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KOMISJONI MAARUS (EU) nr 152/2009,
27. jaanuar 2009,

milles sitestatakse proovivotu- ja analiilisimeetodid so6dda
ametlikuks kontrolliks

(EMPs kohaldatav tekst)

Artikkel 1

Proovide votmine s66da ametlikuks kontrollimiseks, eriti s66da koosti-
sosade madramiseks, sealhulgas geneetiliselt muundatud organisme
(GMO) sisaldavate voi neist toodetud koostisosade, Euroopa Parlamendi
ja ndukogu misruses (EU) nr 1831/2003 (1) méiratletud soodalisandite
ning Euroopa Parlamendi ja ndukogu direktiivis 2002/32/EU (?) miérat-
letud soovimatute ainete midramiseks tuleb teha I lisas sétestatud
meetoditega.

I lisas sdtestatud proovivotumeetodit kasutatakse s66da kontrollimiseks,
et midrata Euroopa Parlamendi ja ndukogu maidruses (EU) nr
396/2005 (3) mdiératletud pestitsiidijddke ning kontrollida sooda vasta-
vust madrusele (EL) nr 619/2011.

Artikkel 2

Proovide analiiiisiks ettevalmistamine ja tulemuste esitamine toimub
kooskolas II lisas sdtestatud meetoditega.

Artikkel 3

Analiiiise so0da ametlikuks kontrolliks tehakse vastavalt III lisas
(Analiitisimeetodid sdddatooraine ja segajousddda koostise kontrollimi-
seks), IV lisas (Analiiiisimeetodid lubatud sdddalisandite taseme kont-
rollimiseks s6ddas), V lisas (Analiiiisimeetodid soovimatute ainete sisal-
duse kontrollimiseks sdddas) ja VI lisas (Analiilisimeetodid loomse pa-
ritoluga komponentide méairamiseks sddda ametlikul kontrollimisel)
satestatud meetoditele.

Artikkel 4

Kodulindude segasddda energiasisaldus arvutatakse vastavalt VII lisale.

Artikkel 5

Analiitisimeetodeid selliste VIII lisas sétestatud lisandite ebaseadusliku
sisalduse kontrollimiseks, mida ei ole enam lubatud so6das kasutada,
kasutatakse kinnituse saamiseks.

() ELT L 268, 18.10.2003, Ik 29.
() EUT L 140, 30.5.2002, Ik 10.
¢) EUT L 70, 16.03.2005, Ik 1.
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Artikkel 6

Direktiivid 71/250/EMU, 71/393/EMU, 72/199/EMU, 73/46/EMU,
76/371/EMU, 76/372/EMU, 78/633/EMU, 81/715/EMU, 84/425/EMU,
86/174/EMU, 93/70/EMU, 93/117/EU, 98/64/EU, 1999/27/EU,
1999/76/EU, 2000/45/EU, 2002/70/EU ja 2003/126/EU tunnistatakse
kehtetuks.

Viiteid kehtetuks tunnistatud direktiividele késitatakse viidetena kéesole-
vale méadrusele ja loetakse vastavalt XI lisa vastavustabelitele.

Artikkel 7
Kéesolev maérus joustub kahekiimnendal péeval pérast selle avaldamist
Euroopa Liidu Teatajas.
Kéesolevat médérust kohaldatakse alates 26. augustist 2009.

Kéesolev maédrus on tervikuna siduv ja vahetult kohaldatav koikides
litkmesriikides.
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1 LISA
PROOVIVOTUMEETODID

EESMARK JA REGULEERIMISALA

Sooda ametlikuks kontrolliks ettendhtud proovid vdetakse allpool kirjel-
datud meetodite kohaselt. Selliselt saadud proove késitatakse proovipartii
esindusliku proovina.

Esindusliku proovi votmise eesmérk saada partiist vdike osa nii, et iga
selle osa konkreetne nditaja kujutaks endast partii niitajate keskmist
védrtust. Partii eri kohtadest vdetakse korduvalt iiksikproove. Uksikproo-
vide kokkusegamisega saadakse koondproov, millest vdetakse esindus-
liku jagamise teel esinduslikud 16pp-proovid.

Kui vaatlusel ilmneb, et osa samast sdddapartiist on erineva kvaliteediga,
eraldatakse sellised osad ja neid kdsitletakse kui alampartiisid. Kui
soodapartiid ei ole voimalik jagada alampartiideks, tuleb seda késitada
ithe partiina, kuid selle kohta tuleb teha mérkus proovivdtuaruandesse.

Kui tehakse kindlaks, et kidesoleva médruse sétete kohaselt voetud
s60daproov ei vasta ELi nduetele ja kui tegemist on sama tooteklassi
voi -liigi soddapartii osaga, siis tuleb eeldada, et kogu selle partii so6t ei
vasta nduetele, vélja arvatud juhul, kui iiksikasjaliku hindamise kéigus
selgub, et puuduvad tdendid selle kohta, et iilejidnud osa partiist ei vasta
ELi nduetele.

MOISTED

— Partii: identifitseeritav so6dakogus, millel on tihised tunnused néiteks
paritolu, sort, pakendi tiilip, pakendaja, kaubasaatja vGi maérgistus;
tootmisprotsessi kontekstis on partii toodanguiihik, mida toodetakse
samas ettevottes ithesuguseid tootmisparameetreid jargides, voi mitu
sellist ihikut, kui need on toodetud jérjest ja koos ladustatud.

— Proovipartii: partii voi identifitseeritav osa partiist voi alampartiist.

— Pitseeritud proov: proov, mis on pitseeritud niimoodi, et on vilis-
tatud juurdepéds proovile ilma pitserit purustamata voi eemaldamata.

— Uksikproov: proovipartii iihest punktist voetud kogus.

— Koondproov: iithe ja sama proovipartii tiksikproovidest kogutud
proov.

— Vihendatud proov: koondproovi osa, mis on saadud koondproovi
esindusliku vihendamise teel.

— Lopp-proov: vihendatud proovi voi homogeenitud koondproovi osa.

— Laboratoorne proov: laboratooriumis kasutamiseks ettendhtud proov
(mis on toimetatud laboratooriumi), mis vdib olla 16pp-proov, vihen-
datud proov voi koondproov.
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3.

4.2.
4.2.1.
42.1.1.
42.1.2.

4.2.2.

4.23.

ULDSATTED

— Proovivotupersonal: proove peavad votma isikud, keda on selleks
volitanud padev asutus.

— Proov tuleb pitseerida niimoodi, et oleks vélistatud juurdepdis proo-
vile ilma pitserit purustamata vOi eemaldamata. Pitser peab olema
selgelt identifitseeritav ja hésti ndhtav. Teine vGimalus on, et pitser
pannakse sellisesse anumasse v0i mahutisse, mille saab sulgeda nii,
et seda ei ole vdimalik purustamata avada, ja millega vilditakse
mahuti/anuma korduvat kasutamist.

— Proovi tunnusandmed: proov tuleb kustumatult mérgistada ja
niimoodi identifitseerida, et see oleks selgelt seostatav proovivotua-
ruandega.

— Igast koondproovist tuleb votta vihemalt kaks 16pp-proovi: viahemalt
iiks proov kontrollimiseks (tditemenetluseks) ja iiks so0dakditlejale
(apellatsiooniks). Uhe 18pp-proovi vdib vdtta vdrdlusprooviks. Kui
kogu koondproov homogeenitakse, vetakse 10pp-proovid homogee-
nitud koondproovist, vélja arvatud juhul, kui see on vastuolus liik-
mesriikides sdddakiitleja diguste kohta kehtivate eeskirjadega.

SEADMED

Proovivotuseadmed peavad olema materjalist, mis ei saasta tooteid,
millest proove voetakse. Korduvaks kasutamiseks ettendhtud seadmed
peavad olema kergesti puhastatavad, et hoida dra ristsaastumist.

Soovitatavad seadmed proovide votmiseks tahkest soodast
Kdsitsi proovivotmine
Lamedapdhjaline piististe servadega kiihvel.

Proovivotupuur pika ava voi lahtritega. Proovivotupuuri modtmed
peavad vastama proovipartii nditajatele (mahuti siigavus, koti modtmed
jms) ja s6odaosakeste suurusele.

Kui proovivotupuur on mitme avaga, et proovi saaks votta mitmest
kohast puurimise teekonnal, peavad avad olema lahtrite kaupa voi astme-
liste vaheseintega eraldatud.

Mehaaniline proovivotmine

Laaditavast s6ddast proovide votmiseks voib kasutada asjakohaseid
mehaanilisi proovivotuseadmeid. Asjakohane tihendab seda, et proove
voetakse kogu sdodavoo ldbildikest.

Suure kiirusega liikuvast soddast vOib proove votta automaatse
seadmega.

Jagaja

Esinduslikult vihendatud proovide valmistamiseks tuleks vOimaluse ja
vajaduse korral kasutada seadet, millega jagatakse proov ligikaudu vord-
seteks osadeks.
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5.

5.1

5.1.1.

UKSIKPROOVIDE ARVU NOUDED

— Punktides 5.1 ja 5.2 iiksikproovide arvu kohta kehtestatud ndudeid
kohaldatakse selliste kuni 500-tonniste proovipartiide suhtes, millest
on voimalik votta esinduslikke proove. Kirjeldatud proovivotume-
netlus kehtib ka osutatud suurimast proovipartiist suuremate koguste
puhul, kui ei jirgita jirgmises tabelis esitatud suurimat iiksikproovide
arvu, vaid liksikproovide arv méadratakse ruutjuurevalemiga, mis on
esitatud menetluse kirjelduse asjaomases kohas (vt punkti 5.3), ning
viahima koondproovi suurust suurendatakse vordeliselt. See ei takista
suurte partiide jagamist vdiksemateks alampartiideks, nii et igast
alampartiist voetakse proove punktides 5.1 ja 5.2 kirjeldatud menet-
luse kohaselt.

— Proovipartii suurus peab olema selline, et proove oleks voimalik
votta koikidest proovipartii osadest.

— Viga suurte partiide ja alampartiide korral (> 500 tonni) ja partiide
korral, mida transporditakse voi ladustatakse nii, et proove ei ole
voimalik votta kdesoleva peatiiki punktides 5.1 ja 5.2 kirjeldatud
viisil, tuleb proove votta punktis 5.3 kirjeldatud viisil.

— Kui so6dakaitleja peab kehtivate digusaktide kohaselt tditma kées-
oleva médruse ndudeid seoses kohustusliku seirega, voib ta kalduda
korvale kdesolevas peatiikis esitatud koguselistest nduetest, et votta
arvesse tegevuse iseloomulikke nditajaid, tingimusel et sdodakéitleja
on padevale asutusele rahuldavalt tdendanud, et kdnealune proovivo-
tumenetlus on sama esinduslik, ja kui ta on saanud péadevalt asutuselt
sellekohase loa.

— Kui koguselisi ndudeid silmas pidades ei ole vdimalik kasutada
kirjeldatud proovivotumeetodit, kuna partii kahjustamise tottu kaas-
neksid sellega vastuvoetamatud kaubanduslikud tagajérjed (seoses
pakkimisviisiga, veovahendiga, ladustamisviisiga vms), vdib erand-
juhul kohaldada teistsugust proovivStumeetodit, kui see on sama
esinduslik ning kui kogu menetlust tépselt kirjeldatakse ja
dokumenteeritakse.

Soddas iihtlaselt jaotunud ainete véi toodete kontrollimiseks voeta-
vate iiksikproovide arvu néuded

Lahtine tahke séot

Proovipartii suurus Vihim iiksikproovide arv
< 2,5 tonni 7
> 2,5 tonni N 20 korda proovipartii suurus
tonnides (*), kuid kuni 40
tiksikproovi

(*) Kui saadud arv on murdarv, imardatakse see jargmise tdisarvuni.
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Lahtine vedel séot

Proovipartii suurus Vihim iiksikproovide arv
< 2,5 tonni vdi < 2 500 liitrit 4%
> 2,5 tonni voi > 2 500 liitrit 7(*)

(*) Kui vedelikku ei saa homogeenida, tuleb votta rohkem iiksikproove.

Pakendatud soot

S66t (tahke ja vedel) voib olla pakendatud kottidesse, kanistritesse,
mahutitesse jne, millele tabelis viidatakse kui pakkeiihikutele. Suurtest
pakkeiihikutest (> 500 kg voi liitrit) tuleb votta proove lahtise s66da
kohta kehtivate sitete kohaselt (vt punktid 5.1.1. ja 5.1.2.)

Vihim pakkeiihikute arv, millest tuleb

Proovipartii suurus ~ . L
VIp uuru votta (vahemalt) iiks tiksikproov (*)

1-20 pakketihikut 1 pakketihik (**)

21-150 pakkeiihikut 3 pakketihikut (**)

151400 pakkeiihikut 5 pakkeiihikut (**)

> 400 pakkeiihikut Y4 korda V proovipartii moodusta-

vate pakkeiihikute arv (***), kuid
kuni 40 pakkeiihikut

(*) Kui pakkeiihiku avamine voib analiiiisi tulemust mojutada (nt riknevad
vedelad soddad), loetakse avamata iihik iiheks iiksikprooviks.
(**) Kui pakkeiihiku netomass on kuni 1 kg voi 1 liiter, loetakse iiksikprooviks
ithe originaalithiku sisu.
(***) Kui saadud arv on murdarv, imardatakse see tdisarvuni.

Séodabriketid ja lakukivid

Proov voetakse vihemalt tihest briketist voi kivist 25 pakkeiihikust koos-
neva proovipartii kohta, kuid mitte rohkem kui neljast briketist voi
kivist.

Kui iga briketi voi lakukivi kaal on kuni 1 kg, loetakse iiksikprooviks
iihe kivi voi briketi sisu.

Koresoot
Proovipartii suurus Vihim iksikproovide arv (*)
< 5 tonni 5
> 5 tonni N 5 korda proovipartii mass
tonnides (**), kuid kuni 40
tiksikproovi

(*) Margitakse, et teatavatel juhtudel (nt silo korral) ei ole vdimalik votta
ndutavat arvu iiksikproove, ilma et sellega ei tekitataks partiile vastuvoeta-
matut kahju. Sel juhul v3ib kasutada muud proovivdtumeetodit ning proovi-
votujuhised sellisteks juhtudeks tootatakse vélja enne kidesoleva midruse
jOustumist.

(**) Kui saadud arv on murdarv, imardatakse see tdisarvuni.




02009R0152 — ET — 16.11.2020 — 007.001 — 8

5.2.

5.3.

Uksikproovide arvu nduded juhul, kui kontrollitavad koostisosad v&i
ained on sé6das tdenioliselt ebaiihtlaselt jaotunud

Konealused iiksikproovide proovide arvu nduded kehtivad jargmistel
kontrollijuhtudel:

— aflatoksiinide, hariliku tungaltera ning muude miikotoksiinide ja
ohtlike botaaniliste lisandite sisaldus sdddamaterjalis;

— ristsaastumine, mille on pdhjustanud koostisosa, sealhulgas geneeti-
liselt muundatud materjal, voi aine, mis eeldatavasti voib olla sdodas
ebaiihtlaselt jaotunud.

Kui kontrollival asutusel on tugev kahtlus, et selline ebaiihtlane jaotu-
mine esineb segasddda koostisosa vdi aine ristsaastumise korral, voib
votta proove jargmises tabelis esitatud arvul.

Proovipartii suurus Vihim iksikproovide arv

< 80 tonni Vt arvulised nduded punktis 5.1. Uksik-
proovide arv tuleb korrutada 2,5-ga.

> 80 tonni 100

Proovide arvu nduded viiga suurte partiide iiksikproovide korral

Viga suurte proovipartiide korral (proovipartii > 500 tonni) on vetavate
iiksikproovide arv 40 iiksikproovi + \ tonnide arv, kui ained vdi tooted
on iihtlaselt jaotunud kogu sd6das, v3i 100 iiksikproovi +  tonnide arv,
kui koostisosad vdi ained on ebaiihtlaselt jaotunud kogu sdddamaterjalis.

KOONDPROOVI KOGUSELISED NOUDED

Noutav on iiks koondproov proovipartii kohta.

Koondproovi vdhim

So6da liik Kogus (*) (**)

6.1. Lahtine s60t 4 kg;

6.2. Pakendatud so6t: 4 kg (**%)




02009R0152 — ET — 16.11.2020 — 007.001 —9

Noutav on iiks koondproov proovipartii kohta.

Séoda liik Koiggﬁrs"((;v)i (,Z f;‘im
6.3. Vedel voi poolvedel s66t: 4 liitrit
6.4. Soodabriketid voi lakukivid:
6.4.1. igailiks kaaluga iile 1 kg 4 kg
6.4.2. igaiiks kaaluga kuni 1 kg Nelja originaalbriketi voi
-kivi kaal
6.5. Koresdot/kuivsoot 4 kg (****)

(*) Kui so6t, millest vietakse proove, on viga véirtuslik, voib votta vdiksema
arvu koondproove, tingimusel, et see on proovivdtuaruandes kirjeldatud ja
dokumenteeritud.

(**) Vastavalt komisjoni 24. juuni 2011. aasta médérusele (EL) nr 619/2011,
milles sdtestatakse proovivdtu- ja analiiisimeetodid s66da ametlikuks kont-
rolliks sitetele seoses sellise geneetiliselt muundatud materjali olemasoluga,
mille loa taotlemine on menetlemisel vOi mille luba on aegunud
(ELT L 166, 25.6.2011, 1k 9), peab geneetiliselt muundatud materjali
leidumise kontrollimise koondproovis sisalduma vdhemalt 35 000 seemet/
tera. Seega peab maisi puhul olema koondproov vihemalt 10,5 kg ja sojaoa
puhul 7 kg. Teiste seemnete ja terade puhul, nagu oder, hirss, kaer, riis,
nisu ja raps, on koondproov 4 kg ja sisaldab rohkem kui 35 000 seemet.

(***) Pakendatud s66da puhul, soltuvalt pakkeiihikute suurusest, ei tarvitse olla
voimalik saada 4 kg suurust koondproovi.

(*¥***) Kerge koresooda (nt hein, pdhk) puhul ei tohi koondproov olla viiksem
kui 1 kg.

LOPP-PROOVI KOGUSELISED NOUDED
Lopp-proovid

Analiiiisida tuleb vahemalt {iht 16pp-proovi. Analiilisitavas 10pp-proovis
sisalduv kogus ei tohi olla viiksem jérgmistest nditajatest:

Tahke so6t 500 g (*) (**) (**%)

Vedel voi poolvedel so6t 500 ml (*)

(*) Vastavalt méirusele (EL) nr 619/2011 peab geneetiliselt muundatud mater-
jali olemasolu kontrollimiseks vdetav 1opp-proov sisaldama vahemalt 10 000
seemet/tera. Seega peab maisi puhul olema 16pp-proov vihemalt 3 000 g ja
sojaoa puhul 2 000 g. Teiste seemnete ja terade puhul, nagu oder, hirss,
kaer, riis, nisu ja raps, sisaldab 500 g 13pp-proov rohkem kui 10 000 seemet.

(**) Kui koondproov on mirksa viiksem kui 4 kg vdi liitrit (vt punkti 6
allmérkus), vdib votta ka viiksema 18pp-proovi, tingimusel, et seda kirjel-
datakse ja see dokumenteeritakse proovivotuaruandes.

(***) Pestitsiidijadkide méadramiseks kaunviljas, teraviljas ja péhklipuu viljades
peab 15pp-proovi miinimumkogus olema komisjoni direktiivi 2002/63/EU
(ELT L 187, 16.7.2002, 1k 30) sitete kohaselt 1 kg.
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8.1.

8.2.
8.2.1.

PROOVIVOTUMEETOD VAGA SUURTE PARTIIDE JAOKS JA
SELLISTE PARTIIDE JAOKS, MIDA LADUSTATAKSE VOI
TRANSPODITAKSE NII, ET KOGU PARTII ULATUSES EI OLE
VOIMALIK PROOVE VOTTA

Uldpéhimatted

Kui partii ladustamine voi transportimine ei vdimalda votta liksikproove
kogu partiist, tuleks eelistatult votta sellisest partiist proove laadimise
ajal.

Suurtesse sddda hoidmiseks ettendhtud ladudesse tuleks soovitada
soodakditlejatel paigaldada (automaatsed) proovivotuseadmed, millega
on voimalik votta proove kogu ladustatud partiist.

Kui proove voetakse 8. peatiikis satestatud viisil, tuleb soddakditlejat voi
tema esindajat teavitada proovivotumenetlusest. Kui soodakiitleja voi
tema esindaja seab kahtluse alla kdnealuse proovivotumeetodi, peab
soodakditleja voi tema esindaja lubama paddeval asutusel votta proove
kogu partiist ja katma kulud.

Laevaga transporditavad suured partiid
Laevaga transporditavast partiist litkuvast tootest proovide votmine

Suurtest partiidest, mida transporditakse laevaga, voetakse eeclistatult
proove laadimise ajal (kui toode on liikuv).

Proove vdetakse igast lastiruumiosast (osast, mida on voimalik fiiiisiliselt
eraldada) Kuna lastiruumi osi tithjendatakse eraldi, kaob lattu laadimise
kéigus osade fiilisiline eraldatus. Proove voib votta kas algse fiilisilise
eraldatuse olukorras voi pédrast lattu viimist.

Laeva lossimine voib kesta mitu pdeva. Proove tuleks tavaliselt votta
korrapdraste ajavahemike jdrel kogu lossimise ajal. Alati ei ole aga
moistlik ega asjakohane, et ametlik inspektor on proovivotuks kohal
kogu lossimise ajal. Seepdrast on lubatud proove vdtta kogu partii
iihest osast (proovipartiist). Uksikproovide arv miiratakse vastavalt
proovipartii suurusele.

Kui proovid vdetakse s66dast, mis on sama klassi voi sama kirjeldusega
soodapartii osa ja kui on kindlaks tehtud, et kdnealune alampartii ei
vasta ELi nduetele, tuleb eeldada, et kogu selle partii s66t on ithesugune,
vélja arvatud juhul, kui iksikasjaliku hindamise kaigus selgub, et
puuduvad tdendid selle kohta, et iilejddnud osa partiist ei vasta ELi
nduetele.

Ka siis, kui ametlikud proovid voetakse automaatselt, on inspektori
kohalolek vajalik. Kui proovid voetakse automaatselt ja vastavalt eelne-
valt kindlaks méératud nditajatele, mida ei saa muuta proovide vOtmise
ajal, ning kui tiksikproovid kogutakse pitseeritavasse anumasse, nii et
sedasi hoitakse dra igasugused pettused, peab inspektor olema kohal
ainult proovivotu alguses, iga kord, kui proovianumat vahetatakse, ja
proovivotu 1opus.
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8.2.2.

8.3.

8.4.
8.4.1.

8.4.2.

8.4.2.1.

8.4.2.2.

Laevaga transporditavast partiist liikumatust tootest proovide vétmine

Kui proove voetakse liikumatust tootest, tuleb kasutada sama menetlust,
mis on ette ndhtud tlalt ligipddsetavatest ladudest (s66da tornhoidlatest)
proovide votmiseks (vt punkti 8.4.1).

Proove tuleb vétta partii (lastiruumi) ligipa#setavast osast (iilalt). Uksik-
proovide arv médratakse vastavalt proovipartii suurusele. Kui proovid
voetakse soddast, mis on sama klassi v3i sama kirjeldusega s66dapartii
osa ja kui on kindlaks tehtud, et konealune alampartii ei vasta ELi
nduetele, tuleb ecldada, et kogu partii s66t on tihesugune, vélja arvatud
juhul, kui iiksikasjaliku hindamise kdigus selgub, et puuduvad tdendid
selle kohta, et iilejddnud osa partiist ei vasta ELi nduetele.

Proovide vétmine laos hoitavast suurest partiist

Proove tuleb vdtta partii ligipddsetavast osast. Uksikproovide arv miira-
takse vastavalt proovipartii suurusele. Kui proovid voetakse soddast, mis
on sama klassi vdi sama kirjeldusega sdddapartii osa ja kui on kindlaks
tehtud, et konealune alampartii ei vasta ELi nduetele, tuleb ecldada, et
kogu partii s66t on iihesugune, vélja arvatud juhul, kui tksikasjaliku
hindamise kéigus selgub, et puuduvad téendid selle kohta, et iilejddnud
osa partiist ei vasta ELi nGuetele.

Proovide votmine hoidlatest (so6da tornhoidlatest)
Proovide votmine iilalt (kergesti) ligipddsetavatest mahutitest

Proove tuleb vétta partii ligipassetavast osast. Uksikproovide arv miira-
takse vastavalt proovipartii suurusele. Kui proovid voetakse soddast, mis
on sama klassi voi sama kirjeldusega so6dapartii osa ja kui on kindlaks
tehtud, et konealune alampartii ei vasta ELi nduetele, tuleb eeldada, et
kogu partii s66t on iihesugune, vilja arvatud juhul, kui tiksikasjaliku
hindamise kdigus selgub, et puuduvad tdendid selle kohta, et iilejddnud
osa partiist ei vasta ELi nGuetele.

Proovide vétmine hoidlatest, millele puudub juurdepdds iilalt (suletud
mahutid)

Hoidlad, millele puudub juurdepédds ilalt (suletud
mahutid), mahuga > 100 tonni

Sellistest mahutitest ei ole vdimalik paigalseisvast sdddast proove votta.
Kui on vaja proove vitta mahutis olevast soddast, mida ei saa liigutada,
tuleb kiitlejaga kokku leppida, et ta teatab, kui mahutist hakatakse soo6ta
vélja laadima, et siis soddast proove votta.

Hoidlad, millele puudub juurdepédds ilalt (suletud
mahutid), mahuga < 100 tonni

Proovivotuks tuleb anumasse votta 50-100 kg toodet ja proove tuleb
votta sellest kogusest. Koondproovi suurus sdltub kogu partii suurusest
ning tksikproovide arv sdltub proovivotuks anumasse vdetud toote
kogusest. Kui proovid vdetakse sdddast, mis on sama klassi voi sama
kirjeldusega sdddapartii osa ja kui on kindlaks tehtud, et konealune
alampartii ei vasta ELi nduetele, tuleb eeldada, et kogu partii s66t on
ihesugune, vilja arvatud juhul, kui tksikasjaliku hindamise kaigus
selgub, et puuduvad tdendid selle kohta, et iilejddnud osa partiist ei
vasta ELi nduetele.
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8.5.

9.1.

9.2.

9.2.1.

9.2.2.

9.2.3.

Proovide votmine suurtes suletud mahutites olevast lahtisest soodast

Sellistest partiidest saab sageli proove votta alles siis, kui toode on vélja
laaditud. Mdnikord ei ole vdimalik toodet vélja laadida impordi- vai
kontrollipunktis ja proove tuleb votta viljalaadimiskohas.

PROOVIDE VOTMISE, ETTEVALMISTAMISE JA PAKENDAMISE
JUHISED

Uldkirjeldus

Proovid tuleb votta ja ette valmistada liigse viivituseta ning votta toote
muutumise ja saastumise valtimiseks vajalikud ettevaatusabindud.
Toovahendid ja -pinnad ning proovide hoidmiseks ettendhtud anumad
peavad olema puhtad ja kuivad.

Uksikproovid

Uksikproove védetakse pisteliselt kogu proovipartii ulatuses ja need
peavad olema ligikaudu vordse suurusega.

Uksikproov peab olema vihemalt 100 g vdi kerge koresddda puhul
25 g.

Kui punktis 8 sétestatud proovivotueeskirjade kohaselt tuleb votta vahem
kui 40 iksikproovi, méidratakse iiksikproovi suurus vastavalt ndutava
koondproovi suurusele (vt punkti 6).

Kui proove vdetakse viikestest pakendatud sd6da partiidest, mille puhul
on vaja votta viike arv iiksikproove, peab iliksikproov olema iihe origi-
naalpakketihiku sisu, kui pakkeiihik ei ole suurem kui 1 kg véi 1 1.

Kui soddapakendid on viikesed (nt < 250 g), sdltub liksikproovi suurus
pakendi suurusest.

Lahtine soot

Vajaduse korral voib proove votta partii lilkumise (peale- voi mahalaa-
dimise) ajal.

Pakendatud soot

Pirast seda, kui proovivotmiseks on 5. peatiiki kohaselt vajalik arv
pakendeid vilja valitud, voetakse puuri voi kiihvli abil osa iga pakendi
sisust. Vajaduse korral vdetakse proovid pérast seda, kui pakendid on
iikshaaval tiithjendatud.

Homogeenne véi homogeenitav vedel voi poolvedel soot

Pérast seda, kui proovivotmiseks on punkti 5. peatiiki kohaselt vajalik
arv mahuteid vilja valitud, homogeenitakse vajaduse korral nende sisu ja
voetakse vajalik kogus igast mahutist.

Uksikproove voib votta mahutite tithjendamise ajal.
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9.2.4.

9.2.5.

9.3.

9.4.

Mittehomogeenitav vedel véi poolvedel s66t

Pérast seda, kui proovivotmiseks on 5. peatiiki kohaselt vajalik arv
mahuteid vélja valitud, voetakse proovid eri tasemetelt.

Proove vdib votta ka mahutite tiithjendamise ajal, kuid mitte esimestest
kihtidest.

Molemal juhul peab vdetav kogus olema vdhemalt 10 liitrit.

Soodabriketid ja lakukivid

Pirast seda, kui proovivotmiseks on 5. peatiiki kohaselt vajalik arv
brikette voi kive viélja valitud, vOetakse osa igast briketist vdi kivist.
Kui on kahtlusi, et kivi voi brikett ei ole iihtlase koostisega, vdetakse
prooviks kogu brikett voi kivi.

Kui iga briketi voi lakukivi kaal on kuni 1 kg, loetakse tiksikprooviks
tihe kivi voi briketi sisu.

Koondproovide ettevalmistamine

Uhtne koondproov saadakse iiksikproovide kokkusegamise abil.

Lopp-proovide ettevalmistamine

Koondproovi materjal segatakse hoolega ().

— Iga proov pannakse sobivasse mahutisse/anumasse. Tuleb vétta kdik
vajalikud ettevaatusabindud, et viltida muutusi proovi koostises,
saastumist vOi voltsimist, mis vdivad tekkida transportimise voi
ladustamise ajal.

— Kui kontrollitakse so6ta, milles koostisosad vdi ained on iihtlaselt
jaotunud, voib koguda esindusliku vdhendatud koondproovi, mille
suurus on vidhemalt 2,0 kg vdi 2,0 1 (vdhendatud proov), (?) kasu-
tades eelistatult mehaanilist v3i automaatset jagajat. Et kontrollida
pestitsiidide jddke kaunviljades, teravilja terades ja pahklipuu
viljades, peab vidhendatud proovi suurus olema véhemalt 3 kg. Kui
s60da olemus ei vdimalda kasutada jagajat voi kui jagajat ei ole,
tuleb proovi vdhendada kvarteerimismeetodil. Véhendatud proovidest
valmistatakse enam-vdhem iihesuurused ja 7. peatiiki koguselistele
nduetele vastavad 16pp-proovid (kontrollproov, apellatsiooniproov
ja vordlusproov). Kui kontrollitakse koostisosi, sealhulgas geneetili-
selt muundatud materjali, vOi aineid, mis vdivad tdendoliselt olla
ebatihtlaselt jaotunud s6ddamaterjalis, peab koondproov olema:

— tdiesti homogeenitud ja seejérel 10pp-proovideks jagatud voi

— vihendatud suuruseni vihemalt 2 kg vdi 2 1(3) mehaanilise voi
automaatse jagajaga; kui sodda olemuse tottu ei ole voimalik
jagajat kasutada, voib proovi vdhendada ka kvarteerimismeetodil.
Et kindlaks teha geneetiliselt muundatud materjali olemasolu
vastavalt médrusele (EL) nr 619/2011, peab vidhendatud proovis
olema vdhemalt 35 000 seemet/terist, et sellest saaks vdhemalt
10 000 seemet sisaldava kontrollproovi, apellatsiooniproovi ja
vordlusproovi (vt 6. peatiiki allmirkus (**) ja 7. peatiiki
allmarkus (*)).

(Y) Koik tiikid purustatakse (vajaduse korral vdetakse need proovist vilja ja pannakse parast

purustamist tagasi).
(®) Vilja arvatud kerge kuiv- ja koresoot.
(®) Vilja arvatud kerge kuiv- ja koresoot.
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9.5.

9.6.

Proovi pakendamine

Mahutid ja pakendid peavad olema pitseeritud niimoodi, et ilma pitserit
1ohkumata ei oleks vdimalik neid avada. Pitser peab hdlmama kogu
margist.

Proovide saatmine laboratooriumi

Proov koos analiilisiks vajaliku teabega tuleb viivitamata saata kindlaks-
madratud laboratooriumi analiiiisimiseks.

PROOVIVOTUARUANNE

Iga proovivotu kohta tuleb teha aruanne, mis vdimaldab iga proovipar-
tiid ja selle suurust iiheselt kindlaks teha.

Aruandesse tuleb kanda ka koik korvalekalded kdesolevas médruses
sitestatud proovivGtumenetlusest.

Aruanne tuleb teha kéttesaadavaks nii ametlikule kontrollilaboratooriu-
mile kui ka soodakaiitlejale ja/vdi soddakditleja médratud laboratooriu-
mile.
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3.1.1.

II LISA
SOODA ANALUUSIMEETODITE ULDSATTED

A. PROOVIDE ETTEVALMISTAMINE ANALUUSIKS
Eesméirk

Allpool kirjeldatud menetlused on ette ndhtud kontrollilaboratooriumi-
desse saadetud proovide ettevalmistamiseks analiiiisiks pérast proovi
votmist I lisa sétete kohaselt.

Laboratoorsed proovid tuleb ette valmistada nii, et analiiiisimeetodites
sdtestatud viisil kaalutud kogused oleksid iihtlased ja esindaksid 16pp-
proove.

Ettevaatusabinoud

Proovide ettevalmistamine sdltub kasutatavatest analiilisimeetoditest ning
koostisosadest ja ainetest, mida on vaja uurida. Seepérast on viga oluline
tagada, et proov valmistataks ette vastavalt kasutatavale analiiisimeeto-
dile ning koostisosadele ja ainetele, mida on vaja uurida.

Koik vajalikud toimingud tuleb teha nii, et véltida proovi saastumist ja
selle koostise muutumist.

Jahvatada, segada ja sdeluda tuleb viivitamata, et proovi kokkupuude
ohu ja valgusega oleks minimaalne. Kasutada ei tohi veskeid ega jahva-
tajaid, mis proovi mérgatavalt kuumendavad.

Kuumuse suhtes eriti tundlikku sodta soovitatakse jahvatada kaisitsi.
Samuti tuleb tagada, et seadmed ise ei oleks saastumisallikaks.

Kui proovi ei ole voimalik ette valmistada nii, et selle niiskusesisalduses
oluliselt ei muutu, méaratakse niiskusesisaldus enne ja pérast ettevalmis-
tamist III lisa A osas sétestatud meetodil.

Menetlus
Uldmenetlus

Uuritav kogus voetakse 10pp-proovist. Jagamiseks ei soovitata koonuse-
kujulist proovijagajat ega nn jagamisristi, s o neljaks jagamise (kvartee-
rimise) meetodit, sest sellega voib kaasneda alamproovide jaotuses suur
viga.

S66t, mida saab kohe jahvatada

— Sdelutud 16pp-proov segatakse ja kogutakse sobivasse puhtasse ja
kuiva ohukindlalt suletavasse ndusse. Téielikuks homogeenimiseks
tuleb proovi vahetult enne analiilisikoguse viljakaalumist veel kord
segada (uuritav kaalutis).

S06t, mida saab jahvatada pédrast kuivatamist

— Kui analiiiisimeetodites ei ole teisiti ette ndhtud, tuleb 16pp-proovi
kuivatada vastavalt III lisa A osas nimetatud niiskusmadramismee-
todi punktis 4.3 kirjeldatud eelkuivatamisele niiskusesisalduseni
8-12 %. Jatkatakse punktis 3.1.1 kirjeldatud viisil.
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3.2

Vedel vdi poolvedel sd6t

— Lopp-proov kogutakse sobivasse puhtasse ja kuiva Ghukindlalt sule-
tavasse ndusse. Taielikuks homogeenimiseks tuleb proovi vahetult
enne analiilisikoguse véljakaalumist pdhjalikult segada (uuritav
kaalutis).

Muu séot

— Selliseid 16pp-proove, mida ei saa ette valmistada monel eespool
nimetatud viisil, tuleb toddelda mis tahes muul viisil, mis tagab, et
analiiisiks kaalutud kogused (uuritav kaalutis) on homogeensed ja
esindavad 16pp-proove.

Erimenetlus uurimiseks vaatluse teel voi mikroskoobiga voi juhul, kui
kogu koondproov on homogeenitud

— Vaatluse teel (kui ei kasutata mikroskoopi) uuritakse kogu labora-
toorset proovi.

— Mikroskoobiga uurimiseks voib laboratoorium védhendada koond-
proovi voi vdhendatud proovi. Lopp-proovid apellatsiooniks ja vaja-
duse korral vordluseks voetakse sama menetlusega kui 16pp-proov
kontrollimiseks.

— Kui homogeenitakse kogu koondproov, vodetakse 15pp-proovid
homogeenitud koondproovist.

Proovide hoidmine

Proove tuleb hoida temperatuuril, mis ei muuda nende koostist. Vitamii-
nide voi eriti valgustundlike ainete analiiiisiks ettendhtud proove tuleb
hoida nii, et valgus proove ei kahjustaks.

B. SATTED ANALUUSIMEETODITES KASUTATAVATE REAK-
TIIVIDE JA SEADMETE KOHTA

Kui analiiiisimeetodites ei ole teisiti sdtestatud, peavad koik analiititilised
reaktiivid olema analiiiitilise puhtusega (a.p.). Mikroelementide mééra-
misel tuleb reaktiivide puhtust kontrollida pimekatsega. Sdltuvalt saadud
tulemustest voib olla vaja reaktiive tdiendavalt puhastada.

Iga lahuste valmistamise, lahjendamise, loputamise v0i pesemise
toiming, mida on analiilisimeetodites nimetatud ilma kasutatava lahusti
vdi lahjendi laadile viitamata, eeldab vee kasutamist. Uldjuhul peab vesi
olema demineraliseeritud voi destilleeritud. Teatavatel juhtudel, millele
analiilisimeetodites viidatakse, tuleb veega teha erilised puhastusprotse-
duurid.

Kontrollilaboratooriumides tavaliselt leiduvaid seadmeid silmas pidades
viidatakse analiilisimeetodites ainult nendele instrumentidele ja vahendi-
tele, mis on erilised voi nduavad erilist kasutamisviisi. Seadmed peavad
olema puhtad, eriti vdga viikeste ainekoguste méadramisel.
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C. ANALUUSIMEETODITE KASUTAMINE JA TULEMUSTE
ESITAMINE

1. Ekstraktsioonimenetlus

Mitmete meetodite puhul on maédratud eraldi ekstraktsioonimenetlus.
Uldjuhul v&ib peale meetodis viidatud menetluse teisi ekstraktsioonime-
netlusi kasutada juhul, kui on tdendatud, et kasutatav ekstraktsioonime-
netlus on pdhiaine analiilisiks sama tdhus kui meetodis nimetatud
menetlus.

2. Puhastusmenetlus

Mitme meetodi puhul on médratud eraldi puhastusmenetlus. Uldjuhul
voib peale meetodis viidatud menetluse teisi puhastusmenetlusi kasutada
juhul, kui on tdendatud, et kasutatav puhastusmenetlus annab uuritava
aine analiilisimisel meetodis nimetatud menetlusega samavaérsed analiiii-
situlemused.

3. Maiidramiste arv

Kui soovimatute ainete analiiiisimisel on esimese médramise tulemus
oluliselt (> 50 %) vidiksem kui kontrollitavas tootekirjelduses, ei ole
vaja teha enam tdiendavaid médramisi, juhul kui kasutatakse asjakoha-
seid kvaliteedimenetlusi. Muudel juhtudel on vajalik kordusanaliiiis
(teistkordne médramine), et vélistada sisemise ristsaastumise ja juhusliku
proovide segunemise voimalust. M3dteméadramatust arvesse vottes kasu-
tatakse noduetele vastavuse hindamisel kahe analiiiisi keskmist.

Kui aine v&i koostisosa deklareeritud sisalduse kontrollimisel kinnitab
esimese madramise tulemus deklareeritud sisaldust, st analiiiisitulemus
jéab deklareeritud sisalduse lubatud korvalekalde piiresse, ei ole vaja
teha enam tdiendavaid médramisi, juhul kui kasutatakse asjakohaseid
kvaliteedimenetlusi. Muudel juhtudel on vajalik kordusanaliiiis (teist-
kordne médramine), et vilistada sisemise ristsaastumise ja juhusliku
proovide segunemise voimalust. M3dtemadramatust arvesse vottes kasu-
tatakse nouetele vastavuse hindamisel kahe analiiiisi keskmist.

Teatavatel juhtudel on lubatud korvalekalde vahemik kindlaks méératud
oigusaktis, néditeks Euroopa Parlamendi ja ndukogu 13. juuli 2009. aasta
migruses (EU) nr 767/2009 sooda turuleviimise ja kasutamise kohta,
millega muudetakse Euroopa Parlamendi ja ndukogu miirust (EU)
nr 1831/2003 ning tunnistatakse kehtetuks ndukogu direktiivid
79/373/EMU, 82/471/EMU, 83/228/EMU, 93/74/EMU, 93/113/EU ja
96/25/EU, komisjoni direktiiv 80/511/EMU ning komisjoni otsus
2004/217/EU (V).

4. Kasutatavast analiiiisimeetodist teatamine

Analiiiisiaruandes peab olema nimetatud, millist analiiisimeetodit
kasutatakse.

5. Aruandlus analiiiisitulemuste kohta

Analiiiisitulemused esitatakse analiilisimeetodis kehtestatud viisil sobiva
arvu tiilvenumbritega ja vajaduse korral parandatakse seda vastavalt 15pp-
proovi niiskusesisaldusele enne ettevalmistamist.

(") ELT L 229, 1.9.2009, 1k 1.
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Mbodtemiadramatus ja saagis soovimatute ainete analiiiisil

Silmas pidades Euroopa Parlamendi ja ndukogu direktiivi 2002/32/EU
tdhenduses soovimatuid aineid, loetakse so0daks ettendhtud tooted
kehtestatud piirnormile mittevastavaks, kui niiskusesisaldusele 12 %
vastav analiilisitulemus {letab piirmééra, vottes arvesse laiendméirama-
tust ja saagise parandit. Vastavuse hindamiseks kasutatakse analiilisiga
médratud ja saagise parandiga parandatud sisaldust, millest on lahutatud
laiendméadramatus. Seda menetlust v3ib kasutada vaid juhul, kui analiiii-
simeetod vdimaldab hinnata mddtemédramatust ja saagise parandit (nt ei
ole see vdimalik mikroskoopilise analiilisi puhul).

Analiiiisitulemus esitatakse jargmiselt (kuivord kasutatud analiitisimeetod
voimaldab hinnata mddteméairamatust ja saagist):

a) saagisega parandatult, saagis peab olema maérgitud. Saagise parandit
ei ole vaja, kui saagis on 90-110 %;

b) kujul ,x + U”, kus x on analiiiisitulemus ja U on laiendméiramatus,
kui kasutatakse kattetegurit 2, millele vastab usaldusvéddrsuse tase
95 %.

Kui analiiiisi tulemus on oluliselt (> 50 %) vidiksem kui kontrollitava
nditaja véirtus ja kui kasutatakse asjakohaseid kvaliteedimenetlusi ning
analiilisi eesmérk on vaid kontrollida vastavust digusnormidele, ei ole
analiiiisitulemuses vaja esitada saagise parandit ning saagise ja mddte-
méadramatuse voib sel juhul dra jétta.
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111 LISA

SOODATOORAINE JA SEGAJOUSOODA KOOSTISE KONTROLLI-

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

Q]

MISE ANALUUSIMEETODID

A. NIISKUSESISALDUSE MAARAMINE
Eesmirk ja rakendusala

Selle meetodiga on vdimalik méérata s6oda niiskusesisaldust. Lenduvaid
aineid, nditeks orgaanilisi happeid sisaldava sodda puhul tuleb jélgida, et
koos niiskusesisaldusega médrataks ka oluline osa lenduvatest ainetest.

See ei hdlma piimatoodete kui séddatooraine analiiiisi, mineraalainete ja
peamiselt mineraalainetest koosnevate segude analiiiisi, loomsete ja taim-
sete rasvade ja Olide analiiiisi ega Oliseemnete ja Oliviljade analiiiisi.

Pohiméte

Proov kuivatatakse kindlaksmaératud tingimustel, mis varieeruvad soltu-
valt s6dda laadist. Massikadu méaratakse kaalumise teel. Suure niisku-
sesisaldusega tahket soota tuleb eelnevalt kuivatada.

Seadmed

Niiskust mitteneelavast materjalist purusti, mis vastab punktides 4.1.1 ja
4.1.2 sidtestatud nduetele, mida on lihtne puhastada ning millega on
voimalik kiiresti ja ihtlaselt purustada nii, et ei tekiks mérgatavat
kuumenemist ja et proov puutuks vdimalikult vihe kokku valiskeskkon-
naga (nt vasarpurustaja vOi vesijahutusega mikropurustaja, kokkupandav
koonusveski, aeglustatud litkumisega purustaja vdi hammasratastega
purustaja).

Analiiiitilised kaalud tdpsusega 1 mg.

Ohukindlalt suletavad roostevabast metallist vi klaasist kuivad anumad
pohjaga, millele saab analiiiisitavat proovi laotada tihedusega 0,3 g/cm?.

Reguleeritava temperatuuriga (+ 2 °C) elektriline kuivatuskapp, mis on
nduetekohaselt  ventileeritav  ja  vdimaldab temperatuuri kiiresti
reguleerida (1).

Reguleeritava temperatuuriga elektriline vaakumkuivatuskapp, mis on
varustatud dlipumbaga ning kuhu saab juhtida kuuma ja kuiva Ghku
voi kuhu pannakse kuivatusainet (nt kaltsiumoksiidi).

Eksikaator, millel on paks avadega metall- v3i portselanalus ning mis
sisaldab tohusat kuivatusainet.

Too kaik

NB! Kéesolevas punktis kirjeldatud toimingud tuleb teha kohe péarast
proovi sisaldavate pakendite avamist. Tuleb teha vdhemalt kaks
analiitisi.

Teravilja, jahu, tangude ja manna kuivatamisel peab kuivatuskapi soojusmahutavus

olema selline, et seatuna temperatuurile 131 °C saavutab kuivatuskapp pérast maksi-
maalse arvu uuritavate proovide itheaegselt kuivatuskappi kuivama panemist selle tempe-
ratuuri uuesti vdhem kui 45 minuti jooksul. Ventilatsioon peab olema selline, et kui
kuivatuskapis on kahe tunni jooksul kuivatatud nii suurel arvul pehme nisu proove,
kui kapp neid mahutab, erinevad saadud tulemused neljatunnise kuivatamise tulemustest
vihem kui 0,15 %.



02009R0152 — ET — 16.11.2020 — 007.001 — 20

4.1.

4.1.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.23.

Ettevalmistus

Muu s66t kui punktides 4.1.2 ja 4.1.3 nimetatud
sO0t

Voetakse vihemalt 50 g proovi. Vajaduse korral proov purustatakse voi
tehakse tiikkideks, et viltida niiskusesisalduse kdikumist (vt punkt 6).

Teravili ja tangud

Voetakse vdhemalt 50 g proovi. Proov jahvatatakse osakesteks, millest
viahemalt 50 % pudeneb ldbi sdela, mille avade suurus on 0,5 mm, ja
soelale, mille immarguste avade suurus on 1 mm, ei jad rohkem kui
10 %.

Vedel voi pastataoline s006t, peamiselt Slidest ja
rasvadest koosnev s60t

Voetakse umbes 25 g proovi, kaalutakse see 10 mg tdpsusega, lisatakse
vajalik kogus 10 mg tdpsusega kaalutud veevaba liiva ja segatakse kuni
iihtlase toote saamiseni.

Kuivatamine

Muu s66t kui punktides 4.2.2 ja 4.2.3 nimetatud
SO0t

Kaanega anum (3.3) kaalutakse tdpsusega 1 mg. Teadaoleva kaaluga
anumasse pannakse umbes 5 g proovi, mis on kaalutud 1 mg tépsusega,
ja laotatakse see iihtlaselt laiali. Kaaneta anum pannakse eelnevalt
temperatuurini 103 °C kuumutatud kuivatuskappi. Anum asetatakse
kuivatuskappi voimalikult kiiresti, et viltida kuivatuskapi jahtumist.
Lastakse kuivada neli tundi, mida arvestatakse alates hetkest, mil kuiva-
tuskapi temperatuur on jille 103 °C. Kaas asetatakse tagasi anumale,
anum voetakse kuivatuskapist vilja, lastakse 30—45 minutit eksikaatoris
(3.6) jahtuda ja kaalutakse 1 mg tépsusega.

Peamiselt Glidest ja rasvadest koosneva s66da puhul kuivatatakse proovi
kuivatuskapis temperatuuril 130 °C tdiendavalt 30 minutit. Kahe kaalu-
mistulemuse erinevus ei tohi olla suurem kui 0,1 % niiskust.

Teravili, jahu, tangud ja manna

Kaanega anum (3.3) kaalutakse tdpsusega 0,5 mg. Teadaoleva kaaluga
anumasse pannakse umbes 5 g peenestatud proovi, mis on kaalutud 1
mg tdpsusega, ja laotatakse see iihtlaselt laiali. Kaaneta anum pannakse
eelnevalt temperatuurini 130 °C kuumutatud kuivatuskappi. Anum aseta-
takse kuivatuskappi voimalikult kiiresti, et véltida kuivatuskapi jahtu-
mist. Lastakse kuivada kaks tundi, mida arvestatakse alates hetkest,
mil kuivatuskapi temperatuur on jille 130 °C. Kaas asetatakse tagasi
anumale, anum voetakse kuivatuskapist vilja, lastakse 3045 minutit
eksikaatoris (3.6) jahtuda ja kaalutakse 1 mg tépsusega.

Segajousoot, mis sisaldab iile 4 % sahharoosi voi laktoosi: sdddatoor-
aine, nt jaanikaunad, hiidroliiiisitud teraviljasaadused, linnaseseemned,
kuivatatud peediliistakud, kalast ja suhkrust valmistatud lahustuvsoot;
segajousoot, mis sisaldab rohkem kui 25 % mineraalsooli, sh
kristallisatsioonivesi.

Kaanega anum (3.3) kaalutakse tdpsusega 0,5 mg. Teadaoleva kaaluga
anumasse pannakse umbes 5 g proovi, mis on kaalutud 1 mg tdpsusega,
ja laotatakse see iihtlaselt laiali. Kaaneta anum pannakse eelnevalt
temperatuurini  80-85 °C  kuumutatud vaakumkuivatuskappi (3.5).
Anum asetatakse kuivatuskappi voimalikult kiiresti, et valtida kuivatus-
kapi jahtumist.

Rohk tdstetakse 100 torrini ja proovil lastakse sellise rdhu all kas kuuma
ja kuiva ohu voolus voi kuivatusaine juuresolekul (umbes 300 g 20
proovi kohta) umbes neli tundi kuivada. Kui kasutatakse kuivatusainet,



02009R0152 — ET — 16.11.2020 — 007.001 — 21

43.

43.1.

5.1

5.2.

ihendatakse vaakumpump pérast ettendhtud rohu saavutamist lahti.
Kuivamisaega arvestatakse alates hetkest, mil kuivatuskapi temperatuur
on jille 80-85 °C. Ettevaatlikult taastatakse kuivatuskapis atmosfééri-
rohk. Kuivatuskapp avatakse, kaas asectatakse kohe anumale, anum
voetakse kapist vélja, lastakse jahtuda eksikaatoris (3.6) 3045 minutit
ja kaalutakse 1 mg tdpsusega. Kuivatatakse veel 30 minutit vaakumkui-
vatuskapis temperatuuril 80-85 °C ning kaalutakse uuesti. Kahe kaalu-
mistulemuse erinevus ei tohi olla suurem kui 0,1 % niiskust.

Eelkuivatamine
Muu s66t kui punktis 4.3.2 nimetatud s66t

Tahket sd6ta, mille purustamist suur niiskusesisaldus raskendab, tuleb
jargmisel viisil eelnevalt kuivatada:

50 g purustamata proovi (pressitud voi aglomeeritud sddda voib vaja-
duse korral tiikkideks teha) kaalutakse 10 mg tdpsusega ja pannakse
sobivasse anumasse (nt 20 cm x 12 cm alumiiniumplaat, millel on
0,5 cm serv). Lastakse kuivatuskapis temperatuuril 60-70 °C kuivada,
kuni niiskusesisaldus on 8-12 %. Anum vdetakse kuivatuskapist vilja,
lastakse laboratooriumis iiks tund ilma kaaneta jahtuda ja kaalutakse
10 mg tidpsusega. Purustatakse viivitamata punkti 4.1.1 kohaselt ja
kuivatatakse punkti 4.2.1 v&i 4.2.3 kohaselt vastavalt s66da laadile.

Teravili

Terasid, mille niiskusesisaldus on iile 17 %, tuleb jargmisel viisil eelne-
valt kuivatada:

50 g jahvatamata teri kaalutakse 10 mg tépsusega ja pannakse sobivasse
anumasse (nt 20 cm x 12 cm alumiiniumplaat, millel on 0,5 cm serv).
Lastakse 5-7 minutit kuivatuskapis temperatuuril 130 °C kuivada.
Voetakse kuivatuskapist vilja, lastakse laboratooriumis kaks tundi ilma
kaaneta jahtuda ja kaalutakse 10 mg tdpsusega. Jahvatatakse viivitamata
punkti 4.1.2 kohaselt ja kuivatatakse punkti 4.2.2 kohaselt.

Tulemuste arvutamine
Niiskusesisaldus (X) arvutatakse protsendiméédrana proovist jargmiste

valemite abil.

Kuivatamine ilma eelkuivatamiseta

X:MXIOO
m

kus:

m analiilisitava proovi esialgne mass grammides,

my = kuiva analiiiisitava proovi mass grammides.

Kuivatamine koos eelkuivatamisega

- 100
X, = (my —mo) Xmy x—:lOOx(lfomo)
mp m m X mp

m = analiilisitava proovi esialgne mass grammides,
m; = analiilisitava proovi mass grammides pérast eelkuivatamist,

8
[

= analiilisitava proovi mass grammides pérast purustamist voi
jahvatamist,

my = kuiva analiilisitava proovi mass grammides.
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5.3.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

Korratavus

Sama prooviga tehtud kahe paralleelse madramise tulemuste erinevus ei
tohi olla suurem kui 0,2 % niiskuse absoluutvéartusest.

Téhelepanek

Kui purustamine osutub vajalikuks ja kui sellega muutub toote niisku-
sesisaldus, tuleb sddda koostisosade analiiliside tulemusi korrigeerida
esialgsel kujul proovi niiskusesisalduse pohjal.

B. LOOMSETE JA TAIMSETE RASVADE JA OLIDE NIISKUSE-
SISALDUSE MAARAMINE

Eesmirk ja rakendusala

Selle meetodiga on vdimalik méérata loomsete ja taimsete rasvade ja
olide veesisaldust ja lenduvate ainete sisaldust.

Pohimote

Proov kuivatatakse temperatuuril 103 °C piisimassini (massikadu kahe
jarjestikuse kaalumise vahel peab olema 1 mg voi alla selle). Massikadu
madratakse kaalumise teel.

Seadmed

Korrosioonikindlast materjalist lamedapdhjaline anum, mille diameeter
on 8-9 cm ja korgus umbes 3 cm.

Tugevdatud kolviga termomeeter, mille iilaosas on paisumistoru, mis on
gradueeritud vahemikus umbes 80 °C kuni vdhemalt 110 °C ja mis on
umbes 10 cm pikkune.

Liivavann vai elektriline kuumutusplaat.
Tohusat kuivatusainet sisaldav eksikaator.
Analiititilised kaalud.

Too kaik

1 mg tidpsusega kaalutud umbes 20 g homogeenitud proovi pannakse
kuiva kaalutud anumasse (3.1), milles on termomeeter (3.2). Kuumuta-
takse liivavannil vOi kuumutusplaadil (3.3) termomeetriga pidevalt
segades, nii et temperatuur tduseb umbes 7 minutiga 90 °C-ni.

Kuumust vdhendatakse, jélgides anuma pdhjast kerkivate mullide sage-
dust. Temperatuur ei tohi tdusta iile 105 °C. Segamist jéitkatakse anuma
pohja kaapides, kuni mullide tekkimine 16peb.

Niiskuse tdielikuks korvaldamiseks kuumutatakse proovi mitu korda
temperatuurini 103 + 2 °C, jahutades kuumutamiste vahel proovi tempe-
ratuurini 93 °C. Lastakse jahtuda eksikaatoris (3.4) toatemperatuurini ja
kaalutakse. Protseduuri korratakse, kuni massikadu kahel jarjestikusel
kaalumisel ei ole iile 2 mg.

NB! Proovi massi suurenemine pérast korduvat kuumutamist viitab rasva
okstideerumisele, sel juhul arvutatakse tulemus enne massi suurene-
mist tehtud kaalumisel.

Tulemuste arvutamine

Niiskusesisaldus (X) arvutatakse protsendimddrana proovist jirgmise
valemi abil:

100
X=(m —mp) x —
m
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

kus:

m = analiiiisitava proovi mass grammides;
m; = anuma ja selle sisu mass grammides enne kuumutamist;
m, = anuma ja selle sisu mass grammides pérast kuumutamist.

Tulemused, mis on viiksemad kui 0,05 %, tuleb registreerida kujul ,,alla
0,05 %”.

Korratavus

Sama prooviga tehtud kahel paralleelsel madramisel saadud niiskusesi-
salduste erinevus ei tohi iiletada absoluutvéirtuses 0,05 %.

C. TOORVALGUSISALDUSE MAARAMINE
Eesmirk ja rakendusala

See meetod vdimaldab méérata toorvalgusisaldust s66das lammastikusi-
salduse alusel, mis méadratakse Kjeldahli meetodiga.

Pohimote
Proov lagundatakse véddvelhappega kataliisaatori manulusel. Happelahus
leelistatakse naatriumhiidroksiidi lahusega. Ammoniaak destilleeritakse

ja kogutakse mdoddetud véavelhappekogusesse, mille iilejadk tiitritakse
naatriumhiidroksiidi standardlahusega.

Teise vOimalusena destilleeritakse vabanenud ammoniaak boorhappe
lahuse iilejadki, millele jérgneb tiitrimine soolhappe voi védvelhappe
lahusega.

Reaktiivid

Kaaliumsulfaat.

Kataliisaator: vask(II)oksiid CuO voi vask(Il)sulfaatpentahiidraat CuSO,
SH,0.

Granuleeritud tsink.

Véivelhape, p20 = 1,84 g/ml.

Vadvelhape, standardne tiitrimislahus, ¢(H,SO4) = 0,25 mol/l.
Viaivelhape, standardne tiitrimislahus, ¢(H,SO,4) = 0,10 mol/lL.
Vaivelhape, standardne tiitrimislahus, c¢(H,SO,4) = 0,05 mol/lL.

Metiililpunane indikaator: 300 mg metiiiilpunast lahustatakse 100 ml
etanoolis, 0 = 95-96 % (Vv/v).

Naatriumhiidroksiidi lahus (vdib kasutada tehnilise puhtusega reaktiivi)
f =40 g/ 100 ml (m/v: 40 %).

Naatriumhiidroksiid, standardne tiitrimislahus, ¢(NaOH) = 0,25 mol/l.
Naatriumhiidroksiid, standardne tiitrimislahus, ¢(NaOH) = 0,10 mol/l.
Soolhappes pestud ja ldbikuumutatud pimsskivigraanulid.
Atseetaniliid (sulamistemperatuur = 114 °C; N = 10,36 %).
Sahharoos (ldmmastikuvaba).

Boorhape (H;BO3).

Metiiiilpunase indikaatorlahus: 100 mg metiiilpunast lahustatakse 100
ml etanoolis vdi metanoolis.
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5.2.

5.2.1.

Bromokresoolrohelise lahus: 100 mg bromokresoolrohelist lahustatakse
100 ml etanoolis v6i metanoolis.

Boorhappe lahus (10 g/l kuni 40 g/l olenevalt kasutatavatest vahendi-
test).

Kui rakendatakse kolorimeetrilist 10pp-punkti leidmist, tuleb metiiiilpu-
nase ja bromokresoolrohelise indikaatorid lisada boorhappe lahustesse.
Kui 1 liiter boorhappe lahust on ette valmistatud, tuleb enne vajaliku
mahuni korrigeerimist lisada 7 ml metiiiilpunase indikaatorlahust (3.16)
ja 10 ml bromokresoolrohelise lahust (3.17).

Olenevalt sellest, millist vett kasutatakse, v3ib boorhappe lahuse pH-tase
olla eri partiides erinev. Sageli on positiivse tulemuse saamiseks vaja
korrigeerida viikse leelisekogusega.

MARKUS: umbes 3—4 ml NaOH (3.11) lisamine 1 liitrisse 10 g/l boor-
happesse annab tavaliselt hdid tulemusi. Lahust tuleb hoida
toatemperatuuril ja kaitsta valguse ning ammoniaagiaurude
eest.

Soolhape, standardne tiitrimislahus c(HCI) = 0,10 mol/l.

MARKUS: kasutada voib ka teisi tiitrimislahuste (3.5, 3.6, 3.7, 3.10,
3.11, ja 3.19) kontsentratsioone, kui arvutustes tehakse
vastavad parandused. Kontsentratsioonid tuleb alati esitada
nelja kiimnendkoha tépsusega.

Seadmed

Seadmed, mis sobivad Kjeldahli meetodis ettendhtud lagundamise,
destilleerimise ja tiitrimise ldbiviimiseks.

Too kiik
Lagundamine

1 g proovi kaalutakse 0,001 g tédpsusega ja pannakse see mineraliseeri-
misaparaadi kolbi. Lisatakse 15 g kaaliumsulfaati (3.1), sobiv kogus
kataliisaatorit (3.2) (0,3-0,4 g vask(II)oksiidi voi 0,9-1,2 g vask(II)sul-
faadi pentahiidraati), 25 ml véddvelhapet (3.4) ja vajadusel mdned pimss-
kivigraanulid (3.12) ning segatakse.

Kolbi kuumutatakse esialgu moddukalt, aeg-ajalt loksutades, kuni mass
on sodestunud ja vaht kadunud; seejarel kuumutatakse intensiivsemalt
vedeliku piisiva keemiseni. Kuumutamine on kiillaldane, kui keev
hape kondenseerub kolvi seinale. Tuleb viltida seinte liigset kuumuta-
mist ja orgaanilise aine kleepumist seintele.

Kui lahus muutub selgeks ja heleroheliseks, jétkatakse keetmist veel
kahe tunni jooksul, seejérel jahutatakse.

Destilleerimine

Lisatakse ettevaatlikult piisav kogus vett, et tagada sulfaatide tdielik
lahustumine. Lastakse jahtuda ja seejérel lisatakse vajadusel moned graa-
nulid tsinki (3.3). Edasi toimida vastavalt punktile 5.2.1 voi 5.2.2.

Destilleerimine vddvelhappeks

Destilleerimisaparaadi kogumiskolbi pannakse tdpselt mdddetud 25 ml
véadvelhapet (3.5) voi (3.7), soltuvalt eeldatavast lammastikusisaldusest.
Lisatakse moni tilk metiiiilpunast indikaatorit (3.8).
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52.2.

5.3.

Mineraliseerimiskolb iithendatakse destilleerimisaparaadi jahutiga ja
jahuti ots viiakse kogumiskolvis olevasse vedelikku vdhemalt 1 cm
stigavusele (vt tdhelepanek 8.3). Mineraliseerimiskolbi valatakse aegla-
selt 100 ml naatriumhiidroksiidi lahust (3.9), véltides ammoniaagi kadu
(vt tdhelepanek 8.1). Kolbi kuumutatakse, kuni ammoniaak on iile
destilleeritud.

Destilleerimine boorhappeks

Kui destillaadi ammoniaagisisalduse tiitrimine toimub késitsi, siis raken-
datakse allpool nimetatud menetlust. Kui destilleerimisseade on tiisau-
tomaatne ning hdlmab ka destillaadi ammoniaagisisalduse tiitrimist, siis
jérgitakse tootja koostatud destilleerimisseadme kasutusjuhendit.

Kogumiskolb, mis sisaldab 25-30 ml boorhappe lahust (3.18), pannakse
jahuti véljalaskeava alla selliselt, et sissevoolutoru jaib allapoole boor-
happe lahuse iilejadgi pinda. Destilleerimisseade korrigeeritakse 50 ml
naatriumhiidroksiidi lahuse (3.9) viljastamiseks. Destilleerimisseadet
kasutatakse vastavalt tootja kasutusjuhendile ja destilleeritakse naatrium-
hiidroksiidi lahuse lisamisel vabanenud ammoniaak vilja. Destillaat
kogutakse boorhappe vastuvotulahusesse. Destillaadi kogus (veeaurdes-
tillatsiooni aeg) soltub proovis sisalduva lammastiku hulgast. Jargitakse
tootja kasutusjuhendit.

MARKUS: poolautomaatses destilleerimisseadmes toimuvad naatriumhii-
droksiidi iilejadgi lisamine ja veeaurdestillatsioon automaat-
selt.

Tiitrimine

Toimida vastavalt punktile 5.3.1 voi 5.3.2.

Viddavelhape

Viidvelhappe iilejadk tiitritakse kogumiskolvis naatriumhiidroksiidi lahu-
sega (3.10 voi 3.11), soltuvalt kasutatud vddvelhappe kontsentratsioonist,
kuni on saavutatud tiitrimise 15pp-punkt.

Boorhape

Kogumiskolvi sisu tiitritakse soolhappe standardse tiitrimislahusega
(3.19) voi véadvelhappe standardse tiitrimislahusega (3.6), kasutades
biiretti, ning loetakse kokku kasutatud titrandi kogus.

Kui rakendatakse kolorimeetrilist 16pp-punkti leidmist, on 16pp-punkt
saavutatud, kui ainesse ilmuvad esimesed roosa vérvi jdljed. Biireti
nditu hinnatakse 0,05 ml tdpsusega. Lopp-punkti néhtavust vdib paran-
dada valgustatud magnetseguri plaadi voi valgusmodturi abil.

Seda vOib teha automaatselt, kasutades automaatselt tiitrivat
veeaurdestillaatorit.

Eri destillaatori voi destillaatori/titraatori kasutamisel jirgitakse tootja
kasutusjuhendeid.

MARKUS: kui kasutatakse automaatset tiitrimissiisteemi, algab tiitrimine
vahetult parast destilleerimise algust ja kasutatakse 1 % boor-
happe lahust (3.18).
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5.4.

6.1.

6.2.
6.2.1.

6.2.2.

Kui kasutatakse tdisautomaatset destilleerimisseadet, voib
ammoniaagi automaatset tiitrimist 1dbi viia ka 10pp-punkti
madramisega, kasutades potentsiomeetrilist pH-siisteemi.

Sel juhul kasutatakse pH modtjaga automaatset titraatorit.
PH-meeter tuleb korralikult kalibreerida vahemikus pH 4
kuni pH 7, jérgides tavapirast laboratoorset pH kalibreeri-
mise menetlust.

Tiitrimise pH 10pp-punkt saavutatakse pH 4,6 juures, mis on
titreerimiskovera kdige jarsem punkt (murdepunkt).
Pimekatse

Et kontrollida, kas reaktiivid on ldmmastikuvabad, viiakse ldbi pimekatse
(lagundamine, destilleerimine ja tiitrimine), kasutades proovi asemel 1 g
sahharoosi (3.14).

Tulemuste arvutamine

Arvutused tehakse vastavalt punktile 6.1 voi 6.2.

Tiitrimise arvutamine vastavalt punktile 5.3.1

Toorvalgu sisaldus, véljendatuna protsendina massist, arvutatakse jérg-
mise valemi jargi:

(Vo — Vi) x ¢ x 0,014 x 100 x 6,25
m

kus:

V, = pimekatses kasutatud NaOH (3.10 voi 3.11) maht (ml),

V, = proovi tiitrimisel kasutatud NaOH (3.10 voi 3.11) maht (ml),
¢ = naatriumhiidroksiidi (3.10 v&i 3.11) kontsentratsioon (mol/l),
m = proovi mass (g).

Tiitrimise arvutamine vastavalt punktile 5.3.2

Tiitrimine soolhappega

Toorvalgu sisaldus, véljendatuna protsendina massist, arvutatakse jarg-
mise valemi jargi:

(Vi —Vp) xex 1,4 %625

m
kus:

m = kaalutise mass grammides,

¢ = soolhappe (3.19) standardse tiitrimislahuse kontsentratsioon (mol/l),

Vo = pimekatses kasutatud soolhappe maht (ml),
V; = kaalutises kasutatud soolhappe maht (ml).

Tiitrimine vddvelhappega

Toorvalgu sisaldus, viljendatuna protsendina massist, arvutatakse jérg-
mise valemi jérgi:

(Vi —Vp) xecx28x 6,25
m
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7.2.

8.2.

8.3.

8.4.

kus:

m = kaalutise mass grammides,

¢ = véavelhappe (3.6) standardse tiitrimislahuse kontsentratsioon (mol/l),
V, = pimekatses kasutatud védvelhappe (3.6) maht (ml),

V| = kaalutises kasutatud vadvelhappe (3.6) maht (ml).

Meetodi kontrollimine
Korratavus

Sama prooviga tehtud kahe paralleelse madramise tulemuste erinevus ei
tohi tiletada:

— absoluutvéartusena véljendatult 0,2 %, kui toorvalgusisaldus on
vaiksem kui 20 %;

— 1,0 % suuremast védrtusest, kui toorvalgusisaldus on 20—40 %;

— absoluutviddrtusena viljendatult 0,4 %, kui toorvalgusisaldus on
suurem kui 40 %.

Tapsus

Analiiiis  (lagundamine, destilleerimine ja tiitrimine) viiakse lébi
1,5-2,0 g atseetaniliidiga (3.13) 1 g sahharoosi (3.14) manulusel; 1 g
atseetaniliidi tarbib 14,80 ml vdédvelhapet (3.5). Saagis peab olema vihe-
malt 99 %.

Téhelepanekud

Seade vdib olla manuaalset, poolautomaatset voi automaatset tiitipi. Kui
seade nduab proovi iilekandmist lagundamise ja destilleerimise vahel,
tuleb see iilekandmine teostada ilma kadudeta. Kui destillatsiooniapa-
raadi kolb ei ole varustatud tilklehtriga, lisatakse naatriumhiidroksiid
vahetult enne kolvi ithendamist jahutiga, valades vedelikku aeglaselt
moodda kolvi kiilge.

Kui proov lagundamisel tahkestub, alustatakse médramist uuesti, kasu-
tades eespool ndidatust suuremat kogust véddvelhapet (3.4).

Viikese lammastikusisaldusega toodete puhul voib kogumiskolbi viidava
vadvelhappe (3.7) mahtu vajadusel vihendada 10—15 ml-ni ja tdiendada
veega 25 ml-ni.

Tavapéraste analiiiiside kdigus voib toorvalgu médramiseks kasutada
alternatiivseid analiilisimeetodeid, kuid standardmeetodiks on kdesoleva
lisa C osas kirjeldatud Kjeldahli meetod. Alternatiivmeetodi (nt
DUMAS) abil saadud tulemuste samavédrsust standardmeetodiga
vorreldes tuleb tdestada iga pohiaine kohta eraldi. Et alternatiivmeeto-
diga saadud tulemused vdivad isegi pérast samavéirsuse kontrolli veidi
erineda standardmeetodiga saadud tulemustest, tuleb analiiiisiaruandes
mirkida, millist analiilisimeetodit on toorvalgu méédramiseks kasutatud.

D. KARBAMIIDI MAARAMINE
Eesmirk ja rakendusala

Selle meetodiga on vOimalik médrata karbamiidi taset s6odas.



02009R0152 — ET — 16.11.2020 — 007.001 — 28

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

4.2.

4.3.

5.2.

Pohimote

Proov suspendeeritakse vees selitava ainega. Suspensioon filtreeritakse.
Filtraadi karbamiidisisaldus méératakse pérast 4-dimetiitilaminobensalde-
hiitidi (4-DMAB) lisamist optilise tiheduse mddtmise teel lainepikkusel
420 nm.

Reaktiivid

4-dimetiitilaminobensaldehiitidi lahus: 1,6 g 4-dimetiitilaminobensalde-
hiitidi lahustatakse 100 ml 96 % etanoolis ja lisatakse 10 ml soolhapet
(p20 = 1,19 g/ml). See reaktiiv sdilib maksimaalselt kaks nédalat.

Carrezi lahus I: vees lahustatakse 21,9 g tsinkatsetaati Zn(CH3COO),
2H,0 ja 3 g jaa-aadikat. Tdidetakse veega 100 milliliitrini.

Carrezi lahus II: vees lahustatakse 10,6 g kaaliumferrotsiianiidi Ky
Fe (CN)g 3H,0. Téidetakse veega 100 milliliitrini.

Karbamiidi mitte absorbeeriv aktiivsiisi (kontrollida).
Karbamiidi 0,1 % lahus (w/v).

Seadmed

Segisti (trummel): umbes 35—40 p/min.
Lihvkorgiga katseklaasid: 160 x 16 mm.
Spektrofotomeeter.

Too kiik
Proovi analiitis

1 mg tépsusega kaalutud 2 g proovi pannakse 1 g aktiivsdega (3.4) 500
ml modtekolbi. Lisatakse 400 ml vett ja 5 ml Carrezi lahust 1 (3.2),
segatakse umbes 30 sekundit ja lisatakse 5 ml Carrezi lahust II (3.3).
Segatakse trumlis 30 minutit. Tédidetakse veega kuni maérgini, loksuta-
takse ja filtreeritakse.

Eemaldatakse 5 ml ldbipaistvat vérvitut filtraati, pannakse see lihvkor-
giga katseklaasidesse, lisatakse 5 ml 4-DMAB lahust (3.1) ja segatakse.
Katseklaasid asetatakse 20 °C (+/- 4 °C) veetemperatuuriga veevanni.
Viieteistkiimne minuti parast mdddetakse proovilahuse optiline tihedus
spektrofotomeetriga lainepikkusel 420 nm. Vorreldakse reaktiivide
kontroll-lahustega.

Kalibreerimiskover

Voetakse 1, 2, 4, 5 ja 10 ml kogused karbamiidilahust (3.5), pannakse
100 ml modtekolbidesse ja tdidetakse veega kuni mérgini. Igast lahusest
voetakse dra 5 ml, lisatakse 5 ml 4-DMAB lahust (3.1), homogeenitakse
ja modddetakse eespool kirjeldatud viisil optiline tihedus vdrrelduna
kontroll-lahusega, mis sisaldab 5 ml 4-DMAB lahust ja 5 ml karbamii-
divaba vett. Koostatakse kalibreerimiskover.

Tulemuste arvutamine

Proovis sisalduv karbamiidikogus médratakse kalibreerimiskdvera abil.
Tulemus viljendatakse protsendiméérana proovist.

Téhelepanekud

Ule 3 % karbamiidisisalduse puhul vihendatakse proovi 1 grammini v&i
lahjendatakse esialgset lahust, nii et 500 ml-s ei oleks karbamiidi iile 50
mg.
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7.2.

7.3.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

4.2.

4.3.

Viikese karbamiidisisalduse puhul vdetakse suurem proov, tingimusel et
filtraat jadb ldbipaistvaks ja vérvituks.

Kui proov sisaldab lihtsaid lammastikuithendeid, nagu néiteks aminohap-
peid, tuleb optilist tihedust modta lainepikkusel 435 nm.

E. LENDUVATE LAMMASTIKALUSTE MAARAMINE
1. MIKRODIFUSIOON
Eesmirk ja rakendusala

Selle meetodiga on vdimalik médrata ammoniaagina véljendatud lendu-
vate ldmmastikaluste sisaldust s6odas.

P6himote
Proov ekstraheeritakse veega ning lahus selitatakse ja filtreeritakse.
Lenduvad lammastikalused vabastatakse kaaliumkarbonaadi lahust kasu-

tades mikrodifusiooni abil, kogutakse boorhappe lahusesse ja tiitritakse
vadvelhappega.

Reaktiivid
Triklorodadikhappe 20 % lahus (w/v).

Indikaator: 33 mg bromokresoolrohelist ja 65 mg metiililpunast lahusta-
takse 100 ml 95-96 % etanoolis (v/v).

Boorhappe lahus: iiheliitrises mddtekolvis lahustatakse 200 ml 95-96 %
etanoolis (v/v) ja 700 ml vees 10 g boorhapet. Lisatakse 10 ml indikaa-
torit (3.2). Segatakse ja vajaduse korral muudetakse lahuse vérv helepu-
naseks, lisades naatriumhiidroksiidi lahust. 1 ml lahust seob kuni 300 pg
NH;.

Kaaliumkarbonaadi kiillastunud lahus: 100 g kaaliumkarbonaati lahusta-
takse 100 ml keevas vees. Lastakse jahtuda, filtreeritakse.

Viaivelhape, 0,01 mol/l

Seadmed

Segisti (trummel): umbes 35—40 p/min.
Klaasist voi plastist Conway anumad (vt joonis).
1/100 ml gradeeritud mikrobiiretid.

Too kaik

10 g proovi kaalutakse 1 mg tépsusega ja pannakse koos 100 ml veega
200 ml modtekolbi. Segatakse trumlis 30 minutit. Lisatakse 50 ml triklo-
rodddikhappe lahust (3.1), tdidetakse kuni mérgini veega, loksutatakse
tugevalt ja filtreeritakse 1abi kurdfiltri.

Pipetti kasutades viiakse 1 ml boorhappe lahust (3.3) Conway anuma
keskmisse ossa ja 1 ml filtraati anuma vilimisse ossa. Kaetakse osaliselt
rasvatatud kaanega. Vilimisse osasse tilgutatakse kiiresti 1 ml kaalium-
karbonaadi kiillastunud lahust (3.4) ja kaas suletakse Ohukindlalt.
Anumat pooratakse hoolikalt horisontaaltasandis nii, et kaks reaktiivi
segunevad. Lastakse haududa kas vdhemalt neli tundi toatemperatuuril
voi iiks tund temperatuuril 40 °C.

Mikrobiiretti (4.3) kasutades tiitritakse lenduvad ldammastikalused boor-
happe lahuses vadvelhappe (3.5) abil.

Sama menetluse abil tehakse pimekatse, kuid ilma analiiiisitava proovita.



02009R0152 — ET — 16.11.2020 — 007.001 — 30

Tulemuste arvutamine

1 ml H,SO,4 0,01 mol/l vastab 0,34 mg ammoniaagile.
Tulemus véljendatakse protsendimédérana proovist.
Korratavus

Sama prooviga tehtud kahe paralleelse madramise tulemuste erinevus ei
tohi iiletada:

— suhtelise védrtusena véljendatult 10 % ammoniaagisisalduse puhul,
mis on vaiksem kui 1,0 %;

— absoluutvédirtusena véljendatult 0,1 % ammoniaagisisalduse puhul,
mis on vdhemalt 1,0 %.

Téhelepanek

Kui proovi ammoniaagisisaldus on suurem kui 0,6 %, lahjendatakse
esialgset lahust.
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

II. DESTILLEERIMINE
Eesmirk ja rakendusala

Selle meetodiga on vdimalik médérata ammoniaagina véljendatud lendu-
vate lammastikaluste sisaldust peaaegu karbamiidivabas kalajahus.
Meetodit kohaldatakse iiksnes juhul, kui ammoniaagisisaldus on vidiksem
kui 0,25 %.

Pohimote

Proov ekstraheeritakse veega ning lahus selitatakse ja filtreeritakse.
Lenduvad ldmmastikalused vabastatakse keemistemperatuuril magneesiu-
moksiidi lisamise teel ja kogutakse teatava koguse véddvelhappega, mille
iilejadk tiitritakse naatriumhiidroksiidi lahuse abil tagasi.

Reaktiivid
Triklorodadikhappe 20 % lahus (w/v)

Magneesiumoksiid

Vahutamisvastane emulsioon (nt silikoon)
Viaivelhape, 0,05 mol/l

Naatriumhiidroksiidi lahus, 0,1 mol/l

Metiiiilpunase 0,3 % lahus 95-96 % etanoolis (v/v)

Seadmed

Segisti (trummel): umbes 35—40 p/min
Kjeldahli destilleerimisaparaat
Too kaik

10 g proovi kaalutakse 1 mg tépsusega ja pannakse koos 100 ml veega
200 ml mootekolbi. Segatakse trumlis 30 minutit. Lisatakse 50 ml triklo-
rodddikhappe lahust (3.1), tdidetakse kuni mérgini veega, loksutatakse
tugevalt ja filtreeritakse 1dbi kurdfiltri.

Vastavalt lenduvate ldmmastikaluste eeldatavale sisaldusele voetakse
vajalik kogus selget filtraati (tavaliselt 100 ml). Lahjendatakse 200 milli-
liitrini ning lisatakse 2 g magneesiumoksiidi (3.2) ja moned tilgad vahu-
tamisvastast emulsiooni (3.3). Lahus peaks olema lakmuspaberi abil
madratuna aluseline, vastasel korral lisatakse veidi magneesiumoksiidi
(3.2). Edasi toimitakse vastavalt toorvalgu sisalduse méaramise analiiiisi
meetodi punktidele 5.2 ja 5.3 (kéesoleva lisa C osa).

Sama menetluse abil tehakse pimekatse, kuid ilma analiiiisitava proovita.

Tulemuste arvutamine

1 ml H,SO4 0,05 mol/l vastab 1,7 mg ammoniaagile.
Tulemus viljendatakse protsendimédérana proovist.

Korratavus

Sama prooviga tehtud kahe paralleelse midramise tulemuste erinevus ei
tohi olla suurem kui 10 % ammoniaagi massist suhtelise védrtusena
véljendatult.

F. AMINOHAPETE (VALJA  ARVATUD  TRIPTOFAANI)
MAARAMINE
Eesmirk ja rakendusala

See meetod voimaldab aminohappeanaliisaatoriga médrata sodas vabu
aminohappeid (siinteetilisi ja looduslikke) ning iildaminohappeid (peptiid-
sidemetega ja vabu). Meetodit saab kasutada jirgmiste aminohapete puhul:



02009R0152 — ET — 16.11.2020 — 007.001 — 32

2.2.

3.1

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

tsiist(e)iin, metioniin, liisiin, treoniin, alaniin, arginiin, asparagiinhape,
glutamiinhape, gliitsiin, histidiin, isoleutsiin, leutsiin, feniiiilalaniin,
proliin, seriin, tiirosiin ja valiin.

Meetod ei erista aminohapete sooli ega aminohapete D- ja L-vorme. See
ei sobi triiptofaani ega aminohapete hiidroksiianaloogide méidramiseks.

Pohimote
Vabad aminohapped

Vabad aminohapped ekstraheeritakse lahjendatud soolhappega. Kaasa
ekstraheerunud lammastikku sisaldavad makromolekulid sadestatakse
sulfosalitsiiiilhappega ning eemaldatakse filtreerides. Filtreeritud lahuse
pH korrigeeritakse 2,20-le. Aminohapped eraldatakse ioonvahetuskroma-
tograafia teel ning médratakse fotomeetrilise méaaramise teel reaktsioonis
ninhiidriiniga lainepikkusel 570 nm.

Uldaminohapped

Valitav protseduur soltub uuritavatest aminohapetest. Tsiist(e)iin ja
metioniin tuleb enne hiidroliiiisi oksiideerida vastavalt tsiisteiinhappeks
ja metioniinsulfooniks. Tirosiin tuleb maérata okslideerimata proovide
hiidroliisaatides. Koiki teisi punktis 1 osutatud aminohappeid saab
madrata kas oksiideeritud voi oksiideerimata proovides.

Oksiideerimine viiakse 1dbi persipelghappe ja fenooli seguga 0 °C juures.
Ulemidrane oksiidatsioonireaktiiv lagundatakse naatriumdisulfitiga.
Oksitideeritud voi oksiideerimata proovi hiidroliitisitakse soolhappega
(3.20) 23 tundi. Hiidroliisaadi pH korrigeeritakse 2,20-le. Aminohapped
eraldatakse ioonvahetuskromatograafia teel ning méératakse fotomeetri-
liselt reaktsioonis ninhiidriiniga lainepikkusel 570 nm (proliini puhul 440
nm).

Reaktiivid

Tuleb kasutada bidestilleeritud voi samavaarse kvaliteediga vett (juhtivus
< 10 pS).

Vesinikperoksiid, w (w/w) = 30 %
Addikhape, w (w/w) = 98-100 %
Fenool

Naatriumdisulfit

Naatriumhiidroksiid
5-sulfosalitsiitilhappe dihiidraat
Soolhape (tihedus umbes 1,18 g/ml)
Trinaatriumtsitraadi dihiidraat

2,2'- tiodietanool (tiodigliikool)
Naatriumkloriid

Ninhiidriin

Petrooleeter, keemisvahemik 40—-60 °C

Norleutsiin v6i muu sisestandardina kasutamiseks sobiv ithend
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3.16.1.

3.16.2.

3.16.3.

3.20.

3.21.

3.22.

3.23.

3.24.

3.25.

3.26.

3.27.

Gaasiline lammastik (< 10 ppm hapnikku)
1-oktanool
Aminohapped:

Punktis 1 loetletud standardained. Kristallisatsioonivett mitte sisaldavad
puhtad iihendid. Kuivatakse vaakumis P,0O5 vdi H,SO, kohal iihe nédala
jooksul enne kasutamist.

Tsiisteiinhape

Metioniinsulfoon

Naatriumhiidroksiidi lahus, ¢ = 7,5 mol/l:

300 g NaOH (3.5) lahustatakse vees ja tdidetakse veega 1 liitrini.
Naatriumhiidroksiidi lahus, ¢ = 1 mol/l:

40 g NaOH (3.5) lahustatakse vees ja tdidetakse veega 1 liitrini.
Sipelghappe-fenoolilahus:

889 g sipelghapet (3.2) segatakse 111 g veega ja lisatakse 4,73 g fenooli
(3.3).

Hiidroliiiisisegu, ¢ = 6 mol HCV/I, mis sisaldab 1 g fenooli/l:

1 g fenooli (3.3) lisatakse 492 milliliitrile HCl-le (3.7) ja tdidetakse
veega 1 liitrini.

Ekstraheerimissegu, ¢ = 0,1 mol HCI/l, mis sisaldab 2 % tiodigliikooli.
Voetakse 8,2 ml HCI (3.,7), lahjendatakse umbes 900 ml veega, lisatakse
20 ml tiodigliikooli (3.9) ja tdidetakse veega 1 liitrini (3.7 ja 3.9 mitte
segada otse omavahel).

S-sulfosalitsiiiilhape, = 6 %:

60 g S-sulfosalitsiitilhapet (3.6) lahustatakse vees ja tdidetakse veega 1
liitrini.

Okstidatsioonisegu (persipelghape — fenool):

0,5 ml vesinikperoksiidi (3.1) segatakse 4,5 ml sipelghappe ja fenooli
lahusega (3.19) viikses keeduklaasis. Inkubeeritakse 20-30 °C juures
ihe tunni jooksul, et moodustuks persipelghape, seejdrel jahutatakse
jéaveevanni kohal (15 min) enne proovile lisamist.

Ettevaatust: viltida kokkupuudet nahaga ja kanda kaitserdivaid.
Tsitraatpuhver, ¢ = 0,2 mol Na'/l, pH 2,20:

19,61 g naatriumtsitraati (3.8), 5 ml tiodigliikooli (3.9), 1 g fenooli (3.3)
ja 16,50 ml HCI (3.7) lahustatakse umbes 800 ml vees. pH korrigeeri-
takse 2,20-le. Téidetakse veega 1 liitrini.

Elutsioonipuhvrid, mis on valmistatud vastavalt kasutatud analiisaatori
tingimustele (4.9).

Ninhiidriini reaktiiv, mis on valmistatud vastavalt kasutatud analiisaatori
tingimustele (4.9).

Aminohapete standardlahused. Neid lahuseid tuleks hoida temperatuuril
alla 5 °C.
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3.27.1.

3.27.2.

3.27.3.

3.27.4.

3.27.5.

4.2.

43.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

Aminohapete pohistandardlahus (3.16.1).

¢ = 2,5 umol/ml iga lahuse kohta soolhappes.

On voimalik osta.

Tsiisteiinhappe ja metioniinsulfooni pdhistandardlahus, ¢ = 1,25 pmol/ml.

0,2115 g tsiisteiinhapet (3.16.2) ja 0,2265 g metioniinsulfooni (3.16.3)
lahustatakse tsitraatpuhvris (3.24) iiheliitrises mootekolbis ning tdide-
takse kolb tsitraatpuhvriga mérgini. Siilitatakse temperatuuril alla 5 °C
mitte iile 12 kuu. Seda lahust ei kasutata, kui pohistandardlahus (3.27.1)
sisaldab tsiisteiinhapet ja metioniinsulfooni.

Sisetandardi pohistandardlahus, nt norleutsiin, ¢ = 20 pmol/ml.

0,6560 g norleutsiini (3.13) lahustatakse tsitraatpuhvris (3.24) modte-
kolbis ning kolb tdidetakse tsitraatpuhvriga 250 ml-ni. Siilitatakse
temperatuuril alla 5 °C mitte iile kuue kuu.

Standardaminohapete kalibreerimislahus, mis on mdeldud kasutamiseks
hiidroliisaatidega, tsiisteiinhappe ja metioniinsulfooni ¢ = 5 nmol/50 pl ja
teiste aminohapete ¢ = 10 nmol/50 pl. 2,2 g naatriumkloriidi (3.10)
lahustatakse 100 ml keeduklaasis 30 ml tsitraatpuhvriga (3.24). Lisatakse
4,00 ml aminohapete pdhistandardlahust (3.27.1), 4,00 ml tsiisteiinhappe
ja metioniinsulfooni pdhistandardlahust (3.27.2) ja 0,50 ml sisestandardi
pohistandardlahust (3.27.3), kui seda kasutatakse. Naatriumhiidroksiidi
(3.18) abil korrigeeritakse pH 2,20-le.

Kallatakse kvantitatiivselt 50 ml mdotekolbi, kolb tididetakse tsitraat-
puhvriga (3.24) kuni mérgini ja segatakse.

Siilitatakse temperatuuril alla 5 °C mitte iile 3 kuu.
Vaata ka punkti 9.1 tdhelepanekut.

Standardaminohapete kalibreerimislahus, mis on md&eldud kasutamiseks
vastavalt punktile 5.3.3.1 valmistatud hiidroliisaatidega ja ekstraktidega
(5.2). Kalibreerimislahus valmistatakse vastavalt punktile 3.27.4, jéttes
vilja naatriumkloriidi.

Siilitatakse temperatuuril alla 5 °C mitte iile 3 kuu.

Seadmed

100 voi 250 ml timarapdhjaline piistjahutiga varustatud kolb

100 ml boorsilikaatklaasist pudel kummist/teflonist tihendiga keermes-
tatud korgiga (nt Duran, Schott) kuivatuskapis kasutamiseks

Sundventilatsiooniga ja termoregulaatoriga kuivatuskapp, mille tipsus on
parem kui = 2 °C

pH-meeter (kolme kiimnendkoha tapsusega)
Membraanfilter (0,22 pm)

Tsentrifuug

Vaakumpdordaurusti

Mehaaniline loksuti voi magnetsegur
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4.9.

5.2.

5.3.
53.1.

Aminohappe analiisaator vo6i HPLC-seade ioonvahetuskolonni, ninhii-
driini kolonnijérgse derivatiseerimise seadme ja valgusmodturiga.

Kolonn tdidetakse sulfoneeritud poliistiireenvaikudega, mis on voime-
lised eraldama aminohappeid tiksteisest ja teistest ninhiidriinpositiivsetest
materjalidest. Puhvri ja ninhiidriini jadas tekitatakse vool pumpadega,
mille vooluiihtlus on +0,5 % nii standardkalibreerimise kui proovi
analiiiisi ajal.

Monede aminohapete analiisaatoritega voib kasutada hiidroliiiisimenet-
lusi, mille puhul on hiidroliisaadi naatriumikontsentratsioon ¢ = 0,8
mol/l ja mis sisaldab oksiidatsioonietapi kdiki sipelghappe jiike. Teised
analiisaatorid ei vOimalda teatavaid aminohappeid rahuldaval mé&éral
eraldada, kui hiidroliisaat sisaldab liigselt sipelghapet ja/voi kui naatriu-
mioonide kontsentratsioon on korge. Sellisel juhul vdhendatakse pérast
hiidroliiiisi ja enne pH korrigeerimist happe mahtu aurustamisega kuni
umbes 5 milliliitrini. Aurustamine peab toimuma vaakumitingimustes
temperatuuril kuni 40 °C.

Too kiik
Proovi ettevalmistamine

Proov jahvatatakse nii peeneks, et see ldheks ldbi 0,5-millimeetriste
avadega sdela. Suure niiskusesisaldusega proovid tuleks enne jahvata-
mist kas kuivatada Shu kies temperatuuril kuni 50 °C vdi kiillmkuiva-
tada. Suure rasvasisaldusega proove tuleb enne jahvatamist ekstraheerida
petrooleetriga (3.12).

Vabade aminohapete mddramine séodas ja eelsegudes

Ettevalmistatud proovi (5.1) sobiv kogus (1-5 g) kaalutakse 0,2 mg
tdpsusega koonilisse kolbi ja lisatakse 100,0 ml ekstraheerimissegu
(3.21). Segu raputatakse 60 min, kasutades mehaanilist loksutit voi
magnetsegurit (4.8). Settel lastakse settida ja 10,0 ml supernatanti
viiakse pipetiga iile 100 ml keeduklaasi.

Lisatakse loksutades 5,0 ml sulfosalitsiiiilhappe lahust (3.22) ning jatka-
takse loksutamist 5 min véltel, kasutades magnetsegurit. Supernatant
filtreeritakse vOi tsentrifuugitakse sademe eemaldamiseks. 10,0 ml
saadud lahust pannakse 100 ml keeduklaasi ja korrigeeritakse pH-taset
2,20-ni, kasutades naatriumhiidroksiidi lahust (3.18), sobiv kogus vala-
takse tsitraatpuhvri (3.24) abil modtekolbi ja kolb tdidetakse puhverla-
husega (3.24) kuni mérgini.

Kui kasutatakse sisestandardit, lisatakse 1,00 ml sisestandardit (3.27.3)
igasse 100 ml valmis lahusesse ja tdidetakse puhverlahusega (3.24) kuni
mérgini.

Jatkatakse kromatograafiaga vastavalt punktile 5.4.

Kui ekstrakte ei analiiiisita samal paeval, tuleb neid siilitada tempera-
tuuril alla 5 °C.

Uldaminohapete mdramine
Oksiideerimine

0,2 mg tépsusega kaalutakse 0,1-1 g ettevalmistatud proovi (5.1):

— 100 ml iimarapdhjalisse kolbi (4.1) lahtise hiidroliiiisi (5.3.2.3) puhul
voi
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53.2.
53.2.1.

5.3.22.

5.3.2.3.

53.24.

— 250 ml timarapdhjalisse kolbi (4.1), kui on ndutav madal naatriumi-
kontsentratsioon (5.3.3.1), voi

— 100 ml keermestatud korgiga pudelisse (4.2) (suletud hiidroliiiisi
5.3.2.4 puhul).

Kaalutud proovi lammastikusisaldus peab olema umbes 10 mg ja niis-
kusesisaldus kuni 100 mg.

Kolb/pudel asetatakse jddveevanni ja jahutatakse kuni temperatuurini 0
°C, lisatakse 5 ml oksiidatsiooniegu (3.23) ning segatakse painutatud
otsaga klaasspaatli abil. Spaatlit sisaldav kolb/pudel pitseeritakse
ohukindla kilega, pitseeritud ndud sisaldav jddveevann asetatakse 16
tunniks kiilmikusse temperatuuril 0 °C. 16 tunni moddudes vdetakse
see kiilmikust vilja ja iileméddrane oksiidatsioonireaktiiv lagundatakse,
lisades 0,84 g naatriumdisulfitit (3.4).

Jatkatakse vastavalt punktile 5.3.2.1.

Hidroliis
Oksiideeritud proovide hiidroliiiis

Vastavalt punktile 5.3.1 valmistatud oksiideeritud proovile lisatakse 25
ml hiidroliitisisegu (3.20), pestes hoolikalt maha anuma ja spaatli kiilge
kleepunud proovijadgid.

Olenevalt sellest, millist hiidroliilisimenetlust kasutatakse, jétkatakse
vastavalt punktile 5.3.2.3 voi 5.3.2.4.

Oksiideerimata proovide hiidroliiiis

100 ml v&i 250 ml timarapdhjalisse kolbi (4.1) voi 100 ml keermestatud
korgiga pudelisse (4.2) kaalutakse 0,2 mg tdpsusega 0,1-1 g ettevalmis-
tatud proovi (5.1). Kaalutud proovipartii ldmmastikusisaldus peab olema
umbes 10 mg. Lisatakse hoolikalt 25 ml hiidroliiiisisegu (3.20) ja sega-
takse prooviga. Jatkatakse vastavalt punktile 5.3.2.3 voi 5.3.2.4.

Lahtine hiidroliiiis

Kolbis olevale segule (mis on valmistatud vastavalt punktile 5.3.2.1 vdi
5.3.2.2) lisatakse 3 klaashelmest ja keedetakse piistjahutiga kolvis 23
tundi pideval mullidega keemisel. Pérast hiidroliiiisi teostamist pestakse
jahuti maha 5 ml tsitraatpuhvriga (3.24). Kolb vdetakse lahti ja jahuta-
takse jadvannis.

Jatkatakse vastavalt punktile 5.3.3.

Kinnine hiidroliiiis

Vastavalt punktile 5.3.2.1 vdi 5.3.2.2 valmistatud segu sisaldav pudel
asetatakse kuivatuskappi (4.3) temperatuuril 110 °C. Et viltida rohu
suurenemist (gaasiliste ainete tekkimise tdttu) ja dra hoida plahvatust,
asetatakse esimeseks tunniks surveanuma peale keermestatud kork.
Surveanumat ei tohi korgiga sulgeda. Uhe tunni moddudes suletakse
surveanum korgiga ja jdetakse 23 tunniks kuivatuskappi (4.3). Parast
hiidroliiiisi 18puleviimist voetakse pudel kuivatuskapist vilja, avatakse
ettevaatlikult pudelikork ja asetatakse pudel jadveevanni. Jahutatakse.

Olenevalt sellest, millist pH korrigeerimise menetlust (5.3.3) kasutatakse,
valatakse pudeli sisu kvantitatiivselt 250 ml keeduklaasi voi 250 ml
timarapohjalisse kolbi, kasutades tsitraatpuhvrit (3.24).

Jatkatakse vastavalt punktile 5.3.3.
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53.3.1.

53.3.2.

5.4.

pH korrigeerimine

Olenevalt aminohappe analiisaatori (4.9) naatriumitaluvusest toimitakse
pH korrigeerimisel vastavalt punktile 5.3.3.1 v&i 5.3.3.2.

Kromatograafilised siisteemid (4.9), mille puhul on
noutav vdike naatriumisisaldus

Soovitatav on kasutada sisestandardi pohistandardlahust (3.27.3), juhul
kui kasutatakse aminohappe analiisaatorit, mille puhul on ndutav viike
naatriumisisaldus (kui happe kogust tuleb vihendada).

Sellisel juhul lisatakse enne aurustamist hiidroliisaadile 2,00 ml sisestan-
dardi pdhistandardlahust (3.27.3).

Vastavalt punktile 5.3.2.3 vo6i 5.3.2.4 saadud hiidroliisaadile lisatakse 2
tilka 1-oktanooli (3.15).

Hiidroliisaadi kogust vdhendatakse vaakumpdordaurusti (4.7) abil 5-10
milliliitrini vaakumitingimustes temperatuuril 40 °C. Kui kogust vihen-
datakse kogemata vdhem kui 5 milliliitrini, tuleb hiidroliisaat vélja praa-
kida ja analiiiisi tuleb uuesti alustada.

pH-taset korrigeeritakse 2,20-ni naatriumhiidroksiidi lahusega (3.18) ja
jétkatakse vastavalt punktile 5.3.4.

Koik teised aminohappe analiisaatorid (4.9)

Vastavalt punktile 5.3.2.3 voi 5.3.2.4 saadud hiidroliisaadid neutralisee-
ritakse osaliselt, lisades hoolikalt loksutades 17 ml naatriumhiidroksiidi
lahust (3.17), jdlgides, et temperatuur piisiks allpool 40 °C.

pH korrigeeritakse 2,20-ni toatemperatuuril, kasutades naatriumhiidrok-
siidi lahust (3.17) ja 16puks naatriumhiidroksiidi lahust (3.18). Jatkatakse
vastavalt punktile 5.3.4.

Proovilahus kromatograafia jaoks

Korrigeeritud pH-tasemega hiidroliisaat (5.3.3.1 v&i 5.3.3.2) kallatakse
kvantitatiivselt koos tsitraatpuhvriga (3.24) 200 ml modtekolbi ja téide-
takse puhvriga (3.24) mirgini.

Kui sisestandardit ei ole veel kasutatud, lisatakse 2,00 ml sisestandardit
(3.27.3) ja tdidetakse tsitraatpuhvriga (3.24) maérgini. Segatakse
hoolikalt.

Seejérel alustatakse kromotograafiat (5.4).

Kui proovilahuseid ei analiiiisita samal péeval, tuleb neid siilitada
temperatuuril alla 5 °C.

Kromatograafia

Enne kromotograafiat viiakse ekstrakt (5.2) voi hiidroliisaat (5.3.4)
toatemperatuurile. Segu loksutatakse ja filtreeritakse sobiv kogus lébi
0,22 pm membraanfiltri (4.5). Saadud selge lahusega tehakse ioonvahe-
tuskromatograafia, kasutades aminohappe analiisaatorit (4.9).

Sissesiistimist vdib teostada késitsi vOi automaatselt. On oluline, et stan-
dardite ja proovide analiiisiks lisataks kolonni sama kogus lahust
+ 0,5 %, vélja arvatud sisestandardi kasutamisel, ning et naatriumi ja
aminohapete vahekord standard- ja proovilahustes oleks vdimalikult
sarnane.
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Uldiselt sdltub kalibreerimiskatsete sagedus ninhiidriini reaktiivi stabiil-
susest ja analiiiitilisest siisteemist. Standard voi proov lahjendatakse
tsitraapuhvriga (3.24), et saavutada standardi piigipindalaks 30-200 %
proovi aminohappe piigipindalast.

Aminohapete kromatograafia varieerub kergelt vastavalt sellele, millist
tillipi analiisaatorit ja millist vaiku kasutatakse. Valitud siisteem peab
suutma eraldada aminohapped {liksteisest ja ninhiidriinpositiivsetest
materjalidest. Kasutatavate kontsentratsioonide vahemikus peavad
kromatograafilise siisteemiga saadavad tulemused sdltuma lineaarselt
kolonni lisatud aminohapete muutustest.

Kromatograafia etapil kehtivad (médratavate aminohapete) ekvimolaarla-
huse analiiiisimisel allpool esitatud miinimumtaseme ja piigi kdrguse
vahekorrad. Ekvimolaarlahus peab sisaldama vdhemalt 30 % iga amino-
happe maksimumkogusest, mida on voimalik tépselt mddta aminohappe
analiilisisiisteemi (4.9) abil.

Treoniini-seriini eraldamiseks ei tohi kahest kattuvast aminohappest
madalama aminohappe miinimumtaseme ja piigi korguse vahekord
kromatogrammil iiletada suhet 2:10. (Kui médratakse vaid tsiist(e)iini,
metioniini, treoniini ja liisiini, kahjustab nende méiramist ebapiisav eral-
damine kiilgnevatest piikidest.). Kdigi teiste aminohapete puhul peab
eraldatus olema parem kui suhe 1:10.

Stisteem peab tagama liisiini eraldamise ,ldsiini artefaktidest” ja
ornitiinist.

Tulemuste arvutamine

Proovi ja standardi piikide pindala modddetakse iga iiksiku aminohappe
kohta ning arvutatakse kogus (X) iithes grammis aminohappes proovi
kilo kohta.

_A><c><M><V

X=—_-—-- "~ _
B xm x 1000

. . . .. D
Kui kasutatakse sisestandardit, korrutatakse tulemus liikmega ol

= piigipindala, hiidroliisaat vdi ekstrakt

piigipindala, kalibreerimisstandardlahus

= piigipindala, sisestandard hiidroliisaadis voi ekstraktis
= piigipindala, sisestandard, kalibreerimisstandardlahus

médratava aminohappe molaarmass

= standardi kontsentratsioon pmol/ml

= proovi mass grammides (korrigeeritud esialgsele massile, kui
proovi on kuivatatud ja/voi rasvatustatud)

hiidroliisaat (5.3.4) kokku milliliitrites vdi ekstrakti (6.1) lahjen-
duse koguruumala milliliitrites

56 z200W»
|

<
Il

Tsiistiin ja tsiisteiin médratakse molemad tsiisteiinhappena okstideeritud
proovide hiidroliisaatides, kuid arvutatakse tsiistiiniks (C4H1,N,04S,, M
240,30 g/mol), kasutades M viadrtust 120,15 g/mol (= 0,5 x 240,30
g/mol).

Metioniin méiratakse metioniinsulfoonina oksiideeritud proovi hiidrolii-
saatides, kuid arvutatakse metioniinina, kasutades metioniini M véartust:
149,21 g/mol.
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Lisatud vaba metioniin méératakse pédrast ekstraheerimist metioniinina,
arvutamisel kasutatakse sama M véartust.

6.1. Ekstraktide lahjenduse koguruumala (F) vabade aminohapete (5.2)
médramiseks arvutatakse jargmiselt:

F_100m1><(10m1+5m1) \Y%

X
10 ml 10

V = 1oppekstrakti ruumala

7. Meetodi hindamine

Meetodit on katsetatud rahvusvahelises vordluskatses 1990. aastal, kasu-
tades nelja erinevat soota (sigade segasoot, broilerite segasoot, valgu-
kontsentraat, eelsegu). Tulemuste keskvéartused ja standardhélbed pérast
voorvédrtuste elimineerimist on esitatud kdesoleva punkti tabelis.

Keskvéirtused g/kg

Aminohape
Etalonaine

Treoniin Tsiist(e)iin Metioniin Liisiin

Sigade segasdot 6,94 3,01 3,27 9,55
n=15 n=17 N=17 n =13

Broilerite 9,31 3,92 5,08 13,93
segasoot n=16 n=18 N =18 n=16
Valgukontsentra- 22,32 5,06 12,01 47,74
at n=16 n=17 N =17 n=15
Eelsegu 58,42 — 90,21 98,03
n=16 N =16 n=16

n = osalenud laborite arv

7.1. Korratavus

Eespool nimetatud vordluskatse korratavus on viljendatud laborisisese
standardhédlbena ja esitatud jargmistes tabelites.

Laborisisesed standardhiilbed (S,) g/kg

Aminohape
Etalonaine

Treoniin Tsiist(e)iin Metioniin Liisiin

Sigade segasoot 0,13 0,10 0,11 0,26
n=15 n=17 n=17 n=13

Broilerite 0,20 0,11 0,16 0,28
segasoot n=16 n=18 n =18 n=16

Valgukontsentra- 0,48 0,13 0,27 0,99
at n=16 n=17 n=17 n=15

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

n = osalenud laborite arv
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Laborisisese standardhiilbe (S,) variatsioonikordaja (%)

Aminohape
Etalonaine

Treoniin Tsiist(e)iin Metioniin Liisiin

Sigade segasoot 1,9 33 3,4 2,8
n=15 n=17 n=17 n=13

Broilerite 2,1 2,8 3,1 2,1
segasdot n=16 n=18 n =18 n=16

Valgukontsentra- 2,7 2,6 2,2 2,4
at n=16 n=17 n=17 n=15

Eelsegu 2,2 — 2,4 2,1
n=16 n=16 n=16

n = osalenud laborite arv

7.2. Reprodutseeritavus

Eespool nimetatud vordluskatse laboritevahelise standardhélbe tulemused
on esitatud jargmises tabelis:

Laboritevaheline standardhilve (Sg) g/kg

Aminohape
Etalonaine

Treoniin Tsiist(e)iin Metioniin Liisiin

Sigade segasdot 0,28 0,30 0,23 0,30
n=15 n=17 n=17 n=13

Broilerite 0,48 0,34 0,55 0,75
segasoot n=16 n=18 n =18 n=16

Valgukontsentra- 0,85 0,62 1,57 1,24
at n=16 n=17 n=17 n=15

Eelsegu 2,49 — 6,20 6,62
n=16 n=16 n=16

n = osalenud laborite arv

Laboritevahelise standardhilbe (Sg) variatsioonikordaja (%)

Aminohape
Etalonaine

Treoniin Tsist(e)iin Metioniin Lisiin

Sigade segasdot 4,1 9,9 7,0 3,2
n=15 n=17 n=17 n=13

Broilerite 52 8,8 10,9 54
segasoot n=16 n=18 n= 18 n=16

Valgukontsentra- 3,8 12,3 13,0 3,0
at n=16 n=17 n=17 n=15

Eelsegu 4,3 — 6,9 6,7
n=16 n=16 n=16

n = osalenud laborite arv
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9.2.

9.3.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

Etalonainete kasutamine

Meetodi dige rakendamise kontrollimiseks tehakse korduvaid modtmisi
sertifitseeritud etalonainetega, kui need ained on kéttesaadavad. Soovi-
tatav on kalibreerida aminohapete sertifitseeritud kalibreerimislahusega.

Téhelepanekud

Aminohappeanaliisaatorite erinevustest tingituna tuleb standardaminoha-
pete kalibreerimislahuste (vt 3.27.4 ja 3.27.5) ja hiidroliisaadi (vt 5.3.4)
1dppkontsentratsioone vaadelda suunistena.

Koigi aminohapete puhul tuleb kontrollida aparatuuri lineaarse ala
vahemikku.

Standardlahus lahjendatakse tsitraatpuhvriga, et piigialad oleksid vahe-
miku keskel.

Kui hiidroliisaatide analiiiisiks kasutatakse korgefektiivse vedelikkroma-
tograafia aparatuuri, tuleb katsetingimused optimeerida vastavalt tootja
soovitustele.

Meetodi rakendamisel so6da suhtes, mille kloriidisisaldus on suurem kui
1 % (kontsentraadid, mineraalsoodad, tdiends6odad), voib analiiiis
nédidata tegelikust viiksemat metioniinisisaldust ning tuleb kasutada
erimeetodit.

G. TRUPTOFAANI MAARAMINE
Eesmirk ja rakendusala

Selle meetodiga on vdimalik méérata triiptofaani iildsisaldust ja vaba
triiptofaani sisaldust soddas. Meetod ei erista D- ja L-vormi.

Pohimaote
Triiptofaani tildsisalduse médramiseks hiidroliiiisitakse proovi leeliselises

keskkonnas kiillastunud baariumhiidroksiidi lahusega ja kuumutatakse
110 °C juures 20 tundi. Pérast hiidroliiisimist lisatakse sisestandard.

Vaba triiptofaani médramiseks ekstraheeritakse proovi ndrgalt happe-
listes tingimustes sisestandardi juuresolekul.

Triiptofaan ja sisestandard méératakse hiidroliisaadis voi ekstraktis
HPLC-ga fluorestsentsdetektori abil.

Reaktiivid

Tuleb kasutada bidestilleeritud voi samavéarse kvaliteediga vett (juhtivus
< 10 pS/cm).

Standardaine: triiptofaan (puhtus/sisaldus > 99 %), mis on kuivatatud
vaakumis fosforpentoksiidi kohal.

Sisestandardaine: a-metiiiiltriiptofaan (puhtus/sisaldus > 99 %), mis on
kuivatatud vaakumis fosforpentoksiidi kohal.

Baariumhiidroksiidi oktahiidraat (viltida Ba(OH), .8 H,O iilemédrast
kontakti dhuga, kuna see voib viia BaCO; moodustumiseni, mis vdib
médramist segada) (vt tdhelepanek 9.3).

Naatriumhiidroksiid

Ortofosforhape, w (w/w) = 85 %
Soolhape, pyg = 1,19 g/ml.

Metanool, samavairne kui HPLC-puhas.

Petrooleeter, keemisvahemik 40—-60 °C
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3.20.

3.21.

3.22.

4.2.

43.

44,

Naatriumhiidroksiidi lahus, ¢ = 1 mol/l:

40,0 g NaOH (3.5) lahustatakse vees ja tdidetakse veega (3.1) 1 liitrini.
Soolhape, ¢ = 6 mol/l:

Voetakse 492 ml HCI (3.7) ja tdidetakse veega 1 liitrini.

Soolhape, ¢ = 1 mol/l:

Voetakse 82 ml HCI (3.7) ja tdidetakse veega 1 liitrini.

Soolhape, ¢ = 0,1 mol/l:

Voetakse 8,2 ml HCI (3.7) ja tdidetakse veega 1 liitrini.
Ortofosforhape, ¢ = 0,5 mol/l:

Voetakse 34 ml ortofosforhapet (3.6) ja tdidetakse veega (3.1) 1 liitrini.
Triiptofaani (3.2) kontsentreeritud lahus, ¢ = 2,50pumol/ml:

500 ml moodtkolvis lahustatakse 0,2553 g triiptofaani (3.2) soolhappes
(3.13) ja tdidetakse soolhappega (3.13) mdrgini. Séilitatakse tempera-
tuuril —18 °C kuni neli nédalat.

Sisestandardi kontsentreeritud lahus, ¢ = 2,50 umol/ml:

500 ml mddtkolvis lahustatakse 0,2728 g o-metiiiiltriiptofaani (3.3) sool-
happes (3.13) ja tdidetakse soolhappega (3.13) mirgini. Siilitatakse
temperatuuril —18 °C kuni neli nidalat.

Triiptofaani ja sisestandardi kalibreerimisstandardlahus:

Voetakse 2,00 ml triiptofaani kontsentreeritud lahust (3.15) ja 2,00 ml
sisestandardi  (o-metiiiiltriiptofaani) kontsentreeritud lahust (3.16).
Lahjendatakse veega (3.1) ja metanooliga (3.8) umbes sama ruumalani

ja umbes sama metanooli kontsentratsioonini (10-30 %), nagu on valmis
hiidroliisaadil.

Lahus tuleb valmistada vahetult enne kasutamist.
Valmistamise ajal viltida otsest péikesevalgust.
Addikhape

1,1,1-trikloro-2-metiiiil-2-propanool

Etanoolamiin w (w/w) > 98 %

1 grammi 1,1,1-trikloro-2-metiiiil-2-propanooli (3.19) lahus 100 ml
metanoolis (3.8).

HPLC liikuv faas: 3,00 g dadikhapet (3.18) + 900 ml vett (3.1) +50,0 ml
1,1,1-trikloro-2-metiiiil-2-propanooli (3.19) lahust (3.21) 1g/100 ml
metanoolis (3.8). Etanoolamiini (3.20) abil korrigeeritakse pH 5,00-le.
Téidetakse veega (3.1) 1 000 ml-ni.

Seadmed

HPLC-seadmed spektrofluorimeetrilise detektoriga

Vedelikkromatograafia kolonn, 125 mm x 4 mm, Cig, tdidise terasuurus
3 um, vOi samavéirne

pH-meeter

Laia kaela ja keeratava korgiga poliipropiileenkolb, maht 125 ml
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4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

5.2.

5.3.

Membraanfilter (0,45 pm)

Autoklaav, 110 (+2) °C, 1,4 (x0,1) bar

Mehaaniline loksuti voi magnetsegur

Poorissegaja

Too kiik
Proovide ettevalmistamine

Proov jahvatatakse nii peeneks, et see ldheks ldbi 0,5-millimeetriste
avadega sdela. Suure niiskusesisaldusega proovid tuleks enne jahvata-
mist kas kuivatada Shu kdes temperatuuril kuni 50 °C vdi kiilmkuiva-
tada. Suure rasvasisaldusega proove tuleb enne jahvatamist ekstraheerida
petrooleetriga (3.9).

Vaba triiptofaani mddramine (ekstrakt)

Ettevalmistatud proovi (5.1) sobiv kogus (1-5 g) kaalutakse 1 mg tapsu-
sega koonilisse kolbi. Lisatakse 100,0 ml soolhapet (3.13), ¢ = 0,1 mol/l,
ja 5,00 ml kontsentreeritud sisestandardlahust (3.16). Raputatakse voi
segatakse 60 min, kasutades mehaanilist loksutit vdi magnetsegurit
(4.7). Settel lastakse settida ja 10,0 ml supernatanti viiakse pipetiga
iille keeduklaasi. Lisatakse 5 ml ortofosforhapet (3.14). Naatriumhiidrok-
siidi (3.10) abil korrigeeritakse pH 3-le. Lisatakse piisavalt metanooli
(3.8), et viia metanooli kontsentratsioon 1dpplahuses 10-30 protsendini.
Lahus viiakse iile sobiva suurusega mootekolbi ja lahjendatakse veega
kuni kromatograafiaks sobiva koguseni (umbes sama kogus kui kalibree-
rimisstandardlahusel (3.17)).

Enne HPLC-kolonni siistimist filtreeritakse moned milliliitrid lahust labi
0,45 um membraanfiltri (4.5). Jdtkatakse kromatograafiaga vastavalt
punktile 5.4.

Standardlahust ja ekstrakte tuleb kaitsta otsese piaikesevalguse eest. Kui
ekstrakte ei ole voimalik samal pdeval analiilisida, siis voib neid hoida
temperatuuril 5 °C kuni kolm pieva.

Triiptofaani iildsisalduse mddramine (hiidroliisaat).

0,1-1 g ettevalmistatud proovi (5.1) kaalutakse 0,2 mg tépsusega polii-
ropiileenkolbi (4.4). Kaalutud proovipartii lammastikusisaldus peab olema
umbes 10 mg. Lisatakse 8,4 g baariumhiidroksiidi oktahiidraati (3.4) ja
10 ml vett. Segatakse pOoOrissegajaga (4.8) vOi magnetseguriga (4.7).
Tefloniga kaetud magnet jaetakse segusse. Nou seinad loputatakse iile
4 ml veega. Keeratav kork pannakse peale ja kolb suletakse 16dvalt. Kolb
pannakse autoklaavi (4.6) ja kuumutatakse keevas vees ja aurus 30-60
minutit. Autoklaav suletakse ja kuumutatakse 20 tundi 110 (£ 2) °C
juures.

Enne autoklaavi avamist langetatakse temperatuur natuke alla 100 °C
kraadi. Ba(OH), .8 H,O kristalliseerumise véltimiseks lisatakse soojale
segule 30 ml toatemperatuuril olevat vett. Raputatakse v3i segatakse
kergelt. Lisatakse 2,00 ml sisestandardi (o-metiiiiltriiptofaani) kontsent-
reeritud lahust (3.16). Nousid jahutatakse vee-/jadvannis 15 minutit.

Seejérel lisatakse 5 ml ortofosforhapet (3.14). Nou hoitakse jahutus-
vannis ja neutraliseeritakse segamisel HCl-iga (3.11) ning pH korrigee-
ritakse 3,0-ni HCl (3.12) abil. Lisatakse piisavalt metanooli, et viia
metanooli kontsentratsioon 10pplahuses 10-30 %ni. Viiakse iile sobiva
suurusega mootekolbi ja lahjendatakse veega kindla, kromatograafiaks
sobiva ruumalani (nditeks 100 ml). Metanooli lisamine ei tohi tekitada
sadenemist.
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5.4.

Enne HPLC-kolonni siistimist filtreeritakse mdned milliliitrid lahust 18bi
0,45 ym membraanfiltri (4.5). Jatkatakse kromatograafiaga vastavalt
punktile 5.4.

Standardlahust ja hiidroliisaate tuleb kaitsta otsese pdikesevalguse eest.
Kui hiidroliisaate ei ole voimalik samal pédeval analiiiisida, siis v3ib neid
hoida temperatuuril 5 °C kuni kolm pdeva.

HPLC mddramine

Soovitatakse juhinduda jargmistest isokraatilise elueerimise tingimustest.
Muid tingimusi voib kasutada juhul, kui need tagavad samavéirsed tule-
mused (vt ka tédhelepanekuid 9.1 ja 9.2):

Vedelikkromatograafia 125 mm x 4 mm, C,g, tdidise terasuurus
kolonn (4.2): 3 um v3i samavéaédrne

Kolonni temperatuur: Ruumitemperatuur

Liikuv faas (3.22): 3,00 g aadikhapet (3.18) + 900 ml vett

(3.1) + 50,0 ml 1,1,1-trikloro-2-metiiiil-
2-propanooli (3.19) lahust metanoolis
(3.8) (1g/100ml). pH korrigeeritakse
5,00-le etanoolamiini (3.20) abil. Taide-
takse veega (3.1) 1 000 ml-ni.

Voolukiirus: 1 ml/min

Summaarne voolutamisaeg: umbes 34 min

Avastamise lainepikkus: ergastamine: 280 nm, emissioon: 356 nm.

Sissestistitav ruumala 20 pl

Tulemuste arvutamine

Arvutatakse triiptofaani (X) kogus grammides 100 g proovi kohta.

X7A><B><V1><c><V2><M
T CxDxV;x 10000 x m

A = sisestandardi piipindala, kalibreerimisstandardlahus (3.17)

B = triiptofaani piigipindala, ekstrakt (5.2) vdi hiidroliisaat (5.3)

V; = kalibreerimislahusele (3.17) lisatud kontsentreeritud triiptofaani
lahuse (3.15) kogus milliliitrites (2 ml)

¢ = kalibreerimislahusele (3.17) lisatud kontsentreeritud triiptofaani
lahuse (3.15) kontsentratsioon, pmol/ml (= 2,50)

V, = kontsentreeritud sisestandardlahuse (3.16) kogus milliliitrites, mis
on lisatud ekstraheerimisel (5.2) (= 5,00 ml) voi hiidroliisaadile
(5.3) (= 2,00 ml)

C = sisestandardi piigipindala, ekstrakt (5.2) voi hiidroliisaat (5.3)

D = triiptofaani piigipindala, kalibreerimisstandardlahus (3.17)

V3 = kalibreerimisstandardlahusele (3.17) lisatud kontsentreeritud sise-
standardlahuse (3.16) kogus milliliitrites (= 2,00 ml)

m = proovi mass grammides (korrigeeritud esialgsele massile, kui
proovi on kuivatatud ja/voi rasvatustatud)

M = triiptofaani molaarmass (= 204,23 g/mol)

Korratavus

Sama proovi kahe paralleelse médramise tulemuste erinevus ei tohi
iletada 10 % suuremast tulemusest.
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Uhisuuringu tulemused

Korraldati iihendusesisene iihisuurimine (neljas vordlusuuring), mille
kaigus kuni 12 laborit analiitisisid hiidroliiisimeetodi sertifitseerimiseks
kolme proovi. Kdigile proovidele tehti kordusanaliiisid (5). Tulemused
on esitatud jargmises tabelis:

Proov 2 Proov 3
Proov 1Seasdot L-triiptofaaniga | Seasdddakontsent-
rikastatud seasoot raat
L 12 12 12
n 50 55 50
Keskmine g/kg 2,42 3,40 4,22
s, [g/kg] 0,05 0,05 0,08
r [g/kg] 0,14 0,14 0,22
CV, [ %] 1,9 1,6 1,9
Sk [g/ke] 0,15 0,20 0,09
R [g/kg] 0,42 0,56 0,25
CVk [ %] 6,3 6,0 2,2
L = tulemused esitanud laborite arv
n = {iksiktulemuste arv pérast voOrvaartuste véljajatmist (Cochrani-
Dixoni vodrvéartuste testi alusel)
Sp = korratavust iseloomustav standardhilve
Sr = reprodutseeritavust iseloomustav standardhilve
r = korratavus
R = reprodutseeritavus

CV, = korratavuse variatsioonikordaja, %
CVr

reprodutseeritavuse variatsioonikordaja, %

Teise iihendusesisese tihisuurimise (kolmanda vordlusuuringu) kaigus
analiitisisid kuni 13 laborit vaba triiptofaani ekstraheerimise meetodi
sertifitseerimiseks kahte proovi. Kdigile proovidele tehti kordusanaliiiisid
(5). Tulemused on esitatud jargmises tabelis:

) P‘roov‘ 5
lisatud triiptofaani
(0,457g/kg)
L 12 12
n 55 60
Keskvdartus g/kg 0,391 0,931
s: [g/kg] 0,005 0,012
r [g/kg] 0,014 0,034
CV; [ %] 1,34 1,34
Sr [g/kg] 0,018 0,048
R [g/kg] 0,050 0,134
CVr [ %] 4,71 5,11
L = tulemused esitanud laborite arv
n = iiksiktulemuste arv pérast voOrvaartuste véljajatmist (Cochrani-

Dixoni vodrvédartuste testi alusel)

S; = korratavust iseloomustav standardhilve

Sr = reprodutseeritavust iseloomustav standardhilve
r = korratavus

R = reprodutseeritavus

CV, = korratavuse variatsioonikordaja, %

CVy = reprodutseeritavuse variatsioonikordaja, %
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9.2.

Veel iihe iihendusesisese vordlusuuringu kdigus analiiiisisid kuni
seitse laborit triiptofaani hiidroliilisi sertifitseerimise eesmérgiga nelja
proovi. Tulemused on esitatud allpool. Kodigile proovidele tehti kordu-

sanaliitisid (5).

Proov 1 Propv 2
Sigade s66da- Véillfese Pr(?qv 3 ?rqov 4
segu rasvasmal.du— Sojajahu Lassipulber

(CRM 117) szecg;ll\(/lal?lagh)u (CRM 119) | (CRM 120)
L 7 7 7 7
n 25 30 30 30
Keskvédrtus g/ 2,064 8,801 6,882 5,236
kg
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/kg] 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 = tulemused esitanud laborite arv
n = iiksiktulemuste arv pérast voorvadrtuste viljajatmist (Cochrani-

Dixoni vodrvairtuste testi alusel)

S; = korratavust iseloomustav standardhilve
Sgr = reprodutseeritavust iseloomustav standardhilve
r = korratavus
R = reprodutseeritavus

CV, = korratavuse variatsioonikordaja, %
CVy = reprodutseeritavuse variatsioonikordaja, %

Téhelepanekud

Jargmised kromatograafia eritingimused vodivad tagada triiptofaani ja o-
metiiiiltriiptofaani parema eraldumise teineteisest.

Isokraatiline elueerimine, millele jargneb kolonni gradientpuhastus:

Vedelikkromatograafia 125 mm x 4 mm, C,g, tdidise terasuurus
kolonn: 5 pum voi samavaédrne
Kolonni temperatuur: 32 °C
Liikuv faas: A: 0,01 mol/l KH,PO4/metanool, 95+5
(V+V).
B: Metanool
Gradientprogramm: 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
Voolukiirus: 1,2 ml/min
Summaarne umbes 33 min
voolutamisaeg:

Kromatograafiline méadramine oleneb HPLC tiiiibist ja kasutatavast
kolonnitéidisest. Valitud siisteem peab tagama triiptofaani ja sisestan-
dardi piikide tdieliku eraldumise (kuni alusjooneni). Lisaks sellele on
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9.3.

1.1.

1.2.

1.3.

2.2.

oluline, et lagunemisproduktid eralduksid hésti triiptofaanist ja sisestan-
dardist. Kolonni tuleb siistida hiidroliisaate ilma sisestandardita, kontrol-
limaks, et sisestandardi piigi kohal ei moonutaks alusjoont lisandite
véljumine. On oluline, et voolutamisaeg oleks piisavalt pikk koigi lagu-
nemisproduktide elueerimiseks, vastasel juhul vdivad hiljem elueeruvad
piigid segada jérgnevaid kromatograafilisi madramisi.

Kasutatavate kontsentratsioonide vahemikus peavad kromatograafilise
siisteemiga saadavad tulemused soltuma kontsentratsioonist lineaarselt.
Tulemuste lineaarsust tuleks kontrollida sisestandardi konstantsel
(normaalsel) kontsentratsioonil erinevate triiptofaani kontsentratsiooni-
dega. On oluline, et nii triiptofaani kui ka sisestandardi piigid oleksid
HPLC-/fluorestsentssiisteemi lineaarses alas. Kui triiptofaani voi sise-
standardi piigid on liiga véikesed voi liiga suured, siis tuleks analiiiisi
korrata teistsuguse proovi suurusega ja/voi teistsuguse ldppruumalaga.

Baariumhiidroksiid

Baariumhiidroksiidi lahustamine raskeneb baariumhiidroksiidi vanane-
misel. Selle tulemusel saadakse HPLC-ga midramiseks hédgune lahus,
mis vOib vihendada triiptofaani méddramisel saadavaid tulemusi.

H. TOOROLI JA -RASVA MAARAMINE
Eesmirk ja rakendusala

See meetod vdimaldab midrata toordli ja -rasva sisaldust sdddas. See ei
holma dliseemnete ja dliviljade analiiiisi.

Allpool kirjeldatud kahe meetodi kasutamine sdltub sodda laadist ja
koostisest ning analiiiisi tegemise pohjusest.

Meetod A — otse ekstraheeritav toordli ja -rasv

Seda meetodit kohaldatakse taimsete so0datoorainete puhul, vélja
arvatud meetodiga B holmatud ainete puhul.

Meetod B — kogu toordli ja -rasv

Seda meetodit kohaldatakse loomsete s6ddatoorainete ja koigi segajou-
sootade puhul. Seda kasutatakse kdigi ainete puhul, millest ei ole ilma
eelneva hiidroliiiisita voimalik Oli ja rasva ekstraheerida (nt gluteenid,
parm, kartulivalgud ning tooted, mille puhul kasutatakse muu hulgas
pressimist, helvestamist voi kuumutamist).

Tulemuste tolgendamine

Ka&igil juhtudel, kui meetodiga B saadakse suurem tulemus kui meeto-
diga A, loetakse meetodiga B saadud tulemus digeks véaartuseks.

Pohimote
Meetod A

Proov ekstraheeritakse petrooleetriga. Solvent destilleeritakse vélja ning
jadk kuivatatakse ja kaalutakse.

Meetod B

Proovi toodeldakse kuumalt soolhappega. Segu jahutatakse ja filtreeri-
takse. Jadk pestakse, kuivatatakse ja médratakse vastavalt meetodile A.
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3.2

3.3.

3.4.

4.2.

43.

5.2.

Reaktiivid

Petrooleeter, keemisvahemik 40-60 °C. Broomiarv peab olema viiksem
kui 1 ja aurustamise jaak alla 2 mg/100 ml.

Veevaba naatriumsulfaat.

Soolhape, ¢ = 3 mol/l

Filteraine, nt Kieselguhr, Hyflo-supercel.

Seadmed

Ekstraheerimisaparaat. Kui see on varustatud sifooniga (Soxhleti
aparaat), siis peab tagasivoolu kiirus olema selline, et tekiks umbes 10
tsiiklit tunnis; kui aparaat on ilma sifoonita, siis peab tagasivoolu kiirus
olema ligikaudu 10 ml minutis.

Ekstraheerimishiilsid, milles ei ole petrooleetris lahustuvaid aineid ning
mille poorsus vastab punkti 4.1 nduetele.

Kuivatuskapp: kas vaakumkuivatuskapp, mis on seatud temperatuurile 75
+ 3 °C, vdi dhkkuivatuskapp, mis on seatud temperatuurile 100 + 3 °C.

Too kiik
Meetod A (vt punkt 8.1)

5 g proovi kaalutakse 1 mg tdpsusega, pannakse ekstraheerimishiilssi
(4.2) ja kaetakse rasvavaba vatiga.

Hiilss asetatakse ekstraheerimisaparaati (4.1) ja ekstraheeritakse petroo-
leetriga (3.1) kuus tundi. Petrooleetri ekstrakt kogutakse kuiva kaalutud
kolbi, milles on pimsskivitiikid (').

Solvent destilleeritakse vilja. Jadk koos kolviga asetatakse poolteiseks
tunniks kuivatuskappi (4.3) kuivama. Lastakse eksikaatoris jahtuda ning
kaalutakse. Kuivatatakse veel 30 minutit, et veenduda, et Oli ja rasva
mass jadb samaks (massikadu kahe jérjestikuse kaalumise vahel peab
olema 1 mg voi alla selle).

Meetod B

2,5 g proovi kaalutakse 1 mg tépsusega (vt punkt 8.2), pannakse 400 ml
keeduklaasi vdi 300 ml Erlenmeyeri kolbi ning lisatakse 100 ml sool-
hapet (3.3) ja pimsskivitikke. Keeduklaas kaetakse kellaklaasiga voi
pannakse Erlenmeyeri kolbi kiilge piistjahuti. Segu kuumutatakse madala
leegi vOi kuumutusplaadi kohal keemiseni ja keedetakse norgalt tund
aega. Tuleb viltida toote sadestumist ndu seinte kiilge.

Jahutatakse ja lisatakse selline kogus filterainet (3.4), mis on piisav dli-
ja rasvakao véltimiseks filtreerimisel. Lahus filtreeritakse 14bi niisutatud
rasvavaba kahekordse filterpaberi. Jadki pestakse kiillmas vees kuni
filtraadi neutraalse reaktsioonini. Kontrollitakse, et filtraat ei sisalda oli
ega rasva. Kui filtraat sisaldab 6li vdi rasva, tuleb proov enne hiidroliiiisi
petrooleetriga ekstraheerida, kasutades meetodit A.

Kahekordne filterpaber koos jddgiga asetatakse kellaklaasile ja kuivata-
takse poolteist tundi ventileeritavas kuivatuskapis (4.3) 100 + 3 °C
juures.

(") Kui hiljem tuleb kontrollida o6li vdi rasva kvaliteeti, asendatakse pimsskivitiikid

klaashelmestega.
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8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

Kahekordne filterpaber koos kuivjddgiga asetatakse ekstraheerimishiilssi
(4.2) ja kaetakse rasvavaba vatiga. Hiilss asetatakse ekstraheerimisapa-
raati (4.1) ja jatkatakse vastavalt punkti 5.1 teisele ja kolmandale 1digule.

Tulemuste viljendamine

Jaagi mass viljendatakse protsendimédrana proovist.

Korratavus

Sama analiiiisija poolt sama prooviga tehtud kahe paralleelse méaaramise
tulemuste erinevus ei tohi iiletada:

— absoluutvéirtusena véljendatult 0,2 %, kui 0li ja rasva tildsisaldus on
alla 5 %;

— 4,0 % suuremast tulemusest, kui toordli ja -rasva sisaldus on
5-10 %;

— absoluutvéirtusena viéljendatult 0,4 %, kui toordli ja -rasva sisaldus
on iile 10 %.

Téhelepanekud

Suure Gli- ja rasvasisaldusega toodete puhul, mida on keeruline peenes-
tada vOi millest ei saa votta homogeenset vahendatud proovi, toimitakse
jargmiselt.

20 g proovi kaalutakse 1 mg tipsusega ja segatakse vdhemalt 10 g
veevaba naatriumsulfaadiga (3.2). Segu ekstraheeritakse petrooleetriga
(3.1) vastavalt punktile 5.1. Saadud ekstrakti tdidetakse petrooleetriga
(3.1) 500 ml-ni ja segatakse. 50 ml lahust pannakse védiksesse kuiva
kaalutud kolbi, milles on pimsskivitiikid (1). Solvent destilleeritakse
vilja, segu kuivatatakse ja jdtkatakse vastavalt punkti 5.1 viimasele
16igule.

Hiilssi jadnud ekstraheerimisjadgist eemaldatakse solvent, peenestatakse
jaak 1 mm osakesteks, pannakse see tagasi ekstraheerimishiilssi (ilma
naatriumsulfaati lisamata) ning jatkatakse vastavalt punkti 5.1 teisele ja
kolmandale 16igule.

Oli- ja rasvasisaldus arvutatakse protsendimiirana proovist jirgmise
valemi abil:

(10m; + my) x 5
kus:

m; = jédgi mass grammides parast esimest ekstraheerimist (alikvootne
osa ekstraktist),

m, = jddgi mass grammides pérast teist ekstraheerimist.

Viikese 0li- ja rasvasisaldusega toodete puhul voib uuritava proovi
massi suurendada 5 grammini.

Suure veesisaldusega lemmikloomatoite v3ib olla vaja segada veevaba
naatriumsulfaadiga enne hiidroliiiisi ja ekstraheerimist vastavalt meeto-
dile B.

Punktis 5.2 voib olla tdhusam kasutada jédgi pesemiseks pérast filtree-
rimist kiilma vee asemel sooja vett.

Mone sodda puhul voib olla vaja pikendada 1,5tunnist kuivamisaega.
Tuleb viltida liigset kuivatamist, kuna see v0ib pdhjustada madalaid
tulemusi. Kasutada v3ib ka mikrolaineahju.
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8.6.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

Kui toordli ja -rasva sisaldus on iile 15 %, on soovitatav proov enne
hiidroliiiisi ekstraheerida meetodi A jirgi ning uuesti ekstraheerida
meetodi B jérgi. Mingil maééral soltub see sdoda ja selles leiduva oli
ning rasva laadist.

I.  KOGUKIU MAARAMINE

Eesmirk ja rakendusala

Selle meetodiga on vdimalik médrata s66das happelises ja leeliselises
keskkonnas lahustumatuid rasvavabu orgaanilisi aineid, mida harilikult
nimetatakse kogukiuks.

Pohimaote

Proovi, mis on vajaduse korral rasvatustatud, t66deldakse mitu korda
jérjest teatava kontsentratsiooniga véadvelhappe ja kaaliumhiidroksiidi
keevate lahustega. Jadk eraldatakse filtreerimise abil paagutatud klaasfil-
tril ning pestakse, kuivatatakse, kaalutakse ja tuhastatakse temperatuuril
vahemikus 475-500 °C. Tuhastamisest tulenev massikadu vastab uuri-
tavas proovis sisalduvale kogukiule.

Reaktiivid

Viaivelhape, ¢ = 0,13 mol/l
Vahutamisvastane aine (nt n-oktanool)

Filteraine (Celite 545 voi samavédrne toode), mida soojendatakse tempe-
ratuuril 500 °C neli tundi (8.6)

Atsetoon

Petroolecter, keemistemperatuur 40-60 °C
Soolhape, ¢ = 0,5 mol/l
Kaaliumhiidroksiidi lahus, ¢ = 0,23 mol/l

Seadmed

Viivelhappe ja kaaliumhiidroksiidi lahusega lagundamiseks mdeldud
kuumutusseade, mis on varustatud filtertiigli (4.2) toe ja dravoolutoruga,
millel on klapp vedeliku viljavoolu peatamiseks ja vdimaluse korral
surudhuga tekitatud vaakum. Iga pdev eelkuumutatakse seadet enne
kasutamist keeva veega viis minutit.

Paagutatud kvartsklaasist filterplaadiga klaasist filtertiigel, poori suurus
40-90 um. Enne esimest kasutamist kuumutatakse moni minut kuni
temperatuurini 500 °C ja jahutatakse (8.6).

Piistjahutiga vdhemalt 270 ml silinder, mis sobib keetmiseks.
Termostaadiga kuivatuskapp.
Termostaadiga muhvelahi.

Ekstraheerimisseade, mis koosneb filtertiigli (4.2) tugiplaadist ja vélja-
lasketorust, millel on klapp vaakumi ja vedeliku viljavoolu peatamiseks.

Uhendusrongad kuumutusseadme (4.1), tiigli (4.2) ja silindri (4.3) iihen-
damiseks ning kiilmekstraheerimisseadme (4.6) ja tiigli ithendamiseks.

Too kaik

1 g ettevalmistatud proovi kaalutakse 1 mg tdpsusega ja pannakse see
tiiglisse (4.2) (vt tdhelepanekud 8.1, 8.2 ja 8.3) ning lisatakse 1 g filte-
rainet (3.3).
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Kuumutusseade (4.1) ja filtertiigel (4.2) iihendatakse ning seejérel kinni-
tatakse silinder (4.3) tiigli kiilge. 150 ml keevat véddvelhapet (3.1) vala-
takse tthendatud silindrisse ja tiiglisse ning vajadusel lisatakse mdned
tilgad vahutamisvastast ainet (3.2).

Vedelik aetakse keema 5 + 2 minutiga ja keedetakse tugevalt tapselt 30
minutit.

Viljalasketoru (4.1) klapp avatakse, vddvelhape filtreeritakse vaakumi-
tingimustel 1dbi filtertiigli ning jadki pestakse kolm korda jérjest 30 ml
keeva veega, tagades, et parast iga pesemist filtreeritakse jadk kuivaks.

Aravooluklapp suletakse ning iihendatud silindrisse ja tiiglisse valatakse
150 ml keevat kaaliumhiidroksiidi lahust (3.7) ning lisatakse moned
tilgad vahutamisvastast ainet (3.2). Vedelik aetakse keema 5 + 2 minu-
tiga ja keedetakse tugevalt tdpselt 30 minutit. Filtreeritakse ja korratakse
pesemisprotseduuri, mida kasutati vddvelhappe juures.

Pérast 16plikku pesemist ja kuivatamist thendatakse tiigel ja selle sisu
lahti ning thendatakse see kiilmekstraheerimisseadmega (4.6). Jaaki
pestakse tiiglis vaakumitingimustel kolm korda jérjest 25 ml atsetooniga
(3.4), tagades, et pdrast iga pesemist filtreeritakse jaak kuivaks.

Tiigel kuivatakse piisikaaluni kuivatuskapis temperatuuril 130 °C. Péirast
iga kuivatamist jahutatakse tiiglit eksikaatoris ja kaalutakse Kkiiresti.
Tiigel asetatakse muhvelahju ja tuhastatakse piisikaaluni (massikadu
peab kahe jérjestikuse kaalumise vahel olema 2 mg voi alla selle) tempe-
ratuuril 475 °C kuni 500 °C vihemalt 30 minutit.

Pérast iga kuumutamist jahutatakse tiiglit enne kaalumist koigepealt
ahjus ja seejdrel eksikaatoris.

Teostatakse ilma proovita pimekatse. Tuhastamisest tingitud massikadu
ei tohi olla iile 4 mg.

Tulemuste arvutamine

Kogu kiu sisaldus arvutatakse protsendimdérana proovist jirgmise
valemi abil:

(mo *ml) x 100
m

X =

kus:

m = proovi mass grammides;
my = massikadu pérast tuhastamist madramise ajal, grammides;

m; massikadu pérast tuhastamist pimekatse ajal, grammides.

Korratavus

Sama prooviga tehtud kahe paralleelse madramise tulemuste erinevus ei
tohi iiletada:

— absoluutvéartuses viljendatult 0,6 %, kui kogukiu sisaldus on alla
10 %,

— 6 % suuremast tulemusest, kui kogukiu sisaldus on 10 % voi
suurem.

Téhelepanekud

So6t, mis sisaldab tile 10 % rasva, tuleb enne analiilisimist petrooleetriga
(3.5) rasvatustada. Filtertiigel (4.2) ja selle sisu ithendatakse kiilmekstra-
heerimisseadmega (4.6) ja pestakse jadki vaakumitingimustel kolm korda
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8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

8.6.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

jérjest 30 ml petrooleetriga, tagades, et jadk oleks kuiv. Tiigel ja selle
sisu ithendatakse kuumutusseadmega (4.1) ja jitkatakse vastavalt punk-
tile 5.

S66t, mis sisaldab rasva ja mida ei saa ekstraheerida petrooleetriga (3.5)
otse, tuleb rasvatustada vastavalt punktile 8.1 ja rasvatustada veel iiks
kord pérast happega keetmist. Pdrast happega keetmist ja jirgnevat pese-
mist ihendatakse tiigel ja selle sisu kiilmekstraheerimisseadmega (4.6) ja
pestakse jadki kolm korda jarjest 30 ml atsetooniga ning seejérel veel
kolm korda 30 ml petrooleetriga. Filtreeritakse vaakumitingimustel
kuivaks ja jéitkatakse analiiiisi vastavalt punktile 5, alustades tootlemisest
kaaliumhiidroksiidiga.

Kui so6t sisaldab iile 5 % karbonaati, mis on viljendatud kaltsiumkar-
bonaadina, ihendatakse tiigel (4.2) kaalutud prooviga kuumutusseadme
(4.1) kiilge. Proovi pestakse kolm korda 30 ml soolhappega (3.6). Parast
iga lisamist lastakse proovil seista umbes iiks minut enne filtreerimist.
Pestakse liks kord 30 ml veega ja jatkatakse seejérel vastavalt punktile 5.

Kui kasutatakse statiivitaolist seadet (mitu tiiglit on kinnitatud sama
kuumutusseadme kiilge), ei vGi sama analiiiisitava proovi suhtes teostada
kahte iiksikut médramist samas sarjas.

Kui pérast keetmist on raske filtreerida happelisi ja aluselisi lahuseid,
kasutatakse kuumutusseadme viljalasketoru kaudu lastavat surudhku ja
jatkatakse seejérel filtreerimist.

Tuhastamistemperatuur ei tohi olla iile 500 °C, et pikendada klaasfilter-
tiiglite eluaega. Tuleb jélgida, et kuumutus- ja jahutustsiiklite ajal ei
tekiks liigset termolddki.

J. SUHKRU MAARAMINE
Eesmirk ja rakendusala

Selle meetodiga on vdimalik médrata redutseerivate suhkrute hulka ja
pérast inversiooni iildsuhkru hulka, viljendatuna glitkoosina vdi sdltuvalt
olukorrast sahharoosina, kasutades timberarvestustegurit 0,95. Seda
meetodit kasutatakse segajousodtade puhul. Muude sodtade puhul on
sitestatud erimeetodid. Vajaduse korral tuleb laktoosi hulk moota eraldi
ja tulemuste arvutamisel seda arvesse votta.

Pohimote
Suhkrud ekstraheeritakse lahjendatud etanoolis; lahus selitatakse Carrezi

lahustega I ja II. Pérast etanooli eemaldamist médratakse kogused enne
ja pérast inversiooni Luff-Schoorli meetodi abil.

Reaktiivid
40 % etanoolilahuse (v/v) tihedus: 0,948 g/ml 20 °C juures, fenoolfta-

leiini suhtes neutraalne

Carrezi lahus I: vees lahustatakse 21,9 g tsinkatsetaati Zn (CH3COO),
2H,0 ja 3 g jaa-addikat. Tdidetakse veega 100 milliliitrini.

Carrezi lahus II: vees lahustatakse 10,6 g kaaliumferrotsiianiidi
K4Fe (CN)g 3H,0. Tdidetakse veega 100 milliliitrini.

Metiitiloranz, 0,1 % lahus (w/v)

Soolhape, 4 mol/l

Soolhape, 0,1 mol/l.
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3.8.

3.8.1.

3.8.2.

3.8.3.

3.9.

5.2.

5.3.

Naatriumhiidroksiidi lahus, 0,1 mol/l
Luff-Schoorli reaktiiv

Ettevaatlikult segades valatakse sidrunhappe lahus (3.8.2) naatriumkar-
bonaadi lahusesse (3.8.3). Lisatakse vasksulfaadi lahus (3.8.1) ja ja
tdidetakse veega 1 liitrini. Lastakse 60 lébi settida ja filtreeritakse.

Selliselt saadud reaktiivi kontsentratsioooni (Cu 0,05 mol/l; Na, CO;5 1
mol/l) kontrollitakse, vt punkti 5.4 viimast 16iku. Lahuse pH on umbes
9,4.

Vasksulfaadi lahus: 25 g rauavaba vasksulfaati (Cu SO4 5H,0) lahusta-
takse 100 ml vees.

Sidrunhappe lahus: 50 g sidrunhapet (C4HgO5 - H,0) lahustatakse 50 ml
vees.

Naatriumkarbonaadi lahus: 143,8 g veevaba naatriumkarbonaati lahusta-
takse umbes 300 ml soojas vees. Jahutatakse.

Naatriumtiosulfaadilahus, 0,1 mol/l

Térkliselahus: 1 liitrile keevale veele lisatakse 5 g lahustuva tarklise ja
30 ml vee segu. Keedetakse kolm minutit, lastakse jahtuda ja vajaduse
korral lisatakse siilitusainena 10 mg elavhdbejodiidi.

Vaivelhape, 3 mol/l
Kaaliumjodiidi lahus, 30 % (w/v)

Pimsskivigraanulid, mis on keedetud soolhappes, pestud vees ning
kuivatatud

3-metiitilbutaan-1-ool

Seadmed

Segisti (trummel): umbes 35 kuni 40 p/min.

Too kaik
Proovi ekstraheerimine

2,5 g proovi kaalutakse tdpsusega 1 mg ja pannakse 250 ml modtekolbi.
Lisatakse 200 ml etanooli (3.1) ning segatakse trumlis tund aega. Lisa-
takse 5 ml Carrezi lahust I (3.2) ja segatakse umbes 30 sekundit. Lisa-
takse 5 ml Carrezi lahust II (3.3) ja segatakse veel iiks minut. Tdidetakse
etanooliga (3.1) miérgini, homogeenitakse ja filtreeritakse. Eemaldatakse
200 ml filtraati ja aurustatakse ligikaudu poole mahuni, et vabaneda
enamikust etanoolist. Aurustamise jddk kantakse sooja vett kasutades
kvantitatiivselt 200 ml mddtekolbi, jahutatakse, tdidetakse veega kuni
margini, homogeenitakse ja vajaduse korral filtreeritakse. Seda lahust
kasutatakse redutseerivate suhkrute hulga ja pérast inversiooni iildsuhkru
hulga médramiseks.

Redutseerivate suhkrute mddramine

Pipetiga eemaldatakse kuni 25 ml lahust, mis sisaldab alla 60 mg redut-
seerivaid suhkruid, mis on viljendatud gliikoosina. Vajaduse korral
tdidetakse destilleeritud veega 25 ml-ni ja méadratakse redutseerivate
suhkrute hulk Luff-Schoorli meetodi abil. Tulemus viljendatakse
gliikoosisisalduse protsendiméérana proovist.

Uldsuhkru mddramine pdrast inversiooni

Pipetiga voetakse 50 ml lahust ja kantakse see 100 ml modtekolbi.
Lisatakse moni tilk metiiiiloranzi lahust (3.4) ning seejdrel lisatakse
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5.4.

7.2.

hoolikalt ja samal ajal pidevalt segades soolhapet (3.5), kuni vedelik
vérvub selgelt punaseks. Lisatakse 15 ml soolhapet (3.6), asetatakse
kolb tugevalt keeva veega vanni ning hoitakse seal 30 minutit. Jahuta-
takse kiiresti umbes 20 °C-ni ja lisatakse 15 ml naatriumhiidroksiidi
lahust (3.7). Téidetakse veega 100 ml-ni ja homogeenitakse. Eemalda-
takse kuni 25 ml lahust, mis sisaldab alla 60 mg redutseerivaid suhkruid,
mis on viljendatud glitkoosina. Vajaduse korral tdidetakse destilleeritud
veega 25 ml-ni ja médratakse redutseerivate suhkrute hulk Luff-Schoorli
meetodi abil. Tulemus véljendatakse glitkoosi protsendimédrana voi
soltuvalt olukorrast sahharoosi protsendimédédrana, korrutades tulemuse
teguriga 0,95.

Tiitrimine Luff-Schoorli meetodi jirgi

Pipetiga voetakse 25 ml Luff-Schoorli reaktiivi (3.8) ja kantakse see 300
ml Erlenmeyeri kolbi; lisatakse tdpselt 25 ml selitatud suhkrulahust.
Lisatakse 2 pimsskivigraanulit (3.13), kuumutatakse késitsi segades
keskmise korgusega lahtise leegi kohal ja segu kuumutatakse keemiseni
umbes kahe minuti jooksul. Erlenmeyeri kolb asetatakse viivitamatult
asbestkattega traatvorgule, milles on umbes 6 cm ldbimddduga auk
ning mille all on eelnevalt siilidatud leek. Leeki reguleeritakse nii, et
kuumutataks iliksnes Erlenmeyeri kolvi pdhja. Erlenmeyeri kolvi kiilge
pannakse piistjahuti. Keedetakse tdpselt kiimme minutit. Jahutatakse
kohe kiilmas vees ja umbes viie minuti moddudes tiitritakse jargmiselt.

Lisatakse 10 ml kaaliumjodiidi lahust (3.12) ja kohe seejérel lisatakse
(intensiivse vahutamise ohu tottu ettevaatlikult) 25 ml véédvelhapet
(3.11). Tiitritakse naatriumtiosulfaadi lahusega (3.9) kuni kahvatukollase
vérvuse tekkimiseni, lisatakse tédrkliseindikaator (3.10) ja viiakse tiitri-
mine 16pule.

Sama tiitrimine ilma keetmata tehakse seguga, milles on tépselt
moddetud 25 ml Luff-Schoorli reaktiivi (3.8) ja 25 ml vett ning millele
on eelnevalt lisatud 10 ml kaaliumjodiidi lahust (3.12) ja 25 ml védvel-
hapet (3.11).

Tulemuste arvutamine

Tabeli abil médératakse gliikoosi hulk milligrammides, mis vastab erine-
vusele kahe tiitrimise tulemuste vahel véljendatuna naatriumtiosulfaadi
milligrammides (0,1 mol/l). Tulemus véljendatakse protsendimédrana
proovist.

Erimenetlused

Melassirikaste sodtade ja muude mitte eriti homogeensete s66tade puhul
kaalutakse 20 g proovi ja pannakse see 500 ml veega iiheliitrisse mddte-
kolbi. Segatakse trumlis tund aega. Selitatakse Carrezi lahustega 1 (3.2)
ja II (3.3) punkti 5.1 kohaselt, kasutades sealjuures iga reaktiivi nelja-
kordset kogust. Téidetakse kuni mérgini 80 % etanooliga (v/v).

Homogeenitakse ja filtreeritakse. Etanool eemaldatakse punkti 5.1 koha-
selt. Kui dekstriinitud térklist ei ole, tdidetakse destilleeritud veega kuni
margini.

Suhkrurikaste, kuid praktiliselt tarklisevabade melasside ja sdddatoorai-
nete puhul (jaanikaunad, kuivatatud peedipealsed jne) kaalutakse S5 g
proovi, pannakse see 250 ml modtekolbi, lisatakse 200 ml destilleeritud
vett ja segatakse trumlis tund aega vdi vajaduse korral kauem. Selita-
takse Carrezi lahustega I (3.2) ja II (3.3) punkti 5.1 kohaselt. Tdidetakse
kiillma veega kuni mirgini, homogeenitakse ja filtreeritakse. Uldsuhkru
hulga médramiseks jatkatakse vastavalt punktile 5.3.

Tiéhelepanekud

Vahutamise viltimiseks on soovitatav lisada (proovi kogusest sdltuma-
tult) umbes 1 ml 3-metiiilbutaan-1-ooli (3.14) enne keetmist
Luff-Schoorli reaktiiviga.
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Sahharoosisisalduse protsendiméér on glitkoosina véljendatud inversioo-
nijirgse lldsuhkrute sisalduse ja gliikoosina véljendatud redutseerivate
suhkrute sisalduse vahe, mis on korrutatud 0,95-ga.

Redutseerivate suhkrute (v.a laktoosi) sisalduse méaramiseks voib kasu-
tada kahte meetodit:

Ligikaudseks arvutamiseks korrutatakse muu meetodi abil saadud laktoo-
sisisaldus 0,675ga ja lahutatakse saadud tulemus redutseerivate suhkrute
sisaldusest.

Redutseerivate suhkrute (v.a laktoosi) tdpseks arvutamiseks tuleb sama
prooviga teha kaks 18plikku médramist. Uks analiiiis tehakse punkti 5.1
kohaselt saadud lahuse iihe osaga, teine analiiiis sellise lahuse iihe osaga,
mis on saadud laktoosi médramise kédigus selleks ettendhtud meetodiga
(pdrast muude suhkruliikide fermenteerimist ja selitamist).

Molemal juhul médratakse proovis sisalduv suhkur Luff-Schoorli
meetodi abil ja arvutatakse gliikoosi milligrammideks. Uks véértus lahu-
tatakse teisest ja vahe viljendatakse protsendimédrana proovist.

Niide

Voetud kogused vastavad molema médramise puhul 250 mg massiga

proovile.

Esimesel juhul tarbitakse 17 ml naatriumtiosulfaadi lahust (0,1 mol/l),
mis vastab 44,2 mg gliikoosile; teisel juhul tarbitakse 11 ml, mis vastab
27,6 mg gliikoosile.

Vahe on 16,6 mg gliikoosi.

Redutseerivate suhkrute (v.a laktoosi) sisaldus gliikoosiks arvutatuna on
seega:

4 x 16,6

= 6,649
0 6,64 %

Viirtuste tabel 25 ml Luff-Schoorli reaktiivi jaoks

ml Na, S, O3 (0,1 mol/l) pérast kahte minutit kuumutamist ja 10 minutit keetmist

Na, S; O3 Glp koos, fruktoos Laktoos Maltoos Na, S; O3
0,1 mol/l I“Cverﬁ“h]g“d Ciy Hy, Oy Ciz Hy, Oy 0,1 mol/l
6 12 6
ml mg vahe mg vahe mg vahe ml
1 2,4 2.4 3,6 3,7 3,9 3,9 1
2 48 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 42 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 72,2 43 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
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3.2

3.3.

3.4.

3.4.1.

3.4.2.

3.4.3.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

K. LAKTOOSI MAARAMINE
Eesmirk ja rakendusala

Selle meetodiga on vdimalik maéérata laktoosi taset soddas, mis sisaldab
laktoosi iile 0,5 %.

Pohimote
Suhkrud lahustatakse vees. Lahus kéaritatakse Saccharomyces cerevisiae

parmiga, mis jatab laktoosi esialgsele kujule. Parast selitamist ja filtree-
rimist madratakse filtraadi laktoosisisaldus Luff-Schoorli meetodi abil.

Reaktiivid

Saccharomyces cerevisiae suspensioon: 25 g vérsket parmi suspendeeri-
takse 100 ml vees. Suspensioon sdilib kiilmikus kdige rohkem iihe
nédala.

Carrezi lahus I: vees lahustatakse 21,9 g tsinkatsetaati Zn(CH; COO),
2H,0 ja 3 g jaa-aadikat. Tdidetakse veega 100 milliliitrini.

Carrezi lahus 1II: vees lahustatakse 10,6 g kaaliumferrotsiianiidi
K4Fe (CN)g 3H,0. Tiidetakse veega 100 milliliitrini.

Luff-Schoorli reaktiiv

Ettevaatlikult segades valatakse sidrunhappe lahus (3.4.2) naatriumkar-
bonaadi lahusesse (3.4.3). Lisatakse vasksulfaadi lahus (3.4.1) ja tdide-
takse veega 1 liitrini. Lastakse 00 ldbi settida ja filtreeritakse. Selliselt
saadud reaktiivi kontsentratsioooni (Cu 0,05 mol/l; Na, CO3; 2 mol/l).
Lahuse pH on umbes 9.4.

Vasksulfaadi lahus: 25 g rauavaba vasksulfaati (Cu SO4 5H,0) lahusta-
takse 100 ml vees.

Sidrunhappe lahus: 50 g sidrunhapet (C¢HgO; - H,O) lahustatakse 50 ml
vees.

Naatriumkarbonaadi lahus: 143,8 g veevaba naatriumkarbonaati lahusta-
takse umbes 300 ml soojas vees. Jahutatakse.

Pimsskivigraanulid, mis on keedetud soolhappes, pestud vees ning
kuivatatud.

Kaaliumjodiidi lahus, 30 % (w/v)
Viivelhape, 3 mol/l.
Naatriumtiosulfaadi lahus, 0,1 mol/l.

Térkliselahus: 1 liitrile keevale veele lisatakse 5 g lahustuva tarklise ja
30 ml vee segu. Keedetakse kolm minutit, lastakse jahtuda ja vajaduse
korral lisatakse siilitusainena 10 mg elavhdbejodiidi.

Seadmed

Temperatuurile 38—40 °C seatud termostaadiga veevann.

Too kaik

1 g proovi kaalutakse tédpsusega 1 mg ja pannakse selline kogus proovi
100 ml mdodtekolbi. Lisatakse 25-30 ml vett. Kolb asetatakse kolme-
kiimneks minutiks keeva vee vanni ning jahutatakse seejérel umbes 35
°C-ni. Lisatakse 5 ml pérmisuspensiooni (3.1) ja homogeenitakse.
Lastakse kolvil seista kaks tundi veevannis temperatuuril 38-40 °C.
Jahutatakse umbes 20 °C-ni.

Lisatakse 2,5 ml Carrezi lahust I (3.2) ja segatakse 30 sekundit, seejérel
lisatakse 2,5 ml Carrezi lahust II (3.3) ja segatakse veel 30 sekundit.
Téidetakse veega 100 milliliitrini, segatakse ja filtreeritakse. Pipetiga
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eemaldatakse filtraadikogus, mis ei ileta 25 ml ja mis soovitavalt
sisaldab 40-80 mg laktoosi, ning kantakse see 300 ml Erlenmeyeri
kolbi. Vajaduse korral tiidetakse veega 25 ml-ni.

5 ml parmisuspensiooniga (3.1) tehakse samal viisil pimekatse. Laktoo-
sisisaldus maédratakse Luff-Schoorli meetodi abil jargmiselt: lisatakse
tdpselt 25 ml Luff-Schoorli reaktiivi (3.4) ja kaks pimsskivigraanulit
(3.5). Segatakse kasitsi keskmise korgusega lahtise leegi kohal ja segu
kuumutatakse keemiseni umbes kahe minuti jooksul. Erlenmeyeri kolb
asetatakse viivitamatult asbestkattega traatvorgule, milles on umbes 6 cm
labimddduga auk ning mille all on eelnevalt siiiidatud leek. Leeki regu-
leeritakse nii, et kuumutataks iiksnes Erlenmeyeri kolvi pohja. Erlen-
meyeri kolvi kiilge pannakse piistjahuti. Keedetakse tapselt kiimme
minutit. Jahutatakse kohe kiilmas vees ja umbes viie minuti méddudes
tiitritakse jargmiselt.

Lisatakse 10 ml kaaliumjodiidi lahust (3.6) ja kohe seejérel lisatakse
(intensiivse vahutamise ohu tottu ettevaatlikult) 25 ml véédvelhapet
(3.7). Tiitritakse naatriumtiosulfaadi lahusega (3.8) kuni kahvatukollase
vérvuse tekkimiseni, lisatakse tarkliseindikaator (3.9) ja viiakse tiitrimine
1dpule.

Sama tiitrimine ilma keetmata tehakse seguga, milles on tépselt
moddetud 25 ml Luff-Schoorli reaktiivi (3.4) ja 25 ml vett ning millele
on eelnevalt lisatud 10 ml kaaliumjodiidi lahust (3.6) ja 25 ml véivel-
hapet (3.7).

Tulemuste arvutamine

Juuresoleva tabeli abil médratakse laktoosi hulk milligrammides, mis
vastab erinevusele kahe tiitrimise tulemuste vahel véljendatuna naatrium-
tiosulfaadi milligrammides (0,1 mol/l).

Veevabale laktoosile vastav tulemus viljendatakse protsendimédrana
proovist.

Téhelepanek

Toodete puhul, mis sisaldavad iile 40 % fermenteeritavat suhkrut, kasu-
tatakse rohkem kui 5 ml parmisuspensiooni (3.1).

Viirtuste tabel 25 ml Luff-Schoorli reaktiivi jaoks

ml Na, S, O; (0,1 mol/l) pérast kahte minutit kuumutamist ja 10 minutit keetmist

Na, S; O3 Gl}l koos, fruktoos Laktoos Maltoos Na, S; O3
0,1 mol/l I“Cverﬁ“h]g“d Ciy Hy, Oy Ciz Hy, Oy 0,1 mol/l
6 12 6
ml mg vahe mg vahe mg vahe ml
1 2,4 2.4 3,6 3,7 3,9 3,9 1
2 48 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 42 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 72,2 43 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
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

5.2.

L. TARKLISE MAARAMINE
POLARIMEETRILINE MEETOD
Eesmirk ja rakendusala

Selle meetodi abil on vdimalik kindlaks méérata tarklise ja suure mole-
kulmassiga téirklise lagunemisproduktide taset s6ddas, et kontrollida
deklareeritud energiasisalduse (VII lisa sitted) ja ndukogu direktiivi
96/25/EU (1) jargimist.

Pohiméte

Meetod holmab kahte médramist. Esimese puhul toodeldakse proovi
lahjendatud soolhappega. Pérast selitamist ja filtreerimist mdddetakse
polarimeetrilisel teel lahuse optiline poorang.

Teise midramise puhul ekstraheeritakse proovi 40 % etanooliga. Pérast
filtraadi hapestamist soolhappega, selitamist ja filtreerimist moddetakse
lahuse optiline podrang esimese médramisega analoogsel viisil.

Proovi tirklisesisaldus saadakse nimetatud kahe médaramise vahe korru-
tamisel teadaoleva koefitsiendiga.

Reaktiivid
Soolhappe 25 % lahus (w/w), tihedus: 1,126 g/ml

Soolhappe 1,13 % lahus, (w/v)

Kontsentratsiooni tuleb kontrollida tiitrimise teel, kasutades 0,1 mol/l
naatriumhiidroksiidi lahust koos 0,1 % (w/v) metiililpunasega 94 %
etanoolis (v/v). 10 ml neutraliseerimiseks on vaja 30,94 ml NaOH
(0,1 mol/l).

Carrezi lahus I: vees lahustatakse 21,9 g tsinkatsetaati Zn(CH3;COO),
2H,0 ja 3 g jad-aadikat. Tdidetakse veega 100 milliliitrini.

Carrezi lahus II: vees lahustatakse 10,6 g kaaliumferrotsiianiidi Ky
Fe(CN)g 3H,O. Téidetakse veega 100 milliliitrini.

Etanooli 40 % lahus (v/v), tihedus: 0,948 g/ml 20 °C juures

Seadmed

Standardse lihviihenduse ja piistjahutiga 250 ml Erlenmeyeri kolb.

Polarimeeter voi sahharimeeter.

Too kiik
Proovi ettevalmistamine

Peenestada proov nii, et see 1dbib tdielikult 0,5 mm iimaravadega soela.

Polarisatsioonitasandi optilise kogupoorangu (P véi S) mddramine (vt
tihelepanek 7.1)

2,5 g peenestatud proovi kaalutakse 1 mg tdpsusega ning pannakse see
100 ml mdodtekolbi. Lisatakse 25 ml soolhapet (3.2), loksutatakse proovi
iihtlase jaotumise saavutamiseks ning lisatakse veel 25 ml soolhapet
(3.2). Kolb asetatakse keeva vee vanni, loksutades seda esimesed kolm

(") EUT L 125, 23.5.1996, Ik 35.
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5.3.

6.1.

6.2.

minutit tugevasti ja ihtlaselt, et viltida klompide teket. Vannis peab
olema piisavalt vett, et vesi sdilitaks kolvi vanni asetamisel keemistem-
peratuuri. Kolbi ei tohi loksutamise ajal vannist vilja votta. Tapselt 15
minuti méddudes vdetakse kolb vannist vilja, lisatakse 30 ml kiilma vett
ja jahutatakse otsekohe temperatuurini 20 °C.

Lisatakse 5 ml Carrezi lahust I (3.3) ja loksutatakse umbes 30 sekundit.
Seejdrel lisatakse 5 ml Carrezi II lahust (3.4) ja jatkatakse loksutamist
veel 30 sekundi jooksul. Téidetakse veega margini, segatakse ja filtree-
ritakse. Kui filtraat ei ole tdiesti selge (seda juhtub harva), korratakse
méadramist, kasutades rohkem Carrezi I ja II lahust (nditeks 10 ml).

Lahuse optiline podrang moddetakse 200 mm torus polarimeetri voi
sahharimeetri abil.

4 % etanoolis lahustuvate ainete optilise poorangu (P' voi S') mddra-
mine

5 g proovi kaalutakse 1 mg tdpsusega, pannakse see 100 ml mddtekolbi
ning lisatakse umbes 80 ml etanooli (3.5) (vt tdhelepanek 7.2). Kolb
jéetakse liheks tunniks toatemperatuurile seisma; selle aja jooksul loksu-
tatakse kolbi kuus korda tugevasti, nii et proov seguneks pdhjalikult
etanooliga. Téidetakse etanooliga (3.5) margini, segatakse ja
filtreeritakse.

50 ml filtraati (vastab 2,5 g proovile) pipetitakse 250 ml Erlenmeyeri
kolbi, lisatakse 2,1 ml soolhapet (3.1) ja loksutatakse tugevasti. Piistja-
huti ithendatakse Erlenmeyeri kolviga ja kolb asetatakse keeva vee
vanni. Tidpselt 15 minuti moéddudes eemaldatakse Erlenmeyeri kolb
vannist, viiakse selle sisu 100 ml mddtekolbi, loputatakse vihese
kiillma veega ja jahutatakse temperatuurini 20 °C.

Selitatakse Carrezi I (3.3) ja II (3.4) lahuse abil, tdidetakse veega
margini, segatakse, filtreeritakse ja mdddetakse optiline podrang punkti
5.2 teises ja kolmandas 1digus kirjeldatud viisil.

Tulemuste arvutamine

Térklisesisaldus (%) arvutatakse jargmiselt:

Moétmine polarimeetriga

2 000(P — P/
Tarklisesisaldus (%) = %)
(o5
P = optiline kogupdoérang kraadides
P’ = 40 % etanoolis (v/v) lahustuvate ainete optiline poorang

kraadides;

[0{]21300 = puhta térklise optiline eripddrang. Selle teguri puhul tavaliselt
aktsepteeritavad arvulised vaértused on jargmised:

+185,9%  riisitéirklis

+185,7%  kartulitirklis

+184,6% maisitirklis

+182,7%  nisutéirklis

+181,5%  odratirklis

+181,3%  kaeratirklis

+184,0°0 muud térkliseliigid ja tirklisesegud segajdusdddas

Mootmine sahharimeetriga

2000 (2N x0,665) x (S—S) 266N x (S

Tarklisesisaldus (%) = ——g x 307
[ofp 100 (o]
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6.3.

7.2.

7.3.

S = optiline kogupdorang sahharimeetri kraadides

S' = 40 % etanoolis (v/v) lahustuvate ainete optiline pddrang sahha-
rimeetri kraadides

N = sahharoosi mass (grammides) 100 ml vees, mis annab optili-

seks pooranguks 100 sahharimeetri kraadi, kui mddtmisel
kasutatakse 200 mm toru:

16,29 g prantsuse sahharimeetrite puhul,
26,00 g saksa sahharimeetrite puhul;
20,00 g muude sahharimeetrite puhul;

[()L]ZDOo = puhta tirklise optiline eripdorang (vt punkt 6.1).
Korratavus

Sama prooviga ldbi viidud kahe paralleelse méddramise tulemuste erine-
vuse absoluutvéirtus ei tohi alla 40 % tarklisesisalduse puhul tiletada 0,4
ning suhteline erinevus 40 % voi suurema térklisesisalduse puhul 1 %.

Téhelepanekud

Kui proov sisaldab iile 6 % karbonaate, arvutatuna kaltsiumkarbonaa-
dina, tuleb need enne optilise kogupddrangu médramist tdpselt sobiva
koguse lahjendatud vadvelhappega toddeldes lagundada.

Suure laktoosisisaldusega toodete, nditeks pulbrilise piimavadaku voi
16ssipulbri puhul tuleb parast 80 ml etanooli (3.5) lisamist toimida jarg-
miselt. Kolviga tihendatakse piistjahuti ning kolb asetatakse 30 minutiks
50 °C veevanni. Lastakse maha jahtuda ja jatkatakse analiiiisi punktis
5.3 kirjeldatud viisil.

Jargmised soddatoorained vdivad juhul, kui neid sisaldub loomasdddas
markimisvédrses koguses, polarimeetrilise meetodiga tarklisesisalduse
madramisel esile kutsuda hédireid, mis vdivad viia ebadigetele
tulemustele:

— (suhkru)peedisaadused, nditeks (suhkru)peedipulp, (suhkru)peedime-
lass, melasseeritud (suhkru)peedipulp, (suhkru)peedimelassi raba,
(peedi)suhkur;

— tsitruspulp;

— linaseeme; linakook; linasrott;

— rapsiseeme; rapsikook; rapsisrott; rapsiseemnekestad;

— péevalilleseemned; paevalillesrott; osaliselt kooritud péevalillesrott;

— koprakook; koprasrott;

— kartulipulp;

— veetustatud parm;

— inuliinirikkad tooted (nt maapirniliistakud voi -jahu);

— rasvakdrned

M. KOGUTUHA MAARAMINE
Eesmirk ja rakendusala

Selle meetodiga on vdimalik médrata so6da kogutuha sisaldust.
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4.2.

4.3.

5.1

5.2.

7.2.

7.3.

Pohimote

Proov tuhastatakse 550 °C juures; jidk kaalutakse.

Reaktiivid

Ammooniumnitraadi 20 % lahus (w/v)

Seadmed

Kuumutusplaat.

Elektriline termostaadiga muhvelahi.

Nelinurksed (umbes 60 x 40 x 25 mm) vOi immargused (l1abimdot:
60—75 mm, korgus: 20-40 mm) kvarts-, portselan- voi plaatinatiiglid
tuhastamiseks.

Too kaik

Umbes 5 g proovi (toodete puhul, millel on kalduvus paisuda, 2,5 g)
kaalutakse 1 mg tipsusega, pannakse tuhastamistiiglisse, mis on eelne-
valt kuumutatud temperatuurini 550 °C, maha jahutatud ja tareeritud.
Tiigel asetatakse kuumutusplaadile ja kuumutatakse jéark-jargult kuni
aine soestumiseni. Tuhastatakse vastavalt punktile 5.1 voi 5.2.

Tiigel asetatakse taadeldud muhvelahju, mis on seatud temperatuurile
550 °C. Tiiglit hoitakse sel temperatuuril, kuni tekib valge, helehall
voi punakas tuhk, milles ei paista sdeosakesi. Tiigel asetatakse eksikaa-
torisse, lastakse jahtuda ning kaalutakse viivitamata.

Tiigel asetatakse taadeldud muhvelahju, mis on seatud temperatuurile
550 °C. Tuhastatakse 3 tundi. Tiigel asetatakse eksikaatorisse, lastakse
jahtuda ning kaalutakse viivitamata. Tuhastatakse veel 30 minutit, et
veenduda, et tuha mass jddb samaks (massikadu kahe jérjestikuse kaalu-
mise vahel peab olema viiksem kui 1 mg).

Tulemuste arvutamine

Jaagi massi arvutamiseks lahutatakse ndu mass.

Tulemus viljendatakse protsendiméérana proovist.

Téhelepanekud

Raskesti tuhastatavate ainete tuhka tuleb eelnevalt tuhastada vdhemalt
kolm tundi, seejérel jahutada ja lisada moned tilgad 20 % ammoonium-
nitraadi lahust voi vett (ettevaatlikult, et véltida tuha hajumist ja
tompude tekkimist). Pdrast kuivatuskapis kuivatamist jéatkatakse kaltsi-
neerimist. Korratakse seni, kuni aine on tiielikult tuhastunud.

Ainete puhul, mille puhul punktis 7.1 kirjeldatud meetod ei anna tule-
must, toimitakse jargmiselt: pdrast kolmetunnilist tuhastamist pannakse
tuhk sooja vette ja filtreeritakse labi véikese tuhavaba filtri. Filter ja selle
sisu tuhastatakse esialgses tiiglis. Filtraat pannakse jahtunud tiiglisse,
aurustatakse kuivaks, tuhastatakse ja kaalutakse.

Olide ja rasvade puhul pannakse sobiva suurusega tiiglisse 25 g suurune
tépselt kaalutud proov. Aine siiiidatakse tuhavaba filterpaberi ribaga ja
sOestatakse. Pdrast polemist niisutatakse voimalikult vdhese veega.
Kuivatatakse ja tuhastatakse punkti 5 kohaselt.
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1.1.

1.2.

2.2.

3.2.

3.3.

4.2.

4.3.

5.2

N. SOOLHAPPES LAHUSTUMATU TUHA MAARAMINE
Eesmirk ja rakendusala

Selle meetodiga on vdimalik méérata soolhappes lahustumatute mineraa-
lainete taset so0das. Proovi laadist sOltuvalt voib kasutada kahte
meetodit.

Meetod A: kasutatakse orgaanilise sdodatooraine ja enamuse segajousdo-
tade puhul.

Meetod B: kasutatakse mineraalsdodtade ja soddasegude puhul ning
selliste segasodtade puhul, kus soolhappes lahustumatute ainete sisaldus,
mis maératakse meetodiga A, on iile 1 %.

Pohimote

Meetod A: proov tuhastatakse, tuhk keedetakse soolhappes ning lahus-
tumatu jadk filtreeritakse ja kaalutakse.

Meetod B: proovi toddeldakse soolhappega. Lahus filtreeritakse, jadk
tuhastatakse ja selliselt saadud tuhk toodeldakse meetodi A jargi.

Reaktiivid

Soolhape, 3 mol/l.

Triklorodadikhappe 20 % lahus (w/v).

Triklorodadikhappe 1 % lahus (w/v).

Seadmed

Kuumutusplaat.

Elektriline termostaadiga muhvelahi.

Nelinurksed (umbes 60 x 40 x 25 mm) vOi Ummargused (labimdot:
60—75 mm, korgus: 20-40 mm) kvarts-, portselan- voi plaatinatiiglid
tuhastamiseks.

Too kiik
Meetod A

Proov tuhastatakse kogutuha médramiseks ettendhtud meetodi jargi.
Kasutada voib ka kdnealusel analiitisil saadud tuhka.

Tuhk pannakse 250-400 ml keeduklaasi, kasutades 75 ml soolhapet
(3.1). Segu aetakse aeglaselt keema ja keedetakse vaikselt 15 minutit.
Soe lahus filtreeritakse 14bi tuhavaba filterpaberi ja jadk pestakse sooja
veega, kuni happe reaktsioon ei ole enam ndhtav. Filter jadgiga kuiva-
tatakse ja tuhastatakse tareeritud tiiglis temperatuuril mitte alla 550 °C ja
mitte tile 700 °C. Jahutatakse eksikaatoris ja kaalutakse.

Meetod B

Umbes 5 g proovi kaalutakse tdpsusega 1 mg ja pannakse 250—400 ml
keeduklaasi. Lisatakse iiksteise jarel 25 ml vett ja 25 ml soolhapet (3.1),
segatakse ning oodatakse, kuni kihisemine on 13ppenud. Lisatakse veel
50 ml soolhapet (3.1). Oodatakse gaaside eraldumise Idppemiseni,
seejdrel asetatakse keeduklaas keeva vee vanni ja hoitakse seal kolm-
kiimmend minutit vi vajaduse korral kauem lahuses sisalduva tarklise
tdielikuks hiidroliiiisiks. Filtreeritakse soojalt ldbi tuhavaba filtri ning
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3.3.

filter pestakse 50 ml soojas vees (vt tihelepanek 7). Filter jadgiga aseta-
takse tuhastamiseks ettendhtud tiiglisse, kuivatatakse ja tuhastatakse
temperatuuril mitte alla 550 °C ja mitte iile 700 °C. Tuhk pannakse
250-400 ml keeduklaasi, kasutades 75 ml soolhapet (3.1); jitkatakse
vastavalt punkti 5.1 teisele 16igule.

Tulemuste arvutamine

Jadgi massi arvutamiseks lahutatakse ndu mass. Tulemus véljendatakse
protsendimédrana proovist.

Téhelepanek

Kui filtreerimine osutub raskeks, tehakse analiilis uuesti, sealjuures asen-
datakse 50 ml soolhapet (3.1) 50 ml 20 % triklorodddikhappega (3.2) ja
pestakse filter soojas 1 % triklorodadikhappe lahuses (3.3).

0. KARBONAATIDE MAARAMINE
Eesmirk ja rakendusala

Selle meetodiga on voimalik médrata harilikult kaltsiumkarbonaadina
véljendatavate karbonaatide sisaldust enamikus sdotades.

Teatavatel juhtudel (nditeks raudkarbonaadi puhul) tuleb kasutada
erimeetodit.

Pohimote

Karbonaadid lagundatakse soolhappes; tekkiv siisinikdioksiid kogutakse
biiretti ja gaasi ruumala vorreldakse ruumalaga, mis tekib samadel tingi-
mustel teadaolevast kogusest kaltsiumkarbonaadist.

Reaktiivid

Soolhape, tihedus 1,10 g/ml.
Kaltsiumkarbonaat.
Viivelhape, umbes 0,05 mol/l, vérvitud metiitilpunasega.

Seadmed

Scheibler-Dietrichi aparaat (vt joonis) vOi samavédrne aparaat.
Too kaik
Soltuvalt proovi karbonaadisisaldusest, kaalutakse jargmine osa proovist:

— 0,5 g toodete puhul, mis sisaldavad 50-100 % kaltsiumkarbonaadina
véljendatud karbonaate;

— 1 g toodete puhul, mis sisaldavad 40-50 % kaltsiumkarbonaadina
véljendatud karbonaate;

— 2-3 g muude toodete puhul.

Proovi osa pannakse aparaadi spetsiaalsesse kolbi (4), mille kiiljes on
viike purunematust materjalist toru ja mis sisaldab 10 ml soolhapet
(3.1), ning kolb iithendatakse aparaadiga. Kraan (5) keeratakse nii, et
toru (1) oleks tihenduses vilisdhuga. Kasutades tdstetavat toru (2), mis
on tdidetud vérvitud vadvelhappega (3.3) ja ithendatud biireti (1) kiilge,
viiakse vedeliku tase nullmérgini. Torude (1) ja (3) ithendamiseks keera-
takse kraani (5) ning kontrollitakse, et vedeliku tase on nullis.

Soolhape (3.1) juhitakse kolbi (4) kallutades aeglaselt proovi osa peale.
Rohu vordsustamiseks langetatakse toru (2). Kolbi (4) raputatakse, kuni
siisinikdioksiidi eraldumine on tdielikult 13ppenud.

Rohu taastamiseks viiakse vedelik torudes (1) ja (2) samale tasemele.
Moéne minuti méddudes, kui gaasi hulk on konstantne, loetakse tulemus.

Samades tingimustes tehakse kontrollkatse 0,5 g kaltsiumkarbonaadiga
(3.2).
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Tulemuste arvutamine
Kaltsiumkarbonaadina véljendatud karbonaatide sisaldus arvutatakse
jérgmise valemi abil:

~Vx 100

"~ Vi x2m

kus:

X = kaltsiumkarbonaadina véljendatud karbonaatide protsendiméar
(W/w) proovis;

V = proovi osast saadud CO, milliliitrites;
V;= 0,5 g CaCO;-st saadud CO, milliliitrites;
m = proovi osa mass grammides.

Téhelepanekud

Kui proovi osa kaalub iile 2 g, lisatakse enne katset kolbi (4) 15 ml
destilleeritud vett ja segatakse. Kontrollkatse jaoks vOetakse sama kogus
vett.

Kui kasutatava aparaadi maht erineb Scheibler-Dietrichi aparaadi

mahust, tuleb proovist ja kontrollainest vdetud osasid ning tulemuste
arvutamist vastavalt kohandada.

SCHEIBLER-DIETRICHI APARAAT CO, MAARAMISEKS

(mo6tmed millimeetrites)
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.1.

3.6.2.

3.7.

4.2.

43.

4.4.

4.5.

4.6.

5.1.1.

P. ULDFOSFORI MAARAMINE
FOTOMEETRILINE MEETOD
Eesmirk ja rakendusala

Selle meetodiga on vdimalik médrata iildfosfori sisaldust sootades. See
sobib eriti hidsti viikese fosforisisaldusega toodete analiilisimiseks.
Teatavatel juhtudel (suure fosforisisaldusega toodete puhul) vaib kasu-
tada gravimeetrilist meetodit.

Pohiméte

Proov mineraliseeritakse kas kuivtuhastamise (orgaanilise s66da puhul)
vOi mérgtuhastamise (mineraalsete iihendite ja vedels6oda puhul) teel ja
pannakse happelahusesse. Lahust toddeldakse moliibdovanadaatreaktii-
viga. Sel viisil saadud kollase lahuse optilist tihedust mdddetakse spek-
trofotomeetriga lainepikkusel 430 nm.

Reaktiivid

Kaltsiumkarbonaat.

Soolhape, pyo = 1,10 g/ml (umbes 6 mol/l).

Lammastikhape, pyo = 1,045 g/ml.

Lammastikhape, pyo = 1,38-1,42 g/ml.

Viidvelhape, pyo = 1,84 g/ml.

Moliibdovanadaatreaktiiv: liitrises modtekolvis segatakse 200 ml
ammooniumheptamoliibdaadi lahust (3.6.1), 200 ml ammooniummono-
vanadaadi lahust (3.6.2) ja 134 ml lammastikhapet (3.4). Kolb tdidetakse
veega mdrgini.

Ammooniumheptamoliibdaadi lahus: 100 g ammooniumheptamoliibdaati

(NH,4) 6Mo070,4 4H,0 lahustatakse soojas vees. Lisatakse 10 ml ammoo-
niumhiidroksiidi (tihedus: 0,91 g/ml) ja tdidetakse veega kuni 1 liitrini.

Ammooniummonovanadaadi lahus: 2,35 g ammooniummonovanadaati
NH4VO; lahustatakse 400 ml kuumas vees. Pidevalt segades lisatakse
aeglaselt 20 ml lahjendatud lammastikhapet (7 ml HNO3 (3.4) + 13 ml
H,0) ja tdidetakse veega kuni 1 liitrini.

Fosfori standardlahus, 1 mg/ml: vees lahustatakse 4,387 grammi
kaaliumdivesinikfosfaati KH,PO,. Téidetakse veega 1 liitrini.

Seadmed

Kvarts-, portselan- v4i plaatinatiiglid tuhastamiseks.
Temperatuurile 550 °C seatud termostaadiga elektriline muhvelahi.
250 ml Kjeldahli kolb.

Mootelkolvid ja gradueeritud pipetid.

Spektrofotomeeter.

16 mm diameetriga katseklaasid, millel on 14,5 mm diameetriga korgid;
maht: 25-30 ml.

Too kaik
Lahuse valmistamine

Soltuvalt proovi laadist valmistatakse lahus punkti 5.1.1 v&i 5.1.2
kohaselt.

Tavaline menetlus

1 g vdi rohkem proovi kaalutakse tipsusega 1 mg. Uuritav proov
pannakse Kjeldahli kolbi, lisatakse 20 ml védvelhapet (3.5), raputatakse,
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5.1.2.

5.2.

5.3.

et aine seguneks tdielikult happega ja et see ei sadestuks kolvi seinte
kiilge, kuumutatakse ja hoitakse 10 minutit keemistemperatuuril.
Lastakse veidi jahtuda, lisatakse 2 ml lammastikhapet (3.4), kuumuta-
takse kergelt, lastakse veidi jahtuda, lisatakse veel veidi lammastikhapet
(3.4) ja viiakse tagasi keemistemperatuurile. Menetlust korratakse varvu-
setu lahuse saamiseni. Jahutatakse, lisatakse veidi vett, vedelik dekan-
teeritakse 500 ml mddtekolbi, loputades Kjeldahli kolbi sooja veega.
Lastakse jahtuda, tdidetakse kuni mairgini veega, homogeenitakse ja
filtreeritakse.

Proovid, mis sisaldavad orgaanilisi aineid ja milles
ei leidu kaltsiumdivesinikfosfaati ega magnee-
siumdivesinikfosfaati

Tuhastustiiglisse pannakse umbes 2,5 g proovi, mis on kaalutud 1 mg
tapsusega. Uuritavat proovi segatakse, kuni see on tiielikult segunenud
lg Kkaltsiumkarbonaadiga (3.1). Tuhastatakse temperatuurile 550 °C
seatud kuivatuskapis kuni valge voi halli tuha saamiseni (voib sisaldada
veidi siitt). Tuhk pannakse 250 ml keeduklaasi. Lisatakse 20 ml vett ja
soolhapet (3.2) kuni kihisemise lakkamiseni. Lisatakse veel 10 ml sool-
hapet (3.2). Keeduklaas pannakse liivavannile ja aurustatakse kuivaks, et
silikaadid muutuksid lahustumatuks. Jadk lahustatakse uuesti 10 ml
lammastikhappes (3.3) ja keedetakse liivavannil voi kuumutusplaadil 5
minutit, ilma et see kuivaks aurustuks. Vedelik dekanteeritakse 500 ml
moodtekolbi, loputades keeduklaasi mitu korda kuuma veega. Lastakse
jahtuda, tdidetakse kuni mérgini veega, homogeenitakse ja filtreeritakse.

Virvuse arendamine ja optilise tiheduse mootmine

Punkti 5.1.1 vdi 5.1.2 kohaselt saadud filtraadi alikvoot lahjendatakse
nii, et fosfori kontsentratsioon oleks kuni 40 pg/ml. 10 ml seda lahust
pannakse katseklaasi (4.6) ja lisatakse 10 ml moliibdovanadaatreaktiivi
(3.6). Homogeenitakse ja lastakse seista temperatuuril 20 °C vihemalt 10
minutit. Saadud lahuse optilist tihedust mdddetakse spektrofotomeetriga
lainepikkusel 430 nm, lisades 10 ml moliibdovanadaatreaktiivi (3.6) 10
ml veele.

Kalibreerimiskéover

Standardlahusest (3.7) valmistatakse lahused, mis sisaldavad 1 ml kohta
5, 10, 20, 30 ja 40 pg fosforit. Igast lahusest vietakse 10 ml ja lisatakse
sellele 10 ml moliibdovanadaatreaktiivi (3.6). Homogeenitakse ja
lastakse seista temperatuuril 20 °C vdhemalt 10 minutit. Optiline tihedus
moddetakse punkti 5.2 kohaselt. Optiliste tiheduste ja vastavate fosfori-
koguste pdhjal joonestatakse kalibreerimiskover. Kontsentratsioonide
puhul, mis jddvad vahemikku 0—40 pg/ml, on kdver lineaarne.

Tulemuste arvutamine

Uuritavas proovis sisalduv fosforikogus méératakse kalibreerimiskdvera
abil.

Tulemus viljendatakse protsendiméérana proovist.

Korratavus

Sama prooviga tehtud kahe paralleelse madramise tulemuste erinevus ei
tohi iiletada:

— 3 % suuremast vidrtusest fosforisisalduse puhul, mis on vidiksem
kui 5 %;

— absoluutvédirtusena véljendatult 0,15 % fosforisisalduse puhul, mis
on vidhemalt 5 %.
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3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

Q. KLORIIDIDEST PARIT KLOORI MAARAMINE
Eesmirk ja rakendusala

Selle meetodiga on vdimalik médrata kloori kogust vees lahustuvates
kloriidides, mida harilikult viljendatakse naatriumkloriidina. Meetodit
kasutatakse koigi sodtade puhul.

Pohiméte

Kloriidid lahustatakse vees. Kui toode sisaldab orgaanilisi aineid, see
selitatakse. Lahus hapestatakse kergelt ldmmastikhappega ja kloriidid
sadestatakse  hdbekloriidina hdbenitraadilahuse  abil. Hdbenitraadi
ilekogus tiitritakse ~ammooniumtiotsiianaadi  lahusega, kasutades
Volhardi meetodit.

Reaktiivid

Ammooniumtiotsiianaadi lahus, 0,1 mol/l.

Hobenitraadi lahus, 0,1 mol/l.

Ammooniumraudsulfaadi (NH4)Fe(SO,), kiillastunud lahus.

Lammastikhape, tihedus: 1,38 g/ml.

Dietiiiileeter.

Atsetoon.

Carrezi lahus I: vees lahustatakse 21,9 g tsinkatsetaati Zn
(CH53C00),2H,0 ja 3 g jaa-dadikat. Tédidetakse veega 100 milliliitrini.

Carrezi lahus II: vees lahustatakse 10,6 g kaaliumferrotsiianiidi
K4Fe (CN)¢ 3H,0. Téidetakse veega 100 milliliitrini.

Kloriidivaba ja kloriide mitte absorbeeriv aktiivsiisi.

Seadmed

Segisti (trummel): umbes 35 kuni 40 p/min.

Too kaik
Lahuse valmistamine

Soltuvalt proovi laadist valmistatakse lahus punkti 5.1.1, 5.1.2 v6i 5.1.3
kohaselt.

Samal ajal tehakse pimekatse, jattes vilja analiilisitava proovi.

Proovid, mis ei sisalda orgaanilisi aineid

Alla 10 g proovi, mis ei sisalda kloriididena rohkem kui 3 g kloori,
kaalutakse tdpsusega 1 mg. See pannakse 400 ml veega 500 ml modte-
kolbi temperatuuril ligikaudu 20 °C. Segatakse trumlis 30 minutit, tdide-
takse veega kuni mérgini, homogeenitakse ja filtreeritakse.

Orgaanilist ainet sisaldavad proovid, vdlja arvatud
punktis 5.1.3 loetletud tooted

Umbes 5 g proovi kaalutakse tdpsusega 1 mg ja pannakse 1 g aktiiv-
sdega 500 ml mootekolbi. Lisatakse 400 ml vett temperatuuriga ligi-
kaudu 20 °C ja 5 ml Carrezi lahust I (3.7), segatakse ning lisatakse 5
ml Carrezi lahust II (3.8). Segatakse trumlis 30 minutit, tdidetakse veega
kuni maérgini, homogeenitakse ja filtreeritakse.
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7.1.
7.2.

7.3.

Kuumtoodeldud s66dad, linakoogid ja -jahu, lina-
jahurikkad tooted ja muud taimeliimi- vdi kolloi-
daineterikkad tooted (nditeks dekstriinitud tdarklis)

Lahus valmistatakse punkti 5.1.2 kohaselt, kuid seda ei filtreerita.
Dekanteeritakse (vajaduse korral tsentrifuugitakse), eemaldatakse 100
ml supernatanti ja kantakse 200 ml mdotekolbi. Segatakse atsetooniga
(3.6), tdidetakse lahustiga kuni mérgini, homogeenitakse ja filtreeritakse.

Tiitrimine

Soltuvalt arvatavast kloorisisaldusest kantakse pipeti abil Erlenmeyeri
kolbi 25-100 ml punkti 5.1.1, 5.1.2 vdi 5.1.3 kohaselt saadud filtraati.
Alikvoot ei tohi sisaldada rohkem kui 150 mg kloori (Cl). Vajaduse
korral lahjendatakse vdhemalt 50 ml veega, lisatakse 5 ml lammastik-
hapet (3.4), 20 ml ammooniumraudsulfaadi kiillastunud lahust (3.3) ja
nullmérgini tdidetud biireti abil kaks tilka ammooniumtiotsiianaadi lahust
(3.1). Biireti abil lisatakse hdbenitraadi lahust (3.2), nii et saadakse
ilekogus 5 ml. Lisatakse 5 ml dietiiiileetrit (3.5) ja loksutatakse tugevalt
sademe koaguleerimiseks. Hbenitraadi iilekogus tiitritakse ammoonium-
tiotstianaadi lahusega (3.1), kuni punakaspruun véarvus piisib the minuti.

Tulemuste arvutamine

Koriini (X) kogus, viljendatuna protsendiméérana naatriumkloriidist,
arvutatakse jargmise valemi jérgi:

5,845 V-V
Xx=2 x (V) 2)
m

kus:

V; = lisatud 0,1 mol/l hdbenitraadi lahuse kogus milliliitrites;

V, = tiitrimiseks kasutatud 0,1 mol/l ammooniumtiotsiianaadi lahuse
kogus milliliitrites;

m = proovi mass.

Kui pimekatse nditab 0,1 mol/l hdbenitraadi lahuse tarbimist, lahutatakse
see védrtus kogusest (V; — V,).

Téhelepanekud
Tiitrida voib ka potentsiomeetriliselt.

Viga Oli- ja rasvarikaste toodete puhul rasvatustatakse proov eelnevalt
dietiitileetri v3i petrooleetriga.

Kalajahu puhul voib tiitrida Mohri meetodi abil.
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.1.

3.7.

3.8.

3.9.

3.11.1.

ANALUUSIMEETODID

A. A-VITAMIINI MAARAMINE
Eesmirk ja rakendusala

Selle meetodiga on vdimalik méédrata A-vitamiini (retinooli) kogust
s0odas ja eelsegudes. A-vitamiini all mdistetakse tdielikult frans-konfi-
guratsioonis retiniiiilalkoholi ja selle cis-isomeere, nii nagu need maééra-
takse kédesoleva meetodiga. A-vitamiini sisaldust véljendatakse rahvus-
vahelistes iihikutes (RU) kilogrammi kohta. Uks RU vastab 0,300 pg
téielikult trans-konfiguratsioonis A-vitamiini alkoholi voi 0,344 pg tiie-
likult trans-konfiguratsioonis A-vitamiini atsetaadi voi 0,550 pg téieli-
kult trans-konfiguratsioonis A-vitamiini palmitaadi aktiivsusele.

Kvantifikatsiooni piir on 2 000 RU A-vitamiini kilogrammi kohta.

Pohimote

Proov hiidroliilisitakse kaaliumhiidroksiidi etanoolilahusega ja A-vita-
miin ekstraheeritakse petrooleetrisse. Lahusti aurustatakse ja jadk lahus-
tatakse metanoolis ning vajadusel lahjendatakse ndutud kontsentratsioo-
nini. A-vitamiini sisaldus médratakse poodratud faasi korgefektiivse vede-
likkromatograafia (RP-HPLC) meetodiga, kasutades UV- vdi fluorest-
sentsdetektorit. Kromatograafilised parameetrid valitakse nii, et tdielikult
trans-konfiguratsioonis A-vitamiini alkohol ja selle cis-isomeerid jédksid
lahutamata.

Reaktiivid

Etanool, 6 = 96 %

Petrooleeter, keemisvahemik 40—-60 °C

Metanool

Kaaliumhiidroksiidi lahus, ¢ = 50 g/100 ml

Naatriumaskorbaadi lahus, ¢ = 10 g/100 ml (vt tdhelepanek 7.7)
Naatriumsulfiid, Na,S- x H,O (x =7 - 9)

Naatriumsulfiidi lahus, ¢ = 0,5 mol/l gliitseroolis, B = 120 g/l (kui x = 9)
(vt tahelepanek 7.8)

Fenoolftaleiini lahus, ¢ = 2 g/100 ml etanoolis (3.1)
2-propanool

HPLC liikuv faas: metanooli (3,3) ja vee segu, nt 980 + 20 (v+v). Tépne
vahekord méidratakse kasutatava kolonni parameetrite jargi.

Hapnikuvaba lammastik

Téielikult trans-konfiguratsioonis A-vitamiini atsetaat, eriti puhas, kont-
rollitud aktiivsusega, nt 2,80 x10° RU/g

Téielikult trans-konfiguratsioonis A-vitamiini atsetaadi pohilahus: 50 mg
A-vitamiini atsetaati (3.11) kaalutakse tédpsusega 0,1 mg ja pannakse see
100 ml mddtekolbi. Lahustatakse 2-propanoolis (3.8) ja tdidetakse sama
lahustiga maérgini. Selle lahuse nominaalne kontsentratsioon on 1400
RU A-vitamiini milliliitri kohta. Tépne sisaldus misratakse vastavalt
punktile 5.6.3.1.

Téielikult trans-konfiguratsioonis A-vitamiini palmitaat, eriti puhas,
kontrollitud aktiivsusega, nt 1,80 x 10° RU/g
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3.12.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

4.3.

4.4.

4.5.

45.1.

4.6.

4.7.

4.8.

4.8.1.

4.8.2.

5.1

Téielikult trans-konfiguratsioonis A-vitamiini palmitaadi pdhilahus: 80
mg A-vitamiini palmitaati (3.12) kaalutakse tdpsusega 0,1 mg ja
pannakse 100 ml modtekolbi. Lahustatakse 2-propanoolis (3.8) ja tdide-
takse sama lahustiga mérgini. Selle lahuse nominaalne kontsentratsioon
on 1400 RU A-vitamiini milliliitri kohta. Tapne sisaldus méiratakse
vastavalt punktile 5.6.3.2.

2,6-di-tert-butiiiil-4-metiitilfenool (BHT) (vt tdhelepanek 7.5).

Seadmed

Vaakumpoordaurusti

Tumedast klaasist ndud

Lihvavaga lamedapdhjalised voi koonilised kolvid, 500 ml
Lihvkorgiga kitsakaelalised modtkolvid 10, 25, 100 ja 500 ml
Lihvkorgiga koonilised jaotuslehtrid, 1 000 ml

Lihvavaga pirnkolvid, 250 ml

Lihvithendusega Allihni tagasivoolujahuti, timbrise pikkus 300 mm,
gaasitoru adapteriga

Kurdfilterpaber faaside eraldamiseks, diameeter 185 mm (nt Schleicher
& Schuell 597 HY 1/2)

HPLC-seadmed sissepritsesiisteemiga

Vedelikkromatograafia kolonn, 250 mm x 4 mm, Cg, tdidise terasuurus
5 voi 10 pum, vdi samavédrne (lahutuskriteerium: ainult iiks piik koigi
retinooli isomeeride jaoks antud HPLC tingimustel)

Muudetava lainepikkusega UV- vdi fluorestsentsdetektor
Spektrofotomeeter 10 mm kvartskiivettidega
Magnetseguriga veevann

Ekstraktsiooniseade (vt joonis 1), mis koosneb:
1-liitrisest lihvava ja lihvkorgiga klaassilindrist;

lihviga klaasotsakust, mis on varustatud kdorvaltoruga ja keskelt labi
mineva lles-alla nihutatava toruga. Nihutataval torul peab olema
U-kujuline alumine ots ja teises otsas diiiis, nii et silindris oleva vedeliku
iilemist kihti oleks vdimalik viia {ile jaotuslehtrisse.

Too kaik

Mdrkus: A-vitamiin on tundlik (UV-) valguse ja okslideerumise suhtes.
Koik toimingud tuleb teostada valguse ja hapniku juurdepda-
suta (kasutades tumedast klaasist voi alumiiniumfooliumiga
kaetud ndusid ja voolutades ldmmastikuga). Ekstraheerimise
ajal tuleb vedeliku kohal olev Shk asendada ldmmastikuga
(tilerohu véltimiseks tuleb korki aeg-ajalt kergitada).

Proovi ettevalmistamine

Proov jahvatatakse kuumenemist viltides nii peeneks, et see liaheks labi
1 mm avadega sdela. Jahvatamine peab toimuma vahetult enne kaalu-
mist ja seebistamist, vastasel juhul v3ib esineda A-vitamiini kadusid.
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5.2.

5.3.

5.4.

Seebistamine

500 ml lamedapdhjalisse voi koonilisse kolbi (4.2.1) kaalutakse 1 mg
tdpsusega 2-25 g proovi, soltuvalt A-vitamiini sisaldusest. Seejérel lisa-
takse ringliigutustega segades 130 ml etanooli (3.1), umbes 100 mg
BHT (3.13), 2 ml naatriumaskorbaadi lahust (3.5) ja 2 ml naatriumsul-
fiidi lahust (3.6). Kolvi otsa iihendatakse tagasivoolujahuti (4.3) ja kolb
pannakse magnetseguriga veevanni (4.7). Kuumutatakse keemiseni ja
keedetakse tagasivoolujahuti all 5 minutit. Seejarel lisatakse 1abi jahuti
(4.3) 25 ml kaaliumhiidroksiidi lahust (3.4) ja lastakse segamisel keeda
tagasivoolujahuti all veel 25 minutit, voolutades norgalt lammastikuga.
Seejarel loputatakse jahutit umbes 20 ml veega ja jahutatakse kolvi sisu
toatemperatuurini.

Ekstraheerimine

Seebistamislahus viiakse dekanteerimise teel kvantitatiivselt tile 1 000 ml
jaotuslehtrisse (4.2.3) voi ekstraktsiooniseadmesse (4.8), loputades
kokku 250 ml veega. Seebistamiskolbi loputatakse jarjest 25 ml etanooli
(3.1) ja 100 ml petrooleetriga (3.2) ja viiakse ka need vedelikukogused
tile jaotuslehtrisse voi ekstraktsiooniseadmesse. Vee ja etanooli vahekord
tthendatud lahuses peab olema umbes 2:1. Raputatakse tugevasti kaks
minutit ja lastakse kaks minutit selgineda.

Ekstraheerimine jaotuslehtriga (4.2.3)

Kui kihid on eraldunud (vt tdhelepanek 7.3), kantakse petrooleetri kiht
ile teise jaotuslehtrisse (4.2.3). Seda ekstraheerimist korratakse kaks
korda 100 ml petrooleetriga (3.2) ja kaks korda 50 ml petrooleetriga
3.2).

Uhendatud ekstrakte pestakse jaotuslehtris kergelt loksutades (et viltida
emulsiooni tekkimist) kaks korda 100 ml veekogustega ja seejirel
korduval raputamisel veel 100 ml veekogustega, kuni vesi ei muuda
enam vérvust fenoolftaleiini lahuse (3.7) lisamisel (tavaliselt piisab nelja-
kordsest pesemisest). Emulgeerunud vee korvaldamiseks filtreeritakse
pestud ekstrakt 1dbi kuiva faasieraldusfiltri (4.4) 500 ml modtekolbi
(4.2.2). Jaotuslehtrit ja filtrit loputatakse 50 ml petrooleetriga (3.2),
tdidetakse petrooleetriga (3.2) maérgini ja segatakse histi.

Ekstraheerimine ekstraktsiooniseadmega (4.8)

Kui kihid on eraldunud (vt tdhelepanek 7.3), pannakse klaassilindri
(4.8.1) korgi asemele lihviga klaasotsak (4.8.2) ja seatakse nihutatava
toru U-kujuline alumine ots nii, et see oleks tépselt faaside eralduspinna
kohal. Tostes gaasivooliku kaudu kdrvaltorusse juhitava ldmmastiku
rohku, viiakse iilemine petrooleetri kiht tile 1 000 ml jaotuslehtrisse
(4.2.3). Klaassilindrisse lisatakse 100 ml petrooleetrit (3.2), suletakse
korgiga ja raputatakse tugevasti. Kihtidel lastakse eralduda ja iilemine
kiht viiakse iile jaotuslehtrisse nagu ennegi. Ekstraheerimist korratakse
jargmise 100 ml petrooleetriga (3.2), siis kaks korda 50 ml petrooleetri
(3.2) kogustega ja viiakse petrooleetri kihid iile jaotuslehtrisse.

Uhendatud petrooleetri ekstrakte pestakse, nagu on kirjeldatud punktis
5.3.1, ja jatkatakse, nagu seal on kirjeldatud.

Proovilahuse valmistamine HPLC jaoks

Petrooleetri lahuse (punktist 5.3.1 voi 5.3.2) alikvoot viiakse pipetiga
250 ml pirnkolbi (4.2.4). Vaakumpoordaurustiga (4.1) aurustatakse
lahusti vaakumis peaaegu kuivaks veevanni temperatuuril mitte iile 40
°C. Kolbi lastakse limmastik (3,10) kuni atmosfdirirdhuni ja kolb
eemaldatakse vaakumpoordaurustist. Jérelejadnud lahusti eemaldatakse
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5.5.

5.6.
5.6.1.

5.6.2.

lammastikuga (3.10) voolutades ja jadk lahustatakse kohe teadaoleva
koguse (10-100 ml) metanooliga (3.3) (A-vitamiini kontsentratsioon
peab jdima vahemikku 5-30 RU/ml).

Mcddramine HPLC-ga

A-vitamiin eraldatakse C;g podrdfaaskolonnil (4.5.1) ja mdddetakse selle
kontsentratsioon UV-detektori (325 nm) vdi fluorestsentsdetektori
(ergastamine: 325 nm, emissioon: 475 nm) (4.5.2) abil.

Punktis 5.4 saadud metanoolilahuse alikvoot (nt 20 pl) siistitakse
kolonni ja elueeritakse liikuva faasiga (3.9). Arvutatakse sama proovila-
huse erinevate siistide keskmine piigi korgus (pindala) ja kalibreerimis-
lahuste (5.6.2) mitme siisti keskmised piigi korgused (pindalad).

HPLC tingimused

Soovitatakse juhinduda jérgmistest tingimustest (muid tingimusi voib
kasutada juhul, kui need tagavad samavéirsed tulemused).

Vedelikkromatograafia 250 mm % 4 mm, C,g, tdidise terasuurus 5

kolonn (4.5.1): voi 10 pm vOi samavédrne

Liikuv faas (3.9): Metanooli (3.3) ja vee segu, nt 980 + 20
(v +v).

Voolukiirus: 1-2 ml/min

Detektor (4.5.2): UV-detektor (325 nm) vd3i fluorestsentsde-
tektor

(ergastamine: 325 nm/emissioon: 475 nm)
Kalibreerimine
Standardtodlahuste ettevalmistamine

20 ml A-vitamiini atsetaadi pohilahust (3.11.1) voi 20 ml A-vitamiini
palmitaadi pohilahust (3.12.1) pipetitakse 500 ml lamedapdhjalisse voi
koonilisse kolbi (4.2.1) ja hiidroliilisitakse vastavalt punktile 5.2, kuid
ilma BHT-d lisamata. Seejérel ekstraheeritakse petrooleetriga (3.2) vasta-
valt punktile 5.3 ja tdidetakse kuni 500 ml-ni petrooleetriga (3.2). 100 ml
seda ekstrakti aurustatakse vaakumpoordaurustil (vt 5.4) peaaegu
kuivaks, jdrelejddnud lahusti eemaldatakse ldmmastikuga (3,10) voolu-
tades ja jadk lahustatakse uuesti 10,0 ml metanooliga (3.3). Selle lahuse
nominaalne kontsentratsioon on 560 RU A-vitamiini milliliitri kohta.
Tépne sisaldus méairatakse vastavalt punktile 5.6.3.3. Standardtddlahus
tuleb valmistada vahetult enne kasutamist.

2,0 ml konealust standardtddlahust pipetitakse 20 ml modtekolbi, tdide-
takse metanooliga (3.3) kuni maérgini ja segatakse. Selle lahjendatud
standardtodlahuse nominaalne kontsentratsioon on 56 RU A-vitamiini
ml kohta.

Kalibreerimislahuste valmistamine ja kalibreeri-
misgraafiku koostamine

1,0, 2,0, 5,0 ja 10,0 ml lahjendatud standardtodlahust viiakse tile 20 ml
moodtekolbidesse, tdidetakse metanooliga (3.3) mirgini ja segatakse.
Nende lahuste nominaalsed kontsentratsioonid on 2,8, 5,6, 14,0 ja
28,0 RU A-vitamiini ml kohta.

Igast kalibreerimislahusest siistitakse 20 pl mitu korda kolonni ja méaéra-
takse keskmised piigi korgused (pindalad). Koostatakse kalibreerimis-
graafik, kasutades keskmisi piigi korgusi (pindalasid) ja arvestades
UV-kontrolli (5.6.3.3) tulemusi.
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5.6.3.

Standardlahuste UV-standardiseerimine

5.63.1. A-vitamiini atsetaadi pohilahus

2,0 ml A-vitamiini atsetaadi pdhilahust (3.11.1) pipetitakse 50 ml mddte-
kolbi (4.2.2) ja tdidetakse 2-propanooliga (3.8) maérgini. Selle lahuse
nominaalne kontsentratsioon on 56 RU A-vitamiini milliliitri kohta.
3,0 ml A-vitamiini atsetaadi lahjendatud lahust pipetitakse 25 ml mddte-
kolbi ja tdidetakse 2-propanooliga (3.8) mérgini. Selle lahuse nominaalne
kontsentratsioon on 6,72 RU A-vitamiini milliliitri kohta. Spektrofoto-
meetriga (4.6) mododetakse selle lahuse UV-spekter 2-propanooli (3.8)
suhtes vahemikus 300400 nm. Ekstinktsioonimaksimum peab olema
vahemikus 325-327 nm.

A-vitamiini sisalduse arvutamine:
RU A-vitamiini milliliitri kohta = Es,¢ x 19,0

(E} % A-vitamiini atsetaadi puhul = 1 530 lainepikkusel 326 nm
2-propanoolis)

5.632. A-vitamiini palmitaadi péhilahus

2,0 ml A-vitamiini palmitaadi pohilahust (3.12.1) pipetitakse 50 ml
modtekolbi (4.2.2) ja tdidetakse 2-propanooliga (3.8) mairgini. Selle
lahuse nominaalne kontsentratsioon on 56 RU A-vitamiini milliliitri
kohta. 3,0 ml A-vitamiini palmitaadi pohilahust pipetitakse 25 ml modte-
kolbi ja tdidetakse 2-propanooliga (3.8) mérgini. Selle lahuse nominaalne
kontsentratsioon on 6,72 RU A-vitamiini milliliitri kohta. Spektrofoto-
meetriga (4.6) moddetakse selle lahuse UV-spekter 2-propanooli (3.8)
suhtes vahemikus 300-400 nm. Ekstinktsioonimaksimum peab olema
vahemikus 325-327 nm.

A-vitamiini sisalduse arvutamine:
RU A-vitamiini milliliitri kohta = E;5¢ x 19,0

(El % A-vitamiini palmitaadi puhul = 957 lainepikkusel 326 nm
2-propanoolis)

5.633. A-vitamiini standardtéélahus

3,0 ml A-vitamiini lahjendamata standardtoolahust, mis on valmistatud
vastavalt punktile 5.6.1, pipetitakse 50 ml modtekolbi (4.2.2) ja tdide-
takse 2-propanooliga (3.8) margini. 5,0 ml seda lahust pipetitakse 25 ml
moodtekolbi ja tdidetakse 2-propanooliga (3.8) mairgini. Selle lahuse
nominaalne kontsentratsioon on 6,72 RU A-vitamiini milliliitri kohta.
Spektrofotomeetriga (4.6) mdddetakse selle lahuse UV-spekter 2-propa-
nooli (3.8) suhtes vahemikus 300-400 nm. Ekstinktsioonimaksimum
peab olema vahemikus 325-327 nm.

A-vitamiini sisalduse arvutamine:
RU A-vitamiini milliliitri kohta = Es,5 x 18,3

(E1 % A-vitamiini alkoholi puhul = 1 821 lainepikkusel 325 nm
2-propanoolis)

Tulemuste arvutamine

Proovilahuse A-vitamiini piigi keskmisest kdrgusest (pindalast) méaéra-
takse kalibreerimisgraafiku (5.6.2) jargi proovilahuse kontsentratsioon
RU-des milliliitri kohta.
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7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

7.6.

7.7.

7.8.

7.9.

Proovi A-vitamiini sisaldus w RU-des kilogrammi kohta arvutatakse
jargmise valemi jérgi:

500 x ¢ x V5 x 1000
w =
V1><m

[mg/kg]

kus:

¢ = A-vitamiini kontsentratsioon proovilahuses (5.4) RU/ml;
V, = proovilahuse (5.4) kogus milliliitrites;

V, = vastavalt punktile 5.4 voetud alikvoodi kogus milliliitrites;
m = kaalutise mass grammides.

Téihelepanekud

Madala A-vitamiini kontsentratsiooniga proovides voib olla kasulik
tihendada kahe seebistamiseks vdetud koguse (kaalutud kogus: 25 g)
petrooleetri ekstraktid iiheks proovilahuseks, mida méaratakse HPLC-ga.

Analiiiisiks vGetud proov ei tohi sisaldada iile 2 g rasva.

Faaside halva eraldumise puhul lisatakse emulsiooni 16hkumiseks umbes
10 ml etanooli (3.1).

Kalamaksadli ja muude puhaste rasvade puhul tuleb seebistamise aega
pikendada 45-60 minutini.

BHT asemel voib kasutada hiidrokinooni.

Normaalfaasikolonni kasutamisel on voimalik retinooli isomeeride eral-
dumine. Kuid sel juhul tuleb arvutustes koigi cis- ja trans-isomeeride
piigi kdrgused (pindalad) summeerida.

Naatriumaskorbaadi lahuse asemel voib kasutada umbes 150 mg
askorbiinhapet.

Naatriumsulfiidi lahuse asemel vGib kasutada umbes 50 mg etiileendia-
miintetraatsetaati.

A-vitamiini analiiiisimisel piimaasendajates tuleb erilist tihelepanu
poorata

— seebistamisele (5.2): tulenevalt proovi rasvasisaldusest vaib olla vaja
suurendada kaaliumhiidroksiidi lahuse kogust (3.4);

— cekstraheerimisele (5.3): tulenevalt emulsioonide sisaldusele voib olla
vajalik muuta vee ja etanooli vahekorda 2:1.

Et kontrollida rakendatud analiilisimeetodi tulemuste usaldusvaérsust ko-
nealuse spetsiifilise pohiaine (piimaasendaja) puhul, tuleb tdiendava
kaalutisega teha saagisekatse. Kui saagise mair on alla 80 %, esitatakse
analiilisi tulemus saagisekorrektsiooniga.

Korratavus

Sama proovi kahe paralleelse médramise tulemuste erinevus ei tohi
iletada 15 % suuremast tulemusest.
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9. Uhisuuringu tulemused ()

Eelsegu Sooda eelsegu Minz;atzri;];?nts- Val;gélgtikas Porsasoot
L 13 12 13 12 13
n 48 45 47 46 49
keskmine [RU/kg] | 17,02 x 10° | 1,21 x 10° 537 100 151 800 18 070
s, [TU/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
Sk [TU/kg] 1,36 x 10° | 0,069 x 10° 46 300 23 060 3614
R [IU/kg] 3,81 x 10° | 0,193 x 10° 129 640 64 568 10119
CVy [ %] 8,0 6,2 8,6 15 20
L = laboratooriumide arv
n = {liksikméddramiste arv
S; = korratavust iseloomustav standardhilve
Sr = reprodutseeritavust iseloomustav standardhilve
r = korratavus
R = reprodutseeritavus

CV, = korratavuse variatsioonikordaja
CVy = reprodutseeritavuse variatsioonikordaja

und Forschungsanstalten (VDLUFA) so6tade uurimisgrupp.

(') Méaramised viis 1dbi iihenduse Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs-
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Joonis 1: Ekstraktsiooniseade (4.8)

A

Klaassilinder (4.8.1)
(kdrgus umbes 48 cm)

Lihviga klaasotsak (4.8.2)
(pikkus umbes 45 cm)

-~ (les-alla nihutatav toru

Petrooleetri kiht

Veekiht
+

seebistatud s66t
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.1.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.1.

3.11.1.

B. E-VITAMIINI MAARAMINE
Eesmirk ja rakendusala

Selle meetodiga on voimalik méadrata E-vitamiini kogust s60das ja eelse-
gudes. E-vitamiini sisaldust viljendatakse DL-a-tokoferoolatsetaadi
milligrammides kilogrammi kohta. 1 mg DL-a-tokoferoolatsetaati vastab
0,91 mg DL-o-tokoferoolile (E-vitamiin).

Kvantifitseerimispiir on 2 mg E-vitamiini kilogrammi kohta. See kvan-
tifitseerimispiir on saavutatav vaid fluorestsentsdetektoriga. UV-detekto-
riga on kvantifitseerimispiir 10 mg/kg.

Pohiméte

Proov hiidroliiiisitakse kaaliumhiidroksiidi etanoolilahusega ja E-vitamiin
ekstraheeritakse petrooleetrisse. Lahusti aurustatakse ja jadk lahustatakse
metanoolis ning vajadusel lahjendatakse ndutud kontsentratsioonini.
E-vitamiini sisaldus méératakse poordfaasilise kdrgefektiivse vedelikkro-
matograafia (RP-HPLC) meetodiga, kasutades UV- vdi fluorestsentsde-
tektorit.

Reaktiivid

Etanool, 6 = 96 %

Petrooleeter, keemisvahemik 40-60 °C

Metanool

Kaaliumhiidroksiidi lahus, ¢ = 50 g/100 ml

Naatriumaskorbaadi lahus, ¢ = 10 g/100 ml (vt tdhelepanek 7.7)
Naatriumsulfiid, Na,S* x H,O (x =7 - 9)

Naatriumsulfiidi lahus, ¢ = 0,5 mol/l gliitseroolis, p = 120 g/l (kui x = 9)
(vt tahelepanek 7.8)

Fenoolftaleiini lahus, ¢ = 2 g/100 ml etanoolis (3.1)

HPLC liikuv faas: metanooli (3.3) ja vee segu, nt 980 + 20 (v+v). Tépne
vahekord maédratakse kasutatava kolonni parameetrite jargi.

Hapnikuvaba lammastik
DL-a-tokoferoolatsetaat, eriti puhas, kontrollitud aktiivsusega

DL-a-tokoferoolatsetaadi pohilahus: 100 ml mootekolbi kaalutakse 0,1
mg tdpsusega 100 mg DL-a-tokoferoolatsetaati (3.10). Lahustatakse
etanoolis (3.1) ja tdidetakse sama lahustiga margini. 1 ml seda lahust
sisaldab 1 mg DL-o-tokoferoolatsetaati. (UV-kontrolli kohta vt 5.6.1.3;
stabiliseerimise kohta vt tahelepanek 7.4).

DL-a-tokoferool, eriti puhas, kontrollitud aktiivsusega

DL-a-tokoferooli pohilahus: 100 ml moodtekolbi kaalutakse 0,1 mg
tdpsusega 100 mg DL-o-tokoferooli (3.11). Lahustatakse etanoolis
(3.1) ja tdidetakse sama lahustiga mérgini. 1 ml seda lahust sisaldab 1
mg DL-o-tokoferooli. (UV-kontrolli kohta vt 5.6.2.3; stabiliseerimise
kohta vt tdhelepanek 7.4).

2,6-di-tert-butiiiil-4-metiitilfenool (BHT) (vt tdhelepanek 7.5).

Seadmed

Filter-p66rdaurusti



02009R0152 — ET — 16.11.2020 — 007.001 — 78

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.8.1.

4.8.2.

5.1.

5.2

Tumedast klaasist noud

Lihvavaga lamedapdhjalised voi koonilised kolvid, 500 ml

Lihvkorgiga kitsakaelalised mddtkolvid 10, 25, 100 ja 500 ml

Lihvkorgiga koonilised jaotuslehtrid, 1 000 ml

Lihvavaga pirnkolvid, 250 ml

Lihviihendusega Allihni tagasivoolujahuti, Gmbrise pikkus 300 mm,
gaasitoru adapteriga

Kurdfilterpaber faaside eraldamiseks, diameeter 185 mm (nt Schleicher
& Schuell 597 HY 1/2)

HPLC-seadmed sissepritsesiisteemiga

Vedelikkromatograafia kolonn, 250 mm x 4 mm, Cig, tdidise terasuurus
5 voi 10 um voi samavéédrne

Muudetava lainepikkusega UV- voi fluorestsentsdetektor

Spektrofotomeeter 10 mm kvartskiivettidega

Magnetseguriga veevann

Ekstraktsiooniseade (vt joonis 1), mis koosneb:

1-liitrisest lihvava ja lihvkorgiga klaassilindrist;

lihviga klaasotsakust, mis on varustatud kdorvaltoruga ja keskelt labi
mineva lles-alla nihutatava toruga. Nihutataval torul peab olema
U-kujuline alumine ots ja teises otsas diiiis, nii et silindris oleva vedeliku
ilemist kihti oleks vdimalik viia iile jaotuslehtrisse.

Too kaik

Miirkus: E-vitamiin on tundlik (UV-) valguse ja oksiideerumise suhtes.
Koik toimingud tuleb teostada valguse ja hapniku juurdepai-
suta (kasutades tumedast klaasist vdi alumiiniumfooliumiga
kaetud nodusid ja voolutades ldmmastikuga). Ekstraheerimise
ajal tuleb vedeliku kohal olev Shk asendada ldmmastikuga
(tlerdhu viltimiseks tuleb korki aeg-ajalt kergitada).

Proovi ettevalmistamine

Proov jahvatatakse kuumenemist véltides nii peeneks, et see liheks labi
1 mm avadega sdela. Jahvatamine peab toimuma vahetult enne kaalu-
mist ja seebistamist, vastasel juhul voib esineda E-vitamiini kadusid.

Seebistamine

500 ml lamedapdhjalisse vGi koonilisse kolbi (4.2.1) kaalutakse 0,01 g
tdpsusega 2-25 g proovi, sdltuvalt E-vitamiini sisaldusest. Seejérel lisa-
takse ringliigutustega segades 130 ml etanooli (3.1), umbes 100 mg
BHT (3.12), 2 ml naatriumaskorbaadi lahust (3.5) ja 2 ml naatriumsul-
fiidi lahust (3.6). Kolvi otsa iihendatakse jahuti (4.3) ja kolb pannakse
magnetseguriga veevanni (4.7). Kuumutatakse keemiseni ja keedetakse
tagasivoolujahuti all 5 minutit. Seejdrel lisatakse 14bi jahuti (4.3) 25 ml
kaaliumhiidroksiidi lahust (3.4) ja lastakse segamisel keeda tagasivoolu-
jahuti all veel 25 minutit, voolutades ndrgalt ldmmastikuga. Seejérel
loputatakse jahutit umbes 20 ml veega ja jahutatakse kolvi sisu toatem-
peratuurini.



02009R0152 — ET — 16.11.2020 — 007.001 — 79

5.3.

5.4.

5.5.

Ekstraheerimine

Seebistamislahus viiakse dekanteerimise teel kvantitatiivselt tile 1 000 ml
jaotuslehtrisse (4.2.3) voi ekstraktsiooniseadmesse (4.8), loputades
kokku 250 ml veega. Seebistamiskolbi loputatakse jérjest 25 ml etanooli
(3.1) ja 100 ml petrooleetriga (3.2) ja viiakse ka need vedelikukogused
tile jaotuslehtrisse voi ekstraktsiooniseadmesse. Vee ja etanooli vahekord
ihendatud lahuses peab olema umbes 2:1. Raputatakse tugevasti kaks
minutit ja lastakse kaks minutit selgineda.

Ekstraheerimine jaotuslehtriga (4.2.3)

Kui kihid on eraldunud (vt tahelepanek 7.3), kantakse petrooleetri kiht iile
teise jaotuslehtrisse (4.2.3). Seda ekstraheerimist korratakse kaks korda
100 ml petrooleetriga (3.2) ja kaks korda 50 ml petrooleetriga (3.2).

Uhendatud ekstrakte pestakse jaotuslehtris kergelt loksutades (et viltida
emulsiooni tekkimist) kaks korda 100 ml veekogustega ja seejérel
korduval raputamisel veel 100 ml veekogustega, kuni vesi ei muuda
enam vérvust fenoolftaleiini lahuse (3.7) lisamisel (tavaliselt piisab nelja-
kordsest pesemisest). Emulgeerunud vee korvaldamiseks filtreeritakse
pestud ekstrakt 1dbi kuiva faasieraldusfiltri (4.4) 500 ml modtekolbi
(4.2.2). Jaotuslehtrit ja filtrit loputatakse 50 ml petrooleetriga (3.2),
tdidetakse petrooleetriga (3.2) mérgini ja segatakse hésti.

Ekstraheerimine ekstraktsiooniseadmega (4.8)

Kui kihid on eraldunud (vt tdhelepanek 7.3), pannakse klaassilindri
(4.8.1) korgi asemele lihviga klaasotsak (4.8.2) ja seatakse nihutatava
toru U-kujuline alumine ots nii, et see oleks tépselt faaside eralduspinna
kohal. Tostes gaasivooliku kaudu korvaltorusse juhitava ldmmastiku
rohku, viiakse iilemine petrooleetri kiht tile 1 000 ml jaotuslehtrisse
(4.2.3). Klaassilindrisse lisatakse 100 ml petrooleetrit (3.2), suletakse
korgiga ja raputatakse tugevasti. Kihtidel lastakse eralduda ja tilemine
kiht viiakse iile jaotuslehtrisse nagu ennegi. Ekstraheerimist korratakse
jargmise 100 ml petrooleetriga (3.2), siis kaks korda 50 ml petrooleetri
(3.2) kogustega ja viiakse petrooleetri kihid iile jaotuslehtrisse.

Uhendatud petrooleetri ekstrakte pestakse, nagu on kirjeldatud punktis
5.3.1, ja jatkatakse, nagu seal on kirjeldatud.

Proovilahuse valmistamine HPLC jaoks

Petrooleetri lahuse (punktist 5.3.1 v&i 5.3.2) alikvoot viiakse pipetiga
250 ml pirnkolbi (4.2.4). Vaakumpdordaurustiga (4.1) aurustatakse
lahusti vaakumis peaaegu kuivaks veevanni temperatuuril mitte ile 40
°C. Kolbi lastakse lammastik (3.9) kuni atmosfédrirchuni ja kolb eemal-
datakse vaakumpoordaurustist. Jarelejadnud lahusti eemaldatakse
lammastikuga (3.9) voolutades ja jddk lahustatakse kohe teadaoleva
koguse (10-100 ml) metanooliga (3.3) (DL-a-tokoferooli kontsentrat-
sioon peab jadma vahemikku 5-30 pg/ml).

Mcddramine HPLC-ga

E-vitamiin eraldatakse C;g poordfaasikolonnil (4.5.1) ja mdddetakse
selle kontsentratsioon fluorestsentsdetektori (ergastamine: 295 nm, emis-
sioon: 330 nm) (4.5.2) abil vdi UV-detektoriga (292 nm) (4.5.2).
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5.6.
5.6.1.
5.6.1.1.

5.6.1.2.

5.6.1.3.

Punktis 5.4 saadud metanoolilahuse alikvoot (nt 20 pl) siistitakse
kolonni ja elueeritakse liikuva faasiga (3.8). Arvutatakse sama proovila-
huse erinevate siistide keskmine piigi korgus (pindala) ja kalibreerimis-
lahuste (5.6.2) mitme siisti keskmised piigi kdrgused (pindalad).

HPLC tingimused

Soovitatakse juhinduda jérgmistest tingimustest (muid tingimusi vdib
kasutada juhul, kui need tagavad samavéirsed tulemused).

Vedelikkromatograafia 250 mm x 4 mm, C,g, tdidise terasuurus 5

kolonn (4.5.1): voi 10 pm vOi samavéirne

Liikuv faas (3.8): Metanooli (3.3) ja vee segu, nt 980 + 20
v +v).

Voolukiirus: 1-2 ml/min

Detektor (4.5.2): Fluorestsentsdetektor

(ergastamine: 295 nm/emissioon: 330 nm)
voi UV-detektor (292 nm)

Kalibreerimine (DL-a-tokoferoolatsetaat voi DL-o-tokoferool)
DL-a-tokoferoolatsetaadi standard
Standardtéolahuse valmistamine

25 ml DL-a-tokoferoolatsetaadi pdhilahust (3.10.1) viiakse pipetiga 500-
milliliitrisesse lamedapdhjalisse vdi koonilisse kolbi (4.2.1) ja hiidroliiii-
sitakse vastavalt punktis 5.2 kirjeldatule. Seejdrel ekstraheeritakse
petrooleetriga (3.2) vastavalt punktis 5.3 kirjeldatule ja tdidetakse petroo-
leetriga 500 milliliitrini. 25 ml seda ekstrakti aurustatakse vaakumpoor-
daurustil (vt 5.4) peaaegu kuivaks, jéarelejadnud lahusti eemaldatakse
lammastikuga (3.9) voolutades ja jadk lahustatakse uuesti 25,0 ml meta-
nooliga (3.3). Selle lahuse nominaalne kontsentratsioon on 45,5 pg
DL-a-tokoferooli ml kohta, mis on ekvivalentne 50 pg DL-o-tokoferoo-
latsetaadiga ml kohta. Standardt66lahus tuleb valmistada vahetult enne
kasutamist.

Kalibreerimislahuste valmistamine ja kalibreeri-
misgraafiku koostamine

1,0, 2,0, 4,0 ja 10,0 ml standardt66lahust viiakse iile 20-milliliitristesse
moodtkolbidesse, tdidetakse metanooliga (3.3) maérgini ja segatakse.
Nende lahuste nominaalsed kontsentratsioonid on 2,5, 5,0, 10,0 ja
25,0 pg/ml DL-a-tokoferoolatsetaati, s.o 2,28, 4,55, 9,10 ja 22,8 ug/ml
DL-a-tokoferooli.

Igast kalibreerimislahusest siistitakse 20 pl mitu korda kolonni ja mééara-
takse keskmised piigi korgused (pindalad). Kasutades keskmisi piigi
korgusi (pindalasid), koostatakse kalibreerimisgraafik.

DL-a-tokoferoolatsetaadi pohilahuse (3.10.1)
UV-standardiseerimine

5,0 ml DL-a-tokoferoolatsetaadi pdhilahust (3.10.1) lahjendatakse
etanooliga 25,0 milliliitrini ja moddetakse spektrofotomeetriga (4.6)
selle lahuse UV-spekter vahemikus 250-320 nm etanooli (3.1) suhtes.

Neeldumismaksimum peaks olema 284 nm:

El% = 43,6 etanoolis 284 nm juures

Sellisel lahjendusel peaks ekstinktsiooni védrtus olema vahemikus
0,84-0,88.
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5.6.2.
5.6.2.1.

5.6.2.2.

5.6.2.3.

7.2.

7.3.

DL-a-tokoferooli standard
Standardtéolahuse valmistamine

2 ml DL-o-tokoferooli pohilahust (3.11.1) viiakse pipetiga 50 ml modte-
kolbi, lahustatakse metanoolis (3.3) ja tdidetakse metanooliga mérgini.
Selle lahuse nominaalne kontsentratsioon on 40 pg DL-a-tokoferooli ml
kohta, mis on ekvivalentne 44,0 pg DL-a-tokoferoolatsetaadiga ml
kohta. Standardtodlahus tuleb valmistada vahetult enne kasutamist.

Kalibreerimislahuste valmistamine ja kalibreeri-
misgraafiku koostamine

1,0, 2,0, 4,0 ja 10,0 ml standardtoolahust viiakse iile 20-milliliitristesse
modtkolbidesse, tdidetakse metanooliga (3.3) mirgini ja segatakse.
Nende lahuste nominaalsed kontsentratsioonid on 2,0, 4,0, 8,0 ja 20,0
png/ml DL-a-tokoferooli, s.o 2,20, 4,40, 8,79 ja 22,0 pg/ml DL-o-toko-
feroolatsetaati.

Igast kalibreerimislahusest siistitakse 20 pl mitu korda kolonni ja méaéra-
takse keskmised piigi korgused (pindalad). Kasutades keskmisi piigi
korgusi (pindalasid), koostatakse kalibreerimisgraafik.

DL-a-tokoferooli pohilahuse (3.11.1) UV-standar-
diseerimine

2,0 ml DL-o-tokoferoolatsetaadi pohilahust (3.11.1) lahjendatakse
etanooliga 25,0 milliliitrini ja modddetakse spektrofotomeetriga (4.6)
selle lahuse UV-spekter vahemikus 250-320 nm etanooli (3.1) suhtes.
Neeldumismaksimum peaks olema 292 nm:

El% = 758 etanoolis 292 nm juures

Sellisel lahjendusel peab ekstinktsiooni védrtus olema 0,6.

Tulemuste arvutamine

Proovilahuse E-vitamiini piikide keskmisest kdrgusest (pindalast) méaéra-
takse kalibreerimisgraafiku (5.6.1.2 voi 5.6.2.2) jérgi proovilahuse kont-
sentratsioon pg-des milliliitri kohta (arvutatuna a-tokoferoolatsetaadina).

Proovi E-vitamiini sisaldus w mg-des kilogrammi kohta arvutatakse
jargmise valemi jérgi:

500 x ¢ x V,
" - /k
Ve Imee]

kus:

¢ = E-vitamiini kontsentratsioon (o-tokoferoolatsetaadina) pg-des milli-
liitri kohta proovilahuses (5.4);

V; = proovilahuse (5.4) kogus milliliitrites;
V, = punktis 5.4 vdetud alikvoodi ruumala milliliitrites;
m = kaalutise mass grammides.

Téhelepanekud

Madala E-vitamiini kontsentratsiooniga proovides vdib olla kasulik
ihendada kahe seebistamiseks voetud koguse (kaalutud kogus: 25 g)
petrooleetri ekstraktid iiheks proovilahuseks, mida méaratakse HPLC-ga.

Analiiiisiks vOetud proov ei tohi sisaldada iile 2 g rasva.

Faaside halva eraldumise puhul lisatakse emulsiooni 16hkumiseks umbes
10 ml etanooli (3.1).
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7.4.

7.5.
7.6.

7.7.

7.8.

7.9.

Parast DL-a-tokoferoolatsetaadi voi DL-a-tokoferooli lahuste spektrofo-
tomeetrilist modtmist vastavalt punktile 5.6.1.3 voi 5.6.2.3 lisatakse
lahusele (3.10.1 voi 3.10.2) umbes 10 mg BHT-d (3.12) ja hoitakse
lahust kiilmkapis (k3lblikkusaeg maksimaalselt neli niddalat).

BHT asemel voib kasutada hiidrokinooni.

Normaalfaasikolonni kasutamisel on voimalik a-, B-, y- ja &-tokoferooli
eraldumine.

Naatriumaskorbaadi lahuse asemel vdib kasutada umbes 150 mg
askorbiinhapet.

Naatriumsulfiidi lahuse asemel v3ib kasutada umbes 50 mg etiileendia-
miintetraatsetaati.

E-vitamiini atsetaat hiidroliiiisub aluselises keskkonnas viga kiiresti ning
on seepdrast vdga tundlik oksiideerumise suhtes, eriti selliste mikrole-
mentide nagu raua ja vase olemasolul. Kui eelsegudes maéératud
E-vitamiini kogus on suurem kui 5000 mg/kg, vdib selle tagajérjeks
olla E-vitamiini lagunemine. Seepérast soovitatakse kindluse mdttes
kasutada HPLC meetodit, mis hdlmab E-vitamiini vormi ensiimaatilist
mineraliseerimist ilma aluselise seebistamise sammuta.

Korratavus

Sama proovi kahe paralleelse médramise tulemuste erinevus ei tohi
iletada 15 % suuremast tulemusest.

Uhisuuringu tulemused (')

Eelsegu Sooda eelsegu szj:;z;i?;t Valsgggikas Pdrsasoot

L 12 12 12 12 12
n 48 48 48 48 48
keskmine  [mg/ 17 380 1187 926 315 61,3
kg]
s, [mg/kg] 384 45,3 25,2 13,0 2,3
r [mg/kg] 1075 126,8 70,6 36,4 6,4
CV, [ %] 2,2 38 2,7 4,1 3,8
Sg mg/kg] 830 65,0 55,5 18,9 7.8
R [mg/kg] 2324 182,0 1554 52,9 21,8
CVr [ %] 4,8 5,5 6,0 6,0 12,7

= laboratooriumide arv
n = iiksikmédédramiste arv
s, = korratavust iseloomustav standardhilve
sg = reprodutseeritavust iseloomustav standardhilve
r = korratavus
R = reprodutseeritavus

CV, = korratavuse variatsioonikordaja
CVy = reprodutseeritavuse variatsioonikordaja

(') Méaramised viis 1dbi iihenduse Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs-

und Forschungsanstalten (VDLUFA) so6tade uurimisgrupp.
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Joonis 1: Ekstraktsiooniseade (4.8)
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(kdrgus umbes 48 cm)

Lihviga klaasotsak (4.8.2)
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.7.1.

3.8.

3.8.1.

C. MIKROELEMENTIDE RAUA, VASE, MANGAANI JA TSINGI
MAARAMINE

Eesmirk ja rakendusala

Selle meetodiga on vdimalik médrata soddas mikroelemente: rauda,
vaske, mangaani ja tsinki. Kvantifikatsioonipiirid on:

— raud (Fe): 20 mg/kg;

— vask (Cu): 10 mg/kg;

— mangaan (Mn): 20 mg/kg;

— tsink (Zn): 20 mg/kg.

Pohimote

Proov lahustatakse soolhappes pérast voimaliku orgaanilise aine havita-
mist. Elemendid raud, vask, mangaan ja tsink méératakse aatomabsorpt-
sioonspektromeetriaga pérast asjakohast lahjendamist.

Reaktiivid

Sissejuhatavad mdrkused

Reaktiivide ja analiiiitiliste lahuste ettevalmistamiseks kasutatakse
katioonivaba vett, mis on saadud kas vee bidestilleerimisel borosilikaat-
voi kvartsklaasist destillaatoris voi kahekordsel to6tlemisel ioonvahetus-
vaikudega.

Reaktiivid peavad olema vdhemalt analiiiitiliselt puhtad. Méaératava
elemendi puudumist tuleb kontrollida pimekatse abil. Vajaduse korral
tuleb reaktiive tdiendavalt puhastada.

Allpool kirjeldatud standardlahuste asemel v3ib kasutada miitigil olevaid
standardlahuseid, tingimusel, et neil on garantii ning neid on enne kasu-
tamist kontrollitud.

Soolhape (d: 1,19 g/ml).
Soolhape (6 mol/l).
Soolhape (0,5 mol/l).

3840 % vesinikfluoriidhape (v/v), mille raua (Fe) sisaldus on alla
1 mg/l ning jadk pérast aurustamist alla 10 mg/l (sulfaadina).

Viaivelhape (d: 1,84 g/ml).
Vesinikperoksiid (ligikaudu 100 mahuosa hapnikku (30 massiprotsenti)).

Raua standardlahus (1 000 pg Fe/ml), mis on valmistatud jargmiselt (voi
kasutatakse samavidrset miiiigil olevat lahust): 1 g raudtraati lahusta-
takse 200 ml 6 mol/l soolhappes (3.2), lisatakse 16 ml vesinikperoksiidi
(3.6) ning tdidetakse veega iihe liitrini.

Raua standardtoolahus (100 pg Fe/ml), mis on valmistatud, lahjendades
standardlahust (3.7) veega vahekorras 1:9.

Vase standardlahus (1 000 pg Cu/ml), mis on valmistatud jargmiselt (voi
kasutatakse samavairset miiiigil olevat lahust):

— 1 g vasepulbrit lahustatakse 25 ml 6 mol/l soolhappes (3.2), lisatakse
5 ml vesinikperoksiidi (3.6) ning tdidetakse veega iihe liitrini.

Vase standardtoolahus (10 pg Cu/ml), mis on valmistatud, lahjendades
standardlahust (3.8) veega vahekorras 1:9 ning seejérel lahjendades
saadud lahust veega vahekorras 1:9.
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3.9.

3.9.

Mangaani standardlahus (1 000 pg Mn/ml), mis on valmistatud jargmi-
selt (vOi kasutatakse samavairset miiiigil olevat lahust):

— 1 g mangaanipulbrit lahustatakse 25 ml 6 mol/l soolhappes (3.2)
ning tdidetakse veega iihe liitrini.

1. Mangaani standardto6lahus (10 pg Mn/ml), mis on valmistatud, lahjen-
dades standardlahust (3.9) veega vahekorras 1:9 ning seejérel lahjen-
dades saadud lahust veega vahekorras 1:9.

3.10.  Tsingi standardlahus (1 000 pg Zn/ml), mis on valmistatud jargmiselt

(voi kasutatakse samavéadrset miiiigil olevat lahust):

— 1 g riba- v4i lehttsinki lahustatakse 25 ml 6 mol/l soolhappes (3.2)
ning tdidetakse veega iihe liitrini.

3.10.1. Tsingi standardtddlahus (10 pg Zn/ml), mis on valmistatud, lahjendades

4.2.

4.3.

5.1.

5.1

5.1

Q)
Q]

standardlahust (3.10) veega vahekorras 1:9 ning seejérel lahjendades
saadud lahust veega vahekorras 1:9.

.11.  Lantaankloriidi lahus: 12 g lantaanoksiidi lahustatakse 150 ml vees,
lisatakse 100 ml 6 mol/l soolhapet (3.2) ning tididetakse veega iihe
liitrini.

Seadmed

Temperatuuriregulaatori ja voimalusel salvestiga muhvelahi.

Klaasndud peavad olema vastupidavast borosilikaatklaasist ning on
soovitav kasutada vahendeid, mida kasutatakse iiksnes mikroelementide
médramiseks.

Aatomabsorptsioonispektrofotomeeter, mis vastab kasutatava meetodi
nduetele, vottes arvesse tundlikkust ning tdpsust ndutud ulatuses.

Too kaik (')
Orgaanilist ainet sisaldavad proovid

.I. Tuhastamine ja lahuse analiisiks ettevalmista-
mine ()

.1.1. 5-10 g proovi kaalutakse 0,2 mg tdpsusega, asetatakse kvarts- voi plaa-
tinatiiglisse (vt mérkus b), kuivatatakse kuivatuskapis 105 °C juures ning
tiigel asetatakse killma muhvelahju (4.1). Ahi suletakse (vt mérkus c)
ning jark-jargult tostetakse ligikaudu 90 minuti jooksul temperatuur
450-475 °C-ni. Konealust temperatuuri hoitakse 4-16 tundi (nt 66
jooksul), et eemaldada sdeosakesed, ning seejdrel ahi avatakse ning
lastakse jahtuda (vt méarkus d).

Kasutada voib ka teisi lagundamismeetodeid, kui on kindlaks tehtud, et nendega

saadakse samaviérsed tulemused (nditeks rohu all mikrolainelagundamine).

Haljassoot (vérske voi kuivatatud) voib sisaldada suurel hulgal taimset réni, mis vdib
hoida kinni mikroelemente ning tuleb eemaldada. Kdnealuse sooda proovide korral tuleb
seega jargida jargmist muudetud menetlust. Sooritada punktis 5.1.1.1 osutatud toiming
kuni filtreerimiseni. Lahustumatut jadki sisaldav filterpaber pestakse kaks korda keeva
veega ning asetatakse kvarts- vOi plaatinatiiglisse. Pdletatakse muhvelahjus (4.1) tempe-
ratuuril alla 550 °C, kuni kdik soeosakesed on tdielikult kadunud. Lastakse jahtuda,
lisatakse moned tilgad vett ning 10-15 ml vesinikfluoriidhapet (3.4) ning aurustatakse
kuivaks ligikaudu 150 °C juures. Kui jadkides on siiski réni, lahustatakse see uuesti
paaris milliliitris vesinikfluoriidhappes (3.4) ning aurustatakse kuivaks. Lisatakse viis
tilka vddvelhapet (3.5) ning kuumutatakse, kuni enam ei eraldu valget auru. Pidrast 5
ml 6 mol/l soolhappe (3.2) ja ligikaudu 30 ml vee lisamist kuumutatakse, lahus filtree-
ritakse 250 ml mdoodtekolbi ning tdidetakse kuni mirgini veega (HCl kontsentratsioon
ligikaudu 0,5 mol/l). Mikroelementide médédramist jétkatakse punktist 5.1.2.
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5.1.1.2.

5.1.2.
5.1.2.1.

Tuhka niisutatakse veega ja viiakse iile 250 ml keelduklaasi. Tiigel
pestakse ligikaudu 5 ml soolhappega (3.1) ning soolhape lisatakse aegla-
selt ja ettevaatlikult keeduklaasi (CO, moodustumise tottu voib tekkida
tugev reaktsioon). Soolhape (3.1) lisatakse tilkhaaval ja loksutades kuni
kihisemise lakkamiseni. Aurustatakse kuivaks, aeg-ajalt klaaspulgaga
segades.

Jargmisena lisatakse jadgile 15 ml 6 mol/l soolhapet (3.2) ning ligikaudu
120 ml vett. Segatakse klaaspulgaga, mis jéetakse keeduklaasi, ning
keeduklaas kaetakse kellaklaasiga. Segu lastakse aeglaselt keema ning
hoitakse keemistemperatuuril, kuni lahustuvat tuhka ei ole enam néha.
Filtreeritakse 1dbi tuhavaba filterpaberi ning filtraat kogutakse 250 ml
moodtekolbi. Keeduklaas ja filter pestakse 5 ml kuuma 6 mol/l soolhap-
pega (3.2) ning kaks korda keeva veega. Mddtekolb tididetakse kuni
mirgini veega (HCI kontsentratsioon ligikaudu 0,5 mol/l).

Kui filtris olev jadk on must (siisinik), pannakse see tagasi ahju ning
tuhastatakse uuesti 450-475 °C juures. Konealune tuhastamine, mis
votab aega vaid mdne tunni (3—5 tundi), on ldppenud, kui tuhk on
valge vOi peaaegu valge. Jadk lahustatakse ligikaudu 2 ml soolhappega
(3.1), aurustatakse kuivaks ning sellele lisatakse 5 ml 6 mol/l soolhapet
(3.2). Segu kuumutatakse, lahus filtreeritakse mddtekolbi ning taidetakse
kuni miérgini veega (HCI kontsentratsioon ligikaudu 0,5 mol/l).

Mdrkused

a) Mikroelementide madramisel on oluline pdorata tdhelepanu saastami-
sohule, eriti tsingi, vase ja rauaga. Seetottu ei tohi proovide etteval-
mistamisel kasutatavad vahendid sisaldada konealuseid metalle.

Uldise saastamisohu vihendamiseks tuleb tootada tolmuvabas kesk-
konnas hoolikalt puhastatud vahendite ja korralikult pestud klaasndu-
dega. Tsingi madramine on eriti tundlik mitmete saasteallikate suhtes,
nt klaasndud, reaktiivid, tolm jne.

b

=

Tuhastatava proovi mass arvutatakse s66da ligikaudse mikroelemen-
disisalduse pohjal vastavalt kasutatava spektrofotomeetri tundlikku-
sele. Teatavate viikese mikroelementide sisaldusega sodtade puhul
alustatakse 10-20 g proovist, mille 1opplahus tdidetakse vaid kuni
100 ml lahuse saamiseni.

C

~

Tuhastamine peab toimuma suletud ahjus ohu voi hapniku juurde-
paidsuta.

d) Piiromeetri temperatuuri ndit ei tohi iiletada 475 °C.

Spektrofotomeetriline médédramine
Kalibreerimislahuste valmistamine

Iga médratava elemendi jaoks valmistatakse punktides 3.7.1, 3.8.1, 3.9.1
ja 3.10.1 osutatud standardtoolahustest kalibreerimislahused, millest iga
lahuse HCI kontsentratsioon on ligikaudu 0,5 mol/l ning (raua, mangaani
ja tsingi korral) lantaankloriidi kontsentratsioon on samavéirne 0,1 %
lantaaniga (w/v).

Valitud mikroelementide kontsentratsioonid peavad jddma kasutatava
spektrofotomeetri tundlikkuse piiresse. Jargmistes tabelites on niitena
esitatud tavapéraste kalibreerimislahuste koostised, kuid soltuvalt kasu-
tatava spektrofotomeetri tiiiibist ja tundlikkusest v3ib osutuda vajalikuks
valida muud kontsentratsioonid.
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5.1.2.2.

5.1.2.3.

5.1.2.4.

Raud
pg Fe/ml 0 0,5 1 2 3 4 5
ml standardt6dlahust (3.7.1) 0 0,5 1 2 3 4 5
(1 ml = 100 pg Fe)
ml HCI (3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml lantaankloriidi lahust (3.11) ning tdidetakse veega 100 ml lahuse saamiseni.

Vask
pg Cu/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
ml standardtoolahust (3.8.1) 0 1 2 4 6 8 10
(1 ml = 10 pg Cu)
ml HCI (3.2) 8 8 8 8 8 8 8
Mangaan
pug Mn/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
ml standardtoolahust (3.9.1) 0 1 2 4 6 8 10
(1 ml = 10 pg Mn)
ml HCI (3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml lantaankloriidi lahust (3.11) ning tdidetakse veega 100 ml lahuse saamiseni.

Tsink
pg Zn/ml 0 0,05 [ 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8
ml standardtoolahust (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 lantaankloriidi lahust (3.11) ning tdidetakse veega 100 ml lahuse saamiseni.

Lahuse ettevalmistamine analiiiisiks

Vase médramiseks saab vastavalt punktile 5.1.1 valmistatud lahust tava-
liselt kohe kasutada. Kui lahuse kontsentratsioon on vaja viia kalibree-
rimislahuste piiresse, voib lahuse alikvoodi pipettida 100 ml modtekolbi
ning tdita margini 0,5 mol/l soolhappega (3.3).

Raua, mangaani ja tsingi méddramiseks pipetitakse vastavalt punktile
5.1.1 valmistatud lahuse alikvoot 100 ml mddtekolbi, lisatakse 10 ml
lantaankloriidilahust (3.11) ning tdidetakse mérgini 0,5 mol/l soolhap-
pega (3.3) (vt ka punkt 8 ,,Tahelepanekud”).

Pimekatse

Pimekatse peab hdlmama kdiki protseduuri ettendhtud etappe, vilja
arvatud see, et proovimaterjal jdetakse vilja. Pimekatsel ei tohi kasutada
kalibreerimislahust 0.

Aatomabsorptsiooni méotmine

Kalibreerimislahuste ja analiilisitava lahuse aatomabsorptsiooni mddde-
takse oksiideerivat Ohk-atsetiileenleeki kasutades jérgmistel lainepik-
kustel:

Fe: 248,3 nm

Cu: 324,8 nm
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5.2.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

Mn: 279,5 nm
Zn: 213,8 nm
Iga mdStmist tuleb teha neli korda.

Mineraalsoot

Kui proov ei sisalda orgaanilist ainet, ei ole eelnev tuhastamine vajalik.
Toimitakse vastavalt punkti 5.1.1.1, alustades teisest 16igust. Vesinikf-
luoriidhappega aurustamise voib &ra jétta.

Tulemuste arvutamine

Mikroelementide kontsentratsioon analiiiisitavas lahuses arvutatakse kali-
breerimiskdverat kasutades ning tulemus véljendatakse mikroelementide
milligrammides iihe kilogrammi proovi kohta (miljondikkudes).
Korratavus

Sama analiilisija poolt sama prooviga tehtud kahe paralleelse méddramise

tulemuste erinevus ei tohi iiletada:

— absoluutvéirtusena viljendatult 5 mg/kg, kui asjaomase mikroele-
mendi sisaldus on kuni 50 mg/kg;

— 10 % suuremast tulemusest, kui asjaomase mikroelemendi sisaldus
on 50-100 mg/kg;

— absoluutvéirtusena viljendatult 10 mg/kg, kui asjaomase mikroele-
mendi sisaldus on 100-200 mg/kg;

— 5 % suuremast tulemusest, kui asjaomase mikroelemendi sisaldus on
ile 200 mg/kg.
Téhelepanekud

Suure koguse fosfaadi sisaldus voib takistada raua, mangaani ja tsingi
madramist. See takistus tuleb kdrvaldada, lisades proovi lantaankloriidi-
lahust (3.11). Kuid kui proovis on massi vahekord Ca + Mg/P > 2, siis
voib lantaankloriidilahuse (3.11) lisamise analiilisitavale lahusele ja kali-
breerimislahusele dra jatta.

D. HALOFUGINOONI MAARAMINE
DL-trans-7-bromo-6-kloro-3-[3-(3-hiidroksii-2-piperidiiiil atsetontiiil ] -
kinasoliin-4-(3H)-oon-vesinikbromiid

Eesmirk ja rakendusala

Selle meetodiga on vdimalik méadrata halofuginooni kogust soddas.
Maéramispiir on 1 mg/kg.

Pohimote

Pdrast kuuma veega toOtlemist ekstraheeritakse halofuginoon vaba
alusena etiitilatsetaati ning eraldatakse hiidrokloriidina happe vesilahu-
sesse. Ekstrakt puhastatakse ioonvahetuskromatograafia abil. Halofugi-
noonisisaldus méératakse podrdfaasilise korgefektiivse vedelikkromato-
graafia (HPLC) abil, kasutades UV-detektorit.

Reaktiivid

HPLC-puhtusastmega atsetonitriil
Amberlite XAD-2 vaik
Ammooniumatsetaat
Etiiiilatsetaat

Jaa-aadikhape
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3.6.

3.6.1.

3.6.2.

3.7.

3.8.

3.9.

3.17.

3.20.

3.21.

Halofuginooni standardaine (DL-trans-7-bromo-6-kloro-3-[3-(3-hiidroksii-
2-piperidiitil)atsetoniiiil]-kinasoliin-4-(3H)-iiks hiidrobromiid, E 764)

Halofuginooni pdhistandardlahus, 100 pg/ml

50 mg halofuginooni (3.6) kaalutakse 0,1 mg tapsusega 500 ml moote-
kolbi, lahustatakse ammooniumatsetaadi puhverlahuses (3.18), tdidetakse
kuni mérgini puhverlahusega ja segatakse. See lahus sdilib pimedas 5 °C
juures kolm nédalat.

Kalibreerimislahused

100 ml moodtekolbidesse kantakse 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 ja 6,0 ml pShistan-
dardlahust (3.6.1). Téidetakse kuni mérgini liikuva faasiga (3,21) ja
segatakse. Nende lahuste halofuginoonikontsentratsioonid on vastavalt
1,0; 2,0; 3,0; 4,0 ja 6,0 pg/ml. 8,0 ja 10,0 pg/ml. Lahused tuleb valmis-
tada vahetult enne kasutamist.

Soolhape (po umbes 1,16 g/ml)

Metanool

Hobenitraat

Naatriumaskorbaat

Naatriumkarbonaat

Naatriumkloriid

EDTA (etiileendiamiintetradddikhape, dinaatriumsool)
HPLC-puhtusastmega vesi

Naatriumkarbonaadi lahus, ¢ = 10 g/100 ml

Naatriumkloriidiga kiillastatud naatriumkarbonaadi lahus, ¢ = 5 g/100 ml

50 g naatriumkarbonaati (3.11) lahustatakse vees, lahjendatakse 1 liitrini
ja lisatakse kuni lahuse kiillastumiseni naatriumkloriidi (3.12).

Soolhape, umbes 0,1 mol/l
10 ml soolhapet (3.7) lahjendatakse kuni 1 liitrini veega.
Ammooniumatsetaadi puhverlahus, umbes 0,25 mol/l

19,3 g ammooniumatsetaati (3.3) ja 30 ml dadikhapet (3.5) lahustatakse
vees (3.14) ja lahjendatakse kuni 1 liitrini.

Amberlite XAD-2 vaigu ettevalmistamine

Asjakohane kogus Amberlite'i (3.2) pestakse veega, kuni dravalatud
vesifaasile tehtud hdbenitraadi (3.20) test nditab, et kdik klooriioonid
on eemaldatud. Vaiku pestakse 50 ml metanooliga (3.8), metanool vala-
takse dra ja vaik siilitatakse vérskes metanoolis.

Hobenitraadi lahus, umbes 0,1 mol/l
0,17 g hobenitraati (3.9) lahustatakse 10 ml vees.
HPLC liikuv faas

500 ml atsetonitriili (3.1) segatakse 300 ml ammooniumatsetaadi puhver-
lahusega (3.18) ja 1200 ml veega (3.14). Aidikhappe (3.5) abil korri-
geeritakse pH 4,3-le. Filtreeritakse 1dbi 0,22 pm filtri (4,8) ja lahus dega-
seeritakse (nt toodeldes ultraheliga 10 minutit). See lahus sdilib suletud
mahutis pimedas hoituna ks kuu.
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4.2.

4.3.

4.4.

44.1.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

5.1.
5.1.1.

5.2.

Seadmed

Ultrahelivann

Filter-po6rdaurusti

Tsentrifuug

HPLC-seade muudetava lainepikkusega ultraviolett-detektoriga voi dioo-
direadetektoriga

Vedelikkromatograafia kolonn, 300 mm x 4 mm, C,g, tdidise terasuurus
10 pm, vOi samavéaidrne

Klaaskolonn (300 mm X 10 mm), millel on paagutatud klaasfilter ja
korkkraan

Klaaskiudfiltrid diameetriga 150 mm

Membraanfiltrid 0,45 pm.

Membraanfiltrid 0,22 pm.

Too kaik

Mirkus: halofuginoon on vaba alusena leelistes ja etiililatsetaadi lahustes
ebastabiilne. Seda ei tohi hoida etiiiilatsetaadis tile 30 minuti.

Uldsditted

Tuleb analiilisida vOrdlussodta, veendumaks, et selles ei ole halofugi-
nooni ega segavaid aineid.

Saagisekatses analiilisitakse vOrdlussoota, millele on lisatud proovis
oleva kogusega ligildhedane kogus halofuginooni. Kontsentratsiooni 3
mg/kg saamiseks lisatakse 10 g vordlussdodale 300 pl pohistandardla-
hust (3.6.1), segatakse ja oodatakse enne ekstraheerimise (5.2) alustamist
10 minutit.

Markus: selle meetodi puhul peab vordlussé6t olema prooviga sama-
laadne ja analiilisimisel ei tohi selles leiduda halofuginooni.

Ekstraheerimine

10 g ettevalmistatud proovi kaalutakse 0,1 g tdpsusega 200 ml tsentri-
fuugikiivetti, lisatakse 0,5 g naatriumaskorbaati (3.10), 0,5 g EDTAd
(3.13) ja 20 ml vett ning segatakse. Kiivett asetatakse 5 minutiks
veevanni (80 °C). Pirast toatemperatuurini jahutamist lisatakse 20 ml
naatriumkarbonaadi lahust (3.15) ja segatakse. Lisatakse kohe 100 ml
etiitilatsetaati (3.4) ja loksutatakse kdes tugevalt 15 sekundit. Kiivett
asetatakse kolmeks minutiks ultrahelivanni (4.1) ning avatakse kork.
Tsentrifuugitakse kaks minutit ja dekanteeritakse etiiiilatsetaadi faas
1abi klaaskiudfiltri (4.6) 500 ml jaotuslehtrisse. Proovi ekstraheerimist
korratakse teise 100 ml etiiiilatsetaadi kogusega. Kogutud ekstrakte
pestakse iiks minut 50 ml naatriumkloriidiga kiillastatud naatriumkarbo-
naadi lahusega (3.16) ja veekiht valatakse ara.

Orgaanilist kihti ekstraheeritakse 1 minut 50 ml soolhappega (3.17).
Alumine happekiht kallatakse 250 ml jaotuslehtrisse. Orgaanilist kihti
ekstraheeritakse uuesti 1,5 minutit tdiendava 50 ml soolhappega ja lisa-
takse esimesele ekstraktile. Kogutud happeekstrakte pestakse 10 ml etiiii-
latsetaadiga (3.4) loksutades umbes 10 sekundit.
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5.3.
53.1.

5.4.
5.4.1.

5.4.2.

Veekiht kantakse kvantitatiivselt 250 ml imarkolbi ja orgaaniline faas
valatakse dra. Happelahusest aurustatakse filter-pdordaurusti (4,2) abil
kogu allesjddnud etiiiilatsetaat. Veevanni temperatuur ei tohi olla iile
40 °C. Umbes 25-millibaarises vaakumis eemaldatakse 5 minutiga
temperatuuril 38 °C kogu allesjdinud etiiiilatsetaat.

Puhastamine
Amberlite'i kolonni ettevalmistamine

XAD-2 kolonn valmistatakse ette eraldi iga proovi ekstrakti jaoks. 10 g
valmistatud Amberlite'i (3.19) kantakse metanooliga (3.8) klaaskolonni
(4.5). Vaigukihi peale pannakse viike klaasvillatropp. Metanool kalla-
takse kolonnist vélja ja vaiku pestakse 100 ml veega, peatades voolu,
kui vedelik jouab vaigukihi iilemise piirini. Kolonnil lastakse enne kasu-
tamist 10 minutit tasakaalustuda. Kolonni ei tohi kunagi lasta &ra
kuivada.

Proovi puhastamine

Ekstrakt (5.2) kantakse kvantitatiivselt ettevalmistatud Amberlite'i
kolonni (5.3.1), elueeritakse, valades eluaadi &ra. Elueerimiskiirus ei
tohi iiletada 20 ml/min. Umarkolb loputatakse 20 ml soolhappega
(3.17) ja seda lahust kasutatakse vaigukolonni pesemiseks. Allesjadnud
happelahus kdorvaldatakse Ohuvoolu abil. Pesulahused valatakse 4ra.
Kolonni lisatakse 100 ml metanooli (3.8) ja lastakse elueerida
5-10 ml, kogudes eluaadi 250 ml timarkolbi. Allesjadnud metanoolil
lastakse 10 minutit vaiguga tasakaalustuda ja jdtkatakse elueerimist
kiirusel kuni 20 ml/min, kogudes eluaadi samasse iimarkolbi. Metanool
aurustatakse filter-pdordaurusti (4.2) abil, veevanni temperatuur ei tohi
olla iile 40 °C. Jadk kantakse liikuva faasi (3.21) abil kvantitatiivselt 10
ml mddtekolbi. Téidetakse liikuva faasiga kuni mérgini ja segatakse.
Alikvootne osa filtreeritakse 1abi membraanfiltri (4.7). See lahus hoitakse
HPLC méiéramise (5.4) jaoks.

HPLC mddramine
Parameetrid

Soovitatakse juhinduda jargmistest tingimustest (muid tingimusi vdib
kasutada juhul, kui need tagavad samavéirsed tulemused):

Vedelikkromatograafia kolonn (4.4.1)
HPLC liikuv faas (3.21)

Voolukiirus: 1,5-2 ml/min.
Avastamise lainepikkus: 243 nm
Sissesiistitav ruumala: 40 kuni 100 pl.

Kromatograafiaseadme tasakaalustatust kontrollitakse, siistides korduvalt
kalibreerimislahust (3.6.2) kontsentratsiooniga 3,0 pg/ml, kuni saavuta-
takse konstantsed piigi korgused (pindalad) ja retentsiooniajad.

Kalibreerimisgraafik

Iga kalibreerimislahust (3.6.2) siistitakse korduvalt ja mdddetakse igale
kontsentratsioonile vastavad piigi kdrgused (pindalad). Koostatakse kali-
breerimisgraafik, kandes ordinaatteljele kalibreerimislahuste keskmised
piigi kdrgused (pindalad) ja abstsissteljele vastavad kontsentratsioonid

(ng/ml).
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5.4.3.

7.1.2.

Proovilahus

Prooviekstrakti (5.3.2) siistitakse mitu korda samas mahus kui kalibree-
rimislahuste puhul ja méératakse halofuginoonipiikide keskmine kdrgus
(pindala).

Tulemuste arvutamine

Proovilahuse halofuginoonipiikide keskmise kdrguse (pindala) alusel
médratakse kalibreerimisgraafiku (5.4.2) abil proovilahuse kontsentrat-
sioon (ug/ml).

Halofuginoonisisaldus w (mg/kg) proovis arvutatakse jérgmise valemi
jargi:
cx 10
W =
m

kus:

¢ = proovilahuse halofuginoonikontsentratsioon (pg/ml);
m = kaalutise mass grammides.

Tulemuste kehtivuse kontroll
Identsus

Uuritava aine identsust saab kinnitada tdiendava kromatograafiakatse
abil voi kasutades dioodireadetektorit, mille puhul vorreldakse proo-
viekstrakti ja 6,0 pg/ml sisaldusega kalibreerimislahuse (3.6.2) spektreid.

Tdiendav kromatograafia

Prooviekstraktile lisatakse vajalik kogus kalibreerimislahust (3.6.2).
Lisatud halofuginoonikogus peab olema ligikaudu sama suur nagu proo-
viekstraktist leitud halofuginoonikogus.

Vottes arvesse nii lisatud kogust kui ka ekstrakti lahjendust, peab tdousma
iksnes halofuginoonipiigi kdrgus. Piigi laius poolel korgusel ei tohi
erineda rohkem kui 10 % kontsentreerimata prooviekstrakti halofuginoo-
nipiigi laiusest.

Dioodireadetektori kasutamine

Tulemusi hinnatakse jargmiste kriteeriumide kohaselt:

(a) proovi ja standardi kromatogrammidel oleva piigi tipu spektri
suurima neeldumise lainepikkused peavad analiilisiseadme lahutus-
voime piires iihte langema. Dioodireadetektori lahutusvdime on tava-
liselt = 2 nm;

(b) lainepikkustel 225-300 nm ning suhtelise neeldumise vahemikus
10-100 % peavad proovi ja standardi piigi tipu spektrid kromato-
grammil iihte langema. Seda nduet peetakse tdidetuks, kui nimetatud
spektrites esinevad iihed ja samad maksimumid ning erinevused kahe
spektri kdigis uuritud punktides ei iileta 15 % standardainele vasta-
vatest neeldumistest;

(c

~

lainepikkustel 225-300 nm ei tohi prooviekstrakti kromatogrammi
piigi iilespoole suunduvas osas, tipus ja allapoole suunduvas osas
registreeritud spektrid erineda iiksteisest nende spektriosade puhul,
mis jddvad 10-100 % suhtelise neeldumise piirkonda. Seda nduet
peetakse tdidetuks, kui mainitud spektrites esinevad iihed ja samad
maksimumid ning erinevused koigis uuritud punktides ei iileta 15 %
piigi tipu spektri vastavatest neeldumistest.
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7.2.

7.3.

3.2

Kui moni nendest nduetest ei ole tdidetud, ei peeta otsitava aine olema-
solu tdestatuks.

Korratavus

Sama prooviga tehtud kahe paralleelse madramise tulemuste erinevus ei
tohi kuni 3 mg/kg suuruste halofuginoonisisalduste puhul iiletada 0,5
mg/kg.

Saagis

Suurendatud kontsentratsiooniga fooniproovi puhul peab saagis olema
vihemalt 80 %.

Uhisuuringu tulemused

Korraldati tihisuuring, (') mille kdigus kaheksas laboratooriumis analiiii-
siti kolme proovi.

Tulemused
Proov A
(;(;gil\l;)s g Proov B (jahu) Proov C (graanulid)
Algul
Kahe kuu Kahe kuu
Algul pérast Algul pérast

Keskmine [mg/kg] ND 2,80 2,42 2,89 2,45
Sr [mg/kg] — 0,45 0,43 0,40 0,42
CVr [ %] — 16 18 14 17
Sg [ %] 86 74 88 75
ND = allpool avastamisldve
Sg = reprodutseeritavust iseloomustav standardhilve

CVr = reprodutseeritavuse variatsioonikordaja (%)
Sg = saagis (%)
E. ROBENIDIINI MAARAMINE

1,3-bis[(p-klorobensiilideen)amino] guanidiinhiidrokloriid

Eesmirk ja rakendusala

Selle meetodiga on vdimalik méérata robenidiini kogust s6ddas. Médra-
mispiir on 5 mg/kg.

Pohimaote

Proov ekstraheeritakse hapestatud metanooliga. Ekstrakt kuivatatakse ja
selle alikvootne osa puhastatakse alumiiniumoksiidi kolonnis. Robeni-
diin elueeritakse kolonnist metanooliga, kontsentreeritakse ja viiakse
litkuva faasiga sobiva mahuni. Robenidiinisisaldus méiratakse poordfaa-

silise korgefektiivse vedelikkromatograafia (HPLC) abil, kasutades
UV-detektorit.

Reaktiivid

Metanool
Hapestatud metanool

4,0 ml soolhapet (p20 = 1,18 g/ml) viiakse 500 ml modtekolbi, kolb
tdidetakse kuni mérgini metanooliga (3.1) ja segatakse. See lahus tuleb
valmistada vahetult enne kasutamist.

(") The Analyst 108, 1983, 1k 1252-1256.
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3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.9.1.

3.9.2.

3.9.3.

HPLC-puhtusastmega atsetonitriil
Molekulaarsdel

Titp 3A, 8-12 messi (1,6-2,5 mm osakesed, kristalne alumosilikaat,
pooride 1abimdst 0,3 mm)

Alumiiniumoksiid, happeline aktiivsusaste 1, kolonnkromatograafiajaoks

100 g alumiiniumoksiidi viiakse sobivasse anumasse ja lisatakse 2,0 ml
vett. Suletakse ja loksutatakse ligikaudu 20 minutit. Hoitakse korralikult
suletud anumas.

Kaaliumdivesinikfosfaadi lahus, ¢ = 0,025 mol/l

1 000 ml mddtekolvis lahustatakse 3,40 g kaaliumdivesinikfosfaati vees
(HPLC-puhtusastmega), kolb tdidetakse mérgini ja segatakse.

Dinaatriumvesinikfosfaadi lahus, ¢ = 0,025 mol/l

Uheliitrises mddtekolvis lahustatakse 3,55 g veevaba dinaatriumvesinik-
fosfaati (voi 4,45 g dihiidraati voi 8,95 g dodekahiidraati) vees (HPLC-
puhtusastmega), kolb tdidetakse mérgini veega ja segatakse.

HPLC liikuv faas

Segada jargmised reaktiivid:

650 ml atsetonitriili (3.3),

250 ml vett (HPLC-puhtusastmega),

50 ml kaaliumdivesinikfosfaadi lahust (3.6),
50 ml kaaliumdivesinikfosfaadi lahust (3.7).

Filtreeritakse 1dbi 0,22 um filtri (4.6) ja lahus degaseeritakse (nt
toodeldes ultraheliga 10 minutit).

Standardaine

Puhas robenidiin: 1,3-bis[(p-klorobensiilideen) amino]guanidiinhiidroklo-
riid.

Robenidiini pdhistandardlahus: 300 pg/ml

30 mg robenidiini standardainet (3.9) kaalutakse 0,1 mg tipsusega.
Lahustatakse hapestatud metanooliga 100 ml mdotekolvis (3.2), tdide-
takse kolb mérgini sama lahustiga ja segatakse. Kolb méhitakse alumii-
niumfooliumi ja hoitakse pimedas kohas.

Robenidiini vahestandardlahus: 12 pg/ml

Valatakse 10,0 ml pdhistandardlahust (3.9.1) 250 ml modtekolbi, tdide-
takse see liikuva faasiga (3.8) kuni mérgini ja segatakse. Kolb méahitakse
alumiiniumfooliumi ja hoitakse pimedas kohas.

Kalibreerimislahused

50 ml mdotekolbidesse viiakse 5,0, 10,0, 15,0, 20,0 ja 25,0 ml vahes-
tandardlahust (3.9.2). Téidetakse kuni maérgini litkuva faasiga (3.8) ja
segatakse. Lahuste robenidiinisisaldused on vastavalt 1,2; 2,4; 3,6; 4,8
ja 6,0 pg/ml. Lahused tuleb valmistada vahetult enne kasutamist.

HPLC-puhtusastmega vesi
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4.2.

43.

4.4.

44.1.

4.5.

4.6.

4.7.

5.1.

5.1.1.

5.2.

5.3.

5.3.1.

Seadmed

Klaaskolonn

Valmistatud tumedast klaasist, korkkraaniga, ligikaudu 150 ml reser-
vuaariga, sisemine 1dbimoot 10—-15 mm, korgus 250 mm.

Mehaaniline loksuti vOi magnetsegur

Filter-po6rdaurusti

HPLC-seadmed erinevatel lainepikkustel registreeriva ultraviolettdetekto-
riga voi dioodireadetektoriga, mis to6tab vahemikus 250-400 nm.

Vedelikkromatograafia kolonn: 300 mm x 4 mm, C,g, tdidise terasuurus
10 pm voi samavairne

Klaaskiudfilterpaber (Whatman GF/A v&i samavéirne)

Membraanfiltrid 0,22 pm.

Membraanfiltrid 0,45 pm.

Too kaik

Mirkus: robenidiin on valgustundlik. K&ikide operatsioonide puhul tuleb
kasutada tumedast klaasist anumaid.

Uldsditted

Tuleb analiiiisida vordlussoota, veendumaks, et selles ei ole robenidiini
ega teisi segavaid aineid.

Tuleb teha saagisekatse, analiiiisides vordlussodta (5.1.1), mida on rikas-
tatud ligikaudu sama koguse robenidiiniga, nagu seda sisaldab proov. Et
saada kontsentratsiooni 60 mg/kg, kantakse 3,0 ml pohistandardlahust
(3.9.1) 250 ml koonilisse kolbi. Lahus aurustatakse ldmmastikuvoolus
kuni ligikaudu 0,5 ml-ni. Lisatakse 15 g vordlussoota, segatakse ja
jéetakse enne ekstraheerima (5.2) asumist 10 minutiks seisma.

Markus: selle meetodi puhul peab vordluss66t olema prooviga sama-
laadne ja analiiisimisel ei tohi selles leiduda halofuginooni.

Ekstraheerimine

Umbes 15 g ettevalmistatud proovi kaalutakse 0,01 g tdpsusega. Proov
pannakse 250 ml koonilisse kolbi ja lisatakse 100,0 ml hapestatud meta-
nooli (3.2), kolb suletakse ja loksutatakse iiks tund loksutil (4.2). Lahus
filtreeritakse 1dbi klaaskiudfilterpaberi (4.5) ja kogu filtraat kogutakse
150 ml koonilisse kolbi. Lisatakse 7,5 g molekulaarsdela (3.4), suletakse
ja loksutatakse viis minutit. Filtreeritakse kohe 14bi klaaskiudfilterpaberi.
See lahus siilitatakse puhastamiseks (5.3).

Puhastamine
Alumiiniumoksiidi kolonni ettevalmistamine

Klaaskolonni (4.1) pdhja asetatakse viike klaasvatist tropp ja surutakse
see klaaspulka kasutades kokku. Kaalutakse 11,0 g ettevalmistatud
alumiiniumoksiidi (3.5) ja pannakse kolonni. Tuleb jélgida, et kokku-
puutumine Ohuga oleks selles etapis minimaalne. Koputatakse kergelt
vastu kolonni alumist otsa, et alumiiniumoksiid paigutuks iihtlaselt.
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5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.43.

Proovi puhastamine

Kolonni pipetitakse 5,0 ml vastavalt punktile 5.2 ettevalmistatud proo-
viekstrakti. Pipeti ots asetatakse tihedalt kolonni seina vastu ja lastakse
lahusel absorbeeruda alumiiniumoksiidi. Robenidiin elueeritakse kolon-
nist, kasutades 100 ml metanooli (3.1) voolukiirusel 2-3 ml/min, ja
eluaat kogutakse 250 ml timarkolbi. Metanoolilahus aurustatakse
filter-poordaurusti (4.3) abil kuivaks vdhendatud rdhul, temperatuuril
40 °C. Jadk lahustatakse uuesti 3—4 ml liikuvas faasis (3.8) ja viiakse
kvantitatiivselt 10 ml mddtekolbi. Kolbi loputatakse mitme 1-2 ml
koguse liikuva faasiga ja pannakse need loputusvedelikud modtekolbi.
Kolb tididetakse sama lahustiga mirgini ja segatakse. Alikvootne osa
filtreeritakse 1dbi 0,45 um membraanfiltri (4.7). Seda lahust hoitakse
HPLC maéramiseks (5.4).

HPLC mddramine
Parameetrid

Soovitatakse juhinduda jirgmistest tingimustest (muid tingimusi voib
kasutada juhul, kui need annavad samavairsed tulemused):

Vedelikkromatograafia kolonn (4.4.1)
HPLC liikuv faas (3.8)

Voolukiirus: 1,5-2 ml/min

Detektori lainepikkus: 317 nm,
Sissesiistitav ruumala: 20-50 pl.

Kromatograafilise siisteemi stabiilsust kontrollitakse, siistides 3,6 pg/ml
sisaldavat kalibreerimislahust (3.9.3) mitu korda, kuni saavutatakse kons-
tantsed piigi kdrgused ja retentsiooniajad.

Kalibreerimisgraafik

Iga kalibreerimislahust (3.9.3) siistitakse korduvalt ja mdddetakse
igale kontsentratsioonile vastavad piigi korgused (pindalad). Koostatakse
kalibreerimiskdver, kasutades kalibreerimislahuste keskmisi piigi kdrgusi
vOi pindalasid ordinaatidena ja vastavaid kontsentratsioone pg/ml
abstsissidena.

Proovilahus

Prooviekstrakti (5.3.2) siistitakse mitu korda, kasutades sama mahtu
nagu kalibreerimislahuste puhul, ja méaratakse robenidiini piikide kesk-
mine korgus (pindala).

Tulemuste arvutamine

Proovilahuse robenidiini piikide keskmise kdrguse (pindala) jargi méaéra-
takse proovilahuse kontsentratsioon pg/ml, kasutades kalibreerimisgraa-
fikut (5.4.2).

Robenidiini sisaldus w (mg/kg) proovis arvutatakse jérgmise valemi
jargi:

c x 200
W =

kus:

¢ = proovilahuse robenidiinikontsentratsioon (pg/ml);
m = kaalutise mass grammides.
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7.2.

7.3.

Tulemuste kehtivuse kontroll
Identsus

Uuritava aine identsust saab kinnitada tdiendava kromatograafiakatse
abil voi kasutades dioodireadetektorit, mille puhul vorreldakse proo-
viekstrakti ja 6 png/ml sisaldusega kalibreerimislahuse (3.9.3) spektreid.

Tédiendav kromatograafia

Prooviekstraktile lisatakse vajalik kogus kalibreerimislahust (3.9.3).
Lisatav robenidiinikogus peab olema ligikaudu vordne prooviekstrakti
analiitisimisel leitud robenidiini kogusega.

Vottes arvesse nii lisatud kogust kui ka ekstrakti lahjendust, peab tdousma
ainult robenidiinipiigi korgus. Piigi laius selle poolel kdrgusel ei tohi
erineda rohkem kui 10 % kontsentreerimata prooviekstrakti robenidiini-
piigi laiusest.

Dioodireadetektori kasutamine

Tulemusi hinnatakse jérgmiste kriteeriumide kohaselt:

a) proovi ja standardi kromatogrammidel oleva piigi tipu spektri suurima
neeldumise lainepikkused peavad analiiisiseadme lahutusvdime piires
iihte langema. Dioodireadetektori puhul on see tavaliselt ligikaudu 2
nm;

s

b) lainepikkustel 250—400 nm ning suhtelise neeldumise vahemikus
10-100 % peavad proovi ja standardi piigi tipu spektrid kromato-
grammil {ihte langema. Seda nduet peetakse tdidetuks, kui nimetatud
spektrites esinevad iihed ja samad maksimumid ning erinevused kahe
spektri koigis uuritud punktides ei iileta 15 % standardainele vasta-
vatest neeldumistest;

c) 250 ja 400 nm vahel ei tohi prooviekstrakti kromatogrammi piigi
tilespoole suunduvas osas, tipus ja allapoole suunduvas osas regist-
reeritud spektrid erineda iiksteisest nende spektriosade puhul, mis
jéddvad 10-100 % suhtelise neeldumise piirkonda. Seda nduet
peetakse tdidetuks, kui mainitud spektrites esinevad iihed ja samad
maksimumid ning erinevused koigis uuritud punktides ei iileta 15 %
piigi tipu spektri vastavatest neeldumistest.

Kui mdni nendest nduetest ei ole tdidetud, ei peeta otsitava aine olema-
solu tdestatuks.

Korratavus

Robenidiinisisalduse puhul, mis on suurem kui 15 mg/kg, ei tohi sama
proovi kahe paralleelse médramise tulemuste erinevus iiletada 10 %
suuremast tulemusest.

Saagis

Suurendatud kontsentratsiooniga fooniproovi puhul peab saagis olema
vihemalt 85 %.

Uhisuuringu tulemused

Korraldati ithenduse thisuuring, milles 12 laboratooriumi analiiiisisid
nelja kodulindude ja kiiiilikute s66dajahu voi -graanulite proovi. Iga
proovi puhul tehti kaks analiiiisi. Tulemused on esitatud jargmises
tabelis:
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.8.1.

Kodulinnud Kiiiilikud

Jahu Graanulid Jahu Graanulid
Keskmine [mg/kg] 27,00 27,99 43,6 40,1
s, [mg/kg] 1,46 1,26 1,44 1,66
CV, [ %] 5,4 4,5 33 4,1
Sg [mg/kg] 4,36 3,36 4,61 3,91
CVg [ %] 16,1 12,0 10,6 9,7
Saagis [ %] 90,0 93,3 87,2 80,2
s, = korratavust iseloomustav standardhélve

CV, = korratavuse variatsioonikordaja, %
Sr
CVyr = reprodutseeritavuse variatsioonikordaja, %

reprodutseeritavust iseloomustav standardhélve

F. DIKLASURIILI MAARAMINE

(+)-4-klorofeniiiil [2,6-dikloro-4-(2,3,4,5-tetrahiidro-3,5-diokso-1,2,4-
triasiin-2-iiiil) feniiiil] atsetonitriil

Eesmirk ja rakendusala

Selle meetodiga on voimalik médrata diklasuriili kogust soddas ja eelse-
gudes. Avastamispiir on 0,1 mg/kg, médramispiir 0,5 mg/kg.

Pohimote

Pérast sisestandardi lisamist ekstraheeritakse proov hapestatud metanoo-
liga. Sootade puhul puhastatakse ekstrakti alikvoot tahkefaasilises Cjg-
ekstraktsioonihiilsis. Diklasuriil elueeritakse ekstraheerimishiilsist vilja
hapestatud metanooli ja vee seguga. Parast lahuse aurustamist lahusta-
takse jadk N, N-dimetiiiilformamiidi vesilahuses. Eelsegude puhul aurus-
tatakse ekstrakt kohe ja jddk lahustatakse N, N-dimetiililformamiidi vesi-
lahuses. Diklasuriilisisaldus maéératakse poordfaasilise korgefektiivse
vedelikkromatograafia (HPLC) abil, kasutades kolmekomponendilist
gradienti ja UV-detektorit.

Reaktiivid

HPLC-puhtusastmega vesi
Ammooniumatsetaat
Tetrabutiiiilammooniumvesiniksulfaat (TBHS)
HPLC-puhtusastmega atsetonitriil
HPLC-puhtusastmega metanool

N, N-dimetiiiilformamiid (DMF).

Soolhape, pyp = 1,19 g/ml

Standardaine: diklasuriil II-24: garanteeritud puhtusega (+)-4-klorofeniiiil
[2,6-dikloro-4-(2,3,4,5-tetrahiidro-3,5-diokso-1,2,4-triasiin-2-iiiil) feniiiil]
atsetonitriil, E771

Diklasuriili pohistandardlahus, 500 pg/ml

25 mg diklasuriili standardainet (3.8) kaalutakse tdpsusega 0,1 mg ja
viiakse 50 ml modtekolbi. Lahustatakse N, N-dimetiitilformamiidis
(3.6), kolb tiidetakse N, N-dimetiiiilformamiidiga (3.6) kuni mérgini ja
segatakse. Kolb méhitakse alumiiniumfooliumi voi kasutatakse tumedat
kolbi ja siilitatakse kiilmikus. Temperatuuril < 4 °C siilib lahus muutu-
matuna tihe kuu.
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3.8.2.

3.9.

3.9.1.

3.9.2.

3.93.

3.13.1.

3.13.2.

3.13.3.

Diklasuriili standardlahus, 50 pg/ml

5,00 ml pdhistandardlahust (3.8.1) pannakse 50 ml modtekolbi, kolb
tdidetakse N, N-dimetiiiilformamiidiga (3.6) kuni maérgini ja segatakse.
Kolb méhitakse alumiiniumfooliumi voi kasutatakse tumedat kolbi ja
sdilitatakse kiilmikus. Temperatuuril < 4 °C siilib lahus muutumatuna
ihe kuu.

Sisestandardaine: 2,6-dikloro-a-(4-klorofeniiiil)-4-(4,5-dihiidro-3,5-diokso-
1,2,4-triasiin-2(3H)-iiiil)-a-metiililbenseenatsetonitriil

Sisepohistandardlahus, 500 pg/ml

25 mg sisestandardainet (3.9) kaalutakse tdpsusega 0,1 mg ja pannakse
50 ml mddtekolbi. Lahustatakse N, N-dimetiiiilformamiidis (3.6), kolb
tdidetakse N, N-dimetiiiilformamiidiga (3.6) kuni maérgini ja segatakse.
Kolb méhitakse alumiiniumfooliumi voi kasutatakse tumedat kolbi ja
sdilitatakse kiilmikus. Temperatuuril < 4 °C siilib lahus muutumatuna
ithe kuu.

Sisestandardlahus, 50 pg/ml

5,00 ml sisepdhistandardlahust (3.9.1) pannakse 50 ml modGtekolbi, kolb
tdidetakse N, N-dimetiililformamiidiga (3.6) kuni mérgini ja segatakse.
Kolb méhitakse alumiiniumfooliumi v3i kasutatakse tumedat kolbi ja
sdilitatakse kiilmikus. Temperatuuril < 4 °C siilib lahus muutumatuna
tthe kuu.

Sisestandardlahus eelsegude jaoks, p/1000 mg/ml
(p = diklasuriili nominaalsisaldus eelsegus (mg/kg))

p/10 mg sisestandardlahust kaalutakse tipsusega 0,1 mg, pannakse 100
ml moodtekolbi, lahustatakse ultrahelivannis (4.6) N, N-dimetiiiilforma-
miidis (3.6), kolb tdidetakse N, N-dimetiiiilformamiidiga kuni mérgini ja
segatakse. Kolb méhitakse alumiiniumfooliumi voi kasutatakse tumedat
kolbi ja siilitatakse kiilmikus. Temperatuuril < 4 °C siilib lahus muutu-
matuna tihe kuu.

Kalibreerimislahus, 2 pg/ml

2,00 ml diklasuriili standardlahust (3.8.2) ja 2,00 ml sisestandardlahust
(3.9.2) pipetitakse 50 ml mdodtekolbi. Lisatakse 16 ml N, N-dimetiiiil-
formamiidi (3.6), taidetakse kolb veega kuni mérgini ja segatakse. Lahus
tuleb valmistada vahetult enne kasutamist.

Tahkefaasiline Cg-ekstraktsioonihiilss (nt Bond Elut), mabht: 1 em’,
sorbendi mass: 100 mg

Ekstrahent: hapestatud metanool
5,0 ml soolhapet (3.7) pipetitakse 1 000 ml metanooli (3.5) ja segatakse.
HPLC liikuv faas

Eluent A: ammooniumatsetaadi ja tetrabutiiiilammooniumvesiniksulfaadi
lahus.

5 g ammooniumatsetaati (3.2) ja 3,4 g tetrabutiililammooniumvesiniksul-
faati (3.3) lahustatakse 1 000 ml vees (3.1) ja segatakse.

Eluent B: atsetonitriil (3.4)

Eluent C: metanool (3.5)
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4.2.

4.2.1.

4.2.2.

43.

4.4.

4.5.

4.6.

5.1

5.1.1.

5.2.

5.2.1.

522.

Seadmed

Mehaaniline loksuti.

HPLC seadmed, mis vdimaldavad kasutada kolmekomponendilist
gradienti

Vedelikkromatograafia kolonn 100 x 4,6 mm, tdidis: Hypersil ODS,
3 um v3i samavéadrne

Muudetava lainepikkusega UV-detektor voi dioodireadetektor

Filter-po6rdaurusti

Membraanfilter, 0,45 um

Vaakumkollektor

Ultrahelivann

Too kaik
Uldsditted
Vordlussoot

Tuleb analiitisida vordlussoota, veendumaks, et selles ei ole ei diklasu-
riili ega segavaid aineid. Vordlussdot peab olema prooviga samalaadne
ja selles tohi leiduda diklasuriili ega segavaid aineid.

Saagisekatse

Saagisekatses analiiiisitakse vOrdlusddta, millele on lisatud proovis oleva
kogusega ligildhedane kogus diklasuriili. Et saada kontsentratsiooni 1
mg/kg, kantakse 50 g vordlussoddale 0,1 ml pdhistandardlahust
(3.8.1), segatakse hoolikalt ja jdetakse 10 minutiks seisma, segades
veel mitu korda enne katse jatkamist vastavalt punktile 5.2.

Juhul kui prooviga samalaadne vordlussoot puudub (vt 5.1.1), vdib
saagisekatse teha standardsel lisamismeetodil. Sel juhul lisatakse analiiii-
sitavale proovile ligikaudu sama suur diklasuriilikogus, mis on proovis
juba olemas. Seda proovi analiilisitakse koos kontsentreerimata prooviga
ja saagis leitakse lahutamise teel.

Ekstraheerimine
S606t

Umbes 50 g proovi kaalutakse 0,01 g tdpsusega. See pannakse 500 ml
koonilisse kolbi, lisatakse 1,00 ml sisestandardlahust (3.9.2) ja 200 ml
ekstrahenti (3.12) ning korgitakse kolb kinni. Segu loksutatakse 66
jooksul loksutil (4.1). Lastakse 10 minutit settida. Kantakse 20 ml super-
natandi alikvooti sobivasse klaasanumasse ja lahjendatakse 20 ml veega.
Lahus kantakse ekstraktsioonihiilsile (3.11) ja juhitakse sellest labi
vaakumi abil (4.5). Hiilssi pestakse 25 ml ekstrahendi (3.12) ja vee
seguga, 65 + 35 (v + v). Kogutud fraktsioonid visatakse dra ning eluee-
ritakse tthendid, kasutades 25 ml ekstrahendi (3.12) ja vee segu 80 + 20
(v + V). Seda fraktsiooni aurustatakse 60 °C juures pdodrdaurustil (4.3),
kuni see saab kuivaks. Jddk lahustatakse 1,0 ml N, N-dimetiitilforma-
miidis (3.6), lisatakse 1,5 ml vett (3.1) ja segatakse. Filtreeritakse 1dbi
membraanfiltri (4.4). Seejdrel alustatakse HPLC maédramist (5.3).

Eelsegud

Umbes 1 g proovi kaalutakse 0,001 g tdpsusega. See pannakse 500 ml
koonilisse kolbi, lisatakse 1,00 ml sisestandardlahust (3.9.3) ja 200 ml
ekstrahenti (3.12) ning korgitakse kolb kinni. Segu loksutatakse 66
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5.3.
53.1.

jooksul loksutil (4.1). Lastakse 10 minutit settida. Kantakse 10 000/p ml
(p = diklasuriili nominaalsisaldus eelsegus mg/kg) supernatandi alikvooti
sobiva suurusega timarkolbi. Aurustatakse poordaurustis (4.3) alandatud
rohu ja 60 °C juures, kuni proov saab kuivaks. Jéik lahustatakse uuesti
10,0 ml N, N-dimetiiilformamiidis (3.6), lisatakse 15,0 ml vett (3.1) ja
segatakse. Seejérel alustatakse HPLC maéramist (5.3).

HPLC mddramine
Parameetrid

Soovitatakse juhinduda jérgmistest tingimustest (muid tingimusi voib
kasutada juhul, kui need tagavad samavéirsed tulemused):

Vedelikkromatograafia 100 mm x 4,6 mm,

kolonn (4.2.1): Hypersil ODS, tiidise
terasuurus 3 pm  voi
samavéirne
Liikuv faas: Eluent A (3.13.1): ammooniumatsetaadi ja
tetrabutiitil-  ammoo-
niumvesiniksulfaadi
vesilahus
Eluent B (3.13.2): atsetonitriil
Eluent C (3.13.3): metanool
Elueerimisviis: — lineaarne gradient
— algtingimused: A + B+ C =60 + 20 + 20
V+V+V)
— 10 minuti pérast gradientelueerimine 30
minutitt A+B+C = 45+20+35
V+V+V)

Elueeritakse Bga 10 minutit
Voolukiirus: 1,5-2 ml/min
Sissestistitav ruumala: 20 pl
Detektori lainepikkus: 280 nm
Kromatograafiascadme tasakaalustatust kontrollitakse, siistides mitu

korda kolonni kalibreerimislahust (3.10) kontsentratsiooniga 2 pg/ml,
kuni saavutatakse konstantsed piigikdrgused ja retentsiooniajad.

Kalibreerimislahus

Kalibreerimislahusest (3.10) siistitakse 20 pl mitu korda kolonni ja
médratakse diklasuriili ning sisestandardi piikide keskmine korgus
(pindala).

Proovilahus

Proovilahusest (5.2.1 v&i 5.2.2) siistitakse 20 pl mitu korda kolonni ja
madratakse diklasuriili ning sisestandardi piikide keskmine kdorgus
(pindala).

Tulemuste arvutamine
Soodad

Diklasuriilisisaldus w (mg/kg) proovis arvutatakse jairgmise valemi jargi:

_ hd,s X th % Cde X 10V
N hi,s X hd.c

w [mg/kg]
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6.2.

kus:

hys = diklasuriili piigi korgus (pindala) proovilahuses (5.2.1);

h;s = sisestandardi piigi kdrgus (pindala) proovilahuses (5.2.1);

hy = diklasuriili piigi korgus (pindala) kalibreerimislahuses (3.10);
h;. = sisestandardi piigi kdrgus (pindala) kalibreerimislahuses (3.10);
cqe = diklasuriili kontsentratsioon (pg/ml) kalibreerimislahuses (3.10);
m = kaalutise mass grammides;

V = prooviekstrakti maht vastavalt punktile 5.2.1 (s.0 2,5 ml).

Eelsegud

Diklasuriilisisaldus w (mg/kg) proovis arvutatakse jairgmise valemi jargi:

hdsXhi.c CdCXIOV
=— X — mg/k
Bis X hac [mg/kg]

kus:

hy. = diklasuriili piigi korgus (pindala) kalibreerimislahuses (3.10);
h; . = sisestandardi piigi korgus (pindala) kalibreerimislahuses (3.10);
hys = diklasuriili piigi kdrgus (pindala) proovilahuses (5.2.2);

h;s = sisestandardi piigi korgus (pindala) proovilahuses (5.2.2);

cq = diklasuriili kontsentratsioon (pg/ml) kalibreerimislahuses (3.10);

m = kaalutise mass grammides;

<
Il

prooviekstrakti maht vastavalt punktile 5.2.2 (s.0 25 ml);

p = diklasuriili nominaalsisaldus eelsegus (mg/kg).

Tulemuste kehtivuse kontroll
Identsus

Uuritava aine identsust saab kinnitada tdiendava kromatograafiakatse
abil voi kasutades dioodireadetektorit, mille puhul vorreldakse proo-
viekstrakti (5.2.1 vdi 5.2.2) ja kalibreerimislahuse (3.10) spektreid.

Tédiendav kromatograafia

Prooviekstraktile (5.2.1 voi 5.2.2) lisatakse vajalik kogus kalibreerimis-
lahust (3.10). Lisatud diklasuriilikogus peab olema ligikaudu sama suur
nagu prooviekstraktist leitud diklasuriilikogus.

Vottes arvesse nii lisatud kogust kui ka ekstrakti lahjendust, peab tdousma
iksnes diklasuriilipiigi ja sisestandardi piigi korgus. Piigi laius selle
poolel kdrgusel ei tohi erineda rohkem kui 10 % kontsentreerimata proo-
viekstrakti diklasuriili piigi voi sisestandardi piigi laiusest.

Dioodireadetektori kasutamine

Tulemusi hinnatakse jargmiste kriteeriumide kohaselt.

a) Proovi ja standardi kromatogrammidel oleva piigi tipu spektri suurima
neeldumise lainepikkused peavad analiiiisiseadme lahutusvdime piires
ihte langema. Dioodireadetektori lahutusvoime on tavaliselt = 2 nm.



02009R0152 — ET — 16.11.2020 — 007.001 — 103

b) Lainepikkustel 230-320 nm ning suhtelise neeldumise vahemikus
10-100 % peavad proovi ja standardi piigi tipu spektrid kromato-
grammil iihte langema. Seda nduet peetakse tdidetuks, kui mainitud
spektrites esinevad iihed ja samad maksimumid ning erinevused kahe
spektri kdigis uuritud punktides ei iileta 15 % standardainele vasta-
vatest neeldumistest;

C

~

Lainepikkustel 230-320 nm ning suhtelise neeldumise vahemikus
10-100 % peavad prooviekstrakti piigi tdusva osa, tipu ja alaneva
osa spektrid iihte langema. Seda nduet peetakse tdidetuks, kui nime-
tatud spektrites esinevad lihed ja samad maksimumid ning erinevused
koigis uuritud punktides ei iileta 15 % piigi tipu spektri vastavatest
neeldumistest.

Kui mdni nendest nduetest ei ole tdidetud, ei peeta otsitava aine olema-
solu tdestatuks.

Korratavus

Sama prooviga tehtud kahe paralleelse midramise tulemuste erinevus ei
tohi iiletada:

— 30 % suuremast tulemusest diklasuriilisisalduse vahemikus 0,5-2,5
mg/kg;

— 0,75 mg/kg diklasuriilisisalduse vahemikus 2,5-5 mg/kg;

— 15 % suuremast tulemusest, kui diklasuriilisisaldus on suurem kui
5 mg/kg.

Saagis

Suurendatud kontsentratsiooniga (fooni)proovi puhul peab saagis olema
vihemalt 80 %.

Uhisuuringu tulemused

Korraldati thisuuring, mille kdigus 11 laboratooriumis analiilisiti 5
proovi. Proovideks olid kaks eelsegu: iiht oli segatud orgaanilise
maatriksiga (O 100) ja teist anorgaanilise maatriksiga (A 100). Teoree-
tiline diklasuriilisisaldus on 100 mg/kg. Kolm eri tootjat (NL)
(L1/Z1/K1) valmistasid kolm kodulindude s66dasegu. Teoreetiline dikla-
suriilisisaldus on 1 mg/kg. Laboratooriumidele tehti iilesandeks iga
proovi iiks kord vdi kaks korda analiiiisida. (Uksikasjalikumat teavet
selle tihisuuringu kohta voib leida ajakirjas Journal of AOAC Interna-
tional, koide 77, nr 6, 1994, lk 1359-1361.) Tulemused on esitatud
jargmises tabelis.

Proov 1 Proov 2 Proov 3 Proov 4 Proov 5
A 100 O 100 L1 Z1 K1
L 11 11 11 11 6
n 19 18 19 19 12
Keskmine 100,8 103,5 0,89 1,15 0,89
S, (mg/kg) 5,88 7,64 0,15 0,02 0,03
CV, (%) 5,83 7,38 17,32 1,92 3,34
Sr (mg/kg) 7,59 7,64 0,17 0,11 0,12
CVr ( %) 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65
Nominaalsisaldus mg/kg) 100 100 1 1 1
= laboratooriumide arv
n = iksikméidramiste arv
S, = korratavust iseloomustav standardhilve

CV, = korratavuse variatsioonikordaja
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.1.

Sr = reprodutseeritavust iseloomustav standardhélve
CVyr = reprodutseeritavuse variatsioonikordaja

Téhelepanekud

Eelnevalt peab olema niidatud, et diklasuriili piigi kdrgus (pindala) on
moddetavas vahemikus lineaarses soltuvuses kontsentratsioonist.

G. NAATRIUMLASALOTSIIDI MAARAMINE

Poliieetermonokarboksiitilhappe naatriumsool, saadud Streptomyces
lasaliensis'est

Eesmirk ja rakendusala

Selle meetodiga on vdimalik médérata naatriumlasalotsiidi kogust soddas
ja eelsegudes. Avastamiskiinnis on 5 mg/kg, méddramispiir 10 mg/kg.

Pohimote
Naatriumlasalotsiid ekstraheeritakse proovist hapestatud metanooliga ja

madratakse podrdfaasilise korgefektiivse vedelikkromatograatia (HPLC)
abil, kasutades spektrofluoromeetrilist detektorit.

Reaktiivid

Kaaliumdivesinikfosfaat (KH,PO,)

Ortofosforhape, w (w/w) = 85 %

Ortofosforhappe lahus, ¢ = 20 %

23,5 ml ortofosforhapet (3.2) lahjendatakse veega 100 milliliitrini.
6-metiiiil-2-heptiitilamiin ehk 1,5-dimetiitilheksiitilamiin, w (w/w) = 99 %
HPLC-puhtusastmega metanool

Soolhape, tihedus = 1,19 g/ml.

Fosfaatpuhverlahus, ¢ = 0,01 mol/l

1,36 g KH,PO,4 (3.1) lahustatakse 500 ml vees (3.11), lisatakse 3,5 ml
ortofosforhapet (3.2) ja 10,0 ml 6-metiiiil-2-heptiiiilamiini (3.4). pH
korrigeeritakse ortofosforhappe lahusega (3.3) 4,0-ni ja lahjendatakse
veega (3.11) 1 000 milliliitrini.

Hapestatud metanool

5,0 ml soolhapet (3.6) pannakse 1000 ml modtekolbi, tdidetakse kolb
metanooliga (3.5) kuni méirgini ja segatakse. Lahus tuleb valmistada
vahetult enne kasutamist.

HPLC liikuv faas, fosfaatpuhverlahus + metanoolilahus: 5 + 95 (V + V)
5 ml fosfaatpuhverlahust (3.7) segatakse 95 ml metanooliga (3.5).

Garanteeritud puhtusega naatriumlasalotsiidi standardaine C;4Hs3;0gNa
(poliieetermonokarboksiitilhappe  naatriumsool, saadud Streptomyces
lasaliensis'est), E763

Naatriumlasalotsiidi pdhistandardlahus, 500 pg/ml

50 mg naatriumlasalotsiidi (3.10) kaalutakse tdpsusega 0,1 mg ja
pannakse 100 ml mddtekolbi, lahustatakse hapestatud metanoolis (3.8),
tdidetakse kolb sama lahustiga kuni mérgini ja segatakse. See lahus tuleb
valmistada vahetult enne kasutamist.
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3.10.2.

3.10.3.

4.2.

4.3.

5.1
5.1.1.

5.2.
5.2.1.

Naatriumlasalotsiidi vahestandardlahus, 50 pg/ml

10,0 ml pohistandardlahust (3.10.1) pipetitakse 100 ml mddtekolbi,
tdidetakse kolb hapestatud metanooliga (3.8) kuni mérgini ja segatakse.
Lahus tuleb valmistada vahetult enne kasutamist.

Kalibreerimislahused

1,0, 2,0, 4,0, 5,0 ja 10,0 ml vahestandardlahust pannakse (3.10.2) 50 ml
mddtekolbidesse. Kolvid tdidetakse hapestatud metanooliga (3.8) kuni
margini ja segatakse. Nende lahuste naatriumlasalotsiidisisaldus on
vastavalt 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 ja 10,0 pg/ml. Lahused tuleb valmistada
vahetult enne kasutamist.

HPLC-puhtusastmega vesi

Seadmed

Temperatuuri reguleerimise seadmetega ultrahelivann (voi loksutiga
veevann)

Membraanfiltrid, 0,45 pm

HPLC seade koos sissepritsesiisteemiga, mis vOimaldab siistida mahus
20 pl.

Vedelikkromatograafia kolonn 125 % 4 mm, poordfaasiline C;g-ekstrakt-
sioonihiilss, tdidise terasuurus 5 um voi samavéiidrne

Spektrofluorimeeter, mis vdimaldab ergastuse ja emissiooni lainepikkusi
muuta.

Too kaik
Uldsditted
Vordlussoot

Selleks, et teha saagisekatset (5.1.2), tuleb eelnevalt teha vordlussooda
analiilis, veendumaks, et selles ei ole naatriumlasalotsiidi ega segavaid
aineid. Vordlusso6t peab olema prooviga samalaadne ning selles ei tohi
leiduda naatriumlasalotsiidi ega segavaid aineid.

Saagisekatse

Saagisekatses analiilisitakse vOrdlussoota, millele on lisatud proovis
oleva kogusega ligiladhedane kogus naatriumlasalotsiidi. Et saada kont-
sentratsiooni 100 mg/kg, kantakse 10,0 ml pohistandardlahust (3.10.1)
250 ml koonilisse kolbi ja aurustatakse lahus ligikaudu 0,5 milliliitrini.
Lisatakse 50 g vordlussoota, segatakse pdhjalikult ja jéetakse 10 minu-
tiks seisma, segades enne ekstraheerima (5.2) asumist veel mitu korda.

Juhul kui prooviga samalaadne vordlussoot puudub (vt 5.1.1), voib
saagisekatse teha standardsel lisamismeetodil. Sel juhul lisatakse analiiii-
sitavale proovile ligikaudu sama suur naatriumlasalotsiidikogus, mis on
proovis juba olemas. Seda proovi analiiiisitakse koos kontsentreerimata
prooviga ja saagis leitakse lahutamise teel.

Ekstraheerimine
So66t

5-10 g proovi kaalutakse tdpsusega 0,01 g ja pannakse 250 ml kooni-
lisse korgiga kolbi. Lisatakse pipetiga 100,0 ml hapestatud metanooli
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52.2.

5.3.
53.1.

(3.8). Korgitakse kinni ja raputatakse segi. Kolb pannakse 20 minutiks
ligikaudu 40 °C ultrahelivanni (4.1), seejirel vdetakse sealt vilja ja
jahutatakse toatemperatuurini. Lastakse umbes 1 tund seista, kuni heljuv
aine on settinud, siis filtreeritakse alikvoot ldbi 0,45 um membraanfiltri
(4.2) sobivasse anumasse. Seejérel alustatakse HPLC médramist (5.3).

Eelsegud

Umbes 2 g jahvatamata ecelsegu kaalutakse tédpsusega 0,001 g ja
pannakse 250 ml mddtekolbi. Lisatakse 100,0 ml hapestatud metanooli
(3.8) ja raputatakse segi. Kolb koos sisuga pannakse 20 minutiks ligi-
kaudu 40 °C ultrahelivanni (4.1), seejérel voetakse sealt vilja ja jahuta-
takse toatemperatuurini. Lahjendatakse hapestatud metanooliga (3.8)
kuni mirgini ja segatakse hoolikalt. Lastakse tund aega seista, kuni
heljuv aine on settinud, siis filtreeritakse alikvoot 1dbi 0,45 pum
membraanfiltri (4.2). Vajalik kogus selginud filtraati lahjendatakse
hapestatud metanooliga (3.8), et saada 10plik katselahus, mis sisaldab
umbes 4 pg/ml naatriumlasalotsiidi. Seejdrel alustatakse HPLC maééra-
mist (5.3).

HPLC mddramine
Parameetrid

Soovitatakse juhinduda jérgmistest tingimustest (muid tingimusi vdib
kasutada juhul, kui need tagavad samaviirsed tulemused).

Vedelikkromatograafia 125 mm % 4 mm, pdordfaasiline Cig,
kolonn (4.3.1): tdidise terasuurus 5 um, vOi samavéirne
Liikuv faas (3.9): Fosfaatpuhverlahuse (3.7) ja metanooli

(3.5) segu, 5+95 (V+V)
Voolukiirus: 1,2 ml/min

Avastamise lainepikkused:

Ergastamine: 310 nm
Emissioon: 419 nm
Sissestistitav ruumala: 20 wl

Kromatograafiaseadme tasakaalustatust kontrollitakse, siistides kolonni
mitu korda kalibreerimislahust (3.10.3) kontsentratsiooniga 4,0 pg/ml,
kuni saavutatakse konstantsed piigikdrgused (pindalad) ja retentsioo-
niajad.

Kalibreerimisgraafik

Iga kalibreerimislahust (3.10.3) siistitakse mitu korda ja méaératakse igale
kontsentratsioonile vastavad keskmised piigikdrgused (pindalad). Koos-
tatakse kalibreerimisgraafik, kandes ordinaatteljele keskmised piigi
korgused (pindalad) ja abstsissteljele vastavad kontsentratsioonid

(ng/ml).

Proovilahus

Punktide 5.2.1 voi 5.2.2 kohaselt saadud prooviekstrakte siistitakse mitu
korda samas mahus, mis kalibreerimislahuse puhul, ja maéératakse
naatriumlasalotsiidipiikide keskmine kdrgus (pindala).

Tulemuste arvutamine

Proovilahuse (5.3.3) siistimisega saadud piikide keskmise kdrguse
(pindala) alusel leitakse kalibreerimisgraafiku abil naatriumlasalotsiidi
kontsentratsioon (ug/ml).
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6.1.

6.2.

7.2.

7.3.

Soot

Naatriumlasalotsiidi sisaldus w (mg/kg) proovis arvutatakse jiargmise
valemi jérgi:

CXVI
= k
w - [mg/kg]

kus:

¢ = naatriumlasalotsiidi  kontsentratsioon (ug/ml) proovilahuses
(5.2.1);

V, = prooviekstrakti maht milliliitrites vastavalt punktile 5.2.1 (s.o
100);

m = kaalutise mass grammides.

Eelsegud

Naatriumlasalotsiidi sisaldus w (mg/kg) proovis arvutatakse jargmise
valemi jargi:

cxV, xf
= ———— [mg/kg]
kus:
¢ = naatriumlasalotsiidi  kontsentratsioon (ug/ml) proovilahuses
(5.2.2);
V, = prooviekstrakti maht milliliitrites vastavalt punktile 5.2.2 (s.o
250);
f = punkti 5.2.2 kohane lahjendusfaktor;
m = kaalutise mass grammides.

Tulemuste kehtivuse kontroll
Identsus

Spektrofluoromeetrilised meetodid on vdhem tundlikud kdorvaliste lisan-
dite suhtes kui UV-meetodid. Analiiiisitava proovi identsust saab kinni-
tada tdiendava kromatograafiakatse abil.

Tdiendav kromatograafia

Prooviekstraktile (5.2.1 voi 5.2.2) lisatakse vajalik kogus kalibreerimis-
lahust (3.10.3). Lisatud naatriumlasalotsiidikogus peab olema ligikaudu
sama suur nagu prooviekstraktist leitud naatriumlasalotsiidi kogus.
Vottes arvesse nii lisatud kogust kui ka ekstrakti lahjendust, peab tousma
tiksnes naatriumlasalotsiidipiigi kdrgus. Piigi laius poolel korgusel ei
tohi erineda rohkem kui + 10 % kontsentreerimata prooviekstrakti
naatriumlasalotsiidipiigi laiusest.

Korratavus
Sama prooviga tehtud kahe paralleelse madramise tulemuste erinevus ei

tohi iiletada:

— 15 % suuremast tulemusest, kui naatriumlasalotsiidi sisaldus on
vahemikus 30-100 mg/kg;

— 15 mg/kg, kui naatriumlasalotsiidi sisaldus on vahemikus 100-200
mg/kg;

— 7,5 % suuremast tulemusest, kui naatriumlasalotsiidisisaldus on
suurem kui 200 mg/kg.

Saagis

Suurendatud kontsentratsiooniga (fooni)séddaproovi puhul peab saagis
olema vdhemalt 80 %. Suurendatud kontsentratsiooniga eelseguproovi
puhul peab saagis olema vdhemalt 90 %.
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8. Uhisuuringu tulemused

Korraldati tihisuuring, (*) mille kdigus 12 laboratooriumis analiiisiti
kahte eelsegu (proovid 1 ja 2) ja viit so6ta (proovid 3-7). Iga proovi
puhul tehti kaks analiiisi. Tulemused on esitatud alljargnevas tabelis:

Proov 1 Proov 2 Proov 3 Proov 4 Proov 5 Proov 6 | Proov 7
v Kalkuni- . Kanade . | Kodulin- | Kodulin-
Kanaso6da Kalkunite S Kalkuni-
s60da . 1| kuivikup- dude so6t | dude s66t
eelsegu graanulid 560t
eelsegu uru A B
L 12 12 12 12 12 12 12
n 23 23 23 23 23 23 23
Keskmine 5050 16 200 76,5 78,4 92,9 48,3 32,6
[mg/kg]
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
CVg [ %] 5,66 5,45 5,03 9,34 5,69 7,18 10,70
Nominaalsi- 5000 (*) [ 16 000 (*) [ 80 (*) 105 (*) | 120 (*) | 50 (*¥*) | 35 (**)
saldus  [mg/
kg]

(*) tootja deklareeritud sisaldus
(**) laboratooriumis valmistatud s66t

L = laboratooriumide arv

n = iksiktulemuste arv

s, = korratavust iseloomustav standardhilve

sg = reprodutseeritavust iseloomustav standardhilve

CV, = korratavuse variatsioonikordaja, %
CVy = reprodutseeritavuse variatsioonikordaja, %

(*) Analyst, 1995, 120, 2175-2180
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V LISA

SOODAS SOOVIMATUTE AINETE SISALDUSE KONTROLLIMISE

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

ANALUUSIMEETODID

A. VABA GOSSUPOLI JA GOSSUPOLI ULDSISALDUSE
MAARAMINE

Eesmirk ja rakendusala

Selle meetodiga on vdimalik médrata sisaldust puuvillaseemnetes,
puuvillaseemnejahus ja puuvillakoogis ning neid sdddatooraineid sisal-
davates segasdotades, kui need sisaldavad 20 mg/kg vaba gossiipoli,
iildgosstipoli ja gossiipolile keemiliselt sarnaseid aineid.

Pohimote

Gossiipol  ekstraheeritakse  3-aminopropaan-1-ooli manulusel kas
propaan-2-ooli ja heksaani seguga, et médrata vaba gossiipoli sisaldus,
voi dimetiiiilformamiidiga, et médrata gossiipoli iildsisaldus. Gossiipol
muundatakse aniliini abil gossiipol-dianiliiniks, mille optiline tihedus
moddetakse lainepikkusel 440 nm.

Reaktiivid

Propaan-2-ool-heksaani segu: segatakse 60 mahuosa analiiiitiliselt puhast
propaan-2-ooli 40 mahuosa n-heksaaniga.

Lahusti A: liitrisesse modtekolbi pannakse ligikaudu 500 ml propaan-2-
ooli ja heksaani segu (3.1), 2 ml 3-aminopropaan-1-ooli, 8 ml jai-aadik-
hapet ja 50 ml vett. Kolb tdidetakse propaan-2-ooli ja heksaani seguga
(3.1) miérgini. See lahus siilib iiks nidal.

Lahusti B: 100 ml mddtekolbi viiakse pipetiga 2 ml 3-aminopropaan-1-
ooli ja 10 ml jdd-dddikhapet. Jahutatakse toatemperatuurini ning téide-
takse kolb N, N-dimetiiilformamiidiga mérgini. See lahus siilib iiks
nidal.

Aniliin: kui pimekatses saadud optiline tihedus iiletab 0,022, lisatakse
aniliinile tsingitolmu ja destilleeritakse aniliin, visates dra esimese ja
viimase 10 % destillaadist. Kiilmkapis séilib reaktiiv pruunis korgiga
suletud klaaspudelis mitu kuud.

Gosstipoli standardlahus A: 250 ml modtekolbi pannakse 27,9 mg
gossiipolatsetaati. Lahustatakse ja tdidetakse mérgini lahustiga A (3.2).
50 ml seda lahust pipetitakse 250 ml mddtekolbi ja kolb tdidetakse
lahustiga A mirgini. Gossiipoli kontsentratsioon lahuses on 0,02
mg/ml. Enne kasutamist lastakse iiks tund toatemperatuuril seista.

Gossiipoli standardlahus B: 50-milliliitrisesse mdotekolbi pannakse 27,9
mg gossiipolatsetaati. Lahustatakse ja tdidetakse mairgini lahustiga B
(3.3). Gossiipoli kontsentratsioon lahuses on 0,5 mg/ml.

Valguse eest kaitstult piisivad gossiipoli standardlahused A ja B 24
tundi.

Seadmed

Segisti (trummel): ligikaudu 35 p/min
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4.2.

5.2.

5.3.

Spektrofotomeeter

Too kaik
Analiiiisitav proov

Proovi kasutatav kogus soltub proovi eeldatavast gossiipolisisaldusest.
Eelistatav on todtada viikese prooviga ja filtraadi suhteliselt suure
alikvootse osaga, et saada piisavalt gossiipoli tdpseks fotomeetriliseks
mootmiseks. Vaba gossiipoli madramiseks puuvillaseemnetes, puuvilla-
seemnejahus ja puuvillakoogis ei tohi proov olla suurem kui 1 g, sega-
sodda puhul voib see olla kuni 5 g. Enamikul juhtudest sobib filtraadi
alikvootne osa mahuga 10 ml; see peab sisaldama 50—-100 ng gossiipoli.
Gossiipoli iildsisalduse méaiaramiseks peab proovi suurus olema 0,5-5 g,
et filtraadi alikvootne osa 2 ml sisaldaks 40-200 pg gossiipoli.

Analiiiis tuleb libi viia toatemperatuuril umbes 20 °C juures.

Vaba gossiipoli mddramine

Proov pannakse lihvitud kaelaga 250 ml kolbi, mille pdhi on kaetud
purustatud klaasiga. Lisatakse pipeti abil 50 ml lahustit A (3.2), kolb
suletakse korgiga ja segatakse segistis iiks tund. Filtreeritakse ldbi kuiva
filtri ja kogutakse filtraat véiksesse lihvitud kaelaga kolbi. Filtreerimise
ajal kaetakse lehter kellaklaasiga.

Pipetiga viiakse kahte 25 ml modtekolbi (A ja B) filtraadi ithesugused
alikvootsed osad, mis sisaldavad 50—100 pg gossiipoli. Vajaduse korral
tdidetakse lahustiga A (3.2) 10 milliliitrini. Seejdrel tdidetakse kolb A
propaan-2-ooli ja heksaani seguga (3.1) mérgini. Saadud lahust kasuta-
takse vOrdluslahusena, mille suhtes mdddetakse proovilahust.

Kahte teise 25 ml mddtekolbi (C ja D) viiakse pipetiga kummassegi 10
ml lahustit A (3.2). Kolb C tédidetakse propaan-2-ooli ja heksaani seguga
(3.1) margini. Saadud lahust kasutatakse vordluslahusena, mille suhtes
moddetakse pimekatse lahust.

Kolbidesse D ja B lisatakse kummassegi 2 ml aniliini (3.4). Vérvuse
tekkimiseks kuumutatakse 30 minutit keeval veevannil. Kolvid jahuta-
takse toatemperatuurini, tdidetakse propaan-2-ooli ja heksaani seguga
(3.1) mirgini, segatakse ja lastakse iiks tund seista

Spektrofotomeetriga midratakse sentimeetristes klaaskiivettides lainepik-
kusel 440 nm pimekatse lahuse (D) optiline tihedus vordluslahuse (C)
suhtes ning proovi lahuse (B) optiline tihedus vordluslahuse (A) suhtes.

Proovilahuse optilisest tihedusest lahutatakse pimekatse lahuse optiline
tihedus (= korrigeeritud optiline tihedus). Selle vdértuse pdhjal arvuta-
takse vaba gossiipoli sisaldus, nagu on ndidatud punktis 6.

Gossiipoli iildsisalduse mddramine

1-5 mg gossiipoli sisaldav proov pannakse 50 ml modtekolbi ja lisatakse
10 ml lahustit B (3.3). Samal ajal valmistatakse ette pimekatse, pannes
teise 50 ml mddtekolbi 10 ml lahustit B (3.3). Neid kahte kolbi kuumu-
tatakse keeval veevannil 30 minutit. Jahutatakse toatemperatuurini ning
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6.1.

6.2.
6.2.1.

tdidetakse molemad kolvid propaan-2-ooli ja heksaani seguga (3.1)
mirgini. Segatakse ja jdetakse 10—15 minutiks selginema, seejérel filtree-
ritakse ja kogutakse filtraadid lihvitud kaelaga kolbidesse.

Kahte 25 ml mootekolbi viiakse kummassegi pipetiga 2 ml proovi
filtraati ning kahte teise 25 ml mddtekolbi kummassegi 2 ml pimekatse
filtraati. Kummagi seeria iiks kolb tdidetakse propaan-2-ooli ja heksaani
seguga (3.1) 25 milliliitrini. Saadud lahuseid kasutatakse vordluslahus-
tena.

Kahte teise kolbi lisatakse kummassegi 2 ml aniliini (3.4). Vérvuse
tekkimiseks kuumutatakse 30 minutit keeval veevannil. Jahutatakse
toatemperatuurini, tdidetakse propaan-2-ooli ja heksaani seguga (3.1)
25 milliliitrini, segatakse ja lastakse iiks tund seista.

Masratakse optiline tihedus, nagu on kirjeldatud vaba gossiipoli méaéra-
mise eeskirja punktis 5.2. Saadud véirtusest arvutatakse gosstipoli tildsi-
saldus vastavalt punktile 6.

Tulemuste arvutamine

Tulemused voib arvutada kas optilise eritiheduse (6.1) voi kalibreerimis-
kovera 6.2) jargi.

Optilise eritiheduse jdrgi

Eespool kirjeldatud tingimustel on optilised eritihedused jargmised:

1%

Vaba gossiipol: E ° =625
1 cm

.. 1%

Uldgossiipol: ~ E —— = 600
1 cm

Vaba gossiipoli sisaldus voi gossiipoli iildsisaldus proovis arvutatakse
jargmise valemi jérgi:

E x 1250

El % xpxa

gosstipoli % :

kus:

E = korrigeeritud optiline tihedus, mis on médratud vastavalt punktile
5.2;

p = proovi mass (g);

a = filtraadi alikvootse osa ruumala (ml)

Kalibreerimisgraafiku jérgi
Vaba gossiipoli sisaldus

Valmistatakse ette kaks seeriat modtekolbe, kummaski viis 25 ml kolbi.
Mdlema seeria kolbidesse viiakse pipetiga gossiipoli standardlahuse A
(3.5) alikvootsed osad 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 ja 10,0 ml. Tdidetakse lahustiga
A (3.5) 10 milliliitrini. Mdlemad seeriad 13petatakse 25 ml mootekol-
viga, mis sisaldab iiksnes 10 ml lahustit A (3.2) (pimekatse).

Esimese seeria kolvid (kaasa arvatud kolb pimekatsega) tdidetakse 25
milliliitrini propaan-2-ooli ja heksaani seguga (3.1) (vOrdlusseeria).
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6.2.2.

6.3.

Teise seeria igasse kolbi (kaasa arvatud kolb pimekatsega) lisatakse 2 ml
aniliini (3.4). Vérvuse tekkimiseks kuumutatakse 30 minutit keeval
veevannil. Jahutatakse toatemperatuurini, kolvid tdidetakse propaan-2-
ooli ja heksaani seguga (3.1) mirgini, segatakse ja lastakse iiks tund
seista (standardseeria).

Vastavalt punktile 5.2 méératakse standardseeria lahuste optiline tihedus
vastavate vOrdlusseeria lahuste suhtes. Koostatakse kalibreerimisgraafik,
kandes sellele gossiipoli kogused pg-des ja neile vastavad optilised
tihedused.

Gossilipoli tildsisaldus

Valmistatakse ette kuus 50 ml mddtekolbi. Esimesse kolbi viiakse 10 ml
lahustit B (3.3) ja teistesse vastavalt 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 ja 10,0 ml gossii-
poli standardlahust B (3.6). Lahuse maht igas kolvis viiakse lahusti B
(3.3) lisamisega 10 milliliitrini. Kuumutatakse 30 minutit keeval
veevannil. Jahutatakse toatemperatuurini, tdidetakse propaan-2-ooli ja
heksaani seguga (3.1) mérgini ja homogeenitakse.

2,0 ml neid lahuseid pannakse kahe kuuest 25 ml mddtekolvist koosneva
seeria igasse kolbi. Esimese seeria kolvid tdidetakse mérgini propaan-2-
ooli ja heksaani seguga (3.1) (vordlusseeria).

Teise seeria igasse kolbi lisatakse 2 ml aniliini (3.4). Kuumutatakse 30
minutit keeval veevannil. Jahutatakse toatemperatuurini, kolvid tdide-
takse propaan-2-ooli ja heksaani seguga (3.1) mérgini, segatakse ja
lastakse iiks tund seista (standardseeria).

Vastavalt punktile 5.2 méératakse standardseeria lahuste optiline tihedus
vastavate vOrdlusseeria lahuste suhtes. Koostatakse kalibreerimisgraafik,
kandes sellele gossiipoli kogused upg-des ja neile vastavad optilised
tihedused.

Korratavus

Sama prooviga tehtud kahe paralleelse midramise tulemuste erinevus ei
tohi tiletada:

— suhtelise véirtusena viljendatult 15 % , kui gossiipoli sisaldus on
alla 500 mg/kg;

— absoluutvéirtusena viljendatult 75 mg/kg, kui gossiipoli sisaldus on
500-750 mg/kg;

— 10 % suuremast tulemusest, kui gossiipoli sisaldus on ile 750
mg/kg.
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B. DIOKSIINIDE (PCDD/PCDF) JA PCBde SISALDUSE MAARA-
MINE

I PEATUKK
Proovivotumeetodid ja analiiiisitulemuste télgendamine

Kohaldamisala ja méisted

Proovid poliiklorodibenso-p-dioksiinide (PCDDd), poliiklorodibensofu-
raanide ~ (PCDFid), dioksiinitaoliste  poliiklooritud  bifeniiiilide
(PCBJA) (") ja mittedioksiinitaoliste PCBde sisalduse ametlikuks kontrol-
liks soodas voetakse I lisa sétete kohaselt. Soddas iihtlaselt jaotunud
ainete vOi toodete kontrollimise kvantitatiivseid ndudeid kohaldatakse,
nagu on sitestatud I lisa punktis 5.1. Selliselt voetud koondproove kési-
tatakse selle partii voi osapartii esinduslike proovidena, millest need on
vdetud. Direktiivis 2002/32/EU siitestatud piirnormidele vastavust kont-
rollitakse laboriproovides méaratud sisalduste alusel.

Kiesolevas B osas kohaldatakse komisjoni otsuse 2002/657/EU (3) 1
lisas esitatud moisteid.

(") PCDDde, PCDFide ja dioksiinitaoliste PCBde toksilisusfaktorite (TEF) tabel. Inimestele

avalduva riski hindamisel kasutatavad WHO-TEFid pdhinevad 2005. aasta juunis Genfis
peetud Maailma Terviseorganisatsiooni rahvusvahelise kemikaaliohutuse programmi
(IPCS) ekspertkohtumise jareldustel (Martin van den Berg et al., ,,The 2005 World
Health Organization Re-evaluation of Human and Mammalian Toxic Equivalency
Factors for Dioxins and Dioxin-like Compounds”, Toxicological Sciences 93(2),
223-241 (20006)).

Analoog TEFi viirtus Analoog TEFi viirtus
Dibi;?[')‘;j;";‘:ﬁ“id Dioksiinitaolised PCBd
dibenso-p-furaanid ortoasendamata PCI;((i: l;dorto—monoasendatud

(PCDFid)
2,3,7,8-TCDD 1
1,2,3,7,8-PeCDD 1 Ortoasendamata

PCBd
1,2,3,4,7,8-HXCDD 0,1 PCB 77 0,0001
1,2,3,6,7,8-HXCDD 0,1 PCB 81 0,0003
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 0,03
OCDD 0,0003 Orto-monoasen-
datud PCBd

2,3,7,8-TCDF 0,1 PCB 105 0,00003
1,2,3,7,8-PeCDF 0,03 PCB 114 0,00003
2,3,4,7,8-PeCDF 0,3 PCB 118 0,00003
1,2,3,4,7,8-HXCDF 0,1 PCB 123 0,00003
1,2,3,6,7,8-HXCDF 0,1 PCB 156 0,00003
1,2,3,7,8,9-HXxCDF 0,1 PCB 157 0,00003
2,3,4,6,7,8-HXCDF 0,1 PCB 167 0,00003
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01 PCB 189 0,00003
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01
OCDF 0,0003

Kasutatud lihendid: T = tetra; Pe = penta; Hx = heksa; Hp = hepta; O = okta; CDD =
klorodibensodioksiin; CDF = klorodibensofuraan; CB = klorobifentiiil.

Komisjoni 14. augusti 2002. aasta otsus 2002/657/EU, millega rakendatakse ndukogu
direktiivi 96/23/EU analiiiisimeetodite tulemuslikkuse ja tulemuste tdlgendamise osas
(EUT L 221, 17.8.2002, Ik ).
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Lisaks neile mdistetele kasutatakse kdesolevas B osas jargmisi mdisteid.

.Soeluuringumeetodid” on meetodid selliste proovide tuvastamiseks,
mille PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde sisaldus iiletab piirnormi
vOi hédiretaseme. Need meetodid vdimaldavad kulutShusalt analiitisida
suurt arvu proove ning see suurendab vdimalusi avastada uusi juhtu-
meid, mis on tarbijate jaoks suure kokkupuute- ja terviseriskiga. Soeluu-
ringumeetodid peavad pdhinema bioanaliiiitilistel voi GC-MS meetoditel.
Proovide tulemusi, mis iiletavad piirnormile vastavuse kontrolli 1dvivaar-
tust, tuleb iile kontrollida esialgse proovi tdieliku kordusanaliiisiga
kinnitaval meetodil.

,,Kinnitavad meetodid” on meetodid, mis annavad tdielikku voi tdien-
davat teavet, mis voimaldab PCDD/Fid ja dioksiinitaolised PCBd tuvas-
tada ja madrata liheselt nende sisaldus piirnormile vdi vajaduse korral
héiretasemele vastaval ldvivdartusel. Nende meetodite puhul kasutatakse
gaasikromatograafiat koos korglahutus-massispektromeetriaga (GC-
HRMS) voi gaasikromatograafiat koos tandemmassispektromeetriaga
(GC-MS/MS).

2. Partii voi osapartii vastavus piirnormile
2.1. Mittedioksiinitaoliste PCBde puhul

Partii voi osapartii vastab piirnormile, kui PCB 28, PCB 52, PCB 101,
PCB 138, PCB 153 ja PCB 180 (edaspidi ,mittedioksiinitaolised
PCBd”) summaarse sisalduse analiiiisi tulemus ei iileta direktiivis
2002/32/EU sitestatud piirnormi, vottes arvesse mddtmise laiendméira-
matust (!). Partii vi osapartii ei vasta direktiivis 2002/32/EU sitestatud
piirnormile, kui iilemise tokke pdhimdtte (%) kohase kahe analiiiisitule-
muse pdhjal on kordusanaliilisiga (}) saadud aritmeetiline keskmine, mis
iiletab modtmise laiendméddramatust arvesse vottes kahtluseta piirnormi,
st vastavuse hindamiseks kasutatakse analiilisiga médratud kontsentrat-
siooni vadrtust, millest on lahutatud mdodtmise laiendméadramatus.

Mootmise laiendmadramatuse arvutamiseks kasutatakse kattetegurit 2,
millega tagatakse umbes 95 % usaldusnivoo. Partii voi osapartii ei
vasta nduetele, kui mddtmistulemuste keskvadrtusest laiendmadramatuse
lahutamisega saadud véirtus iiletab piirnormi.

(") Vajaduse korral jérgitakse dokumendis ,,Guidance Document on Measurement Uncer-
tainty for Laboratories performing PCDD/F and PCB Analysis using Isotope Dilution
Mass Spectrometry” (Juhend mddtemédramatuse kohta laboritele, kus tehakse
PCDDde/PCDFide ja PCBde analiilise isotooplahjendusega massispektromeetria abil)
(http://ec.europa.eu/food/safety/animal-feed en) kirjeldatud pdhimotteid.

Ulemise tdkke pShimdtte kohaselt vastab iga kvantitatiivselt mé4ramata analoogi panus
méadramispiiri védrtusele. Alumise tdkke pdhimdtte kohaselt vastab iga kvantitatiivselt
méddramata analoogi panus nullile. Vahevaértuse pohimdtte kohaselt vastab iga kvantita-
tiivselt méddramata analoogi panus poolele médramispiiri véértusest.

Kordusanaliiiis — huvipakkuvate analiiiitide eraldi analiilis sama homogeniseeritud proovi
teise alikvoodi pdhjal. Uldiselt kohaldatakse kordusanaliiiisi suhtes II lisa C peatiiki
punktis 3 sdtestatud ndudeid. Meetodite puhul, milles kasutatakse asjaomaste analiiiitide
jaoks '*C-miirgistatud sisestandardit, on kordusanaliiiis vajalik ainult siis, kui esimese
madramise tulemus ei vasta nduetele. Kordusanaliiis on vajalik, et vilistada sisemise
ristsaastumise voi proovide juhusliku segiajamise vdimalus. Kui analiilis tehakse seoses
saastamisjuhtumiga, v3ib kinnitava kordusanaliiiisi jdtta tegemata, kui analiiiisiks valitud
proovid on jilgitavuse alusel seostatavad asjaomase saastamisjuhtumiga ning tuvastatud
saasteainete sisaldus iletab oluliselt piirnormi.

(2

~

(3

~
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Kéesoleva punkti eespool esitatud 1dikudes nimetatud eeskirju kohalda-
takse ametlikuks kontrolliks ette ndhtud proovide analiiiisitulemuste
suhtes. Kaitse- vdi vahekohtumenetluse eesmérgil tehtud analiiiiside
suhtes kohaldatakse siseriiklikke eeskirju.

2.2. PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde puhul

Partii vOi osapartii vastab piirnormile, kui {ihe analiiiisi tulemus,

— mis on saadud sdeluuringumeetodiga, mille valenegatiivsete tule-
muste osakaal on alla 5 %, nditab, et sisaldus ei iileta asjaomast
direktiivis  2002/32/EU  sitestatud PCDD/Fide piirnormi ega
PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde summa piirnormi;

— mis on saadud kinnitava meetodiga, nditab, et sisaldus ei lileta asja-
omast direktiivis 2002/32/EU sitestatud PCDD/Fide piirnormi ega
PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde summa piirnormi, kui
voetakse arvesse modtmise laiendméadramatust.

Soeluuringu puhul méadratakse lavivédartus, mille alusel otsustatakse, kas
proov vastab PCDD/Fide jaoks kehtestatud piirnormile voi PCDD/Fide
ja dioksiinitaoliste PCBde summa jaoks kehtestatud piirnormile.

Partii voi osapartii ei vasta direktiivis 2002/32/EU sitestatud piirnormile,
kui iilemise tokke pdhimdtte (') kohase kahe analiiiisitulemuse pdhjal on
kinnitava meetodiga tehtud kordusanaliiiisiga () saadud aritmeetiline
keskmine, mis iiletab modtmise laiendmédramatust arvesse vottes kaht-
luseta piirnormi, st vastavuse hindamiseks kasutatakse analiilisiga
médratud kontsentratsiooni véirtust, millest on lahutatud mootmise
laiendmédramatus.

Mootmise laiendmédramatuse arvutamiseks kasutatakse kattetegurit 2,
millega tagatakse umbes 95 % usaldusnivoo. Partii vOi osapartii ei
vasta nouetele, kui mddtmistulemuste keskvaartusest laiendmédramatuse
lahutamisega saadud védrtus iiletab piirnormi.

PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde summa puhul tuleb kasutada
PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde eraldi médiramise analiiiisitule-
muste hinnanguliste laiendmairamatuste summat.

Kéesoleva punkti eespool esitatud 16ikudes nimetatud eeskirju kohalda-
takse ametlikuks kontrolliks ette ndhtud proovide analiitisitulemuste
suhtes. Kaitse- vOi vahekohtumenetluse eesmirgil tehtud analiiiiside
suhtes kohaldatakse siseriiklikke eeskirju.

(") Ulemise tdkke pShimdtte kohaselt vastab toksilisusekvivalendi (TEQ) arvutamisel iga
kvantitatiivselt méddramata analoogi panus méadramispiiri védrtusele. Alumise tdkke pohi-
motte kohaselt vastab TEQ arvutamisel iga kvantitatiivselt maddramata analoogi panus
nullile. Vahevéirtuse pohimdtte kohaselt vastab TEQ arvutamisel iga kvantitatiivselt
méddramata analoogi panus poolele médramispiiri vadrtusest.

Uldiselt kohaldatakse kordusanaliiiisi suhtes II lisa C peatiiki punktis 2 sitestatud
ndudeid. Kinnitavate meetodite puhul, milles kasutatakse asjaomaste analiiiitide jaoks
13C—méirgistatud sisestandardit, on kordusanaliiiis vajalik ainult siis, kui esimese médra-
mise tulemus ei vasta nduetele. Kordusanaliiiis on vajalik, et vilistada sisemise ristsaas-
tumise voi proovide juhusliku segiajamise voimalus. Kui analiiis tehakse seoses saasta-
misjuhtumiga, voib kinnitava kordusanaliiiisi jdtta tegemata, kui analiiiisiks valitud
proovid on jilgitavuse alusel seostatavad asjaomase saastamisjuhtumiga ning tuvastatud
saasteainete sisaldus iletab oluliselt piirnormi.

(2

<
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3. Direktiivi 2002/32/EU 1I lisas siitestatud hiiretasemeid iiletavad tule-
mused

Hairetasemeid kasutatakse proovide valimiseks juhul, kui on vaja kind-
laks teha saasteallikas ja vOtta meetmeid saastumise vahendamiseks voi
korvaldamiseks. Soeluuringumeetoditega tehakse kindlaks selliste proo-
vide valimiseks sobivad lavivaadrtused. Kui saasteallika kindlakstege-
miseks ja saaste vihendamiseks voi korvaldamiseks on vaja suuri pingu-
tusi, on asjakohane kontrollida hiiretaseme tiletamist kinnitaval meetodil
kordusanaliiisiga ja voOtta seejuures arvesse modtmise laiendmédrama-
tust ().

II PEATUKK

Proovi ettevalmistamine ja nouded analiiiisimeetoditele, mida kasutatakse
dioksiinide (PCDD/Fide) ja dioksiinitaoliste PCBde sisalduse ametlikuks
kontrolliks séodas

1. Kohaldamisala

Kéesolevas peatiikis sdtestatud noudeid kohaldatakse sodda analiiiisi-
misel 2,3,7,8-asendatud PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde sisalduse
ametlikuks kontrolliks, samuti seoses proovide ettevalmistamise ja
analiliisimisega muul regulatiivsel eesmargil, sealhulgas kontrollide
puhul, mida soddakiitlejad teevad, et tagada vastavus Euroopa Parla-
mendi ja ndukogu misruse (EU) nr 183/2005 (?) siitetele.

PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde esinemist s6ddas voib kontrollida
kaht liiki analiilisimeetoditega:

a) Soeluuringumeetodid

Soeluuringumeetoditega  tuvastatakse sellised  proovid, mille
PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde sisaldus iiletab piirnormi voi
héiretaseme. Soeluuringumeetodid peavad vdimaldama kulutdhusalt
analiilisida suurt arvu proove ning see suurendab vdimalusi avastada
uusi juhtumeid, mis on tarbijate jaoks suure kokkupuute- ja tervise-
riskiga. Nende kasutamise eesmirk on valenegatiivsete tulemuste
véltimine. Nende hulka kuulub bioanaliiiitilisi ja GC-MS-meetodeid.

Soeluuringumeetoditega vorreldakse analiiiisitulemusi lavivddrtusega
ning saadakse jaatav vOi eitav vastus piirnormi vGi héiretaseme
voimaliku iiletamise kohta. Piirnormile mittevastavuse kahtlusega
proovides tuleb PCDD/Fide kontsentratsioon ning PCDD/Fide ja
dioksiinitaoliste PCBde summaarne kontsentratsioon méérata voi
kinnitada kinnitava meetodi abil.

Peale selle voivad sdeluuringumeetod anda teavet proovis leiduvate
PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde sisalduse kohta. Bioanaliiiiti-
liste sdeluuringumeetodite kasutamise korral véljendatakse tulemus
bioanaliiiitilistes  ekvivalentides (BEQdes), fiilisikalis-keemiliste
GC-MS-meetodite kasutamise korral toksilisusekvivalentides (TEQ).

(') Héiretaseme kontrollimise kordusanaliiiisi suhtes kehtivad samad selgitused ja nduded,
mis on esitatud eespool joonealuses mérkuses 2 piirnormide kohta.

(?) Euroopa Parlamendi ja ndukogu 12. jaanuari 2005. aasta méidrus (EU) nr 183/2005,
millega kehtestatakse soddahiigieeni nduded (ELT L 35, 8.2.2005, 1k 1).
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Soeluuringumeetodite numbrilised tulemused sobivad nduetekohasuse
vOi nduetele mittevastavuse kahtluse voi hdiretaseme iiletamise toen-
damiseks ning kinnitavate meetoditega jérelanaliiiisi jaoks asjaomase
kontsentratsioonivahemiku hindamiseks. Need meetodid ei sobi taust-
sisalduse ja soodaga saadavate annuste hindamiseks, sisalduse
ajatrendide jélgimiseks ega hiiretaseme ja piirnormi imberhindami-
seks.

b

Kinnitavad meetodid

=

Kinnitavate meetoditega on voimalik proovis leiduvaid PCDD/Fe ja
dioksiinitaolisi PCBsid iiheselt tuvastada ja médrata nende sisaldus
ning saada nende kohta tdielikud andmed analoogide tasemel. Seega
saab selliste meetoditega kontrollida piirnorme ja hiiretasemeid, seal-
hulgas kinnitada sdeluuringumeetoditega saadud tulemusi. Lisaks
vOib tulemusi kasutada muudel eesmirkidel, nagu sooda seires
viikese taustsisalduse méadramine, ajatrendide jalgimine, kokkupuute
hindamine ning andmebaasi koostamine héiretasemete ja piirnormide
voimalikuks iimberhindamiseks. Need meetodid on olulised ka
analoogide kombinatsioonide kindlakstegemiseks, et tuvastada
voimalik  saasteallikas. Nende meetodite puhul kasutatakse
GC-HRMSi. Piirnormile vastavuse vdi mittevastavuse kinnitamiseks
voib kasutada ka GC-MS/MSi.

Taustteave

Toksilisusekvivalentides (TEQdes) viljendatud kontsentratsioonide arvu-
tamiseks korrutatakse iiksikainete kontsentratsioonid asjaomases proovis
vastava toksilisusfaktoriga (TEF) (vt I peatiiki allmérkus 1) ja liidetakse
seejdrel kokku, et saada TEQdes véljendatud dioksiinitaoliste ithendite
iildkontsentratsioon.

Kéesolevas B osas tihendab iiksikanaloogi aktsepteeritav médramispiir
viikseimat analiitidisisaldust, mida saab mdistliku statistilise usaldus-
vadrsusega modta ning mis vastab méadramiskriteeriumidele, mis on
satestatud rahvusvaheliselt tunnustatud standardites, nagu standard EN
16215:2012 ,,Animal feed — Determination of dioxins and dioxin-like
PCBs by GC-HRMS and of indicator PCBs by GC-HRMS” (Loomasoot
— dioksiinide ja dioksiinitaoliste PCBde sisalduse méidramine gaasikro-
matograafia ja korglahutus-massispektromeetria (GC-HRMS) abil ning
indikaator-PCBde sisalduse madramine GC-HRMSi abil) ja/voi EPA
meetodid 1613 ja 1668 (ldbivaadatud).

Uksikanaloogi madramispiiri vdib méératleda jargmiselt:

a) prooviekstraktis leiduva analiiiidi selline kontsentratsioon, mis annab
kahe erineva jélgitava iooni puhul modteseadmes mddtmistulemuse,
mille puhul ndrgema to6tlemata andmesignaali signaali ja miira suhe
on 3: 1 vdi

b

=

viikseima kontsentratsiooni punkt kalibreerimiskoveral, mille puhul
saadakse vastuvdetav (< 30 %) ja jarjepidev (moddetud vdhemalt
proovide analiiiisiseeria alguses ja 10pus) hélve keskmisest suhtelisest
kalibreerimistegurist, mis on arvutatud iga prooviseeria kalibreerimis-
kovera koikide punktide jargi, kui tehnilistel pdhjustel signaali ja
miira suhte arvutus ei anna usaldusvéirset tulemust. Madramispiir
LOQ arvutatakse viikseima kontsentratsiooni jargi, vottes arvesse
sisestandardite saagist ja proovikogust.
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

Q]

Bioanaliiiitilised sdeluuringumeetodid ei anna tulemusi analoogi tasemel,
vaid nditavad (') iiksnes TEQ véirtust, véljendatuna BEQdes, millega
voetakse arvesse asjaolu, et kdik prooviekstraktis leiduvad iihendid,
mis katses vastuse annavad, ei tarvitse vastata kdikidele TEQ-pShimotte
nduetele.

Soeluuringu- ja kinnitavaid meetodeid vaib teatavas maatriksis sisalduse
kontrollimiseks kasutada vaid juhul, kui konealused meetodid on piisa-
valt tundlikud, et hiiretasemele voi piirnormile vastavat sisaldust usal-
dusvédrselt médrata.

Kvaliteedi tagamise néuded

Igas proovivotu- ja analiiiisietapis tuleb votta meetmed ristsaastumise
véltimiseks.

Proove tuleb siilitada ja transportida siilitamiseks sobivates klaas-,
alumiinium-, poliipropiileen- voi poliietileenndudes, mis ei mdjuta proo-
vide PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde sisaldust. Paberitolmu jadgid
tuleb proovindust eemaldada.

Proove tuleb siilitada ja transportida nii, et s6ddaproovi koostis ei
muutuks.

Vajaduse korral iga laboriproov jahvatatakse peeneks ja segatakse pdhja-
likult meetodil, mis tagab tdendatult tdielikult homogeense proovi
(nditeks jahvatatakse proov nii peeneks, et see ldbiks 1 mm suuruste
avadega soela). Liiga suure niiskusesisaldusega proove tuleb enne jahva-
tamist kuivatada.

Oluline on kontrollida, et reaktiivid, klaasndud ja seadmed ei mdjutaks
TEQdes voi BEQdes viljendatud tulemusi.

Tuleb teha tiihikatse, mille puhul tehakse 1dbi kdik analiiiisietapid ilma
proovita.

Bioanaliiiitiliste meetodite puhul tuleb kontrollida, et iikski analiiiisis
kasutatav klaasndu voi lahusti ei sisaldaks tihendeid, mis segavad uuri-
tavate ithendite avastamist meetodi td6vahemikus. Klaasndu tuleb lopu-
tada lahustiga vOi kuumutada temperatuuril, mis sobib selle pinnalt
PCDD/Fide, dioksiinitaoliste iihendite ja segavate iihendite jadkide
eemaldamiseks.

Ekstraheeritava proovi kogus peab olema piisav, et see vastaks nduetele,
mida kohaldatakse piisavalt viikestele kontsentratsioonidele vastavas
toovahemikus, sh piirnormile ja hdiretasemele vastavas kontsentratsioo-
nide vahemikus.

Uuritavatest toodetest voetud proovide ettevalmistamiseks kasutatavate
konkreetsete meetodite puhul tuleb jargida rahvusvaheliselt tunnustatud
suuniseid.

Bioanaliiiitilised meetodid ei ole spetsiifilised toksilisusfaktori (TEF) siisteemi analoogide

suhtes. Prooviekstrakt voib sisaldada muid sarnase struktuuriga AhR-aktiivseid ithendeid,
mis mojutavad tldist tulemust. Seega ei saa bioanaliiiitilist tulemust pidada TEQ taseme
hinnanguks, pigem viitab see proovi TEQ vdimalikule tasemele.
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43.

5.1

5.2.

52

52

5.3.

53

Q)

Nouded laboritele

Vastavalt misrusele (EU) nr 882/2004 peavad laborid olema ISO
juhendi 58 kohaselt tegutseva tunnustatud asutuse poolt akrediteeritud,
millega tagatakse, et laborid kohaldavad analiiiisimisel kvaliteeditagamis-
siisteemi. Laborid tuleb akrediteerida standardi EN ISO/IEC 17025
kohaselt. Vajaduse korral jargitakse pohimotteid, mida on kirjeldatud
tehnilistes suunistes, milles késitletakse modtemédramatuse ja madramis-
piiride hinnangulise véirtuse leidmist PCDD/Fide ja PCBde analiiiisi-
misel (1).

Labori padevust tuleb tdendada pideva eduka osalemisega laboritevahe-
listes uuringutes, mida korraldatakse PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste
PCBde kontsentratsiooni méédramiseks asjakohastes sdddamaatriksites
ja kontsentratsioonivahemikes.

Laborid, kus kasutatakse proovide tavakontrolliks sdeluuringumeetodeid,
peavad tegema nii kvaliteedi kontrollimisel kui ka saastekahtlusega proo-
vide analiiiisitulemuste kinnitamisel tihedat koostdod kinnitavat meetodit
kasutavate laboritega.

P6hinduded dioksiinide (PCDDde/PCDFide) ja dioksiinitaoliste
PCBde analiiiisile

Viikeste kontsentratsioonidega téovahemik ja mddramispiirid

Kuna osa konealustest ithenditest on ddrmiselt toksilised, peavad tuvas-
tatavad PCDD/Fide kogused olema femtogrammi (10'° g) iilemises
vahemikus. Enamiku PCBde analoogide puhul piisab nanogrammi tdpsu-
sega (10’9 g) madramispiirist. Toksilisemate dioksiinitaoliste PCBde
analoogide (eriti ortoasendamata analoogide) sisalduse médramiseks
peab toGvahemiku alumine osa ulatuma pikogrammi (1072 g) alumiste
vaartusteni. Kdigi muude PCBde analoogide puhul piisab nanogrammi
(107 g) tipsusega médramispiirist.

Suur selektiivsus (spetsiifilisus)

.1.  PCDD/Fisid ja dioksiinitaolisi PCBsid peab olema vdimalik eristada
paljudest muudest kaasa ekstraheeruvatest ja segada vdivatest iihenditest,
mille kontsentratsioon vdib olla mitu suurusjarku suurem kui uuritavate
analiilitide kontsentratsioon. GC-MS-meetodite korral peab olema
voimalik eristada eri analooge, nditeks toksilisi analooge (nt seitseteist
2,3,7,8-asendatud PCDD/Fi ning kaksteist dioksiinitaolist PCBd)
muudest analoogidest.

2. Bioanaliiiitiliste meetoditega peab olema vdimalik méaérata uuritavaid
iihendeid PCDD/Fide ja/vdi dioksiinitaoliste PCBde summana. Proove
tuleb puhastada, et korvaldada valepositiivseid tulemusi pdhjustavad
ithendid ja ithendid, mis vdivad signaali vihendada, pdhjustades valene-
gatiivseid tulemusi.

Suur modtetipsus (toesus ja kordustipsus, bioanaliiiisi ndiline saagis)

.1.  GC-MS-meetodite puhul peab méiramine tagama kehtiva hinnangu aine
tegeliku kontsentratsiooni kohta proovis. Suur mddtetépsus on vajalik, et
viltida analiiisitulemuse tagasiliikkamist méadratud TEQ vaértuse vihese

,,Guidance Document on Measurement Uncertainty for Laboratories performing PCDD/F

and PCB Analysis using Isotope Dilution Mass Spectrometry” (Juhend modteméadrama-
tuse kohta laboritele, kus tehakse PCDDde/PCDFide ja PCBde analiiiise isotooplahjen-
dusega  massispektromeetria  abil)  (http://ec.europa.eu/food/safety/animal-feed en),
,,Guidance Document on the Estimation of LOD and LOQ for Measurements in the
Field of Contaminants in Feed and Food” (Juhend avastamispiiri ja méadramispiiri
hinnangulise véirtuse madramiseks s60das ja toidus esinevate saasteainete modtmisel)
(http://ec.europa.eu/food/safety/animal-feed en).
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5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.5.

5.5.1.

5.6.

usaldusvédrsuse tottu. Moodtetdpsust viljendatakse tdesuse (sertifitsee-
ritud materjalis sisalduva analiilidi moddetud keskmise védrtuse ja
analiiiidi sertifitseeritud véirtuse erinevus protsentides) ja kordustdpsu-
sena (RSDr on suhteline standardhdlve, mis arvutatakse korratavuse
tingimustes saadud tulemuste pShjal).

Bioanaliiiitiliste meetodite korral médratakse bioanaliiiisi niiline saagis.
,Bioanaliiisi niiline saagis” tihendab BEQ véirtust, mis arvutatakse
2,3,7,8-tetraklorodibenso-p-dioksiini (TCDD) voi PCB 126 kaliibrimis-
kovera alusel, mida korrigeeritakse tithiprooviga ja jagatakse seejérel
kinnitava meetodi abil méddratud TEQ véirtusega. Sellega piiiitakse
korrigeerida selliseid tegureid nagu PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste tihen-
dite kadu ekstraheerimisel ja puhastamisel, kaasa ekstraheeruvad
ihendid, mis suurendavad vdi vihendavad tulemust (agonistlik ja anta-
gonistlik mdju), kalibreerimiskdvera sobivus ning toksilisusfaktori (TEF)
ja suhtelise potentsuse (REP) véirtuste erinevused. Bioanaliiiisi ndiline
saagis arvutatakse sobivate vordlusproovide alusel, milles analoogide
kombinatsioon on representatiivne ja nende sisaldus vastab ligikaudu
huvipakkuvale sisalduste vahemikule.

Valideerimine piirnormi vahemikus ja kvaliteedikontrolli iildmeetmed

Labor peab tdendama valideerimismenetluse ja tavaanaliiiisiga meetodi
tulemuslikkust piirnormi hdlmavas vahemikus, nt piirnormi 0,5-, 1- ja 2-
kordsele véartusele vastava sisalduse juures, kordusanaliilisi puhul peab
variatsioonikordaja véddrtus olema vastuvdetav.

Sisemiste kvaliteedikontrolli meetmetena tuleb teha regulaarseid tiihi-
proovidega ja rikastatud proovidega katseid voi analiilisida kontroll-
proove (vOimaluse korral tuleb eelistada sertifitseeritud etalonaineid).
Tiihiproovide ja rikastatud proovidega katsete ning kontrollproovide
analiiiisi kohta tuleb koostada kvaliteedikontrolli kaardid, mille alusel
kontrollitakse, kas analiiiiside tulemuslikkus vastab nouetele.

Mddiramispiir

Bioanaliiiitilise sdeluuringumeetodi puhul ei ole médiramispiiri tingimata
vaja kindlaks maiérata, kuid tuleb tdendada, et meetodiga on vdimalik
eristada tithiproovi vaartust lavivaartusest. BEQ véirtuse esitamise korral
madratakse kindlaks teatamiskiinnis, et oleks vOimalik eristada proove,
mille puhul saadud véirtus on sellest kiinnisest vdiksem. Tuleb tdendada,
et teatamiskiinnis erineb tithiproovide véartusest vahemalt kolm korda ja
tulemus jadb toovahemikust allapoole. Seepirast arvutatakse see proo-
vide alusel, mis sisaldavad uuritavaid tihendeid ligikaudu ndutud miini-
mumkoguses, mitte signaali-miira suhte vdi tiihikatse pdhjal.

Kinnitava meetodi puhul peab médramispiir olema ligikaudu iiks
viiendik piirnormist.

Analiiiisikriteeriumid

Kinnitava meetodi voi sdeluuringumeetodi abil usaldusvédérsete tule-
muste saamiseks peavad piirnormile vastavasse vahemikku jadva TEQ
védrtuse ja vastava BEQ véirtuse puhul olema tdidetud jargmised kritee-
riumid, olenemata sellest, kas TEQ vdi BEQ maééiratakse summaarsena
(PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde summaarse sisalduse alusel) voi
PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde kohta eraldi.
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5.7.

5.7.1.

5.7.2.

5.7.3.

5.7.4.

5.7.5.

5.7.6.

Soeluuring
bioanaliiiitiliste voi
futisikalis-keemiliste

meetoditega

Kinnitavad meetodid

Valenegatiivsete  tule- <5%
muste osakaal (1)

Tdesus — 20 % kuni + 20 %
Korduvus (RSD,) <20 %
Vahepealne  korduvus- <25% <15%

téapsus (RSD %)

(") Piirnormide puhul.

Soeluuringumeetodi erinouded

Soeluuringuks voib kasutada nii GC-MS-meetodeid kui ka bioanaliiiiti-
lisi meetodeid. GC-MS-meetodite suhtes kohaldatakse punktis 6 sdtes-
tatud noudeid. Rakupdhiste bioanaliiiitiliste meetodite erinduded on
sétestatud punktis 7.

Laborid, kus proovide tavakontrolliks kasutatakse sdeluuringumeetodeid,
peavad tegema tihedat koostood kinnitavat meetodit kasutavate
laboritega.

Tavaanaliiiside kdigus tuleb kontrollida sdeluuringumeetodi tulemuslik-
kust analiiiisi kvaliteedi kontrollimise ja meetodi pideva valideerimise
teel. Nouetele vastavate tulemuste kontrollimiseks peab olema kehtes-
tatud pidev kava.

Raku reaktsiooni vdimaliku parssimise ja tsiitotoksilisuse kontroll

20 % prooviekstraktidest tuleb kontrollida tavapérase sdeluuringuga,
lisades neile voi jittes lisamata piirnormile voi hiiretasemele vastavas
koguses 2,3,7,8-TCDDd, et kontrollida, kas prooviekstraktis esinevad
segavad ained voivad reaktsiooni pérssida. Rikastatud proovis mdddetud
kontsentratsiooni vorreldakse rikastamata ekstraktis médératud kontsen-
tratsiooni ja rikastamisel kasutatud kontsentratsiooni summaga. Kui
kdnealune mdddetud kontsentratsioon on arvutatud (summaarsest) kont-
sentratsioonist iile 25 % viiksem, viitab see signaali vdimalikule parssi-
misele ning asjaomast proovi tuleb analiilisida GC-HRMS-meetodil
tehtava kinnitava analiiiisiga. Tulemusi kontrollitakse kvaliteedikontrolli
kaartide pdohjal.

Nouetele vastavate proovide kvaliteedikontroll

Ligikaudu 2—10 % nduetele vastavate proovide tulemustest tuleb olene-
valt proovi maatriksist ja labori kogemustest kinnitada GC-HRMS-
meetodiga.

Valenegatiivsete tulemuste osakaalu arvutamine kvaliteedikontrolli
andmete pdohjal

Maéiratakse, kui suur on valenegatiivsete tulemuste osakaal, mis on
saadud alla- ja iilespoole piirnormi voi héiretaset jddvate proovide
soeluuringul. Valenegatiivsete tulemuste tegelik osakaal peab jddma
alla 5 %. Kui proovi maatriksi vdi maatriksite rithma kohta on olemas
viahemalt 20 nduetele vastava proovi kvaliteedikontrolliga kinnitatud
tulemused, arvutatakse nende andmete pohjal valenegatiivsete tulemuste
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5.7.7.

5.7.8.

6.1.

6.2.

6.2.1.

osakaal. Valenegatiivsete tulemuste osakaalu hindamiseks vajaliku 20
tulemuse hulka vOib arvata ka laboritevahelistes vordluskatsetes voi
seoses saastamisjuhtumiga analiiisitud proovide tulemused, milles
médratava aine kontsentratsioon iiletab piirnormi niiteks kuni kaks
korda. Proovid peavad hdlmama koige levinumaid analoogide kombinat-
sioone, mis esindavad eri allikaid.

Ehkki sdeluuringu esmane eesmiérk on teha kindlaks hiiretaset iiletava
sisaldusega proovid, ldhtutakse valenegatiivsete tulemuste osakaalu kind-
lakstegemisel piirnormist ning seejuures vdetakse arvesse kinnitava
meetodi kohast mddtmise laiendméadramatust.

Sdeluuringuga tuvastatud voimalikke nduetele mittevastavaid tulemusi
tuleb alati kontrollida esialgse proovi tiieliku kordusanaliitisiga, kasu-
tades kinnitavat meetodit. Neid proove voib kasutada ka valepositiivsete
tulemuste osakaalu hindamiseks. Sdeluuringumeetodite puhul on valepo-
sitiivsete tulemuste osakaal selliste tulemuste osakaal, mis tunnistatakse
kinnitava analiilisiga nduetele vastavaks, kuigi varasemal sdeluuringul on
proov osutunud nduetele mittevastavuse kahtlusega prooviks. Sdeluurin-
gumeetodi eeliste hindamisel tuleb valepositiivse tulemuse andnud proo-
vide arvu vorrelda kontrollitud proovide koguarvuga. See osakaal peab
olema piisavalt viike, et sdeluuringumeetodit oleks mdtet kasutada.

Bioanaliiiitilised meetodid peavad valideerimistingimustes vdimaldama
usaldusvéirselt viidet TEQ vdimalikule tasemele, arvutatud ja véljen-
datud BEQna.

Ka korduvuse tingimustes kasutatavate bioanaliiiitiliste meetodite puhul
peaks laborisisene RSD; olema iildjuhul vidiksem kui korratavuse tingi-
mustes (RSDg).

GC-MS-meetodite erinduded, mida tuleb tiita séeluuringu voi Kinni-
tava analiiiisi puhul

WHO-TEQ tulemuste iilemise tokke ja alumise tokke vaheline vastu-
voetav erinevus

Ulemise ja alumise tokke vaheline erinevus ei tohi piirnormi ja vajaduse
korral hédiretaseme iiletamise kinnitamiseks olla suurem kui 20 %.

Saagiste kontroll

Analiiisimeetodi valideerimiseks tuleb 13C—mé’trgistatud 2,3,7,8-klooritud
PCDD/Fide sisestandardid ja 'C-mirgistatud dioksiinitaoliste PCBde
sisestandardid lisada kohe analiiisi alguses, nditeks enne ekstraheerimist.
Iga tetra- kuni oktaklooritud PCDD/Fide homoloogilise rithma kohta
ning iga dioksiinitaoliste PCBde homoloogilise rithma kohta tuleb lisada
vihemalt iiks analoog (alternatiivina voib lisada vdhemalt ithe analoogi
iga valitud iooni massispektromeetrilise registreerimise funktsiooni
kohta, mida kasutatakse PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde sisalduse
kontrolliks). Kinnitavate meetodite puhul tuleb kasutada kdiki seitsetteist
13C—méirgistatud 2,3,7,8-asendatud PCDD/Fide sisestandardit ja koiki
kahtteist '*C-mérgistatud dioksiinitaoliste PCBde sisestandardit.
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6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

6.2.5.

6.3.

6.4.

6.5.

Asjakohaseid kalibreerimislahuseid kasutades tuleb maéérata suhtelised
kalibreerimistegurid ka neile analoogidele, mille puhul '*C-mirgistatud
analoogi ei lisata.

Alla 10 % rasvasisaldusega taimse ja loomse s66da puhul tuleb sise-
standardid kindlasti lisada enne ekstraheerimist. Ule 10 % rasvasisaldu-
sega loomse sodda puhul tuleb sisestandardid lisada kas enne vdi parast
rasva ekstraheerimist. Ekstraheerimise tohusus tuleb valideerida sobival
viisil olenevalt sellest, millises etapis sisestandardid lisatakse.

Enne GC-MS-analiiiisi tuleb lisada 1 voi 2 saagise (surrogaat)standardit.

Saagise kogust tuleb kontrollida. Kinnitava meetodi puhul peavad indi-
viduaalsete sisestandardite saagised olema vahemikus 60—120 %. Indivi-
duaalsete analoogide, eriti mone hepta- voi oktaklooritud dibenso-p-
dioksiini ja dibensofuraani puhul on lubatud viiksemad voi suuremad
saagised, kui nende panus TEQ véirtusesse ei iileta 10 % TEQ kogu-
védrtusest (PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde summa alusel).
GC-MS-soeluuringumeetodite puhul peavad saagised olema vahemikus
30-140 %.

Segavate ainete eemaldamine

— PCDD/Fid eraldatakse segavatest klooritud iihenditest, nditeks mitte-
dioksiinitaolistest PCBdest ja klooritud difeniiiileetritest, sobiva
kromatograafilise meetodiga (eelistada tuleks florisil-, alumiiniumok-
siid- ja/voi siisinikkolonne).

— Isomeeride gaasikromatograafiline lahutus peab olema selline, et
1,2,3,4,7,8-HXCDFi ja 1,2,3,6,7,8-HxCDFi piikide kattuvus on alla
25 %.

Kalibreerimine standardkoveraga

Kalibreerimiskdvera vahemik peab hdlmama asjakohast piirnormi vai
héiretaset.

Kinnitavate meetodite erikriteeriumid

— GC-HRMSi puhul:

HRMSi puhul peab lahutusvdime kogu massivahemikus olema
tildjuhul vdhemalt 10 000, kui piikidevahelise ala korgus jadb alla
10 %;

jéargitakse rahvusvaheliselt tunnustatud standardites, nditeks stan-
dardis EN 16215:2012 ,,Animal feed — Determination of dioxins
and dioxin-like PCBs by GC-HRMS and of indicator PCBs by
GC-HRMS” (Loomastot — dioksiinide ja dioksiinitaoliste PCBde
madramine GC-HRMSiga ning indikaator-PCBde méadramine
GC-HRMSiga) ja/voi USA Keskkonnakaitseameti meetodite 1613
ja 1668 labivaadatud versioonides kirjeldatud tuvastamise ja kinnita-
mise lisakriteeriume.

— GC-MS/MSi puhul:

jélgitakse vdhemalt 2 spetsiifilist eellasiooni, millest kummalgi on
vastav spetsiifiline {ilemineku-jarglasioon kd&ikide maérgistatud ja
mérgistamata analiiiitide jaoks analiilisitavas vahemikus;

valitud iillemineku-jérglasioonide suhteliste signaalitugevuste suurim
lubatud hdlve vodib olla £ 15 % vorreldes arvutatud voi mdddetud
véartustega (kaliibrimisstandardite keskmine), identsetes MS/MSi
tingimustes, eelkdige porkeenergia ja porkegaasi rohu osas, iga
analiitidi tilemineku puhul;
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7.1.1.

iga kvadrupooli lahutusvdime peab olema vdrdne iithikmassilahutus-
voimega voOi sellest parem (ithikmassilahutusvdime: lahutusvoime,
mis on piisav kahe teineteisest {ihe massiithiku kaugusel asuva
piigi eristamiseks), et minimeerida vdimalikku segavat mdju uurita-
vatele analiiiitidele;

jéargitakse rahvusvaheliselt tunnustatud standardites, nditeks stan-
dardis EN 16215:2012 ,,Animal feed — Determination of dioxins
and dioxin-like PCBs by GC-HRMS and of indicator PCBs by
GC-HRMS” (Loomast6t — dioksiinide ja dioksiinitaoliste PCBde
médramine GC-HRMSiga ning indikaator-PCBde méairamine
GC-HRMSiga) ja/vdi USA Keskkonnakaitseameti meetodite 1613
ja 1668 muudetud versioonides kirjeldatud tuvastamise ja kinnita-
mise lisakriteeriume, vilja arvatud kohustust kasutada GC-HRMSi.

Bioanaliiiitilistele meetoditele esitatavad erinéuded

Bioanaliiiitilised meetodid on bioloogilistele pShimdtetele tuginevad
meetodid, nagu rakupdhine, retseptor- ja immuunanaliiiis. Kéesolevas
punktis 7 sétestatakse bioanaliiiitiliste meetodite {ildnduded.

Soeluuringumeetodiga liigitatakse proov pohimétteliselt nouetele vasta-
vaks vOi nduetele mittevastavuse kahtlusega prooviks. Sel otstarbel
vorreldakse arvutatud BEQ védrtust lavivdartusega (vt punkt 7.3). Lavi-
vadrtusest allapoole jddvad proovid tunnistatakse nduetele vastavaks,
lavivddrtusega vordsed voi seda iiletavad proovid loetakse mittevasta-
vuse kahtlusega proovideks ning neid tuleb analiiiisida kinnitava meeto-
diga. Praktikas voib kdige sobivamaks lavivddrtuseks olla BEQ vidrtus,
mis vastab 2/3 piirnormist, eeldusel, et on tagatud valenegatiivsete tule-
muste osakaal alla 5 % ja vastuvdetav valepositiivsete tulemuste osakaal.
Kui PCDD/Fide piirnorm ning PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde
summa piirnorm on erinevad, on proovide nduetele vastavuse kontrolli-
miseks ilma fraktsioneerimata vaja PCDD/Fide jaoks asjakohaseid bioa-
naliitisi ldvivéartusi. Hairetaset iiletavate proovide kontrollimisel on sobi-
vaks lavivédrtuseks asjakohane protsent vastavatest hdiretasemetest.

Kui hinnangulist sisaldust véljendatakse BEQna, peavad proovi analiiii-
situlemused jddma t66vahemikku ja iiletama teatamiskiinnise (vt punktid
7.1.1 ja 7.1.6).

Analiitisitulemuste hindamine
Uldised nduded

— Kui kontsentratsioone arvutatakse TCDD kalibreerimiskdvera alusel,
iseloomustab kdvera iilemise osa védrtusi suur hajuvus (variatsioo-
nikordaja CV suur véirtus). Todvahemik on ala, kus CV on alla
15 %. To6vahemiku alumine piir (teatamiskiinnis) peab olema vahe-
malt kolm korda suurem tithikatsete tulemusest. Toovahemiku
ilemine piir esitatakse tavaliselt EC,, védrtusena (70 % suurimast
efektiivsest kontsentratsioonist), kuid see on viiksem, kui CV on
selles vahemikus iile 15 %. Toovahemik médratakse valideerimise
kéigus. Lavivédrtused (vt punkt 7.3) peavad kindlalt jadma t66vahe-
mikku.

— Standardlahuste ja prooviekstraktide analiitisimisel tehakse kolm voi
vihemalt kaks kordusmddtmist. Kordusanaliiiisi korral annab 4-6 iile
plaadi jaotatud kannus analiiiisitav standardlahus voi kontrollekstrakt
tulemuse vai kontsentratsiooni (vdimalik ainult tdovahemikus), mis
pdhineb CV-1, mis on vidiksem kui 15 %.
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7.1.2.

Kalibreerimine

7.1.2.1. Kalibreerimine standardkdveraga

— Proovide dioksiinisisalduse hindamiseks vorreldakse analiiiisitule-
must TCDD (vdi PCB 126 vdi PCDD/PCDFi/dioksiinitaolise PCB
standardsegu) kalibreerimiskoveraga, millest arvutatakse ekstrakti ja
seejdrel proovi BEQ véirtus.

— Kalibreerimiskdver peab hdlmama 8-12 kontsentratsiooni (vdhemalt
kahe kordusmddtmisega), nii et kovera alumises osas (t6dvahemikus)
oleks piisavalt kontsentratsioonipunkte. Erilist téhelepanu tuleb
pdorata kdvera sobivusele todvahemikus. Mittelineaarse regressiooni
korral ei ole R? virtusest regressiooni sobivuse hindamisel eriti voi
iildse abi. Parem mudeli sobivus saavutatakse arvutatud sisalduse ja
mdddetud sisalduse vahe (nt ruuthdlvete summa) minimeerimisega
toovahemikule vastavas kdvera osas.

— Seejiarel tuleb korrigeerida prooviekstrakti hinnangulist dioksiinisisal-
dust uuritava maatriksiga voi lahustiga tiihiproovi kohta arvutatud
BEQ véartuse pohjal (et votta arvesse kasutatud lahustites ja kemi-
kaalides esinevaid lisandeid) ning néilise saagise pdhjal (arvutatakse
sellise sobiva vordlusproovi BEQ véirtuse alusel, mille representa-
tilvne analoogide kombinatsioon vastab ligikaudu piirnormile voi
héiretasemele). Saagise korrigeerimiseks peab ndiline saagis alati
olema ndutavas vahemikus (vt punkt 7.1.4). Saagise korrigeerimiseks
kasutatavad vordlusproovid peavad vastama punktis 7.2 sdtestatud
nduetele.

7.1.2.2. Kalibreerimine vdrdlusproovide abil

Teise voimalusena voib kasutada vdhemalt nelja vordlusproovi alusel
koostatud kalibreerimiskoverat (vt punkt 7.2.4): iiks maatriksiga tiihi-
proov ning kolm vordlusproovi sisaldustega, mis vorduvad 0,5-, 1- ja
2-kordse piirnormi voi héiretasemega; kui vordlusproovide maatriksi
omadused kattuvad tundmatute proovide maatriksi omadustega, ei ole
vaja arvestada tiihikatse ja saagise parandit. Sellisel juhul voib otse
nende proovide alusel arvutada analiiiisitulemuse, mis vastab 2/3 piir-
normist (vt punkt 7.3), ja kasutada seda ldvivairtusena. Héiretaset iileta-
vate proovide kontrollimisel on sobivaks lavivéadrtuseks asjakohane prot-
sent sellistest hdiretasemetest.

PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde eraldi
miadramine

Ekstraktid voib jagada PCDD/Fisid ja dioksiinitaolisi PCBsid sisaldava-
teks fraktsioonideks, mis voimaldab eraldi madrata PCDD/Fide ja diok-
siinitaoliste PCBde TEQ vairtused (vdljendatuna BEQna). Dioksiinitao-
lisi PCBsid sisaldava fraktsiooni analiilisimise tulemuste hindamiseks
tuleb eelistatavalt kasutada standardiga PCB 126 saadud kalibreerimis-
koverat.

Bioanaliiiisi ndilised saagised

Bioanaliiiisi nédiline saagis arvutatakse sobivate vordlusproovide alusel,
mille representatiivne analoogide kombinatsioon vastab ligikaudu piir-
normile vOi hiiretasemele, ja seda viljendatakse BEQ vaértuse protsen-
dina TEQ véirtusest. Olenevalt analiiiisi liigist ja kasutatud TEFidest (')
voib dioksiinitaoliste PCBde TEF- ja REP-kordajate erinevuse tdttu
dioksiinitaoliste PCBde néiline saagis olla PCDD/Fide néilise saagisega
vorreldes viike. Seepérast peab PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde

(*) Kehtivad nduded pdhinevad TEFidel, mis on avaldatud artiklis: M. van den Berg et al.,

Toxicol Sci 93 (2), 223-241 (2006).
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7.2.

7.2.1.

7.2.2.

7.2.3.

7.2.4.

eraldi méddramisel bioanaliiiisi ndiline saagis olema jérgmine: dioksiini-
taoliste PCBde puhul 20-60 % ja PCDD/Fide puhul 50-130 %
(vahemik kehtib TCDD kalibreerimiskovera kasutamisel). Dioksiinitao-
liste PCBde osakaal PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde summas v3ib
eri maatriksite ja proovide puhul erineda; need vahemikud kajastuvad
PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde summa bioanaliiiisi niilises
saagises, mis peab olema 30-130 %. Kui liidu digusaktides muudetakse
oluliselt PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde TEFide vairtusi, tuleb
need vahemikud 1dbi vaadata.

Saagiste kontroll puhastamisel

Valideerimise kdigus kontrollitakse iihendite kadu puhastamisel. Analoo-
gide seguga rikastatud tiihiproov (korduskatsete arv n on vdhemalt 3)
puhastatakse ning saagist ja varieeruvust kontrollitakse kinnitava meeto-
diga. Saagis peab olema vahemikus 60120 %, eelkdige selliste analoo-
gide puhul, mis moodustavad eri segude TEQ vidrtusest iile 10 %.

Teatamiskiinnis

BEQ viirtustest teatamisel tuleb teatamiskiinnis kindlaks maérata tiitipi-
lisi analoogide kombinatsioone sisaldavast asjakohasest maatriksist
voetud proovide alusel, mitte standarditel pShineva kalibreerimiskdvera
alusel, kuna kovera alumises osas on tidpsus viike. Arvestada tuleb
ekstraheerimise ja puhastamise mdju. Teatamiskiinnis peab olema tiihi-
katsete tulemusest vihemalt kolm korda suurem.

Vordlusproovide kasutamine

Vordlusproovid peavad esindama proovi maatriksit, analoogide kombi-
natsioone ning PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde kontsentratsioone
vahemikus, mis vastab piirnormile v4i héiretasemele.

Igas katseseerias tuleb kasutada tiihikatset, eelistatavalt maatriksiga tiihi-
proovi, ja piirnormile vdi hiiretasemele vastava sisaldusega vordlus-
proovi. Neid proove tuleb ekstraheerida ja analiilisida samal ajal ja
samades tingimustes. Vordlusprooviga saadud véartus peab olema selgelt
suurem tithiprooviga saadud vaértusest, mis tdendab katsemeetodi sobi-
vust. Kdnealuseid proove voib kasutada tiihikatset ja saagist arvestava
parandi tegemisel.

Saagist arvestava parandi tegemiseks valitud vordlusproovid peavad
olema analiilisitava proovi suhtes representatiivsed, st analoogide kombi-
natsioonid ei tohi pdhjustada sisalduse alahindamist.

Et tdendada analiiiisi nduetekohast tulemuslikkust huvipakkuvas sisal-
duste vahemikus piirnormi v&i hiiretaseme kontrollimiseks, voib kasu-
tada tdiendavaid vordlusproove, milles uuritava aine sisaldus vastab
niiteks piirnormi v&i hiiretaseme 0,5- ja 2-kordsele viirtusele. Uhes-
koos vdib neid proove kasutada analiiiisitavate proovide BEQ véirtuste
arvutamiseks (vt punkt 7.1.2.2).
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7.3.

Lévivddrtuste mddramine

Tuleb teha kindlaks BEQ véartustes véljendatud bioanaliiiitiliste tule-
muste ja TEQ véirtustes véljendatud kinnitava meetodi tulemuste vahe-
line seos (nt asjakohase maatriksiga tehtud kalibreerimiskatsetega, milles
kasutatakse vordlusproove, mille rikastustasemed on 0, 0,5-, 1- ja 2-
kordne piirnorm, ja mida korratakse igal tasemel 6 korda (n = 24)).
Selle seose alusel saab hinnata (tithiproovi ja saagise) parandeid, kuid
neid tuleb kontrollida punkti 7.2.2 kohaselt.

Lévivairtused tuleb médrata selleks, et otsustada, kas proov vastab piir-
normile, voi vajaduse korral hdiretaseme kontrollimiseks, kusjuures asja-
omased piirnormid voi héiretasemed on kehtestatud kas ainult
PCDD/Fide voi dioksiinitaoliste PCBde jaoks voi PCDD/Fide ja diok-
siinitaoliste PCBde summa jaoks. Lavivddrtus on bioanaliilisi tulemuste
(mida on parandatud tithikatse ja saagise arvestamiseks) jaotuse alumine
piir, mis vastab 95 % usaldusnivooga kinnitava meetodi otsustuspiirile
(eeldades, et valenegatiivsete tulemuste osakaal on < 5 % ja RSDg
< 25 %). Kinnitava meetodi otsustuspiir on piirnorm, mille puhul on
arvesse voetud modtmise laiendméidramatust.

Lavivaartuse (BEQdes) voib arvutada, kasutades iiht punktides 7.3.1,
7.3.2 ja 7.3.3 sitestatud ldhenemisviisidest (vt joonis 1).

95 % usaldusnivoole vastava usaldusvahemiku alumise piiri kasutamine,
mis vastab kinnitava meetodi otsustuspiirile:

Lavivddrtus = BEQpL — Sy x X tof—m — 2\/1/}1 +1/m+ (x; — )?)Z/Qxx

kus

BEQpL on BEQ, mis vastab kinnitava meetodi otsustuspiirile,
mis on piirnorm, mille puhul on arvesse voetud mdot-
mise laiendméadramatust,

Sy.x on jadkstandardhilve,

taf=m - 2 on Studenti tegur (o = 5 %, f = vabadusastmete arv,
ithepoolse piiranguga),

m on kalibreerimispunktide koguarv (indeks j),

n on korduste arv igal tasemel,

X; on kinnitava meetodiga maératud, TEQna véljendatud
kontsentratsioon proovis kaliibrimispunktis i,

X on koikide kaliibrimisproovide kontsentratsioonide

keskvaartus (TEQdes),

m

Qux = Z(x,- — )?)2 on ruutude summa parameeter, i — kalibreerimispunkti i indeks.

j=1

Arvutamine kinnitava meetodi otsustuspiirile vastava saastumisega proo-
vide korduval analiiisimisel (n > 6) saadud (tiihikatse ja saagise arves-
tamiseks parandatud) bioanaliiitiliste tulemuste pdhjal; see on jaotuse
alumine piir vastava keskmise BEQ vaértuse korral:

Lavivaartus = BEQp — 1,64 x SDg
kus

SDr on bioanaliiiisi tulemuste standardhdlve BEQp; korral, mdode-
tuna laborisisese korratavuse tingimustes.
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7.3.3.  Arvutamine 2/3 piirnormi vdi hédiretaseme védrtusele (pShineb téhelepa-
nekul, et kdnealune tase vastab umbkaudu punkti 7.3.1 v&i 7.3.2 alusel
kindlaks médratud ldvivddrtusele) vastava saastumisega proovide
korduval analiiiisimisel (n > 6) saadud bioanaliiitiliste tulemuste
(BEQdes, parandatud tiihikatse ja saagise arvestamiseks) keskvadrtusena:

Lavivaartuste arvutamine 95 % usaldusnivoo korral eeldusel, et valene-
gatiivsete tulemuste osakaal on < 5 % ja RSDg < 25 %:

1) 95 % usaldusnivoole vastava usaldusvahemiku alumise piiri alusel,
mis vastab kinnitava meetodi otsustuspiirile;

2) kinnitava meetodi otsustuspiirile vastava saastumisega proovide
korduva analiiiisimise (n > 6) alusel saadud tulemuste jaotuse
(joonisel kellukesekujuline kdver) alumise piiri jirgi sellekohase
keskmise BEQ viértuse juures.
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7.3.4. Lavivairtustele kehtestatud piirangud

BEQ-pohised lavivaartused, mis on arvutatud valideerimise kéigus
saadud RSDg alusel, kasutades piiratud arvu proove erinevate maatrik-
site ja analoogide kombinatsiooniga, vGivad olla suuremad kui
TEQ-pdhised piirnormile voi hédiretasemele vastavad sisaldused, kuna
valideerimisel saavutatakse suurem kordustidpsus kui tavaolukorras, kus
tuleb kontrollida vodimalike analoogide kombinatsioonide tundmatut
spektrit. Sellisel juhul voetakse lavivaartuse arvutamisel aluseks kas
RSDr = 25 % voi eelistatakse sisaldust, mis on 2/3 piirnormi voi héire-
taseme véadrtusest.

7.4. Tulemuslikkuse nditajad

7.4.1. Bioanaliiitiliste meetodite puhul ei ole vdimalik kasutada sisestandar-
deid, mistottu tuleb katsesceriasisese ja katseseeriatevahelise standard-
hélbe kohta andmete saamiseks teha katsed bioanaliiiitiliste meetodite
korduvuse kohta. Korduvus peab jddma alla 20 % ja laborisisene korra-
tavus alla 25 %. See peab pohinema arvutatud BEQ véértustel péarast
tithikatse- ja saagiseparandi arvessevotmist.
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7.4.2.

7.4.3.

7.4.4.

7.4.5.

7.4.6.

7.4.7.

7.4.8.

7.4.9.

8.1.

8.1.1.

Valideerimise kdigus tdendatakse, et analiilis vdimaldab eristada tiihi-
proovi ja ldvivéddrtusele vastavat sisaldust, mis véimaldab kindlaks teha
proovid, milles asjaomane lavivéddrtus on iletatud (vt punkt 7.1.2).

Maératakse uuritavad tihendid, voimalikud segavad tegurid ja tiithiproovi
suurimad lubatud véértused.

Uhe prooviekstrakti kolmekordsel analiiiisimisel ei tohi protsentides
véljendatud standardhélve olla suurem kui 15 % analiiiisitulemusest
voi selle alusel arvutatud sisaldusest (vdimalik iiksnes toovahemikus).

Bioanaliiiitilise meetodi tulemuslikkuse hindamiseks kindlas ajavahe-
mikus kasutatakse vordlusproovi(de) (tithiproov ning piirnormile ja
héiretasemele vastava sisaldusega proov) korrigeerimata tulemusi, mis
on viljendatud BEQdes.

Tiihiproovide ja iga tiilipi vOrdlusproovide kohta tuleb koostada kvali-
teedikontrolli kaardid ja kontrollida, kas analiilisi tulemuslikkus vastab
nduetele; eelkdige on ndutav teatava miinimumerinevuse olemasolu tiihi-
proovide ja tddvahemiku alumise piiri vahel ning vordlusproovide puhul
on ndutav laborisisene korratavus. Tiihikatseid tuleb pShjalikult kontrol-
lida, et valtida valenegatiivsete tulemuste saamist pérast tithiproovi tule-
muse lahutamist.

Nouetele mittevastavuse kahtlusega proovide ja 2—10 % nduetekohaste
proovide (vdhemalt 20 proovi iga maatriksi kohta) kinnitava meetodiga
saadud tulemused tuleb koondada ning kasutada sdeluuringumeetodi
tulemuslikkuse ning BEQ ja TEQ vahelise seose hindamiseks. Neid
andmeid voib kasutada asjaomase valideeritud maatriksiga tavaproovide
suhtes kohaldatavate lavivddrtuste imberhindamiseks.

Meetodi tulemuslikkust voib tdendada ka laboritevahelistes vordluskat-
setes osalemisega. Vordluskatsete kdigus analiitisitud proovid hdlmavad
nt kuni kahekordse piirnormini ulatuvat kontsentratsioonide vahemikku
ja nende tulemusi vGib kasutada valenegatiivsete tulemuste osakaalu
hindamisel, kui labor suudab tdendada meetodi tulemuslikkust asja-
omases laboris. Proovid peavad hélmama kdige levinumaid analoogide
kombinatsioone, mis esindavad eri allikaid.

Saastumisjuhtumite korral voidakse lavivddrtused limber hinnata, vottes
arvesse asjaomase juhtumiga seotud konkreetse maatriksi omadusi ja
esinevaid analoogide kombinatsioone.

Tulemuste esitamine
Kinnitavad meetodid

Analiiiisitulemused peavad hdlmama iga iiksiku PCDD/Fi ja dioksiini-
taolise PCB analoogi sisaldusi ning TEQ véirtus tuleb esitada nii
alumise ja iilemise tokke kui ka vahevéaartuse pdhisena, et tagada voima-
likult suure hulga andmete olemasolu katseprotokollis ja vdimaldada
tulemuste tolgendamist ldhtuvalt konkreetsetest nduetest.

Protokollis esitatakse PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde ekstraheeri-
miseks kasutatud meetod.
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8.2.

8.2.1.

8.2.2.

8.2.3.

8.2.4.

8.2.5.

8.2.6.

8.2.7.

8.2.8.

8.3.

8.3.1.

Uksikute sisestandardite saagised tuleb esitada juhul, kui need jiivad
véljapoole punktis 6.2.5 nimetatud vahemikku ja kui on iiletatud piir-
norm (sellisel juhul {ihe korduskatse saagised) voi kui ndutakse neist
teatamist.

Kuna proovi nduetekohasuse hindamisel tuleb arvestada mddtmise
laiendmédramatust, esitatakse ka see néditaja. Analiiiisitulemused tuleb
seega esitada kujul x +/— U, kus x on analiiiisitulemus ja U on mddtmise
laiendmédramatus, kusjuures arvutamisel kasutatakse kattetegurit 2, mis
annab ligikaudu 95 % usaldusnivoo. Kui PCDD/Fid ja dioksiinitaolised
PCBd maératakse eraldi, tuleb PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde
summa kohta kasutada PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde eraldi
saadud analiitisitulemuste hinnanguliste laiendmédramatuste summat.

Tulemused tuleb esitada samades iihikutes ja vdhemalt sama tiivenum-
brite arvuga, nagu on esitatud direktiiviga 2002/32/EU sitestatud
piirnormid.

Bioanaliiiitilised soeluuringumeetodid

Soeluuringu tulemus esitatakse jargmisel kujul: nduetele vastav voi
nduetele mittevastavuse kahtlusega (,,kahtlane”).

Lisaks sellele voib PCDDde/Fide ja/voi dioksiinitaoliste PCBde esialgse
sisalduse esitada BEQdes, mitte TEQdes.

Allapoole teatamiskiinnist jddva tulemusega proovi kohta mairgitakse
,allpool teatamiskiinnist”. Té6vahemiku iilempiirist suurema sisaldusega
proovi puhul esitatakse tulemus kujul ,iiletab toovahemiku tlempiiri”
ning margitakse to6vahemiku iilempiirile vastav BEQ viértus.

Katseprotokollis tuleb iga proovimaatriksi tiilibi kohta esitada piirnorm
voi héiretase, millel hindamine pdhineb.

Protokollis esitatakse kasutatud analiiiisimeetodi liik, analiiisimise alus-
pohimdtted ja kalibreerimise viis.

Protokollis esitatakse PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde ekstraheeri-
miseks kasutatud meetod.

Mittevastavuse kahtlusega proovide puhul tuleb protokolli lisada mérkus
voetavate meetmete kohta. Suurema sisaldusega proovides tuleb
PCDD/Fide kontsentratsioon ning PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste
PCBde summaarne kontsentratsioon méérata/kinnitada kinnitava meetodi
abil.

Esitatakse iiksnes kinnitava analiiiisiga saadud nduetele mittevastavad
tulemused.

Fiitisikalis-keemilised soeluuringumeetodid

Soeluuringu tulemus esitatakse jargmisel kujul: nduetele vastav voi
nduetele mittevastavuse kahtlusega (,,kahtlane”).

Katseprotokollis tuleb iga proovimaatriksi tiiibi kohta esitada piirnorm
vOi héiretase, millel hindamine pdhineb.
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8.3.3. Peale selle voib esitada iga iiksiku PCDD/Fi ja dioksiinitaolise PCB
analoogi sisalduse ning TEQ véértuse alumise tdkke, iilemise tdkke ja
vahevédrtuse jirgi. Tulemused tuleb esitada samades iihikutes ja vihe-
malt sama tiivenumbrite arvuga, nagu on direktiiviga 2002/32/EU siites-
tatud piirnormid.

8.3.4. Uksikute sisestandardite saagised tuleb esitada juhul, kui need jadvad
viljapoole punktis 6.2.5 nimetatud vahemikku ja kui on iiletatud piir-
norm (sellisel juhul tihe korduskatse saagised) voi kui ndutakse neist
teatamist.

8.3.5. Katseprotokollis margitakse, millist GC-MSi meetodit kasutati.

8.3.6. Protokollis esitatakse PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde ekstraheeri-
miseks kasutatud meetod.

8.3.7. Mittevastavuse kahtlusega proovide puhul tuleb protokolli lisada mérkus
voetavate meetmete kohta. Suurema sisaldusega proovides tuleb
PCDD/Fide kontsentratsioon ning PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste
PCBde summaarne kontsentratsioon médrata/kinnitada kinnitava meetodi
abil.

8.3.8.  Otsuse nduetele mittevastavuse kohta v3ib teha iiksnes pérast kinnitavat
analiilisi.

1II PEATUKK

Proovi ettevalmistamine ja néouded analiiiisimeetoditele, mida kasutatakse
mittedioksiinitaoliste PCBde sisalduse ametlikuks kontrolliks séodas

1. Kohaldamisala

Kéesolevas peatiikis sdtestatud ndudeid kohaldatakse sodda analiiiisi-
misel mittedioksiinitaoliste PCBde sisalduse ametlikuks kontrolliks,
samuti seoses proovide ettevalmistamise ja analiilisimisega muul regula-
tiivsel eesmargil, sealhulgas kontrollide puhul, mida sdddakiitlejad
teevad midruse (EU) nr 183/2005 siitetele vastavuse tagamiseks.

2. Kasutatavad tuvastamismeetodid

Gaasikromatograafia koos elektronhaarde detekteerimisega (GC-ECD),
GC-LRMS, GC-MS/MS, GC-HRMS vdi samaviadrsed meetodid.

3. Uuritavate analiiiitide miiramine ja kinnitamine

3.1 Suhteline retentsiooniaeg vastavalt sisestandarditele vdi vordlusstandar-
ditele (lubatud hilve +/— 0,25 %).

3.2. Mittedioksiinitaoliste PCBde gaasikromatograafiline lahutamine segava-
test ainetest, eelkdige nendega koos elueeruvatest PCBdest, eriti juhul,
kui sisaldus proovis on ligikaudselt vorreldav kehtiva piirnormiga, ning
on vaja kinnitada nduetele mittevastavust (!).

3.3. Nouded GC-MSi meetoditele

Vihemalt jargmise arvu molekulaarioonide voi asjaomasesse molekuli-
rithma kuuluvate iseloomulike ioonide jélgimine:

a) HRMSi puhul kaks spetsiifilist iooni;

(") Sageli koos elueeruvad analoogid on nt PCB 28/31, PCB 52/69 ja PCB 138/163/164.

GC-MSi puhul tuleb arvestada ka suuremal maééral klooritud analoogide fragmentide
voimalikku segavat mdju.
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3.4.

7.2.

7.3.

7.4.

Q)

(2

~

b) LRMSi puhul kolm spetsiifilist iooni;

¢) MS-MSi puhul kaks spetsiifilist eellasiooni, millest kummalgi on iiks
neile vastav iileminekul tekkinud spetsiifiline jarglasioon.

Valitud massiga fragmentide isotoopsuhte suurimad lubatud hélbed:

valitud massiga fragmentide isotoopsuhte suhteline hélve teoreetilisest
isotoopide kogusest vOi uuritava iooni (kdige levinum jélgitav ioon) ja
iseloomuliku iooni (iseloomulike ioonide) kalibreerimisstandardist:
+ 15 %.

Nouded GC-ECD meetoditele

Piirnormi {iletavaid tulemusi tuleb kinnitada kahe GC-kolonniga, millel
on eri polaarsusega statsionaarne faas.
Meetodi tulemuslikkuse toendamine

Meetodi tulemuslikkus valideeritakse piirnormile vastava sisalduse vahe-
mikus (0,5- kuni 2-kordsele piirnormile vastava sisaldusega); tdenda-
takse, et korduvanaliilisi variatsioonikordaja on vastuvdetav (vt vahetap-
suse nouded, punkt 9).

Midramispiir

Mittedioksiinitaoliste PCBde médramispiiride summa (') ei tohi iiletada
iihte kolmandikku piirnormi véértusest (2).

Kvaliteedikontroll

Korrapérane tiihiproovide, rikastatud proovide ja kvaliteedikontrolli
proovide analiilisimine, osalemine asjaomaste maatriksitega tehtavates
laboritevahelistes uuringutes.

Saagiste kontroll

Kasutatakse sobivaid sisestandardeid, mille fiitisikalis-keemilised
omadused on vdrreldavad uuritavate analiiiitide omadega.

Sisestandardite lisamine:
lisamine toodetele (enne ekstraheerimist ja puhastamist).

Nouded meetoditele, mille puhul kasutatakse koiki kuut isotoopmaérgis-
tatud mittedioksiinitaolise PCB analoogi:

a) tulemustesse viiakse sisse sisestandardite saagiseid arvestav parand;
b) isotoopmairgistatud sisestandardi saagis peab olema 60—120 %;

¢) individuaalsetel analoogidel, mille osatdhtsus mittedioksiinitaoliste
PCBde summas on alla 10 %, vdivad olla viiksemad vodi suuremad
saagised.

Nouded meetoditele, mille puhul ei kasutata koiki kuut isotoopmaérgis-
tatud sisestandardit voi kasutatakse muid sisestandardeid:

a) kontrollitakse iga proovi sisestandardi(te) saagist;

Vajaduse korral jargitakse dokumendis ,,Guidance Document on the Estimation of LOD

and LOQ for Measurements in the Field of Contaminants in Feed and Food” (Juhend
avastamispiiri ja madramispiiri hinnangulise vadrtuse madramiseks soddas ja toidus esine-
vate saasteainete mdotmisel) (http://ec.europa.eu/food/safety/animal-feed en) kirjeldatud
pdhimotteid.

On viga soovitatav, et reaktiiviga tiihiproovi tulemus oleks vidike vorreldes proovis
leiduva saasteaine sisaldusega. Labor on kohustatud kontrollima tithiproovi tulemuste
varieeruvust, eriti siis, kui tihiproovi tulemus tuleb lahutada.
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7.5.

10.

10.1.

10.2.

10.3.

10.4.

10.5.

b) sisestandardi(te) saagis peab olema 60-120 %;

c) tulemustesse viiakse sisse sisestandardite saagiseid arvestav parand.

Mirgistamata analoogide saagiseid kontrollitakse rikastatud proovide vdi
kvaliteedikontrolli proovidega, milles uuritava aine kontsentratsioon on
piirnormi ldhedane. Selliste analoogide aktsepteeritavad saagised on
60-120 %.

Nouded laboritele

Vastavalt miirusele (EU) nr 882/2004 peavad laborid olema ISO
juhendi 58 kohaselt tegutseva tunnustatud asutuse poolt akrediteeritud,
millega tagatakse, et laborid kohaldavad analiiiisimisel kvaliteeditagamis-
siisteemi. Laborid tuleb akrediteerida standardi EN ISO/IEC 17025
kohaselt. Peale selle jéargitakse vajaduse korral pohimdtteid, mida on
kirjeldatud tehnilistes suunistes, milles kisitletakse moodteméadramatuse
ja madramispiiride hinnangulise vairtuse madramist PCBde analiiiisi-
misel (1).

Tulemuslikkuse niitajad: piirnormile vastava mittedioksiinitaoliste
PCBde summaarse sisalduse suhtes kohaldatavad kriteeriumid

Isotooplahjendusega

. . Muud todid
massispektromeetria (') uud meetodt

Tdesus — 20 kuni +20 % | — 30 kuni + 30 %
Vahetépsus (RSD %) <15% <20 %
Ulemise ja alumise tdkke <20 % <20 %

erinevus

(") Noutav on kdigi kuue '*C-ga mirgistatud analoogi kasutamine sisestandardina.

Tulemuste esitamine

Selleks et katseprotokoll sisaldaks vdimalikult palju andmeid ja vdimal-
daks tulemuste tdlgendamist konkreetsetest nduetest ldhtuvalt, peavad
analiiisitulemused hdlmama iga iiksiku mittedioksiinitaolise PCB sisal-
dust ja nende PCB analoogide summaarset sisaldust ning olema esitatud
alumise ja iilemise tokke ning vahevéairtusena.

Protokollis esitatakse PCBde ekstraheerimiseks kasutatud meetod.

Uksikute sisestandardite saagised tuleb esitada juhul, kui need jadvad
véljapoole punktis 7 nimetatud vahemikku, kui on tletatud piirnorm
voi muudel juhtudel, kui ndutakse teatamist.

Kuna proovi nduetekohasuse hindamisel tuleb arvestada mddtmise
laiendméiramatust, esitatakse ka see nditaja. Analiiiisitulemused tuleb
seega esitada kujul x +/— U, kus x on analiiiisitulemus ja U on mddtmise
laiendmédramatus, kusjuures arvutamisel kasutatakse kattetegurit 2, mis
annab ligikaudu 95 % usaldusnivoo.

Tulemused tuleb esitada samades hikutes ja vihemalt sama tiivenum-
brite arvuga, nagu on direktiiviga 2002/32/EU sitestatud piirnormid.

(*) Kehtivad nduded pdhinevad TEFidel, mis on avaldatud artiklis: M. van den Berg et al.,
Toxicol Sci 93 (2), 223-241 (2006).
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VI LISA

ANALUUSIMEETODID LOOMSE PARITOLUGA OSAKESTE MAARA-
MISEKS SOODA AMETLIKUL KONTROLLIMISEL

1. EESMARK JA REGULEERIMISALA

Loomse péritoluga komponendid s66das méératakse valgusmikros-
koopia vdi poliimeraasi ahelreaktsiooni (PCR) abil vastavalt kées-
olevas lisas esitatud sitetele.

Nende kahe meetodi abil on vdimalik tuvastada loomse péritoluga
osakeste esinemist so0damaterjalides ja segajousdodas. Nende
meetodite abil ei ole siiski vOimalik arvutada selliste osakeste
hulka s66damaterjalides voi segajouséddas. Molema meetodi avas-
tamispiir on alla 0,1 massiprotsendi.

Poliimeraasi ahelreaktsiooni (PCR) meetodi abil on vdimalik tuvas-
tada, millisesse taksonoomilisse rithma kuuluvad s66damaterjalides
ja segajousdoddas esinevad loomse paritoluga osakesed.

Neid meetodeid kasutatakse miiruse (EU) nr 999/2001 artikli 7
16ikes 1 ja IV lisas ning midruse (EU) nr 1069/2009 artikli 11
16ikes 1 sétestatud keeldude kohaldamise kontrolliks.

Soltuvalt kontrollitava s66da liigist voib neid meetodeid kasutada
ihe katse-ceskirja raames kas eraldi voi koos vastavalt ELi refe-
rentlabori poolt kehtestatud ja labori veebisaidil avaldatud stan-
dardsele tookorrale s6ddas leiduvate loomsete valkude médrami-
seks (EURL-AP) ().

2. MEETODID
2.1. Valgusmikroskoopia
2.1.1. » M7 Péhimite

Loomse péritoluga osakesed, mis vodivad esineda analiiiisimiseks
saadetud sdoodamaterjalides ja segasoddas, tehakse kindlaks tiitipi-
liste mikroskoobiga nihtavate tunnuste alusel (nt lihaskiud ja muud
lihaosakesed, kohr, luu- voi sarveosakesed, karvad, harjased, veri,
piima gloobulid, laktoosikristallid, suled, munakoored, kalaluud,
soomused). <«

2.1.2. Reaktiivid ja seadmed
2.1.2.1. Reaktiivid
2.1.2.1.1. Kontsentreeriv aine

2.1.2.1.1.1.  Tetrakloroetiileen (tihedus 1,62)
2.1.2.1.2. Virvimisreaktiiv

2.1.2.1.2.1.  Alisariinpunase lahus (lahjendada 2,5 ml 1 M soolhapet 100 ml
vees ja lisada saadud lahusele 200 mg alisariinpunast)

2.1.2.1.3. Kinnitid
2.1.2.1.3.1. Leelis (NaOH 2,5 % w/v v6i KOH 2,5 % w/v)

(") http://eurl.craw.eu/
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2.1.2.1.3.2.

2.1.2.1.3.3.

2.1.2.14.

2.1.2.14.1.

2.1.2.14.2.

2.1.2.1.43.

2.1.2.1.4.4.

2.1.2.1.5.
2.1.2.1.5.1.
2.1.2.1.5.2.
2.1.2.1.6.
2.1.2.1.6.1.
2.1.2.2.
2.1.22.1.
2.1.2.22.

2.1.2.2.3.

2.1.2.2.4.

» M7 Gliitserool (lahjendamata, viskoossus: 1490 cP) vdi kinniti,
millel on vordvédiarsed omadused mittepiisiva vaatluspreparaadi
valmistamiseks. <«

Norland ® Optical Adhesive 65 (viskoossus: 1 200 cP) vdi vaik,
millel on nimetatud vahendiga vordvédiarsed omadused objekti-
klaasil piisipreparaadi valmistamiseks.

Virvivate omadustega kinnitid

Lugoli lahus (lahustada 2 g kaaliumjodiidi 100 ml vees ja lisada
pidevalt loksutades 1 g joodi)

Tsiistiini mddramise reaktiiv (2 g pliiatsetaati, 10 g NaOH 100 ml
vees)

Fehlingi reaktiiv (valmistatakse enne kasutamist pdhilahuste A ja B
vordsetest kogustest (1/1). Lahus A: lahustada 6,9 g vask(II)sul-
faatpentahiidraati 100 ml vees. Lahus B: lahustada 34,6 g kaalium-
naatriumtartraattetrahiidraati ja 12 g NaOH 100 ml vees)

Tetrametiiiilbensidiin/vesinikperoksiid ~ (lahustada 1 g 3,3',5,5'
tetrametiiiilbensidiini (TMB) 100 ml jad-addikhappes ja 150 ml
vees. Enne kasutamist segada 4 osa saadud TMB lahust 1 osa 3-
protsendilise vesinikperoksiidiga)

Loputusained

Etanool > 96 % (tehniline)

Atsetoon (tehniline)

Pleegitav reaktiiv

Kaubanduslik naatriumhiipokloriti lahus (9—-14 % aktiivkloori)
Seadmed

Analiiiitiline kaal tdpsusega 0,001 g

» M7 Jahvatusseade: Idiketeradega voi rootorveski. Kui kasuta-
takse rootorveskit, ei tohi kasutada sdelasid, mille vorguava on <
0,5 mm <«

»M7 0,25 mm ja 1 mm ruudukujuliste vorguavadega sdelad.
Materjalikao viltimiseks ei tohiks sdelade diameeter iiletada
10 cm, vilja arvatud proovi eelsdelumisel. SGelade kalibreerimine
ei ole ndutav <«

250 ml kooniline klaasist jaotuslehter, mille koonuse pohjas on
teflonist voi lihvklaasist korkkraan. Korkkraani ava 1abimdot
peab olema > 4 mm. Alternatiivina v3ib kasutada koonilise
pohjaga selitusklaasi, kui labor on tdestanud, et tuvastatav kontsen-
tratsioon on sama kui koonilise klaasist jaotuslehtri kasutamise
puhul.

Jaotuslehter

250 ml

4 mm |abimoot
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2.1.2.2.5.

2.1.2.2.6.

2.1.2.2.7.
2.1.2.2.8.

2.1.2.2.9.
2.1.2.2.10.
2.1.2.2.11.

2.1.3.
2.1.3.1.

2.1.3.2.

2.1.3.3.
2.1.33.1.

2.1.33.2.

2.1.3.3.3.

2.133.4.

Vihemalt 6,5-40-kordse suurendusvahemikuga stereomikroskoop

Viahemalt 100-400-kordse suurendusvahemikuga kombineeritud
mikroskoop, mida saab kasutada vaatluseks ldbiva valgusega
valgevilja meetodil. Lisaks vOib kasutada polariseeritud valgust
ja diferentsiaalset interferentskontrasti

Tavalised klaasist laborinoud

Vaatluspreparaadi valmistamise vahendid: tavalised mikroskoobi
objektiklaasid, siivendiga objektiklaasid, katteklaasid (20 x
20 mm), pintsetid, Ghuke spaatel

Laboriahi
Tsentrifuug

Filterpaber: kvalitatiivseks analiilisiks sobiv tselluloosfilter (poori
suurus 4-11 pm)

Proovi votmine ja ettevalmistamine
» M7 Proovi vdtmine

Maidramiseks kasutatakse kdesoleva madruse I lisa sdtete kohaselt
voetud representatiivset proovi. <«

Ettevaatusabindud

Laboratoorse ristsaastumise viéltimiseks tuleb kdik taaskasutatavad
seadmed enne kasutamist hoolikalt puhastada. Jaotuslehtri osad
tuleb enne puhastamist lahti votta. Jaotuslehtri osad ja klaasnoud
pestakse koigepealt kisitsi ja seejirel pesumasinas. Soelu tuleb
puhastada jdikade harjastega siinteetilise harjaga. Pérast rasvaste
materjalide, nditeks kalajahu soelumist on soovitav sdelu puhastada
atsetooni ja surudhuga.

Muude kui rasva- ja oliproovide ettevalmistamine

» M7 Proovide kuivatamine: proovid niiskusesisaldusega > 14 %
kuivatatakse enne Kkiitlemist vastavalt kdesoleva maddruse III
lisale. «.

» M7 Proovide eelsdelumine: selleks et koguda teavet sdoda
vOimaliku keskkonnatekkelise saastumise kohta, on soovitav
granuleeritud sootasid ja seemneid ldbi 1 mm ava eelsdeluda ja
seejérel kaks saadud fraktsiooni, mida tuleb késitada eraldiseisvate
proovidena, ette valmistada, analiilisida ja nende kohta aruanne
koostada. «

Osaproovide votmine ja peenestamine: vdhemalt 50 g proovist
voetakse analiiiisimiseks ja peenestatakse.

Sademe ekstraheerimine ja ettevalmistamine: 10 g (tdpsusega 0,01
g) suurune kogus jahvatatud osaproovist pannakse jaotuslehtrisse
voi koonilise pdhjaga selitusklaasi ja lisatakse 50 ml tetrakloroetii-
leeni. Lehtrisse viidav kogus on maksimaalselt 3 g, kui tegemist on
kalajahu v3i muu puhtalt loomse saaduse, mineraalse komponendi
voi eelseguga, mis tekitab rohkem kui 10 % sadet. Segu loksuta-
takse tugevasti vahemalt 30 sekundit ja seejérel lisatakse ettevaat-
likult veel vdhemalt 50 ml tetrakloroetiileeni, loputades sellega
lehtri sisepinda, et eemaldada koik sellele jaddnud osakesed. Saadud
segul lastakse seista vihemalt 5 minutit, enne kui sade eraldatakse
korkkraani avamisega.

Koonilise pdhjaga selitusklaasi kasutamisel segatakse segu tuge-
vasti vahemalt 15 sekundit ja pestakse klaasi sisepinnalt vdhemalt
10 ml tetrakloroetiileeniga hoolikalt maha kdik kinni jadnud
osakesed. Segul lastakse 3 minutit seista ja segatakse uuesti 15
sekundit ning pestakse klaasi sisepinnalt vdhemalt 10 ml puhta
tetrakloroetiileeniga hoolikalt maha kdik kinni jadnud osakesed.
Saadud segul lastakse seista vdhemalt 5 minutit ning seejirel
vedel osa eemaldatakse ja valatakse dra hoolika dekanteerimisega,
jélgides, et sade jadks tdielikult alles.
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2.1.3.3.5.

2.1.3.3.6.

2.1.3.4.

2.13.5.

Sade kogutakse lehtrisse asetatud filterpaberile, et vdimaldada
iilejadnud tetrakloroetiileeni eraldamist, véltides samal ajal sademes
rasva kogunemist. Sade kuivatatakse. Seejédrel on soovitatav sade
kaaluda (tdpsusega 0,001 g), et méddrata sadestumise aste. Lopuks
sdelutakse sade 0,25 mm sdelaga ja uuritakse kahte saadud frakt-
siooni, vélja arvatud juhul, kui sdelumist ei peeta vajalikuks.

Heljumi ekstraheerimine ja ettevalmistamine: pérast sademe eralda-
mist eespool kirjeldatud meetodi abil peab jaotuslehtrisse jddma
kaks faasi: vedel faas, mis koosneb tetrakloroetiileenist, ja helju-
mist saadud tahke faas. Tahke faas on heljum ja selle saamiseks
lastakse tetrakloroetiileen lehtrist taielikult vélja korkkraani avami-
sega. Jaotuslehter pdoratakse iimber ja valatakse heljum suurde
Petri tassi ning kuivatatakse Shu kédes tdmbe all. Kui heljumis on
rohkem kui 5 % osakesi suurusega > 0,50 mm, soelutakse see
0,25 mm soelaga ja uuritakse molemat saadud fraktsiooni.

Léhtematerjali ettevalmistamine: valmistatakse ette vdhemalt 5 g
suurune jahvatatud osaproov. Kui rohkem kui 5 % materjalist
koosneb osakestest suurusega > 0,50 mm, sdelutakse see
0,25 mm sdelaga ja uuritakse molemat saadud fraktsiooni.

Rasvast ja dlist koosnevate proovide ettevalmistamine

Rasvast ja olist koosnevate proovide ettevalmistamiseks voib kasu-
tada jargmist eeskirja:

— kui rasv on tahke, soojendatakse seda ahjus kuni vedeldumi-
seni;

— pipeti abil viiakse 40 ml rasva vdi Oli proovi pdhjast
tsentrifuugitopsi;

— tsentrifuugitakse 10 minutit kiirusel 4 000 p/min;

— kui rasv on pérast tsentrifuugimist tahke, soojendatakse seda
ahjus kuni vedeldumiseni;

— tsentrifuugimist korratakse 5 minutit kiirusel 4 000 p/min;

— viikese lusika v3i spaatli abil viiakse pool dekanteeritud lisan-
ditest uurimiseks mikroskoobi objektiklaasile, kinnitina soovi-
tatakse kasutada gliitserooli;

— iilejadnud lisandeid kasutatakse sademe ettevalmistamiseks
vastavalt punktile 2.1.3.3.

Vérvimisreaktiivide kasutamine

Loomset péritolu osakeste nduetekohase kindlakstegemise hdlbus-
tamiseks vOib katse teostaja kasutada proovide ettevalmistamisel
véarvimisreaktiive kooskdlas EURL-AP koostatud juhistega, mis
on avaldatud labori veebisaidil.

Kui sademe virvimiseks kasutatakse alisariinpunase lahust, kasuta-
takse jargmist eeskirja:

— kuivatatud sade pannakse katseklaasi ja loputatakse kaks korda
umbes 5 ml etanooliga (iga kord kasutatakse pdorissegajat 30
sekundit, lahustil lastakse umbes iiks minut ja 30 sekundit
settida ja lahusti kallatakse &ra);

— sade pleegitatakse vdhemalt 1 ml naatriumhiipokloriti lahuse
lisamisega. Reaktsioonil lastakse kesta 10 minutit. Katseklaas
taidetakse veega, sademel lastakse 2—3 minutit settida ning vesi
ja suspendeeritud osakesed kallatakse ettevaatlikult &ra;
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2.1.4.

2.1.4.1.

2.1.4.2.

— sadet loputatakse veel kaks korda umbes 10 ml veega
(kummalgi korral kasutatakse poorissegajat 30 sekundit,
lastakse settida ja vesi kallatakse dra);

— lisatakse 2-10 tilka alisariinpunase lahust ja segu segatakse
poorissegajaga. Reaktsioonil lastakse kesta 30 sekundit ja
vérvitud sadet loputatakse kaks korda umbes 5 ml etanooliga
ja seejdrel liks kord atsetooniga (iga kord kasutatakse poorisse-
gajat 30 sekundit, lahustil lastakse umbes 1 minut selgida ja
kallatakse ra);

— vérvitud sade kuivatatakse.

Mikroskoopiline uurimine

Vaatluspreparaadi ettevalmistamine

Sademest ja katse teostaja valikul kas heljumist voi lédhteainest
valmistatakse vaatluspreparaadid.

On vaja ette valmistada piisav arv vaatluspreparaate, et tagada
punktis 2.1.4.2 esitatud uurimiseeskirja tdies ulatuses teostamine.

Vaatluspreparaadid peavad olema kinnitatud nduetekohaste kinni-
tite abil vastavalt EURL-AP standardsele tookorrale, mis on aval-
datud labori veebisaidil. Vaatluspreparaadid peavad olema kaetud
katteklaasidega.

Vaatluse voodiagramm loomse péritoluga osakeste tuvastamiseks
segasdddas ja sd0damaterjalis

Mikroskoobiga vaatlemiseks ettevalmistatud preparaate vaadeldakse
vastavalt joonistel 1 ja 2 esitatud vaatluse voodiagrammidele.

Sademe mikroskoobiga vaatlemiseks kasutatakse kombineeritud
mikroskoopi ja soltuvalt katse teostaja valikust uuritakse kas
heljumit voi ldhtematerjali. Jimedama fraktsiooni uurimiseks voib
peale kombineeritud mikroskoobi kasutada ka stereomikroskoopi.
Koiki vaatluspreparaate uuritakse pdohjalikult, kasutades erinevaid
suurendusi. Téapsed selgitused vaatluse voodiagrammide kasutamise
kohta esitatakse standardses tookorras, mille on koostanud ja oma
veebisaidil avaldanud loomasdddas sisalduvate loomsete valkude
liidu referentlabor.

Vaatluse voodiagrammi igas etapis vaadeldavate vaatluspreparaa-
tide miinimumarvust tuleb rangelt kinni pidada, vilja arvatud juhul,
kui kogu fraktsiooni materjalist ei ole vdimalik saada ndutavat arvu
vaatluspreparaate, nditeks juhul, kui sadet ei saadud. Osakeste arvu
registreerimiseks vaadeldakse ithe madramise kdigus kuni kuut
vaatluspreparaati.

Kui heljumist v3i ldhtematerjalist valmistatakse tdiendavad vaatlus-
preparaadid, kasutades spetsiifilisemat punktis 2.1.2.1.4 nimetatud
véarvivate omadustega kinnitit, et tdpsemalt iseloomustada struk-
tuure (nt suled, karvad, lihaskiud vdi vereosakesed), mis on avas-
tatud muude punktis 2.1.2.1.3 nimetatud kinnitite abil valmistatud
vaatluspreparaatidel, loendatakse osakesed, vdttes ithe médramise
kaigus arvesse kuni kuut vaatluspreparaati, mille hulgas on spetsii-
filisema kinnitiga tdiendavad vaatluspreparaadid.

Katse teostaja vOib osakeste laadi ja péritolu kindlakstegemise
holbustamiseks kasutada abivahendeid, nditeks otsustamise tugisiis-
teeme, fotoarhiive ja etalonproove.
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Joonis 1

Vaatluse voodiagramm loomse piritoluga osakeste tuvastamiseks segaséodas
ja soodamaterjalis esimesel médramisel

(D1 ja D2 viitavad esimesele ja teisele méddramisele; *: selgroogsed maismaa-
loomad, kalad)

3 vaatluspreparaati < 0,25 mm sademest

¥
1 vaatiuspreparaat < 0,25 mm heljumist
/i lahteaine

Seda tulipi materjali puhul
esitatakse tulemused
vastavalt punktile 2.1.5.2

Ras tuvastati >
eri laadi® loomse paritoluga
osakest?

JAH

Seda taipi materjali puhul
esitatakse tulemused
vastavalt punktile 2.1.5.3

Milline on igat laadi
osakeste arv'?

1 vaatluspreparaat
= 0,25 mm
sademest

as tuvastati = 5
eri laadi* loomse péaritoluga
osakest?

JAH

osakeste laad
vastab deklareeritud
sisaldusele?

1 vaatluspreparaat
= 0,25 mm
heljumist voi lahteainest

as tuvastat
teatavat laadi*
gomseid osakesiZ

JAH

Seda tidpi materjali puhul

esitatakse tulemused
vastavalt punktile 2.1.5.1
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Joonis 2

Vaatluse voodiagramm loomse piritoluga osakeste tuvastamiseks segaséodas
ja soodamaterjalis teisel midramisel

(D1 ja D2 viitavad esimesele ja teisele méddramisele; *: selgroogsed maismaa-
loomad, kalad)

3 vaatluspreparaati < 0,25 mm sademest

+

Seda titpi materjali puhul
esitatakse tulemused
vastavalt punktile 2.1.5.2

eri laadi* loomse péaritoluga
osakest?

amalaadsete®
1 vaatluspreparaat osakeste
> 0,25 mm summa voodiagrammide
sademest alusel

(as tuvastati =5
eri laadi* loomse paritoluga
osakest?

JAH

Seda tidpi materjali puhul
esitatakse tulemused
vastavalt punktile 2.1.5.3

1 vaatluspreparaat
> 0,25 mm
heljumist voi lahteainest
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2.1.4.3.

2.1.5.1.

> M7 Miiramiste arv

Masdramised tehakse eri osaproovidega, millest igaiiks kaalub 50 g.

Kui joonisel 1 esitatud vaatluse voodiagrammi kohaselt tehtud
esimese méadramise tulemusena ei tuvastata loomse péritoluga
osakesi, ei ole tdiendav madramine vajalik ning analiiiisi tulemus
esitatakse, kasutades punkti 2.1.5.1 sdnastust.

Kui joonisel 1 esitatud vaatluse voodiagrammi kohaselt tehtud
esimese madramise tulemusena tuvastatakse liks vOi mitu teatavat
laadi loomse péritoluga osakest (st selgroogsetelt maismaalooma-
delt voi kaladelt parit osakesed) ning leitud osakeste laad vastab
proovi kohta deklareeritud sisaldusele, ei ole teistkordset méadramist
vaja. Kui teatavat laadi loomse péritoluga osakeste arv on esimesel
méadramisel suurem kui 5, esitatakse analiilisi tulemus loomse
osakese laadi kaupa, kasutades punkti 2.1.5.3 sonastust. Muudel
juhtudel esitatakse analiilisi tulemus loomse osakese laadi kaupa,
kasutades punkti 2.1.5.2 sdnastust.

Muudel juhtudel, sealhulgas juhul, kui laborile ei ole deklareeritud
sisaldust, tehakse uus méidramine uue osaproovi pdhjal.

Kui joonisel 2 esitatud vaatluse voodiagrammi kohaselt tehtud teise
médramise tulemusena on kahe midramisega tuvastatud vastavat
laadi loomse péritoluga osakeste summa suurem kui 10, esitatakse
analiiisi tulemus, kasutades punkti 2.1.5.3 sOnastust. Muudel
juhtudel esitatakse analiiiisi tulemus, kasutades punkti 2.1.5.2 sona-
stust. <

» M7 Tulemuste esitamine

Tulemuste esitamisel teatab labor, millist tiilipi materjali analiilisiti
(sade, heljum vdi ldhteaine). Aruandes niidatakse selgelt, mitu
médramist on tehtud ja kas vaatluspreparaatide ettevalmistamisele
eelnev fraktsioonide sdelumine vastavalt punkti 2.1.3.3.4 viimasele
1digule on é&ra jaetud.

Labori aruanne peab sisaldama vdhemalt teavet selgroogsetest
maismaaloomadest ja kalast périt osakeste leidumise kohta.

Erinevad tulemused esitatakse jargmiselt.

Ei tuvastatud iihtki konealust laadi loomse péritoluga osakest:

— ,,Valgusmikroskoopia abil ei tuvastatud analiiiisimiseks esitatud
proovis selgroogsetest maismaaloomadest saadud osakesi.”

— ,,Valgusmikroskoopia abil ei tuvastatud analiiiisimiseks esitatud
proovis kalast saadud osakesi.”
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2.1.5.2.

2.1.5.3.

Uhe médramise kiigus tuvastati 1-5 teatavat laadi loomset osakest,
voi kahe médramise kdigus tuvastati 1-10 teatavat laadi osakest
(tuvastatud osakeste arv on vdiksem kui otsustuspiir, mille looma-
s60das sisalduvate loomsete valkude Euroopa Liidu referentlabor
on standardses tookorras kehtestanud ning oma veebisaidil aval-
danud) (1):

Kui on tehtud ainult iiks méadramine:

— ,,Valgusmikroskoopia abil ei tuvastatud esitatud proovis
rohkem kui viis selgroogsetest maismaaloomadest saadud
osakest. Osakesed maédratleti kui... [kondid, kohr, lihaskiud,
karv, sarv...]. Selline viike sisaldus on allpool selle mikroskoo-
pilise meetodi jaoks kehtestatud otsustuspiiri.”

— ,,Valgusmikroskoopia abil ei tuvastatud esitatud proovis
rohkem kui viis kalast saadud osakest. Osakesed maédratleti
kui... [kalaluu, kalasoomus, kohr, lihaskiud, otoliit, 16pus...].
Selline vidike sisaldus on allpool selle mikroskoopilise meetodi
jaoks kehtestatud otsustuspiiri.”

Kui on tehtud kaks médramist:

— ,,Valgusmikroskoopia abil ei tuvastatud esitatud proovis kahe
méadramise kdigus rohkem kui kiimme selgroogsetest maismaa-
loomadest saadud osakest. Osakesed maératleti kui... [kondid,
kohr, lihaskiud, karv, sarv...]. Selline viike sisaldus on allpool
selle mikroskoopilise meetodi jaoks kehtestatud otsustuspiiri.”

— ,,Valgusmikroskoopia abil ei tuvastatud esitatud proovis kahe
madramise kdigus rohkem kui kiimme kalast saadud osakest.
Osakesed mddratleti kui... [kalaluu, kalasoomus, kdhr, lihas-
kiud, otoliit, 1dpus...]. Selline viike sisaldus on allpool selle
mikroskoopilise meetodi jaoks kehtestatud otsustuspiiri.”

Peale selle:

— Proovi eelsdelumise puhul mérgib labor, millises fraktsioonis
(sGelutud fraktsioon, granuleeritud fraktsioon vdi seemned) on
tuvastatud loomse péritoluga osakesi, kuna ainult soelutud
fraktsioonist tuvastatud loomse paritoluga osakesed vodivad
tdhendada keskkonnatekkelist saastumist.

— Kui tuvastatakse ainult sellised loomsed osakesed, mida ei saa
liigitada selgroogsetelt maismaaloomadelt ega kaladelt périt
osakesteks (nt lihaskiud), mérgitakse aruandes, et tuvastati
ainult sellised loomsed osakesed ja ei saa vilistada, et need
parinevad selgroogsetelt maismaaloomadelt.

Uhe médramise kiigus tuvastati rohkem kui viis teatavat laadi
loomset osakest v0i kahe méairamise kdigus tuvastati rohkem kui
kiimme teatavat laadi osakest:

(") http://eurl.craw.eu/
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2.2.
2.2.1.

22.2.
222.1.
22.2.1.1.

22.2.1.2.

Kui on tehtud ainult iiks méidramine:

— ,,Valgusmikroskoopia abil tuvastati esitatud proovis rohkem kui
viis  selgroogsetest ~maismaaloomadest saadud  osakest.
Osakesed madratleti kui... [kondid, kohr, lihaskiud, karv,
sarv...].”

— ,,Valgusmikroskoopia abil tuvastati esitatud proovis rohkem kui
viis kalast saadud osakest. Osakesed madratleti kui... [kalaluu,
kalasoomus, kdohr, lihaskiud, otoliit, 16pus...].”

Kui on teostatud kaks méaramist:

— ,,Valgusmikroskoopia abil tuvastati esitatud proovis kahe
madramise kdigus rohkem kui kiimme selgroogsetest maismaa-
loomadest saadud osakest. Osakesed maératleti kui... [kondid,
kohr, lihaskiud, karv, sarv...].”

— ,,Valgusmikroskoopia abil tuvastati esitatud proovis kahe
médramise kdigus rohkem kui kiimme kalast saadud osakest.
Osakesed maddratleti kui... [kalaluu, kalasoomus, kohr, lihas-
kiud, otoliit, 16pus...].”

Peale selle:

— Proovi eelsdelumise puhul mérgib labor, millises fraktsioonis
(sdelutud fraktsioon, granuleeritud fraktsioon vdi seemned) on
tuvastatud loomse piritoluga osakesi, kuna ainult sdelutud
fraktsioonist tuvastatud loomse paritoluga osakesed vodivad
tihendada keskkonnatekkelist saastumist.

— Kui tuvastatakse ainult sellised loomsed osakesed, mida ei saa
liigitada selgroogsetelt maismaaloomadelt ega kaladelt périt
osakesteks (nt lihaskiud), mérgitakse aruandes, et tuvastati
ainult sellised loomsed osakesed ja ei saa vilistada, et need
parinevad selgroogsetelt maismaaloomadelt. <«

Poliimeraasi ahelreaktsioon (PCR)
Pohimote

Loomse piritoluga desoksiiribonukleiinhappe (DNA) fragmendid,
mis viivad esineda sdodamaterjalides ja segajoustodas, tuvasta-
takse poliimeraasi ahelreaktsiooni abil geeni kordistamise
meetodiga, mis on suunatud liigispetsiifilise DNA-jirjestuse
tuvastamisele.

PCR-meetodi puhul on kdigepealt ndutav DNA eraldamine. Selli-
selt saadud DNAga tehakse geeni kordistamine, et tuvastada
katsega kontrollitavaid loomaliike.

Reaktiivid ja seadmed
Reaktiivid
DNA eraldamise reaktiivid

Kasutatakse ainult EURL-AP labori poolt heaks kiidetud ja labori
veebisaidil avaldatud reaktiive.

Geeni kordistamise reaktiivid
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2.2.2.1.2.1. Praimerid ja sondid
Kasutatakse ainult EURL-AP poolt valideeritud oligonukleotiidide
jarjestusega praimereid ja sonde (V).

2.2.2.1.2.2.  Master Mix

Kasutatakse ainult neid Master Mix’i lahuseid, mis ei sisalda reak-
tiive, mis loomse DNA juuresoleku tottu voivad anda vale
tulemuse (%).

2.2.2.1.2.3. Saastusest puhastamise reaktiivid
2.2.2.1.2.3.1. Soolhappe lahus (0,1N).

2.2.2.1.2.3.2. Pleegitav reaktiiv (0,15 % aktiivklooriga naatriumhiipokloriti
lahus)

2.2.2.1.2.3.3. Kallite seadmete, nagu analiiiitiliste kaalude (nditeks MP Biomedi-
cals DNA Erase'™) saastusest puhastamiseks ettendhtud mittes6o-
vitavad reaktiivid

2222. Seadmed

2.2.22.1. Analiiiitilised kaalud tapsusega 0,001 g

2.2.22.2. Jahvatusseadmed

22223. Reaalajas PCR tegemist voimaldav termotsiikler
22224 Mikrotsentrifuug mikrotsentrifuugitopside jaoks
222.2.5. 1 pul — 1000 pl pipeteerimist voimaldavad mikropipetid

2.2.22.6. Standardsed plastikust molekulaarbioloogia vahendid: mikrotsentri-
fuugitopsid, mikropipettide filtriga plastikotsikud, termotsiikleri
plaadid.

2222.7. Proovide ja reaktiivide hoidmiseks ettendhtud kiilmikud

2.2.3. Proovi véotmine ja proovi ettevalmistamine

2.23.1. Proovi votmine
Masdramiseks kasutatakse 1 lisa kohaselt vdetud representatiivset
proovi.

2.2.3.2. Proovi ettevalmistamine

Laboriproovide ettevalmistamine kuni DNA eraldamiseni teosta-
takse vastavalt II lisas sédtestatud nduetele. Vahemalt 50 g proovist
voetakse analiiiisimiseks osaproovid ja peenestatakse.

Proovi ettevalmistamine teostatakse muudes ruumides kui DNA
eraldamiseks ja geeni kordistamiseks ettendhtud ruumid vastavalt
standardile ISO 24276.

Ette valmistatakse kaks proovi suurusega vdhemalt 100 mg.

2.2.4. DNA eraldamine

Iga proovi DNA eraldatakse vastavalt ELi referentlabori EURL-AP
kehtestatud ja labori veebisaidil avaldatud standardsele tookorrale.

Iga eraldamise puhul tehakse kaks eraldamise kontrollkatset vasta-
valt standardile ISO 24276:

— eraldamise tihikatse,

— DNA eraldamise positiivne kontrollkatse.

(") Iga uuritava loomaliigi jaoks olemasolevate praimerite ja sondide loeteluga saab tutvuda
EURL-AP veebisaidil.
(®) Vajalike Master Mix’i lahuste niited on esitatud EURL-AP veebisaidil.
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2.2.5.

2.2.6.

2.2.6.1.

2.2.6.2.

Geeni kordistamine

Geeni kordistamine teostatakse koikide kontrollimist vajavate
liikkide jaoks valideeritud meetodite abil. Need meetodid on esitatud
ELi referentlabori EURL-AP poolt kehtestatud ja labori veebisaidil
avaldatud standardses tookorras. Iga eraldatud DNA-proovi analiiii-
sitakse vdhemalt kahe erineva lahjendusega, et hinnata inhibeeri-
mist.

Iga sihtliigi kohta tehakse kaks kordistamise kontrollkatset vasta-
valt standardis ISO 24276 kirjeldatud meetodile:

— igal plaadil vdi PCR-katsete seerias kasutatakse sihtliigi DNA
positiivset kontrolli;

— igal plaadil voi PCR-katsete seerias kasutatakse kordistusreak-
tiivi kontrolli (mida nimetatakse ka matriitsita kontrolliks).

Tulemuste télgendamine ja esitamine

Tulemuste esitamisel teatab labor vdhemalt kasutatud proovide
massi, kasutatud ekstraheerimismeetodi, teostatud méadramiste
arvu ja meetodi avastamispiiri.

Tulemusi ei tdlgendata ega esitata, kui DNA eraldamise positiivne
kontrollproov ja DNA positiivne sihtkontrollproov ei anna katsega
kontrollitava sihtliigi puhul positiivseid tulemusi, samas kui kordis-
tamisreaktiivi kontroll on negatiivne.

Kui kahe proovi tulemused ei ole kooskdlas, korratakse vihemalt
geeni kordistamist. Kui labor kahtlustab, et nimetatud lahkumineku
pShjuseks vOib olla DNA eraldamine, tehakse enne tulemuste
tolgendamist uus DNA eraldamine ja seejérel geeni kordistamine.

Tulemuste 16plik védljendamine peab pohinema kahe proovi tule-
muste ithendamisel ja tdlgendamisel vastavalt ELi referentlabori
EURL-AP poolt kehtestatud ja labori veebisaidil avaldatud stan-
dardsele tookorrale.

Negatiivne tulemus

Negatiivne tulemus esitatakse jargmiselt:

Analiitisimiseks esitatud proovis ei tuvastatud Xst parinevat DNAd
(X on katsega kontrollitav loomaliik voi liikide rithm).

Positiivne tulemus

Positiivne tulemus esitatakse jargmiselt:

Analiiiisimiseks esitatud proovis tuvastati Xst parinev DNA (X on
katsega kontrollitav loomaliik voi liikide rithm).
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VII LISA

KODULINDUDE SOODA  ENERGIASISALDUSE ARVUTAMISE
MEETOD

1. Energiasisalduse arvautamine ja viljendamine

Kodulindude segasddda energiasisaldus tuleb arvutada teatavate s66das sisal-
duvate analiiiitiliste koostisosade protsendimédéra pohjal vastavalt allpool
esitatud valemile. Energiasisaldus viljendatakse ainevahetuses tekkiva
energiana (ME) (lammastiku suhtes korrigeerituna) megadzaulides (MJ)
segasd0da kilogrammi kohta:

Ainevahetuses tekkiv energia (MJ/kg) = 0,1551 x kogu valgu protsent +
0,3431 x kogu rasva protsent + 0,1669 x tirklise protsent + 0,1301 x
sahharoosina véljendatud tildsuhkru protsent

2. Avaldatud viirtuse lubatud hilbed
Kui ametlikul kontrollimisel ilmneb erinevus (s66da energiasisaldus on
suurem vdi véiksem) kontrollitulemuste ja avaldatud energiasisalduse
vahel, on ainevahetuses tekkiva energia lubatud minimaalne halve 0,4 MJ/kg.
3. Tulemuste viljendamine
Eespool esitatud valemit kasutades saadud tulemus tuleb esitada iihe
kiimnendkoha tdpsusega.

4. Proovivotu- ja analiiiisimeetodid

Proovid tuleb segasdodast votta ja arvutusmeetodis mérgitud analiiiitiliste
koostisosade sisaldus tuleb kindlaks médrata vastavalt sooda ametlikuks
kontrolliks ettendhtud tihenduse proovivotu- ja analiiisimeetoditele.

Kasutatakse jargmisi meetodeid:

— kogu rasvasisalduse mddramiseks: III lisa H osas sétestatud meetod B
toordli- ja -rasvasisalduse méairamiseks;

— tarklisesisalduse méaaramiseks: III lisa L osas sétestatud polarimeetriline
meetod.
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VIII LISA

SOODAS MITTE ENAM LUBATUD LISANDITE EBASEADUSLIKU
SISALDUSE KONTROLLIMISE ANALUUSIMEETODID

Olulised mérkused

Et avastada s6odas mitte enam lubatud lisandite ebaseaduslikku sisaldust,
voib kasutada kéesoleva lisa analiiiisimeetoditest tundlikumaid analiiiisimee-
todeid.

Kéesolevas lisas nimetatud analiiisimeetodeid kasutatakse kinnitamiseks.

A. METUULBENSOKAADI MAARAMINE

7-benstiiiloksii-6-butiiiil-3-metoksiikarboniiiil-4-kinoloon

1. Eesmirk ja rakendusala
Selle meetodiga on voimalik médrata metiiiilbensokaadi taset soddas.
Maéramispiir on 1 mg/kg.

2. Pohiméte

Metiiiilbensokaat ekstraheeritakse proovist metaansulfoonhappe meta-
noolilahusega. Ekstrakt puhastatakse diklorometaaniga ioonvahetuskro-
matograafia abil ja seejdrel uuesti diklorometaaniga. Metiililbensokaadi
sisaldus méaratakse poordfaasilise korgefektiivse vedelikkromatograafia
(HPLC) abil, kasutades UV-detektorit.

3. Reaktiivid

3.1. Diklorometaan

3.2. HPLC-puhtusastmega metanool

3.3. HPLC liikuv faas

metanooli (3.2) ja vee (HPLC-puhtusastmega) segu 75/25 (v + v).

Filtreeritakse 1dbi 0,22 pm filtri (4,5) ja lahus degaseeritakse (nt
toddeldes ultraheliga 10 minutit).

34. Metaansulfoonhappe lahus, ¢ = 2 %

20,0 ml metaansulfoonhapet lahjendatakse metanooliga (3.2) 1 000 ml-ni.

3.5. Soolhappe lahus, ¢ = 10 %

100 ml soolhapet (po = 1,18 g/ml) lahjendatakse veega 1 000 ml-ni.

3.6. Katioonvahetusvaik Amberlite CG-120 (Na-vormis), 100-200 messi.

Vaiku toddeldakse enne kasutamist 100 g vaiku immutatakse 500 ml
soolhappe lahusega (3.5) ja kuumutatakse kuumal plaadil pidevalt
segades keemiseni. Lastakse jahtuda ja hape dekanteeritakse. Filtreeri-
takse labi filterpaberi, kasutades vaakumit. Vaiku pestakse kaks korda
500 ml veeportsjonitega ja seejirel 250 ml metanooliga (3.2). Vaiku
loputatakse veel 250 ml metanooliga ja kuivatatakse filtrikoogist Ghku
1abi lastes. Kuivatatud vaiku hoitakse korgiga suletud pudelis.

3.7. Standardaine: puhas metiililbensokaat (7-bensiitiloksii-6-butiiiil-3-metok-
siikarboniiiil-4-kinoloon)
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3.7.1.

3.7.2.

3.7.3.

4.2.

4.3.

4.4.

4.4.1.

4.5.

4.6.

5.1.

5.1.1.

5.2.

5.3.

Metiiilbensokaadi pdhistandardlahus, 500 pg/ml

50 mg standardainet (3.7) kaalutakse 0,1 mg tépsusega, lahustatakse 100
ml modtekolbis metaansulfoonhappe lahuses (3.4), kolb tdidetakse
mirgini ja segatakse.

Metiilbensokaadi vahestandardlahus, 50 pg/ml

5,0 ml metiiiilbensokaadi pdhistandardlahust (3.7.1) viiakse 50 ml
mddtekolbi, kolb tdidetakse metanooliga (3.2) mirgini ja segatakse.

Kalibreerimislahused

Vastavalt 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 ja 5,0 ml metiiiilbensokaadi vahestandardla-
hust (3.7.2) viiakse 25 ml mdotekolbidesse. Kolvid tdidetakse liikuva
faasiga (3,3) mérgini ja segatakse. Lahuste metiililbensokaadi kontsen-
tratsioonid on vastavalt 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 ja 10,0 pg/ml. Lahused tuleb
valmistada vahetult enne kasutamist.

Seadmed

Laboratoorne loksuti

Filter-poordaurusti

Klaaskolonn (250 mm x 15 mm) korkkraani ja ligikaudu 200 ml reser-
vuaariga

HPLC-seade muudetava lainepikkusega ultraviolett-detektoriga voi dioo-
direadetektoriga

Vedelikkromatograafia kolonn: 300 mm x 4 mm, Cig, tdidise terasuurus
10 pm vOi samavédrne

Membraanfiltrid 0,22 pm.

Membraanfiltrid 0,45 pm.

Too kiik
Uldsdtted

Vordlussoota analiiiisitakse, et selles ei oleks metiitilbensokaati ega teisi
segavaid aineid.

Saagisekatses analiilisitakse vOrdlussoota, millele on lisatud proovis
oleva kogusega ligildhedane kogus metiiiilbensokaati. Kontsentratsiooni
15 mg/kg saamiseks lisatakse 20 g vOrdlussoddale 600 pl pohistandard-
lahust (3.7.1), segatakse ja oodatakse enne ekstraheerimise (5.2) alusta-
mist 10 minutit.

Mairkus: selle meetodi rakendamiseks peab vordlussoot olema tiiiibilt
sarnane prooviga ja analiiiisi tulemusena ei tohi sellest leida metiiiilben-
sokaati.

Ekstraheerimine

Umbes 20 g ettevalmistatud proovi kaalutakse 0,01 g tdpsusega ja
viiakse 250 ml koonilisse kolbi. Lisatakse 100,0 ml metaansulfoonhappe
lahust (3.4) ja loksutatakse mehaaniliselt (4.1) 30 minutit. Lahus filtree-
ritakse 1dbi filterpaberi ja filtraat hoitakse vedelik-vedelik ekstraktsioo-
niks (5.3).

Vedelik-vedelik-ekstraktsioon

500 ml jaotuslehtrisse, mis sisaldab 100 ml soolhappe lahust (3.5),
viiakse 25,0 ml punktis 5.2 saadud filtraati. Lehtrisse lisatakse 100 ml
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5.4.
5.4.1.

5.4.2.

5.5.

5.6.
5.6.1.

diklorometaani (3.1) ja loksutatakse iiks minut. Kihtidel lastakse eral-
duda ning alumine (diklorometaani) kiht viiakse 500 ml timarkolbi.
Veefaasi ekstraheerimist korratakse veel kahe 40 ml portsjoni dikloro-
metaaniga ja need lihendatakse esimese ekstraktiga timarkolvis. Diklo-
rometaani ekstrakt aurustatakse poordaurusti (4.2) abil kuivaks vidhen-
datud rdhul, temperatuuril 40 °C. Jadk lahustatakse 2025 ml metanoolis
(3.2), kolb suletakse ja kogu ekstrakt hoitakse ioonvahetuskromatograa-
fiaks (5.4).

loonvahetuskromatograafia
Katioonvahetuskolonni ettevalmistamine

Klaasvatist tropp asetatakse klaaskolonni (4.3) pdhja. 5,0 g toddeldud
katioonvahetusvaiku (3.6) immutatakse 50 ml soolhappega (3.5), vala-
takse klaaskolonni ja lastakse settida. Liigsel happel lastakse 1dbi kolonni
voolata, kuni happe nivoo on joudnud vaigu iilemise pinnani, ja kolonni
pestakse veega, kuni véljavoolav pesuvesi on lakmuse suhtes neutraalne.
50 ml metanooli (3.2) viiakse kolonni ja lastakse 1dbi kolonni voolata,
kuni metanooli nivoo on joudnud vaigu pinnani.

Kolonnkromatograafia

Pipeti abil viiakse punktis 5.3 saadud ekstrakt ettevaatlikult kolonni.
Umarkolbi loputatakse kahe 5-10 ml metanooli (3.2) portsjoniga ja
need pesuvedelikud viiakse kolonni. Ekstraktil lastakse ldbi kolonni
voolata, kuni ekstrakti nivoo on joudnud vaigu pinnani, ja kolonni
pestakse 50 ml metanooliga nii, et voolu kiirus ei iiletaks 5 ml minutis.
Viljavoolanud vedelik kallatakse &ra. Metiiiilbensokaat elueeritakse
kolonnist, kasutades 150 ml metaansulfoonhapet (3.4), ja kolonni eluaat
kogutakse 250 ml koonilisse kolbi.

Vedelik-vedelik-ekstraktsioon

Punktis 5.4.2 saadud eluaat viiakse liitrisesse jaotuslehtrisse. Koonilist
kolbi loputatakse 5-10 ml metanooliga (3.2) ja lisatakse loputusvede-
likud samasse jaotuslehtrisse. Lisatakse 300 ml soolhappe lahust (3.5) ja
130 ml diklorometaani (3.1). Loksutatakse iiks minut ja lastakse faasidel
eralduda. Alumine (diklorometaani) kiht viiakse 500 ml tmarkolbi.
Veefaasi ekstraheerimist korratakse veel kahe 70 ml portsjoni dikloro-
metaaniga ja need ekstraktid tihendatakse esimesega iimarkolvis.

Diklorometaani ekstrakt aurustatakse podrdaurusti (4.2) abil kuivaks
vihendatud rohul, temperatuuril 40 °C. Jadk lahustatakse kolvis umbes
5 ml metanoolis (3.2) ning saadud lahus viiakse kvantitatiivselt 10 ml
mddtekolbi. Umarkolbi loputatakse veel kahe portsjoni 1-2 ml metanoo-
liga ja viiakse need modtekolbi. Kolb tdidetakse metanooliga mérgini ja
segatakse. Lahuse alikvootne osa filtreeritakse 1abi membraanfiltri (4.6).
Lahust hoitakse HPLC méaaramiseks (5.6).

HPLC mddramine
Parameetrid

Soovitatakse juhinduda jargmistest tingimustest (muid tingimusi vdib
kasutada juhul, kui need annavad samavéirsed tulemused):

— vedelikkromatograafia kolonn (4.4.1);

— HPLC liikuv faas: metanooli ja vee segu (3.3);

— voolukiirus: 1 kuni 1,5 ml/min;

— avastamise lainepikkus: 265 nm;

— sissestistitav ruumala: 20—50 pl.



02009R0152 — ET — 16.11.2020 — 007.001 — 150

5.6.2.

5.6.3.

Kromatograafiaseadme tasakaalustatust kontrollitakse, siistides kolonni
mitu korda kalibreerimislahust (3.7.3) kontsentratsiooniga 4 g/ml, kuni
saavutatakse konstantsed piigikdrgused voi pindalad ja retentsiooniajad.

Kalibreerimisgraafik

Iga kalibreerimislahust (3.7.3) siistitakse mitu korda ja mdddetakse igale
kontsentratsioonile vastavad piigi kdrgused (pindalad). Koostatakse kali-
breerimisgraafik, kandes ordinaatteljele kalibreerimislahuste keskmised
piigi korgused (pindalad) ja abstsissteljele vastavad kontsentratsioonid
(pg/ml).

Proovilahus

Prooviekstrakti (5.5) siistitakse mitu korda, kasutades sama mahtu nagu
kalibreerimislahuste puhul, ning mé&dratakse metiililbensokaadi piigi
keskmine kdrgus (pindala).

Tulemuste arvutamine

Proovilahuse kontsentratsioon médratakse pg/ml proovilahuse metiiiil-
bensokaadi piikide keskmise korguse (pindala) jargi, kasutades kalibree-
rimisgraafikut (5.6.2).

Proovi metiiiilbensokaadi sisaldus w (mg/kg) arvutatakse jérgmise
valemi jérgi:
c x40
W =
m

kus:

¢ = proovilahuse metiiiilbensokaadi kontsentratsioon pg/ml;
m = kaalutise mass grammides.

Tulemuste kehtivuse kontroll
Identsus

Uuritava aine identsust saab kinnitada tdiendava kromatograafiakatse
abil voi kasutades dioodireadetektorit, mille puhul vorreldakse proo-
viekstrakti ja 10 pg/ml sisaldusega kalibreerimislahuse (3.7.3) spektreid.

Tdiendav kromatograafia

Prooviekstrakti metiiiilbensokaadi  kontsentratsiooni  suurendatakse,
lisades vahestandardlahust (3.7.2) sobivas koguses. Lisatav metiiiilben-
sokaadi kogus peab olema sarnane prooviekstrakti analiiiisil leitud
metiiiilbensokaadi kogusega.

Vottes arvesse nii lisatud kogust kui ka ekstrakti lahjendust, peab tousma
ainult metiiiilbensokaadi piigi korgus. Piigi laius selle poolel korgusel ei
tohi erineda rohkem kui 10 % kontsentreerimata prooviekstrakti metiiiil-
bensokaadi piigi laiusest.

Dioodireadetektori kasutamine

Tulemusi hinnatakse jérgmiste kriteeriumide kohaselt:

a) proovi ja standardi spektrite maksimumneeldumise lainepikkused, mis
on registreeritud kromatogrammi piigi tipus, peavad langema kokku
detekteerimissiisteemi lahutusvdoime maéératud piires. Dioodireadetek-
tori puhul on see tavaliselt ligikaudu 2 nm;
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b) 220 ja 350 nm vahel ei tohi kromatogrammi piigi tipus registreeritud
proovi ja standardi spektrid teineteisest erineda nende spektriosade
puhul, mis jadvad 10-100 % suhtelise neeldumise piirkonda. Seda
nduet peetakse tdidetuks, kui nimetatud spektrites esinevad iihed ja
samad maksimumid ning erinevused kahe spektri kdigis uuritud punk-
tides ei iileta 15 % standardainele vastavatest neeldumistest;

¢) vahemikus 220-350 nm ei tohi prooviekstrakti kromatogrammi piigi
iilespoole suunduvas osas, tipus ja allapoole suunduvas osas regist-
reeritud spektrid erineda iksteisest nende spektriosade puhul, mis
jéddvad 10-100 % suhtelise neeldumise piirkonda. Seda nduet
peetakse tdidetuks, kui nimetatud spektrites esinevad iihed ja samad
maksimumid ning erinevused mitte tiheski uuritud punktis ei iileta
15 % piigi tipu vastavatest neeldumisspektritest.

Kui mdni nendest nduetest ei ole tdidetud, ei peeta otsitava aine olema-
solu tdestatuks.

Korratavus

Sama prooviga tehtud kahe paralleelse méadramise tulemuste erinevus ei
tohi iiletada: 10 % suuremast tulemusest metiiiilbensokaadisisalduse
puhul, mis jadb 4-20 mg/kg vahele.

Saagis

Suurendatud kontsentratsiooniga fooniproovi puhul peab saagis olema
vihemalt 90 %.

Uhisuuringu tulemused

10 laboratooriumi analiiiisisid viit proovi. Iga proovi puhul tehti kaks

analiiiisi.
Vordlussoot Jahu 1 Graanulid 1 Jahu 2 Graanulid 2

Keskmine [mg/kg] ND 4,50 4,50 8,90 8,70
s, [mg/kg] — 0,30 0,20 0,60 0,50
CV, [ %] — 6,70 4,40 6,70 5,70
sg [mg/kg] — 0,40 0,50 0,90 1,00
CVg [ %] — 8,90 11,10 10,10 11,50
Saagis [ %] — 92,00 93,00 92,00 89,00

ND = allpool avastamisldve

s, = korratavust iseloomustav standardhilve
CV, = korratavuse variatsioonikordaja, %
sg = reprodutseeritavust iseloomustav standardhilve

CVy = reprodutseeritavuse variatsioonikordaja, %

B. OLAKVINDOKSI MAARAMINE
(2-[N-2"-(hiidroksiietiiiil) karbamoiiiil] - 3-metiiilkinoksaliin-N', N*-dioksiid)

Eesmirk ja rakendusala

Selle meetodiga on vdimalik médrata olakvindoksi taset soodas. Méédra-
mispiir on 5 mg/kg.

Pohiméte

Proov ekstraheeritakse metanooli vesilahuses. Olakvindoksisisaldus
méadratakse poordfaasilise kdrgefektiivse vedelikkromatograafia (HPLC)
abil, kasutades ultraviolettdetektorit.
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

4.2.

4.3.

5.1

5.1.1.

Reaktiivid

Metanool

HPLC-puhtusastmega metanool

HPLC-puhtusastmega vesi

HPLC liikuv faas

Vee (3.3) ja metanooli (3.2) segu, 900 +100 (V + V).

Standardaine: puhas olakvindoks 2-[N-2'-(hiidroksiietiiiil)karbamoiiiil]-3-
metiiiilkinoksaliin-N',N*-dioksiid, E 851.

Olakvindoksi pdhistandardlahus, 250 pg/ml.

50 mg olakvindoksi (3.5) kaalutakse tdpsusega 0,1 mg ning asetatakse
200 ml mootekolbi ja lisatakse ligikaudu 190 ml vett. Kolb asetatakse 20
minutiks ultrahelivanni (4.1). Pédrast ultraheliga mojutamist viiakse
lahuse temperatuur toatemperatuurini, tdidetakse kolb veega kuni
mérgini ja segatakse. Kolb méhitakse alumiiniumfooliumi ja siilitatakse
kiilmikus. See lahus tuleb igal kuul uuesti valmistada.

Olakvindoksi vahestandardlahus, 25 pg/ml.

10,0 ml pohistandardlahust (3.5.1) valatakse 100 ml mddtekolbi, tdide-
takse see liikuva faasiga (3.4) kuni mérgini ja segatakse. Kolb méhitakse
alumiiniumfooliumi ja séilitatakse kiilmikus. See lahus tuleb iga pdev
uuesti valmistada.

Kalibreerimislahused

50 ml modtekolbidesse pannakse 1,0, 2,0, 5,0, 10,0, 15,0 ja 20,0 ml
vahestandardlahust (3.5.2). Kolvid tididetakse liikuva faasiga (3,4)
mirgini ja segatakse. Kolb madhitakse alumiiniumfooliumi. Nende
lahuste olakvindoksisisaldus on vastavalt 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 7,5 ja 10,0
pg/ml.

Need lahused tuleb iga pdev uuesti valmistada.

Seadmed

Ultrahelivann
Mehaaniline loksuti.

HPLC seade muudetava lainepikkusega ultraviolettdetektoriga voi
dioodireadetektoriga.

Vedelikkromatograafia kolonn, 250 mm x 4 mm, Cig, tdidise terasuurus
10 pm voi samavairne

Membraanfiltrid 0,45 pm.

Too kaik

Mdrkus: olakvindoks on valgustundlik. Koik protseduurid tehakse
ndrgas valguses vOi kasutatakse tumedast klaasist anumaid.

Uldsitted

Tuleb analiitisida vordlussoota, veendumaks, et selles ei ole ei olakvin-

doksit ega segavaid aineid.

Saagisekatses analiilisitakse vOrdlussoota, millele on lisatud proovis
oleva kogusega ligildhedane kogus olakvindoksit. Et saada kontsentrat-
siooni 50 mg/kg, viiakse 10,0 ml pdhistandardlahust (3.5.1) 250 ml
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5.2

5.3.
53.1.

koonilisse kolbi ja aurustatakse lahus ligikaudu 0,5 milliliitrini. Lisatakse
50 g vordlussdota, segatakse hoolikalt ja jdetakse 10 minutiks seisma,
segades enne ekstraheerima (5.2) asumist veel mitu korda.

Miirkus: selle meetodi puhul peab vordlussd6t olema prooviga sama-
laadne ja selles ei tohi leiduda olakvindoksit.

Ekstraheerimine

Umbes 50 g proovi kaalutakse 0,01 g tdpsusega ning viiakse 1 000 ml
koonilisse kolbi. Lisatakse 100 ml metanooli (3.1) ja asetatakse kolb 5
minutiks ultrahelivanni (4.1). Lisatakse 410 ml vett ja hoitakse kolbi
ultrahelivannis veel 15 minutit. Kolb vdetakse ultrahelivannist vélja,
loksutatakse 30 minutit loksutil (4.2) ja filtreeritakse labi kurdfiltri.
10,0 ml filtraati kallatakse 20 ml mdotekolbi, tdidetakse veega kuni
mérgini ja segatakse. Alikvootne osa filtreeritakse 14bi membraanfiltri
(4.4). (vt tdhelepanek 9). Seejarel alustatakse HPLC méédramist (5.3).

HPLC mddramine
Parameetrid

Soovitatakse juhinduda jérgmistest tingimustest (muid tingimusi vdib
kasutada juhul, kui need tagavad samavéirsed tulemused):

Analiiiitiline kolonn (4.3.1)

Liikuv faas (3.4): vee (3.3) ja metanooli (3.2.) segu,
900 + 100 (V +V)

Voolukiirus: 1,5-2 ml/min

Avastamise lainepikkus: 380 nm

Sisseslistitav ruumala: 20-100 ul

Kromatograafiaseadme tasakaalustatust kontrollitakse, siistides kolonni
mitu korda kalibreerimislahust (3.5.3) kontsentratsiooniga 2,5 g/ml,
kuni saavutatakse konstantsed piigikdrgused ja retentsiooniajad.

Kalibreerimisgraafik

Iga kalibreerimislahust (3.5.3) siistitakse mitu korda ja mdddetakse igale
kontsentratsioonile vastavad piigi kdrgused (pindalad). Koostatakse kali-
breerimisgraafik, kandes ordinaatteljele kalibreerimislahuste keskmised
piigi korgused (pindalad) ja abstsissteljele vastavad kontsentratsioonid
(ug/ml).

Proovilahus

Prooviekstrakti (5.2) siistitakse mitu korda, kasutades sama mahtu nagu
kalibreerimislahuste puhul, ning méaratakse olakvindoksi piigi keskmine
korgus (pindala).

Tulemuste arvutamine

Proovilahuse olakvindoksipiikide keskmise korguse (pindala) alusel
leitakse kalibreerimisgraafiku (5.3.2) abil proovilahuse kontsentratsioon

(ng/ml).

Proovi olakvindoksisisaldus w (mg/kg) arvutatakse jérgmise valemi
alusel:

¢ x 1000
wW=—
m



02009R0152 — ET — 16.11.2020 — 007.001 — 154

7.1.2.

7.2.

7.3.

kus:

¢ = olakvindoksi kontsentratsioon (pg/ml) prooviekstraktis (5.2);
m = kaalutise mass grammides (5.2).

Tulemuste kehtivuse kontroll
Identsus

Uuritava aine identsust saab kinnitada tdiendava kromatograafiakatse
abil voi kasutades dioodireadetektorit, mille puhul vorreldakse proo-
viekstrakti (5.2) ja 5,0 pg/ml sisaldusega kalibreerimislahuse (3.5.3)
spektreid.

Tdiendav kromatograafia

Prooviekstraktile (5.2) lisatakse vajalik kogus kalibreerimislahust (3.5.3).
Lisatud olakvindoksikogus peab olema ligikaudu sama suur nagu proo-
viekstraktist leitud olakvindoksikogus.

Vottes arvesse nii lisatud kogust kui ka ekstrakti lahjendust, peab tdousma
tiksnes olakvindoksipiigi korgus. Piigi laius selle poolel kdrgusel ei tohi
erineda rohkem kui 10 % kontsentreerimata prooviekstrakti olakvindok-
sipiigi laiusest.

Kontrollimine dioodireadetektori abil

Tulemusi hinnatakse jargmiste kriteeriumide kohaselt:

a) proovi ja standardi kromatogrammidel oleva piigi tipu spektri suurima
neeldumise lainepikkused peavad analiiiisiseadme lahutusvdime piires
ihte langema. Dioodireadetektori lahutusvdime on tavaliselt = 2 nm;

b) lainepikkustel 220400 nm ning suhtelise neeldumise vahemikus
10-100 % peavad proovi ja standardi piigi tipu spektrid kromato-
grammil iihte langema. Seda nduet peetakse tdidetuks, kui mainitud
spektrites esinevad ilihed ja samad maksimumid ning erinevused kahe
spektri koigis uuritud punktides ei iileta 15 % standardainele vasta-
vatest neeldumistest;

C

~

lainepikkustel 220—-400 nm ning suhtelise neeldumise vahemikus
10-100 % peavad prooviekstrakti piigi tdusva osa, tipu ja alaneva
osa spektrid iihte langema. Seda nduet peetakse tdidetuks, kui nime-
tatud spektrites esinevad lihed ja samad maksimumid ning erinevused
koigis uuritud punktides ei iileta 15 % piigi tipu spektri vastavatest
neeldumistest.

Kui moni nendest nduetest ei ole tdidetud, ei peeta otsitava aine olema-
solu tdestatuks.

Korratavus

Kui olakvindoksisisaldus on 10-200 mg/kg, ei tohi sama prooviga tehtud
kahe paralleelse médramise tulemuste erinevus iiletada 15 % suuremast
tulemusest.

Saagis

Suurendatud kontsentratsiooniga fooniproovi puhul peab saagis olema
vihemalt 90 %.
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

Uhisuuringu tulemused

Korraldati EU ithisuuring, mille kdigus kuni 13 laborit analiiiisisid nelja
porsasddda proovi, millest tiks oli vordlussoot. Tulemused olid jarg-
mised:

Proov 1 Proov 2 Proov 3 Proov 4
L 13 10 11 11
n 40 40 44 44
keskmine [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 43 6,7
CVy [ %] — 11,1 8,9 8,8
Nominaalsisaldus
[mg/kg] — 15 50 100
saagis: % — 97,3 96,0 95,4
L = laboratooriumide arv
n = {iksikmddramiste arv
S, = korratavust iseloomustav standardhélve
Sr = reprodutseeritavust iseloomustav standardhilve

CV, = korratavuse variatsioonikordaja
CVr

reprodutseeritavuse variatsioonikordaja

Téhelepanek

Kuigi meetodit ei ole kontrollitud s66tade suhtes, mille olakvindoksisi-
saldus on ile 100 mg/kg, voib saavutada rahuldavaid tulemusi, kasutades
viiksema massiga proove ja/vai lahjendades ekstrakti (5.2) kalibreerimis-
graafiku (5.3.2) vahemikku jddva kontsentratsiooni saamiseks.

C. AMPROOLIUMI MAARAMINE
1-[(4-amino-2-propiiiilpiirimidiin-5-iitil) metiiiil |- 2-metiiiilpiiridiiniumklo-
riidhiidrokloriid

Eesmirk ja rakendusala

Selle meetodiga on vdimalik médédrata amprooliumi kogust sdéddas ja
eelsegudes. Avastamiskiinnis on 1 mg/kg, méadramispiir 5 mg/kg.
Pohimote

Proov ekstraheeritakse metanooli vesilahuses. Pérast liikuva faasiga
lahjendamist ja membraanfiltreerimist méératakse amprooliumisisaldus
korgefektiivse katioonvahetus-vedelikkromatograafia (HPLC) abil, kasu-
tades UV-detektorit.

Reaktiivid

Metanool

HPLC-puhtusastmega atsetonitriil
HPLC-puhtusastmega vesi
Naatriumdivesinikfosfaadi lahus, ¢ = 0,1 mol/1

1 000 ml modtekolvis lahustatakse vees (3.3) 13,80 g naatriumdivesinik-
fosfaadi monohiidraati, tdidetakse kolb veega (3.3) kuni maérgini ja
segatakse.

Naatriumperkloraadi lahus, ¢ = 1,6 mol/l

1 000 ml mddtekolvis lahustatakse vees (3.3) 224,74 g naatriumperklo-
raadi monohiidraati, tdidetakse kolb veega (3.3) kuni maérgini ja
segatakse.
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3.6.

3.7.

3.7.1.

3.7.2.

3.7.3.

3.8.

4.2.

4.3.

44,

4.5.

5.1

5.1.1.

HPLC liikuv faas (vt tdhelepanek 9.1).

Atsetonitriili (3.2), naatriumdivesinikfosfaadi lahuse (3.4) ja naatrium-
perkloraadi lahuse (3.5) segu, 450 + 450 + 100 (v+v+v). Enne kasuta-
mist filtreeritakse lahus 1dbi 0,22 pm membraanfiltri (4.3) ja degaseeri-
takse (nt ultrahelivannis (4.4) vdhemalt 15 minutit).

Standardaine: puhas amproolium, 1-[(4-amino-2-propiiiilpiirimidiin-5-
dtil)metiiiil]-2-metiitilpiiridiiniumkloriidhiidrokloriid, E 750 (vt 9.2).

Amprooliumi pdhistandardlahus, 500 pg/ml

50 mg amprooliumi (3.7) kaalutakse tdpsusega 0,1 mg, pannakse see
100 ml mdotekolbi, lahustatakse 80 ml metanoolis (3.1) ja asetatakse
kolb 10 minutiks ultrahelivanni (4.4). Pérast ultraheliga mojutamist
viiakse lahuse temperatuur toatemperatuurini, tdidetakse kolb veega
kuni mérgini ja segatakse. Temperatuuril < 4 °C siilib lahus muutuma-
tuna tihe kuu.

Amprooliumi vahestandardlahus, 50 pg/ml

5,0 ml pdhistandardlahust (3.7.1) pipetitakse 50 ml mddtekolbi, tdide-
takse see ekstrahendiga (3.8) kuni mérgini ja segatakse. Temperatuuril <
4 °C siilib lahus muutumatuna iihe kuu.

Kalibreerimislahused

0,5, 1,0 ja 2,0 ml vahestandardlahust (3.7.2) pannakse 50 ml mddtekol-
bidesse. Kolvid tdidetakse liikkuva faasiga (3.6) mérgini ja segatakse.
Nende lahuste amprooliumisisaldus on 0,5, 1,0 ja 2 pg/ml. Lahused
tuleb valmistada vahetult enne kasutamist.

Ekstrahent

Metanooli (3.1) ja vee segu 2+1 (v+v)

Seadmed

HPLC seade koos sissepritsesiisteemiga, mis vdimaldab siistida 100 pl.

Vedelikkromatograafia kolonn 125 x 4 mm, katioonvahetaja Nucleosil
10 SA, tdidise terasuurus 5 voi 10 pm voi samavéirne

Muudetava lainepikkusega UV-detektor voi dioodireadetektor

Membraanfilter, poliitetrafluoroetiileenist, 0,45 pm.

Membraanfilter 0,22 pm.

Ultrahelivann

Mehaaniline loksuti vdi magnetsegur

Too kiik
Uldsditted
Vordlussoot

Selleks, et teha saagisekatset (5.1.2), tuleb eelnevalt teha vordlussdooda
analiiis, veendumaks, et selles ei ole ei amprooliumi ega segavaid
aineid. Vordlusso6t peab olema prooviga samalaadne ja selles ei tohi
leiduda amprooliumi vdi segavaid aineid.
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5.2.
5.2.1.

5.2.2.

5.3.
53.1.

Saagisekatse

Saagisekatses analiilisitakse vOrdlussoota, millele on lisatud proovis
oleva kogusega ligilahedane kogus amprooliumi. Et saada kontsentrat-
siooni 100 mg/kg, viiakse 10,0 ml pohistandardlahust (3.7.1) 250 ml
koonilisse kolbi ja aurustatakse lahus ligikaudu 0,5 milliliitrini. Lisatakse
50 g vordlussoota, segatakse hoolikalt ja jdetakse 10 minutiks seisma,
segades enne ekstraheerima (5.2) asumist veel mitu korda.

Juhul kui prooviga samalaadne vordlussoot puudub (vt 5.1.1), vdib
saagisekatse teha standardsel lisamismeetodil. Sel juhul lisatakse analiiii-
sitavale proovile ligikaudu sama suur amprooliumikogus, mis on proovis
juba olemas. Seda proovi analiiiisitakse koos kontsentreerimata prooviga
ja saagis leitakse lahutamise teel.

Ekstraheerimine
Eelsegud (amprooliumisisaldus < 1 %) ja soddad

Olenevalt amprooliumisisaldusest kaalutakse 5—40 g proovi tidpsusega
0,01 g, kantakse see 500 ml koonilisse kolbi ja lisatakse 200 ml ekstra-
henti (3.8). Kolb asetatakse ultrahelivanni (4.4) ja jaetakse 15 minutiks
seisma. Kolb vdetakse ultrahelivannist vilja ja loksutatakse loksutil voi
segatakse magnetseguril (4.5) iiks tund. Ekstrakti alikvoot lahjendatakse
litkkuva faasiga (3.6) amprooliumisisalduseni 0,5-2 pg/ml ja segatakse (vt
tihelepanek 9.3). 5-10 ml lahjendatud lahust filtreeritakse ldbi
membraanfiltri (4.2). Seejdrel alustatakse HPLC méaédramist (5.3).

Eelsegud (amprooliumisisaldus > 1 %)

Olenevalt amprooliumisisaldusest kaalutakse 1-4 g proovi tdpsusega
0,001 g, kantakse see 500 ml koonilisse kolbi ja lisatakse 200 ml
ekstrahenti (3.8). Kolb asetatakse ultrahelivanni (4.4) ja jdetakse 15
minutiks seisma. Kolb vdetakse ultrahelivannist vidlja ja loksutatakse
loksutil voi segatakse magnetseguril (4.5) iiks tund. Ekstrakti alikvoot
lahjendatakse liikuva faasiga (3.6) amprooliumisisalduseni 0,5-2 pg/ml
ja segatakse. 5—10 ml lahjendatud lahust filtreeritakse ldbi membraan-
filtri (4.2). Seejérel alustatakse HPLC mééramist (5.3).

HPLC mddramine
Parameetrid

Soovitatakse juhinduda jérgmistest tingimustest (muid tingimusi voib
kasutada juhul, kui need tagavad samavéirsed tulemused):

Vedelikkromatograafia

kolonn (4.1.1): 125mm x4 mm, katioonvahetaja
Nucleosil 10 SA, tdidise terasuurus 10 pm
vOi samavéiirne

Liikuv faas (3.6): atsetonitriili (3.2), naatriumi, divesiniksul-
faadi lahuse (3.4) ja naatriumperkloraadi
(3.5) segu, 450+450+100 (v+v+tv)

Voolukiirus: 0,7-1 ml/min
Avastamise lainepikkus: 264 nm

Sissesiistitav ruumala: 100 ul



02009R0152 — ET — 16.11.2020 — 007.001 — 158

Kromatograafiaseadme tasakaalustatust kontrollitakse, siistides kolonni
mitu korda kalibreerimislahust (3.5.3) kontsentratsiooniga 1,0 pg/ml,
kuni saavutatakse konstantsed piigikdrgused ja retentsiooniajad.

Kalibreerimisgraafik

Iga kalibreerimislahust (3.7.3) siistitakse mitu korda ja mdddetakse igale
kontsentratsioonile vastavad keskmised piigikdrgused (pindalad). Koos-
tatakse kalibreerimisgraafik, kandes ordinaatteljele kalibreerimislahuste
keskmised piigi korgused (pindalad) ja abstsissteljele vastavad kontsen-
tratsioonid (pg/ml).

Proovilahus

Prooviekstrakti (5.2) siistitakse mitu korda, kasutades sama mahtu, mis
kalibreerimislahuste puhul, ja méiratakse amprooliumipiikide keskmine
korgus (pindala).

Tulemuste arvutamine

Proovilahuse amprooliumipiikide keskmise kdrguse (pindala) alusel
leitakse kalibreerimisgraafiku (5.3.2) abil proovilahuse kontsentratsioon

(ug/ml).

Proovi amprooliumisisaldus w (mg/kg) arvutatakse jirgmise valemi
jargi:

W

Vxcxf
= —— [mgkg]
m

kus:

V = punkti 5.2 kohane ekstrahendi (3.8) maht milliliitrites (s.0 200 ml);
¢ = amprooliumi kontsentratsioon (pug/ml) prooviekstraktis (5.2);

f = punkti 5.2 kohane lahjendusfaktor;

m = kaalutise mass grammides.

Tulemuste kehtivuse kontroll
Identsus

Uuritava aine identsust saab kinnitada tdiendava kromatograafiakatse
abil voi kasutades dioodireadetektorit, mille puhul vorreldakse proo-
viekstrakti (5.2) ja 2,0 pg/ml sisaldusega kalibreerimislahuse (3.7.3)
spektreid.

Tdiendav kromatograafia

Prooviekstraktile (5.2) lisatakse vajalik kogus kalibreerimislahust (3.7.3).
Lisatud amprooliumikogus peab olema ligikaudu sama suur nagu proo-
viekstraktist leitud amprooliumikogus.

Vottes arvesse nii lisatud kogust kui ka ekstrakti lahjendust, peab tdousma
tiksnes amprooliumipiigi korgus. Piigi laius selle poolel korgusel ei tohi
erineda rohkem kui 10 % kontsentreerimata prooviekstrakti amprooliu-
mipiigi laiusest.

Kontrollimine dioodireadetektori abil

Tulemusi hinnatakse jérgmiste kriteeriumide kohaselt:

a) proovi ja standardi kromatogrammidel oleva piigi tipu spektri suurima
neeldumise lainepikkused peavad analiiiisiseadme lahutusvdime piires
ihte langema. Dioodireadetektori lahutusvdime on tavaliselt = 2 nm;
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b) lainepikkustel 210-320 nm ning suhtelise neeldumise vahemikus
10-100 % peavad proovi ja standardi piigi tipu spektrid kromato-
grammil iihte langema. Seda nduet peetakse tdidetuks, kui mainitud
spektrites esinevad iihed ja samad maksimumid ning erinevused kahe
spektri kdigis uuritud punktides ei iileta 15 % standardainele vasta-
vatest neeldumistest;

¢) lainepikkustel 210-320 nm ning suhtelise neeldumise vahemikus
10-100 % peavad prooviekstrakti piigi tdusva osa, tipu ja alaneva
osa spektrid iihte langema. Seda nduet peetakse tdidetuks, kui nime-
tatud spektrites esinevad iihed ja samad maksimumid ning erinevused
kdigis uuritud punktides ei iileta 15 % piigi tipu spektri vastavatest
neeldumistest.

Kui mdni nendest nduetest ei ole tdidetud, ei peeta otsitava aine olema-
solu tdestatuks.

Korratavus

Sama prooviga tehtud kahe paralleelse méadramise tulemuste erinevus ei
tohi iiletada:

— 15 % suuremast tulemusest, kui amprooliumisisaldus on vahemikus
25-500 mg/kg;

— 75 mg/kg, kui amprooliumisisaldus on vahemikus 500—1 000 mg/kg;

— 7,5 % suuremast tulemusest, kui amprooliumisisaldus on suurem kui
1 000 mg/kg.

Saagis

Suurendatud kontsentratsiooniga (fooni)proovi puhul peab saagis olema
vihemalt 90 %.

Uhisuuringu tulemused

Korraldati tihisuuring, mille kdigus analiiiisiti kolme kodulindude so6ta
(proovid 1-3), iihte mineraalsd6ta (proov 4) ja iihte eelsegu (proov 5).
Tulemused on esitatud jéargmises tabelis:

NP roov 1 Proov 2 Proov 3 Proov 4 Proov 5
(vOrdlussoot)
L 14 14 14 14 15
n 56 56 56 56 60
Keskmine [mg/kg] — 45,5 188 5129 25140
s, [mg/kg] — 2,26 3,57 178 550
CVr [ %] — 4,95 1,90 3,46 2,20
sr [mg/kg] — 2,95 11,8 266 760
CVg [ %] — 6,47 6,27 5,19 3,00
Nominaalsisaldus [mg/kg] — 50 200 5000 25 000
= laboratooriumide arv
n = iiksikméddramiste arv
S, = korratavust iseloomustav standardhilve
CV, = korratavuse variatsioonikordaja
sg = reprodutseeritavust iseloomustav standardhdlve

CVy = reprodutseeritavuse variatsioonikordaja
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9.2.

9.3.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

Téihelepanekud

Kui proov sisaldab tiamiini, ilmub kromatogrammil tiamiinipiik veidi
enne amprooliumipiiki. Selle meetodi kohaselt peavad amproolium ja
tiamiin teineteisest eralduma. Kui amproolium ja tiamiin selle meetodi
puhul kasutatavas kolonnis (4.1.1) teineteisest siiski ei eraldu, tuleb kuni
50 % liikuva faasi (3.6) atsetonitriilist asendada metanooliga.

Briti farmakopda andmetel on soolhappelahuses (¢ = 0,1 mol/l) amproo-
liumi lahuse (¢ = 0,02 mol/l) neeldumismaksimumid 246 ja 262 nm
juures. Neelduvus on 246 nm juures 0,84 ja 262 nm juures 0,80.

Ekstrakt tuleb iga kord liikuva faasiga lahjendada, sest vastasel korral
voib amprooliumipiigi retentsiooniaeg ioontugevuse muutuste tottu oluli-
selt nihkuda.

D. KARBADOKSI MAARAMINE
Metz'jiil—3-(2-kinoksaliniiﬁlmetiileen)karbasaat—N’ N* -dioksiid

Eesmirk ja rakendusala

Selle meetodiga on voimalik méadrata karbadoksi kogust s6ddas, eelse-
gudes ja preparaatides. Avastamiskiinnis on 1 mg/kg. Méaramispiir on 5
mg/kg.

Pohimote

Proovil lastakse vees seista ja ekstraheeritakse metanooli ja atsetonitriili
seguga. Sooda puhul lastakse filtreeritud ekstrakti alikvoodil selgida
alumiiniumoksiidkolonnil. Eelsegude ja preparaatide puhul lahjendatakse
filtreeritud ekstrakti alikvoot vee, metanooli ja atsetonitriiliga sobiva
kontsentratsioonini. Karbadoksisisaldus méératakse poordfaasilise korge-

fektiivse vedelikkromatograafia (HPLC) abil, kasutades ultraviolettdetek-
torit.

Reaktiivid

Metanool

HPLC-puhtusastmega atsetonitriil

Addikhape, w = 100 %

Alumiiniumoksiid: neutraalne, aktiivsuse aste I

Metanool + atsetonitriil 1:1 (v + v)

500 ml metanooli (3.1) segatakse 500 ml atsetonitriiliga (3.2).
Aidikhape, o = 10 %

10 ml dadikhapet (3.3) lahjendatakse veega 100 milliliitrini.
Naatriumatsetaat

HPLC-puhtusastmega vesi

Atsetaatpuhverlahus, ¢ = 0,01 mol/l, pH = 6,0

0,82 g naatriumatsetaati (3.7) lahustatakse 700 ml vees (3.8) ja pH
korrigeeritakse &ddikhappega (3.6) 6,0-ni. Lahus kallatakse 1 000 ml
moodtekolbi, kolb tididetakse veega (3.8) kuni mirgini ja segatakse.

HPLC liikuv faas
825 ml atsetaatpuhverlahust (3.9) segatakse 175 ml atsetonitriiliga (3.2).

Filtreeritakse 1dbi 0,22 pum filtri (4,5) ja lahus degaseeritakse (nt
toodeldes ultraheliga 10 minutit).
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3.11.1.

3.11.2.

3.12.

4.2.

4.3.

44.

44.1.

4.4.2.

4.5.

4.6.

4.7.

Standardaine

Puhas karbadoks: metiiiil-3-(2-kinoksaliniiiilmetiileen)karbasaat-N' N*-
dioksiid, E 850

Karbadoksi pohistandardlahus, 100 pg/ml (vt
miarkus 5. T66 kaik).

25 mg karbadoksi standardainet (3.11) kaalutakse tdpsusega 0,1 mg ja
asetatakse see 250 ml moodtekolbi. Lahustatakse ultraheliga mdjutades
(4.7) metanooli ja atsetonitriili segus (3.5). Pérast ultraheliga m&jutamist
viiakse lahuse temperatuur toatemperatuurini, tdidetakse kolb metanooli
ja atsetonitriili seguga (3.5) kuni miérgini ja segatakse. Kolb méhitakse
alumiiniumfooliumi v&i kasutatakse tumedat anumat ja séilitatakse
kiilmikus. Temperatuuril < 4 °C siilib lahus muutumatuna iihe kuu.

Kalibreerimislahused

2,0, 5,010,0 ja 20,0 ml pohistandardlahust (3.11.1) pannakse 100 ml
moodtekolbidesse. Lisatakse 30 ml vett, tdidetakse kolvid metanooli ja
atsetonitriili seguga (3.5) kuni mérgini ja segatakse. Kolb méhitakse
alumiiniumfooliumi. Need lahused sisaldavad karbadoksi vastavalt 2,0,
5,0, 10,0 ja 20,0 pg/ml.

Kalibreerimislahused tuleb valmistada vahetult enne kasutamist.

Mirkus: karbadoksi médramiseks so0odas, mille karbadoksisisaldus on
alla 10 mg/kg, tuleb valmistada kalibreerimislahused, mille
kontsentratsioon on alla 2,0 pg/ml.

Vee ja (metanooli + atsetonitriili) (3.5) segu, 300 + 700 (v + v)
300 ml vett segatakse 700 ml metanooli ja atsetonitriili seguga (3.5).

Seadmed

Laboratooriumiloksuti vdi magnetsegur
Klaaskiudfilterpaber (Whatman GF/A voi selle analoog)

Klaaskolonn (pikkus 300-400 mm, sisediameeter ligikaudu 10 mm)
paagutatud klaasfiltri ja dravooluklapiga.

Mirkus: kasutada voib ka sulgemiskraaniga vdi koonuseks toodeldud
otsaga klaaskolonni; sel juhul pannakse kolonni alumisse otsa
véike klaasvillatropp, mis tambitakse klaaspulgaga tihedaks.

HPLC seade koos sissepritsesiisteemiga, mis voimaldab siistida 20 pl.

Vedelikkromatograafia kolonn: 300 mm x 4 mm, Cig, tdidise terasuurus
10 pm vOi samavédrne

Muudetava lainepikkusega UV-detektor voi dioodireadetektor, mis
todtab vahemikus 225-400 nm.

Membraanfilter 0,22 um.
Membraanfilter 0,45 pm.

Ultrahelivann
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5.1

5.1.1.

5.2.

5.2.1.

522.

5.23.

Too kaik

Mirkus: karbadoks on valgustundlik. K&ik protseduurid tehakse norgas
valguses vOi kasutatakse tumedat vOi alumiiniumfooliumi
mahitud anumat.

Uldsditted
Vordluss6ot

Selleks, et teha saagisekatset (5.1.2), tuleb eelnevalt teha vordlussdoda
analiilis, veendumaks, et selles ei ole ei karbadoksi ega segavaid aineid.
Vordlussoot peab olema prooviga samalaadne ja selles tohi leiduda
karbadoksi ega segavaid aineid.

Saagisekatse

Saagisekatses analiilisitakse vOrdlussoota (5.1.1), millele on lisatud
proovis oleva kogusega ligilahedane kogus karbadoksi. Et saada kont-
sentratsiooni 50 mg/kg, kantakse 5,0 ml pohistandardlahust (3.11.1) 200
ml koonilisse kolbi. Lahus aurustatakse ldmmastikuvoolus ligikaudu 0,5
milliliitrini. Lisatakse 10 g vordlussoota, segatakse ja jéetakse enne
ekstraheerima (5.2) asumist 10 minutiks seisma.

Juhul kui prooviga samalaadne vordluss66t puudub (vt 5.1.1), vdib
saagisekatse teha standardsel lisamismeetodil. Sel juhul lisatakse proo-
vile ligikaudu sama suur karbadoksikogus, mis on proovis juba olemas.
Seda proovi analiiiisitakse koos kontsentreerimata prooviga ja saagis
leitakse lahutamise teel.

Ekstraheerimine
So66t

10 g proovi kaalutakse tdpsusega 0,01 g ja pannakse 200 ml koonilisse
kolbi. Lisatakse 15,0 ml vett, segatakse ja lastakse seista 5 minutit.
Lisatakse 35,0 ml metanooli ja atsetonitriili segu (3.5), korgitakse
kinni ja loksutatakse 30 minutit loksutil vdi segatakse magnetseguril
(4.1). Lahus filtreeritakse labi klaaskiust filterpaberi (4.2). See lahus
sdilitatakse puhastamiseks (5.3).

Eelsegud (0,1-2,0 %)

1 g jahvatamata proovi kaalutakse tdpsusega 0,001 g ja pannakse 200 ml
koonilisse kolbi. Lisatakse 15,0 ml vett, segatakse ja lastakse seista 5
minutit. Lisatakse 35,0 ml metanooli ja atsetonitriili segu (3.5), korgi-
takse kinni ja loksutatakse 30 minutit loksutil vdi segatakse magnetse-
guril (4.1). Lahus filtreeritakse 14bi klaaskiust filterpaberi (4.2).

Filtraadi alikvoot pipetitakse 50 ml mdotekolbi. Lisatakse 15,0 ml vett,
tdidetakse kolvid metanooli ja atsetonitriili seguga (3.5) kuni mérgini ja
segatakse. Lopplahuse karbadoksikontsentratsioon on ligikaudu 10
pg/ml. Alikvoot filtreeritakse 1dbi 0,45 um filtri (4.6).

Seejérel alustatakse HPLC méédramist (5.4).

Preparaadid (> 2 %)

0,2 g jahvatamata proovi kaalutakse tdpsusega 0,001 g ja pannakse 250
ml koonilisse kolbi. Lisatakse 45,0 ml vett, segatakse ja lastakse seista 5
minutit. Lisatakse 105,0 ml metanooli ja atsetonitriili segu (3.5),
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5.3.

53.1.

5.4.

54.1.

5.4.2.

5.4.3.

korgitakse kinni ja homogeenitakse. Proovi mdjutatakse ultraheliga (4.7)
15 minutit, seejérel loksutatakse voi segatakse 15 minuti jooksul (4.1).
Lahus filtreeritakse 1dbi klaaskiust filterpaberi (4.2).

Filtraadi alikvoot lahjendatakse vee ning metanooli ja atsetonitriili
seguga (3.12), kuni karbadoksi ldppkontsentratsioon on 10-15 pg/ml
(10 % preparaadi puhul on lahjendusaste 10). Alikvoot filtreeritakse
1dbi 0,45 um filtri (4.6).

Seejérel alustatakse HPLC méédramist (5.4).

Puhastamine
Alumiiniumoksiidikolonni ettevalmistamine

Kaalutakse 4 g alumiiniumoksiidi (3.4) ja pannakse klaaskolonni (4.3).

Proovi puhastamine

Alumiiniumoksiidikolonni lisatakse 15 ml filtreeritud ekstrakti (5.2.1) ja
visatakse eluaadi esimesed 2 ml &dra. Jargmised 5 ml kogutakse ning
filtreeritakse alikvoot 1abi 0,45 pm filtri (4.6).

Secjdrel alustatakse HPLC maééramist (5.4).

HPLC mddramine
Parameetrid

Soovitatakse juhinduda jirgmistest tingimustest (muid tingimusi voib
kasutada juhul, kui need annavad samavéirsed tulemused):

Vedelikkromatograafia

kolonn (4.4.1): 300 mm x 4 mm, C;g, tdidise terasuurus
10 pm voi samavédrne

Liikuv faas (3.10): atsetaatpuhverlahuse (3.9) ja atsetonitriili
(3.2) segu, 825 + 175 (v+v)

Voolukiirus: 1,5-2 ml/min

Avastamise lainepikkus: 365 nm

Sisseslistitav ruumala: 20 pl

Kromatograafiaseadme tasakaalustatust kontrollitakse, siistides kolonni
mitu korda kalibreerimislahust (3.11.2) kontsentratsiooniga 5,0 pg/ml,
kuni saavutatakse konstantsed piigikorgused ja retentsiooniajad.

Kalibreerimisgraafik

Iga kalibreerimislahust (3.11.2) siistitakse mitu korda ja mdddetakse
igale kontsentratsioonile vastavad piigikorgused (pindalad). Koostatakse
kalibreerimisgraafik, kandes ordinaatteljele kalibreerimislahuste kesk-
mised piigi korgused (pindalad) ja abstsissteljele vastavad kontsentrat-
sioonid (pg/ml).

Proovilahus

Prooviekstrakti [(5.3.2) so6tade, (5.2.2) eelsegude ja (5.2.3) preparaatide
puhul] siistitakse mitu korda ja méératakse karbadoksipiikide keskmine
korgus (pindala).
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6.1.

6.2.

7.1.1.

Tulemuste arvutamine

Proovilahuse karbadoksi piikide keskmise korguse (pindala) jargi méaéra-
takse proovilahuse karbadoksikontsentratsioon pg/ml, kasutades kalibree-
rimisgraafikut (5.4.2).

Soot

Karbadoksisisaldus w (mg/kg) proovis arvutatakse jargmise valemi jargi:

A4
ex [mg/kg]
m

W =
kus:

¢ = karbadoksi kontsentratsioon (png/ml) prooviekstraktis (5.3.2);
V; = ekstrahendi maht, ml (s.o 50);
m = kaalutise mass grammides.

Eelsegud ja preparaadid

Karbadoksisisaldus w (mg/kg) proovis arvutatakse jargmise valemi jargi:

cxX Vy xf
= 27" [mg/kg]

kus:

¢ = karbadoksi kontsentratsioon (g/ml) prooviekstraktis (5.2.2 voi
5.2.3);

V, = ekstrahendi maht, ml (s.0 50 eelsegude, 150 preparaatide puhul);

f = punkti 5.2.2 (eelsegud) voi 5.2.3 (preparaadid) kohane
lahjendusfaktor;

m = kaalutise mass grammides.

Tulemuste kehtivuse kontroll
Identsus

Uuritava aine identsust saab kinnitada tdiendava kromatograafiakatse
abil voi kasutades dioodireadetektorit, mille puhul vorreldakse proo-
viekstrakti ja 10,0 pg/ml sisaldusega kalibreerimislahuse (3.11.2)
spektreid.

Tdiendav kromatograafia

Prooviekstraktile lisatakse vajalik kogus kalibreerimislahust (3.11.2).
Lisatud karbadoksikogus peab olema ligikaudu sama suur nagu proo-
viekstraktist hinnanguline karbadoksikogus.

Vottes arvesse nii lisatud kogust kui ka ekstrakti lahjendust, peab tdousma
tiksnes karbadoksipiigi kdrgus. Piigi laius selle poolel korgusel ei tohi
erineda rohkem kui 10 % kontsentreerimata prooviekstrakti karbadoksi-
piigi laiusest.

Dioodireadetektori kasutamine

Tulemusi hinnatakse jérgmiste kriteeriumide kohaselt:

a) proovi ja standardi kromatogrammidel oleva piigi tipu spektri suurima
neeldumise lainepikkused peavad analiiiisiseadme lahutusvdime piires
iihte langema. Dioodireadetektori puhul on see tavaliselt vahemikus
+ 2 nm;
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7.2.

7.3.

b) lainepikkustel 225—400 nm ei tohi kromatogrammi piigi tipus regist-
reeritud proovi ja standardi spektrid teineteisest erineda nende spek-
triosade puhul, mis jadvad 10-100 % suhtelise neeldumise piirkonda.
Seda noduet peetakse tdidetuks, kui nimetatud spektrites esinevad ithed
ja samad maksimumid ning erinevused kahe spektri kdigis uuritud
punktides ei iileta 15 % standardainele vastavatest neeldumistest;

C

~

lainepikkustel 225-400 nm ning suhtelise neeldumise vahemikus
10-100 % peavad prooviekstrakti piigi tdusva osa, tipu ja alaneva
osa spektrid iihte langema. Seda nduet peetakse tdidetuks, kui
mainitud spektrites esinevad iihed ja samad maksimumid ning erine-
vused koigis uuritud punktides ei iileta 15 % piigi tipu spektri vasta-
vatest neeldumistest.

Kui mdni nendest nduetest ei ole tdidetud, ei peeta otsitava aine olema-
solu tdestatuks.

Korratavus

Sama prooviga tehtud kahe paralleelse médramise tulemuste erinevus ei
tohi 10 mg/kg ja suuremate sisalduste puhul iiletada 15 % suuremast
tulemusest.

Saagis

Suurendatud kontsentratsiooniga (fooni)proovi puhul peab saagis olema
vihemalt 90 %.

Uhisuuringu tulemused

Korraldati thisuuring, mille kédigus analiitisiti 8 laboratooriumis kuut
sO0ta, nelja eelsegu ja kolme preparaati. Iga proovi puhul tehti kaks
analiiiisi. (Uksikasjalikumat teavet selle iihisuuringu kohta v&ib leida
ajakirjas Journal of AOAC, kéide 71, 1988, lk 484-490.) Tulemused
(vélja arvatud korvalekalded) on esitatud jargmises tabelis:

Tabel 1.

Uhisuuringu tulemused sé6da kohta

Proov 1 Proov 2 | Proov 3 | Proov 4 | Proov 5 | Proov 6
L 8 8 8 8 8 8
n 15 14 15 15 15 15
Keskmine (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 32 43
Sr (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
Nominaalsisaldus (mg/kg) 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0
Tabel 2.
Uhisuuringu tulemused eelsegude ja preparaatide kohta
Eelsegud Preparaadid
A B C D A B C
L 7 7 7 8 8
n 14 14 14 14 16 16 16
Keskmine (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 5,1 7,7
CV; (%) 4,2 3,0 3,0 5,0 43 5,2 7,4
Sk (g/kg) 0,37 0,28 0,40 0,55 54 6,4 7,7
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vB
Eelsegud Preparaadid
A B C D A B C

CVr ( %) 4,2 3,0 43 6,3 5,7 6,5 7,4
Nominaalsisaldus 10,0 10,0 10,0 10,0 100 100 100
(g/kg)
L = laboratooriumide arv
n = liksikméddramiste arv
S, = korratavust iseloomustav standardhilve

CV, = korratavuse variatsioonikordaja

Sr

CVy = reprodutseeritavuse variatsioonikordaja

reprodutseeritavust iseloomustav standardhélve
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IX LISA

ARTIKLIS 6 OSUTATUD VASTAVUSTABELID

Direktiiv 71/250/EMU

Direktiiv 71/250/EMU

Kéesolev médrus

Artikli 1 esimene 16ik
Artikli 1 teine 16ik
Artikkel 2

Artikkel 3

Lisa 1. osa

Lisa 2.
Lisa 3.
Lisa 4.
Lisa 5.
Lisa 6.
Lisa 7.
Lisa 9.
Lisa 10.
Lisa 11.
Lisa 12.
Lisa 14.
Lisa 16.

osa
osa
osa
osa
osa
osa
osa
osa
osa
osa
osa
osa

Artikkel 3
Artikkel 2

1I lisa

III lisa O osa
III lisa M osa
III lisa N osa
III lisa Q osa
IIT lisa K osa

III lisa J osa
III lisa D osa

Direktiiv 71/393/EMU

Direktiiv 71/393/EMU

Kéesolev médrus

Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3
Lisa I osa
Lisa II osa
Lisa III osa
Lisa IV osa

Artikkel 3

III lisa A osa
III lisa E osa
III lisa P osa
III lisa H osa

Direktiiv 72/199/EMU

Direktiiv 72/199/EMU

Kéesolev maidrus

Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3
Artikkel 4
I lisa 1.
I lisa 2.
I lisa 3.
I lisa 4.
I lisa 5.
II lisa

osa
osa
osa
osa
osa

Artikkel 3

III lisa L osa
III lisa C osa

V lisa A osa

Direktiiv 73/46/EMU

Direktiiv 73/46/EMU

Kéesolev maidrus

Artikkel 1
Artikkel 3
Artikkel 4
I lisa 1. osa
I lisa 2. osa
I lisa 3. osa

Artikkel 3

III lisa B osa

IIT lisa I osa
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10.

11.

Direktiiv 76/371/EMU

Direktiiv 76/371/EMU

Kéesolev médrus

Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3
Lisa

Artikkel 1

I lisa

Direktiiv 76/372/EMU

Direktiiv 76/372/EMU

Kéesolev madrus

Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3
Lisa

Direktiiv 78/633/EMU

Direktiiv 78/633/EMU

Kéesolev médrus

Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3
Lisa 1. osa
Lisa 2. osa
Lisa 3. osa

Artikkel 3

IV lisa C osa

Direktiiv 81/715/EMU

Direktiiv 81/715/EMU

Kéesolev madrus

Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3
Lisa

Direktiiv 84/425/EMU

Direktiiv 84/425/EMU

Kéesolev maidrus

Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3
Lisa

Direktiiv 86/174/EMU

Direktiiv 86/174/EMU

Kéesolev méirus

Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3
Lisa

Artikkel 4

VII lisa

Direktiiv 93/70/EMU

Direktiiv 93/70/EMU

Kéesolev médrus

Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3

Lisa

Artikkel 3

IV lisa D osa
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12.

13.

14.

15.

Direktiiv 93/117/EU

Direktiiv 93/117/EU

Kéesolev médrus

Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3
Lisa 1. osa

Lisa 2. osa

Artiklid 3 ja 5

IV lisa E osa
VIII lisa A osa

Direktiiv 98/64/EU

Direktiiv 98/64/EU

Kéesolev madrus

Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3
Artikkel 4
Lisa A osa

Lisa C osa

Artiklid 3 ja 5

III lisa F osa
VIII lisa B osa

Direktiiv 1999/27/EU

Direktiiv 1999/27/EU

Kéesolev madrus

Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3
Artikkel 4
Artikkel 5
Artikkel 6
Artikkel 7
Lisa A osa
Lisa B osa

Lisa C osa

Artiklid 3 ja

VIII lisa C osa
IV lisa F osa
VIII lisa D osa

Direktiiv 1999/76/EU

Direktiiv 1999/76/EU

Kéesolev médrus

Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3
Artikkel 4

Lisa

Artikkel 3

IV lisa G osa

Direktiiv 2000/45/EU

Direktiiv 2000/45/EU

Kéesolev madrus

Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3
Artikkel 4
Lisa A osa
Lisa B osa
Lisa C osa

Artikkel 3

IV lisa A osa
IV lisa B osa
III lisa G osa
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17.

Direktiiv 2002/70/EU

Direktiiv 2002/70/EU

Kéesolev médrus

Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3
Artikkel 4
Artikkel 5
I lisa

IT lisa

Artikkel 1
Artiklid 2 ja 3

I lisa ja V lisa B osa (I)
II lisa ja V lisa B osa (II)

Direktiiv 2003/126/EU

Direktiiv 2003/126/EU

Kéesolev madrus

Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3
Artikkel 4
Artikkel 5
Artikkel 6
Lisa

Artikkel 3
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