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(EU asutamislepingu | Euratomi asutamislepingu kohaselt vastu vetud aktid, mille avaldamine on kohustuslik)

MAARUSED

KOMISJONI MAARUS (EU) nr 152/2009,

27. jaanuar 2009,

milles sitestatakse proovivotu- ja analitiisimeetodid s66da ametlikuks kontrolliks

(EMPs kohaldatav tekst)

EUROOPA UHENDUSTE KOMISJON,
vottes arvesse Euroopa Uhenduse asutamislepingut,

vottes arvesse Euroopa Parlamendi ja ndukogu 29. aprilli 2004.
aasta mddrust (EU) nr 882/2004 ametlike kontrollide kohta,
mida tehakse s66da- ja toidualaste digusnormide ning looma-
tervishoidu ja loomade heaolu kisitlevate eeskirjade taitmise
kontrollimise tagamiseks, () eriti selle artikli 11 1dike 4 punkte
a,bjac,

ning arvestades jargmist:

(1) Direktiivi 70/373/EMU rakendamiseks on vdetud vastu
jargmised digusaktid, mis jidvad jousse kooskdlas maaruse
(EU) nr 882/2004 artikli 61 Idikega 2:

—  komisjoni 15. juuni 1971. aasta esimene direktiiv 71/
250/EMU, millega kehtestatakse ithenduse analiiiisi-
meetodid sootade ametlikuks kontrollimiseks (%);

—  komisjoni 18. novembri 1971. aasta teine direktiiv
71/393/EMU, millega kehtestatakse ithenduse analiiii-
simeetodid sootade ametlikuks kontrollimiseks (3);

—  komisjoni 27. aprilli 1972. aasta kolmas direktiiv 72/
199/EMU, millega kehtestatakse ithenduse analiiiisi-
meetodid sootade ametlikuks kontrollimiseks (%);

() ELT L 165, 30.4.2004, k 1. Parandatud viljaandes ELT L 191,
28.5.2004, Ik 1.

(® EUTL 155, 12.7.1971, k 13.

EUT L 279, 20.12.1971, lk 7.

EUT L 123, 29.5.1972, Ik 6.
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komisjoni 5. detsembri 1972. aasta neljas direktiiv 73/
46/EMU, millega kehtestatakse tithenduse analiiisi-
meetodid sootade ametlikuks kontrollimiseks (°);

komisjoni 1. miértsi 1976. aasta esimene direktiiv 76/
371/EMU, millega kehtestatakse ithenduse proovivo-
tumeetodid sootade ametlikuks kontrollimiseks (°);

komisjoni 1. martsi 1976. aasta seitsmes direktiiv 76/
372[EMU, millega kehtestatakse ithenduse analiiiisi-
meetodid sootade ametlikuks kontrollimiseks (7);

komisjoni 15. juuni 1978. aasta kaheksas direktiiv 78/
633/EMU, millega kehtestatakse ithenduse analiiisi-
meetodid sootade ametlikuks kontrollimiseks (5);

komisjoni 31. juuli 1981. aasta itheksas direktiiv 81/
715/EMU, millega kehtestatakse ithenduse analiiiisi-
meetodid sodtade ametlikuks kontrollimiseks (°);

komisjoni 25. juuli 1984. aasta kiimnes direktiiv 84/
425/EMU, millega kehtestatakse ithenduse analiiisi-
meetodid sootade ametlikuks kontrollimiseks (19);

komisjoni 9. aprilli 1986. aasta direktiiv 86/174/EMU,
millega mairatakse kindlaks kodulindude segasooda
energiasisalduse arvutamise meetod (!!);

EUT L 83, 30.3.1973, 1k 21.
EUT L 102, 15.4.1976, 1k 1.
EUT L 102, 15.4.1976, Ik 8.
EUT L 206, 29.7.1978, lk 43.
EUT L 257, 10.9.1981, lk 38.
19) EUT L 238, 6.9.1984, Ik 34.
1 EUT L 130, 16.5.1986, Ik 53.
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— komisjoni 28. juuli 1993. aasta iheteistkiimnes
direktiiv 93/70/EMU, millega kehtestatakse ithenduse
analiitisimeetodid s66tade ametlikuks kontrollimi-
seks (1);

—  komisjoni 17. detsembri 1993. aasta kaheteistkiimnes
direktiiv 93/117/EU, millega kehtestatakse ithenduse
analiiiisimeetodid sootade ametlikuks kontrollimi-
seks (3);

— komisjoni 3. septembri 1998. aasta direktiiv 98/64/
EU, millega kehtestatakse ithenduse analiiiisimeetodid
aminohapete, toordli ja -rasva ja olakvindoksi maira-
miseks soodas ning muudetakse direktiivi 71/393/
EMU ();

— komisjoni 20. aprilli 1999. aasta direktiiv 1999/27/
EU, millega kehtestatakse iithenduse analiiiisimeetodid
amprooliumi, diklasuriili ja karbadoksi médramiseks
sootades ning muudetakse direktiive 71/250/EMU ja
73/46/EMU ja tunnistatakse kehtetuks direktiiv 74/
203/EMU (%);

—  komisjoni 23. juuli 1999. aasta direktiiv 1999/76/EU,
millega  kehtestatakse ithenduse analiiiisimeetod
naatriumlasalotsiidi madramiseks sootades (°);

—  komisjoni 6. juuli 2000. aasta direktiiv 2000/45/EU,
millega kehtestatakse ithenduse analtitisimeetodid A-
vitamiini, E-vitamiini ja triiptofaani sisalduse médra-
miseks loomasdddas (°);

—  komisjoni 26. juuli 2002. aasta direktiiv 2002/70/EU,
millega kehtestatakse nduded dioksiinide ja dioksiini-
taoliste PCBde taseme miidramiseks soodas (7);

—  komisjoni 23. detsembri 2003. aasta direktiiv 2003/
126[EU loomse piritoluga osiste méddramise analiiii-
simeetodi kohta sootade ametlikul kontrollimisel (3).

Et direktiiv 70/373/EMU asendati méirusega (EU) nr 882/
2004, on asjakohane asendada konealuse direktiivi raken-
dusaktid ithe mdairusega. Samas tuleks ka kohandada
meetodeid, vottes arvesse arenguid teadus- ja tehnikaalaste
teadmiste vallas. Kavandatud eesmirkide saavutamiseks
enam mitte sobivad meetodid tuleks vilja jitta. Proovivétu
sitteid kavatsetakse Oigeaegselt ajakohastada, et vdtta
arvesse viimaseid arenguid s66da tootmise, ladustamise,
transportimise ja turustamise vallas, kuid siiski on
asjakohane jitta seniks jousse kehtivad proovivdtu sdtted.

Direktiivid 71/250/EMU, 71/393/EMU, 72/199/EMU, 73/
46/EMU, 76/371/EMU, 76/372/EMU, 78/633/EMU, 81/

EUT L 234, 17.9.1993, k 17.

EUT L 329, 30.12.1993, lk 54.
EUT L 257, 19.9.1998, lk 14.
EUT L 118, 6.5.1999, lk 36.
EUT L 207, 6.8.1999, 1k 13.
EUT L 174, 13.7.2000, lk 32.
EUT L 209, 6.8.2002, Ik 15.
ELT L 339, 24.12.2003, lk 78.

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 tuleks seetdttu kehtetuks
tunnistada.

(4) Kdesoleva mairusega ette nahtud meetmed on kooskdlas
toiduahela ja loomatervishoiu alalise komitee arvamusega,

ON VASTU VOTNUD KAESOLEVA MAARUSE:

Artikkel 1

Sooda ametlikul kontrollimisel vdetakse proovid s66da kompo-
nentide ja lisandite ning soovimatute ainete, vilja arvatud
pestitsiidijadkide ja mikroorganismide méddramiseks kooskdlas
[ lisas sdtestatud meetoditega.

Artikkel 2

Proovide analiitisiks ettevalmistamine ja tulemuste esitamine
toimub kooskdlas II lisas sitestatud meetoditega.

Artikkel 3

Analiitise sooda ametlikuks kontrolliks tehakse vastavalt III lisas
(Analiiisimeetodid  soodatooraine ja segajéusdoda koostise
kontrollimiseks), IV lisas (Analiiiisimeetodid lubatud s6odalisan-
dite taseme kontrollimiseks soodas), V lisas (Analiiiisimeetodid
soovimatute ainete sisalduse kontrollimiseks soodas) ja VI lisas
(Analiiiisimeetodid loomse pdritoluga komponentide mairami-
seks sooda ametlikul kontrollimisel) sdtestatud meetoditele.

Artikkel 4

Kodulindude segasodda energiasisaldus arvutatakse vastavalt
VII lisale.

Artikkel 5

Analiitisimeetodeid selliste VIII lisas sdtestatud lisandite eba-
seadusliku sisalduse kontrollimiseks, mida ei ole enam lubatud
soodas kasutada, kasutatakse kinnituse saamiseks.

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 kasitatakse viidetena
kiesolevale mairusele ja loetakse vastavalt XI lisa vastavustabe-
litele.
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Artikkel 7

Kéesolev médrus joustub kahekiimnendal péeval parast selle avaldamist Euroopa Liidu Teatajas.

Kiesolevat mairust kohaldatakse alates 26. augustist 2009.

Kiesolev méidrus on tervikuna siduv ja vahetult kohaldatav koikides litkmesriikides.

Briissel, 27. jaanuar 2009
Komisjoni nimel
komisjoni liige

Androulla VASSILIOU
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4.1.

4.2.

4.2.1.1.

4.2.1.2.

I LISA

PROOVIVOTUMEETODID

EESMARK JA RAKENDUSALA

S6oda ametlikuks kontrolliks ettendhtud proovid voetakse allpool kirjeldatud meetodite kohaselt. Selliselt saadud
proovi kisitatakse representatiivsena proovipartii suhtes.

PROOVIVOTU PERSONAL

Proove votavad liikkmesriikide poolt selleks volitatud isikud.

MOISTED

Proovipartii: toote kogus, mida kisitatakse tervikuna ning mille omadusi voib pidada tihtseteks.
Osaproov: partii ithest punktist voetud kogus.

Koondproov: samast proovipartiist voetud osaproovide kogum.

Vihendatud proovid: koondproovi representatiivne osa, mis on saadud vihendamise teel.

Lopp-proov: vihendatud proovi voi homogeenitud koondproovi osa.

SEADMED

Proovivotuseadmed peavad olema materjalist, mis ei saasta tooteid, millest proove vdetakse. Liikmesriigid vdivad
proovivdtuseadmed ametlikult heaks kiita.

Soovitatavad seadmed proovide votmiseks tahkest sodast
Kaisitsi proovivotmine

Lamedapdhjaline vertikaalsete ddrtega kithvel.

Proovivotupuur pika 16he voi lahtritega. Proovivotupuuri modtmed peavad vastama proovipartii omadustele
(mahuti siigavus, koti modtmed jms) ja s6odajahu osakeste suurusele.

Mehaaniline proovivotmine

Umberlaaditavast séodast proovide votmiseks voib kasutada heakskiidetud mehaanilisi proovivotuseadmeid.

Jagaja

Osaproovide votmisel ning vahendatud proovide ja 16pp-proovide ettevalmistamisel voib kasutada seadet, mis on
mdeldud proovi jagamiseks ligikaudu vordseteks osadeks.

KVANTITATIIVSED NOUDED

5.A. Soodas tihtlaselt jaotunud ainete voi toodete kontrollimisel

5.A.1. Proovipartii

Proovipartii suurus peab olema selline, et proove oleks vdimalik vdtta kdikidest proovipartii
osadest.
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5.A.2. Osaproovid
5.A.2.1. Lahtine so6t: Minimaalne osaproovide arv:
5.A.2.1.1. proovipartiid massiga kuni 2,5 tonni seitse
5.A.2.1.2. proovipartiid massiga iile 2,5 tonni V20 korda proovipartii moodustavate ton-
nide arv (*), maksimaalselt 40 osaproovi
5.A.2.2. Pakendatud s6ot: Minimaalne pakendite arv proovivotuks (**):
5.A.2.2.1. Pakendid massiga tile ithe kilo:
5.A.2.2.1.1. tihest kuni neljast pakendist koosnevad kaik pakendid
proovipartiid
5.A.2.2.1.2. viiest kuni kuueteistkiimnest pakendist neli
koosnevad proovipartiid
5.A.2.2.1.3. rohkem kui kuueteistkiimnest pakendist \ proovipartii moodustavate pakendite
koosnevad proovipartiid arv (*), maksimaalselt 20 pakendit
5.A.2.2.2. pakendid massiga kuni 1 kg neli
5.A.2.3. Vedel voi poolvedel soot: Minimaalne pakendite arv proovivdtuks (**):
5.A.2.3.1. mahutid mahuga iile tihe liitri:
5.A.2.3.1.1. iihest kuni neljast mahutist koosnevad koik mahutid
proovipartiid
5.A.2.3.1.2. viiest kuni kuueteistkiimnest mahutist neli
koosnevad proovipartiid
5.A.2.3.1.3. rohkem kui kuueteistkiimnest mahutist \ proovipartii moodustavate mahutite arv (%),
koosnevad proovipartiid maksimaalselt 20 mahutit
5.A.23.2. Kuni tiheliitrised mahutid neli
5.A.2.4. Soodabriketid ja lakukivid Minimaalne brikettide voi kivide arv proovi-
votuks (**):
tiks brikett voi kivi 25 tthikust koosneva
proovipartii kohta, maksimaalselt neli briketti
voi kivi
5.A.3. Koondproov
Noutav on iiks koondproov proovipartii kohta. Koondproovi moodustavate osaproovide
tildkogus ei tohi olla viiksem jirgmistest kogustest:
5.A3.1. Lahtine s66t 4 kg
5.A.3.2. Pakendatud soot:
5.A.3.2.1. pakendid massiga iile 1 kg 4 kg
5.A.3.2.2. pakendid massiga kuni 1 kg nelja originaalpakendi sisu kaal
5.A.3.3. Vedel voi poolvedel soot:
5.A.3.3.1. mahutid mahuga ile iihe liitri: neli liitrit
5.A.3.3.2. kuni tiheliitrised mahutid nelja originaalmahuti sisu maht
5.A3.4. So6dabriketid voi lakukivid:
5.A3.4.1. igaiiks kaaluga iile 1 kg 4 kg
5.A.3.4.2. igaiiks kaaluga kuni 1 kg nelja originaalbriketi voi -kivi kaal
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5.A.4. Lapp-proovid

Lopp-proovid saadakse vajaduse korral koondproovi vahendamise teel. Noutav on vahemalt
ithe 1opp-proovi analiiiis. Analiiiisitavas 16pp-proovis sisalduv kogus ei tohi olla viiksem
jirgmistest niitajatest:

tahke s66t 500 g
Vedel voi poolvedel soot: 500 ml
5.B. soodas tdendoliselt ebaiihtlaselt jaotunud soovimatute ainete vdi toodete, nditeks

aflatoksiinide, hariliku tungaltera, riitsinuse ja krotalaaria kontrollimisel sdodatooraines (***)

5.B.1. Proovipartii: vt 5.A.1.
5.B.2. Osaproovid
5.B.2.1. Lahtine s66t: vt 5.A.2.1.
5.B.2.2. Pakendatud s66t: Minimaalne pakendite arv proovivotuks:
5B.2.2.1. iihest kuni neljast pakendist koosnevad koik pakendid
proovipartiid
5B.2.2.2. viiest kuni kuueteistkiimnest pakendist neli
koosnevad proovipartiid
5.B.2.2.3. rohkem kui kuueteistkiimnest pakendist \ proovipartii moodustavate pakendite
koosnevad proovipartiid arv (*), maksimaalselt 40 pakendit
5.B.3. Koondproovid

Koondproovide arv varieerub vastavalt proovipartii suurusele. Koondproovide minimaalne
arv proovipartii kohta on esitatud allpool. Koondproovi moodustavate osaproovide kogukaal
ei tohi olla alla 4 kg.

5.B.3.1. Lahtine s66t
Proovipartii kaal tonnides: Koondproovide minimaalne arv proovipartii
kohta:
kuni 1 1
rohkem kui 1 ja kuni 10 2
rohkem kui 10 ja kuni 40 3
rohkem kui 40 4
5.B.3.2. Pakendatud soot
Proovipartii suurus pakendite arvuna: Koondproovide minimaalne arv proovipartii
kohta:
1 kuni 16 1
17 kuni 200 2
201 kuni 800 3
rohkem kui 800 4
5.B.4. Lopp-proovid

Loplp -proovid saadakse koondproovi vihendamise teel. Noutav on vahemalt iihe 16pp-proovi
analiitis koondproovi kohta. Analiiiisitava 16pp-proovi kaal ei tohi olla alla 500 g.

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

(**) Pakendite v6i konteinerite puhul, mille sisu ei tileta 1 kilo voi 1 liitrit, ja brikettide voi kivide puhul, mis kaaluvad kuni 1 kilo
titkk, loetakse osapartiiks iihe originaalpakendi voi -konteineri sisu, tiks brikett voi iiks kivi.

(***) Punktis 5.A ette ndhtud meetodeid kasutatakse aflatoksiinide, hariliku tungaltera, riitsinuse ja krotalaaria kontrollimisel tais-
ja tdiendsoodas.
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6.

6.1.

6.2.

6.2.A.

6.2.A.1.

6.2.A.2.

6.2.A.3.

6.2.A.4.

6.2.A.5.

6.2.B.

PROOVIDE VOTMISE, ETTEVALMISTAMISE JA PAKENDAMISE JUHISED

Uldsitted

Proovid tuleb votta ja ette valmistada voimalikult kiiresti, vottes vajalikud ettevaatusabindud toote muutumise ja
saastumise valtimiseks. Toovahendid ja to6pinnad ning proovide hoidmiseks ettendhtud anumad peavad olema
puhtad ja kuivad.

Osaproovid
Séddas iihtlaselt jaotunud ainete voi toodete kontrollimisel

Osaproovid vdetakse juhuvaliku abil kogu proovipartii ulatuses ja need peavad olema ligikaudu vordse suurusega.

Lahtine s66t

Proovipartii jagatakse mdtteliselt teatavaks arvuks ligikaudu vordseteks osadeks. Osade arv, mis
vastab punkti 5.A.2 kohaselt ndutud osapartiide arvule, valitakse juhuslikult ning igast asjaomasest osast
voetakse vihemalt iiks proov.

Vajaduse korral voib proove votta partii lilkumise (laadimise voi mahalaadimise) ajal.

Pakendatud s66t

Pirast seda, kui proovivotmiseks on punkti 5.A.2 kohaselt vajalik arv pakendeid vilja valitud, voetakse puuri voi
kithvli abil osa iga pakendi sisust. Vajaduse korral vdetakse proovid parast seda, kui pakendid on iikshaaval
tithjendatud. Koik klombid purustatakse (vajaduse korral voetakse need proovist vilja ja pannakse parast
purustamist tagasi) igas koondproovis eraldi.

Homogeenne vdi homogeenitav vedel voi poolvedel so6t

Pirast seda, kui proovivotmiseks on punkti 5.A.2 kohaselt vajalik arv mahuteid vilja valitud, homogeenitakse
vajaduse korral nende sisu ja voetakse osa igast mahutist.

Osaproove voib votta mahutite tithjendamise ajal.

Mittehomogeenitav vedel voi poolvedel so06t

Pirast seda, kui proovivotmiseks on punkti 5.A.2 kohaselt vajalik arv mahuteid vilja valitud, vdetakse proovid eri
tasanditelt.

Proove voib votta ka mahutite tithjendamise ajal, kuid mitte esimestest kihtidest.
Molemal juhul peab vdetav kogus olema vihemalt 10 liitrit.

Soodabriketid ja lakukivid

Pirast seda, kui proovivotmiseks on punkti 5.A.2 kohaselt vajalik arv brikette voi kive vilja valitud, voetakse osa
igast briketist voi kivist.

Soodas toendoliselt ebaiihtlaselt jaotunud soovimatute ainete voi toodete, nditeks aflatoksiinide, hariliku tungaltera, riitsinuse
ja krotalaaria kontrollimisel séddatooraines

Partii jagatakse motteliselt ligikaudu vordseteks osadeks vastavalt punktis 5.B.3 ette ndhtud koondpartiide arvule.
Kui see arv on suurem kui iiks, jaotatakse punktis 5.B.2 ette nihtud osapartiide koguarv ligikaudu vordselt
erinevate osade vahel. Seejirel voetakse ligikaudu vdrdse suurusega proovid, (') nii et igast osast vdetud proovide
koguhulk ei oleks viiksem kui iga koondproovi jaoks ndutud 4 kg. Eri osadest vdetud osapartiisid ei koondata
ithte koondproovi.

(") Pakendatud so6oda puhul voetakse osa proovivotmiseks mdeldud pakendite sisust puuri voi kithvliga parast seda, kui pakendid on

vajaduse korral iikshaaval tithjendatud.
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6.3.

6.4.

6.5.

Koondproovide ettevalmistamine

Soodas iihtlaselt jaotunud ainete voi toodete kontrollimisel

Uhtne koondproov saadakse osaproovide kokkusegamise abil.

Soddas toendoliselt ebaiihtlaselt jaotunud soovimatute ainete voi toodete, nditeks aflatoksiinide, hariliku tungaltera, riitsinuse
ja krotalaaria kontrollimisel soodatooraines

Partii igast osast voetud osaproovid segatakse ja valmistatakse punktis 5.B.3 osutatud arv koondproove, markides
hoolikalt iiles iga koondproovi paritolu.

Lopp-proovide ettevalmistamine
Iga koondproovi materjal segatakse hoolikalt, et moodustuks homogeenne proov (). Vajaduse korral

vihendatakse koondproov esmalt vihemalt 2 kg voi 2 liitrini (vihendatud proov), kasutades mehaanilist voi
automaatset jagajat voi kvarteerimismeetodit.

Valmistatakse ette vahemalt kolm ligikaudu tihesuurust 16pp-proovi, mis vastavad punktis 5.A.4 vdi 5.B.4 esitatud
kvantitatiivsetele nouetele. Iga proov pannakse sobivasse mahutisse. Viltimaks muutusi proovi koostises,
saastumist voi voltsimist, mis voivad tekkida veo voi ladustamise ajal, voetakse koik vajalikud ettevaatusabinoud.

Lopp-proovide pakendamine

Mahutid voi pakendid pitseeritakse ja margistatakse (kogu etikett peab olema pitseri sees) selliselt, et neid ei oleks
voimalik avada pitserit rikkumata.

PROOVIVOTUPROTOKOLL

Iga proovivotmise kohta tuleb tiita protokoll, mis voimaldab iga proovipartiid itheselt identifitseerida.

PROOVIDE SIHTKOHT

Iga koondproovi kohta saadetakse vihemalt iiks 16pp-proov ning analiiiisiks vajalik teave voimalikult kiiresti
volitatud analiiiisilaborisse.

(") Koik klombid purustatakse (vajaduse korral vdetakse need proovist vilja ja pannakse parast purustamist tagasi) igas koondproovis eraldi.
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3.1.

3.2

3.3.

3.4.

II LISA

SOODA ANALUUSIMEETODITE ULDSATTED

A.  PROOVIDE ETTEVALMISTAMINE ANALUUSIKS
Eesmirk

Allpool kirjeldatud protseduurid kisitlevad kontroll-laboratooriumidesse saadetud 1pp-proovide ettevalmistamist
analiitisiks pdrast proovi votmist vastavalt I lisa satetele.

Konealused proovid tuleb ette valmistada nii, et analiiiisimeetodites satestatud viisil kaalutud kogused oleksid iihtlased
ja vastaksid 1o6pp-proovidele.

Ettevaatusabindud

Rakendatav proovi ettevalmistamise protseduur soltub kasutatavast analiiiisimeetodist. Seepdrast on viga oluline
tagada, et rakendatav proovi ettevalmistamise protseduur sobiks kasutatava analiiiisimeetodiga.

Koik vajalikud toimingud tuleb 14bi viia nii, et valtida proovi saastumist ja selle koostise muutumist.

Jahvatamine, segamine ja sdelumine tuleb teostada nii kiiresti kui voimalik, et proovi kokkupuude 6hu ja valgusega
oleks minimaalne. Kasutada ei tohi veskeid ja jahvatajaid, mis proovi margatavalt kuumendavad.

Kuumuse suhtes eriti tundliku s66da puhul soovitatakse kasutada kisitsijahvatamist. Samuti tuleb tagada, et aparaat ise
ei oleks mikroelementide saastumise allikas.

Kui ettevalmistamine ilma oluliste muutusteta proovi niiskusesisalduses ei ole voimalik, mairatakse niiskusesisaldus
enne ja parast ettevalmistamist vastavalt III lisa A osas sitestatud meetodile.

Too6 kiik

Proov jaotatakse analiiiisiks ja standardprooviks sobivateks alamproovideks, kasutades sobivaid jaotustehnikaid,
nditeks vahelduv kiithveldamine, statsionaarne voi poordrihveldamine. Koonilist valamist ja neljaks jaotamist ei
soovitata, sest sellega voib kaasneda suur veaosakaal alamproovide jaotuses. Standardproovi hoitakse sobivas puhtas ja
kuivas dhukindlalt suletavas mahutis ja analiiiisitavad alamproovid, vahemalt 100 g, valmistatakse ette jargmiselt.

Sot, mida saab kohe jahvatada

Kui analiiiisimeetodites ei ole teisiti kindlaks méiratud, sdelutakse kogu proov pérast jahvatamist vajaduse korral labi
1 mm kandiliste avadega sdela (vastavalt soovitusele ISO R565). Viltida liigset jahvatamist.

Soelutud proov segatakse ja kogutakse sobivasse puhtasse ja kuiva Shukindlalt suletavasse ndusse. Vahetult enne
analiitisiks vajaliku koguse kaalumist segatakse proovi uuesti.
So6t, mida saab jahvatada pérast kuivatamist

Kui analiiiisimeetodites ei ole teisiti kindlaks maaratud, kuivatatakse proovi vastavalt Il lisa A osas nimetatud niiskuse
maédramise meetodi punktis 4.3 kirjeldatud esialgsele kuivatamisviisile niiskusesisalduseni 8-12 %. Jatkatakse punk-
tis 3.1 osutatud viisil.

Vedel voi poolvedel siit

Proov kogutakse sobivasse puhtasse ja kuiva hukindlalt suletavasse ndusse. Vahetult enne analiiiisiks vajaliku koguse
kaalumist segatakse proovi hoolikalt.

Muu soot

Selliseid proove, mida ei saa ette valmistada mdnel eespool nimetatud viisil, tuleb to6delda mis tahes muul viisil, mis
tagab analiiiisiks kaalutud koguste homogeensuse ja vastavuse 15pp-proovidele.
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Proovide hoidmine

Proove tuleb hoida temperatuuril, mis ei muuda nende koostist. Vitamiinide voi eriti valgustundlike ainete analiitisiks
ettendhtud proove tuleb hoida tumedast klaasist noudes.

B. SATTED ANALUUSIMEETODITES KASUTATAVATE REAKTIIVIDE JA SEADMETE KOHTA
Kui analiisimeetodites ei ole teisiti kindlaks méidratud, peavad koik analiiiitilised reaktiivid olema analiiiitiliselt

puhtad. Mikroelementide maaramisel tuleb reaktiivide puhtust kontrollida pimekatsega. Soltuvalt saadud tulemustest
voib olla vaja reaktiive tdiendavalt puhastada.

Iga lahuste valmistamist, lahjendamist, loputamist vdi pesemist hdlmav toiming, mida on analiiisimeetodites
nimetatud ilma kasutatud lahusti v&i lahjendi laadile viitamata, eeldab vee kasutamist. Uldjuhul peab vesi olema
demineraliseeritud voi destilleeritud. Teatavatel juhtudel, millele analiiisimeetodites viidatakse, tuleb veega ldbi viia
erilised puhastusprotseduurid.

Kontroll-laboratooriumides tavaliselt leiduvaid seadmeid silmas pidades viidatakse analiiiisimeetodites ainult nendele
instrumentidele ja vahenditele, mis on erilised v6i nouavad konkreetset kasutamisviisi. Need seadmed peavad olema
puhtad, eriti vdga viikeste ainekoguste maaramisel.

C.  ANALUUSIMEETODITE RAKENDAMINE JA TULEMUSTE VALJENDAMINE
Ekstraktsioonimenetlus
Mitmete meetodite puhul on miiratud konkreetne ekstraktsioonimenetlus. Uldjuhul vdib peale meetodis viidatud

menetluse teisi ekstraktsioonimenetlusi rakendada juhul, kui on tdestatud, et kasutatav ekstraktsioonimenetlus on
pohiaine analiitisiks sama tdhus kui meetodis mainitud menetlus.

Puhastusmenetlus
Mitmete meetodite puhul on miiratud konkreetne puhastusmenetlus. Uldjuhul voib peale meetodis viidatud

menetluse teisi puhastusmenetlusi rakendada juhul, kui on tdestatud, et kasutataval puhastusmenetlusel on pdhiaine
analiiiisiks meetodis mainitud menetlusega samavaarsed analiiitilised tulemused.

Kasutatavast analiiiisimeetodist teavitamine

Tavaliselt kehtestatakse iga soodas esineva aine mddramiseks tiks analiiisimeetod. Kui esitatud on mitu meetodit, tuleb
analiiiisiaruandesse mirkida kontroll-laboratooriumi kasutatud meetod.

Miiramiste arv

Analiiiisiaruandes esitatud tulemus on keskmine véirtus, mis on saadud vihemalt kahe proovi erinevate osade ja
rahuldava korratavusega labiviidud madramisega.

Kui soovimatute ainete analiiiisii on esimese mdairamise tulemus oluliselt (> 50 %) viiksem kui kontrollitav
spetsifikatsioon, ei ole siiski vaja teha enam tdiendavaid médramisi, juhul kui rakendatakse sobivat kvaliteedimenetlust.

Kui aine vdi koostisosa deklareeritud sisalduse kontrollimisel kinnitab esimese méidramise tulemus deklareeritud
sisaldust, s.t analiiiitiline tulemus jaib deklareeritud sisalduse lubatud hilbe piiresse, ei ole vaja teha enam tdiendavaid
maédramisi, juhul kui rakendatakse sobivat kvaliteedimenetlust.

Mdnel juhul on lubatud hilve sitestatud digusaktides, niiteks ndukogu direktiivis 79/373/EMU (1).

Aruandlus analiiiisitulemuste kohta

Analiiiisitulemus  véljendatakse analiiisimeetodis kehtestatud viisil sobiva arvu tiivenumbritega ja vajaduse korral
korrigeeritakse seda vastavalt 16pp-proovi niiskusesisaldusele enne ettevalmistamist.

EUT L 86, 6.4.1979, Ik 30.
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Modtemiidramatus ja saagise midr soovimatute ainete analiiiisil

Soovimatute ainete puhul Euroopa Parlamendi ja ndukogu direktiivi 2002/32/EU tihenduses, kaasa arvatud
dioksiinide ja dioksiinitaoliste PCBde puhul, ei vasta loomatoiduks ettendhtud tooted kehtestatud piirnormile, kui
analiiiisitulemust loetakse piirnormi iiletavaks, vottes arvesse laiendatud modteméddramatust ja saagise korrektsiooni.
Vastavuse hindamiseks kasutatakse analiitisitud kontsentratsiooni, mida on korrigeeritud saagise suhtes ja millest on
maha arvatud laiendatud modtemadramatus. Seda menetlust voib kohaldada vaid juhtudel, kus analiitisimeetod
voimaldab hinnata modtemadramatust ja saagise parandust (nt pole voimalik mikroskoopilise analiitisi puhul).

Analiiiisitulemus esitatakse jargmiselt (niivord kui kasutatud analiiiisimeetod voimaldab hinnata mo6temadramatust ja
saagise maara):

a)  saagise korrektsiooniga, saagise mair peab olema margitud. Saagise korrektsioon ei ole vajalik juhul, kui saagise
méir jadb vahemikku 90-110 %.

b)  kujul ,x +/- U, kus x on analiisitulemus ja U on laiendatud mddteméddramatus, kusjuures kasutatakse
kattuvuskoefitsienti 2, mis annab usaldusvairsuse taseme ligikaudu 95 %.

Kui analiiiisi tulemus on oluliselt (> 50 %) viiksem kui kontrollitav spetsifikatsioon ja kui rakendatakse sobivat
kvaliteedimenetlust ning analiiiisi eesmirk on vaid kontrollida vastavust digusnormidele, ei ole analiiiisitulemuses
siiski vaja esitada saagise korrektsiooni ning saagise maira ja modtemédramatuse voib nendel juhtudel ira jdtta.
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

4.1.

III LISA

SOODATOORAINE JA SEGAJOUSOODA KOOSTISE KONTROLLIMISE ANALUUSIMEETODID

A.  NIISKUSESISALDUSE MAARAMINE
Eesmiirk ja rakendusala

Selle meetodiga on vdimalik méddrata s66da niiskusesisaldust. Lenduvaid aineid, niiteks orgaanilisi happeid
sisaldava s66da puhul tuleb jalgida, et koos niiskusesisaldusega maarataks ka oluline osa lenduvatest ainetest.

See ei holma piimatoodete kui soodatooraine analiiiisi, mineraalainete ja peamiselt mineraalainetest koosnevate
segude analiiiisi, loomsete ja taimsete rasvade ja olide analiiiisi ega Oliseemnete ja Oliviljade analiiiisi.

Pohimote

Proov kuivatatakse kindlaksméératud tingimustel, mis varieeruvad sdltuvalt sooda laadist. Massikadu maaratakse
kaalumise teel. Suure niiskusesisaldusega tahket soota tuleb eelnevalt kuivatada.

Seadmed

Niiskust mitteneelavast materjalist purusti, mis vastab punktides 4.1.1 ja 4.1.2 sitestatud nouetele, mida on
lihtne puhastada ning millega on voimalik kiiresti ja tthtlaselt purustada nii, et ei tekiks margatavat kuumenemist
ja et proov puutuks voimalikult vdhe kokku viliskeskkonnaga (nt vasarpurustaja voi vesijahutusega
mikropurustaja, kokkupandav koonusveski, aeglustatud litkumisega purustaja voi hammasratastega purustaja).

Analiiiitilised kaalud tdpsusega 1 mg.

Ohukindlalt suletavad roostevabast metallist voi klaasist kuivad anumad péhjaga, millele saab analitiisitavat
proovi laotada tihedusega 0,3 gfcm?

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

Reguleeritava temperatuuriga elektriline vaakumkuivatuskapp, mis on varustatud 6lipumbaga ning kuhu saab
juhtida kuuma ja kuiva Shku voi kuhu pannakse kuivatusainet (nt kaltsiumoksiidi).

Eksikaator, millel on paks avadega metall- vdi portselanalus ning mis sisaldab tdhusat kuivatusainet.

T66 kiik

NB! Kiesolevas punktis kirjeldatud toimingud tuleb teha kohe pirast proovi sisaldavate pakendite avamist.
Tuleb teha vihemalt kaks analiiiisi.

Ettevalmistus
Muu s66t kui punktides 4.1.2 ja 4.1.3 nimetatud so6t

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

Teravili ja tangud

Voetakse vahemalt 50 g proovi. Proov jahvatatakse osakesteks, millest vihemalt 50 % pudeneb labi soela, mille
avade suurus on 0,5 mm, ja sdelale, mille immarguste avade suurus on 1 mm, ei jad rohkem kui 10 %.

(") Teravilja, jahu, tangude ja manna kuivatamisel peab kuivatuskapi soojusmahutavus olema selline, et seatuna temperatuurile 131 °C

saavutab kuivatuskapp parast maksimaalse arvu uuritavate proovide itheaegselt kuivatuskappi kuivama panemist selle temperatuuri
uuesti vahem 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 %.
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4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.3.

Vedel voi pastataoline s66t, peamiselt dlidest ja rasvadest koosnev s60t

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

Kuivatamine
Muu s66t kui punktides 4.2.2 ja 4.2.3 nimetatud s6ot

Kaanega anum (3.3) kaalutakse tdpsusega 1 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
103 °C kuumutatud kuivatuskappi. Anum asetatakse kuivatuskappi voimalikult kiiresti, et vltida kuivatuskapi
jahtumist. Lastakse kuivada neli tundi, mida arvestatakse alates hetkest, mil kuivatuskapi temperatuur on jille
103 °C. Kaas asetatakse tagasi anumale, anum voetakse kuivatuskapist vélja, lastakse 30—45 minutit eksikaatoris
(3.6) jahtuda ja kaalutakse 1 mg tdpsusega.

Peamiselt Olidest ja rasvadest koosneva s6oda puhul kuivatatakse proovi kuivatuskapis temperatuuril 130 °C
tiiendavalt 30 minutit. Kahe kaalumistulemuse 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 tipsusega, ja laotatakse see iihtlaselt laiali. Kaaneta anum pannakse eelnevalt
temperatuurini 130 °C kuumutatud kuivatuskappi. Anum asetatakse kuivatuskappi voimalikult kiiresti, et valtida
kuivatuskapi jahtumist. Lastakse kuivada kaks tundi, mida arvestatakse alates hetkest, mil kuivatuskapi
temperatuur on jdlle 130 °C. Kaas asetatakse tagasi anumale, anum voetakse kuivatuskapist vélja, lastakse 30—
45 minutit eksikaatoris (3.6) jahtuda ja kaalutakse 1 mg tdpsusega.

Segajousoot, mis sisaldab iile 4 % sahharoosi voi laktoosi: soddatooraine, 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 tipsusega, ja laotatakse see iithtlaselt laiali. Kaaneta anum pannakse eelnevalt temperatuurini
80-85 °C kuumutatud vaakumkuivatuskappi (3.5). Anum asetatakse kuivatuskappi voimalikult kiiresti, et viltida
kuivatuskapi jahtumist.

Rohk tostetakse 100 torrini ja proovil lastakse sellise rohu all kas kuuma ja kuiva dhu voolus voi kuivatusaine
juuresolekul (umbes 300 g 20 proovi kohta) umbes neli tundi kuivada. Kui kasutatakse kuivatusainet,
tithendatakse vaakumpump parast ettendhtud rohu saavutamist lahti. Kuivamisaega arvestatakse alates hetkest,
mil kuivatuskapi temperatuur on jille 80-85 °C. Ettevaatlikult taastatakse kuivatuskapis atmosfadrirohk.
Kuivatuskapp avatakse, kaas asetatakse kohe anumale, anum vdetakse kapist vilja, lastakse jahtuda eksikaatoris
(3.6) 30-45 minutit ja kaalutakse 1 mg tdpsusega. Kuivatatakse veel 30 minutit vaakumkuivatuskapis
temperatuuril 80-85 °C ning kaalutakse uuesti. Kahe kaalumistulemuse erinevus ei tohi olla suurem kui 0,1 %
niiskust.

Eelkuivatamine

Muu s66t kui punktis 4.3.2 nimetatud soot

Tahket soota, mille purustamist suur niiskusesisaldus raskendab, tuleb jargmisel viisil eclnevalt kuivatada:

50 g purustamata proovi (pressitud voi aglomeeritud s66da voib vajaduse korral titkkideks 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 voetakse kuivatuskapist
vilja, lastakse laboratooriumis iiks tund ilma kaaneta jahtuda ja kaalutakse 10 mg tdpsusega. Purustatakse
viivitamata punkti 4.1.1 kohaselt ja kuivatatakse punkti 4.2.1 voi 4.2.3 kohaselt vastavalt s6oda laadile.

Teravili

Terasid, mille niiskusesisaldus on iile 17 %, tuleb jargmisel viisil eelnevalt kuivatada:
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5.1.

5.2.

5.3.

3.1.

3.2.

3.3.

50 g jahvatamata teri kaalutakse 10 mg tdpsusega 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 vélja, lastakse laboratooriumis kaks tundi ilma kaaneta jahtuda ja kaalutakse 10 mg
tipsusega. Jahvatatakse viivitamata punkti 4.1.2 kohaselt ja kuivatatakse punkti 4.2.2 kohaselt.

Tulemuste arvutamine

Niiskusesisaldus (X) arvutatakse protsendimddrana proovist jargmiste valemite abil.

Kuivatamine ilma eelkuivatamiseta

(m=-my)
X=——+%x100
kus:
m = analiiiisitava proovi esialgne mass grammides,
my = kuiva analiiiisitava proovi mass grammides.

Kuivatamine koos eelkuivatamisega

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

m, m X mjp
kus:
m = analiiiisitava proovi esialgne mass grammides,
m; = analiiiisitava proovi mass grammides parast eclkuivatamist,
m, = analiiiisitava proovi mass grammides pdrast purustamist voi jahvatamist,
my = kuiva analiiiisitava proovi mass grammides.
Korratavus

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

Tihelepanek

Kui purustamine osutub vajalikuks ja kui sellega muutub toote niiskusesisaldus, tuleb sooda koostisosade
analiiiiside tulemusi korrigeerida esialgsel kujul proovi niiskusesisalduse pdhjal.

B. LOOMSETE JA TAIMSETE RASVADE JA OLIDE NIISKUSESISALDUSE MAARAMINE

Eesmiirk ja rakendusala

Selle meetodiga on voimalik mairata loomsete ja taimsete rasvade ja olide veesisaldust ja lenduvate ainete
sisaldust.

Pohimote

Proov kuivatatakse temperatuuril 103 °C piisimassini (massikadu kahe jdrjestikuse 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 kdrgus umbes 3 cm.

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

Liivavann voi elektriline kuumutusplaat.
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3.4.

3.5.

3.1.

Tohusat kuivatusainet sisaldav eksikaator.

Analiiiitilised kaalud.

Toé kiik

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

Kuumust vihendatakse, jilgides anuma pdohjast kerkivate mullide sagedust. Temperatuur ei tohi tdusta iile
105 °C. Segamist jitkatakse anuma p&hja kaapides, kuni mullide tekkimine 15peb.

Niiskuse tdielikuks korvaldamiseks kuumutatakse proovi mitu korda temperatuurini 103 + 2 °C, jahutades
kuumutamiste vahel proovi temperatuurini 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 parast korduvat kuumutamist viitab rasva okstideerumisele, sel juhul
arvutatakse tulemus enne massi suurenemist tehtud kaalumisel.

Tulemuste arvutamine

Niiskusesisaldus (X) arvutatakse protsendimairana proovist jirgmise valemi abil:

kus:

E:
1

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

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

Korratavus

Sama prooviga tehtud kahel paralleelsel madramisel saadud niiskusesisalduste erinevus ei tohi {iiletada
absoluutviirtuses 0,05 %.

C.  TOORVALGUSISALDUSE MAARAMINE
Eesmirk ja rakendusala

See meetod voimaldab mairata toorvalgusisaldust so6das laimmastikusisalduse alusel, mis maaratakse Kjeldahli
meetodiga.

Pohiméte
Proov lagundatakse vadvelhappega Kkataliisaatori manulusel. Happelahus leelistatakse naatriumhiidroksiidi

lahusega. Ammoniaak destilleeritakse ja kogutakse mdddetud viivelhappekogusesse, mille iilejadk tiitritakse
naatriumhiidroksiidi standardlahusega.

Teise voimalusena destilleeritakse vabanenud ammoniaak boorhappe lahuse iilejadki, millele jargneb tiitrimine
soolhappe voi vddvelhappe lahusega.

Reaktiivid

Kaaliumsulfaat.
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

5.1.

Kataliisaator: vask(Il)oksiid CuO voi vask(Il)sulfaatpentahiidraat CuSO,4 5H,0.

Granuleeritud tsink.

Vidvelhape, p20 = 1,84 g/ml.

Viivelhape, standardne tiitrimislahus, ¢(H,SO,) = 0,25 mol/l.

Viivelhape, standardne tiitrimislahus, ¢(H,SO,) = 0,10 mol/l.

Viidvelhape, standardne tiitrimislahus, ¢(H,SO,4) = 0,05 mol/l.

Metiiiilpunane indikaator: 300 mg metiiiilpunast lahustatakse 100 ml etanoolis, 6 = 95-96 % (v[v).
Naatriumhiidroksiidi lahus (v6ib kasutada tehnilise puhtusega reaktiivi) 5 = 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 libikuumutatud pimsskivigraanulid.

Atseetaniliid (sulamistemperatuur = 114 °C; N = 10,36 %).

Sahharoos (limmastikuvaba).

Boorhape (H;BO;).

Metiiiilpunase indikaatorlahus: 100 mg metiiiilpunast lahustatakse 100 ml etanoolis voi metanoolis.
Bromokresoolrohelise lahus: 100 mg bromokresoolrohelist lahustatakse 100 ml etanoolis vdi metanoolis.
Boorhappe lahus (10 g/l kuni 40 g/l olenevalt kasutatavatest vahenditest).

Kui rakendatakse kolorimeetrilist 16pp-punkti leidmist, tuleb metiiiilpunase ja bromokresoolrohelise indikaatorid
lisada boorhappe lahustesse. Kui 1 liiter boorhappe lahust on ette valmistatud, tuleb enne vajaliku mahuni
korrigeerimist lisada 7 ml metiitilpunase indikaatorlahust (3.16) ja 10 ml bromokresoolrohelise lahust (3.17).

Olenevalt sellest, millist vett kasutatakse, voib 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 boorhappesse annab tavaliselt hiid tulemusi.
Lahust tuleb hoida toatemperatuuril ja kaitsta valguse ning ammoniaagiaurude eest.

Soolhape, standardne tiitrimislahus ¢(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
tapsusega.

Seadmed

Seadmed, mis sobivad Kjeldahli meetodis ettenahtud lagundamise, destilleerimise ja tiitrimise labiviimiseks.

To66 kiik
Lagundamine
1 g proovi kaalutakse 0,001 g tdpsusega ja pannakse see mineraliseerimisaparaadi kolbi. Lisatakse

15 g kaaliumsulfaati (3.1), sobiv kogus kataliisaatorit (3.2) (0,3-0,4 g vask(l)oksiidi voi 0,9-1,2 g vask(l)
sulfaadi pentahiidraati), 25 ml vaddvelhapet (3.4) ja vajadusel moned pimsskivigraanulid (3.12) ning segatakse.
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5.2.

5.2.1.

5.2.2.

5.3.

5.3.2.

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

Kui lahus muutub selgeks ja heleroheliseks, jitkatakse keetmist veel kahe tunni jooksul, seejirel jahutatakse.

Destilleerimine

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

Destilleerimine vddvelhappeks

Destilleerimisaparaadi kogumiskolbi pannakse tipselt méddetud 25 ml véidvelhapet (3.5) voi (3.7), s6ltuvalt
eeldatavast limmastikusisaldusest. Lisatakse moni tilk metiitilpunast indikaatorit (3.8).

Mineraliseerimiskolb iihendatakse destilleerimisaparaadi jahutiga ja jahuti ots viiakse kogumiskolvis olevasse
vedelikku vihemalt 1 cm siigavusele (vt tdhelepanek 8.3). Mineraliseerimiskolbi valatakse aeglaselt 100 ml
naatriumhiidroksiidi lahust (3.9), viltides ammoniaagi kadu (vt tdhelepanek 8.1). Kolbi kuumutatakse, kuni
ammoniaak on tile destilleeritud.

Destilleerimine boorhappeks

Kui destillaadi ammoniaagisisalduse tiitrimine toimub kisitsi, siis rakendatakse allpool nimetatud menetlust. Kui
destillecrimisseade on tdisautomaatne ning holmab ka destillaadi ammoniaagisisalduse tiitrimist, siis jirgitakse
tootja koostatud destilleerimisseadme kasutusjuhendit.

Kogumiskolb, mis sisaldab 25-30 ml boorhappe lahust (3.18), pannakse jahuti viljalaskeava alla selliselt, et
sissevoolutoru jddb allapoole boorhappe lahuse iilejddgi pinda. Destilleerimisseade korrigeeritakse 50 ml
naatriumhiidroksiidi lahuse (3.9) viljastamiseks. Destilleerimisseadet kasutatakse vastavalt tootja kasutusjuhen-
dile ja destilleeritakse naatriumhiidroksiidi lahuse lisamisel vabanenud ammoniaak vilja. Destillaat kogutakse
boorhappe vastuvdtulahusesse. Destillaadi kogus (veeaurdestillatsiooni aeg) sdltub proovis sisalduva limmastiku
hulgast. Jargitakse tootja kasutusjuhendit.

MARKUS: poolautomaatses destilleerimisseadmes toimuvad naatriumhiidroksiidi iileja4gi lisamine ja veeaur-
destillatsioon automaatselt.

Tiitrimine
Toimida vastavalt punktile 5.3.1 voi 5.3.2.

Viidvelhape

Viivelhappe tilejadk tiitritakse kogumiskolvis naatriumhiidroksiidi lahusega (3.10 voi 3.11), soéltuvalt kasutatud
vaavelhappe kontsentratsioonist, kuni on saavutatud tiitrimise 16pp-punkt.

Boorhape

Kogumiskolvi sisu tiitritakse soolhappe standardse tiitrimislahusega (3.19) voi vdavelhappe 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 virvi jiljed. Biireti nditu hinnatakse 0,05 ml tdpsusega. Lopp-punkti nihtavust vib parandada valgustatud
magnetseguri plaadi voi valgusmooturi abil.

Seda voib teha automaatselt, kasutades automaatselt tiitrivat veeaurdestillaatorit.

Eri destillaatori voi destillaatori/titraatori kasutamisel jargitakse tootja kasutusjuhendeid.
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MARKUS: kui kasutatakse automaatset tiitrimissiisteemi, algab tiitrimine vahetult pérast destilleerimise algust ja
kasutatakse 1 % boorhappe lahust (3.18).

Kui kasutatakse tdisautomaatset destilleerimisseadet, voib ammoniaagi automaatset tiitrimist labi viia
ka 1opp-punkti médramisega, kasutades potentsiomeetrilist pH-siisteemi.

Sel juhul kasutatakse pH modtjaga automaatset titraatorit. PH-meeter tuleb korralikult kalibreerida
vahemikus pH 4 kuni pH 7, jirgides tavapdrast laboratoorset pH kalibreerimise menetlust.

Tiitrimise pH 13pp-punkt saavutatakse pH 4,6 juures, mis on titreerimiskdvera kdige jarsem punkt
(murdepunkt).

5.4. Pimekatse

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

6. Tulemuste arvutamine

Arvutused tehakse vastavalt punktile 6.1 voi 6.2.

6.1. Tiitrimise arvutamine vastavalt punktile 5.3.1

Toorvalgu sisaldus, viljendatuna protsendina massist, arvutatakse jargmise valemi jargi:

(Vo-V1) x ¢ x 0,014 x 100 x 6,25
m

V, = pimekatses kasutatud NaOH (3.10 v6i 3.11) maht (ml),
V, = proovi tiitrimisel kasutatud NaOH (3.10 v6i 3.11) maht (ml),
naatriumhiidroksiidi (3.10 vdi 3.11) kontsentratsioon (mol/l),

[g]
1}

m = proovi mass (g).

6.2. Tiitrimise arvutamine vastavalt punktile 5.3.2
6.2.1. Tiitrimine soolhappega

Toorvalgu sisaldus, viljendatuna protsendina massist, arvutatakse jirgmise valemi jirgi:

(Vi=Vg) xcx 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).

6.2.2. Tiitrimine vddvelhappega

Toorvalgu sisaldus, viljendatuna protsendina massist, arvutatakse jargmise valemi jargi:

(Vl _VO) X cX2,8x6,25

m
kus:

m = kaalutise mass grammides,

¢ = viidvelhappe (3.6) standardse tiitrimislahuse kontsentratsioon (mol/l),

V, = pimekatses kasutatud vddvelhappe (3.6) maht (ml),
V; = kaalutises kasutatud viivelhappe (3.6) maht (ml).
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7. Meetodi kontrollimine

7.1. Korratavus
Sama prooviga tehtud kahe paralleelse mairamise tulemuste erinevus ei tohi iiletada:

—  absoluutvaartusena valjendatult 0,2 %, kui toorvalgusisaldus on viiksem kui 20 %;
— 1,0 % suuremast vadrtusest, kui toorvalgusisaldus on 20-40 %;
—  absoluutvaartusena valjendatult 0,4 %, kui toorvalgusisaldus on suurem kui 40 %.

7.2. Tapsus
Analiiiis (lagundamine, destilleerimine ja tiitrimine) viiakse 1abi 1,5-2,0 g atseetaniliidiga (3.13) 1 g sahharoosi
(3.14) manulusel; 1 g atseetaniliidi tarbib 14,80 ml vaavelhapet (3.5). Saagis peab olema vihemalt 99 %.

8. Tihelepanekud

8.1. Seade voib olla manuaalset, poolautomaatset voi automaatset tiiiipi. Kui seade nduab proovi iilekandmist
lagundamise ja destilleerimise vahel, tuleb see iilekandmine teostada ilma kadudeta. Kui destillatsiooniaparaadi
kolb ei ole varustatud tilklehtriga, lisatakse naatriumhiidroksiid vahetult enne kolvi tihendamist jahutiga, valades
vedelikku aeglaselt mooda kolvi kiilge.

8.2. Kui proov lagundamisel tahkestub, alustatakse maaramist uuesti, kasutades eespool niidatust suuremat kogust
vaavelhapet (3.4).

8.3. Viikese limmastikusisaldusega toodete puhul véib kogumiskolbi viidava vidvelhappe (3.7) mahtu vajadusel
vahendada 10-15 ml-ni ja tiiendada veega 25 ml-ni.

8.4. Tavapiraste analiiiiside kdigus vdib toorvalgu maidramiseks kasutada alternatiivseid analiiiisimeetodeid, kuid
standardmeetodiks on kdesoleva lisa C osas kirjeldatud Kjeldahli meetod. Alternatiivmeetodi (nt DUMAS) abil
saadud tulemuste samaviddrsust standardmeetodiga vorreldes tuleb tdestada iga pohiaine kohta eraldi. Et
alternatiivmeetodiga saadud tulemused vdivad isegi pdrast samavadrsuse kontrolli veidi erineda standardmee-
todiga saadud tulemustest, tuleb analiiiisiaruandes mirkida, millist analiiiisimeetodit on toorvalgu médramiseks
kasutatud.

D.  KARBAMIIDI MAARAMINE

1. Eesmiirk ja rakendusala
Selle meetodiga on vdimalik mairata karbamiidi taset s6odas.

2. P6himote
Proov suspendeeritakse vees selitava ainega. Suspensioon filtreeritakse. Filtraadi karbamiidisisaldus maaratakse
pirast 4-dimetiiiilaminobensaldehiitidi (4-DMAB) lisamist optilise ttheduse mddtmise teel lainepikkusel 420 nm.

3. Reaktiivid

3.1. 4-dimetiiiilaminobensaldehiiiidi lahus: 1,6 g 4-dimetiiiilaminobensaldehiiiidi lahustatakse 100 ml 96 % etanoolis
ja lisatakse 10 ml soolhapet (pyo = 1,19 g/ml). See reaktiiv sailib maksimaalselt kaks nadalat.

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

3.3. Carrezi lahus II: vees lahustatakse 10,6 g kaaliumferrotsiianiidi K4 Fe (CN)s 3H,0. Tdidetakse veega 100 milli-
liitrini.

3.4. Karbamiidi mitte absorbeeriv aktiivsiisi (kontrollida).
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3.5.

4.1.

4.2.

4.3.

5.1.

5.2.

7.1.

7.2.

7.3.

Karbamiidi 0,1 % lahus (w/v).

Seadmed

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

Spektrofotomeeter.

To66 kiik
Proovi analiiiis
1 mg tapsusega kaalutud 2 g proovi pannakse 1 g aktiivsoega (3.4) 500 ml mddtekolbi. Lisatakse 400 ml vett ja

5 ml Carrezi lahust I (3.2), segatakse umbes 30 sekundit ja lisatakse 5 ml Carrezi lahust 1I (3.3). Segatakse trumlis
30 minutit. Tdidetakse veega kuni mirgini, loksutatakse ja filtreeritakse.

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

Kalibreerimiskdver

Voetakse 1, 2, 4, 5 ja 10 ml kogused karbamiidilahust (3.5), pannakse 100 ml mddtekolbidesse ja tdidetakse
veega kuni margini. Igast lahusest vdetakse dra 5 ml, lisatakse 5 ml 4-DMAB lahust (3.1), homogeenitakse ja

mdddetakse eespool kirjeldatud viisil optiline tihedus vérrelduna kontroll-lahusega, mis sisaldab 5 ml 4-DMAB
lahust ja 5 ml karbamiidivaba vett. Koostatakse kalibreerimiskover.

Tulemuste arvutamine

Proovis sisalduv karbamiidikogus méiratakse kalibreerimiskdvera abil.

Tulemus viljendatakse protsendiméirana proovist.

Tahelepanekud

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

Viikese karbamiidisisalduse puhul vetakse suurem proov, tingimusel et filtraat jaab labipaistvaks ja vérvituks.

Kui proov sisaldab lihtsaid limmastikuithendeid, nagu niiteks aminohappeid, tuleb optilist tihedust mddta
lainepikkusel 435 nm.

E.  LENDUVATE LAMMASTIKALUSTE MAARAMINE
L MIKRODIFUSIOON
Eesmiirk ja rakendusala

Selle meetodiga on vdimalik mairata ammoniaagina véljendatud lenduvate limmastikaluste sisaldust soodas.

Pohimote

Proov ekstraheeritakse veega ning lahus selitatakse ja filtreeritakse. Lenduvad limmastikalused vabastatakse
kaaliumkarbonaadi lahust kasutades mikrodifusiooni abil, kogutakse boorhappe lahusesse ja tiitritakse
véidvelhappega.
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3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

4.1.

4.2.

4.3.

Reaktiivid
Triklorodddikhappe 20 % lahus (w/v).

Indikaator: 33 mg bromokresoolrohelist ja 65 mg metiiiilpunast lahustatakse 100 ml 95-96 % etanoolis (v/v).

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

Kaaliumkarbonaadi kiillastunud lahus: 100 g kaaliumkarbonaati lahustatakse 100 ml keevas vees. Lastakse
jahtuda, filtreeritakse.

Vidvelhape, 0,01 mol/l

Seadmed

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

Klaasist voi plastist Conway anumad (vt joonis).

1/100 ml gradeeritud mikrobiiretid.

Toé kiik

10 g proovi kaalutakse 1 mg tipsusega ja pannakse koos 100 ml veega 200 ml mddtekolbi. Segatakse trumlis
30 minutit. Lisatakse 50 ml triklorodddikhappe lahust (3.1), tdidetakse kuni margini veega, loksutatakse tugevalt
ja filtreeritakse 1dbi kurdfileri.

Pipetti kasutades viiakse 1 ml boorhappe lahust (3.3) Conway anuma keskmisse ossa ja 1 ml filtraati anuma
valimisse ossa. Kaetakse osaliselt rasvatatud kaanega. Vilimisse osasse tilgutatakse kiiresti 1 ml kaaliumkarbo-
naadi kiillastunud lahust (3.4) ja kaas suletakse 6hukindlalt. Anumat pooratakse hoolikalt horisontaaltasandis nii,
et kaks reaktiivi segunevad. Lastakse haududa kas vihemalt neli tundi toatemperatuuril voi ks tund
temperatuuril 40 °C.

Mikrobiiretti (4.3) kasutades tiitritakse lenduvad limmastikalused boorhappe lahuses véivelhappe (3.5) abil.

Sama menetluse abil tehakse pimekatse, kuid ilma analiiiisitava proovita.

Tulemuste arvutamine

1 ml H,SO,4 0,01 mol/l vastab 0,34 mg ammoniaagile.

Tulemus viljendatakse protsendiméirana proovist.

Korratavus

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

—  suhtelise véirtusena viljendatult 10 % ammoniaagisisalduse puhul, mis on véiksem kui 1,0 %;

—  absoluutvaartusena valjendatult 0,1 % ammoniaagisisalduse puhul, mis on vihemalt 1,0 %.

Tihelepanek

Kui proovi ammoniaagisisaldus on suurem kui 0,6 %, lahjendatakse esialgset lahust.
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3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

4.1.

4.2.

IL. DESTILLEERIMINE
Eesmirk ja rakendusala

Selle meetodiga on voimalik mairata ammoniaagina viljendatud lenduvate lammastikaluste sisaldust peaaegu
karbamiidivabas kalajahus. Meetodit kohaldatakse iiksnes juhul, kui ammoniaagisisaldus on viiksem kui 0,25 %.

P6himote

Proov ekstraheeritakse veega ning lahus sclitatakse ja filtreeritakse. Lenduvad limmastikalused vabastatakse
keemistemperatuuril magneesiumoksiidi lisamise teel ja kogutakse teatava koguse véivelhappega, mille iilejaak
tiitritakse naatriumhiidroksiidi lahuse abil tagasi.

Reaktiivid

Triklorodddikhappe 20 % lahus (w/v)
Magneesiumoksiid

Vahutamisvastane emulsioon (nt silikoon)
Viivelhape, 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

Too6 kiik
10 g proovi kaalutakse 1 mg tdpsusega ja pannakse koos 100 ml veega 200 ml mddtekolbi. Segatakse trumlis

30 minutit. Lisatakse 50 ml triklorodddikhappe lahust (3.1), tdidetakse kuni margini veega, loksutatakse tugevalt
ja filtreeritakse labi kurdfiltri.

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

Sama menetluse abil tehakse pimekatse, kuid ilma analiiiisitava proovita.

Tulemuste arvutamine

1 ml H,SO,4 0,05 mol/l vastab 1,7 mg ammoniaagile.
Tulemus viljendatakse protsendimédrana proovist.

Korratavus

Sama prooviga tehtud kahe paralleelse madramise tulemuste erinevus ei tohi olla suurem kui 10 % ammoniaagi
massist suhtelise vddrtusena viljendatult.

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

See meetod voimaldab aminohappeanaliisaatoriga méédrata soodas vabu aminohappeid (stinteetilisi ja
looduslikke) ning iildaminohappeid (peptiidsidemetega ja vabu). Meetodit saab kasutada jirgmiste aminohapete
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2.1

2.2,

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

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

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

P3himote
Vabad aminohapped

Vabad aminohapped ekstraheeritakse lahjendatud soolhappega. Kaasa ekstraheerunud limmastikku sisaldavad
makromolekulid sadestatakse sulfosalitsiitilhappega ning eemaldatakse filtreerides. Filtreeritud lahuse pH
korrigeeritakse 2,20-le. Aminohapped eraldatakse ioonvahetuskromatograafia teel ning méératakse foto-
meetrilise médramise 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. Tiirosiin tuleb mairata oksiideerimata proovide hiidroliisaa-
tides. Kaiki teisi punktis 1 osutatud aminohappeid saab madrata kas oksiideeritud voi oksiideerimata proovides.

Oksiideerimine viiakse labi persipelghappe ja fenooli seguga 0 °C juures. Ulemiirane oksiidatsioonireaktiiv
lagundatakse naatriumdisulfitiga. Oksiideeritud voi oksiideerimata proovi hiidroliiiisitakse soolhappega (3.20)
23 tundi. Hiidroliisaadi pH korrigeeritakse 2,20-le. Aminohapped eraldatakse ioonvahetuskromatograafia teel
ning madratakse fotomeetriliselt reaktsioonis ninhiidriiniga lainepikkusel 570 nm (proliini puhul 440 nm).

Reaktiivid

Tuleb kasutada bidestilleeritud voi samavadrse kvaliteediga vett (juhtivus < 10 pS).
Vesinikperoksiid, w (w/w) = 30 %

Aéddikhape, w (w/w) = 98-100 %

Fenool

Naatriumdisulfit

Naatriumhiidroksiid

5-sulfosalitsiiiilhappe dihiidraat

Soolhape (tihedus umbes 1,18 g/ml)

Trinaatriumtsitraadi dihiidraat

2,2"- tiodietanool (tiodigliikool)

Naatriumkloriid

Ninhiidriin

Petrooleeter, keemisvahemik 40-60 °C

Norleutsiin voi muu sisestandardina kasutamiseks sobiv ithend
Gaasiline limmastik (< 10 ppm hapnikku)

1-oktanool
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3.16.

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.

3.27.1.

3.27.2.

Aminohapped:

Punktis 1 loetletud standardained. Kristallisatsioonivett mitte sisaldavad puhtad tihendid. Kuivatakse vaakumis
P,05 voi H,SO, kohal iihe nidala 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 HCl/l, 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 HCl/l, mis sisaldab 2 % tiodigliikooli. Voetakse 8,2 ml HCI (3.,7), lahjendatakse
umbes 900 ml veega, lisatakse 20 ml tiodiglitkooli (3.9) ja tdidetakse veega 1 liitrini (3.7 ja 3.9 mitte segada otse
omavahel).

5-sulfosalitsiiiilhape, £ = 6 %:
60 g 5-sulfosalitsiitilhapet (3.6) lahustatakse vees ja tdidetakse veega 1 liitrini.
Oksiidatsioonisegu (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 ithe tunni jooksul, et moodustuks persipelghape, seejirel jahutatakse jadveevanni
kohal (15 min) enne proovile lisamist.

Ettevaatust: vdltida 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 HCl (3.7) lahustatakse
umbes 800 ml vees. pH korrigeeritakse 2,20-le. Tdidetakse 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.
Aminohapete pdhistandardlahus (3.16.1).

¢ = 2,5 pmol/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)
tiheliitrises mootekolbis ning tdidetakse kolb tsitraatpuhvriga margini. Siilitatakse temperatuuril alla 5 °C mitte
tile 12 kuu. Seda lahust ei kasutata, kui pShistandardlahus (3.27.1) sisaldab tsiisteiinhapet ja metioniinsulfooni.
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3.27.3.

3.27.4.

3.27.5.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

5.1.

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

0,6560 g norleutsiini (3.13) lahustatakse tsitraatpuhvris (3.24) md6tekolbis ning kolb tdidetakse tsitraatpuhvriga
250 ml-ni. Sdilitatakse temperatuuril alla 5 °C mitte iile kuue kuu.

Standardaminohapete kalibreerimislahus, mis on mdoeldud 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
pohistandardlahust (3.27.1), 4,00 ml tsiisteiinhappe ja metioniinsulfooni pdohistandardlahust (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 modtekolbi, kolb tdidetakse tsitraatpuhvriga (3.24) kuni margini ja segatakse.
Sdilitatakse temperatuuril alla 5 °C mitte iile 3 kuu.
Vaata ka punkti 9.1 tihelepanekut.

Standardaminohapete kalibreerimislahus, mis on mdeldud kasutamiseks vastavalt punktile 5.3.3.1 valmistatud
hiidroliisaatidega ja ekstraktidega (5.2). Kalibreerimislahus valmistatakse vastavalt punktile 3.27.4, jittes vilja
naatriumkloriidi.

Sailitatakse temperatuuril alla 5 °C mitte iile 3 kuu.

Seadmed

100 voi 250 ml iimarapdhjaline piistjahutiga varustatud kolb

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

Sundventilatsiooniga ja termoregulaatoriga kuivatuskapp, mille tapsus on parem kui + 2 °C
pH-meeter (kolme kiimnendkoha tipsusega)

Membraanfilter (0,22 pm)

Tsentrifuug

Vaakumpoordaurusti

Mehaaniline loksuti vdi magnetsegur

Aminohappe analiisaator vdi HPLC-seade ioonvahetuskolonni, ninhiidriini kolonnijirgse derivatiseerimise
seadme ja valgusmooturiga.

Kolonn tiidetakse sulfoneeritud poliistiireenvaikudega, mis on voimelised eraldama aminohappeid iiksteisest 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 hidroliiisimenetlusi, mille puhul on hiidroliisaadi
naatriumikontsentratsioon ¢ = 0,8 mol/l ja mis sisaldab oksiidatsioonietapi koiki sipelghappe jdike. Teised
analiisaatorid ei voimalda teatavaid aminohappeid rahuldaval mairal eraldada, kui hiidroliisaat sisaldab liigselt
sipelghapet ja/vdi kui naatriumioonide kontsentratsioon on korge. Sellisel juhul viahendatakse pédrast hiidroliiiisi
ja enne pH korrigeerimist happe mahtu aurustamisega kuni umbes 5 milliliitrini. Aurustamine peab toimuma
vaakumitingimustes temperatuuril kuni 40 °C.

Toé kiik
Proovi ettevalmistamine
Proov jahvatatakse nii peencks, et see liheks libi 0,5-millimeetriste avadega sbela. Suure niiskusesisaldusega

proovid tuleks enne jahvatamist kas kuivatada 6hu kdes temperatuuril kuni 50 °C vdi kiilmkuivatada. Suure
rasvasisaldusega proove tuleb enne jahvatamist ekstraheerida petrooleetriga (3.12).
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5.2.

5.3.

5.3.2.1.

5.3.2.2.

5.3.2.3.

Vabade aminohapete mddramine siddas ja eelsegudes
Ettevalmistatud proovi (5.1) sobiv kogus (1-5 g) kaalutakse 0,2 mg tipsusega koonilisse kolbi ja lisatakse

100,0 ml ekstraheerimissegu (3.21). Segu raputatakse 60 min, kasutades mehaanilist loksutit vdi 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 jdtkatakse loksutamist 5 min viltel, 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 valatakse tsitraatpuhvri (3.24) abil modtekolbi ja kolb tdidetakse puhverlahusega (3.24) kuni
margini.

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 péeval, tuleb neid sdilitada temperatuuril alla 5 °C.

Uldaminohapete mddramine
Oksiideerimine

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

— 100 ml timarapdhjalisse kolbi (4.1) lahtise hiidroliiiisi (5.3.2.3) puhul voi

— 250 ml iimarapdhjalisse kolbi (4.1), kui on ndutav madal naatriumikontsentratsioon (5.3.3.1), vdi
— 100 ml keermestatud korgiga pudelisse (4.2) (suletud hiidroliiiisi 5.3.2.4 puhul).

Kaalutud proovi lammastikusisaldus peab olema umbes 10 mg ja niiskusesisaldus kuni 100 mg.

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

Jatkatakse vastavalt punktile 5.3.2.1.

Hudroluis
Oksiideeritud proovide hiidroliiiis

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

Olenevalt sellest, millist hiidroliiiisimenetlust kasutatakse, jitkatakse vastavalt punktile 5.3.2.3 vdi 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 ettevalmistatud proovi (5.1). Kaalutud proovipartii limmastikusisaldus peab olema
umbes 10 mg. Lisatakse hoolikalt 25 ml hidrolutisisegu (3.20) ja segatakse prooviga. Jatkatakse vastavalt
punktile 5.3.2.3 vdi 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. Pdrast hiidroliiiisi teostamist pestakse jahuti
maha 5 ml tsitraatpuhvriga (3.24). Kolb vdetakse lahti ja jahutatakse jadvannis.

Jatkatakse vastavalt punktile 5.3.3.
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5.3.2.4.

5.3.3.1.

5.3.3.2.

5.4.

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 véltida rdhu suurenemist (gaasiliste ainete tekkimise tottu) ja dra hoida plahvatust,
asetatakse esimeseks tunniks surveanuma peale keermestatud kork. Surveanumat ei tohi korgiga sulgeda. Uhe
tunni moodudes suletakse surveanum korgiga ja jietakse 23 tunniks kuivatuskappi (4.3). Parast hidroliiisi
1opuleviimist voetakse pudel kuivatuskapist vilja, avatakse ettevaatlikult pudelikork ja asetatakse pudel
jddveevanni. Jahutatakse.

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

Jatkatakse vastavalt punktile 5.3.3.

pH korrigeerimine

Olenevalt aminohappe analiisaatori (4.9) naatriumitaluvusest toimitakse pH korrigeerimisel vastavalt punktile
5.3.3.1 voi 5.3.3.2.

Kromatograafilised siisteemid (4.9), mille puhul on ndutav viike 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 sisestandardi pdhistandardlahust (3.27.3).
Vastavalt punktile 5.3.2.3 voi 5.3.2.4 saadud hiidroliisaadile lisatakse 2 tilka 1-oktanooli (3.15).

Hiidroliisaadi kogust vihendatakse vaakumpoérdaurusti (4.7) abil 5-10 milliliitrini vaakumitingimustes
temperatuuril 40 °C. Kui kogust vdhendatakse kogemata vihem kui 5 milliliitrini, tuleb hiidroliisaat vilja
praakida ja analiitisi tuleb uuesti alustada.

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

Koik teised aminohappe analiisaatorid (4.9)

Vastavalt punktile 5.3.2.3 v6i 5.3.2.4 saadud hiidroliisaadid neutraliseeritakse osaliselt, lisades hoolikalt
loksutades 17 ml naatriumhiidroksiidi lahust (3.17), jalgides, et temperatuur piisiks allpool 40 °C.

pH korrigeeritakse 2,20-ni toatemperatuuril, kasutades naatriumhiidroksiidi lahust (3.17) ja lopuks
naatriumhiidroksiidi lahust (3.18). Jitkatakse vastavalt punktile 5.3.4.

Proovilahus kromatograafia jaoks

Korrigeeritud pH-tasemega hiidroliisaat (5.3.3.1 voi 5.3.3.2) kallatakse kvantitatiivselt koos tsitraatpuhvriga
(3.24) 200 ml modtekolbi ja tdidetakse puhvriga (3.24) mérgini.

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

Seejirel alustatakse kromotograafiat (5.4).

Kui proovilahuseid ei analiiiisita samal pdeval, 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 labi 0,22 pm membraanfiltri (4.5). Saadud selge lahusega techakse ioonvahetuskro-
matograafia, kasutades aminohappe analiisaatorit (4.9).

Sissesiistimist v6ib teostada kisitsi v6i automaatselt. On oluline, et standardite ja proovide analiiiisiks lisataks
kolonni sama kogus lahust * 0,5 %, vilja arvatud sisestandardi kasutamisel, ning et naatriumi ja aminohapete
vahekord standard- ja proovilahustes oleks voimalikult sarnane.
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6.1.

Uldiselt sdltub kalibreerimiskatsete sagedus ninhiidriini reaktiivi stabiilsusest ja analiiitilisest siisteemist. Standard
v0i proov lahjendatakse tsitraapuhvriga (3.24), et saavutada standardi piigipindalaks 30-200 % proovi
aminohappe piigipindalast.

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

Kromatograafia etapil kehtivad (maaratavate aminohapete) ekvimolaarlahuse analiiiisimisel allpool esitatud
miinimumtaseme ja piigi kdrguse vahekorrad. Ekvimolaarlahus peab sisaldama vihemalt 30 % iga aminohappe
maksimumkogusest, mida on voimalik tipselt moota aminohappe analiiiisisiisteemi (4.9) abil.

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

Siisteem peab tagama liisiini eraldamise ,liisiini artefaktidest” ja ornitiinist.

Tulemuste arvutamine

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

_A><c><M><V
“Bxmx 1000

D
Kui kasutatakse sisestandardit, korrutatakse tulemus lilkmega T

piigipindala, hiidroliisaat voi ekstrakt

piigipindala, kalibreerimisstandardlahus

= piigipindala, sisestandard hiidroliisaadis voi ekstraktis

piigipindala, sisestandard, kalibreerimisstandardlahus

z O N @ >

= médratava aminohappe molaarmass

(e
I

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

V = hiidroliisaat (5.3.4) kokku milliliitrites voi ekstrakti (6.1) lahjenduse koguruumala milliliitrites

Tsiistiin ja tsiisteiin mdéiratakse molemad tsiisteiinhappena oksiideeritud proovide hiidroliisaatides, kuid
arvutatakse tsiistiiniks (C4H;,N,04S,, M 240,30 g/mol), kasutades M vadrtust 120,15 g/mol (= 0,5 x 240,30 g/
mol).

Metioniin méadratakse metioniinsulfoonina oksiideeritud proovi hiidroliisaatides, kuid arvutatakse metioniinina,
kasutades metioniini M véirtust: 149,21 g/mol.

Lisatud vaba metioniin méiratakse parast ekstraheerimist metioniinina, arvutamisel kasutatakse sama M véirtust.

Ekstraktide lahjenduse koguruumala (F) vabade aminohapete (5.2) mddramiseks arvutatakse jargmiselt:

l:_100m1>< (10 ml + 5 ml) o \
N 10 ml 10

V = loppekstrakti ruumala
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7. Meetodi hindamine

Meetodit on katsetatud rahvusvahelises vordluskatses 1990. aastal, kasutades nelja erinevat so6ta (sigade
segasoot, broilerite segasoot, valgukontsentraat, eelsegu). Tulemuste keskvaartused ja standardhilbed pérast
voorvairtuste elimineerimist on esitatud kiesoleva punkti tabelis.

Keskviirtused g/kg
Aminohape
Etalonaine

Treoniin Tsiist(e)iin Metioniin Liisiin

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

Broilerite segas66t 9,31 3,92 5,08 13,93
n=16 n=18 N=18 n=16

Valgukontsentraat 22,32 5,06 12,01 47,74
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 standardhilbena ja esitatud jargmistes
tabelites.

Laborisisesed standardhilbed (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 segasoot 0,20 0,11 0,16 0,28
n=16 n=18 n=18 n=16
Valgukontsentraat 0,48 0,13 0,27 0,99
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
Laborisisese standardhilbe (S,) variatsioonikordaja (%)
Aminohape
Etalonaine
Treoniin Tsiist(e)iin Metioniin Liisiin
Sigade segasoot 1,9 3,3 3,4 2,8
n=15 n=17 n=17 n=13
Broilerite segas66t 2,1 2,8 3,1 2,1
n=16 n=18 n=18 n=16
Valgukontsentraat 2,7 2,6 2,2 2,4
n=16 n=17 n=17 n=15
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Aminohape
Etalonaine
Treoniin Tsiist(e)iin Metioniin Liisiin
Eclsegu 2,2 — 2,4 2,1
n=16 n=16 n=16

n = osalenud laborite arv

7.2. Reprodutseeritavus

Eespool nimetatud vordluskatse laboritevahelise standardhilbe tulemused on esitatud jargmises tabelis:

Laboritevaheline standardhilve (Sg) g/kg

Aminohape
Etalonaine

Treoniin Tsiist(e)iin Metioniin Liisiin

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

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

Valgukontsentraat 0,85 0,62 1,57 1,24
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 Tsiist(e)iin Metioniin Liisiin

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

Broilerite segas66t 52 8,8 10,9 5,4
n=16 n=18 n=18 n=16

Valgukontsentraat 3,8 12,3 13,0 3,0
n=16 n=17 n=17 n=15

Eelsegu 43 — 6,9 6,7
n=16 n=16 n=16

n = osalenud laborite arv

8. Etalonainete kasutamine

Meetodi dige rakendamise kontrollimiseks tehakse korduvaid modtmisi sertifitseeritud etalonainetega, kui need

ained on kittesaadavad. Soovitatav on kalibreerida aminohapete sertifitseeritud kalibreerimislahusega.

9. Téhelepanekud

9.1. Aminohappeanaliisaatorite erinevustest tingituna tuleb standardaminohapete kalibreerimislahuste (vt 3.27.4 ja

3.27.5) ja hiidroliisaadi (vt 5.3.4) 16ppkontsentratsioone vaadelda suunistena.
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9.2

9.3.

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.11.

Koigi aminohapete puhul tuleb kontrollida aparatuuri lineaarse ala vahemikku.
Standardlahus lahjendatakse tsitraatpuhvriga, et piigialad oleksid vahemiku keskel.

Kui hidroliisaatide analiiiisiks kasutatakse korgefektiivse vedelikkromatograafia aparatuuri, tuleb katsetingimu-
sed optimeerida vastavalt tootja soovitustele.

Meetodi rakendamisel sooda suhtes, mille kloriidisisaldus on suurem kui 1 % (kontsentraadid, mineraalsoodad,
tdiendsoodad), voib analiiiis ndidata tegelikust vdiksemat metioniinisisaldust ning tuleb kasutada erimeetodit.

G. TRUPTOFAANI MAARAMINE
Eesmirk ja rakendusala

Selle meetodiga on vdimalik madrata triiptofaani iildsisaldust ja vaba triiptofaani sisaldust s66das. Meetod ei
erista D- ja L-vormi.

P6himote
Triptofaani iildsisalduse maaramiseks hiidroliitisitakse proovi leeliselises keskkonnas kiillastunud baarium-
hiidroksiidi lahusega ja kuumutatakse 110 °C juures 20 tundi. Parast hiidroliiiisimist lisatakse sisestandard.

Vaba triiptofaani méadramiseks ekstraheeritakse proovi norgalt happelistes tingimustes sisestandardi juuresolekul.

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

Reaktiivid
Tuleb kasutada bidestilleeritud voi samaviirse 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.

Baariumbhiidroksiidi oktahtidraat (valtida Ba(OH), .8 H,O iilemddrast kontakti 6huga, kuna see voib viia BaCO5
moodustumiseni, mis voib méddramist segada) (vt tdhelepanek 9.3).

Naatriumhiidroksiid

Ortofosforhape, w (w/w) = 85 %

Soolhape, py = 1,19 g/ml.

Metanool, samavidrne kui HPLC-puhas.

Petrooleeter, keemisvahemik 40-60 °C

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 HCl (3.7) ja tdidetakse veega 1 liitrini.
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3.20.

3.21.

3.22.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

Soolhape, ¢ = 1 mol/l:

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

Soolhape, ¢ = 0,1 mol/l:

Voetakse 8,2 ml HCl (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, ¢ = 2,50pmol/ml:

500 ml modtkolvis lahustatakse 0,2553 g triiptofaani (3.2) soolhappes (3.13) ja tdidetakse soolhappega (3.13)
margini. Sdilitatakse temperatuuril 18 °C kuni neli nadalat.

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

500 ml modtkolvis lahustatakse 0,2728 g a-metiiiiltriiptofaani (3.3) soolhappes (3.13) ja tdidetakse soolhappega
(3.13) margini. Sdilitatakse temperatuuril =18 °C kuni neli nidalat.

Triiptofaani ja sisestandardi kalibreerimisstandardlahus:

Voetakse 2,00 ml triiptofaani kontsentreeritud lahust (3.15) ja 2,00 ml sisestandardi (a-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 valtida otsest paikesevalgust.

Aiddikhape

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 litkuv faas: 3,00 g dddikhapet (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. Tdidetakse
veega (3.1) 1 000 ml-ni.

Seadmed

HPLC-seadmed spektrofluorimeetrilise detektoriga

Vedelikkromatograafia kolonn, 125 mm x 4 mm, Cys, tdidise terasuurus 3 pm, voi samavddrne
pH-meeter

Laia kacla ja keeratava korgiga poliipropiileenkolb, maht 125 ml

Membraanfilter (0,45 pm)

Autoklaav, 110 (+2) °C, 1,4 ( 0,1) bar

Mehaaniline loksuti voi magnetsegur

Poorissegaja
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5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

Too kiik
Proovide ettevalmistamine

Proov jahvatatakse nii peeneks, et see liheks labi 0,5-millimeetriste avadega sdela. Suure niiskusesisaldusega
proovid tuleks enne jahvatamist kas kuivatada ohu kédes temperatuuril kuni 50 °C voi kiilmkuivatada. Suure
rasvasisaldusega proove tuleb enne jahvatamist ekstraheerida petrooleetriga (3.9).

Vaba triiptofaani mdadramine (ekstrakt)

Ettevalmistatud proovi (5.1) sobiv kogus (1-5 g) kaalutakse 1 mg tipsusega koonilisse kolbi. Lisatakse 100,0 ml
soolhapet (3.13), ¢ = 0,1 mol/l, ja 5,00 ml kontsentreeritud sisestandardlahust (3.16). Raputatakse vdi segatakse
60 min, kasutades mehaanilist loksutit voi magnetsegurit (4.7). Settel lastakse settida ja 10,0 ml supernatanti
viiakse pipetiga iile keeduklaasi. Lisatakse 5 ml ortofosforhapet (3.14). Naatriumhiidroksiidi (3.10) abil
korrigeeritakse pH 3-le. Lisatakse piisavalt metanooli (3.8), et viia metanooli kontsentratsioon 13pplahuses 10—
30 protsendini. Lahus viiakse iile sobiva suurusega modtekolbi ja lahjendatakse veega kuni kromatograafiaks
sobiva koguseni (umbes sama kogus kui kalibreerimisstandardlahusel (3.17)).

Enne HPLC-kolonni siistimist filtreeritakse moned milliliitrid lahust 1dbi 0,45 pm membraanfiltri (4.5). Jatkatakse
kromatograafiaga vastavalt punktile 5.4.

Standardlahust ja ckstrakte tuleb kaitsta otsese paikesevalguse eest. Kui ekstrakte ei ole vdimalik samal paeval
analiiiisida, siis voib neid hoida temperatuuril 5 °C kuni kolm péeva.

Triiptofaani iildsisalduse mdadramine (hiidroliisaat).

0,1-1 g ettevalmistatud proovi (5.1) kaalutakse 0,2 mg tdpsusega poliiropiileenkolbi (4.4). Kaalutud proovipartii
lammastikusisaldus peab olema umbes 10 mg. Lisatakse 8,4 g baariumhiidroksiidi oktahiidraati (3.4) ja 10 ml
vett. Segatakse pOorissegajaga (4.8) voi magnetseguriga (4.7). Tefloniga kaetud magnet jietakse segusse. Nou
seinad loputatakse iile 4 ml veega. Keeratav kork pannakse peale ja kolb suletakse 15dvalt. 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
viltimiseks lisatakse soojale segule 30 ml toatemperatuuril olevat vett. Raputatakse voi segatakse kergelt.
Lisatakse 2,00 ml sisestandardi (a-metiitiltriiptofaani) kontsentreeritud lahust (3.16). Nousid jahutatakse vee-|
jddvannis 15 minutit.

Seejdrel lisatakse 5 ml ortofosforhapet (3.14). Nou hoitakse jahutusvannis ja neutraliseeritakse segamisel HCl-iga
(3.11) ning pH korrigeeritakse 3,0-ni HCl (3.12) abil. Lisatakse piisavalt metanooli, et viia metanooli
kontsentratsioon 16pplahuses 10-30 %ni. Viiakse iile sobiva suurusega modtekolbi ja lahjendatakse veega kindla,
kromatograafiaks sobiva ruumalani (nditeks 100 ml). Metanooli lisamine ei tohi tekitada sadenemist.

Enne HPLC-kolonni siistimist filtreeritakse moned milliliitrid lahust lbi 0,45 pm membraanfiltri (4.5). Jatkatakse
kromatograafiaga vastavalt punktile 5.4.

Standardlahust ja hiidroliisaate tuleb kaitsta otsese paikesevalguse eest. Kui hiidroliisaate ei ole voimalik samal
pédeval analiitisida, siis voib neid hoida temperatuuril 5 °C kuni kolm péeva.

HPLC mddramine

Soovitatakse juhinduda jargmistest isokraatilise elueerimise tingimustest. Muid tingimusi voib kasutada juhul, kui
need tagavad samavidrsed tulemused (vt ka tihelepanekuid 9.1 ja 9.2):

Vedelikkromatograafia kolonn 125 mm x 4 mm, Cys, tdidise terasuurus 3 pm voi samavairne
(4.2):

Kolonni temperatuur: Ruumitemperatuur

Liikuv faas (3.22): 3,00 g dadikhapet (3.18) + 900 ml vett (3.1) + 50,0 ml 1,1,1-trikloro-2-
metiitil-2-propanooli (3.19) lahust metanoolis (3.8) (1g/100ml). pH korri-
geeritakse 5,00-le etanoolamiini (3.20) abil. T4idetakse veega (3.1) 1 000 ml-

ni.
Voolukiirus: 1 ml/min
Summaarne voolutamisaeg: umbes 34 min
Avastamise lainepikkus: ergastamine: 280 nm, emissioon: 356 nm.

Sissesiistitav ruumala 20 pl
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6.

Tulemuste arvutamine

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

_A><B><V1><c><V2><M
"CxDxV;x10000 x m

A = sisestandardi piipindala, kalibreerimisstandardlahus (3.17)
B = triiptofaani piigipindala, ekstrakt (5.2) v6i 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) v3i hiidroliisaat (5.3)
D = triiptofaani piigipindala, kalibreerimisstandardlahus (3.17)

V; = kalibreerimisstandardlahusele (3.17) lisatud kontsentreeritud sisestandardlahuse (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 madramise tulemuste erinevus ei tohi iiletada 10 % suuremast tulemusest.

Uhisuuringu tulemused

Korraldati iihendusesisene iihisuurimine (neljas vordlusuuring), mille kdigus kuni 12 laborit analiiiisisid
hidroliiisimeetodi sertifitseerimiseks kolme proovi. Kdigile proovidele tehti kordusanaliiiisid (5). Tulemused on
esitatud jargmises tabelis:

Proov 2
Proov 1 ibtofaanioa rik d Proov 3
Seasoot L-triiptofaaniga rikastatu Seasdodakontsentraat
seasoot
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 [gfkg] 0,14 0,14 0,22
oV, [%] 1,9 1,6 1,9
Sk [g/ke] 015 0,20 0,09
R [g/kg] 0,42 0,56 025
CVe [ %] 6,3 6,0 2,2
L = tulemused esitanud laborite arv
n = tksiktulemuste arv pdrast voorvairtuste valjajatmist (Cochrani-Dixoni vodrvéirtuste testi alusel)
s, = korratavust iseloomustav standardhilve
Sk = reprodutseeritavust iseloomustav standardhdlve
r = korratavus
R = reprodutseeritavus

CV, = korratavuse variatsioonikordaja, %

CVy = reprodutseeritavuse variatsioonikordaja, %
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9.1.

Teise ithendusesisese tihisuurimise (kolmanda vordlusuuringu) kiigus analiiiisisid kuni 13 laborit vaba
triiptofaani ekstraheerimise meetodi sertifitseerimiseks kahte proovi. Koigile proovidele tehti kordusanaliiiisid

(5). Tulemused on esitatud jirgmises tabelis:

P Proov 5
roov 4 Nisu ja soja segu (= proov 4), millele on
Nisu ja soja segu {isatud triiptofaani (0,45‘7g/kg)
L 12 12
n 55 60
Keskvairtus g/kg 0,391 0,931
s: [g/kg] 0,005 0,012
r [g/kg] 0,014 0,034
v, [ %] 1,34 1,34
Sk [g/kgl 0,018 0,048
R [g/kg] 0,050 0,134
CVi [ %] 4,71 5,11
L = tulemused esitanud laborite arv
n = iksiktulemuste arv pirast voorvairtuste viljajatmist (Cochrani-Dixoni voorvaartuste testi alusel)
s, = korratavust iseloomustav standardhilve
Sk = reprodutseeritavust iseloomustav standardhélve
r = korratavus
R = reprodutseeritavus

CV, = korratavuse variatsioonikordaja, %

CVy = reprodutseeritavuse variatsioonikordaja, %

Veel ithe thendusesisese vordlusuuringu kidigus analiiiisisid kuni seitse laborit triiptofaani hiidroliiisi
sertifitseerimise eesmirgiga nelja proovi. Tulemused on esitatud allpool. Kdigile proovidele tehti kordusanaliiii-

sid (5).

Proov 1 ik Proov 2‘ d Proov 3 Proov 4

Sigade s66dasegu Viikese rle(lsilgsiia U Sojajahu Lossipulber
sega kalajahu
(CRM 117) (CRM 118) (CRM 119) (CRM 120)

L 7 7 7 7
n 25 30 30 30
Keskviirtus g/kg 2,064 8,801 6,882 5,236
s: [g/ke] 0,021 0,101 0,089 0,040
r [g/kg] 0,059 0,283 0,249 0,112
v, [ %] 1,04 1,15 1,30 0,76
Sk [g/ke] 0,031 0,413 0,283 0,221
R [g/kg] 0,087 1,156 0,792 0,619
CVi [ %] 1,48 4,69 411 422
L = tulemused esitanud laborite arv
n = iksiktulemuste arv pirast voorvairtuste viljajatmist (Cochrani-Dixoni voorvaartuste testi alusel)
s, = korratavust iseloomustav standardhilve
Sk = reprodutseeritavust isecloomustav standardhélve
r = korratavus
R = reprodutseeritavus

CV, = korratavuse variatsioonikordaja, %

CVy = reprodutseeritavuse variatsioonikordaja, %

Tahelepanekud

Jargmised kromatograafia eritingimused vdivad tagada triiptofaani ja a-metiiiiltriiptofaani parema eraldumise

teineteisest.
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Isokraatiline elueerimine, millele jargneb kolonni gradientpuhastus:
Vedelikkromatograafia 125 mm x 4 mm, C;, tdidise terasuurus 5 pm voi samavéirne
kolonn:
Kolonni temperatuur: 32°C
Liikuv faas: A: 0,01 mol/l KH,PO,/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 voolutamisaeg:umbes 33 min
9.2. Kromatograafiline mairamine oleneb HPLC tiiiibist ja kasutatavast kolonnitaidisest. Valitud siisteem peab tagama
triiptofaani ja sisestandardi piikide tdieliku eraldumise (kuni alusjooneni). Lisaks sellele on oluline, et
lagunemisproduktid eralduksid histi triiptofaanist ja sisestandardist. Kolonni tuleb siistida hiidroliisaate ilma
sisestandardita, kontrollimaks, et sisestandardi piigi kohal ei moonutaks alusjoont lisandite véljumine. On
oluline, et voolutamisaeg oleks piisavalt pikk kdigi lagunemisproduktide elueerimiseks, vastasel juhul vivad
hiljem elueeruvad piigid segada jargnevaid kromatograafilisi maaramisi.
Kasutatavate kontsentratsioonide vahemikus peavad kromatograafilise siisteemiga saadavad tulemused soltuma
kontsentratsioonist lineaarselt. Tulemuste lineaarsust tuleks kontrollida sisestandardi konstantsel (normaalsel)
kontsentratsioonil erinevate triiptofaani kontsentratsioonidega. On oluline, et nii triiptofaani kui ka sisestandardi
piigid oleksid HPLC-/fluorestsentssiisteemi lineaarses alas. Kui triiptofaani voi sisestandardi piigid on liiga
viikesed voi liiga suured, siis tuleks analiitisi korrata teistsuguse proovi suurusega ja/vdi teistsuguse
16ppruumalaga.
9.3. Baariumhiidroksiid
Baariumhiidroksiidi lahustamine raskeneb baariumhiidroksiidi vananemisel. Selle tulemusel saadakse HPLC-ga
médramiseks hdgune lahus, mis voib vihendada triiptofaani médramisel saadavaid tulemusi.
H.  TOOROLI JA -RASVA MAARAMINE
1. Eesmirk ja rakendusala
See meetod voimaldab mairata toordli ja -rasva sisaldust soodas. See ei holma dliseemnete ja dliviljade analiiiisi.
Allpool kirjeldatud kahe meetodi kasutamine soltub s66da laadist ja koostisest ning analiiiisi tegemise pohjusest.
1.1. Meetod A — otse ekstraheeritav toordli ja -rasy
Seda meetodit kohaldatakse taimsete soodatoorainete puhul, vilja arvatud meetodiga B hdlmatud ainete puhul.
1.2. Meetod B — kogu toordli ja -rasv
Seda meetodit kohaldatakse loomsete soddatoorainete ja koigi segajousootade puhul. Seda kasutatakse koigi
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).
1.3. Tulemuste tolgendamine

Koigil juhtudel, kui meetodiga B saadakse suurem tulemus kui meetodiga A, loetakse meetodiga B saadud
tulemus oigeks vaartuseks.
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2. Pohimote
2.1. Meetod A

Proov ekstraheeritakse petrooleetriga. Solvent destilleeritakse vilja ning jaik kuivatatakse ja kaalutakse.

2.2. Meetod B

Proovi toodeldakse kuumalt soolhappega. Segu jahutatakse ja filtreeritakse. Jadk pestakse, kuivatatakse ja
madratakse vastavalt meetodile A.

3. Reaktiivid

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

3.2. Veevaba naatriumsulfaat.

3.3. Soolhape, ¢ = 3 mol/l

3.4. Filteraine, nt Kieselguhr, Hyflo-supercel.

4. Seadmed

4.1. 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.

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

4.3. Kuivatuskapp: kas vaakumkuivatuskapp, mis on seatud temperatuurile 75 £ 3 °C, v6i dhkkuivatuskapp, mis on
seatud temperatuurile 100 * 3 °C.

5. T6o kiik
5.1. 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 petrooleetriga (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 0li ja rasva mass jaib
samaks (massikadu kahe jérjestikuse kaalumise vahel peab olema 1 mg voi alla selle).

5.2. Meetod B

2,5 g proovi kaalutakse 1 mg tdpsusega (vt punkt 8.2), pannakse 400 ml keeduklaasi v6i 300 ml Erlenmeyeri
kolbi ning lisatakse 100 ml soolhapet (3.3) ja pimsskivitiikke. 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 viltimiseks filtreerimisel. Lahus
filtreeritakse l4bi niisutatud rasvavaba kahekordse filterpaberi. Jadki pestakse kiilmas vees kuni filtraadi neutraalse
reaktsioonini. Kontrollitakse, et filtraat ei sisalda oli ega rasva. Kui filtraat sisaldab 6li voi rasva, tuleb proov enne
hidroliiiisi petrooleetriga ekstraheerida, kasutades meetodit A.

(") Kui hiljem tuleb kontrollida &li vdi rasva kvaliteeti, asendatakse pimsskivitiikid klaashelmestega.
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Kahekordne filterpaber koos jddgiga asetatakse kellaklaasile ja kuivatatakse poolteist tundi ventileeritavas
kuivatuskapis (4.3) 100 * 3 °C juures.

Kahekordne filterpaber koos kuivjiigiga asetatakse ekstraheerimishiilssi (4.2) ja kaetakse rasvavaba vatiga. Hiilss
asetatakse ekstraheerimisaparaati (4.1) ja jitkatakse vastavalt punkti 5.1 teisele ja kolmandale 16igule.

Tulemuste viljendamine

Jadgi mass viljendatakse protsendiméddrana proovist.

Korratavus

Sama analiiiisija poolt sama prooviga tehtud kahe paralleelse madramise tulemuste erinevus ei tohi iiletada:
—  absoluutvaartusena valjendatult 0,2 %, kui 6li ja rasva iildsisaldus on alla 5 %;
— 4,0 % suuremast tulemusest, kui toordli ja -rasva sisaldus on 5-10 %;

—  absoluutviirtusena viljendatult 0,4 %, kui toordli ja -rasva sisaldus on iile 10 %.

Tihelepanekud

Suure 6li- ja rasvasisaldusega toodete puhul, mida on keeruline peenestada voi millest ei saa vdtta homogeenset
vihendatud proovi, toimitakse jargmiselt.

20 g proovi kaalutakse 1 mg tipsusega ja segatakse vihemalt 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 viiksesse kuiva kaalutud kolbi, milles on pimsskivitiikid (1).
Solvent destilleeritakse vilja, segu kuivatatakse ja jitkatakse vastavalt punkti 5.1 viimasele 1digule.

Hiilssi jadnud ekstraheerimisjddgist eemaldatakse solvent, peenestatakse jadk 1 mm osakesteks, pannakse see
tagasi ekstraheerimishiilssi (ilma naatriumsulfaati lisamata) ning jitkatakse vastavalt punkti 5.1 teisele ja
kolmandale 15igule.

Oli- ja rasvasisaldus arvutatakse protsendiméddrana proovist jargmise valemi abil:
(lOml + mz) x5

kus:

m; = jaagi mass grammides pérast esimest ekstraheerimist (alikvootne osa ekstraktist),

m, = jaagi mass grammides pérast teist ekstraheerimist.

Viikese 0li- ja rasvasisaldusega toodete puhul v6ib uuritava proovi massi suurendada 5 grammini.

Suure veesisaldusega lemmikloomatoite voib olla vaja segada veevaba naatriumsulfaadiga enne hiidroliiiisi ja
ekstraheerimist vastavalt meetodile B.

Punktis 5.2 voib olla tdhusam kasutada jaigi pesemiseks parast filtreerimist kiilma vee asemel sooja vett.

Mdne s6oda puhul voib olla vaja pikendada 1,5tunnist kuivamisaega. Tuleb véltida liigset kuivatamist, kuna see
voib pohjustada madalaid tulemusi. Kasutada voib ka mikrolaineahju.

Kui toordli ja -rasva sisaldus on iile 15 %, on soovitatav proov enne hiidroliiiisi ekstraheerida meetodi A jirgi
ning uuesti ekstraheerida meetodi B jargi. Mingil madral soltub see s66da ja selles leiduva dli ning rasva laadist.
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L KOGUKIU MAARAMINE
Eesmirk ja rakendusala

Selle meetodiga on vdimalik madrata soodas happelises ja lecliselises keskkonnas lahustumatuid rasvavabu
orgaanilisi aineid, mida harilikult nimetatakse kogukiuks.

Pohimote

Proovi, mis on vajaduse korral rasvatustatud, toodeldakse mitu korda jdrjest teatava kontsentratsiooniga
viidvelhappe ja kaaliumhiidroksiidi keevate lahustega. Jadk eraldatakse filtreerimise abil paagutatud klaasfiltril
ning pestakse, kuivatatakse, kaalutakse ja tuhastatakse temperatuuril vahemikus 475-500 °C. Tuhastamisest
tulenev massikadu vastab uuritavas proovis sisalduvale kogukiule.

Reaktiivid

Viavelhape, ¢ = 0,13 mol/l

Vahutamisvastane aine (nt n-oktanool)

Filteraine (Celite 545 vdi samavéirne toode), mida soojendatakse temperatuuril 500 °C neli tundi (8.6)
Atsetoon

Petrooleeter, keemistemperatuur 40-60 °C

Soolhape, ¢ = 0,5 mol/l

Kaaliumhiidroksiidi lahus, ¢ = 0,23 mol/l

Seadmed

Vidvelhappe ja kaaliumhiidroksiidi lahusega lagundamiseks moeldud 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 pm. Enne esimest kasutamist
kuumutatakse méni minut kuni temperatuurini 500 °C ja jahutatakse (8.6).

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

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

Uhendusréngad kuumutusseadme (4.1), tiigli (4.2) ja silindri (4.3) ithendamiseks ning kiilmekstraheerimis-
seadme (4.6) ja tiigli thendamiseks.

To6 kiik

1 g ettevalmistatud proovi kaalutakse 1 mg tipsusega ja pannakse see tiiglisse (4.2) (vt tahelepanckud 8.1, 8.2
ja 8.3) ning lisatakse 1 g filterainet (3.3).

Kuumutusseade (4.1) ja filtertiigel (4.2) thendatakse ning seejarel kinnitatakse silinder (4.3) tiigli kiilge. 150 ml
keevat vidvelhapet (3.1) valatakse tthendatud silindrisse ja tiiglisse ning vajadusel lisatakse moned tilgad
vahutamisvastast ainet (3.2).

Vedelik actakse keema 5 + 2 minutiga ja keedetakse tugevalt tdpselt 30 minutit.
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8.2

Viljalasketoru (4.1) klapp avatakse, véidvelhape filtreeritakse vaakumitingimustel labi filtertiigli ning jaaki
pestakse kolm korda jarjest 30 ml keeva veega, tagades, et pdrast iga pesemist filtreeritakse jadk kuivaks.

Aravooluklapp suletakse ning ithendatud silindrisse ja tiiglisse valatakse 150 ml keevat kaaliumhiidroksiidi la-
hust (3.7) ning lisatakse moned tilgad vahutamisvastast ainet (3.2). Vedelik aetakse keema 5 + 2 minutiga ja
keedetakse tugevalt tipselt 30 minutit. Filtreeritakse ja korratakse pesemisprotseduuri, mida kasutati vaavelhappe
juures.

Pirast 10plikku pesemist ja kuivatamist iihendatakse tiigel ja selle sisu lahti ning iihendatakse see
kiillmekstraheerimisseadmega (4.6). Jddki pestakse tiiglis vaakumitingimustel kolm korda jirjest 25 ml
atsetooniga (3.4), tagades, et pérast iga pesemist filtreeritakse jadk kuivaks.

Tiigel kuivatakse pisikaaluni kuivatuskapis temperatuuril 130 °C. Pirast iga kuivatamist jahutatakse tiiglit
eksikaatoris ja kaalutakse kiiresti. Tiigel asetatakse muhvelahju ja tuhastatakse piisikaaluni (massikadu peab kahe
jirjestikuse kaalumise vahel olema 2 mg voi alla selle) temperatuuril 475 °C kuni 500 °C vihemalt 30 minutit.

Pirast iga kuumutamist jahutatakse tiiglit enne kaalumist kdigepealt ahjus ja seejirel eksikaatoris.

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

Tulemuste arvutamine

Kogu kiu sisaldus arvutatakse protsendimairana proovist jirgmise valemi abil:

(1’1’10 _1’1’11) x 100
m

X=

kus:

2
I

proovi mass grammides;

= massikadu parast tuhastamist madramise ajal, grammides;

2
|

m; = massikadu parast tuhastamist pimekatse ajal, grammides.

Korratavus

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

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

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

Tihelepanekud

S66t, mis sisaldab iile 10 % rasva, tuleb enne analiiiisimist petrooleetriga (3.5) rasvatustada. Filtertiigel (4.2) ja
selle sisu thendatakse killmekstraheerimisseadmega (4.6) ja pestakse jaaki vaakumitingimustel kolm korda jérjest
30 ml petrooleetriga, tagades, et jadk oleks kuiv. Tiigel ja selle sisu ithendatakse kuumutusseadmega (4.1) ja
jatkatakse vastavalt punktile 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 pirast happega keetmist. Pdrast happega keetmist ja jdrgnevat pesemist
tihendatakse tiigel ja selle sisu killmekstraheerimisseadmega (4.6) ja pestakse jddki kolm korda jirjest 30 ml
atsetooniga ning seejirel veel kolm korda 30 ml petrooleetriga. Filtreeritakse vaakumitingimustel kuivaks ja
jatkatakse analiitisi vastavalt punktile 5, alustades to6tlemisest kaaliumhiidroksiidiga.
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Kui so6t sisaldab tile 5 % karbonaati, mis on viljendatud kaltsiumkarbonaadina, iihendatakse tiigel (4.2) kaalutud
prooviga kuumutusseadme (4.1) kiilge. Proovi pestakse kolm korda 30 ml soolhappega (3.6). Pérast iga lisamist
lastakse proovil seista umbes iiks minut enne filtreerimist. Pestakse iiks kord 30 ml veega ja jitkatakse seejarel
vastavalt punktile 5.

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

Kui pdrast keetmist on raske filtreerida happelisi ja aluselisi lahuseid, kasutatakse kuumutusseadme viljalasketoru
kaudu lastavat surudhku ja jitkatakse seejirel filtreerimist.

Tuhastamistemperatuur ei tohi olla iile 500 °C, et pikendada klaasfiltertiiglite eluaega. Tuleb jalgida, et kuumutus-
ja jahutustsiiklite ajal ei tekiks liigset termolo6ki.

J.  SUHKRU MAARAMINE
Eesmirk ja rakendusala

Selle meetodiga on voimalik mairata redutseerivate suhkrute hulka ja pérast inversiooni iildsuhkru hulka,
viljendatuna glitkoosina voi soltuvalt olukorrast sahharoosina, kasutades timberarvestustegurit 0,95. Seda
meetodit kasutatakse segajdusootade puhul. Muude so6tade puhul on sitestatud erimeetodid. Vajaduse korral
tuleb laktoosi hulk mo6ta eraldi ja tulemuste arvutamisel seda arvesse votta.

Pohimote

Suhkrud ekstraheeritakse lahjendatud etanoolis; lahus selitatakse Carrezi lahustega I ja II. Pirast etanooli
eemaldamist maaratakse kogused enne ja pirast inversiooni Luff-Schoorli meetodi abil.

Reaktiivid

40 % etanoolilahuse (v[v) tihedus: 0,948 g/ml 20 °C juures, fenoolftaleiini suhtes neutraalne

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

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

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

Soolhape, 4 mol/l

Soolhape, 0,1 mol/l.

Naatriumhiidroksiidi lahus, 0,1 mol/l

Luff-Schoorli reaktiiv

Ettevaatlikult segades valatakse sidrunhappe lahus (3.8.2) naatriumkarbonaadi lahusesse (3.8.3). Lisatakse
vasksulfaadi lahus (3.8.1) ja ja tdidetakse veega 1 liitrini. Lastakse 60 labi settida ja filtreeritakse.

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

Vasksulfaadi lahus: 25 g rauavaba vasksulfaati (Cu SO, 5H,0) lahustatakse 100 ml vees.
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Sidrunhappe lahus: 50 g sidrunhapet (C¢HgO; - H,0) lahustatakse 50 ml vees.

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

Naatriumtiosulfaadilahus, 0,1 mol/l

Tarkliselahus: 1 liitrile keevale veele lisatakse 5 g lahustuva tirklise ja 30 ml vee segu. Keedetakse kolm minutit,
lastakse jahtuda ja vajaduse korral lisatakse sdilitusainena 10 mg elavhobejodiidi.

Vidvelhape, 3 mol/l

Kaaliumjodiidi lahus, 30 % (w/v)

Pimsskivigraanulid, mis on keedetud soolhappes, pestud vees ning kuivatatud

3-metiiiilbutaan-1-ool

Seadmed

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

Too kiik
Proovi ekstraheerimine

2,5 g proovi kaalutakse tipsusega 1 mg ja pannakse 250 ml mootekolbi. Lisatakse 200 ml etanooli (3.1) ning
segatakse trumlis tund aega. Lisatakse 5 ml Carrezi lahust I (3.2) ja segatakse umbes 30 sekundit. Lisatakse 5 ml
Carrezi lahust II (3.3) ja segatakse veel iiks minut. Taidetakse etanooliga (3.1) mirgini, homogeenitakse ja
filtreeritakse. Eemaldatakse 200 ml filtraati ja aurustatakse ligikaudu poole mahuni, et vabaneda enamikust
etanoolist. Aurustamise jadk kantakse sooja vett kasutades kvantitatiivselt 200 ml modtekolbi, jahutatakse,
tdidetakse veega kuni mirgini, homogeenitakse ja vajaduse korral filtreeritakse. Seda lahust kasutatakse
redutseerivate suhkrute hulga ja pdrast inversiooni tildsuhkru hulga maaramiseks.

Redutseerivate suhkrute mddramine

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

Tiitrimine Luff-Schoorli meetodi jargi

Pipetiga vdetakse 25 ml Luff-Schoorli reaktiivi (3.8) ja kantakse see 300 ml Erlenmeyeri kolbi; lisatakse tipselt
25 ml selitatud suhkrulahust. Lisatakse 2 pimsskivigraanulit (3.13), kuumutatakse kdsitsi 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 1dbimddduga auk ning mille all on
eelnevalt siiiidatud leek. Leeki reguleeritakse nii, et kuumutataks iiksnes Erlenmeyeri kolvi pohja. Erlenmeyeri
kolvi kiilge pannakse piistjahuti. Keedetakse tdpselt kiimme minutit. Jahutatakse kohe kiilmas vees ja umbes viie
minuti moodudes tiitritakse jargmiselt.
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Lisatakse 10 ml kaaliumjodiidi lahust (3.12) ja kohe seejirel lisatakse (intensiivse vahutamise ohu tottu
ettevaatlikult) 25 ml véidvelhapet (3.11). Tiitritakse naatriumtiosulfaadi lahusega (3.9) kuni kahvatukollase
virvuse tekkimiseni, lisatakse tarkliseindikaator (3.10) ja viiakse tiitrimine 1dpule.

Sama tiitrimine ilma keetmata tehakse seguga, milles on tapselt mdddetud 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 véavelhapet (3.11).

Tulemuste arvutamine

Tabeli abil mairatakse glitkoosi hulk milligrammides, mis vastab erinevusele kahe tiitrimise tulemuste vahel
viljendatuna naatriumtiosulfaadi milligrammides (0,1 mol/l). Tulemus viljendatakse protsendimédrana proovist.

Erimenetlused

Melassirikaste sootade ja muude mitte eriti homogeensete sootade puhul kaalutakse 20 g proovi ja pannakse see
500 ml veega iiheliitrisse modtekolbi. Segatakse trumlis tund aega. Selitatakse Carrezi lahustega I (3.2) ja II (3.3)
punkti 5.1 kohaselt, kasutades sealjuures iga reaktiivi neljakordset kogust. Tdidetakse kuni mérgini 80 %
etanooliga (v/[v).

Homogeenitakse ja filtreeritakse. Etanool eemaldatakse punkti 5.1 kohaselt. Kui dekstriinitud tarklist ei ole,
tdidetakse destilleeritud veega kuni mirgini.

Suhkrurikaste, kuid praktiliselt tirklisevabade melasside ja s66datoorainete puhul (jaanikaunad, kuivatatud
peedipealsed jne) kaalutakse 5 g proovi, pannakse see 250 ml modtekolbi, lisatakse 200 ml destilleeritud vett ja
segatakse trumlis tund aega voi vajaduse korral kauem. Selitatakse Carrezi lahustega I (3.2) ja II (3.3) punkti 5.1
kohaselt. Taidetakse kiilma veega kuni mérgini, homogeenitakse ja filtreeritakse. Uldsuhkru hulga mairamiseks
jatkatakse vastavalt punktile 5.3.

Tihelepanekud

Vahutamise viltimiseks on soovitatav lisada (proovi kogusest soltumatult) umbes 1 ml 3-metiiiilbutaan-1-ooli
(3.14) enne keetmist Luff-Schoorli reaktiiviga.

Sahharoosisisalduse protsendimdir on glitkoosina viljendatud inversioonijirgse iildsuhkrute sisalduse ja
glitkoosina viljendatud redutseerivate suhkrute sisalduse vahe, mis on korrutatud 0,95-ga.

Redutseerivate suhkrute (v.a laktoosi) sisalduse madramiseks voib kasutada kahte meetodit:

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

Redutseerivate suhkrute (v.a laktoosi) tipseks arvutamiseks tuleb sama prooviga teha kaks 16plikku maaramist.
Uks analiiiis tehakse punkti 5.1 kohaselt saadud lahuse iihe osaga, teine analiiiis sellise lahuse ithe osaga, mis on
saadud laktoosi médramise kdigus selleks ettenihtud meetodiga (pirast muude suhkruliikide fermenteerimist ja
selitamist).

Molemal juhul méaratakse proovis sisalduv suhkur Luff-Schoorli meetodi abil ja arvutatakse glitkoosi
milligrammideks. Uks véartus lahutatakse teisest ja vahe viljendatakse protsendimairana proovist.

Naide
Voetud kogused vastavad molema madramise puhul 250 mg massiga proovile.

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

Vahe on 16,6 mg gliikoosi.
Redutseerivate suhkrute (v.a laktoosi) sisaldus glitkoosiks arvutatuna on seega:

4 x 16,6

=6,64 %
10 ’
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Viirtuste tabel 25 ml Luff-Schoorli reaktiivi jaoks

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

Na, S, O3 Glﬁkoos‘sg};ﬁt Sgs inyert- Laktoos Maltoos Na, S, O3
0,1 mol/l C, Hyy Og Ci5 Hyy Oy Ci2 Hy Oy 0,1 mol/l
ml mg vahe mg vahe mg vahe ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 3,9 3,9 1
2 4,8 2,4 7,3 3,7 7,8 3,9 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 11,7 3,9 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 15,6 4,0 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 19,6 3,9 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 23,5 4,0 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 27,5 4,0 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 31,5 4,0 8
9 22,4 2,6 33,2 3,8 35,5 4,0 9
10 25,0 2,6 37,0 3,8 39,5 4,0 10
11 27,6 2,7 40,8 3,8 43,5 4,0 11
12 30,3 2,7 44,6 3,8 47,5 4,1 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 51,6 4,1 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 55,7 4,1 14
15 38,5 2,8 56,0 3,9 59,8 4,1 15
16 41,3 2,9 59,9 3,9 63,9 4,1 16
17 44,2 2,9 63,8 3,9 68,0 4,2 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 72,2 4,3 18
19 50,0 3,0 71,7 4,0 76,5 4,4 19
20 53,0 3,0 75,7 4,1 80,9 4,5 20
21 56,0 3,1 79,8 4,1 85,4 4,6 21
22 59,1 3,1 83,9 4,1 90,0 4,6 22
23 62,2 88,0 94,6 23

K. LAKTOOSI MAARAMINE
Eesmirk ja rakendusala

Selle meetodiga on voimalik maarata laktoosi taset s6odas, mis sisaldab laktoosi iile 0,5 %.

Pohiméte

Suhkrud lahustatakse vees. Lahus karitatakse Saccharomyces cerevisiae parmiga, mis jitab laktoosi esialgsele kujule.
Pirast selitamist ja filtreerimist maaratakse filtraadi laktoosisisaldus Luff-Schoorli meetodi abil.

Reaktiivid

Saccharomyces cerevisiae suspensioon: 25 g vdrsket parmi suspendeeritakse 100 ml vees. Suspensioon siilib
kiilmikus koige rohkem tihe nddala.

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

Carrezi lahus II: vees lahustatakse 10,6 g kaaliumferrotsiianiidi K Fe (CN)s 3H,0. Téidetakse veega 100 milli-
liitrini.

Luff-Schoorli reaktiiv

Ettevaatlikult segades valatakse sidrunhappe lahus (3.4.2) naatriumkarbonaadi lahusesse (3.4.3). Lisatakse
vasksulfaadi lahus (3.4.1) ja tdidetakse veega 1 liitrini. Lastakse 66 labi settida ja filtreeritakse. Selliselt saadud
reaktiivi kontsentratsioooni (Cu 0,05 mol/l; Na, CO; 2 mol/l). Lahuse pH on umbes 9,4.
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3.4.1. Vasksulfaadi lahus: 25 g rauavaba vasksulfaati (Cu SO, 5H,0) lahustatakse 100 ml vees.

3.4.2. Sidrunhappe lahus: 50 g sidrunhapet (C¢HgO; - H,0) lahustatakse 50 ml vees.

3.4.3. Naatriumkarbonaadi lahus: 143,8 g veevaba naatriumkarbonaati lahustatakse umbes 300 ml soojas vees.
Jahutatakse.

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

3.6. Kaaliumjodiidi lahus, 30 % (w/v)

3.7. Viivelhape, 3 mol/l.

3.8. Naatriumtiosulfaadi lahus, 0,1 mol/L.

3.9. Tarkliselahus: 1 liitrile keevale veele lisatakse 5 g lahustuva tirklise ja 30 ml vee segu. Keedetakse kolm minutit,

lastakse jahtuda ja vajaduse korral lisatakse sdilitusainena 10 mg elavhdbejodiidi.

4. Seadmed

Temperatuurile 38-40 °C seatud termostaadiga veevann.

5. T66 kiik

1 g proovi kaalutakse tidpsusega 1 mg ja pannakse selline kogus proovi 100 ml mootekolbi. Lisatakse 25-30 ml
vett. Kolb asetatakse kolmekiimneks minutiks keeva vee vanni ning jahutatakse seejarel umbes 35 °C-ni.
Lisatakse 5 ml parmisuspensiooni (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, seejarel lisatakse 2,5 ml Carrezi lahust II (3.3) ja
segatakse veel 30 sekundit. Tédidetakse veega 100 milliliitrini, segatakse ja filtreeritakse. Pipetiga eemaldatakse
filtraadikogus, mis ei iileta 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 pdrmisuspensiooniga (3.1) tehakse samal viisil pimekatse. Laktoosisisaldus maaratakse Luff-Schoorli
meetodi abil jargmiselt: lisatakse tdpselt 25 ml Luff-Schoorli reaktiivi (3.4) ja kaks pimsskivigraanulit (3.5).
Segatakse kisitsi keskmise korgusega lahtise leegi kohal ja segu kuumutatakse keemiseni umbes kahe minuti
jooksul. Erlenmeyeri kolb asetatakse viivitamatult asbestkattega traatvorgule, milles on umbes 6 cm ldbimooduga
auk ning mille all on eelnevalt siitidatud leek. Leeki reguleeritakse nii, et kuumutataks iiksnes Erlenmeyeri kolvi
pohja. Erlenmeyeri kolvi kiilge pannakse piistjahuti. Keedetakse tipselt kiimme minutit. Jahutatakse kohe kiilmas
vees ja umbes viie minuti moodudes tiitritakse jargmiselt.

Lisatakse 10 ml kaaliumjodiidi lahust (3.6) ja kohe seejirel lisatakse (intensiivse vahutamise ohu tdttu
ettevaatlikult) 25 ml védvelhapet (3.7). Tiitritakse naatriumtiosulfaadi lahusega (3.8) kuni kahvatukollase virvuse
tekkimiseni, lisatakse tarkliseindikaator (3.9) ja viiakse tiitrimine 16pule.

Sama tiitrimine ilma keetmata tehakse seguga, milles on tipselt mdddetud 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 viivelhapet (3.7).

6. Tulemuste arvutamine

Juuresoleva tabeli abil madratakse laktoosi hulk milligrammides, mis vastab erinevusele kahe tiitrimise tulemuste
vahel viljendatuna naatriumtiosulfaadi milligrammides (0,1 mol/l).

Veevabale laktoosile vastav tulemus viljendatakse protsendimadrana proovist.

7. Tihelepanek

Toodete puhul, mis sisaldavad ile 40 % fermenteeritavat suhkrut, kasutatakse rohkem kui 5 ml
parmisuspensiooni (3.1).
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Viirtuste tabel 25 ml Luff-Schoorli reaktiivi jaoks

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

Na, S, Os Glijkoos,sirf:ll;rt](jos invert- Na, S, O;
0,1 mol/l C, Hy, O, Ciy Hyy Oy Ci2 Hyy Oy 0,1 mol/l
ml mg vahe mg vahe mg vahe ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 3,9 3,9 1
2 4,8 2,4 7,3 3,7 7,8 3,9 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 11,7 3,9 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 15,6 4,0 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 19,6 3,9 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 23,5 4,0 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 27,5 4,0 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 31,5 4,0 8
9 22,4 2,6 33,2 3,8 35,5 4,0 9
10 25,0 2,6 37,0 3,8 39,5 4,0 10
11 27,6 2,7 40,8 3,8 43,5 4,0 11
12 30,3 2,7 44,6 3,8 47,5 4,1 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 51,6 4,1 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 55,7 4,1 14
15 38,5 2,8 56,0 3,9 59,8 4,1 15
16 41,3 2,9 59,9 3,9 63,9 4,1 16
17 44,2 2,9 63,8 3,9 68,0 4,2 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 72,2 4,3 18
19 50,0 3,0 71,7 4,0 76,5 4,4 19
20 53,0 3,0 75,7 4,1 80,9 4,5 20
21 56,0 3,1 79,8 4,1 85,4 4,6 21
22 59,1 3,1 83,9 4,1 90,0 4,6 22
23 62,2 88,0 94,6 23

L.  TARKLISE MAARAMINE

Eesmirk ja rakendusala

Selle meetodi abil on véimalik kindlaks maérata tarklise ja suure molekulmassiga tarklise lagunemisproduktide
taset soodas, et kontrollida deklareeritud energiasisalduse (VII lisa sitted) ja ndukogu direktiivi 96/25/EU (1)

jargimist.

Pohimote

Meetod holmab kahte madramist. Esimese puhul toodeldakse proovi lahjendatud soolhappega. Pérast selitamist ja
filtreerimist m&ddetakse polarimeetrilisel teel lahuse optiline péorang.

Teise madramise puhul ekstraheeritakse proovi 40 % etanooliga. Parast filtraadi hapestamist soolhappega,

POLARIMEETRILINE MEETOD

selitamist ja filtreerimist modddetakse lahuse optiline pd6rang esimese madramisega analoogsel viisil.

Proovi tarklisesisaldus saadakse nimetatud kahe maaramise vahe korrutamisel teadaoleva koefitsiendiga.

Reaktiivid

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

EUT L 125, 23.5.1996, lk 35.
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3.4.

3.5.

4.1.

4.2.

5.1.

5.2.

5.3.

6.1.

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

Kontsentratsiooni tuleb kontrollida tiitrimise teel, kasutades 0,1 mol/l naatriumhiidroksiidi lahust koos 0,1 %
(w[v) metiitilpunasega 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(CH;COO), 2H,0 ja 3 g jdd-d4dikat. Tdidetakse veega
100 milliliitrini.

Carrezi lahus I vees lahustatakse 10,6 g kaaliumferrotsiianiidi K4 Fe(CN)s 3H,0. Tiidetakse veega
100 milliliitrini.

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

Seadmed

Standardse lihvithenduse ja piistjahutiga 250 ml Erlenmeyeri kolb.

Polarimeeter voi sahharimeeter.

Too kiik
Proovi ettevalmistamine

Peenestada proov nii, et see ldbib tdielikult 0,5 mm {imaravadega soela.

Polarisatsioonitasandi optilise kogupdorangu (P voi S) mddramine (vt tahelepanek 7.1)

2,5 g peenestatud proovi kaalutakse 1 mg tipsusega ning pannakse see 100 ml mddtekolbi. 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 minutit tugevasti ja tihtlaselt, et valtida klompide
teket. Vannis peab olema piisavalt vett, et vesi sdilitaks kolvi vanni asetamisel keemistemperatuuri. Kolbi ei tohi
loksutamise ajal vannist vélja votta. Tapselt 15 minuti moddudes vdetakse kolb vannist vilja, lisatakse 30 ml
killma vett ja jahutatakse otsekohe temperatuurini 20 °C.

Lisatakse 5 ml Carrezi lahust I (3.3) ja loksutatakse umbes 30 sekundit. Seejirel lisatakse 5 ml Carrezi Il lahust
(3.4) ja jitkatakse loksutamist veel 30 sekundi jooksul. Tdidetakse veega mirgini, segatakse ja filtreeritakse. Kui
filtraat ei ole tdiesti selge (seda juhtub harva), korratakse méddramist, kasutades rohkem Carrezi I ja II lahust
(nditeks 10 ml).

Lahuse optiline poorang mdddetakse 200 mm torus polarimeetri voi sahharimeetri abil.

4 % etanoolis lahustuvate ainete optilise poorangu (P’ vi S') mdadramine

5 g proovi kaalutakse 1 mg tdpsusega, pannakse see 100 ml mddtekolbi ning lisatakse umbes 80 ml etanooli
(3.5) (vt tahelepanek 7.2). Kolb jietakse iiheks tunniks toatemperatuurile seisma; selle aja jooksul loksutatakse
kolbi kuus korda tugevasti, nii et proov segunecks pohjalikult etanooliga. Tdidetakse 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. Piistjahuti thendatakse Erlenmeyeri kolviga ja kolb asetatakse keeva vee vanni. Tapselt
15 minuti mé6dudes eemaldatakse Erlenmeyeri kolb vannist, viiakse selle sisu 100 ml mddtekolbi, loputatakse
vihese killma veega ja jahutatakse temperatuurini 20 °C.

Selitatakse Carrezi I (3.3) ja II (3.4) lahuse abil, tdidetakse veega mirgini, segatakse, filtreeritakse ja moddetakse
optiline poorang punkti 5.2 teises ja kolmandas 16igus kirjeldatud viisil.
Tulemuste arvutamine

Tarklisesisaldus (%) arvutatakse jargmiselt:

Maatmine polarimeetriga

2 000(P-P')

Tarklisesisaldus (%) = A
D

P = optiline kogupoorang kraadides
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7.3.

P = 40 % etanoolis (v[v) lahustuvate ainete optiline podrang kraadides;

]y

puhta tirklise optiline eripoorang. Selle teguri puhul tavaliselt aktsepteeritavad arvulised véirtused on
jargmised:

+185,9° riisitirklis

+ 185,79 kartulitirklis

+ 184,6° maisitirklis

+182,7° nisutarklis

+181,5% odratirklis

+181,3° kaeratirklis

+184,0° muud tarkliseliigid ja tirklisesegud segajousoodas

Mo6tmine sahharimeetriga

2000 (2Nx0,665 S-S) 266 Nx (S-¢
Tarklisesisaldus (%) = ——g x (2Nx ) x( ) Xzo(u )
o 100 [e]n

D

S = optiline kogupoorang sahharimeetri kraadides

«x
1

40 % etanoolis (v/v) lahustuvate ainete optiline po6rang sahharimeetri kraadides

N = sahharoosi mass (grammides) 100 ml vees, mis annab optiliseks pooranguks 100 sahharimeetri kraadi, kui
modtmisel kasutatakse 200 mm toru:

16,29 g prantsuse sahharimeetrite puhul;

26,00 g saksa sahharimeetrite puhul;

20,00 g muude sahharimeetrite puhul;

[]2” = puhta tirklise optiline eripdérang (vt punkt 6.1).

Korratavus

Sama prooviga ldbi viidud kahe paralleelse madramise tulemuste erinevuse absoluutvairtus ei tohi alla 40 %
tarklisesisalduse puhul iiletada 0,4 ning suhteline erinevus 40 % voi suurema tirklisesisalduse puhul 1 %.

Tihelepanekud

Kui proov sisaldab iile 6 % karbonaate, arvutatuna kaltsiumkarbonaadina, tuleb need enne optilise kogupoorangu
médramist tdpselt sobiva koguse lahjendatud viivelhappega toodeldes lagundada.

Suure laktoosisisaldusega toodete, niiteks pulbrilise piimavadaku voi 10ssipulbri puhul tuleb pdrast 80 ml
etanooli (3.5) lisamist toimida jirgmiselt. Kolviga ithendatakse piistjahuti ning kolb asetatakse 30 minutiks 50 °C
veevanni. Lastakse maha jahtuda ja jitkatakse analiiiisi punktis 5.3 kirjeldatud viisil.

Jargmised soodatoorained voivad juhul, kui neid sisaldub loomasoodas mérkimisvéirses koguses, polarimeetrilise
meetodiga tirklisesisalduse maaramisel esile kutsuda hdireid, mis vdivad viia ebadigetele tulemustele:

—  (suhkru)peedisaadused, niiteks (suhkru)peedipulp, (suhkru)peedimelass, melasseeritud (suhkru)peedipulp,
(suhkru)peedimelassi raba, (peedi)suhkur;

—  tsitruspulp;

—  linaseeme; linakook; linasrott;

— rapsiseeme; rapsikook; rapsisrott; rapsiseemnekestad;

—  péevalilleseemned; péevalillesrott; osaliselt kooritud péevalillesrott;
—  koprakook; koprasrott;

—  kartulipulp;

—  veetustatud parm;
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4.1.

4.2.

4.3.

5.1.

5.2.

7.1.

7.2.

— inuliinirikkad tooted (nt maapirniliistakud voi -jahu);

—  rasvakorned

M. KOGUTUHA MAARAMINE
Eesmirk ja rakendusala

Selle meetodiga on voimalik mairata so6da kogutuha sisaldust.

Pohimdte

Proov tuhastatakse 550 °C juures; jadk kaalutakse.

Reaktiivid

Ammooniumnitraadi 20 % lahus (w/v)

Seadmed

Kuumutusplaat.
Elektriline termostaadiga muhvelahi.

Nelinurksed (umbes 60 x 40 x 25 mm) vdi iimmargused (ldbimdot: 60-75 mm, kdrgus: 20-40 mm) kvarts-,
portselan- voi plaatinatiiglid tuhastamiseks.

To66 kiik

Umbes 5 g proovi (toodete puhul, millel on kalduvus paisuda, 2,5 g) kaalutakse 1 mg tdpsusega, pannakse
tuhastamistiiglisse, mis on eelnevalt kuumutatud temperatuurini 550 °C, maha jahutatud ja tareeritud. Tiigel
asetatakse kuumutusplaadile ja kuumutatakse jark-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 soeosakesi. Tiigel asetatakse eksikaatorisse, 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 jarjestikuse kaalumise vahel peab olema viiksem kui 1 mg).

Tulemuste arvutamine

Jadgi massi arvutamiseks lahutatakse ndu mass.

Tulemus viljendatakse protsendimédrana proovist.

Tihelepanekud

Raskesti tuhastatavate ainete tuhka tuleb eelnevalt tuhastada vahemalt kolm tundj, secjirel jahutada ja lisada moned
tilgad 20 % ammooniumnitraadi lahust voi vett (ettevaatlikult, et valtida tuha hajumist ja tompude tekkimist).
Parast kuivatuskapis kuivatamist jatkatakse kaltsineerimist. Korratakse seni, kuni aine on tdielikult tuhastunud.

Ainete puhul, mille puhul punktis 7.1 kirjeldatud meetod ei anna tulemust, toimitakse jirgmiselt: parast
kolmetunnilist tuhastamist pannakse tuhk sooja vette ja filtreeritakse labi viikese tuhavaba filtri. Filter ja selle sisu
tuhastatakse esialgses tiiglis. Filtraat pannakse jahtunud tiiglisse, aurustatakse kuivaks, tuhastatakse ja kaalutakse.
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7.3. 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 vihese veega. Kuivatatakse ja
tuhastatakse punkti 5 kohaselt.

N.  SOOLHAPPES LAHUSTUMATU TUHA MAARAMINE
1. Eesmirk ja rakendusala

Selle meetodiga on vdimalik madrata soolhappes lahustumatute mineraalainete taset s6odas. Proovi laadist
soltuvalt voib kasutada kahte meetodit.

1.1. Meetod A: kasutatakse orgaanilise soodatooraine ja enamuse segajousootade puhul.

1.2. Meetod B: kasutatakse mineraalsootade ja soodasegude puhul ning selliste segasootade puhul, kus soolhappes
lahustumatute ainete sisaldus, mis méddratakse meetodiga A, on iile 1 %.

2. Pohimote
2.1. Meetod A: proov tuhastatakse, tuhk keedetakse soolhappes ning lahustumatu jdik filtreeritakse ja kaalutakse.
2.2 Meetod B: proovi toddeldakse soolhappega. Lahus filtreeritakse, jidk tuhastatakse ja selliselt saadud tuhk

toodeldakse meetodi A jargi.

3. Reaktiivid

3.1. Soolhape, 3 mol/l.

3.2. Triklorodddikhappe 20 % lahus (w/v).

3.3. Triklorodadikhappe 1 % lahus (w/v).

4. Seadmed

4.1. Kuumutusplaat.

4.2. Elektriline termostaadiga muhvelahi.

4.3, Nelinurksed (umbes 60 x 40 x 25 mm) voi immargused (labimdot: 60-75 mm, kdrgus: 20-40 mm) kvarts-,

portselan- voi plaatinatiiglid tuhastamiseks.

5. Too kiik
5.1. Meetod A

Proov tuhastatakse kogutuha mdadramiseks ettendhtud meetodi jargi. Kasutada voib ka konealusel analiiisil
saadud tuhka.

Tuhk pannakse 250-400 ml keeduklaasi, kasutades 75 ml soolhapet (3.1). Segu actakse aeglaselt keema ja
keedetakse vaikselt 15 minutit. Soe lahus filtreeritakse ldbi tuhavaba filterpaberi ja jaik pestakse sooja veega, kuni
happe reaktsioon ei ole enam néhtav. Filter jadgiga kuivatatakse ja tuhastatakse tareeritud tiiglis temperatuuril
mitte alla 550 °C ja mitte iile 700 °C. Jahutatakse eksikaatoris ja kaalutakse.

5.2. 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 16ppenud. Lisatakse veel 50 ml
soolhapet (3.1). Oodatakse gaaside eraldumise 1dppemiseni, seejirel asetatakse keeduklaas keeva vee vanni ja
hoitakse seal kolmkiimmend minutit v6i vajaduse korral kauem lahuses sisalduva tarklise téielikuks hiidroliiisiks.
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3.1.

3.2

3.3.

Filtreeritakse soojalt ldbi tuhavaba filtri ning filter pestakse 50 ml soojas vees (vt tihelepanek 7). Filter jadgiga
asetatakse 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 punk-
ti 5.1 teisele 16igule.

Tulemuste arvutamine

Jddgi massi arvutamiseks lahutatakse ndu mass. Tulemus viljendatakse protsendimddrana proovist.

Tidhelepanek

Kui filtreerimine osutub raskeks, tehakse analiiiis uuesti, sealjuures asendatakse 50 ml soolhapet (3.1) 50 ml
20 % triklorodadikhappega (3.2) ja pestakse filter soojas 1 % triklorodadikhappe lahuses (3.3).

0. KARBONAATIDE MAARAMINE
Eesmiirk ja rakendusala

Selle meetodiga on vdimalik méddrata harilikult kaltsiumkarbonaadina viljendatavate karbonaatide sisaldust
enamikus sootades.

Teatavatel juhtudel (nditeks raudkarbonaadi puhul) tuleb kasutada erimeetodit.

Pohimote

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

Reaktiivid

Soolhape, tihedus 1,10 g/ml.
Kaltsiumkarbonaat.

Viidvelhape, umbes 0,05 mol/l, virvitud metiiiilpunasega.

Seadmed

Scheibler-Dietrichi aparaat (vt joonis) voi samavadrne aparaat.

Too kiik

Soltuvalt proovi karbonaadisisaldusest, kaalutakse jargmine osa proovist:

— 0,5 g toodete puhul, mis sisaldavad 50-100 % kaltsiumkarbonaadina viljendatud karbonaate;
— 1 g toodete puhul, mis sisaldavad 40-50 % kaltsiumkarbonaadina viljendatud 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 ithendatakse aparaadiga. Kraan (5) keeratakse nii, et toru (1) oleks
tihenduses vilisohuga. Kasutades tdstetavat toru (2), mis on tdidetud vérvitud viivelhappega (3.3) ja thendatud
biireti (1) kiilge, viiakse vedeliku tase nullmirgini. Torude (1) ja (3) tthendamiseks keeratakse kraani (5) ning
kontrollitakse, et vedeliku tase on nullis.
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7.1.

7.2.

Soolhape (3.1) juhitakse kolbi (4) kallutades aeglaselt proovi osa peale. Rhu vordsustamiseks langetatakse
toru (2). Kolbi (4) raputatakse, kuni siisinikdioksiidi eraldumine on tiielikult 16ppenud.

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

Samades tingimustes tehakse kontrollkatse 0,5 g kaltsiumkarbonaadiga (3.2).

Tulemuste arvutamine

Kaltsiumkarbonaadina viljendatud karbonaatide sisaldus arvutatakse jargmise valemi abil:

_Vx 100
“V; x 2m

X = kaltsiumkarbonaadina viljendatud karbonaatide protsendimaar (w/w) proovis;
V = proovi osast saadud CO, milliliitrites;

V= 0,5 g CaCOs-st saadud CO, milliliitrites;

m = proovi osa mass grammides.

Tahelepanekud

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 voetud
osasid ning tulemuste arvutamist vastavalt kohandada.
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3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.1.

3.6.2.

3.7.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

5.1.

P.  ULDFOSFORI MAARAMINE
FOTOMEETRILINE MEETOD
Eesmirk ja rakendusala

Selle meetodiga on voimalik marata iildfosfori sisaldust sootades. See sobib eriti histi véikese fosforisisaldusega
toodete analiiiisimiseks. Teatavatel juhtudel (suure fosforisisaldusega toodete puhul) voib kasutada gravimeetrilist
meetodit.

Pohiméte

Proov mineraliseeritakse kas kuivtuhastamise (orgaanilise s66da puhul) vdi margtuhastamise (mineraalsete
tihendite ja vedelsooda puhul) teel ja pannakse happelahusesse. Lahust toodeldakse molitbdovanadaatreaktiiviga.
Sel viisil saadud kollase lahuse optilist tihedust moddetakse spektrofotomeetriga lainepikkusel 430 nm.

Reaktiivid

Kaltsiumkarbonaat.

Soolhape, py = 1,10 g/ml (umbes 6 mol/l).
Lammastikhape, p,o = 1,045 g/ml.
Lammastikhape, pyo = 1,38-1,42 g/ml.
Vidvelhape, py = 1,84 g/ml.

Moliibdovanadaatreaktiiv: liitrises mootekolvis segatakse 200 ml ammooniumheptamoliibdaadi lahust (3.6.1),
200 ml ammooniummonovanadaadi lahust (3.6.2) ja 134 ml limmastikhapet (3.4). Kolb tdidetakse veega
margini.

Ammooniumheptamoliibdaadi lahus: 100 ¢ ammooniumheptamoliibdaati (NH4) 6Mo;0,44H,0 lahustatakse
soojas vees. Lisatakse 10 ml ammooniumhiidroksiidi (tihedus: 0,91 g/ml) ja tdidetakse veega kuni 1 liitrini.

Ammooniummonovanadaadi lahus: 2,35 g ammooniummonovanadaati NH,VO; lahustatakse 400 ml kuumas
vees. Pidevalt segades lisatakse aeglaselt 20 ml lahjendatud limmastikhapet (7 ml HNO; (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,. Tdidetakse
veega 1 liitrini.

Seadmed

Kvarts-, portselan- voi plaatinatiiglid tuhastamiseks.

Temperatuurile 550 °C seatud termostaadiga elektriline muhvelahi.

250 ml Kjeldahli kolb.

Modtelkolvid ja gradueeritud pipetid.

Spektrofotomecter.

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

Lahuse valmistamine

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

5.2.

5.3.

Tavaline menetlus

1 g voi rohkem proovi kaalutakse tipsusega 1 mg. Uuritav proov pannakse Kjeldahli kolbi, lisatakse 20 ml
véivelhapet (3.5), raputatakse, et aine seguneks taielikult happega ja et see ei sadestuks kolvi seinte kiilge,
kuumutatakse ja hoitakse 10 minutit keemistemperatuuril. Lastakse veidi jahtuda, lisatakse 2 ml limmastikhapet
(3.4), kuumutatakse kergelt, lastakse veidi jahtuda, lisatakse veel veidi limmastikhapet (3.4) ja viiakse tagasi
keemistemperatuurile. Menetlust korratakse virvusetu lahuse saamiseni. Jahutatakse, lisatakse veidi vett, vedelik
dekanteeritakse 500 ml modtekolbi, loputades Kjeldahli kolbi sooja veega. Lastakse jahtuda, tdidetakse kuni
mirgini veega, homogeenitakse ja filtreeritakse.

Proovid, mis sisaldavad orgaanilisi aineid ja milles ei leidu kaltsiumdivesinikfos-
faati ega magneesiumdivesinikfosfaati

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

Virvuse arendamine ja optilise tiheduse modtmine

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
moddetakse spektrofotomeetriga lainepikkusel 430 nm, lisades 10 ml moliibdovanadaatreaktiivi (3.6) 10 ml
veele.

Kalibreerimiskover

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

Tulemuste arvutamine

Uuritavas proovis sisalduv fosforikogus mairatakse kalibreerimiskovera abil.
Tulemus viljendatakse protsendimédrana proovist.

Korratavus

Sama prooviga tehtud kahe paralleelse médramise tulemuste erinevus ei tohi iiletada:
— 3 % suuremast védrtusest fosforisisalduse puhul, mis on viiksem kui 5 %;

—  absoluutvdirtusena viljendatult 0,15 % fosforisisalduse puhul, mis on vdhemalt 5 %.

Q. KLORIIDIDEST PARIT KLOORI MAARAMINE
Eesmirk ja rakendusala

Selle meetodiga on véimalik mairata kloori kogust vees lahustuvates kloriidides, mida harilikult véljendatakse
naatriumkloriidina. Meetodit kasutatakse koigi sootade puhul.

Pohimote

Kloriidid lahustatakse vees. Kui toode sisaldab orgaanilisi aineid, see selitatakse. Lahus hapestatakse kergelt
lammastikhappega ja kloriidid sadestatakse hobekloriidina hobenitraadilahuse abil. Hobenitraadi iilekogus
tiitritakse ammooniumtiotsiianaadi lahusega, kasutades Volhardi meetodit.
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3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

5.1.

5.1.1.

5.2.

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 (CH;COO),2H,0 ja 3 g jad-dddikat. Tdidetakse veega
100 milliliitrini.

Carrezi lahus I vees lahustatakse 10,6 ¢ kaaliumferrotsiianiidi K Fe (CN)¢ 3H,0O. Tiidetakse veega
100 milliliitrini.

Kloriidivaba ja kloriide mitte absorbeeriv aktiivsiisi.

Seadmed

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

Too kiik
Lahuse valmistamine

Soltuvalt proovi laadist valmistatakse lahus punkti 5.1.1, 5.1.2 voi 5.1.3 kohaselt.
Samal ajal tehakse pimekatse, jittes vilja analiiiisitava 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 mddtekolbi temperatuuril ligikaudu 20 °C. Segatakse trumlis 30 minutit, tdidetakse veega
kuni mirgini, homogeenitakse ja filtreeritakse.

Orgaanilist ainet sisaldavad proovid, vdlja arvatud punktis 5.1.3 loetletud tooted

Umbes 5 g proovi kaalutakse tipsusega 1 mg ja pannakse 1 g aktiivsdega 500 ml modtekolbi. Lisatakse 400 ml
vett temperatuuriga ligikaudu 20 °C ja 5 ml Carrezi lahust I (3.7), segatakse ning lisatakse 5 ml Carrezi lahust Il
(3.8). Segatakse trumlis 30 minutit, tdidetakse veega kuni margini, homogeenitakse ja filtreeritakse.

Kuumtoodeldud soodad, linakoogid ja -jahu, linajahurikkad tooted ja muud
taimeliimi- voi kolloidaineterikkad tooted (nditeks dekstriinitud tarklis)

Lahus valmistatakse punkti 5.1.2 kohaselt, kuid seda ei filtreerita. Dekanteeritakse (vajaduse korral
tsentrifuugitakse), eemaldatakse 100 ml supernatanti ja kantakse 200 ml modtekolbi. Segatakse atsetooniga
(3.6), tdidetakse lahustiga kuni margini, 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 vihemalt 50 ml veega, lisatakse 5 ml limmastikhapet (3.4), 20 ml ammooniumraudsulfaadi
kiillastunud lahust (3.3) ja nullmérgini tdidetud biireti abil kaks tilka ammooniumtiotsiianaadi lahust (3.1). Biireti
abil lisatakse hobenitraadi lahust (3.2), nii et saadakse iilekogus 5 ml. Lisatakse 5 ml dietiiiileetrit (3.5) ja
loksutatakse tugevalt sademe koaguleerimiseks. Hobenitraadi iilekogus tiitritakse ammooniumtiotsiianaadi
lahusega (3.1), kuni punakaspruun virvus piisib ithe minuti.
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7.1.

7.2.

7.3.

Tulemuste arvutamine

Koriini (X) kogus, viljendatuna protsendimadrana naatriumkloriidist, arvutatakse jargmise valemi jargi:

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

X

kus:

V; = lisatud 0,1 mol/l hobenitraadi lahuse kogus milliliitrites;
V, = tiitrimiseks kasutatud 0,1 mol/l ammooniumtiotsiianaadi lahuse kogus milliliitrites;
m = proovi mass.

Kui pimekatse nditab 0,1 mol/l hobenitraadi lahuse tarbimist, lahutatakse see vddrtus kogusest (V; - V).

Tihelepanekud

Tiitrida voib ka potentsiomeetriliselt.
Viga 0li- ja rasvarikaste toodete puhul rasvatustatakse proov eelnevalt dietiiiileetri vdi petrooleetriga.

Kalajahu puhul voib tiitrida Mohri meetodi abil.
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IV LISA
SOODAS LUBATUD SOODALISANDITE TASEME KONTROLLIMISE ANALUUSIMEETODID

A.  A-VITAMIINI MAARAMINE

1. Eesmirk ja rakendusala
Selle meetodiga on voimalik madrata A-vitamiini (retinooli) kogust s6odas ja eelsegudes. A-vitamiini all
mdistetakse tdielikult trans-konfiguratsioonis retiniiiilalkoholi ja selle cis-isomeere, nii nagu need méiratakse
kiesoleva meetodiga. A-vitamiini sisaldust véljendatakse rahvusvahelistes iihikutes (RU) kilogrammi kohta. Uks
RU vastab 0,300 pg téielikult trans-konfiguratsioonis A-vitamiini alkoholi voi 0,344 pg tiielikult trans-
konfiguratsioonis A-vitamiini atsetaadi voi 0,550 pg téielikult trans-konfiguratsioonis A-vitamiini palmitaadi
aktiivsusele.
Kvantifikatsiooni piir on 2 000 RU A-vitamiini kilogrammi kohta.

2. Pohimote
Proov hiidroliitisitakse kaaliumhiidroksiidi etanoolilahusega ja A-vitamiin ekstraheeritakse petrooleetrisse.
Lahusti aurustatakse ja jadk lahustatakse metanoolis ning vajadusel lahjendatakse néutud kontsentratsioonini.
A-vitamiini sisaldus maéiratakse pooratud faasi korgefektiivse vedelikkromatograafia (RP-HPLC) meetodiga,
kasutades UV- voi fluorestsentsdetektorit. Kromatograafilised parameetrid valitakse nii, et tiielikult trans-
konfiguratsioonis A-vitamiini alkohol ja selle cis-isomeerid jddksid lahutamata.

3. Reaktiivid

3.1. Etanool, 6 = 96 %

3.2. Petrooleeter, keemisvahemik 40-60 °C

3.3. Metanool

3.4. Kaaliumhiidroksiidi lahus, ¢ = 50 g/100 ml

3.5. Naatriumaskorbaadi lahus, ¢ = 10 g/100 ml (vt tdhelepanek 7.7)

3.6. Naatriumsulfiid, Na,S- x H,O (x =7 - 9)

3.6.1. Naatriumsulfiidi lahus, ¢ = 0,5 mol/l gliitseroolis, £ = 120 g/l (kui x = 9) (vt tdhelepanek 7.8)

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

3.8. 2-propanool

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

3.10. Hapnikuvaba limmastik

3.11. Téielikult trans-konfiguratsioonis A-vitamiini atsetaat, eriti puhas, kontrollitud aktiivsusega, nt 2,80 x10° RU[g

3.11.1.  Taielikult trans-konfiguratsioonis A-vitamiini atsetaadi pohilahus: 50 mg A-vitamiini atsetaati (3.11) kaalutakse
tdpsusega 0,1 mg ja pannakse see 100 ml mddtekolbi. Lahustatakse 2-propanoolis (3.8) ja tiidetakse sama
lahustiga margini. Selle lahuse nominaalne kontsentratsioon on 1 400 RU A-vitamiini milliliitri kohta. Tapne
sisaldus maaratakse vastavalt punktile 5.6.3.1.

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

3.12.1.  Tiielikult trans-konfiguratsioonis A-vitamiini palmitaadi pohilahus: 80 mg A-vitamiini palmitaati (3.12)

kaalutakse tdpsusega 0,1 mg ja pannakse 100 ml mddtekolbi. Lahustatakse 2-propanoolis (3.8) ja tdidetakse
sama lahustiga mirgini. Selle lahuse nominaalne kontsentratsioon on 1 400 RU A-vitamiini milliliitri kohta.
Tépne sisaldus médratakse vastavalt punktile 5.6.3.2.
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4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

5.1.

5.2.

2,6-di-tert-butiiiil-4-metiiiilfenool (BHT) (vt tihelepanek 7.5).

Seadmed

Vaakumpoordaurusti

Tumedast klaasist ndud

Lihvavaga lamedapdhjalised v6i koonilised kolvid, 500 ml

Lihvkorgiga kitsakaelalised madtkolvid 10, 25, 100 ja 500 ml

Lihvkorgiga koonilised jaotuslehtrid, 1 000 ml

Lihvavaga pirnkolvid, 250 ml

Lihvithendusega Allihni tagasivoolujahuti, iimbrise 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 pm, vOi samavéirne
(lahutuskriteerium: ainult iiks piik kdigi retinooli isomeeride jaoks antud HPLC tingimustel)

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 korvaltoruga ja keskelt 1dbi mineva iiles-alla nihutatava toruga.
Nihutataval torul peab olema U-kujuline alumine ots ja teises otsas diiis, nii et silindris oleva vedeliku iilemist
kihti oleks voimalik viia iile jaotuslehtrisse.

To6 kiik

Markus:  A-vitamiin on tundlik (UV-) valguse ja oksiideerumise suhtes. Koik toimingud tuleb teostada valguse
ja hapniku juurdepaisuta (kasutades tumedast klaasist vdi alumiiniumfooliumiga kaetud nousid ja
voolutades lammastikuga). Ekstraheerimise ajal tuleb vedeliku kohal olev 6hk asendada limmasti-
kuga (iilerohu viltimiseks tuleb korki aeg-ajalt kergitada).

Proovi ettevalmistamine

Proov jahvatatakse kuumenemist valtides nii peeneks, et see laheks 1abi 1 mm avadega sdela. Jahvatamine peab
toimuma vahetult enne kaalumist ja seebistamist, vastasel juhul voib esineda A-vitamiini kadusid.

Seebistamine

500 ml lamedapdhjalisse v6i koonilisse kolbi (4.2.1) kaalutakse 1 mg tdpsusega 2-25 g proovi, sdltuvalt A-
vitamiini sisaldusest. Seejirel lisatakse ringliigutustega segades 130 ml etanooli (3.1), umbes 100 mg BHT (3.13),
2 ml naatriumaskorbaadi lahust (3.5) ja 2 ml naatriumsulfiidi 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 1dbi jahuti (4.3) 25 ml kaaliumhiidroksiidi lahust (3.4) ja lastakse
segamisel keeda tagasivoolujahuti all veel 25 minutit, voolutades norgalt limmastikuga. Seejirel loputatakse
jahutit umbes 20 ml veega ja jahutatakse kolvi sisu toatemperatuurini.
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5.3.

5.4.

5.5.

Ekstraheerimine

Seebistamislahus viiakse ~dekanteerimise teel kvantitatiivselt iile 1000 ml jaotuslehtrisse (4.2.3) voi
ekstraktsiooniseadmesse (4.8), loputades kokku 250 ml veega. Seebistamiskolbi loputatakse jirjest 25 ml
etanooli (3.1) ja 100 ml petrooleetriga (3.2) ja viiakse ka need vedelikukogused iile jaotuslehtrisse voi
ekstraktsiooniseadmesse. Vee ja etanooli vahekord ithendatud 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 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 seejdrel korduval raputamisel veel 100 ml veekogustega, kuni vesi ei muuda enam
virvust fenoolftaleiini lahuse (3.7) lisamisel (tavaliselt piisab neljakordsest pesemisest). Emulgeerunud vee
korvaldamiseks filtreeritakse pestud ekstrakt ldbi kuiva faasieraldusfiltri (4.4) 500 ml mddtekolbi (4.2.2).
Jaotuslehtrit ja filtrit loputatakse 50 ml petrooleetriga (3.2), tdidetakse petrooleetriga (3.2) mirgini ja segatakse
histi.

Ekstraheerimine ekstraktsiooniseadmega (4.8)

Kui kihid on eraldunud (vt tihelepanek 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 tdpselt faaside eralduspinna kohal.
Tostes gaasivooliku kaudu korvaltorusse juhitava limmastiku rohku, viiakse tilemine petrooleetri kiht {ile
1000 ml jaotuslehtrisse (4.2.3). Klaassilindrisse lisatakse 100 ml petrooleetrit (3.2), suletakse korgiga ja
raputatakse tugevasti. Kihtidel lastakse eralduda ja dlemine 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 jitkatakse, nagu seal on
kirjeldatud.

Proovilahuse valmistamine HPLC jaoks

Petrooleetri lahuse (punktist 5.3.1 vdi 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 atmosfidrirdhuni ja kolb eemaldatakse vaakumpoordaurustist.
Jarelejadnud lahusti eemaldatakse lammastikuga (3.10) voolutades ja jadk lahustatakse kohe teadaoleva koguse
(10-100 ml) metanooliga (3.3) (A-vitamiini kontsentratsioon peab jddma vahemikku 5-30 RU/ml).

Moidramine HPLC-ga

A-vitamiin eraldatakse C;3 poordfaaskolonnil (4.5.1) ja mdddetakse selle kontsentratsioon UV-detektori
(325 nm) voi fluorestsentsdetektori (ergastamine: 325 nm, emissioon: 475 nm) (4.5.2) abil.

Punktis 5.4 saadud metanoolilahuse alikvoot (nt 20 pl) siistitakse kolonni ja elueeritakse litkuva faasiga (3.9).
Arvutatakse sama proovilahuse erinevate siistide keskmine piigi kdrgus (pindala) ja kalibreerimislahuste (5.6.2)
mitme siisti keskmised piigi kdrgused (pindalad).

HPLC tingimused

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

Vedelikkromatograafia ~ 250 mm x 4 mm, Cy;, tdidise terasuurus 5 voi 10 pm vdi samavairne
kolonn (4.5.1):

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) vdi fluorestsentsdetektor

(ergastamine: 325 nm/emissioon: 475 nm)



L 54/62

Euroopa Liidu Teataja

26.2.2009

5.6.

5.6.3.1.

5.6.3.2.

5.6.3.3.

Kalibreerimine
Standardtdodlahuste ettevalmistamine

20 ml A-vitamiini atsetaadi pdhilahust (3.11.1) voi 20 ml A-vitamiini palmitaadi pdhilahust (3.12.1) pipetitakse
500 ml lamedapohjalisse voi koonilisse kolbi (4.2.1) ja hidroliiiisitakse vastavalt punktile 5.2, kuid ilma
BHT-d lisamata. Seejirel ekstraheeritakse petrooleetriga (3.2) vastavalt punktile 5.3 ja tdidetakse kuni
500 ml-ni petrooleetriga (3.2). 100 ml seda ckstrakti aurustatakse vaakumpoordaurustil (vt 5.4) peaaegu
kuivaks, jarelejadnud lahusti eemaldatakse lammastikuga (3,10) voolutades ja jadk lahustatakse uuesti 10,0 ml
metanooliga (3.3). Selle lahuse nominaalne kontsentratsioon on 560 RU A-vitamiini milliliitri kohta. Tépne
sisaldus mairatakse vastavalt punktile 5.6.3.3. Standardt6lahus tuleb valmistada vahetult enne kasutamist.

2,0 ml kdnealust standardtoolahust pipetitakse 20 ml modtekolbi, taidetakse metanooliga (3.3) kuni mérgini ja
segatakse. Selle lahjendatud standardt6lahuse nominaalne kontsentratsioon on 56 RU A-vitamiini ml kohta.

Kalibreerimislahuste valmistamine ja kalibreerimisgraafiku koostamine

1,0, 2,0, 50 ja 10,0 ml lahjendatud standardtoolahust viiakse iile 20 ml mddtekolbidesse, tiidetakse
metanol(_)liga (3.3) margini 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 mdairatakse keskmised piigi korgused
(pindalad). Koostatakse kalibreerimisgraafik, kasutades keskmisi piigi korgusi (pindalasid) ja arvestades UV-
kontrolli (5.6.3.3) tulemusi.

Standardlahuste UV-standardiseerimine
A-vitamiini atsetaadi pdhilahus

2,0 ml A-vitamiini atsetaadi pdohilahust (3.11.1) pipetitakse 50 ml mootekolbi (4.2.2) ja tdidetakse
2-propanooliga (3.8) mirgini. Selle lahuse nominaalne kontsentratsioon on 56 RU A-vitamiini milliliitri kohta.
3,0 ml A-vitamiini atsetaadi lahjendatud lahust pipetitakse 25 ml mootekolbi ja tdidetakse 2-propanooliga (3.8)
margini. Selle lahuse nominaalne kontsentratsioon on 6,72 RU A-vitamiini milliliitri kohta. Spektrofotomeetriga
(4.6) moodetakse selle lahuse UV-spekter 2-propanooli (3.8) suhtes vahemikus 300-400 nm. Ekstinktsiooni-
maksimum peab olema vahemikus 325-327 nm.

A-vitamiini sisalduse arvutamine:
RU A-vitamiini milliliitri kohta = E55 x 19,0
(E1 % A-vitamiini atsetaadi puhul = 1 530 lainepikkusel 326 nm 2-propanoolis)

A-vitamiini palmitaadi péhilahus

2,0 ml A-vitamiini palmitaadi pdhilahust (3.12.1) pipetitakse 50 ml mddtekolbi (4.2.2) ja tdidetakse
2-propanooliga (3.8) mirgini. Selle lahuse nominaalne kontsentratsioon on 56 RU A-vitamiini milliliitri kohta.
3,0 ml A-vitamiini palmitaadi pdhilahust pipetitakse 25 ml mddtekolbi ja tiidetakse 2-propanooliga (3.8)
margini. Selle lahuse nominaalne kontsentratsioon on 6,72 RU A-vitamiini milliliitri kohta. Spektrofotomeetriga
(4.6) mdddetakse selle lahuse UV-spekter 2-propanooli (3.8) suhtes vahemikus 300-400 nm. Ekstinktsiooni-
maksimum peab olema vahemikus 325-327 nm.

A-vitamiini sisalduse arvutamine:
RU A-vitamiini milliliitri kohta = E55 x 19,0

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

1cm

A-vitamiini standardtoolahus

3,0 ml A-vitamiini lahjendamata standardt6olahust, mis on valmistatud vastavalt punktile 5.6.1, pipetitakse
50 ml mootekolbi (4.2.2) ja tdidetakse 2-propanooliga (3.8) margini. 5,0 ml seda lahust pipetitakse 25 ml
modtekolbi ja tiidetakse 2-propanooliga (3.8) mérgini. Selle lahuse nominaalne kontsentratsioon on 6,72 RU A-
vitamiini milliliitri kohta. Spektrofotomeetriga (4.6) mdddetakse selle lahuse UV-spekter 2-propanooli (3.8)
suhtes vahemikus 300-400 nm. Ekstinktsioonimaksimum peab olema vahemikus 325-327 nm.



26.2.2009

Euroopa Liidu Teataja L 54/63

7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

7.6.

7.7.

7.8.

7.9.

A-vitamiini sisalduse arvutamine:
RU A-vitamiini milliliitri kohta = E;»5 x 18,3

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

1 cm

Tulemuste arvutamine

Proovilahuse A-vitamiini piigi keskmisest korgusest (pindalast) madratakse kalibreerimisgraafiku (5.6.2) jargi
proovilahuse kontsentratsioon RU-des milliliitri kohta.

Proovi A-vitamiini sisaldus w RU-des kilogrammi kohta arvutatakse jirgmise valemi jirgi:

500 x ¢ x V, x 1 000
W=
Vi xm

[mgfkg]

kus:

¢ = A-vitamiini kontsentratsioon proovilahuses (5.4) RU/ml;

V; = proovilahuse (5.4) kogus milliliitrites;

V, = vastavalt punktile 5.4 voetud alikvoodi kogus milliliitrites;

3
I

kaalutise mass grammides.

Tihelepanekud

Madala A-vitamiini kontsentratsiooniga proovides vib olla kasulik ithendada kahe seebistamiseks voetud koguse
(kaalutud kogus: 25 g) petrooleetri ekstraktid itheks proovilahuseks, mida mairatakse 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).
Kalamaksadli ja muude puhaste rasvade puhul tuleb seebistamise acga pikendada 45-60 minutini.
BHT asemel voib kasutada hiidrokinooni.

Normaalfaasikolonni kasutamisel on véimalik retinooli isomeeride eraldumine. Kuid sel juhul tuleb arvutustes
kdigi cis- ja trans-isomeeride piigi kdrgused (pindalad) summeerida.

Naatriumaskorbaadi lahuse asemel voib kasutada umbes 150 mg askorbiinhapet.
Naatriumsulfiidi lahuse asemel voib kasutada umbes 50 mg etiileendiamiintetraatsetaati.
A-vitamiini analiiiisimisel piimaasendajates tuleb erilist tihelepanu pdérata

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

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

Et kontrollida rakendatud analiiiisimeetodi tulemuste usaldusvédrsust konealuse spetsiifilise pdhiaine
(piimaasendaja) puhul, tuleb tiiendava kaalutisega teha saagisekatse. Kui saagise mddr on alla 80 %, esitatakse
analiiiisi tulemus saagisekorrektsiooniga.

Korratavus

Sama proovi kahe paralleelse maddramise tulemuste erinevus ei tohi iiletada 15 % suuremast tulemusest.
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Uhisuuringu tulemused (')

Eelsegu S66da eelsegu Minera;ill;(t)ntsen— Valgurikas soot Porsasoot
L 13 12 13 12 13
n 48 45 47 46 49
keskmine 17,02 x 10° 1,21 x 10° 537100 151 800 18 070
[RUJkg]
s; [IU/kg] 0,51 x 109 0,039 x 10° 22080 12 280 682
r [IU/kg] 1,43 x 10° 0,109 x 10° 61 824 34 384 1910
CV; [ %] 3,0 3,5 4,1 8,1 3,8
Sk [1U/kg] 1,36 x 10° 0,069 x 10° 46 300 23060 3614
R [IU/kg] 3,81 x 10° 0,193 x 10° 129 640 64 568 10119
CVi [ %] 8,0 6,2 8,6 15 20
L = laboratooriumide arv
n = iksikmadramiste arv
s, = korratavust iseloomustav standardhilve
Sk = reprodutseeritavust iseloomustav standardhilve
r = korratavus
R = reprodutseeritavus

CV, = korratavuse variatsioonikordaja

Vg

Miiramised viis lidbi ithenduse Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA) sootade

uurimisgrupp.

reprodutseeritavuse variatsioonikordaja
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Joonis 1: Ekstraktsiooniseade (4.8)

]

=

Klaassilinder (4.8.1)
(kdrgus umbes 48 cm)
L

ihviga klaasotsak (4.8.2)
(pikkus umbes 45 cm)

-«— Ules-alla nihutatav toru

Petrooleetri kiht

Veekiht
+

seebistatud s66t
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3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

4.1.

4.2.

B.  E-VITAMIINI MAARAMINE
Eesmirk ja rakendusala

Selle meetodiga on voimalik méirata E-vitamiini kogust so0das ja eelsegudes. E-vitamiini sisaldust véljendatakse
DL-a-tokoferoolatsetaadi milligrammides kilogrammi kohta. 1 mg DL-a-tokoferoolatsetaati vastab 0,91 mg DL-
a-tokoferoolile (E-vitamiin).

Kvantifitseerimispiir on 2 mg E-vitamiini kilogrammi kohta. See kvantifitseerimispiir on saavutatav vaid
fluorestsentsdetektoriga. UV-detektoriga on kvantifitseerimispiir 10 mg/kg.

Pohimote

Proov hiidroliiiisitakse kaaliumhiidroksiidi etanoolilahusega ja E-vitamiin ekstraheeritakse petrooleetrisse.
Lahusti aurustatakse ja jadk lahustatakse metanoolis ning vajadusel lahjendatakse noutud kontsentratsioonini.
E-vitamiini sisaldus maéiratakse poordfaasilise korgefektiivse vedelikkromatograafia (RP-HPLC) meetodiga,
kasutades UV- voi fluorestsentsdetektorit.

Reaktiivid

Etanool, ¢ = 96 %

Petrooleeter, keemisvahemik 40-60 °C

Metanool

Kaaliumhiidroksiidi lahus, ¢ = 50 g/100 ml

Naatriumaskorbaadi lahus, ¢ = 10 g/100 ml (vt tihelepanek 7.7)

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

Naatriumsulfiidi lahus, ¢ = 0,5 mol/l gliitseroolis, f = 120 g/l (kui x = 9) (vt tihelepanek 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). Tapne vahekord madratakse kasutatava kolonni
parameetrite jargi.

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

DL-a-tokoferoolatsetaadi pdhilahus: 100 ml mddtekolbi kaalutakse 0,1 mg tdpsusega 100 mg DL-a-
tokoferoolatsetaati (3.10). Lahustatakse etanoolis (3.1) ja tdidetakse sama lahustiga mérgini. 1 ml seda lahust
sisaldab 1 mg DL-a-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 mdotekolbi kaalutakse 0,1 mg tipsusega 100 mg DL-a-tokoferooli (3.11).
Lahustatakse etanoolis (3.1) ja tdidetakse sama lahustiga mirgini. 1 ml seda lahust sisaldab 1 mg DL-a-
tokoferooli. (UV-kontrolli kohta vt 5.6.2.3; stabiliseerimise kohta vt tihelepanek 7.4).

2,6-di-tert-butiitil-4-metiiiilfenool (BHT) (vt tihelepanek 7.5).

Seadmed

Filter-poordaurusti
Tumedast klaasist ndud

Lihvavaga lamedapdhjalised v6i koonilised kolvid, 500 ml
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5.1.

5.2.

5.3.

Lihvkorgiga kitsakaelalised mddtkolvid 10, 25, 100 ja 500 ml

Lihvkorgiga koonilised jaotuslehtrid, 1 000 ml

Lihvavaga pirnkolvid, 250 ml

Lihvithendusega Allihni tagasivoolujahuti, imbrise 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, Cyy, tdidise terasuurus 5 voi 10 pm vdi samavairne
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 korvaltoruga ja keskelt 1dbi mineva iiles-alla nihutatava toruga.
Nihutataval torul peab olema U-kujuline alumine ots ja teises otsas diiiis, nii et silindris oleva vedeliku iilemist
kihti oleks voimalik viia iile jaotuslehtrisse.

To6 kiik

Markus:  E-vitamiin on tundlik (UV-) valguse ja oksiideerumise suhtes. Kdik toimingud tuleb teostada valguse
ja hapniku juurdepaisuta (kasutades tumedast klaasist v6i alumiiniumfooliumiga kaetud ndusid ja
voolutades lammastikuga). Ekstraheerimise ajal tuleb vedeliku kohal olev ohk asendada limmasti-
kuga (iilershu viltimiseks tuleb korki aeg-ajalt kergitaday).

Proovi ettevalmistamine

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

Seebistamine

500 ml lamedapdhjalisse voi koonilisse kolbi (4.2.1) kaalutakse 0,01 g tdpsusega 2-25 g proovi, sdltuvalt
E-vitamiini sisaldusest. Secjdrel lisatakse ringliigutustega segades 130 ml etanooli (3.1), umbes 100 mg BHT
(3.12), 2 ml naatriumaskorbaadi lahust (3.5) ja 2 ml naatriumsulfiidi lahust (3.6). Kolvi otsa ithendatakse 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
tagasivoolujahuti all veel 25 minutit, voolutades norgalt limmastikuga. Seejirel loputatakse jahutit umbes 20 ml
veega ja jahutatakse kolvi sisu toatemperatuurini.

Ekstraheerimine

Seebistamislahus  viiakse dekanteerimise teel kvantitatiivselt iile 1000 ml jaotuslehtrisse (4.2.3) voi
ekstraktsiooniseadmesse (4.8), loputades kokku 250 ml veega. Seebistamiskolbi loputatakse jirjest 25 ml
etanooli (3.1) ja 100 ml petrooleetriga (3.2) ja viiakse ka need vedelikukogused iile jaotuslehtrisse voi
ekstraktsiooniseadmesse. Vee ja etanooli vahekord iihendatud 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 iile teise jaotuslehtrisse (4.2.3). Seda
ekstraheerimist korratakse kaks korda 100 ml petrooleetriga (3.2) ja kaks korda 50 ml petrooleetriga (3.2).
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Uhendatud ekstrakte pestakse jaotuslehtris kergelt loksutades (et valtida emulsiooni tekkimist) kaks korda
100 ml veekogustega ja seejarel korduval raputamisel veel 100 ml veekogustega, kuni vesi ei muuda enam
virvust fenoolftaleiini lahuse (3.7) lisamisel (tavaliselt piisab neljakordsest pesemisest). Emulgeerunud vee
korvaldamiseks filtreeritakse pestud ekstrakt ldbi kuiva faasieraldusfiltri (4.4) 500 ml mdotekolbi (4.2.2).
Jaotuslehtrit ja filtrit loputatakse 50 ml petrooleetriga (3.2), tdidetakse petrooleetriga (3.2) margini 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 scatakse nihutatava toru U-kujuline alumine ots nii, et see oleks tipselt faaside eralduspinna kohal.
Tostes gaasivooliku kaudu korvaltorusse juhitava limmastiku rdhku, viiakse iilemine petrooleetri kiht iile
1000 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 jitkatakse, nagu seal on
kirjeldatud.

Proovilahuse valmistamine HPLC jaoks

Petrooleetri lahuse (punktist 5.3.1 v6i 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 (3.9) kuni atmosfiirirohuni ja kolb eemaldatakse vaakumpoordaurustist.
Jarelejadnud lahusti eemaldatakse limmastikuga (3.9) voolutades ja jadk lahustatakse kohe teadaoleva koguse
(10-100 ml) metanooliga (3.3) (DL-a-tokoferooli kontsentratsioon peab jaima vahemikku 5-30 pg/ml).

Moidramine HPLC-ga

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

Punktis 5.4 saadud metanoolilahuse alikvoot (nt 20 pl) siistitakse kolonni ja elueeritakse litkuva faasiga (3.8).
Arvutatakse sama proovilahuse erinevate siistide keskmine piigi kdrgus (pindala) ja kalibreerimislahuste (5.6.2)
mitme siisti keskmised piigi kdrgused (pindalad).

HPLC tingimused

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

Vedelikkromatograafia ~ 250 mm x 4 mm, Cys, tdidise terasuurus 5 voi 10 pm voi samavairne
kolonn (4.5.1):

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) vdi UV-detektor (292 nm)

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

25 ml DL-o-tokoferoolatsetaadi pohilahust (3.10.1) viiakse pipetiga 500-milliliitrisesse lamedapdhjalisse voi
koonilisse kolbi (4.2.1) ja hiidroliiiisitakse vastavalt punktis 5.2 kirjeldatule. Seejirel ekstraheeritakse
petrooleetriga (3.2) vastavalt punktis 5.3 kirjeldatule ja tdidetakse petrooleetriga 500 milliliitrini. 25 ml seda
ekstrakti aurustatakse vaakumpoordaurustil (vt 5.4) peaaegu kuivaks, jirelejidnud lahusti eemaldatakse
limmastikuga (3.9) voolutades ja jadk lahustatakse uuesti 25,0 ml metanooliga (3.3). Selle lahuse nominaalne
kontsentratsioon on 45,5 pg DL-a-tokoferooli ml kohta, mis on ekvivalentne 50 g DL-a-tokoferoolatsetaadiga
ml kohta. Standardt6olahus tuleb valmistada vahetult enne kasutamist.
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5.6.2.3.

Kalibreerimislahuste valmistamine ja kalibreerimisgraafiku koostamine
1,0, 2,0, 4,0 ja 10,0 ml standardtolahust viiakse iile 20-milliliitristesse mddtkolbidesse, tdidetakse metanooliga

(3.3) mdrgini 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 méiratakse keskmised piigi korgused
(pindalad). Kasutades keskmisi piigi korgusi (pindalasid), koostatakse kalibreerimisgraafik.

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

5,0 ml DL-a-tokoferoolatsetaadi pohilahust (3.10.1) lahjendatakse etanooliga 25,0 milliliitrini ja mdddetakse
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 véirtus olema vahemikus 0,84-0,88.

DL-a-tokoferooli standard

Standardtéélahuse valmistamine

2 ml DL-a-tokoferooli pohilahust (3.11.1) viiakse pipetiga 50 ml mootekolbi, lahustatakse metanoolis (3.3) ja
tdidetakse metanooliga mirgini. Selle lahuse nominaalne kontsentratsioon on 40 pg DL-a-tokoferooli ml kohta,

mis on ekvivalentne 44,0 pg DL-a-tokoferoolatsetaadiga ml kohta. Standardtoolahus tuleb valmistada vahetult
enne kasutamist.

Kalibreerimislahuste valmistamine ja kalibreerimisgraafiku koostamine
1,0, 2,0, 4,0 ja 10,0 ml standardtolahust viiakse tile 20-milliliitristesse modtkolbidesse, tdidetakse metanooliga

(3.3) mirgini ja segatakse. Nende lahuste nominaalsed kontsentratsioonid on 2,0, 4,0, 8,0 ja 20,0 pg/ml DL-a-
tokoferooli, s.o 2,20, 4,40, 8,79 ja 22,0 ug/ml DL-a-tokoferoolatsetaati.

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

DL-a-tokoferooli pdhilahuse (3.11.1) UV-standardiseerimine
2,0 ml DL-a-tokoferoolatsetaadi pohilahust (3.11.1) lahjendatakse etanooliga 25,0 milliliitrini ja mdddetakse

spektrofotomeetriga (4.6) selle lahuse UV-spekter vahemikus 250-320 nm etanooli (3.1) suhtes. Neeldumis-
maksimum peaks olema 292 nm:

E{ % =758 etanoolis 292 nm juures

Sellisel lahjendusel peab ekstinktsiooni véartus olema 0,6.

Tulemuste arvutamine

Proovilahuse E-vitamiini piikide keskmisest korgusest (pindalast) méddratakse kalibreerimisgraafiku (5.6.1.2 voi
5.6.2.2) jargi proovilahuse kontsentratsioon pg-des milliliitri kohta (arvutatuna a-tokoferoolatsetaadina).

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

500 x c x 'V,
= k
Vixm  melkel
kus:
¢ = E-vitamiini kontsentratsioon (a-tokoferoolatsetaadina) ug-des milliliitri kohta proovilahuses (5.4);
V; = proovilahuse (5.4) kogus milliliitrites;
V, = punktis 5.4 vdetud alikvoodi ruumala milliliitrites;

m = kaalutise mass grammides.
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)

Tihelepanekud

Madala E-vitamiini kontsentratsiooniga proovides voib olla kasulik thendada kahe seebistamiseks voetud koguse
(kaalutud kogus: 25 g) petrooleetri ekstraktid ttheks proovilahuseks, mida médratakse HPLC-ga.

Analiiiisiks voetud proov ei tohi sisaldada ile 2 g rasva.
Faaside halva eraldumise puhul lisatakse emulsiooni [6hkumiseks umbes 10 ml etanooli (3.1).

Parast DL-a-tokoferoolatsetaadi voi DL-a-tokoferooli lahuste spektrofotomeetrilist mootmist vastavalt punktile
5.6.1.3 vdi 5.6.2.3 lisatakse lahusele (3.10.1 vdi 3.10.2) umbes 10 mg BHT-d (3.12) ja hoitakse lahust kiilmkapis
(kolblikkusaeg maksimaalselt neli nidalat).

BHT asemel voib kasutada hiidrokinooni.

Normaalfaasikolonni kasutamisel on vdimalik a-, f-, y- ja d-tokoferooli eraldumine.
Naatriumaskorbaadi lahuse asemel voib kasutada umbes 150 mg askorbiinhapet.
Naatriumsulfiidi lahuse asemel vdib kasutada umbes 50 mg etiileendiamiintetraatsetaati.

E-vitamiini atsetaat hiidroliiiisub aluselises keskkonnas viga kiiresti ning on seepidrast viga tundlik
oksiideerumise suhtes, eriti selliste mikrolementide nagu raua ja vase olemasolul. Kui eelsegudes méidratud
E-vitamiini kogus on suurem kui 5000 mg/kg, voib selle tagajirjeks olla E-vitamiini lagunemine. Seepdrast
soovitatakse kindluse mottes kasutada HPLC meetodit, mis holmab E-vitamiini vormi ensitimaatilist
mineraliseerimist ilma aluselise seebistamise sammuta.

Korratavus

Sama proovi kahe paralleelse mddramise tulemuste erinevus ei tohi iiletada 15 % suuremast tulemusest.

Uhisuuringu tulemused (')

Eelsegu Sooda eelsegu Minsirr??rl;lzﬁnt— Valgurikas soot Porsasoot
L 12 12 12 12 12
n 48 48 48 48 48
keskmine [mg/kg] 17 380 1187 926 315 61,3
s; [mg/ke] 384 453 25,2 13,0 2.3
r [mg/kg] 1075 126,8 70,6 36,4 6,4
CV, [ %] 2,2 3,8 2,7 4,1 3,8
Sg mg/kgl 830 65,0 55,5 18,9 7,8
R [mg/kg] 2324 182,0 155,4 52,9 21,8
CVr [ %] 4,8 5,5 6,0 6,0 12,7
L = laboratooriumide arv
n = iksikmadramiste arv
s, = korratavust iseloomustav standardhailve
sg = reprodutseeritavust iseloomustav standardhilve
r = korratavus
R = reprodutseeritavus
CV, = korratavuse variatsioonikordaja
CVr = reprodutseeritavuse variatsioonikordaja

Miiramised viis lidbi ithenduse Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA) sootade
uurimisgrupp.
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Joonis 1: Ekstraktsiooniseade (4.8)
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C.  MIKROELEMENTIDE RAUA, VASE, MANGAANI JA TSINGI MAARAMINE
Eesmiirk ja rakendusala

Selle meetodiga on voimalik méirata soodas mikroelemente: rauda, vaske, mangaani ja tsinki. Kvantifikatsioo-
nipiirid on:

— raud (Fe): 20 mglkg;
—  vask (Cu): 10 mg/kg;
— mangaan (Mn): 20 mg/kg;

— tsink (Zn): 20 mg/kg.

Pohimote

Proov lahustatakse soolhappes pérast voimaliku orgaanilise aine havitamist. Elemendid raud, vask, mangaan ja
tsink méddratakse aatomabsorptsioonspektromeetriaga pérast asjakohast lahjendamist.

Reaktiivid
Sissejuhatavad markused

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

Reaktiivid peavad olema vihemalt analiiiitiliselt puhtad. Méddratava elemendi puudumist tuleb kontrollida
pimekatse abil. Vajaduse korral tuleb reaktiive tiiendavalt puhastada.

Allpool kirjeldatud standardlahuste asemel voib kasutada miiiigil olevaid standardlahuseid, tingimusel, et neil on
garantii ning neid on enne kasutamist kontrollitud.

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

38-40 % vesinikfluoriidhape (v[v), mille raua (Fe) sisaldus on alla 1 mg/l ning jddk parast aurustamist alla
10 mg/l (sulfaadina).

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

Raua standardlahus (1 000 pg Fe/ml), mis on valmistatud jirgmiselt (voi kasutatakse samaviirset miiiigil olevat
lahust): 1 g raudtraati lahustatakse 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 vahekor-
ras 1:9.

Vase standardlahus (1 000 pg Cu/ml), mis on valmistatud jargmiselt (vi kasutatakse samavidrset miitigil 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.
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Vase standardtoolahus (10 pg Cu/ml), mis on valmistatud, lahjendades standardlahust (3.8) veega vahekorras 1:9
ning seejirel lahjendades saadud lahust veega vahekorras 1:9.

Mangaani standardlahus (1 000 pg Mn/ml), mis on valmistatud jargmiselt (voi kasutatakse samavéirset miitigil
olevat lahust):

— 1 g mangaanipulbrit lahustatakse 25 ml 6 mol/l soolhappes (3.2) ning tdidetakse veega ithe liitrini.

Mangaani standardtéolahus (10 pg Mn/ml), mis on valmistatud, lahjendades standardlahust (3.9) veega
vahekorras 1:9 ning seejirel lahjendades saadud lahust veega vahekorras 1:9.

Tsingi standardlahus (1 000 pg Zn/ml), mis on valmistatud jargmiselt (voi kasutatakse samavéirset miiiigil olevat
lahust):

— 1 g riba- voi lehttsinki lahustatakse 25 ml 6 mol/l soolhappes (3.2) ning tdidetakse veega iihe liitrini.

Tsingi standardt6olahus (10 pg Zn/ml), mis on valmistatud, lahjendades standardlahust (3.10) veega vahekorras
1:9 ning seejirel lahjendades saadud lahust veega vahekorras 1:9.

Lantaankloriidi lahus: 12 g lantaanoksiidi lahustatakse 150 ml vees, lisatakse 100 ml 6 mol/l soolhapet (3.2)
ning tdidetakse veega tihe liitrini.

Seadmed

Temperatuuriregulaatori ja vdimalusel salvestiga muhvelahi.

Klaasnoud peavad olema vastupidavast borosilikaatklaasist ning on soovitav kasutada vahendeid, mida
kasutatakse tiksnes mikroelementide madramiseks.

Aatomabsorptsioonispektrofotomeeter, mis vastab kasutatava meetodi nduetele, vottes arvesse tundlikkust ning
tapsust noutud ulatuses.

Too kiik ()
Orgaanilist ainet sisaldavad proovid
Tuhastamine ja lahuse analiitisiks ettevalmistamine (3

5-10 g proovi kaalutakse 0,2 mg tdpsusega, asetatakse kvarts- voi plaatinatiiglisse (vt markus b), kuivatatakse
kuivatuskapis 105 °C juures ning tiigel asetatakse kiilma muhvelahju (4.1). Ahi suletakse (vt méarkus c) ning jark-
jargult tostetakse ligikaudu 90 minuti jooksul temperatuur 450475 °C-ni. Kdnealust temperatuuri hoitakse 4—
16 tundi (nt 66 jooksul), et eemaldada soeosakesed, ning seejirel ahi avatakse ning lastakse jahtuda (vt markus d).

Tuhka niisutatakse veega ja viiakse iile 250 ml keelduklaasi. Tiigel pestakse ligikaudu 5 ml soolhappega (3.1) ning
soolhape lisatakse aeglaselt 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.

(") Kasutada voib ka teisi lagundamismeetodeid, kui on kindlaks tehtud, et nendega saadakse samaviirsed tulemused (nditeks rohu all

mikrolainelagundamine).

(%) Haljassoot (virske vai kuivatatud) voib sisaldada suurel hulgal taimset rini, mis vdib hoida kinni mikroelemente ning tuleb eemaldada.
Konealuse so6da proovide korral tuleb seega jirgida 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.
Poletatakse muhvelahjus (4.1) temperatuuril alla 550 °C, kuni koik s6eosakesed on tdielikult kadunud. Lastakse jahtuda, lisatakse moned
tilgad vett ning 10-15 ml vesinikfluoriidhapet (3.4) ning aurustatakse kuivaks ligikaudu 150 °C juures. Kui jidkides on siiski rini,
lahustatakse see uuesti paaris milliliitris vesinikfluoriidhappes (3.4) ning aurustatakse kuivaks. Lisatakse viis tilka vdavelhapet (3.5) ning
kuumutatakse, kuni enam ei eraldu valget auru. Pirast 5 ml 6 mol/l soolhappe (3.2) ja ligikaudu 30 ml vee lisamist kuumutatakse, lahus
filtreeritakse 250 ml modtekolbi ning tdidetakse kuni mirgini veega (HCl kontsentratsioon ligikaudu 0,5 mol/l). Mikroelementide
madramist jitkatakse punktist 5.1.2.



L 5474 Euroopa Liidu Teataja

26.2.2009

5.1.1.2.

5.1.2.1.

Jargmisena lisatakse jadgile 15 ml 6 mol/l soolhapet (3.2) ning ligikaudu 120 ml vett. Segatakse klaaspulgaga, mis
jaetakse keeduklaasi, ning keeduklaas kaetakse kellaklaasiga. Segu lastakse aeglaselt keema ning hoitakse
keemistemperatuuril, kuni lahustuvat tuhka ei ole enam naha. Filtreeritakse l4bi tuhavaba filterpaberi ning filtraat
kogutakse 250 ml mootekolbi. Keeduklaas ja filter pestakse 5 ml kuuma 6 mol/l soolhappega (3.2) ning kaks
korda keeva veega. Modtekolb tdidetakse kuni mérgini veega (HCl 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 mone tunni (3-5 tundi), on I1dppenud, 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 modtekolbi ning tdidetakse kuni mérgini veega
(HCI kontsentratsioon ligikaudu 0,5 mol/l).

Mrkused

a)  Mikroelementide mairamisel on oluline poorata tihelepanu saastamisohule, eriti tsingi, vase ja rauaga.
Seetdttu ei tohi proovide ettevalmistamisel kasutatavad vahendid sisaldada konealuseid metalle.

Uldise saastamisohu viahendamiseks tuleb todtada tolmuvabas keskkonnas hoolikalt puhastatud vahendite
ja korralikult pestud klaasndudega. Tsingi madramine on eriti tundlik mitmete saasteallikate suhtes, nt
klaasnoud, reaktiivid, tolm jne.

b)  Tuhastatava proovi mass arvutatakse sooda ligikaudse mikroelemendisisalduse pohjal vastavalt kasutatava
spektrofotomeetri tundlikkusele. Teatavate viikese mikroelementide sisaldusega so6tade puhul alustatakse
10-20 g proovist, mille 16pplahus tdidetakse vaid kuni 100 ml lahuse saamiseni.

¢)  Tuhastamine peab toimuma suletud ahjus 6hu voi hapniku juurdepiisuta.

d)  Puromeetri temperatuuri ndit ei tohi tiletada 475 °C.

Spektrofotomeetriline middramine
Kalibreerimislahuste valmistamine

Iga madratava elemendi jaoks valmistatakse punktides 3.7.1, 3.8.1, 3.9.1 ja 3.10.1 osutatud standardto6lahustest
kalibreerimislahused, millest iga lahuse HCl kontsentratsioon on ligikaudu 0,5 mol/l ning (raua, mangaani ja
tsingi korral) lantaankloriidi kontsentratsioon on samavairne 0,1 % lantaaniga (w/v).

Valitud mikroelementide kontsentratsioonid peavad jidma kasutatava spektrofotomeetri tundlikkuse piiresse.
Jargmistes tabelites on niitena esitatud tavapiraste kalibreerimislahuste koostised, kuid soltuvalt kasutatava
spektrofotomeetri tiitibist ja tundlikkusest voib osutuda vajalikuks valida muud kontsentratsioonid.

Raud
g Fe/ml 0 05 1 2 3 4 5
ml standardtoélahust (3.7.1) (1 ml = 0 0,5 1 2 3 4 5
100 pg Fe)
ml HCl (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 04 0,6 0.8 1,0

ml standardtoolahust (3.8.1) (1 ml = 0 1 2 4 6 8 10
10 pg Cu)

ml HCl (3.2) 8 8 8 8 8 8 8
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5.1.2.2.

5.1.2.3.

5.1.2.4.

5.2.

Mangaan
pg Mn/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
ml standardtoolahust (3.9.1) (1 ml = 0 1 2 4 6 8 10
10 pg Mn)
ml HCl (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 standardtéslahust (3.10.1) (1 ml = 0 0,5 1 2 4 6 8
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 mairamiseks saab vastavalt punktile 5.1.1 valmistatud lahust tavaliselt kohe kasutada. Kui lahuse
kontsentratsioon on vaja viia kalibreerimislahuste piiresse, voib lahuse alikvoodi pipettida 100 ml mddtekolbi
ning tdita margini 0,5 mol/l soolhappega (3.3).

Raua, mangaani ja tsingi médramiseks pipetitakse vastavalt punktile 5.1.1 valmistatud lahuse alikvoot 100 ml
mddtekolbi, lisatakse 10 ml lantaankloriidilahust (3.11) ning tididetakse mirgini 0,5 mol/l soolhappega (3.3)
(vt ka punkt 8 ,Tahelepanekud”).

Pimekatse

Pimekatse peab holmama koiki protseduuri ettendhtud etappe, vilja arvatud see, et proovimaterjal jaetakse vilja.
Pimekatsel ei tohi kasutada kalibreerimislahust 0.

Aatomabsorptsiooni mddtmine

Kalibreerimislahuste ja analiitisitava lahuse aatomabsorptsiooni moddetakse okstideerivat Shk-atsetiileenleeki
kasutades jargmistel lainepikkustel:

Fe: 248,3 nm

Cu: 324,8 nm

Mn: 279,5 nm

Zn: 213,8 nm

Iga modtmist tuleb teha neli korda.

Mineraalsoit

Kui proov ei sisalda orgaanilist ainet, ei ole eelnev tuhastamine vajalik. Toimitakse vastavalt punkti 5.1.1.1,
alustades teisest 16igust. Vesinikfluoriidhappega aurustamise voib ara jatta.

Tulemuste arvutamine

Mikroelementide kontsentratsioon analiiiisitavas lahuses arvutatakse kalibreerimiskoverat kasutades ning
tulemus viljendatakse mikroelementide milligrammides ithe kilogrammi proovi kohta (miljondikkudes).
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

Korratavus

Sama analiiiisija poolt sama prooviga tehtud kahe paralleelse madramise tulemuste erinevus ei tohi iiletada:
—  absoluutviirtusena viljendatult 5 mg/kg, kui asjaomase mikroelemendi sisaldus on kuni 50 mg/kg;
— 10 % suuremast tulemusest, kui asjajomase mikroelemendi sisaldus on 50-100 mg/kg;

—  absoluutvdirtusena valjendatult 10 mg/kg, kui asjaomase mikroelemendi sisaldus on 100-200 mg/kg;

— 5% suuremast tulemusest, kui asjaomase mikroelemendi sisaldus on iile 200 mg/kg.

Tihelepanekud

Suure koguse fosfaadi sisaldus voib takistada raua, mangaani ja tsingi médramist. See takistus tuleb korvaldada,
lisades proovi lantaankloriidilahust (3.11). Kuid kui proovis on massi vahekord Ca + Mg[P > 2, siis vdib
lantaankloriidilahuse (3.11) lisamise analiiiisitavale lahusele ja kalibreerimislahusele ara jétta.

D. HALOFUGINOONI MAARAMINE

DL-trans-7-bromo-6-kloro- 3-[ 3-(3-hiidroksii-2-piperidiiiil)atsetoniiiil ]-kinasoliin-4-( 3H)-oon-vesinikbromiid

Eesmiirk ja rakendusala

Selle meetodiga on vdimalik mairata halofuginooni kogust soodas. Madramispiir on 1 mg/kg.

Pohimdte

Pirast kuuma veega to6tlemist ekstraheeritakse halofuginoon vaba alusena etiiiilatsetaati ning eraldatakse
hiidrokloriidina happe vesilahusesse. Ekstrakt puhastatakse ioonvahetuskromatograafia abil. Halofuginoonisi-
saldus mairatakse poordfaasilise korgefektiivse vedelikkromatograafia (HPLC) abil, kasutades UV-detektorit.

Reaktiivid

HPLC-puhtusastmega atsetonitriil
Amberlite XAD-2 vaik
Ammooniumatsetaat
Etiiiilatsetaat

Jaa-dadikhape

Halofuginooni standardaine (DL-trans-7-bromo-6-kloro-3-[3-(3-hiidroksii-2-piperidiiiil)atsetoniiiil]-kinasoliin-
4-(3H)-iiks hiiddrobromiid, E 764)

Halofuginooni pdhistandardlahus, 100 pg/ml

50 mg halofuginooni (3.6) kaalutakse 0,1 mg tipsusega 500 ml modtekolbi, lahustatakse ammooniumatsetaadi
puhverlahuses (3.18), tdidetakse kuni mérgini puhverlahusega ja segatakse. See lahus siilib pimedas 5 °C juures
kolm nédalat.

Kalibreerimislahused

100 ml modtekolbidesse kantakse 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 ja 6,0 ml pdhistandardlahust (3.6.1). Tdidetakse kuni margini
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 valmistada vahetult enne kasutamist.
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3.7.

3.8.

3.9.

3.20.

3.21.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.4.1.

4.5.

4.6.

Soolhape (p,o umbes 1,16 g/ml)

Metanool

Hébenitraat

Naatriumaskorbaat

Naatriumkarbonaat

Naatriumkloriid

EDTA (etilleendiamiintetradddikhape, 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 (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 valatakse dra ja
vaik sdilitatakse virskes 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 puhverlahusega (3.18) ja 1 200 ml veega
(3.14). Aédikhappe (3.5) abil korrigeeritakse pH 4,3-le. Filtreeritakse 1&bi 0,22 um filtri (4,8) ja lahus
degaseeritakse (nt toodeldes ultraheliga 10 minutit). See lahus siilib suletud mahutis pimedas hoituna iiks kuu.

Seadmed

Ultrahelivann

Filter-poordaurusti

Tsentrifuug

HPLC-seade muudetava lainepikkusega ultraviolett-detektoriga voi dioodireadetektoriga
Vedelikkromatograafia kolonn, 300 mm x 4 mm, Cys, tdidise terasuurus 10 pm, vdi samavairne
Klaaskolonn (300 mm x 10 mm), millel on paagutatud klaasfilter ja korkkraan

Klaaskiudfiltrid diameetriga 150 mm
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4.7. Membraanfiltrid 0,45 pm.
4.8. Membraanfiltrid 0,22 pm.
5. To6 kiik
Markus:  halofuginoon on vaba alusena leelistes ja etiiiilatsetaadi lahustes ebastabiilne. Seda ei tohi hoida

etiiiilatsetaadis iile 30 minuti.

5.1. Uldsctted
5.1.1. Tuleb analiiisida vordlussoota, veendumaks, et selles ei ole halofuginooni ega segavaid aineid.
5.1.2. Saagisekatses analiiiisitakse vordlussoota, millele on lisatud proovis oleva kogusega ligilihedane kogus

halofuginooni. Kontsentratsiooni 3 mg/kg saamiseks lisatakse 10 g vordlussoodale 300 pl pdhistandardlahust
(3.6.1), segatakse ja oodatakse enne ekstraheerimise (5.2) alustamist 10 minutit.

Markus:  selle meetodi puhul peab vordlussoot olema prooviga samalaadne ja analiiiisimisel ei tohi selles
leiduda halofuginooni.

5.2. Ekstraheerimine

10 g ettevalmistatud proovi kaalutakse 0,1 g tipsusega 200 ml tsentrifuugikiivetti, lisatakse 0,5 g naatriumas-
korbaati (3.10), 0,5 g EDTAd (3.13) ja 20 ml vett ning segatakse. Kiivett asetatakse 5 minutiks veevanni (80 °C).
Parast toatemperatuurini jahutamist lisatakse 20 ml naatriumkarbonaadi lahust (3.15) ja segatakse. Lisatakse
kohe 100 ml etiriilatsetaati (3.4) ja loksutatakse kies tugevalt 15 sekundit. Kiivett asetatakse kolmeks minutiks
ultrahelivanni (4.1) ning avatakse kork. Tsentrifuugitakse kaks minutit ja dekanteeritakse etiiiilatsetaadi faas libi
klaaskiudfiltri (4.6) 500 ml jaotuslehtrisse. Proovi ekstraheerimist korratakse teise 100 ml etiiiilatsetaadi
kogusega. Kogutud ekstrakte pestakse iiks minut 50 ml naatriumkloriidiga kiillastatud naatriumkarbonaadi
lahusega (3.16) ja veckiht 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 lisatakse
esimesele ckstraktile. Kogutud happeekstrakte pestakse 10 ml etiiiilatsetaadiga (3.4) loksutades umbes 10 se-
kundit.

Veekiht kantakse kvantitatiivselt 250 ml iimarkolbi ja orgaaniline faas valatakse dra. Happelahusest aurustatakse
filter-poordaurusti (4,2) abil kogu allesjganud etiiiilatsetaat. Veevanni temperatuur ei tohi olla iile 40 °C. Umbes
25-millibaarises vaakumis eemaldatakse 5 minutiga temperatuuril 38 °C kogu allesjddnud etiiiilatsetaat.

5.3. Puhastamine
5.3.1. 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 kallatakse
kolonnist vélja ja vaiku pestakse 100 ml veega, peatades voolu, kui vedelik jéuab vaigukihi iilemise piirini.
Kolonnil lastakse enne kasutamist 10 minutit tasakaalustuda. Kolonni ei tohi kunagi lasta dra kuivada.

5.3.2. Proovi puhastamine

Ekstrakt (5.2) kantakse kvantitatiivselt ettevalmistatud Amberlite’i kolonni (5.3.1), elueeritakse, valades eluaadi
4ra. Elueerimiskiirus ei tohi iiletada 20 ml/min. Umarkolb loputatakse 20 ml soolhappega (3.17) ja seda lahust
kasutatakse vaigukolonni pesemiseks. Allesjiinud happelahus kdrvaldatakse Shuvoolu abil. Pesulahused
valatakse dra. Kolonni lisatakse 100 ml metanooli (3.8) ja lastakse elueerida 5-10 ml, kogudes eluaadi
250 ml timarkolbi. Allesjidnud metanoolil lastakse 10 minutit vaiguga tasakaalustuda ja jitkatakse elueerimist
kiirusel kuni 20 ml/min, kogudes eluaadi samasse imarkolbi. Metanool aurustatakse filter-poordaurusti (4.2)
abil, veevanni temperatuur ei tohi olla iile 40 °C. Jadk kantakse liikkuva faasi (3.21) abil kvantitatiivselt 10 ml
modtekolbi. Tdidetakse liikuva faasiga kuni mérgini ja segatakse. Alikvootne osa filtreeritakse 14bi membraan-
filtri (4.7). See lahus hoitakse HPLC maédramise (5.4) jaoks.
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5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

7.1.

7.1.1.

HPLC mddramine
Parameetrid

Soovitatakse juhinduda jirgmistest tingimustest (muid tingimusi voib kasutada juhul, kui need tagavad
samavdirsed tulemused):

Vedelikkromatograafia kolonn (4.4.1)
HPLC liikuv faas (3.21)

Voolukiirus: 1,5-2 ml/min.
Avastamise lainepikkus: 243 nm
Sissestistitav ruumala: 40 kuni 100 pl.

Kromatograafiaseadme tasakaalustatust kontrollitakse, siistides korduvalt kalibreerimislahust (3.6.2) kont-
sentratsiooniga 3,0 pg/ml, kuni saavutatakse konstantsed piigi kdrgused (pindalad) ja retentsiooniajad.

Kalibreerimisgraafik

Iga kalibreerimislahust (3.6.2) siistitakse korduvalt ja mdddetakse igale kontsentratsioonile vastavad piigi
korgused (pindalad). Koostatakse kalibreerimisgraafik, kandes ordinaatteljele kalibreerimislahuste keskmised piigi
korgused (pindalad) ja abstsissteljele vastavad kontsentratsioonid (ug/ml).

Proovilahus

Prooviekstrakti (5.3.2) siistitakse mitu korda samas mahus kui kalibreerimislahuste puhul ja maaratakse

halofuginoonipiikide keskmine kdrgus (pindala).

Tulemuste arvutamine

Proovilahuse halofuginoonipiikide keskmise kérguse (pindala) alusel maaratakse kalibreerimisgraafiku (5.4.2) abil
proovilahuse kontsentratsioon (ug/ml).

Halofuginoonisisaldus w (mg/kg) proovis arvutatakse jirgmise valemi jargi:

cx 10
W=
m

kus:

¢ = proovilahuse halofuginoonikontsentratsioon (ug/ml);

m = kaalutise mass grammides.

Tulemuste kehtivuse kontroll
Identsus

Uuritava aine identsust saab kinnitada tdiendava kromatograafiakatse abil v6i kasutades dioodireadetektorit, mille
puhul vorreldakse prooviekstrakti 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 prooviekstraktist leitud halofuginoonikogus.

Vattes arvesse nii lisatud kogust kui ka ekstrakti lahjendust, peab tdusma iiksnes halofuginoonipiigi kdrgus. Piigi
laius poolel korgusel ei tohi erineda rohkem kui 10 % kontsentreerimata prooviekstrakti halofuginoonipiigi
laiusest.
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Dioodireadetektori kasutamine

Tulemusi hinnatakse jargmiste kriteeriumide kohaselt:

(@)

proovi ja standardi kromatogrammidel oleva piigi tipu spektri suurima neeldumise lainepikkused peavad
analiiiisiseadme lahutusvéime piires iihte langema. Dioodireadetektori lahutusvdime on tavaliselt £ 2 nm;

lainepikkustel 225-300 nm ning suhtelise neeldumise vahemikus 10-100 % peavad proovi ja standardi
piigi tipu spektrid kromatogrammil {ihte langema. Seda nduet peetakse taidetuks, kui nimetatud spektrites
esinevad ithed ja samad maksimumid ning erinevused kahe spektri kdigis uuritud punktides ei ileta 15 %
standardainele vastavatest neeldumistest;

lainepikkustel 225-300 nm ei tohi prooviekstrakti kromatogrammi piigi iilespoole suunduvas osas, tipus
ja allapoole suunduvas osas registreeritud spektrid erineda tiksteisest nende spektriosade puhul, mis jadvad
10-100 % suhtelise neeldumise piirkonda. Seda nduet peetakse tdidetuks, kui mainitud spektrites esinevad
ithed ja samad maksimumid ning erinevused koigis uuritud punktides ei iileta 15 % piigi tipu spektri
vastavatest neeldumistest.

Kui moni nendest nouetest ei ole tdidetud, ei peeta otsitava aine olemasolu tdestatuks.

Korratavus

Sama prooviga tehtud kahe paralleelse madramise tulemuste erinevus ei tohi kuni 3 mgfkg suuruste
halofuginoonisisalduste puhul iiletada 0,5 mg/kg.

Saagis

Suurendatud kontsentratsiooniga fooniproovi puhul peab saagis olema vihemalt 80 %.

Uhisuuringu tulemused

Korraldati ithisuuring, (') mille kdigus kaheksas laboratooriumis analiiiisiti kolme proovi.

Tulemused
Proov A
(vordlusproov) Proov B (jahu) Proov C (graanulid)
Algul

Algul Kap};ialg't'lu Algul Kahe kuu pirast
Keskmine [mg/kg] ND 2,80 2,42 2,89 2,45
Sg [mg/kg] — 0,45 0,43 0,40 0,42
CVie [ %] — 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 Jguanidiinhiidrokloriid

Eesmirk ja rakendusala

Selle meetodiga on vdimalik maarata robenidiini kogust soodas. Madramispiir on 5 mg/kg.

(') The Analyst 108, 1983, lk 1252-1256.
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3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.9.1.

P6himote

Proov ekstraheeritakse hapestatud metanooliga. Ekstrakt kuivatatakse ja selle alikvootne osa puhastatakse
alumiiniumoksiidi kolonnis. Robenidiin elueeritakse kolonnist metanooliga, kontsentreeritakse ja viiakse lifkuva
faasiga sobiva mahuni. Robenidiinisisaldus mdairatakse poordfaasilise korgefektiivse vedelikkromatograafia
(HPLC) abil, kasutades UV-detektorit.

Reaktiivid
Metanool

Hapestatud metanool

4,0 ml soolhapet (p20 = 1,18 g/ml) viiakse 500 ml mddtekolbi, kolb tiidetakse kuni margini metanooliga (3.1)
ja segatakse. See lahus tuleb valmistada vahetult enne kasutamist.

HPLC-puhtusastmega atsetonitriil

Molekulaarsoel

Tadp 3A, 8-12 messi (1,6-2,5 mm osakesed, kristalne alumosilikaat, pooride 1dbimoot 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
margini ja segatakse.

Dinaatriumvesinikfosfaadi lahus, ¢ = 0,025 mol/l

Uheliitrises modtekolvis lahustatakse 3,55 g veevaba dinaatriumvesinikfosfaati (voi 4,45 g dihiidraati voi
8,95 g dodekahiidraati) vees (HPLC-puhtusastmega), kolb tdidetakse mirgini 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 pm filtri (4.6) ja lahus degaseeritakse (nt toddeldes ultraheliga 10 minutit).
Standardaine

Puhas robenidiin: 1,3-bis[(p-klorobensiilideen) amino]guanidiinhiidrokloriid.

Robenidiini pdhistandardlahus: 300 pg/ml

30 mg robenidiini standardainet (3.9) kaalutakse 0,1 mg tipsusega. Lahustatakse hapestatud metanooliga 100 ml
mddtekolvis (3.2), tdidetakse kolb mirgini sama lahustiga ja segatakse. Kolb mahitakse alumiiniumfooliumi ja
hoitakse pimedas kohas.
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4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.4.1.

4.5.

4.6.

4.7.

5.2.

Robenidiini vahestandardlahus: 12 pg/ml

Valatakse 10,0 ml pohistandardlahust (3.9.1) 250 ml mddtekolbi, tdidetakse see lifkuva faasiga (3.8) kuni mérgini
ja segatakse. Kolb mahitakse alumiiniumfooliumi ja hoitakse pimedas kohas.

Kalibreerimislahused

50 ml modtekolbidesse viiakse 5,0, 10,0, 15,0, 20,0 ja 25,0 ml vahestandardlahust (3.9.2). Tédidetakse kuni
margini liikuva 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

Seadmed

Klaaskolonn

Valmistatud tumedast klaasist, korkkraaniga, ligikaudu 150 ml reservuaariga, sisemine 1dbimdot 10-15 mm,
korgus 250 mm.

Mehaaniline loksuti voi magnetsegur
Filter-poordaurusti

HPLC-seadmed erinevatel lainepikkustel registreeriva ultraviolettdetektoriga vdi dioodireadetektoriga, mis to6tab
vahemikus 250400 nm.

Vedelikkromatograafia kolonn: 300 mm x 4 mm, Cy, tdidise terasuurus 10 pm voi samavairne
Klaaskiudfilterpaber (Whatman GF/A voi samaviirne)
Membraanfiltrid 0,22 pm.

Membraanfiltrid 0,45 pm.

T66 kiik

Markus:  robenidiin on valgustundlik. Koikide operatsioonide puhul tuleb kasutada tumedast Kklaasist
anumaid.

Uldsitted

Tuleb analiiiisida vordlussoota, veendumaks, et selles ei ole robenidiini ega teisi segavaid aineid.

Tuleb teha saagisckatse, analiiiisides vordlussoota (5.1.1), mida on rikastatud ligikaudu sama koguse
robenidiiniga, nagu seda sisaldab proov. Et saada kontsentratsiooni 60 mgfkg, kantakse 3,0 ml
pohistandardlahust (3.9.1) 250 ml koonilisse kolbi. Lahus aurustatakse limmastikuvoolus kuni ligikaudu
0,5 ml-ni. Lisatakse 15 g vordlussoota, segatakse ja jietakse enne ekstraheerima (5.2) asumist 10 minutiks
seisma.

Markus:  selle meetodi puhul peab vordlussoot olema prooviga samalaadne ja analiiiisimisel 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 metanooli (3.2), kolb suletakse ja loksutatakse iiks tund loksutil (4.2). Lahus
filtreeritakse labi 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 libi klaaskiudfilterpaberi.
See lahus siilitatakse puhastamiseks (5.3).
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5.3. Puhastamine

5.3.1. Alumiiniumoksiidi kolonni ettevalmistamine
Klaaskolonni (4.1) pdhja asetatakse vdike klaasvatist tropp ja surutakse see klaaspulka kasutades kokku.
Kaalutakse 11,0 g ettevalmistatud alumiiniumoksiidi (3.5) ja pannakse kolonni. Tuleb jilgida, et
kokkupuutumine Shuga oleks selles etapis minimaalne. Koputatakse kergelt vastu kolonni alumist otsa, et
alumiiniumoksiid paigutuks tihtlaselt.

5.3.2. Proovi puhastamine
Kolonni pipetitakse 5,0 ml vastavalt punktile 5.2 ettevalmistatud prooviekstrakti. Pipeti ots asetatakse tihedalt
kolonni seina vastu ja lastakse lahusel absorbeeruda alumiiniumoksiidi. Robenidiin elueeritakse kolonnist,
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 vihendatud rohul, temperatuuril 40 °C. Jaak
lahustatakse uuesti 3-4 ml liikuvas faasis (3.8) ja viiakse kvantitatiivselt 10 ml modtekolbi. Kolbi loputatakse
mitme 1-2 ml koguse liikuva faasiga ja pannakse need loputusvedelikud modtekolbi. Kolb tiidetakse sama
lahustiga margini ja segatakse. Alikvootne osa filtreeritakse ldbi 0,45 pm membraanfiltri (4.7). Seda lahust
hoitakse HPLC médramiseks (5.4).

5.4. HPLC mddramine

5.4.1. Parameetrid
Soovitatakse juhinduda jargmistest tingimustest (muid tingimusi voib kasutada juhul, kui need annavad
samavdirsed 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 konstantsed piigi korgused ja retentsiooniajad.

5.4.2. Kalibreerimisgraafik
Iga kalibreerimislahust (3.9.3) siistitakse korduvalt ja moddetakse igale kontsentratsioonile vastavad piigi
korgused (pindalad). Koostatakse kalibreerimiskover, kasutades kalibreerimislahuste keskmisi piigi korgusi voi
pindalasid ordinaatidena ja vastavaid kontsentratsioone pg/ml abstsissidena.

5.4.3. Proovilahus
Prooviekstrakti (5.3.2) siistitakse mitu korda, kasutades sama mahtu nagu kalibreerimislahuste puhul, ja
mddratakse robenidiini piikide keskmine kdrgus (pindala).

6. Tulemuste arvutamine

Proovilahuse robenidiini piikide keskmise korguse (pindala) jirgi méiratakse proovilahuse kontsentratsioon
pg/ml, kasutades kalibreerimisgraafikut (5.4.2).

Robenidiini sisaldus w (mg/kg) proovis arvutatakse jirgmise valemi jargi:

cx 200
W=
m

kus:

¢ = proovilahuse robenidiinikontsentratsioon (ug/ml);

m = kaalutise mass grammides.
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Tulemuste kehtivuse kontroll
Identsus

Uuritava aine identsust saab kinnitada tiiendava kromatograafiakatse abil voi kasutades dioodireadetektorit, mille
puhul vorreldakse prooviekstrakti ja 6 pg/ml sisaldusega kalibreerimislahuse (3.9.3) spektreid.

Tdiendav kromatograafia

Prooviekstraktile lisatakse vajalik kogus kalibreerimislahust (3.9.3). Lisatav robenidiinikogus peab olema
ligikaudu vordne prooviekstrakti analiiiisimisel leitud robenidiini kogusega.

Véttes arvesse nii lisatud kogust kui ka ekstrakti lahjendust, peab tdusma ainult robenidiinipiigi korgus. Piigi laius
selle poolel kérgusel ei tohi erineda rohkem kui 10 % kontsentreerimata prooviekstrakti robenidiinipiigi laiusest.

Dioodireadetektori kasutamine

Tulemusi hinnatakse jargmiste kriteeriumide kohaselt:

a)  proovi ja standardi kromatogrammidel oleva piigi tipu spektri suurima neeldumise lainepikkused peavad
analiiiisiseadme lahutusvoime piires iihte langema. Dioodireadetektori puhul on see tavaliselt ligikaudu
2 nm;

b)  lainepikkustel 250-400 nm ning suhtelise neeldumise vahemikus 10-100 % peavad proovi ja standardi
piigi tipu spektrid kromatogrammil iihte langema. Seda nduet peetakse tdidetuks, kui nimetatud spektrites
esinevad ithed ja samad maksimumid ning erinevused kahe spektri koigis uuritud punktides ei tileta 15 %
standardainele vastavatest neeldumistest;

¢) 250 ja 400 nm vahel 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
iithed 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 olemasolu tdestatuks.
Korratavus

Robenidiinisisalduse puhul, mis on suurem kui 15 mg/kg, ei tohi sama proovi kahe paralleelse mddramise
tulemuste erinevus iiletada 10 % suuremast tulemusest.

Saagis
Suurendatud kontsentratsiooniga fooniproovi puhul peab saagis olema vihemalt 85 %.
Uhisuuringu tulemused

Korraldati ithenduse tihisuuring, milles 12 laboratooriumi analiiiisisid nelja kodulindude ja kiiiilikute s66dajahu
voi -graanulite proovi. Iga proovi puhul tehti kaks analiiiisi. Tulemused on esitatud jargmises tabelis:

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 45 3,3 41
Sy [mg/ke] 436 3,36 4,61 3,91
CVr [ %] 16,1 12,0 10,6 9,7
Saagis [ %] 90,0 93,3 87,2 80,2
s, = korratavust iseloomustav standardhilve
CV, = korratavuse variatsioonikordaja, %
Sy = reprodutseeritavust iseloomustav standardhélve

CVr = reprodutseeritavuse variatsioonikordaja, %
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.8.1.

3.8.2.

3.9.

3.9.1.

3.9.2.

F.  DIKLASURIILI MAARAMINE

(+)-4-Rlorofeniiiil [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 maarata diklasuriili kogust soodas ja eelsegudes. Avastamispiir on 0,1 mg/kg,
médramispiir 0,5 mg/kg.

Pohimote

Pirast sisestandardi lisamist ekstraheeritakse proov hapestatud metanooliga. So6tade puhul puhastatakse
ekstrakti alikvoot tahkefaasilises Cg-ekstraktsioonihiilsis. Diklasuriil elueeritakse ekstraheerimishiilsist vélja
hapestatud metanooli ja vee seguga. Parast lahuse aurustamist lahustatakse jadk N, N-dimetiitilformamiidi
vesilahuses. Eelsegude puhul aurustatakse ekstrakt kohe ja jddk lahustatakse N, N-dimetiiiilformamiidi

vesilahuses. Diklasuriilisisaldus maaratakse poordfaasilise korgefektiivse vedelikkromatograafia (HPLC) abil,
kasutades kolmekomponendilist gradienti ja UV-detektorit.

Reaktiivid

HPLC-puhtusastmega vesi
Ammooniumatsetaat
Tetrabutiitilammooniumvesiniksulfaat (TBHS)
HPLC-puhtusastmega atsetonitriil
HPLC-puhtusastmega metanool

N, N-dimetiiiilformamiid (DMF).

Soolhape, pyy = 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 tipsusega 0,1 mg ja viiakse 50 ml modtekolbi. Lahustatakse
N, N-dimetiiiilformamiidis (3.6), kolb tdidetakse N, N-dimetiiiilformamiidiga (3.6) kuni margini ja segatakse.
Kolb mahitakse alumiiniumfooliumi voi kasutatakse tumedat kolbi ja siilitatakse killmikus. Temperatuuril < 4 °C
sdilib lahus muutumatuna ihe kuu.

Diklasuriili standardlahus, 50 pg/ml

5,00 ml pohistandardlahust (3.8.1) pannakse 50 ml mootekolbi, kolb tdidetakse N, N-dimetiiiilformamiidiga
(3.6) kuni mirgini ja segatakse. Kolb mahitakse alumiiniumfooliumi v&i kasutatakse tumedat kolbi ja siilitatakse
kiilmikus. Temperatuuril < 4 °C siilib lahus muutumatuna iihe kuu.

Sisestandardaine:  2,6-dikloro-a-(4-klorofeniiiil)-4-(4,5-dihiidro-3,5-diokso-1,2,4-triasiin-2 (3H)-iiil)-a-metiiiil-
benseenatsetonitriil

Sisepohistandardlahus, 500 pg/ml

25 myg sisestandardainet (3.9) kaalutakse tipsusega 0,1 mg ja pannakse 50 ml mddtekolbi. Lahustatakse N, N-
dimetiiiilformamiidis (3.6), kolb tdidetakse N, N-dimetiiiilformamiidiga (3.6) kuni mirgini ja segatakse. Kolb
mihitakse alumiiniumfooliumi voi kasutatakse tumedat kolbi ja silitatakse kiilmikus. Temperatuuril < 4 °C silib
lahus muutumatuna the kuu.

Sisestandardlahus, 50 pg/ml

5,00 ml sisepohistandardlahust (3.9.1) pannakse 50 ml mddtekolbi, kolb tdidetakse N, N-dimetiiiilformamiidiga
(3.6) kuni mirgini ja segatakse. Kolb mahitakse alumiiniumfooliumi voi kasutatakse tumedat kolbi ja silitatakse
kiilmikus. Temperatuuril < 4 °C siilib lahus muutumatuna iihe kuu.
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3.9.3. Sisestandardlahus eelsegude jaoks, p/1 000 mg/ml
(p = diklasuriili nominaalsisaldus eelsegus (mg/kg))

p/10 mg sisestandardlahust kaalutakse tdpsusega 0,1 mg, pannakse 100 ml modtekolbi, lahustatakse
ultrahelivannis (4.6) N, N-dimetiitilformamiidis (3.6), kolb tdidetakse N, N-dimetiiiilfformamiidiga kuni méargini
ja segatakse. Kolb mahitakse alumiiniumfooliumi voi kasutatakse tumedat kolbi ja siilitatakse kiilmikus.
Temperatuuril < 4 °C siilib lahus muutumatuna iihe kuu.

3.10. Kalibreerimislahus, 2 pg/ml

2,00 ml diklasuriili standardlahust (3.8.2) ja 2,00 ml sisestandardlahust (3.9.2) pipetitakse 50 ml mddtekolbi.
Lisatakse 16 ml N, N-dimetiitilformamiidi (3.6), tdidetakse kolb veega kuni mirgini ja segatakse. Lahus tuleb
valmistada vahetult enne kasutamist.

3.11. Tahkefaasiline C;g-ekstraktsioonihiilss (nt Bond Elut), maht: 1 cm?, sorbendi mass: 100 mg
3.12. Ekstrahent: hapestatud metanool
5,0 ml soolhapet (3.7) pipetitakse 1 000 ml metanooli (3.5) ja segatakse.
3.13. HPLC liikuv faas
3.13.1.  Eluent A: ammooniumatsetaadi ja tetrabutiiiilammooniumvesiniksulfaadi lahus.

5 g ammooniumatsetaati (3.2) ja 3,4 g tetrabutiiiilammooniumvesiniksulfaati (3.3) lahustatakse 1 000 ml vees
(3.1) ja segatakse.

3.13.2.  Eluent B: atsetonitriil (3.4)

3.13.3.  Eluent C: metanool (3.5)

4. Seadmed

4.1. Mehaaniline loksuti.

4.2. HPLC seadmed, mis voimaldavad kasutada kolmekomponendilist gradienti
4.2.1. Vedelikkromatograafia kolonn 100 x 4,6 mm, tdidis: Hypersil ODS, 3 pm vdi samavairne
4.2.2. Muudetava lainepikkusega UV-detektor voi dioodireadetektor

4.3. Filter-poordaurusti

4.4, Membraanfilter, 0,45 pm

4.5. Vaakumkollektor

4.6. Ultrahelivann

5. Too kiik

5.1. Uldsdtted

5.1.1. Vordlussoot

Tuleb analiitisida vordlussoota, veendumaks, et selles ei ole ei diklasuriili ega segavaid aineid. Vordlussoot peab
olema prooviga samalaadne ja selles tohi leiduda diklasuriili ega segavaid aineid.

5.1.2. Saagisekatse

Saagisekatses analiiiisitakse vordlusoota, millele on lisatud proovis oleva kogusega ligilihedane kogus diklasuriili.
Et saada kontsentratsiooni 1 mg/kg, kantakse 50 g vordlussoodale 0,1 ml pohistandardlahust (3.8.1), segatakse
hoolikalt ja jaetakse 10 minutiks seisma, segades veel mitu korda enne katse jatkamist vastavalt punktile 5.2.
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5.2.

5.2.1.

5.2.2.

5.3.

Juhul kui prooviga samalaadne vordlussoot puudub (vt 5.1.1), voib saagisekatse teha standardsel lisamismeetodil.
Sel juhul lisatakse analiiiisitavale proovile ligikaudu sama suur diklasuriilikogus, mis on proovis juba olemas.
Seda proovi analiiiisitakse koos kontsentreerimata prooviga ja saagis leitakse lahutamise teel.

Ekstraheerimine
Soot

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 supernatandi alikvooti sobivasse klaasanumasse ja
lahjendatakse 20 ml veega. Lahus kantakse ekstraktsioonihiilsile (3.11) ja juhitakse sellest libi vaakumi abil (4.5).
Hiilssi pestakse 25 ml ekstrahendi (3.12) ja vee seguga, 65 + 35 (v + v). Kogutud fraktsioonid visatakse dra ning
elueeritakse ithendid, kasutades 25 ml ekstrahendi (3.12) ja vee segu 80 + 20 (v + v). Seda fraktsiooni
aurustatakse 60 °C juures poordaurustil (4.3), kuni see saab kuivaks. Jdik lahustatakse 1,0 ml
N, N-dimetiiiilformamiidis (3.6), lisatakse 1,5 ml vett (3.1) ja segatakse. Filtreeritakse ldbi membraanfiltri
(4.4). Sccjirel alustatakse HPLC madramist (5.3).

Eelsegud

Umbes 1 g proovi kaalutakse 0,001 g tipsusega. 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 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. Jadk lahustatakse uuesti 10,0 ml N, N-dimetiiiilformamiidis (3.6), lisatakse
15,0 ml vett (3.1) ja segatakse. Seejdrel alustatakse HPLC madramist (5.3).

HPLC mddramine

Parameetrid

Soovitatakse juhinduda jirgmistest tingimustest (muid tingimusi voib kasutada juhul, kui need tagavad
samavdirsed tulemused):

Vedelikkromatograafia 100 mm x 4,6 mm, Hypersil ODS, tiidise

kolonn (4.2.1): terasuurus 3 pm vOi samavdarne
Liikuv faas: Eluent A (3.13.1): ammooniumatsetaadi ja tetrabutiitil-
ammooniumvesiniksulfaadi 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 parast gradientelueerimine 30 minutit: A + B+ C =45+ 20 + 35 (V +
vV + V).

Elueeritakse Bga 10 minutit
Voolukiirus: 1,5-2 ml/min
Sissesiistitav ruumala: 20 pl

Detektori lainepikkus: 280 nm

Kromatograafiaseadme tasakaalustatust kontrollitakse, siistides mitu korda kolonni kalibreerimislahust (3.10)
kontsentratsiooniga 2 pug/ml, kuni saavutatakse konstantsed piigikorgused ja retentsiooniajad.

Kalibreerimislahus

Kalibreerimislahusest (3.10) siistitakse 20 pl mitu korda kolonni ja méddratakse diklasuriili ning sisestandardi
piikide keskmine korgus (pindala).

Proovilahus

Proovilahusest (5.2.1 vdi 5.2.2) siistitakse 20 pl mitu korda kolonni ja maaratakse diklasuriili ning sisestandardi
piikide keskmine korgus (pindala).
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6.1.

6.2.

7.1.

7.1.2.

Tulemuste arvutamine
Séodad

Diklasuriilisisaldus w (mg/kg) proovis arvutatakse jargmise valemi jirgi:

hd,s X hi,c Cdc x 10V
Y X By p- [mg/kg]

kus:

hg s = diklasuriili piigi korgus (pindala) proovilahuses (5.2.1);

h; s = sisestandardi piigi kdrgus (pindala) proovilahuses (5.2.1);
hg . = diklasuriili piigi korgus (pindala) kalibreerimislahuses (3.10);

h; . = sisestandardi piigi kdrgus (pindala) kalibreerimislahuses (3.10);
cq o = diklasuriili kontsentratsioon (ug/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 jargmise valemi jirgi:

_hag x b cqc X 002V xp

- hi,s X thC m [mg/kg]

kus:

=
1
o
1l

diklasuriili piigi korgus (pindala) kalibreerimislahuses (3.10);

h; . = sisestandardi piigi kdrgus (pindala) kalibreerimislahuses (3.10);
hy
h; s = sisestandardi piigi korgus (pindala) proovilahuses (5.2.2);

diklasuriili piigi kérgus (pindala) proovilahuses (5.2.2);

cg o = diklasuriili kontsentratsioon (ug/ml) kalibreerimislahuses (3.10);
m = kaalutise mass grammides;

V= 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 prooviekstrakti (5.2.1 voi 5.2.2) ja kalibreerimislahuse (3.10) spektreid.

Tdiendav kromatograafia

Prooviekstraktile (5.2.1 voi 5.2.2) lisatakse vajalik kogus kalibreerimislahust (3.10). Lisatud diklasuriilikogus peab
olema ligikaudu sama suur nagu prooviekstraktist leitud diklasuriilikogus.

Véttes arvesse nii lisatud kogust kui ka ekstrakti lahjendust, peab tdusma iiksnes diklasuriilipiigi ja sisestandardi
piigi korgus. Piigi laius selle poolel korgusel ei tohi erineda rohkem kui 10 % kontsentreerimata prooviekstrakti
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 lahutusvéime piires ithte langema. Dioodireadetektori lahutusvdime on tavaliselt £ 2 nm.

b)  Lainepikkustel 230-320 nm ning suhtelise neeldumise vahemikus 10-100 % peavad proovi ja standardi
piigi tipu spektrid kromatogrammil ithte langema. Seda nduet peetakse tdidetuks, kui mainitud spektrites
esinevad ithed ja samad maksimumid ning erinevused kahe spektri kdigis uuritud punktides ei iileta 15 %
standardainele vastavatest neeldumistest;
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¢)  Lainepikkustel 230-320 nm ning suhtelise neeldumise vahemikus 10-100 % peavad prooviekstrakti piigi
tdusva osa, tipu ja alaneva osa spektrid ihte langema. Seda nduet peetakse tdidetuks, kui nimetatud
spektrites esinevad tthed ja samad maksimumid ning erinevused koigis uuritud punktides ei ileta 15 %
piigi tipu spektri vastavatest neeldumistest.
Kui moni nendest nduetest ei ole tdidetud, ei peeta otsitava aine olemasolu tdestatuks.
7.2. Korratavus
Sama prooviga tehtud kahe paralleelse médramise tulemuste erinevus ei tohi iletada:
— 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.
7.3. Saagis
Suurendatud kontsentratsiooniga (fooni)proovi puhul peab saagis olema vihemalt 80 %.
8. Uhisuuringu tulemused
Korraldati tthisuuring, mille kdigus 11 laboratooriumis analiiiisiti 5 proovi. Proovideks olid kaks eelsegu: iiht oli
segatud orgaanilise maatriksiga (O 100) ja teist anorgaanilise maatriksiga (A 100). Teoreetiline diklasuriilisisaldus
on 100 mglkg. Kolm eri tootjat (NL) (L1/Z1/K1) valmistasid kolm kodulindude séodasegu. Teoreetiline
diklasuriilisisaldus on 1 mg/kg. Laboratooriumidele tehti iilesandeks iga proovi iks kord vdi kaks korda
analiiiisida. (Uksikasjalikumat teavet selle iihisuuringu kohta vaib leida ajakirjas Journal of AOAC International,
koide 77, nr 6, 1994, k 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; (%) 583 7,38 17,32 1,92 3,34
Sy (mglkg) 7,59 7,64 017 0,11 0,12
CVr (%) 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65
Nominaalsisaldus mg/ 100 100 1 1 1
kg)
= laboratooriumide arv
n = iksikmaddramiste arv
S, = korratavust iseloomustav standardhilve
CV, = korratavuse variatsioonikordaja
Sy = reprodutseeritavust iseloomustav standardhdlve
CVy = reprodutseeritavuse variatsioonikordaja
9. Téhelepanekud

Eelnevalt peab olema niidatud, et diklasuriili piigi korgus (pindala) on moddetavas vahemikus lineaarses
soltuvuses kontsentratsioonist.

G.  NAATRIUMLASALOTSIIDI MAARAMINE

Poliieetermonokarboksiiiilhappe naatriumsool, saadud Streptomyces lasaliensis'est
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.1.

3.10.2.

Eesmiirk ja rakendusala

Selle meetodiga on voimalik mairata naatriumlasalotsiidi kogust soodas ja eelsegudes. Avastamiskiinnis on
5 mg/kg, madramispiir 10 mg/kg.

Pohimote

Naatriumlasalotsiid ekstraheeritakse proovist hapestatud metanooliga ja maaratakse poordfaasilise korgefektiivse
vedelikkromatograafia (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-heptiiiilamiin 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, (3.1) lahustatakse 500 ml vees (3.11), lisatakse 3,5 ml ortofosforhapet (3.2) ja 10,0 ml 6-metiiiil-
2-heptiitilamiini (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 1 000 ml mddtekolbi, tdidetakse kolb metanooliga (3.5) kuni mirgini 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;4Hs;0gNa  (poliieetermonokarboksiiiilhappe
naatriumsool, saadud Streptomyces lasaliensiseest), E763

Naatriumlasalotsiidi pohistandardlahus, 500 pg/ml

50 mg naatriumlasalotsiidi (3.10) kaalutakse tipsusega 0,1 mg ja pannakse 100 ml mddtekolbi, lahustatakse
hapestatud metanoolis (3.8), tdidetakse kolb sama lahustiga kuni margini ja segatakse. See lahus tuleb valmistada
vahetult enne kasutamist.

Naatriumlasalotsiidi vahestandardlahus, 50 pg/ml

10,0 ml pohistandardlahust (3.10.1) pipetitakse 100 ml mddtekolbi, tdidetakse kolb hapestatud metanooliga
(3.8) kuni margini ja segatakse. Lahus tuleb valmistada vahetult enne kasutamist.



26.2.2009 Euroopa Liidu Teataja L 54/91

3.10.3. 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.

3.11. HPLC-puhtusastmega vesi

4. Seadmed

4.1. Temperatuuri reguleerimise seadmetega ultrahelivann (v3i loksutiga veevann)

4.2. Membraanfiltrid, 0,45 pm

4.3. HPLC seade koos sissepritsesiisteemiga, mis voimaldab siistida mahus 20 pl.

43.1. Vedelikkromatograafia kolonn 125 x 4 mm, poordfaasiline C,g-ckstraktsioonihiilss, tdidise terasuurus 5 pm voi
samavaarne

4.3.2. Spektrofluorimeeter, mis voimaldab ergastuse ja emissiooni lainepikkusi muuta.

5. To6o kiik

5.1. Uldsdtted

5.1.1. Vordlussoot

Selleks, et teha saagisckatset (5.1.2), tuleb eelnevalt teha vordlussooda analiiiis, veendumaks, et selles ei ole
naatriumlasalotsiidi ega segavaid aineid. Vordlussoot peab olema prooviga samalaadne ning selles ei tohi leiduda
naatriumlasalotsiidi ega segavaid aineid.

5.1.2. Saagisekatse

Saagisckatses analiiiisitakse vordlussoota, millele on lisatud proovis oleva kogusega ligildhedane kogus
naatriumlasalotsiidi. Et saada kontsentratsiooni 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
pohjalikult ja jaetakse 10 minutiks seisma, segades enne ekstraheerima (5.2) asumist veel mitu korda.

Juhul kui prooviga samalaadne vordlusso6t puudub (vt 5.1.1), véib saagisekatse teha standardsel lisamismeetodil.
Sel juhul lisatakse analiiiisitavale proovile ligikaudu sama suur naatriumlasalotsiidikogus, mis on proovis juba
olemas. Seda proovi analiiiisitakse koos kontsentreerimata prooviga ja saagis leitakse lahutamise teel.

5.2. Ekstraheerimine
5.2.1. So0t

5-10 g proovi kaalutakse tdpsusega 0,01 g ja pannakse 250 ml koonilisse korgiga kolbi. Lisatakse pipetiga
100,0 ml hapestatud metanooli (3.8). Korgitakse kinni ja raputatakse segi. Kolb pannakse 20 minutiks ligikaudu
40 °C ultrahelivanni (4.1), seejrel voetakse sealt vilja ja jahutatakse toatemperatuurini. Lastakse umbes 1 tund
seista, kuni heljuv aine on settinud, siis filtreeritakse alikvoot labi 0,45 pm membraanfiltri (4.2) sobivasse
anumasse. Seejrel alustatakse HPLC médramist (5.3).

5.2.2. Eelsegud

Umbes 2 g jahvatamata eelsegu kaalutakse tipsusega 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 ligikaudu 40 °C
ultrahelivanni (4.1), seejdrel vdetakse sealt vilja ja jahutatakse toatemperatuurini. Lahjendatakse hapestatud
metanooliga (3.8) kuni mérgini ja segatakse hoolikalt. Lastakse tund aega seista, kuni heljuv aine on settinud, siis
filtreeritakse alikvoot ldbi 0,45 pm membraanfiltri (4.2). Vajalik kogus selginud filtraati lahjendatakse hapestatud
metanooliga (3.8), et saada 10plik katselahus, mis sisaldab umbes 4 pg/ml naatriumlasalotsiidi. Seejérel
alustatakse HPLC mairamist (5.3).
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6.2.
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HPLC mddramine
Parameetrid

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

Vedelikkromatograafia 125 mm x 4 mm, poordfaasiline Cy, tdidise terasuurus 5 pm, vdi samavaarne
kolonn (4.3.1):

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
Sissesiistitav ruumala: 20 pl

Kromatograafiaseadme tasakaalustatust kontrollitakse, siistides kolonni mitu korda kalibreerimislahust (3.10.3)
kontsentratsiooniga 4,0 pg/ml, kuni saavutatakse konstantsed piigikdrgused (pindalad) ja retentsiooniajad.

Kalibreerimisgraafik
Iga kalibreerimislahust (3.10.3) siistitakse mitu korda ja madratakse igale kontsentratsioonile vastavad keskmised

piigikorgused (pindalad). Koostatakse kalibreerimisgraafik, kandes ordinaatteljele keskmised piigi korgused
(pindalad) ja abstsissteljele vastavad kontsentratsioonid (ug/ml).

Proovilahus

Punktide 5.2.1 voi 5.2.2 kohaselt saadud prooviekstrakte siistitakse mitu korda samas mahus, mis
kalibreerimislahuse puhul, ja maaratakse naatriumlasalotsiidipiikide keskmine korgus (pindala).

Tulemuste arvutamine

Proovilahuse (5.3.3) siistimisega saadud piikide keskmise kérguse (pindala) alusel leitakse kalibreerimisgraafiku
abil naatriumlasalotsiidi kontsentratsioon (ug/ml).

Soot

Naatriumlasalotsiidi sisaldus w (mg/kg) proovis arvutatakse jargmise valemi jargi:

_ c X V1
w=—— [mgfkg]

kus:

¢ = naatriumlasalotsiidi kontsentratsioon (ug/ml) proovilahuses (5.2.1);
V; = prooviekstrakti maht milliliitrites vastavalt punktile 5.2.1 (s.0 100);
m = kaalutise mass grammides.

Eelsegud

Naatriumlasalotsiidi sisaldus w (mg/kg) proovis arvutatakse jargmise valemi jargi:

kus:

¢ = naatriumlasalotsiidi kontsentratsioon (ug/ml) proovilahuses (5.2.2);
V, = prooviekstrakti maht milliliitrites vastavalt punktile 5.2.2 (s.0 250);
f = punkti 5.2.2 kohane lahjendusfaktor;

m = kaalutise mass grammides.

Tulemuste kehtivuse kontroll
Identsus

Spektrofluoromeetrilised meetodid on vahem tundlikud korvaliste lisandite suhtes kui UV-meetodid.
Analiiiisitava proovi identsust saab kinnitada tdiendava kromatograafiakatse abil.
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7.1.1. Tdiendav kromatograafia
Prooviekstraktile (5.2.1 voi 5.2.2) lisatakse vajalik kogus kalibreerimislahust (3.10.3). Lisatud naatriumlasa-
lotsiidikogus peab olema ligikaudu sama suur nagu prooviekstraktist leitud naatriumlasalotsiidi kogus. Vottes
arvesse nii lisatud kogust kui ka ekstrakti lahjendust, peab tdusma tiksnes naatriumlasalotsiidipiigi korgus. Piigi
laius poolel korgusel ei tohi erineda rohkem kui + 10 % kontsentreerimata prooviekstrakti naatriumlasalotsii-
dipiigi laiusest.

7.2. Korratavus
Sama prooviga tehtud kahe paralleelse médramise tulemuste erinevus ei tohi iiletada:
— 15 % suuremast tulemusest, kui naatriumlasalotsiidi sisaldus on vahemikus 30-100 mg/kg;
— 15 mglkg, kui naatriumlasalotsiidi sisaldus on vahemikus 100-200 mg/kg;
— 7,5 % suuremast tulemusest, kui naatriumlasalotsiidisisaldus on suurem kui 200 mg/kg.

7.3. Saagis
Suurendatud kontsentratsiooniga (fooni)séédaproovi puhul peab saagis olema vihemalt 80 %. Suurendatud
kontsentratsiooniga eelseguproovi puhul peab saagis olema vihemalt 90 %.

8. Uhisuuringu tulemused

Korraldati tihisuuring, (*) mille kdigus 12 laboratooriumis analiiiisiti kahte eelsegu (proovid 1 ja 2) ja viit soota
(proovid 3-7). Iga proovi puhul tehti kaks analiiiisi. Tulemused on esitatud alljargnevas tabelis:

Proov 1 Proov 2 Proov 3 Proov 4 Proov 5 Proov' 6 Proov 7
Kanasooda Kﬁlkunl— Kalkunite Kaflgde Kalkuni- Koduhp: Kodulindude
sooda eel- - kuiviku- P dude s66t
eelsegu graanulid S00t s00t B
segu puru A

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
CVi [ %] 5,66 5,45 5,03 9,34 5,69 7,18 10,70
Nominaalsisal- 5000 (¥ 16 000 80 (¥) 105 (¥ 120 (% 50 (**) 35 (%)
dus [mg/kg] )
(*) tootja deklareeritud sisaldus
(**) laboratooriumis valmistatud s66t
L = laboratooriumide arv
n = iksiktulemuste arv
s, = korratavust iseloomustav standardhilve

7
=~
|

= reprodutseeritavust iseloomustav standardhilve
CV, = korratavuse variatsioonikordaja, %
reprodutseeritavuse variatsioonikordaja, %

@)
<
=
Il

(*)  Analyst, 1995, 120, 2175-2180



L 54/94 Euroopa Liidu Teataja 26.2.2009

V LISA

SOODAS SOOVIMATUTE AINETE SISALDUSE KONTROLLIMISE ANALUUSIMEETODID

A.  VABA GOSSUPOLI JA GOSSUPOLI ULDSISALDUSE MAARAMINE
1. Eesmirk ja rakendusala
Selle meetodiga on vdimalik maarata sisaldust puuvillaseemnetes, puuvillaseemnejahus ja puuvillakoogis ning neid

soodatooraineid sisaldavates segasootades, kui need sisaldavad 20 mg/kg vaba gossiipoli, iildgossiipoli ja
gossiipolile keemiliselt sarnaseid aineid.

2. PGhimote
Gosstipol ekstraheeritakse 3-aminopropaan-1-ooli manulusel kas propaan-2-ooli ja heksaani seguga, et méirata

vaba gossiipoli sisaldus, vdi dimetiiiilformamiidiga, et madrata gossiipoli iildsisaldus. Gossiipol muundatakse
aniliini abil gossiipol-dianiliiniks, mille optiline tihedus mdddetakse lainepikkusel 440 nm.

3. Reaktiivid

3.1.  Propaan-2-ool-heksaani segu: segatakse 60 mahuosa analiitiliselt puhast propaan-2-ooli 40 mahuosa
n-heksaaniga.

3.2, Lahusti A: liitrisesse mddtekolbi pannakse ligikaudu 500 ml propaan-2-ooli ja heksaani segu (3.1), 2 ml 3-
aminopropaan-1-ooli, 8 ml jai-dadikhapet ja 50 ml vett. Kolb tdidetakse propaan-2-ooli ja heksaani seguga (3.1)
mirgini. See lahus silib iiks nadal.

3.3, Lahusti B: 100 ml modtekolbi viiakse pipetiga 2 ml 3-aminopropaan-1-ooli ja 10 ml jad-dadikhapet. Jahutatakse
toatemperatuurini ning tdidetakse kolb N, N-dimetiitilformamiidiga margini. See lahus siilib iiks nadal.

3.4, Aniliin: kui pimekatses saadud optiline tihedus iiletab 0,022, lisatakse aniliinile tsingitolmu ja destilleeritakse aniliin,
visates dra esimese ja viimase 10 % destillaadist. Kiilmkapis sailib reaktiiv pruunis korgiga suletud klaaspudelis mitu

kuud.

3.5.  Gossiipoli standardlahus A: 250 ml mddtekolbi pannakse 27,9 mg gossiipolatsetaati. Lahustatakse ja tdidetakse
mdrgini lahustiga A (3.2). 50 ml seda lahust pipetitakse 250 ml modtekolbi ja kolb tdidetakse lahustiga A mirgini.
Gosstipoli kontsentratsioon lahuses on 0,02 mg/ml. Enne kasutamist lastakse iiks tund toatemperatuuril seista.

3.6.  Gossiipoli standardlahus B: 50-milliliitrisesse mddtekolbi pannakse 27,9 mg gossiipolatsetaati. Lahustatakse ja
tdidetakse margini lahustiga B (3.3). Gossiipoli kontsentratsioon lahuses on 0,5 mg/ml.

Valguse eest kaitstult piisivad gossiipoli standardlahused A ja B 24 tundi.

4. Seadmed

4.1.  Segisti (trummel): ligikaudu 35 p/min

4.2.  Spektrofotomeeter

5. T66 kiik
5.1.  Analiiisitav proov

Proovi kasutatav kogus soltub proovi eeldatavast gossiipolisisaldusest. Eelistatav on to6tada viikese prooviga ja
filtraadi suhteliselt suure alikvootse osaga, et saada piisavalt gossiipoli tipseks fotomeetriliseks mootmiseks. Vaba
gossiipoli madramiseks puuvillaseemnetes, puuvillaseemnejahus ja puuvillakoogis ei tohi proov olla suurem kui
1 g, segas66da puhul voib see olla kuni 5 g. Enamikul juhtudest sobib filtraadi alikvootne osa mahuga 10 ml; see
peab sisaldama 50-100 pg gossiipoli. Gossiipoli iildsisalduse méiramiseks peab proovi suurus olema 0,5-5 g, et
filtraadi alikvootne osa 2 ml sisaldaks 40-200 pg gossiipoli.

Analiiiis tuleb 1ibi viia toatemperatuuril umbes 20 °C juures.
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5.2.

5.3.

6.1.

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 viiksesse lihvitud kaelaga kolbi. Filtreerimise ajal kaetakse lehter kellaklaasiga.

Pipetiga viiakse kahte 25 ml mdotekolbi (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 kasutatakse vordluslahusena, mille suhtes mdddetakse proovilahust.

Kahte teise 25 ml modtekolbi (C ja D) viiakse pipetiga kummassegi 10 ml lahustit A (3.2). Kolb C tdidetakse
propaan-2-ooli ja heksaani seguga (3.1) mdrgini. Saadud lahust kasutatakse vordluslahusena, mille suhtes
moddetakse pimekatse lahust.

Kolbidesse D ja B lisatakse kummassegi 2 ml aniliini (3.4). Virvuse tekkimiseks kuumutatakse 30 minutit keeval
veevannil. Kolvid jahutatakse toatemperatuurini, tdidetakse propaan-2-ooli ja heksaani seguga (3.1) mirgini,
segatakse ja lastakse iiks tund seista

Spektrofotomeetriga mairatakse sentimeetristes klaaskiivettides lainepikkusel 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 vdartuse pdhjal arvutatakse vaba gossiipoli sisaldus, nagu on niidatud 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 mo6tekolbi 10 ml lahustit B (3.3). Neid kahte kolbi kuumutatakse
keeval veevannil 30 minutit. Jahutatakse toatemperatuurini ning tiidetakse médlemad kolvid propaan-2-ooli ja
heksaani seguga (3.1) mdrgini. Segatakse ja jietakse 10-15 minutiks selginema, seejirel filtreeritakse ja kogutakse

filtraadid lihvitud kaelaga kolbidesse.

Kahte 25 ml modtekolbi viiakse kummassegi pipetiga 2 ml proovi filtraati ning kahte teise 25 ml mootekolbi
kummassegi 2 ml pimekatse filtraati. Kummagi seeria iiks kolb tdidetakse propaan-2-ooli ja heksaani seguga (3.1)
25 milliliitrini. Saadud lahuseid kasutatakse vordluslahustena.

Kahte teise kolbi lisatakse kummassegi 2 ml aniliini (3.4). Virvuse 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.

Madratakse optiline tihedus, nagu on kirjeldatud vaba gossiipoli maaramise eeskirja punktis 5.2. Saadud vaartusest
arvutatakse gossiipoli iildsisaldus vastavalt punktile 6.

Tulemuste arvutamine

Tulemused voib arvutada kas optilise eritiheduse (6.1) voi kalibreerimiskovera 6.2) jargi.

Optilise eritiheduse jrgi

Eespool kirjeldatud tingimustel on optilised eritihedused jargmised:

0,
Vaba gossiipol:  E 1% _ 625
1 cm
.. 9
Uldgosstipol: E 1% _ 600
1 cm
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Vaba gossiipoli sisaldus voi gossiipoli iildsisaldus proovis arvutatakse jargmise valemi jargi:

Ex 1250

1%
E lem

ivoli % -
gossiipoli % <pxa

kus:

E = korrigeeritud optiline tihedus, mis on maaratud vastavalt punktile 5.2;
p = proovi mass (g);
a = filtraadi alikvootse osa ruumala (ml)

6.2.  Kalibreerimisgraafiku jirgi

6.2.1. Vaba gossiipoli sisaldus

Valmistatakse ette kaks seeriat mddtekolbe, kummaski viis 25 ml kolbi. Molema seeria kolbidesse viiakse pipetiga
gossiipoli standardlahuse A (3.5) alikvootsed osad 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 ja 10,0 ml. Tiidetakse lahustiga A (3.5)
10 milliliitrini. Mdlemad seeriad 1opetatakse 25 ml mddtekolviga, 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).

Teise seeria igasse kolbi (kaasa arvatud kolb pimekatsega) lisatakse 2 ml aniliini (3.4). Virvuse tekkimiseks
kuumutatakse 30 minutit keeval veevannil. Jahutatakse toatemperatuurini, kolvid tdidetakse propaan-2-ooli ja
heksaani seguga (3.1) mdrgini, segatakse ja lastakse iiks tund seista (standardseeria).

Vastavalt punktile 5.2 méiratakse standardseeria lahuste optiline tihedus vastavate vordlusseeria lahuste suhtes.
Koostatakse kalibreerimisgraafik, kandes sellele gossiipoli kogused pg-des ja neile vastavad optilised tihedused.

6.2.2. Gossiipoli 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 gossiipoli 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) margini ja homogeenitakse.

2,0 ml neid lahuseid pannakse kahe kuuest 25 ml modtekolvist koosneva seeria igasse kolbi. Esimese seeria kolvid
tdidetakse margini 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 tdidetakse propaan-2-ooli ja heksaani seguga (3.1) mérgini, segatakse ja lastakse iiks tund
seista (standardseeria).

Vastavalt punktile 5.2 miéiratakse standardseeria lahuste optiline tihedus vastavate vdrdlusseeria lahuste suhtes.
Koostatakse kalibreerimisgraafik, kandes sellele gossiipoli kogused pg-des ja neile vastavad optilised tihedused.

6.3. Korratavus

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

—  suhtelise véirtusena viljendatult 15 % , kui gossiipoli sisaldus on alla 500 mg/kg;

—  absoluutvadrtusena viljendatult 75 mg/kg, kui gossiipoli sisaldus on 500-750 mg/kg;

— 10 % suuremast tulemusest, kui gossiipoli sisaldus on iile 750 mg/kg.
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B.  DIOKSIINIDE (PCDD/PCDF) JA DIOKSIINILAADSETE PCBDE SISALDUSE MAARAMINE

L PROOVIVOTUMEETODID JA ANALUUSITULEMUSTE TOLGENDAMINE

Eesmiirk ja rakendusala

Proovid, mis on ette nidhtud dioksiinide (poliiklooritud dibenso-para-dioksiinide (PCDD) ja poliiklooritud
dibensofuraanide (PCDF)) ning dioksiinitaoliste poliiklooritud difeniiiilide (PCBde) (") sisalduse ametlikuks
kontrolliks soodas, vdetakse vastavalt I lisa sitetele. Kohaldatakse I lisa punktis 5A kehtestatud soodas iihtlaselt
jaotunud ainete voi toodete kontrollimisega seotud kvantitatiivsed noudeid. Selliselt voetud koondproove
kasitatakse titipilisena partiile voi osapartiile, kust need on voetud. Euroopa Parlamendi ja néukogu direktiivis
2002/32/EU () sdtestatud piirnormide jdrgimine tehakse kindlaks laboriproovides méaratud sisalduste alusel.

Partii voi osapartii nduetekohasus

Partii vdetakse vastu, kui ithekordse analitiisi tulemus ei iileta direktiivis 2002/32/EU sitestatud vastavat piirnormi,

vottes arvesse modtemadramatust.

Partii ei vasta direktiivis 2002/32/EU sitestatud piirnormile, kui nn {ilemtdkke (%) analiiiisitulemus, mida on

kinnitanud kordusproovi analiiiis, (*) iiletab kindlalt piirnormi, vottes arvesse modtemadramatust.

TEF (= toksilisuse ekvivalentfaktorid) tabel dioksiinide, furaanide ja dioksiinilaadsete PCBde kohta

Analoog TEF viirtus Analoog TEF viirtus

Poliiklooritud dibenso-para-dioksii- Dioksiinilaadsed
nid PCBd:
2,3,7,8-TCDD 1
1,2,3,7,8-PeCDD 1 Mitte-orto-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 0,0001
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0,1 PCB 126 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0,01 PCB 169 0,01
OCDD 0,0001 Mono-orto-PCBd

PCB 105 0,0001
Dibensofuraanid (PCDF) PCB 114 0,0005
2,3,7,8-TCDF 0,1 PCB 118 0,0001
1,2,3,7,8-PeCDF 0,05 PCB 123 0,0001
2,3,4,7,8-PeCDF 0,5 PCB 156 0,0005
1,2,3,4,7,8-HxCDF 0,1 PCB 157 0,0005
1,2,3,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 167 0,00001
1,2,3,7,8,9-HxCDF 0,1 PCB 189 0,0001
2,3,4,6,7,8-HxCDF 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01
OCDF 0,0001

Kasutatud lithendid: T = tetra; Pe = penta; Hx = heksa; Hp = hepta; O = okta; CDD = klorodibensodioksiin; CDF = klorodibensofuraan;

CB = klorobifeniiiil.

EUT L 140, 30.5.2002, Ik 10.

Ulemtdkke pohimdtte kohaselt vastab toksilisuse ekvivalendi (TEQ) arvutamisel iga kvantifitseerimata analoogi viirtus madramispiiri

vidrtusele.

Alamtokke pohimotte kohaselt vastab TEQ arvutamisel iga kvantifitseerimata analoogi véirtus nullile.
Vaheviirtuse pohimotte kohaselt vastab TEQ arvutamisel iga kvantifitseerimata analoogi véartus poolele madramispiiri véértusele.
Kordusproov on vajalik, et vilistada sisemise ristsaastumise ja juhusliku proovide segunemise vdimalus. Mddtemadramatust arvesse vottes

kasutatakse esimest analiiiisi nduetele vastavuse hindamiseks.

Juhul, kui analiiiisi kdigus on toimunud dioksiiniga saastumine, vdidakse kinnituseks labi viia teine analiiiis, juhul kui analiiiisiks voetud

proovide puhul on suudetud kindlaks teha, et need on seotud dioksiiniga saastumise juhtumiga.
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Modtemadramatust voib votta arvesse vastavalt iihele jargmistest meetoditest.

— arvutatakse laiendmaédramatus, mis annab ligikaudu 95 % usaldusvdirsuse, kui kasutatakse kattetegurit
vaartusega 2. Partii ei vasta nouetele, kui moddetud véirtus, millest lahutatakse U, iletab piirnormi.
Dioksiinide ja dioksiinilaadsete PCBde eraldi mairamise korral tuleb dioksiinide ja dioksiinilaadsete PCBde
summa jaoks kasutada nende ainete eraldiseisvate analiiiiside tulemusena saadud hinnangulise laiendmaa-
ramatuse summat;

—  tehakse kindlaks médramispiir (CCa) vastavalt komisjoni otsusele 2002/657[EU (') (lisa punkt 3.1.2.5 —
ained, mille jaoks lubatud piirnormid on kehtestatud). Partii ei vasta nduetele, kui mdddetud viirtus vordub
CCa-ga voi on sellest suurem.

Kéesolevaid tdlgenduseeskirju kohaldatakse ametlikul kontrollimisel voetud proovidest saadud analiitisitulemuste
suhtes. See ei mojuta liitkmesriikide digust kohaldada siseriiklikke eeskirju kaitse ja vordlemise eesmirgil.

II. PROOVIDE ETTEVALMISTAMINE JA NENDE ANALUUSIMEETODITE NOUDED, MIDA KASUTATAKSE
DIOKSIINIDE (PCDD/PCDF) JA DIOKSIINILAADSETE PCB-DE SISALDUSE AMETLIKUKS KONTROLLIKS

Eesmiirk ja rakendusala

Neid noéudeid tuleks kohaldada soodatooraine ja sodda analiiiisimisel dioksiinide (politklooritud dibenso-para-
dioksiinide (PCDD) ja poliiklooritud dibensofuraanide (PCDF)) ning dioksiinitaoliste poliiklooritud difeniiiilide
(PCBde) kindlaksmairamiseks.

Sooda dioksiinisisaldust saab kontrollida strateegia abil, mis holmab sdelumismeetodit nende proovide valimiseks,
milles on vihem kui 25 % vaatlustasemest vahem voi rohkem dioksiine ja dioksiinitaolisi PCBsid. Nende proovide
dioksiinisisaldus tuleb kindlaks méadrata/kinnitada kinnitusmeetodi abil.

Soelumismeetodeid kasutatakse dioksiinide ja dioksiinitaoliste PCBde sisalduse tuvastamiseks vaatlustasemel. Need
meetodid on suure tootlikkusega ja neid kasutatakse suure arvu proovide kontrollimiseks positiivsete tulemuste
suhtes. Need meetodid on konkreetselt kavandatud véirate negatiivsete tulemuste valtimiseks.

Kinnitusmeetodid on meetodid, mis annavad tiielikku voi tdiendavat teavet dioksiinide ja dioksiinitaoliste PCBde
olemasolu itheseks tuvastamiseks ja koguse kindlakstegemiseks vaatlustasemel.

Taustateave

Kuna keskkonnast voetud proovid ja bioloogilised proovid (sh s66datooraine/sooda proovid) sisaldavad iildiselt
erinevate dioksiini analoogide keerulisi segusid, on riskianaliiiisi holbustamiseks vilja to6tatud toksilisuse
ekvivalentfaktorite (TEF) mdiste. Need TEFd on kehtestatud viljendamaks 2,3,7,8-asendatud PCDDde ja PCDFde
segude kontsentratsioone ning mondasid mitte-orto ja mono-orto kloor-asendatud PCBsid, millel on
dioksiinitaoline toime 2,3,7,8-TCDD toksilisuse ekvivalentides (TEQ). Konkreetse proovi iiksikute ainete
kontsentratsioonid korrutatakse neile vastava TEFiga ning seejdrel liidetakse kokku, et saada TEQdes viljendatud
dioksiinitaoliste ithendite tildkontsentratsioon.

Ainult kiesolevas mairuses on iiksiku analoogi vastuvdetav konkreetne kvantifikatsioonipiir uuritava aine
kontsentratsioon sellises prooviekstraktis, mis tekitab seadmes signaali kahe erineva iooniga, mida jilgitakse
signaali/miira suhtega 3:1 ndrgema signaali puhul, ning mis vastab pdhitingimustele, niiteks retentsiooniaeg ja
isotoopsuhe vastavalt EPA-meetodi 1613 versioonis B kirjeldatud mairamismeetodile.

Proovi ettevalmistamise kvaliteedi tagamise néuded

Proovide analiiiisiks ettevalmistamisel kohaldatakse {tildsitteid, mis on ette nihtud II lisas.
Lisaks peavad olema tdidetud jargmised nouded:

—  proove tuleb silitada ja vedada klaas-, alumiinium-, poliipropiileen- vdi poliietileenndudes. Paberitolmu
jagid tuleb proovindust eemaldada. Klaasndusid tuleb loputada dioksiinidesisalduse suhtes eclnevalt
kontrollitud lahustitega;

EUT L 221, 17.8.2002, Ik 8.
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tehakse pimekatse, mille puhul labitakse koik analiiiisi etapid ilma proovita;

ekstraheeritava proovi mass peab olema piisav, et olla vastavuses mootetundlikkuse nouetega.

Nouded laboritele

Labor peab niitama meetodi suutlikkust vaatlustaseme piires, naiteks vaatlustaseme 0,5-, 1- ja 2-kordsel
tasemel koos nduetekohase variatsioonikoefitsiendiga korduvanaliitiside puhul. Nouetekohasuse nditajaid
kisitlevad iiksikasjad on esitatud punktis 5.

Kinnitusmeetodi kvantifitseerimispiir peab olema ligikaudu ks viiendik vaatlustasemest, et tagada
nouetekohased variatsioonikordajad vaatlustaseme piires.

Sisemise kvaliteeditagamise meetmena tuleb regulaarselt teha pimekatseid ja kontroll-rikastusproove voi
kontrollproovide analiiiise (vdimaluse korral tuleb eelistada sertifitseeritud etalonaineid).

Edukas osalemine laboritevahelistes laborite padevust hindavates uuringutes on parim viis tdestada oma
pidevust erianaliiiiside tegemisel. Edukas osalemine nt laboritevahelistes mulla- v3i reoveeproovide
uuringutes ei pruugi siiski tingimata tdestada labori padevust ka toiduaine- voi sdddaproovide valdkonnas,
sest konealuste proovide saastetase on madalam. Seetdttu on kohustuslik pidev osalemine laboritevahelistes
uuringutes, mille eesmirk on dioksiinide ja dioksiinitaoliste PCBde sisalduse kindlaksmédramine vastavates
sooda voi toiduainete pohiainetes.

Laborid peavad olema ISO juhendi 58 kohaselt tegutseva tunnustatud asutuse poolt akrediteeritud tagamaks,
et nad kohaldavad analiitisimisel kvaliteeditagamissiisteemi. Laborid tuleb akrediteerida vastavalt standardile
ISO[IEC[17025.

Dioksiinide ja dioksiinitaoliste pcbde analiiiisimenetluste nduded

Analiiiisimenetluste pohindouded:

suur tundlikkus ja madalad avastamispiirid. PCDDde ja PCDFide puhul peavad avastatavad kogused jidma
vahemikku TEQ pikogrammi (10°'? g) nimetatud iihendite ddrmiselt suure toksilisuse tdttu. Teadaolevalt on
PCBde sisaldus suurem kui PCDDde ja PCDFide sisaldus. Enamiku PCB analoogide puhul on tundlikkus
nanogrammides (10 g) juba piisav. Kuid toksilisemate dioksiinitaoliste PCB-analoogide (eriti m- ja
p-asendatud analoogide) maaramisel tuleb saavutada sama tundlikkus nagu PCDDde ja PCDFide puhul;

suur selektiivsus (spetsiifilisus). PCDDsid, PCDFe ja dioksiinilaadseid PCBsid peab saama eristada paljudest
teistest vOimalikest kaasa ekstraheerunud segavatest iihenditest, mille sisaldused voivad analiiiisitavate
iihendite sisaldusega vorreldes olla mitmekordsed. Gaasikromatograafia/mass-spektromeetria (GC/MS)
meetodite puhul on vaja eristada mitmeid eri analooge, nagu niiteks toksilisi (nt seitseteist 2,3,7,8-asendatud
PCDDd ja PCDFi ning dioksiinilaadset PCBd) ning muid analooge. Biotestidega peab olema voimalik kindlaks
madrata TEQ védrtusi valikuliselt PCDDde, PCDFide ja dioksiinilaadsete PCBde summana;

suur modtetipsus (tdesus ja tipsusaste). Mddramine peab andma padeva ja usaldusvéirse hinnangu aine
tegeliku sisalduse kohta proovis. Suur mootetipsus (modtetdpsus: modtmise tulemuse ja modtmise tegeliku
voi talle omistatud vaartuse lahedus) on vajalik, et valtida analiitisitulemuse tagasililkkamist TEQ vadrtuse
vihese usaldusvédrsuse tottu. Mootetdpsust valjendatakse tdesuse (sertifitseeritud aine analiiiisimisel
mdddetud analiiidi keskmise vadrtuse ja selle sertifitseeritud véirtuse erinevus viljendatuna protsentides)
ja kordustdpsusena (RSDg, suhteline standardhilve, mis arvutatakse korratavuse tingimustes saadud tulemuste
pohjal).

Soelumismeetodid voivad holmata bioteste ja GC/MS-meetodeid; kinnitusmeetodid on korglahutusgaasikromato-
graafia/korglahutusmass-spektromeetria (HRGC/HRMS) meetodid.
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TEQ tildvaartuse puhul tuleb jirgida jargmisi kriteeriume:

Soelumismeetodid Kinnitusmeetodid
Valenegatiivsete madr <1%
Tdesus =20 % kuni +20 %
RSDy tapsus <30% <15%

Soelumis- vo6i kinnitusmeetodina kasutatavate gc/ms-meetodite erinduded

Analiiiisimeetodi valideerimiseks tuleb analiiiisimise alguses, nditeks enne ekstraheerimist, lisada 1C-
mirgistatud 2,3,7,8-kloorasendatud PCDD|F-ide sisestandardeid ja '*C-mirgistatud dioksiinilaadsete PCBde
sisestandardeid. Iga tetra- kuni oktakloreeritud PCDD/F-i homoloogilise rithma kohta ning iga dioksiinilaadse
PCB homoloogilise rithma kohta tuleb lisada vihemalt iiks analoog (alternatiivse voimalusena voib lisada
vihemalt iihe analoogi iga mass-spektromeetriliselt selekteeritud iooni registreerimisfunktsiooni kohta, mida
kasutatakse PCDD/F-ide ja dioksiinilaadsete PCBde kontrolliks). Meetodite, eriti kinnitusmeetodite puhul,
eelistatakse kasutada koiki seitsetteist '*C-margistatud 2,3,7,8-asendatud PCDD/F-ide sisestandardit ja
dioksiinilaadsete PCBde maaramiseks kaiki kahtteist '*C-mirgistatud dioksiinilaadsete PCBde sisestandardit.

Suhtelised kalibreerimistegurid tuleb asjakohaseid kalibreerimislahuseid kasutades mdadrata ka neile
analoogidele, mille puhul ei lisata *C-mirgitud analoogi.

Taimse ja loomse sooda puhul, mille rasvasisaldus on viiksem kui 10 %, tuleb sisestandardid lisada enne
ekstraheerimist. Loomset paritolu so6da puhul, mille rasvasisaldus on iile 10 %, voib sisestandardid lisada
enne vOi parast rasva ekstraheerimist. Ekstraheerimise tShusust tuleB asjakohaselt kinnitada, soltuvalt
sisestandardite lisamise etapist ning sellest, kas tulemused registreeritakse toote voi rasva alusel.

Enne GC/MS-analiiiisi tuleb lisada 1 voi 2 surrogaatsaagist.

Vajalik on saagise kontroll. Kinnitusmeetodite puhul peavad sisestandardite saagised jadama vahemikku 60—
120 %. Uksikute analoogide, eriti mdnede hepta- ja oktakloreeritud dibensodioksiinide ja dibensofuraanide
puhul, on viiksemad voi suuremad saagised vastuvdetavad iiksnes tingimusel, et nende osa TEQ viirtuses ei
tileta 10 % TEQ tldvaartusest (PCDD(F-ide ja dioksiinilaadsete PCBde summa alusel). Sdelumismeetodite
puhul peavad saagised olema vahemikus 30-140 %.

Dioksiinid tuleb eraldada segavatest kloreeritud iihenditest, niiteks mittedioksiinilaadsetest PCBdest ja
kloreeritud difeniiiileetritest, sobiva kromatograafilise meetodi abil (eclistada tuleks florisil-, alumiiniumok-
siid- voi siisinikkolonne).

Isomeeride gaasikromatograafiline eraldamine peab olema piisav (piikidevahelise oru korgus 1,2,3,4,7,8-
HxCDF ja 1,2,3,6,7,8-HxCDF vahel < 25 %).

Madramiseks kasutatakse EPA-meetodi 1613 versiooni B (,Tetra- through octa-chlorinated dioxins and furans
by isotope dilution HRGC/HRMS”) vdi muud samaviirsete suutlikkusnditajatega meetodit.

Suurima ja vdikseima vadrtuse vahe ei voi olla iile 20 % s66das, mille dioksiinisisaldus on piirmairaga vordne
voi sellest suurem. Soodas, mille saastumise tase on oluliselt allpool piirmééra, vdib erinevus olla vahemikus
25-40 %.

Soelanaliiiisimeetodid

Sissejuhatus

Soelumismeetodi kasutamisel voib rakendada erinevaid analiiiise, nt ainult sdelumist voi kvantitatiivset analiiiisi.
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7.3.

Sdelumine

Proovide puhul saadud tulemust vorreldakse vaatlustasemele vastava standardproovi puhul saadud tulemusega. Kui
proovi puhul saadud tulemus on standardprooviga vorreldes viiksem, loetakse see proov negatiivseks, suurema
tulemuse puhul oletatakse, et proov on positiivne. Nouded:

— iga katseseeria puhul tuleb kasutada nii fooni- kui ka standardproovi(proove), mis ekstraheeritakse ja
analiiiisitakse samal ajal ja samadel tingimustel. Standardproovi ndit peab olema selgelt suurem fooniproovi
niidust;

— et ndidata meetodi nduetekohast toimimist vaatlustaseme piires, tuleb vaatlustaseme kontrollimiseks kasutada
lisaks ka 0,5- ja 2-kordsele vaatlustasemele vastavaid standardproove;

— teisi pohiaineid analiiiisides tuleb ndidata standardproovi(de) sobivust, vottes selleks eelistatavalt proove, mille
HRGC/HRMS abil méiratud TEQ véirtus on lihedane standardproovi véirtusele, voi vddrtuselt vastavaks
tembitud fooniproovi;

— et biotestide puhul ei saa kasutada sisestandardeid, on eriti oluline teha korratavuskatseid, et saada andmeid
ithe katseseeria standardhalbest. Variatsioonikordaja peab olema alla 30 %;

—  biotestide puhul tuleb miiratleda sihtithendid, voimalikud segavad mdjurid ja maksimaalsed vastuvdetavad
foonitasemed.

Kvantitatiivne analiiiis

Kvantitatiivne analiiiis eeldab standardlahjenduste rida, kahe- voi kolmekordset puhastamist ja mddtmist ning
pimekatseid ja saagisekontrolli. Tulemust voib viljendada TEQna, eeldades, et signaali andvad ithendid vastavad
TEQ pdhimdttele. Seda on voimalik demonstreerida, kasutades TCDDd (voi dioksiin/furaan/dioksiinilaadse PCB
standardsegu) kalibreerimiskovera saamiseks, mille pohjal arvutatakse TEQ vddrtus ekstraktis ja selle kaudu ka
proovis. Tulemust korrigeeritakse fooniproovi jaoks arvutatud TEQ taseme (vottes arvesse kasutatud lahustite ja
kemikaalide ebapuhtust) ja saagise (arvutatakse vaatlustaseme kvaliteedikontrolli proovi TEQ tasemest) pohjal. On
oluline markida, et osa ilmsest saagisekaost voib tuleneda pohiaine mojust ja/vdi biotestide TEF vaartuste ja WHO
ametlike TEF viirtuste erinevusest.

Soelanaliiiisimeetodite nouded

—  Soelumiseks voib kasutada GC/MS-meetodeid ja bioteste. GC/MS-meetodite puhul kasutatakse punktis 6
sdtestatud noudeid. Raku biotestide erinduded on sitestatud punktis 7.3 ja komplekteeritud vormis biotestide
erinduded punktis 7.4.

—  Vajalikud on andmed suure hulga proovide valepositiivsete ja valenegatiivsete tulemuste arvu kohta all- ja
tilalpool piirnormi voi hdiretaset, vorreldes analiiiisi kinnitusmeetodi abil kindlaksmaaratud TEQ véirtusega.
Tegelike valenegatiivsete tulemuste hulk peab jadma alla 1 %. Valepositiivsete proovide hulk peab olema nii
viike, et sdelumismeetodi kasutamisest oleks kasu.

—  Positiivsed tulemused tuleb alati kinnitada kinnitusmeetodi (HRGC/HRMS) abil. Lisaks sellele tuleb suure TEQ
vairtusega proovid (ligikaudu 2-10 % negatiivsete proovide arvust) kinnitada HRGC/HRMSiga. Teave
biotestide ja HRGC/HRMS tulemuste vastavuse kohta tuleb teha kittesaadavaks.

Raku biotestide erinduded

—  Biotesti labiviimisel on iga testi puhul ndutav TCDD vdi dioksiini/furaanisegu standardkontsentratsioonide
seeria (tdielik doosi ja toime kéver, kus R? > 0,95). Séelumisel voib madala tasemega proovide puhul siiski
kasutada madalale tasemele vastavat laiendatud koverat.

—  Biotesti tulemuste kontrolliks konstantsel ajavahemikul tuleb kvaliteedikontrolli kaardil kasutada TCDD
standardkontsentratsiooni (ligikaudu kolmekordne kvantifikatsioonipiir). Alternatiiviks voib olla standard-
prooviga TCDD kalibreerimisjoone suhtes saadud tulemus, sest rakkude reaktsioon voib soltuda paljudest
teguritest.

—  Tuleb koostada iga tiilipi etalonainete kvaliteedikontrolli kaardid ja neid kontrollida, et teha kindlaks, kas
tulemused vastavad antud suunistele.
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—  Eelkoige kvantitatiivsete arvutuste puhul tuleb kasutada proovilahjendusi reageerimiskovera lineaarse osa
piires. Reageerimiskdvera lineaarset osa iiletavad proovid tuleb lahjendada ja uuesti testida. Seetdttu ongi
soovitav testida samal ajal vahemalt kolme v5i enamat lahjendust.

—  Standardhilve ei tohi olla iile 15 % iga proovilahjenduse kolmekordsel médramisel ning iile 30 % kolme eri
katse vahel.

—  Avastamispiiriks voib seada foonindidu voi taustareaktsiooni kolmekordse standardhilbe. Alternatiivse
vOimalusena vdib kasutada taustavidrtusest tugevamat reaktsiooni (induktsioonifaktoriks on foonindidu
viiekordne tase), mis arvutatakse pdeva kalibreerimiskdveralt. Mddramispiiriks voib seada foonindidu voi
taustareaktsiooni viie- kuni kuuekordse standardhilbe voi kasutada taustast selgelt tugevamat reaktsiooni
(induktsioonifaktoriks on foonindidu kiimnekordne tase), mis arvutatakse pdeva kalibreerimiskoveralt.

Komplekteeritud biotesti erinouded

—  Tuleb tagada, et komplekteeritud biotestid oleksid s6oda analiiiisimiseks piisavalt tundlikud ja usaldusvéirsed.
—  Tuleb jirgida valmistaja juhtnoore proovide ettevalmistamise ja analiitiside kohta.

—  Pirast kasutusaja [dppemist ei tohi testikomplekte kasutada.

—  Teiste komplektidega kasutamiseks ettendhtud materjale vdi komponente ei tohi kasutada.

—  Testikomplekte tuleb siilitada kindlaksméiratud temperatuuril ja kasutada kindlaksmaaratud kasutustempe-
ratuuril.

—  Immunoloogilise analiiiisi avastamispiir on keskvéirtuse ja kiimnel pimekatse kordusanaliiiisil pohineva
standardhilbe kolmekordne summa, mis jagatakse lineaarse regressiooni vorrandi tdusunurgaga.

—  Laboritestides tuleb kasutada tugietalone, tagamaks, et standardile vastavus on vastuvdetavates piirides.

Aruandlus

Selleks, et tulemuste aruanne sisaldaks voimalikult palju andmeid ja véimaldaks tulemuste tdlgendamist erinduete
kohaselt, peavad analiiisitulemused — kui kasutatud analiiisimeetod seda voimaldab — hélmama iiksikute
PCDDJF ja PCB analoogide sisaldust ning analiiiisitulemused tuleb esitada alam- ja tilemtokke ning vahevairtusena.

Aruanne peab holmama ka proovide lipiidisisaldust ja lipiidide ekstraheerimiseks kasutatud meetodit.

Eri sisestandardite saagis tuleb teatada juhul, kui saagis jadb viljapoole punktis 6 nimetatud piire, kui on tletatud
tlempiiri voi kui sellest teatamist ndutakse.

Kuna proovi nduetele vastavuse otsustamisel tuleb arvestada modtemédramatust, tuleb avaldada ka see niitaja.
Seega esitatakse analiiiisitulemus jargmisel kujul: x +/- U, kus x on analiiisitulemus ja U on laiendatud
modtemadramatus, kusjuures kasutatakse kattetegurit 2, mis annab usaldusviddrsuse tasemeks ligikaudu 95 %.
Dioksiinide ja dioksiinilaadsete PCBde eraldi méddramise korral tuleb dioksiinide ja dioksiinilaadsete PCBde summa
jaoks kasutada nende ainete eraldiseisvate analiiiiside tulemusena saadud hinnangulise laiendmadramatuse summat.

Kui mddtemaidramatust voetakse arvesse CCa kohaldamisega (nagu on kirjeldatud kéesoleva B osa I lisa punktis 2),
tuleb see nditaja esitada.
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VI LISA

SOODA AMETLIKUL KONTROLLIMISEL LOOMSE PARITOLUGA KOMPONENTIDE MAARAMISE
ANALUUSIMEETODID

Mikroskoopuurimise tingimused loomse piritoluga osiste avastamiseks, kindlakstegemiseks voi miiramiseks

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.3.

4.3.1.

soddas

Eesmirk ja rakendusala

Konealuseid tingimusi kasutatakse loomse piritoluga osiste (méératletud kui imetajate, kodulindude ja kalade ning
nende kehaosade tootlemissaadused) tuvastamisel soodas mikroskoopuurimise teel loomasdotade valdkonna
kooskdlastatud kontrolliprogrammi raames vastavalt Euroopa Parlamendi ja ndukogu miirusele (EU) nr 882/
2004 (1). Tingimusel, et kdesolevas lisas toodud meetodeid kasutatakse kdigis ametlikes testides, voib teha ka teise
testi variatiivse voi alternatiivse meetodiga, et parandada teatavat tiiiipi loomsete osiste avastamist vdi méirata
tapsemalt loomsete osiste paritolu. Peale selle voib kasutada variatiivset protokolli teatavate konkreetsete loomsete
osiste, nditeks plasma voi kontide uurimisel sulatatud rasvas (vt ka punkt 9) tingimusel, et kénealused analiiiisid
tehakse lisaks kooskdlastatud kontrolliprogrammiga ettendhtud analiiiisidele.

Tundlikkus

Soltuvalt loomse piritoluga osistest saab s6odas tuvastada viga viikeseid koguseid (< 0,1 %).

Pohimote

Miidramiseks kasutatakse I lisa sitete kohaselt voetud ja sobivalt ettevalmistatud representatiivset proovi. Viikese
niiskusesisaldusega s6oda kiitlemiseks sobib jirgmine protokoll. S66ta niiskusesisaldusega iile 14 % kuivatatakse
(kondenseeritakse) enne kaitlemist. Erisoot voi soddamaterjalid (nt rasvad, dlid) vajavad eritootlemist (vt punkt 9).
Loomse piritoluga osised tehakse kindlaks tiitipiliste mikroskoobiga tuvastatavate nditajate alusel (nt lihaskiud ja
muud lihaosakesed, kdhred, kondid, sarv, karvad, harjased, veri, suled, munakoored, kalaluud, soomused).
Méiramine peab toimuma nii proovi sdelumisel saadud fraktsioonis (6.1) kui kontsentreeritud sademes (6.2).

Reaktiivid
Fikseeriv reaktiiv

Kloraalhiidraat (60 % w/v)

Leelis (NaOH 2,5 % w/fv v6i KOH 2,5 % w/v) sdelumisel saadud fraktsioonide jaoks

Parafiindli voi gliitserool (viskoossus: 68—-81) sademe mikroskoopiliseks vaatlemiseks

Loputusained

Alkohol, 96 %

Atsetoon

Kontsentreeriv reaktiiv

Tetrakloroetiileen (tihedus 1,62)

(") ELTL 165, 30.4.2004, Ik 1. Parandatud viljaandes ELT L 191, 28.5.2004, lk 1.
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4.4.

4.4.1.

4.4.2.

4.4.3.

4.4.4.

4.5.

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

5.7.

6.1.

Viérvimiseks kasutatavad reaktiivid

Joodi ja kaaliumjodiidi lahus (lahustada 2 g kaaliumjodiidi 100 ml vees ja lisada pidevalt loksutades 1 g joodi)
Alisariinpunane (lahjendada 2,5 ml 1 M soolhapet 100 ml vees ja lisada saadud lahusele 200 mg alisariinpunast)
Tsiistiini madramise reaktiiv (2 g pliiatsetaati, 10 g NaOH/100 ml H,0)

Joodi/kaaliumjodiidi lahus (lahustatud 70 % etanoolis)

Pleegitav reaktiiv

Tehnilise naatriumhiipokloriidi lahus (9,6 % aktiivkloori)

Seadmed ja abiseadmed

Analiiiitilised kaalud (tdpsusaste 0,01 g, vilja arvatud kontsentreeritud sademe puhul: 0,001 g)
Jahvatusmaterjal (jahvatusveski voi uhmer, eriti sooda puhul, mis sisaldab analiiiisil > 15 % rasva)
Kuni 0,50 mm laiuste ruudukujuliste vorguavadega sdel

Jaotuslehter v&i koonilise pohjaga selitusklaas

Stereomikroskoop (vihemalt 40-kordne suurendus)

Kombineeritud mikroskoop (vdhemalt 400-kordne suurendus), mis vdimaldab to6tada nii labiva kui ka
polariseeritud valgusega

Laborites kasutatavad klaastooted

Kogu varustus puhastatakse pohjalikult. Jaotuslehtreid ja klaasndusid tuleb pesta pesumasinas. Soelu tuleb
puhastada jiikade harjastega harjaga.

Too kiik
Granuleeritud soodad voib eelsdeluda, kui kumbagi fraktsiooni analiiiisitakse eraldi proovina.

Vihemalt 50 g proovi toodeldakse (jahvatatakse ettevaatlikult sobiva jahvatusmasinaga (5.2), kui see on vajalik
sobiva struktuuri saamiseks). Jahvatatud materjalist voetakse kaks representatiivset osa, iiks sdelumisel saadava
fraktsiooni jaoks (vdahemalt 5 g) (6.1) ja teine kontsentreeritud sademe jaoks (vihemalt 5 g) (6.2). Tuvastamiseks
voib tdiendavalt kasutada virvimiseks kasutatavaid reaktiive (6.3).

Loomsete valkude ja osakeste paritolu médramiseks voib kasutada otsustamise abisiisteemi, nt ARIES, ja
vordlusproovid vdib dokumenteerida.

Loomset paritolu osiste kindlakstegemine soelumisel saadud fraktsioonides

Vihemalt 5 g proov sdelutakse soeltega (5.3) vihemalt kahte fraktsiooni.

Soelumisel saadud suurte osakestega fraktsioon(id) (vdi representatiivne osa sellisest fraktsioonist) kantakse dhukese
kihina sobivale alusele ja uuritakse kavakindlalt stereomikroskoobiga (5.5) erinevatel suurendustel loomset paritolu
osiste avastamiseks.

Soelumisel saadud fraktsiooni(de)st tehtud peenosakestega objektiklaase uuritakse kavakindlalt kombineeritud
mikroskoobiga (5.6) erinevatel suurendustel loomset péritolu osiste avastamiseks.
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6.2.

6.3.

6.4.

Loomset paritolu osiste kindlakstegemine kontsentreeritud sademes

Vihemalt 5 g osa (tdpsusaste 0,01 g) proovist viiakse jaotuslehtrisse vdi koonilise pohjaga selitusklaasi ja
toodeldakse vahemalt 50 ml tetrakloroetiileeniga (4.3.1). Segu loksutatakse voi segatakse korduvalt.

—  Kinnise jaotuslehtri kasutamisel jietakse sade enne eraldamist piisavaks ajaks (vihemalt kolmeks minutiks)
seisma. Loksutamist korratakse ja sademel lastakse uuesti vahemalt kolm minutit seista. Sade eraldatakse
uuesti.

—  Lahtise keeduklaasi kasutamisel jietakse sade enne eraldamist vihemalt viieks minutiks seisma.

Kogu sade kuivatatakse ja secjdrel kaalutakse (tdpsusastmega 0,001 g). Kaalumine on vajalik iiksnes juhul, kui
ndutakse hinnangut. Kui sade koosneb paljudest suurtest osakestest, vdib selle kahes fraktsioonis labi séela lasta
(5.3). Kuivatatud sadet uuritakse stereomikroskoobi (5.5) ja kombineeritud mikroskoobi (5.6) abil, et leida
kondifragmente.

Fikseerivate reaktiivide ja varvimisreaktiivide kasutamine

Loomse piritoluga osiste mikroskoopilist tuvastamist voib toetada spetsiaalsete fikseerivate reaktiivide ja
virvimiseks kasutatavate reaktiividega.

Kloraalhiidraat (4.1.1): ettevaatlikul kuumutamisel on rakustruktuurid paremini niha, kuna tirkliseterad
geelistuvad ja soovimatu rakusisaldis eemaldatakse.

Leelis (4.1.2): naatriumhiidroksiid voi kaaliumhiidroksiid puhastab materjali soodast, aidates kaasa lihaskiudude,
karvade ja muude keratiinstruktuuride avastamisele.

Parafiindli voi gliitserool (4.1.3): selles fikseerivas reaktiivis saab histi kindlaks teha kondifragmente, kuna
enamik lakuunidest piisib Shuga tdidetuna ja paistab umbes 5-15 pm mustade aukudena.

Joodi ja kaaliumjodiidi lahus (4.4.1): kasutatakse tirklise (sinakasvioletne virvus) ja valgu (kollakasoranz virvus)
avastamiseks. Lahuseid voib vajaduse korral lahjendada.

Alisariinpunase lahus (4.4.2): kontidele, kalaluudele ja soomustele punase/roosa tooni andmine. Enne sademe
kuivatamist (vt punkt 6.2) pannakse kogu sade katseklaasi ja loputatakse kaks korda ligikaudu 5 ml alkoholiga
(4.2.1) (kummalgi korral kasutatakse keerist, lahustil lastakse umbes iiks minut settida ja kallatakse &ra). Enne
konealuse varvimisreaktiivi kasutamist pleegitatakse sadet, lisades vidhemalt 1 ml naatriumhiipokloriti lahust
(4.5.1). Reaktsioonil lastakse kesta 10 minutit. Katseklaas tdidetakse veega, sademel lastakse kaks kuni kolm minutit
settida ning vesi ja suspendeeritud osakesed kallatakse dra. Sadet loputatakse veel kaks korda umbes 10 ml veega
(kummalgi korral kasutatakse keerist, lastakse settida ja vesi kallatakse ra). Lisatakse kaks kuni kiimme voi rohkem
tilka (soltuvalt jaagi kogusest) alisariinpunase lahust. Segu loksutatakse ja reaktsioonil lastakse mdned sekundid
toimuda. Virvitud sadet loputatakse kaks korda ligikaudu 5 ml alkoholiga (4.2.1), secjirel iiks kord atsetooniga
(4.2.2) (iga kord kasutatakse keerist, lahustil lastakse umbes iiks minut settida ja kallatakse dra). Seejirel on sade
valmis kuivatamiseks.

Tsiistiini maddramise reaktiiv (4.4.3): Ettevaatlikul kuumutamisel muutuvad tsiistiini sisaldavad osised (karvad,
suled jne) mustjaspruuniks.

Kalajahu sisaldada voiva sooda uurimine

Vihemalt tihte peensdelumisel saadud fraktsiooniga ja sademe peenfraktsiooniga objektiklaasi uuritakse
kombineeritud mikroskoobi abil (vt punktid 6.1 ja 6.2).

Kui sildil on kirjas, et koostisosade hulka kuulub kalajahu, voi kui kahtlustatakse voi algsel uurimisel tuvastatakse
kalajahu olemasolu, uuritakse vihemalt kahte tdiendavat objektiklaasi algse proovi peensdelumisel saadud
fraktsioonist ja kogu sademefraktsiooni.

Arvutused ja hindamine

Lifkmesriigid tagavad, et kiesolevas punktis kirjeldatud menetlusi kasutatakse ametliku analiiiisi labiviimisel
eesmdrgiga hinnata loomsete koostisosade kogust (ja mitte iiksnes olemasolu).

Arvutusi saab teha ainult sel juhul, kui loomset péritolu komponendid sisaldavad kondifragmente.
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7.1.

7.2

8.1.

8.2.

Soojavereliste maismaaliikide (s.t imetajate ja lindude) kondifragmendid on mikroskoopslaididel eri liiki kalade
luudest eristatavad iseloomulike lakuunide jargi. Loomse paritoluga osiste madramisel proovis voetakse arvesse
jargmist:

—  kondifragmentide méiratud sisaldust (massiprotsenti) kontsentreeritud sademes ja
—  loomse piritoluga osiste kondisisaldust (massiprotsenti).

Madrang peab vdimaluse korral pdhinema vihemalt kolmel slaidil, kusjuures iga slaidi korral voetakse arvesse
vihemalt viie vaatevilja andmed. Segasootadest saadud kontsentreeritud sade sisaldab tavaliselt peale
maismaaloomade kondifragmentide ja kalade luufragmentide ka muid suure erikaaluga osakesi: nt mineraalosiseid,
liiva, puitunud taimeosiseid jms.

Hinnanguline kondifragmentide protsendi arvutamine

Maismaaloomade kondifragmentide % = (S x ¢)/W
Kalade luu- ja soomusefragmentide % = (S x d)/W

(kus S on sademe kaal (mg); ¢ on parandustegur (%), millega vdetakse arvesse maismaaloomade kondifragmentide
hinnangulist sisaldust sademes; d on parandustegur (%), millega voetakse arvesse kalade luu- ja
soomusefragmentide hinnangulist sisaldust sademes; W on proovi mass (mg), millest sade on saadud).

Loomse pdritoluga osiste hinnanguline sisaldus

Kondisisaldus loomset piritolu toodetes voib tugevasti varieeruda. (Kondisisaldus kondijahus on 50-60 % ja
lihajahus 20-30 %; kalajahus varieerub luu- ja soomusesisaldus sdltuvalt kalajahu liigist ja péritolust, tavaliselt 10—
20 %).

Kui proovis sisalduva loomset paritolu jahu liik on teada, on vdimalik arvutada jirgmised sisaldused:
Maismaaloomadest saadud toodete hinnanguline sisaldus (%) = (S x ¢)/(W x f) x 100
Kalatoodete hinnanguline sisaldus (%) = (S x d)[(W x f) x 100

(kus S on sademe kaal (mg); ¢ on parandustegur (%), millega voetakse arvesse maismaaloomade kondifragmentide
hinnangulist sisaldust sademes; d on parandustegur (%), millega vdetakse arvesse kalade luu- ja
soomusefragmentide hinnangulist sisaldust sademes; f on parandustegur, millega vdetakse arvesse uuritava
proovi loomse paritoluga osiste kondisisaldust; W on proovi kaal (mg), millest sade on saadud).

Uurimistulemuste viljendamine

Aruanne sisaldab vihemalt teavet maismaaloomadest ja kalajahust saadud osiste olemasolu kohta. Uurimistule-
mused protokollitakse jargmiselt.

Maismaaloomadest saadud osiste olemasolu korral:
— analtiisimiseks esitatud proov ei sisalda mikroskoopiliselt avastatavaid maismaaloomadest saadud osiseid
voi
— analtiisimiseks esitatud proov sisaldab mikroskoopiliselt avastatavaid maismaaloomadest saadud osiseid.
Kalajahu olemasolu korral:
— analtiisimiseks esitatud proov ei sisalda mikroskoopiliselt avastatavaid kalast saadud osiseid
voi

—  analtiisimiseks esitatud proov sisaldab mikroskoopiliselt avastatavaid kalast saadud osiseid.
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Kalast vdi maismaaloomadest saadud osiste leidmisel vdib uurimistulemuse aruandesse vajaduse korral tdiendavalt
mirkida avastatud osiste hinnangulise koguse (x %, < 0,1 %, 0,1-0,5 %, 0,55 % voi > 5 %), vdimaluse korral
maismaalooma liigi tdpsema mairatluse ja tuvastatud loomsed koostisosad (lihaskiud, kdhred, kondid, sarv, karvad,
harjased, suled, veri, munakoored, kalaluud, soomused).

Loomsete koostisosade koguse hindamisel mainitakse kasutatud parandustegurit f.
Maismaaloomade kondifragmentide tuvastamisel sisaldab aruanne jargmist punkti:
,Ei saa vilistada, et mainitud osised pdrinevad imetajatelt.”

Seda tdiendavat lauset ei ole vaja, kui on kindlaks tehtud, et konesolevad maismaaloomade kondifragmendid
parinevad kodulindudelt voi imetajatelt.

Rasva ja oli analiiiisimise kohta vabatahtlikult tiidetav protokoll

Rasva ja oli analiiiisimiseks voib kasutada jargmist protokolli:

—  kui rasv on tahke, soojendatakse seda niiteks mikrolaineahjus kuni vedeldumiseni;
—  pipeti abil viiakse 40 ml rasva proovi pohjast tsentrifuugikiivetti;

— tsentrifuugitakse 10 minutit poorlemissagedusel 4 000 p/min;

— kui rasv on pdrast tsentrifuugimist tahke, soojendatakse seda veel kord ahjus kuni vedeldumiseni.
Tsentrifuugimist korratakse viis minutit poorlemissagedusel 4 000 p/min;

—  viikese lusika vdi spaatli abil viiakse pool dekanteeritud lisanditest viikesesse Petri tassi vdi mikro-
skoopslaidile, et tuvastada mikroskoobi abil vdimalike loomsete osiste (lihakiud, suled, kondifragmendid)
olemasolu. Mikroskoopia fikseeriva reaktiivina soovitatakse kasutada parafiindli voi gliitserooli;

—  jdrelejadnud lisandeid kasutatakse sadestamiseks vastavalt punktis 6.2 toodud kirjeldusele.
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VII LISA

KODULINDUDE SOODA ENERGIASISALDUSE ARVUTAMISE MEETOD

Energiasisalduse arvutamine ja viljendamine
Kodulindude segasooda energiasisaldus tuleb arvutada teatavate soodas sisalduvate analiiitiliste koostisosade

protsendimddra pohjal vastavalt allpool esitatud valemile. Energiasisaldus viljendatakse ainevahetuses tekkiva
energiana (ME) (lammastiku suhtes korrigeerituna) megadzaulides (M]) segaso6da kilogrammi kohta:

Ainevahetuses tekkiv energia (MJ/kg) = 0,1551 x kogu valgu protsent + 0,3431 x kogu rasva protsent + 0,1669 x
tarklise protsent + 0,1301 x sahharoosina viljendatud @ildsuhkru protsent

Avaldatud viirtuse lubatud hilbed

Kui ametlikul kontrollimisel ilmneb erinevus (s66da energiasisaldus on suurem voi vdiksem) kontrollitulemuste ja
avaldatud energiasisalduse vahel, on ainevahetuses tekkiva energia lubatud minimaalne hilve 0,4 MJ/kg.

Tulemuste viljendamine

Eespool esitatud valemit kasutades saadud tulemus tuleb esitada ithe kiimnendkoha tdpsusega.

Proovivétu- ja analiiisimeetodid

Proovid tuleb segasdodast votta ja arvutusmeetodis margitud analiiiitiliste koostisosade sisaldus tuleb kindlaks madrata
vastavalt sooda ametlikuks kontrolliks ettendhtud ithenduse proovivotu- ja analiiiisimeetoditele.

Kasutatakse jargmisi meetodeid:
—  kogu rasvasisalduse maaramiseks: III lisa H osas sitestatud meetod B toordli- ja -rasvasisalduse maaramiseks;

—  tarklisesisalduse méddramiseks: III lisa L osas sitestatud polarimeetriline meetod.
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VIII LISA

SOODAS MITTE ENAM LUBATUD LISANDITE EBASEADUSLIKU SISALDUSE KONTROLLIMISE
ANALUUSIMEETODID

Olulised markused

Et avastada so6das mitte enam lubatud lisandite ebaseaduslikku sisaldust, voib kasutada kiesoleva lisa
analiiiisimeetoditest tundlikumaid analiiiisimeetodeid.

Kiesolevas lisas nimetatud analiiiisimeetodeid kasutatakse kinnitamiseks.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

A.  METUULBENSOKAADI MAARAMINE

7-bensiiiiloksii-6-butiiiil-3-metoksiikarboniiiil-4-kinoloon

Eesmirk ja rakendusala

Selle meetodiga on voimalik méirata metiiiilbensokaadi taset so6das. Mddramispiir on 1 mg/kg.

P6himote

Metiiiilbensokaat ekstraheeritakse proovist metaansulfoonhappe metanoolilahusega. Ekstrakt puhastatakse
diklorometaaniga ioonvahetuskromatograafia abil ja seejirel uuesti diklorometaaniga. Metiiiilbensokaadi sisaldus
mddratakse poordfaasilise kdrgefektiivse vedelikkromatograafia (HPLC) abil, kasutades UV-detektorit.

Reaktiivid

Diklorometaan

HPLC-puhtusastmega metanool

HPLC litkuv 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 toodeldes ultraheliga 10 minutit).
Metaansulfoonhappe lahus, ¢ = 2 %

20,0 ml metaansulfoonhapet lahjendatakse metanooliga (3.2) 1 000 ml-ni.
Soolhappe lahus, ¢ = 10 %

100 ml soolhapet (p,o = 1,18 g/ml) lahjendatakse veega 1 000 ml-ni.
Katioonvahetusvaik Amberlite CG-120 (Na-vormis), 100-200 messi.

Vaiku toodeldakse enne kasutamist 100 g vaiku immutatakse 500 ml soolhappe lahusega (3.5) ja kuumutatakse
kuumal plaadil pidevalt segades keemiseni. Lastakse jahtuda ja hape dekanteeritakse. Filtreeritakse 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 dhku libi lastes.
Kuivatatud vaiku hoitakse korgiga suletud pudelis.
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3.7.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.4.1.

4.5.

4.6.

5.2.

5.3.

Standardaine: puhas metiiiilbensokaat (7-bensiiloksii-6-butiiiil-3-metoksiikarboniiiil-4-kinoloon)
Metiiiilbensokaadi pohistandardlahus, 500 pg/ml

50 mg standardainet (3.7) kaalutakse 0,1 mg tdpsusega, lahustatakse 100 ml modtekolbis metaansulfoonhappe
lahuses (3.4), kolb tdidetakse margini ja segatakse.

Metiiiilbensokaadi vahestandardlahus, 50 pg/ml

5,0 ml metiiiilbensokaadi pohistandardlahust (3.7.1) viiakse 50 ml mdotekolbi, kolb tdidetakse metanooliga (3.2)
margini ja segatakse.

Kalibreerimislahused

Vastavalt 1,0; 2,0; 3,0; 40 ja 50 ml metiiilbensokaadi vahestandardlahust (3.7.2) viiakse 25 ml
mootekolbidesse. Kolvid tdidetakse likkuva faasiga (3,3) mdrgini ja segatakse. Lahuste metiiiilbensokaadi
kontsentratsioonid 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 reservuaariga

HPLC-seade muudetava lainepikkusega ultraviolett-detektoriga voi dioodireadetektoriga
Vedelikkromatograafia kolonn: 300 mm x 4 mm, Cy, tdidise terasuurus 10 pm voi samavairne
Membraanfiltrid 0,22 pm.

Membraanfiltrid 0,45 pm.

To66 kiik
Uldstted

Vordlussoota analitiisitakse, et selles ei oleks metiiiilbensokaati ega teisi segavaid aineid.

Saagisekatses analiiiisitakse vordlussoota, millele on lisatud proovis oleva kogusega ligilihedane kogus
metiitilbensokaati. Kontsentratsiooni 15 mg/kg saamiseks lisatakse 20 g vordlussoodale 600 pl pshistandardla-
hust (3.7.1), segatakse ja oodatakse enne ekstraheerimise (5.2) alustamist 10 minutit.

Markus: selle meetodi rakendamiseks peab vordlussoot olema tiitibilt sarnane prooviga ja analiiiisi tulemusena ei
tohi sellest leida metiiiilbensokaati.

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 filtreeritakse labi
filterpaberi ja filtraat hoitakse vedelik-vedelik ekstraktsiooniks (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 diklorometaani (3.1) ja loksutatakse iiks minut. Kihtidel lastakse eralduda ning
alumine (diklorometaani) kiht viiakse 500 ml iimarkolbi. Veefaasi ekstraheerimist korratakse veel kahe 40 ml
portsjoni diklorometaaniga ja need ithendatakse esimese ekstraktiga timarkolvis. Diklorometaani ekstrakt
aurustatakse poordaurusti (4.2) abil kuivaks vihendatud rohul, temperatuuril 40 °C. Jaik lahustatakse 20-25 ml
metanoolis (3.2), kolb suletakse ja kogu ekstrakt hoitakse ioonvahetuskromatograafiaks (5.4).
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5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.5.

5.6.

5.6.1.

5.6.2.

5.6.3.

loonvahetuskromatograafia

Katioonvahetuskolonni ettevalmistamine

Klaasvatist tropp asetatakse klaaskolonni (4.3) pdhja. 5,0 g toodeldud katioonvahetusvaiku (3.6) immutatakse
50 ml soolhappega (3.5), valatakse klaaskolonni ja lastakse settida. Liigsel happel lastakse 1dbi kolonni voolata,
kuni happe nivoo on jéudnud vaigu tilemise pinnani, ja kolonni pestakse veega, kuni viljavoolav 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 labi kolonni voolata, kuni
ekstrakti nivoo on joudnud vaigu pinnani, ja kolonni pestakse 50 ml metanooliga nii, et voolu kiirus ei tiletaks
5 ml minutis. Viljavoolanud vedelik kallatakse dra. Metiitilbensokaat 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 loputusvedelikud 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 Gimarkolbi. Veefaasi ekstraheerimist korratakse veel kahe 70 ml portsjoni diklorometaaniga ja need
ekstraktid tthendatakse esimesega timarkolvis.

Diklorometaani ekstrakt aurustatakse poordaurusti (4.2) abil kuivaks vihendatud réhul, temperatuuril 40 °C.
Jadk lahustatakse kolvis umbes 5 ml metanoolis (3.2) ning saadud lahus viiakse kvantitatiivselt 10 ml
mobdtekolbi. Umarkolbi loputatakse veel kahe portsjoni 1-2 ml metanooliga ja viiakse need médtekolbi. Kolb
tdidetakse metanooliga mérgini ja segatakse. Lahuse alikvootne osa filtreeritakse 1dbi membraanfiltri (4.6). Lahust
hoitakse HPLC médramiseks (5.6).

HPLC mddramine

Parameetrid

Soovitatakse juhinduda jirgmistest tingimustest (muid tingimusi vdib kasutada juhul, kui need annavad
samavairsed 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;

—  sissesiistitav ruumala: 20-50 pl.

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 moddetakse igale kontsentratsioonile vastavad piigi

korgused (pindalad). Koostatakse kalibreerimisgraafik, kandes ordinaatteljele kalibreerimislahuste keskmised piigi
korgused (pindalad) ja abstsissteljele vastavad kontsentratsioonid (ug/ml).

Proovilahus

Prooviekstrakti (5.5) siistitakse mitu korda, kasutades sama mahtu nagu kalibreerimislahuste puhul, ning
méiratakse metiiiilbensokaadi piigi keskmine korgus (pindala).

Tulemuste arvutamine

Proovilahuse kontsentratsioon méiratakse pg/ml proovilahuse metiiiilbensokaadi piikide keskmise kdrguse
(pindala) jargi, kasutades kalibreerimisgraafikut (5.6.2).



L 54/112

Euroopa Liidu Teataja

26.2.2009

7.1.

7.1.2.

7.2.

7.3.

Proovi metiiiilbensokaadi sisaldus w (mg/kg) arvutatakse jargmise valemi jargi:

¢ x 40
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 prooviekstrakti ja 10 pg/ml sisaldusega kalibreerimislahuse (3.7.3) spektreid.

Tdiendav kromatograafia
Prooviekstrakti metiiiilbensokaadi kontsentratsiooni suurendatakse, lisades vahestandardlahust (3.7.2) sobivas

koguses. Lisatav metiiiilbensokaadi kogus peab olema sarnane prooviekstrakti analiiiisil leitud metiiiilbensokaadi
kogusega.

Vottes arvesse nii lisatud kogust kui ka ekstrakti lahjendust, peab tdusma ainult metiiiilbensokaadi piigi korgus.
Piigi laius selle poolel korgusel ei tohi erineda rohkem kui 10 % kontsentreerimata prooviekstrakti
metiiiilbensokaadi piigi laiusest.

Dioodireadetektori kasutamine

Tulemusi hinnatakse jargmiste kriteeriumide kohaselt:

a)  proovi ja standardi spektrite maksimumneeldumise lainepikkused, mis on registreeritud kromatogrammi
piigi tipus, peavad langema kokku detekteerimissiisteemi lahutusvdime maaratud piires. Dioodireadetektori
puhul on see tavaliselt ligikaudu 2 nm;

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
nouet peetakse taidetuks, kui nimetatud spektrites esinevad iihed ja samad maksimumid ning erinevused
kahe spektri kdigis uuritud punktides ei iileta 15 % standardainele vastavatest neeldumistest;

¢)  vahemikus 220-350 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 nimetatud spektrites
esinevad iihed ja samad maksimumid ning erinevused mitte itheski uuritud punktis ei iileta 15 % piigi tipu
vastavatest neeldumisspektritest.

Kui moni nendest nduetest ei ole tdidetud, ei peeta otsitava aine olemasolu tdestatuks.

Korratavus

Sama prooviga tehtud kahe paralleelse madramise tulemuste erinevus ei tohi iiletada: 10 % suuremast tulemusest
metiitilbensokaadisisalduse 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
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Vordlussoot Jahu 1 Graanulid 1 Jahu 2 Graanulid 2

v, [ %] — 6,70 4,40 6,70 5,70
sg [mg/kg] — 0,40 0,50 0,90 1,00
CVi [ %] — 8,90 11,10 10,10 11,50
Saagis [ %] — 92,00 93,00 92,00 89,00
ND = allpool avastamislave
s, = korratavust iseloomustav standardhilve
CV, = korratavuse variatsioonikordaja, %
s = reprodutseeritavust iseloomustav standardhilve
CVy = reprodutseeritavuse variatsioonikordaja, %
B.  OLAKVINDOKSI MAARAMINE
(2-[N-2~(hiidroksiietiiiil karbamoiiiil |- 3-metiiiilkinoksaliin-N1,N*-dioksiid)

1. Eesmirk ja rakendusala
Selle meetodiga on vdimalik méirata olakvindoksi taset soodas. Méddramispiir on 5 mg/kg.

2. Pohimote
Proov ekstraheeritakse metanooli vesilahuses. Olakvindoksisisaldus mdaratakse poordfaasilise korgefektiivse
vedelikkromatograafia (HPLC) abil, kasutades ultraviolettdetektorit.

3. Reaktiivid

3.1. Metanool

3.2. HPLC-puhtusastmega metanool

3.3. HPLC-puhtusastmega vesi

3.4. HPLC litkuv faas
Vee (3.3) ja metanooli (3.2) segu, 900 +100 (V + V).

3.5. Standardaine: puhas olakvindoks 2-[N-2’-(hiidroksiietiiiil) karbamoiiiil]-3-metiiiilkinoksaliin-N! N*-dioksiid,
E 851.

3.5.1. Olakvindoksi pohistandardlahus, 250 pg/ml.
50 mg olakvindoksi (3.5) kaalutakse tdpsusega 0,1 mg ning asetatakse 200 ml mddtekolbi ja lisatakse ligikaudu
190 ml vett. Kolb asetatakse 20 minutiks ultrahelivanni (4.1). Pdrast ultraheliga mojutamist viiakse lahuse
temperatuur toatemperatuurini, tdidetakse kolb veega kuni margini ja segatakse. Kolb mahitakse alumiinium-
fooliumi ja siilitatakse kiilmikus. See lahus tuleb igal kuul uuesti valmistada.

3.5.2. Olakvindoksi vahestandardlahus, 25 pg/ml.
10,0 ml pohistandardlahust (3.5.1) valatakse 100 ml mddtekolbi, tdidetakse see likkuva faasiga (3.4) kuni mérgini
ja segatakse. Kolb mdhitakse alumiiniumfooliumi ja sdilitatakse kiilmikus. See lahus tuleb iga pidev uuesti
valmistada.

3.5.3. Kalibreerimislahused

50 ml mddtekolbidesse pannakse 1,0, 2,0, 5,0, 10,0, 15,0 ja 20,0 ml vahestandardlahust (3.5.2). Kolvid
tdidetakse litkuva faasiga (3,4) mirgini ja segatakse. Kolb mihitakse 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.
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4.1.

4.2.

4.3.

5.1.

5.1.1.

5.2.

5.3.

5.3.2.

Seadmed

Ultrahelivann

Mehaaniline loksuti.

HPLC seade muudetava lainepikkusega ultraviolettdetektoriga voi dioodireadetektoriga.
Vedelikkromatograafia kolonn, 250 mm x 4 mm, Cys, tdidise terasuurus 10 pm vdi samavairne

Membraanfiltrid 0,45 pm.

T6o6 kiik

Markus:  olakvindoks on valgustundlik. Kdik protseduurid tehakse norgas valguses voi kasutatakse tumedast
klaasist anumaid.

Uldsitted

Tuleb analiiiisida vordlussoota, veendumaks, et selles ei ole ei olakvindoksit ega segavaid aineid.

Saagisckatses analiiiisitakse vOrdlussoota, millele on lisatud proovis oleva kogusega ligildhedane kogus
olakvindoksit. Et saada kontsentratsiooni 50 mgfkg, viiakse 10,0 ml pdohistandardlahust (3.5.1) 250 ml
koonilisse kolbi ja aurustatakse lahus ligikaudu 0,5 milliliitrini. Lisatakse 50 g vordlussoota, segatakse hoolikalt ja
jaetakse 10 minutiks seisma, segades enne ekstraheerima (5.2) asumist veel mitu korda.

Markus:  selle meetodi puhul peab vordlussoot olema prooviga samalaadne 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 vilja, loksutatakse 30 minutit loksutil (4.2) ja
filtreeritakse 1abi kurdfiltri. 10,0 ml filtraati kallatakse 20 ml mddtekolbi, tdidetakse veega kuni mirgini ja
segatakse. Alikvootne osa filtreeritakse 1abi membraanfiltri (4.4). (vt tahelepanck 9). Seejirel alustatakse HPLC
madramist (5.3).

HPLC mddramine
Parameetrid

Soovitatakse juhinduda jirgmistest tingimustest (muid tingimusi voib 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
Sissesiistitav ruumala: ~ 20-100 pl

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 moodetakse igale kontsentratsioonile vastavad piigi

korgused (pindalad). Koostatakse kalibreerimisgraafik, kandes ordinaatteljele kalibreerimislahuste keskmised piigi
korgused (pindalad) ja abstsissteljele vastavad kontsentratsioonid (pg/ml).

Proovilahus

Prooviekstrakti (5.2) siistitakse mitu korda, kasutades sama mahtu nagu kalibreerimislahuste puhul, ning
mairatakse olakvindoksi piigi keskmine korgus (pindala).
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6. Tulemuste arvutamine

Proovilahuse olakvindoksipiikide keskmise kdrguse (pindala) alusel leitakse kalibreerimisgraafiku (5.3.2) abil
proovilahuse kontsentratsioon (ug/ml).

Proovi olakvindoksisisaldus w (mg/kg) arvutatakse jargmise valemi alusel:

¢ x 1000
wW=——
m

kus:

¢ = olakvindoksi kontsentratsioon (ug/ml) prooviekstraktis (5.2);

m = kaalutise mass grammides (5.2).

7. Tulemuste kehtivuse kontroll
7.1. Identsus

Uuritava aine identsust saab kinnitada tdiendava kromatograafiakatse abil voi kasutades dioodireadetektorit, mille
puhul vorreldakse prooviekstrakti (5.2) ja 5,0 pg/ml sisaldusega kalibreerimislahuse (3.5.3) spektreid.

7.1.1. Tdiendav kromatograafia

Prooviekstraktile (5.2) lisatakse vajalik kogus kalibreerimislahust (3.5.3). Lisatud olakvindoksikogus peab olema
ligikaudu sama suur nagu prooviekstraktist leitud olakvindoksikogus.

Vattes arvesse nii lisatud kogust kui ka ekstrakti lahjendust, peab tdusma itksnes olakvindoksipiigi korgus. Piigi
laius selle poolel korgusel ei tohi erineda rohkem kui 10 % kontsentreerimata prooviekstrakti olakvindoksipiigi
laiusest.

7.1.2. Kontrollimine dioodireadetektori abil

Tulemusi hinnatakse jargmiste kriteeriumide kohaselt:

a)  proovi ja standardi kromatogrammidel oleva piigi tipu spektri suurima neeldumise lainepikkused peavad
analiitisiseadme lahutusvdime piires {ihte langema. Dioodireadetektori lahutusvdime on tavaliselt + 2 nmy;

b)  lainepikkustel 220-400 nm ning suhtelise neeldumise vahemikus 10-100 % peavad proovi ja standardi
piigi tipu spektrid kromatogrammil iihte langema. Seda nduet peetakse tdidetuks, kui mainitud spektrites
esinevad ithed ja samad maksimumid ning erinevused kahe spektri koigis uuritud punktides ei tileta 15 %
standardainele vastavatest neeldumistest;

¢) lainepikkustel 220-400 nm ning suhtelise neeldumise vahemikus 10-100 % peavad prooviekstrakti piigi
tousva osa, tipu ja alaneva osa spektrid iithte langema. Seda nouet peetakse taidetuks, kui nimetatud
spektrites esinevad iihed ja samad maksimumid ning erinevused kdigis uuritud punktides ei iileta 15 %
piigi tipu spektri vastavatest neeldumistest.

Kui moni nendest nduetest ei ole tdidetud, ei peeta otsitava aine olemasolu tdestatuks.

7.2. Korratavus

Kui olakvindoksisisaldus on 10-200 mg/kg, ei tohi sama prooviga tehtud kahe paralleelse madramise tulemuste
erinevus tiletada 15 % suuremast tulemusest.

7.3. Saagis

Suurendatud kontsentratsiooniga fooniproovi puhul peab saagis olema vahemalt 90 %.
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

Uhisuuringu tulemused

Korraldati EU iihisuuring, mille kdigus kuni 13 laborit analiiiisisid nelja porsasédda proovi, millest iiks oli

vordlussoot. Tulemused olid jargmised:

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
Sg [mg/kg] — 1,62 428 8,42
v, [ %] — 5.6 43 6,7
CVi [ %] — 11,1 8,9 8,8
Nominaalsisaldus
[mg/kg] — 15 50 100
saagis: % — 97,3 96,0 95,4

= laboratooriumide arv

= {iksikméddramiste arv
S, = korratavust iseloomustav standardhilve
Sk = reprodutseeritavust iseloomustav standardhilve

CV, = korratavuse variatsioonikordaja

CVr = reprodutseeritavuse variatsioonikordaja

Tihelepanek

Kuigi meetodit ei ole kontrollitud so6tade suhtes, mille olakvindoksisisaldus on iile 100 mg/kg, vdib saavutada
rahuldavaid tulemusi, kasutades viiksema massiga proove ja/vdi lahjendades ekstrakti (5.2) kalibreerimisgraafiku
(5.3.2) vahemikku jadva kontsentratsiooni saamiseks.

C.  AMPROOLIUMI MAARAMINE

1-[(4-amino- 2-propiiiilpiirimidiin- 5-iiiilmetiiiil |- 2-metiiiilpiiridiiniumkloriidhiidrokloriid

Eesmirk ja rakendusala

Selle meetodiga on vdimalik mairata amprooliumi kogust s66das ja eelsegudes. Avastamiskiinnis on 1 mg/kg,

madramispiir 5 mg/kg.

Pohimote

Proov ekstraheeritakse metanooli vesilahuses. Pirast liikuva faasiga lahjendamist ja membraanfiltreerimist
mairatakse amprooliumisisaldus korgefektiivse katioonvahetus-vedelikkromatograafia (HPLC) abil, kasutades

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 naatriumdivesinikfosfaadi monohiidraati, tdidetakse kolb

veega (3.3) kuni margini ja segatakse.
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3.5.

3.6.

3.7.

3.7.1.

3.7.2.

3.7.3.

3.8.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

Naatriumperkloraadi lahus, ¢ = 1,6 mol/l

1 000 ml modtekolvis lahustatakse vees (3.3) 224,74 g naatriumperkloraadi monohtidraati, tiidetakse kolb
veega (3.3) kuni margini ja segatakse.

HPLC liikuv faas (vt tihelepanek 9.1).

Atsetonitriili (3.2), naatriumdivesinikfosfaadi lahuse (3.4) ja naatriumperkloraadi lahuse (3.5) segu, 450 + 450 +
100 (v+v+v). Enne kasutamist filtreeritakse lahus 1abi 0,22 pm membraanfiltri (4.3) ja degaseeritakse (nt
ultrahelivannis (4.4) vahemalt 15 minutit).

Standardaine: puhas amproolium, 1-[(4-amino-2-proptiilptirimidiin-5-iiil)metiiiil]-2-metitilptiridiiniumkloriid-
hiidrokloriid, E 750 (vt 9.2).

Amprooliumi pdhistandardlahus, 500 pg/ml

50 mg amprooliumi (3.7) kaalutakse tipsusega 0,1 mg, pannakse see 100 ml modtekolbi, 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 margini ja segatakse. Temperatuuril < 4 °C silib lahus
muutumatuna ithe kuu.

Amprooliumi vahestandardlahus, 50 pg/ml

5,0 ml pohistandardlahust (3.7.1) pipetitakse 50 ml mddtekolbi, tdidetakse see ekstrahendiga (3.8) kuni margini
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 mddtekolbidesse. Kolvid tiidetakse litkuva faasiga
(3.6) margini 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 v6i 10 pum voi
samavairne

Muudetava lainepikkusega UV-detektor voi dioodireadetektor
Membraanfilter, poliitetrafluoroetiileenist, 0,45 pm.
Membraanfilter 0,22 pm.

Ultrahelivann

Mehaaniline loksuti voi magnetsegur

Too6 kiik

Uldsdtted

Vordlussoot

Selleks, et teha saagisekatset (5.1.2), tuleb eelnevalt teha vordlussdoda analiiiis, veendumaks, et selles ei ole ei

amprooliumi ega segavaid aineid. Vordlussoot peab olema prooviga samalaadne ja selles ei tohi leiduda
amprooliumi voi segavaid aineid.
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5.2.

5.3.

Saagisekatse

Saagisckatses analiiiisitakse vordlussoota, millele on lisatud proovis oleva kogusega ligildhedane kogus
amprooliumi. Et saada kontsentratsiooni 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
jaetakse 10 minutiks 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 analiitisitavale 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 s6odad

Olenevalt amprooliumisisaldusest kaalutakse 5-40 g proovi tipsusega 0,01 g, kantakse see 500 ml koonilisse
kolbi ja lisatakse 200 ml ekstrahenti (3.8). Kolb asetatakse ultrahelivanni (4.4) ja jaetakse 15 minutiks seisma.
Kolb voetakse ultrahelivannist vilja 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 (vt tahelepanek 9.3).
5-10 ml lahjendatud lahust filtreeritakse labi membraanfiltri (4.2). Seejirel alustatakse HPLC méddramist (5.3).

Eelsegud (amprooliumisisaldus = 1 %)

Olenevalt amprooliumisisaldusest kaalutakse 1-4 g proovi tipsusega 0,001 g, kantakse see 500 ml koonilisse
kolbi ja lisatakse 200 ml ekstrahenti (3.8). Kolb asetatakse ultrahelivanni (4.4) ja jietakse 15 minutiks seisma.
Kolb voetakse ultrahelivannist vélja ja loksutatakse loksutil vdi segatakse magnetseguril (4.5) iiks tund. Ekstrakti
alikvoot lahjendatakse lifkuva faasiga (3.6) amprooliumisisalduseni 0,5-2 pg/ml ja segatakse. 5-10 ml
lahjendatud lahust filtreeritakse 1dbi membraanfiltri (4.2). Seejirel alustatakse HPLC méédramist (5.3).

HPLC mddramine
Parameetrid

Soovitatakse juhinduda jirgmistest tingimustest (muid tingimusi voib kasutada juhul, kui need tagavad
samavadrsed tulemused):

Vedelikkromatograafia

kolonn (4.1.1): 125 mm x 4 mm, katioonvahetaja Nucleosil 10 SA, tdidise terasuurus 10 pm voi
samavaarne
Liikuv faas (3.6): atsetonitriili (3.2), naatriumi, divesiniksulfaadi lahuse (3.4) ja naatriumperkloraadi (3.5)

segu, 450+450+100 (v+v+v)
Voolukiirus: 0,7-1 ml/min
Avastamise lainepikkus: 264 nm

Sissesiistitav ruumala: 100 pl

Kromatograafiaseadme tasakaalustatust kontrollitakse, siistides kolonni mitu korda kalibreerimislahust (3.5.3)
kontsentratsiooniga 1,0 ug/ml, kuni saavutatakse konstantsed piigikdrgused ja retentsiooniajad.

Kalibreerimisgraafik

Iga kalibreerimislahust (3.7.3) siistitakse mitu korda ja md6detakse igale kontsentratsioonile vastavad keskmised
piigikorgused (pindalad). Koostatakse kalibreerimisgraafik, kandes ordinaatteljele kalibreerimislahuste keskmised
piigi korgused (pindalad) ja abstsissteljele vastavad kontsentratsioonid (ug/ml).

Proovilahus

Prooviekstrakti (5.2) siistitakse mitu korda, kasutades sama mahtu, mis kalibreerimislahuste puhul, ja maaratakse
amprooliumipiikide keskmine kdrgus (pindala).

Tulemuste arvutamine

Proovilahuse amprooliumipiikide keskmise korguse (pindala) alusel leitakse kalibreerimisgraafiku (5.3.2) abil
proovilahuse kontsentratsioon (ug/ml).
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Proovi amprooliumisisaldus w (mg/kg) arvutatakse jirgmise valemi jargi:

Vxcxf
w=-—"" [mgfkg]

kus:

V = punkti 5.2 kohane ekstrahendi (3.8) maht milliliitrites (s.0 200 ml);
¢ = amprooliumi kontsentratsioon (ug/ml) prooviekstraktis (5.2);
f = punkti 5.2 kohane lahjendusfaktor;

m = kaalutise mass grammides.

7. Tulemuste kehtivuse kontroll
7.1. Identsus

Uuritava aine identsust saab kinnitada tdiendava kromatograafiakatse abil voi kasutades dioodireadetektorit, mille
puhul vorreldakse prooviekstrakti (5.2) ja 2,0 pg/ml sisaldusega kalibreerimislahuse (3.7.3) spektreid.

7.1.1. Tdiendav kromatograafia

Prooviekstraktile (5.2) lisatakse vajalik kogus kalibreerimislahust (3.7.3). Lisatud amprooliumikogus peab olema
ligikaudu sama suur nagu prooviekstraktist leitud amprooliumikogus.

Vottes arvesse nii lisatud kogust kui ka ekstrakti lahjendust, peab tdusma iiksnes amprooliumipiigi korgus. Piigi
laius selle poolel kdrgusel ei tohi erineda rohkem kui 10 % kontsentreerimata prooviekstrakti amprooliumipiigi
laiusest.

7.1.2. Kontrollimine dioodireadetektori abil

Tulemusi hinnatakse jargmiste kriteeriumide kohaselt:

a)  proovi ja standardi kromatogrammidel oleva piigi tipu spektri suurima neeldumise lainepikkused peavad
analiitisiseadme lahutusvdime piires iihte langema. Dioodireadetektori lahutusvdime on tavaliselt + 2 nm;

b)  lainepikkustel 210-320 nm ning suhtelise neeldumise vahemikus 10-100 % peavad proovi ja standardi
piigi tipu spektrid kromatogrammil iihte langema. Seda nduet peetakse tdidetuks, kui mainitud spektrites
esinevad ithed ja samad maksimumid ning erinevused kahe spektri koigis uuritud punktides ei tileta 15 %
standardainele vastavatest neeldumistest;

¢) lainepikkustel 210-320 nm ning suhtelise neeldumise vahemikus 10-100 % peavad prooviekstrakti piigi
tusva osa, tipu ja alaneva osa spektrid thte langema. Seda nduet peetakse tdidetuks, kui nimetatud
spektrites esinevad ithed ja samad maksimumid ning erinevused koigis uuritud punktides ei ileta 15 %
piigi tipu spektri vastavatest neeldumistest.

Kui moni nendest nduetest ei ole tdidetud, ei peeta otsitava aine olemasolu tdestatuks.

7.2. Korratavus

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

— 15 % suuremast tulemusest, kui amprooliumisisaldus on vahemikus 25-500 mg/kg;
— 75 mglkg, kui amprooliumisisaldus on vahemikus 500-1 000 mg/kg;

— 7,5 % suuremast tulemusest, kui amprooliumisisaldus on suurem kui 1 000 mg/kg.

7.3. Saagis

Suurendatud kontsentratsiooniga (fooni)proovi puhul peab saagis olema vihemalt 90 %.
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9.1.

9.2.

9.3.

3.1.

3.2

Uhisuuringu tulemused

Korraldati tihisuuring, mille kdigus analiiiisiti kolme kodulindude so6ta (proovid 1-3), ithte mineraalsoota
(proov 4) ja tihte eclsegu (proov 5). Tulemused on esitatud jargmises tabelis:

Proov 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
sg [mg/kg] — 2,95 11,8 266 760
CVe [ %] — 6,47 6.27 5,19 3,00
Nominaalsisaldus [mg/kg] — 50 200 5000 25000

= laboratooriumide arv
n = iksikmddramiste arv
s, = korratavust iseloomustav standardhilve
CV, = korratavuse variatsioonikordaja
sg = reprodutseeritavust iseloomustav standardhilve
CVyr = reprodutseeritavuse variatsioonikordaja
Tihelepanekud

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 farmakopoa andmetel on soolhappelahuses (c = 0,1 mol[l) amprooliumi lahuse (c = 0,02 mol/])
neeldumismaksimumid 246 ja 262 nm juures. Neelduvus on 246 nm juures 0,84 ja 262 nm juures 0,80.

Ekstrakt tuleb iga kord litkuva faasiga lahjendada, sest vastasel korral voib amprooliumipiigi retentsiooniaeg
ioontugevuse muutuste tdttu oluliselt nihkuda.

D. KARBADOKSI MAARAMINE

Metiiiil-3-(2-kinoksaliniiiilmetiileen)karbasaat-N',N*-dioksiid

Eesmirk ja rakendusala

Selle meetodiga on voimalik maarata karbadoksi kogust soodas, eelsegudes ja preparaatides. Avastamiskiinnis on
1 mg/kg. Mddramispiir 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 maaratakse
poordfaasilise korgefektiivse vedelikkromatograafia (HPLC) abil, kasutades ultraviolettdetektorit.

Reaktiivid
Metanool

HPLC-puhtusastmega atsetonitriil
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3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.11.1.

3.11.2.

3.12.

4.1.

4.2.

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).
Aiddikhape, 0 = 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 dddikhappega (3.6) 6,0-ni.
Lahus kallatakse 1 000 ml modtekolbi, kolb tdidetakse veega (3.8) kuni margini ja segatakse.

HPLC liikuv faas

825 ml atsetaatpuhverlahust (3.9) segatakse 175 ml atsetonitriiliga (3.2).

Filtreeritakse 1dbi 0,22 pm filtri (4,5) ja lahus degaseeritakse (nt toodeldes ultraheliga 10 minutit).
Standardaine

Puhas karbadoks: metiiiil-3-(2-kinoksaliniiiilmetiileen)karbasaat-N',N*-dioksiid, E 850
Karbadoksi pdhistandardlahus, 100 pg/ml (vt mirkus 5. Too kiik).

25 mg karbadoksi standardainet (3.11) kaalutakse tipsusega 0,1 mg ja asetatakse see 250 ml mddtekolbi.
Lahustatakse ultraheliga mojutades (4.7) metanooli ja atsetonitriili segus (3.5). Parast ultraheliga mojutamist
viiakse lahuse temperatuur toatemperatuurini, tdidetakse kolb metanooli ja atsetonitriili seguga (3.5) kuni
mirgini ja segatakse. Kolb mahitakse alumiiniumfooliumi vo6i kasutatakse tumedat anumat ja siilitatakse
killmikus. Temperatuuril < 4 °C siilib lahus muutumatuna iihe kuu.

Kalibreerimislahused

2,0, 5,0 10,0 ja 20,0 ml pdhistandardlahust (3.11.1) pannakse 100 ml mddtekolbidesse. Lisatakse 30 ml vett,
tdidetakse kolvid metanooli ja atsetonitriili seguga (3.5) kuni margini ja segatakse. Kolb mahitakse
alumiiniumfooliumi. Need lahused sisaldavad karbadoksi vastavalt 2,0, 5,0, 10,0 ja 20,0 pg/ml.

Kalibreerimislahused tuleb valmistada vahetult enne kasutamist.

Markus:  karbadoksi mdadramiseks soodas, 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 voi magnetsegur

Klaaskiudfilterpaber (Whatman GF/A voi selle analoog)
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4.3.

4.4.

4.4.1.

4.4.2.

4.5.

4.6.

4.7.

5.1.

5.2.

5.2.2.

Klaaskolonn (pikkus 300-400 mm, sisediameeter ligikaudu 10 mm) paagutatud klaasfiltri ja dravooluklapiga.

Markus:  kasutada voib ka sulgemiskraaniga voi koonuseks toodeldud otsaga klaaskolonni; sel juhul pannakse
kolonni alumisse otsa viike klaasvillatropp, mis tambitakse klaaspulgaga tihedaks.

HPLC seade koos sissepritsesiisteemiga, mis voimaldab siistida 20 pl.

Vedelikkromatograafia kolonn: 300 mm x 4 mm, Cys, tdidise terasuurus 10 pm vdi samavairne

Muudetava lainepikkusega UV-detektor voi dioodireadetektor, mis tootab vahemikus 225-400 nm.

Membraanfilter 0,22 pm.

Membraanfilter 0,45 pm.

Ultrahelivann

T6o kiik

Markus:  karbadoks on valgustundlik. K6ik protseduurid tehakse ndrgas valguses v6i kasutatakse tumedat voi
alumiiniumfooliumi mahitud anumat.

Uldstted
Vordlussoot

Selleks, et teha saagisekatset (5.1.2), tuleb eelnevalt teha vordlussoda analiiiis, veendumaks, et selles ei ole ei
karbadoksi ega segavaid aineid. Vordlussoot peab olema prooviga samalaadne ja selles tohi leiduda karbadoksi
ega segavaid aineid.

Saagisekatse

Saagisckatses analiitisitakse vordlussoota (5.1.1), millele on lisatud proovis oleva kogusega ligilihedane kogus
karbadoksi. Et saada kontsentratsiooni 50 mg/kg, kantakse 5,0 ml pohistandardlahust (3.11.1) 200 ml koonilisse
kolbi. Lahus aurustatakse limmastikuvoolus ligikaudu 0,5 milliliitrini. Lisatakse 10 g vordlussoota, segatakse ja
jaetakse enne ekstraheerima (5.2) asumist 10 minutiks seisma.

Juhul kui prooviga samalaadne vordlussoot puudub (vt 5.1.1), voib saagisekatse teha standardsel lisamismeetodil.
Sel juhul lisatakse proovile ligikaudu sama suur karbadoksikogus, mis on proovis juba olemas. Seda proovi
analiitisitakse koos kontsentreerimata prooviga ja saagis leitakse lahutamise teel.

Ekstraheerimine
SO0t

10 g proovi kaalutakse tapsusega 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 siilitatakse puhastamiseks (5.3).

Eelsegud (0,1-2,0 %)

1 g jahvatamata proovi kaalutakse tipsusega 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), korgitakse kinni ja
loksutatakse 30 minutit loksutil voi segatakse magnetseguril (4.1). Lahus filtreeritakse 1dbi klaaskiust filter-
paberi (4.2).
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5.2.3.

5.3.

5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

Filtraadi alikvoot pipetitakse 50 ml modtekolbi. Lisatakse 15,0 ml vett, tdidetakse kolvid metanooli ja
atsetonitriili seguga (3.5) kuni mirgini ja segatakse. Lopplahuse karbadoksikontsentratsioon on ligikaudu
10 pg/ml. Alikvoot filtreeritakse 1abi 0,45 pm filtri (4.6).

Seejirel alustatakse HPLC médramist (5.4).

Preparaadid (> 2 %)
0,2 g jahvatamata proovi kaalutakse tipsusega 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), korgitakse

kinni ja homogeenitakse. Proovi mojutatakse ultraheliga (4.7) 15 minutit, seejdrel loksutatakse voi segatakse
15 minuti jooksul (4.1). Lahus filtreeritakse ldbi klaaskiust filterpaberi (4.2).

Filtraadi alikvoot lahjendatakse vee ning metanooli ja atsetonitriili seguga (3.12), kuni karbadoksi
loppkontsentratsioon on 10-15 pg/ml (10 % preparaadi puhul on lahjendusaste 10). Alikvoot filtreeritakse
labi 0,45 um filtri (4.6).

Seejirel alustatakse HPLC médramist (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 ira.
Jargmised 5 ml kogutakse ning filtreeritakse alikvoot libi 0,45 pm filtri (4.6).

Seejirel alustatakse HPLC madramist (5.4).
HPLC mddramine

Parameetrid

Soovitatakse juhinduda jargmistest tingimustest (muid tingimusi voib kasutada juhul, kui need annavad
samavdirsed tulemused):

Vedelikkromatograafia

kolonn (4.4.1): 300 mm x 4 mm, Cys, tdidise terasuurus 10 pm voi samavairne
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

Sissesiistitav ruumala: 20 pl

Kromatograafiaseadme tasakaalustatust kontrollitakse, siistides kolonni mitu korda kalibreerimislahust (3.11.2)
kontsentratsiooniga 5,0 pg/ml, kuni saavutatakse konstantsed piigikdrgused ja retentsiooniajad.

Kalibreerimisgraafik
Iga kalibreerimislahust (3.11.2) siistitakse mitu korda ja moddetakse igale kontsentratsioonile vastavad

piigikorgused (pindalad). Koostatakse kalibreerimisgraafik, kandes ordinaatteljele kalibreerimislahuste keskmised
piigi korgused (pindalad) ja abstsissteljele vastavad kontsentratsioonid (ug/ml).

Proovilahus

Prooviekstrakti [(5.3.2) sootade, (5.2.2) eelsegude ja (5.2.3) preparaatide puhul] siistitakse mitu korda ja
madratakse karbadoksipiikide keskmine kdrgus (pindala).

Tulemuste arvutamine

Proovilahuse karbadoksi piikide keskmise korguse (pindala) jirgi mddratakse proovilahuse karbadoksikont-
sentratsioon pg/ml, kasutades kalibreerimisgraafikut (5.4.2).
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6.1.

6.2.

7.1.

7.1.2.

Soot
Karbadoksisisaldus w (mg/kg) proovis arvutatakse jargmise valemi jargi:

Vi

[mgkg]

kus:

(g}
1l

karbadoksi kontsentratsioon (ug/ml) prooviekstraktis (5.3.2);
V, = ekstrahendi maht, ml (s.0 50);

kaalutise mass grammides.

3
I

Eelsegud ja preparaadid

Karbadoksisisaldus w (mg/kg) proovis arvutatakse jirgmise valemi jargi:

cxVy xf
=——2" [mgkg]

kus:

(g}
Il

karbadoksi kontsentratsioon (g/ml) prooviekstraktis (5.2.2 voi 5.2.3);
V, = ekstrahendi maht, ml (s.0 50 eelsegude, 150 preparaatide puhul);

-
1

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 prooviekstrakti 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 prooviekstraktist hinnanguline karbadoksikogus.

Vottes arvesse nii lisatud kogust kui ka ekstrakti lahjendust, peab tdusma iiksnes karbadoksipiigi kdrgus. Piigi
laius selle poolel kdrgusel ei tohi erineda rohkem kui 10 % kontsentreerimata prooviekstrakti karbadoksipiigi
laiusest.

Dioodireadetektori kasutamine

Tulemusi hinnatakse jargmiste 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;

b)  lainepikkustel 225-400 nm 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 koigis uuritud punktides ei iileta 15 % standardainele vastavatest neeldumistest;

¢) lainepikkustel 225-400 nm ning suhtelise neeldumise vahemikus 10-100 % peavad prooviekstrakti piigi
tdusva osa, tipu ja alaneva osa spektrid ithte langema. Seda nduet peetakse tdidetuks, kui mainitud
spektrites esinevad iihed ja samad maksimumid ning erinevused kdigis uuritud punktides ei ileta 15 %
piigi tipu spektri vastavatest neeldumistest.

Kui moni nendest nduetest ei ole tdidetud, ei peeta otsitava aine olemasolu tdestatuks.



26.2.2009

Euroopa Liidu Teataja

L 54/125

7.2.

7.3.

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 ithisuuring, mille kaigus analiiiisiti 8 laboratooriumis kuut s66ta, nelja eelsegu ja kolme preparaati. Iga
proovi puhul tehti kaks analiiiisi. (Uksikasjalikumat teavet selle ithisuuringu kohta voib leida ajakirjas Journal of

AOAC, kiide 71, 1988, Ik 484-490.) Tulemused (vdlja arvatud korvalekalded) on esitatud jargmises tabelis:

Tabel 1.

Uhisuuringu tulemused s66da 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 3,2 4,3
Sy (mgfkg) 3,92 413 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 7 8 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 41 5,1 7.7
CV, (%) 4,2 3,0 3,0 5,0 4,3 5,2 7,4
Sk (g/kg) 0,37 0,28 0,40 0,55 5,4 6,4 7.7
CVr (%) 4,2 3,0 4,3 6,3 5,7 6,5 7,4
Nominaalsisaldus (g/kg) 10,0 10,0 10,0 10,0 100 100 100

L = laboratooriumide arv

n = {iksikméddramiste arv

S, = korratavust iseloomustav standardhilve

CV, = korratavuse variatsioonikordaja

Sk = reprodutseeritavust iseloomustav standardhilve

CVy = reprodutseeritavuse variatsioonikordaja
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IX LISA

ARTIKLIS 6 OSUTATUD VASTAVUSTABELID

Direktiiv 71/250/EMU

Direktiiv 71/250/EMU Kéesolev méirus
Artikli 1 esimene 16ik Artikkel 3
Artikli 1 teine 16ik Artikkel 2
Artikkel 2 —
Artikkel 3 —
Lisa 1. osa 11 lisa
Lisa 2. osa —
Lisa 3. osa —
Lisa 4. osa III lisa O osa
Lisa 5. osa 11 lisa M osa
Lisa 6. osa III lisa N osa
Lisa 7. osa Il lisa Q osa
Lisa 9. osa III lisa K osa
Lisa 10. osa —
Lisa 11. osa —
Lisa 12. osa III lisa ] osa
Lisa 14. osa Il lisa D osa
Lisa 16. osa —

Direktiiv 71/393/EMU

Direktiiv 71/393/EMU Kdesolev méirus
Artikkel 1 Artikkel 3
Artikkel 2 —
Artikkel 3 —
Lisa I osa III lisa A osa
Lisa Il osa I lisa E osa
Lisa III osa 111 lisa P osa
Lisa IV osa III lisa H osa

Direktiiv 72/199/EMU

Direktiiv 72/199/EMU Kéesolev méirus

Artikkel 1 Artikkel 3
Artikkel 2 —
Artikkel 3 —
Artikkel 4 —

I lisa 1. osa III lisa L osa
I lisa 2. osa II lisa C osa
I lisa 3. osa —

[ lisa 4. osa —

[ lisa 5. osa V lisa A osa
I lisa —
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Direktiiv 73/46/EMU

Direktiiv 73/46/EMU

Kéesolev mairus

Artikkel 1
Artikkel 3
Artikkel 4
[ lisa 1. osa
[ lisa 2. osa
I lisa 3. osa

Artikkel 3

III lisa B osa

III lisa I osa

Direktiiv 76/371/EMU

Direktiiv 76/371/EMU

Kéesolev maarus

Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3
Lisa

Artikkel 1

I lisa

Direktiiv 76/372/EMU

Direktiiv 76/372/EMU

Kéesolev mairus

Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3
Lisa

Direktiiv 78/633/EMU

Direktiiv 78/633/EMU

Kédesolev mairus

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

Kédesolev mairus

Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3
Lisa
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10.

11.

12.

13.

Direktiiv 84/425/EMU

Direktiiv 84/425/EMU

Kéesolev mairus

Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3
Lisa

Direktiiv 86/174/EMU

Direktiiv 86/174/EMU

Kéesolev mairus

Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3
Lisa

Artikkel 4

VII lisa

Direktiiv 93/70[EMU

Direktiiv 93/70/EMU

Kéesolev mairus

Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3
Lisa

Artikkel 3

IV lisa D osa

Direktiiv 93/117/EU

Direktiiv 93/117[EU

Kéesolev mairus

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 mairus

Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3
Artikkel 4
Lisa A osa
Lisa C osa

Artiklid 3 ja 5

Il lisa F osa
VIII lisa B osa




26.2.2009

Euroopa Liidu Teataja

L 54/129

14. Direktiiv 1999/27/EU

Direktiiv 1999/27EU

Kéesolev mairus

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 5

VIII lisa C osa
IV lisa F osa
VIII lisa D osa

15. Direktiiv 1999/76/EU

Direktiiv 1999/76/EU

Kéesolev mairus

Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3
Artikkel 4
Lisa

Artikkel 3

IV lisa G osa

16. Direktiiv 2000/45/EU

Direktiiv 2000/45[EU

Kéesolev maarus

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
Il lisa G osa

17. Direktiiv 2002/70/EU

Direktiiv 2002/70/EU

Kéesolev mairus

Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3
Artikkel 4
Artikkel 5
[ lisa

I lisa

Artikkel 1
Artiklid 2 ja 3

[ lisa ja V lisa B osa (I)
II lisa ja V lisa B osa (II)
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18.

Direktiiv 2003/126/EU

Direktiiv 2003/126/EU

Kéesolev mairus

Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3
Artikkel 4
Artikkel 5
Artikkel 6
Lisa

Artikkel 3

VI lisa




MARKUS LUGEJALE
Institutsioonid on otsustanud edaspidi oma tekstides mitte mirkida viidatud &igusaktide viimaseid
muudatusi.

Kui ei ole teisiti margitud, moistetakse siin avaldatud tekstides viidatud digusaktide all neid akte koos
koigi muudatustega.
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