliucigja verte, kai nustatomo mikroelemento kiekis ne didesnis nei 50 mg/kg,
— 10 % didziausio rezultato, kai nustatomo mikroelemento kiekis yra 50-100 mg/kg,
— 10 mg/kg, absoliucigja verte, kai nustatomo mikroelemento kiekis yra 100-200 mg/kg,

— 5% didziausio rezultato, kai nustatomo mikroelemento kiekis yra didesnis nei 200 mg/kg.

Pastaba

Dideli fosfaty kiekiai gali trukdyti nustatyti gelezj, mangana ir cinka. Tokie trukdziai turi bati pasalinti, jpilant
lantano chlorido tirpalo (3.11). Tadiau, jei éminyje masiy santykis (Ca + mg)/P > 2, lantano chlorido tirpalo
(3.11) i analizés tirpala ir etaloninius tirpalus galima nepilti.

D. HALOFUGINONO NUSTATYMAS

DL-trans-7-brom-6-chlor-3-[ 3-(3-hidroksi- 2-piperidil )acetonil ]-chinazolin-4-(3H)-ono hidrobromidas

Tikslas ir taikymo sritis

Metodas taikomas halofuginonui nustatyti pasaruose. Kiekybinio nustatymo riba — 1 mg/kg.

Metodas

Apdorotas kar$tu vandeniu halofuginonas ekstrahuojamas kaip laisvoji bazé i etilacetata ir po to atskiriamas kaip
vandenilio chloridas i vandeninj riigities tirpala. Ekstraktas gryninamas, taikant jony mainy chromatografija.
Halofuginono kiekis nustatomas atvirkstinés fazés efektyviaja skysciy chromatografija (HPLC), naudojant
ultravioletinj detektoriy.

Reagentai

Acetonitrilas, HPLC grynumo.
Amberlito XAD-2 derva.
Amonio acetatas.

Etilacetatas.

Acto ragstis, lediné.

Halofuginono etaloniné medziaga (DL-trans-7-brom-6-chlor-3-[3-hidroksi-2-piperidil)acetonil]-chinazolin-4-
(3H)-ono hidrobromidas, E 764).

Halofuginono pradinis etaloninis tirpalas, 100 pg/ml

] 500 ml matavimo kolba 0,1 mg tikslumu pasveriama 50 mg halofuginono (3.6), istirpinama amonio acetato
buferiniame tirpale (3.18), iki Zymés skiedziama buferiniu tirpalu ir sumaiSoma. Sis tirpalas lieka stabilus tris
savaites 5 °C temperatiiroje, jei laikomas tamsoje.

Kalibravimo tirpalai

I keletg 100 ml matavimo kolby jpilama 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 ir 6,0 ml pradinio etaloninio tirpalo (3.6.1).
Skiedziama iki Zymés judanéiaja faze (3.21) ir sumaiSoma. Siy tirpaly halofuginono koncentracija yra 1,0, 2,0,
3,0, 4,0 ir 6,0 pg/ml. Sie tirpalai turi biiti ruogiami pries pat naudojima.
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3.7 Vandenilio chlorido rtigdtis (pyo mazdaug 1,16 g/ml).

3.8 Metanolis.

3.9 Sidabro nitratas.

3.10 Natrio askorbatas.

3.11 Natrio karbonatas.

3.12 Natrio chloridas.

3.13 EDTA (etilendiamintetraacto ragsties dinatrio druska).

3.14 Vanduo, HPLC grynumo.

3.15 Natrio karbonato tirpalas, ¢ = 10 g/100 ml.

3.16 Natrio karbonato tirpalas so¢iajame natrio chlorido tirpale, ¢ = 5 g/100 ml.
Vandenyje itirpinama 50 g natrio karbonato (3.11), skiedziama iki 1 litro ir dedama natrio chlorido (3.12) tiek,
kad gaunamas sotus tirpalas.

3.17 Vandenilio chlorido rtgstis, mazdaug 0,1 mol/l.
10 ml HCI (3.7) skiedZiama vandeniu iki 1 litro.

3.18 Amonio acetato buferinis tirpalas, mazdaug 0,25 mol/l.
Vandenyje (3.14) iStirpinama 19,3 g amonio acetato (3.3), 30 ml acto rigsties (3.5) ir skiedZiama iki 1 litro.

3.19 Amberlito XAD-2 dervos ruo$imas.
Reikiamas kiekis amberlito (3.2) plaunamas vandeniu tol, kol pasalinami visi chlorido jonai, kaip rodo bandymas
su sidabro nitrato tirpalu (3.20), atliekamas su i§pilama vandenine faze. Derva plaunama 50 ml metanolio (3.8),
metanolis i$pilamas ir derva laikoma ant jos uzpylus Svaraus metanolio.

3.20 Sidabro nitrato tirpalas, mazdaug 0,1 mol/l.
0,17 g sidabro nitrato (3.9) istirpinama 10 ml vandens.

3.21 HPLC judancioji fazé.
500 ml acetonitrilo (3.1) maiSoma su 300 ml amonio acetato buferiniu tirpalo (3.18) ir 1 200 ml vandens
(3.14). Acto rfigitimi (3.5) nustatoma pH 4,3. Tirpalas filtruojamas per 0,22 um filtra (4.8) ir degazuojamas
(pvz., 10 min ultragarsu). Sis tirpalas stabilus vieng ménesj, jei laikomas uzdarame inde ir tamsoje.

4. Aparatiira

4.1 Ultragarso vonia.

4.2 Sukamasis garintuvas.

4.3 Centrifuga.

4.4 HPLC jranga su kintamo bangos ilgio ultravioletiniu detektoriumi arba diody matricos detektoriumi.

441 Skysciy chromatografijos kolonélé, 300 mm x 4 mm, Cyg, 10 pm jkrova, arba lygiaverté kolonélé.

4.5 Stikliné kolonélé (300 mm x 10 mm) su sukepinto stiklo filtru ir ¢iaupu.

4.6 Stiklo pluosto filtrai, skersmuo 150 mm.
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4.8

5.1

5.1.1.

5.2

5.3

Membraniniai filtrai, 0,45 pm.

Membraniniai filtrai, 0,22 pm.

Procediira

Pastaba. Halofuginonas kaip laisvoji bazé yra nepatvarus Sarminiuose ir etilacetato tirpaluose, todél etilacetate
laikomas ne ilgiau nei 30 min.

Bendrosios nuostatos

Siekiant patikrinti, ar néra halofuginono arba trukdanciyjy medziagy, atliekama pasaro tus¢iojo éminio analizé.

Analizuojant paSaro tusciajj éminj, j jj pridedant halofuginono, kurio kiekis blity panasus i kiekj éminyje,
nustatomas igavos dydis. 3 mg/kg koncentracijai gauti 10 g pasaro tusciojo éminio reikia jpilti 300 pl pradinio
etaloninio tirpalo (3.6.1), sumaiSyti ir prie§ ekstrahavima (5.2) palaukti 10 min.

Pastaba Siame metode pasaro tuiciasis éminys atitinka éminio tipa ir atliekant analize jame neaptikta
halofuginono.

Ekstrahavimas

1 200 ml centrifugos mégintuvélj 0,1 g tikslumu pasveriama 10 g paruo$to éminio, jdedama 0,5 g natrio
askorbato (3.10), 0,5 g EDTA (3.13), 20 ml vandens ir sumaiSoma. Mégintuvélis jdedamas 5 min i vandens vonia
(80 °C). Atvésinus iki kambario temperatiiros, jpilama 20 ml natrio karbonato tirpalo (3.15) ir sumaiSoma. Tuoj
pat ipilama 100 ml etilacetato (3.4) ir 15 s stipriai purtoma ranka. Atkimstas meégintuvélis dedamas
trims minutéms j ultragarso vonia (4.1). Centrifuguojama 2 min ir etilacetato fazé per stiklo pluosto filtra (4.6)
nupilama i 500 ml dalijamajj piltuva. Kartojamas éminio ekstrahavimas dar su 100 ml etilacetato. Sujungti
ekstraktai vieng minutg¢ plaunami 50 ml natrio chloridu prisotintu natrio karbonato tirpalu (3.16), vandeninis
sluoksnis i3pilamas.

Organinis sluoksnis 1 min. ekstrahuojamas 50 ml vandenilio chlorido rtigsties tirpalu (3.17). Apatinis riigsties
sluoksnis isleidziamas | 250 ml dalijamaji piltuvg. Organinis sluoksnis dar karta 1,5 min ekstrahuojamas kita
50 ml vandenilio chlorido rtigsties porcija ir gautas ekstraktas sujungiamas su pirmuoju ekstraktu. Abu sujungti
rigsties ekstraktai mazdaug 10 s plaunami 10 ml etilacetatu (3.4), atliekant sukamuosius judesius.

Visas vandeninis sluoksnis kiekybiskai supilamas j 250 ml talpos apvaliadugn¢ kolba, organiné fazé i$pilama.
Visas likes etilacetatas pasalinamas i§ riigsties tirpalo garinant sukamajame garintuve (4.2). Vandens vonios
temperatiira neturi biti aukstesné nei 40 °C. Esant mazdaug 25 milibar vakuumui, visas likes etilacetatas turéty
bati pasalintas per 5 min, kai temperatiira 38 °C.

Gryninimas
Amberlito kolonélés ruo§imas

XAD-2 kolonélé ruosiama kiekvienam éminio ekstraktui. 10 g paruosto amberlito (3.19) supilama | stikline
kolonéle (4.5) su metanoliu (3.8). Ant dervos sluoksnio uzdedamas nedidelis stiklo vatos kamstis. Metanolis
iSleidziamas i§ kolonélés ir derva plaunama 100 ml vandens, palickant jo tiek, kad skystis apsemty dervos
pavirsiy. Prie§ naudojimg kolonélé 10 min palieckama pusiausvyrai nusistovéti. Niekuomet neleidziama skysciui
visiskai iStekeéti i§ kolonélés.

Eminio gryninimas

Visas ekstraktas (5.2) kiekybiskai supilamas ant paruostos amberlito kolonélés (5.3.1) virSaus ir plaunama,
ispilant eliuaty. Eliuavimo srautas neturi bati didesnis nei 20 ml/min. Apvaliadugné kolba plaunama 20 ml
vandenilio chlorido riigsties tirpalo (3.17) ir $iuo tirpalu plaunama dervos kolonélé. Rugsties tirpalo likutis
i$puc¢iamas oro srautu. Plovimo tirpalai i$pilami. | kolonéle jpilama 100 ml metanolio (3.8) ir j 250 ml
apvaliadugne kolbg ir surenkama nuo 5 ml iki 10 ml eliuato. Likes metanolis 10 min. laikomas pusiausvyrai su
derva nusistovéti ir eliuavimas tesiamas esant ne didesniam nei 20 ml/min srautui, surenkant eliuata j ta pacia
kolba. Metanolis i§garinamas sukamajame garintuve (4.2). Vandens vonios temperatiira neturi biiti aukstesné nei
40 °C. Plaunant judancigja faze (3.21), likutis kiekybiskai supilamas { 10 ml matavimo kolbg. Skiedziama
judancigja faze iki Zymés ir sumaiSoma. Alikvotiné dalis filtruojama per membraninj filtra (4.7). Sis tirpalas
naudojamas HPLC nustatymui (5.4).
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5.4

5.4.1

5.4.2

5.43

7.1

7.1.1

HPLC nustatymas
Parametrai

Rekomenduojamos sios salygos, gali biti taikomos kitos salygos, jei gaunami lygiaverciai rezultatai.
Skysciy chromatografijos kolonélé (4.4.1).

HPLC judancioji fazé (3.21).

Srautas: 1,5 ml/min~2 ml/min.

Detektoriaus bangos ilgis: 243 nm.

Ipurskiamas taris: 40 pl-100 pl.

Tikrinamas chromatografijos sistemos stabilumas, kelis kartus jpurskiant 3,0 pg/ml koncentracijos kalibravimo
tirpalo (3.6.2) tol, kol nustoja keistis smailés aukstis (arba plotas) ir sulaikymo trukme.

Kalibravimo kreivé

Kiekvienas kalibravimo tirpalas (3.6.2) jpurskiamas kelis kartus ir matuojami kiekvienos koncentracijos smailiy
auksciai (arba plotai). Bréziama kalibravimo kreivé, kurios ordinaciy asyje — kalibravimo tirpaly smailiy auks¢iy
(arba ploty) vidurkiai, o abscisiy asyje — atitinkama koncentracija pg/ml.

Eminio tirpalas

Kelis kartus jpurskiamas éminio ekstraktas (5.3.2), kurio tiris atitinka kalibravimo tirpalo tiirj, ir matuojamas
halofuginono smailiy vidutinis aukstis (plotas).

Rezultaty apskaiciavimas

Eminio tirpalo koncentracija pg/ml nustatoma pagal éminio tirpalo halofuginono smailiy vidutinj aukstj (plot) ir
kalibravimo kreive (5.4.2).

Halofuginono kiekis w (mg/kg) éminyje apskai¢iuojamas pagal formule:

cx 10
W=
m
kurioje:
¢ = halofuginono koncentracija éminio tirpale pg/ml,
m = tiriamosios dalies svoris gramais.

Rezultaty patvirtinimas
Tapatumas

Analités tapatumas gali bati patvirtintas taikant kochromatografija arba naudojant diody matricos detektoriy,
kuriuo lyginami éminio ekstrakto ir 6,0 pg/ml koncentracijos kalibravimo tirpalo (3.6.2) spektrai.

Kochromatografija

Eminio ekstrakto tirpalo koncentracija padidinama, ipilant reikiama kalibravimo tirpalo (3.6.2.) tiirj. Pridéto
halofuginono kiekis turi atitikti éminio ekstrakte nustatyta halofuginono kiekj.

Turi padidéti tik halofuginono smailés aukastis, jvertinant pridéta kieki ir ekstrakto praskiedimg. Smailés plotis jos
pusaukstyje turi atitikti pradinj plotj * 10 % tikslumu.
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7.2

7.3

Aptikimas naudojant diody matrica

Rezultatai vertinami pagal siuos kriterijus:

a)

éminio ir etalono spektry didziausios absorbcijos bangos ilgis, uzrasomas kaip chromatogramos smailés
vir§iinés bangos ilgis, turi biiti vienodas paklaidos ribose, kurias lemia aptikimo sistemos skiriamoji geba.
Diody matricos detektoriaus tipiné verté baty + 2 nm;

nuo 225 nm iki 300 nm éminio ir etalono spektras, uzrasytas apie chromatogramos smailés virsiing, Sioms
spektro dalims turi nesiskirti 10-100 % santykinio optinio tankio intervale. Sis kriterijus vykdomas, kai yra
tie patys maksimumai ir jokiame matavimo taske dviejy spektry skirtumas néra didesnis nei 15 % etalono
analités optinio tankio vertés;

nuo 225 nm iki 300 nm éminio ekstraktui gautos smailés kylancios, virsiinés ir nusileidziancios daliy
spektrai §ioms spektro dalims turi nesiskirti vienas nuo kito 10-100 % santykinio optinio tankio intervale.
Sis kriterijus vykdomas, kai yra tie patys maksimumai ir visuose stebimuose taskuose spektry skirtumas yra
ne didesnis nei 15 % smailés virstng atitinkancio optinio tankio vertés.

Jei vienas i3 iy kriterijy nevykdomas, analités buvimas nepatvirtinamas.

Pakartojamumas

Dviejy lygiagreciai atlikty to paties éminio nustatymo rezultaty skirtumas neturi bati didesnis nei 0,5 mg/kg, kai
halofuginono yra iki 3 mg/kg.

ISgavos dydis

I3gavos dydis, gautas tus¢iajam éminiui su analités priedu, yra ne mazesnis nei 80 %.

Tarplaboratoriniy tyrimy rezultatai

Buvo atlikti tarplaboratoriniai tyrimai ('), kuriy metu astuonios laboratorijos analizavo tris éminius.

Rezultatai

A éminys

(tudciasis) B éminys (miltai) C éminys (granulés)

Kaip gautas

. Po dviejy . Po dviejy méne-
Kaip gautas ménesty Kaip gautas siy

Vidurkis [mg/kg] ND 2,80 2,42 2,89 2,45
S [mg/kg] — 0,45 0,43 0,40 0,42
CVie [ %] — 16 18 14 17
Rec. [ %) 86 74 88 75
ND = neaptikta
Sy = atkuriamumo standartinis nuokrypis
CVr = atkuriamumo variacijos koeficientas ( %)
Rec = idgavos dydis (%)
E ROBENIDINO NUSTATYMAS

1,3-bi[(4-chlorbenziliden)amino]guanidino hidrochloridas

Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu nustatoma robenidino koncentracija pasaruose. Kiekybinio nustatymo riba — 5 mgfkg.

(') The Analyst, 108, 1983, p. 1 252-1 256.
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2. Metodas
Eminys ekstrahuojamas parfigstintu metanoliu. Ekstraktas dziovinamas, alikvotiné ekstrakto dalis gryninama,
naudojant kolonéle su aliuminio oksidu. Robenidinas i§ kolonélés plaunamas metanoliu, koncentruojamas ir
judancigja faze skiedziamas iki reikiamo tdirio. Robenidino kiekis nustatomas atvirkstiniy faziy efektyviosios
skysciy chromatografijos (HPLC) metodu naudojant ultravioletinj detektoriy.
3. Reagentai
3.1 Metanolis
3.2 Parfig§tintas metanolis
4,0 ml vandenilio chlorido raigsties (pyo = 1,18 g/ml) ipilama j 500 ml matavimo kolba, skiedziama iki Zymés
metanoliu (3.1) ir sumaiSoma. Tirpalas turi biti ruo$iamas pries naudojima.
33 Acetonitrilas, HPLC grynumo
3.4 Molekulinis sietas
3A tipo, 8 — 12 mesy granulés (1,6-2,5 mm granulés, kristalinis aliumosilikatas, akuciy skersmuo 0,3 mm).
3.5 Aliuminio oksidas, I laipsnio riigstinio aktyvumo, skirtas chromatografijai kolonéléje
100 g aliuminio oksido supilama i tinkama indg ir jpilama 2 ml vandens. Indas uzkemsamas ir kratomas
mazdaug 20 min. Laikomas gerai uzdarytame inde.
3.6 Kalio dihidrofosfato tirpalas, ¢ = 0,025 mol/l
3,40 g kalio dihidrofosfato itirpinama vandenyje (HPLC grynumo), skiedZiama 1 000 ml matavimo kolboje iki
Zymés ir sumaiSoma.
3.7 Natrio hidrofosfato tirpalas, ¢ = 0,025 mol/l
3,55 g bevandenio natrio hidrofosfato (arba 4,45 g dihidrato, arba 8,95 g dodekahidrato) iStirpinama vandenyje
(HPLC grynumo), skiedziama 1 litro matavimo kolboje iki Zymés ir sumaiSoma.
3.8 HPLC judancioji fazé
SumaiSomi Sie reagentai:
650 ml acetonitrilo (3.3),
250 ml vandens (HPLC grynumo),
50 ml kalio dihidrofosfato tirpalo (3.6),
50 ml natrio hidrofosfato tirpalo (3.7).
Filtruojama per 0,22 pm akytumo filtra (4.6), tirpalas degazuojamas (pvz., 10 min veikiant ultragarsu).
3.9 Etaloniné medziaga
Grynas robenidinas: 1,3-bi[(4-chlorbenziliden)amino]guanidino hidrochloridas.
3.9.1 Robenidino pradinis etaloninis tirpalas: 300 pg/ml

0,1 mg tikslumu pasveriama 30 mg robenidino etaloninés medziagos (3.9). 100 ml matavimo kolboje
iStirpinama partigstintame metanolyje (3.2), tuo paciu tirpikliu skiedziama iki Zymés ir sumaiSoma. Kolba
apvyniojama aliuminio folija ir laikoma tamsioje vietoje.
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3.9.2

4.1

4.2

4.3

44

4.4.1

4.5

4.6

4.7

5.1

5.1.2

5.2

Robenidino tarpinis etaloninis tirpalas: 12 pg/ml

10 ml pradinio tirpalo (3.9.1) jpilama { 250 ml matavimo kolba, skiedziama iki Zymés judanciaja faze (3.8) ir
sumai§oma. Kolba apvyniojama aliuminio folija ir laikoma tamsioje vietoje.

Kalibravimo tirpalai

I keleta 50 ml matavimo kolby jpilama 5,0; 10,0; 15,0; 20,0 ir 25,0 ml tarpinio etaloninio tirpalo (3.9.2).
Skiedziama iki Zymes judanciaja faze (3.8) ir sumaiSoma. Siy tirpaly koncentracija atitinkamai yra 1,2; 2,4; 3,6;
4,8 ir 6,0 pg/ml. Sie tirpalai turi biti ruo$iami prie§ pat naudojima.

Vanduo, HPLC grynumo

Aparatiira

Stikline kolonelé

Pagaminta i§ geltono stiklo, yra su ¢iaupu ir mazdaug 150 ml talpos, vidinis skersmuo 10-15 mm, ilgis 250 mm.
Mechaniné purtyklé arba magnetiné maisyklé

Sukamasis garintuvas

HPLC jranga su kintamo bangos ilgio ultravioletiniu detektoriumi arba diodinés matricos detektoriumi,
veikian¢iu 250-400 nm bangy ilgio intervale

Skysciy chromatografijos kolonélé: 300 mm x 4 mm, C;3 10 pm jkrova, arba lygiaverté kolonéle
Stiklo pluosto filtravimo popierius (Whatman GF/A arba lygiavertis)
Membraniniai filtrai, 0,22 pm

Membraniniai filtrai, 0,45 pm

Procediira

Pastaba. Robenidinas yra jautrus $viesai. Atliekant visus veiksmus naudojami rudo stiklo indai.

Bendrosios nuostatos

Sickiant patikrinti, ar néra robenidino arba trukdanciyjy medziagy, atlickama pasaro tusc¢iojo éminio analizé.

Analizuojant paSaro tuscigjj éminj, i ji pridedant robenidino, kurio kiekis bity panasus j kiekj éminyje,
nustatomas i§gavos dydis. 60 mg/kg koncentracijai gauti, { 250 ml kiging¢ kolbg jpilama 3,0 ml pradinio
etaloninio tirpalo (3.9.1). Azoto srovéje tirpalas garinamas iki mazdaug 0,5 ml. [dedama 15 g pasaro tuiciojo
éminio, sumaiSoma ir prie§ ekstrahavima (5.2) palaukiama 10 min.

Pastaba. Taikant §j metodg pasaro tusCiasis éminys atitinka éminio tipg ir atliekant analiz¢ jame neaptinkama
robenidino.

Ekstrahavimas

0,01 g tikslumu pasveriama mazdaug 15 g paruosto éminio. Eminys supilamas i 250 ml kiging kolba, i ja
jpilama 100 ml pariigstinto metanolio (3.2), kolba uzkemsama ir vieng valandg kratoma ant purtyklés (4.2).
Tirpalas filtruojamas per stiklo pluosto filtravimo popieriy (4.5), visas filtratas surenkamas j 150 ml kigine
kolba. Pridedama 7,5 g molekulinio sieto (3.4), kolba uzkemsama ir kratoma penkias minutes. 1§ karto
filtruojama per stiklo pluosto filtravimo popieriy. Toliau tirpalas gryninamas (5.3).
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5.3 Gryninimas

5.3.1 Aliuminio oksido kolonélés ruogimas
| stiklinés kolon¢lés (4.1) apacia ikiSamas mazas stiklo vatos kamstis, kuris stikline lazdele sutankinamas.
Pasveriama 11,0 g paruosto aliuminio oksido (3.5) ir supilama j kolonélg. Siekiama, kad pilant salytis su oru bty
kiek jmanoma mazesnis. Svelniai tap§nojama per uzpildomos kolonélés apacia, kad aliuminio oksidas susliigty.

5.3.2 Eminio gryninimas
[ kolonéle pipete jpilama 5,0 ml pagal 5.2 punkta paruosto éminio ekstrakto. Pipetés galiukas laikomas prie
kolonélés sienelés ir leidziama tirpalui susigerti i aliuminio oksidg. Robenidinas i§ kolonélés i§plaunamas 100 ml
metanolio (3.1), esant 2-3 ml/min. srautui, elivatas surenkamas j 250 ml apvaliadugne kolba. Metanolinis
tirpalas i§garinamas iki sauso likucio sukamajame garintuve (4.3) esant sumazintam slégiui, kai temperatiira
40 °C. Likutis iStirpinamas 3-4 ml judanciosios fazés (3.8) ir kiekybiskai supilamas i 10 ml matavimo kolba.
Apvaliadugné kolba kelis kartus plaunama 1-2 ml judanciosios fazés ir Sie plovimo tirpalai supilami { matavimo
kolba. Tuo paciu tirpikliu skiedziama iki Zymés ir sumaiSoma. Alikvotiné tirpalo dalis filtruojama per 0,45 pm
filtra (4.7). Tirpalas naudojamas analizei HPLC metodu (5.4).

5.4 HPLC nustatymas

5.4.1 Parametrai
Rekomenduojamos Sios salygos; galima taikyti kitas salygas, jei gaunami lygiaverciai rezultatai:
Skys¢iy chromatografijos kolonélé (4.4.1),
HPLC judancioji fazé (3.8),
Srautas: 1,5-2 ml/min.,
Detektoriaus bangos ilgis: 317 nm,
Ipurskiamas tairis: 20-50 pl.
Tikrinamas chromatografijos sistemos stabilumas, kelis kartus jpurskiant 3,6 pg/ml koncentracijos kalibravimo
tirpalo (3.9.3) tol, kol nustoja keistis smailiy aukscio ir sulaikymo trukmés vertés.

5.4.2 Kalibravimo kreivé
Kiekvienas kalibravimo tirpalas (3.9.3) jpurskiamas kelis kartus ir matuojami kiekvienos koncentracijos smailiy
auksciai (arba plotai). Bréziama kalibravimo kreivé, kurios ordinaciy asyje — kalibravimo tirpaly smailiy auks¢iy
arba ploty vidurkiai, o abscisiy asyje — atitinkama koncentracija pg/ml.

543 Eminio tirpalas
Kelis kartus jpurskiamas éminio ekstraktas (5.3.2), kurio tdris atitinka kalibravimo tirpalo tiirj, ir matuojamas
robenidino smailiy vidutinis aukstis (plotas).

6. Rezultaty apskaitiavimas

Eminio tirpalo koncentracija pg/ml nustatoma pagal éminio tirpalo robenidino smailiy vidutinj aukstj (plota) ir
kalibravimo kreive (5.4.2).

Robenidino kickis w (mg/kg) éminyje apskaiciuojamas pagal formulg:

cx 200
W=
m

kurioje:

¢ = robenidino koncentracija éminio tirpale pg/ml,

3
I

tiriamosios dalies svoris gramais.
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7.1

7.1.2

7.2

7.3

Rezultaty patvirtinimas
Tapatumas

Analités tapatumas gali bti patvirtintas taikant kochromatografija arba naudojant diody matricos detektoriy,
kuriuo lyginami éminio ekstrakto ir 6,0 pg/ml koncentracijos kalibravimo tirpalo (3.9.3) spektrai.

Kochromatografija

Eminio ekstrakto tirpalo koncentracija padidinama, ipilant reikiama kalibravimo tirpalo (3.9.3) tdirj. Pridéto
robenidino kiekis turi atitikti éminio ekstrakte nustatyta robenidino kieki.

Padidinamas tik robenidino smailés aukstis, jvertinant prideéta kiekj ir ekstrakto praskiedima. Smailés plotis jos
pusaukstyje turi atitikti pradinj plotj mazdaug 10 % tikslumu.

Aptikimas naudojant diody matrica

Rezultatai jvertinami pagal Siuos kriterijus:

a)  éminio ir etalono spektry didziausios absorbcijos bangos ilgis, uzraSomas kaip chromatogramos smailés
viriinés bangos ilgis, turi biti vienodas paklaidos ribose, kurias lemia aptikimo sistemos skiriamoji geba.
Diody matricos detektoriaus tipiné verté paprastai yra mazdaug 2 nm;

b)  nuo 250 nm iki 400 nm éminio ir etalono spektras, uzrasytas apie chromatogramos smailés virsing, sioms
spektro dalims turi nesiskirti 10-100 % santykinio optinio tankio intervale. Sis kriterijus vykdomas, kai yra
tie patys maksimumai ir jokiame matavimo taske dviejy spektry skirtumas néra didesnis nei 15 % etalono
analités optinio tankio vertés;

¢)  nuo 250 nm iki 400 nm éminio ekstraktui gautos smailés kylancios, virsiinés ir nusileidziancios daliy
spektrai Sioms spektro dalims turi nesiskirti vienas nuo kito 10-100 % santykinio optinio tankio intervale.
Sis kriterijus vykdomas, kai yra tie patys maksimumai ir visuose stebimuose taskuose spektry skirtumas yra
ne didesnis nei 15 % smailés virsing atitinkancio optinio tankio vertés.

Jei vienas i3 iy kriterijy nevykdomas, analités buvimas nepatvirtinamas.
Pakartojamumas

Dviejy lygiagreciai atlikty to paties éminio nustatymo rezultaty skirtumas neturi bati didesnis nei 10 %
didziausio rezultato, gauto didesniam nei 15 mg/kg robenidino kiekiui.

ISgavos dydis
I3gavos dydis, gautas tus¢iajam éminiui su analités priedu, yra ne mazesnis nei 85 %.
Tarplaboratoriniy tyrimy rezultatai

Bendrija surengé tarplaboratorinj tyrima, kuriame 12-oje laboratorijy buvo analizuojami keturi pauksciy ir
triusiy pasaro milty arba granuliy pavidalu éminiai. Kiekvienas éminys buvo analizuojamas du kartus. Rezultatai
pateikiami lentelé¢je:

Pauksciai Triusiai

Miltai Granulés Miltai Granulés
Vidurkis [mg/kg] 27,00 27,99 43,6 40,1
s; [mg/kg] 1,46 1,26 1,44 1,66
CV, [ %] 54 4,5 3,3 4,1
Sk [mg/kg] 4,36 3,36 4,61 3,91
CVg [ %] 16,1 12,0 10,6 9,7
I3gavos dydis [ %] 90,0 93,3 87,2 80,2
s, = pakartojamumo standartinis nuokrypis

CV, = pakartojamumo variacijos koeficientas, %
Sy = atkuriamumo standartinis nuokrypis

CVy = atkuriamumo variacijos koeficientas, %
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F.  DIKLAZURILO NUSTATYMAS
(+)-4-chlorphenil[ 2,6-dichlor-4-(2,3,4, 5-tetrahidro-3, 5-diokso- 1,2,4-triazin-2-il) fenil]acetonitrilas

1. Tikslas ir taikymo sritis
Metodas taikomas diklazurilui pasaruose ir premiksuose nustatyti. Aptikimo riba — 0,1 mg/kg, ribiné nustatymo
verte — 0,5 mg/kg.

2. Metodas
Pridéjus vidinio etalono, éminys ekstrahuojamas parfigitintu metanoliu. Jei tai pasarai, ekstrakto alikvotiné dalis
gryninama C,g kietosios fazés ekstrahavimo tiita. I$ tatos diklazurilas i$plaunamas parfigstinto metanolio ir
vandens miSiniu. Eliuatg iSgarinus, likutis iStirpinamas DMF ir vandens miSinyje. Jei tai premiksai, ekstraktas
iSgarinamas ir likutis iStirpinamas DMF ir vandens misinyje. Diklazurilo kiekis nustatomas atvirkstiniy faziy
trigubo gradiento efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodu (HPLC), naudojant ultravioletinj detektoriy.

3. Reagentai

3.1 Vanduo, HPLC grynumo

3.2 Amonio acetatas

3.3 Tetrabutilamonio hidrosulfatas (TBHS)

3.4 Acetonitrilas, HPLC grynumo

3.5 Metanolis, HPLC grynumo

3.6 N, N-dimetilformamidas (DMF)

3.7 Vandenilio chlorido raigstis, pyo = 1,19 g/ml

3.8 Etaloniné medziaga: garantuoto grynumo diklazurilas 1I-24: (+)-4-chlorfenil[2,6-dichlor-4-(2,3,4,5-tetrahidro-
3,5-diokso-1,2,4-triazin-2-il) fenil]acetonitrilas, E 771

3.8.1 Diklazurilo pradinis etaloninis tirpalas, 500 pg/ml
[ 50 ml matavimo kolba 0,1 mg tikslumu pasveriama 25 mg diklazurilo etaloninés cheminés medziagos (3.8).
I3tirpinama DMF (3.6), skiedZiama DMF (3.6) iki Zymés ir sumaiSoma. Kolba apvyniojama aliuminio folija, arba
naudojama rudo stiklo kolba, ir padedama j saldytuvg. Esant < 4 °C temperatiirai, tirpalas stabilus vieng ménesj.

3.8.2 Diklazurilo etaloninis tirpalas, 50 pg/ml
1 50 ml matavimo kolba jpilama 5,00 ml pradinio etaloninio tirpalo (3.8.1.), skiedziama iki Zymés DMF (3.6) ir
sumaiSoma. Kolba apvyniojama aliuminio folija, arba naudojama rudo stiklo kolba, ir padedama j Saldytuva.
Esant < 4 °C temperatiirai, tirpalas stabilus vieng ménesj.

3.9 Vidinio etalono medziaga: 2,6-dichlor-a-(4-chlorfenil)-4-(4,5-dihidro-3,5-diokso-1,2,4-triazin-2(3H)-il)-a-metil-
benzenacetonitrilas

3.9.1 Vidinio etalono pradinis tirpalas, 500 pg/ml
[ 50 ml matavimo kolbg 0,1 mg tikslumu pasveriama 25 mg vidinio etalono (3.9). Istirpinama DMF (3.6),
skiedziama DMF (3.6) iki Zymés ir sumaiSoma. Kolba apvyniojama aliuminio folija, arba naudojama rudo stiklo
kolba, ir padedama i Saldytuva. Esant < 4 °C temperatiirai, tirpalas stabilus vieng ménesj.

3.9.2 Vidinio etalono tirpalas, 50 pg/ml

[ 50 ml matavimo kolbg jpilama 5,00 ml pradinio vidinio etalono tirpalo (3.9.1), skiedZiama iki Zymés DMF (3.6)
ir sumaiSoma. Kolba apvyniojama aliuminio folija, arba naudojama rudo stiklo kolba, ir dedama i 3aldytuva.
Esant < 4 °C temperatiirai, tirpalas stabilus viena ménesi.
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3.13.2

3.13.3
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44

4.5

4.6

5.1.2

Premiksy vidinio etalono tirpalas, p/1 000 mg/ml
(p — diklazurilo vardiné¢ koncentracija premikse, mg/kg)

] 100 ml matavimo kolbg 0,1 mg tikslumu pasveriama p/10 mg vidinio etalono, ultragarso vonioje (4.6) jis
iStirpinamas DMF (3.6), skiedziama iki Zymés DMF ir sumaiSoma. Kolba apvyniojama aliuminio folija, arba
naudojama rudo stiklo kolba, ir padedama i 3aldytuva. Esant < 4 °C temperatiirai, tirpalas stabilus vieng ménes;.

Kalibravimo tirpalas, 2 ug/ml

] 50 ml matavimo kolba pipete jpilama 2,00 ml diklazurilo etaloninio tirpalo (3.8.2) ir 2,00 ml vidinio etalono
tirpalo (3.9.2). Ipilama 16 ml DMF (3.6), skiedziama vandeniu iki Zymés ir sumaiSoma. Sis tirpalas turi bti
ruosiamas prie§ pat naudojima.

Ci5 kietosios fazés ekstrahavimo tita, pvz., Bond Elut, dydis: 1 cm?, sorbento svoris: 100 mg
Ekstrahavimo tirpiklis: partigstintas metanolis.

11000 ml metanolio (3.5) pipete jpilama 5,0 ml vandenilio chlorido rugsties (3.7) ir sumaiSoma.
HPLC judancioji fazé

Eliuentas A: amonio acetato ir tetrabutilamonio hidrosulfato misinio tirpalas.

5 g amonio acetato (3.2) ir 3,4 g TBHS (3.3) iStirpinama 1 000 ml vandens (3.1) ir sumai§oma.
Eliuentas B: acetonitrilas (3.4).

Eliuentas C: metanolis (3.5).

Aparatiira

Mechaniné purtyklé

[ranga trigubo gradiento HPLC

Skysciy chromatografijos kolonélé, Hypersil ODS, 3 pm daleliy jkrova, 100 mm x 4,6 mm, arba lygiaverté
Reguliuojamo bangos ilgio ultravioletinis detektorius arba diody matricos detektorius

Sukamasis garintuvas

Membraninis filtras, 0,45 pm

Vakuumavimo sistema

Ultragarso vonia

Procediira

Bendrosios nuostatos

PaSaro tusciasis éminys

Analizuojamas pasaro tusCiasis éminys, siekiant patikrinti, ar jame néra diklazurilo ir trukdanciy cheminiy

medziagy. Taikant §j metodg pasaro tusciasis éminys atitinka éminio tipg ir atlickant analiz¢ jame neaptinkama
diklazurilo arba trukdanciy medziagy.

I$gavos dydzio nustatymo bandymas

Analizuojant paSaro tuscigji éminj, i ji pridedant diklazurilo, kurio kiekis blity panasus i kiekj éminyje,
nustatomas iSgavos dydis. Norint pridéti 1 mglkg, i 50 g pasaro tui¢iojo éminio jpilama 0,1 ml pradinio
etaloninio tirpalo (3.8.1), gerai sumaiSoma, paliekama 10 min ir prie§ atliekant kita pakopa (5.2) kelis kartus
sumaiSoma.
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Jei néra pasaro tuic¢iojo éminio, kuris biity panasus | éminio paSara (zr. 5.1.1), i§gavos dydj galima nustatyti,
taikant etalono pridéjimo metoda. Siuo atveju i analizuojama éminj pridedamas diklazurilo kiekis, mazdaug
atitinkantis diklazurilo kiekj éminyje. Sis éminys analizuojamas kartu su éminiu be pridéto diklazurilo ir isgavos
dydis gali bati apskaiciuotas i§ skirtumo.

Ekstrahavimas
Pasarai

Mazdaug 50 g éminio pasveriama 0,01 g tikslumu. Eminys supilamas j 500 ml kiiging kolbg, jpilama 1,00 ml
vidinio etalono tirpalo (3.9.2), 200 ml ekstrahavimo tirpiklio (3.12) ir kolba uzkemsama. Misinys kratomas ant
purtyklés (4.1) per naktj. Palickamas 10 min nusistovéti. | tinkama stiklinj inda paimama tirpalo vir§ nuosédy
alikvotiné 20 ml dalis ir skiedziama 20 ml vandens. Sis tirpalas supilamas j ekstrahavimo tiita (3.11) ir
siurbiamas, prijungus vakuuma (4.5). Tata plaunama 25 ml ekstrahavimo tirpiklio (3.12) ir vandens miSinio, 65
+ 35 (V + V). Surinktos frakcijos i$pilamos ir junginiai i§plaunami 25 ml ekstrahavimo tirpiklio (3.12) ir vandens
misinio, 80 + 20 (V + V). Si frakcija garinama beveik iki sauso likuéio sukamajame garintuve (4.3) esant 60 °C.
Likutis iStirpinamas 1,0 ml DMF (3.6), jpilama 1,5 ml vandens (3.1) ir sumaiSoma. Filtruojama per membraninj
filtrg (4.4). Toliau analizuojama HPLC metodu (5.3).

Premiksai

Mazdaug 1 g éminio pasveriama 0,001 g tikslumu. Eminys supilamas j 500 ml kiigine kolbg, jpilama 1,00 ml
vidinio etalono tirpalo (3.9.3), 200 ml ekstrahavimo tirpiklio (3.12) ir kolba uzkemsama. Misinys kratomas ant
purtyklés (4.1) per naktj. Palickamas 10 min nusistovéti. | tinkamo tirio apvaliadugne kolba paimama alikvotiné
tirpalo vir§ nuosédy dalis 10 000/p ml (p — vardiné diklazurilo koncentracija premikse, mg/kg). Garinama 60 °C
temperatiroje beveik iki sauso liku¢io sukamajame garintuve (4.3), esant sumazintam slégiui. Likutis istirpinamas
10,0 ml DMF (3.6), jpilama 15,0 ml vandens (3.1) ir sumaiSoma. Toliau analizuojama HPLC metodu (5.3).

HPLC nustatymas

Parametrai

Rekomenduojamos Sios salygos, gali biiti taikomos kitos salygos, jei gaunami lygiaverciai rezultatai.
Skys¢iy chromatogra- 100 mm x 4,6 mm, Hypersil ODS, 3 pm

fijos kolonélé (4.2.1):  ijkrova, arba lygiaverte

vandeninis amonio acetato ir tetrabuti-
lamonio hidrosulfato misinio tirpalas

Judancioji fazé: Eliuentas A (3.13.1):

Eliuentas B (3.13.2): acetonitrilas
Eliuentas C (3.13.3): metanolis

Eliuavimo bidas: —  tiesinis gradientas
—  pradings sglygos: A + B+ C =60+ 20 + 20 (V+V +V)
—  po 10 min gradientinis eliuavimas 30 min, kol: A + B + C = 45 + 20 + 35

(V+V+V)

10 min plovimas eliuentu B.
Srautas: 1,5-2 ml/min
Ipurskiamas tdris: 20 pl
Detektoriaus bangos 280 nm

ilgis:

Tikrinamas chromatografijos sistemos stabilumas, kelis kartus jpurskiant 2,0 pg/ml koncentracijos kalibravimo
tirpalo (3.10) tol, kol nustoja keistis smailés aukscio ir sulaikymo trukmeés vertés.

Kalibravimo tirpalas

Kelis kartus jpurskiama 20 pl kalibravimo tirpalo (3.10) ir nustatomas diklazurilo bei vidinio etalono smailiy
vidutinis smailés aukstis (plotas).

Eminio tirpalas

Kelis kartus jpurskiama 20 pl éminio tirpalo (5.2.1 arba 5.2.2) ir nustatomas diklazurilo bei vidinio etalono
smailiy vidutinis smailés aukstis (plotas).
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6.1

6.2

7.1

7.1.1

7.1.2

Rezultaty apskaiciavimas
Pasarai

Diklazurilo kiekis w (mg/kg) éminyje nustatomas pagal $ig formulg:

hgs x hic  ¢ge x 10V
Y B X ha X p- [mg/kg]

kurioje:

hg s = éminio tirpalo (5.2.1) diklazurilo smailés aukstis (plotas);

h;y = éminio tirpalo (5.2.1) vidinio etalono smailés aukstis (plotas);
hg . = kalibravimo tirpalo (3.10) diklazurilo smailés aukstis (plotas);

h; . = kalibravimo tirpalo (3.10) vidinio etalono smailés aukstis (plotas);
diklazurilo koncentracija kalibravimo tirpale (3.10) pg/ml;

Cd, ¢
m = tirlamosios dalies svoris g.
V = éminio ekstrakto tiris pagal 5.2.1 (t. y. 2,5 ml).

Premiksai

Diklazurilo kiekis w (mg/kg) éminyje nustatomas pagal $ia formulg:

hgs x hic  c g% 0,02V X p
= X
hi,s X hd,c m

kurioje:

hg . = kalibravimo tirpalo (3.10) diklazurilo smailés aukstis (plotas);
h; . = kalibravimo tirpalo (3.10) vidinio etalono smailés aukstis (plotas);

hg s = éminio tirpalo (5.2.2) diklazurilo smailés aukstis (plotas);

h; s = éminio tirpalo (5.2.2) vidinio etalono smailés aukstis (plotas);
cq = diklazurilo koncentracija kalibravimo tirpale (3.10) pg/ml;

m = tiriamosios dalies svoris g;

V = éminio ekstrakto tiris pagal 5.2.2 (t. y. 2,5 ml);

p = vardiné diklazurilo koncentracija premikse mg/kg.

Rezultaty patvirtinimas

Tapatumas

Analités tapatumas gali bti patvirtintas taikant kochromatografija arba naudojant diody matricos detektoriy,
kuriuo lyginami éminio ekstrakto (5.2.1 arba 5.2.2) ir kalibravimo tirpalo (3.10) spektrai.

Kochromatografija

Eminio ekstrakto (5.2.1 arba 5.2.2) koncentracija padidinama, jpilant reikiamg kalibravimo tirpalo (3.10) tiirj.
Pridéto diklazurilo kiekis turi atitikti éminio ekstrakte nustatyta diklazurilo kieki.

Padidinamas tik diklazurilo ir vidinio etalono smailiy aukstis, jvertinant pridéta kiekj ir ekstrakto praskiedima.
Diklazurilo arba vidinio etalono smailiy plotis jy pusaukstyje turi atitikti nepadidintos koncentracijos éminio

ekstrakto smailiy plotj + 10 % tikslumu.

Aptikimas naudojant diody matrica

Rezultatai jvertinami pagal Siuos kriterijus:

a)  éminio ir etalono spektry didziausios absorbcijos bangos ilgis, uZraSomas kaip chromatogramos smailés
virsiinés bangos ilgis, turi biti vienodas paklaidos ribose, kurias lemia aptikimo sistemos skiriamoji geba.

Diody matricos detektoriaus tipiné verté biity + 2 nm;

b)  nuo 230 nm iki 320 nm éminio ir etalono spektras, uzrasytas apie chromatogramos smailés virsing, sioms
spektro dalims turi nesiskirti 10-100 % santykinio optinio tankio intervale. Sis kriterijus vykdomas, kai yra
tie patys maksimumai ir jokiame matavimo taske dviejy spektry skirtumas néra didesnis nei 15 % etalono

analités optinio tankio vertés;

[mg/kg]



2009 2 26 Europos Sgjungos oficialusis leidinys L 54/89
¢ nuo 230 nm iki 320 nm éminio ekstraktui gautos smailés kylancios, virsiinés ir nusileidziancios daliy
spektrai Sioms spektro dalims turi nesiskirti vienas nuo kito 10-100 % santykinio optinio tankio intervale.
Sis kriterijus vykdomas, kai yra tie patys maksimumai ir visuose stebimuose taskuose spektry skirtumas yra
ne didesnis nei 15 % smailés virsiing atitinkancio optinio tankio vertés.
Jei vienas i3 iy kriterijy nevykdomas, analités buvimas nepatvirtinamas.
7.2 Pakartojamumas
Dviejy lygiagreciy to paties éminio nustatymo rezultaty skirtumas neturi bati didesnis nei:
— 30 % didesnés vertes, jei diklazurilo kiekis 0,5 mg/kg — 2,5 mg/kg;
— 0,75 mglkg, jei diklazurilo kiekis 2,5 mg/kg — 5 mg/kg;
— 15 % didesnés vertés, jei diklazurilo kiekis didesnis nei 5 mg/kg.
7.3 ISgavos dydis
Igavos dydis, gautas (tus¢iajam éminiui) su analités priedu, yra ne mazesnis nei 80 %.
8. Tarplaboratorinio tyrimo rezultatai
Buvo parengtas tarplaboratorinis tyrimas, kurj atliekant 11 laboratorijy tyré penkiy tipy éminius. Siuos éminius
sudaré du premiksai, vienas sumaiSytas su organine matrica (O 100), kitas su neorganine matrica (A 100).
Teoriné diklazurilo koncentracija — 100 mg/kg. Trijy tipy naminiy pauks¢iy pasary miSinius pagamino trys
skirtingi gamintojai (NL) (L1/Z1/K1). Teoriné diklazurilo koncentracija — 1 mg/kg. Laboratorijoms buvo nurodyta
kickvieng éminj analizuoti vieng arba du kartus. (I$samesné informacija apie §j tarplaboratorinj tyrimag yra
pateikta Journal of AOAC International, Volume 77, Nr. 6, 1994, p. 1 359-1 361). Rezultatai pateikti Sioje lenteléje.
1 éminys 2 éminys 3 éminys 4 éminys 5 éminys
A 100 O 100 L1 Z1 K1
L 11 11 11 11 6
n 19 18 19 19 12
Vidurkis 100,8 103,5 0,89 1,15 0,89
S, (mg/kg) 5,88 7,64 0,15 0,02 0,03
CV, (%) 583 7,38 17,32 1,92 3,34
Sy (mgfkg) 7,59 7,64 0,17 0,11 0,12
CVr (%) 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65
Vardinis kiekis mg/kg) 100 100 1 1 1
L = laboratorijy skaicius
n = atskiry verciy skaicius
S, = pakartojamumo standartinis nuokrypis
CV, = pakartojamumo variacijos koeficientas
Sg = atkuriamumo standartinis nuokrypis
CVy = atkuriamumo variacijos koeficientas
9. Pastabos

Turi bati i§ anksto parodyta, kad diklazurilo atsakas matuojamy koncentracijos verciy intervale yra tiesinis.

G.  NATRIO LASALOCIDO NUSTATYMAS

Polieterio monokarboksiriigsties natrio druska, gauta i§ Streptomyces lasaliensis
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3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

3.10.1

3.10.2

Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu galima nustatyti lasalocido natrio druskos koncentracija pasaruose ir premiksuose. Aptikimo riba —
5 mg/kg, kiekybinio nustatymo riba — 10 mg/kg.

Metodas

Natrio lasalocido druska ekstrahuojama i§ éminio parfigstintu metanoliu ir jos kiekis nustatomas atvirkstiniy
faziy efektyviosios skysc¢iy chromatografijos (HPLC) metodu naudojant fluorescencinj detektoriy.

Reagentai

Kalio dihidrofosfatas (KH,PO,)

Ortofosforo riigstis, w (w/w) = 85 %

Ortofosforo riigsties tirpalas, ¢ = 20 %

23,5 ml ortofosforo rigsties (3.2) skiedziama vandeniu iki 100 ml.
6-metil-2-heptilaminas (1,5-dimetilheksilaminas), w (w/w) = 99 %
Metanolis, HPLC grynumo

Vandenilio chlorido ragstis, tankis = 1,19 g/ml

Fosfatinis buferinis tirpalas, ¢ = 0,01 mol/l

500 ml vandens (3.11) istirpinama 1,36 g KH,PO4 (3.1), jpilama 3,5 ml ortofosforo riigsties (3.2) ir 10,0 ml
6-metil-2-heptilamino (3.4). Ortofosforo rigstimi (3.3) nustatoma tirpalo pH 4,0, vandeniu (3.11) skiedZiama iki
1000 ml.

Partigitintas metanolis

11 000 ml matavimo kolbg jpilama 5,0 ml vandenilio chlorido rgsties (3.6), iki Zymos skiedZiama metanoliu
(3.5) ir sumaiSoma. Sis tirpalas turi biiti ruosiamas prie§ pat naudojima.

HPLC judancioji faz¢, fosfatinio buferinio tirpalo ir metanolio misinys 5 + 95 (V + V)
5 ml fosfatinio buferinio tirpalo (3.7) sumaiSoma su 95 ml metanolio (3.5).

Garantuoto grynumo natrio lasalocido etaloniné medziaga, C34Hs;0gNa (policterio monokarboksirtigsties natrio
druska, gauta i§ Streptomyces lasaliensis), E763

Natrio lasalocido pradinis etaloninis tirpalas, 500 pg/ml, 500 pg/ml

I 100 ml matavimo kolbg 0,1 mg tikslumu pasveriama 50 mg natrio lasalocido (3.10), istirpinama
pariigstintame metanolyje (3.8), iki Zymos skiedziama tuo paciu tirpikliu ir sumaiSoma. Sis tirpalas turi bati
ruosiamas prie§ pat naudojima.

Natrio lasalocido tarpinis etaloninis tirpalas, 50 pg/ml

] 100 ml matavimo kolbg pipete paimama 10 ml natrio lasalocido pradinio etaloninio tirpalo (3.10.1), iki Zymos
skiedziama parfigitintu metanoliu (3.8) ir sumai§oma. Sis tirpalas turi biiti ruogiamas prie§ pat naudojima.
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Kalibravimo tirpalai

] keletg 50 ml matavimo kolby jpilama 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 ir 10,0 ml tarpinio etaloninio tirpalo (3.10.2), iki Zymos
skiedziama parfigstintu metanoliu (3.8) ir sumaiSoma. Natrio lasalocido koncentracija Siuose tirpaluose yra
1,0 pg/ml, 2,0 pg/ml, 4,0 pg/ml, 5,0 pg/ml ir 10,0 pg/ml. Sie tirpalai turi bati ruodiami prie§ pat naudojima.

Vanduo HPLC grynumo

Aparatiira

Ultragarso vonia (arba purtoma vandens vonia) su temperatiiros reguliavimu

Membraniniai filtrai, 0,45 pm

HPLC jranga su jpurskimo sistema, kuria blity galima jpurksti 20 pl tarj

Atvirkstiniy faziy skysciy chromatografijos kolonélé 125 mm x 4 mm, C;g, 5 pm jkrova, arba lygiaverté kolonélé

Reguliuojamo suzadinimo ir emisijos bangy ilgio fluorescencinis detektorius

Procediira
Bendrosios nuostatos
PaSaro tudciasis éminys

Norint nustatyti i§gavos dydj (5.1.2), analizuojamas pasaro tuCiasis éminys, siekiant patikrinti, ar jame néra
natrio lasalocido ir trukdanciy cheminiy medziagy. Taikant §j metoda pasaro tusCiasis éminys atitinka éminio
tipg ir atliekant analiz¢ jame neaptinkama natrio lasalocido arba trukdanciy medzZiagy.

I$gavos dydzio nustatymo bandymas

Analizuojant pasaro tuscigjj émini, i ji pridedant natrio lasalocido, kurio kickis bity panasus  kiekj éminyje,
nustatomas i§gavos dydis. Norint gauti 100 mg/kg koncentracija, i 250 ml kiiging kolba jpilama 10,0 ml
pradinio etaloninio tirpalo (3.10.1) ir tirpalas iSgarinamas iki mazdaug 0,5 ml. Idedama 50 g pasaro tusciojo
¢éminio, gerai sumai§oma ir palickama 10 min. Prie§ ekstrahavima (5.2) dar keletg karty maiSoma.

Jei néra pasaro tus¢iojo éminio, kuris biity panaSus | éminio paSara (zr. 5.1.1), i§gavos dydj galima nustatyti,
taikant etalono pridéjimo metodg. Siuo atveju i analizuojama éminj pridedamas natrio lasalocido kiekis,
mazdaug atitinkantis natrio lasalocido kiekj éminyje. Sis éminys analizuojamas kartu su éminiu be pridéto natrio
lasalocido ir iSgavos dydis gali biti apskai¢iuotas i§ skirtumo.

Ekstrahavimas
Pasarai

[ uzkem$amga 250 ml kigine kolbg 0,01 g tikslumu pasveriama 5-10 g éminio. [pilama 100 ml parfigstinto
metanolio (3.8). Kolba uzkemsama ir sukama, kad éminys galéty susimai$yti. Kolba 20 min dedama i ultragarso
vonig (4.1), kurioje yra mazdaug 40 °C temperatiira, tada i§imama ir atvésinama iki kambario temperatiiros.
Kolba palickama mazdaug 1 h, kad nusésty suspenduotos medziagos. Alikvotiné ekstrakto dalis filtruojama
j tinkamg inda per 0,45 pm membraninj filtra (4.2). Toliau atlieckamas nustatymas HPLC metodu (5.3).

Premiksai

[ 250 ml matavimo kolbg 0,001 g tikslumu pasveriama apie 2 g nemalto premikso. [pilama 100 ml pariigstinto
metanolio (3.8). Kolba sukama, kad éminys galéty susimaisyti. Kolba 20 min dedama j ultragarso vonia (4.1),
kurioje yra mazdaug 40 °C temperatiira, tada iSimama ir atvésinama iki kambario temperatiros. Iki Zymos
skiedZiama parfigtintu metanoliu (3.8) ir gerai sumaiSoma. Kolba palickama mazdaug 1 h, kad nusésty
suspenduotos medziagos, tada alikvotiné ekstrakto dalis filtruojama per 0,45 pm membraninj filtrg (4.2).
Tinkamas skaidraus filtrato tiris skiedZiamas parfigstintu metanoliu (3.8), kad natrio lasalocido koncentracija
galutiniame bandymo tirpale baity apie 4 ug/ml. Toliau atliekamas nustatymas HPLC metodu (5.3).
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5.3

6.1

6.2

7.1

HPLC nustatymas
Parametrai

Rekomenduojamos $ios salygos, gali biti taikomos kitos salygos, jei gaunami lygiaverciai rezultatai:

Skys¢iy chromatografijos 125 mm x 4 mm, atvirkstiniy faziy, Cy5, 5 pm jkrova, arba lygiaverté
kolonélé (4.3.1):

Judancioji fazé (3.9): Fosfatinio buferinio tirpalo (3.7) ir metanolio (3.5) miginys, 5 + 95 (V + V)
Srautas: 1,2 ml/min
Detektoriaus bangy ilgiai:
suzadinimo: 310 nm
emisijos: 419 nm
Ipurskiamas taris: 20 pl

Tikrinamas chromatografijos sistemos stabilumas, kelis kartus jpurskiant 4,0 pg/ml koncentracijos kalibravimo
tirpalo (3.10.3) tol, kol nustoja keistis smailés aukscio (arba ploto) ir sulaikymo trukmés vertés.

Kalibravimo kreivé
Kiekvienas kalibravimo tirpalas (3.10.3) jpurskiamas kelis kartus ir matuojami kiekvienos koncentracijos smailiy

auksciai (arba plotai). Bréziama kalibravimo kreivé, kurios ordinaciy asyje — kalibravimo tirpaly smailiy auksciy
(arba ploty) vidurkiai, o abscisiy aSyje — atitinkama koncentracija pg/ml.

Eminio tirpalas

Kelis kartus jpurskiama éminio ekstrakto tirpalo, gauto 5.2.1 arba 5.2.2, kurio tiiris atitinka kalibravimo tirpaly
thirj, ir nustatomas natrio lasalocido smailiy vidutiniai smailés auksciai (plotai).

Rezultaty apskaiciavimas

Natrio lasalocido koncentracija (ug/ml) nustatoma pagal ipurksto éminio tirpalo (5.3.3) smailiy vidutinj aukstj
(plota) ir kalibravimo kreive.

Pasarai

Natrio lasalocido kiekis w (mg/kg) éminyje nustatomas pagal $ig formulg:

B Cc X Vl
W= g

kurioje:
¢ = natrio lasalocido koncentracija éminio tirpale (5.2.1) pg/ml;

V; = éminio ekstrakto pagal 5.2.1 tiris ml (t. y. 100);
m = tirlamosios dalies svoris g.

Premiksai

Natrio lasalocido kiekis w (mg/kg) éminyje nustatomas pagal $ig formulg:

cxVyxf
wW=——

[mg/kg]
kurioje:

¢ = natrio lasalocido koncentracija éminio tirpale (5.2.2) pg/ml
V, = éminio ekstrakto pagal 5.2.2 taris ml (t. y. 250);

f = praskiedimo faktorius pagal 5.2.2;

m = tiriamosios dalies svoris g.

Rezultaty patvirtinimas
Tapatumas

Spektrofluorimetrija pagristi metodai maziau jautrlis trukdziams palyginti su metodais, kuriuose naudojamas
ultravioletinis detektorius. Analités tapatumas gali biti patvirtintas kochromatografijos metodu.
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7.1.1

7.2

7.3

Kochromatografija

| éminio ekstrakta (5.2.1 ar 5.2.2) koncentracija padidinama, jpilant reikiama kalibravimo tirpalo (3.10.3) tarj.
Pridéto natrio lasalocido kiekis turi atitikti éminio ekstrakte nustatyta natrio lasalocido kiekj. Padidinamas tik
natrio lasalocido smailiy aukstis, atsizvelgiant i pridéta natrio lasalocido kiekj ir ekstrakto praskiedimg. Smailés
plotis jos pusaukstyje turi atitikti pradinio éminio ekstrakto smailiy plotj + 10 % tikslumu.

Pakartojamumas

Dviejy lygiagreciy to paties éminio nustatymo rezultaty skirtumas neturi bati didesnis nei:
— 15 % didesnés vertés, jei natrio lasalocido kiekis 30 mg/kg-100 mg/kg,
— 15 mglkg, jei natrio lasalocido kiekis 100 mg/kg—200 mg/kg,

— 7,5 % didesnés vertes, jei natrio lasalocido kiekis didesnis nei 200 mg/kg.
ISgavos dydis

I3gavos dydis, gautas (tus¢iajam éminiui) su analités priedu, turéty bati ne mazesnis kaip 80 %. I3gavos dydis,
gautas premiksams su analités priedu, yra ne mazesnis nei 90 %.

Tarplaboratorinio tyrimo rezultatai
Buvo parengtas tarplaboratorinis tyrimas (*) 1), kurio metu 12 laboratorijy analizavo du premiksus (1 ir

2 éminiai) ir penkis pasarus (3—7 éminiai). Kiekvienas éminys analizuotas du kartus. Rezultatai pateikti Sioje
lenteléje:

1 émi - 3 éminys 4 éminys - 6 éminys -
éminys 2 éminys 5 éminys 7 éminys
. : Granuliuo- | Trupininis Lesalas

Premiksas Premiksas tas losal 1 i Lesalas - Lesalas

vi¢iukams | kalakutams k:lsakistz;js eési?ﬂi:m:lss_ kalakutams é?;;SSA pauksciams B
L 12 12 12 12 12 12 12
n 23 23 23 23 23 23 23
Vidurkis [mg/ 5050 16 200 76,5 78,4 92,9 48,3 32,6
kel
s, [mg/kg] 107 408 1,71 2,23 2,27 1,93 1,75
CV; [ %] 2,12 2,52 2,24 2,84 2,44 4,00 5,37
sr [mg/kg] 286 883 3,85 7,32 5,29 3,47 3,49
CVy [ %] 5,66 5,45 5,03 9,34 5,69 7,18 10,70
Vardinis kiekis 5000 (¥ 16 000 80 (*) 105 (¥ 120 (% 50 (**) 35 (**)
[mg/kg] ()
()  Gamintojo nurodytas kiekis
(**) Laboratorijoje paruosti pasarai
L = laboratorijy skai¢ius
n = atskiry rezultaty skaicius
s; = pakartojamumo standartinis nuokrypis

7
=~
|

= atkuriamumo standartinis nuokrypis
CV, = pakartojamumo variacijos koeficientas, %
atkuriamumo variacijos koeficientas, %

@)
<
=
Il

(*)  Analyst, 1995, 120, 2 175-2 180.
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V PRIEDAS

ANALIZES METODAI NEPAGEIDAUJAMOMS MEDZIAGOMS PASARUOSE KONTROLIUOTI

A.  LAISVOJO IR SUMINIO GOSIPOLIO KIEKIO NUSTATYMAS
1. Tikslas ir taikymo sritis
Siuo metodu nustatomas laisvojo gosipolio, suminio gosipolio ir chemiskai giminingy medziagy kiekis medvilnés

séklose, sékly miltuose ir i§spaudose bei $iy pasariniy Zaliavy turinc¢iuose kombinuotuose pasaruose, kuriuose yra
daugiau nei 20 mg/kg laisvojo gosipolio, suminio gosipolio ir chemiskai giminingy medziagy.

2. Metodas
Gosipolis, esant 3-aminopropan-1-oliui, ekstrahuojamas propan-2-olio ir heksano miSiniu, kai reikia nustatyti

laisvajj gosipolj, arba dimetilformamidu — suminiam gosipoliui nustatyti. Anilino veikiamas gosipolis paverciamas
gosipoldianilinu, kurio tirpalo optinis tankis matuojamas esant 440 nm.

3. Reagentai

3.1 Propan-2-olio ir heksano misinys: sumaiSoma 60 ttrio daliy propan-2-olio ir 40 tirio daliy n-heksano.

3.2 Tirpiklis A. [ 1 litro matavimo kolbg jpilama mazdaug 500 ml propan-2-olio ir heksano miinio (3.1), 2 ml
3-aminopropan-1-olio, 8 ml ledinés acto rigdties ir 50 ml vandens. Skiedziama iki Zymés propan-1-olio ir heksano
miginiu (3.1). Sis reagentas stabilus vieng savaite.

3.3 Tirpiklis B. 2 ml 3-aminopropan-1-olio ir 10 ml ledinés acto rigsties pipete jpilama j 100 ml matavimo kolba.
Atvésinama iki kambario temperatiiros ir skiedziama iki Zymés N, N-dimetilformamidu. Sis reagentas stabilus viena
savaite.

3.4 Anilinas. Jei atliekant tusigjj bandymg optinis tankis yra didesnis nei 0,022, anilinas distiliuojamas su cinko dulkémis,

ispilant pirmaja ir paskutinigja 10 % tario distiliato frakcijas. Laikomas Saldytuve uzkimstame rudo stiklo butelyje,
reagentas issilaiko keleta ménesiy.

3.5 Etaloninis gosipolio tirpalas A. 27,9 mg gosipolio acetato dedama j 250 ml matavimo kolbg. Druska itirpinama ir
tirpalas skiedZiamas iki zymeés tirpikliu A (3.2). 50 ml $io tirpalo pipete paimama i 250 ml matavimo kolba ir
skiedziama iki Zymés tirpikliu A. Gosipolio koncentracija Siame tirpale yra 0,02 mg/ml. Prie§ naudojant tirpalas
palickamas stovéti kambario temperatiiroje vieng valanda.

3.6 Etaloninis gosipolio tirpalas B. 27,9 mg gosipolio acetato dedama i 50 ml matavimo kolbg. Druska istirpinama ir
tirpalas skiedZiamas iki Zymés tirpikliu B (3.3). Gosipolio koncentracija Siame tirpale yra lygi 0,5 mg/ml.

Etaloniniai gosipolio tirpalai A ir B stabiliis 24 h, jei apsaugomi nuo $viesos.

4. Aparatiira

4.1 Maigiklis (vartytuvas), apsisukimy daznis mazdaug 35 min’.

4.2 Spektrofotometras.

5. Procediira
5.1 Tiriamasis éminys

Tiriamojo éminio masé priklauso nuo numatomo gosipolio kickio jame. Pageidautina dirbti su mazu tiriamuoju
éminiu ir palyginti didele alikvotine filtrato dalimi, kurioje esancio gosipolio kiekio uztekty, kad bity jmanomas
tikslus fotometrinis matavimas. Laisvojo gosipolio, esan¢io medvilnés sémenyse, medvilnés sékly miltuose ir
isspaudose, kiekiui nustatyti tiriamojo éminio masé yra ne didesné nei 1 g; kombinuotyjy pasary éminio maseé gali
bati iki 5 g. Daugeliui atvejy pakanka 10 ml tario alikvotinés filtrato dalies, joje yra 50-100 pg gosipolio. Suminio
gosipolio kiekiui nustatyti éminio masé yra 0,5-5,0 g, taigi 2 ml tirio alikvotinéje tirpalo dalyje bus 40-200 pg
gosipolio.

Analizé atliekama mazdaug 20 °C aplinkos temperatiiroje.
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5.2

5.3

6.1

Laisvojo gosipolio nustatymas

Tiriamasis éminys supilamas j §lifo kamsciu uzkemsama 250 ml kolba, kurios dugne bty stiklo duzeny. Pipete
jpilama 50 ml tirpiklio A (3.2), kolba uzkemsama ir maiSoma vieng valanda maisikliu. Filtruojama per sausa filtra ir
filtratas surenkamas | mazg $lifo kams¢iu uzkemsama kolba. Filtruojant filtro piltuvas uzdengiamas laikrodzio
stiklu.

Filtrato alikvotinés dalys, turincios 50-100 pg gosipolio, pipete jpilamos i dvi 25 ml matavimo kolbas (A ir B).
Prireikus iki 10 ml tiirio skiedZiama tirpikliu A (3.2). Kolby turinys skiedZiamas iki Zymés propan-2-olio ir heksano
misiniu (3.1). Sis tirpalas naudojamas kaip palyginamasis, pagal kurj matuojamas éminio tirpalo optinis tankis.

[ dvi kitas 25 ml matavimo kolbas (C ir D) pipete jpilama 10 ml tirpiklio A (3.2). Kolbos (C) turinys skiedZiamas iki
Zymés propan-2-olio ir heksano misiniu (3.1). Sis tirpalas yra palyginamasis, pagal kurj matuojamas tusciojo
éminio tirpalas.

[ kiekvieng kolbg (D) ir (B) jpilama po 2 ml anilino (3.4). Spalvai gauti kolbos 30 min $ildomos verdancio vandens
vonioje. Atvésinama iki kambario temperatiiros, turinys skiedziamas iki Zymés propan-2-olio ir heksano misiniu
(3.1), tirpalas sumaiSomas ir kolbos paliekamos vieng valanda stovéti.

Esant 440 nm bangos ilgiui ir naudojant 1 c¢m storio kiuvetes, spektrofotometru matuojamas tus¢iojo éminio
tirpalo (D) optinis tankis, lyginant ji su palyginamuoju tirpalu (C), ir éminio tirpalo (B) optinis tankis, lyginant jj su
palyginamuoju tirpalu (A).

I$ éminio tirpalo optinio tankio vertés atimama tus¢iojo éminio tirpalo optinio tankio verté (pataisytas optinis
tankis). Pagal sig verte, kaip nurodyta 6 skyriuje, apskaic¢iuojamas gosipolio kiekis éminyje.
Suminio gosipolio kiekio nustatymas

Tiriamasis éminys, kuriame yra 1-5 mg gosipolio, dedamas j 50 ml matavimo kolba ir jpilama 10 ml tirpiklio
B (3.3). Tuo pat metu ruosiamas tuiciasis éminys,  kita 50 ml matavimo kolbg jpilant 10 ml tirpiklio B (3.3). Abi
kolbos 30 min Sildomos verdancio vandens vonioje. Atvésinama iki kambario temperatiiros ir kiekvienos kolbos
turinys skiedziamas iki Zymés propan-2-olio ir heksano misiniu (3.1). SumaiSoma ir 10-15 min palickama
nusistovéti, tada filtruojama ir filtratai supilami i kolbas su $lifo kamsciu.

[ dvi 25 ml matavimo kolbas jpilama po 2 ml éminio filtrato, o i kitas dvi 25 ml matavimo kolbas — po 2 ml
tusciojo éminio filtrato. Vienos kolbos i§ kiekvieno rinkinio turinys skiedZiamas iki 25 ml Zymés popan-2-olio ir
heksano misiniu (3.1). Sie tirpalai bus palyginamieji tirpalai.

[ kitas dvi kolbas jpilama po 2 ml anilino (3.4). Spalvai gauti kolbos 30 min $ildomos verdancio vandens vonioje.
Atvesinama iki kambario temperatiiros, skiedziama iki Zymeés propan-2-olio ir heksano misiniu (3.1), sumaiSoma ir
paliekama stovéti valanda.

Matuojamas optinis tankis, kaip nurodyta 5.2 punkte laisvojo gosipolio atveju. Pagal $ig verte apskaiCiuojamas
suminis gosipolio kiekis, kaip nurodyta 6 skyriuje.

Rezultaty apskaiciavimas

Rezultatai gali biti skaiciuojami pagal savitajj optinj tankj (6.1) arba naudojant kalibravimo kreive (6.2).

Pagal savitgjj optinj tankj

Savitieji optiniai tankiai aprasytomis salygomis turi tokias vertes:

0,
laisvojo gosipolio: E 1% 625
1 cm

- T 1%
suminio gosipolio:E —— = 600
1 cm
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6.2

6.3

Laisvojo ar suminio gosipolio kiekis éminyje apskai¢iuojamas pagal formule:

Ex 1250

1%
E lcm

ipolio kiekis (%) =
gosipolio kiekis (%) <pxa

kurioje:

m
1l

pataisytas optinis tankis, kaip nurodyta 5.2,
p = tiriamasis éminys g,

= alikvotiné filtrato tiirio dalis ml.

Pagal kalibravimo kreive

Laisvasis gosipolis

Ruosiami du rinkiniai po penkias 25 ml matavimo kolbas. | kiekvieng rinkinio kolbg jpilamos etaloninio gosipolio
tirpalo (3.5) 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 ir 10 ml alikvotinés tirio dalys. Skiedziama tirpikliu A (3.2) iki 10 ml. Kiekvienam
rinkiniui imama dar po vieng 25 ml kolbg, i kurias jpilama tik 10 ml tirpiklio A (3.2) (tus¢iasis bandymas).

Pirmojo rinkinio kolby (jskaitant tus¢iojo éminio kolba) turinys skiedziamos iki Zymeés propan-2-olio ir heksano
misiniu (3.1) (palyginamasis rinkinys).

| kiekviena antrojo rinkinio kolba (jskaitant tusc¢iojo éminio kolbg) jpilama po 2 ml anilino (3.4). Spalvai gauti
kolbos 30 min $ildomos verdancio vandens vonioje. Kolbos ausinamos iki kambario temperatiiros, jy turinys
skiedziamas iki Zymés propan-2-olio ir heksano miiniu (3.1), sumaiSoma ir paliekama stovéti vieng valanda
(etalony rinkinys).

Etalony rinkinio tirpaly optinis tankis matuojamas kaip nurodyta 5.2, lyginant su atitinkamais palyginamojo
rinkinio tirpalais. Braizoma kalibravimo kreivé, optinj tirpaly tankj pateikiant kaip gosipolio kiekio (ng) funkcija.

Suminis gosipolis

Ruosiamos $esios 50 ml tiirio matavimo kolbos. [ pirmg kolbg jpilama 10 ml tirpiklio B (3.3), j kitas — atitinkamai
2,0; 4,0; 6,0; 8,0 ir 10 ml etaloninio gosipolio tirpalo B (3.6). Kickvienos kolbos turinys skiedZiamas iki 10 ml
tirpikliu B (3.3). Sildoma 30 min verdancio vandens vonioje. Atvésinama iki kambario temperatiiros, skiedziama iki
zymés propan-2-olio ir heksano misiniu (3.1) ir sumaiSoma.

Po 2 ml $iy tirpaly jpilama i du rinkinius po 3esias 25 ml matavimo kolbas. Pirmojo rinkinio matavimo kolby
turinys skiedZiamas iki 25 ml Zymés propan-2-olio ir heksano misiniu (3.1) (palyginamyjy tirpaly rinkinys).

| kiekvieng antrojo rinkinio kolbg jpilama po 2 ml anilino (3.4). Kolbos 30 min sildomos verdancio vandens
vonioje. Kolbos atvésinamos iki kambario temperatiiros, jy turinys skiedziamas iki Zymés propan-2-olio ir heksano
misiniu (3.1), sumai§oma ir paliekama stovéti vieng valanda (etalony rinkinys).

Etaloninio rinkinio tirpaly optinis tankis matuojamas kaip nurodyta 5.2, lyginant su atitinkamais palyginamojo
rinkinio tirpalais. Braizoma kalibravimo kreivé, optinj tirpaly tankj pateikiant kaip gosipolio kiekio (ug) funkcija.

Pakartojamumas

Dviejy rezultaty, gauty atliekant du lygiagrecius to paties éminio matavimus, skirtumas neturi biiti didesnis nei:

— 15 % didesnés koncentracijos, kai gosipolio kiekis yra mazZesnis nei 500 mg/kg,

— 75 mgfkg, absoliuciaja verte, kai gosipolio kiekis yra ne mazesnis nei 500 mg/kg ir ne didesnis kaip
750 mg/kg,

— 10 % didesnés koncentracijos, kai gosipolio kiekis yra didesnis nei 750 mg/kg.
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B.  DIOKSINY (PCDD/PCDF) IR DIOKSINY TIPO PCB KIEKIO NUSTATYMAS

I EMINIY EMIMO METODAI IR ANALIZES REZULTATY AISKINIMAS

1. Tikslas ir taikymo sritis

Eminiai, skirti dioksiny (polichlorinuoty dibenzo-p-dioksiny (PCDD) ir polichlorinty dibenzofurany (PCDF)) ir
dioksiny tipo polichlorinty bifenily (PCB) () kickio pasaruose oficialiai kontrolei, turi bati imami pagal I priedo
nuostatas. PaSaruose tolygiai pasiskirsciusiy medziagy arba produkty kontrolei turi bati taikomi kiekybiniai
reikalavimai, kaip numatyta I priedo 5.A punkte. Laikoma, kad tokiais metodais paimti jungtiniai éminiai yra
reprezentatyvieji pasary partijy arba jy daliy, i§ kuriy jie paimti, éminiai. Atitiktis didZiausiems kiekiams,
pateiktiems Europos Parlamento ir Tarybos Direktyvoje 2002/32/EB (3), turi biiti nustatyta pagal laboratoriniuose
éminiuose gautus kiekius.

2. Partijos arba partijos dalies atitiktis specifikacijai

Partija priimama, jei atskiros analizés rezultatas yra ne didesnis uz atitinkama didziausia kieki, nustatyta Direktyvoje
2002/32/EB, atsizvelgiant j matavimo neapibréztj.

Partija neatitinka Direktyvoje 2002/32/EB nustatyto didziausio kiekio, jei vir§utinés ribos (*) analizés rezultatas,
jskaitant matavimo neapibréztj, patvirtintas atliekant kartoting analiz¢ (%), be jokios pagristos abejonés yra didesnis
uz didziausig kieki.

(") Dioksiny, furany ir dioksiny tipo PCB TEF (toksinio ekvivalentiskumo faktoriy) lentelé

-

Struktiirinis analogas TEF verté Struktirinis analogas TEF verté
Dibenzo-p-dioksinai (PCDD) Dioksiny tipo PCB
2,3,7,8-TCDD 1
1,2,3,7,8-PeCDD 1 Ne orto-PCB
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0,1 PCB 77 0,0001
1,2,3,6,7,8-HxCDD 0,1 PCB 81 0,0001
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0,1 PCB 126 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0,01 PCB 169 0,01
OCDD 0,0001 Mono-orto-PCB

PCB 105 0,0001
Dibenzofuranai (PCDF PCB 114 0,0005
2,3,7,8-TCDF 0,1 PCB 118 0,0001
1,2,3,7,8-PeCDF 0,05 PCB 123 0,0001
2,3,4,7,8-PeCDF 0,5 PCB 156 0,0005
1,2,3,4,7,8-HxCDF 0,1 PCB 157 0,0005
1,2,3,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 167 0,00001
1,2,3,7,8,9-HxCDF 0,1 PCB 189 0,0001
2,3,4,6,7,8-HxCDF 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01
OCDF 0,0001

Vartojamos santrumpos: T — tetra; Pe — penta; Hx — heksa; Hp — hepta; O — okta;

chlordibenzofuranas; CB — chlorbifenilas.

CDD - chlordibenzo-p-dioksinas; CDF —

OL L 140, 2002 5 30, p. 10.

() Savoka ,virSutiné riba“ taikoma, kai vertinant kiekvieno kiekybiskai nenustatyto struktirinio analogo indélj i suminj TEF naudojama jo
kiekybinio nustatymo riba.
Savoka ,apatiné riba“ taikoma, kai kiekvieno kiekybiskai nenustatyto struktarinio analogo indélis | suminj TEF jvertinamas nuliu.
Savoka ,viduriné riba“ taikoma, kai vertinant kiekvieno kiekybiskai nenustatyto struktirinio analogo indélj j suminj TEF naudojama pusé
kiekybinio nustatymo ribos vertés.

(% Kartotiné analizé yra bitina tam, kad biity paSalinta éminiy vidinio tarpusavio uZterSimo arba atsitiktinio sumaiSymo galimybe.
Pirmosios analizés rezultatas, atsizvelgus | matavimo neapibréztj, yra naudojamas atitikciai patikrinti.
Jei analizé atliekama uztersimo dioksinais incidentui tirti, patvirtinimas atliekant kartoting analize nebitinas, jei analizei atrinkti éminiai
sieties keliu yra susieti su uztersimo dioksinais incidentu.
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| matavimo neapibréztj galima atsizvelgti vienu i§ $iy budy:

—  apskaiciuojant iSplésting neapibrézti, taikant aprépties faktoriy 2, kuris uztikrina mazdaug 95 % patikimumo
lygi. Partija neatitinka, jei atémus U iSmatuota verté yra didesné uz didZiausig kiekj. Jei dioksinai ir dioksiny
tipo PCB nustatomi atskirai, dioksiny ir dioksiny tipo PCB sumai turi biiti naudojama dioksiny ir dioksiny
tipo PCB atskiry analizés rezultaty ipléstinés neapibrézties suma,

— nustatant sprendimo ribg (CCa) pagal Komisijos sprendimg 2002/657/EB () (priedo 3.1.2.5 punktas,
medziagy su nustatytu leidZiamuoju kiekiu atvejis). Partija neatitinka, jei i§matuota verté yra lygi arba didesné
kaip CCa.

Sios aiskinimo taisyklés taikomos analizés rezultatui, kuris gaunamas oficialiai kontrolei skirtam éminiui. Jos
neatima valstybéms naréms teisés taikyti gynybos ir arbitrazo tikslams nacionalines taisykles.

II EMINIU RUOSIMAS IR REIKALAVIMAI KELIAMI ANALIZES METODAMS, KURIE TAIKOMI DIOKSINU
(PCDD/PCDF) IR DIOKSINUY TIPO PCB KIEKIAMS OFICIALIAI KONTROLIUOTI

Tikslas ir taikymo sritis

Sie reikalavimai taikomi, kai pasary Zaliavos ir pasarai analizuojami dioksinams (polichlorintiems dibenz-p-
dioksinams (PCDD) ir polichlorintiems dibenzfuranams (PCDF) ir dioksiny tipo polichlorbifenilams (PCB)
nustatyti.

Dioksiny buvimas pasaruose gali biiti kontroliuojamas atrankos metodu, kad bty galima atrinkti éminius, kuriuose
dioksiny ir dioksiny tipo PCB kiekiai biity 25 % mazesni arba didesni nei nagrinéjamas kiekis. Eminiuose su
dideliais dioksiny (PCDD/PCDF) ir PCB kiekiais jy koncentracijos turi bati nustatomos (patvirtinamos)
patvirtinamuoju metodu.

Atrankos metodai — tai metodai, taikomi aptikti dioksinus ir dioksiny tipo PCB, kuriy kiekis atitinka nagriné¢jama
kiekj. Eminiy analizés $iais metodais naumas yra didelis ir jie taikomi dideliam skai¢iui éminiy atsijoti nustatant
galimai teigiamus éminius. Jie yra specialiai sukurti klaidingiems neigiamiems rezultatams i$vengti.

Patvirtinamieji metodai — tai metodai, suteikiantys visg arba papildoma informacija, kuri leidzia vienareiksmiskai
identifikuoti ir kiekybiskai nustatyti dioksinus ir dioksiny tipo PCB, kuriy kiekis atitinka nagriné¢jama kieki.

Pagrindimas

Kadangi aplinkos ir biologiniuose éminiuose (jskaitant pasary Zaliavy arba pasary éminius) paprastai yra sudétingy
jvairiy dioksiny struktiiriniy analogy misiniy, rizikos jvertinimui palengvinti buvo sukurta toksinio ekvivalentis-
kumo faktoriy (TEF) koncepcija. Sios TEF vertés yra nustatytos norint i 2,3,7,8-padétj pakeisty PCDD bei PCDF
miSiniy ir dioksiny tipo aktyvuma turinciy kai kuriy ne j orto-padétj ir i orto-padétj monochlorinty PCB
koncentracijg isreiksti 2,3,7,8-TCDD toksiskumo ekvivalentais (TE). Atskiry cheminiy medZiagy koncentracija tam
tikrame éminyje dauginama i3 jy atitinkamo TEF ir sandaugos sudedamos, kad biity gauta TE isreiksta suminé
dioksiny tipo junginiy koncentracija.

Tik Siame reglamente laikoma, kad priimta atskiro struktiirinio analogo tam tikra kiekybinio nustatymo riba yra
éminio ekstrakto analités koncentracija, kuriai esant gaunamas prietaiso atsakas dviem skirtingiems kontro-
liuojamiems jonams, kai maZesnio jautrumo signalo S/N (signalo ir triuk§mo) santykis yra 3:1 ir vykdomi
pagrindiniai reikalavimai, pvz., sulaikymo trukmés ir izotopy santykio, pagal nustatymo procediira, aprasyta EPA
1613 metodo B versijoje.

Kokybés uztikrinimo reikalavimai, kuriy biitina laikytis ruoSiant éminius
Taikomos II priede pateiktos pagrindinés analizuojamy éminiy ruo§imo nuostatos.
Papildomai biitina atitikti iuos reikalavimus:

—  ¢éminiai turi bati laikomi ir vezami talpyklose, pagamintose i§ stiklo, aliuminio, polipropileno ar polietileno. I
éminiy talpykly turi bati pasalinti popieriaus dulkiy pédsakai. Stikliniai indai plaunami tirpikliais, kurie pries
tai patikrinti dél dioksiny buvimo,

OL L 221, 2002 8 17, p. 8.
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analizuojamas tu$ciasis éminys, atliekant visa analizés procediira be éminio,

ekstrakcijai paimto éminio masés turi pakakti tam, kad bty jvykdyti metodo jautrio reikalavimai.

Reikalavimai laboratorijoms

Laboratorijos jrodo metodo tinkamuma nagrinéjamy koncentracijos verciy intervale, pvz., 0,5, 1 ir 2 kartus
didesniy uZz nagringjama koncentracijg, esant priimtinam Kkartotinés analizés variacijos koeficientui.
Priimtinumo kriterijy detalés pateikto 5 punkte.

Patvirtinamojo metodo kiekybinio nustatymo riba neturéty bati didesné kaip viena penktoji nagrinéjamos
koncentracijos vertés, kad nagrinéjamos koncentracijos intervale biity galima uztikrinti priimtinus variacijos
koeficientus.

Kaip vidinés kokybés kontrolés priemonés reguliariai turi bati atliekama tus¢iyjy éminiy kontrolé ir analités
pridéjimo bandymai arba kontroliniy éminiy analizé (jei jmanoma, sertifikuotosios pamatinés medziagos).

Gerijausias btdas jrodyti kompetencija atlikti specifines analizes baty sékmingas dalyvavimas laboratorijos
kvalifikacijg jvertinanciuose tarplaboratoriniuose tyrimuose. Taciau s¢kmingas dalyvavimas tarplaboratori-
niuose, pvz., dirvozemio arba nuoteky éminiy, tyrimuose nebiitinai patvirtina kompetencija analizuoti maisto
produkty arba pasary éminius, kurie yra maziau uZterSti. Todél privalomas nuolatinis dalyvavimas
tarplaboratoriniuose tyrimuose nustatant dioksiny ir dioksiny tipo PCB koncentracija atitinkamy pasary
(maisto produkty) matricose.

Laboratorijas turi akredituoti patvirtinta institucija, veikianti pagal ISO Guide 58, siekiant uztikrinti, kad
laboratorijos taikyty analizés kokybés garantijg. Laboratorijos akredituotos pagal ISO[IEB[17025:1999
standartg.

Reikalavimai dioksiny ir dioksiny tipo PCB analizés procediiroms

Pagrindiniai analizés procediiry priimtinumo reikalavimai

Didelis jautris ir maZos aptikimo ribos. Aptinkami PCDD ir PCDF kiekiai turi biiti pikogramo TE (10-128)
eilés dél labai didelio kai kuriy i$ $iy junginiy toksiskumo. Zinoma, kad PCB kiekiai biina didesni nei PCDD ir
PCDF junginiy. Daugeliui PCB struktiiriniy analogy pakanka nanogramo (107%#) eilés jautrio. Taciau nustatant
labiau toksiskus dioksiny tipo PCB struktiirinius analogus (ypa¢ ne i orto-padétj pakeistus struktiirinius
analogus), turi bati pasiektas jautris, atitinkantis PCDD ir PCDF junginiy nustatymo jautrj.

Didelis atrankumas (specifiSkumas). Reikia atskirti PCDD, PCDF ir dioksiny tipo PCB nuo didelio skaiciaus
kity kartu ekstrahuojamy ir galbiit analizei trukdanciy junginiy, kuriy koncentracija gali biiti keliomis eilémis
didesné nei nagrinéjamy anali¢iy. Taikant dujy chromatografijos/masés spektrometrijos (GC/MS) metodus
bitina atskirti jvairius struktdirinius analogus, pvz., toksinius (pvz., septyniolika i 2,3,7,8-padétj pakeisty
PCDD bei PCDF junginiy ir dioksiny tipo PCB) ir kitus struktiirinius analogus. Biologiniais tyrimais taip pat
turi bati jmanoma atrankiai nustatyti TE vertes kaip PCDD, PCDF ir dioksiny tipo PCB suma.

Didelis tikslumas (teisingumas ir glaudumas). Atlickant nustatyma gaunamas patikimas tikrosios
koncentracijos éminyje jvertis. Didelis tikslumas (matavimo tikslumas: matavimo rezultato ir tikrosios arba
priskirtosios matavimo vertés atitikimo artumas) yra bitinas siekiant ivengti éminio analizés rezultato
atmetimo dél mazo TE jvercio patikimumo. Tikslumas iSreiskiamas kaip teisingumas (iSmatuotos vidutinés
analités koncentracijos sertifikuotoje medziagoje vertés ir analités koncentracijos sertifikuotos vertés
skirtumas, iSreikstas Sios vertés procentais) ir kaip glaudumas (variacijos koeficientas, kitaip santykinis
standartinis nuokrypis, apskaiciuotas pagal atkuriamumo salygomis gautus rezultatus).

Atrankos metodus gali sudaryti biologiniai tyrimai ir GC/MS metodai; patvirtinamuosius metodus — didelés
skiriamosios gebos dujy chromatografijos/ didelés skiriamosios gebos masés spektrometrijos (HRGC/HRMS)
metodai.
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Suminé TE verté turi atitikti Siuos kriterijus:

Atrankos metodai Patvirtinamieji metodai
Klaidingai neigiamy rezultaty dalis <1%
Teisingumas nuo — 20 % iki + 20 %
Glaudumas, variacijos koeficientas <30% <15%

Speci

finiai reikalavimai gc/ms metodams, kuriuos biitina atitikti atliekant atrankg arba patvirtinima

Siekiant patvirtinti analizés procediiros tinkamuma, prie$ pat analizés pradzia arba ja tik pradéjus, pvz., pries
ekstrahavima, turi bati pridedama | 2,3,7,8-padétis chlorinty PCDDJF vidiniy etalony su Zymétaisiais
13C atomais ir dioksiny tipo PCB vidiniy etalony su Zymétaisiais 1>C atomais. Turi bati pridedama bent vieno
struktdirinio analogo kickvienai nuo tetra- iki oktachlorinty PCDD/F homology grupei ir bent vieno
struktdirinio analogo kiekvienai dioksiny tipo PCB homology grupei (kita vertus, pridedama bent vieno
strukttirinio analogo kiekvienai masés spektrometrijai, taikomai kontroliuoti PCDDJF ir dioksiny tipo PCB,
pasirinkto jono registravimo funkcijai). Biity aiskiai geriau, ypa¢ taikant patvirtinimo metodus, naudoti visus
17§ 2,3,7,8-padétj pakeisty PCDD/F vidinius etalonus su Zymétaisiais '>C atomais ir visus 12 dioksiny tipo
PCB vidinius etalonus su Zymétaisiais 1*C atomais.

Be to, naudojant atitinkamus kalibravimo tirpalus nustatomi struktariniy analogy, kuriy analogo su
Zymétaisiais 1°C atomais nededama, santykiniai atsako faktoriai.

Jei augalinés ir gyvninés kilmés pasarai turi maZziau kaip 10 % riebaly, vidinius etalonus bitina pridéti pries
ekstrahavima. Jei gyvininés kilmés pasarai turi daugiau kaip 10 % riebaly, vidinius etalonus galima pridéti
arba pries ekstrahavimg arba po riebaly ekstrahavimo. Ekstrahavimo veiksmingumas patvirtinamas pagal tai,
kurioje stadijoje pridedama vidinio etalono, ir atsizvelgiant j tai, ar rezultatai pateikiami pagal produkto ar

riebaly kieki.

Prie§ GC/MS analize turi bati pridedamas 1 arba 2 atgavimo (pakeitimo) etalonas (-ai).

Bitina iSgavos kontrolé. Taikant patvirtinamuosius metodus atskiry vidiniy etalony idgavos dydis turi bati
60 %—-120 % intervale. Priimtinos didesnés arba mazesneés atskiry struktiiriniy analogy i§gavos dydzio vertés,
ypac kai kuriy hepta- ir oktachlorinty dibenzdioksiny ir dibenzfurany, jei jy indélis j TE verte yra ne didesnis
kaip 10 % suminés TE vertés (pagristos PCDD/F ir dioksiny tipo PCB suma). Atrankos metody atveju i§gavos
dydis turi bati 30 %-140 % intervale.

Dioksiny ir trukdanciy chlorinty junginiy, pvz., ne dioksiny tipo PCB ir chlorinty difenileteriy, atskyrimas
atlickamas taikant tinkamus chromatografijos metodus (pageidautina naudoti florisilo, aliuminio oksido ir
(arba) aktyvintyjy angliy kolonéle).

Dujy chromatografijos pakanka izomerams atskirti (< 25 % tarp 1,2,3,4,7,8-HxCDF ir 1,2,3,6,7,8-HXCDF
smailiy).

Nustatymas atliekamas pagal EPA 1613 metodo B versija Tetra- through octa-chlorinated dioxins and furans by
isotope dilution HRGC/HRMS arba kita lygiavertes taikymo charakteristikas turintj metoda.

Jei pasary uzterSimas dioksinais (PCDD/PCDF) turi bati lygus arba didesnis kaip didZiausias leidZiamas kiekis,
skirtumas tarp virSutinés ir apatinés riby neturi bati didesnis kaip 20 %. Jei pasary uztersimas daug maZzesnis
nei didZiausias leidZiamas kiekis, skirtumas gali bati 25 %~ 40 % intervale.

Atrankai taikomi analizés metodai

Ivadas

Taikant atrankos metoda, analizé gali biti atlickama skirtingais bidais: vien tik atranka ir kiekybinis bidas.
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7.3

Atrankos bidas

Eminiy atsakas lyginamas su nagrinégjamos koncentracijos etaloninio éminio atsaku. Eminiai, kuriy atsakas
maZesnis kaip etaloninio éminio, laikomi neigiamais, éminiai, kuriy atsakas yra didesnis, laikomi teigiamais.
Reikalavimai:

— j kiekvieng bandymuy serijg turi biti jtrauktas tusCiasis ir etaloninis (-iai) éminys (-iai), kurie ekstrahuojami ir
analizuojami tuo pat metu ir tomis paciomis sglygomis. Etaloninio éminio atsakas turi bati aiskiai didesnis
nei tus¢iojo éminio atsakas,

— jtraukiami papildomi etaloniniai éminiai, kuriy koncentracija bity 0,5 ir 2 kartus didesné nei nagrinéjama
koncentracija, siekiant parodyti bandymo tinkamas charakteristikas koncentracijos intervale, atitinkan¢iame
kontroliuojamg koncentracijg,

— turi biti jrodytas etaloninio (-y) éminio (-iy) tinkamumas bandant kitas matricas, pirmiausia jtraukiant tuos
éminius, kuriy HRGC/HRMS analizé parodé, kad jy TE koncentracija yra artima etaloninio éminio
koncentracijai arba, jei jo néra, iki tokios koncentracijos padidintai tus¢iojo éminio koncentracijai,

—  kadangi atlickant biologinius tyrimus negalima naudoti vidiniy etalony, labai svarbiis pakartojamumo
bandymai norint turéti informacija apie tos pacios bandymy serijos standartinj nuokrypj. Variacijos
koeficientas turi biiti maZesnis nei 30 %,

— atliekant biologinius tyrimus, apibréziami tiksliniai junginiai, galimi trukdziai ir didZiausios leidZiamos
tusciojo éminio koncentracijos vertés.

Kiekybinis badas

Taikant kiekybinj metoda biitinai naudojama etalony skiedimo serija, dvigubas arba trigubas gryninimas ir
matavimas, taip pat tustieji ir iSgavos kontroliniai bandymai. Rezultatas gali biti iSreikstas kaip TE, tuo darant
priclaidg, kad signalg duoda junginiai, kurie atitinka TE principa. Tai galima atlikti naudojant TCDD (arba dioksiny/
furany/dioksiny tipo PCB etaloninj misinj) kalibravimo kreivei gauti, pagal kurig apskaic¢iuojama TE koncentracija
ckstrakte, taigi ir éminyje. Véliau daroma $ios koncentracijos pataisa, atsizvelgiant { TE koncentracija tusciajame
éminyje (norint jvertinti naudotuose tirpikliuose ir cheminése medziagose esancias priemaisas), ir j iSgavos dydj
(apskaiciuota pagal TE koncentracija kokybés kontrolés éminyje, artima nagrinéjamai ribinei koncentracijai). Batina
pazyméti, kad tariamo i$gavos dydzio sumazéjimo priezastimi i§ dalies gali bati matricos veiksniai ir TEF verciy
atliekant biologinius tyrimus bei PSO nustatyty oficialiyjy TEF verciy skirtumas.

Reikalavimai atrankai taikomiems analizés metodams

—  Atrankai gali bati taikomi GC/MS analizés metodai ir biologiniai tyrimai. GC/MS metodams taikomi 6 punkte
nustatyti reikalavimai. Specifiniai reikalavimai lasteliy biologiniams tyrimams nustatyti 7.3 punkte, rinkinius
naudojantiems biologiniams tyrimams — 7.4 punkte.

—  Bitina turéti klaidingai teigiamy ir klaidingai neigiamy rezultaty skai¢iaus duomenis, gautus dideliam éminiy,
kuriy koncentracija bty mazesné ir didesné uz didziausig leidziama arba veiksmy reikalaujancia
koncentracijos vertg, rinkiniui, rezultatus lyginant su TE koncentracija, gauta patvirtinamuoju analizés
metodu. Faktiné klaidingai neigiamy éminiy dalis turi biiti mazesné nei 1 %. Klaidingai teigiamy éminiy dalis
yra pakankamai maza, kad atrankos priemoniy taikymas baity naudingas.

—  Teigiamus rezultatus visuomet biitina patvirtinti taikant patvirtinamajj analizés metoda (HRGC/HRMS). Be to,
plataus TE intervalo éminiai patvirtinami HRGC/HRMS (mazdaug 2 %-10 % neigiamy éminiy). Pateikiama
informacija apie biologinio tyrimo ir HRGC/HRMS rezultaty atitiktj.

Specifiniai reikalavimai lgsteliy biologiniams tyrimams

—  Atlickant biologinj tyrima kiekvienam bandymui reikalinga etaloniniy TCDD arba dioksiny/furany misinio
koncentracijos verciy serija (visa koncentracijos ir atsako priklausomybés kreive, kai R? > 0,95). Taciau
analizuojant mazos koncentracijos éminius atrankai galima naudoti didesnio mastelio mazy koncentracijos
verciy kreives dalj.

—  Pastovios trukmés biologinio tyrimo rezultatams kokybés kontrolés lenteléje naudojama TCDD etaloniné
koncentracija (apie 3 kartus didesné nei kiekybinio nustatymo riba). Taip pat biity galima naudoti etaloninio
éminio santykinj atsakg, lyginamg su TCDD kalibravimo kreive, nes lasteliy atsakas gali priklausyti nuo
didelio skaiciaus veiksniy.

—  UzraSomos ir tikrinamos kickvieno tipo pamatinés medziagos kokybés kontrolés (KK) schemos siekiant
uztikrinti, kad rezultatas atitikty nustatytas rekomendacijas.
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—  Naudojamo éminio skiedimo indukcija turi biti tiesiojoje atsako kreivés dalyje, ypac atliekant kiekybinius
apskaiciavimus. Eminiai, kuriy atsakas yra auksciau atsako kreivés tiesiosios dalies, turi biiti praskiesti ir
bandymas pakartotas. Todél vienu metu rekomenduojama tirti bent trijy koncentracijos verciy praskiestus
tirpalus arba daugiau.

—  Kicekvieno éminio to paties praskiedimo tris kartus kartojamo nustatymo standartinis nuokrypis yra ne
didesnis nei 15 %, o atliekant tris nepriklausomus bandymus — ne didesnis nei 30 %.

—  Aptikimo riba gali bati nustatyta kaip tirpiklio tus¢iojo éminio arba fono atsako standartinis nuokrypis,
padaugintas i§ 3. Kitas biidas — taikyti atsaka, kuris yra didesnis uz fono atsaka (indukcijos faktorius 5 kartus
didesnis nei tirpiklio tus¢iojo éminio), apskaiCiuota pagal tos dienos kalibravimo kreive. Kiekybinio
nustatymo riba gali bati nustatyta kaip tirpiklio tui¢iojo éminio arba fono atsako standartinis nuokrypis,
padaugintas i§ 56, arba taikyti atsaka, kuris yra aiskiai didesnis uz fono atsaka (indukcijos faktorius 10 karty
didesnis uz tirpiklio tusc¢iojo éminio), apskaiciuotg pagal tos dienos kalibravimo kreive.

Specifiniai reikalavimai biologiniams tyrimams, kuriuose naudojami rinkiniai

—  Btina uztikrinti, kad biologiniy tyrimy, kuriuose naudojami rinkiniai, jautrio ir patikimumo pakakty, kad
tyrimus bty galima taikyti pasarams.

—  Turi bti laikomasi gamintojo nurodyty éminiy ruosimo ir analizés instrukcijy.
—  Bandymy rinkiniai nenaudojami pasibaigus jy naudojimo laikui.
—  Nenaudojamos medziagos arba komponentai, skirti naudoti su kitais rinkiniais.

— Bandymy rinkiniai laikomi esant temperatiirai, atitinkanciai nurodyta laikymo temperatiiros intervala, ir
naudojami esant nurodytai darbinei temperatiirai.

—  Imunologiniy bandymy aptikimo riba yra nustatoma kaip vidurkio ir i§ 3 padauginto standartinio nuokrypio,
gauto 10 karty kartojant tui¢iojo éminio analiz¢, suma, padalyta i§ tiesinés regresijos lygties krypties
koeficiento vertés.

—  Laboratorijoje naudojami palyginamieji etalonai, kad baty galima patikrinti, ar atsakas j etalona atitinka
priimting intervala.

Rezultaty pateikimas

Jei jmanoma pagal taikomg analizés metodika, analizés rezultatuose nurodomi atskiry PCDD/F ir PCB struktiiriniy
analogy kiekiai, pateikti kaip apatinis ribinis jvertis, virSutinis ribinis jvertis ir vidurinis ribinis jvertis, kad rezultaty
ataskaitoje biity kuo daugiau informacijos ir todél juos biity galima aiskinti pagal specifinius reikalavimus.

Ataskaitoje taip pat nurodomas éminio lipidy kiekis, taip pat jy ekstrahavimo metodas.

Turi bati pateikti atskiry vidiniy etalony atgavimo duomenys, jei atgavimo vertés neatitinka 6 punkte nurodyto
intervalo riby, jei virSijamas didziausias kiekis ir paprasius visais kitais atvejais.

Kadangi bitina atsizvelgti { matavimo neapibréztj, kai sprendziama dél éminio atitikties, $is parametras taip pat
nurodomas. Todél analizés rezultatai ataskaitoje pateikiami kaip x +/- U, ¢ia x — analizés rezultatas, U — iSpléstiné
matavimo neapibreZtis, taikant aprépties faktoriy 2, kuris uztikrina mazdaug 95 % patikimumo lygi. Jei dioksinai ir
dioksiny tipo PCB nustatomi atskirai, dioksiny ir dioksiny tipo PCB sumai turi biiti naudojama dioksiny ir dioksiny
tipo PCB atskiry analizés rezultaty iSpléstinés neapibréZties suma.

Jei | matavimo neapibréztj atsizvelgiama taikant CCa (kaip apraSyta Sios B dalies 1 skyriaus 2 skirsnyje) Sis
parametras pateikiamas ataskaitoje.
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VI PRIEDAS
ANALIZES METODAI GYVUNINES KILMES SUDl?DAMOSJIOMS DALIMS NUSTATYTI ATLIEKANT
OFICIALIAJA PASARU KONTROLE
Pasary sudedamyjy gyvininés kilmés daliy mikroskopinio aptikimo, identifikavimo ar jvertinimo salygos

1. Tikslas ir taikymo sritis
Sios sglygos turi biiti taikomos, kai gyviininés kilmés sudedamosios dalys (apibréztos kaip produktai, gauti
perdirbant zZinduoliy, naminiy pauks¢iy ir Zuvy kiinus ir kiiny dalis) nustatomos pasaruose, atliekant mikroskopinj
tyrima pagal suderintg patikrinimo programa gyviiny mitybos srityje, laikantis Europos Parlamento ir Tarybos
reglamento (EB) Nr. 882/2004 (') nuostaty. Jei Siame priede pateikti metodai taikomi visuose oficialiuose
tyrimuose, gali biiti atliekamas antrasis tyrimas taikant $iy metody variantus arba alternatyviuosius metodus,
siekiant pagerinti tam tikry gyvininés kilmés sudedamyjy daliy nustatyma ar papildomai tikslinti gyviininés kilmés
sudedamyjy daliy kilme. Be to, nustatant tam tikras specifines gyviininés kilmés sudedamasias dalis, pvz., plazma ar
kaulus lajuje (Zr. dar 9 punktg), galima naudoti kito tipo protokola, jei Sios analizés papildo analizes, numatytas
pagal suderinta patikrinimo programag.

2. Jautris
Atsizvelgiant | gyvininés kilmés sudedamyjy daliy prigimt, pasaruose galima nustatyti labai mazus (< 0,1 %)
kiekius.

3. Metodas
Identifikavimui naudojamas tinkamai paruostas reprezentatyvusis éminys, paimtas pagal I priede pateiktas
nuostatas. Sis protokolas tinka mazai drégmés turintiems pasarams. Daugiau kaip 14 % drégmés turintys pasarai
pries apdorojimg dziovinami (tir§tinami). Tam tikri paSarai ar pasaruose naudojamos medziagos (pvz., riebalai,
aliejai) turi bati specialiai apdorojami (zr. 9 punkta). Gyvininés kilmeés sudedamosios dalys identifikuojamos pagal
tipines mikroskopu nustatomas savybes (t. y. raumeny skaidulas ir kitas mésos daleles, kremzles, kaulus, ragus,
plaukus, Serius, krauja, plunksnas, kiausiniy lukstus, Zuvy kaulus, Zvynus). Bitina identifikuoti éminio sieto frakcija
(6.1) ir koncentruotas nuosédas (6.2).

4. Reagentai

4.1 [lifimo medziaga

4.1.1  Chloralio hidratas (vandeninis, 60 % m/V)

4.1.2  Sarmo tirpalas (NaOH 2,5 % m/V arba KOH 2,5 % m/V) sieto frakcijoms

4.1.3  Parafininé alyva arba glicerolis (klampa: 68-81) nuosédy mikroskopiniam stebéjimui

4.2 Plovikliai

4.2.1  Alkoholis, 96 %

4.2.2  Acetonas

4.3 Koncentravimo medziagos

4.3.1 Tetrachloretilenas (tankis 1,62)

() OLL 165, 2004 4 30, p. 1.
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4.4

441

4.4.2

443

4.4.4

4.5

5.1

5.2

5.3

5.4

5.5

5.6

5.7

6.1

Dazymo reagentai

Jodo ir kalio jodido tirpalas (2 g kalio jodido istirpinama 100 ml vandens ir daZnai purtant pridedama 1 g jodo)

Alizarino raudonasis (2,5 ml 1 mol/l vandenilio chlorido rtigsties skiedziama 100 ml vandens ir { §j tirpala jdedama
200 mg alizarino raudonojo)

Cistino reagentas (2 g $vino acetato, 10 ¢ NaOH/100 ml H,0)

Jodo ir kalio jodido tirpalas (tirpalas 70 % etanolyje)

Balinimo reagentas

Komercinis natrio hipochlorito tirpalas (9,6 % veikliojo chloro)

[ranga ir priedai

Analizinés svarstyklés (tikslumas 0,01 g, isskyrus koncentruotoms nuosédoms: 0,001 g)

Malimo priemonés (malfinas arba griistuve, ypa¢ pasary, analizuojant turin¢iy > 15 % riebaly)

Sietas su kvadratinémis akutémis, kuriy didZiausias plotis 0,50 mm

Dalijamasis piltuvas arba nusodinimo stikliné kiiginiu dugnu

Stereomikroskopas (didinimas ne maziau kaip 40)

Sudétinis mikroskopas (didinimas ne maziau kaip 400’), pracinamosios $viesos arba poliarizuotosios §viesos
Tipiniai laboratoriniai stikliniai indai

Visa jranga turi biiti kruopsciai i$valyta. Dalijamuosius piltuvus ir stiklinius indus reikia plauti plovimo masinoje.

Sietus reikia valyti kiety Seriy Sepeciu.

Procediira

Granuliuotus pasarus galima pirma issijoti, jei abi frakcijos analizuojamos kaip atskiri éminiai.

Apdorojama ne maziau kaip 50 g éminio (jei reikia, éminys atsargiai sumalamas, naudojant tinkamg malimo jranga
(5.2), kad bty gauta tinkama struktiira). Paimamos dvi reprezentatyviosios éminio dalys. Viena — sieto frakcijai
(6.1) (ne maziau kaip 5 g), kita — koncentruotoms nuosédoms (6.2.) (ne maziau kaip 5 g). Galima papildomai
identifikuoti naudojant dazymo reagentus (6.3).

Siekiant nustatyti gyvininiy baltymy prigimtj ir daleliy kilme, galima naudoti sprendimy patvirtinimo sistema,
pvz., ARIES, o etaloniniai éminiai gali biiti patvirtinami dokumentais.

Gyviinineés kilmés sudedamyjy daliy identifikavimas sieto frakcijose

Ne maziau kaip 5 g éminio sijojama per sietg (5.3) i dvi frakcijas.

Sieto frakcija (-os) (arba frakcijos reprezentatyvioji dalis), kurig (-as) sudaro didelés dalelés, plonu sluoksniu
paskleidziama (-os) ant tinkamo pagrindo ir gyvininés kilmés sudedamosios dalys sistemingai atrenkamos po
stereomikroskopu (5.5), esant jvairiam didinimui.

Sieto frakcija (-os), kurig (-as) sudaro mazos dalelés dedamos ant objektinio stiklelio ir gyviininés kilmeés
sudedamosios dalys sistemingai atrenkamos po sudétiniu mikroskopu (5.6), esant jvairiam didinimui.
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6.2

6.3

6.4

Gyviinineés kilmés sudedamyjy daliy identifikavimas koncentruotose nuosédose

Ne maziau kaip 5 g (0,01 tikslumu) éminio dedama i dalijamajj piltuva arba nusodinimo stikling ir apdorojama
bent 50 ml tetrachloretileno (4.3.1). Misinys kelis kartus purtomas arba maiSomas.

—  Jei naudojamas uzdaromas dalijamasis piltuvas, jis palickamas pakankamai ilgai stovéti, kad nusésty nuosédos
(maziausiai 3 min). Pakartotinai purtoma ir vél maZiausiai tris minutes laukiama nuosédy susidarymo.
Nuosédos vél turi atsiskirti.

—  Jei naudojama atvira stikling, ji palickama stovéti bent 5 min, kad nuosédos galéty atsiskirti.

Visos nuosédos isdziovinamos ir véliau sveriamos (0,001 g tikslumu). Sverti bitina tik jei reikia apskaiciuoti kieki.
Jei nuosédose yra daug dideliy daleliy, jos gali bti sijojamos per sieta (5.3) i dvi frakcijas. 13dZiovintos nuosédos
tiriamos ieskant kauly sudedamyjy daliy po stereomikroskopu (5.5) ir sudétiniu mikroskopu (5.6)

[ligfimo medzZiagy ir daZymo reagenty naudojimas

Gyviininés kilmés sudedamyjy daliy identifikavimg galima palengvinti naudojant specialias jliejimo medziagas ir
dazymo reagentus.

Chloralio hidratas (4.1.1). Atsargiai Sildant, lasteliy sandara galima matyti aiskiau, nes krakmolo griideliai virsta
geliu ir pasalinamas nereikalingas lasteliy turinys.

Sarmo tirpalas (4.1.2). Natrio ar kalio hidroksidas nuvalo pasaro medziaga, padédamas aptikti raumeny skaidulas,
plaukus ir kitas keratino struktiiras.

Parafininé alyva ir glicerolis (4.1.3.). Sioje jliejimo medziagoje galima gerai identifikuoti kauly sudedamasias
dalis, nes didesné jduby dalis licka uzpildyta oru ir jos atrodo kaip juodos mazdaug 5-15 pm skylés.

Jodo ir kalio jodido tirpalas (4.4.1). Naudojamas krakmolui (mélynai violetiné spalva) ir baltymams (geltonai
oranZiné spalva) aptikti. Prireikus tirpalus galima skiesti.

Alizarino raudonojo tirpalas (4.4.2). Kaulus, zuvy kaulus ir Zvynus nudazo raudona ir roZine spalva. Pries
dziovinant nuosédas (Zr. 6.2 skirsnj), visos nuosédos supilamos | stiklinj mégintuvelj ir du kartus plaunamos
mazdaug 5 ml alkoholio (4.2.1) (kiekviena karta naudojama sikuriné maisykle, tirpalui leidZiama nusistovéti
mazdaug vieng minut¢ ir iSpilamas). Prie§ dazant $iuo reagentu, nuosédos balinamos, jpilant bent 1 ml kalio
hipochlorito tirpalo (4.5.1). Reakcija turi vykti 10 min. | mégintuvélj jpilama vandens, nuosédoms leidziama
nusistovéti 2—3 min, tada vanduo ir suspenduotos dalelés ipilamos. Nuosédos plaunamos dar du kartus mazdaug
10 ml vandens (kickvieng karta naudojama stikuriné maiykle, leidziama nusistovéti ir vanduo iSpilamas). [lasinama
nuo dviejy iki dedimt arba daugiau (atsizvelgiant | nuosédy kicki) alizarino raudonojo tirpalo lasy. Misinys
purtomas ir reakcijai leidziama vykti kelias sekundes. Nusidaziusios nuosédos du kartus plaunamos mazdaug 5 ml
alkoholio (4.2.1) ir vieng kartg acetonu (4.2.2) (kickvieng kartg naudojama stikuriné maisykle, tirpalas palickamas
nusistovéti apie vieng minute ir i§pilamas). Nuosédos paruostos dziovinimui.

Cistino reagentas (4.4.3). Atsargiai Sildant, cistino turin¢iy sudedamyjy daliy (plauky, plunksny ir pan.) spalva
tampa juodai ruda.

Pasary, kurie gali turéti Zuvy milty, tyrimas

Bent po vieng objektinj stiklelj su sieto ir su nuosédy smulkiosiomis frakcijomis tiriama po sudétiniu mikroskopu
(zr. 6.1 ir 6.2 skirsnius).

Kai etiketéje nurodyta, kad yra zuvy milty sudétiniy daliy, arba jtariama, kad jy yra, arba jy buvo rasta pradinio
tyrimo metu, tiriami bent du papildomi objektiniai stikleliai su pradinio éminio smulkigja sieto frakcija ir visa
nuosédy frakcija.

Apskai¢iavimas ir jvertinimas

Valstybés narés uztikrina, kad, atliekant oficialy tyrimg gyvininés kilmés sudedamyjy daliy kiekiui jvertinti (ne tik
buvimui nustatyti), yra laikomasi Siame skyriuje nurodyty procediiry.

Apskaiciuoti galima tik tokiu atveju, jei gyvininés kilmés sudedamosios dalys turi kauly daleliy.
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7.1

7.2

8.1

8.2

Sausumos $iltakraujy risiy (t. y. Zinduoliy ir naminiy pauksciy) kauly dalelés ir jvairiy tipy Zuvy kaulai ant
mikroskopo objektinio stiklelio gali biiti atskirti pagal tipines jdubas. Gyviininés kilmés sudedamuyjy daliy dalis
éminio medziagoje jvertinama atsizvelgiant j:

—  jvertintg kauly daleliy dalj (% masés) koncentruotose nuosédose ir
—  kauly daleliy dalj (% masés) gyviininés kilmés sudedamose dalyse.

[vertis turi biiti pagristas bent trimis (jei jmanoma) objektiniais stikleliais ir bent penkiais laukais viename stiklelyje.
Dazniausiai, kombinuotyjy pasary koncentruotose nuosédose yra ne tik sausumos gyviiny ir Zuvy kauly daleliy, bet
ir kity didelio tankio daleliy, pvz., mineraly, smelio, sumedéjusiy augaly daliy ir panasiy daleliy.

Apskaiciuotoji kauly daleliy procentinés dalies verté

sausumos gyviny kauly daleliy % = (S x ¢)/W
zuvy kauly ir Zvyny daleliy % = (S x d)/W

(S — nuosédy masé (mg), ¢ — nuosédose esanciy sausumos gyviiny kauly daleliy apskaiciuotosios dalies pataisos
faktorius (%), d — nuosédose esanciy zuvy kauly ir Zvyny daleliy apskaic¢iuotosios dalies pataisos faktorius
(%), W — nuosédoms gauti paimto éminio medziagos masé (mg)).

Apskaiciuotoji gyviininés kilmés sudedamuyjy daliy verté

Kauly dalis gyviininiuose produktuose gali biti labai skirtinga. (Kauly daleliy dalis kauly miltuose yra 50-60 %,
0 mésos miltuose — 20-30 %; zZuvy miltuose kauly ir Zvyny kiekis skiriasi atsizvelgiant i Zuvies milty rGsj ir kilme, ir
paprastai lygus 10-20 %).

Jei yra Zinomas éminyje esanciy gyviininiy milty tipas, galima jvertinti kiekj.
Sausumos gyviny produkty sudedamuyjy daliy apskaiciuotas kiekis (%) = (S x ¢)[(W x f) x 100
Zuvy produkty sudedamyjy daliy apskaiciuotas kiekis (%) = (S x d)/(W x f) x 100

(S — nuosédy masé (mg), ¢ — nuosédose esanciy sausumos gyviny kauly sudedamyjy daliy apskaiciuotosios dalies
pataisos faktorius (%), d — nuosédose esanciy zuvy kauly ir Zvyny daleliy apskai¢iuotosios dalies pataisos
faktorius (%), f — kauly dalies tirto éminio gyviininés kilmés sudedamosiose dalyse pataisos faktorius,
W — nuosédoms gauti paimto éminio medziagos masé (mg)).

Tyrimo rezultato iSraiska

Ataskaitoje pateikiama bent jau informacija apie sudedamasias dalis, gautas i§ sausumos gyviny ir Zuvies milty.
Apie skirtingus atvejus galéty biti pateikta taip:

Apie sausumos gyviiny kilmés sudedamagsias dalis:

—  kiek buvo jmanoma jzifiréti mikroskopu, sausumos gyviiny kilmés sudedamyjy daliy pateiktame éminyje
nebuvo rasta,

arba

—  kiek buvo jmanoma jziréti mikroskopu, pateiktame éminyje buvo rastos sausumos gyviiny kilmeés
sudedamosios dalys.

Apie zuvy milty kilmés sudedamasias dalis:

—  kiek buvo jmanoma jZzidréti mikroskopu, Zuvy milty kilmes sudedamyjy daliy pateiktame éminyje nebuvo
rasta,

arba

—  kiek buvo jmanoma jzitiréti mikroskopu, pateiktame éminyje buvo rastos Zuvy milty kilmés sudedamosios
dalys.
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Jei buvo rasta zuvy arba sausumos gyviiny kilmés sudedamyjy daliy, tyrimo rezultaty ataskaitoje, jei reikia, gali biti
nurodomas nustatyty sudedamyjy daliy apskaiciuotas kiekis (x %, < 0,1 %, 0,1-0,5 %, 0,5-5% arba > 5 %),
papildomai nurodomas, jei jmanoma, sausumos gyviny tipas ir nustatytos gyvinines kilmés sudedamosios dalys
(raumeny skaidulos, kremzlés, kaulai, ragai, plaukai, Seriai, plunksnos, kraujas, kiauSiniy lukstai, zZuvy kaulai,

Zvynai).

Tai atvejais, kai apskaiciuojamas gyviininés kilmeés sudedamuyjy daliy kiekis, turi baiti nurodytas pataisos faktorius f.

Tais atvejais, kai nustatoma, kad yra sausumos gyviiny kauly daleliy, ataskaitoje turi bati papildomas sakinys:
,Negalima atmesti galimybés, kad pirmiau nurodytos sudedamosios dalys yra gautos i§ Zinduoliy.

Sis papildomas sakinys nebiitinas tais atvejais, kai nustatoma, kad sausumos gyviiny kauly dalelés yra naminiy
pauksciy arba zinduoliy kauly dalelés.

Neprivalomas riebaly ar aliejy analizés protokolas

Riebalams arba aliejui analizuoti gali bati naudojamas $is protokolas:

—  kieti riebalai sildomi, pvz., mikrobangy krosnyje tol, kol suskystéja,

— 40 ml riebaly i§ éminio indo dugno pipete paimama j centrifugavimo mégintuvélj,
—  centrifuguojama 10 min 4 000 min' dazniu,

—  jei po centrifugavimo riebalai yra kieti, jie dar karta Sildomi mikrobangy krosnyje tol, kol suskystéja. Dar kartg
centrifuguojama 5 min 4 000 min daZniu,

—  Sauksteliu ar mentele pusé nuo skyscio atskirty nuosédy dedama | maza Petri lékstele arba ant objektinio
stiklelio, kad mikroskopu biity nustatytas galimas gyviininés kilmés sudedamyjy daliy turinys (mésos
skaidulos, plunksnos, kauly dalelés, ...). Kaip iliejimo medziaga atlickant mikroskopinj tyrima rekomenduo-
jama naudoti parafining alyva arba glicerolj,

—  likusios nuosédos naudojamos nusodinimui, kaip aprasyta 6.2 skirsnyje.
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VII PRIEDAS

PAUKSCIY KOMBINUOTUJU PASARU ENERGINES VERTES APSKAICIAVIMO METODAS

Energinés vertés apskaiciavimo metodas ir iSraiska
Pauksciy kombinuotyjy pasary energiné verté turi buti apskai¢iuojama pagal toliau nurodyta formulg, atsizvelgiant

i pasary tam tikry analizuojamy komponenty procentines dalis. Si energiné verté turi bati iSreiskiama kaip medziagy
apykaitos energija (ME) megadzauliais (M]) vienam kombinuotyjy pasary kilogramui, darant pataisg azotui:

ME MJ/kg = 0,1551 x % zaliy baltymy kiekio + 0,3431 x % Zzaliy riebaly +0,1669 x % krakmolo + 0,1301 x %
sacharidy kiekio (iSreiksto sacharoze).

LeidZiamosios nuokrypos, taikytinos nurodytoms energinéms vertéms

Jei oficialaus tikrinimo metu nustatoma tikrinimo rezultaty ir nurodytos energinés vertés neatitiktis (mazesné arba
didesné pasary energiné vert¢), maziausia ME leidZiamoji nuokrypa yra 0,4 MJ/kg.

Rezultaty iSraiska

Pritaikius anksc¢iau nurodyta formulg, gautas rezultatas turi bati pateikiamas vieno Zenklo po kablelio tikslumu.

Eminiy émimo ir analizés metodai

Apskai¢iavimo metode nurodytas kombinuotyjy paSary éminiy émimas ir analizuojamy komponenty kiekio
nustatymas turi biti atlickamas pagal Bendrijos méginiy émimo metodus ir analizés metodus, taikomus atliekant
kombinuotyjy pasary oficialia kontrole.

Bitina taikyti:
— nustatant Zaliy riebaly kieki: Il priedo H dalyje pateikto Zzaliy aliejy ir riebaly nustatymo metodo B procediira;

— nustatant krakmolo kiekj: poliarimetrinj metoda, pateikta III priedo L dalyje.
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VIII PRIEDAS
ANALIZES METODAI, TAIKOMI VYKDANT DAUGIAU NELEIDZIAMU NAUDOTI PA§ARU PRIEDY
NETEISETO BUVIMO KONTROLE
Svarbios pastabos
Atliekant daugiau neleidZziamy naudoti pasary priedy neteiséto buvimo kontrolg, galima taikyti metodus, kurie biity
jautresni nei $iame priede pateikti metodai.
Siame priede pateikti analizés metodai naudojami patvirtinimo tikslais.
A.  METILBENZOKVATO NUSTATYMAS
7-benziloksi-6-butil-3-metoksikarbonil-4-chinolonas
1. Tikslas ir taikymo sritis
Siuo metodu galima nustatyti metilbenzokvato koncentracija pasaruose. Kiekybinio nustatymo riba — 1 mg/kg.
2. Metodas
Metilbenzokvatas ekstrahuojamas metansulfonriigsties tirpalu metanolyje. Ekstraktas gryninamas dichlormetanu,
taikant jony mainy chromatografijg, po to vél dichlormetanu. Metilbenzokvato kiekis nustatomas atvirkstiniy
faziy efektyviosios skysciy chromatografijos metodu (HPLC), naudojant ultravioletinj detektoriy.
3. Reagentai
3.1 Dichlormetanas
3.2 Metanolis, HPLC grynumo
3.3 HPLC judancioji fazé
Metanolio (3.2) ir vandens (HPLC grynumo) miinys 75 + 25 (V + V).
Tirpalas filtruojamas per 0,22 pm filtrg (4.5) ir degazuojamas (pvz., 10 min ultragarsu).
3.4 Metansulfonrigsties tirpalas, ¢ = 2 %
20,0 ml metansulfonrigsties skiedziama iki 1 000 ml metanoliu (3.2).
3.5 Vandenilio chlorido rugsties tirpalas, ¢ = 10 %
100 ml vandenilio chlorido rigsties (pyo 1,18 g/ml) skiedziama iki 1 000 ml vandeniu.
3.6 Katijonitiné derva Amberlite CG-120 (Na), 100 — 200 mesy

Prie$ naudojima derva apdorojama: paruosiama 100 g dervos ir 500 ml vandenilio chlorido riigsties tirpalo (3.5)
suspensija, kuri ant kaitlentés pakaitinama nuolat maiSant iki virimo. Palickama atvésti, po to rigstis nupilama.
Ragsties likutis per filtravimo popieriy nusiurbiamas vakuume. Derva du kartus plaunama 500 ml vandens ir po
to 250 ml metanolio (3.2). Derva plaunama dar 250 ml metanolio ir dZiovinama siurbiant ora per dervos
sluoksnj ant filtro. I3dZiovinta derva laikoma uzkimstame butelyje.
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Etaloniné medziaga: grynas metilbenzokvatas (7-benziloksi-6-butil-3-metoksikarbonil-4-chinolonas)
Metilbenzokvato pradinis etaloninis tirpalas, 500 pg/ml

0,1 mg tikslumu pasveriama 50 mg etaloninés medziagos (3.7), 100 ml matavimo kolboje istirpinama
metansulfonriigsties tirpale (3.4), skiedziama iki Zymés ir sumaiSoma.

Metilbenzokvato tarpinis etaloninis tirpalas, 50 pg/ml

5 ml pradinio etaloninio tirpalo (3.7.1) jpilama j 50 ml matavimo kolba, skiedZiama iki Zymés metanoliu (3.2) ir
sumaiSoma.

Kalibravimo tirpalai

[ keleta 25 ml matavimo kolby jpilama 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 ir 5,0 ml n}etilbenzokvato tarpinio etaloninio tirpalo
(3.7.2). SkiedZiama iki Zymés judancigja faze (3.3) ir sumaiSoma. Siy tirpaly metilbenzokvato koncentracija
atitinkamai yra 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 ir 10,0 pg/ml. Sie tirpalai turi bati ruoiami prie§ pat naudojima.

Aparatiira

Laboratoriné purtyklé

Sukamasis garintuvas

Stikliné kolonélé (250 mm x 15 mm) su ¢iaupu, mazdaug 200 ml talpos

HPLC jranga su kintamo bangos ilgio ultravioletiniu detektoriumi arba diody matricos detektoriumi
Skysciy chromatografijos kolonélé, 300 mm x 4 mm, C;5, 10 pm jkrova, arba lygiaverté kolonélé
Membraniniai filtrai, 0,22 pm

Membraniniai filtrai, 0,45 pm

Procediira
Bendrosios nuostatos

Atlickama pasaro tus¢iojo éminio analizé, sickiant patikrinti, ar néra metilbenzokvato arba trukdanciyjy
medZiagy.

Analizuojant pasaro tus¢iajj émini, i ji pridedant metilbenzokvato, kurio kiekis bity panasus i kiekj éminyje,
nustatomas isgavos dydis. 15 mg/kg koncentracijai gauti { 10 g paSaro tusciojo éminio reikia jpilti 600 pl
pradinio etaloninio tirpalo (3.7.1), sumaiyti ir pries ekstrahavima (5.2) palaukti 10 min (5.2).

Pastaba. Siame metode pasaro tuiciasis éminys atitinka éminio tipa ir atliekant analiz¢ jame neturi biiti aptikta
metilbenzokvato.

Ekstrahavimas

0,01 g tikslumu pasveriama mazdaug 20 g paruosto éminio ir supilama i 250 ml kaging kolba. [pilama 100 ml
metansulfonrtigsties tirpalo (3.4) ir kolba 30 min mechaniskai kratoma ant purtyklés (4.1). Tirpalas filtruojamas
per filtravimo popieriy, filtratas naudojamas skysciy fazéms atkirti (5.3).

Skysciy faziy atskyrimas

1 500 ml talpos dalijamajj piltuva, kuriame yra 100 ml vandenilio chlorido rigsties tirpalo (3.5), jpilama 25,0 ml
pagal 5.2 punkta gauto filtrato. | piltuvg jpilama 100 ml dichlormetano ir purtoma vieng minutg. Palaukiama
sluoksniy atsiskyrimo ir apatinis (dichlormetaninis) sluoksnis isleidZiamas j apvaliadugne 500 ml kolba.
Vandeninio sluoksnio ekstrahavimas pakartojamas su dviem papildomomis 40 ml dichlormetano porcijomis, sie
ekstraktai supilami kartu su pirmuoju ekstraktu i ta pacia apvaliadugng kolbg. Sukamajame garintuve (4.2), esant
sumazintam slégiui, dichlormetaninis ekstraktas i$garinamas iki sauso liku¢io 40 °C temperatiiroje. Likutis
kolboje istirpinamas 20-25 ml metanolio (3.2), kolba uzkemsama, 3is visas ekstraktas paliekamas jony mainy
chromatografijai atlikti (5.4).
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Jony mainy chromatografija

Katijonito kolonélés ruoSimas

 stiklinio vamzdzio (4.3) apacia jkiSamas mazas stiklo vatos kamastis. Paruosiama 5,0 g apdoroto katijonito (3.6)
ir 50 ml vandenilio chlorido ragsties (3.5) suspensija, kuri supilama j stikling kolonélg, kurioje dervai leidZiama
nusésti. Ragsties perteklius isleidZiamas, kad ji vos apsemty dervos sluoksni, kolonélé plaunama vandeniu tol, kol

plovimo vanduo tampa neutralus pagal lakmusg. | kolonéle jpilama 50 ml metanolio (3.2), kuris ileidZiamas iki
dervos sluoksnio viraus.

Chromatografiné analizé kolonéléje

Atsargiai pipete i kolonéle jpilamas pagal 5.3 punkta gautas ekstraktas. Apvaliadugné kolba plaunama dviem
5-10 ml metanolio (3.2) porcijomis ir Sie plovimo skysciai supilami i kolonéle. Ekstraktas nuleidziamas iki
dervos virSaus, kolonélé plaunama 50 ml metanolio, uztikrinant, kad srautas baty ne didesnis kaip 5 ml/min.

IStekéjes skystis iSpilamas. Metilbenzokvatas i§ kolonélés plaunamas 150 ml metansulfonriigsties tirpalo (3.4),
elivatas surenkamas j 250 ml kagine kolba.

Skysciy faziy atskyrimas

Pagal 5.4.2 punkta gautas eliuatas supilamas i 1 litro talpos dalijamajj piltuvg. Kiginé kolba plaunama 5-10 ml
metanolio (3.2), plovimo tirpalas sujungiamas su dalijamojo piltuvo turiniu. [pilama 300 ml vandenilio chlorido
rgsties tirpalo (3.5) ir 130 ml dichlormetano (3.1). Purtoma 1 min, palaukiama sluoksniy atsiskyrimo. Apatinis
(dichlormetaninis) sluoksnis iSleidziamas j 500 ml apvaliadugne kolba. Vandeninio sluoksnio ekstrahavimas

kartojamas su dviem papildomomis 70 ml dichlormetano porcijomis, Sie ekstraktai supilami kartu su pirmuoju
j ta pacia apvaliadugne kolba.

Sukamajame garintuve (4.2), esant sumazintam slégiui, dichlormetaninis ekstraktas iSgarinamas iki sauso likucio
40 °C temperatiiroje. Likutis kolboje istirpinamas mazdaug 5 ml metanolio (3.2) ir gautas tirpalas kiekybiskai
supilamas i 10 ml matavimo kolbg. Apvaliadugné kolba plaunama dar dviem 1-2 ml metanolio porcijomis,
plovimo skysciai supilami j ta pacig matavimo kolbg. Metanoliu skiedziama iki zZymés ir sumaiSoma. Alikvotiné
tirpalo dalis filtruojama per membraninj filtra (4.6). Sis tirpalas paliekamas nustatymui HPLC metodu (5.6).
HPLC nustatymas

Parametrai

Rekomenduojamos Sios salygos, gali biiti taikomos kitos salygos, jei gaunami lygiaverdiai rezultatai:
—  skys¢iy chromatografijos kolonélé (4.4.1),

—  HPLC judancioji fazé: metanolio ir vandens misinys (3.3),

—  srautas: 1-1,5 ml/min,

—  detektoriaus bangos ilgis: 265 nm,

—  jpurskiamas taris: 20-50 pl.

Tikrinamas chromatografijos sistemos stabilumas, kelis kartus jpurskiant 4,0 pg/ml koncentracijos kalibravimo
tirpalo (3.7.3) tol, kol nustoja keistis smailés aukscio ir sulaikymo trukmés vertés.

Kalibravimo kreivé
Kiekvienas kalibravimo tirpalas (3.7.3) jpurskiamas kelis kartus ir matuojami kiekvienos koncentracijos smailiy

auksciai (plotai). Bréziama kalibravimo kreivé, kurios ordinaciy asyje — kalibravimo tirpaly smailiy auksc¢iy arba
ploty vidurkiai, o abscisiy adyje — atitinkama koncentracija pg/ml.

Eminio tirpalas

Kelis kartus jpurskiamas éminio ekstraktas (5.5), kurio tris atitinka kalibravimo tirpalo tarj, ir matuojamas
metilbenzokvato smailiy vidutinis aukstis (plotas).

Rezultaty apskaiciavimas

Eminio tirpalo koncentracija pg/ml nustatoma pagal éminio tirpalo metilbenzokvato smailiy vidutinj aukstj
(plotg) ir kalibravimo kreive (5.6.2).
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Metilbenzokvato kiekis w (mg/kg) éminyje apskaic¢iuojamas pagal formule:

¢ x 40
W=
m
kurioje:
¢ = metilbenzokvato koncentracija éminio tirpale pg/ml,
m = tirlamosios dalies svoris gramais.

Rezultaty patvirtinimas
Tapatumas

Analités tapatumas gali bati patvirtintas taikant kochromatografija arba naudojant diody matricos detektoriy,
kuriuo lyginami éminio ekstrakto ir 10,0 pg/ml koncentracijos kalibravimo tirpalo (3.7.3) spektrai.

Kochromatografija

Eminio ekstrakto koncentracija padidinama, ipilant reikiama tarpinio etaloninio tirpalo (3.7.2) tiirj. Pridéto
metilbenzokvato kiekis turi atitikti jvertintg metilbenzokvato kiekj éminio ekstrakte.

Padidinamas tik metilbenzokvato smailés aukstis, atsizvelgiant i pridétg kiekj ir ekstrakto praskiedima. Smailés
plotis jos pusaukstyje turi atitikti pradinj plotj mazdaug 10 % tikslumu.

Aptikimas naudojant diody matrica

Rezultatai jvertinami pagal Siuos kriterijus:

a)  éminio ir etalono spektry didziausios absorbcijos bangos ilgis, uzraSomas kaip chromatogramos smailés
viriinés bangos ilgis, turi biti vienodas paklaidos ribose, kurias lemia aptikimo sistemos skiriamoji geba.
Diody matricos detektoriaus tipiné verté biity mazdaug 2 nm;

b)  nuo 220 nm iki 350 nm éminio ir etalono spektras, uzrasytas apie chromatogramos smailés virsiing, sioms
spektro dalims turi nesiskirti 10-100 % santykinio optinio tankio intervale. Sis kriterijus vykdomas, kai yra
tie patys maksimumai ir jokiame matavimo taske dviejy spektry skirtumas néra didesnis kaip 15 % etalono
analités optinio tankio vertés;

¢)  nuo 220 nm iki 350 nm éminio ekstraktui gautos smailés kylancios, virsiinés ir nusileidziancios daliy
spektrai §ioms spektro dalims turi nesiskirti vienas nuo kito 10-100 % santykinio optinio tankio intervale.
Sis kriterijus vykdomas, kai yra tie patys maksimumai ir visuose stebimuose taskuose spektry skirtumas yra
ne didesnis kaip 15 % smailés virdiing atitinkancio optinio tankio vertés.

Jei vienas i3 $iy kriterijy nevykdomas, analités buvimas nepatvirtinamas.

Pakartojamumas

Dviejy lygiagreciai atlikty to paties éminio nustatymo rezultaty skirtumas neturi bati didesnis kaip 10 % didesnés
vertés, kai metilbenzokvato kiekis 4-20 mg/kg.

I8gavos dydis

I3gavos dydis, gautas tus¢iajam éminiui su analités priedu, yra ne mazesnis nei 90 %.

Tarplaboratorinio tyrimo rezultatai

10-yje laboratorijy buvo analizuojami 5 éminiai. Kiekvienas éminys buvo analizuojamas du kartus.

Tugéiffyiz emi- Miltai 1 Granuleés 1 Miltai 2 Granulés 2
Vidurkis [mg/kg] ND 4,50 4,50 8,90 8,70
s, [mg/kg] - 0,30 0,20 0,60 0,50
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Tugﬁf;: mi- | Milai 1 Granulés 1 Miltai 2 Granulés 2

v, [ %] — 6,70 4,40 6,70 5,70
s [mgkg] — 0,40 0,50 0,90 1,00
CVy [ %] — 8,90 11,10 10,10 11,50
I3gavos dydis [ %] — 92,00 93,00 92,00 89,00
ND = neaptikta
s, = pakartojamumo standartinis nuokrypis
CV, = pakartojamumo variacijos koeficientas, %
s = atkuriamumo standartinis nuokrypis
CVy = atkuriamumo variacijos koeficientas, %
B.  OLAKVINDOKSO NUSTATYMAS
2-[N-2'-(hidroksietil)karbamoil |- 3-metilchinoksalin-N",N*-dioksidas

1. Tikslas ir taikymo sritis
Siuo metodu galima nustatyti olakvindokso koncentracija pasaruose. Kiekybinio nustatymo riba — 5 mg/kg.

2. Metodas
Eminys ekstrahuojamas vandens ir etanolio miiniu. Olakvindokso kiekis nustatomas atvirkstiniy faziy
efektyviosios skys¢iy chromatografijos (HPLC) metodu, naudojant ultravioletinj detektoriy.

3. Reagentai

3.1 Metanolis

3.2 Metanolis, HPLC grynumo

3.3 Vanduo, HPLC grynumo

3.4 HPLC judancioji fazé
Vandens (3.3) ir metanolio (3.2) misinys, 900 +100 (V + V)

3.5 Ftaloniné medziaga: grynas olakvindoksas, 2-[N-2"-(hidroksietil)karbamoil]-3-metilchinoksalin-N',N*-dioksidas,
E 851

3.5.1 Olakvindokso pradinis etaloninis tirpalas, 250 pg/ml
[ 200 ml matavimo kolbg 0,1 mg tikslumu pasveriama 50 mg olakvindokso (3.5) ir jpilama apie 190 ml
vandens. Kolba 20 min dedama i ultragarso vonia (4.1). Po apdorojimo ultragarsu tirpalas atvésinamas iki
kambario temperatiiros, iki Zymes skiedZiama vandeniu ir sumaiSoma. Kolba apvyniojama aliuminio folija ir
laikoma Saldytuve. Sis tirpalas turi biiti ruosiamas i§ naujo kiekvieng ménesj.

3.5.2 Olakvindokso tarpinis etaloninis tirpalas, 25 pg/ml
10,0 ml pradinio etaloninio tirpalo (3.5.1) jpilama j 100 ml matavimo kolba, skiedziama iki Zymés judanciaja
faze (3.4) ir sumaiSoma. Kolba apvyniojama aliuminio folija ir laikoma $aldytuve. Sis tirpalas turi biiti ruosiamas
i$ naujo kiekviena dieng.

353 Kalibravimo tirpalai

[ keleta 50 ml matavimo kolby jpilama 1,0 ml, 2,0 ml, 5,0 ml, 10,0 ml, 15,0 ml ir 20,0 ml tarpinio etaloninio
tirpalo (3.5.2). Skiedziama iki Zymés judancigja faze (3.4) ir sumaiSoma. Kolba apvyniojama aliuminio folija.
Siuose tirpaluose yra 0,5 pg/ml, 1,0 pg/ml, 2,5 pg/ml, 5,0 pg/ml, 7,5 pg/ml ir 10,0 pg/ml olakvindokso.

Sie tirpalai turi biiti ruosiami i§ naujo kiekviena dieng.
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Aparatiira

Ultragarso vonia

Mechanine purtyklé

HPLC jranga su kintamo bangos ilgio ultravioletiniu detektoriumi arba diody matricos detektoriumi
Skysciy chromatografijos kolonél¢, 250 mm x 4 mm, C;5, 10 pm jkrova, arba lygiaverté kolonélé

Membraniniai filtrai, 0,45 pm

Procediira

Pastaba Olakvindoksas yra jautrus $viesai. Visi veiksmai turéty bati atliekami susilpnintoje $viesoje arba turéty
bati naudojami rudo stiklo indai.

Bendrosios nuostatos

Atliekama pagaro tus¢iojo éminio analizé, siekiant patikrinti, ar néra olakvindokso arba trukdanciyjy medziagy.

Analizuojant paSaro tuiciajj éminj, j ji pridedant olakvindokso, kurio kiekis biity panasus i kiekj eminyje,
nustatomas isgavos dydis. 50 mg/kg koncentracijai gauti, i 250 ml kaiging kolba jpilama 10,0 ml pradinio
etaloninio tirpalo (3.5.1) ir tirpalas garinamas iki mazdaug 0,5 ml. [dedama 50 g pasaro tusciojo éminio, gerai
sumai§oma ir prie§ ekstrahavimg (5.2) palaukiama 10 min kelis kartus maisant.

Pastaba Siame metode pasaro tus¢iasis éminys atitinka éminio tipg ir atliekant analize jame neturi biiti aptikta
olakvindokso.

Ekstrahavimas

0,01 g tikslumu pasveriama mazdaug 50 g ¢éminio. Supilama i 1 000 ml kaging kolba, jpilama 100 ml metanolio
(3.1) ir kolba 5 min dedama j ultragarso vonia (4.1). Ipilama 410 ml vandens ir kolba 15 min palickama
ultragarso vonioje. Kolba i§imama i§ ultragarso vonios, 30 min purtoma purtykle (4.2) ir filtruojama per
gofruotajj filtra. 10,0 ml filtrato jpilama j 20 ml matavimo kolbg, iki Zymés skiedZiama vandeniu ir sumaiSoma.
Eminys filtruojamas per membraninj filtrg (4.4). (zr. 9 pastaba). Atlickami HPLC nustatymas (5.3).

HPLC nustatymas

Parametrai:

Rekomenduojamos Sios salygos, gali bati taikomos kitos salygos, jei gaunami lygiaverciai rezultatai.

Analizés kolonélé (4.3.1)

Judancioji fazé (3.4):  vandens (3.3) ir metanolio (3.2.) miSinys, 900 + 100 (V + V)
Srautas: 1,5-2 ml/min

Detektoriaus bangos 380 nm

ilgis:

Ipurskiamas tiiris: 20 pl-100 pl

Tikrinamas chromatografijos sistemos stabilumas, kelis kartus jpurskiant 2,5 pg/ml koncentracijos kalibravimo
tirpalo (3.5.3) tol, kol nustoja keistis smailés aukscio ir sulaikymo trukmés vertés.

Kalibravimo kreiveé
Kiekvienas kalibravimo tirpalas (3.5.3) jpurskiamas kelis kartus ir matuojami kiekvienos koncentracijos smailiy

auksciai (plotai). Bréziama kalibravimo kreivé, kurios ordinaciy asyje — kalibravimo tirpaly smailiy auksciy
(ploty) vidurkiai, o abscisiy ayje — atitinkama koncentracija pg/ml.

Eminio tirpalas

Kelis kartus jpurSkiamas éminio ekstraktas (5.2), kurio tiris atitinka kalibravimo tirpalo tarj, ir matuojamas
olakvindokso smailiy vidutinis aukstis (plotas).
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6. Rezultaty apskaiciavimas

Eminio tirpalo koncentracija g/ml nustatoma pagal éminio tirpalo olakvindokso smailiy vidutinj aukstj (plota) ir
kalibravimo kreive (5.3.2).

Olakvindokso kiekis w (mg/kg) éminyje apskaiciuojamas pagal formulg:

¢ x 1000
wW=——
m

kurioje:

¢ = olakvindokso koncentracija éminio ekstrakte (5.2) pg/ml

m = tiriamosios dalies svoris g (5.2)

7. Rezultaty patvirtinimas
7.1 Tapatumas

Analités tapatumas gali biiti patvirtintas taikant kochromatografija arba naudojant diody matricos detektoriy,
kuriuo lyginami éminio ekstrakto (5.2) ir 5,0 pg/ml koncentracijos kalibravimo tirpalo (3.5.3) spektrai.

7.1.1 Kochromatografija

Eminio ekstrakto (5.2) koncentracija padidinama, jpilant reikiamg tarpinio etaloninio tirpalo (3.5.3) tiirj. Pridéto
olakvindokso kiekis turi atitikti éminio ekstrakte nustatyta olakvindokso kieki.

Padidinamas tik olakvindokso smailés aukstis, jvertinant pridéta kiekj ir ekstrakto praskiedimg. Smailés plotis jos
pusaukstyje £ 10 % tikslumu turi atitikti olakvindokso ekstrakto smailés pradinj ploti.

7.1.2 Aptikimas naudojant diody matrica

Rezultatai jvertinami pagal $iuos kriterijus:

a)  éminio ir etalono spektry didZiausios absorbcijos bangos ilgis, uzraomas kaip chromatogramos smailés
virstinés bangos ilgis, turi biti vienodas paklaidos ribose, kurias lemia aptikimo sistemos skiriamoji geba.
Diody matricos detektoriaus tipiné verté biity + 2 nm;

b)  nuo 220 nm iki 400 nm éminio ir etalono spektras, uzrasytas apie chromatogramos smailés virsing, Sioms
spektro dalims turi nesiskirti 10-100 % santykinio optinio tankio intervale. Sis kriterijus vykdomas, kai yra
tie patys maksimumai ir jokiame matavimo taske dviejy spektry skirtumas néra didesnis nei 15 % etalono
analités optinio tankio vertés;

¢) nuo 220 nm iki 400 nm éminio ekstraktui gautos smailés kylancios, virstnés ir nusileidziancios daliy
spektrai Sioms spektro dalims turi nesiskirti vienas nuo kito 10-100 % santykinio optinio tankio intervale.
Sis kriterijus vykdomas, kai yra tie patys maksimumai ir visuose stebimuose taskuose spektry skirtumas yra
ne didesnis nei 15 % smailés virsiing atitinkancio optinio tankio vertes.

Jei vienas i3 $iy kriterijy nevykdomas, analités buvimas nepatvirtinamas.

7.2 Pakartojamumas

Dviejy lygiagreciai atlikty to paties éminio nustatymo rezultaty skirtumas neturi biti didesnis kaip 10 % didesnés
vertés, kai olakvindokso kiekis 10-200 mg/kg.

7.3 ISgavos dydis

I3gavos dydis, gautas tus¢iajam éminiui su analités priedu, yra ne maZesnis nei 90 %.
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3.1

3.2

33

3.4

Tarplaboratorinio tyrimo rezultatai

EB surengé tarplaboratorinius tyrimus, kuriy metu 13-oje laboratorijy buvo tiriami keturi parSeliy pasary

éminiai, jskaitant pasaro tusciajj éminj. Rezultatai pateikiami toliau:

1 éminys 2 éminys 3 éminys 4 éminys

L 13 10 11 11
n 40 40 44 44
vidurkis [mg/kg] — 14,6 48,0 95,4
S, [mg/kg] — 0,82 2,05 6,36
Sk [mg/kg] — 1,62 4,28 8,42
CV, [ %] — 5,6 4,3 6,7
CVi [ %] — 11,1 8,9 8,8
vardinis kiekis

[mg/kg] — 15 50 100
[3gavos dydis % — 97,3 96,0 95,4

= laboratorijy skaicius

n = atskiry veréiy skaicius
s, = pakartojamumo standartinis nuokrypis
Sk = atkuriamumo standartinis nuokrypis

CV, = pakartojamumo variacijos koeficientas
CVr = atkuriamumo variacijos koeficientas

Pastaba

Nors metodo tinkamumas nebuvo patvirtintas pasarams, kuriuose olakvindokso yra daugiau kaip 100 mg/kg,
patenkinamus rezultatus galima gauti naudojant mazesnés masés éminj ir (arba) skiedziant ekstrakta (5.2) tam,
kad baty gauta koncentracija, atitinkanti kalibravimo kreivés (5.3.2) ribas.

C.  AMPROLIUMO NUSTATYMAS

1-[(4-amino-2-propilpirimidin- 5-il)metil]- 2-metilpiridinio chlorido hidrochloridas

Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu galima nustatyti amproliumo koncentracija pasaruose ir premiksuose. Aptikimo riba — 1 mgfkg,
kiekybinio nustatymo riba — 25 mg/kg.

Metodas

Eminys ekstrahuojamas metanolio ir vandens miginiu. Ekstraktas skiedZiamas judancigja faze, filtruojamas per
membraninj filtra ir amproliumo kiekis nustatomas katijony mainy efektyviosios skysciy chromatografijos
(HPLC) metodu, naudojant ultravioletinj detektoriy.

Reagentai

Metanolis

Acetonitrilas, HPLC grynumo

Vanduo, HPLC grynumo

Natrio dihidrofosfato tirpalas, ¢ = 0,1 mol/l

Vandenyje (3.3) istirpinama 13,80 g natrio dihidrofosfato monohidrato, 1 000 ml matavimo kolboje skiedZiama
iki Zymeés vandeniu (3.3) ir sumaiSoma.



2009 2 26

Europos Sgjungos oficialusis leidinys

L 54/117

3.5

3.6

3.7

3.7.1

3.7.2

3.7.3

3.8

4.2

43

44

4.5

Natrio perchlorato tirpalas, ¢ = 1,6 mol/l

Vandenyje (3.3) iStirpinama 224,74 g natrio perchlorato, 1 000 ml matavimo kolboje skiedZiama iki Zymés
vandeniu (3.3) ir sumaiSoma.

HPLC judancioji fazé (zr. 9.1 pastaba).

Acetonitrilo (3.2), natrio dihidrofosfato tirpalo (3.4) ir natrio perchlorato tirpalo (3.5) miinys 450 + 450 + 100
(V + V + V). Prie§ naudojimg tirpalas filtruojamas per 0,22 pum membraninj filtra (4.3) ir bent 15 min
degazuojamas (pvz., ultragarso vonioje (4.4)).

Etaloniné cheminé medziaga: grynas amproliumas, I-[(4-amino-2-propilpirimidin-5-iljmetil]-2-metilpiridinio
chlorido hidrochloridas, E 750 (zr. 9.2).

Amproliumo pradinis etaloninis tirpalas, 500 pg/ml

[ 100 ml matavimo kolba 0,1 mg tikslumu pasveriama 50 mg amproliumo (3.7), iStirpinama 80 ml metanolio
(3.1) ir 10 min kolba dedama j ultragarso vonig (4.4). Po apdorojimo ultragarsu tirpalas atvésinamas iki kambario
temperatiiros, skiedziama vandenius iki Zymés ir sumaiSomas. Esant < 4 °C temperatiirai, tirpalas stabilus viena
meénesj.

Amproliumo tarpinis etaloninis tirpalas, 50 pg/ml

[ 50 ml matavimo kolbg pipete paimama 5 ml pradinio etaloninio tirpalo (3.7.1), skiedZiama iki Zymés
ekstrahavimo tirpikliu (3.8) ir sumaiSoma. Esant < 4 °C temperatiirai, tirpalas stabilus viena ménesi.

Kalibravimo tirpalai

I 50 ml matavimo kolbas jpilama 0,5, 1 ir 2 ml tarpinio etaloninio tirpalo (3.7.2). Skiedziama iki Zymés
judanciaja faze (3.6) ir sumaisoma. Sie tirpalai atitinka 0,5, 1 ir 2 pg/ml amproliumo. Sie tirpalai turi biti
ruosiami prie§ pat naudojima.

Ekstrahavimo tirpiklis

Metanolio (3.1) ir vandens miinys 2 + 1 (V + V)

Aparatiira

HPLC jranga su jpurskimo sistema, tinkama jpurksti 100 pl tarj

Skys¢iy chromatografijos kolonélé 125 mm x 4 mm, katijonitas Nucleosil 10 SA, 5 arba 10 um ikrova, arba
lygiaverté kolonélé

Kintamo bangos ilgio ultravioletinis detektorius arba diody matricos detektorius
Membraninis filtras, medziaga — PTFE, 0,45 pm

Membraninis filtras, 0,22 pm

Ultragarso vonia

Mechanine purtyklé arba magnetiné maisyklé

Procediira

Bendrosios nuostatos

PaSaro tuSciasis éminys

Norint nustatyti iSgavos dydj (5.1.2) atliekama pasaro tusCiojo éminio analizé, siekiant patikrinti, ar néra

amproliumo arba trukdanciyjy medziagy. Pasaro tusciasis éminys atitinka éminio tipg ir jame neturi biiti aptikta
amproliumo arba trukdanciy medziagy.
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5.1.2

5.2

5.2.2

5.3

I$gavos dydzio nustatymo bandymas

I3gavos dydis nustatomas analizuojant paaro tus¢iajj éminj, i ji pridedant amproliumo, kurio kiekis biity panasus
i kiekj eminyje. 100 mg/kg koncentracijai gauti, i 250 ml kiiging kolbg jpilama 10,0 ml pradinio etaloninio
tirpalo (3.7.1) ir tirpalas garinamas iki mazdaug 0,5 ml. [dedama 50 g pasaro tusciojo éminio, gerai sumai$oma ir
pries ekstrahavimg (5.2) palaukiama 10 min kelis kartus maiant.

Jei néra pasaro tusciojo éminio, kuris baity panasus i éminio pasara (zr. 5.1.1), i§gavos dydj galima nustatyti,
taikant etalono pridéjimo metoda. Siuo atveju j analizuojama éminj pridedamas amproliumo kiekis, mazdaug
atitinkantis amproliumo kiekj éminyje. Sis éminys analizuojamas kartu su éminiu be pridéto amproliumo ir
iSgavos dydis gali biiti apskaiciuotas i§ skirtumo.

Ekstrahavimas
Premiksai (amproliumo kiekis < 1 %) ir paSarai

Atsizvelgiant j amproliumo kiekj, { 500 ml kagine kolba 0,01 g tikslumu pasveriama 5-40 g éminio ir jpilama
200 ml ekstrahavimo tirpiklio (3.8). Kolba jdedama j ultragarso vonia (4.4) ir laikoma 15 min. Kolba i§imama i§
ultragarso vonios ir 1 h kratoma ant purtyklés arba maiSoma magnetine maiSykle (4.5). Alikvotiné ekstrakto dalis
skiedziama judancigja faze (3.6), kad amproliumo koncentracija baty 0,5-2 pg/ml, ir sumaiSoma
(Zr. 9.3 pastabg). 5-10 ml $io praskiesto tirpalo filtruojama per membraninj filtra (4.2). Toliau analizuojama
HPLC metodu (5.3).

Premiksai (amproliumo kiekis > 1 %)

Atsizvelgiant j amproliumo kiekj, { 500 ml kaging kolba 0,001 g tikslumu pasveriama 1-4 g éminio ir jpilama
200 ml ekstrahavimo tirpiklio (3.8). Kolba jdedama j ultragarso vonia (4.4) ir laikoma 15 min. Kolba i§imama i3
ultragarso vonios ir 1 h kratoma ant purtyklés arba maiSoma magnetine maisykle (4.5). Alikvotiné ekstrakto dalis
skiedziama judancigja faze (3.6), kad amproliumo koncentracija bity 0,5-2 pg/ml, ir sumaiSoma. 5-10 ml sio
praskiesto tirpalo filtruojama per membraninj filtra (4.2). Toliau analizuojama HPLC metodu (5.3).

HPLC nustatymas

Parametrai:

Rekomenduojamos $ios salygos, gali biti taikomos kitos salygos, jei gaunami lygiaverciai rezultatai.

Skys¢iy chromatografi-
jos

kolonélé (4.1.1): 125 mm x 4 mm, katijonitas Nucleosil 10 SA, 5 arba 10 pm jkrova, arba lygiaverté

Judancioji fazé (3.6):  acetonitrilo (3.2), natrio dihidrofosfato tirpalo (3.4) ir natrio perchlorato tirpalo (3.5)
misinys, 450 + 450 + 100 (V + V + V).

Srautas: 0,7-1 ml/min
Detektoriaus bangos 264 nm

ilgis:

[purskiamas tairis: 100 pl

Tikrinamas chromatografijos sistemos stabilumas, kelis kartus jpurskiant 1,0 pg/ml koncentracijos kalibravimo
tirpalo (3.7.3) tol, kol nustoja keistis smailés aukscio ir sulaikymo trukmés vertés.

Kalibravimo kreiveé
Kiekvienas kalibravimo tirpalas (3.7.3) jpurskiamas kelis kartus ir matuojami kiekvienos koncentracijos smailiy

auksciai (plotai). Bréziama kalibravimo kreive, kurios ordinaciy asyje — kalibravimo tirpaly smailiy auksciy
(ploty) vidurkiai, o abscisiy adyje — atitinkama koncentracija pg/ml.

Eminio tirpalas

Kelis kartus jpurskiamas éminio ekstraktas (5.2), kurio tiiris atitinka kalibravimo tirpalo tairj, ir matuojamas
amproliumo smailiy vidutinis aukstis (plotas).

Rezultaty apskaiciavimas

Eminio tirpalo koncentracija pg/ml nustatoma pagal éminio tirpalo amproliumo smailiy vidutinj aukstj (plotg) ir
kalibravimo kreive (5.3.2).
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Amproliumo kiekis w (mg/kg) éminyje apskaiciuojamas pagal formule:

Vxecxf
W= fmglg)

kurioje:

V = ekstrahavimo tirpiklio (3.8) tiiris ml pagal 5.2 (t. y. 200 ml)
¢ = amproliumo koncentracija éminio ekstrakte (5.2) pg/ml

f = praskiedimo faktorius pagal 5.2

m = tiriamosios dalies svoris g

7. Rezultaty patvirtinimas
7.1 Tapatumas

Analités tapatumas gali biiti patvirtintas taikant kochromatografija arba naudojant diody matricos detektoriy,
kuriuo lyginami éminio ekstrakto (5.2) ir 2,0 pg/ml koncentracijos kalibravimo tirpalo (3.7.3) spektrai.

7.1.1 Kochromatografija

Eminio ekstrakto (5.2) koncentracija padidinama, jpilant reikiamg kalibravimo tirpalo (3.7.3) tiirj. Pridéto
amproliumo kiekis turi atitikti éminio ekstrakte nustatyta amproliumo kieki.

Padidinamas tik amproliumo smailés aukstis, jvertinant pridétg kiekj ir ekstrakto praskiedimg. Smailés plotis jos
pusaukstyje £ 10 % tikslumu turi atitikti nepadidintos koncentracijos amproliumo ekstrakto smailés pradinj
plotj.

7.1.2 Aptikimas naudojant diody matrica

Rezultatai jvertinami pagal $iuos kriterijus:

a)  éminio ir etalono spektry didziausios absorbcijos bangos ilgis, uZraSomas kaip chromatogramos smailés
virdiinés bangos ilgis, turi biti vienodas paklaidos ribose, kurias lemia aptikimo sistemos skiriamoji geba.
Diody matricos detektoriaus tipiné verté biity + 2 nm;

b)  nuo 210 nm iki 320 nm éminio ir etalono spektras, uzraytas apie chromatogramos smailés vir$iing, sioms
spektro dalims turi nesiskirti 10-100 % santykinio optinio tankio intervale. Sis kriterijus vykdomas, kai yra
tie patys maksimumai ir jokiame matavimo taske dviejy spektry skirtumas néra didesnis kaip 15 % etalono
analités optinio tankio vertés;

¢) nuo 210 nm iki 320 nm éminio ekstraktui gautos smailés kylancios, virsiinés ir nusileidziancios daliy
spektrai Sioms spektro dalims turi nesiskirti vienas nuo kito 10-100 % santykinio optinio tankio intervale.
Sis kriterijus vykdomas, kai yra tie patys maksimumai ir visuose stebimuose taskuose spektry skirtumas yra
ne didesnis kaip 15 % smailés virdiing atitinkancio optinio tankio vertés.

Jei vienas i$ iy kriterijy nevykdomas, analités buvimas nepatvirtinamas.

7.2 Pakartojamumas

Dviejy lygiagreciy to paties éminio nustatymo rezultaty skirtumas neturi bati didesnis nei:
— 15 % didesnés vertes, jei amproliumo kiekis 25 mg/kg — 500 mg/kg,

— 75 mglkg, jei amproliumo kiekis 500 mg/kg — 1 000 mg/kg,

— 7.5 % didesnés vertés, jei amproliumo kiekis didesnis nei 1 000 mg/kg.

7.3 ISgavos dydis

I3gavos dydis, gautas (tus¢iajam) éminiui su analités priedu, yra ne mazesnis nei 90 %.
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9.1

9.2

9.3

3.1

3.2

Tarplaboratorinio tyrimo rezultatai

Buvo parengtas tarplaboratorinis tyrimas, kurj vykdant buvo analizuojamos trijy risiy pauksciy pasaras (1-
3 éminiai), vienas mineralinis paSaras (4 éminys) ir vienas premiksas (5 éminys). Rezultatai pateikiami 3ioje
lenteléje:

&uegrg:;fs 2 éminys 3 éminys 4 éminys 5 éminys
L 14 14 14 14 15
n 56 56 56 56 60
vidurkis [mg/kg] — 45,5 188 5129 25 140
s, [mg/kg] — 2,26 3,57 178 550
CVr [ %] — 4,95 1,90 3,46 2,20
sg [mgfkg] — 2,95 11,8 266 760
CVr [ %] — 6,47 6,27 5,19 3,00
vardinis kiekis [mg/kg] — 50 200 5000 25 000

laboratorijy skaicius

n = atskiry verciy skaicius

s, = pakartojamumo standartinis nuokrypis
CV, = pakartojamumo variacijos koeficientas
sg = atkuriamumo standartinis nuokrypis

CVy = atkuriamumo variacijos koeficientas

Pastabos
Jei éminyje yra tiamino, chromatogramoje prie§ pat amproliumo smail¢ atsiranda tiamino smailé. Taikant §j

metoda, amproliumas ir tiaminas turi bati atskirti. Jei amproliumas ir tiaminas neatsiskiria $iam metodui
naudojamoje kolonéléje (4.1.1), iki 50 % acetonitrilo, sudarancio judancigja faze (3.6), pakei¢iama metanoliu.

Pagal Didziosios Britanijos Pharmacopoeia, amproliumo tirpalo (¢ = 0,02 mol/l) vandenilio chlorido riigtyje
(c = 0,1 mol/l) spektras turi maksimumus, atitinkancius 246 nm ir 262 nm. Optinis tankis turi bati apie 0,84
esant 246 nm, ir 0,80 esant 262 nm.

Ekstraktas visuomet turi biti skiedZiamas judanciaja faze, nes kitaip amproliumo smailés sulaikymo trukmeé gali
stipriai pasikeisti dél joninés jégos pokycio.

D. KARBADOKSO NUSTATYMAS

Metil 3-(2-chinoksalinilmetilen)karbazato N1,N4-dioksidas

Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu galima nustatyti karbadokso koncentracija pagaruose, premiksuose ir preparatuose. Aptikimo riba —
1 mg/kg. Kiekybinio nustatymo riba — 5 mg/kg.

Metodas

Pasiekus éminio ir vandens pusiausvyra, éminys ekstrahuojamas metanolio ir acetonitrilo misiniu. Jei tai pasarai,
alikvotine filtruoto ekstrakto dalis gryninama aliuminio oksido kolonéléje. Jei tai premiksai arba preparatai,
alikvotiné filtruoto ekstrakto dalis skiedZiama vandens, metanolio ir acetonitrilo misiniu iki atitinkamos

koncentracijos. Karbadokso kiekis nustatomas atvirkstiniy faziy efektyviosios skysciy chromatografijos metodu
(HPLC), naudojant ultravioletinj detektoriy.

Reagentai

Metanolis

Acetonitrilas, HPLC grynumo
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3.3 Acto rigstis, w = 100 %

3.4 Aliuminio oksidas, neutralusis, I laipsnio aktyvumo

3.5 Metanolio ir acetonitrilo miSinys 1 + 1 (V + V)
SumaiSoma 500 ml metanolio (3.1) ir 500 ml acetonitrilo (3.2).

3.6 Acto rigstis, 0 = 10 %
10 ml acto ragsties (3.3) skiedziama vandeniu iki 100 ml.

3.7 Natrio acetatas

3.8 Vanduo, HPLC grynumo

3.9 Acetatinis buferinis tirpalas, ¢ = 0,01 mol/l, pH = 6,0
0,82 g natrio acetato (3.7) istirpinama 700 ml vandens (3.8) ir acto rigsties tirpalu (3.6) nustatoma pH verté 6,0.
Tirpalas supilamas { 1000 ml matavimo kolba, skiedziama vandeniu (3.8) iki Zymés ir sumaiSoma.

310 HPLC judancioji fazé
825 ml acetatinio buferinio tirpalo (3.9) sumaiSoma su 175 ml acetonitrilo (3.2).
Tirpalas filtruojamas per 0,22 pm filtrg (4.5) ir degazuojamas (pvz., 10 min ultragarso vonioje).

3.11 Etaloniné medziaga
Grynas karbadoksas: metil-3-(2-chinoksalinilmetilen)karbazato N!,N*-dioksidas, E 850

3.11.1  Karbadokso pradinis etaloninis tirpalas, 100 pg/ml (zr. skirsnio Procediira
5 pastaba)
[ 250 ml matavimo kolba 0,1 mg tikslumu pasveriama 25 mg karbadokso etaloninés medziagos (3.11).
[Stirpinama metanolio ir acetonitrilo misinyje (3.5), naudojant ultragarso vonig (4.7). Po apdorojimo ultragarsu
tirpalas atvésinamas iki kambario temperatiiros, skiedziama vandenius iki Zymés ir sumaiSomas. Kolba
apvyniojama aliuminio folija, arba naudojama rudo stiklo kolba, ir padedama | 3aldytuva. Esant < 4 °C
temperatirai, tirpalas stabilus viena ménes;j.

3.11.2  Kalibravimo tirpalai
| keletag 100 ml matavimo kolby jpilama 2,0, 5,0, 10,0, ir 20,0 ml ml pradinio etaloninio tirpalo (3.11.1).
Ipilama 30 ml vandens, skiedZiama iki Zymés metanolio ir acetonitrilo misiniu (3.5) ir sumaiSoma. Kolbos
apvyniojamos aliuminio folija. Siy tirpaly koncentracija 2,0, 5,0, 10,0 ir 20,0 pg/ml karbadokso.
Kalibravimo tirpalai turi biti ruo$iami pries pat naudojima.
Pastaba Norint nustatyti karbadoksa paSaruose, kuriuose jo koncentracija mazesné nei 10 mg/kg, turi bati

paruosti mazesnés nei 2,0 pg/ml koncentracijos kalibravimo tirpalai.

3.12 Vandens bei [metanolio ir acetonitrilo] (3.5) misinys, 300 + 700 (V + V)
Sumai§oma 300 ml vandens bei 700 ml metanolio ir acetonitrilo miSinio (3.5).

4. Aparatiira

4.1 Laboratoriné purtyklé arba magnetiné maisyklé

4.2 Stiklo pluosto filtravimo popierius (Whatman GF[A arba lygiavertis)
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4.3

4.4

4.4.1

4.4.2

4.5

4.6

4.7

5.1

5.1.1

5.2

5.2.2

Stikliné kolonélé (ilgis 300-400 mm, vidinis skersmuo mazdaug 10 mm) su pertvara i§ sukepinto stiklo ir
iSleidziamuoju Ciaupu.

Pastaba Galima naudoti stikling kolonéle su ¢aupu arba stikling kolonéle su kiiginiu galu; tokiu atveju j apatinj
galg jdedamas nedidelis stiklo vatos kamstis ir stikline lazdele nustumiamas Zemyn.

HPLC jranga su jpurskimo sistema, tinkama jpurksti 20 pl tairf
Skysciy chromatografijos kolonélé: 300 mm x 4 mm, Cy5, 10 pm jkrova, arba lygiaverté kolonélé

Kintamo bangos ilgio ultravioletinis detektorius arba diodinés matricos detektorius, veikiantis 225-400 nm
bangy ilgio intervale

Membraninis filtras, 0,22 pm
Membraninis filtras, 0,45 pm

Ultragarso vonia

Procediira

Pastaba Karbadoksas yra jautrus $viesai. Visi veiksmai atlieckami esant susilpnintai Sviesai arba naudojami rudo
stiklo arba aliuminio folija apvyniotus stiklinius indus.

Bendrosios nuostatos
PaSaro tusciasis éminys

Norint nustatyti iSgavos dydj (5.1.2) atliekama pasaro tusCiojo éminio analizé, siekiant patikrinti, ar néra
karbadokso arba trukdanciyjy medziagy. Pasaro tusciasis éminys turéty atitinka éminio tipg ir jame neturi bati
aptikta karbadokso arba trukdanciy medziagy.

[$gavos dydzio nustatymo bandymas

Analizuojant pasaro tu$ciajj éminj (5.1.1), i ji pridedant karbadokso, kurio kiekis biity panasus i kickj éminyje,
nustatomas i§gavos dydis. 50 mg/kg koncentracijai gauti, { 200 ml kiging¢ kolbg jpilama 5,0 ml pradinio
etaloninio tirpalo (3.11.1). Tirpalas garinamas azoto srovéje iki mazdaug 0,5 ml. Jdedama 10 g pasaro tuiciojo
éminio, gerai sumai§oma ir prie§ ekstrahavima (5.2) palaukiama 10 min.

Jei néra pasaro tuic¢iojo éminio, kuris bity panaus | éminio pasara (zr. 5.1.1), i§gavos dydj galima nustatyti,
taikant etalono pridéjimo metoda. Siuo atveju i analizuojama éminj pridedamas karbadokso kiekis, mazdaug
atitinkantis karbadokso kiekj éminyje. Sis éminys analizuojamas kartu su éminiu be pridéto karbadokso ir
iSgavos dydis gali biti apskaiciuotas i§ skirtumo.

Ekstrahavimas
Pasarai

10 g éminio pasveriama 0,01 g tikslumu ir supilama j 200 ml kagine kolba. Ipilama 15,0 ml vandens,
sumaiSoma ir paliekama 5 min pusiausvyrai pasiekti. [pilama 35,0 ml metanolio ir acetonitrilo misinio (3.5),
kolba uzkem$ama ir 30 min kratoma ant purtyklés arba maiSoma magnetine maisykle (4.1). Tirpalas
filtruojamas per stiklo pluosto filtravimo popieriy (4.2). Toliau atliekamas gryninimas (5.3).

Premiksai (0,1-2,0 %)

1 g nesusmulkinto éminio pasveriama 0,001 g tikslumu ir supilama i 200 ml kiiging kolba. Ipilama 15,0 ml
vandens, sumaiSoma ir palickama 5 min pusiausvyrai pasiekti. Ipilama 35,0 ml metanolio ir acetonitrilo miinio
(3.5), kolba uzkemsama ir 30 min kratoma ant purtyklés arba maiSoma magnetine maisykle (4.1). Tirpalas
filtruojamas per stiklo pluosto filtravimo popieriy (4.2).
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5.3

5.3.2

5.4

5.4.1

5.4.2

543

Alikvotiné filtrato dalis paimama pipete | 50 ml matavimo kolba. Ipilama 15,0 ml vandens, skiedziama iki Zymés
metanolio ir acetonitrilo misiniu (3.5) ir sumaiSoma. Galutiniame tirpale karbadokso koncentracija yra mazdaug
10 pg/ml. Alikvotiné tirpalo dalis filtruojama per 0,45 pm filtra (4.6).

Toliau analizuojama HPLC metodu (5.4).

Preparatai (> 2 %)
0,2 g nesusmulkinto éminio pasveriama 0,001 g tikslumu ir supilama j 250 ml kaging kolba. Ipilama 45,0 ml
vandens, sumaiSoma ir palickama 5 min pusiausvyrai pasiekti. Ipilama 105,0 ml metanolio ir acetonitrilo

misinio (3.5), kolba uzkemsama ir turinys homogenizuojamas. 15 min éminys apdorojamas ultragarsu (4.7),
véliau 15 min kratomas arba maiSomas (4.1). Tirpalas filtruojamas per stiklo pluosto filtravimo popieriy (4.2).

Alikvotiné filtrato dalis skiedZiama vandens bei metanolio ir acetonitrilo misiniu (3.12), kad galutin¢ karbadokso
koncentracija bity 10-15 pg/ml (10 % preparaty praskiedimo faktorius lygus 10). Alikvotiné tirpalo dalis
filtruojama per 0,45 pm filtrg (4.6).

Toliau analizuojama HPLC metodu (5.4).
Gryninimas

Aliuminio oksido kolonélés ruosimas

Pasveriama 4 g aliuminio oksido (3.4) ir supilama i stikling kolonéle (4.3).
Eminio gryninimas

| aliuminio oksido kolonéle supilama 15 ml filtruoto ekstrakto (5.2.1) ir pirmieji 2 ml elivato i$pilami.
Surenkamas kitas 5 ml tdiris ir alikvotiné dalis filtruojama 0,45 pm filtra (4.6).

Toliau analizuojama HPLC metodu (5.4).
HPLC nustatymas

Parametrai

Rekomenduojamos $ios salygos, gali biiti taikomos kitos salygos, jei gaunami lygiaverciai rezultatai:

Skys¢iy chromatografi-

jos

kolonélé (4.4.1): 300 mm x 4 mm, C;5, 10 pm jkrova, arba lygiaverté kolonéle

Judancioji fazé (3.10):  acetatinio buferinio tirpalo (3.9) ir acetonitrilo (3.2) misinys, 825 + 175 (v + V)
Srautas: 1,5-2 ml/min.

Detektoriaus bangos 365 nm

ilgis:

Ipurskiamas taris: 20 pl

Tikrinamas chromatografijos sistemos stabilumas, kelis kartus jpurskiant 5,0 pg/ml koncentracijos kalibravimo
tirpalo (3.11.2) tol, kol nustoja keistis smailés aukscio (ploto) ir sulaikymo trukmés vertés.

Kalibravimo kreivé
Kiekvienas kalibravimo tirpalas (3.11.2) jpurskiamas kelis kartus ir matuojami kickvienos koncentracijos smailiy

auksciai (plotai). Bréziama kalibravimo kreivé, kurios ordinaciy asyje — kalibravimo tirpaly smailiy auks¢iy arba
ploty vidurkiai, o abscisiy adyje — atitinkama koncentracija pg/ml.

Eminio tirpalas

Kelis kartus jpurskiama [(5.3.2) pasary, (5.2.2) premiksy ir (5.2.3) preparaty] éminio ekstrakto ir nustatomas
karbadokso smailiy vidutinis aukstis (plotas).

Rezultaty apskaiciavimas

Eminio tirpalo karbadokso koncentracija pg/ml nustatoma pagal éminio tirpalo karbadokso smailiy vidutin
aukstj (plotg) ir kalibravimo kreive (5.4.2).
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6.1

6.2

7.1

Pasarai

Karbadokso kiekis w (mg/kg) éminyje apskaiciuojamas pagal formulg:

Vi

w="—L [mgfke]

kurioje:

¢ = karbadokso koncentracija éminio ekstrakte (5.3.2) ug/ml,
Vi

ekstrahuojamas tiris ml (t. y. 50)

3
I

tiriamosios dalies svoris g

Premiksai ir preparatai

Karbadokso kiekis w (mg/kg) éminyje apskaic¢iuojamas pagal formule:

w= Y g

kurioje:

¢ = karbadokso koncentracija éminio ekstrakte (5.2.2 arba 5.2.3) ug/ml,

=
I

= ekstrahuojamas taris ml (t. y. 50 premiksy; 150 preparaty)
f = praskiedimo faktorius pagal 5.2.2 (premiksy) arba 5.2.3 (preparaty)

tiriamosios dalies svoris g

3
I

Rezultaty patvirtinimas
Tapatumas

Analités tapatumas gali bati patvirtintas taikant kochromatografija arba naudojant diody matricos detektoriy,
kuriuo lyginami éminio ekstrakto ir 10,0 pg/ml koncentracijos kalibravimo tirpalo (3.11.2) spektrai.

Kochromatografija

Eminio ekstrakto koncentracija padidinama, jpilant reikiama kalibravimo tirpalo (3.11.2) tiirj. Pridéto
karbadokso kiekis turi atitikti éminio ekstrakte nustatyta karbadokso kiekj.

Padidinamas tik karbadokso smailés aukstis, jvertinant pridéta kiekj ir ekstrakto praskiedima. Smailés plotis jos
pusaukstyje mazdaug 10 % tikslumu turi atitikti smailés pradinj plotj.

Aptikimas naudojant diody matrica

Rezultatai jvertinami pagal Siuos kriterijus:

a)  éminio ir etalono spektry didziausios absorbcijos bangos ilgis, uzraSomas kaip chromatogramos smailés
vir§iinés bangos ilgis, turi biti vienodas paklaidos ribose, kurias lemia aptikimo sistemos skiriamoji geba.
Diody matricos detektoriaus tipiné verté biity + 2 nm;

b)  nuo 225 nm iki 400 nm éminio ir etalono spektras, uzrasytas apie chromatogramos smailés virsiing, sioms
spektro dalims turi nesiskirti 10-100 % santykinio optinio tankio intervale. Sis kriterijus vykdomas, kai yra
tie patys maksimumai ir jokiame matavimo taske dviejy spektry skirtumas néra didesnis nei 15 % etalono
analités optinio tankio vertés;

¢)  nuo 225 nm iki 400 nm éminio ekstraktui gautos smailés kylancios, virsiinés ir nusileidziancios daliy
spektrai §ioms spektro dalims turi nesiskirti vienas nuo kito 10-100 % santykinio optinio tankio intervale.
Sis kriterijus vykdomas, kai yra tie patys maksimumai ir visuose stebimuose taskuose spektry skirtumas yra
ne didesnis nei 15 % smailés virsiing atitinkancio optinio tankio vertés.

Jei vienas i3 iy kriterijy nevykdomas, analités buvimas nepatvirtinamas.
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7.2

7.3

Pakartojamumas

Dviejy lygiagreciy to paties éminio nustatymo rezultaty skirtumas neturi bati didesnis nei 15 % didesnés vertés,
jei koncentracija 10 mg/kg ir didesné.

ISgavos dydis

I3gavos dydis, gautas (tus¢iajam) éminiui su analités priedu, yra ne mazesnis nei 90 %.

Tarplaboratorinio tyrimo rezultatai
Buvo parengtas tarplaboratorinis tyrimas, kurj vykdant astuonios laboratorijos analizavo $esiy tipy pasarus,
keturiy tipy premiksus ir trijy tipy preparatus. Kiekvienas éminys buvo analizuojamas du kartus. (I$samesné

informacija apie $j tarplaboratorinj tyrima yra pateikta Journal of AOAC International, Volume 71, 1988,
p. 484-490). Rezultatai (iSskyrus riktus) pateikti toliau:

1 lentelé

Tarplaboratorinio pasary tyrimo rezultatai

1 éminys 2 éminys 3 éminys 4 éminys 5 éminys 6 éminys

L 8 8 8 8 8 8

n 15 14 15 15 15 15

Vidurkis (mg/kg) 50,0 47,6 48,2 49,7 46,9 49,7
S: (mg/kg) 2,90 2,69 1,38 1,55 1,52 2,12
CV; (%) 5,8 5,6 2,9 3,1 3,2 4,3
Sk (mg/kg) 3,92 4,13 2,23 2,58 2,26 2,44
CVr (%) 7,8 8,7 4,6 5,2 4,8 4,9
Vardinis kiekis (mg/kg) 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0

2 lentelé

Tarplaboratorinio premiksy ir preparaty tyrimo rezultatai

Premiksai Preparatai

A B C D A B C
L 7 7 7 7 8 8 8
n 14 14 14 14 16 16 16
Vidurkis (g/kg) 8,89 9,29 9,21 8,76 94,6 98,1 104
S; (g/kg) 0,37 0,28 0,28 0,44 4,1 51 7,7
CV, (%) 4,2 3,0 3,0 5,0 4,3 5,2 7.4
Sk (g/kg) 0,37 0,28 0,40 0,55 5.4 6,4 7,7
CVr (%) 4,2 3,0 43 6,3 5,7 6,5 7.4
Vardinis kiekis (g/kg) 10,0 10,0 10,0 10,0 100 100 100

L = laboratorijy skaiius

n = atskiry verciy skaicius

Sr = pakartojamumo standartinis nuokrypis
CVr = pakartojamumo variacijos koeficientas
SR = atkuriamumo standartinis nuokrypis
CVR = atkuriamumo variacijos koeficientas
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6 STRAIPSNYJE NURODYTOS ATITIKMENY LENTELES

Direktyva 71/250/EEB

Direktyva 71/250/EEB

Sis reglamentas

1 straipsnio pirmoji pastraipa
1 straipsnio antroji pastraipa
2 straipsnis

3 straipsnis

Priedo 1 dalis

Priedo 2 dalis

Priedo 3 dalis

Priedo 4 dalis

Priedo 5 dalis

Priedo 6 dalis

Priedo 7 dalis

Priedo 9 dalis

Priedo 10 dalis

Priedo 11 dalis

Priedo 12 dalis

Priedo 14 dalis

Priedo 16 dalis

3 straipsnis
2 straipsnis

II priedas

III priedo O dalis
III priedo M dalis
III priedo N dalis
III priedo Q dalis
III priedo K dalis

1II priedo ] dalis
III priedo D dalis

Direktyva 71/393/EEB

Direktyva 71/393/EEB

Sis reglamentas

1 straipsnis

2 straipsnis

3 straipsnis
Priedo I dalis
Priedo I dalis
Priedo III dalis
Priedo IV dalis

3 straipsnis

Il priedo A dalis
III priedo E dalis
III priedo P dalis
III priedo H dalis

Direktyva 72/199/EEB

Direktyva 72/199/EEB

Sis reglamentas

1 straipsnis

2 straipsnis

3 straipsnis

4 straipsnis

I priedo 1 dalis
I priedo 2 dalis
I priedo 3 dalis
[ priedo 4 dalis
[ priedo 5 dalis
II priedas

3 straipsnis

III priedo L dalis
III priedo C dalis

V priedo A dalis
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Direktyva 73/46/EEB

Direktyva 73/46/EEB

Sis reglamentas

1 straipsnis
3 straipsnis
4 straipsnis
[ priedo 1 dalis
[ priedo 2 dalis
[ priedo 3 dalis

3 straipsnis

1II priedo B dalis

1II priedo 1 dalis

Direktyva 76/371/EEB

Direktyva 76/371/EEB

Sis reglamentas

1 straipsnis
2 straipsnis
3 straipsnis
Priedas

1 straipsnis

[ priedas

Direktyva 76/372/EEB

Direktyva 76/372/EEB

Sis reglamentas

1 straipsnis
2 straipsnis
3 straipsnis
Priedas

Direktyva 78/633/EEB

Dircktyva 78/633/EEB

Sis reglamentas

1 straipsnis
2 straipsnis
3 straipsnis
Priedo 1 dalis
Priedo 2 dalis
Priedo 3 dalis

3 straipsnis

IV priedo C dalis

Direktyva 81/715/EEB

Direktyva 81/715/EEB

Sis reglamentas

1 straipsnis
2 straipsnis
3 straipsnis
Priedas
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10.

11.

12.

13.

Direktyva 84/425/EEB

Direktyva 84/425/EEB

Sis reglamentas

1 straipsnis
2 straipsnis
3 straipsnis
Priedas

Direktyva 86/174/EEB

Direktyva 86/174/EEB

Sis reglamentas

1 straipsnis
2 straipsnis
3 straipsnis
Priedas

4 straipsnis

VII priedas

Direktyva 93/70/EEB

Direktyva 93/70/EEB

Sis reglamentas

1 straipsnis
2 straipsnis
3 straipsnis
Priedas

3 straipsnis

IV priedo D dalis

Direktyva 93/117/EB

Direktyva 93/117EB

Sis reglamentas

1 straipsnis
2 straipsnis
3 straipsnis

Priedo 1 dalis
Priedo 2 dalis

3 ir 5 straipsniai

IV priedo E dalis
VIII priedo A dalis

Direktyva 98/64/EB

Direktyva 98/64/EB

Sis reglamentas

1 straipsnis
2 straipsnis
3 straipsnis
4 straipsnis

Priedo A dalis
Priedo C dalis

3 ir 5 straipsniai

III priedo F dalis
VIII priedo B dalis
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14. Direktyva 1999/27/EB

15.

16.

17.

Direktyva 1999/27EB

Sis reglamentas

1 straipsnis
2 straipsnis
3 straipsnis
4 straipsnis
5 straipsnis
6 straipsnis
7 straipsnis
Priedo A dalis
Priedo B dalis
Priedo C dalis

3 ir 5 straipsniai

VIII priedo C dalis
IV priedo F dalis
VIII priedo D dalis

Direktyva 1999/76/EB

Direktyva 1999/76/EB

Sis reglamentas

1 straipsnis
2 straipsnis
3 straipsnis
4 straipsnis
Priedas

3 straipsnis

IV priedo G dalis

Direktyva 2000/45/EB

Direktyva 2000/45/EB

Sis reglamentas

1 straipsnis
2 straipsnis
3 straipsnis
4 straipsnis
Priedo A dalis
Priedo B dalis
Priedo C dalis

3 straipsnis

IV priedo A dalis
IV priedo B dalis
1l priedo G dalis

Direktyva 2002/70/EB

Direktyva 2002/70/EB

Sis reglamentas

1 straipsnis
2 straipsnis
3 straipsnis
4 straipsnis
5 straipsnis
[ priedas

II priedas

1 straipsnis
2 ir 3 straipsniai

[ priedas ir V priedo B (I) dalis
II priedas ir V priedo B (II) dalis
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18. Direktyva 2003/126/EB

Direktyva 2003/126/EB Sis reglamentas

1 straipsnis 3 straipsnis
2 straipsnis —
3 straipsnis —
4 straipsnis —
5 straipsnis —
6 straipsnis —
Priedas VI priedas




