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KOMISSION ASETUS (EY) N:o 152/2009,
annettu 27 piivini tammikuuta 2009,

niytteenotto- ja miiritysmenetelmisti rehujen virallista valvontaa
varten

(ETA:n kannalta merkityksellinen teksti)

1 artikla

Rehujen virallisessa valvonnassa suoritettava ndytteenotto, erityisesti re-
hun sisdltimien ainesosien, mukaan lukien ainekset, jotka siséltdvit
muuntogeenisid organismeja (GMO) tai koostuvat tai on valmistettu
niistd, Euroopan parlamentin ja neuvoston asetuksessa (EY) N:o
1831/2003 (') maériteltyjen rehun lisdaineiden ja Euroopan parlamentin
ja neuvoston direktiivissd 2002/32/EY (?) méériteltyjen haitallisten ainei-
den maéarittdmiseksi, on suoritettava liitteessd I vahvistettujen menetel-
mien mukaisesti.

Liitteessd I vahvistettua ndytteenottomenetelmdd sovelletaan rehun val-
vonnassa Euroopan parlamentin ja neuvoston asetuksessa (EY) N:o
396/2005 (}) maddriteltyjen torjunta-ainejddmien médrittimiseksi sekd
asetuksen (EU) N:o 619/2011 noudattamisen valvonnassa.

2 artikla

Niytteet on valmistettava médritystd varten ja tulokset on ilmoitettava
liitteessd II esitettyjen menetelmien mukaisesti.

3 artikla

Rehujen virallista tarkastusta varten tehtivissd maérityksissd on nouda-
tettava menetelmid, jotka on vahvistettu liitteessd III (Rehuaineiden ja
rehuseosten koostumuksen valvonnassa kaytettdviat maéritysmenetel-
mit), liitteessd IV (Rehujen sisdltdmien sallittujen lisdaineiden valvon-
nassa kdytettdvit madritysmenetelmadt), liitteessd V (Rehujen sisédltdimien
haitallisten aineiden valvonnassa kéytettdvit madritysmenetelmat) ja liit-
teessd VI (Rehujen siséltdmien eldinperdisten ainesosien miéritysmene-
telmét rehujen virallista valvontaa varten).

4 artikla

Siipikarjan rehuseosten energia-arvo on laskettava liitteen VII
mukaisesti.

5 artikla

Liitteessd VIII vahvistettuja maéritysmenetelmid sellaisten laittomien
lisdaineiden osoittamiseksi, jotka eivit endd ole sallittuja rehuissa, kiy-
tetddn varmistustarkoituksiin.

() EUVL L 268, 18.10.2003, s. 29.
(®» EYVL L 140, 30.5.2002, s. 10.
(®) EUVL L 70, 16.3.2005, s. 1.
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6 artikla

Kumotaan  direktiivit ~ 71/250/ETY,  71/393/ETY, 72/199/ETY,
73/46/ETY, 76/371/ETY, 76/372/ETY, 78/633/ETY, 81/715/ETY,
84/425/ETY, 86/174/ETY, 93/70/ETY, 93/117/EY, 98/64/EY,
1999/27/EY, 1999/76/EY, 2000/45/EY, 2002/70/EY ja 2003/126/EY.

Viittauksia kumottuihin direktiiveihin pidetéén viittauksina tdhin asetuk-
seen liitteessd IX olevien vastaavuustaulukoiden mukaisesti.

7 artikla
Tédmad asetus tulee voimaan kahdentenakymmenentend péivénd sen jil-
keen, kun se on julkaistu Euroopan unionin virallisessa lehdessd.
Sitd sovelletaan 26 paivistd elokuuta 2009.

Tama asetus on kaikilta osiltaan velvoittava, ja sitd sovelletaan sellaise-
naan kaikissa jdsenvaltioissa.
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LITE I
NAYTTEENOTTOMENETELMAT

TARKOITUS JA SOVELTAMISALA

Rehujen virallisessa valvonnassa kdytettdvat ndytteet on otettava seuraa-
vassa esitettyjen menetelmien mukaisesti. Ndin saatujen ndytteiden kat-
sotaan edustavan koko tutkittavaa erda.

Edustavan niytteenoton tarkoituksena on ottaa erdstd pieni osaerd siten,
ettd osaerdstd médritettdva tekija edustaa keskimadriisesti koko tutkitta-
vaa rehuerdd. Erdsté tulee ottaa osandytteitd kauttaaltaan useista kohdista
erdd. Namd osandytteet yhdistetddn sekoittamalla kokoomandytteeksi,
josta muodostetaan edustavan jakomenettelyn avulla erdd edustavat lo-
pulliset ndytteet.

Jos rehuerdn visuaalisessa tarkastuksessa todetaan, etti ndytteenoton
kohteena oleva rehuerdn osa eroaa laadultaan muusta rehusta niin se
késitellddn erillisend osaerdnd. Jos rehua ei ole mahdollista jakaa erilli-
siin osaeriin, sitd kasitellddn yhtend erdnd. Talloin asia mainitaan ndyt-
teenottoraportissa.

Jos todetaan, ettd rehu, josta on otettu ndytteet tdmédn asetuksen sddn-
nosten mukaisesti, ei taytd EU:n vaatimuksia ja kyseinen rehu on osa
samaan luokkaan kuuluvaa tai samaa kuvausta vastaavaa rehuerdé, on
oletettava, ettd taméd sdddostenvastaisuus koskee koko rehuerdd, ellei
yksityiskohtaisesta arvioinnista ilmene, ettd ei ole mitdén ndyttod siitd,
ettd loppuosa erdstd ei tdyttdisi EU:n vaatimuksia.

MAARITELMAT

— Eré: tunnistettava maérd rehua, jolla on maédritetty olevan yhteisid
ominaisuuksia kuten alkuperd, lajike, pakkaustapa, pakkaaja, lahet-
tdja tai pakkausmerkinndt, jos kyse on tuotantoprosessista, yksittdi-
sessd laitoksessa samoja tuotantoparametreja kayttden tuotettu tuotan-
toerd tai useita téllaisia tuotantoerid, jos ne on tuotettu yhtéjaksoisesti
ja varastoidaan yhdessé.

— Tutkittava erd: erd tai tunnistettava osa erdstd tai osaerdstd.

— Sinetdity nédyte: ndyte, joka on sinetdity siten, ettei ndytteeseen padse
kasiksi rikkomatta tai poistamatta sinettid.

— Osandyte: mdiréd, joka on otettu tutkittavan erdn yhdestd kohdasta.

— Kokoomanidyte: tutkittavan erdn eri kohdista otetuista osandytteistd
muodostettu yhteisnéyte.

— Supistettu ndyte: kokoomandytteen osa, joka on saatu kokoomanayt-
teestd edustavasti supistamalla.

— Lopullinen néyte: supistetun ndytteen osa tai homogenisoidun kokoo-
mandytteen osa.

— Laboratoriondyte: laboratoriolle tarkoitettu nayte (laboratorion vas-
taanottama néyte), joka voi olla lopullinen néyte, supistettu néyte
tai kokoomaniyte.
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3.

4.2
4.2.1
42.1.1
4212

422

423

YLEISET SAANNOKSET

— Naéytteenottajat: niytteitd ottavat toimivaltaisen viranomaisen tihin
tehtdvédn valtuuttamat henkil6t.

— Néyte on sinetoitdva siten, ettei ndytteeseen padse kasiksi rikkomatta
tai poistamatta sinettid. Sinetin merkin olisi oltava selvisti tunnistet-
tavissa ja selvdsti ndkyvilld. Vaihtoehtoisesti ndyte voidaan panna
astiaan, joka voidaan sulkea siten, ettei sitd voi avata ilman, ettd
astia tai sdilio rikkoutuu pysyvésti; ndin estetddn astian tai sdilion
kéyttd uudelleen.

— Niytteen tunnistaminen: ndyte on merkittivd pysyvisti ja siten, ettd
yhteys niytteenottopdytikirjaan on selva.

— Kustakin kokoomandytteestd otetaan vahintddn kaksi lopullista ndy-
tettd: vahintdan yksi valvontaa (valvontatoimenpiteitd) varten ja yksi
rehualan toimijaa (oikeusturvaa) varten. Yksi lopullinen ndyte voi-
daan ottaa myos vertailundytteeksi. Jos kokoomandyte homogenisoi-
daan kokonaisuudessaan, niin lopulliset ndytteet otetaan homogeni-
soidusta kokoomandytteestd edellyttden, ettd tdllainen menettely on
jdsenvaltiossa noudatettavien rehualan toimijoiden oikeuksia koske-
vien sddntdjen mukainen.

VALINEISTO

Naytteenottovilineiden on oltava valmistettu materiaaleista, jotka eivét
aiheuta kontaminaatiota tuotteista otettuihin néytteisiin. Laitteistojen,
joita kaytetddn useita kertoja, tulee olla ristiinkontaminaation vélttami-
seksi helppoja puhdistaa.

Kiinteiden rehujen niiytteenottoon suositellut vilineet
Manuaalinen ndytteenotto
Tasapohjainen kauha, jossa on pystysuorat sivuseindmat.

Naytteenottokaira, jossa on pitkd ura tai osastoja. Kairan mittojen on
oltava oikeassa suhteessa tutkittavaan erdén (esim. sdilion syvyys, sikin
mitat) sekd rehun raekokoon.

Jos néytteenottokairassa on useita aukkoja, tulee aukkojen olla kairassa
osastoittain jaettuna tai aueta eriaikaisesti, jotta voidaan varmistaa, ettd
nédytettd saadaan kerdttyd koko kairan pituudelta.

Mekaaninen ndytteenotto

Asianmukaista mekaanista laitetta voidaan kayttdd otettacssa ndytteitd
liikkkeessd olevasta rehuerdstd. Asianmukaisella tarkoitetaan sitd, ettd
néytettd otetaan ainakin liikkeessd olevan rehun koko kerrostumasta.

Rehun ollessa liikkeessd (voimakkaasti virtaavana) rehuerdn néyttee-
notossa voidaan kéyttdd automaattisia ndytteenkerddjid.

Ndytteenjakolaite

Supistettujen ndytteiden valmistukseen edustavasti olisi kédytettava laitet-
ta, joka on suunniteltu jakamaan néyte suunnilleen yhtd suuriin osiin, jos
se on mahdollista ja asianmukaista.
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5.

5.1

OSANAYTTEIDEN LUKUMAARAA KOSKEVAT MAARALLISET
VAATIMUKSET

— Osandytteiden lukumaiérad koskevia 5.1 ja 5.2 kohdan méérillisia
vaatimuksia sovelletaan tutkittaviin eriin, joiden koko on enintddn
500 tonnia ja joista voidaan ottaa ndyte edustavasti. Kuvattu néyt-
teenottomenettely pdtee myds rehumaédrille, jotka ovat suurempia
kuin tutkittavalle erdlle maaratty enimmaéiskoko edellyttéen, ettd jal-
jempénd olevissa taulukoissa esitetty osandytteiden enimmaismaara
jéatetddn huomiotta ja osandytteiden lukumidédrd maéiritetddn menette-
lyn asianomaisessa osassa (katso 5.3 kohta) annetulla nelidjuurikaa-
valla ja kokoomanidytteen vahimmaiskokoa korotetaan suhteessa tar-
kastettavaan rehumédrdan. Taméd ei estd suuren rehuerdn jakamista
pienempiin osaeriin, joista kustakin otetaan ndytteet 5.1 ja 5.2 koh-
dassa kuvatun menettelyn mukaisesti.

— Tutkittavan erdn on oltava sen kokoinen, ettd ndyte voidaan ottaa
kaikista erdn kohdista.

— Hyvin suuriin eriin tai osaeriin (> 500 tonnia) sekd eriin, jotka
kuljetetaan tai varastoidaan siten, ettd niytteenottoa ei voida suorittaa
tamédn luvun 5.1 ja 5.2 kohdassa esitetyn nédytteenottomenetelméan
mukaisesti, sovelletaan 5.3 kohdan mukaista ndytteenottomenetel-
maa.

— Jos lainsdddénnossé edellytetddn, ettd rehualan toimija noudattaa tita
asetusta pakollisen laadunvarmistusmenettelynsé puitteissa, rehualan
toimija voi toiminnallisia ominaisuuksia huomioon ottaakseen poi-
keta tdssd luvussa sdddetyistd madrdllisistd vaatimuksista, jos rehu-
alan toimija on toimivaltaista viranomaista tyydyttavilld tavalla
osoittanut ndytteenottomenettelyn vastaavuuden edustavuuden osalta
ja jos toimivaltainen viranomainen on antanut siithen luvan.

— Jos edelld kuvattua ndytteenottomenetelméd ei poikkeustapauksissa
ole mahdollista méaréllisten vaatimusten osalta soveltaa ilman erille
aitheutuvaa kaupallista vahinkoa (esimerkiksi pakkausmuotojen tai
kuljetus- tai varastointitapojen vuoksi), joka ei ole hyvaksyttavissa,
voidaan soveltaa vaihtoehtoista ndytteenottomenetelmad edellyttden,
ettd se on mahdollisimman edustava seké tarkkaan kuvattu ja doku-
mentoitu.

Osaniytteitii koskevat méirilliset vaatimukset sellaisten ainesosien
tai tuotteiden valvonnan osalta, jotka ovat tasaisesti jakautuneina
rehussa

Kiinted irtorehu

Pienin vaadittu osaniytteiden lukumai-

Tutkittavan erdn koko i

< 2,5 tonnia 7

> 2.5 tonnia \ 20 x tutkittavan erdn tonnimés-
rd (*), kuitenkin enintddn 40 osa-
naytettd

(*) Jos saatu luku ei ole kokonaisluku, se pyoristetddn ylospdin ldhimpéan koko-
naislukuun.
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Nestemdinen irtorehu
Tutkittavan erin koko Pienin vaadittu osigéyttelden lukumaa-
< 2,5 tonnia tai < 2 500 litraa 4(%)
> 2,5 tonnia tai > 2 500 litraa 7 (%)
(*) Jos nestettd ei saada homogeeniseksi, osandytteiden lukuméirdd on korotetta-
va.
Pakattu rehu
Rehu (kiinted ja nestemédinen) voidaan pakata pusseihin, sikkeihin, tolk-
keihin, tynnyreihin jne., joihin viitataan taulukossa yksikkdind. Naytteet
suurista yksikdistd (> 500 kiloa tai litraa) on otettava irtorehua koskevien
saannosten mukaisesti (katso 5.1.1 ja 5.1.2. kohta).
Pienin vaadittu yksikdiden lukumaéérd,
Tutkittavan erdn koko joista on otettava (vahintdén) yksi osa-
néyte (*)
1-20 yksikkod 1 yksikkd (**)
21-150 yksikkoa 3 yksikkoa (*%)
151-400 yksikkoa 5 yksikkod (¥%)
> 400 yksikkoa V4 sellaisten yksikdiden v lukuméi-
rdstd, joista tutkittava erd koos-
tuu (¥**), kuitenkin enintddn 40
yksikkoa
(*) Jos yksikon avaaminen saattaa vaikuttaa analyysiin (esim. herkésti pilaantu-
vat kosteat rehut), osandyte on avaamaton yksikkd.
(**) Jos yksikon sisdllon paino on enintddn 1 kilo tai yksi litra, osandyte on
yhden alkuperiisyksikon sisalto.
(***) Jos saatu luku ei ole kokonaisluku, se pyoristetddn ylospdin ldhimpéan ko-
konaislukuun.
Rehukakut ja nuolukivet
Niyte on otettava vidhintddn yhdestd rehukakusta tai yhdestd nuoluki-
vestd tutkittavan erdn jokaista 25 yksikkod kohti, kuitenkin enintdédn 4
rehukakusta tai nuolukivesti.
Jos rehukakun tai nuolukiven paino on enintdén yksi kilo, osandyte on
yhden rehukakun tai yhden nuolukiven sisalto.
Karkearehu/nurmirehu
Tutkittavan erin koko Pienin vaadittu ors;r(li))/ltelden lukumaa-
< 5 tonnia 5
> 5 tonnia V5 x tutkittavan erin tonnimai-
rd (**), kuitenkin enintddn 40 osa-
néytettd

(*) Jos vaadittuja osandytteitd ei ole mahdollista ottaa tietyissd tilanteissa (esim.
sdilorehu) aiheuttamatta sellaista vahinkoa erille, jota ei voida hyviksyd, niin
ndissd tapauksissa voidaan soveltaa vaihtoehtoista niytteenottomenetelméa.
Ohjeet tillaisten erien ndytteenottoa varten laaditaan ennen tdmén asetuksen
soveltamisen voimaantuloa.

(**) Jos saatu luku ei ole kokonaisluku, se pyoristetddn ylospdin ldhimpéan koko-
naislukuun.
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5.2

5.3

Osaniytteiti koskevat méirilliset vaatimukset sellaisten ainesosien
tai tuotteiden valvonnan osalta, jotka todennikéisesti ovat epitasai-
sesti jakautuneina rehussa

Néitd osandytteitd koskevia maiéréllisia vaatimuksia kdytetddn seuraa-
vissa tilanteissa:

— rehuaineiden sisédltdmien aflatoksiinien, torajyvéan, muiden mykotok-
siinien ja haitallisten kasviperdisten epdpuhtauksien valvonta

— ainesosan, mukaan lukien muuntogeeninen aines, tai sellaisen aineen,
jonka odotetaan olevan epitasaisesti jakautuneena rehussa, ristikon-
taminaation valvonta.

Jos valvontaviranomaisella on vahva epdilys siitéd, ettd téllaista epéta-
saista jakautumista tapahtuu myos rehuseoksen siséltdmén ainesosan tai
aineen ristikontaminaatiotapauksessa, voidaan soveltaa jdljempénéd ole-
vassa taulukossa olevia maarllisid vaatimuksia.

Tutkittavan erdn koko Pienin vaadittu osandytteiden lukumaéra:

< 80 tonnia Katso 5.1 kohdan maéérilliset vaatimuk-
set. Otettavien osandytteiden lukumadra
on kerrottava 2,5:114.

> 80 tonnia 100

Osaniytteiti koskevat méirilliset vaatimukset hyvin suurten erien
osalta

Jos kyseessd ovat suuret tutkittavat erét (tutkittavat erdt > 500 tonnia),
otettavien osandytteiden lukumiird = 40 osandytettd + V tonnia sellaisten
aineiden tai tuotteiden valvonnan osalta, jotka ovat tasaisesti jakautu-
neina rehussa tai 100 osandytetti + V tonnia sellaisten ainesosien tai
aineiden valvonnan osalta, jotka ovat todennékdisesti epétasaisesti jakau-
tuneina rehuaineissa.

KOKOOMANAYTETTA KOSKEVAT MAARALLISET VAATIMUK-
SET

Tutkittavaa erdd kohti riittdd yksi kokoomandyte.

. . Kokoomaniytteen
Rehujen tyyppi viahimmaiskoko (*) (**)

6.1 Irtorehu 4 kg

6.2 Pakattu rehu 4 kg (***)
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Tutkittavaa erdd kohti riittdd yksi kokoomanayte.

. . Kokoomanéytteen
Rehujen tyyppi vihimmaiskoko (*) (**)

6.3

Nestemiinen tai puolijuokseva | 4 litraa
rehu

6.4

Rehukakut ja nuolukivet:

6.4.1

yksikkopaino yli 1 kg 4 kg

6.4.2

yksikkopaino enintddn 1 kg neljan alkuperdisen rehuka-
kun tai nuolukiven paino

6.5

Karkearehu/nurmirehu 4 kg (FHHE)

*)

**)

(*#%)

Jos ndytteenoton kohteena oleva rehu on arvokasta, kokoomanéytteen maara
voi olla pienempi, jos asia kuvataan ja dokumentoidaan néytteenottopSyta-
kirjassa.

Rehun virallisessa valvonnassa kéytettdvistd ndytteenotto- ja maéritysmene-
telmistd tutkittaessa sellaisen muuntogeenisen aineksen esiintymistd, jota
koskeva lupamenettely on kesken tai jonka lupa ei ole endd voimassa,
24 piivand kesdkuuta 2011 annetun komission asetuksen (EU) N:o 619/
2011 (EUVL L 166, 25.6.2011, s. 9) sddnndsten mukaisesti muuntogee-
nisen aineksen esiintymisen valvomiseksi otetussa kokoomandytteessd on
oltava vihintddn 35 000 siementé/jyvdd. Néin ollen maissin osalta kokoo-
mandytteen koon on oltava védhintddn 10,5 kg ja soijapavun osalta 7 kg.
Muiden siementen ja jyvien, kuten ohran, hirssin, kauran, riisin, rukiin ja
vehnidn seké rapsinsiementen osalta 4 kg:n kokoinen kokoomandyte vastaa
yli 35 000:ta siementi.

Pakatun rehun osalta kokoomaniytteen 4 kg:n kokoa ei ehkd ole mahdol-
lista saavuttaa johtuen yksittdisten yksikoiden koosta.

(****) Jos kyse on karkearchusta tai nurmirehusta, jonka ominaispaino on pieni

(esim. heind, olki), kokoomanéytteen koon on oltava véhintddn 1 kg.

LOPULLISIA NAYTTEITA KOSKEVAT MAARALLISET VAA-
TIMUKSET

Lopulliset ndytteet

Analyysi tehdddn viahintddn yhdestd lopullisesta ndytteestd. Analyysia
varten valmistetun lopullisen ndytteen méiérdn on oltava véhintddn:

Kiinted rehu 500 g (*) (**) (*¥*%)
Nestemdinen tai puolijuokseva rehu 500 ml (¥)
(*) Asetuksen (EU) N:o 619/2011 sdéinndsten mukaisesti muuntogeenisen ainek-

)

(¥5%)

sen esiintymisen valvomiseksi otetussa lopullisessa ndytteessd on oltava vi-
hintddn 10 000 siementd/jyvédd. Néin ollen maissin osalta lopullisen nédytteen
koon on oltava vihintddn 3 000 g ja soijapavun osalta 2 000 g. Muiden
siementen ja jyvien, kuten ohran, hirssin, kauran, riisin, rukiin ja vehndn
sekd rapsinsiementen osalta 500 g:n kokoinen lopullinen ndyte vastaa yli
10 000:ta siementd.

Jos kokoomandytteen koko on huomattavasti pienempi kuin 4 kiloa tai litraa
(ks. alaviitteet, 6 kohta), lopullinen nédyte voi olla myds pienempi, jos asia
kuvataan ja dokumentoidaan néytteenottopdytékirjassa.

Jos ndytteet otetaan palkokasveista, viljanjyvistd ja pahkindistd torjunta-aine-
jaamien madrittelemiseksi, lopullisen ndytteen on oltava véhintdén 1 kg ko-
mission direktiivin 2002/63/EY sddnndsten mukaisesti (EYVL L 187,
16.7.2002, s. 30).
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8.1

8.2
8.2.1

NAYTTEENOTTOMENETELMA ERITTAIN SUURIA ERIA TAI
SELLAISIA ERIA VARTEN, JOTKA VARASTOIDAAN TAI KUL-
JETETAAN SITEN, ETTA NAYTTEENOTTO KOKO ERASTA EI
OLE TOTEUTETTAVISSA

Yleiset periaatteet

Jos erédn kuljetus- tai varastointitapa on sellainen, ettei osandytettd voida
ottaa koko eristd, suositetaan ndytteenotto tehtdviksi silloin kuin rehuerd
on liikkeessa.

Jos kyse on suurista rehun varastointiin tarkoitetuista varastoista, toimi-
joita olisi rohkaistava asentamaan varastoon sellaiset laitteet, joilla on
mahdollista ottaa néytteet (koneellinen néytteenottolaite) koko varastoi-
dusta erdst.

Jos sovelletaan tdssd 8 luvussa sdddettyjd ndytteenottomenetelmid, rehu-
alan toimijalle tai sen edustajalle on ilmoitettava ndytteenottomenetel-
mistd. Jos rehualan toimija tai sen edustaja kyseenalaistaa tdmédn nayt-
teenottomenetelmadn, rehualan toimijan tai sen edustajan on annettava
toimivaltaiselle viranomaiselle mahdollisuus ottaa ndytteet koko erdstd
rehualan toimijan tai sen edustajan kustannuksella.

Laivalla kuljetettavat suuret erit
Dynaaminen ndytteenotto laivalla kuljetettavista suurista eristd

Naytteenotto laivalla kuljetettavista suurista eristd suoritetaan mieluiten
silloin, kun rehuerd on liikkeessd (dynaaminen niytteenotto).

Naytteenotto suoritetaan lastiruumakohtaisesti (yksikko, joka voidaan
erottaa fyysisesti). Lastiruumat tyhjennetddn kuitenkin osittain yksi toi-
sensa jalkeen siten, ettd alkuperdinen fyysinen erottelu ei endd varasto-
tiloihin siirron jélkeen ole voimassa. Naytteenotto voidaan sen vuoksi
suorittaa alkuperdisen fyysisen erottamisen mukaan tai varastotiloihin
siirron jilkeisen erottamisen mukaan.

Laivan lastin purku voi kestdd useita pdivid. Néytteenotto on yleensd
suoritettava sddnndllisin viliajoin koko purkamisen keston ajan. Viralli-
sen tarkastajan ldsndolo ndytteenotossa koko purkamisen keston ajan ei
kuitenkaan vélttimaittd aina ole toteutettavissa tai tarkoituksenmukaista.
Naytteet voidaan sen vuoksi ottaa koko erdn (tutkittava erd) osasta.
Osandytteiden lukumaédrd madritetddn tutkittavan erdn koon mukaan.

Jos néyte otetaan osasta samaan luokkaan kuuluvaa tai samaa kuvausta
vastaavaa rehuerdd ja on todettu, ettd kyseinen erdn osa ei tdytd EU:n
vaatimuksia, on oletettava, ettd sama koskee koko rehuerid, ellei yksi-
tyiskohtaisesta arvioinnista ilmene, ettd ei ole mitddn ndyttoa siitd, ettd
loppuosa erdstd ei tdyttdisi EU:n vaatimuksia.

Vaikka virallinen néyte otetaan automaattisesti, tarkastajan ldsndolo on
tarpeen. Jos automaattisessa ndytteenotossa kiytetddn kuitenkin ennalta
asetettuja parametreja, joita ei voida muuttaa niytteenoton aikana ja jos
osandytteet kerdtddn sinetdityyn astiaan, joka estdd mahdolliset védrin-
kéaytokset, tarkastajan ldsndolo vaaditaan ainoastaan ndytteenoton alussa,
aina kun astia on tarpeen vaihtaa ja ndytteenoton lopussa.
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8.2.2

8.3

8.4
8.4.1

8.4.2
8.4.2.1

8.4.2.2

Staattinen ndytteenotto laivalla kuljetettavista eristd

Jos néytteenotossa kdytetddn staattista tapaa, on sovellettava samaa me-
netelmdd kuin ylhddltd kdsin pédstdvien varastointitilojen (siilot) ollessa
kyseessé (katso 8.4.1 kohta).

Néytteenotto on suoritettava erdn/lastirnuman siitd osasta, johon on
padsy (yldpuolelta). Osandytteiden lukuméidrd maédritetdan tutkittavan
erdn koon mukaan. Jos ndyte otetaan osasta samaan luokkaan kuuluvaa
tai samaa kuvausta vastaavaa rehuerdd ja on todettu, ettd kyseinen erdn
osa ei tdytd EU:n vaatimuksia, on oletettava, ettd sama koskee koko
rehuerda, ellei yksityiskohtaisesta arvioinnista ilmene, ettd ei ole mitdéan
ndyttod siitd, ettd loppuosa erdstd ei tdyttdisi EU:n vaatimuksia.

Niytteenotto varastoihin sijoitetuista suurista eristi

Néytteenotto on suoritettava erdn siitd osasta, johon on padsy. Osandyt-
teiden lukumddrd médritetddn tutkittavan erdn koon mukaan. Jos néyte
otetaan osasta samaan luokkaan kuuluvaa tai samaa kuvausta vastaavaa
rehuerdd ja on todettu, ettd kyseinen erdn osa ei tiytd EU:n vaatimuksia,
on oletettava, ettd sama koskee koko rehuerdd, ellei yksityiskohtaisesta
arvioinnista ilmene, ettd ei ole mitdén ndyttod siitd, ettd loppuosa erdstd
ei tdyttdisi EU:n vaatimuksia.

Niytteenotto varastotiloista (siilot)
Ndpytteenotto siiloista, joihin on (helppo) pddsy ylipuolelta

Naytteenotto on suoritettava erdn siitd osasta, johon on péadsy. Osandyt-
teiden lukumddrd médritetddn tutkittavan erdn koon mukaan. Jos niyte
otetaan osasta samaan luokkaan kuuluvaa tai samaa kuvausta vastaavaa
rehuerda ja on todettu, ettd kyseinen erdn osa ei tdytd EU:n vaatimuksia,
on oletettava, ettd sama koskee koko rehuerdi, ellei yksityiskohtaisesta
arvioinnista ilmene, ettd ei ole mitdén ndyttda siitd, ettd loppuosa eréstd
ei tayttdisi EU:n vaatimuksia.

Ndpytteenotto siiloista, joihin ei ole pddsyd yldpuolelta (suljetut siilot)

Siilot, joihin ei ole péddsyd yldpuolelta (suljetut
siilot) ja joiden koko on > 100 tonnia

Téllaisiin siiloihin varastoiduista rehuista ei voida ottaa ndytteitd staatti-
sesti. Jos siilossa olevasta rehusta on otettava niyte, eikd ldhetystd ole
mahdollista siirtdd, on sovittava toimijan kanssa siitd, ettd toimija ilmoit-
taa tarkastajalle, milloin siilo tyhjennetddn, jotta ndytteenotto voidaan
suorittaa liikkuvasta rehusta.

Siilot, joihin ei ole péddsyd yldpuolelta (suljetut
siilot) ja joiden koko on < 100 tonnia

Menettelyssd ndyte otetaan kaatamalla 50—100 kilon suuruinen méard
astiaan, josta ndyte otetaan. Kokoomandytteen koko vastaa koko erda
ja osandytteiden lukumadérd liittyy siilosta astiaan ndytteenottoa varten
kaadettuun méaraan. Jos ndyte otetaan osasta samaan luokkaan kuuluvaa
tai samaa kuvausta vastaavaa rehuerdd ja on todettu, ettd kyseinen erdn
osa ei tdytd EU:n vaatimuksia, on oletettava, ettd sama koskee koko
rehuerda, ellei yksityiskohtaisesta arvioinnista ilmene, ettd ei ole mitdan
niyttod siitd, ettd loppuosa erdstd ei tdyttdisi EU:n vaatimuksia.
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8.5

9.1

9.2

9.2.1

922

923

Niytteenotto suurissa suljetuissa siilidisséi olevasta irtorehusta

Téllaisista eristd voidaan usein ottaa ndytteet vain purkamisen yhteydes-
sd. Joissakin tapauksissa, kun rehuerén purkua ei ole mahdollista suorit-
taa tuonti- ja tarkastuspaikassa, olisi ndytteet otettava téllaisten sdilididen
purun yhteydessa.

NAYTTEIDEN OTTAMISTA, VALMISTAMISTA JA PAKKAA-
MISTA KOSKEVAT OHIJEET

Yleisti

Naytteet on otettava ja valmistettava viipymattd noudattaen varotoimen-
piteitd, joilla varmistetaan, ettei tuote muutu tai saastu. Kaikkien nayt-
teiden kanssa kosketuksiin joutuvien vélineiden sekd pintojen ja sdilidi-
den on oltava puhtaita ja kuivia.

Osaniytteet

Osandytteet on otettava satunnaisesti koko tutkittavasta erdstd, ja niiden
on oltava suunnilleen samansuuruisia.

Osandytteen koon on oltava vihintddan 100 grammaa tai karkeare-
hun/nurmirehun tapauksessa véhintdédn 25 grammaa johtuen tillaisen
rehun pienestd ominaispainosta.

Jos 8 kohdassa vahvistetun ndytteenottomenetelmén sdéntdjen mukaisesti
on otettava alle 40 osandytettd, niin osandytteiden koon on oltava suh-
teessa vaadittuun kokoomandytteen vahimmaiskokoon (katso 6 kohta).

Jos kyse on pakattujen rehujen néytteenotosta pienistd eristd, jolloin
madréllisten vaatimusten mukaan on otettava rajallinen méara osandyt-
teitd, osandyte on yhden alkuperdisen yksikon sisélto, joka ei ylitd yhtd
kiloa tai yhta litraa.

Jos kyse on pakattujen rehujen néytteenotosta pienistd yksikoistd (esim.
< 250 g), niin osandytteen koko riippuu yksikdn koosta.

Irtorehu

Naytteenotto voidaan tarvittaessa tehdd rehuerdd siirrettdessa (lastauksen
tai purkamisen yhteydessd).

Pakattu rehu

Kun 5 luvun mukainen lukumédird yksikoitd on valittu ndytteenottoa
varten, kunkin yksikon siséllostd otetaan osa kairaa tai kauhaa kayttden.
Tarvittaessa néytteet otetaan vasta, kun yksikot on erikseen tyhjennetty.

Homogeeniset ja homogenoituvat nestemdiset tai puolijuoksevat rehut

Kun 5 luvun mukainen lukumddrd yksikoitd on valittu ndytteenottoa
varten, sisiltd on tarvittaessa homogenoitava ja vaadittava maara naytetta
otettava kustakin yksikosta.

Osandytteet voidaan ottaa myos sisdltdd tyhjennettdessa.
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9.2.4  Nestemdiiset tai puolijuoksevat rehut, joita ei voi homogenoida

Kun 5 luvun mukainen lukuméérd yksikoitd on valittu néytteenottoa
varten, on ndytettd otettava rehun eri kerroksista.

Osandytteet voidaan ottaa my0s siséltod tyhjennettdessd, kuitenkin siten,
ettd ensimmdisid fraktioita ei oteta talteen.

Kummassakin tapauksessa nédytteen kokonaismééridn on oltava vahintdan
10 litraa.

9.2.5  Rehukakut ja nuolukivet

Kun 5 luvun mukainen lukuméird rehukakkuja tai nuolukivid on valittu
ndytteenottoa varten, niin jokaisesta kakusta tai kivestd voidaan ottaa
pala. Jos epdillddn, ettd rehukakku tai nuolukivi on epihomogeeninen,
néytteeksi voidaan ottaa koko rehukakku tai nuolukivi.

Jos rehukakun tai nuolukiven paino on enintddn yksi kilo, niin osanéyte
on yhden rehukakun tai yhden nuolukiven sisélto.

9.3 Kokoomaniytteen koostaminen

Kokoomandyte muodostetaan sekoittamalla osandytteet keskendén.

9.4 Lopullisen niiytteen valmistaminen

Kokoomandytteen sisdltimé ndytemateriaali on sekoitettava huolellises-

ti (V).

— Kukin ndyte laitetaan asianmukaiseen sdilidon/astiaan. On toteutet-
tava kaikki tarvittavat varotoimenpiteet, jotta viltetddn ndytteen
koostumuksen muuttuminen, saastuminen tai turmeltuminen kulje-
tuksen tai varastoinnin aikana.

— Jos kyse on rehuun tasaisesti jakautuneiden ainesosien tai aineiden
valvonnasta, kokoomanidyte voidaan edustavasti supistaa vihintddn
2,0 kiloon tai 2,0 litraan (supistettu néyte) (%) ensisijaisesti kaytté-
mélld joko koneellista tai automaattista ndytteenjakolaitetta. Jos val-
votaan torjunta-ainejddmien esiintymistd palkokasveissa, viljanjyvissa
ja pahkindissd, supistetun nédytteen vahimmaiskoko on 3 kiloa. Jos
rehutyyppi on sellaista, ettd ndytteenjakolaitetta ei voida kayttda tai
laitetta ei ole kéytettdvissd, ndyte voidaan supistaa neljannesmenetel-
maélld. Supistetuista ndytteistd valmistetaan sen jélkeen ldhes sama
lukumaéra lopullisia néytteitd (valvontatoimenpiteitd, oikeusturvaa
ja vertailua varten), jotka tayttdvit 7 luvussa vahvistetut maaralliset
vaatimukset. Jos kyse on sellaisten ainesosien, muuntogeeninen aines
mukaan lukien, tai aineiden valvonnasta, jotka ovat todenndkoisesti
epdtasaisesti jakautuneina rehuaineissa, kokoomanéytteen on oltava:

— tdydellisesti homogenoitu ja jaettu jilkeenpdin lopullisiksi ndyt-
teiksi tai

— supistettu véhintddn 2 kiloksi tai 2 litraksi (°) kdyttiméalld mekaa-
nista tai automaattista ndytteenjakolaitetta. Vain siind tapaukses-
sa, ettd rehutyyppi on sellainen, ettei ndytteenjakolaitetta voida
kayttda, ndyte voidaan tarvittaessa supistaa neljannesmenetelmal-
1a. Asetuksen (EU) N:o 619/2011 puitteissa suoritettavan muun-
togeenisen aineksen esiintymisen valvontaa varten supistetussa
ndytteessd on oltava vahintddn 35 000 siementéd/jyvaa, jotta olisi
mahdollista ottaa vdhintddn 10 000 siemenen/jyvén lopulliset
nédytteet valvontatoimenpiteitd, puolustautumista ja vertailua var-
ten (katso 6 luvun alaviite (**) ja 7 luvun alaviite (*).

(") Kaikki kokkareet on hienonnettava (tarvittaessa ottamalla ne erilleen néytteestd ja pane-
malla ne hienonnettuna ndytteeseen takaisin).

(?) Paitsi jos kyse on karkearehusta tai nurmirehusta, jonka ominaispaino on pieni.

() Paitsi jos kyse on karkearehusta tai nurmirehusta, jonka ominaispaino on pieni.
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9.5

9.6

Niytteiden pakkaaminen

Sailiot tai pakkaukset sinetdidadn ja varustetaan etiketilld siten, ettei niitd
voi avata vahingoittamatta sinettid. Koko etiketin on oltava suljettu si-
netilld.

Niytteiden toimittaminen laboratorioon

Niyte ldhetetddn viipyméttd nimettyyn viralliseen laboratorioon yhdessé
analyysin suorittajan tarvitsemien tietojen kanssa.

NAYTTEENOTTOPOYTAKIRJA

Jokaisesta ndytteenotosta on laadittava ndytteenottopdytikirja, josta jo-
kainen tutkittava erd ja sen mdédrd voidaan yksiselitteisesti tunnistaa.

Niytteenottopdytikirjassa on mainittava my6s mahdolliset poikkeamat
tissd asetuksessa sdddetystd ndytteenottomenettelysta.

Sen lisdksi, ettd ndytteenottopoytakirja toimitetaan virallisen tutkimusla-
boratorion saataville, se toimitetaan rehualan toimijan saataville ja/tai
rehualan toimijan nimedmén laboratorion saataville.
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LITE I

REHUJEN MAARITYSMENETELMIA KOSKEVAT YLEISET SAAN-

3.12

NOKSET

A. NAYTTEIDEN VALMISTAMINEN MAARITYSTA VARTEN
Tarkoitus

Seuraavassa esitettavit menetelmét koskevat ndytteiden valmistusta maa-
ritystd varten; néytteet ldhetetddn tutkimuslaboratorioihin sen jilkeen,
kun ne on otettu liitteessd 1 vahvistettujen sddnnosten mukaisesti.

Laboratoriondytteet on valmistettava siten, ettd méidritysmenetelméad var-
ten punnittava médrd ndytettd on homogeeninen ja edustaa tutkittavaa
lopullista néytetta.

Varotoimenpiteet

Naytteen valmistuksessa noudatettava menettely riippuu kéytettavista
madritysmenetelmistd ja valvonnan kohteena olevista ainesosista tai ai-
neista. Tastd syystd on olennaisen tirkedd varmistaa, etti ndytteiden
esikasittely on kéytettdvien maaritysmenetelmien ja valvonnan kohteena
olevien ainesosien tai aineiden kannalta asianmukainen.

Kaikki toimenpiteet on suoritettava siten, ettd véltetddn mahdollisimman
hyvin ndytteen saastuminen ja sen koostumuksen muuttuminen.

Niyte on jauhettava, sekoitettava ja seulottava viipymattd siten, ettd se
altistuu ilmalle ja valolle mahdollisimman véhéan. Sellaisia myllyjd ja
jauhatuslaitteita, joissa ndytteen huomattava limpeneminen on todenné-
koistd, ei pidd kayttda.

On suositeltavaa jauhaa erityisen lammonarat rehut késin. Lisdksi on
huolehdittava siitd, ettei itse vilineistd ole kontaminaation ldhde.

Jos néytettd ei voida valmistaa ilman, ettd sen kosteuspitoisuus muuttuu
merkittdvisti, on kosteuspitoisuus médritettdvd ennen valmistusta ja sen
jalkeen liitteessd III olevassa A osassa sdddetyn menetelmdn mukaisesti.

Menettely
Yleinen menettely

Néyte madritysmenetelmédé varten otetaan lopullisesta niytteestd. Kartio-
murskaimen ja neljannesmenetelmén kéytt6a ei suositella, koska ne saat-
tavat aiheuttaa suuren jakovirheriskin.

Sellaisenaan jauhettavat rehut

— Seulottu lopullinen néyte sekoitetaan ja kerdtdédn tarkoituksenmukai-
seen puhtaaseen, kuivaan ja ilmatiiviisti suljettavaan sdilioon. Nayte
sekoitetaan uudelleen tdydellisen homogenoinnin varmistamiseksi va-
littdmésti ennen médritysmenetelmaa varten tehtdvad ndytteen pun-
nitsemista.

Kuivauksen jdlkeen jauhettavat rehut

— Jollei maéritysmenetelmissd toisin mainita, lopullinen néyte kuiva-
taan kosteuspitoisuuteen 8-12 % kéyttden esikuivatusmenetelmas,
joka esitetddn liitteessd III olevan A osan 4.3 kohdassa kuvatun
kosteudenmaéaritysmenetelmén yhteydessd. Tamén jélkeen kisittelyd
jatketaan edelld 3.1.1 jaksossa esitetylld tavalla.
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Nestemdiset tai puolijuoksevat rehut

— Lopullinen nédyte kerdtiadn sopivaan puhtaaseen, kuivaan ja ilmatii-
viisti suljettavaan siilioon. Nédyte sekoitetaan perusteellisesti tdydel-
lisen homogenoinnin varmistamiseksi vélittoméasti ennen maaritysta
varten tehtdvdd méardosan punnitsemista.

Muut rehut

— Jos lopullista ndytettd ei voida valmistaa jollain edelld esitetylla ta-
valla, se on valmistettava sellaisella tavalla, jolla varmistetaan, ettd
maédritysmenetelmaa varten punnitut ndytteet ovat homogeenisia ja
edustavat lopullisia naytteita.

Erityismenettely, jos kyse on visuaalisesta tarkastuksesta tai mikrosko-
oppitutkimuksesta tai jos koko kokoomandyte homogenoidaan

— Jos kyse on visuaalisesta tarkastuksesta (ilman mikroskooppia), niin
tutkitaan laboratoriondyte kokonaisuudessaan.

— Jos kyse on mikroskooppitutkimuksesta, laboratorio saa supistaa ko-
koomandytettd tai siitd supistettua ndytettd edelleen. Lopulliset néyt-
teet toimijan oikeusturvan takaamiseksi ja vertailumittauksia varten
otetaan samalla ndytteenjakomenettelylld kuin otetaan vastaavasti lo-
pullinen ndyte valvontatoimenpiteitd varten.

— Jos koko kokoomandyte homogenisoidaan, lopulliset nédytteet otetaan
homogenoidusta kokoomandytteesta.

Niytteiden siilytys

Naytteet on sdilytettdva ldmpdtilassa, jossa niiden koostumus ei muutu.
Vitamiinien tai valolle erityisen herkkien aineiden mééritykseen tarkoi-
tetut ndytteet on varastoitava olosuhteissa, joissa valo ei pddse vaikutta-
maan niihin haitallisesti.

B. MAARITYSMENETELMISSA KAYTETTAVIA REAGENSSEJA
JA VALINEITA KOSKEVAT SAANNOKSET

Jollei mééritysmenetelmissd toisin mainita, kaikkien reagenssien on ol-
tava analyysilaatua (p.a.). Hivenainejddmid maédritettdessd reagenssien
puhtaus on tarkistettava nollandytteelld. Saatujen tuloksien mukaan voi
reagenssien lisdpuhdistus olla tarpeen.

Madritysmenetelmén tyovaiheissa, joihin liittyy liuosten valmistusta, lai-
mennusta, huuhtelua tai pesua ja joissa kaytettdvin liuottimen tai lai-
mennusliuoksen laatua ei ole mainittu, on kaytettava vettd. Padsaantoi-
sesti timdn veden on oltava demineralisoitua tai tislattua. Tietyissd eri-
tyistapauksissa, jotka on mainittu méaritysmenetelmissé, on vesi puhdis-
tettava erityisilla puhdistusmenetelmilla.

Tutkimuslaboratorioissa kéytettdvistd vilineistd méaaritysmenetelmissé
mainitaan ainoastaan erikoisinstrumentit ja -vilineet tai erityiskdyttoon
tarkoitetut instrumentit ja vélineet. Niiden on oltava puhtaita etenkin
médritettdessd hyvin pienid aineméadria.
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C. MAARITYSMENETELMIEN KAYTTO JA TULOSTEN ILMOIT-
TAMINEN

1. Uuttomenettely

Useat menetelmat edellyttavat erityistd uuttomenetelmad. Padsadntoisesti
voidaan soveltaa myds muita uuttomenettelyjd kuin menetelmén kuva-
uksessa tarkoitettu menettely, jos voidaan osoittaa, ettd kdytetyn menet-
telyn uuttoteho on analysoitavan materiaalin osalta samantasoinen kuin
menetelmdssd kuvatun menettelyn uuttoteho.

2. Puhdistusmenettely

Useat menetelmét edellyttivit erityistd puhdistusmenettelyd. Padsaantoi-
sesti voidaan soveltaa myods muita puhdistusmenettelyjd kuin menetel-
mién kuvauksessa tarkoitettu menettely, jos voidaan osoittaa, ettd kaytetty
puhdistusmenettely johtaa tutkittavaa materiaalia analysoitaessa analyy-
situloksiin, jotka vastaavat menetelmissd mainittua menettelyd kaytetta-
essd saatuja tuloksia.

3. Mairitysten lukuméaira

Jos haitallisten aineiden médrityksessd ensimmdisen médrityksen tulos
on merkittivisti (> 50 %) valvottavaa arvoa alempi, lisimaéritykset eivét
ole tarpeen edellyttien, ettd asianmukaisia laatumenettelyjd on sovellettu.
Muissa tapauksissa rinnakkaismédritys (toinen médritys) on tarpeen, jotta
voidaan sulkea pois mahdollinen sisdinen ristikontaminaatio tai nayttei-
den sekoittuminen vahingossa. Sadntdjenmukaisuuden varmistamiseen
kéytetddn nididen kahden médrityksen keskiarvoa, mittausepdvarmuus
huomioon ottaen.

Jos kyse on aineen tai ainesosan ilmoitetun pitoisuuden valvonnasta ja
jos ensimmdisen mairityksen tulos vahvistaa ilmoitetun pitoisuuden eli
maédrityksen tulos on ilmoitetun pitoisuuden hyviaksyttavilla vaihteluva-
lilla, lisiméadaritykset eivit ole tarpeen edellyttden, ettd asianmukaisia laa-
tumenettelyjd on sovellettu. Muissa tapauksissa kaksoismédritys (toinen
médritys) on tarpeen, jotta voidaan sulkea pois mahdollinen sisdinen
ristikontaminaatio tai ndytteiden sekoittuminen vahingossa. Saddntdjen-
mukaisuuden varmistamiseen kéytetddn ndiden kahden maéarityksen kes-
kiarvoa, mittausepavarmuus huomioon ottaen.

Joissain tapauksissa hyviaksyttavd vaihteluvdli maééritelldan lainsdadan-
nossd, esimerkiksi rehun markkinoille saattamisesta ja kdytostd, Euroo-
pan parlamentin ja neuvoston asetuksen (EY) N:o 1831/2003 muuttami-
sesta sekd neuvoston direktiivin 79/373/ETY, komission direktiivin
80/511/ETY, neuvoston direktiivien 82/471/ETY, 83/228/ETY,
93/74/ETY, 93/113/EY ja 96/25/EY ja komission pidtdksen
2004/217/EY kumoamisesta 13 piivdnd heindkuuta 2009 annetussa Eu-
roopan parlamentin ja neuvoston asetuksessa (EY) N:o 767/2009 (}).

4. Kiéytetyn midritysmenetelmin ilmoittaminen

Tutkimustodistuksessa on mainittava kdytetty maéritysmenetelma.

5. Midritystuloksen ilmoittaminen

Analyysitulos on ilmaistava mééritysmenetelmidssd vahvistetulla tavalla
asianmukaisella merkitsevien numeroiden tarkkuudella, ja tulos on tar-
vittaessa korjattava sen mukaan, mikd lopullisen ndytteen kosteuspitoi-
suus oli ennen ndytteen valmistamista.

() EUVL L 229, 1.9.2009, s. 1.
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Mittausepidvarmuus ja saanto haitallisten aineiden méirityksessi

Direktiivissd 2002/32/EY tarkoitettujen haitallisten aineiden ollessa ky-
seessd eldinten rehuksi tarkoitettua tuotetta ei pidetd vahvistetun enim-
madispitoisuuden mukaisena, kun kyse on kosteuspitoisuudeltaan 12 pro-
sentin rehusta, jos analyysituloksen katsotaan ylittdvdn enimmaéispitoi-
suuden, kun otetaan huomioon laajennettu mittausepavarmuus ja korjaus
saannon suhteen. Vaatimustenmukaisuuden arvioinnissa kéytetddn maa-
ritettyd pitoisuutta, joka on korjattu saannon suhteen ja josta on viahen-
netty laajennettu mittausepdvarmuus. Té4td menettelyd sovelletaan ainoas-
taan silloin, kun maéritysmenetelmassid voidaan arvioida mittausepévar-
muus ja korjata tulos saannon suhteen (esimerkiksi mikroskooppitutki-
muksessa tdmé ei ole mahdollista).

Analyysitulos on esitettdvd seuraavalla tavalla (sikdli kuin kaytetty méaa-
ritysmenetelmédn mittausepdvarmuus voidaan arvioida ja tulos korjata
saannon suhteen):

a) saannon suhteen korjattuna, saantoaste ilmoitetaan. Korjaus saannon
suhteen ei ole tarpeen, jos saantoaste on 90—110 prosenttia.

b) muodossa x +/— U, jossa x on analyysitulos ja U on mittaukseen
liittyvéd laajennettu epdvarmuus, kiyttden kattavuuskerrointa 2, jol-
loin luotettavuustaso on noin 95 prosenttia.

Jos analyysitulos on kuitenkin merkittévasti (> 50 %) valvottavaa arvoa
alempi ja edellyttéen, ettd asianmukaisia laatumenettelyjd on sovellettu ja
médrityksen ainoana tarkoituksena on todeta sddnnosten noudattaminen,
analyysitulos voidaan ilmoittaa ilman korjausta saannon suhteen, ja saan-
toaste ja mittausepadvarmuus voidaan ndissd tapauksissa jéttdd pois.
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REHUAINEIDEN JA REHUSEOSTEN KOOSTUMUKSEN VALVON-
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Q)

NASSA KAYTETTAVAT MAARITYSMENETELMAT

A. KOSTEUDEN MAARITYS
Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmalld voidaan maérittdd rehun kosteuspitoisuus. Jos rehu sisdltda
haihtuvia aineita, kuten orgaanisia happoja, on huolehdittava siitd, ettd
kosteuspitoisuuden kanssa médritetddn myos merkittdvid médrid haihtu-
via aineita.

Menetelmd ei koske suoraan rehuina kdytettivid maitotuotteita, kiven-
ndisaineita ja pddasiassa kivenniisaineista koostuvia seoksia, eldin- ja
kasvirasvoja ja -0ljyja tai Oljysiemenid ja Oljypitoisia hedelmid.

Periaate

Néyte kuivataan méadrityissa olosuhteissa, jotka vaihtelevat rehun laadun
mukaan. Painohdvid médritetddn punnitsemalla. Hyvin kosteat, kiintedt
rehundytteet on syytd esikuivata ennen varsinaista kosteusmaaritysta.

Viilineisto

Kosteutta imeméttomastd materiaalista valmistettu mylly, joka on helppo
puhdistaa ja jolla saadaan aikaan nopea, tasainen jauhautuminen mutta
jolla valtetddn havaittavissa oleva kuumentuminen ja ulkopuolisen ilman
vaikutus mahdollisimman hyvin ja joka on 4.1.1 ja 4.1.2 kohdassa sda-
dettyjen vaatimusten mukainen (esimerkiksi vasara- tai vesijadhdytteiset
pienoismyllyt, kartiomyllyt, hitaasti liikkuvat tai hammaspydorilld varus-
tetut hienonnuslaitteet).

Analyysivaaka, jonka tarkkuus on 1 mg.

Lasisia tai korroosionkestdvéstd metallista valmistettuja kuivausastioita,
jotka voidaan sulkea ilmatiiviisti kannella; astian tilavuuden on oltava
sellainen, ettd niytetti voidaan levittid sille noin 0,3 g/cm?.

Séhkoldmmitteinen, tasaldmpdinen ja nopeasti sdddettdvissd oleva lam-
pokaappi (+ 2 °C), jossa on tuuletusjirjestelma (1).

Séddettdva sdhkoldmmitteinen vakuumildmpokaappi, jossa on  Oljy-
pumppu ja johon voidaan johtaa kuumaa, kuivaa ilmaa tai jossa voidaan
kéyttdad kuivausainetta (kuten kalsiumoksidia).

Eksikkaattori, jossa on paksu rei’itetty metalli- tai posliinilevy ja joka
sisdltdd tehokasta kuivausainetta.

Menettely

Huomautus: Téssé jaksossa kuvatut toimenpiteet on suoritettava valitto-
masti ndyteldhetyksen avaamisen jdlkeen. Méiritykset on
suoritettava ainakin kahtena rinnakkaismaérityksena.

Viljan, jauhojen, suurimoiden ja rouheiden kuivaamiseen lampdkaapin limpdkapasiteetin
on oltava sellainen, ettd 13 °C:seen etukiteen siddettynd kaapin ldmpétila palautuu
ennalleen alle 45 minuutissa sen jilkeen, kun sielld on samanaikaisesti suurin mahdol-
linen maérd naytteitd. Kaapin tuuletuksen on oltava sellainen, ettd kun siind kahden
tunnin ajan kuivataan niin monta vehndndytettd kuin sinne mahtuu, tulokset eroavat
neljan tunnin ajan suoritetun kuivauksen tuloksista alle 0,15 %.
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Valmistaminen
Muut kuin 4.1.2 ja 4.1.3 kohdassa tarkoitetut rehut

Punnitaan vihintddn 50 g ndytettd. Tarvittaessa se jauhetaan tai jaetaan
sopivalla tavalla kosteuspitoisuuden muuttumista valttden (ks. 6 kohta).

Vilja ja suurimot

Punnitaan véhintddan 50 g ndytettd. Se jauhetaan niin hienoksi, ettd va-
hintddn 50 % ndytteestd ldpdisee seulan, jonka reikien koko 0,5 mm,
eikd 1 mm:n pyoredreikdistd seulaa jaa lapdisemattd yli 10 % néytteestd.

Nestemédiset ja liisterimédiset rehut sekd péddasiassa
0ljyistd ja rasvoista koostuvat rehut

Punnitaan noin 25 g ndytettd 10 mg:n tarkkuudella, lisdtddn sopiva
médrd 10 mg:n tarkkuudella punnittua vedetontd hiekkaa ja sekoitetaan
kunnes saadaan homogeeninen seos.

Kuivaus
Muut kuin 4.2.2 ja 4.2.3 kohdassa tarkoitetut rehut

Nayteastia (3.3) punnitaan kansineen 1 mg:n tarkkuudella. Siihen pun-
nitaan 1 mg:n tarkkuudella noin 5 g hienonnettua néytettd, joka levite-
tddn tasaisesti. Astia asetetaan ilman kantta 103 °C:ssa olevaan lampo-
kaappiin. Kaapin ldmpétilan tarpeettoman laskun vélttdmiseksi astia vie-
déddn sen sisddn mahdollisimman nopeasti. Annetaan kuivua neljén tun-
nin ajan laskettuna siitd hetkestd, kun lampokaapin lampétila on uudel-
leen saavuttanut 103 °C. Astia suljetaan kannella, otetaan pois limpo-
kaapista, annetaan jadhtyd 30-45 minuuttia eksikkaattorissa (3.6) ja pun-
nitaan 1 mg:n tarkkuudella.

Piddasiassa Oljyisté ja rasvoista koostuvia rehuja kuivataan lampokaapissa
130 °C:ssa vield 30 minuutin ajan. Kahden punnituksen vilinen ero ei
saa olla suurempi kuin 0,1 % kosteudesta.

Vilja, jauhot, suurimot ja rouheet

Néyteastia (3.3) punnitaan kansineen 0,5 mg:n tarkkuudella. Siihen pun-
nitaan 1 mg:n tarkkuudella noin 5 g hienonnettua néytettd, joka levite-
tddn tasaisesti. Astia asetetaan ilman kantta 130 °C:ssa olevaan lampo-
kaappiin. Kaapin ldmpdtilan tarpeettoman laskun vilttdmiseksi astia vie-
ddan sen sisddn mahdollisimman nopeasti. Annetaan kuivua kahden
tunnin ajan laskettuna siitd hetkestd, kun ldmpdkaapin ldmpdtila on uu-
delleen saavuttanut 130 °C. Astia suljetaan kannella, otetaan pois ldm-
pokaapista, annetaan jadhtyd 30-45 minuuttia eksikkaattorissa (3.6) ja
punnitaan 1 mg:n tarkkuudella.

Rehuseokset, jotka sisdltdvit yli 4 % sakkaroosia tai laktoosia: rehu-
aineet, kuten johanneksenleipdpuun palot, hydrolysoidut viljatuotteet,
maltaat, kuivatut juurikasleikkeet, kala ja liukoisia sokereita sisdltdvat
rehut; rehuseokset, jotka sisdltdvit yli 25 % mineraalisuoloja kidevesi
mukaan luettuna.

Néyteastia (3.3) punnitaan kansineen 0,5 mg:n tarkkuudella. Siithen pun-
nitaan 1 mg:n tarkkuudella noin 5 g hienonnettua ndytettd, joka levite-
tdan tasaisesti. Astia asetetaan ilman kantta vakuumildmpokaappiin (3.5),
joka on kuumennettu 80-85 °C:seen. Kaapin ldmpétilan tarpeettoman
laskun vélttdmiseksi astia viedddn sen sisddn mahdollisimman nopeasti.

Paine sdddetddn 100 torriksi ja annetaan kuivua vield neljdn tunnin ajan
tdssd paineessa joko kuumassa, kuivassa ilmavirrassa tai kuivausainetta
kayttden (noin 300 g 20:td ndytettd kohden). Jalkimmaisessd tapauksessa
vakuumipumppu kytketddn pois paéltd, kun vaadittu paine on saavutettu.
Kuivausaika lasketaan siitd hetkestd, kun ldmpokaapin ldmpdtila on uu-
delleen saavuttanut 80-85 °C. Kuivausajan péityttyd lampokaapin paine
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palautetaan varovasti normaalipaineeseen. Lampokaappi avataan, ndyte-
astia suljetaan valittdmasti kannella, otetaan pois ldmpdkaapista, anne-
taan jadhtyd 3045 minuuttia eksikkaattorissa (3.6) ja punnitaan 1 mg:n
tarkkuudella. Néytteen annetaan kuivua vield 30 minuuttia vakuumildm-
pokaapissa 80-85 °C:ssa ja se punnitaan uudelleen. Kahden punnituksen
viélinen ero ei saa ylittdd 0,1 %:a kosteudesta.

Esikuivaus
Muut kuin 4.3.2 kohdassa tarkoitetut rehut

Kiinteille, vaikeasti jauhettaville rehuniytteille, joiden kosteuspitoisuus
on suuri, suoritetaan esikuivaus seuraavasti:

Punnitaan 50 g hienontamatonta ndytettd (puristetut tai kokkareina ole-
vat rehut voidaan tarvittaessa hienontaa karkeiksi) 10 mg:n tarkkuudella
sopivaan astiaan (esim. 0,5 cm:n reunalla varustettu 20 x 12 cm:n alu-
miiniastia). Annetaan kuivua limpdkaapissa 60—70 °C:ssa, kunnes kos-
teuspitoisuus on laskenut 812 prosenttiin. Néyteastia otetaan pois lam-
pokaapista, annetaan jadhtyd avoimena laboratoriossa tunnin ajan ja pun-
nitaan 10 mg:n tarkkuudella. Néyte jauhetaan vilittomasti 4.1.1 kohdassa
esitetylld tavalla ja kuivataan rehutyypin mukaan 4.2.1 tai 4.2.3 kohdassa
esitetylld tavalla.

Viljat

Jyvit, joiden kosteuspitoisuus on yli 17 %, on esikuivattava seuraavasti:

Punnitaan 50 g jauhamattomia jyvida 10 mg:n tarkkuudella sopivaan
astiaan (esim. 0,5 cm:n reunalla varustettu 20 x 12 cm:n alumiiniastia).
Annetaan kuivua limpokaapissa 130 °C:ssa 57 minuuttia. Astia pois-
tetaan lampdkaapista, annetaan jadhtyd avoimena laboratoriossa 2 tunnin
ajan ja punnitaan 10 mg:n tarkkuudella. Jyvidt jauhetaan vilittomaisti
4.1.2 kohdassa esitetylld tavalla ja kuivataan 4.2.2 kohdan mukaisesti.

Tulosten laskeminen

Kosteuspitoisuus (X), joka ilmoitetaan prosentteina naytteestd, lasketaan
kéyttden seuraavia kaavoja:

Kosteuspitoisuus ilman esikuivausta

X:MXIOO
m

jossa:

m = ndytteen alkuperdinen paino grammoina,
my = ndytteen paino grammoina kuivauksen jilkeen.

Kosteuspitoisuus esikuivausta kdyttien

— X 100 X
x, = [mezmoxm o 1100 00 <l_w>
my m m X mp

m = ndytteen alkuperdinen paino grammoina,

= ndytteen paino grammoina esikuivauksen jilkeen,

m, = ndytteen paino grammoina hienontamisen tai jauhamisen jélkeen,
my = ndytteen paino grammoina kuivauksen jalkeen.

E
I
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Toistettavuus

Samasta naytteestd tehdyn kahden rinnakkaisméérityksen tulosten vili-
nen ero ei saa olla suurempi kuin 0,2 % kosteuden absoluuttisesta ar-
vosta.

Huomautus

Jos jauhaminen on tarpeen ja sen havaitaan muuttavan tuotteen kosteus-
pitoisuutta, rehun komponenttien mééritystulokset on korjattava alkupe-
rdisen naytteen kosteuspitoisuuden perusteella.

B. ELAIN- JA KASVIRASVOJEN JA OLJYJEN KOSTEUDEN
MAARITYS

Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmalld voidaan madrittdd eldin- ja kasvirasvojen ja Oljyjen vesi-
pitoisuus ja haihtuvien aineiden pitoisuus.

Periaate

Néyte kuivataan vakiopainoon 103 °C:ssa (kahden perdkkdisen punni-
tuksen vilisen painoeron on oltava alle 1 mg). Painohdvié mairitetdan
punnitsemalla.

Viilineisto

Korroosionkestévéstd materiaalista valmistettu tasapohjainen astia, jonka
lapimitta on 89 cm ja jonka korkeus on noin 3 cm.

Lampomittari, jossa on vahvistettu sdilio ja yldpéddssd oleva paisunta-
putki ja joka on varustettu asteikolla noin 80 °C:sta ainakin 110 °C:seen
ja jonka pituus on noin 10 cm.

Hiekkahaude tai sdhkdlevy.
Eksikkaattori, jossa on tehokasta kuivausainetta.
Analyysivaaka.

Menettely

Punnitaan mg:n tarkkuudella noin 20 g homogenisoitua niytettd kuivaan
punnittuun astiaan (3.1), jossa on limpomittari (3.2). Nédytettd kuumen-
netaan hiekkahauteella tai sdhkolevylld (3.3), sekoittaen jatkuvasti 1dm-
pomittarilla niin, ettd limpdtila saavuttaa 90 °C:n noin 7 minuutissa.

Lampoa vihennetddn pitden silmilld lautasen pohjasta nousevien kuplien
syntymisnopeutta. Lampdtila ei saa nousta yli 105 °C:n. Sekoitusta jat-
ketaan astian pohjaa raaputtaen, kunnes kuplien muodostus lakkaa.

Kosteuden tdydellisen poistumisen varmistamiseksi kuumennetaan useita
kertoja 103 + 2 °C:seen jadhdyttden perdkkiisten kuumennusten valilld
93 °C:seen. Sen jilkeen astian sisiltdineen annetaan jddhtyd huoneen
lampdtilaan eksikkaattorissa (3.4) ja punnitaan. Tdméd menettely toiste-
taan niin monta kertaa, ettd kahden perakkdisen punnituksen vélinen ero
ei ole yli 2 mg:aa.

Huomautus: Néytteen painon kasvu toistettujen kuumennusten jélkeen
viittaa rasvan hapettumiseen, ja tillaisessa tapauksessa tu-
los lasketaan siitd punnituksesta, joka on tehty vilittomésti
ennen kuin paino on alkanut kasvaa.

Tulosten laskeminen
Kosteuspitoisuus (X), joka ilmoitetaan prosentteina niytteestd, saadaan
seuraavasta kaavasta:

100
X =(m —mp) X —
m
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joissa:

m = nidytteen paino grammoina,
m,; = astian paino sisiltdineen grammoina ennen kuumennusta,
astian paino sisdltdineen grammoina kuumennuksen jélkeen.

my

Tulokset, jotka ovat pienempid kuin 0,05 %, on varustettava merkinnalla
7alle 0,05 %”.

Toistettavuus

Samasta ndytteestd suoritetun kahden samanaikaisen rinnakkaisméarityk-
sen ero ei saa absoluuttisena arvona ilmoitettuna olla yli 0,05 %.

C. RAAKAVALKUAISPITOISUUDEN MAARITYS
Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmilld voidaan laskea Kjeldahlin menetelmén mukaan saadusta
typpipitoisuudesta rehujen raakavalkuaispitoisuus.

Periaate

Nayte hajotetaan rikkihapolla katalysaattorin ldsnéd ollessa. Hapan liuos
tehddéin eméksiseksi natriumhydroksidiliuoksella. Ammoniakki tislataan
ja kerdtddn mitattuun mdérdan rikkihappoa, ja ylimdérdinen rikkihappo
titrataan natriumhydroksidin standardiliuoksella.

Vaihtoehtoisesti vapautunut ammoniakki tislataan ylimaédrdén boorihap-
poliuosta, jonka jilkeen se titrataan kloorivetyhappo- tai rikkihappoliu-
oksella.

Reagenssit

Kaliumsulfaatti.

Katalysaattori: kupari(II)oksidi CuO tai kupari(II)sulfaattipentahydraatti,
CuSO45H,0.

Sinkki, rakeinen.

Rikkihappo, p20 = 1,84 g/ml.

Rikkihappo, standardilivos, c(H,SO,4) = 0,25 mol/l.
Rikkihappo, standardiliuos, ¢(H,SO,4) = 0,10 mol/l.
Rikkihappo, standardiliuos, ¢(H,SO4) = 0,05 mol/l.

Metyylipunaindikaattori: 300 g metyylipunaista liuotetaan 100 ml:aan
95-96 % etanolia (v/v)

Natriumhydroksidiliuos (teknisen laadun kéytt6 mahdollista) g =
40 g/100 ml (m/v: 40 %).

Natriumhydroksidi, standardiliuos ¢(NaOH) = 0,25 mol/l.
Natriumhydroksidi, standardiliuos ¢(NaOH) = 0,10 mol/l.
Kiehumakivid, suolahapossa pestyjd ja hehkutettuja.
Asetanilidi (sulamispiste = 114 °C, typpipitoisuus = 10,36 %).
Typeton sakkaroosi.

Boorihappo (H3;BO3).

Metyylipunaindikaattorilivos: liuotetaan 0,1 g metyylipunaa 100 ml:aan
etanolia tai metanolia.
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Bromikresolivihredlivos: livotetaan 100 mg bromikresolivihredd 100
ml:aan etanolia tai metanolia.

Boorihappoliuos (1040 g/, kiytettdvien laitteiden mukaan)

Jos loppupisteen toteamiseksi kdytetddn kolorimetristd menetelméd, boo-
rihappoliuoksiin on lisdttdvda metyylipuna- ja bromokresoli-indikaattorei-
ta. Kun boorihappoliuosta valmistetaan 1 litra, sithen on ennen tilavuu-
den sdédtdmistd lisdttdvd 7 ml metyylipunaindikaattoriliuosta (3.16) ja 10
ml bromikresolivihredliuosta (3.17).

Kéytetystd vedestd johtuen boorihappoliuoksen pH saattaa vaihdella
erien valilld. Usein on lisdttdvd vdhdn emaistd, jotta nollandyte saadaan
positiiviseksi.

Huomautus: Séataminen onnistuu yleensd lisdamailld noin 3—4 ml Na-
OH:ta (3.11) 1 litraan boorihappoa, jonka pitoisuus on
10 g/l. Liuos siilytetddn huoneen lampétilassa suojattuna
valolta ja ammoniakkihoyryilta.

Kloorivetyhapon standardiliuvos ¢(HCI) = 0,10 mol/L.

Huomautus: My6s muita standardiliuosten konsentraatioita (3.5, 3.6, 3.7,
3.10, 3.11 ja 3.19) voidaan kiyttdd, jos konsentraatio kor-
jataan laskelmissa. Konsentraatiot on aina ilmaistava neljan
desimaalin tarkkuudella.

Viilineisto

Vilineet ndytteen hajottamista, tislausta ja titrausta varten Kjeldahlin
menetelmidn mukaan.

Menettely
Hajotus

Punnitaan 1 g néytettd 1 mg:n tarkkuudella Kjeldahl-kolviin hajotuspolt-
toa varten. Lisdtddn 15 g kaliumsulfaattia (3.1), sopiva médrd katalys-
aattoria (3.2) (0,3-0,4 g kupari(Il)oksidia tai 0,9-1,2 g kupari(Il)sulfaat-
tipentahydraattia, 25 ml rikkihappoa (3.4) ja tarvittaessa muutamia kie-
humakivid (3.12) ja sekoitetaan.

Kolvia kuumennetaan varovasti tarvittaessa ajoittain pyorittden, kunnes
massa on hiiltynyt ja kuohu hédvinnyt. Témén jilkeen kuumennetaan
voimakkaammin, kunnes neste kichuu tasaisesti. Kuumennus on sopiva,
jos kiehuva happo tiivistyy kolvin seindmiin. Kolvin seindmien ylikuu-
mennusta ja orgaanisen aineksen tarttumista kolvin seindmiin on véltet-
téva.

Kun liuos on muuttunut kirkkaaksi ja kirkkaanvihredksi, keittdmistd jat-
ketaan vield kahden tunnin ajan; timén jélkeen kolvin annetaan jadhtya.

Tislaus

Kolviin lisdtdadn varovasti riittdva maara vettd, jotta sulfaatit liukenisivat
tdysin. Annetaan jadhtya ja lisdtdédn tarvittaessa muutama sinkkirae (3.3).
Jatketaan 5.2.1 tai 5.2.2 kohdan mukaisesti.

Tislaus rikkihappoon

Tislauslaitteen kerdilyastiaan lisdtddn oletetun typpipitoisuuden mukaan
25 ml rikkihappoa (3.5) tai (3.7) tarkasti mitattuna. Lisdtdan muutama
pisara metyylipunaindikaattoria (3.8).
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Kolvi yhdistetdén tislauslaitteen jadhdyttimeen ja jadhdyttimen pdd up-
otetaan kerdilyastiassa olevaan liuokseen vidhintddn 1 cm:n syvyyteen
(ks. 8.3 huomautus). Kolviin lasketaan hitaasti 100 ml natriumhydroksi-
dilivosta (3.9) siten, ettei ammoniakkia katoa (ks. 8.1 huomautus). Kol-
via kuumennetaan siten, ettd ammoniakki tislautuu kokonaan.

Tislaus boorihappoon

Kun tisleestd titrataan ammoniakki manuaalisesti, noudatetaan alla ole-
vaa menettelyd. Jos tislauslaite on tdysin automaattinen ja suorittaa am-
moniakin titraamisen tisleestd, noudatetaan valmistajan kéyttoohjeita.

Kerdilyastia, joka sisdltdd 25-30 ml boorihappoliuosta (3.18), asetetaan
jéahdyttimen ulostulon alle siten, ettd poistoputki jad boorihappoliuoksen
pinnan alapuolelle. Tislauslaite sdddetddn annostelemaan 50 ml natrium-
hydroksidiliuosta (3.9). Tislauslaitetta kéytetdsn valmistajan ohjeiden
mukaan ja tislataan pois natriumhydroksidiliuoksen lisdyksen tuloksena
vapautunut ammoniakki. Tisle kerétdén boorihappoa siséltivdin vastaan-
ottoliuokseen. Tisleen médérd (vesihdyrytislauksen aika) riippuu néytteen
sisdltdiman typen miéristd. Valmistajan ohjeita noudatetaan.

Huomautus: Puoliautomaattisessa tislauslaitteessa natriumhydroksidiyli-
madran lisdys ja vesihOyrytislaus tapahtuvat automaattisesti.

Titraus

Jatketaan 5.3.1 tai 5.3.2 kohdan mukaisesti.

Rikkihappo

Keriilyastiassa oleva rikkihappoylimédrd titrataan kaytetyn rikkihapon
konsentraation mukaan natriumhydroksidiliuoksella (3.10 tai 3.11), kun-
nes loppupiste saavutetaan.

Boorihappo

Kerdilyastian sisdlto titrataan kloorivetyhapon standardiliuoksella (3.19)
tai rikkihapon standardiliuoksella (3.6) byrettid kdyttden ja todetaan kay-
tetyn titrausliuoksen méara.

Jos loppupisteen toteamiseksi kiytetddn kolorimetristd menetelmaa, lop-
pupiste on saavutettu, kun sisdltoon alkaa ilmestyd vaaleanpunaista vérid.
Byretin lukema arvioidaan 0,05 ml:n tarkkuudella. Loppupisteen havait-
seminen saattaa olla helpompaa valaistun magneettisekoittimen tai foto-
metrisen detektorin avulla.

Tamai voidaan tehdd automaattisesti vesihdyrytislaimella, jossa on auto-
maattinen titraus.

Tislauslaitteen tai tislaus/titrauslaitteen kdytdssd noudatetaan valmistajan
ohjeita.

Huomautus: Kun kiytetdan automaattista titrausjarjestelmaa, titraus alkaa
valittomésti tislauksen alettua ja kun I-prosenttinen boo-
rihappoliuos (3.18) on kulunut.
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Kéytettdessd tdysin automaattista tislausyksikk6d ammoni-
akki voidaan titrata automaattisesti ja loppupiste detektoida
kéyttamalld potentiometristd pH-jérjestelmaa.

Téassd tapauksessa kéytetddn automaattista titrauslaitetta,
jossa on pH-mittari. pH-mittari on kalibroitava asianmukai-
sesti vilille pH 4—7 noudattaen tavanomaisia laboratorioiden
pH-kalibrointimenettelyja.

Titrauksen pH-loppupiste saavutetaan, kun pH on 4,6, mika
on titrauskdyrén jyrkin kohta (kd&nnekohta).

Nollakoe
Reagenssien typettomyyden varmistamiseksi suoritetaan nollakoe (hajo-
tus, tislaus ja titraus) kayttamalld 1 g sakkaroosia (3.14) néytteen sijasta.

Tulosten laskeminen

Tulokset lasketaan 6.1 tai 6.2 kohdan mukaisesti.

Tuloksen laskeminen 5.3.1 kohdan mukaisessa titrauksessa

Raakavalkuaispitoisuus ilmaistuna painoprosentteina lasketaan seuraavaa
kaavaa kayttden:

(Vo — Vi) xcx0,014 x 100 x 6,25
m

jossa:

Vo = nollakokeessa kulunut NaOH:n (3.10 tai 3.11) méard (ml),

V, = niytteen titrauksessa kulunut NaOH:n (3.10 tai 3.11) maard (ml),
¢ = natriumhydroksidin (3.10 tai 3.11) konsentraatio (mol/l),

= ndytteen paino (g).

2
[

Tuloksen laskeminen 5.3.2 kohdan mukaisessa titrauksessa
Titraus kloorivetyhapolla

Raakavalkuaispitoisuus ilmaistuna painoprosentteina lasketaan seuraa-
valla kaavalla:

(Vi —Vp) xex 1,4 %625
m

jossa:

m = ndytteen paino (g),

c kloorivetyhapon standardiliuoksen (3.19) konsentraatio (mol/l),
Vo = nollakokeessa kuluneen kloorivetyhapon méara (ml),

V, = néytteen titrauksessa kuluneen kloorivetyhapon méard (ml).

Titraus rikkihapolla

Raakavalkuaispitoisuus ilmaistuna painoprosentteina lasketaan seuraa-
valla kaavalla:

(Vi —Vp) xecx28x6,25
m
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m = ndytteen paino (g),

¢ = rikkihapon standardiliuoksen (3.6) konsentraatio (mol/l),
Vo = nollakokeessa kuluneen rikkihapon (3.6) maéra (ml),
néytteen titrauksessa kuluneen rikkihapon (3.6) médrd (ml).

=
I

Menetelméin varmistus
Toistettavuus

Kahden rinnakkaismédrityksen vilinen ero samasta néytteestd ei saa olla
suurempi kuin:

— 0,2 % absoluuttisena arvona, kun raakavalkuaispitoisuus on alle
20 %,

— 1,0 %, suhteellisena arvona suuremmasta lukuarvosta, kun raakaval-
kuaispitoisuus on 20-40 %,

— 0,4 % absoluuttisena arvona, kun raakavalkuaispitoisuus on yli
40 %.

Tarkkuus

Madritys (hajotus, tislaus ja titraus) tehdddn 1,5-2,0 grammalla asetani-
lidia (3.13) siten, ettd lasnd on 1 grammaa sakkaroosia (3.14); 1 g
asetanilidia kuluttaa 14,80 ml rikkihappoa (3.5). Saannon on oltava va-
hintdén 99 %.

Huomautukset

Vilineet voivat olla késikdyttoisid, puoliautomaattisia tai automaattisia.
Jos liuos joudutaan siirtdméddn astiasta toiseen hajotuksen ja tislauksen
vililla, siirto on suoritettava siten, ettei havioita tapahdu. Jos tislauslait-
teen kolvissa ei ole tiputussuppiloa, lisdtddn natriumhydroksidi vélitto-
misti ennen kolvin liittdmistd jadhdyttimeen kaataen liuos hitaasti kolvin
seindmad myoten.

Jos hajotettu tuote kiinteytyy, méadritys on aloitettava alusta kayttamalla
suurempaa maaraa rikkihappoa (3.4) kuin edelld on mainittu.

Kun tuotteiden typpipitoisuus on alhainen, voidaan rikkihapon (3.7)
madra kerdilyastiassa tarvittaessa vdhentdd 10—15 ml:aan ja tdyttda 25
ml:ksi vettd lisdamalla.

Raakavalkuaisen rutiiniméaérityksissd voidaan kdyttdd vaihtoehtoisia me-
netelmid, mutta vertailumenetelménd on késilld olevassa C osassa ku-
vailtu Kjeldahlin menetelmé. Vaihtoehtoisilla menetelmilld (kuten Du-
mas-menetelmélld) saatujen tulosten vastaavuus on osoitettava erikseen
kunkin analysoitavan materiaalin osalta. Koska vaihtoehtoisilla menetel-
milld saadut tulokset saattavat vastaavuuden varmistamisesta huolimatta
hieman poiketa vertailumenetelmilld saaduista tuloksista, mééritysselos-
teessa on mainittava, mitd menetelméd raakavalkuaisen maérityksessd on
kaytetty.

D. UREAN MAARITYS
Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmélld voidaan méarittdd rehujen ureapitoisuus.
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Periaate

Néayte suspendoidaan veteen sellaisen aineen ldsnd ollessa, joka saa
suspension kirkastumaan. Suspensio suodatetaan. Suodoksen ureaméari
madritetadn sen jilkeen kun sithen on lisdtty 4-dimetyyliaminobentsal-
dehydid (4-DMAB) mittaamalla liuoksen absorbanssi 420 nm:n aallon-
pituudella.

Reagenssit

4-dimetyyliaminobentsaldehydiliuos: 1,6 g 4-DMAB:ta liuotetaan 100
ml:aan 96-prosenttista etanolia ja siihen lisdtdédn 10 ml kloorivetyhappoa
(P20 1,19 g/ml). Tama reagenssi sdilyy korkeintaan kahden viikon ajan.

Carrez-liuos I: veteen liuotetaan 21,9 g sinkkiasetaattia Zn(CH;COO),
2H,0 ja 3 g jadetikkaa. Tilavuus sdddetddn 100 ml:ksi vedella.

Carrez-liuos II: Liuotetaan veteen 10,6 g kaliumferrosyanidia K,Fe(CN)g
3H,0. Tilavuus sdddetddn 100 ml:ksi vedelld.

Aktiivihiili, joka ei absorboi ureaa (tarkastettava).
Urealiuos 0,1 % (w/v).

Viilineisto

Sekoitin: noin 3540 kierr./min.
Lasihiostulpallisia koeputkia 160 x 16 mm.
Spektrofotometri.

Menettely
Ndytteen mddritys

Punnitaan 1 mg:n tarkkuudella 2 g néytettd sekd 1 g aktiivihiiltd (3.4)
500 ml:n mittapulloon. Lisdtddn 400 ml vettd ja 5 ml Carrez I -liuosta
(3.2), sekoitetaan noin 30 sekunnin ajan ja lisdtddan 5 ml Carrez II
-livosta (3.3). Pidetddn sekoittimessa 30 minuutin ajan. Lisdtddn vettd
merkkiin asti, sekoitetaan ja suodatetaan.

Lapindkyvastd, vérittomastd suodoksesta pipetoidaan 5 ml lasihiostulpal-
lisiin koeputkiin, lisidtddan 5 ml 4-DMAB -livosta (3.1) ja sekoitetaan.
Putket asetetaan 20 C:ssa (+/— 4 C) olevaan vesihauteeseen. Viidentoista
minuutin kuluttua mitataan nayteliuoksen absorbanssi spektrofotometrilla
420 nm:n aallonpituudella. Lukemaa verrataan reagensseista valmistet-
tuun nollakoeliuokseen.

Kalibrointikdyrd

Pipetoidaan 100 ml:n mittapulloihin 1, 2, 4, 5 ja 10 ml urealiuosta (3.5)
ja taytetddn merkkiin asti vedelld. Kutakin liuosta pipetoidaan koeputkiin
5 ml, lisatddn 5 ml 4-DMAB -livosta (3.1), homogenoidaan ja niiden
absorbanssi mitataan edelld kuvatulla tavalla verrattuna kontrolliliu-
okseen, joka siséltdd 5 ml 4-DMAB:ta ja 5 ml vettd ja jossa ei ole ureaa.
Piirretddn kalibrointikéyra.

Tulosten laskeminen

Urean madrd nédytteessd madritetdan kalibrointikdyrad kayttden.
Tulokset ilmoitetaan prosentteina naytteesta.

Huomautukset

Kun urean méard ylittdd 3 %, ndytteen maird vdhennetdéin 1 g:ksi tai
alkuperdinen liuos laimennetaan siten, ettei siind ole yli 50 mg ureaa 500
ml:ssa.
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Kun ureapitoisuus on alhainen, ndytteen kokoa suurennetaan, kunhan
suodos sdilyy ldpindkyvédnd ja vérittoména.

Jos ndyte siséltad yksinkertaisia typpiyhdisteitd, kuten aminohappoja,
optinen tiheys on mitattava 435 nm:ssa.

E. HAIHTUVIEN TYPPIPITOISTEN EMASTEN MAARITYS
I MIKRODIFFUUSIO
Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmélld voidaan médrittda rehuista haihtuvien typpipitoisten emas-
ten pitoisuus ammoniakkina ilmoitettuna.

Periaate

Néyte uutetaan vedelld, liuos kirkastetaan ja suodatetaan. Haihtuvat typ-
pipitoiset emékset vapautetaan mikrodiffuusiolla kdyttden kaliumkarbon-
aattiliuosta, sidotaan boorihappoliuokseen ja titrataan rikkihapolla.

Reagenssit

Trikloorietikkahappoliuos, 20 % (w/v).

Indikaattori: liuotetaan 33 mg bromikresolivihredd ja 65 mg metyylipu-
naista 100 ml:aan 95-96-prosenttista (v/v) etanolia.

Boorihappoliuos: liuotetaan 10 g boorihappoa 1 litran mittapullossa 200
ml:aan 95-96-prosenttista (v/v) etanolia ja 700 ml:aan vettd. Lisatdan 10
ml indikaattoria (3.2). Sekoitetaan ja liuoksen véri sdddetddn tarvittacssa
vaaleanpunaiseksi lisddmaélld natriumhydroksidiliuosta. 1 ml téta liuosta
sitoo enintddn 300 pg NH;:a.

Kyllastetty kaliumkarbonaattiliuos: liuotetaan 100 g kaliumkarbonaattia
100 ml:aan kiehuvaa vettd. Annetaan jddhtyd ja suodatetaan.

Rikkihappo, 0,01 mol/l.

Viilineisto

Sekoitin: noin 35-40 kierr./min.

Lasisia tai muovisia Conway-maljoja (ks. oheinen kaavio).

1/100 ml:n asteikolla varustettuja mikrobyretteja.

Menettely

Punnitaan 10 g naytettd 1 mg:n tarkkuudella 200 ml:n mittapulloon,
johon lisdtdan 100 ml vettd. Pidetddn sekoittimessa 30 minuutin ajan.
Lisatdan 50 ml trikloorietikkahappoliuosta (3.1), tdytetdan merkkiin asti
vedelld, ravistellaan voimakkaasti ja suodatetaan laskostetun suodatin-
paperin lépi.

Pipetoidaan Conway-maljan keskiympyrddn 1 ml boorihappoliuosta (3.3)
ja reunaympyrddn 1 ml ndytemaljasuodosta. Peitetdéin osittain rasvatulla
kannella. Reunaympyrédén lisdtadn nopeasti 1 ml kyllastettyd kaliumkar-
bonaattiliuosta (3.4) ja kansi suljetaan ilmatiiviisti. Maljaa pydritetdén
varovasti vaakasuorassa tasossa siten, ettd ndmé kaksi reagenssia sekoit-
tuvat. Inkuboidaan véhintddn neljéd tuntia huoneenldmmdssa tai yksi tunti
40 °C:ssa.

Boorihappoliuoksessa olevat haihtuvat emékset titrataan rikkihapolla
(3.5) mikrobyrettida (4.3) kayttden.

Nollakoe suoritetaan samalla tavalla, mutta ilman méaaritettdvad ndytetta.
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Tulosten laskeminen

1 ml H,SO,4:44, 0,01 mol/l, vastaa 0,34 mg:aa ammoniakkia.
Tulos ilmoitetaan prosentteina niytteesta.

Toistettavuus

Samasta naytteestd suoritetun kahden rinnakkaismaarityksen tulosten va-
linen ero ei saa olla yli:

— 10 %:a, suhteellisena arvona ilmoitettuna, kun ammoniakkipitoisuus
on alle 1,0 %,

— 0,1 %:a, absoluuttisena arvona ilmoitettuna, kun ammoniakkipitoi-
suus on vahintdan 1,0 %.

Huomautus

Jos ndytteen ammoniakkipitoisuus ylittdd 0,6 %, on alkuperdinen suodos
laimennettava.
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II TISLAUSMENETELMA
Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmailld voidaan mairittdd haihtuvien typpipitoisten emésten pitoi-
suus ammoniakkina ilmoitettuna kalajauhosta, joka ei kédytannollisesti
katsoen sisdlld ureaa. Menetelmé soveltuu ainoastaan ndytteisiin, joiden
ammoniakkipitoisuus on alle 0,25 %.

Periaate

Néyte uutetaan vedelld, livos kirkastetaan ja suodatetaan. Haihtuvat typ-
pipitoiset emékset vapautuvat keitettdessd ndyteliuosta magnesiumoksi-
din kanssa ja ne sidotaan tunnettuun méadrddn rikkihappoa, jonka yli-
madrd titrataan takaisin natriumhydroksidiliuoksella.

Reagenssit

Trikloorietikkahappoliuos, 20 % (w/v).
Magnesiumoksidi.

Kuohunestoaine (esim. silikoni).
Rikkihappo, 0,05 mol/l.
Natriumhydroksidiliuos, 0,1 mol/l.

Metyylipunaliuos, 0,3 % (w/v), joka on valmistettu 95-96-prosenttiseen
(v/v) etanoliin.

Viilineisto

Sekoitin: noin 3540 kierr./min.
Kjeldahl-tyyppinen tislauslaitteisto.

Menettely

Punnitaan 10 g ndytettd 1 mg:n tarkkuudella 200 ml:n mittapulloon,
johon lisdtdan 100 ml vettd. Pidetddn sekoittimessa 30 minuutin ajan.
Lisdtdan 50 ml trikloorietikkahappoliuosta (3.1), tiytetddn merkkiin asti
vedelld, ravistellaan voimakkaasti ja suodatetaan laskostetun suodatin-
paperin lépi.

Otetaan kirkasta liuosta sopiva méard haihtuvien typpipitoisten emésten
oletetun pitoisuuden kannalta (100 ml on yleensd sopiva maird). Lai-
mennetaan 200 ml:ksi ja lisdtddan 2 g magnesiumoksidia (3.2) ja muu-
tama pisara kuohunestoainetta (3.3). Liuoksen on oltava lakmuspaperilla
madritettynd eméksinen; muussa tapauksessa siihen lisdtadn hieman
magnesiumoksidia (3.2). Jatketaan raakavalkuaispitoisuuden méérityk-
sessd kdytettdvan menetelmédn 5.2 ja 5.3 kohdan mukaisesti (tdmén liit-
teen C osa).

Nollakoe suoritetaan samalla tavalla, mutta ilman maaritettdvaa nédytetta.

Tulosten laskeminen

1 ml H,SO,4:44, 0,05 mol/l, vastaa 1,7 mg:aa ammoniakkia.
Tulos ilmoitetaan prosentteina niytteestd.

Toistettavuus

Kahden samasta ndytteestd suoritetun rinnakkaismédarityksen tulosten va-
linen ero ei saa olla suhteellisena arvona ilmoitettuna suurempi kuin
10 % ammoniakkimaarasta.

F. AMINOHAPPOJEN MAARITYS (TRYPTOFAANIA LUKUUN
OTTAMATTA)

Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmalld voidaan maérittda rehujen vapaat aminohapot (synteettiset ja
luonnon aminohapot) ja kokonaisaminohapot (peptideihin kiinnittyneet ja
vapaat) aminohappoanalysaattorilla. Se sopii seuraaviin aminohappoihin:
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kyst(e)iini, metioniini, lysiini, treoniini, alaniini, arginiini, asparagiinihap-
9 e e

po, glutamiinihappo, glysiini, histidiini, isoleusiini, leusiini, fenyylialanii-

ni, proliini, seriini, tyrosiini ja valiini.

Menetelmélld ei eroteta toisistaan aminohappojen suoloja eikd amino-
happojen D- ja L-muotoja. Se ei sovellu tryptofaanin eikd aminohappo-
jen hydroksianalogien mairitykseen.

Periaate
Vapaat aminohapot

Vapaat aminohapot uutetaan laimealla kloorivetyhapolla. Mukana uuttu-
neet typpipitoiset makromolekyylit saostetaan sulfosalisyylihapolla ja
poistetaan suodattamalla. Suodatetun liuoksen pH sdddetdan arvoon 2,20.
Aminohapot erotetaan ioninvaihtokromatografialla ja mééritetddn foto-
metrilld ninhydriinijohdoksina aallonpituudella 570 nm.

Kokonaisaminohapot

Menetelméd valitaan tutkittavien aminohappojen mukaan. Kyst(e)iini ja
metioniini on hapetettava kysteiinihapoksi ja metioniinisulfoniksi ennen
hydrolyysid. Tyrosiini on méadritettivd niytteistd, joita ei hapeteta ennen

hydrolyysid. Kaikki muut 1 kohdassa mainitut aminohapot voidaan méa-
rittdd joko hapetetusta tai hapettamattomasta ndytteesta.

Hapettaminen tapahtuu 0 °C:ssa permuurahaishapon ja fenolin seoksella.
Hapetusreagenssin ylimédird hajotetaan natriumdisulfiitin avulla. Hape-
tettu tai hapettamaton ndyte hydrolysoidaan kloorivetyhapolla (3.20)
avulla 23 tunnin ajan. Hydrolyysituotteen pH sdddetdan arvoon 2,20.
Aminohapot erotetaan ioninvaihtokromatografialla ja mééritetddn foto-
metrilld ninhydriinijohdoksina aallonpituudella 570 nm (proliini 440
nm).

Reagenssit

Veden on oltava kaksoistislattua tai vastaavan laatuista (johtokyky < 10
us).

Vetyperoksidi, w (w/w) = 30 %.

Muurahaishappo, w (w/w) = 98-100 %.

Fenoli.

Natriumdisulfiitti.

Natriumhydroksidi.

5-Sulfosalisyylihappo-dihydraatti.

Kloorivetyhappo, tiheys noin 1,18 g/ml.

Trinatriumsitraatti-dihydraatti.

2,2'-Tiodietanoli (tiodiglykoli).

Natriumkloridi.

Ninhydriini.

Petrolieetteri, kichumislampétila 40-60 °C.

Norleusiini tai muu yhdiste, jota voidaan kéyttda sisdisend standardina.
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3.16.1

3.16.2

3.16.3

3.20

3.21

322

3.23

3.24

3.25

3.26

3.27

Typpikaasu (<10 ppm happea).
1-Oktanoli.
Aminohapot.

Edelld 1 kohdassa luetellut standardina kiytettdvit yhdisteet. Puhtaat
yhdisteet, jotka eivit sisdlld kidevettd. Kuivataan tyhjidssdé P,Os:n tai
H,SO4:n piélld viikon ajan ennen kayttod.

Kysteiinihappo.

Metioniinisulfoni.

Natriumhydroksidiliuos, ¢ = 7,5 mol/l:

livotetaan 300 g NaOH:ta (3.5) veteen ja laimennetaan 1 litraksi.
Natriumhydroksidiliuos, ¢ = 1 mol/l:

liuotetaan 40 g NaOH:ta (3.5) veteen ja laimennetaan 1 litraksi.
Muurahaishappo-fenoliliuos:

sekoitetaan 889 g muurahaishappoa (3.2) ja 111 g vettd ja lisdtddn 4,73 g
fenolia (3.3).

Hydrolyysiseos, ¢ = 6 mol HCl/I ja 1 g fenolia litrassa:

lisdtddn 1 g fenolia (3.3) 492 ml:aan HCI (3.7) ja laimennetaan vedelld 1
litraksi.

Uuttoseos, ¢ = 0,1 mol HC1 /1 ja 2 % tiodiglykolia litrassa: laimennetaan
8,2 ml HCI (3.7) noin 900 ml:aan vettd, lisdtddn 20 ml tiodiglykolia
(3.9) ja téytetdadn vedelld yhdeksi litraksi (ei sekoiteta suoraan aineita 3.7
ja 3.9).

5-Sulfosalisyylihappo, 8 = 6 %:

Liuotetaan 60 g 5-sulfosalisyylihappoa (3.6) veteen ja laimennetaan ve-
delld litraksi.

Hapetusseos (permuurahaishappo-fenoli):

sekoitetaan 0,5 ml vetyperoksidia (3.1) 4,5 ml:aan muurahaishappo-fe-
noliliuosta (3.19) pienessd dekantterilasissa. Inkuboidaan 20-30 °C:ssa
tunnin ajan, jotta saadaan permuurahaishappoa, annetaan sitten jaahtya
jéavesihauteessa (15 min) ennen néytteeseen lisddmista.

Varoitus: viltettdva ihokosketusta ja kéytettdva suojavaatteita.
Sitraattipuskurilivos, ¢ = 0,2 mol Na'/l, pH 2,20:

livotetaan 19,61 g natriumsitraattia (3.8), 5 ml tiodiglykolia (3.9), 1 g
fenolia (3.3) ja 16,50 ml HCI (3.7) noin 800 ml:aan vettd. Sdadetdsn pH
arvoon 2,20. Laimennetaan vedelld yhdeksi litraksi.

Eluointipuskurit, valmistetaan analysaattorin vaatimusten mukaisesti
(4.9).

Ninhydriinireagenssi, valmistetaan analysaattorin vaatimusten mukaisesti

(4.9).

Aminohappojen standardiliuokset. Ndmé liuokset siilytetédén alle 5 °C:n
lampdtilassa.
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3.27.1

3272

3273

3274

3.27.5

4.2

43

4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

Aminohappojen standardin kantaliuos (3.16.1).
¢ = 2,5 pmol/ml kutakin aminohappoa kloorivetyhapossa.
Saatavana kaupallisesti.

Kysteiinihapon ja metioniinisulfonin standardin kantalivos, ¢ = 1,25
umol/ml.

Liuotetaan 0,2115 g kysteiinihappoa (3.16.2) ja 0,2265 g metioniinisul-
fonia (3.16.3) sitraattipuskuriin (3.24) litran mittapullossa ja tdytetddn
merkkiin asti sitraattipuskurilla. Sdilytetddn alle 5 °C:n ldmpétilassa
enintddn 12 kuukautta. Tatd liuosta ei tarvita, jos standardin kantaliuos
(3.27.1) sisdltad kysteiinihappoa ja metioniinisulfonia.

Sisdisen standardin kantaliuos, esimerkiksi norleusiini, ¢ = 20 pmol/ml.

Liuotetaan 0,6560 g norleusiinia (3.13) sitraattipuskuriin (3.24) mittapul-
lossa ja tdytetddn 250,0 ml:ksi sitraattipuskurilla (3.24). Siilytetddn alle
5 °C:n ldmpatilassa enintdéin 6 kuukautta.

Aminohappojen kalibrointiliuos hydrolysaateille: kysteiinihappo ja me-
tioniinisulfoni, ¢ = 5 nmol/50 pl, muut aminohapot ¢ = 10 nmol/50 pl.
Liuotetaan 2,2 g natriumkloridia (3.10) 30 ml:aan sitraattipuskuria (3.24)
100 ml:n dekantterilasissa. Lisdtddn 4,00 ml aminohappojen standardin
kantaliuosta (3.27.1), 4,00 ml kysteiinihapon ja metioniinisulfonin stan-
dardin kantalivosta (3.27.2) ja tarvittaessa 0,50 ml sisdisen standardin
kantalivosta (3.27.3). Sdiddetddn pH arvoon 2,20 natriumhydroksidilla
(3.18).

Siirretddn kvantitatiivisesti 50 ml:n mittapulloon, tdyteti&in merkkiin asti
sitraattipuskurilla (3.24) ja sekoitetaan.

Siilytetddan alle 5 °C:n ldmpotilassa enintddn 3 kuukautta.
Katso myos huomautukset 9.1 kohdassa.

Aminohappojen kalibrointiliuos 5.3.3.1 kohdan mukaisesti valmistetuille
hydrolysaateille ja uutteille (5.2). Kalibrointiliuos valmistetaan
3.27.4 kohdan mukaisesti kuitenkin jéttden natriumkloridi pois.

Siilytetddan alle 5 °C:n ldmpotilassa enintddn 3 kuukautta.
Viilineisto
100 ml:n tai 250 ml:n pyo6rokolvi, joka on varustettu palautusjddhdytti-

mell4.

Borosilikaattilasinen 100 ml:n pullo, jossa on kumi/teflontiivisteinen
kierrettdva uuninkestdva korkki (esimerkiksi Duran, Schott).

Koneellisella ilmanvaihdolla varustettu ja ldmpétilaltaan sdddettavd kui-
vausuuni, jonka tarkkuus on parempi kuin + 2 °C.

pH-mittari (lukemat kolmen desimaalin tarkkuudella).
Kalvosuodatin (0,2 pm).

Sentrifugi.

Vakuumipy6réhaihdutin.

Mekaaninen ravistelija tai magneettisekoitin.
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4.9

5.2

53
5.3.1

Aminohappoanalysaattori tai HPLC-laitteisto, joissa on ioninvaihtoko-
lonni, vélineistd kolonnin jilkeistd ninhydriiniderivointia varten ja foto-
metri.

Kolonni tdytetddn sellaisella sulfonoidulla polystyreenihartsilla, jolla voi-
daan erottaa eri aminohapot toisistaan ja muista ninhydriinin kanssa
reagoivista yhdisteistd. Puskuri- ja ninhydriinipumpun virtausnopeuden
stabiilisuuden tulee olla +0,5 % ajanjaksona, jona analysoidaan sekd
standardiliuos ettd néyte.

Tietyissd aminohappoanalysaattoreissa voidaan kayttdd hydrolyysimene-
telméd, jossa hydrolysaatin natriumpitoisuus on ¢ = 0,8 mol/l ja se
sisdltdd ndin kaiken hapetuksessa jdljelle jddneen muurahaishapon.
Muut laitteet eivét erota tyydyttavasti tiettyjd aminohappoja, jos hydro-
lysaatti sisdltdd liikaa muurahaishappoa ja/tai natriumionipitoisuus on
suuri. Tassd tapauksessa hapon madrad vahennetddn haihduttamalla hyd-
rolysaatti noin 5 ml:aan ennen pH:n sddtamistd. Haihduttamisen on ta-
pahduttava tyhjidssd enintdan 40 °C:ssa.

Menettely
Naytteen valmistaminen

Néyte jauhetaan siten, ettd se lapdisee 0,5 mm:n seulan. Néytteet, joiden
kosteuspitoisuus on suuri, on ilmakuivattava korkeintaan 50 °C:n ldm-
potilassa tai kylmédkuivattava ennen jauhamista. Néytteet, joiden rasva-
pitoisuus on suuri, on uutettava petrolieetterilld (3.12) ennen jauhamista.

Vapaiden aminohappojen mddrittdminen rehuista ja esiseoksista

Punnitaan 0,2 mg:n tarkkuudella sopiva méaira (1-5 g) valmistettua
naytettd (5.1) erlenmeyerkolviin ja lisdtdan 100,0 ml uuttoseosta (3.21).
Ravistellaan seosta 60 minuuttia mekaanisella ravistelijalla tai magneet-
tisekoittimella (4.8). Annetaan sakan laskeutua ja pipetoidaan 10,0 ml
supernatanttiliuosta dekantterilasiin.

Lisatdan koko ajan sekoittaen 5,0 ml sulfosalisyylihappoliuosta (3.22) ja
jatketaan sekoittamista 5 minuutin ajan magneettisekoittimella. Suodate-
taan tai sentrifugoidaan liuos mahdollisen sakan erottamiseksi. Pipetoi-
daan 10,0 ml saatua livosta 100 ml:n dekantterilasiin, sdddetddin pH
arvoon 2,20 natriumhydroksidiliuoksella (3.18), huuhdotaan sopivan ko-
koiseen mittapulloon sitraattipuskurilla (3.24) ja tdytetddn merkkiin asti
puskuriliuoksella (3.24).

Jos kiytetddn sisdistd standardia (3.27.3), sité lisdtdan 1,00 ml lopullisen
liuoksen kutakin 100 ml:aa kohden ja tdytetddn merkkiin asti purskuri-
liuoksella (3.24).

Siirrytddn kromatografiavaiheeseen 5.4 kohdan mukaisesti.

Jos kromatografiaa ei tehdd samana pdivdnd, uutteet sdilytetddn alle
5 °C:n ldmpatilassa.

Kokonaisaminohappojen mddrittdminen
Hapettaminen

Punnitaan 0,2 mg:n tarkkuudella 0,1-1 g valmistettua néytettd (5.1):

— 100 ml:n py6rékolviin (4.1) avointa hydrolyysid varten (5.3.2.3), tai
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5322

5323

5324

— 250 ml:n pydrokolviin (4.1), jos tarvitaan alhaista natriumpitoisuutta
(5.3.3.1), tai

— 100 ml:n kierrekorkilliseen pulloon (4.2) suljettua hydrolyysid varten
(5.3.2.4).

Punnitun ndyteméérin typpipitoisuuden on oltava noin 10 mg ja koste-
uspitoisuuden enintddn 100 mg.

Asetetaan pyorokolvi tai pullo jdd-vesihauteeseen ja jddhdytetddn
0 °C:seen, lisitddn 5 ml hapetusseosta (3.23) ja sekoitetaan kaarevakér-
kiselld lasilastalla. Suljetaan kolvi/pullo lastoineen ilmatiiviin kalvon
avulla, asetetaan jdd-vesihaude ndin suljettuine astioineen jddkaappiin,
jonka limpétila on 0 °C, ja jdtetddn sinne 16 tunniksi. Tdmin jélkeen
se otetaan jadkaapista ja hajotetaan hapetusreagenssin ylimdara lisda-
milld 0,84 g natriumdisulfiittia (3.4).

Siirrytddn 5.3.2.1 kohtaan.

Hydrolyysi
Hapetettujen ndytteiden hydrolyysi

Edelld 5.3.1. kohdan mukaisesti valmistettuun hapetettuun naytteeseen
lisdtddn 25 ml hydrolyysiseosta (3.20) huolehtien siité, ettd astian seind-
miin ja lastaan jaanyt ndyte huuhdellaan pois.

Jatketaan valitun hydrolyysimenetelmdn mukaan 5.3.2.3 tai 5.3.2.4 koh-
dasta.

Hapettamattomien ndytteiden hydrolyysi

Punnitaan 100 ml:n tai 200 ml:n pydrokolviin (4.1) tai 100 ml:n kier-
rekorkilliseen pulloon (4.2) 0,1-1,0 g valmistettua néytettd (5.1) 0,2
mg:n tarkkuudella. Punnitun ndytemédrdn typpipitoisuuden on oltava
noin 10 mg. Lisdtdéin varovasti 25 ml hydrolyysiseosta (3.20) ja sekoi-
tetaan ndytteeseen. Jatketaan joko 5.3.2.3 tai 5.3.2.4 kohdasta.

Avoin hydrolyysi

Lisdtddn kolme lasihelmed kolvissa olevaan seokseen (valmistettu
5.3.2.1 tai 5.3.2.2 kohdan mukaisesti) ja keitetdén tasaisesti kuplittaen
palautusjddhdyttimen alla 23 tuntia. Hydrolyysin jidlkeen huuhdellaan
jéahdytin 5 ml:lla sitraattipuskuria (3.24). Kolvi irrotetaan ja jadhdyte-
tddn jadhauteessa.

Jatketaan 5.3.3 kohdan mukaisesti.

Suljettu hydrolyysi

Asetetaan 5.3.2.1 tai 5.3.2.2 kohdan mukaisesti valmistettua ndyteseosta
siséltdvd pullo uuniin (4.3) 110 °C:seen. Ensimmdiisen tunnin aikana
pidetdén kierrekorkki sulkematta pullon pilld, jottei kaasun muodostuk-
sen vuoksi syntyisi painetta ja jotta viltyttdisiin rdjahdyksiltd. Pulloa ei
saa sulkea korkilla. Tunnin kuluttua pullo suljetaan kierrekorkilla ja sen
annetaan olla uunissa (4.3) 23 tunnin ajan. Hydrolyysin jilkeen pullo
otetaan uunista, avataan korkki varovasti ja asetetaan pullo jdd-vesihau-
teeseen. Annetaan jédhtya.

Riippuen tavasta, jolla pH sdddetddn (5.3.3), siirretdén pullon sisdltd
kvantitatiivisesti sitraattipuskurin avulla (3.24) 250 ml:n dekantterilasiin
tai 250 ml:n pydrokolviin.

Jatketaan 5.3.3 kohdan mukaisesti.
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53.3.1

5332

5.4

pH:n sddtdminen

Aminohappoanalysaattorin (4.9) natriuminsietokyvyn mukaan noudate-
taan 5.3.3.1 tai 5.3.3.2 kohtaa pH:n sditdmiseksi.

Kromatografit (4.9), jotka edellyttdvit alhaista
natriumpitoisuutta

On suositeltavaa kéyttda sisdisen standardin peruslivosta (3.27.3), jos
kdytetddn aminohappoanalysaattoreita, jotka edellyttdvét alhaista natri-
umpitoisuutta (kun hapon méairad on vihennettiva).

Téassd tapauksessa lisdtdan 2,00 ml sisdisen standardin perusliuosta
(3.27.3) hydrolysaattiin ennen haihdutusta tai sen jélkeen.

Lisatdan 2 tippaa 1-oktanolia (3.15) 5.3.2.3 tai 5.3.2.4 kohdan mukai-
sesti saatuun hydrolysaattiin.

Haihdutetaan ndyte 5-10 ml:aan pyorohaihduttimella (4.7), jonka hau-
teen ldmpatila on 40 °C. Jos tilavuus pienenee vahingossa alle viiden
millilitran, hydrolysaatti on hyléttava ja analyysi aloitettava uudelleen.

pH sdddetdadn arvoon 2,20 natriumhydroksidiliuoksella (3.18) ja jatke-
taan kohdasta 5.3.4.

Muut aminohappoanalysaattorit (4.9):

Kohdan 5.3.2.3 tai 5.3.2.4 mukaisesti saatu hydrolysaatti neutraloidaan
osittain lisddmalld varovasti koko ajan sekoittaen 17 ml natriumhydrok-
sidilivosta (3.17) ja huolehditaan siitd, ettd lampétila on alle 40 °C.

Lopullinen pH:n sddtdminen 2,20:een tapahtuu huoneen ldmpdétilassa
3.17 kohdan mukaisen natriumhydroksidiliuoksen avulla ja lopuksi
3.18 kohdan mukaisella natriumhydroksidiliuoksella.  Siirrytdén
5.3.4 kohtaan.

Nédyteliuos kromatografiaa varten

Siirretddn kvantitatiivisesti hydrolysaatti, jonka pH on sdadetty (5.3.3.1
tai 5.3.3.2.), sitraattipuskurilla (3.24) 200 ml:n mittapulloon ja tdytetdéin
merkkiin asti puskurilla (3.24).

Jos sisdistd standardia ei ole vield kaytetty, lisdtddn sitd 2,00 ml (3.27.3)
ja taytetddn merkkiin asti sitraattipuskurilla (3.24). Sekoitetaan huolelli-
sesti.

Siirrytddn kromatografiavaiheeseen (5.4).

Jos kromatografiaa ei tehdd samana pédivind, nédyteliuokset sdilytetdan
alle 5 °C:n lampétilassa.

Kromatografia

Annetaan uutteen (5.2) tai hydrolysaatin (5.3.4) tasoittua huoneenldm-
poisiksi ennen kromatografiaa. Ravistellaan seosta ja suodatetaan sopiva
madrd 0,2 pm:n kalvosuodattimen lapi (4.5). Saatu kirkas liuos analy-
soidaan aminohappoanalysaattorilla kdyttden ioninvaihtokromatografiaa
(4.9).

Injektio voidaan suorittaa kédsin tai automaattisesti. On tarkeda, ettd ko-
lonniin lisdtddn aina sama maédrd (+0,5 %) vertailu- tai néyteliuosta,
paitsi silloin kun kéytetddn sisdistd standardia, ja ettd natriumin ja ami-
nohappojen suhde standardi- ja ndyteliuoksissa on mahdollisimman 1&-
helld toisiaan.
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Kalibrointiajojen tiheys riippuu ninhydriinireagenssin ja analysaattorin
toiminnan stabiilisuudesta. Standardi- tai ndyteliuosta laimennetaan sit-
raattipuskurilla (3.24), siten, ettd standardiliuoksen antama piikin pinta-
ala on 30-200 % nédytteen aminohapon antaman piikin pinta-alasta.

Aminohappojen kromatografia vaihtelee jonkin verran kdytetyn analys-
aattorin tyypin ja kdytetyn hartsin mukaan. Valitun menetelmin on mah-
dollistettava aminohappojen erottaminen toisistaan ja muista ninhydriinin
kanssa reagoivista aineista. Pylvddseen ruiskutettujen yhdisteiden pitoi-
suuden muutosten on kayttoalueella annettava lineaarinen vaste.

Analysoitaessa aminohappojen ekvimolaarisia liuoksia sovelletaan seu-
raavassa kappaleessa madriteltyjd laakson ja piikin vélisid suhteita. Ek-
vimolaarisen liuoksen tulee siséltdd vihintddn 30 % kunkin aminohapon
siitd enimméaismédréstd, joka voidaan méadrittda tarkasti kdytetylld ami-
nohappoanalysaattorilla (4.9).

Kromatogrammissa treoniinin ja seriinin osittain paéllekkéisten piikkien
vilisen laakson suhde matalamman piikin korkeuteen ei saa olla suu-
rempi kuin 2:10. (Jos médritetddn ainoastaan kyst(e)iinid, metioniinid,
treoniinid ja lysiinid, vierekkdisten piikkien riittdmdton erottuminen toi-
sistaan hiiritsee maéritystd.) Muiden aminohappojen osalta erottumisen
on oltava parempi kuin 1:10.

Kromatografiajirjestelmén on pystyttdvd erottamaan lysiini lysiiniarte-
faktoista ja ornitiinistd.

Tulosten laskeminen

Naytteen ja vertailuliuoksen piikkien pinta-ala mitataan kunkin yksittéi-
sen aminohapon osalta ja maara (X) lasketaan seuraavan kaavan mukai-
sesti; tulos ilmoitetaan grammoina aminohappoa niytekiloa kohden.

X_A><c><M><V
" Bxmx 1000

Jos sisdistd standardia kdytetdédn, kerrotaan kaava vield termilld %

= analysoitavan piikin pinta-ala, hydrolysaatti tai uute

= analysoitavan piikin pinta-ala, standardilivos

= sisdisen standardin piikin pinta-ala hydrolysaatissa tai uutteessa
sisdisen standardin piikin pinta-ala kalibrointiliuoksessa

= analysoitavan aminohapon molekyylipaino

= standardin konsentraatio pmol/ml

= naytteen paino grammoina (korjataan alkuperdiseen painoon, jos
kuivattu tai rasva poistettu)

ml kokonaishydrolysaattia (5.3.4) tai ml uutteen laskettua koko-
naislaimennosta (6.1).

50 z00W»
Il

<
I

Sekd kystiini ettd kysteiini madritetdén kysteiinihappona hapetetun ndyt-
teen hydrolysaateista, mutta ne lasketaan kystiiniksi (C¢H1,N,O4S,, M
240,30 g/mol) kiyttden molekyylipainoa 120,15 g/mol (= 0,5 X
240,30 g/mol).

Metioniini maédritetddn metioniinisulfonina hapetetun naytteen hydroly-
saateista, mutta lasketaan metioniiniksi kéyttden metioniinin molekyy-
lipainoa 149,21 g/mol.
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Lisdtty vapaa metioniini médritetddn uuttamisen jilkeen metioniinina;
laskennassa kdytetddn samaa molekyylipainoa.

6.1 Uutteiden kokonaislaimennoksen tilavuus (F) vapaiden aminohappojen
madrittdmistd varten (5.2) lasketaan seuraavasti:

F7100ml><(10ml+5m1) A%

X
10 ml 10

V = lopullisen uutteen méaara.

7. Menetelmin arviointi

Menetelmé on testattu vuonna 1990 tehdyssa kansainvilisessd laborato-
rioiden vélisessd vertailussa kdyttden neljad eri rehua (sikojen tdysrehu,
broilereiden tdysrehu, valkuaistiiviste ja esiseos). Tulosten keskiarvo ja
standardipoikkeama poikkeavien arvojen poissulkemisen jilkeen on esi-
tetty tdmén kohdan taulukoissa.

Keskiarvot g/kg

Aminohappo
Vertailuaine

Treoniini Kyst(e)iini Metioniini Lysiini

Sikojen tdysrehu 6,94 3,01 3,27 9,55
n=15 n=17 n=17 n=13

Broilereiden 9,31 3,92 5,08 13,93
tdysrehu n=16 n=18 n= 18 n=16
Valkuaistiiviste 22,32 5,06 12,01 47,74
n=16 n=17 n=17 n=15

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

n = osallistuneiden laboratorioiden lukuméaara.

7.1 Toistettavuus

Toistettavuus edelld mainitussa laboratorioiden vélisessd vertailussa on
ilmaistu muodossa “laboratorion sisdinen standardipoikkeama” alla ole-
vassa taulukossa.

Laboratorion sisidinen standardipoikkeama (S,) g/kg

Aminohappo
Vertailuaine

Treoniini Kyst(e)iini Metioniini Lysiini

Sikojen tdysrehu 0,13 0,10 0,11 0,26
n=15 n=17 n=17 n=13

Broilereiden 0,20 0,11 0,16 0,28
tdysrehu n=16 n=18 n=18 n=16

Valkuaistiiviste 0,48 0,13 0,27 0,99
n=16 n=17 n=17 n=15

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

n = osallistuneiden laboratorioiden lukumaéra.
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Variaatiokerroin (%) laskettuna laboratorion sisdisestii standardi-
poikkeamasta (S,)

Aminohappo
Vertailuaine

Treoniini Kyst(e)iini Metioniini Lysiini

Sikojen tdysrehu 1,9 3,3 3,4 2,8
n=15 n=17 n=17 n=13

Broilereiden 2,1 2,8 3,1 2,1
tdysrehu n=16 n=18 n =18 n=16

Valkuaistiiviste 2,7 2,6 2,2 2.4
n=16 n=17 n=17 n=15

Esiseos 2,2 — 2,4 2,1
n=16 n=16 n=16

n = osallistuneiden laboratorioiden lukumaéra.

7.2 Uusittavuus

Edelld mainitun vertailun laboratorioiden vilisten standardipoikkeamien
tulokset on esitetty seuraavassa taulukossa.

Standardointipoikkeama laboratorioiden vililld (Sg) g/kg

Aminohappo
Vertailuaine

Treoniini Kyst(e)iini Metioniini Lysiini

Sikojen tdysrehu 0,28 0,30 0,23 0,30
n=15 n=17 n=17 n=13

Broilereiden 0,48 0,34 0,55 0,75
taysrehu n= 16 n=18 n= 18 n=16

Valkuaistiiviste 0,85 0,62 1,57 1,24
n=16 n=17 n=17 n=15

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

n = osallistuneiden laboratorioiden lukumééra.

Laboratorioiden vilisistd standardipoikkeamista (Sg) laskettu vari-
aatiokerroin (%)

Aminohappo
Vertailuaine

Treoniini Kyst(e)iini Metioniini Lysiini

Sikojen tdysrehu 4.1 9,9 7,0 3,2
n=15 n=17 n=17 n=13

Broilereiden 5,2 8,8 10,9 5,4
taysrehu n=16 n=18 n =18 n=16

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

Esiseos 43 — 6,9 6,7
n=16 n=16 n=16

n = osallistuneiden laboratorioiden lukumééra.
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9.3
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Vertailumateriaalin kiytto

Menetelmidn oikea soveltaminen tarkistetaan sertifioidulla vertailumateri-
aalilla, jos sellainen on saatavilla, tehdylld kaksoisméaaritykselld. Kalib-
rointi sertifioidulla aminohappojen kalibrointiliuoksella on suotavaa.

Huomautukset

Aminohappoanalysaattoreiden vilisten erojen vuoksi annettuja amino-
happojen kalibrointiliuosten (3.27.4 ja 3.27.5) ja hydrolysaattien (5.3.4)
lopullisia konsentraatioita on pidettdvd suuntaa antavina.

Laitteiston lineaarisen vasteen alue on tarkistettava kaikkien aminohap-
pojen osalta.

Standardiliuos laimennetaan sitraattipuskurilla siten, ettd piikit sijoittuvat
alueen keskivaiheille.

Kun hydrolysaattien analysointiin kdytetddn suuren erotuskyvyn nestek-
romatografialaitteistoa, koeolosuhteet on optimoitava valmistajan suosi-
tusten mukaisesti.

Jos menetelmdd sovelletaan rehuihin, jotka siséltivdt enemmén kuin
yhden prosentin kloridia (tiiviste, kivenndisaineita sisdltdvét ravinteet
tai lisdravinteet), silld saatetaan saada metioniinille liian pienid arvoja,
ja erityiskasittely on tarpeen.

G. TRYPTOFAANIN MAARITYS
Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmén avulla voidaan médrittda rehuissa olevan tryptofaanin ko-
konaismdérd ja vapaan tryptofaanin midrd. Menetelmélld ei voi erottaa
D- ja L-muotoja toisistaan.

Periaate

Tryptofaanin kokonaisméédrdn médrittdmiseksi ndyte hydrolysoidaan
emaksisissd olosuhteissa kylldstetylla bariumhydroksidiliuoksella ja kuu-
mennetaan 110 °C:ssa 20 tuntia. Hydrolyysin jélkeen lisdtién sisdinen
standardi.

Vapaan tryptofaanin médarittdimiseksi ndytettd uutetaan lievidsti happa-
missa olosuhteissa yhdessd sisdisen standardin kanssa.

Tryptofaani ja sisdinen standardi hydrolysaatissa tai uutteessa méarite-
tdan HPLC:1la kayttden fluoresenssidetektoria.

Reagenssit

Veden on oltava kaksoistislattua tai vastaavan laatuista (johtokyky < 10
uS/cm).

Standardi: tryptofaani (puhtaus/pitoisuus > 99 %), kuivattu tyhjiossa
fosforipentoksidin paalld.

Sisdinen standardi: a-metyylitryptofaani (puhtaus/pitoisuus > 99 %), kui-
vattu tyhjiossd fosforipentoksidin paalla.

Bariumhydroksidioktahydraatti (on varottava, ettei Ba(OH), 8 H,O
joudu liiaksi kosketuksiin ilman kanssa; tdlloin muodostuisi BaCO;:a,
joka voi hairitd madaritystd) (ks. huomautus 9.3).

Natriumhydroksidi.
Ortofosforihappo, w (w/w) = 85 %
Kloorivetyhappo, pso 1,19 g/ml.
Metanoli, HPLC-laatua vastaava.

Petrolieetteri, kichumislampétila 40-60 °C.
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3.20.

3.21

3.22

4.2

43

4.4

Natriumhydroksidiliuos, ¢ = 1 mol/l:

Liuotetaan 40,0 g NaOH:ta (3.5) veteen ja tdytetdén 1 litraksi vedelld
@3.1).

Kloorivetyhappo, ¢ = 6 mol/l:

Mitataan 492 ml HClL:44 (3.7) ja tdytetdan 1 litraksi vedelld.
Kloorivetyhappo, ¢ = 1 mol/l:

Mitataan 82 ml HCl:a4 (3.7) ja tdytetddn 1 litraksi vedelld.

Kloorivetyhappo, ¢ = 0,1 mol/l:

Mitataan 8,2 ml HCL:d4 (3.7) ja tdytetddn 1 litraksi vedelld.
Ortofosforihappo, ¢ = 0,5 mol/l:

Mitataan 34 ml ortofosforihappoa (3.6) ja tdytetddn 1 litraksi vedelld
3.1).

Vikeva tryptofaaniliuos (3.2), ¢ = 2,50 pmol/ml:

Liuotetaan 500 ml:n mittapullossa 0,2553 g tryptofaania (3.2) kloorive-
tyhappoon (3.13) ja tdytetddn merkkiin asti kloorivetyhapolla (3.13).
Sdilyy —18 °C:ssa enintédn 4 viikkoa.

Konsentroitu sisdisen standardin liuos, ¢ = 2,50 pmol/ml:

Liuotetaan 500 ml:n mittapullossa 0,2728 g o-metyylitryptofaania (3.3)
kloorivetyhappoon (3.13) ja tdytetddn merkkiin asti kloorivetyhapolla
(3.13). Siilyy —18 °C:ssa enintdédn 4 viikkoa.

Tryptofaanin ja sisdisen standardin kalibrointistandardiliuos:

Mitataan 2,00 ml konsentroitua tryptofaaniliuosta (3.15) ja 2,00 ml kon-
sentroitua sisdisen standardin (o-metyylitryptofaanin) livosta (3.16). Lai-
mennetaan vedelld (3.1) ja metanolilla (3.8) siten, ettd liuoksen tilavuus

ja metanolipitoisuus on suunnilleen sama kuin valmiin hydrolysaatin
(metanolia 10-30 %).

Tama liuos on valmistettava juuri ennen kayttoa.

Liuos suojataan suoralta auringonvalolta valmistuksen aikana.
Etikkahappo.

1,1,1-Trikloori-2-metyyli-2-propanoli.

Etanoliamiini w (w/w) > 98 %.

Valmistetaan liuos, jossa on 1 g 1,1,1-trikloori-2-metyyli-2-propanolia
(3.19) 100 ml:ssa metanolia (3.8).

HPLC:ssé kéytettava liikkuva faasi: 3,00 g etikkahappoa (3.18) + 900 ml
vettd (3.1) +50,0 ml 1,1,1-trikloori-2-metyyli-2-propanolia (3.19) meta-
nolissa (3.21) (1g/100ml). pH sédddetddan arvoon 5,00 etanoliamiinilla
(3.20). Taytetdan 1 000 ml:ksi vedelld (3.1).

Viilineisto

HPLC-laitteisto, jossa on spektrofluorimetri-detektori.

Nestekromatografiakolonni, 125 mm x 4 mm, Cg, hartsin (pakkausai-
neen) hiukkaskoko 3 um, tai vastaava.

pH-mittari.

Polypropyleenipullo, tilavuus 125 ml, jossa on leved kaula ja kierretulp-
pa.
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Kalvosuodatin 0,45 pm.

Autoklaavi, 110 (= 2) °C, 1,4 (+0,1) bar.

Mekaaninen ravistelija tai magneettisekoitin.

Vortex-sekoitin.

Menettely
Ndytteiden valmistaminen

Niyte jauhetaan siten, ettd se ldpdisee 0,5 mm:n seulan. Naytteet, joilla
on suuri kosteuspitoisuus, on ilmakuivattava korkeintaan 50 °C:n lim-
potilassa tai kylmékuivattava ennen jauhamista. Naytteet, joilla on suuri
rasvapitoisuus, on uutettava petrolieetterilld (3.9) ennen jauhamista.

Vapaan tryptofaanin mddritys (uutteesta)

Punnitaan 1 mg:n tarkkuudella sopiva maérd (1-5 g) valmistettua néy-
tettd (5.1) erlenmeyerkolviin. Lisdtddn 100,0 ml kloorivetyhappoa (3.13)
ja 5,00 ml konsentroitua sisdisen standardin liuosta (3.16). Ravistellaan
tai sekoitetaan 60 minuuttia mekaanisella ravistelijalla tai magneettise-
koittimella (4.7). Annetaan sakan laskeutua ja pipetoidaan 10,0 ml su-
pernatanttiliuosta dekantterilasiin. Lisdtddn 5 ml ortofosforihappoa
(3.14). Séadetdin pH arvoon 3 natriumhydroksidilla (3.10). Lisdtddn
metanolia (3.8) niin ettd lopputilavuudessa on 10-30 % metanolia. Siir-
retddn liuos sopivankokoiseen mittapulloon ja laimennetaan vedelld so-
pivaan tilavuuteen kromatografiaa varten (suunnilleen sama tilavuus kuin
kalibrointistandardiliuoksella (3.17)).

Suodatetaan muutama ml livosta 0,45 pm:n kalvosuodattimen (4.5) lapi
ennen HPLC-kolonniin injektointia. Siirrytdan kromatografiavaiheeseen
5.4 kohdan mukaisesti.

Standardiliuos ja uutteet suojataan suoralta auringonvalolta. Jos néyteliu-
oksia ei voida analysoida samana pdivind, uutteita voi sdilyttdd 5 °C:ssa
enintddn 3 pdivaa.

Tryptofaanin kokonaismddrdn mddritys (hydrolysaatista)

Punnitaan 0,2 mg:n tarkkuudella 0,1-1 g valmistettua naytettd (5.1)
polypropyleenipulloon (4.4). Punnitun nidyteméddrdn typpipitoisuuden
on oltava noin 10 mg. Lisdtddn 8,4 g bariumhydroksidioktahydraattia
(3.4) ja 10 ml vettd. Sekoitetaan vortex-sekoittimella (4.8) tai magneet-
tisekoittimella (4.7). Teflon-paillystetty magneetti jétetddn seokseen.
Huuhdotaan pullon seindmét 4 ml:lla vettd. Pullo suljetaan 16yhasti kier-
rekorkilla. Pullo pannaan autoklaaviin (4.6), jossa on kichuvaa vettd, ja
autoklavoidaan 30—60 minuutin ajan. Suljetaan autoklaavi ja autoklavoi-
daan 110 (£ 2) °C:ssa 20 tuntia.

Lampdtila on laskettava juuri alle 100 °C:seen, ennen kuin autoklaavi
avataan. Jotta Ba(OH), - 8 H,O ei kiteytyisi, ldmpimédédn seokseen lisa-
tddn 30 ml huoneenldmpdistd vettd. Ravistellaan tai sekoitetaan varovas-
ti. Lisdtdan 2,00 ml konsentroitua sisdisen standardin livosta (o-metyy-
litryptofaania, 3.16). Jadhdytetddn pulloja vesi/jddhauteessa 15 minuuttia.

Lisdatdan 5 ml ortofosforihappoa (3.14). Pullo pidetddn jadahdytyshau-
teessa ja liuos neutraloidaan HCL:114 (3.11) sekoittaen samalla, ja pH
sdddetddn arvoon 3,0 HCIL:114 (3.12). Lisdtddn metanolia niin ettd loppu-
tilavuudessa on 10-30 % metanolia. Siirretddn liuos sopivankokoiseen
mittapulloon ja laimennetaan vedelld tiettyyn sopivaan tilavuuteen kro-
matografiaa varten (esim. 100 ml). Metanolin lisddminen ei saa aiheuttaa
saostumista.
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Suodatetaan muutama ml livosta 0,45 pm:n kalvosuodattimen (4.5) lapi
ennen HPLC-kolonniin injektointia. Siirrytddn kromatografiavaiheeseen
5.4 kohdan mukaisesti.

Standardiliuos ja hydrolysaatit suojataan suoralta auringonvalolta. Jos
hydrolysaatteja ei voida analysoida samana péivédnd, niitd voi sdilyttda
5 °C:ssa enintddn 3 pdivid.

HPLC-mddritys

Seuraavat isokraattisen erotuksen olosuhteet ovat ohjeellisia; ajo voidaan
suorittaa muissa olosuhteissa, jos niilld saadaan samanlaiset tulokset (ks.
my6s huomautukset 9.1 ja 9.2):

Nestekromatografiakolonni 125 mm x 4 mm, C;g, hiukkaskoko 3 pum,

(4.2): tai vastaava
Kolonnin lampétila: huoneenlampdétila
Liikkuva faasi (3.22): 3,00 g etikkahappoa (3.18) + 900 ml vetta

(3.1) +50,0 ml livosta (3.21), jossa on
1,1,1-trikloori-2-metyyli-2-propanolia

(3.19) metanolissa (3.8) (1 g/100 ml).
Saddetdadn pH arvoon 5,00 etanoliamiinilla
(3.20). Taytetdan 1000 ml:ksi vedelld

@3.D).
Virtausnopeus: 1 ml/min
Kokonaisajoaika: noin 34 min
Detektioaallonpituus: eksitaatio: 280 nm, emissio: 356 nm.
Injektiotilavuus: 20 pl.

Tulosten laskeminen

Lasketaan tryptofaanin maara (X) grammoina 100 grammassa naytetta.

_AXBxVyxexVyxM
 CxDxVsx 10000 x m

A = sisdisen standardin piikin pinta-ala, kalibrointistandardiliuos (3.17)

B = tryptofaanin piikin pinta-ala, uute (5.2) tai hydrolysaatti (5.3)

V, = kalibrointiliuokseen (3.17) lisdtyn konsentroidun tryptofaaniliu-
oksen (3.15) tilavuus ml (2 ml)

¢ = kalibrointiliuokseen (3.17) lisdtyn konsentroidun tryptofaaniliu-
oksen (3.15) pitoisuus pmol/ml (= 2,50)

V, = uuttovaiheessa (5.2) lisdtyn (= 5,00 ml) tai hydrolysaattiin (5.3)
lisdtyn (= 2,00 ml) konsentroidun sisdisen standardiliuoksen (3.16)
tilavuus ml

C = sisdisen standardin piikin pinta-ala, uute (5.2) tai hydrolysaatti
(5.3)

D = tryptofaanin piikin pinta-ala, kalibrointistandardiliuos (3.17)

V3 = kalibrointiliuokseen (3.17) lisdtyn konsentroidun sisédisen standar-
diliuoksen (3.16) tilavuus ml (= 2,00 ml)

m = ndytteen paino grammoina (korjataan alkuperdiseen painoon, jos
kuivattu ja/tai rasva poistettu)

M = tryptofaanin molekyylipaino (= 204,23 g/mol).

Toistettavuus

Kahden rinnakkaismédrityksen vélinen ero samasta néytteestd ei saa olla
suurempi kuin 10 % suuremmasta tuloksesta.
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Laboratorioiden vilisen vertailun tulokset

Jarjestetyssd EY-vertailussa (4. vertailututkimus) 12 laboratoriota analy-
soi kolme niytettd hydrolyysimenetelmédn varmentamiseksi. Kustakin
néytteestd tehtiin viisi rinnakkaismadritystd. Tulokset on esitetty seuraa-
vassa taulukossa:

Nayte 2
Néyte 1Sian rehu (?Illal;ls::?; LJ?;; SianNri}I]flftifviste

tofaania

L 12 12 12

n 50 55 50

Keskiarvo [g/kg] 2,42 3,40 4,22

s, [g/kg] 0,05 0,05 0,08

r [g/kg] 0,14 0,14 0,22

CV, [%] 1,9 1,6 1,9

Sr [g/kg] 0,15 0,20 0,09

R [g/kg] 0,42 0,56 0,25

CVk [%] 6,3 6,0 2,2

L = laboratorioiden lukumaara

n = keskiarvoon mukaan otettujen yksittdisten tulosten lukumaard,

kun on poistettu poikkeavat arvot (tunnistettu Cochranin ja Di-
xonin poikkeavien arvojen testilld)

Sy = toistettavuuden keskihajonta
Sg = uusittavuuden keskihajonta
r = toistettavuus

R = uusittavuus

CV, = toistettavuuden variaatiokerroin, %
CVg = uusittavuuden variaatiokerroin, %.

Toisessa EY-vertailussa (3. vertailututkimus) 13 laboratoriota analysoi
kaksi ndytettd vapaan tryptofaanin uuttomenetelmén varmentamiseksi.
Kustakin néytteestd tehtiin viisi rinnakkaismadritystd. Tulokset on esi-
tetty seuraavassa taulukossa:

Niyte 5
Nayte 4 Vehné-soijaseos (= ndyte
Vehné-soijaseos 4), johon on lisitty tryp-
tofaania (0,457 g/kg)
L 12 12
n 55 60
Keskiarvo [g/kg] 0,391 0,931
s, [g/kg] 0,005 0,012
r [g/kg] 0,014 0,034
CV, [%] 1,34 1,34
Sk [g/kg] 0,018 0,048
R [g/kg] 0,050 0,134
CVy [%] 4,71 5,11
L = laboratorioiden lukuméara
n = keskiarvoon mukaan otettujen yksittdisten tulosten lukumairi,

kun on poistettu suuresti poikkeavat arvot (tunnistettu Cochra-
nin ja Dixonin poikkeavien arvojen testilld)

S = toistettavuuden keskihajonta
Sg = uusittavuuden keskihajonta
r = toistettavuus

R = uusittavuus

CV, = toistettavuuden variaatiokerroin, %
CVy = uusittavuuden variaatiokerroin, %.
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9.2

Vield jérjestettiin EY-vertailututkimus, jossa seitsemén laboratoriota ana-
lysoi neljd néytettd, tarkoituksena tryptofaanin varmentaminen hydrolyy-
sissd. Tulokset on esitetty seuraavassa taulukossa. Kustakin ndytteestd

tehtiin viisi rinnakkaismaaritysta.

.. Niyte 2 N Nayte 4
'Nayte ! Vihiarasvai- Nﬁly?e 3 Rasvaton
Sikarchuseos nen kalajauho Soijajauho maitojauhe
(CRM 117) " Cpnr T1g) | CRM 19 | e 120,
L 7 7 7 7
n 25 30 30 30
Keskiarvo  [g/ 2,064 8,801 6,882 5,236
kg]
s; [g/kg] 0,021 0,101 0,089 0,040
r [g/kg] 0,059 0,283 0,249 0,112
CV, [%] 1,04 1,15 1,30 0,76
Sk [g/kg] 0,031 0,413 0,283 0,221
R [g/kg] 0,087 1,156 0,792 0,619
CVr [%] 1,48 4,69 4,11 4,22
L = laboratorioiden lukumaara
n = keskiarvoon mukaan otettujen yksittdisten tulosten lukuméaard,
kun on poistettu suuresti poikkeavat arvot (tunnistettu Cochra-
nin ja Dixonin poikkeavien arvojen testilld)
S = toistettavuuden keskihajonta
Sg = uusittavuuden keskihajonta
r = toistettavuus
R = uusittavuus

CV, = toistettavuuden variaatiokerroin, %
CVg = uusittavuuden variaatiokerroin, %.

Huomautukset

Seuraavilla erityisilld kromatografiaolosuhteilla voidaan erottaa parem-
min tryptofaani ja o-metyylitryptofaani.

Isokraattinen erotus, jonka jdlkeen kolonni puhdistetaan gradienteilla:

Nestekromatografia-kolon- 125 mm X% 4 mm, C,g, hiukkaskoko 5 pm,

ni: tai vastaava

Kolonnin limpétila: 32 °C

Liikkuva faasi: A: 0,01 mol/l KH,PO4/metanoli, 95+5
(V+V).
B: metanoli

Gradientti: 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

Virtausnopeus: 1,2 ml/min

Kokonaisajoaika: noin 33 min.

Kromatografia vaihtelee HPLC-laitetyypin ja kéytetyn kolonnin tiytema-
teriaalin mukaan. Valitun jérjestelmén on pystyttavd erottamaan trypto-
faanin piikki ja sisdisen standardin piikki pohjaviivalle asti. Lisdksi on
tirkedd, ettd hajoamistuotteet eroavat hyvin tryptofaanista ja sisdisestd
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1.2

1.3

2.2

standardista. Hydrolysaatteja on ajettava myos ilman sisdistd standardia,
jotta voidaan tarkistaa epapuhtauksien esiintyminen sisdisen standardin
kohdalla olevan pohjaviivan avulla. On tirked4, ettd ajoaika on riittdvin
pitkd, jotta kaikki hajoamistuotteet eluoituvat; myohéddn eluoituvat piikit
saattavat muuten héiritd myohempid kromatografia-ajoja.

Kromatografiajarjestelmédn vasteen on oltava lineaarinen toiminta-alueel-
la. Lineaarinen vaste on mitattava sisdisen standardin vakiopitoisuudella
(normaalilla pitoisuudella) ja erilaisilla tryptofaanipitoisuuksilla. On tér-
kedd, ettd sekd tryptofaanin ettd sisdisen standardin piikkien koot ovat
HPLC-fluoresenssijirjestelmén lineaarisella alueella. Jos joko tryptofaa-
nin ja/tai sisdisen standardin piikki on liian pieni tai liian suuri (piikit
ovat lilan pienet tai suuret), analyysi on toistettava kayttden erilaista
ndytem&drdd ja/tai muuttaen lopputilavuutta.

Bariumhydroksidi

Bariumhydroksidi tulee vanhetessaan vaikealiukoisemmaksi. HPLC-maa-
ritystd varten tehty liuos voi sen vuoksi olla samea, minkd vuoksi voi-
daan saada alhaisia tryptofaanituloksia.

H. RAAKARASVAN JA RAAKAOLJYN MAARITYS
Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmilld médritetddn rehuissa olevan raakarasvan ja -0ljyn méara.
Se ei koske dljysiementen ja Oljypitoisten hedelmien maarityksid.

Jaljempénd kuvattavan kahden menettelytavan kéyttd riippuu rehun
luonteesta ja koostumuksesta sekd madrityksen kéyttotarkoituksesta.

Menettelytapa A — Suoraan uutettavissa oleva raakarasva ja -6ljy

Tatd menetelmdd voidaan kéyttdd kasviperdisiin rehuihin lukuun otta-
matta niitd, jotka kuuluvat menettelytavan B soveltamisalaan.

Menettelytapa B — Raakarasvan ja -0ljyn kokonaismdidird

Menetelmdd voidaan soveltaa eldinperdisiin rehuihin seké kaikkiin rehu-
seoksiin. Sita kéytetddn kaikkiin sellaisiin rehuihin, joista rasvaa ja oljya
ei voida tdysin uuttaa ilman sitd edeltdvdad hydrolysointia (esim. glutee-
nit, hiiva, perunaproteiinit ja tuotteet, joita on késitelty muun muassa
ekstrudoimalla, kuumentamalla tai hiutaleiksi tekemalld).

Tulosten tulkitseminen

Aina, kun menettelytapaa B kéyttden saadaan suurempi tulos kuin me-
nettelytapaa A kédyttden, menettelytavalla B saatua tulosta pidetddn to-
dellisena arvona.

Periaate
Menettelytapa A

Niyte uutetaan petrolieetterilld. Liuotin tislataan pois ja jidnnds kuiva-
taan ja punnitaan.

Menettelytapa B

Niyte késitelladn kuumentamalla sitd kloorivetyhapon kanssa. Seos jddh-
dytetddn ja suodatetaan. JaannOs pestddn ja kuivataan ja madritystd jat-
ketaan menettelytavan A mukaisesti.
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Reagenssit

Petrolieetteri, kichumislampétila: 40-60 °C. Bromiluvun on oltava alle 1
ja haihdutusjadnnoksen alle 2 mg/100 ml.

Natriumsulfaatti, vedeton.

Kloorivetyhappo, ¢ = 3 mol /.

Suodatuksen apuaine, esim. Kieselgur, Hyflo-supercel.

Viilineisto

Uuttolaitteisto. Jos kiytetddn Soxhlet-laitteistoa (jossa on sifoni), refluk-
sointinopeuden on oltava sellainen, ettd Soxhlet-véliosan tiyttyminen
livottimella ja tyhjeneminen siitd tapahtuvat noin 10 kertaa tunnissa.
Jos laitteistoon kuuluu suoramallinen véliosa, refluksointinopeuden on
oltava noin 10 ml minuutissa.

Uuttohylsyjé, joissa ei ole petrolieetteriin liukenevaa materiaalia ja joi-
den huokoisuus téyttdd 4.1 kohdassa esitetyt vaatimukset.

Lampdkaappi, joko vakuumikaappi, joka on sdddetty 75 + 3 °C:seen tai
kiertoilmakaappi, joka on sdddetty 100 + 3 °C:seen.

Menettely
Menettelytapa A (katso 8.1 kohta)

Naytettd punnitaan 5 g 1 mgmn tarkkuudella uuttohylsyyn (4.2) ja se
peitetddn rasvattomalla puuvillavanulla.

Hylsy asetetaan uuttolaitteeseen (4.1) ja sitd uutetaan kuusi tuntia petro-
lieetterilld (3.1). Petrolicetteriuute otetaan talteen kuivaan, punnittuun
pulloon, joka sisdltdd kiehumakivid ().

Liuotin tislataan pois. Pullon ja sen sisidltdiméin jddnndksen annetaan
kuivua puolentoista tunnin ajan ldmpokaapissa (4.3). Pullon jadnnoksi-
neen annetaan jadhtya eksikkaattorissa ja se punnitaan. Kuivausta jatke-
taan edelleen 30 minuutin ajan sen varmistamiseksi, ettd rasvan ja 6ljyn
paino pysyy vakiona (kahden perikkidisen punnituksen vélinen painoero
saa olla enintddn 1 mg).

Menettelytapa B

Néytettd punnitaan 2,5 g 1 mg:n tarkkuudella (ks. 8.2 kohta) 400 ml:n
dekantterilasiin tai 300 ml:n erlenmeyerkolviin ja astiaan lisdtddan 100 ml
kloorivetyhappoa (3.3) ja kiehumakivid. Dekantterilasi peitetddn kellon-
lasilla tai erlenmeyerkolvi yhdistetddn palautusjdéhdyttimeen. Seos saa-
tetaan varovasti kiehuvaksi kdyttden pientd lickkid tai sdhkolevyd ja
seoksen annetaan kiehua hiljalleen tunnin ajan. Néytteen tarttumista as-
tian seindmiin tulee valttad.

Astian sisdllon annetaan jadhtya ja lisdtddn suodatuksen apuainetta (3.4)
sen verran, ettei rasvaa ja 0ljyd hdvid suodatuksessa. Suodatukseen kay-
tetddn kostutettua, rasvatonta, kaksinkertaista suodatinpaperia. Jadnnos
pestddn kylmalld vedelld, kunnes saadaan neutraali suodos. Tarkastetaan,
ettei suodos sisdlld Oljyd tai rasvaa. Jos sitd esiintyy, ndyte on ennen
hydrolysointia uutettava petrolieetterilld menettelytapaa A kayttden.

Jaannoksen sisdltdva kaksinkertainen suodatinpaperi asetetaan kellonla-
sille ja sen annetaan kuivua puolitoista tuntia 100 + 3 °C:ssa lampokaa-
pissa (4.3).

(") Jos rasvalle tai 6ljylle tehdddn vield tdmén jilkeen sen laatuun liittyvid maérdyksid,

kiehumakivet korvataan lasihelmill.
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Kuivan jddnnoksen sisédltivd kaksinkertainen suodatinpaperi pannaan
uuttohylsyyn (4.2) ja peitetddn rasvattomalla puuvillavanulla. Hylsy pan-
naan uuttolaitteeseen (4.1) ja médritysté jatketaan 5.1 kohdan toisessa ja
kolmannessa kappaleessa esitetylld tavalla.

Tuloksen ilmoittaminen

Jaannoksen paino ilmoitetaan prosentteina ndytteen painosta.

Toistettavuus

Samasta ndytteestd saman henkilon suorittaman kahden rinnakkaismaé-
rityksen tulosten viélinen ero ei saa olla yli:

— 0,2 %:a absoluuttisena arvona, kun raakarasva- ja -6ljypitoisuus on
alle 5 %,

— 4,0 %:a suhteellisena arvona, kun raakarasva- ja -Oljypitoisuus on
5-10 %,

— 0,4 %:a absoluuttisena arvona, kun raakarasva- ja -0ljypitoisuus on
yli 10 %.

Huomautukset

Runsaasti rasvaa ja 0ljya siséltdvid tuotteita, joita on hankala jauhaa tai
joista on vaikea saada homogeenista ndytettd, kisitellddn seuraavasti:

Naytettd punnitaan 20 g 1 mg:n tarkkuudella ja siihen sekoitetaan vé-
hintdédn 10 g vedetontd natriumsulfaattia (3.2). Sitd uutetaan petrolieet-
terilld (3.1) 5.1 kohdassa esitetylld tavalla. Saadun uutteen tilavuus tay-
dennetddn 500 ml:ksi petrolieetterilla (3.1) ja se sekoitetaan. Liuosta
otetaan 50 ml ja kaadetaan pieneen, kuivaan, punnittuun pulloon, joka
sisdltdd kiehumakivid. Liuotin tislataan pois, jddnnos kuivataan ja méa-
ritystd jatketaan 5.1 kohdan viimeisessd kappaleessa kuvatulla tavalla.

Liuottimen annetaan haihtua hylsyssd olevasta uuttojddnnoksestd, jddn-
nds jauhetaan 1 mm raekokoon ja siirretddn takaisin hylsyyn (lisédmaitta
natriumsulfaattia) ja médritystd jatketaan 5.1 kohdan toisessa ja kolman-
nessa kappaleessa kuvatulla tavalla.

Rasvan ja oljyn pitoisuus prosentteina nidytteestd lasketaan seuraavalla
kaavalla:

(IOm] + mz) x5

m; = ensimmdisen uuton jilkeen saadun jddnnoksen (médrdosa uuttees-
ta) paino grammoina,
m, = toisen uuton jilkeen saadun jddnndksen paino grammoina.

Pienid rasva- ja 0ljymddrid sisdltdvien ndytteiden punnitusméiérd voidaan
nostaa 5 grammaan.

Lemmikkieldinten ruokiin, joiden vesipitoisuus on suuri, voi olla tarvetta
sekoittaa vedetontd natriumsulfaattia ennen hydrolysointia ja uuttoa, joka
suoritetaan menettelytavassa B kuvatulla tavalla.

Edelld 5.2 kohdassa voi olla tehokkaampaa kéyttdd kuumaa vettd kylméan
veden sijaan jadnnoksen pesemiseksi suodatuksen jélkeen.

Mainittua 1,5 tunnin kuivatusaikaa saatetaan joutua pidentdimédéin joiden-
kin rehujen osalta. Liiallista kuivaamista on kuitenkin véltettava, silld se
voi johtaa alhaisempiin tuloksiin. My6s mikroaaltouunia voidaan kayt-
taa.
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Ennen hydrolysointia tapahtuvaa menettelytavan A mukaista esiuuttoa ja
menettelytavan B mukaista uudelleen uuttoa suositellaan, jos raakaras-
van/0ljyn pitoisuus on yli 15 %. Tédmé riippuu jossakin méaérin rehun tai
rehuseoksen luonteesta ja siind olevan rasvan/6ljyn laadusta.

I.  RAAKAKUIDUN MAARITYS

Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmilld voidaan méadrittdd rehusta sen rasvaton orgaaninen aines,
joka ei liukene happo- ja emésliuoksen kanssa keitettdessd ja jota kut-
sutaan sovitusti raakakuiduksi.

Periaate

Naiyte, josta tarvittaessa on poistettu rasva, késitellddn perdkkiin tietyn
vikevyisilld kiehuvilla rikkihappo- ja kaliumhydroksidiliuoksilla. Jéan-
nds erotetaan suodattamalla ndyte lasisintterisuodattimella, se pestdén,
kuivataan, punnitaan ja poltetaan tuhkaksi 475-500 °C:ssa. Tuhkaa-
misesta aiheutuva painohdvid vastaa ndytteen raakakuitupitoisuutta.

Reagenssit

Rikkihappo, ¢ = 0,13 mol/l.
Kuohunestoaine (esimerkiksi n-oktanoli).

Suodatuksen apuaine (Celite 545 tai vastaava), jota on kuumennettu
500 °C:n ldmpétilassa neljén tunnin ajan (8.6).

Asetoni.

Petrolieetteri, kichumislampétila: 40-60 °C.
Kloorivetyhappo, ¢ = 0,5 mol/l.
Kalumhydroksidiliuos, ¢ = 0,23 mol/l.

Viilineisto

Lammityslaitteisto rikkihappoliuoksella tai kaliumhydroksidiliuoksella
tehtdvdan kuumauuttoon; ldmmityslaitteistoon kuuluu suodatinupokkaan
(4.2) jalusta ja letku, jossa on ilmanpoisto- ja tyhjennysventtiili; tarvit-
taessa laitteistoon saadaan paineilmaa. Ennen kutakin pdivittdistd kayt-
toonottoa laitteisto esildimmitetddn keittdmalld siind vettd viiden minuutin
ajan.

Vetoisuudeltaan 50 ml:n suuruinen lasinen suodatinupokas, jossa on
huokoisuudeltaan 40-90 pm:n lasisintterisuodatin. Ennen ensimmaisti
kiyttokertaa upokasta kuumennetaan 500 °C:ssa muutaman minuutin
ajan ja jadhdytetddn (8.6).

Vetoisuudeltaan vahintadn 270 ml oleva sylinteri, jossa on kiehumisen
kestdvé palautusjddhdytin.

Termostaattisdatoinen lampdokaappi.
Termostaattisddtoinen muhveliuuni.

Uuttoyksikko, johon kuuluu suodatinupokkaan jalusta (4.2) ja poistolet-
ku, jossa on ilmanpoisto- ja tyhjennysventtiili.

Osia ldmmityslaitteiston (4.1), upokkaan (4.2) ja sylinterin (4.3) kokoa-
miseen sekd kylméuuttoyksikon (4.6) ja upokkaan liittdmiseen.

Menettely

Punnitaan 1 mg:n tarkkuudella 1 g esikdsiteltyd ndytettd upokkaaseen
(4.2) (ks. huomautukset 8.1, 8.2 ja 8.3) ja lisdtddn 1 g suodatuksen
apuainetta (3.3).
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Liitetddn suodatinupokas (4.2) lammityslaitteistoon (4.1), ja tdmén jil-
keen liitetddn sylinteri (4.3) upokkaaseen. Sylinteri-upokasyhdistelmi
taytetddn 150 ml:lla kiehuvaa rikkihappoa (3.1) ja tarvittaessa lisdtddn
muutama pisara kuohunestoainetta (3.2).

Neste saatetaan kiehuvaksi 5 + 2 minuutissa ja annetaan kiechua voimak-
kaasti tarkalleen 30 minuuttia.

Avataan poistoletkun venttiili (4.1), ja suodatetaan rikkihappo tyhjossa
suodatinupokkaan ldpi ja pestddn jadnnos kolme kertaa perdkkdin 30
ml:1la kiehuvaa vettd huolehtien siitd, ettd jadnnds suodatetaan kuivaksi
jokaisen pesukerran jélkeen.

Suljetaan tyhjennysventtiili, kaadetaan 150 ml kiehuvaa kaliumhydrok-
sidilivosta (3.7) sylinteriupokasyhdistelmédén ja lisdtddn muutama pisara
kuohunestoainetta (3.2). Neste saatetaan kiehuvaksi 5 + 2 minuutissa ja
annetaan kiehua voimakkaasti tarkalleen 30 minuuttia. Suodatetaan ja
toistetaan pesumenettelyt samalla tavoin kuin rikkihapon kanssa.

Viimeisen pesun ja kuivauksen jélkeen upokas siséltoineen irrotetaan ja
upokas yhdistetddn uudelleen kylméuuttoyksikkdon (4.6). Poistetaan
ilma ja pestddn jaannds upokkaassa kolme kertaa perikkédin 25 ml:lla
asetonia (3.4) huolehtien siitd, ettd jadnnos kuivuu jokaisen pesukerran
jélkeen.

Annetaan upokkaan kuivua vakiopainoon ldmpdkaapissa, jonka lampo-
tila on 130 °C. Jokaisen kuivauksen jilkeen jadhdytetdén eksikkaatto-
rissa ja punnitaan nopeasti. Upokas asetetaan muhveliuuniin, jossa nayt-
teen annetaan palaa tuhkaksi vakiopainoon (kahden perdkkiisen punni-
tuksen vilinen painoero saa olla enintddn 2 mg) 475-500 °C:ssa véhin-
tddn 30 minuuttia.

Jokaisen kuumennuksen jidlkeen upokkaan annetaan jadhtyd ensin uu-
nissa ja tdmén jilkeen eksikkaattorissa ennen punnitusta.

Nollakoe suoritetaan ilman néytettd. Tuhkaamisesta johtuva painohdvio
ei saa olla yli 4 mg:aa.

Tulosten laskeminen

Raakakuitupitoisuus prosentteina néytteestd saadaan seuraavasti:

(mo 7m1) x 100

X =
m
jossa:
m = ndytteen paino grammoina,
my = madrityksen aikana ndytteen polttamisesta aiheutuva painohdvio
grammoina,
m; = nollakokeessa polttamisesta aiheutuva painohdvié grammoina.
Toistettavuus

Kahden samasta nédytteestd suoritetun maérityksen tulosten vilinen ero ei
saa olla yli:

— 0,6 %:a absoluuttisena arvona, kun raakakuitupitoisuus on alle 10 %,

— 6 %:a suhteellisena arvona suuremmasta tuloksesta, kun raakakuit-
upitoisuus on véhintddn 10 %.

Huomautukset

Rehuista, jotka sisdltdvdt yli 10 % Oljyjd ja rasvoja, on rasva ennen
madritystd poistettava petrolieetterilla (3.5). Liitetddn suodatinupokas
(4.2) siséltéineen kylmauuttoyksikkoon (4.6), poistetaan ilma ja pestdin
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jaannos kolme kertaa 30 ml:lla petrolieetterid; varmistetaan, ettd jaannos
on kuiva. Yhdistetddn upokas siséltdineen ldmmityslaitteistoon (4.1) ja
jatketaan 5 kohdassa esitetylld tavalla.

Rehuista, jotka siséltivdt Oljyja ja rasvoja, joita ei voida uuttaa suoraan
petrolieetterilld (3.5), rasva on poistettava 8.1 kohdassa esitetylld tavalla
ja tdmién jilkeen rasva on poistettava vield uudelleen hapolla kiehutta-
misen jélkeen. Hapolla kichuttamisen ja sitd seuraavien pesujen jélkeen
upokas sisdltdineen yhdistetddn kylmauuttoyksikkoon (4.6) ja jadnnostd
pestddn kolme kertaa 30 ml:lla asetonia ja tdmin jilkeen kolme kertaa
30 ml:lla petrolieetterid. Suodatetaan tyhjossd kunnes jdannds on kuiva
ja jatketaan médritystd kaliumhydroksidikdsittelylld 5 kohdassa esitetylld
tavalla.

Jos niyte sisdltdd yli 5 % karbonaatteja kalsiumkarbonaattina ilmaistuna,
upokas (4.2) yhdistetddn punnittuine ndytteineen lammityslaitteistoon
(4.1). Néyte pestddn kolme kertaa 30 ml:lla kloorivetyhappoa (3.6). Jo-
kaisen lisd&imiskerran jélkeen odotetaan noin yksi minuutti ennen suo-
datuksen aloittamista. Ndyte pestddn kerran 30 ml:lla vettd ja timédn
jélkeen jatketaan 5 kohdassa esitetylld tavalla.

Jos kéytetddn telineenmuotoista laitteistoa (useita upokkaita on liitetty
samaan ldmmityslaitteistoon), kahta koetta samasta ndytteestd ei saa
suorittaa samalla kertaa.

Jos kiehuttamisen jidlkeen happamien ja eméksisten liuosten suodatus
osoittautuu vaikeaksi, kéytetddn ldmmityslaitteiston tyhjennysletkun
kautta annettavaa paineilmaa, minka jélkeen jatketaan suodatusta.

Tuhkausldmpdtila ei saa olla yli 500:aa °C lasisten suodatinupokkaiden
kéyttoidn pidentimiseksi. Kuumennus- ja jadhdytysjaksojen aikana on
viltettdvd suuria ldmpdétilanvaihteluita.

J. SOKERIN MAARITYS
Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmélld voidaan médrittdd pelkistdvien sokerien ja kokonaissoke-
rien maard invertoinnin jilkeen glukoosina, tai tarvittaessa sakkaroosina
kayttden muunnoskerrointa 0,95. Menetelmd soveltuu rehuseoksiin.
Muita rehuja varten on saddetty erityismenetelmistd. Laktoosi on tarvit-
taessa mitattava erikseen ja otettava huomioon tuloksia laskettaessa.

Periaate
Sokerit uutetaan laimeaan etanoliin ja liuos kirkastetaan Carrez-liuoksilla

I ja II. Etanolin poiston jidlkeen méadritykset suoritetaan ennen invertoin-
tia ja sen jdlkeen saadut Luff-Schoorl-menetelmalld.

Reagenssit
Etanoli 40 % (v/v), tiheys: 0,948 g/ml 20 °C:ssa, neutraalia fenoliftaleii-

nilla médritettyna.

Carrez-liuvos  I:  liuotetaan  veteen 21,9 g  sinkkiasetaattia,
Zn(CH53COO0),2H,0, ja 3 g jadetikkaa. Taytetddn 100 ml:ksi vedelld.

Carrez-liuos II:  liuotetaan veteen 10,6 g kaliumferrosyanidia
K4Fe(CN)g3H,0. Taytetddn 100 ml:ksi vedelld.

Metyylioranssiliuos 0,1 % (W/v).

Kloorivetyhappo 4 mol/l.

Kloorivetyhappo 0,1 mol/l.
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Natriumhydroksidiliuos 0,1 mol/l.
Luff-Schoorl-reagenssi:

Kaadetaan sitruunahappoliuvos  (3.8.2)  natriumkarbonaattiliuokseen
(3.8.3) varovasti sekoittaen. Tdmén jilkeen lisdtdan kuparisulfaattiliuos
(3.8.1) ja taytetddn 1 litraksi vedelld. Annetaan seistd yon yli ja suoda-
tetaan.

Niin saadun reagenssin (Cu 0,05 mol/l; Na, CO3 1 mol/l) konsentraatio
tarkistetaan; ks. 5.4 kohdan viimeinen kappale. Liuoksen pH:n on oltava
noin 9,4.

Kuparisulfaattilivos: liuotetaan 25 g raudatonta kuparisulfaattia, Cu-
SO,45H>0, 100 ml:aan vetta.

Sitruunahappoliuos: liuotetaan 50 g sitruunahappoa, CsHgO, H,O, 50
ml:aan vettd.

Natriumkarbonaattiliuos: liuotetaan 143,8 g vedetontd natriumkarbonaat-
tia noin 300 ml:aan ldmmintd vettd. Annetaan jadhtya.

Natriumtiosulfaattiliuos 0,1 mol/l.

Térkkelyslivos: 5 g liukoista térkkelystd lisdtdan 30 ml:aan vettd, seos
lisatddn 1 litraan kiehuvaa vettd. Keitetddn kolme minuuttia, annetaan
jédhtyd ja tarvittaessa lisdtddn 10 mg elohopeajodidia sdilyteaineeksi.

Rikkihappo, 3 mol/l.
Kaliumjodidiliuos, 30 % (w/v)

Kiehumakivid, jotka keitetddan suolahapossa, pestddn vedelld ja kuiva-
taan.

3-metyylibutan-1-oli.

Viilineisto

Sekoitin: noin 35-40 kierr./min.

Menettely
Ndytteen uutto

Punnitaan 1 mg:n tarkkuudella 2,5 g nidytettd 250 ml:n mittapulloon.
Lisataan 200 ml etanolia (3.1) ja sekoitetaan sekoittajassa yhden tunnin
ajan. Lisdtddn 5 ml Carrez-livosta I (3.2) ja sekoitetaan noin 30 sekunnin
ajan. Lisdtdadn 5 ml Carrez-liuosta II (3.3) ja sekoitetaan uudelleen yhden
minuutin ajan. Téytetddn pullo etanolilla (3.1), homogenoidaan ja suo-
datetaan. Otetaan 200 ml suodosta ja haihdutetaan se noin puoleen tila-
vuuteen, jotta saadaan poistetuksi suurin osa etanolista. Haihdutusjdin-
nds siirretddn kvantitatiivisesti 200 ml:n mittapulloon kdyttden lammintd
vettd, jadhdytetddn, tdytetddn vedelld merkkiin asti, homogenoidaan ja
suodatetaan tarvittaessa. Tdtd liuosta kidytetddn pelkistdvien sokerien
madrittdmiseksi ja invertointireaktion jélkeen kokonaissokerien méadritté-
miseksi.

Pelkistivien sokerien mddritys

Pipetoidaan enintddn 25 ml liuosta, joka sisdltdd alle 60 mg glukoosina
ilmoitettuja pelkistdvid sokereita. Tarvittaessa tilavuus sdddetddn 25
mlksi tislatulla vedelld ja pelkistdvien sokerien pitoisuus médritetddn
Luff-Schoorl-menetelmailld. Tulos ilmoitetaan glukoosiprosenttina.

Kokonaissokerien mddritys invertointireaktion jdlkeen

Pipetoidaan 50 ml livosta 100 ml:n mittapulloon. Lisdtidn muutama
pisara metyylioranssiliuosta (3.4) ja tdmén jilkeen lisdtddn varovasti ja
jatkuvasti sekoittaen kloorivetyhappoa (3.5), kunnes neste muuttuu sel-
vésti punaiseksi. Lisdtdan 15 ml kloorivetyhappoa (3.6), pullo upotetaan



02009R0152 — FI —26.04.2017 — 005.001 — 54

5.4

7.2

voimakkaasti kiehuvaan vesihauteeseen ja pidetddn siind 30 minuutin
ajan. Jadhdytetddn nopeasti noin 20 °C:seen ja lisdtdan 15 ml natrium-
hydroksidilivosta (3.7). Tilavuus sdddetddn 100 ml:ksi vedelld ja homo-
genoidaan. Otetaan enintddn 25 ml:n erd, joka siséltdd alle 60 mg glu-
koosina ilmoitettuja pelkistivid sokereita. Tarvittaessa tilavuus sdddetdian
25 ml:ksi tislatulla vedelld, ja pelkistdvien sokerien pitoisuus médritetdan
Luff-Schoorl-menetelmailld. Tulos ilmoitetaan glukoosiprosenttina tai tar-
vittaessa sakkaroosina kertomalla kertoimella 0,95.

Titraus Luff-Schoorl-menetelmdlld

Pipetoidaan 25 ml Luff-Schoorl-reagenssia (3.8) 300 ml:n erlenmey-
erkolviin, lisdtddn tarkalleen 25 ml kirkastettua sokeriliuosta. Lisdtadn
kaksi kichumakived (3.13), lammitetddn keskikokoisen liekin ylépuolella
kdsin ravistaen ja kuumennetaan neste kiehumapisteeseen noin kahdessa
minuutissa. Erlenmeyerkolvi asetetaan vilittomaésti asbestiverkolle, jossa
on noin 6 cm:n ldpimittainen reikéd ja verkon alla on etukéteen sytytetty
liekki. Sdddetddn liekki sellaiseksi, ettd erlenmeyerkolvi kuumenee ai-
noastaan pohjastaan. Tdmén jdlkeen erlenmeyerkolviin kiinnitetddn pa-
lautusjdahdytin. Keitetdédn tarkalleen 10 minuutin ajan. Jddhdytetdan vi-
littomésti kylmassd vedessd ja noin viiden minuutin kuluttua titrataan
seuraavasti:

Lisdtddn 10 ml kaliumjodidiliuosta (3.12) ja vélittomasti tdmén jalkeen
(varoen, koska liuos voi vaahdota runsaasti) lisdtddan 25 ml rikkihappoa
(3.11). Titrataan natriumtiosulfaattiliuoksella (3.9) kunnes viri muuttuu
samean keltaiseksi, lisdtdan tdrkkelysindikaattori (3.10) ja titraus suori-
tetaan loppuun.

Sama titraus suoritetaan liuoksesta, jossa on tarkasti mitattuna 25 ml
Luff-Schoorl-reagenssia (3.8) ja 25 ml vettd, sen jilkeen kun 10 ml
kaliumjodidiliuosta (3.12) ja 25 ml rikkihappoa (3.11) on lisdtty koh-
ottamatta ldmpatilaa kiehumispisteeseen.

Tulosten laskeminen

Oheisen taulukon avulla mééritetddn milligrammoissa se glukoosimaéra,
joka vastaa ndiden kahden titrauksen erotusta ilmaistuna milligrammoina
natriumtiosulfaattia, 0,1 mol/l. Tulos ilmoitetaan prosentteina niytteesta.

Menettely erityistapauksissa

Runsaasti melasseja siséltavistd rehuista ja rehuista, jotka eivét ole ho-
mogeenisia, punnitaan 20 g ndyte 1 litran mittapulloon ja lisdtddn 500
ml vettd. Sekoitetaan 1 tunti sekoittajassa. Selkeytetddn kédyttaen Carrez |
(3.2) ja II (3.3) -reagensseja 5.1 kohdassa kuvatulla tavalla kuitenkin
tilla kertaa kdyttden nelinkertaiset maérat kutakin reagenssia. Taytetdan
merkkiin asti 80-prosenttisella (v/v) etanolilla.

Homogenoidaan ja suodatetaan. Poistetaan etanoli 5.1 kohdan mukaises-
ti. Jos yhtddn dekstrinoitua tarkkelysté ei esiinny, tdytetddn merkkiin asti
tislatulla vedella.

Melassista ja runsaasti sokeria sisdltdvistd ja térkkelyskoyhistd rehu-
aineista (kuten johanneksenleipdpuun hedelmat, kuivatut sokerijuurikas-
leikkeet) punnitaan 5 gramman ndyte 250 ml:n mittapulloon, lisdtddn
200 ml tislattua vettd ja sekoitetaan ravistelijassa yhden tunnin ajan tai
tarvittaessa kauemmin. Kirkastetaan kdyttden Carrez-reagensseja I (3.2)
ja II (3.3) 5.1 kohdassa kuvatulla tavalla. Mittapullo tdytetadn vedella
merkkiin, liuvos homogenoidaan ja suodatetaan. Kokonaissokerien méa-
ran toteamiseksi suoritusta jatketaan 5.3 kohdan mukaisesti.

Huomautukset

Vaahdonmuodostuksen estimiseksi on suositeltavaa lisdtd noin 1 ml 3-
metyylibutan-1-olia (3.14) (riippumatta tilavuudesta) ennen Luff-
Schoorl-reagenssin kanssa keittamista.
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8.2

Invertoinnin jdlkeen saadun glukoosina ilmoitetun kokonaissokeripitoi-
suuden ja glukoosina ilmoitetun pelkistdvien sokerien pitoisuuden véli-
sestd erosta 0,95:1la kerrottuna saadaan sakkaroosin prosentuaalinen pi-
toisuus.

Pelkistavien sokerien, paitsi laktoosin, pitoisuuden maarittdmiseksi voi-
daan kayttdd kahta menetelmas:

Likimairdisen arvion laskemiseksi laktoosipitoisuus, joka on saatu eri
analyysimenetelmalld, kerrotaan 0,675:114 ja saatu tulos vdhennetdin pel-
kistdvien sokerien pitoisuudesta.

Pelkistavien sokerien, paitsi laktoosin, médrdn tarkkaa laskemista varten
on tehtdvd kaksi lopullista mééaritystd samasta ndytteestd. Toinen méaa-
rityksistd suoritetaan liuokselle, joka saadaan osasta 5.1 kohdan mukai-
sesti saatua liuosta, ja toinen madrityksistd suoritetaan osasta liuosta,
joka saadaan laktoosimédirityksen yhteydessd téhén tarkoitukseen kehite-
tyn menetelmén mukaisesti (sen jélkeen kun muut sokerit on fermentoitu
ja livos kirkastettu).

Molemmissa tapauksissa sokerin madrd méadritetddn Luff-Schoorl-mene-
telmilld ja lasketaan milligrammoina glukoosia. Arvot vihennetddn toi-
sistaan ja erotus ilmoitetaan prosentteina néytteesta.

Esimerkki

Kaksi tilavuutta vastaa 250 mg:n néytteestd tehtyjd maarityksia.

Ensimmaisessd tapauksessa on kulunut 17 ml natriumtiosulfaattiliuosta,
0,1 mol/l, joka vastaa 44,2 mg:aa glukoosia; toisessa tapauksessa 11 ml,
joka vastaa 27,6 mg:aa glukoosia.

Erotus on 16,6 mg glukoosia.

Pelkistavien sokerien, laktoosia lukuun ottamatta, glukoosina laskettu
maard on:

4 x 16,6

= 6,649
0 6,64%

Taulukko 25 ml:lle Luff-Schoorl-reagenssia

Na,S,03, 0,1 mol/l, millilitroina, kahden minuutin kuumennus, 10 minuutin Kkeitto

Na,S,05 Glukoosi, .fmktO.OSl’ m- Laktoosi Maltoosi Na,S,05
0,1 mol/ vertisokeri CioHx0 CioHnOy 0,1 mol/
(SR A
ml mg erotus mg erotus mg erotus ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 3.9 3.9 1
2 48 2,4 7.3 3,7 7.8 3,9 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 11,7 3,9 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 15,6 4,0 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 19,6 3,9 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 23,5 4,0 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 27,5 4,0 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 31,5 4,0 8
9 22,4 2,6 33,2 3.8 35,5 4,0 9
10 25,0 2,6 37,0 3.8 39,5 4,0 10
11 27,6 2,7 40,8 3.8 43,5 4,0 11
12 30,3 2,7 44,6 3.8 47,5 4,1 12
13 33,0 2,7 48,4 3.8 51,6 4,1 13
14 35,7 2,8 52,2 3.8 55,7 4,1 14
15 38,5 2,8 56,0 3.9 59,8 4,1 15
16 41,3 2,9 59,9 3.9 63,9 4,1 16
17 44,2 2,9 63,8 3.9 68,0 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
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K. LAKTOOSIN MAARITYS
Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmailld voidaan midrittdd laktoosin pitoisuus rehuissa, jotka sisdl-
tavat yli 0,5 % laktoosia.

Periaate

Sokerit liuotetaan veteen. Liuokselle suoritetaan fermentointi kayttden
Saccharomyces cerevisiae -hiivaa, joka ei kuluta laktoosia. Selkeyttdmi-
sen ja suodatuksen jdlkeen mééritetddn suodoksen laktoosipitoisuus Luff-
Schoorl-menetelmalla.

Reagenssit

Saccharomyces cerevisiae -suspensio: suspendoidaan 25 g tuoretta hii-
vaa 100 ml:aan vettd. Suspensio sdilyy jddkaapissa enintddn yhden vii-
kon ajan.

Carrez-liuvos I: liuotetaan veteen 21,9 g sinkkiasetaattia Zn
(CH3COO0),2H,0 ja 3 g jadetikkaa. Taytetadn 100 ml:ksi vedella.

Carrez-liuos II:  liuotetaan veteen 10,6 g kaliumferrosyanidia
K4Fe(CN)g3H,0. Taytetddn 100 ml:ksi vedelld.

Luff-Schoorl-reagenssi:

Kaadetaan sitruunahappoliuvos  (3.4.2)  natriumkarbonaattiliuokseen
(3.4.3) sckoittaen varovasti lisdyksen aikana. Tamian jalkeen lisdtdan
kuparisulfaattilivos (3.4.1) ja tdytetddn 1 litraksi vedelld. Annetaan seistd
yon yli ja suodatetaan. Néin saadun reagenssin (Cu 0,05 mol/l; Na,COj3
1 mol/l) konsentraatio tarkistetaan. Liuoksen pH:n on oltava noin 9,4.

Kuparisulfaattilivos: liuotetaan 25 g raudatonta kuparisulfaattia, Cu-
SO4°5H,0, 100 ml:aan vetti.

Sitruunahappoliuos: livotetaan 50 g sitruunahappoa, CgHgO;H,0,
50 ml:aan vetta.

Natriumkarbonaattiliuos: liuotetaan 143,8 g vedetontd natriumkarbonaat-
tia noin 300 ml:aan ldmmintd vettd. Annetaan jadhtya.

Kiehumakivid, jotka keitetddan suolahapossa, pestddn vedelld ja kuiva-
taan.

Kaliumjodidiliuos, 30 % (w/v).
Rikkihappo, 3 mol/l.
Natriumtiosulfaattiliuos, 0,1 mol/l.

Térkkelysliuos: 5 g liukoista tarkkelysta lisdtddn 30 ml:aan vettd, seos
lisatdadn 1 litraan kichuvaa vettd. Keitetddn kolme minuuttia, annetaan
jéahtyd ja tarvittaessa lisdtddn 10 mg elohopeajodidia sdilyteaineeksi.

Viilineisto

Vesihaude, jonka termostaatti on sédédetty 38—40 °C:seen.

Menettely

Punnitaan 1 mg:n tarkkuudella 1 g néytettd 100 ml:n mittapulloon.
Lisdtdan 25-30 ml vettd. Pullo asetetaan kichuvaan vesihauteeseen 30
minuutin ajaksi ja timén jélkeen se jddhdytetdan noin 35 °C:seen. Lisi-
tddan 5 ml hiivasuspensiota (3.1) ja homogenoidaan. Annetaan pullon
seistd kaksi tuntia vesihauteessa 38-40 °C:n ldmpotilassa. Jdahdytetdan
noin 20 °C:seen.

Lisatdan 2,5 ml Carrez-liuosta I (3.2) ja sekoitetaan 30 sekuntia, timéan
jélkeen lisdtdan 2,5 ml Carrez-livosta II (3.3) ja sekoitetaan uudelleen
30 sekuntia. Téaytetddn 100 ml:ksi vedelld, sekoitetaan ja suodatetaan.
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Suodosta pipetoidaan 300 ml:n erlenmeyerkolviin sellainen mééré, joka
sisdltdd 40-80 mg laktoosia, korkeintaan 25 ml. Tarvittaessa tdytetddn
vedelld 25 ml:ksi.

Nollakoe suoritetaan samalla tavoin kéyttden 5 ml hiivasuspensiota (3.1).
Laktoosimddrd madritetddn Luff-Schoorlin mukaan seuraavasti. Lisétddn
tarkalleen 25 ml Luff-Schoorl-reagenssia (3.4) ja kaksi kichumakived
(3.5). Lammitetddn keskikokoisen liekin yldpuolella késin ravistellen ja
kuumennetaan neste kiehumispisteeseen noin kahdessa minuutissa. Er-
lenmeyerkolvi asetetaan vélittomasti asbestiverkolle, jossa on noin
6 cm:n ldpimittainen reikd ja verkon alla on etukiteen sytytetty liekki.
Saddetddn liekki sellaiseksi, ettd erlenmeyerkolvi kuumenee ainoastaan
pohjastaan. Tamin jilkeen erlenmeyerkolviin kiinnitetddn pystyjdahdy-
tin. Keitetddn tarkalleen 10 minuutin ajan. Jadhdytetddn valittomasti
kylméssa vedessd ja noin viiden minuutin kuluttua titrataan seuraavasti:

Lisatdan 10 ml kaliumjodidilivosta (3.6) ja valittomasti tdmén jélkeen
(varovasti, koska liuos voi vaahdota voimakkaasti) lisdtdan 25 ml rikki-
happoa (3.7). Titrataan natriumtiosulfaattilivoksella (3.8) kunnes viéri
muuttuu samean keltaiseksi, lisatddn tarkkelysindikaattori (3.9) ja titraus
suoritetaan loppuun.

Sama titraus suoritetaan liuoksesta, johon pipetoidaan tarkalleen mitat-
tuna 25 ml Luff-Schoorl-reagenssia (3.4) ja 25 ml vettd, sen jalkeen kun
10 ml kaliumjodidiliuosta (3.6) ja 25 ml rikkihappoa (3.7) on lisdtty
ilman keittamista.

Tulosten laskeminen

Oheisen taulukon avulla médritetddn milligrammoina se laktoosimaara,
joka vastaa ndiden kahden titraustuloksen erotusta ilmaistuna natriumtio-
sulfaattia, 0,1 mol/l, millilitroissa.

Tulos ilmoitetaan vedettomén laktoosin prosentteina naytteesta.

Huomautus
Yli 40 % fermentoituvaa sokeria siséltaville tuotteille kdytetdan yli 5 ml
hiivasuspensiota (3.1).

Taulukko 25 ml:lle Luff-Schoorl-reagenssia

ml Na,S,03, 0,1 mol/l, kahden minuutin kuumennus, 10 minuutin keitto

Na,S,03 Glukoosi, .fmktO.OSl’ m- Laktoosi Maltoosi Na,S,05
0,1 mol/ vertisokeri CioHx0 CioHnOy 0,1 mol/
(SR A
ml mg erotus mg erotus mg erotus ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 3.9 3.9 1
2 48 2,4 7.3 3,7 7.8 3,9 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 11,7 3,9 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 15,6 4,0 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 19,6 3,9 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 23,5 4,0 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 27,5 4,0 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 31,5 4,0 8
9 22,4 2,6 33,2 3.8 35,5 4,0 9
10 25,0 2,6 37,0 3.8 39,5 4,0 10
11 27,6 2,7 40,8 3.8 43,5 4,0 11
12 30,3 2,7 44,6 3.8 47,5 4,1 12
13 33,0 2,7 48,4 3.8 51,6 4,1 13
14 35,7 2,8 52,2 3.8 55,7 4,1 14
15 38,5 2,8 56,0 3.9 59,8 4,1 15
16 41,3 2,9 59,9 3.9 63,9 4,1 16
17 44,2 2,9 63,8 3.9 68,0 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
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L. TARKKELYKSEN MAARITYS
POLARIMETRINEN MENETELMA
Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmailld voidaan maédrittad tirkkelyksen ja tarkkelyksen suurimole-
kyylisten pilkkoutumistuotteiden pitoisuus rehuissa tarkoituksena todeta,
onko niiden ilmoitettu energiaméérd liitteen VII mukainen ja ovatko ne
neuvoston direktiivin 96/25/EY (') sdénndsten mukaisia.

Periaate

Menetelmé perustuu kahteen médritykseen. Ensimmadisessd maédrityk-
sessd ndyte kisitellddn laimealla kloorivetyhapolla. Kun liuos on saatu
kirkkaaksi ja suodatettu, liuoksen optinen kiertokyky mitataan polarimet-
risesti.

Toisessa médrityksessd nidyte uutetaan 40-prosenttisella etanolilla. Kun
suodos on tehty happamaksi kloorivetyhapolla ja se on saatu kirkkaaksi
ja suodatettu, optinen kiertokyky mitataan kuten ensimmdiisessd méa-
rityksessd.

Kun ndiden kahden mittauksen erotus kerrotaan tunnetulla kertoimella,
saadaan ndytteen tirkkelyspitoisuus.

Reagenssit

Kloorivetyhappoliuos 25 % (w/w) tiheys: 1,126 g/ml.

Kloorivetyhappoliuos 1,13 % (w/v)

Konsentraatio on tarkistettava titraamalla natriumhydroksidiliuoksella 0,1
mol/l, indikaattorina 0,1 % (w/v) metyylipuna 94 % (v/v) etanolissa. 10
ml:n neutralointiin tarvitaan 30,94 ml NaOH:ta, 0,1 mol/l.

Carrez-livos 1.  liuotetaan  veteen 21,9 g  sinkkiasetaattia,
Zn(CH5;COO0),2H,0, ja 3 g jadetikkaa. Taytetddn 100 ml:ksi vedelld.

Carrez-livos II: liuotetaan veteen 10,6 g kaliumferrosyanidia
K4Fe(CN)g3H,0. Taytetadn 100 ml:ksi vedella.

Etanoli 40 % (v/v), tiheys: 0,948 g/ml 20 °C:ssa.

Viilineisto

250 ml:n vakiohioksellinen erlenmeyerkolvi, jossa on palautusjaéhdytin.

Polarimetri tai sakkarimetri.

Menettely
Ndpytteen valmistaminen

Nayte jauhetaan niin hienoksi, ettd se ldpédisee kokonaan 0,5 mm:n pyo-
redreikdisen seulan.

Optisen kokonaiskiertokyvyn (P tai S) mddritys (ks. huomautus 7.1)

Punnitaan 2,5 g hienoksi jauhettua néytettd 1 mg:n tarkkuudella 100
ml:n mittapulloon. Lisédtddn 25 ml kloorivetyhappoa (3.2), ravistellaan
kunnes ndyte on jakaantunut tasaisesti, sen jdlkeen lisdtddn vield 25 ml
kloorivetyhappoa (3.2). Pullo pannaan kichuvaan vesihauteeseen ja sitd

() EYVL L 125, 23.5.1996, s. 35.
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ravistellaan voimakkaasti ja yhtédjaksoisesti ensimmaisten kolmen minuu-
tin ajan kokkaroitumisen estdmiseksi. Vesihauteen vesimdérin on oltava
riittdvén suuri, jotta haude pysyy kiehuvana kun pullo upotetaan siihen.
Pulloa ravisteltacssa sitd ei saa ottaa pois hauteesta. Tarkalleen 15 mi-
nuutin kuluttua pullo otetaan hauteesta, lisatddn 30 ml kylmaa vettd ja
jadhdytetddn vilittomasti 20°:seen.

Lisatdan 5 ml Carrez-liuosta I (3.3) ja ravistellaan noin 30 sekunnin ajan.
Lisdtdan 5 ml Carrez-livosta II (3.4) ja ravistellaan uudestaan 30 sekun-
nin ajan. Tdytetddn merkkiin asti vedelld, sekoitetaan ja suodatetaan. Jos
suodos ei ole tdysin kirkas (mikd tapahtuu harvoin), mééritys uusitaan
kéyttden suurempaa méardd Carrez-liuoksia I ja II (esimerkiksi 10 ml).

Liuoksen optinen kiertokyky mitataan 200 mm:n putkessa polarimetrilla
tai sakkarimetrilld.

53 40-prosenttiseen etanoliin liukoisten yhdisteiden optisen kiertokyvyn (P’
tai S') mddritys

Punnitaan 5 g naytettd 1 mg:n tarkkuudella 100 ml:n mittapulloon ja
lisatddn noin 80 ml etanolia (3.5) (ks. huomautus 7.2). Mittapullon an-
netaan seistd yhden tunnin ajan huoneenldmmossd; ténd aikana sitd ra-
vistellaan voimakkaasti kuusi kertaa siten, ettd ndyte sekoittuu perusteel-
lisesti etanoliin. Téytetddn merkkiin asti etanolilla (3.5), sekoitetaan ja
suodatetaan.

Pipetoidaan 50 ml suodosta (vastaa 2,5:td grammaa ndytettd) 250 mlin
erlenmeyerkolviin, lisdtddn 2,1 ml kloorivetyhappoa (3.1) ja ravistellaan
voimakkaasti. Erlenmeyerkolviin kiinnitetddn pystyjaddhdytin ja pullo
pannaan kichuvaan vesihauteeseen. Tarkalleen 15 minuutin kuluttua er-
lenmeyerkolvi otetaan hauteesta ja livos siirretddn 100 ml:n mittapulloon
huuhtomalla pienelld médralld kylméd vettd ja jadhdytetddn 20 °C:seen.

Tamin jilkeen néytelivos tehdddn kirkkaaksi Carrez-liuoksilla I (3.3) ja
II (3.4), taytetddn merkkiin asti vedelld, sekoitetaan, suodatetaan ja mi-
tataan optinen kiertokyky 5.2 kohdan toisessa ja kolmannessa alakoh-
dassa esitetylld tavalla.

6. Tulosten laskeminen

Tarkkelyspitoisuus (%) lasketaan seuraavalla tavalla:

6.1 Polarimetriset mittaukset
o 2 000(P — P’
Tarkkelyspitoisuus (%) = %
(o]
P = optinen kokonaiskiertokyky asteina
P' = 40-prosenttiseen etanoliin (V/V) liukoisten yhdisteiden optinen

kiertokyky asteina
[(x]zDO = puhtaan tirkkelyksen ominaiskiertokyky. Télle on sovittu seu-
raavat numeeriset arvot:

+185,9°:  riisitdrkkelys

+185,7°:  perunatiirkkelys

+184,6°:  maissitirkkelys

+182,7°:  vehnitirkkelys

+181,5°:  ohratirkkelys

+181,3°:  kauratéirkkelys

+184,0°: muut tirkkelyslajit sekd tirkkelysseokset rehuseok-

sissa.

6.2 Sakkarimetriset mittaukset
2000 (2N x 0,665 S—-S) 266Nx(S—¥§
Tarkkelyspitoisuus (%) = —g= X (2N x 0,665) x ( ) 266N X[ )

[a]p 100 [l
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S = optinen kokonaiskiertokyky sakkarimetrin asteina

N = 40-prosenttiseen (v/v) etanoliin liukoisten yhdisteiden optinen
kiertokyky asteina

N = sellainen sakkaroosin mddrd grammoina, jonka optinen kierto-

kyky on 100 sakkarimetrin astetta 100 ml:ssa vettd ja
200 mm:n putkessa mitattuna
16,29 g ranskalaisella sakkarimetrilld
26,00 g saksalaisella sakkarimetrilld
20,00 g muilla sakkarimetreilla.
[a]lz)oo = puhtaan tirkkelyksen ominaiskiertokyky (ks. 6.1).

Toistettavuus

Samasta ndytteestd tehdyn kahden rinnakkaisméérityksen tulosten vili-
nen ero ei saa ylittdd 0,4:4a prosenttiyksikkod, jos tirkkelyspitoisuus on
alle 40 %, eikd 1:td prosenttia tarkkelyspitoisuudesta suhteellisena arvo-
na, jos tarkkelyspitoisuus on 40 % tai suurempi.

Huomautukset

Jos néyte sisdltdd yli 6 % karbonaatteja, kalsiumkarbonaattina laskettuna,
on ne ennen optisen kokonaiskiertokyvyn maédritystd hajotettava juuri
tarkalleen sopivalla méarélla laimeaa rikkihappoa.

Paljon laktoosia siséltavien tuotteiden, kuten herajauheen tai rasvattoman
maitojauheen, médritystd jatketaan 80 ml:n etanolilisiyksen (3.5) jélkeen
seuraavasti. Palautusjddhdytin kiinnitetdan pulloon ja pullo pannaan
50 °C:n vesihauteeseen 30 minuutin ajaksi. Annetaan jddhtyd ja jatke-
taan méadritystd 5.3 kohdassa esitetylld tavalla.

Seuraavien rehuissa merkittdvind méariné esiintyvien rehuaineiden tiede-
tdan hairitsevén tarkkelyspitoisuuden méadritystd polarimetriselld menetel-
malléd ja ndin ollen voidaan saada véarid tuloksia:

— (sokeri)juurikastuotteet, kuten (sokeri)juurikasleike, (sokeri)juurikas-
melassi, melassoitu (sokeri)juurikasleike, (sokeri)juurikasrankki, (juu-
rikas)sokeri,

— sitrushedelmédmassa,
— pellavansiemenet, pellavansiemenkakku, pellavansiemenrouhe,
— rypsinsiemenet, rypsikakku, rypsirouhe, rypsinsiementen kuoret,

— auringonkukansiemenet, auringonkukkarouhe, auringonkukkarouhe
osaksi kuorituista siemenistd,

— kookoskakku, kookosrouhe,
— perunapulppa,
— kuivahiiva,

— runsaasti inuliinia sisdltdvit tuotteet (esim. maa-artisokkaleike ja
-jauho),

— rasvan sulatuksessa muodostuva valkuaisjadnne.

M. RAAKATUHKAN MAARITYS
Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmélld voidaan méérittdd rehujen raakatuhkapitoisuus.
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Periaate

Néyte poltetaan tuhkaksi 550 °C:ssa, jadnnos punnitaan.

Reagenssit

Ammoniumnitraattilivos, 20 % (w/v).

Viilineisto

Sahkolevy.

Sahkokayttdoinen muhveliuuni, jossa on termostaatti.

Hehkutusupokkaita, jotka on valmistettu kvartsista, posliinista tai plati-
nasta, joko suorakulmaisia (noin 60 x 40 x 25 mm) tai pyoreitd (ldpi-
mitta 60—75 mm, korkeus 20-25 mm).

Menettely

Noin 5 grammaa naytettd (2,5 g sellaisia tuotteita, joilla on pyrkimys
turvota) punnitaan 1 mg:n tarkkuudella hehkutusupokkaaseen, joka on
ensin hehkutettu 550 °C:seen, jadhdytetty ja taarattu. Upokas asetetaan
sahkolevylle ja sitd kuumennetaan véhitellen kunnes aine hiiltyy. Tuh-
kataan 5.1 tai 5.2 kohdan mukaisesti.

Upokas asetetaan kalibroituun muhveliuuniin, joka on sdaddetty
550 °C:seen. Upokasta pidetédn tdssd limpétilassa, kunnes saadaan val-
kea, vaaleanharmaa tai punertava tuhka, jossa ei ndytd endd olevan
orgaanista ainesta. Upokas asetetaan eksikkaattoriin, sen annetaan jddh-
tyd ja se punnitaan vélittomésti.

Upokas asetetaan kalibroituun muhveliuuniin, joka on sédddetty
550 °C:seen. Poltetaan tuhkaksi 3 tunnin ajan. Upokas asetetaan eksik-
kaattoriin, sen annetaan jddhtyd ja se punnitaan vilittomasti. Kuivausta
jatketaan edelleen 30 minuutin ajan sen varmistamiseksi, ettd tuhkan
paino pysyy vakiona (kahden perdkkiisen punnituksen vélinen painoero
saa olla enintddn 1 mg).

Tulosten laskeminen

Jadnnoksen paino lasketaan vdhentimélld taarapaino.

Tulos ilmoitetaan prosentteina naytteesta.

Huomautukset

Niille ndytteille, joita on vaikea polttaa tuhkaksi, on alustava tuhkaksi
polttaminen tehtdvd ainakin kolmen tunnin ajan, jonka jdlkeen niyte
jéahdytetddn ja siithen lisdtddn muutama pisara 20 % ammoniumnitraat-
tilivosta tai vettd (varovasti, vélttden tuhkan levidmistd tai paakkuuntu-
mista). Hehkutusta jatketaan uunissa kuivaamisen jélkeen. Menettely
toistetaan tarvittaessa kunnes ndyte on tuhkaantunut tdydellisesti.

Ne aineet, joihin 7.1 kohdan kisittely ei vaikuta, kisitellddn seuraavasti:
Kolmen tunnin polttamisen jélkeen tuhkan joukkoon lisdtddn ldmminta
vettd ja se suodatetaan pienen tuhkattoman suodattimen ldpi. Suodatin ja
sen sisdltd poltetaan tuhkaksi alkuperdisessd upokkaassa. Suodos siirre-
tadn jadhtyneeseen upokkaaseen, haihdutetaan kuivaksi, poltetaan tuh-
kaksi ja punnitaan.

Jos kyse on dljyistd ja rasvoista, punnitaan tarkasti 25 g ndytettd sopivan
kokoiseen upokkaaseen. Néytteen annetaan hiiltyd sytyttdméalld se tuh-
kattomalla suodatinpaperiliuskalla. Palamisen jidlkeen néytettd kostute-
taan mahdollisimman pienelld maarédlla vettd. Kuivataan ja poltetaan
tuhkaksi 5 kohdan mukaisesti.
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N. KLOORIVETYHAPPOON LIUKENEMATTOMAN TUHKAN
MAARITYS

Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmélld voidaan maérittdd kloorivetyhappoon liukenemattomien
kivenndisainesten pitoisuus rehuissa. Néytteen laadun mukaan voidaan
kéyttdd kahta eri menetelmai.

Menetelmd A: soveltuu orgaanista ainetta oleviin rehuihin ja useimpiin
rehuseoksiin;

Menetelmd B: soveltuu kivenniisrehuihin ja kivenniisrehuseoksiin seké
rehuseoksiin, joiden kloorivetyhappoon liukenemattomien ainesten pitoi-
suus menetelmalld A maédritettynd on suurempi kuin 1 %.

Periaate

Menetelmd A: ndyte poltetaan tuhkaksi, tuhka keitetddn kloorivetyha-
possa ja liukenematon jadnnds suodatetaan ja punnitaan.

Menetelmd B: naytettd kasitelladn kloorivetyhapolla. Liuos suodatetaan,
jéannos poltetaan tuhkaksi ja nédin saatu tuhka kisitelldadn menetelmin A
mukaan.

Reagenssit

Kloorivetyhappo, 3 mol/l.

Trikloorietikkahappoliuos, 20 % (w/v).

Trikloorietikkahappoliuos, 1 % (W/v).

Viilineisto

Sahkolevy.

Sahkokayttdinen muhveliuuni, jossa on termostaatti.

Hehkutusupokkaita, jotka on valmistettu kvartsista, posliinista tai plati-
nasta, joko suorakulmaisia (noin 60 x 40 X 25 mm) tai pyoreitd (lapi-
mitta 60—75 mm, korkeus 20-25 mm).

Menettely
Menetelmd A:

Néyte poltetaan tuhkaksi raakatuhkan médritystd varten esitettyd mene-
telméd kdyttden. Myos tdstd madrityksestd saatua tuhkaa voidaan kayttda.

Tuhka siirretddn 250-400 ml:n dekantterilasiin kdyttden 75 ml kloorive-
tyhappoa (3.1). Liuos kuumennetaan hitaasti kiehumapisteeseen ja sitd
keitetddn varovasti 15 minuuttia. Limmin liuos suodatetaan tuhkattoman
suodatinpaperin lépi ja jddnnds pestddn ldmpimailld vedelld kunnes pe-
suvesi ei endd ole hapan. Jdannoksen sisdltdvd suodatinpaperi kuivataan
ja poltetaan tuhkaksi taaratussa upokkaassa 550-700 °C:n lampdtilassa.
Sen annetaan jadhtyd eksikkaattorissa ja se punnitaan.

Menetelmd B:

Punnitaan 5 g ndytettd 1 mg:n tarkkuudella 250400 ml:n dekantteril-
asiin. Siihen lisdtddn ensin 25 ml vettd ja sen jdlkeen 25 ml kloorivety-
happoa (3.1), sekoitetaan ja odotetaan kunnes kuohuminen lakkaa. Lisé-
tdan vield 50 ml kloorivetyhappoa (3.1). Kun kaasuja ei endd muodostu,
dekantterilasi asetetaan kichuvaan vesihauteeseen ja pidetdén siind 30
minuuttia tai tarvittaessa pitempéén, jotta mahdollinen jéljelld oleva térk-
kelys tulisi kokonaan hydrolysoiduksi. Liuos suodatetaan lampiména
kayttden tuhkatonta suodatinpaperia, joka pestddn 50 ml:lla ldmmintd
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vettd (ks. 7 kohdan huomautus). Suodatinpaperi jadnnoksineen siirretdén
hehkutusupokkaaseen, kuivataan ja poltetaan tuhkaksi 550-700 °C:n
lampdtilassa. Tuhka siirretddn 250-400 ml:n dekantterilasiin kéyttéden
75 ml kloorivetyhappoa (3.1) ja jatketaan 5.1 kohdan toisen alakohdan
mukaan.

Tulosten laskeminen

Jaannoksen paino lasketaan vdhentdmalla taarapaino. Tulos ilmoitetaan
prosentteina néytteesta.

Huomautus

Jos suodatus osoittautuu vaikeaksi, suoritetaan maéritys uudelleen kor-
vaamalla 50 ml kloorivetyhappoa 50 ml:lla 20-prosenttista trikloorietik-
kahappoa (3.2) ja suodatinpaperin pesuun kéytetddn lamminté 1-prosent-
tista trikloorietikkahappoliuosta (3.3).

0. KARBONAATTIEN MAARITYS
Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmélld voidaan mééarittdd useimpien rehujen karbonaatit, jotka
tavanomaisesti ilmoitetaan kalsiumkarbonaattina.

Tietyissd tapauksissa (esim. rautakarbonaatin osalta) on kuitenkin kay-
tettdvd erityismenetelmas.

Periaate

Karbonaatit hajotetaan kloorivetyhapossa, vapautunut hiilidioksidi kera-
tdan talteen asteikolla varustettuun putkeen ja sen tilavuutta verrataan
tilavuuteen, jonka tunnettu maiadrd kalsiumkarbonaattia vapauttaa sa-
moissa olosuhteissa.

Reagenssit

Kloorivetyhappo, tiheys 1,10 g/ml.
Kalsiumkarbonaatti.

Rikkihappo, noin 0,05 mol/l, vérjatty metyylipunalla.
Vilineisto

Scheibler-Dietrich-laite (ks. kaavio) tai vastaava laite.

Menettely

Néytettd punnitaan karbonaattipitoisuuden mukaan seuraavasti:

— 0,5 g tuotetta, joka sisdltdd 50—100 % karbonaattia, kalsiumkarbon-
aattina ilmoitettuna,

— 1 g tuotetta, joka sisdltdd 40-50 % karbonaattia, kalsiumkarbonaat-
tina ilmoitettuna,

— 2-3 g muita tuotteita.

Punnittu ndyte pannaan laitteeseen kuuluvaan pulloon (4), jossa on pieni
murtumattomasta materiaalista valmistettu koeputki, joka siséltdd 10 ml
kloorivetyhappoa (3.1), ja pullo liitetddn laitteeseen. Kéénnetddn kolmi-
tichanaa (5) siten, ettd putki (1) on auki laitteen ulkopuolelle. Kéyttien
lilkkuvaa putkea (2), joka on tdytetty vérjatylld rikkihapolla (3.3) ja
liitetty asteikolla varustettuun putkeen (1), sdddetddn nesteen taso nolla-
merkkiin. Kédnnetddn hanaa (5) putkien (1) ja (3) yhdistdmiseksi ja
tarkastetaan, ettd taso sdilyy nollassa.

Kaadetaan kloorivetyhappo (3.1) koeputkesta hitaasti ndyte-erdn péaille
pulloa (4) kallistaen. Paine tasoitetaan laskemalla putki (2) alemmaksi.
Pulloa (4) ravistellaan kunnes hiilidioksidin kehittyminen on kokonaan
lakannut.

Paine palautetaan alkuperdiseksi tuomalla neste samalle tasolle putkissa
(1) ja (2). Lukema otetaan muutaman minuutin kuluttua siitd, kun kaa-
sutilavuus on saavuttanut vakiotason.

Kontrollikoe suoritetaan samoissa olosuhteissa kéyttden 0,5 g kalsium-
karbonaattia (3.2).
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6. Tulosten laskeminen

Karbonaattipitoisuus kalsiumkarbonaattina ilmaistuna lasketaan kaavasta:

V x 100
X=—a
V1><2m

jossa:

X = karbonaatti prosentteina (w/w) ndytteestd, ilmaistuna kalsiumkar-
bonaattina,

V = ml COx:ta, jonka punnittu ndytemédrd on vapauttanut,

V; = ml CO;:ta, jonka 0,5 g CaCOj:a on vapauttanut,

m = ndytteen paino grammoina.

7. Huomautukset

7.1 Jos ndyte painaa yli 2 g, lisdtdan ensin 15 ml tislattua vettd pulloon (4)
ja sekoitetaan ennen kokeen alkua. Kontrollikokeessa kéytetddn samaa
vesitilavuutta.

7.2 Jos kéytetyssé laitteessa on eri tilavuus kuin Scheibler-Dietrich-laitteessa,

on niytteestd ja kontrolliaineesta otettavia erid ja tulosten laskua muu-
tettava vastaavanlaisesti.

SCHEIBLER-DIETRICH-LAITE CO,:N MAARITTAMISEKSI

1 Tt
o -
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S 3 o
] 9
] 3 8

30

(mitat millimetreina)
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P. KOKONAISFOSFORIN MAARITYS
FOTOMETRINEN MENETELMA
Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmailld voidaan maédrittdd rehujen kokonaisfosforipitoisuus. Se so-
veltuu erityisesti alhaisten fosforipitoisuuksien analysoimiseen. Tietyissd
tapauksissa (runsaasti fosforia sisdltdvit tuotteet) voidaan kayttdd gravi-
metristd menetelmaa.

Periaate

Niyte mineralisoidaan joko polttamalla kuivana ja liuottamalla happoon
(orgaaniset rehut) tai happokeiton avulla (mineraaliyhdisteet ja nestemadi-
set rehut), ja se siirretddn happamaan liuokseen. Liuos kisitellddn mo-
lybdovanadaattireagenssilla. Muodostuneen keltaisen liuoksen optinen
tiheys mitataan spektrofotometrissd 430 nm:ssi.

Reagenssit

Kalsiumkarbonaatti.

Kloorivetyhappo, pyo = 1,10 g/ml (noin 6 mol/l).
Typpihappo, pyo = 1,045 g/ml.

Typpihappo, pyo 1,38-1,42 g/ml.

Rikkihappo, pyo 1,84 g/ml.

Molybdovanadaattireagenssi: sekoitetaan 200 ml ammoniumheptamolyb-
daattilivosta (3.6.1), 200 ml ammoniummonovanadaattiliuosta (3.6.2) ja
134 ml typpihappoa (3.4) 1 litran mittapullossa. Taytetddn merkkiin asti
vedella.

Ammoniumheptamolybdaattiliuos: liuotetaan 100 g ammoniumheptamo-
lybdaattia (NH4)6Mo070,4°4H,0 kuumaan veteen. Lisdtdan 10 ml ammo-
niakkia (tiheys 0,91 g/ml) ja tdytetddn 1 litraksi vedelld.

Ammoniumonovanadaattiliuos: liuotetaan 2,35 g ammoniummonovanad-
aattia NH;VO;3; 400 ml:aan kuumaa vettd. Lisdtddn hitaasti, samalla se-
koittaen 20 ml laimeaa typpihappoa (7 ml HNOj3 (3.4) + 13 ml H,O) ja
taytetddn 1 litraksi vedelld.

Fosforistandardiliuos, 1 mg/ml: liuotetaan 4,387 g kaliumdivetyfosfaattia
KH,PO, veteen. Téytetddn 1 litraksi vedella.

Viilineisto

Kvartsi-, posliini- tai platinaupokkaita.

Sahkolammitteinen muhveliuuni, jossa on 550 °C:seen sdddetty termos-
taatti.

250 ml:n Kjeldahl-kolvi.
Mittapulloja ja tarkkuuspipetteja.
Spektrofotometri.

Noin 16 mm:n lapimittaisia koeputkia, joissa on 14,5 mm:n lapimittaiset
tulpat ja joiden vetoisuus on 25-30 ml.

Menettely
Liuoksen valmistaminen

Néytteen pitoisuuden mukaan valmistetaan 5.1.1 tai 5.1.2 kohdassa esi-
tetty liuos.

Tavallinen menettely

Punnitaan vahintddn 1 g ndytettd 1 mg:n tarkkuudella. Nayte pannaan
Kjeldahl-kolviin, lisdtddn 20 ml rikkihappoa (3.5), ravistellaan, jotta
happo imeytyisi aineeseen tdydellisesti eikd aine tarttuisi pullon sein-
miin, kuumennetaan ja pidetddn kichuvana 10 minuutin ajan. Annetaan
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jadhtyd hieman, lisdtddn 2 ml typpihappoa (3.4), kuumennetaan varovas-
ti, annetaan jddhtyd hieman, lisdtdan uudelleen hieman typpihappoa (3.4)
ja kohotetaan ldmpétila jélleen kiehumispisteeseen. Tdmé menettely tois-
tetaan kunnes saadaan vériton livos. Jadhdytetdén, lisdtddn hieman vettd,
neste dekantoidaan 500 ml:n mittapulloon huuhtomalla Kjeldahl-kolvi
kuumalla vedelld. Annetaan jadhtyd, tdytetddn merkkiin asti vedelld,
homogenoidaan ja suodatetaan.

Orgaanisia aineita sisdltdvdt ndytteet, jotka eivit
sisdlld kalsium- ja magnesiumdivetyfosfaatteja

Hehkutusupokkaaseen punnitaan noin 2,5 g ndytettd 1 mg:n tarkkuu-
della. Naytteeseen lisdtddn 1 g kalsiumkarbonaattia (3.1) ja sekoitetaan
kunnes se on tdysin sekoittunut ndytteeseen. Poltetaan tuhkaksi uunissa
550 °C:ssa kunnes saadaan valkoista tai harmaata tuhkaa (pieni maéré
hiiltd ei hairitse). Tuhka siirretddn 250 ml:n dekantterilasiin. Lisatdan 20
ml vettd ja kloorivetyhappoa (3.2) kunnes kuohuminen lakkaa. Lisétdén
vield 10 ml kloorivetyhappoa (3.2). Dekantterilasi asetetaan hiekkahau-
teelle ja haihdutetaan kuivaksi piin saostamiseksi. Jadnnos liuotetaan
uudelleen 10 ml:aan typpihappoa (3.3) ja keitetddn hiekkahauteella tai
sihkolevylld 5 minuuttia haihduttamatta sitd kuivaksi. Neste dekantoi-
daan 500 ml:n mittapulloon huuhtomalla dekantterilasi useaan kertaan
kuumalla vedelld. Annetaan jadhtyd, tdytetddn merkkiin asti vedelld,
homogenoidaan ja suodatetaan.

Virin kehitys ja optisen tiheyden mittaus

Laimennetaan 5.1.1 tai 5.1.2 kohdassa saatu suodos siten, ettd fosfori-
pitoisuus on enintddn 40 pg/ml. Pipetoidaan 10 ml tétd liuosta koeput-
keen (4.6) ja lisdtddn sithen 10 ml molybdovanadaattireagenssia (3.6).
Homogenoidaan ja annetaan seistd ainakin 10 minuuttia 20 °C:ssa. Mi-
tataan optinen tiheys spektrofotometrissi 430 nm:ssd liuosta vastaan,
joka on saatu lisdamélld 10 ml molybdovanadaattireagenssia (3.6) 10
ml:aan vettd.

Kalibrointikdyrd

Standardiliuoksesta (3.7) valmistetaan liuokset, joissa on 5, 10, 20, 30 tai
40 pg fosforia/ml. Kaikista liuoksista otetaan 10 ml:in erd ja siithen
lisatddn 10 ml molybdovanadaattireagenssia (3.6). Homogenoidaan ja
annetaan seistd ainakin 10 minuuttia 20 °C:ssa. Optinen tiheys mitataan
5.2 kohdan mukaisesti. Kalibrointikdyrd laaditaan piirtdmalld optisia ti-
heyksid ja nditd vastaavia fosforimdirid esittivd kuvaaja. Kdyrd on line-
aarinen valilld 0—40 pg/ml olevien konsentraatioiden osalta.

Tulosten laskeminen

Tutkittavassa ndytteessd oleva fosforiméddrd méaritetddn kalibrointikdyrad
kéyttden.

Tulos ilmoitetaan prosentteina naytteesta.

Toistettavuus

Samasta naytteestd suoritetun kahden rinnakkaisméarityksen tulosten va-
linen ero ei saa olla yli:

— 3 %:a, suhteessa korkeampaan tulokseen, alle 5 % olevien fosfori-
pitoisuuksien osalta,

— 0,15 %:a, absoluuttisena arvona ilmoitettuna, vahintddan 5 % olevien
fosforipitoisuuksien osalta.
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Q. KLORIDIEN MAARITYS REHUISTA
Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmilld voidaan maédrittdd vesiliukoisten kloridien maéré; tulokset
ilmoitetaan yleensd natriumkloridina. Menetelma soveltuu kiytettdviksi
kaikkiin rehuihin.

Periaate

Kloridit liuotetaan veteen. Jos tuote sisdltdd orgaanista ainetta, se kirkas-
tetaan. Liuos tehddan hieman happamaksi typpihapolla ja kloridit saos-
tetaan hopeakloridin muodossa hopeanitraattilivosta kéyttden. Hopeanit-
raatin ylimdérd titrataan ammoniumtiosyanaattiliuoksella Volhardin me-
netelmin mukaan.

Reagenssit

Ammoniumtiosyanaattiliuos 0,1 mol/l.

Hopeanitraattiliuos 0,1 mol/l.

Ammoniumferrisulfaattiliuos, kylldstetty liuos (NH4)Fe(SOy),.
Typpihappo, tiheys 1,38 g/ml.

Dietyylieetteri.

Asetoni.

Carrez I  -livos: liuotetaan veteen 21,9 g  sinkkiasetaattia,
Zn(CH5C0O0),2H,0, ja 3 g jadetikkaa. Tdytetddn 100 ml:ksi vedelld.

Carrez-livos II: liuotetaan veteen 10,6 g kaliumferrosyanidia
K4Fe(CN)g3H,0. Taytetddn 100 ml:ksi vedella.

Aktiivihiili, jossa ei ole klorideja ja joka ei absorboi niitd.

Viilineisto

Sekoittaja: noin 3540 kierr./min.

Menettely
Liuoksen valmistaminen

Néytteen mukaan valmistetaan 5.1.1, 5.1.2 tai 5.1.3 kohdassa esitetty
livos.

Samanaikaisesti suoritetaan nollakoe, josta madritettdvd ndyte on jatetty
pois.

Niytteet, joissa ei ole orgaanista ainesta

Punnitaan milligramman tarkkuudella enintddn 10 g ndytettd, joka sisil-
tda alle 3 g kloridien muodossa olevaa klooria. Lisdtadn 500 ml:n mit-
tapulloon ndyte ja 400 ml noin 20 °C:n lampdistd vettd. Sekoitetaan 30
minuuttia sekoittajassa, tdytetddn merkkiin asti, homogenoidaan ja suo-
datetaan.

Orgaanista ainesta sisdltdvdt nédytteet, paitsi
5.1.3 kohdassa luetellut tuotteet.

Punnitaan 1 mg:n tarkkuudella noin 5 g ndytettd sekd 1 g aktiivihiiltd
500 ml:n mittapulloon. Lisdtdan 400 ml noin 20 °C:n ldmpoistd vettd ja
5 ml Carrez 1 -livosta (3.7), sekoitetaan 30 sekunnin ajan ja timén
jélkeen lisdtddn 5 ml Carrez II -livosta (3.8). Sekoitetaan 30 minuuttia
sekoittajassa, tdytetddn merkkiin asti, homogenoidaan ja suodatetaan.
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7.1
7.2

7.3

Keitetyt rehut, pellavansiemenkakut ja -jauho,
pellavajauhoa runsaasti sisdltdvdt tuotteet ja muut
tuotteet, joissa on runsaasti lima-ainesta tai kol-
loidisia aineksia (esim. dekstrinoitu tdrkkelys).

Valmistetaan liuos 5.1.2 kohdassa esitetylla tavalla, mutta siti ei suoda-
teta. Dekantoidaan (tarvittaessa sentrifugoidaan), siirretdan 100 ml super-
natanttia 200 ml:n mittapulloon. Sekoitetaan asetonin (3.6) kanssa ja
taytetddn merkkiin asti asetonilla, homogenoidaan ja suodatetaan.

Titraus

Pipetoidaan erlenmeyerkolviin 25—-100 ml suodosta (oletetun klooripitoi-
suuden mukaan), joka on saatu 5.1.1, 5.1.2 tai 5.1.3 kohdassa esitetylld
tavalla. Pipetoitu erd saa sisdltdd korkeintaan 150 mg klooria (Cl). Lai-
mennetaan tarvittaessa vahintddn 50 ml:ksi vedelld, lisdtdédn 5 ml typpi-
happoa (3.4), 20 ml kylldstettyd ammoniumferrisulfaattiliuosta (3.3) ja
kaksi tippaa ammoniumtiosyanaattiliuosta (3.1), joka annostellaan nolla-
merkkiin tdytetystd byretistd. Byrettid kéyttden lisdtddn hopeanitraattiliu-
osta (3.2) siten, ettd saadaan 5 ml:n ylimddrd. Lisdtddn 5 ml dietyy-
lieetterid (3.5) ja ravistellaan voimakkaasti saostuman koaguloimiseksi.
Ylimédra hopeanitraattia titrataan ammoniumtiosyanaattiliuoksella (3.1)
kunnes punaruskea véri sdilyy noin yhden minuutin ajan.

Tulosten laskeminen

Kloorimédérd (X), joka ilmoitetaan natriumkloridiprosentteina, lasketaan
seuraavaa kaavaa kayttden:

5,845 x (Vi —V,)
o m

X

jossa:

V, = lisatyn hopeanitraattiliuvoksen 0,1 mol/l méara millilitroina
V, = itraukseen kdytetyn ammoniumtiosyanaatin 0,1 mol/l méard mil-
lilitroina.

m = nidytteen paino.
Jos hopeanitraattiliuosta, 0,1 mol/l, on kulunut nollakoetta titrattaessa,
kuluneen liuoksen maérd vahennetdén tilavuudesta (V; — V,).

Huomautukset
Titraus voidaan suorittaa myos potentiometrisesti.

Jos maédritettdvit tuotteet sisdltdvét runsaasti 6ljyjd ja rasvoja, oljyt ja
rasvat on ensin poistettava dietyylieetterilld tai petroolieetterilld.

Kalajauhon osalta titraus voidaan suorittaa Mohrin menetelmalla.
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3.11.1

NASSA KAYTETTAVAT MAARITYSMENTELMAT

A.  A-VITAMIININ MAARITYS
Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmélld voidaan médrittdd A-vitamiinin (retinolin) pitoisuus re-
huissa ja esiseoksissa. A-vitamiini késittdd all-frans-retinyylialkoholin
ja sen cis-isomeerit, jotka saadaan médritetyiksi tdlld menetelmalld. A-
vitamiinipitoisuus ilmoitetaan kansainvélisind yksikkoind (ky) kilogram-
maa kohti. Yksi ky vastaa aktiivisuutta, joka on 0,300 pg:lla all-trans-A-
vitamiinialkoholia tai 0,344 pg:lla all-frans-A-vitamiiniasetaattia tai
0,550 pg:lla all-frans-A-vitamiinipalmitaattia.

Madritysraja on 2 000 ky A-vitamiinia/kg.

Periaate

Nayte hydrolysoidaan etanoli-kaliumhydroksidiliuoksella, ja A-vitamiini
uutetaan petrolieetteriin. Liuotin haihdutetaan pois, haihdutusjdénnés liu-
otetaan metanoliin ja laimennetaan tarvittaessa halutulle pitoisuusalueel-
le. A-vitamiinipitoisuus maddritetddn korkean erotuskyvyn kéanteisfaa-
sinestekromatografialla (RP-HPLC) UV- tai fluoresenssidetektoria kéyt-
tden. Kromatografian ajo-olosuhteet valitaan siten, ettd all-frans-A-vita-
miinialkoholi ja sen cis-isomeerit eivit erotu toisistaan.

Reagenssit

Etanoli, 6 = 96 %.

Petrolieetteri, kichumislampétila 40-60 °C.

Metanoli.

Kaliumhydroksidiliuos, ¢ = 50 g/100 ml.
Natriumaskorbaattilivos, ¢ = 10 g/100 ml (ks. 7.7 huomautukset).
Natriumsulfidi, Na,S - x H,O (x = 7-9).

Natriumsulfidilivos, ¢ = 0,5 mol/1 glyserolissa, 5 = 120 g/l (kun x = 9)
(ks. 7.8 huomautukset).

Fenolftaleiiniliuos, ¢ = 2 g/100 ml etanolissa (3.1).
2-Propanoli.

HPLC:ssé kaytettdava liikkuva faasi: metanolin (3.3) ja veden seos, esim.
980 + 20 (v + v). Tarkka suhde madraytyy kaytetyn kolonnin ominai-
suuksien perusteella.

Typpi, happivapaa.

All-trans-A-vitamiiniasetaatti, erikoispuhdasta, jonka aktiivisuus on ser-
tifioitu, esim. 2,80 x 10° ky/g.

All-trans-A-vitamiiniasetaatin kantaliuos: Punnitaan 0,1 milligramman
tarkkuudella 50 mg A-vitamiiniasetaattia (3.11) 100 ml:n mittapulloon.
Liuotetaan 2-propanoliin (3.8) ja taytetddn merkkiin asti samalla liuotti-
mella. Tamén liuoksen nimellinen A-vitamiinipitoisuus on 1400 ky/ml.
Tarkka pitoisuus mééritetdan 5.6.3.1 kohdan mukaisesti.

All-trans-A-vitamiinipalmitaatti, erikoispuhdasta, jonka aktiivisuus on
sertifioitu, esim. 1,80 x 10° ky/g.
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All-trans-A-vitamiinipalmitaatin kantalivos: Punnitaan 0,1 milligramman
tarkkuudella 80 mg A-vitamiinipalmitaattia (3.12) 100 ml:n mittapul-
loon. Liuotetaan 2-propanoliin (3.8) ja tdytetddan merkkiin asti samalla
livottimella. Tdmén liuoksen nimellinen A-vitamiinipitoisuus on 1 400
ky/ml. Tarkka pitoisuus madritetddn 5.6.3.2 kohdan mukaisesti.

2,6-Di-tert-butyyli-4-metyylifenoli (BHT) (ks. 7.5 huomautukset).

Viilineisto

Vakuumipydroéhaihdutin.
Ruskeita lasiastioita.
Tasapohjaisia tai kartionmuotoisia kolveja, 500 ml, joissa on lasihios.

Mittapulloja, joissa on lasihiostulpat, kapeakaulaisia, 10, 25, 100 ja
500 ml

Erotussuppiloita, kartiomaisia, 1 000 ml, joissa on lasihiostulpat.
Kartiopohjaisia kolveja, 250 ml, joissa on lasihios.

Allihn-jadhdytin, vaipan pituus 300 mm, jossa on lasihios ja liitin kaa-
sunsyottoputkelle.

Laskostettua suodatinpaperia faasien erotukseen, halkaisija 185 mm
(esim. Schleicher & Schiill 597 HY 1/2).

HPLC-laitteisto, jossa injektori.

Nestekromatografiakolonni, 250 mm x 4 mm, C,g, hiukkaskoko 5 tai 10
um, tai vastaava (suorituskykyvaatimus: vain yksi piikki kaikille retinoli-
isomeereille ko. HPLC-ajo-olosuhteilla).

Vaihtuva-aallonpituuksinen UV- tai fluoresenssidetektori.
Spektrofotometri ja 10 mm:n kvartsikyvetteja.

Vesihaude, jossa on magneettisekoitin.

Uuttolaitteisto, jossa on (ks. kuva 1):

Lasisylinteri, tilavuus 1 1, jossa on lasihioskaula ja tulppa.

Lasihiosliitin, jossa on sivuputki ja keskeltd ldpi menevd liikuteltava
putki. Liikuteltavassa putkessa on oltava U:n muotoinen alapdi ja toi-
sessa pddssd nokka, niin ettd sylinterissd oleva ylempi nestekerros voi-
daan siirtdd erotussuppiloon.

Menettely

Huomautus: A-vitamiini on herkkd (UV-)valolle ja hapettumiselle.
Kaikki toimenpiteet on suoritettava valolta suojattuna
(kayttden ruskeita tai alumiinifoliolla suojattuja lasitarvik-
keita) ja hapelta suojattuna (typpivirtauksessa). Uuton ai-
kana nestepinnan yldpuolella oleva ilma on korvattava ty-
pelld (ylipaineen muodostuminen estettdvd raottamalla
tulppaa silloin télloin).

Ndytteen valmistaminen

Néyte jauhetaan niin ettd se ldpdisee 1 mm:n seulan; ndytteen lampene-
mistd on viltettdvd. Néytteen jauhaminen on tehtdvé vilittomésti ennen
punnitusta ja saippuointia A-vitamiinin hajoamisen valttdmiseksi.
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5.4

Saippuointi

A-vitamiinipitoisuudesta riippuen punnitaan 1 mg:n tarkkuudella 2-25 g
ndytettd 500 ml:n tasapohjaiseen tai pyoredpohjaiseen kolviin (4.2.1).
Lisdtdan perakkdin kolvia pyorittden 130 ml etanolia (3.1), noin 100
mg BHT:ta (3.13), 2 ml natriumaskorbaattiliuosta (3.5) ja 2 ml natrium-
sulfidilivosta (3.6). Kiinnitetdédn jadhdytin (4.3) kolviin, ja kolvi pannaan
vesihauteeseen, jossa on magneettisekoitin (4.7). Kuumennetaan kiehu-
mispisteeseen ja annetaan kichua 5 minuuttia. Lisdtdan 25 ml kalium-
hydroksidilivosta (3.4) jadhdyttimen ldpi (4.3) ja annetaan kichua vield
25 minuuttia sekoittaen hitaassa typpivirrassa. Jaahdytin huuhdellaan
noin 20 ml:lla vettd ja kolvin siséltd jadhdytetddn huoneenldmpdtilaan.

Uutto

Saippuointiliuos siirretddn dekantoimalla kvantitatiivisesti, huuhtomalla
kaikkiaan 250 ml:1la vettd, 1 000 ml:n erotussuppiloon (4.2.3) tai uutto-
laitteeseen (4.8). Saippuointikolvi huuhdotaan ensin 25 ml:lla etanolia
(3.1) ja sitten 100 ml:lla petrolieetterid (3.2) ja huuhteluliuos siirretdian
erotussuppiloon tai uuttolaitteeseen. Veden ja etanolin lopputilavuuksien
suhteen on oltava noin 2:1. Ravistellaan voimakkaasti 2 minuuttia ja
annetaan laskeutua 2 minuuttia.

Uutto erotussuppiloa (4.2.3) kdyttden

Kun kerrokset ovat erottuneet (ks. huomautus 7.3), petrolieetterikerros
siirretdén toiseen erotussuppiloon (4.2.3). Uutto toistetaan kahdesti 100
ml:lla petrolieetterid (3.2) ja kahdesti 50 ml:lla petrolieetterid (3.2).

Yhdistetyt uutteet pestddn erotussuppilossa, pyorittden varovasti (emul-
sion muodostumisen vilttdmiseksi), kahdesti 100 ml:lla vettd ja sitten
toistuvasti ravistelemalla edelleen 100 ml:lla vettd kerrallaan, kunnes
pesuvesi on variton lisdttdessd fenolftaleiinilivosta (3.7) (nelja pesukertaa
riittdd yleensd). Pesty uute suodatetaan suspendoitujen vesijadmien pois-
tamiseksi kuivan laskostetun faasinerotussuodatinpaperin lapi (4.4) 500
ml:n mittapulloon (4.2.2). Erotussuppilo ja suodatinpaperi huuhdotaan
50 ml:lla petrolieetterid (3.2), tdytetddn merkkiin asti petrolieetterilld
(3.2) ja sekoitetaan hyvin.

Uutto uuttolaitteella (4.8)

Kun kerrokset ovat erottuneet (ks. huomautus 7.3), pannaan lasisylinterin
(4.8.1) tulpan tilalle lasihiosliitin (4.8.2) ja asetetaan liikuteltavan putken
U:n muotoinen alapéd siten, ettd se on juuri faasien rajakohdan yldpuo-
lella. Johtamalla paineistettua typped sivuputkeen siirretiddn ylempi pet-
rolieetterikerros 1 000 ml:n erotussuppiloon (4.2.3). Lisdtddan 100 ml
petrolieetterid (3.2) lasisylinteriin, suljetaan tulpalla ja ravistellaan hyvin.
Annetaan faasien erottua ja siirretddn ylempi kerros erotussuppiloon ku-
ten edelld. Uutto toistetaan vield 100 ml:lla petrolieetterid (3.2) ja kah-
desti 50 ml:lla petrolieetteria (3.2) ja petrolieetterikerrokset siirretdan
erotussuppiloon.

Yhdistetyt petrolieetteriuutteet pestdan kuten 5.3.1 kohdassa ja jatketaan
kuten kyseisessd kohdassa kerrottu.

Ndpyteliuoksen valmistaminen HPLC-ajoja varten

Pipetoidaan tietty méaré petrolieetteriliuosta (joka on saatu kohdassa 5.3.1
tai 5.3.2) 250 ml:n paaryndnmuotoiseen kolviin (4.2.4). Liuotin haihdu-
tetaan ldhes kuiviin py6rohaihduttimella (4.1) alennetussa paineessa; ve-
sihauteen lampétila saa olla korkeintaan 40 °C. Ilmanpaine palautetaan
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5.5

5.6
5.6.1

5.6.2

normaaliksi typelld (3.10) ja kolvi otetaan pois pydrohaihduttimesta. Jél-
jelld oleva liuotin haihdutetaan typpivirrassa (3.10) ja jadnnds liuotetaan
valittdmésti tunnettuun tilavuuteen (10-100 ml) metanolia (3.3) (A-vita-
miinipitoisuuden on oltava valilld 5-30 ky/ml).

Mddiritys HPLC:Ild

A-vitamiini erotetaan C,g-kéddnteisfaasikolonnilla (4.5.1) ja sen pitoisuus
mitataan UV-detektorilla (325 nm) tai fluoresenssidetektorilla (eksitaatio:
325 nm, emissio: 475 nm) (4.5.2).

Injektoidaan tietty méard (esim. 20 ul) kohdassa 5.4 saatua metanoliliu-
osta ja eluoidaan liikkuvalla faasilla (3.9). Lasketaan useiden saman
néyteliuoksen injektioiden sekd useiden kalibrointiliuosten (5.6.2) injek-
tioiden piikkien korkeuksien (pinta-alojen) keskiarvo.

HPLC-ajo-olosuhteet

Seuraavat ajo-olosuhteet ovat ohjeellisia; muita ajo-olosuhteita voidaan
kéyttdd, jos niilld saadaan vastaavat tulokset.

Nestekromatografiako- 250 mm x 4 mm, C;g, hiukkaskoko 5 tai 10

lonni (4.5.1): um, tai vastaava

Liikkuva faasi (3.9): Metanolin (3.3) ja veden seos, esim. 980 +
20 (v + v).

Virtausnopeus: 1-2 ml/min

Detektori (4.5.2): UV-detektori (325 nm) tai fluoresenssidetek-
tori

(eksitaatio: 325 nm / emissio: 475 nm)
Kalibrointi
Kédyttostandardiliuosten valmistaminen

Pipetoidaan 20 ml A-vitamiiniasetaatin kantaliuosta (3.11.1) tai 20 ml A-
vitamiinipalmitaatin kantaliuosta (3.12.1) 500 ml:n tasapohjaiseen tai
pyoredpohjaiseen kolviin 4.2.1) ja hydrolysoidaan kuten kohdassa 5.2,
mutta ilman BHT-lisdystd. Tamén jilkeen uutetaan petrolieetterilld (3.2)
kohdan 5.3 mukaisesti ja tdytetddn 500 ml:aan petrolieetterilld (3.2).
Haihdutetaan 100 ml tdtd uutetta pyorohaihduttimella (ks. 5.4) ldhes
kuiviin, jéljelld oleva liuotin poistetaan typpivirralla (3.10) ja jdannos
livotetaan 10,0 ml:aan metanolia (3.3). Tdméan liuoksen nimellinen A-
vitamiinipitoisuus on 560 ky/ml. Tarkka pitoisuus on médritettdvd koh-
dan 5.6.3.3 mukaisesti. Kayttdstandardiliuos valmistetaan juuri ennen
kayttoa.

Pipetoidaan 2,0 ml tita kdyttostandardiliuosta 20 ml:n mittapulloon, téy-
tetadn merkkiin asti metanolilla (3.3) ja sekoitetaan. Taiméan laimennetun
kayttostandardiliuoksen nimellinen pitoisuus on 56 ky/ml A-vitamiinia.

Kalibrointiliuosten valmistaminen ja kalibrointi-
kdyra

Pipetoidaan 1,0, 2,0, 5,0 ja 10,0 ml laimennettua kayttostandardiliuosta
20 ml:n mittapulloihin, tdytetddn merkkiin asti metanolilla (3.3) ja se-
koitetaan. Ndiden liuosten nimelliset pitoisuudet ovat 2,8, 5,6, 14,0 ja
28,0 ky/ml A-vitamiinia.

Injektoidaan 20 pl kutakin kalibrointiliuosta useita kertoja ja maéritetdan
piikkien korkeuksien (pinta-alojen) keskiarvot. Piirretadn kalibrointikdyra
kéayttden korkeuksien (pinta-alojen) keskiarvoja, ottaen huomioon UV-
spektrin tarkistuksen tulokset (5.6.3.3).
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5.6.3
5.6.3.1

5.63.2

5.6.3.3

Standardiliuvosten UV-standardisointi
A-vitamiiniasetaattikantaliuos

Pipetoidaan 2,0 ml A-vitamiiniasetaattikantalivosta (3.11.1) 50 ml:n mit-
tapulloon (4.2.2) ja tdytetdan merkkiin asti 2-propanolilla (3.8). Téamén
liuoksen nimellinen pitoisuus on 56 ky/ml A-vitamiinia. Pipetoidaan 3,0
ml titd laimennettua A-vitamiiniasetaattiliuosta 25 ml:n mittapulloon ja
tiytetddn merkkiin asti 2-propanolilla (3.8). Tédmin liuoksen nimellinen
pitoisuus on 6,72 ky/ml A-vitamiinia. Mitataan liuoksen UV-spektri 2-
propanolia (3.8) vastaan spektrofotometrilld (4.6) vililld 300-400 nm.
Ekstinktiomaksimin on oltava vélilld 325-327 nm.

A-vitamiinipitoisuuden laskeminen:

ky/ml A-vitamiinia = Ezy6 % 19,0

(A-vitamiiniasetaatin E}Z/;’n

lissa)

= 1530 aallonpituudella 326 nm 2-propano-

A-vitamiinipalmitaattikantaliuos

Pipetoidaan 2,0 ml A-vitamiinipalmitaattikantalivosta (3.12.1) 50 ml:n
mittapulloon (4.2.2) ja tdytetddn merkkiin asti 2-propanolilla (3.8). Té-
mén livoksen nimellinen pitoisuus on 56 ky/ml A-vitamiinia. Pipetoi-
daan 3,0 ml titd laimennettua A-vitamiinipalmitaattilivosta 25 ml:n mit-
tapulloon ja tdytetddn merkkiin asti 2-propanolilla (3.8). Tdmaén liuoksen
nimellinen pitoisuus on 6,72 ky/ml A-vitamiinia. Mitataan liuoksen UV-
spektri  2-propanolia (3.8) vastaan spektrofotometrilld (4.6) valilla
300-400 nm. Ekstinktiomaksimin on oltava vililld 325-327 nm.

A-vitamiinipitoisuuden laskeminen:

ky/ml A-vitamiinia = E35¢ % 19,0

1%
lem

(A-vitamiinipalmitaatin E;” = 957 aallonpituudella 326 nm 2-propano-

lissa)

A-vitamiinin kdyttéstandardiliuos

Pipetoidaan 3,0 ml laimentamatonta A-vitamiinin kéyttostandardiliu-
osta, joka on valmistettu kohdan 5.6.1 mukaisesti, 50 ml:n mittapulloon
(4.2.2) ja téytetdan merkkiin asti 2-propanolilla (3.8). Pipetoidaan 5,0 ml
titd livosta 25 ml:n mittapulloon ja tdytetddn merkkiin asti 2-propanolilla
(3.8). Tdmén liuoksen nimellinen pitoisuus on 6,72 ky/ml A-vitamiinia.
Mitataan liuoksen UV-spektri 2-propanolia (3.8) vastaan spektrofotomet-
rilld (4.6) vililla 300-400 nm. Ekstinktiomaksimin on oltava valilld
325-327 nm.

A-vitamiinipitoisuuden laskeminen:
ky/ml A-vitamiinia = E;355 x 18,3

(A-vitamiinialkoholin E1%%, = 1 821 aallonpituudella 325 nm 2-propano-
lissa)

Tulosten laskeminen

Néyteliuoksen A-vitamiinipitoisuus (ky/ml) lasketaan néyteliuoksen A-
vitamiinipiikkien korkeuden (pinta-alan) keskiarvosta kalibrointikdyran
(5.6.2) avulla.
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7.3

7.4

7.5

7.6

7.7

7.8

7.9

Néytteen A-vitamiinipitoisuus w (ky/kg) lasketaan seuraavan kaavan
avulla:

~ 500 x ¢ x V, x 1000

[TU/k
V, xm L g]
jossa:
¢ = ndyteliuoksen (5.4) A-vitamiinipitoisuus (ky/ml),
V, = néyteliuoksen (5.4) tilavuus (ml),

V, = kohdassa 5.4 otetun ndyteliuoksen tilavuus (ml),
m = ndyte-erdn paino (g).

Huomautukset

Jos néytteiden A-vitamiinipitoisuus on alhainen, voi olla hyddyllistd
yhdistdd kahden saippuointierdn petrolieetteriuutteet (punnittu maéra:
25 g) yhdeksi nayteliuokseksi HPLC-médritystd varten.

Analyysid varten otetussa nidytemidréissd ei saa olla yli 2 g:aa rasvaa.

Jos faasit eivit erotu, lisdtdan noin 10 ml etanolia (3.1) emulsion hajot-
tamiseksi.

Kun on kyseessd kalanmaksadljy ja muut puhtaat rasvat, saippuointiajan
on oltava 45-60 minuuttia.

Hydrokinonia voi kayttdd BHT:n sijasta.

Kaytettdessd normaalifaasikolonnia retinoli-isomeerit voivat erottua toi-
sistaan. Siind tapauksessa kaikkien cis- ja trans-isomeeripiikkien korkeu-
det (pinta-alat) on laskettava yhteen.

Natriumaskorbaattiliuoksen voi korvata noin 150 mg:lla askorbiinihap-
poa.

Natriumsulfidilivoksen voi korvata noin 50 mg:lla EDTA:ta.

Maidonkorvikkeiden A-vitamiinin méérityksessd on kiinnitettdvd eri-
tyistd huomiota

— saippuointiin (5.2): ndytteen sisdltimédn rasvamaérian vuoksi kalium-
hydroksidiliuoksen (3.4) méarda voi olla tarpeen lisdta,

— uuttamiseen (5.3): emulsioiden esiintymisen vuoksi veden ja etanolin
suhdetta 2:1 voi olla tarpeen muuttaa.

Ylimédardiselld nédyte-erdlld tehtdvilld saantokokeella varmistetaan, ettd
kéytetty menetelmd tuottaa luotettavat tulokset télld materiaalilla (mai-
donkorvikkeella). Jos saantoaste on alempi kuin 80 %, médrityksen
tulosta on korjattava saannon suhteen.

Toistettavuus

Kahden rinnakkaismédrityksen vélinen ero samasta néytteestd ei saa olla
suurempi kuin 15 % suuremmasta arvosta.
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9. Laboratorioiden vilisen vertailun tulokset ()
Esiseos Esiseo:almis— Kivenndisrehu Tiiviste Porsasrehu

L 13 12 13 12 13
n 48 45 47 46 49
keskiarvo [ky/kg] | 17,02 x 106 | 1,21 x 106 537 100 151 800 18 070
s, [ky/kg] 0,51 x 106 [0,039 x 106 22 080 12 280 682
r [ky/kg] 1,43 x 106 [ 0,109 x 106 61 824 34 384 1910
CV, [ %] 3,0 3,5 4,1 8,1 3,8
sr [ky/kg] 1,36 x 106 | 0,069 x 106 46 300 23 060 30614
R [ky/kg] 3,81 x 106 [0,193 x 106 129 640 64 568 10 119
CVr [ %] 8,0 6,2 8,6 15 20
L = laboratorioiden lukuméara
n = yksittdisten arvojen lukuméara
s, = toistettavuuden keskihajonta
sg = uusittavuuden keskihajonta
r = toistettavuus
R = uusittavuus

CV, = toistettavuuden variaatiokerroin
CVR = uusittavuuden variaatiokerroin

hungsanstalten (VDLUFA), rehuty6ryhma.

(") Vertailun jérjestdja: Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forsc-



02009R0152 — FI —26.04.2017 — 005.001 — 76

Kuva 1: Uuttolaitteisto (4.8)

Lasihiosliitin (4.8.2)

(pituus noin 45 cm)

Lasisylinteri (4.8.1)
(korkeus noin 48 cm)

\

- Liikuteltava putki

o

Petrolieetterikerros

Vesifaasi
+

saippuoitu rehu
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B. E-VITAMIININ MAARITYS
Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmailld voidaan médrittdd E-vitamiinin pitoisuus rehuissa ja esise-
oksissa. E-vitamiinipitoisuus ilmoitetaan mg/kg DL-a-tokoferoliasetaat-
tia. 1 mg DL-a-tokoferoliasetaattia vastaa 0,91 mg:aa DL-o-tokoferolia
(E-vitamiinia).

Madritysraja on 2 mg E-vitamiinia/kg. Tdma mééritysraja voidaan saa-
vuttaa ainoastaan fluoresenssi-detektorilla. UV-detektoria kéytettdessd
médritysraja on 10 mg/kg.

Periaate

Niyte hydrolysoidaan etanoli-kaliumhydroksidiliuoksella ja E-vitamiini
uutetaan petrolieetteriin. Liuotin haihdutetaan pois, haihdutusjdénnés liu-
otetaan metanoliin ja laimennetaan tarvittaessa halutulle pitoisuusalueel-
le. E-vitamiinipitoisuus médritetddn korkean erotuskyvyn kéanteisfaa-
sinestekromatografialla (RP-HPLC) fluoresenssi- tai UV-detektoria kdyt-
téen.

Reagenssit

Etanoli, 6 = 96 %.

Petrolieetteri, kichumisldmpdétila 40—-60 °C.

Metanoli.

Kaliumhydroksidiliuos, ¢ = 50 g/100 ml.
Natriumaskorbaattiliuos, ¢ = 10 g/100 ml (ks. 7.7 huomautukset).
Natriumsulfidi, Na,S - x H,O (x = 7-9).

Natriumsulfidiliuos, ¢ = 0,5 mol/1 glyserolissa, f = 120 g/l (kun x = 9)
(ks. 7.8 huomautukset).

Fenolftaleiinilivos, ¢ = 2 g/100 ml etanolissa (3.1).

HPLC:ssé kaytettdava liikkuva faasi: metanolin (3.3) ja veden seos, esim.
980 + 20 (v + v). Tarkka suhde madraytyy kaytetyn kolonnin ominai-
suuksien perusteella.

Typpi, happivapaa.
DL-a-tokoferoliasetaatti, erikoispuhdas, sertifioitu aktiivisuus.

DL-a-tokoferoliasetaatin kantaliuos: Punnitaan 0,1 mg:n tarkkuudella
100 mg DL-a-tokoferoliasetaattia (3.10) 100 ml:n mittapulloon. Liuote-
taan etanoliin (3.1) ja tdytetadn merkkiin asti samalla liuottimella. 1 ml
tata livosta sisdltdd 1 mg DL-a-tokoferoliasetaattia. (UV-tarkistus, ks.
5.6.1.3; stabilointi, ks. 7.4 huomautukset).

DL-a-tokoferoli, erikoispuhdas, sertifioitu aktiivisuus.

DL-a-tokoferolin kantaliuos: Punnitaan 0,1 mg:n tarkkuudella 100 mg
DL-a-tokoferolia (3.11) 100 ml:n mittapulloon. Liuotetaan etanoliin
(3.1) ja tdytetddn merkkiin asti samalla liuottimella. 1 ml tdtd liuosta
sisdltdd 1 mg DL-a-tokoferolia. (UV-tarkistus, ks. 5.6.2.3; stabilointi,
ks. 7.4 huomautukset).

2,6-Di-tert-butyyli-4-metyylifenoli (BHT) (ks. 7.5 huomautukset).

Viilineisto

Pyorivd kalvohaihdutin.



02009R0152 — FI —26.04.2017 — 005.001 — 78

4.2

4.2.1

422

423

424

43

4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

4.8.1

4.82

5.1

52

Ruskeita lasiastioita.

Tasapohjaisia tai kartionmuotoisia keittokolveja, 500 ml, joissa on lasi-
hios.

Mittapulloja, joissa on lasihiostulpat, kapeakaulaisia, 10, 25, 100 ja 500
ml.

Erotussuppiloita, kartiomaisia, 1 000 ml, joissa on lasihiostulpat.
Padryndnmuotoisia kolveja, 250 ml, joissa on lasihios.

Allihn-jadhdytin, vaipan pituus 300 mm, jossa on lasihios ja liitin kaa-
sunsyottoputkelle.

Laskostettua suodatinpaperia faasien erotukseen, halkaisija 185 mm
(esim. Schleicher & Schiill 597 HY 1/2).

HPLC-laitteisto, jossa injektori.

Nestekromatografiakolonni, 250 mm x 4 mm, C,g, hiukkaskoko 5 tai 10
um, tai vastaava.

Vaihtuva-aallonpituuksinen fluoresenssi- tai UV- detektori.
Spektrofotometri ja 10 mm:n kvartsikyvetteja.

Vesihaude, jossa on magneettisekoitin.

Uuttolaitteisto, jossa on (ks. kuva 1):

Lasisylinteri, tilavuus 1 I, jossa on lasihioskaula ja tulppa.

Lasihiosliitin, jossa on sivuputki ja keskeltd ldpi menevd liikuteltava
putki. Liikuteltavassa putkessa on oltava U:n muotoinen alapdi ja toi-
sessa padssd nokka, niin ettd sylinterissd oleva ylempi nestekerros voi-
daan siirtdd erotussuppiloon.

Menettely

Huomautus: E-vitamiini on herkkd (UV-)valolle ja hapettumiselle.
Kaikki toimenpiteet on suoritettava valolta suojattuna
(kdyttden ruskeita tai alumiinifoliolla suojattuja lasitarvik-
keita) ja hapelta suojattuna (typpivirtauksessa). Uuton ai-
kana nestepinnan yldpuolella oleva ilma on korvattava ty-
pelld (ylipaineen muodostuminen estettdvd raottamalla
tulppaa silloin télloin).

Ndpytteen valmistaminen

Néyte jauhetaan niin ettd se ldpédisee 1 mm:n seulan; ndytteen lampene-
mistd on viltettavd. Néytteen jauhaminen on tehtdvé vilittomasti ennen
punnitusta ja saippuointia E-vitamiinin hajoamisen vilttamiseksi.

Saippuointi

E-vitamiinipitoisuudesta riippuen punnitaan 0,01 g:n tarkkuudella 2-25 g
nédytettd 500 ml:n tasapohjaiseen tai pyoredpohjaiseen kolviin (4.2.1).
Lisdtdaan perdakkdin kolvia pyorittden 130 ml etanolia (3.1), noin 100
mg BHT:td (3.12), 2 ml natriumaskorbaattiliuosta (3.5) ja 2 ml natrium-
sulfidilivosta (3.6). Kiinnitetdén jadhdytin (4.3) kolviin ja kolvi pannaan
vesihauteeseen, jossa on magneettisekoitin (4.7). Kuumennetaan kiehu-
mispisteeseen ja annetaan kichua 5 minuuttia. Lisdtdan 25 ml kalium-
hydroksidiliuosta (3.4) jadhdyttimen ldpi (4.3) ja annetaan kichua vield
25 minuuttia sekoittaen hitaassa typpivirrassa. Jéahdytin huuhdellaan
noin 20 ml:lla vettd ja kolvin sisélto jadhdytetddn huoneenldmpdtilaan.
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5.5

Uutto

Saippuointiliuos siirretddan dekantoimalla kvantitatiivisesti, huuhtomalla
kaikkiaan 250 ml:1la vettd, 1 000 ml:n erotussuppiloon (4.2.3) tai uutto-
laitteeseen (4.8). Saippuointikolvi huuhdotaan ensin 25 ml:lla etanolia
(3.1) ja sitten 100 ml:lla petrolieetterid (3.2) ja huuhteluliuos siirretdan
erotussuppiloon tai uuttolaitteeseen. Veden ja etanolin lopputilavuuksien
suhteen pitdd olla noin 2:1. Ravistellaan voimakkaasti 2 minuuttia ja
annetaan laskeutua 2 minuuttia.

Uutto erotussuppiloa (4.2.3) kdyttden

Kun kerrokset ovat erottuneet (ks. huomautus 7.3), petrolieetterikerros
siirretddn toiseen erotussuppiloon (4.2.3). Uutto toistetaan kahdesti 100
ml:1la petrolieetterid (3.2) ja kahdesti 50 ml:lla petrolieetterid (3.2).

Yhdistetyt uutteet pestddn erotussuppilossa, pyorittden varovasti (emul-
sion muodostumisen vilttamiseksi), kahdesti 100 ml:lla vettd ja sitten
toistuvasti ravistelemalla edelleen 100 ml:lla vettd kerrallaan, kunnes
pesuvesi on viriton lisédttdessd fenolftaleiinilivosta (3.7) (nelja pesukertaa
riittdd yleensd). Pesty uute suodatetaan suspendoitujen vesijadmien pois-
tamiseksi kuivan laskostetun suodatinpaperin lépi (4.4) 500 ml:n mitta-
pulloon (4.2.2). Erotussuppilo ja suodatinpaperi huuhdotaan 50 ml:lla
petrolieetterid (3.2), tdytetddn merkkiin asti petrolieetterilld (3.2) ja se-
koitetaan hyvin.

Uutto uuttolaitteella (4.8)

Kun kerrokset ovat erottuneet (ks. huomautus 7.3), pannaan lasisylinterin
(4.8.1) tulpan tilalle lasihiosliitin (4.8.2) ja asetetaan liikuteltavan putken
U:n muotoinen alapéa siten, ettd se on juuri faasien rajakohdan ylapuo-
lella. Johtamalla paineistettua typped sivuputkeen siirretddn ylempi pet-
rolieetterikerros 1 000 ml:n erotussuppiloon (4.2.3). Lisdtddan 100 ml
petrolieetterid (3.2) lasisylinteriin, suljetaan tulpalla ja ravistellaan hyvin.
Annetaan faasien erottua ja siirretddn ylempi kerros erotussuppiloon ku-
ten edelld. Uutto toistetaan vield 100 ml:lla petrolieetterid (3.2) ja kah-
desti 50 ml:lla petrolieetteria (3.2) ja petrolieetterikerrokset siirretdan
erotussuppiloon.

Yhdistetyt petrolieetteriuutteet pestdan kuten 5.3.1 kohdassa ja jatketaan
kuten kyseisessd kohdassa kerrottu.

Niytelivoksen valmistaminen HPLC-ajoja varten

Pipetoidaan tietty méadrd petrolieetteriliuosta (joka on saatu kohdassa
5.3.1 tai 5.3.2) 250 ml:in pdaryndnmuotoiseen kolviin (4.2.4). Liuotin
haihdutetaan ldhes kuiviin pyorohaihduttimella (4.1) alennetussa painees-
sa; vesihauteen lampétila saa olla korkeintaan 40 °C. Ilmanpaine palau-
tetaan normaaliksi typelld (3.9) ja kolvi otetaan pois pyorohaihduttimes-
ta. Jéljelld oleva livotin haihdutetaan typpivirrassa (3.9) ja jadnndos liu-
otetaan vélittomasti tunnettuun tilavuuteen (10-100 ml) metanolia (3.3)
(DL-a-tokoferolipitoisuuden on oltava vililla 5-30 pg/ml).

Madritys HPLC:Ild

E-vitamiini erotetaan C;g-kdénteisfaasikolonnilla (4.5.1) ja sen pitoisuus
mitataan fluoresenssidetektorilla (eksitaatio: 295 nm, emissio: 330 nm)
tai UV-detektorilla (292 nm) (4.5.2).
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5.6.1
5.6.1.1

5.6.1.2

5.6.1.3

Injektoidaan tietty médrd (esim. 20 ul) kohdassa 5.4 saatua metanoliliu-
osta ja eluoidaan liikkuvalla faasilla (3.8). Lasketaan useiden saman
néyteliuoksen injektioiden seké useiden kalibrointilivosten (5.6.2) injek-
tioiden piikkien korkeuksien (pinta-alojen) keskiarvo.

HPLC-ajo-olosuhteet

Seuraavat ajo-olosuhteet ovat ohjeellisia; muita ajo-olosuhteita voidaan
kayttds, jos niilld saadaan vastaavat tulokset.

Nestekromatografiako- 250 mm x 4 mm, C;g, hiukkaskoko 5 tai

lonni (4.5.1): 10 pm, tai vastaava

Liikkuva faasi (3.8): Metanolin (3.3) ja veden seos, esim. 980 +
20 (v + ).

Virtausnopeus: 1-2 ml/min

Detektori (4.5.2): Fluoresenssidetektori

(eksitaatio: 295 nm / emissio: 330 nm) tai
UV-detektori (292 nm)

Kalibrointi (DL-o-tokoferoliasetaatti tai DL-o-tokoferoli)
DL-a-tokoferoliasetaattistandardi
Kdyttostandardilivoksen valmistaminen

Pipetoidaan 25 ml DL-a-tokoferoliasetaattikantaliuosta (3.10.1) 500 ml:n
tasapohjaiseen tai pyoredpohjaiseen kolviin (4.2.1) ja hydrolysoidaan
kuten kohdassa 5.2. Tdmién jélkeen uutetaan petrolieetterilld (3.2) koh-
dan 5.3 mukaisesti ja tdytetddn 500 ml:aan petrolieetterilld. Haihdutetaan
25 ml tdtd uutetta pyorohaihduttimella (ks. 5.4) ldhes kuiviin, jéljelld
oleva liuotin poistetaan typpivirralla (3.9) ja jadnnos liuotetaan 25,0
ml:aan metanolia (3.3). Tdmén liuoksen nimellinen pitoisuus on 45,5
png/ml DL-a-tokoferolia, mikd vastaa 50 pg/ml:aa DL-a-tokoferoliaset-
aattia. Kéyttostandardiliuos valmistetaan juuri ennen kayttoa.

Kalibrointiliuosten valmistaminen ja kalibrointi-
kidyrd

Pipetoidaan 1,0, 2,0, 4,0 ja 10,0 ml kantastandardilivosta 20 ml:n mit-
tapulloihin, taytetdan merkkiin asti metanolilla (3.3) ja sekoitetaan. Nai-
den livosten nimelliset pitoisuudet ovat 2,5, 5,0, 10,0 ja 25,0 pg/ml DL-
a-tokoferoliasetaattia eli 2,28, 4,55, 9,10 pg/ml ja 22,8 pg/ml DL-a-
tokoferolia.

Injektoidaan 20 pl kutakin kalibrointiliuosta useita kertoja ja maéritetdén
piikkien korkeuksien (pinta-alojen) keskiarvot. Piirretddn kalibrointikdyra
kéyttden piikkien korkeuksien (pinta-alojen) keskiarvoja.

DL-a-tokoferoliasetaattikantaliuoksen (3.10.1)
UV-standardisointi

Laimennetaan 5,0 ml DL-a-tokoferoliasetaattikantalivosta (3.10.1) 25,0
ml:ksi etanolilla ja mitataan tdméan liuoksen UV-spektri etanolia (3.1)
vastaan spektrofotometrilld (4.6) vililld 250-320 nm.

Absorptiomaksimin pitdé olla aallonpituudella 284 nm:
El% = 43,6 aallonpituudella 284 nm etanolissa

lem

Talla laimennuksella pitda saada ekstinktioarvo 0,84-0,88.
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DL-oa-tokoferolistandardi
Kdyttostandardiliuoksen valmistaminen

Pipetoidaan 2 ml DL-a-tokoferolikantaliuosta (3.11.1) 50 ml:n mittapul-
loon, liuotetaan metanoliin (3.3) ja tdytetddan merkkiin asti metanolilla.
Tédmén liuoksen nimellinen pitoisuus on 40 pg/ml DL-a-tokoferolia,
mikd vastaa 44,0 pg/ml:aa DL-o-tokoferoliasetaattia. Kéyttostandardili-
uos valmistetaan juuri ennen kdyttoa.

Kalibrointiliuosten valmistaminen ja kalibrointi-
kdyrd

Pipetoidaan 1,0, 2,0, 4,0 ja 10,0 ml kantastandardilivosta 20 ml:n mit-
tapulloihin, taytetdan merkkiin asti metanolilla (3.3) ja sekoitetaan. Nai-
den liuosten nimelliset pitoisuudet ovat 2,0, 4,0, 8,0 ja 20,0 pug/ml DL-a-
tokoferolia eli 2,20, 4,40, 8,79 pg/ml ja 22,0 pg/ml DL-a-tokoferoliaset-
aattia.

Injektoidaan 20 pl kutakin kalibrointiliuosta useita kertoja ja maéritetdéin
piikkien korkeuksien (pinta-alojen) keskiarvot. Piirretddn kalibrointikdyra
kéyttden piikkien korkeuksien (pinta-alojen) keskiarvoja.

DL-a-tokoferolikantalivoksen (3.11.1) UV-stan-
dardisointi

Laimennetaan 2,0 ml DL-a-tokoferolikantalivosta (3.11.1) 25,0 ml:ksi
etanolilla ja mitataan tdméan liuoksen UV-spektri etanolia (3.1) vastaan
spektrofotometrilld (4.6) vililld 250-320 nm. Absorptiomaksimin pitda
olla aallonpituudella 292 nm:

El% =758 aallonpituudella 292 nm etanolissa

Talla laimennuksella pitda saada ekstinktioarvo 0,6.

Tulosten laskeminen

Nayteliuoksen E-vitamiinipitoisuus pg/ml (laskettuna a-tokoferoliasetaat-
tina) madritetddn ndyteliuoksen E-vitamiinipiikkien korkeuden (pinta-
alan) keskiarvosta kalibrointikdyrén (5.6.1.2 tai 5.6.2.2) avulla.

Néytteen E-vitamiinipitoisuus w (mg/kg) lasketaan seuraavan kaavan
avulla:

500 x ¢ x V,
= - k
W Vi xm [mg/ke]
jossa:

¢ = néyteliuoksen (5.4) E-vitamiinipitoisuus (a-tokoferoliasetaattina)
(ng/ml);

V, = nédyteliuoksen (5.4) tilavuus (ml);

V, = nédyteliuoksen (5.4) tilavuus (ml);

m ndyte-erdn paino (g).

Huomautukset

Jos néytteiden E-vitamiinipitoisuus on alhainen, voi olla hyddyllistd yh-
distda kahden saippuointierdn petrolieetteriuutteet (punnittu maéra: 25 g)
yhdeksi ndyteliuokseksi HPLC-médritystd varten.

Analyysid varten otetussa niytemédrdssd ei saa olla yli 2 g:aa rasvaa.

Jos faasit eivit erotu, lisdtddn noin 10 ml etanolia (3.1) emulsion hajot-
tamiseksi.
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Sen jilkeen, kun DL-o-tokoferoliasetaattiliuoksen pitoisuus on médritetty
5.6.1.3 kohdan mukaisesti tai DL-a-tokoferoliliuoksen pitoisuus
5.6.2.3 kohdan mukaisesti spektrofotometrisesti, lisdtidn noin 10 mg
BHT:td (3.12) liuokseen (3.10.1 tai 3.10.2); liuos séilytetddn jadkaapissa
(enintdédn 4 viikkoa).

Hydrokinonia voi kéyttdd BHT:n sijasta.

Kéytettdessd normaalifaasikolonnia a-, B-, y- ja d-tokoferolit voivat erot-
tua toisistaan.

Natriumaskorbaattiliuoksen voi korvata noin 150 mg:lla askorbiinihap-
poa.

Natriumsulfidiliuoksen voi korvata noin 50 mg:lla EDTA:ta.

E-vitamiiniasetaatti hydrolysoituu hyvin nopeasti eméksisissd olosuhteis-
sa, ja siksi se hapettuu herkésti eritoten hivenaineiden kuten raudan tai
kuparin l4sné ollessa. Jos esiseoksessa on E-vitamiinia yli 5 000 mg/kg,
E-vitamiini saattaa hajota. Téstd syystd varmistuksessa suositellaan kiy-
tettdvaksi HPLC-menetelmad, johon kuuluu E-vitamiiniyhdisteen hajot-
taminen entsymaattisesti ilman eméksistd saippuointivaihetta.

Toistettavuus

Kahden rinnakkaismédrityksen vilinen ero samasta néytteestd ei saa olla
suurempi kuin 15 % suuremmasta arvosta.

Laboratorioiden vilisen vertailun tulokset ()

Esiseos Esiseo:evalmis— Kivenndisrehu Tiiviste Porsasrehu
L 12 12 12 12 12
n 48 48 48 48 48
keskiarvo  [mg/ 17 380 1187 926 315 61,3
kg]
s, [mg/kg] 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/kg] 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 = laboratorioiden lukuméaara
n = yksittdisten arvojen lukumééra
s, = toistettavuuden keskihajonta
sg = uusittavuuden keskihajonta
r = toistettavuus
R = uusittavuus
CV, = toistettavuuden variaatiokerroin

CVR = uusittavuuden variaatiokerroin.

(") Vertailun jérjestdja: Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forsc-

hungsanstalten (VDLUFA), rehuty6ryhma.
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Kuva 1: Uuttolaitteisto (4.8)
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3.1

32

33

3.4

3.5

3.6

3.7

3.7.1

3.8

3.8.1

C. RAUDAN, KUPARIN, MANGAANIN JA SINKIN MAARITYS
Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmaélld voidaan maérittda rehuista hivenaineet rauta, kupari, man-
gaani ja sinkki. Madritysrajat ovat:

— rauta (Fe): 20 mg/kg

— kupari (Cu): 10 mg/kg

— mangaani (Mn): 20 mg/kg

— sinkki (Zn): 20 mg/kg.

Periaate

Niéytteet livotetaan kloorivetyhappoon sen jilkeen, kun siind mahdolli-
sesti esiintyvit orgaaniset aineet on tuhottu. Alkuaineet rauta, kupari,
mangaani ja sinkki miéritetddn sopivan laimennuksen jilkeen atomiab-
sorbtiospektrometrilla.

Reagenssit
Alustavat huomautukset

Reagenssien ja analyysiliuosten valmistuksessa kaytetdan maaritettévista
kationeista vapaata vettd, joka on saatu joko tislaamalla se kaksi kertaa
borosilikaattilasista tai kvartsista valmistetussa tislauslaitteessa tai késit-
telemilld se kaksi kertaa ioninvaihtohartsilla.

Reagenssien on oltava vihintddn analyysilaatua. Nollakokeella tarkiste-
taan, ettei madritettdvad alkuainetta esiinny. Tarvittaessa reagensseja on
puhdistettava lisdd.

Seuraavassa kuvattujen standardiliuosten tilalla voidaan kayttad kaupal-
lisesti saatavilla olevia standardiliuoksia, jos ne ovat takuulaatua ja ne on
tarkistettu ennen kayttoa.

Kloorivetyhappo, tiheys 1,19 g/ml.
Kloorivetyhappo, 6 mol/l.
Kloorivetyhappo, 0,5 mol/l.

3840 % (v/v) fluorivetyhappo, jonka rautapitoisuus on alle 1 mg Fe/l ja
haihdutusjdannds alle 10 mg (sulfaattina)/litra.

Rikkihappo, tiheys 1,84 g/ml.
Vetyperoksidi, noin 100 tilavuusosaa happea (30 % (W/v)).

Rautastandardiliuos (1 000 pg Fe/ml), joka on valmistettu seuraavasti, tai
vastaava kaupallisesti saatavilla oleva liuos: liuotetaan 1 g rautalankaa
200 ml:aan kloorivetyhappoa, 6 mol/l, (3.2), lisdtdan 16 ml vetyperok-
sidia (3.6) ja tdytetddn 1 litraksi vedelld.

Rautakéyttostandardilivos (100 pg Fe/ml), joka on valmistettu laimenta-
malla 1 osa standardiliuosta (3.7) 9 osalla vetta.

Kuparistandardiliuos (1 000 pg Cu/ml), joka on valmistettu seuraavasti,
tai vastaava kaupallisesti saatavilla oleva liuos:

— liuotetaan 1 g jauhemaista kuparia 25 ml:aan kloorivetyhappoa, 6
mol/l (3.2), lisdtddn 5 ml vetyperoksidia (3.6) ja tdytetdan 1 litraksi
vedelld.

Kuparikayttostandardiliuos (10 pg Cu/ml), joka on valmistettu laimenta-
malla 1 osa standardiliuosta (3.8) 9 osalla vettd ja sen jilkeen laimen-
tamalla 1 osa saatua liuosta 9 osalla vettd.
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39 Mangaanistandardilivos (1 000 pg Mn/ml), joka on valmistettu seuraa-
vasti, tai vastaava kaupallisesti saatavilla oleva liuos:

— liuotetaan 1 g jauhemaista mangaania 25 ml:aan kloorivetyhappoa, 6
mol/l (3.2), ja tdytetddn 1 litraksi vedelld.

3.9.1 Mangaanikdyttostandardilivos (10 pg Mn/ml), joka on valmistettu lai-
mentamalla 1 osa standardiliuosta (3.9) 9 osalla vettd ja sen jélkeen
laimentamalla 1 osa saatua liuosta 9 osalla vettd.

3.10 Sinkkistandardiliuos (1 000 pg Zn/ml), joka on valmistettu seuraavasti,
tai vastaava kaupallisesti saatavilla oleva liuos:

— liuotetaan 1 g nauhamaisessa tai lehtiméisessd muodossa olevaa sink-
kid 25 ml:aan kloorivetyhappoa, 6 mol/l (3.2), ja tdytetdéin 1 litraksi
vedelld.

3.10.1 Sinkkikayttostandardilivos (10 pg Zn/ml), joka on valmistettu laimenta-
malla 1 osa standardilivosta (3.10) 9 osalla vetta ja sen jélkeen laimen-
tamalla 1 osa saatua liuosta 9 osalla vettd.

3.11 Lantaanikloridiliuos: liuotetaan 12 g lantaanioksidia 150 ml:aan vettd,
lisatddn 100 ml kloorivetyhappoa, 6 mol/l (3.2), ja tdytetdan 1 litraksi

vedelld.

4. Viilineisto

4.1 Muhveliuuni, jossa on ldmpétilan sddtolaite ja mielellddn myds piirturi.

4.2 Lasitavaroiden on oltava kestdvédd borosilikaattityyppid, ja on suositelta-
vaa kdyttdd vilineitd, jotka on erityisesti tarkoitettu hivenaineiden méa-
rityksiin.

43 Atomiabsorbtiospektrofotometri, jonka herkkyys ja tarkkuus vaaditulla
alueella tayttaviat menetelmdn vaatimukset.

5. Menettely (')
5.1 Orgaanista ainetta sisdltdvdt ndytteet

5.1.1 Polttaminen tuhkaksi ja analyysiin tarvittavan
livoksen valmistaminen (%)

5.1.1.1 Punnitaan 5-10 g naytettd 0,2 mg:n tarkkuudella, pannaan kvartsi- tai
platinaupokkaaseen (ks. huomautus b), kuivataan ldmpokaapissa
105 °C:ssa ja pannaan upokas kylmddn muhveliuuniin (4.1). Uuni sul-
jetaan (ks. huomautus c¢) ja lampoétila nostetaan  vihitellen
450-475 °C:seen noin 90 minuutin aikana. Lampétila pidetddn tdssd
4-16 tuntia (esimerkiksi yon yli) hiilipitoisen materiaalin poistamiseksi
ja uuni avataan ja sen annetaan jadhtyd (ks. huomautus d).

(') Myd6s muita hajotusmenetelmié (kuten mikroaaltouunihajotusta paineen alaisena) voidaan
kayttad silld edellytykselld, ettd niiden on osoitettu antavan samanlaiset tulokset.

(?) Vihreisiin rehuihin (tuoreisiin tai kuivattuihin) oletetaan sisiltyvén suuria méaérid kasvis-
perdisid piiyhdisteitd, jotka saattavat sitoa mikromineraaleja, ja jotka on siksi poistettava.
Sellaisten rehujen tarkastuksessa on siksi sovellettava seuraavaa muutettua menettelyd.
Menetelldén 5.1.1.1 alakohdassa esitetylld tavalla aina suodattamisvaiheeseen asti. Pes-
tddn suodatinpaperi, jossa on liukenemattomat jadmét, kahteen kertaan kichuvalla vedelld
ja siirretddn ne kvartsi- tai platinaupokkaaseen. Poltetaan tuhkaksi muhveliuunissa (4.1)
alle 550 °C:ssa kunnes kaikki hiilipitoinen aines on hévinnyt kokonaan. Annetaan jddh-
tyd, lisdtddn muutama tippa vettd ja sen jidlkeen 10—15 ml fluorivetyhappoa (3.4) ja
haihdutetaan kuivaksi noin 150 °C:ssa. Jos jééinnokseen jdi piiyhdisteitd, se liuotetaan
uudelleen muutamaan millilitraan fluorivetyhappoa (3.4) ja haihdutetaan kuivaksi. Lisd-
tadn viisi tippaa rikkihappoa (3.5) ja kuumennetaan kunnes valkoinen savu on haihtunut.
Lisdtddn viisi tippaa kloorivetyhappoa, 6 mol/l (3.2), ja noin 30 ml vettd, kuumennetaan
ja suodatetaan liuos 250 ml:n vetoiseen mittapulloon ja tdytetddn merkkiin asti vedelld
(HCl-pitoisuus on noin 0,5 mol/l). Sen jilkeen jatketaan menettelyd 5.1.2 kohdasta al-
kaen.
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5.1.1.2

5.1.2
5.1.2.1

Tuhka kostutetaan vedelld ja siirretddn 250 ml:n dekantterilasiin. Upokas
pestddn yhteensd noin 5 ml:lla kloorivetyhappoa (3.1), happo lisdtddn
hitaasti ja varovasti dekantterilasiin (tilloin voi esiintyd voimakas reak-
tio, joka johtuu CO,:n muodostumisesta). Lisdtddn kloorivetyhappoa
(3.1) pisaroittain samalla sekoittaen kunnes kupliminen on kokonaan
lakannut. Haihdutetaan kuivaksi ajoittain lasisauvalla sekoittaen.

Jaannokseen lisdtddn 15 ml kloorivetyhappoa, 6 mol/l (3.2), ja noin 120
ml vettd. Sekoitetaan lasisauvalla, joka jétetddn dekantterilasiin, ja pei-
tetddn astia kellonlasilla. Kuumennetaan varovasti kiehumispisteeseen ja
pidetddn kichumispisteessd kunnes enempéd tuhkaa ei havaita liukene-
van. Suodatetaan tuhkattomalla suodatinpaperilla ja suodos kerdtddn tal-
teen 250 ml:n mittapulloon. Dekantterilasi ja suodatin pestdan 5 ml:lla
kuumaa kloorivetyhappoa, 6 mol/l (3.2), sekd kaksi kertaa kichuvalla
vedelld. Mittapullo tdytetddn merkkiin asti vedelld (HCl-konsentraatio
noin 0,5 mol/l).

Jos suodatinpaperissa oleva jadnnds on ulkonddltddn mustaa (hiiltd), se
viedddn takaisin uuniin ja poltetaan uudelleen tuhkaksi 450475 °C:ssa.
Témai poltto kestdd vain muutaman tunnin (noin 3-5 tuntia) ja on suo-
ritettu loppuun silloin, kun tuhka on ulkonddltddn valkeaa tai ldhes
valkeaa. Jdannos liuotetaan noin 2 ml:aan kloorivetyhappoa (3.1), haih-
dutetaan kuivaksi ja lisdtdan 5 ml kloorivetyhappoa, 6 mol/l (3.2). Kuu-
mennetaan, suodatetaan mittapulloon ja tdytetddn merkkiin asti vedelld
(HCl-konsentraatio noin 0,5 mol/l).

Huomautukset:

a) Hivenaineita méadritettdessd on tarkedd pitda jatkuvasti mielessa eri-
tyisesti sinkistd, kuparista ja raudasta aiheutuvat saastumisriskit. Tastd
syystd ndytteiden valmistuksessa kdytetyt vilineet eivdt saa sisdltdd
nditd metalleja.

Yleisen kontaminaatioriskin vidhentidmiseksi olisi tydskenneltdvd po-
lyttomaéssa tilassa ja kdytettdvd huolellisesti puhdistettuja vélineitd ja
lasitavaroita. Sinkin mééritys on erityisen herkkéd saastumiselle, joka
atheutuu erityisesti lasitavaroista, reagensseista, polystd jne.

b) Tuhkaksi poltettavan ndytteen paino lasketaan rehun likiméidraisestd
hivenainepitoisuudesta kidytetyn spektrofotometrin herkkyyteen suh-
teutettuna. Tiettyjen pienid hivenainemédrid siséltdvien rehujen mai-
ritys on ehké aloitettava 10-20 g:n niytteelld ja valmistettava lopul-
lista liuosta vain 100 ml.

c) Tuhkaksi poltto on suoritettava suljetussa uunissa ilmaa tai happea
lisadmatta.

d) Pyrometrin osoittama ldmpdtila ei saa olla yli 475:t4 °C.

Spektrofotometrinen méadritys
Kalibrointiliuosten valmistaminen

Kutakin maédritettdvad alkuainetta varten valmistetaan 3.7.1, 3.8.1, 3.9.1
ja 3.1.10 kohdassa mainituista kdyttostandardiliuoksista sarja standardi-
liuoksia siten, ettd kunkin standardiliuoksen HCl-konsentraatio on noin
0,5 mol/l ja lantaanikloridikonsentraatio sellainen, joka vastaa 0,1 %:a
(w/v) lantaania.

Valittujen hivenainekonsentraatioiden on oltava kéytetyn spektrofotomet-
rin herkkyysalueella. Seuraavissa taulukoissa annetaan esimerkiksi erilai-
sia standardiliuoskoostumuksia; kaytetyn spektrofotometrin tyypistd ja
herkkyydesta riippuen voi kuitenkin olla tarpeen valita muita pitoisuuk-
sia.
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5.1.2.2

5.1.2.3

5.1.2.4

Rauta
ng Fe/ml 0 0,5 1 2 3 4 5
Kayttostandardiliuoksen  (3.7.1) 0 0,5 1 2 3 4 5
ml-médédrd (1 ml = 100 pg Fe)
ml HCI (3.2) 7 7 7 7 7 7 7
+ 10 ml lantaanikloridiliuosta (3.11) ja tdytetddn 100 ml:ksi vedelld

Kupari
pg Cu/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Kayttostandardiliuoksen  (3.8.1) 0 1 2 4 6 8 10
ml-médrd (1 ml = 10 pg Cu)
ml HCI (3.2) 8 8 8 8 8 8 8

Mangaani

pug Mn/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Kayttostandardiliuoksen  (3.9.1) 0 1 2 4 6 8 10
ml-médrd (1 ml = 10 pg Mn)
ml HCI (3.2) 7 7 7 7 7 7 7
+ 10 ml lantaanikloridiliuosta (3.11) ja taytetddn 100 ml:ksi vedelld

Sinkki
pg Zn/ml 0 0,05 | 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8
Kayttostandardiliuoksen (3.10.1) 0 0,5 1 2 4 6 8
ml-médrd (1 ml = 10 pg Zn)
ml HCI (3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml lantaanikloridiliuosta (3.11) ja tdytetddn 100 ml:ksi vedelld

Liuoksen valmistaminen mddritystd varten

Kuparin maééritystd varten voidaan 5.1.1 kohdassa valmistettua liuosta
kayttda yleensd suoraan. Tarvittaessa sen pitoisuus tuodaan kalibrointili-
uosten alueelle, téstd otettu erd voidaan pipetoida 100 ml:n mittapulloon
ja tayttad merkkiin asti kloorivetyhapolla, 0,5 mol/l (3.3).

Raudan, mangaanin ja sinkin méaéritystd varten pipetoidaan erd 5.1.1 koh-
dassa valmistettua liuosta 100 ml:n mittapulloon, lisdtdan 10 ml lantaa-
nikloridiliuosta (3.11) ja tdytetddn merkkiin asti kloorivetyhapolla, 0,5
mol/l (3.3.) (ks. myds 8 kohdan huomautus).

Nollakoe

Nollakoe suoritetaan samalla tavalla mutta ilman mééritettdvad naytetta.
Standardiliuosta 0’ ei saa kdyttdd nollandytteend.

Atomiabsorptiomittaus

Standardiliuosten ja méidritettavan liuoksen atomiabsorptio mitataan ha-
pettavalla ilma-asetyleeniliekilld seuraavilla aallonpituuksilla:

Fe: 248,3 nm

Cu: 324,8 nm
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5.2

32

33

3.4

3.5

Mn: 279,5 nm
Zn: 213,8 nm
Kukin mittaus suoritetaan neljd kertaa.

Kivenndisrehut

Jos néyte ei sisélld orgaanista ainetta, sitd ei ole tarpeen polttaa tuhkaksi.
Suoritusta jatketaan 5.1.1.1 kohdan toisesta kappaleesta. Haihdutus fluo-
rivetyhapolla voidaan jattda pois.

Tulosten laskeminen

Madritettdvissd liuoksessa oleva hivenainepitoisuus lasketaan kalibrointi-
kéyriltd ja tulos ilmoitetaan milligrammoina hivenainetta kilogrammassa
ndytettd (ppm).

Toistettavuus

Samasta naytteestd saman henkilon tekemén kahden rinnakkaismaérityk-

sen tulosten viélinen ero ei saa olla yli:

— 5:t4 mg/kg, absoluuttisena arvona, kun hivenainepitoisuus on enin-
taan 50 mg/kg,

— 10 %:a, suurempaan arvoon verrattuna, kun hivenainepitoisuus on
50-100 mg/kg,

— 10:ta mg/kg, absoluuttisena arvona, kun hivenainepitoisuus on
100200 mg/kg,

— 5 %:a, suurempaan arvoon verrattuna, kun hivenainepitoisuus on yli
200 mg/kg.
Huomautus

Suuret fosfaattimdardt voivat héiritd raudan, mangaanin ja sinkin maa-
ritystd. Téllainen hdirié on korjattava lantaanikloridilivosta (3.11) lisdé-
malld. Jos ndytteessd painosuhde Ca + Mg / P on > 2, voidaan lantaa-
nikloridiliuoksen (3.11) lisdys médritettdvdén liuokseen ja standardiliu-
oksiin jattad pois.

D. HALOFUGINONIN MAARITTAMINEN
DL-trans-7-bromi-6-kloori-3-[3-(3-hydroksi-2-piperidyyli)asetonyyli] -
kinatsoliini-4-(3H)-oni-hydrobromidi

Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmalld voidaan méarittdd rehujen halufuginonipitoisuus. Méaritys-
raja on 1 mg/kg.

Periaate

Naytettd kasitellddn kuumalla vedelld ja halofuginoni uutetaan timén
jilkeen vapaana emiksend etyyliasetaattiin ja erotetaan hydrokloridina
happamaan vesiliuokseen. Uute puhdistetaan ioninvaihtokromatografial-
la. Halofuginonipitoisuus médritetddn suuren erotuskyvyn kéanteisfaa-
sinestekromatografialla (HPLC) UV-detektoria kéyttden.

Reagenssit

Asetonitriili, HPLC-laatua vastaava.
Amberlite XAD-2 -hartsi.
Ammoniumasetaatti.

Etyyliasetaatti.

Jadetikka.
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3.6

3.6.1

3.6.2

3.7

3.8

39

3.20

3.21

Halofuginonistandardi (DL-trans-7-bromi-6-kloori-3-[3-hydroksi-2-pipe-
ridyyli)asetonyyli]-kinatsoliini-4-(3H)-onihydrobromidi, E 764).

Halofuginonistandardin kantaliuos, 100 pg/ml

Mitataan 500 ml:n mittapulloon 50 mg (0,1 mg:n tarkkuudella) halofu-
ginonia (3.6), liuotetaan ammoniumasetaattipuskuriliuokseen (3.18), téy-
tetddn merkkiin asti puskuriliuoksella ja sekoitetaan. Tdma liuos siilyy
5 °C:ssa kolmen viikon ajan, jos sitd sdilytetddn valolta suojattuna.

Kalibrointiliuokset
Mitataan sarjaan 100 ml:n mittapulloja 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 ja 6,0 ml
standardikantaliuosta (3.6.1). Téytetddn merkkiin asti liikkuvalla faasilla

(3.21) ja sekoitetaan. Ndiden liuosten halofuginonipitoisuudet ovat 1,0,
2,0, 3,0, 4,0 ja 6,0 pg/ml. Liuokset on valmistettava juuri ennen kayttoa.

Kloorivetyhappo (pyo noin 1,16 g/ml)

Metanoli

Hopeanitraatti.

Natriumaskorbaatti.

Natriumkarbonaatti.

Natriumkloridi.

EDTA (etyleenidiamiinitetractikkahappo, dinatriumsuola).

Vesi, HPLC-laatua vastaava.

Natriumkarbonaattilivos, ¢ = 10 g/100 ml.

Natriumkloridilla kylldstetty natriumkarbonaattilivos, ¢ = 5 g/100 ml.

Liuotetaan 50 g natriumkarbonaattia (3.11) veteen, tdytetddn 1 litraksi ja
lisatddn natriumkloridia (3.12), kunnes liuos on kylléstetty.

Kloorivetyhappo: noin 0,1 mol/l.
Laimennetaan 10 ml kloorivetyhappoa (3.7) vedella 1 litraksi.
Ammoniumasetaattipuskuriliuos, noin 0,25 mol/l.

Liuotetaan 19,3 g ammoniumasetaattia (3.3) ja 30 ml etikkahappoa (3.5)
veteen (3.14) ja laimennetaan 1 litraksi.

Amberlite XAD-2 -hartsin valmistaminen.

Pestddn sopivaa madrdd Amberlitea (3.2) vedelld, kunnes pesuun kiyte-
tyssd vesifaasissa hopeanitraatilla (3.20) tehtdva koe osoittaa, ettd klori-
di-ioneita ei endd ole. Tdmén jdlkeen hartsi pestddn 50 ml:lla metanolia
(3.8), timd metanoli heitetddn pois ja hartsia sdilytetdén puhtaassa me-
tanolissa.

Hopeanitraattiliuos, noin 0,1 mol/l.
Liuotetaan 0,17 g hopeanitraattia (3.9) 10 ml:aan vetta.
HPLC:n liikkuva faasi.

Sekoitetaan 500 ml asetonitriilid (3.1) 300 ml:aan ammoniumasetaatti-
puskurilivosta (3.18) ja 1 200 ml:aan vettd (3.14). Sdddetddn pH arvoon
4,3 etikkahapolla (3.5). Suodatetaan 0,22 pum:n suodattimen (4.8) lapi ja
poistetaan kaasut liuoksesta (esimerkiksi 10 minuutin ultradénikésittelyl-
18). Tdmé livos sdilyy yhden kuukauden ajan, jos sitd sdilytetddn sulje-
tussa astiassa valolta suojattuna.
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4.2

43

4.4

4.4.1

4.5

4.6

4.7

4.8

5.1
5.1.1

52

Vilineisto

Ultradédnihaude.

Pyorivd kalvohaihdutin.

Sentrifugi.

HPLC-laitteisto, jossa on vaihtuva-aallonpituuksinen UV-detektori tai
diodirividetektori.

Nestekromatografiakolonni, 300 mm x 4 mm, C;g, hiukkaskoko 10 um,
tai vastaava kolonni.

Lasikolonni (300 mm X 10 mm), joka on varustettu lasisintterisuodatti-
mella ja hanalla.

Lasikuitusuodattimia, halkaisija 150 mm.

Kalvosuodattimia, 0,45 pm.

Kalvosuodattimia, 0,22 um.

Menettely

Huomautus: Vapaana eméiksend halofuginoni on epéstabiili alkalisissa
liuoksissa ja etyyliasetaattiliuoksissa. Se ei saa olla etyy-
liasetaatissa yli 30 minuuttia.

Yleistd

Nollandyte on analysoitava, jotta varmistetaan, ettei se sisilld halofugi-
nonia tai mittausta héiritsevid aineita.

Saanto on maédritettdva analysoimalla nollandyte, johon on tehty niytteen
halofuginonipitoisuutta vastaava halofuginonilisdys. Pitoisuuden 3 mg/kg
aikaan saamiseksi lisatddn 300 pl standardikantalivosta (3.6.1) 10 gram-
maan nollarehua, sekoitetaan ja annetaan seistd 10 minuuttia ennen uut-
tamista (5.2).

Huomautus: Tatd menetelmdd kiytettdessd nollarehun on vastattava
koostumukseltaan ndytettd, ja halofuginonia ei saa havaita
madrityksessd.

Uutto

Punnitaan 0,1 gramman tarkkuudella 10 g valmistettua naytettd 200 ml:n
sentrifugiputkeen, lisdtddn 0,5 g natriumaskorbaattia (3.10), 0,5 g ED-
TA:a (3.13) ja 20 ml vettd; sekoitetaan. Asetetaan putki vesihauteeseen
(80 °C) 5 minuutiksi. Annetaan jadhtyd huoneen limpétilaan, jonka
jéilkeen lisdtddn 20 ml natriumkarbonaattiliuvosta (3.15) ja sekoitetaan.
Lisdtdan viipymaéttd 100 ml etyyliasetaattia (3.4) ja ravistellaan késin
voimakkaasti 15 sekunnin ajan. Tdmén jéilkeen putki sijoitetaan kolmeksi
minuutiksi ultradanihauteeseen (4.1) ja korkkia hollennetdén. Sentrifu-
goidaan 2 minuuttia ja dekantoidaan etyyliasetaattifaasi lasikuitusuodat-
timen (4.6) ldpi 500 ml:n erotussuppiloon. Toistetaan ndytteen uutto
toisella 100 ml:n etyyliasetaattiannoksella. Pestddn yhdistettyja uutteita
1 minuutin ajan 50 ml:lla natriumkloridilla kylldstettya natriumkarbon-
aattiliuosta (3.16) ja poistetaan vesifaasi.

Uutetaan orgaanista kerrosta 50 ml:1la kloorivetyhappoa (3.17) 1 minuu-
tin ajan. Juoksutetaan alempi happokerros 250 ml:n erotussuppiloon.
Uutetaan orgaanista kerrosta vield 50 ml:lla kloorivetyhappoa 1,5 minuu-
tin ajan ja yhdistetddn uutteet. Pestddn yhdistetyt happouutteet heilutta-
malla niitd noin 10 sekunnin ajan 10 ml:n etyyliasetaattimadran kanssa
(3.4).
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Siirretddn vesikerros kvantitatiivisesti 250 ml:n pyorokolviin ja heitetddn
orgaaninen faasi pois. Haihdutetaan pydrivélld kalvohaihduttimella (4.2)
kaikki etyyliasetaattijidmét happoliuoksesta. Vesihauteen lampotila ei
saa olla yli 40:td °C. Noin 25 mbar:n tyhjossi etyyliasetaattijidmat
poistuvat 5 minuutissa 38 °C:ssa.

Puhdistaminen
Amberlite-kolonnin valmistaminen

Kullekin ndyteuutteelle valmistetaan XAD-2-kolonni. Siirretddn metano-
lilla (3.8) 10 g esikdsiteltyda Amberlitea (3.19) lasikolonniin (4.5). Liséa-
tdan pieni lasivillatuppo hartsikerroksen péélle. Juoksutetaan metanoli
kolonnista ja pestddn hartsi 100 ml:lla vettd ja pysdytetddn virtaus,
kun neste yltdd hartsikerroksen yldosaan. Annetaan kolonnin stabiloitua
10 minuuttia ennen sen kéytt6d. Kolonnin ei saa koskaan antaa kuivua.

Nédytteen puhdistaminen

Siirretddn uute (5.2) kvantitatiivisesti valmistetun Amberlite-kolonnin
(5.3.1) yldosaan, eluoidaan ja heitetddn eluaatti pois. Eluointinopeus ei
saa olla yli 20 ml:aa minuutissa. Huuhdellaan pyorokolvi 20 ml:1la kloo-
rivetyhappoa (3.17) ja kéytetddn tdtd liuosta hartsikolonnin pesemiseen.
Poistetaan happoliuosjdama ilmavirralla. Heitetddn pesuliuokset pois. Li-
satdan kolonniin 100 ml metanolia (3.8) ja annetaan eluoitua 5-10 ml ja
kerdtddn eluaatti 250 ml:n pyorokolviin. Annetaan jéiljelle jadneen me-
tanolin stabiloitua hartsin kanssa 10 minuutin ajan, jatketaan eluointia
alle 20 ml minuutissa olevalla nopeudella ja kerdtddn eluaatti samaan
pyorokolviin. Haihdutetaan metanoli pyodréhaihduttimella (4.2) huoleh-
tien siité, ettd vesihauteen lampétila ei ole yli 40 °C. Siirretddn jadnnds
kvantitatiivisesti 10 ml:n mittapulloon kéyttden liikkuvaa faasia (3.21).
Téytetddn merkkiin asti liikkkuvalla faasilla ja sekoitetaan. Suodatetaan
ndyte kalvosuodattimen (4.7) ldpi. Siilytetddn timd liuos HPLC-mia-
ritystd (5.4) varten.

HPLC-mddritys
Muuttujat

Seuraavat edellytykset ovat ohjeellisia; muita maéritysolosuhteita voi-
daan kéyttdd silld edellytykselld, ettd niilld saadaan vastaavat tulokset.
Nestekromatografiakolonni (4.4.1)

HPLC:n liikkuva faasi (3.21)

Virtausnopeus: 1,5-2 ml/min

Detektioaallonpituus: 243 nm

Injektiotilavuus: 40—100 pl.

Kromatografiajarjestelmén stabiilisuus on tarkistettava injektoimalla
useita kertoja kalibrointiliuosta (3.6.2), jonka pitoisuus on 3,0 pg/ml,
kunnes piikkien korkeudet (pinta-alat) ja retentioajat eivdt muutu.

Kalibrointikédyra

Injektoidaan jokaista kalibrointiliuosta (3.6.2) useita kertoja ja mitataan
piikkien korkeudet (pinta-alat) jokaiselle pitoisuudelle. Kalibrointikdyrd
piirretddn siten, ettd y-akselilla ovat kalibrointilivosten piikkien korkeuk-
sien (pinta alojen) keskiarvot ja x-akselilla vastaavat konsentraatiot

(ng/ml).
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Niyteliuos

Injektoidaan useita kertoja ndyteuutetta (5.3.2) kdyttden samaa tilavuutta
kuin kalibrointiliuoksille ja miéritetddn halofuginonin piikkien korkeu-
den (pinta-alan) keskiarvo.

Tulosten laskeminen

Madritetadn ndyteliuoksen pitoisuus (pg/ml) néyteliuoksen halofuginonin
piikkien korkeuden (pinta-alan) keskiarvosta kalibrointikdyrdn (5.4.2)
avulla.

Néytteessd olevan halofuginonin madrd w (mg/kg) lasketaan seuraavalla
kaavalla:

¢ x 10
W =
m

jossa:

¢ = ndyteliuoksen halofuginonipitoisuus, pg/ml,
m = ndyte-erdn paino grammoina.

Tulosten validointi
Tunnistaminen

Tutkittavan aineen tunnistaminen voidaan varmistaa yhteiskromatografi-
alla tai kdyttdmalla diodirividetektoria, jolla voidaan verrata ndyteuutteen
ja halofuginonia 6,0 pg/ml sisdltdvin kalibrointiliuoksen (3.6.2) spektre-
ja.

Yhteiskromatografia

Néyteuutteeseen lisdtadn sopiva madrd kalibrointiliuosta (3.6.2). Lisdtyn
halofuginoniméérédn on vastattava ndyteuutteesta todetun halofuginonin
arvioitua maaraa.

Ainoastaan halofuginonipiikin korkeus saa kasvaa, kun otetaan huomi-
oon sekd lisdtty madrd halofuginonia ettd ndyteliuoksen laimeneminen.
Piikin puolivilissd sen leveyden on oltava + 10 % ldhtoleveydesta.

Diodirividetektoriméddritys

Tulokset arvioidaan seuraavien arviointiperusteiden mukaisesti:

a) ndytteen ja standardin spektrien maksimiabsorptioaallonpituuksien on
kromatogrammin piikin huipun kohdalla mitattuna oltava samat il-
maisinjérjestelmén erotuskyvyn mukaan maérdytyvissd rajoissa. Dio-
dirivimédrityksessd se on yleensd + 2 nm;

b) valilld 225-300 nm kromatogrammin piikin huipun kohdalla ajetut
ndyte- ja standardispektrit eivdt saa erota toisistaan niiltd spektrin
osilta, joiden suhteellinen absorbanssi on 10-100 %. Tamé edellytys
tayttyy, kun maksimit ovat samat ja ndiden kahden spektrin vililld
havaittu poikkeama ei ole missddn kohdassa yli 15 % standardina
olevan tutkittavan aineen absorbanssista;

c¢) vililld 225-300 nm néyteliuoksesta ajetut spektrit piikin nousun, hui-
pun ja laskun kohdalla eivit saa erota toisistaan niiltd spektrin osilta,
joiden suhteellinen absorbanssi on 10-100 %. Tédma edellytys tayttyy,
kun samat maksimit esiintyvét ja kun kaikissa havaittavissa kohdissa
spektrien vilinen poikkeama ei ole suurempi kuin 15 % huipun
spektrin absorbanssista.
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Jos jokin niistd edellytyksistd ei tdyty, tutkittavan aineen esiintymisti ei
ole vahvistettu.

7.2 Toistettavuus

Kahden rinnakkaismédrityksen vilinen ero samasta néytteestd ei saa olla
yli 0,5 mg/kg, kun halofuginonipitoisuudet ovat enintddn 3 mg/kg.

7.3 Saanto

Sellaisen nollandytteen saannon, johon on lisdtty médritettivad ainetta,
on oltava vihintddn 80 %.

8. Laboratorioiden vilisen vertailun tulokset

Laboratorioiden vilisessd tutkimuksessa (') analysoitiin kolme néytettéd
kahdeksassa laboratoriossa.

Tulokset
Niyte A
(nollandyte) . . . .
vastaanotet- Niyte B (jauhona) Niyte C (rakeina)
taessa
Vastaanotet- | 2 kuukauden | Vastaanotet- | 2 kuukauden
taessa kuluttua taessa kuluttua
Keskiarvo [mg/kg] ND 2,80 2,42 2,89 2,45
Sg [mg/kg] — 0,45 0,43 0,40 0,42
CVgr [ %] — 16 18 14 17
Rec. [ %] 86 74 88 75
ND = ¢i havaittu
Sr = uusittavuuden keskihajonta
CVy = uusittavuuden variaatiokerroin, %
Rec. = saanto ( %).

E. ROBENIDIININ MAARITTAMINEN

1,3-bis[(4-kloori-bentsylideeni)amino] guanidiinihydrokloridi

1. Tarkoitus ja soveltamisala
Menetelmélld voidaan médrittdd robenidiinin pitoisuus rehuissa. Maa-
ritysraja on 5 mg/kg.

2. Periaate

Niyte uutetaan happamoidulla metanolilla. Uute kuivataan ja méairdosa
puhdistetaan alumiinioksidikolonnissa. Robenidiini eluoidaan kolonnista
metanolilla, konsentroidaan ja saatetaan sopivaksi tilavuudeksi liikku-
valla faasilla. Robenidiinipitoisuus médritetddn korkean erotuskyvyn
kadnteisfaasinestekromatografialla (HPLC) UV-detektoria kdyttden.

3. Reagenssit

3.1 Metanoli.
32 Happamoitu metanoli.

Siirretddn 4,0 ml kloorivetyhappoa (p20 = 1,18 g/ml) 500 ml:n mitta-
pulloon, tiytetddin merkkiin asti metanolilla (3.1) ja sekoitetaan. Tédma
liuos on valmistettava juuri ennen kayttod.

(") The Analyst 108, 1983, s. 1 252-1 256.
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Asetonitriili, HPLC-laatua vastaava.
Molekyyliseula.

Tyyppid 3A, 8-12 meshin helmid (1,6-2,5 mm:n helmid, kiteistd alumii-
nisilikaattia, huokosten halkaisija 0,3 mm).

Alumiinioksidi, hapan, aktiviteettiluokka I pylvéskromatografiaa varten.

Siirretddn 100 grammaa alumiinioksidia sopivaan astiaan ja lisdtddn 2,0
ml vettd. Suljetaan ja ravistellaan noin 20 minuutin ajan. Siilytetdin
hyvin suljetussa astiassa.

Kaliumdivetyfosfaattiliuos, ¢ = 0,025 mol/l.

Liuotetaan 3,40 g kaliumdivetyfosfaattia veteen (HPLC-laatua) 1 000
ml:n mittapullossa, tdytetdan merkkiin asti ja sekoitetaan.

Dinatriumvetyfosfaattilivos, ¢ = 0,025 mol/l.

Liuotetaan 3,55 g vedetontd (tai 4,45 g dihydraattia tai 8,95 g dodeka-
hydraattia) dinatriumvetyfosfaattia veteen (HPLC-laatua vastaava) litran
mittapullossa, tdytetddn merkkiin asti ja sekoitetaan.

HPLC:n liikkuva faasi.

Sekoitetaan seuraavat reagenssit:

650 ml asetonitriilid (3.3),

250 ml vettd (HPLC-laatua vastaava),
50 ml kaliumdivetyfosfaattiliuosta (3.6),
50 ml dinatriumvetyfosfaattiliuosta (3.7).

Suodatetaan 0,22 pm:n suodattimen (4.6) ldpi ja poistetaan kaasut liuok-
sesta (esimerkiksi 10 minuutin ultradénikasittelylld).

Standardiyhdiste.

Puhdas robenidiini: 1,3-bis[(4-klooribentsylideeni)amino]guanidiinihyd-
rokloridi.

Robenidiinistandardin kantaliuos: 300 pg/ml

Punnitaan 30 mg 0,1 mg:n tarkkuudella robenidiinin standardiyhdistettd
(3.9). Liuotetaan happamoituun metanoliin (3.2) 100 ml:n mittapullossa,
tdytetddn merkkiin asti samalla liuottimella ja sekoitetaan. Kaaritdan
pullo alumiinifolioon ja sdilytetdén valolta suojattuna.

Robenidiinistandardin vdlimuotoliuos: 12 pg/ml

Siirretddn 10,0 ml standardikantalivosta (3.9.1) 250 ml:n pulloon, tiyte-
tdan merkkiin asti liikkuvalla faasilla (3.8) ja sckoitetaan. Kaaritdan
pullo alumiinifolioon ja sdilytetdén valolta suojattuna.

Kalibrointiliuokset

Siirretddn sarjassa 50 ml:n mittapulloihin 5,0, 10,0, 15,0, 20,0 ja 25,0 ml
standardin vélimuotoliuosta (3.9.2). Taytetddn merkkiin asti liikkuvalla
faasilla (3.8) ja sekoitetaan. Néiden liuosten robenidiinipitoisuudet ovat
vastaavasti 1,2, 2,4, 3,6, 4,8 ja 6,0 pg/ml. Liuokset on valmistettava
juuri ennen kayttoa.

Vesi, HPLC-laatua vastaava.
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Vilineisto

Lasikolonni.

Valmistettu ruskeasta lasista, varustettu hanalla ja siiliolld, jonka tila-
vuus on noin 150 ml, sisdhalkaisija 10-15 mm, pituus 250 mm.

Mekaaninen ravistelija tai magneettisekoitin.

Pyorivd kalvohaihdutin.

Vaihtuva-aallonpituuksinen HPLC-laitteisto tai diodirividetektori, detek-
tioaallonpituusalue 250—400 nm.

Nestekromatografiakolonni: 300 mm x 4 mm, C,g, hiukkaskoko 10 um,
tai vastaava

Lasikuitusuodatinpaperia (Whatman GF/A tai vastaava).

Kalvosuodattimia, 0,22 um.

Kalvosuodattimia, 0,45 um.

Menettely

Huomautus: Robenidiini on herkka valolle. Kaikissa toiminnoissa on
kéytettava ruskeaa lasia.

Yleistdi

Nollanédyte on analysoitava, jotta varmistetaan, ettei se sisdlld robenidii-
nia tai mittausta hairitsevid aineita.

Saanto on médritettdvd analysoimalla nollandyte (5.1.1), johon on lisétty
ndytteen robenidiinipitoisuutta vastaava méaira robenidiinia. Pitoisuuden
60 mg/kg aikaan saamiseksi siirretdin 3,0 ml standardikantaliuosta
(3.9.1) 250 mlin erlenmeyerkolviin. liuos haihdutetaan noin 0,5 ml:ksi
typpivirrassa. Lisatddn 15 g nollarehua, sekoitetaan ja odotetaan 10 mi-
nuuttia ennen siirtymistd uuttovaiheeseen (5.2).

Huomautus: Tétd menetelmdd kidytettdessd nollarehun on vastattava tyy-
piltddn ndytettd, ja robenidiinia ei saa havaita midritykses-
sd.

Uutto

Punnitaan 0,01 g:n tarkkuudella noin 15 g valmistettua naytettd. Siirre-
tdan 250 ml:in erlenmeyerkolviin ja lisdtdan 100,0 ml happamoitua me-
tanolia (3.2), suljetaan astia ja ravistellaan tunnin ajan ravistelijalla (4.2).
Suodatetaan liuos lasikuitusuodatinpaperin (4.5) ldpi ja koko suodos
kerdtdan talteen 150 ml:in erlenmeyerkolviin. Lisdtdan 7,5 g molekyy-
liseulaa (3.4), suljetaan astia ja ravistellaan viisi minuuttia. Suodatetaan
valittdmasti lasikuitusuodatinpaperin ldpi. Tama liuos sdilytetdan puhdis-
tusta (5.3) varten.

Puhdistus
Alumiinioksidikolonnin valmistaminen

Lasikolonnin (4.1) alapddhén laitetaan pieni tuppo lasivillaa ja tiiviste-
tdan se lasisauvaa kdyttden. Punnitaan 11,0 g valmistettua alumiinioksi-
dia (3.5) ja siirretddn kolonniin. Téssd vaiheessa on pidettdvd huolta
siitd, ettd altistuminen ilmalle on mahdollisimman véahiistd. Taputellaan
taytetyn kolonnin alapditd kevyesti, jotta alumiinioksidi tiivistyy sopi-
vasti.
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Niytteen puhdistus

Pipetoidaan kolonniin 5,0 ml valmistettua niyteuutetta (5.2). Annetaan
pipetin kérjen levitd kolonnin seindd vasten ja liuoksen absorboitua
alumiinioksidiin. Eluoidaan robenidiini kolonnista 100 ml:lla metanolia
(3.1) virtausnopeudella 2-3 ml/min ja kerdtdan eluaatti 250 ml:n pyo6ro-
kolviin. Haihdutetaan metanolilivos kuiviin alipaineessa py6rohaihdutti-
messa (4.3) limpatilan ollessa 40 °C. Liuotetaan jadnnds uudelleen 3—4
ml:aan liikkuvaa faasia (3.8) ja siirretddn kvantitatiivisesti 10 ml:n mit-
tapulloon. Huuhdellaan pullo usealla 1-2 ml:n annoksella liikkkuvaa fa-
asia ja siirretddn ndma huuhtelulivokset mittapulloon. Taytetddn merk-
kiin asti samalla liuottimella ja sekoitetaan. Suodatetaan nayte 0,45 um:n
kalvosuodattimen (4.7) ldpi. Tama livos sdilytetddin HPLC-maaritystd
(5.4) varten.

HPLC-mddiritys

Muuttujat

Seuraavat olosuhteet ovat ohjeellisia, ja myds muita olosuhteita voidaan
kayttda, jos niilld saadaan vastaavat tulokset:
Nestekromatografiakolonni (4.4.1)

HPLC:n liikkuva faasi (3.8)

Virtausnopeus: 1,5-2 ml/min

Detektioaallonpituus: 317 nm

Injektiotilavuus: 20-50 pl.

Kromatografisen jdrjestelmdn stabiilisuus tarkastetaan injektoimalla
useita kertoja kalibrointiliuosta (3.9.3), jonka pitoisuus on 3,6 pg/ml,
kunnes saadaan piikkejd, joiden korkeudet (pinta-alat) ja retentioajat
pysyvit vakioina.

Kalibrointikédyra

Injektoidaan useita kertoja kutakin kalibrointiliuosta (3.9.3) ja mitataan
kunkin pitoisuuden piikkien korkeudet (pinta-alat). Kalibrointikdyra piir-
retddn siten, ettd y-akselilla ovat kalibrointiliuosten piikkien korkeuksien
(pinta alojen) keskiarvot ja x-akselilla vastaavat konsentraatiot pg/ml.

Néyteliuos

Injektoidaan useita kertoja nédyteuutetta (5.3.2) kéyttden samaa madrda
kuin kalibrointiliuoksille, ja médritetddn robenidiinipiikkien korkeuden
(pinta-alan) keskiarvo.

Tulosten laskeminen

Néyteliuoksen robenidiinipitoisuus pg/ml lasketaan robenidiinipiikkien
korkeuden (pinta-alan) keskiarvosta kalibrointikdyrin (5.4.2) avulla.

Néytteen robenidiinipitoisuus w (mg/kg) lasketaan seuraavalla kaavalla:

¢ x 200
W =

jossa:

¢ = néyteliuoksen robenidiinipitoisuus, pg/ml,
m = ndyte-erdn paino grammoina.
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Tulosten validointi
Tunnistaminen

Maadritettdvan aineen tunnistaminen voidaan varmistaa yhteiskromatog-
rafialla tai diodirividetektorilla, joka mahdollistaa nidyteuutteen ja 6
pg/ml robenidiinia siséltdvén kalibrointiliuoksen (3.6.3) spektrien vertai-
lun.

Yhteiskromatografia

Néyteuutteeseen lisdtadn sopiva madrd kalibrointilivosta (3.9.3). Lisdtyn
robenidiinin méédrdn on vastattava nédyteuutteessa olevan robenidiinin
arvioitua maaraa.

Ainoastaan robenidiinipiikin korkeus saa kasvaa, kun otetaan huomioon
sekd lisatty mdérd ettd uutteen laimeneminen. Piikin leveyden, sen puo-
likorkeudella, on oltava noin 10 % sen alkuperdisestd leveydestd.

Diodirividetektorimdéritys

Tulokset arvioidaan seuraavien arviointiperusteiden mukaisesti:

a) kromatogrammin piikin huipun kohdalla néytteen ja standardin spekt-
rien maksimiabsorptioaallonpituuksien on oltava samat ilmaisinjirjes-
telmén erotuskyvyn mukaan médrdytyvissd rajoissa. Diodirividetekto-
rimédrityksessd tdmi on yleensd noin + 2 nm;

b) vililld 250-400 nm kromatogrammin piikin huipun kohdalla ajetut
néyte- ja standardispektrit eivét saa erota niiltd spektrin osilta, joiden
suhteellinen absorbanssi on 10-100 %. Tamé edellytys tdyttyy, kun
maksimit ovat samat ja ndiden kahden spektrin vélilla havaittu poik-
keama ei ole missdén kohdassa yli 15 % standardina olevan tutkitta-
van aineen absorbanssista;

C

~

vililla 250-400 nm néyteliuoksesta ajetut spektrit piikin nousun, hui-
pun ja laskun kohdalla eivit saa erota toisistaan niilta spektrin osilta,
joiden suhteellinen absorbanssi on 10-100 %. Tama edellytys tayttyy,
kun samat maksimit esiintyvit ja kun kaikissa havaittavissa kohdissa
spektrien vilinen poikkeama ei ole suurempi kuin 15 % huipun spekt-
rin absorbanssista.

Jos jokin ndistd edellytyksistd ei tdyty, tutkittavan aineen esiintymisti ei
ole vahvistettu.

Toistettavuus

Kahden rinnakkaisen, samasta ndytteestd tehdyn maérityksen tulosten
vélinen ero ei saa olla suurempi kuin 10 % suuremmasta tuloksesta,
kun robenidiinipitoisuus on yli 15 mg/kg.

Saanto

Sellaisen nollandytteen saannon, johon on lisdtty médritettivad ainetta,
on oltava véhintdan 85 %.

Laboratorioiden vilisen vertailun tulokset

Euroopan yhteison laboratorioiden vélisessd tarkastelussa 12 laborato-
riota médritti neljd jauhon tai rakeiden muodossa olevaa kani- ja sii-
pikarjarehundytettd. Kukin ndyte médritettiin kaksi kertaa. Tulokset esi-
tetddn alla olevassa taulukossa:
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Siipikarja Kanit

Jauho Rakeet Jauho Rakeet
Keskiarvo [mg/kg] 27,00 27,99 43,6 40,1
S, [mg/kg] 1,46 1,26 1,44 1,66
CV; [ %] 5,4 4,5 33 4,1
Sr [mg/kg] 4,36 3,36 4,61 3,91
CVg [ %] 16,1 12,0 10,6 9,7
Saanto [ %] 90,0 93,3 87,2 80,2
s, = toistettavuuden keskihajonta
CV, = toistettavuuden variaatiokerroin, %
Sg = uusittavuuden keskihajonta

CVy = uusittavuuden variaatiokerroin, %.

F. DIKLATSURIILIN MAARITYS
(+)-4-kloorifenyyli-[2,6-dikloori-4-(2,3,4,5-tetrahydro-3,5-diokso-1,2,4-
triatsin-2-yyli)fenyyli]asetonitriili

Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmélld voidaan méadrittad diklatsuriilin pitoisuus rehuissa ja esise-
oksissa. Toteamisraja on 0,1 mg/kg ja madritysraja 0,5 mg/kg.
Periaate

Sisédisen standardin lisdyksen jdlkeen ndyte uutetaan happamoidulla me-
tanolilla. Osa rehundytteen uutteesta puhdistetaan C,g-kiintedfaasiuutto-
pylviilld. Diklatsuriili eluoidaan pylvédstd happamoidun metanolin ja
veden seoksella. Haihdutuksen jilkeen jddnnds liuotetaan DMF-vesise-
okseen. Esiseoksista saadut uutteet haihdutetaan ja jdannds liuotetaan
DMF-vesiseokseen. Diklatsuriilipitoisuus mééritetddn korkean erotusky-
vyn kédnteisfaasinestekromatografialla (RP-HPLC) kéyttden ternaarigra-
dienttia ja UV-detektoria.

Reagenssit

Vesi, HPLC-laatua vastaava.
Ammoniumasetaatti.
Tetrabutyyliammoniumvetysulfaatti (TBHS).
Asetonitriili, HPLC-laatua vastaava.
Metanoli, HPLC-laatua vastaava.

N, N-dimetyyliformamidi (DMF).
Kloorivetyhappo, py = 1,19 g/ml.

Standardiyhdiste: diklatsuriili 1I-24: (+)-4-kloorifenyyli-[2,6-dikloori-4-
(2,3,4,5-tetrahydro-3,5-diokso-1,2,4-triatsin-2-yyli)-fenyyli]asetonitriili,
jonka puhtaus on taattu, E 771.

Diklatsuriilistandardin kantaliuos, 500 pg/ml

Punnitaan 0,1 mg:n tarkkuudella noin 25 mg diklatsuriilistandardia (3.8)
50 ml:n mittapulloon. Liuotetaan DMF:&dn (3.6), taytetdan merkkiin asti
DMF:114a (3.6) ja sekoitetaan. Pullo kédritddn alumiinifolioon tai kdyte-
tidn tummaa pulloa ja sdilytetdén jddkaapissa. Liuos sdilyy < 4 °C:n
lampétilassa yhden kuukauden.
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3.8.2

3.9

3.9.1

392

393

3.13.1

3.13.2

3.13.3

Diklatsuriilistandardin kantaliuos, 50 pg/ml

Pipetoidaan 5,00 ml standardin kantaliuosta (3.8.1) 50 ml:n mittapul-
loon, tdytetddn merkkiin asti DMF:1ld (3.6) ja sekoitetaan. Pullo k&i-
ritddn alumiinifolioon tai kdytetddn tummaa pulloa ja sdilytetddn jédakaa-
pissa. Liuos sdilyy < 4 °C:n lampotilassa yhden kuukauden.

Sisédinen standardi: 2,6-dikloori-a-(4-kloorifenyyli)-4-(4,5-dihydro-3,5-di-
okso-1,2,4-triatsin-2-(3H)-yyli)-a-metyylibentseeniasetonitriili.

Sisdisen standardin kantaliuos, 500 pg/ml

Punnitaan 0,1 mg:n tarkkuudella noin 25 mg sisdistd standardia (3.9) 50
ml:n mittapulloon. Liuotetaan DMF:din (3.6), tdytetddan merkkiin asti
DMF:1la (3.6) ja sekoitetaan. Pullo kairitddn alumiinifolioon tai kdyte-
tddn tummaa pulloa ja sdilytetdén jadkaapissa. Liuos sdilyy < 4 °C:n
lampdtilassa yhden kuukauden.

Sisdisen standardin kantaliuos, 50 pg/ml

Pipetoidaan 5,00 ml sisdisen standardin kantalivosta (3.9.1) 50 ml:in
mittapulloon, tdytetddn merkkiin asti DMF:11a (3.6) ja sekoitetaan. Pullo
kéadritaan alumiinifolioon tai kdytetddn tummaa pulloa ja sdilytetddn jaa-
kaapissa. Liuos sdilyy < 4 °C:n ldmpétilassa yhden kuukauden.

Sisdinen standardilivos esiseoksille, p/1000 mg/ml

(p = diklatsuriilin nimellispitoisuus esiseoksessa, mg/kg)

Punnitaan 0,1 mg:n tarkkuudella 10 mg sisdistd standardia 100 ml:n
mittapulloon, liuotetaan DMF:44n (3.6) ultradénihauteessa (4.6), tiyte-
tdan merkkiin asti DMF:114 ja sekoitetaan. Pullo kéaritdén alumiinifoli-
oon tai kiytetddn tummaa. pulloa ja sdilytetddn jadkaapissa. Liuos sdilyy
< 4 °C:n lampétilassa yhden kuukauden.

Kalibrointiliuos, 2 pg/ml.

Pipetoidaan 2,00 ml diklatsuriilin standardiliuvosta (3.8.2) ja 2,00 ml
sisdistd standardilivosta (3.9.2) 50 ml:n mittapulloon. Lisdtddan 16 ml
DMEF:di (3.6), tdytetddn merkkiin asti vedelld ja sekoitetaan. Tami liuos
on valmistettava juuri ennen kayttod.

C,g-kiintedfaasiuuttopylvis, esim. Bond Elut, 1 ml, sorbentin paino: 100
mg.

Uuttoliuos: happamoitu metanoli.

Pipetoidaan 5,0 ml suolahappoa (3.7) 1 000 ml:aan metanolia (3.5) ja
sekoitetaan.

HPLC:ssé kaytettava liikkkuva faasi.

Eluentti A: ammoniumasetaatti-tetrabutyyliammoniumvetysulfaattiliuos.

Liuotetaan 5 g ammoniumasetaattia (3.2) ja 3,4 g TBHS:44 (3.3) 1 000
ml:aan vettd (3.1) ja sekoitetaan.

Eluentti B: asetonitriili (3.4).

Eluentti C: metanoli (3.5).
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Vilineisto

Mekaaninen ravistelija.

Ternaarigradientti HPLC -laitteisto.

Nestekromatografiakolonni, 100 mm x 4,6 mm, Hypersil ODS, hiukkas-
koko 3 pm, tai vastaava.

Vaihtuva-aallonpituuksinen UV-detektori tai diodirividetektori.

Pyorivd kalvohaihdutin.

Kalvosuodatin, 0,45 pm.

Tyhjiésuodatuslaite.

Ultraddnihaude.

Menettely
Yleistd
Nollarehu

Nollanédyte on analysoitava, jotta varmistetaan, ettei se sisélld diklatsurii-
lia tai mittausta héiritsevid aineita. Nollandytteen on oltava ndytteen
kaltainen, eikd siind saa olla havaittavia maaria diklatsuriilia tai héirit-
sevid aineita.

Saantokoe

Saanto on maddritettivd analysoimalla nollandyte, johon on lisdtty ndyt-
teen diklatsuriilipitoisuutta vastaava midrd diklatsuriilia. Jotta saadaan
konsentraatio, joka vastaa arvoa 1 mg/kg diklatsuriilia, siirretddn 0,1
ml standardin kantalivosta (3.8.1) 50 grammaan nollandytettd, sekoite-
taan perusteellisesti ja annetaan tasoittua 10 minuuttia sekoittaen useita
kertoja ennen uuttovaiheeseen siirtymistd (5.2).

Jos saatavilla ei ole naytteen kaltaista nollandytetta (katso 5.1.1), voidaan
saantokoe suorittaa vaihtoehtoisesti standardinlisdysmenetelmélld. Tél-
16in analysoitavaan ndytteeseen lisdtddn suunnilleen ndytteiden jo sisdl-
tdmd maard diklatsuriilia. Tdmé nédyte analysoidaan yhdessd varsinaisen
ndytteen kanssa, ja saanto voidaan laskea vdhennyslaskulla.

Uutto
Rehut

Punnitaan noin 50 g ndytettd 0,01 gramman tarkkuudella. Siirretddn 500
ml:n erlenmeyerkolviin, lisdtdan 1,00 ml sisdistd standardilivosta (3.9.2),
200 ml uuttoliuosta (3.12) ja suljetaan kolvi tulpalla. Seosta ravistellaan
ravistelijalla (4.1) yli yon. Annetaan laskeutua 10 minuuttia. Siirretddn
20 ml supernatantista sopivaan lasiastiaan ja laimennetaan 20 ml:lla
vettd. Siirretddn livos uuttohylsyyn (3.11) ja imetddn liuos sen ldpi va-
kuumilla (4.5). Pestdadn hylsy 25 ml:lla uuttoliuoksen (3.12) ja veden
seosta, 65 + 35 (V + V). Kerityt fraktiot heitetddn pois ja méadritettavét
aineet eluoidaan 25 ml:lla uuttoliuoksen (3.12) ja veden seosta, 80 + 20
(V + V). Témé fraktio haihdutetaan pydrohaihduttimella (4.3) 60 °C:ssa
niin, ettd se on juuri ja juuri kuivunut. Jadnnos livotetaan 1,0 ml:aan
DMF:a4 (3.6), lisdtadn 1,5 ml vettd (3.1) ja sekoitetaan. Suodatetaan
kalvosuodattimella (4.4). Tehddin HPLC-maédritys (5.3).

Esiscokset

Punnitaan noin 1 g néytettd 0,001 gramman tarkkuudella. Siirretdén 500
ml:n erlenmeyerkolviin, lisatddn 1,00 ml sisdistd standardiliuosta (3.9.3),
200 ml uuttoliuosta (3.12) ja suljetaan kolvi tulpalla. Seosta ravistellaan
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53
53.1

yli yon ravistelijalla (4.1). Annetaan laskeutua 10 minuuttia. Siirretdén
10 000/p ml:n (p = diklatsuriilin nimellispitoisuus esiseoksessa mg/kg)
erd supernatanttia sopivankokoiseen keittokolviin. Haihdutetaan alipai-
neessa pyorohaihduttimella (4.3) 60 °C:ssa niin, ettd se on juuri ja juuri
kuivunut. Jéannos livotetaan uudelleen 10,0 ml:aan DMF:44 (3.6), lisa-
tadn 15,0 ml vettd (3.1) ja sekoitetaan. Tehdddn HPLC-maidritys (5.3).

HPLC-mddritys
Muuttujat

Seuraavat ajo-olosuhteet ovat ohjeellisia ja niitd voidaan muuttaa, mikéali
ne antavat vastaavanlaiset tulokset.

Nestekromatografiako- 100 mm x 4,6 mm,

lonni (4.2.1.): Hypersil ODS, hiuk-
kaskoko 3 um, tai
vastaava
Liikkuva faasi: Eluentti A (3.13.1): ammoniumasetaatin  ja

tetrabutyyliammonium-
vetysulfaatin vesiliuos

Eluentti B (3.13.2): asetonitriili
Eluentti C (3.13.3): metanoli

Eluointi: — lineaarinen gradientti
— alkw: A+B+C=60+20+20(V+V+
V)

— 10 min kuluttua gradienttieluointi 30 mi-
nuutissa: A + B+ C=45+20+35(V +
vV + V).

Huuhdotaan B:11d 10 min.

Virtausnopeus: 1,5-2 ml/min
Injektoitava maara: 20 pl

Detektioaallonpituus: 280 nm

Kromatografiajirjestelmén stabiilisuus tarkistetaan injektoimalla useita
kertoja kalibrointiliuosta (3.10), jonka konsentraatio on 2 pl/ml, kunnes
piikkien korkeudet ja retentioajat ovat vakiot.

Kalibrointiliuos

Injektoidaan 20 pl kalibrointiliuosta (3.10) useita kertoja ja maéritetdan
diklatsuriilin ja sisdisen standardin piikkien korkeuksien (pinta-alojen)
keskiarvot.

Niéyteliuos

Injektoidaan 20 pl néytelivosta (5.2.1 tai 5.2.2) useita kertoja ja maa-
ritetdén diklatsuriilin ja sisdisen standardin piikkien korkeuksien (pinta-
alojen) keskiarvot.

Tulosten laskeminen
Rehut

Naytteen diklatsuriilipitoisuus w (mg/kg) saadaan seuraavasta kaavasta:

o hd,s X hi"c % Cd,c X 10V

w = B X e [mg/kg]
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jossa:

hy, ¢ = nédyteliuoksen (5.2.1) diklatsuriilin piikin korkeus (pinta-ala),

h;, ¢ = néyteliuoksen (5.2.1) sisdisen standardin piikin korkeus (pinta-
ala),

hy . = kalibrointiliuoksen (3.10) diklatsuriilin piikin korkeus (pinta-ala),

h;, . = kalibrointiliuoksen (3.10) sisdisen standardin piikin korkeus (pin-
ta-ala),

cq, o = kalibrointiliuoksen (3.10) diklatsuriilipitoisuus, pg/ml,

m = ndyte-erdn paino (g),

V = 52.1 kohdan mukaisesti valmistetun nédyteuutteen tilavuus (2,5
ml).

Esiseokset

Naytteen diklatsuriilipitoisuus w (mg/kg) saadaan seuraavasta kaavasta:

_ hd,s X hiAc % Cyce X 0,02 V x p
o hi,s X hdﬁc m

[mg/ke]

jossa:

hy, . = kalibrointiliuoksen (3.10) diklatsuriilin piikin korkeus (pinta-ala),

h;, . = kalibrointiliuoksen (3.10) sisdisen standardin piikin korkeus (pin-
ta-ala),

hy, ¢ = néytelivoksen (5.2.2) diklatsuriilin piikin korkeus (pinta-ala),

h;, ¢ = néyteliuoksen (5.2.2) sisdisen standardin piikin korkeus (pinta-
ala),

cq, o = kalibrointiliuoksen (3.10) diklatsuriilipitoisuus, pg/ml,

m = ndyte-erdn paino (g),

V = 5.2.2 kohdan mukaisesti valmistetun ndyteuutteen tilavuus (25
ml),

p = diklatsuriilin nimellispitoisuus esiseoksessa, mg/kg.

Tulosten validointi
Tunnistaminen

Analyytin tunnistaminen voidaan varmentaa yhteiskromatografialla tai
kayttdmalla diodirividetektoria, jolla verrataan ndyteuutteen (5.2.1 tai
5.2.2) ja kalibrointiliuoksen (3.10) spektreja.

Yhteiskromatografia

Néyteuutteeseen (5.2.1 tai 5.2.2) lisdtdan sopiva maard kalibrointiliuosta
(3.10). Lisdtyn diklatsuriilin méérdn on oltava samaa suuruusluokkaa
kuin nédytteessd todettu diklatsuriilin méara.

Ainoastaan diklatsuriilin ja sisdisen standardin piikit saavat kasvaa, kun
otetaan huomioon seké lisdtty médrd ettd uutteen laimentaminen. Piikin
leveys puolivilissd piikin korkeutta on oltava + 10 % sellaisen néyte-
uutteen alkuperdisen diklatsuriilipiikin tai sisdisen standardin piikin le-
veydesti, johon ei ole tehty lisdysta.

Diodirividetektorimédéritys

Tulokset arvioidaan seuraavien arviointiperusteiden mukaisesti:

a) Kromatogrammin piikkien huipusta mitattujen niyte- ja standardis-
pektrien maksimiabsorption aallonpituuksien on oltava samat ilmai-
sinjdrjestelmén erotuskyvyn mukaan méaardytyvissd rajoissa. Diodiri-
videtektorilla tdimé on tyypillisesti + 2 nm.
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b) Vililld 230-320 nm kromatogrammin piikkien huipun kohdalla ajetut
ndyte- ja standardispektrit eivdt saa erota toisistaan niiltd spektrin
osilta, joiden suhteellinen absorbanssi on 10-100 %. Tama edellytys
tayttyy, kun maksimit ovat samat eikd spektrien vélinen ero ole mis-
sdéin kohdassa suurempi kuin 15 % standardianalyytin absorbanssista.

¢) Vililld 230-320 nm néyteuutteesta ajetut spektrit piikin nousun, hui-
pun ja laskun kohdalla eivit saa erota toisistaan niilta spektrin osilta,
joiden suhteellinen absorbanssi on 10—100 %. Tama edellytys tayttyy,
kun maksimit ovat samat eikd spektrien vélinen ero ole missddn
kohdassa suurempi kuin 15 % piikin huipun spektrin absorbanssista.

Jos jokin ndistd edellytyksistd ei tdyty, tutkittavan aineen esiintymisti ei
ole vahvistettu.

Toistettavuus

Kahden rinnakkaismaérityksen vdlinen ero samasta ndytteestd ei saa olla
suurempi kuin

— 30 % suuremmasta rinnakkaistuloksesta, kun diklatsuriilipitoisuus on
0,5-2,5 mg/kg

— 0,75 mg/kg, kun diklatsuriilipitoisuus on 2,5-5 mg/kg

— 15 % suuremmasta rinnakkaistuloksesta, kun diklatsuriilipitoisuus on
yli 5 mg/kg.

Saanto

Sellaisen nollandytteen saannon, johon on lisdtty mitattavaa ainetta, on
oltava véhintddn 80 %.

Laboratorioiden vilisen vertailun tulokset

Laboratorioiden vilisessd tutkimuksessa analysoitiin viisi ndytettd 11
laboratoriossa. Néytteistd kaksi oli esiseoksia. Toiseen sekoitettiin orgaa-
nista materiaalia (O 100) ja toiseen epdorgaanista materiaalia (A 100).
Teoreettinen pitoisuus on 100 mg diklatsuriilia kilogrammassa. Naita
kolmea siipikarjan rehuseosta valmisti kolme eri valmistajaa (L1/Z1/K1)
(NL). Teoreettinen pitoisuus on 1 mg diklatsuriilia kilogrammassa. La-
boratorioita pyydettiin analysoimaan kukin néyte kerran tai kaksoisméaa-
rityksind. (Tarkempia tietoja téstd laboratorioiden vélisestd tutkimuksesta
saa julkaisusta Journal of AOAC International, Volume 77, n:o 6, 1994,
s. 1 3591 361.) Tulokset esitetddn seuraavassa taulukossa.

Niyte 1 Niyte 2 Niyte 3 Nyte 4 Niyte

A 100 O 100 L1 Z1 K1
L 11 11 11 11 6
n 19 18 19 19 12
Keskiarvo 100,8 103,5 0,89 1,15 0,89
S, (mg/kg) 5,88 7,64 0,15 0,02 0,03
CV; ( %) 5,83 7,38 17,32 1,92 3,34
Sk (mg/kg) 7,59 7,64 0,17 0,11 0,12
CVr ( %) 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65
Nimellispitoisuus mg/kg) 100 100 1 1 1

L = laboratorioiden lukumaéra

n = yksittdisten arvojen lukuméérd
S, = toistettavuuden keskihajonta
CV, = toistettavuuden variaatiokerroin
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3.10.1

Sg = uusittavuuden keskihajonta
CVy = uusittavuuden variaatiokerroin.
Huomautukset

Diklatsuriilivasteen lineaarisuus on osoitettava etukdteen ao. konsentraa-
tioalueilla.

G. LASALOSID-NATRIUMIN MAARITTAMINEN

Streptomyces lasaliensis -bakteerin tuottama
polyeetterimonokarboksyylihapon natriumsuola

Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmalld voidaan médrittdd lasalosid-natriumin pitoisuus rehuissa ja
esiseoksissa. Toteamisraja on 5 mg/kg ja médritysraja 10 mg/kg.

Periaate

Lasalosid-natrium uutetaan néytteestd happamoituun metanoliin ja maa-
ritetddn korkean erotuskyvyn kéanteisfaasinestekromatografialla (HPLC)
kayttden spektrofluorimetridetektoria.

Reagenssit

Kaliumdivetyfosfaatti (KH,POy,).

Ortofosforihappo, w (w/w) = 85 %.

Ortofosforihappoliuos, ¢ = 20 %.

Laimennetaan 23,5 ml ortofosforihappoa (3.2) vedelld 100 ml:aan.

6-metyyli-2-heptyyliamiini (1,5-dimetyyliheksyyliamiini), w (w/w) =
99 %.

Metanoli, HPLC-laatua vastaava.
Kloorivetyhappo, tiheys = 1,19 g/ml.
Fosfaattipuskuriliuos, ¢ = 0,01 mol/1.

Liuotetaan 1,36 g kaliumdivetyfosfaattia (3.1) 500 ml:aan vettd (3.11),
lisatadn 3,5 ml ortofosforihappoa (3.2) ja 10,0 ml 6-metyyli-2-heptyy-
liamiinia (3.4). Sdddetddn pH ortofosforihappoliuoksen avulla arvoon 4,0
ja laimennetaan vedelld (3.11) 1 000 ml:aan.

Happamoitu metanoli.

Pipetoidaan 5,0 ml suolahappoa (3.6) 1 000 ml:n mittapulloon, tdytetdan
merkkiin asti metanolilla (3.5) ja sekoitetaan. Tdmé liuos on valmistet-
tava juuri ennen kayttoa.

HPLC:n liikkuva faasi, fosfaattipuskuri-metanolilivos 5 + 95 (V + V).
Sekoitetaan 5 ml fosfaattipuskurilivosta (3.7) ja 95 ml metanolia (3.5).

Lasalosid-natriumstandardi, jonka puhtaus on taattu, C;,Hs;OgNa (Strep-
tomyces lasaliensis -bakteerin tuottama polyeetterimonokarboksyyliha-
pon natriumsuola), E763.

Lasalosid-natriumstandardin kantaliuos, 500 pg/ml

Punnitaan 50 mg lasalosid-natriumia (3.10) 0,1 mg:n tarkkuudella 100
ml:n mittapulloon, liuotetaan happamoituun metanoliin (3.8), tdytetdan
merkkiin asti samalla liuottimella ja sekoitetaan. Tdmé& liuos on valmis-
tettava valittomaésti ennen kayttoa.
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Lasalosid-natriumstandardin védlimuotoliuos, 50
pg/ml

Pipetoidaan 10,0 ml standardin kantaliuosta (3.10.1) 100 ml:n mittapul-
loon, tiytetddn merkkiin asti happamoidulla metanolilla (3.8) ja sekoite-
taan. Tdma livos on valmistettava juuri ennen kayttoa.

Kalibrointiliuokset

Pipetoidaan 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 ja 10,0 ml standardin vilimuotoliuosta
(3.10.2) 50 ml:n mittapulloihin. Tdytetddn merkkiin asti happamoidulla
metanolilla (3.8) ja sekoitetaan. Nédma liuokset vastaavat konsentraatioita
1,0, 2,0, 4,0, 5,0 ja 10,0 pg/ml lasalosid-natriumia. Namé liuokset on
valmistettava aina juuri ennen kayttoa.

Vesi, HPLC-laatua vastaava.

Viilineisto

Ultradgdnihaude (tai ravisteleva vesihaude), jossa on lampotilansaato.

Kalvosuodattimia, 0,45 pm.

HPLC-laitteisto, jossa voidaan injektoida 20 pl:n ndytteitd.

Nestekromatografiakolonni, 125 mm X 4 mm, kéanteisfaasi C;g, hiuk-
kaskoko 5 um, tai vastaava.

Spektrofluorimetri, jossa voidaan sddtdd eksitaatio- ja emissioaallonpi-
tuudet.

Menettely
Yleistdi
Nollarehu

Saantokokeen (5.1.2) suorittamista varten analysoidaan nollandyte, jotta
varmistetaan, ettei se sisélld lasalosid-natriumia tai mittausta héiritsevid
aineita. Nollandytteen on oltava néytteen kaltainen, eikd siind saa olla
havaittavia méaérid lasalosid-natriumia tai héiritsevid aineita.

Saantokoe

Saanto on médritettdvd analysoimalla nollandyte, johon on lisdtty néyt-
teen lasalosid-natriumia vastaava méadrd lasalosid-natriumia. Jotta saa-
daan livos, jossa on 100 mg/kg lasalosid-natriumia vastaava lisdys, siir-
retddn 10,0 ml standardin kantaliuosta (3.10.1) 250 ml:n erlenmeyerkol-
viin ja haihdutetaan noin 0,5 ml:aan. Lisdtdan 50 g nollandytettd, sekoi-
tetaan huolellisesti, annetaan tasoittua 10 minuuttia sekoittaen useita
kertoja ennen uuttovaiheeseen siirtymistd (5.2).

Jos saatavilla ei ole ndytteen kaltaista nollandytettd (katso 5.1.1), voidaan
saantokoe suorittaa vaihtoehtoisesti standardinlisdysmenetelmélld. Tél-
16in analysoitavaan ndytteeseen lisdtddn ndytteiden jo sisdltimdd maarad
vastaava madrd lasalosid-natriumia. Tamd nédyte analysoidaan yhdessd
varsinaisen ndytteen kanssa, ja saanto voidaan laskea vdhennyslaskulla.

Uutto
Rehut

Punnitaan 5-10 g naytettd 0,01 gramman tarkkuudella 250 ml:n tulpal-
liseen erlenmeyerkolviin. Lisdtdan pipetilld 100,0 ml happamoitua meta-
nolia (3.8). Suljetaan 16yhésti tulpalla ja sekoitetaan kunnes nédyte on
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livennut. Asetetaan pullo noin 40-asteiseen ultradédnihauteeseen (4.1) 20
minuutiksi, otetaan pois ja jddhdytetddn huoneenldmpdiseksi. Annetaan
laskeutua noin tunnin ajan ja suodatetaan miérdosa 0,45 um:n kalvo-
suodattimen (4.2) lapi sopivaan astiaan. Tehdddn HPLC-médritys (5.3).

Esiseokset

Punnitaan 2 g jauhamatonta esiseosta 0,001 gramman tarkkuudella 250
ml:n mittapulloon. Lisdtddan 100,0 ml happamoitua metanolia (3.8) ja
sekoitetaan kunnes esiseos on liuennut. Laitetaan pullo siséltdineen
noin 40-asteiseen ultraddnihauteeseen (4.1) 20 minuutiksi, otetaan pois
ja jadhdytetddn huoneenldmpdiseksi. Téaytetadn merkkiin asti happamoi-
dulla metanolilla (3.8) ja sckoitetaan hyvin. Annetaan laskeutua tunnin
ajan ja suodatetaan mdidrdosa 0,45 pm:n kalvosuodattimen (4.2) lépi
sopivaan astiaan. Laimennetaan sopiva médrd kirkasta suodosta happa-
moidulla metanolilla (3.8) siten, ettd lopullisessa koeliuoksessa on lasa-
losid-natriumia noin 4 pg/ml. Tehdddn HPLC-méidritys (5.3).

HPLC-mddritys
Muuttujat

Seuraavat ajo-olosuhteet ovat ohjeellisia; ajo voidaan suorittaa muissa
olosuhteissa, jos niilld saadaan samat tulokset:

Nestekromatografia-kolonni 125 mm x 4 mm, kédnteisfaasi C;g, hiuk-

(4.3.1): kaskoko 5 pm, tai vastaava

Liikkuva faasi (3.9): Fosfaattipuskuriliuoksen (3.7) ja metanolin
(3.5) seos, 5 + 95 (V+V)

Virtausnopeus: 1,2 ml/min

Mittausaallonpituudet:

Eksitaatio: 310 nm
Emissio: 419 nm
Injektoitava maara: 20 pl.

Kromatografiajarjestelmén stabiilisuus tarkistetaan injektoimalla useita
kertoja 4,0 pg/ml:n kalibrointiliuosta (3.10.3), kunnes piikkien korkeudet
(tai pinta-alat) ja retentioajat pysyvét vakioina.

Kalibrointikédyra

Injektoidaan kutakin kalibrointiliuosta (3.10.3) useita kertoja ja lasketaan
kutakin konsentraatiota vastaavat piikkien korkeuksien (pinta-alojen)
keskiarvot. Piirretddn kalibrointikdyrd merkiten piikkien korkeuksien
(pinta-alojen) keskiarvot y-akselille ja vastaavat konsentraatiot (pg/ml)
x-akselille.

Néyteliuos

Injektoidaan 5.2.1 tai 5.2.2 kohdassa saatuja ndyteuutteita useita kertoja
kayttden samaa tilavuutta kuin kalibrointiliuoksille ja mééritetdan lasalo-
sid-natriumpiikkien korkeuksien (pinta-alojen) keskiarvo.

Tulosten laskeminen

Nayteliuosta (5.3.3) injektoimalla saatujen piikkien korkeuksien (pinta-
alojen) keskiarvosta maédritetddn lasalosid-natriumkonsentraatio (pg/ml)
kalibrointikdyrdn avulla.
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6.2

7.2

7.3

Rehut

Naytteen lasalosid-natriumpitoisuus w (mg/kg) lasketaan seuraavalla
kaavalla:

Cc X V]
=— /k;
w - [mg/kg]

jossa:

¢ = ndyteliuoksen (5.2.1) lasalosid-natriumkonsentraatio (pg/ml),

V,; =5.2.1 kohdan mukaisesti valmistetun ndyteuutteen tilavuus (ts. 100
ml),

m = ndyte-erdn paino (g).
Esiseokset

Naytteen lasalosid-natriumpitoisuus w (mg/kg) lasketaan seuraavalla
kaavalla:

_cx Vo x f [me/ke]
jossa:
¢ = ndyteliuoksen (5.2.2) lasalosid-natriumkonsentraatio (pg/ml),
V, =5.2.2 kohdan mukaisesti valmistetun ndyteuutteen tilavuus (ts. 250
f = I51112),2 kohdan mukainen laimennuskerroin,

m = ndyte-erdn paino (g).
Tulosten validointi
Tunnistaminen

Spektrofluorimetriaan perustuvissa menetelmissd on vdahemmén hiirio-
mahdollisuuksia kuin UV-mittauksissa. Tutkittavan aineen tunnistaminen
voidaan varmentaa yhteiskromatografialla.

Yhteiskromatografia

Nayteuutteeseen (5.2.1 tai 5.2.2) lisdtddn sopiva maédrd kalibrointiliuosta
(3.10.3). Lisdtyn lasalosid-natriumméérédn on oltava suunnilleen sama
kuin néyteliuoksesta médritetty lasalosid-natriumméérd. Ainoastaan lasa-
losid-natriumpiikin korkeus saa kasvaa, kun otetaan huomioon sekd li-
satty mdérd lasalosid-natriumia ettd ndyteliuoksen laimeneminen. Piikin
leveyden tulisi olla puolikorkeudessa + 10 % sellaisen niyteliuoksen
piikin leveydestd, johon ei ole lisitty lasalosid-natriumia.

Toistettavuus
Kahden rinnakkaismédrityksen vilinen ero samasta néytteestd ei saa olla

suurempi kuin

— 15 % lasalosid-natriumpitoisuuden korkeammasta arvosta valilla
30-100 mg/kg,

— 15 mg/kg lasalosid-natriumpitoisuuden ollessa 100-200 mg/kg,

— 7,5 % lasalosid-natriumpitoisuuden korkeammasta arvosta pitoisuuk-
sien ollessa yli 200 mg/kg.

Saanto

Sellaisen nollandytteen saannon, johon on lisdtty médritettivad ainetta,
on oltava vihintddn 80 %. Sellaisen esiseosndytteen saannon, johon on
lisdtty madritettdvdd ainetta, saannon on oltava vihintddn 90 %.
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8. Laboratorioiden vilisen vertailun tulokset

Laboratorioiden vilinen vertailu (¥) jérjestettiin siten, ettd 12 laboratori-
ossa tutkittiin 2 esiseosta (ndytteet 1 ja 2) ja 5 rehua (ndytteet 3-7).
Kukin ndyte médritettiin kaksi kertaa. Tulokset on esitetty seuraavassa

taulukossa:
Niyte 1 Kl\ﬁfe 2 Ealyg( 3| Niyte 4 | Nayte 5 | Nayte 6 | Niyte 7
Kananre- aidunan- XU ananre- | Kalkku- Siipikar- | Siipikar-
h . rehun esi- | nanrehup- hurakeet h . hu Al hu B
un esiseos . urakee nanrehu |janrehu A |janrehu
Seos elletit
L 12 12 12 12 12 12 12
n 23 23 23 23 23 23 23
Keskiarvo 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
CVr [ %] 5,66 5,45 5,03 9,34 5,69 7,18 10,70
Nimellispitoi- [ 5000 (¥) | 16 000 (*) | 80 (*) 105 (*) | 120 (*) | 50 (*¥*) | 35 (**)

suus [mg/kg]

(*) Valmistajan ilmoittama pitoisuus
(**) Laboratoriossa valmistettu rehu.

L = laboratorioiden lukuméara

n = yksittdisten tulosten lukuméaara
s, = toistettavuuden keskihajonta
sg = uusittavuuden keskihajonta

CV, = toistettavuuden variaatiokerroin, %
CVpy = uusittavuuden variaatiokerroin, %.

(*) Analyst, 1995, 120, 2175-2180.
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LIITE V

REHUJEN SISALTAMIEN HAITALLISTEN AINEIDEN VALVON-

32

33

3.4

35

3.6

NASSA KAYTETTAVAT MAARITYSMENETELMAT

A. VAPAAN GOSSYPOLIN JA KOKONAISGOSSYPOLIN MAA-
RITYS

Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmalld voidaan méarittdd vapaan gossypolin, kokonaisgossypolin
ja niitd kemiallisesti ldhelld olevien aineiden pitoisuus puuvillansieme-
nissd, puuvillansiemenjauhossa ja puuvillansiemenkakussa sekd nditd re-
huaineita sisdltédvissd rehuseoksissa; vapaan gossypolin, kokonaisgossy-
polin ja niitd kemiallisesti ldhelld olevien aineiden maéérityksen alaraja
on 20 mg/kg.

Periaate

Gossypoli uutetaan 3-amino-1-propanolin ldsni ollessa joko isopropano-
lin ja heksaanin seoksella vapaan gossypolin mairittimiseksi tai dime-
tyyliformamidilla kokonaisgossypolin maarittimiseksi. Gossypoli muu-
tetaan aniliinilla gossypolidianiliiniksi, jonka optinen tiheys mitataan
440 nm:ssé.

Reagenssit

Isopropanoli-heksaaniseos: sekoitetaan 60 tilavuusosaa isopropanolia ja
40 tilavuusosaa n-heksaania.

Liuotinseos A: Lisétadn noin 500 ml isopropanoli-heksaani-seosta (3.1),
2 ml 3-amino-1-propanolia, 8 ml jddetikkaa ja 50 ml vettd 1 litran
mittapulloon. Mittapullo téytetadn merkkiin asti isopropanoli-heksaanise-
oksella (3.1). Sdilyy yhden viikon ajan.

Liuotinseos B: Pipetoidaan 2 ml 3-amino-1-propanolia ja 10 ml jadetik-
kaa 100 ml:n mittapulloon. Annetaan jddhtyd huoneenldmpdon ja tdyte-
tadn merkkiin asti N, N-dimetyyliformamidilla. Sdilyy yhden viikon
ajan.

Aniliini: Jos nollakokeessa saatu optinen tiheys on yli 0,022, aniliini on
tislattava sinkkijauheen péaltd siten, ettd tisleestd jatetddn pois 10 % seké
alusta ettd lopusta. Suljetussa ruskeassa lasipullossa kylméassé sdilytet-
tynd reagenssiliuos sdilyy useiden kuukausien ajan.

Gossypolin standardilivos A: Punnitaan 27,9 g gossypoliasetaattia 250
ml:n mittapulloon. Liuotetaan liuotinseokseen A, tdytetdéin merkkiin asti
samalla liuotinseoksella (3.2). Pipetoidaan 50 ml tdtd liuosta 250 ml:n
mittapulloon ja tdytetdan merkkiin asti liuotinseoksella A. Témaén liuok-
sen gossypolikonsentraatio on 0,02 mg/ml. Annetaan seistd yhden tunnin
ajan huoneenldmmdssd ennen kdyttoa.

Gossypolin standardilivos B: Punnitaan 27,9 g gossypoliasetaattia 50
ml:n mittapulloon. Liuotetaan liuotinseokseen B, tdytetdan merkkiin
asti samalla liuotinseoksella (3.3). Témin liuoksen gossypolikonsentraa-
tio on 0,5 mg/ml.

Gossypolin standardiliuokset A ja B sdilyvit 24 tuntia valolta suojattui-
na.

Viilineisto

Sekoittaja: noin 35 kierr./min.
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5.3

Spektrofotometri.

Menettely
Niyte

Punnitusmédérd riippuu néytteen oletetusta gossypolipitoisuudesta. On
suositeltavaa kdyttdd pientd punnitusmaédrdd ja suhteellisen suurta suo-
dosmédrdd, jotta gossypolin midrd saataisiin riittdvdn suureksi tarkan
spektrofotometrisen mittauksen suorittamiseen. Nidyte ei saa olla suu-
rempi kuin 1 g mddritettiessd vapaan gossypolin pitoisuutta puuvillan-
siemenistd, puuvillansiemenjauhosta tai puuvillansiemenkakusta; jos
madritys tapahtuu rehuseoksesta, ndytekoko voi olla jopa 5 g. Useim-
missa tapauksissa riittdd 10 ml suodosta; suodoksen pitdd sisdltdad
50-100 pg gossypolia. Kokonaisgossypolin mddrittdmiseen punnitus-
madrdn pitdd olla 0,5-5 g siten, ettd 2 mlin mddrd suodosta sisdltdd
40-200 pg gossypolia.

Mddritys on suoritettava noin 20 °C:n huoneenldmmdss.

Vapaan gossypolin mddritys

Sopiva médrd ndytettd punnitaan hiokselliseen, lasitulpalla suljettavaan
250 ml:n keittokolviin, jonka pohjalla on lasimurskaa. Lisdtddn pipetilld
kolviin 50 ml liuotinseosta A (3.2), suljetaan kolvi tulpalla ja sekoitetaan
yhden tunnin ajan sekoittajassa. Suodatetaan kuivan suodattimen lapi
pieneen, hiokselliseen kolviin. Suodatinsuppilo peitetddan kellonlasilla
suodatuksen ajaksi.

Pipetoidaan kahteen 25 ml:n mittapulloon (A ja B) sama méérd suodos-
ta, joka sisédltdd 50-100 pg gossypolia. Tarvittaessa tdytetdan 10 ml:aan
livotinseoksella A (3.2). Téamén jdlkeen mittapullo (A) tdytetddn merk-
kiin asti isopropanoli-heksaaniseoksella (3.1). Tatd liuosta kaytetddn re-
ferenssiliuoksena ndyteliuoksen mittauksessa.

Pipetoidaan 10 ml liuotinseosta A (3.2) kahteen 25 ml:n mittapulloon (C
ja D). Toinen mittapullo (C) tadytetdan merkkiin asti isopropanoli-heksaa-
niseoksella (3.1). Tétd liuosta kéytetddn referenssiliuoksena nollakoeliu-
oksen mittauksessa.

Pipetoidaan mittapulloihin D ja B 2 ml aniliiniliuosta (3.4). Limmitetdan
30 minuutin ajan kichuvalla vesihauteella vérin kehittymiseksi. Annetaan
jéahtyd huoneenlampdon, tdytetddn merkkiin asti isopropanoli-heksaa-
niseoksella (3.1), homogenoidaan ja annetaan seistd yhden tunnin ajan.

Mitataan nollakoeliuoksen (D) optinen tiheys spektrometrilld 440 nm:ssé
1 cm:n lasikyvetissd vertailulivosta (C) vastaan, ja niyteliuoksen (B)
optinen tiheys vertailuliuosta (A) vastaan.

Nollakoeliuoksen optinen tiheys vdhennetddn ndyteliuoksen optisesta ti-
heydestd (= korjattu optinen tiheys). Téstd arvosta lasketaan vapaan
gossypolin pitoisuus 6 kohdassa kuvatulla tavalla.

Kokonaisgossypolin mddiritys

Néytemadra, joka sisdltdd 1-5 mg gossypolia, punnitaan 50 ml:n mitta-
pulloon ja siihen lisdtadn 10 ml liuotinseosta B (3.3). Samanaikaisesti
valmistetaan nollakoeliuos pipetoimalla 10 ml liuotinseosta B (3.3) toi-
seen 50 ml:n mittapulloon. Molemmat mittapullot asetetaan kiechuvalle
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6.2
6.2.1

vesihauteelle 30 minuutin ajaksi. Annetaan jédhtyd huoneenldmpdon ja
tiytetddn merkkiin asti isopropanoli-heksaaniseoksella (3.1). Homoge-
noidaan ja annetaan seistd 10—15 minuuttia, suodatetaan hioksellisiin
pulloihin.

Sekd suodatettua ndyteliuosta ettd suodatettua nollakoeliuosta pipetoi-
daan 2 ml 25 ml:n mittapulloihin. Toinen niyteliuosta ja toinen nolla-
koeliuosta siséltava mittapullo tdytetddn merkkiin asti isopropanoli-hek-
saaniseoksella (3.1). Néita liuoksia kdytetdan vertailuliuoksina.

Jéljelle jaaneisiin kahteen mittapulloon lisdtadn 2 ml aniliinilivosta (3.4).
Lammitetddn 30 minuutin ajan kiehuvalla vesihauteella vérin kehittymi-
seksi. Annetaan jadhtyd huoneenldmpdon, taytetddn 25 ml:aan isopropa-
noli-heksaaniseoksella (3.1), homogenoidaan ja annetaan seistd yhden
tunnin ajan.

Optinen tiheys mitataan 5.2 kohdan mukaisesti kuten vapaan gossypolin
optinen tiheys. Téstéd arvosta lasketaan kokonaisgossypolipitoisuus 6 koh-
dassa esitetylld tavalla.

Tulosten laskeminen

Tulokset voidaan laskea joko optista ominaistiheyttad (6.1) tai kalibrointi-
kéayrdd (6.2) kayttden.

Optinen ominaistiheys

Optinen ominaistiheys on annetuissa olosuhteissa seuraava:

1 %
Vapaa gossypoli: E—— =625
1 cm
. . 1 %
Kokonaisgossypoli: E ° = 600
1 cm

Néytteen vapaan gossypolin tai kokonaisgossypolin pitoisuus lasketaan
seuraavalla kaavalla:

E x 1250
% gossypol : *

"Bl xpxa

jossa:

E = korjattu optinen tiheys méaritettynd 5.2 kohdan mukaisesti,
p = punnittu ndytemddrd grammoina,
a = suodosmadrd millilitroina.

Kalibrointikdyrin avulla
Vapaa gossypoli

Valmistetaan kaksi viiden 25 ml:n mittapullon sarjaa. Molempiin mitta-
pullosarjoihin pipetoidaan 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 ja 10,0 ml gossypolistandar-
dilivosta A (3.5). Téytetddn 10 ml:aan liuotinseoksella A (3.2). Molem-
piin sarjoihin otetaan mukaan 25 ml:n mittapullo, joka siséltdd vain 10
ml liuotinseosta A (3.2) (nollakoe).

Toinen sarja mittapulloja (my6s nollakokeessa kéytettivd pullo) tayte-
tdan 25 ml:aan isopropanoli-heksaaniseoksella (3.1) (vertailusarja).
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6.2.2

6.3

Toiseen mittapullosarjaan (myds nollakokeeseen) lisdtdén 2 ml aniliinili-
uosta (3.4). Laimmitetdan 30 minuutin ajan kichuvalla vesihauteella vérin
kehittymiseksi. Annetaan jadhtyd huoneenldmpdon, tdytetddn merkkiin
asti isopropanoli-heksaaniseoksella (3.1), homogenoidaan ja annetaan
seistd yhden tunnin ajan (standardisarja).

Mitataan 5.2 kohdassa mainituissa olosuhteissa standardisarjan liuosten
optinen tiheys vertailusarjan vastaavia liuoksia vastaan. Kalibrointikdyra
laaditaan piirtamalld optisia tiheyksiéd ja nditd vastaavia gossypoliméaria
(mikrogrammoina) esittdvéd kuvaaja.

Kokonaisgossypoli

Valmistetaan kuuden 50 ml:n mittapullon sarja. Ensimmaiiseen mittapul-
loon pipetoidaan 10 ml liuotinseosta B (3.3) ja muihin 2,0; 4,0; 6,0; 8,0
ja 10,0 ml gossypolistandardiliuosta B (3.6). Pullojen tilavuus sdddetdén
10 ml:ksi livotinseoksella B (3.3). Lammitetddn kiehuvalla vesihauteella
30 minuuttia. Annetaan jddhtyd huoneenldmpdon, tdytetdéin merkkiin asti
isopropanoli-heksaaniseoksella (3.1) ja homogenoidaan.

Kuhunkin kahden sarjan kuuteen 25 ml:n mittapulloon pipetoidaan 2,0
ml titd liuosta. Ensimmaisen sarjan pullot tdytetddn 25 ml:ksi isopropa-
noli-heksaaniseoksella (3.1) (vertailusarja).

Kuhunkin toisen sarjan mittapulloon lisdtddn 2 ml aniliinilivosta (3.4).
Lammitetddn kiechuvalla vesihauteella 30 minuuttia. Annetaan jadhtya
huoneenldampdon, tdytetddn merkkiin asti isopropanoli-heksaaniseoksella
(3.1), homogenoidaan ja annetaan seistd yhden tunnin ajan (standardi-
sarja).

Mitataan 5.2 kohdassa mainituissa olosuhteissa standardisarjan liuosten
optinen tiheys vertailusarjan vastaavia liuoksia vastaan. Kalibrointikédyra
laaditaan piirtdmailld optisia tiheyksid ja nditd vastaavia gossypolimdérid
(mikrogrammoina) esittdva kuvaaja.

Toistettavuus

Kahden rinnakkaisméérityksen vilinen ero samasta néytteestd ei saa olla
suurempi kuin

— 15 %, suhteessa korkeampaan tasoon, kun gossypolipitoisuudet ovat
alle 500 mg/kg,

— 75 mg/kg, absoluuttisena arvona ilmoitettuna, kun gossypolipitoisuu-
det ovat 500-750 mg/kg,

— 10 %, suhteessa korkeampaan arvoon, kun gossypolipitoisuudet ovat
yli 750 mg/kg.
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B. DIOKSIINIEN (PCDD/PCDF) JA PCB-YHDISTEIDEN PITOI-
SUUKSIEN MAARITTAMINEN

I LUKU
Niytteenottomenetelmdt ja mddritystulosten tulkinta

Tarkoitus ja soveltamisala

Rehun polykloorattujen dibentso-para-dioksiinien (PCDD-yhdisteiden),
polykloorattujen dibentsofuraanien (PCDF-yhdisteiden), dioksiinien kal-
taisten polykloorattujen bifenyylien (PCB-yhdisteiden) (') ja muiden
kuin dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden pitoisuuksien viralliseen val-
vontaan tarkoitetut ndytteet on otettava liitteessd | vahvistettujen sddn-
ndsten mukaisesti. Rehuun tasaisesti jakautuneiden aineiden tai tuottei-
den valvontaan on sovellettava liitteessé I olevassa 5.1 kohdassa vahvis-
tettuja maardd koskevia vaatimuksia. Télld tavoin saatujen kokoomani-
ytteiden katsotaan edustavan erid tai osaerid, joista ne on otettu. Labo-
ratoriondytteistd méadritettyjen pitoisuuksien perusteella arvioidaan, nou-
dattavatko tutkittavat erdt niitd enimméaisméadrid, jotka on vahvistettu
direktiivissd 2002/32/EY.

Tédssd B osassa sovelletaan komission pddtoksen 2002/657/EY (%) liit-
teessd | vahvistettuja maéritelmia.

(") Dioksiinien, furaanien ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden toksisuusekvivalens-
sikertoimia (Toxic Equivalency Factor, TEF) koskeva taulukko:

Thmisille aiheutuvan riskin arvioinnissa kaytettivit WHO:n toksisuusekvivalenssikertoi-
met (TEF) perustuvat Genevessd kesdkuussa 2005 pidetyn Maailman terveysjirjeston
(WHO) asiantuntijakokouksen padtelmiin (Martin van den Berg et al., The 2005 World
Health Organization Re-evaluation of Human and Mammalian Toxic Equivalency Fac-
tors for Dioxins and Dioxin-like Compounds Toxicological Sciences 93(2), 223-241

(2006)).
Kongeneeri TEF-arvo Kongeneeri TEF-arvo
Dibentso-p-dioksiinit (PCDD:t) ja dibentso-p-fu- Dioksiinien kaltaiset PCB-yhdisteet. Ei-orto-
raanit (PCDF:t) PCB-yhdisteet + mono-orto-PCB-yhdisteet

2,3,7,8-TCDD 1
1,2,3,7,8-PeCDD 1 Ei-orto-PCB-yh-

disteet
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0,1 PCB 77 0,0001
1,2,3,6,7,8-HxCDD 0,1 PCB 81 0,0003
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0,1 PCB 126 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0,01 PCB 169 0,03
OCDD 0,0003

Mono-orto-PCB-

yhdisteet
2,3,7,8-TCDF 0,1 PCB 105 0,00003
1,2,3,7,8-PeCDF 0,03 PCB 114 0,00003
2,3,4,7,8-PeCDF 0,3 PCB 118 0,00003
1,2,3,4,7,8-HxCDF 0,1 PCB 123 0.00003
1,2,3,6,7,8-HXCDF 0,1 PCB 156 0,00003
1,2,3,7,8,9-HxCDF 0,1 PCB 157 0,00003
2,3,4,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 167 0,00003
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01 PCB 189 0,00003
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01
OCDF 0,0003

Kiytetyt lyhenteet: T = tetra; Pe = penta; Hx = heksa; Hp = hepta; O = okta; CDD =
klooridibentsodioksiini; CDF = klooridibentsofuraani; CB = klooribifenyyli.

Komission péitos 2002/657/EY, tehty 14 péivénd elokuuta 2002, neuvoston direktiivin
96/23/EY téytdntoonpanosta madritysmenetelmien suorituskyvyn ja tulosten tulkinnan
osalta (EYVL L 221, 17.8.2002, s. 8).
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2.1

(4

~

Kyseisten médritelmien liséksi tissd B osassa sovelletaan seuraavia méa-
ritelmié:

’Seulontamenetelmilld’ tarkoitetaan niiden néytteiden valitsemista, joissa
PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden pi-
toisuudet ylittdvdt enimmadismadrit tai toimintakynnykset. Seulontamene-
telmien on mahdollistettava suuri néytteenkasittelykapasiteetti, joka on
kustannustehokas ja parantaa mahdollisuutta havaita uusia tapauksia,
joihin liittyy merkittdvia altistumis- ja terveysriskejd kuluttajien kannalta.
Seulontamenetelmien on perustuttava bioanalyyttisiin tai GC-MS-mene-
telmiin. Enimmaéisméaédrdn noudattamisen tarkastamiseksi otetuista cut-
off-arvon ylittdvistd ndytteistd saadut tulokset on tarkistettava tekemalld
alkuperiisestd ndytteestd tdydellinen uusi analyysi varmistusmenetelmal-
14.

’Varmistusmenetelmilld’ tarkoitetaan menetelmid, joilla saadaan taydel-
liset tiedot tai lisétietoja, joiden avulla PCDD/PCDF-yhdisteet ja dioksii-
nien kaltaiset PCB-yhdisteet voidaan tunnistaa ja méaarittdd yksiselittei-
sesti enimmadistasolla tai tarvittaessa toimintakynnykselld. Téllaisia var-
mistusmenetelmid ovat korkean erotuskyvyn kaasukromatografia/kor-
kean erotuskyvyn massaspektrometria (GC-HRMS) tai kaasukromatog-
rafia/tandem-massaspektrometria (GC-MS/MS).

Eridn tai osaerin enimmiismiiridid koskevien vaatimusten mukai-
suus

Muut kuin dioksiinien kaltaiset PCB-yhdisteet

Erd on enimmaiismaardd koskevien vaatimusten mukainen, jos médritys-
tulos ei ylitd direktiivissd (EY) N:o 2002/32/EY muille kuin dioksiinien
kaltaisille PCB-yhdisteille vahvistettua enimméisméddrdd, kun otetaan
huomioon mittausepavarmuus.

Erd ei ole enimmdismadrdd koskevien vaatimusten mukainen, jos suu-
rimman arvon (*) 2 mukainen médritystulos, joka on vahvistettu toisto-
madritykselld (*), ylittad direktiivissd 2002/32/EY vahvistetun enimméis-
madrdn, kun otetaan huomioon mittausepdvarmuus. Vaatimustenmukai-
suuden varmistamiseen kdytetdéin nididen kahden mairityksen keskiarvoa,
mittausepdvarmuus huomioon ottaen.

Mittausepdvarmuus otetaan huomioon jollakin seuraavista tavoista:

— Lasketaan laajennettu epdvarmuus kéyttden kattavuuskerrointa 2, jol-
loin luotettavuustaso on noin 95 %. Erd tai osa-erd ei ole vaatimus-
tenmukainen, jos mitattu arvo, josta on vidhennetty mittausepdvar-
muustekijd U, ylittdd enimmdismédrin.

— Vahvistetaan paétosraja (CCa) paatoksen 2002/657/EY liitteessd 1
olevan 3.1.2.5 kohdan mukaisesti. Eré tai osaerd ei ole vaatimusten-
mukainen, jos mitattu arvo on suurempi tai yhtd suuri kuin CCa.

1, 2 ja 3 kohtaa sovelletaan virallista valvontaa varten otettujen nayttei-
den médritystuloksiin. Suoja- ja riitojenratkaisutoimenpiteitd varten suo-
ritettaviin médrityksiin sovelletaan kansallisia sadntoja.

(®) Suurimmat arvot: kunkin méérittimattd jadneen kongeneerin arvon oletetaan olevan méaé-

ritysrajaa vastaava arvo. Pienimmit arvot: kunkin maéérittdiméttd jadneen kongeneerin
arvon oletetaan olevan nolla. Viliarvot: kunkin médrittimattd jianeen kongeneerin arvon
oletetaan olevan puolet médritysrajaa vastaavasta arvosta.

Yleisesti sovelletaan liitteessd I olevan C luvun 3 kohdassa vahvistettuja toistoméaaritysti
koskevia vaatimuksia. Kuitenkin varmistusmenetelmissd, joissa kiytetddn '*C-leimattua
sisdistd standardia asianomaisten analyyttien osalta, toistomédritys on tarpeen ainoastaan,
jos téllaisia varmistusmenetelmid kdytettdessd ensimmdisen maérityksen tulos ei ole vaa-
timustenmukainen. Toistomdéritys on tarpeen, jotta voidaan sulkea pois mahdollinen
sisdinen ristikontaminaatio tai ndytteiden sekoittuminen vahingossa. Jos madritys suori-
tetaan kontaminaatiotapauksen yhteydessd, varmistus toistomédritykselld voidaan jattad
tekemdttd, mikdli médritykseen valitut naytteet liittyvét jdljitettdvyyden perusteella kon-
taminaatiotapaukseen ja havaittu madrd ylittdd huomattavasti enimmaisméaéran.
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2.2

PCDD/PCDF-yhdisteet ja dioksiinien kaltaiset PCB-yhdisteet

Erd on enimmadisméairien mukainen, jos tulos yhdestd analyysista,

— joka on suoritettu seulontamenetelmailld, jossa védrien vaatimusten-
mukaisten tulosten osuus on alle 5 %, osoittaa, ettei pitoisuus ylitd
enimmdiismaarad, joka on vahvistettu direktiivissd 2002/32/EY
PCDD/PCDF-yhdisteille sekd PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksii-
nien kaltaisten PCB-yhdisteiden summalle,

— joka on suoritettu varmistusmenetelmélld, ei ylitd enimmaisméaraa,
joka on vahvistettu direktiivissd 2002/32/EY PCDD/PCDEF-yhdis-
teille sekd PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-
yhdisteiden summalle, kun otetaan huomioon mittausepdvarmuus.

Seulontamaédritysten osalta on vahvistettava cut-off-arvo sen maarittdmi-
seksi, noudattaako nédyte niitd enimmaéismadrid, jotka on vahvistettu joko
PCDD/PCDEF-yhdisteille tai PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kal-
taisten PCB-yhdisteiden summalle.

Erd ei ole enimmiismaédrdd koskevien vaatimusten mukainen, jos var-
mistusmenetelmélld saadun suurimman arvon (°) mukainen mééritystu-
los, joka on vahvistettu toistomaaritykselld, ylittdd direktiivissa
2002/32/EY vahvistetun enimmaéisméaarin, kun otetaan huomioon mittau-
sepdvarmuus (°) 2. Vaatimustenmukaisuuden varmistamiseen kéytetdin
ndiden kahden maérityksen keskiarvoa, mittausepavarmuus huomioon
ottaen.

Mittausepdvarmuus otetaan huomioon jollakin seuraavista tavoista:

— Lasketaan laajennettu epavarmuus kayttden kattavuuskerrointa 2, jol-
loin luotettavuustaso on noin 95 %. Erd tai osa-erd ei ole vaatimus-
tenmukainen, jos mitattu arvo, josta on vidhennetty mittausepédvar-
muustekijd U, ylittdd enimmadismédran. Jos PCDD/PCDF-yhdisteiden
ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden pitoisuudet miéritetddn
erikseen, PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yh-
disteiden erillisten madritystulosten yhteenlaskettua arvioitua laajen-
nettua epdvarmuutta on kéytettivdi PCDD/PCDF-yhdisteiden ja diok-
siinien kaltaisten PCB-yhdisteiden pitoisuuksien summana.

— Vahvistetaan pidtosraja (CCa) padtoksen 2002/657/EY liitteessd I
olevan 3.1.2.5 kohdan mukaisesti. Eré tai osaerd ei ole vaatimusten-
mukainen, jos mitattu arvo on suurempi tai yhtd suuri kuin CCa.

1-4 kohtaa sovelletaan virallista valvontaa varten otettujen ndytteiden
médritystuloksiin. Suoja- ja riitojenratkaisutoimenpiteitd varten suoritet-
taviin madrityksiin sovelletaan kansallisia sddntdja.

Tulokset, jotka ylittivit direktiivin 2002/32/EY liitteessi II vahvis-
tetut toimintakynnykset

Toimintakynnysten avulla voidaan valita ndytteet niissd tapauksissa,
joissa on tarpeen tunnistaa saastumisen ldahde ja toteuttaa toimia sen
vihentdmiseksi tai poistamiseksi. Seulontamenetelmilld mééritetdan tar-
koituksenmukaiset cut-off-arvot ndiden ndytteiden valitsemiseksi. Jos

(®) Suurimmat arvot: toksisuusekvivalenttia TEQ laskettaessa oletetaan kunkin médrittimétta

(6

=

jédneen kongeneerin arvoksi maédritysrajaa vastaava arvo. Pienimmat arvot: TEQ:ta las-
kettaessa oletetaan kunkin médrittaméttd jadneen kongeneerin arvoksi nolla. Viliarvot:
TEQ:ta laskettaessa oletetaan kunkin maérittdmattd jadneen kongeneerin arvoksi puolet
madritysrajaa vastaavasta arvosta.

Yleisesti sovelletaan liitteessd I olevan C luvun 3 kohdassa vahvistettuja toistoméaaritysti
koskevia vaatimuksia. Kuitenkin varmistusmenetelmissd, joissa kiytetddn '*C-leimattua
sisdistd standardia asianomaisten analyyttien osalta, toistomédritys on tarpeen ainoastaan,
jos téllaisia varmistusmenetelmid kdytettdessd ensimmdisen maérityksen tulos ei ole vaa-
timustenmukainen. Toistomdéritys on tarpeen, jotta voidaan sulkea pois mahdollinen
sisdinen ristikontaminaatio tai ndytteiden sekoittuminen vahingossa. Jos madritys suori-
tetaan kontaminaatiotapauksen yhteydessd, varmistus toistomédritykselld voidaan jattad
tekemdttd, mikdli médritykseen valitut naytteet liittyvét jdljitettdvyyden perusteella kon-
taminaatiotapaukseen ja havaittu madrd ylittdd huomattavasti enimmaisméaéran.
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lahteen tunnistamiseksi ja saastumisen vihentdmiseksi tai poistamiseksi
tarvitaan huomattavia ponnistuksia, toimintakynnysten ylittyminen saat-
taa olla aiheellista vahvistaa toistomédritykselld kdyttden varmistusmene-
telmdé ja ottaen huomioon mittausepavarmuus (7).

II LUKU

Niytteiden valmistus  ja vaatimukset,  jotka rehussa olevien

dioksiinipitoisuuksien ~(PCDD/PCDF) ja dioksiinien kaltaisten —PCB-

yhdisteiden virallisessa valvonnassa kdytettyjen mddritysmenetelmien on
tiytettivii

1. Soveltamisala

Téssd luvussa vahvistettuja vaatimuksia on sovellettava analysoitaessa
rehua 2,3,7,8-substituoitujen polykloorattujen dibentso-para-dioksiinien
(PCDD:t) ja polykloorattujen dibentsofuraanien (PCDF:t) ja dioksiinien
kaltaisten polykloorattujen bifenyylien (dioksiinien kaltaiset PCB:t) pi-
toisuuksien virallista valvontaa ja muita siédntelytarkoituksia varten.

PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden
esiintymistd rehussa voidaan valvoa kahdella erityyppiselld méaritysme-
netelmalla:

a) Seulontamenetelméit

Seulontamenetelmilld pyritddn valitsemaan ne naytteet, joissa
PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden
pitoisuudet ylittdvadt enimméismaarat tai toimintakynnykset. Seulon-
tamenetelmien olisi mahdollistettava suuri néytteenkasittelykapasi-
teetti, joka on kustannustehokas ja parantaa mahdollisuutta havaita
uusia tapauksia, joihin liittyy merkittdvia altistumis- ja terveysriskeja
kuluttajien kannalta. Niiden tavoitteena tulisi olla véarien vaatimus-
tenmukaisten tulosten vélttaminen. Niihin voi kuulua bioanalyyttisid
menetelmid ja GC-MS-menetelmid.

Seulontamenetelmét perustuvat maédritystuloksen ja cut-off-arvon
keskindiseen vertailuun ja antavat myonteisen tai kielteisen viitteen
siitd, ylittyyké enimmaéaismadré tai toimintakynnys. PCDD/PCDF-pi-
toisuus sekd PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-
yhdisteiden summa néytteissé, joiden epdillddn olevan enimmaismaa-
raa koskevien vaatimusten vastaisia, on madritettdvéa tai vahvistettava
varmistusmenetelmén avulla.

Lisdksi seulontamenetelmait voivat antaa viitteen PCDD/PCDF-yhdis-
teiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden pitoisuuksista néyt-
teessd. Sovellettaessa bioanalyyttisid seulontamenetelmid tulos il-
maistaan bioanalyyttisind ekvivalentteina (BEQ), kun taas sovelletta-
essa fysikaalis-kemiallisia GC-MS-menetelmid se ilmaistaan toksi-
suusekvivalentteina (TEQ). Seulontamenetelmien numeerisesti ilmoi-
tetut tulokset soveltuvat vaatimustenmukaisuuden, epiillyn vaatimus-
tenvastaisuuden tai toimintakynnysten ylittymisen osoittamiseen, ja
ne antavat viitteen pitoisuuksien vaihteluvilistd, kun suoritetaan jat-
kotoimia varmistusmenetelmin. Ne eivit sovellu esimerkiksi tausta-
pitoisuustasojen arvioimiseen, saannin arvioimiseen, pitoisuuksien
kehityssuuntausten seuraamiseen tai toimintakynnysten ja enimmdis-
madrien uudelleenarviointiin.

b) Varmistusmenetelmét

(7) Toimintakynnysten tarkistukseen liittyvdén toistomédritykseen sovelletaan samoja kritee-
rejd ja vaatimuksia kuin enimmdaisméiriin, ks. alaviite (%).
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Varmistusmenetelmédt ~ mahdollistavat ~ ndytteessd  esiintyvien
PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden
yksiselitteisen tunnistamisen ja méérittdimisen ja antavat tdydelliset
tiedot kongeneerin tasolla. Sen vuoksi ndiden menetelmien avulla
voidaan valvoa enimmaisméadria ja toimintakynnyksid sekd vahvistaa
seulontamenetelmilld saadut tulokset. Liséksi tuloksia voidaan kayt-
tad muihin tarkoituksiin, kuten matalien taustapitoisuustasojen maé-
rittdmiseen rehuvalvonnassa, kehityssuuntausten seuraamiseen, vies-
ton altistumisen arvioimiseen ja tietokannan luomiseen enimméis-
médrien ja toimintakynnysten mahdollista uudelleenarviointia varten.
Ne ovat merkittdvid myos kongeneerijakauman méérittdmisessd, jotta
mahdolliset saastumisldhteet voidaan kartoittaa. Tdllaiset menetelmét
ovat GC-HRMS-menetelmid. Sen vahvistamiseksi, noudattaako néyte
enimmdiisméirdd koskevia vaatimuksia, voidaan kéyttdd myos GC-
MS/MS-menetelmai.

2. Tausta

Toksisuusekvivalenttien (TEQ) pitoisuudet lasketaan siten, ettd tietyssa
néytteessd olevien yksittdisten aineiden pitoisuudet kerrotaan kunkin ai-
neen toksisuusekvivalenssikertoimella (TEF) (ks. alaviite (') luvussa I) ja
saadut madrat lasketaan yhteen, jolloin tulokseksi saadaan dioksiinien
kaltaisten yhdisteiden kokonaispitoisuus toksisuusekvivalentteina ilmais-
tuna.

Téssd B osassa yksittdisen kongeneerin hyvéksytylld médritysrajalla tar-
koitetaan matalinta analyytin pitoisuutta, joka voidaan mitata kohtuulli-
sella tilastollisella varmuudella ja joka tdyttdd tunnistamista koskevat
kriteerit, jotka on kuvattu kansainvilisesti tunnustetuissa standardeissa,
esimerkiksi standardissa EN 16215:2012 (Animal feed — Determination
of dioxins and dioxin-like PCBs by GC-HRMS and of indicator PCBs
by GC-HRMS) ja/tai tarkistetuissa EPA-menetelmissd 1613 ja 1668.

Yksittdisen kongeneerin hyvéksytty maéritysraja voi olla

a) se ndyteuutteessa olevan analyytin pitoisuus, joka tuottaa kahdelle
mitattavalle ionille mittalaitteessa vasteen, jossa vdhemmain herkdn
raakadatasignaalin signaali-kohinasuhde on 3:1; tai

b) jos signaali-kohinasuhteen laskelma ei teknisistd syistd tuota luotet-
tavia tuloksia, kalibrointikdyrdlld oleva alin pitoisuus, joka antaa
hyviksyttdvin (< 30 %) ja johdonmukaisen (mitattuna védhintdén
ndytesarjan alusta ja lopusta) poikkeaman keskimédriisestd suhteel-
lisesta vastekertoimesta, joka on laskettu kalibrointikdyran kaikille
pisteille kussakin ndytesarjassa. Maéritysraja lasketaan alimmasta pi-
toisuudesta ottaen huomioon sisdisten standardien saannot ja néyt-
teen maard.

Bioanalyyttisilld seulontamenetelmilld ei saada tuloksia kongeneeritasol-
la, vaan ainoastaan viite (*) TEQ-tasosta bioanalyyttisind ekvivalentteina
(BEQ) ilmaistuna sen vuoksi, ettd kaikki vasteen tuottavassa ndyteuut-
teessa olevat yhdisteet eivdt tdytd kaikkia TEQ-periaatteen vaatimuksia.

Seulonta- ja varmistusmenetelmid voidaan kayttdd tietyn matriisin tar-
kastuksessa ainoastaan, jos menetelmét ovat riittdvét herkkid ja kykene-
vit luotettavasti havaitsemaan maérit toimintakynnykselld tai enimmais-
madralla.

(*) Bioanalyyttiset menetelmit eivit kohdistu suoraan TEF-jirjestelmddn sisiltyviin konge-

neereihin. Nayteuutteessa voi olla muita rakenteellisesti samankaltaisia AhR-aktiivisia
yhdisteitd, jotka vaikuttavat kokonaisvasteeseen. Sen vuoksi bioanalyyttisilli menetel-
milld saadut tulokset eivit ole arvio ndytteen TEQ-arvosta vaan viite siitd.



02009R0152 — FI —26.04.2017 — 005.001 — 118

32

33

34

35

3.6

3.7

3.8

39

4.2

43

Laadunvarmistusta koskevat vaatimukset

On toimittava ristikontaminaation vélttdmiseksi kussakin nédytteenoton ja
analyysin vaiheessa.

Naytteet on varastoitava ja kuljetettava varastointiin soveltuvissa lasista,
alumiinista, polypropyleenistd tai polyetyleenistd valmistetuissa sdilidis-
sd, jotka eivit vaikuta PCDD/PCDEF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten
PCB-yhdisteiden pitoisuuksiin ndytteissd. Paperipolyjddmit on poistet-
tava ndytesdiliosta.

Néytteiden varastointi ja kuljetus on jérjestettivd niin, ettd rehuniyte
pysyy koskemattomana.

Jokainen laboratorionédyte jauhetaan tarvittaessa hienoksi ja sekoitetaan
huolellisesti kéyttden menetelméd, jonka on osoitettu homogenoivan
néytteen taydellisesti (esim. hienonnus 1 mm:n siivildn lapaiseviksi hiuk-
kasiksi). Liian kosteat ndytteet on kuivattava ennen hienontamista.

Reagenssit, lasitavarat ja laitteet on tarkistettava sen varalta, ettd ne
voivat osaltaan vaikuttaa TEQ- ja BEQ-arvoihin perustuviin tuloksiin.

On suoritettava ilman nidytettd tehtédvé nolla-analyysi, jossa kdyddéan lapi
kaikki analyysin vaiheet.

Bioanalyyttisten menetelmien osalta médrityksessd kdytettdvit lasitavarat
ja livottimet on testattava sen toteamiseksi, ettei niissd ole yhdisteitd,
jotka voivat hiiritd kohdeyhdisteiden havaitsemista mittausalueella. La-
sitavarat on huuhdeltava liuottimilla tai kuumennettava ldmpdtiloihin,
jotka soveltuvat PCDD/PCDEF-yhdisteiden, dioksiinien kaltaisten yhdis-
teiden ja hdiri6itd aiheuttavien yhdisteiden poistamiseen lasitavaroiden
pinnalta.

Uuttamisessa kdytettdvan ndytteen méadrdn on oltava riittdva, jotta tdyte-
tdan vaatimukset, jotka koskevat riittdvdn matalaa mittausaluetta, joka
késittdd enimmédismadrien tai toimintakynnysten suuruiset pitoisuudet.

Tarkasteltavien tuotteiden yhteydessd kaytettdviin ndytteiden valmistus-
menetelmiin on sovellettava kansainvilisesti hyvaksyttyjd suuntaviivoja.

Laboratorioita koskevat vaatimukset

Asetuksen (EY) N:o 882/2004 sdadnnosten mukaisesti laboratorioiden on
oltava ISO-oppaan 58 mukaisesti toimivan tunnustetun laitoksen hyvék-
symid, milld varmistetaan, ettd laboratoriot soveltavat analyyttistd laa-
dunvarmistusta. Laboratorioiden hyvéksyntd on tehtdvd EN ISO/IEC
17025 -standardin mukaisesti.

Laboratorion pétevyys osoitetaan sen osallistumisella jatkuvasti hyvin
tuloksin  laboratorioiden  vilisiin  tutkimuksiin, jotka  koskevat
PCDD/PCDEF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden méa-
rittdmistd asianmukaisissa rehumatriiseissa ja pitoisuusalueilla.

Seulontamenetelmid nidytteiden rutiinitarkastuksissa kéyttiavien laborato-
rioiden on tehtdva tiivistd yhteistyotd varmistusmenetelmad kéyttavien
laboratorioiden kanssa laadunvalvonnan ja vaatimustenvastaisiksi epdil-
tyjen ndytteiden médritystuloksen varmistuksen osalta.
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52
521

522

53
5.3.1

5.4
5.4.1

Perusvaatimukset dioksiinien (PCDD/PCDF-yhdisteiden) ja dioksii-
nien kaltaisten PCB-yhdisteiden analyysille

Matala mittausalue ja mddritysrajat

Koska osa PCDD/PCDF-yhdisteistd on erittdin myrkyllisid, ne on pys-
tyttiva havaitsemaan jo femtogrammoina (107'° g) ilmaistavan alueen
ylemmilld arvoilla. Useimpien PCB-kongeneerien osalta médritysrajaksi
riittdd nanogrammoina (10~ g) ilmaistava alue. Toksisempien dioksii-
nien kaltaisten PCB-kongeneerien (erityisesti ei-orto-substituoitujen kon-
geneerien) mittauksessa mittausalueen ala-arvojen on oltava pikogram-
moina (102 g) ilmaistavan alueen alimpia arvoja. Kaikkien muiden
PCB-yhdisteiden osalta médritysrajaksi riittii nanogrammoina (10° g)
ilmaistava alue.

Hyvid selektiivisyys (spesifisyys)

PCDD/PCDF-yhdisteet ja dioksiinien kaltaiset PCB-yhdisteet on voitava
erottaa lukuisista muista uuttamisessa mukana tulevista ja mahdollisesti
hairioitd aiheuttavista yhdisteistd, joiden pitoisuudet voivat olla monin-
kertaisia verrattuna tarkasteltavien analyyttien pitoisuuksiin. GC-MS-me-
netelmissd on pystyttavd tarvittaessa erottelemaan eri kongeneerit, kuten
toksiset  kongeneerit (esim. seitseméntoista  2,3,7,8-substituoitua
PCDD/PCDF-yhdistettd ja kaksitoista dioksiinien kaltaista PCB-yhdistet-
td) muista kongeneereista.

Bioanalyyttisten menetelmien on kyettdvd havaitsemaan kohdeyhdisteet
PCDD/PCDF-yhdisteiden ja/tai dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden
summana. Néytteen puhdistamisella pyritdédn poistamaan yhdisteet, jotka
voivat aiheuttaa véarid vaatimustenvastaisia tuloksia, tai yhdisteet, jotka
voivat heikentdd vastetta ja johtaa védriin vaatimustenmukaisiin tulok-
siin.

Hyvi tarkkuus (oikeellisuus ja tdsmdllisyys, biotestin korjattu saanto)

GC-MS-menetelmien osalta maérityksessd on pystyttdvd antamaan pa-
tevé arvio aineen todellisesta pitoisuudesta ndytteessd. Hyva tarkkuus on
vélttdmaton, jotta voidaan valttda ndytteen maaritystuloksen hylkadminen
sen perusteella, ettd maaritetyn TEQ-arvon luotettavuus on heikko. Tark-
kuus ilmaistaan oikeellisuutena (sertifioidusta materiaalista mitatun tut-
kittavan aineen maéran keskiarvon ja sertifioidun arvon erotus prosent-
teina tdstd arvosta) ja tasmdllisyytend (RSDg on uusittavissa olosuhteissa
saaduista tuloksista laskettu suhteellinen standardipoikkeama).

Bioanalyyttisten menetelmien osalta on maédritettdvd biotestin korjattu
saanto. Biotestin korjatulla saannolla tarkoitetaan BEQ-arvoa, joka on
laskettu TCDD:n tai PCB 126:n kalibrointikdyréstd korjattuna nollani-
ytteelle ja sen jilkeen jaettu varmistusmenetelmdlld maidritetylld TEQ-
arvolla. Silla pyritddn korjaamaan sellaisia tekijoitd kuin PCDD/PCDF-
yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten yhdisteiden hdvikkid uuttamis- ja
puhdistusvaiheissa, sellaisten mukana uuttuneiden yhdisteiden vaikutus-
ta, jotka voivat voimistaa tai heikentdd vastetta (agonistiset ja antagonis-
tiset vaikutukset), kdyrdn sovituksen laatua tai toksisuusekvivalenssiker-
toimen (TEF) arvojen ja suhteellisen voimakkuuden (REP) arvojen va-
lisid eroja. Biotestin korjattu saanto lasketaan soveltuvista vertailundyt-
teistd, joissa on edustava kongeneerijakauma ldhelld merkittdvand pidet-
tyd tasoa olevissa pitoisuuksissa.

Validointi enimmdispitoisuusalueella ja yleiset laadunvalvontatoimet

Laboratorioiden on osoitettava menetelmén suorituskyky enimmaéispitoi-
suuksilla, esimerkiksi 0,5 X, 1 X ja 2 X enimméismaaré, ja toistomitta-
usten hajonnan on oltava hyviksyttdvd validointimenettelyn ja rutiinia-
nalyysin aikana.
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5.4.2

5.5
5.5.1

5.6

5.7
5.7.1

5.7.2

5.7.3

Sisdistd laadunvalvontaa varten on analysoitava sadnnoéllisesti nollandyt-
teitd ja ndytteitd, joihin on lisdtty analyyttid, tai kontrollindytteitd (mie-
luiten sertifioiduilla vertailuaineilla, jos niitd on saatavilla). Nollandyttei-
den, ndytteiden, joihin on lisétty analyyttid, tai kontrollindytteiden tulok-
set on kirjattava laadunvalvontakortteihin. Tulosten avulla on varmistet-
tava, ettd madritysmenetelmien suorituskyky tdyttdd vaatimukset.

Mcdidritysraja

Maiéritysrajan (LOQ) vahvistaminen ei ole bioanalyyttisessd seulontame-
netelmdssd vialttdmatontd, mutta menetelmélld on pystyttava erottamaan
toisistaan nolla- ja cut-off-arvo. BEQ-arvon ilmoittamista varten on vah-
vistettava raportointipitoisuus, jotta voidaan kisitelld naytteitd, joiden
vaste alittaa titd pitoisuutta vastaavan vasteen. On osoitettava, ettd ra-
portointipitoisuus eroaa vihintdén kertoimella kolme sellaisen nollandyt-
teen pitoisuudesta, jonka vaste on mittausalueen alarajan alapuolella.
Siksi se lasketaan néytteistd, jotka sisdltdvit kohdeyhdisteitd noin vaa-
ditun vdhimmadispitoisuuden verran, eikd signaali-kohinasuhteesta tai
nollaméarityksesta.

Varmistusmenetelmén maaritysrajan (LOQ) on oltava noin yksi vii-
desosa enimmaismaérasta.

Analyyttiset vaatimukset

Varmistus- tai seulontamenetelmistd saatujen luotettavien tulosten osalta
TEQ- tai BEQ-arvon enimmaéismaédrien tai toimintakynnyksen on taytet-
tdvd seuraavat vaatimukset mittausalueella, méadritettiin ne sitten TEQ-
kokonaisarvoina (eli PCDD/PCDEF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten
PCB-yhdisteiden summana) tai erikseen PCDD/PCDEF-yhdisteille ja di-
oksiinien kaltaisille PCB-yhdisteille:

Seulonta bioanalyyttisin
tai fysikaalis-kemiallisin | Varmistusmenetelmat
menetelmin

Viidrien vaatimustenmu- <5%
kaisten tulosten osuus (')
Oikeellisuus - 20 %+ 20 %
Toistettavuus (RSD,) <20%
Laboratorionsisdinen uu- <25% < 15%
sittavuus (RSDg)

(") Enimméismédrien osalta.

Seulontamenetelmid koskevat erityisvaatimukset

Seulontaan voidaan kayttdd sekd GC-MS-menetelmii ettd bioanalyyttisia
menetelmid. GC-MS-menetelmien on taytettdvd 6 kohdassa esitetyt vaa-
timukset. Solupohjaisten bioanalyyttisten menetelmien erityisvaatimukset
esitetddn 7 kohdassa.

Seulontamenetelmid nédytteiden rutiinitarkastuksissa kéyttiavien laborato-
rioiden on tehtdva tiivistd yhteistyotd varmistusmenetelmad kéyttiavien
laboratorioiden kanssa.

Seulontamenetelmén suorituskyky on tarkistettava rutiinianalyysin ai-
kana analyyttiselld laadunvalvonnalla ja menetelmén jatkuvalla validoin-
nilla. Vaatimustenmukaisia tuloksia on valvottava jatkuvalla ohjelmalla.
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5.7.4

5.7.5

5.7.6

5.7.7

5.7.8

Soluvasteen mahdollinen vaimentuminen ja sytotoksisuus on tarkistetta-
va:

Rutiiniseurannassa 20 % ndyteuutteista mitataan sekd siten, ettd niihin on
lisdtty enimméismédrad tai toimintakynnystd vastaava pitoisuus 2,3,7,8-
TCDD-yhdistettd, ettd lisddmittd kyseistd yhdistettd, milld tarkistetaan,
vaimentavatko ndyteuutteessa olevat hdiritsevit yhdisteet mahdollisesti
madritysmenetelmén vastetta. Lisdysnédytteen pitoisuutta verrataan sellai-
sen ndytteen pitoisuuteen, johon ei ole lisdtty analyyttid, ja lisdtyn pitoi-
suuden summaan. Jos tdmd mitattu pitoisuus on enemmin kuin 25 %
matalampi kuin laskettu pitoisuuksien summa, se on indikaatio mahdol-
lisesta signaalin vaimentumisesta, jolloin kyseiselle ndytteelle on tehtdvi
GC-HRMS-varmistusanalyysi. Tuloksia seurataan laadunvalvontakorteil-
la.

Vaatimustenmukaisten ndytteiden laadunvalvonta:

Néytematriisista ja laboratoriossa saadusta kokemuksesta riippuen noin
2-10 % vaatimustenmukaisista ndytteistd on varmistettava GC-HRMS-
analyysill4.

Vairien vaatimustenmukaisten ndytteiden osuuden méérittdminen laa-
dunvalvontatiedoista:

Enimmdisméérén tai toimintakynnyksen ylittdvien ja alittavien védrien
vaatimustenmukaisten tulosten osuus néytteiden seulonnassa on méadritet-
tiavd. Todellisten véddrien vaatimustenmukaisten tulosten osuuden on ol-
tava alle 5 %. Kun vaatimustenmukaisten néytteiden laadunvalvonnasta
on saatavissa vihintddn 20 vahvistettua tulosta matriisia tai matriisiryh-
méd kohti, védrien vaatimustenmukaisten ndytteiden osuutta koskevat
johtopédtokset on tehtdva kyseisestd tietokannasta. Vaérien vaatimusten-
mukaisten ndytteiden osuuden arviointia varten tarvittavaan 20 tuloksen
vahimmaismddrddn voidaan sisdllyttdd myods vertailutesteissd tai konta-
minaatiotapausten yhteydesséd analysoitujen ndytteiden ne tulokset, joissa
pitoisuudet ovat enimmilldén esim. 2 x enimmdiisméadrd. Néytteiden on
katettava eri néyteldhteitd edustavat yleisimmét kongeneerijakaumat.

Vaikka seulontamadrityksissd on mieluiten pyrittivd havaitsemaan toi-
mintakynnyksen ylittdvit naytteet, vddrien vaatimustenmukaisten néyttei-
den osuuden médrittdmisen kriteerind on enimmadistaso, kun otetaan huo-
mioon mittaukseen liittyvit epdvarmuustekijat varmistusmenetelméssa.

Seulonnan mahdollisesti vaatimustenvastaiset tulokset on aina tarkistet-
tava tekemalld alkuperdisestd ndytteestd tdydellinen uusi analyysi varmis-
tusmenetelmalld. Nitd néytteitd voidaan myos kdyttda véddrien vaatimus-
tenvastaisten tulosten osuuden arvioimiseen. Seulontamenetelmien osalta
vadrien vaatimustenvastaisten tulosten osuuden muodostavat ne tulokset,
joiden on varmistusmenetelmailld vahvistettu olevan vaatimustenmukai-
sia, vaikka edeltdvin seulonnan perusteella ndytteen on ilmoitettu olevan
mahdollisesti vaatimustenvastainen. Seulontamenetelmén hyddyllisyyden
arvioinnin on perustuttava siihen, ettd védrien vaatimustenvastaisten
ndytteiden madrdd verrataan tarkistettujen nédytteiden kokonaismaédraén.
Tédmén osuuden pitdd olla niin pieni, ettd seulontavilineen kdytostd on

hyo6tya.

Bioanalyyttisten menetelmien on ainakin validointiolosuhteissa tuotet-
tava pétevé indikaatio TEQ-tasosta, laskettuna ja ilmaistuna BEQ-arvo-
na.

Bioanalyyttisten menetelmien laboratorionsisdisen RSD,:n tulisi toistetta-
vissa olosuhteissa tyypillisesti olla pienempi kuin uusittavuus RSDg.
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6.1

6.2
6.2.1

6.2.2

6.2.3

6.2.4

6.2.5

6.3

6.4

Seulonnassa tai varmistuksessa kiytettivii GC-MS-menetelmii kos-
kevat erityisvaatimukset

WHO-TEQ-tulosten suurimman ja pienimmdn arvon hyviksyttdvdt erot

Enimmaismairdn tai tarvittaessa toimintakynnysten ylityksen varmistuk-
sessa suurimman ja pienimmén arvon ero saa olla enintdan 20 %.

Saantojen valvonta

Madritysmenettelyjen validoimiseksi on aivan menetelmén alussa eli esi-
merkiksi ennen uuttamista lisattava 13C-leimattuja 2,3,7,8-kloorisubstitu-
oituja sisdisia PCDD/PCDF-standardeja ja '*C-leimattuja dioksiinien kal-
taisten PCB-yhdisteiden sisdisid standardeja. On lisattdvéa vahintddn yhtd
niistd kongeneereista kutakin tetra—oktakloorattua PCDD/PCDF-homolo-
giryhmid kohden ja vihintddn yhtd ndistd kongeneereista kutakin diok-
siinien kaltaisten PCB-yhdisteiden homologiryhmdi kohden (tai vaihto-
ehtoisesti vdhintddn yhtd niistd kongeneereista kutakin PCDD/PCDEF-
yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden valvonnassa kay-
tettyd massaspektrilld madritettyd ionia kohden). Varmistusmenetelmien
yhteydessi on kiytettivi kaikkia 17:44 '>C-leimattua 2,3,7,8-kloorisubs-
tituoitua sisdisti PCDD/PCDF-standardia ja kaikkia 12:ta '*C-leimattua
dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden sisdistd standardia.

Suhteelliset vastekertoimet on asianmukaista kalibrointiliuosta kéyttden
midritettivd myos niille kongeneereille, joiden osalta ei lisiti '*C-lei-
mattua analogia.

Kasviperdisistd rehuista ja alle 10 % rasvaa sisdltdvistd eldinperdisistd
rehuista otettuihin ndytteisiin on lisdttdva sisdiset standardit ennen uut-
tamista. Yli 10 % rasvaa sisaltdvistd eldinperdisistd rehuista otettuihin
ndytteisiin ne on lisdttdvd joko ennen rasvojen uuttamista tai uuttamisen
jalkeen. Uuttamisen tehokkuus on validoitava asianmukaisesti sen mu-
kaan, missé vaiheessa sisdiset standardit lisdtdén, ja sen mukaan, ilmoi-
tetaanko tulokset tuotteessa vai rasvassa olevan pitoisuuden perusteella.

Ennen GC-MS-analyysia on lisdttdva 1 tai 2 saantostandardia.

Saantojen valvonta on vilttdimétontd. Varmistusmenetelmissd sisdisten
standardien saantojen on oltava 60-120 %. Yksittdisten kongeneerien
pienemmit tai suuremmat saantoarvot voidaan hyvéksya erityisesti hep-
ta- ja oktakloorattujen dibentso-para-dioksiinien ja dibentsofuraanien
osalta edellyttden, ettd niiden vaikutus TEQ-arvoon on enintdén 10 %
TEQ-arvon kokonaismééréstd (perustana PCDD/PCDF-yhdisteiden ja di-
oksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden summa). GC-MS-seulontamenetel-
missd saantojen on oltava 30-140 %.

Hiiritsevien aineiden poistaminen

— PCDD/PCDEF-yhdisteet on erotettava hdiriditd aiheuttavista kloo-
ratuista yhdisteistd — esimerkiksi muista kuin dioksiinien kaltaisista

PCB-yhdisteistd ja klooratuista difenyylieettereistdi — soveltuvilla
kromatografiatekniikoilla (mieluiten florisil-, alumiinioksidi- ja/tai
hiilikolonneilla).

— Isomeerien erotuksen kaasukromatografian avulla on oltava < 25 %
huipusta huippuun 1,2,3,4,7,8-HxCDF:n ja 1,2,3,6,7,8-HxCDF:n vi-
lilla.

Kalibrointi standardikdyrdn avulla

Kalibrointikdyrédn vaihteluvélin laajuuden on oltava riittdva kattaakseen
enimmaisméadrien tai toimintakynnysten relevantin vaihteluvélin.
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6.5

Varmistusmenetelmid koskevat erityisvaatimukset

— GC-HRMS:

HRMS-menetelméssd erotuskyvyn on yleensd oltava koko massa-
alueella védhintdan 10 000 kayttden 10 % laakson méaaritelmaa.

Tunnistamista ja varmistamista koskevien lisdkriteerien, jotka on ku-
vattu kansainvilisesti tunnistetussa standardissa, esim. standardissa
EN 16215:2012 (Animal feed — Determination of dioxins and dio-
xin-like PCBs by GC-HRMS and of indicator PCBs by GC-HRMS)
ja/tai tarkistetuissa EPA-menetelmissd 1613 ja 1668, tdyttyminen.

— GC-MS/MS:

Vihintddn kahden spesifisen prekursori-ionin valvonta, joista kum-
mallakin on spesifinen vastaava siirtymétuoteioni kaikilla leimatuilla
ja leimaamattomilla analyyteilld tutkittavalla alueella.

Suhteellisten ioni-intensiteettien suurin sallittu toleranssi = 15 % va-
lituilla siirtymétuoteioneilla verrattuna laskettuihin tai mitattuihin ar-
voihin (kalibrointistandardien keskiarvo) identtisissa MS/MS-olosuh-
teissa, etenkin torméaysenergian ja térmayskaasupaineen suhteen, kul-
lakin analyytin siirtymalld.

Kunkin kvadrupolin erotuskyky asetetaan véhintdén yhtd suureksi tai
paremmaksi kuin yksikkomassaresoluutio (yksikkomassaresoluutio:
riittdvd resoluutio kahden vierekkdisilld kokonaisilla massaluvuilla
olevan piikin erottumiseksi ilman merkittdvaa paillekkaisyyttd) tar-
kasteltavana oleviin analyytteihin mahdollisesti kohdistuvien hairidi-
den minimoimiseksi.

Lisékriteerien, jotka on kuvattu kansainvilisesti tunnistetussa stan-
dardissa, esim. standardissa EN 16215:2012 (Animal feed — Deter-
mination of dioxins and dioxin-like PCBs by GC-HRMS and of
indicator PCBs by GC-HRMS) ja/tai tarkistetuissa EPA-menetel-
missd 1613 ja 1668, tdyttyminen, lukuun ottamatta velvoitetta kayt-
tdd GC-HRMS-menetelmaa.

Bioanalyyttisia menetelmié koskevat erityisvaatimukset

Bioanalyyttiset menetelmét ovat menetelmid, jotka perustuvat biologisiin
periaatteisiin, esimerkiksi solupohjaiset mairitykset, reseptoriméaritykset
tai immunomaddritykset. Tdssd 7 kohdassa vahvistetaan bioanalyyttisia
menetelmid koskevat yleiset vaatimukset.

Seulontamenetelmén perusteella periaatteessa luokitellaan, onko niyte
vaatimusten mukainen vai epdilladnko, ettei se tdytd vaatimuksia. Las-
kettua BEQ-arvoa verrataan titd varten cut-off-arvoon (ks. 7.3 kohta).
Jos néytteen arvo on alle cut-off-arvon, sitd pidetdén vaatimustenmukai-
sena. Jos ndytteen arvo on yhtd suuri tai suurempi kuin raja-arvo, niyt-
teen epdillddn olevan vaatimusten vastainen, ja sille on tehtdvé analyysi
varmistusmenetelmalld. Kéytinnosséd cut-off-arvona voidaan pitid BEQ-
arvoa, joka on 2/3 enimméismadréstd, edellyttien, ettd vddrien vaatimus-
tenmukaisten tulosten osuus jdd alle 5 %:n ja ettd viddrien vaatimusten-
vastaisten tulosten osuus on hyviksyttivd. Koska PCDD/PCDF-yhdis-
teilld sekd PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdis-
teiden summalla on erilliset enimméaismadrat, ndytteiden vaatimustenmu-
kaisuuden tarkistaminen ilman fraktiointitislausta edellyttdd, ettd
PCDD/PCDEF-yhdisteilld on tarkoituksenmukaiset cut-off-arvot biotesteja
varten. Toimintakynnykset ylittdvien ndytteiden tarkastuksen yhteydessa
cut-off-arvoksi soveltuu tarkoituksenmukainen prosenttiosuus kustakin
toimintakynnyksest.

Joidenkin bioanalyyttisten menetelmien tapauksessa voidaan antaa BEQ-
arvona ilmaistu indikatiivinen mééré sellaisia néytteitd varten, jotka si-
siltyvit mittausalueelle ja ylittavdt raportointirajan (ks. 7.1.1 ja 7.1.6
kohta).
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7.1 Testivasteen arviointi
7.1.1 Yleiset vaatimukset

— Laskettaessa pitoisuuksia TCDD-kalibrointikdyrdn avulla kdyrin ala-
ja yldpiddssd olevissa arvoissa on suurta vaihtelua (korkea variaatio-
kerroin, jaljempdnd *CV’). Mittausalue on alue, jossa tdmd CV on
alle 15 %. Mittausalueen ala-arvo (raportointiraja) on asetettava nol-
landytettd korkeammaksi soveltamalla vihintddn kerrointa kolme.
Mittausalueen yldarvo esitetddn yleensd EC,g-arvona (70 % vaikutta-
van pitoisuuden enimmaismadrastd), mutta se on matalampi, jos CV
on suurempi kuin 15 % télla vaihteluvélilld. Mittausalue on mééritet-
tavd validoinnin aikana. Cut-off-arvojen (ks. 7.3 kohta) on oltava
selvésti mittausalueen sisdlla.

— Standardiliuokset ja ndyteuutteet on testattava vahintdan kahtena tois-
tomadrityksend. Toistomdarityksid kaytettdessd mikrotitrauslevyn eri
osista valituissa 4—6 kuopassa testatun standardiliuoksen tai varmis-
tusuutteen on tuotettava vaste tai pitoisuus (mahdollinen vain mitta-
usalueella), jossa CV < 15 %.

7.1.2  Kalibrointi
7.1.2.1 Kalibrointi standardikdyrén avulla

— Naytteissd olevat pitoisuudet on arvioitava vertaamalla testivastetta
TCDD:n (tai PCB 126:n tai PCDD:n/PCDF:n/dioksiinien kaltaisen
PCB:n standardiseoksen) kalibrointikdyrdan ja laskemalla sen perus-
teella BEQ-arvo uutteessa ja sitd kautta ndytteessa.

— Kalibrointikayriin on sisdllyttdva 8—12 pitoisuutta (ainakin toistomaa-
rityksind) siten, ettd kdyrdn alapddssd on riittdvasti pitoisuuksia (mit-
tausalue). Erityistd huomiota on kiinnitettdva kdyran sovitukseen mit-
tausalueella. R*-arvolla sellaisenaan on vain véhiinen tai olematon
arvo arvioitaessa epalineaarisen regression sovitusta. Parempi sovitus
saadaan aikaan minimoimalla laskettujen ja havaittujen médrien vé-
linen ero, esimerkiksi minimoimalla nelio6n korotettujen jaamien
summa.

— Seuraavaksi ndyteuutteen arvioitu pitoisuus on korjattava matrii-
si/liuotin-nollaniytteelle lasketun BEQ-arvon (jotta otetaan huomioon
epdpuhtaudet kaytetyistd liuottimista ja kemikaaleista) ja korjatun
saannon perusteella (lasketaan sellaisten soveltuvien vertailundyttei-
den BEQ-arvosta, joissa on edustava kongeneerijakauma ldhelld
enimmaismaarad tai toimintakynnystd olevilla pitoisuuksilla). Jotta
saanto voidaan korjata, korjatun saannon on oltava vaadittavan vaih-
teluvilin sisdlld (ks. 7.1.4 kohta). Saannon korjaamisessa kiytettd-
vien vertailundytteiden on taytettdvd 7.2 kohdassa esitetyt vaatimuk-
set.

7.1.2.2 Kalibrointi vertailundytteiden avulla

Vaihtoehtoisesti voidaan kdyttdd kalibrointikdyrdd, joka on tuotettu vi-
hintddn neljén vertailundytteen avulla (ks. 7.2.4 kohta: voidaan ottaa yksi
matriisinolla ja kolme vertailundytettd, joiden pitoisuudet ovat 0,5 x, 1,0
X ja 2,0 x enimmdismédrd tai toimintakynnys), jolloin nollandytettd ja
saantoa ei tarvitse korjata. Télloin testivaste, joka vastaa 2/3 enimmdis-
médréstd (ks. 7.3 kohta), voidaan laskea suoraan niistd naytteistd ja sitd
voidaan kéyttdd cut-off-arvona. Toimintakynnykset ylittivien néytteiden
tarkastuksen yhteydessd cut-off-arvoksi soveltuu tarkoituksenmukainen
prosenttiosuus kustakin toimintakynnyksesta.
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PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden eril-
linen mddrittdminen

Uutteet voidaan jakaa PCDD/PCDF-yhdisteitd ja dioksiinien kaltaisia
PCB-yhdisteitd sisdltiviin fraktioihin, jotta PCDD/PCDF-yhdisteiden ja
dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden TEQ-arvot (BEQ:ina) voidaan
ilmoittaa erillisind. Dioksiinien kaltaisia PCB-yhdisteitd sisiltdvan frak-
tion tulosten arvioinnissa olisi kédytettivdi PCB 126:n standardilla tuotet-
tua kalibrointikdyraa.

Biotestien korjatut saannot

”Biotestin korjattu saanto” on laskettava soveltuvista vertailundytteistd,
joissa kongeneerijakauma on ldhelld enimmaismddrdd tai toimintakyn-
nystd ja ilmaistaan prosenttiosuutena BEQ-arvosta verrattuna TEQ-ar-
voon. Sen mukaan, minkd tyyppistd testid ja TEF-arvoja (°) kéytetddn,
dioksiinien kaltaisiin PCB-yhdisteisiin sovellettavien TEF- ja REP-ker-
toimien véliset erot voivat johtaa siihen, ettd dioksiinien kaltaisten PCB-
yhdisteiden korjatut saannot ovat matalia PCDD/PCDF-yhdisteisiin ver-
rattuna. Jos PCDD/PCDF-yhdisteille ja dioksiinien kaltaisille PCB-yh-
disteille tehddén erillinen maédritys, biotestien korjatut saannot ovat sen
vuoksi seuraavat: dioksiinien kaltaisille PCB-yhdisteille 20-60 % ja
PCDD/PCDEF-yhdisteille 50—-130 % (vaihteluvilejd sovelletaan TCDD:n
kalibrointikdyraén). Koska dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden vaiku-
tus PCDD/PCDEF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden
summaan voi vaihdella eri matriisien ja ndytteiden valilld, biotestin kor-
jatut saannot PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-
yhdisteiden summan osalta heijastavat nditd vaihteluvilejd ja niiden on
oltava 30-130 %. Jos unionin lainsddddnndssd ilmenee merkittdvisti
muutettuja PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yh-
disteiden TEF-arvoja, kyseiset vaihteluvilit on tarkistettava.

Saantojen valvonta puhdistusta varten

Yhdisteiden havikki puhdistuksen aikana on tarkistettava validoinnin
yhteydessd. Nollandyte, johon on lisédtty eri kongeneerien seosta, on
puhdistettava (vdhintdédn n = 3), ja saanto ja vaihtelevuus on tarkistettava
varmistusmenetelmalld. Saannon on oltava 60-120 % etenkin niiden
kongeneerien osalta, joiden vaikutus eri seosten TEQ-arvoon on enem-
mén kuin 10 %.

Raportointiraja

BEQ-arvoista raportoimista varten on midritettdvad raportointiraja rele-
vanttien matriisindytteiden perusteella, joilla on tyypillinen kongeneerija-
kauma, mutta ei standardien kalibrointikdyrdn perusteella, koska kéyrin
ala-arvojen tarkkuus ei ole riittdvd. Uuttamisen ja puhdistuksen vaiku-
tukset on otettava huomioon. Raportointiraja on asetettava nollandytettd
korkeammaksi soveltamalla védhintddn kerrointa kolme.

Vertailundytteiden kéytté

Vertailundytteiden on edustettava nidytematriisia, kongeneerijakaumia ja
pitoisuusalueita PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-
yhdisteiden osalta ldhelld enimméaismaarda tai toimintakynnystd olevilla
pitoisuuksilla.

Kuhunkin testisarjaan on siséllytettdvd matriisinolla tai mieluiten nolla-
nédyte sekd viitendyte, jonka pitoisuus vastaa enimmaismaéraa tai toimin-
takynnystd. Nami ndytteet on uutettava ja testattava samanaikaisesti
identtisissé oloissa. Vertailundytteen vasteen on oltava selvésti kohonnut
verrattuna nollandytteeseen, jotta testin soveltuvuus olisi taattu. Naitd
néytteitd voidaan kayttdd nolla- ja saantokorjauksiin.

(°) Nykyiset vaatimukset perustuvat seuraavassa asiakirjassa julkaistuihin TEF-arvoihin: M.
Van den Berg et al., Toxicol Sci 93 (2), 223-241 (2006).
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7.2.3  Saantokorjauksen suorittamiseen valittujen vertailundytteiden on edustet-
tava testindytteitd, eli ndytteiden kongeneerijakaumat eivit saa johtaa
maédrien aliarvioimiseen.

7.2.4  Lisdksi voidaan kayttda esimerkiksi 0,5- ja 2-kertaista enimméaismaaraa
tai toimintakynnystd edustavia ylimééréisid vertailundytteitd, joilla osoi-
tetaan testin toimivuus halutulla mittausalueella enimmaéismaéréan tai toi-
mintakynnyksen valvontaa varten. Yhdessd nditd néytteitd voidaan kayt-
taa testindytteiden BEQ-arvojen laskemiseen (ks. 7.1.2.2 kohta).

7.3 Cut-off-arvojen mddrittdminen

BEQ-arvoina ilmaistujen bioanalyyttisten tulosten ja TEQ-arvoina il-
maistujen varmistusmenetelmén tulosten vélinen suhde on médritettdva
esimerkiksi kalibroinnilla, jossa vertailundytteisiin, joissa on samanlainen
matriisi, on lisdtty analyyttid 0 x, 0,5 x, 1 x ja 2 x enimmaismaard, ja
jossa kukin ndyte madritetddn 6 kertaa (n = 24). Korjauskertoimet (nolla
ja saanto) voidaan arvioida tdmédn suhteen perusteella, mutta ne on tar-
kistettava 7.2.2 kohdan mukaisesti.

Cut-off-arvot on médritettdvd sen arvioimiseksi, vastaako nidyte enim-
maismadrid koskevia vaatimuksia, tai tarvittaessa toimintakynnysten val-
vontaa varten, ja vastaavat enimmdismadrit tai toimintakynnykset on
vahvistettava joko erikseen PCDD/PCDEF-yhdisteille ja dioksiinien kal-
taisille PCB-yhdisteille taikka PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien
kaltaisten PCB-yhdisteiden summalle. Niitd edustaa bioanalyyttisten tu-
losten jakauman alempi piste (korjattuna nollandytteelle ja saannolle),
joka vastaa varmistusmenetelmén pédtosrajaa 95 %:n luottamusrajalla,
mikéd tarkoittaa, ettd védrien vaatimustenmukaisten tulosten osuus on
< 5% ja RSDgr < 25%. Varmistusmenetelmin péaitdsraja on sama
kuin enimmiismaiérd, kun otetaan huomioon mittausepavarmuus.

Cut-off-arvo (BEQ-arvona ilmaistuna) voidaan laskea 7.3.1, 7.3.2 tai
7.3.3 kohdassa esitetyn mallin avulla (ks. kuva 1).

7.3.1  Kun kdytetddn 95 %:n ennustevilin alempaa kaistaa varmistusmenetel-
mén paitosrajalla:

Cut — off — arvo = BEQDL — Sy‘x * ta"f:mfz \/1 /n + 1 /m + (xi - )_C)z/Qxx

jossa
BEQp. varmistusmenetelman paitosrajaa vastaava BEQ,
joka vastaa enimmdismddrdd mittausepdvarmuus
mukaan luettuna
Sy.x jaannoksen keskihajonta
toof = m2 Studentin kerroin (a0 = 5 %, f = vapausasteet, yk-
sipuoliset)
m kalibrointipisteiden kokonaismaéra (indeksi j)
n toistojen lukumaérd kullakin tasolla
X ndytteen pitoisuus (TEQ-arvona) kalibrointipis-
teessd 1 varmistusmenetelmélld maéritettynd
X kaikkien kalibrointindytteiden pitoisuuksien keski-
arvo (TEQ-arvona)
m
—\2 S T ..
Qxx = Z(x[ —X)” neliGsummamuuttuja, i = kalibrointipisteen i in-
J=1 deksi

7.3.2  Laskeminen (nollan ja saannon suhteen korjatuista) bioanalyyttisistd tu-
loksista, kun on analysoitu useita naytteitd (n > 6), jotka on kontami-
noitu varmistusmenetelmén péitosrajalla, joka on mittaustulosten jakau-
man alempi piste vastaavalla BEQ:n keskiarvolla:
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7.4

Cut-off-arvo = BEQpp — 1,64xSDg
jossa

SDyr Dbiologisten méadritystulosten keskihajonta kohdassa BEQp , mitat-
tuna laboratorionsisdisissd uusittavuusoloissa

.3 Laskeminen bioanalyyttisten tulosten keskiarvona (BEQ-arvona, korjat-

tuna nollan ja saannon suhteen), kun on analysoitu useita niytteitd (n
> 6), jotka on kontaminoitu tasolla 2/3 enimmaismadrasta tai toiminta-
kynnyksestd. Tamé perustuu havaintoon siitd, ettd kyseinen pitoisuus on
7.3.1 tai 7.3.2 kohdan mukaan mééritetyn cut-off-arvon ldhistolla:

Kuva 1
rd
-
#
Bioanalyyttiset 7
<O
tulokset (BEQ) o
i O
.
#
ke i
,
7 e}
-
# - Cj"’
ll ’/
4 - //
pel e
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e @’
BEQpéétésraja 7 e
1[ s
7 4 .
L Is) ) e Regressnosuorg _
P L 95 %:n ennustevali
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Cut-off-arvo - Q
A . o
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BEQloiminlaraja o “ 7 fo P
e ) e
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L
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P
#
.
.
&+
.

Toiminta- Enimmais- Paatos- HRGC[HRMSftulokset (TEQ)
raja maard raja

Kuva 1. 95 %:n luottamustasoon perustuva cut-off-arvon laskenta, mika
tarkoittaa, ettd vddrien vaatimustenmukaisten tulosten osuus on < 5 % ja
RSDr < 25 %:

1. kun kéytetddn 95 %:n ennustevilin alempaa kaistaa varmistusmene-
telmén pédtosrajalla

2. kun on analysoitu useita nidytteitd (n > 6), jotka on kontaminoitu
varmistusmenetelmén paitosrajalla, joka on mittaustulosten jakauman
alempi piste (jota kuvassa esittdd kellonmuotoinen kéyrd) vastaavalla
BEQ:n keskiarvolla.

4 Cut-off-arvoja koskevat rajoitukset

BEQ-arvoihin perustuvat cut-off-arvot, jotka on laskettu validoinnin ai-
kana saadusta RSDg-arvosta kayttamalld rajallista madrad niytteitd, joi-
den matriisit ja/tai kongeneerijakaumat ovat erilaisia, saattavat olla kor-
keammat kuin TEQ-arvoihin perustuvat enimmaisméérét tai toimintakyn-
nykset, koska tarkkuus on télloin parempi kuin rutiinitesteissd, kun mah-
dollisten kongeneerinjakaumien tuntematon spektri on tarkastettava. Tél-
16in cut-off-arvot on laskettava siten, ettd RSDg = 25 %, tai mieluiten on
kéytettdvd kaksi kolmasosaa enimmédismédristd tai toimintakynnyksesta.

Suorituskykyd koskevat tiedot



02009R0152 — FI —26.04.2017 — 005.001 — 128

7.4.1

7.4.2

7.4.3

7.4.4

7.4.5

7.4.6

7.4.7

7.4.8

7.4.9

8.1
8.1.1

Koska bioanalyyttisissd menetelmissd ei voida kéyttdd sisdisid standar-
deja, bioanalyyttisten menetelmien toistettavuus on testattava, jotta saa-
daan tietoja yksittdisen koesarjan sisdisestd ja koesarjojen vélisestd kes-
kihajonnasta. Toistettavuuden on oltava alle 20 % ja laboratorionsisédisen
uusittavuuden alle 25 %. Tamén on perustuttava BEQ-arvona ilmaistui-
hin laskettuihin méériin nolla- ja saantokorjauksen jélkeen.

Validointiprosessin yhteydessd on osoitettava, etté testilld pystytdén erot-
tamaan toisistaan nolla- ja cut-off-arvo, jolloin vastaavan cut-off-arvon
ylittavét néytteet voidaan tunnistaa (ks. 7.1.2 kohta).

On médriteltdvd kohdeyhdisteet, mahdolliset hairit sekd suurimmat hy-
viksyttavit nollatasot.

Vasteen tai vasteesta lasketun pitoisuuden (mahdollista ainoastaan mit-
tausalueella) prosentuaalinen keskihajonta kunkin néyteuutteen kolmin-
kertaisessa madrityksessd saa olla enintddn 15 %.

BEQ-arvoina ilmaistuja vertailundytte(id)en korjaamattomia tuloksia
(nollandyte ja enimmidistasolla tai toimintakynnykselld) kdytetddn bioa-
nalyyttisen menetelmén suorituskyvyn arviointiin vakiomittaisella ajan-
jaksolla.

Nollandytteille ja kullekin vertailundytetyypille on luotava laadunvalvon-
takortit, jotka on tarkastettava. Nédin varmistetaan, ettd analyyttinen suo-
rituskyky vastaa vaatimuksia. Tdméd koskee etenkin nollandytteiden ja
mittausalueen ala-arvojen vilistd vdhimmdiseroa ja vertailundytteiden
laboratorionsisdistd uusittavuutta. Nollandytteet on tarkastettava huolelli-
sesti, jotta viltetddn vadrdt vaatimustenmukaiset tulokset vdhentdmisen
yhteydessa.

Tulokset varmistusmenetelmilld saaduista vaatimustenvastaisiksi epdil-
lyistd naytteistd ja 2—10 prosentista vaatimustenmukaisia naytteitd (va-
hintdsn 20 ndytettd matriisia kohden) on koottava, ja niitd on kaytettava
seulontamenetelmén suorituskyvyn sekd BEQ-arvon ja TEQ-arvon vili-
sen suhteen arvioimisessa. Tétd tietokantaa voidaan hyodyntda rutiinina-
ytteisiin sovellettavien cut-off-arvojen uudelleen arvioinnissa validoitujen
matriisien osalta.

Menetelmédn hyvéd suorituskyky voidaan osoittaa myds osallistumalla
vertailutesteihin. Jos laboratorio kykenee osoittamaan hyvén suoritusky-
kynsd, vertailutesteissé analysoitujen niytteiden tulokset, joissa pitoisuu-
det ovat enimmilladn esim. 2 x enimmaismaéré, voidaan sisallyttdd vaa-
rien vaatimustenmukaisten néytteiden osuuden arviointiin. Naytteiden on
katettava eri ndyteldhteitd edustavat yleisimmét kongeneerijakaumat.

Kontaminaatiotapauksissa cut-off-arvot voidaan arvioida uudelleen ot-
taen huomioon ndytematriisi ja tapauksessa esiintyneet kongeneerijakau-
mat.

Tulosten raportointi
Varmistusmenetelmdit

Jos kiytetty madritysmenetelmé sallii, madritystuloksiin on siséllyttdva
yksittdisten PCDD/PCDFF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yh-
disteiden pitoisuudet. Tulokset on ilmoitettava pienimpind, suurimpina ja
véliarvoina, jotta tulosten raportointiin saadaan mukaan mahdollisimman
paljon tietoja. Néin tuloksia pystytddn tulkitsemaan kulloistenkin vaa-
timusten mukaisesti.

Raportissa on my6s ilmoitettava PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien
kaltaisten PCB-yhdisteiden ja uuttamisessa kiytetty menetelma.

Yksittdisten sisdisten standardien saantotiedot on ilmoitettava, jos saan-
tojen arvot ovat 6.2.5 kohdassa mainitun alueen ulkopuolella tai jos
enimmaismaard ylittyy (talloin on ilmoitettava jommankumman toisto-
médrityksen saantotiedot). Muissa tapauksissa ne on toimitettava pyy-
dettéessa.
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8.2
8.2.1

8.2.2

8.23

8.2.4

8.2.5

8.2.6

8.2.7

Koska mittausepdvarmuus on otettava huomioon péitettdessid nédytteen
vaatimustenmukaisuudesta, tiedot tdstd muuttujasta on ilmoitettava. Siksi
madritystulos on ilmoitettava muodossa x +/- U, jossa x on médritystulos
ja U on laajennettu mittausepdvarmuus, jossa kiytetddn kattavuusker-
rointa 2, jolloin luotettavuustaso on noin 95 %. Jos PCDD/PCDF-yhdis-
teiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden pitoisuudet madritetddn
erikseen, PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdis-
teiden erillisten mééritystulosten yhteenlaskettua arvioitua laajennettua
epavarmuutta on kaytettdivd PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kal-
taisten PCB-yhdisteiden pitoisuuksien summana.

Jos mittausepdavarmuus otetaan huomioon soveltamalla paitosrajaa CCa
(I luvun 2.2 kohdassa kuvatulla tavalla), tiedot tdstd muuttujasta on
ilmoitettava.

Tulokset on ilmaistava samoina yksikkoind ja véhintddn yhtd monen
merkitsevian numeron tarkkuudella kuin direktiivissd 2002/32/EY vah-
vistetut enimmaispitoisuudet.

Bioanalyyttiset seulontamenetelmdit

Seulonnan tuloksen perusteella ndytteen ilmoitetaan olevan “vaatimus-
tenmukainen” tai sen “epdillddn olevan vaatimustenvastainen”.

Liséksi tulos voidaan ilmaista PCDD/PCDF-yhdisteiden ja/tai dioksiinien
kaltaisten PCB-yhdisteiden osalta BEQ-arvona eikd TEQ-arvona.

Jos néytteen vaste on raportointirajan alapuolella, ndytteelld ilmoitetaan
olevan raportointirajaa matalampi arvo”.

Kunkin ndytematriisityypin osalta raportissa on mainittava enimmadis-
médrd tai toimintakynnys, johon arviointi perustuu.

Raportissa on mainittava kdytetyn testin tyyppi, testin perusperiaate ja
kalibrointimenetelma.

Raportissa on myds ilmoitettava PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien
kaltaisten PCB-yhdisteiden ja uuttamisessa kdytetty menetelma.

Jos nédytteiden epiillddn olevan vaatimusten vastaisia, raporttiin on lii-
tettdva selvitys toteutettavista toimenpiteistd. Jos ndytteissd on merkitta-
vid PCDD/PCDF-pitoisuuksia sekdi PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksii-
nien kaltaisten PCB-yhdisteiden summan pitoisuuksia, kohonneet pitoi-
suudet on médritettdvd tai vahvistettava varmistusmenetelméin avulla.

I LUKU

Niytteiden valmistus ja vaatimukset, jotka koskevat muiden kuin dioksiinien
kaltaisten PCB-yhdisteiden (PCB # 28, 52, 101, 138, 153, 180) pitoisuuksien

virallisessa valvonnassa kiytettiviid mddritysmenetelmid
Soveltamisala

Téssd luvussa vahvistettuja vaatimuksia on sovellettava analysoitaessa
rehuja muiden kuin dioksiinien kaltaisten polykloorattujen bifenyylien
(muut kuin dioksiinien kaltaiset PCB:t) pitoisuuksien virallista valvontaa
ja muita sdantelytarkoituksia varten.

Soveltuvat osoitusmenetelmiit

Kaasukromatografia-elektronisieppausdetektio (GC-ECD), GC-LRMS,
GC-MS/MS, GC-HRMS tai vastaavat menetelmit.

Tarkasteltavana olevien analyyttien tunnistus ja varmistus

Suhteellinen retentioaika verrattuna sisdisiin standardeihin tai vertailus-
tandardeihin (hyviksyttivd poikkeama +/- 0,25 %).
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32 On varmistettava, ettd kaikki kuusi indikaattori-PCB-yhdistettd (PCB 28,
PCB 52, PCB 101, PCB 138, PCB 153 ja PCB 180) erotetaan mittausta
héiritsevistd aineista ja eritoten mukana eluoituvista PCB-yhdisteistd kaa-
sukromatografian avulla, erityisesti jos joidenkin niytteiden pitoisuudet
ovat laillisissa rajoissa, ja vaatimustenvastaisuus on vahvistettava.

[Mukana eluoituvia kongeneereja ovat usein esimerkiksi PCB 28/31,
PCB 52/69 ja PCB 138/163/164. GC-MS-menetelmien osalta on otettava
huomioon myos mahdolliset useampia klooriatomeja sisdltdvien konge-
neerien aiheuttamat hdiriét.]

33 GC-MS-tekniikkaa koskevat vaatimukset

Vihintddn seuraavien valvonta:
a) kaksi spesifistd ionia HRMS-menetelmaissa,

b) kaksi spesifistd ionia, joiden m/z > 200, tai kolme spesifistd ionia,
joiden m/z > 100, LRMS-menetelmassi;

c) 1 prekursori- ja 2 tuoteionia MS-MS-menetelmassa.

Suurimmat sallitut toleranssit valikoitujen massafragmenttien maéérien
suhteille:

Valikoitujen massafragmenttien méaarasuhteen suhteellinen poikkeama
teoreettisesta méarastd tai kohdeionin (runsaimmin esiintyvé mitattu ioni)
ja sekundaaris(t)en ioni(e)n kalibrointistandardista:

GC-CI-MS, GC-
Sekundaaris(t)en ioni(e)n suhteellinen (s htGe(e:l-IEI}::l/lso‘k MS"
intensiteetti verrattuna kohdeioniin v X lm )p b (suhteellinen poik-
cama keama)
> 50 % + 10 % + 20 %
> 20 %-50 % +15% +25%
> 10 %20 % +20% + 30%
<10% £ 50 % (V) + 50 % (1)

(') Saatavilla on riittdvd lukumédrd massafragmentteja, joiden suhteellinen inten-
siteetti on yli 10 %, joten ei ole suositeltavaa kéyttdd sekundaarista ionia,
jonka suhteellinen intensiteetti on alle 10 % kohdeioniin verrattuna.

34 GC-ECD-tekniikoita koskevat vaatimukset

Toleranssin ylittdvat tulokset on varmistettava kahdella kaasukromatog-
rafikolonnilla, joiden stationddrifaasin polariteetti on erilainen.

4. Menetelmiin suorituskyvyn osoittaminen

Menetelmin suorituskyky on validoitava enimmdispitoisuuden mittaus-
alueella (0,5-2 % enimmadismiard), ja toistettujen mittausten variaatioker-
toimen on oltava hyviksyttiavd (ks. 9 kohta, kohtalaista tarkkuutta kos-
kevat vaatimukset).

5. Midritysraja

Nolla-arvot eivit saa ylittdd 30:td prosenttia enimmaéistasoa vastaavasta
kontaminaatiotasosta (17).

6. Laadunvalvonta

Nollandytteiden saannollinen mittaus; sellaisten ndytteiden analyysi, joi-
hin on lisdtty analyyttid; laadunvalvontanéytteet; osallistuminen asian-
omaisia matriiseja koskeviin laboratorioiden vélisiin tutkimuksiin.

7. Saantojen valvonta

7.1 On kiytettdva sopivia sisdisid standardeja, joiden fysikaalis-kemialliset
ominaisuudet ovat vastaavat kuin tarkasteltavana olevilla analyyteilla.

(1%) On erittdin suositeltavaa, ettid reagenssinolla vaikuttaa vain vihdn ndytteessd olevan

kontaminantin tasoon. Laboratorion on seurattava nollatasojen vaihtelua etenkin, jos
nollatasot vihennetdén mittausarvoista.
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7.2

73

7.4

7.5

10.
10.1

10.2

10.3

Sisdisten standardien lisdidminen:

Lisddminen tuotteisiin (ennen uuttoa ja puhdistusta).

Vaatimukset menetelmille, joissa kdytetdan kaikkia kuutta isotooppilei-
mattua indikaattori-PCB-kongeneeria:

a) tulokset on oikaistava sisdisten standardien saantojen suhteen,

b) isotooppileimattujen sisdisten standardien saantojen on oltava
50-120 %,

¢) pienemmit tai suuremmat saannot voidaan hyviksyé yksittéisille kon-
geneereille, jos niiden osuus kuuden indikaattori-PCB-yhdisteen yh-
teismédrastd on alle 10 %.

Vaatimukset menetelmille, joissa ei kdytetd kaikkia kuutta isotooppilei-
mattua sisdistd standardia tai muuta sisdistd standardia:

a) sisdisten standardien saannot on tarkastettava kaikista naytteista,

b) sisdisten standardien saantojen on oltava 60—120 %,

c¢) tulokset on oikaistava sisdisten standardien saantojen suhteen.

Leimaamattomien kongeneerien saannot tarkastetaan sellaisten nayttei-
den avulla, joihin on lisdtty analyyttid, tai laadunvalvontandytteiden
avulla, joiden pitoisuudet ovat enimmdismadran vaihteluvalilld. Naiden
kongeneerien hyviksyttivit saannot ovat 70-120 %.

Laboratorioita koskevat vaatimukset

Asetuksen (EY) N:o 882/2004 sddnnosten mukaisesti laboratorioiden on
oltava ISO-oppaan 58 mukaisesti toimivan tunnustetun laitoksen hyvik-
symid, milld varmistetaan, ettd laboratoriot soveltavat analyyttistd laa-
dunvarmistusta. Laboratorioiden hyviksyntd on tehtivd EN ISO/IEC
17025 -standardin mukaisesti.

Suorituskykyi koskevat tiedot: kriteerit, jotka koskevat kuuden in-
dikaattori-PCB-yhdisteen summaa enimmaiisméiérin tasolla

Oikeellisuus - 30 %—+ 30 %
Kohtalainen tarkkuus (RSD%) <20%
Suurimman ja pienimmén arvon erotus <20%

Tulosten raportointi

Mikéli madritysmenetelmd sallii, analyysin tuloksiin on sisdllyttivd yk-
sittdisten PCB-kongeneerien pitoisuudet ja tulokset on ilmoitettava pie-
nimpind, suurimpina ja véliarvoina, jotta tulosten raportointiin saataisiin
mukaan mahdollisimman paljon tietoja. Ndin tuloksia pystytdan tulkitse-
maan kulloistenkin vaatimusten mukaisesti.

Raportissa on ilmoitettava PCB-yhdisteiden ja rasvojen uuttamisessa
kéytetty menetelma.

Yksittdisten sisdisten standardien saantotiedot on toimitettava, jos saan-
tojen arvo on 7 kohdassa tarkoitetun alueen ulkopuolella tai jos enim-
méisméard ylittyy. Muissa tapauksissa ne on toimitettava pyydettiessa.
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10.4

10.5

10.6

Koska mittausepdvarmuus on otettava huomioon péitettdessd nédytteen
vaatimustenmukaisuudesta, tiedot tistd muuttujasta on myds ilmoitettava.
Siksi médritystulos on ilmoitettava muodossa x +/- U, jossa x on mai-
ritystulos ja U on laajennettu mittausepdvarmuus, jossa kéytetdidn katta-
vuuskerrointa 2, jolloin luotettavuustaso on noin 95 %.

Jos mittausepdvarmuus otetaan huomioon soveltamalla paitosrajaa CCol
(I luvun 2.1 kohdassa kuvatulla tavalla), tiedot tdstd muuttujasta on
ilmoitettava.

Tulokset on ilmaistava samoina yksikkoind ja vihintddn yhtd monen
merkitsevdn numeron tarkkuudella kuin direktiivissd 2002/32/EY vah-
vistetut enimmaismaarét.
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LIITE VI

REHUJEN SISALTAMIEN ELAINPERAISTEN AINESOSIEN
MAARITYSMENETELMAT REHUJEN VIRALLISTA VALVONTAA
VARTEN

1. TARKOITUS JA SOVELTAMISALA

Rehujen eldinperdiset ainesosat olisi médritettivd valomikroskopi-
alla tai polymeraasiketjureaktiolla (PCR) tdssd liitteessd vahvistet-
tujen sddnndsten mukaisesti.

Niilld kahdella menetelmélla on mahdollista havaita eldinperdisten
ainesosien esiintyminen rehuaineissa ja rehuseoksissa. Niilld ei kui-
tenkaan ole mahdollista laskea kyseisten ainesosien maéérdd rehu-
aineissa ja rehuseoksissa. Kummankin menetelmén toteamisraja on
alle 0,1 % (w/w).

PCR-menetelmén ansiosta rehuaineissa ja rehuseoksissa esiintyvien
eldinperdisten ainesosien taksonominen ryhmi on mahdollista tun-
nistaa.

Néitd menetelmid on kéytettivd valvottaessa asetuksen (EY) N:o
999/2001 7 artiklan 1 kohdassa ja liitteessd IV sekd asetuksen (EY)
N:o 1069/2009 11 artiklan 1 kohdassa saéddettyjen kieltojen taytan-
toonpanoa.

Néitd menetelmid voidaan kayttda joko yksin tai yhdessé testatta-
vasta rehutyypistd riippuen yhden operatiivisen protokollan puit-
teissa rehuissa esiintyvéd eldinproteiinia késittelevin EU:n vertai-
lulaboratorion (EURL-AP) laatimien ja verkkosivuillaan julkaise-
mien toimintaohjeiden (Standard Operating Procedures, SOP) (')

mukaisesti.
2. MENETELMAT
2.1 Valomikroskopia
2.1.1 Periaate

Madritettavaksi lahetetyissd rehuaineissa ja rehuseoksissa mahdol-
lisesti esiintyvat eldinperdiset ainesosat tunnistetaan tyypillisten
mikroskooppisesti tunnistettavissa olevien ominaisuuksien, kuten
lihassdikeiden ja muiden lihan palojen, ruston, luiden, sarvien,
karvojen, harjasten, veren, hoyhenten, munankuorten, kalanluiden
ja suomujen, perusteella.

2.1.2 Reagenssit ja laitteet
2.1.2.1 Reagenssit
2.1.2.1.1 Konsentrointireagenssi

2.1.2.1.1.1  Tetrakloorietyleeni (suhteellinen tiheys 1,62).
2.1.2.1.2 Virjdysreagenssi

2.1.2.1.2.1  Alitsariinipunaliuos (laimennetaan 2,5 ml:aa 1 M:n kloorivetyhap-
poa 100 ml:aan vettd ja lisdtddn liuokseen 200 mg alitsariinipu-
naista).

2.12.13 Kiinnitysreagenssit
2.1.2.1.3.1  Lipeda (NaOH 2,5 % w/v tai KOH 2,5 % w/v).

(") http://eurl.craw.eu/
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2.1.2.132
2.1.2.1.3.3

2.12.14
2.1.2.14.1

2.1.2.142
2.1.2.143

2.1.2.144

2.1.2.1.5
2.1.2.1.5.1
2.1.2.152
2.1.2.1.6
2.1.2.1.6.1
2.1.2.2
2.1.2.2.1
21222
21223

21224

Glyseroli (laimentamaton, viskositeetti: 1 490 cP).

Norland ® Optical Adhesive 65 (viskositeetti: 1 200 cP) tai hartsi,
jolla on kestopreparaatin valmistukseen soveltuvat ominaisuudet.

Kiinnitysreagenssit, joilla on vérjdysominaisuuksia

Lugolin livos (2 g kaliumjodidia liuotetaan 100 ml:aan vettd ja
lisdtddn 1 g jodia ja sekoitetaan useita kertoja).

Kystiinireagenssi (2 g lyijyasetaattia, 10 g NaOH/100 ml vettd).

Fehlingin liuos (valmistetaan ennen kayttod kahdesta samansuurui-
sesta osasta (1/1) varastoliuosta A ja B. Liuos A: liuotetaan 6,9 g:aa
kupari(IT)sulfaattipentahydraattia 100 ml:aan vettd. Liuos B: liuote-
taan 34,6 g:aa kaliumnatriumtartraattitetrahydraattia ja 12 g:aa Na-
OH:ta 100 ml:aan vettd).

Tetrametyylibentsidiini/vetyperoksidi (liuotetaan 1 g 3,3”,5,5’-tetra-
metyylibentsidiinida (TMB) 100 ml:aan jadetikkaa ja 150 ml:aan
vettd. Ennen kdyttod 4 osaa TMB-liuosta sekoitetaan yhteen osaan
3-prosenttista vetyperoksidia.

Pesureagenssit

Etanoli > 96 % (tekninen laatu).

Asetoni (tekninen laatu).

Virinpoistoreagenssi

Kaupallinen natriumhypokloriittiliuos (9—14 % aktiivista klooria).
Laitteet

Analyysivaaka, tarkkuus 0,001 g.

Jauhamisvilineet: mylly tai huhmare.

Seulat, joissa on nelionmuotoiset reidt, silmidkoko 0,25 mm ja
1 mm.

Kartiomainen erotussuppilo, lasia, 250 ml, jonka pohjalla on tef-
lon- tai lasihioshana sulkutulppana. Sulkutulpan halkaisijan on ol-
tava avattuna > 4 mm. Vaihtoehtoisesti voidaan kéyttdd kartiopoh-
jaista selkeytysastiaa, jos laboratorio on osoittanut, ettd toteamisra-
jat ovat vastaavia kuin lasista kartionmuotoista erotussuppiloa kay-
tettiessa.

Erotussuppilo

250 ml

halkaisija 4mm
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2.1.2.25

2.1.2.2.6

2.1.2.2.7
2.1.2.2.8

2.1.3
2.1.3.1

2.1.3.2

2.133
2.1.3.3.1

2.1.33.2

2.13.33

21334

Stereomikroskooppi, jonka suurennusvili on ainakin 6,5x—40x.

Lépivalaisumikroskooppi, jonka suurennusvéli on vihintddn
100x—400x%. Liséksi voidaan kayttdd polarisoitua valomikroskopiaa
ja differentiaali-interferenssikontrastimikroskopiaa.

Tavanomaiset laboratorion lasiastiat

Objektilasien valmisteluvilineet: tavalliset objektilasit, objektilasit,
joissa on syvennys, peitelasit (20 x 20 mm), pinsetit, ohut spaatteli.

Ndpytteenotto ja ndytteiden valmistelu
Néytteenotto

Kéytetddn liitteen I sdéinndsten mukaisesti otettua edustavaa ndy-
tettd.

Varotoimenpiteet

Ristikontaminaation vélttdmiseksi laboratoriossa kaikki uudelleen-
kaytettavat vilineet on puhdistettava huolellisesti ennen kayttoa.
Erotussuppilon osat on irrotettava ennen puhdistusta. Erotussuppi-
lon osat ja lasiastiat on esipestdvd kisin ja sen jdlkeen pestdvi
astianpesukoneessa. Seulat on puhdistettava jaykkéharjaksisella
synteettiselld harjalla. Rasvaisten ainesten, kuten kalajauhon, seu-
lonnan jilkeen suositetaan, ettd seulat puhdistetaan asetonilla ja
paineilmalla.

Muiden kuin rasva- tai dljyndytteiden esikésittely

Naytteen kuivaus: Néytteet, joiden kosteuspitoisuus on > 14 %, on
kuivattava ennen késittelya.

Naytteen esiseulonta: Suositetaan, ettd pelletoitu rehu ja jyvét esi-
seulotaan seulalla, jonka silmdkoko on 1 mm, ja saadut kaksi
fraktiota valmistetaan ja méadritetddn erillisind nédytteina.

Osandytteen otto ja jauhaminen: Osandytteeksi otetaan vdhintddn
50 g ndytteestd ja jauhetaan.

Sedimentin uutto ja valmistus: 10 g:n annos (0,01 g:n tarkkuudella)
jauhettua osandytettd siirretddn erotussuppiloon tai kartiopohjaiseen
selkeytysastiaan, minké jdlkeen siithen lisdtddn 50 ml tetrakloorie-
tyleenid. Erotussuppiloon siirrettdvd annos saa olla enintddn 3 g,
jos kyseessd on kalajauho tai muu puhtaasti eldintuote, kivenndis-
ainesosa tai esiseos, joka tuottaa yli 10 prosenttia sedimenttid.
Seosta ravistetaan voimakkaasti ainakin 30 sekuntia, minka jilkeen
sithen lisdtdan varovasti védhintddn 50 ml tetrakloorietyleenid sa-
malla kun suppilon sisépinta pestddn sithen mahdollisten tarttunei-
den partikkelien poistamiseksi. Saadun seoksen annetaan laskeutua
astian pohjalle véhintddn viisi minuuttia, minké jélkeen sedimentti
erotetaan avaamalla sulkutulppa.

Jos kéytetddn kartiopohjasta selkeytysastiaa, seosta sekoitetaan voi-
makkaasti vihintddn 15 sekunnin ajan ja mahdolliset astian seind-
mien sisdpintaan tarttuneet partikkelit pestdan huolellisesti pois vé-
hintddn 10 ml:lla puhdasta tetrakloorietyleenid. Seoksen annetaan
laskeutua kolmen minuutin ajan, minkd jélkeen sitd sekoitetaan
taas 15 sekunnin ajan ja mahdolliset astian seindmien sisdpintaan
tarttuneet partikkelit pestddn huolellisesti pois vahintddn 10 ml:lla
puhdasta tetrakloorietyleenid. Saadun seoksen annetaan laskeutua
vahintddn 5 minuutin ajan, minka jilkeen nesteméinen fraktio pois-
tetaan ja heitetddn pois huolellisesti dekantoimalla samalla kun
huolehditaan siitd, ettei sedimenttia meneteti.
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2.1.3.3.5

2.1.3.3.6

2.13.4

2.1.35

Sedimentti kuivataan ja punnitaan 0,001 g:n tarkkuudella. Jos yli
5 prosenttia sedimentistd koostuu > 0,50 mm:n suuruisista partik-
keleista, se seulotaan seulalla, jonka silmikoko on 0,25 mm:n, ja
saadut kaksi fraktiota tutkitaan.

Naiytteen kelluvan osan, flotaatin, erottaminen ja esikésittely:
Edelld kuvatulla menetelmilld tehdyn sedimentin talteenoton jal-
keen erotussuppiloon pitéisi jaddd kaksi osaa: tetrakloorietyleenista
koostuva nestemdinen osa ja kelluvasta aineksesta muodostuva
kiinted osa. Tatd kiintedd osaa kutsutaan flotaatiksi, ja se otetaan
talteen avaamalla suppilon tulppa ja kaatamalla tetrakloorietyleeni
pois. Erotussuppilo kddnnetddn ylosalaisin ja flotaatti siirretdén
suureen petrimaljaan ja kuivataan ilmassa vetokaapissa. Jos yli viisi
prosenttia flotaatista koostuu partikkeleista, jotka ovat > 0,50 mm,
se seulotaan seulalla, jonka silmidkoko on 0,25 mm, ja saadut kaksi
fraktiota tutkitaan.

Raaka-aineen esikésittely: Valmistetaan vdhintdan 5 g:n annos jau-
hettua osandytettd. Jos yli viisi prosenttia aineksesta koostuu par-
tikkeleista, jotka ovat > 0,50 mm, se seulotaan 0,25 mm:n seulalla
ja saadut kaksi fraktiota tutkitaan.

Rasvasta tai 6ljystd koostuvien ndytteiden esikésittely

Rasvasta tai 0ljystd koostuvien niytteiden esikisittelyssd on nou-
datettava seuraavaa menettelya:

— Jos rasva on kiintedi, sitd ldmmitetddn uunissa, kunnes se
muuttuu nestemaiseksi.

— 40 ml rasvaa tai 0ljyd pipetoidaan ndytteen pohjasta sentrifugi-
putkeen.

— Sentrifugoidaan 10 minuuttia nopeudella 4 000 kierrosta mi-
nuutissa (rpm).

— Jos rasva on jahmettynyt sentrifugoinnin aikana, sitd lammite-
td4n uunissa, kunnes se muuttuu nestemaiseksi.

— Sentrifugoidaan uudestaan 5 minuuttia nopeudella 4 000 kier-
rosta minuutissa (rpm).

— Puolet dekantoiduista epdpuhtauksista siirretddn pienelld lusi-
kalla tai spaattelilla objektilasille mikroskooppista tutkimusta
varten; kiinnitysreagenssiksi suositetaan glyserolia.

— Loput epdpuhtauksista kédytetdan sedimentin valmisteluun
2.1.3.3 kohdassa kuvatulla tavalla.

Virjaysreagenssien kaytto

Eldinperdisten ainesosien oikean tunnistamisen helpottamiseksi la-
boratorio voi kéyttdd ndytteen valmistelussa vérjdysreagensseja
EURL-AP:n laatimien ja verkkosivuillaan julkaisemien ohjeiden
mukaisesti.

Jos sedimentin vérjadmiseen kdytetdéin alitsariinipunaliuosta, nou-
datetaan seuraavaa menettelya:

— Kuivattu sedimentti siirretdéin lasiseen koeputkeen ja pestdidn
kahdesti noin 5 ml:lla etanolia (kummallakin kerralla kiytetdén
koeputkisekoitinta 30 sekunnin ajan ja annetaan liuottimen sel-
keytyd noin yhden minuutin ja 30 sekunnin ajan ennen sen
dekantointia.

— Sedimentti késitellddn virinpoistoreagenssilla lisddmalld sedi-
menttiin vdhintddn 1 ml natriumhypokloriittiliuosta. Reaktion
annetaan jatkua 10 minuutin ajan. Putki tdytetddn vedelld, se-
dimentin annetaan laskeutua 2—3 minuutin ajan, ja sen jilkeen
vesi ja suspendoituneet partikkelit dekantoidaan kevyesti.
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2.14
2.1.4.1

2.1.4.2

— Sedimentti pestdan vield kahdesti noin 10 ml:lla vettd (kum-
mallakin kerralla kéytetddn koeputkisekoitinta 30 sekunnin
ajan, sedimentin annetaan laskeutua putken pohjaan ja vesi
dekantoidaan).

— Lisdtéan alitsariinipunaliuosta 2—10 tippaa ja sekoitetaan seosta
koeputkisekoittimella. Sedimentin annetaan reagoida liuoksen
kanssa 30 sekunnin ajan, ja vérjaytynyt sedimentti pestdan kah-
desti noin 5 ml:lla etanolia ja sen jidlkeen kerran asetonilla
(joka kerta kaytetddn koeputkisekoitinta 30 sekunnin ajan ja
annetaan liuottimen selkeytyd noin minuutin ajan, minké jal-
keen liuos dekantoidaan).

— Virjaytynyt sedimentti kuivataan.

Mikroskooppitutkimus
Objektilasin valmistelu

Objektilasit valmistellaan sedimentistd ja laboratorion valinnan mu-
kaan joko flotaatista tai raaka-aineesta. Jos ndytteen valmistelussa
on kéytetty seulontaa, tuloksena saadut kaksi fraktiota (hieno ja
karkea) valmistellaan. Objektilasille levitettdvien fraktion testindyt-
teiden on oltava koko fraktiota edustavia.

Objektilaseja on valmisteltava riittdvd madra sen varmistamiseksi,
ettd 2.1.4.2 kohdassa sdddettyd tutkimusprotokollaa voidaan nou-
dattaa kokonaisuudessaan.

Objektilaseilla on kéytettdva riittdvasti kiinnitysreagenssia EURL-
AP:n laatimien ja verkkosivuillaan julkaisemien toimintaohjeiden
mukaisesti. Objektilaseilla kédytetddn peitinlaseja.

Tutkimusprotokollat rehuseosten ja rehuaineiden sisdltimien eldi-
mestd perdisin olevien partikkelien havaitsemiseksi

Valmisteltuja objektilaseja on tutkittava mikroskoopilla noudattaen
muita rehuseoksia ja rehuaineita kuin puhdasta kalajauhoa koske-
vassa kaaviossa 1 esitettyd tutkimusprotokollaa tai puhdasta kala-
jauhoa koskevassa kaaviossa 2 esitettyd tutkimusprotokollaa.

Mikroskooppitutkimus suoritetaan ldpivalaisumikroskoopilla tutki-
malla sedimenttid ja laboratorion valinnan mukaan flotaattia tai
raaka-ainetta. Karkeita fraktioita voidaan ldpivalaisumikroskoopin
lisdksi tutkia stereomikroskoopilla. Jokainen objektilasi tutkitaan
lapikotaisin eri suurennuksilla.

Kussakin tutkimusprotokollan vaiheessa havainnoitavien objektil-
asien vdhimmaiismadrdd on noudatettava tarkasti, paitsi jos maa-
rittyd objektilasimddrdd ei ole mahdollista saavuttaa fraktioainek-
sen koon vuoksi. Havainnoinnin kohteena saa olla enintddn kuusi
objektilasia médritystd kohti.

Jotta partikkelien tyyppi ja alkuperd olisi helpompi tunnistaa, la-
boratorio voi kéyttdd apuvilineitd, esimerkiksi pddtoksentekoa tu-
kevia jérjestelmid, kuvakirjastoja ja vertailundytteita.
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Tutkimusprotokolla muiden rehuseosten ja rehuaineiden kuin kalajauhon sisiltimien elidinperiisten partikkelien
havaitsemiseksi

KYLLA

Kaavio 1

Grinding process of sample in-
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3 cbjektilasia sedimentista, koko < 0,25 mm
+

ool ke-ginast

koko = 0,25 mm

KYLLA

ko eldinperdisia

yyppisia par-
tikkeleita havaitty
7

=5

1 objektilasi sedimentista, koko
> 0,25 mm

KYLLA

Onko eldinperdisia sas
man isia partikke-
leita havaittu > 52

11 cbjektilasi fiotaatista tai
raaka-ainessta, koko = 0,25 mm

KYLLA

Onko elai

artikkeleita havaittu?
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Kaavio 2

Tutkimusprotokolla kalajauhon sisidltimien eldinperiisten partikkelien havaitsemiseksi

KYLLA

Jauhatus takaa sen, eftd 95 %

3 objektilasia
sedimentista

Onko maael@imistd pe-
riisin olevia partikke-
leita havaitty > 57

2 objektilasia
sedimentista

Onka imista pe-

KYLLA

F ista 5 0,50 mm

réisin olevia partikkelait
havaittu > 57

1 objektilasi flotaatista
tai raaka-aineesta

Onko maaslaimista
peraisin olevia partik-
keleita havaittu?

KYLLA

v

A perdisin clevien
partikkeleiden lukumaara?

Seulonta, silmakoko

0,25 mm

3 objektilasia sedimentista,
koko < 0,25 mm

Onko maaslaimistd pe™
riigin olevia partikkeleita
havaittu = 57

KYLLA

2 objektilasia sedimantista,
koko = 0,25 mm

Onko maasl&imistd perd
sin olevia partikkeleita
havaltty = 57

1 cbjektilasi flotaatista tal
raaka-aingesta, koko =0,25 mm

Onko maaeldimistd
peraisin olevia par-
tikkelelta havaittu?

KYLLA
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2.1.43

2.1.5.1

2.1.5.2

Maédritysten lukuméérd

Jos kaaviossa 1 tai 2 vahvistetun tutkimusprotokollan mukaisesti
suoritetun ensimmaisen madrityksen jilkeen ei havaita kyseisen-
tyyppisid eldinperdisid eli maaeldimesté tai kalasta periisin olevia
partikkeleita, lisimédritys ei ole tarpeen, ja maérityksen tulos ra-
portoidaan 2.1.5.1 kohdassa vahvistettua terminologiaa kiyttien.

Jos kaaviossa 1 tai 2 vahvistetun tutkimusprotokollan mukaisesti
suoritetun ensimmdisen maérityksen jdlkeen kyseisentyyppisid
eldinperdisid eli maaeldimesta tai kalasta perdisin olevia partikke-
leita havaitaan yhteensd 1-5, suoritetaan uudesta 50 gramman osa-
ndytteestd toinen mdadritys. Jos tdmédn toisen mairityksen jélkeen
kyseisentyyppisten eldinperdisten partikkelien médrdn havaitaan
vaihtelevan vélilld 0-5, analyysin tulos raportoidaan 2.1.5.2 koh-
dassa vahvistettua terminologiaa kéyttden tai tehdddn uudesta 50
gramman osandytteestd kolmas mddritys. Jos kuitenkin ensimmai-
sen ja toisen madrityksen jdlkeen kahden maiérityksen aikana ha-
vaittujen kyseisentyyppisten partikkelien summa on suurempi kuin
15, lisamaaritystd ei tarvita, ja maarityksen tulos raportoidaan suo-
raan 2.1.5.3 kohdassa vahvistettua terminologiaa kayttden. Jos kol-
mannen midrityksen jdlkeen kaikissa kolmessa méarityksissd ha-
vaittujen kyseisentyyppisten eldinperdisten partikkelien summa on
yhteensd suurempi kuin 15, médrityksen tulos ilmoitetaan 2.1.5.3
kohdassa vahvistettua terminologiaa kédyttden. Muussa tapauksessa
madrityksen tulos raportoidaan 2.1.5.2 kohdassa vahvistettua termi-
nologiaa kayttéen.

Jos kaaviossa 1 tai kaaviossa 2 vahvistetun tutkimusprotokollan
mukaisesti suoritetun ensimmdisen médrityksen jilkeen kyseisen-
tyyppisié eldinperdisid eli maaeldimesté tai kalasta periisin olevia
partikkeleita havaitaan yli viisi, médrityksen tulos raportoidaan
2.1.5.3 kohdassa vahvistettua terminologiaa kéyttden.

Tulosten ilmoittaminen

Laboratorion on tuloksista raportoidessaan ilmoitettava mistd ai-
neksesta madritys on tehty (sedimentti, flotaatti, raaka-aine) ja
kuinka monta médritystd tehtiin.

Laboratorion raportin on siséllettdvd ainakin tieto maaeldimisté ja
kalasta perdisin olevien ainesosien esiintymisesta.

Eri tuloksista raportoidaan seuraavasti:

Kyseisentyyppistd eldinperdistd partikkelia ei havaittu:

— Valomikroskoopilla tehtyjen havaintojen perusteella laboratori-
oon toimitetussa ndytteessd ei todettu maaeldimistd perdisin
olevia partikkeleita.

— Valomikroskoopilla tehtyjen havaintojen perusteella laboratori-
oon toimitetussa niytteessd ei todettu kalasta perdisin olevia
partikkeleita.

Kyseisentyyppisid eldinperdisida partikkeleita havaittu keskimédrin
1-5:

— Valomikroskoopilla tehtyjen havaintojen perusteella laboratori-
oon toimitetussa ndytteessd ei todettu maaeldimistd perdisin
olevia partikkeleita keskiméérin enempéd kuin viisi méadritysté
kohti. Partikkelit tunnistettiin seuraaviksi ... [luut, rustot, lihas,
karva, sarvi ...]. Tamd vdhdinen méiard on mikroskooppisen
menetelmén toteamisrajan alapuolella, mikd tarkoittaa sité,
ettd vaard positiivinen tulos on mahdollinen.
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2.1.5.3

22
2.2.1

222
2221
22211

22212

tai, tapauksen mukaan,

— Valomikroskoopilla tehtyjen havaintojen perusteella laboratori-
oon toimitetussa ndytteessd ei todettu kalasta perdisin olevia
partikkeleita keskimédrin enempad kuin 5 méaritysté kohti. Par-
tikkelit tunnistettiin seuraaviksi: ... [kalanruoto, kalan suomu,
rusto, lihas, otoliitti, kidus ...]. Tdmi vdhdinen méird on mik-
roskooppisen menetelméin toteamisrajan alapuolella, miké tar-
koittaa sitd, ettd védard positiivinen tulos on mahdollinen.

Jos ndyte esiseulotaan, laboratorion on mainittava raportissaan
fraktio (seulottu fraktio, pelletoitu fraktio tai jyvét), josta eldinpe-
riiset partikkelit on havaittu, silld jos eldinperdisid partikkeleita
havaitaan ainoastaan seulotusta fraktiosta, kyse saattaa olla ympa-
ristén epdpuhtauksista.

Kyseisentyyppisid eldinperdisid partikkeleita havaittu keskimédrin
enemmén kuin viisi

— Valomikroskoopilla tehtyjen havaintojen perusteella laboratori-
oon toimitetussa ndytteessd todettiin maaeldimistd perdisin ole-
via partikkeleita keskimédrin enemmaédn kuin viisi madritystd
kohti. Partikkelit tunnistettiin seuraaviksi: ... [luu, rusto, lihas,
karva, sarvi ...].

tai, tapauksen mukaan,

— Valomikroskoopilla tehtyjen havaintojen perusteella laboratori-
oon toimitetussa ndytteessé todettiin kalasta perdisin olevia par-
tikkeleita keskimddrin enemmén kuin viisi médritystd kohti.
Partikkelit tunnistettiin seuraaviksi:... [kalanruoto, kalan suo-
mu, rusto, lihas, otoliitti, kidus ...].

Jos ndyte esiseulotaan, laboratorion on mainittava raportissaan
fraktio (seulottu fraktio, pelletoitu fraktio tai jyvét), josta eldinpe-
riiset partikkelit on havaittu, silld jos eldinperdisid partikkeleita
havaitaan ainoastaan seulotusta fraktiosta, kyse saattaa olla ympa-
riston epdpuhtauksista.

Polymeraasiketjureaktio (PCR)
Periaate

Eldinperidisida deoksiribonukleiinihapon (DNA) fragmentteja, joita
rehuaineissa ja rehuseoksissa saattaa esiintyd, havainnoidaan ge-
neettiselld amplifikaatiotekniikalla (PCR-tekniikalla), joka kohden-
netaan lajikohtaisiin DNA-sekvensseihin.

PCR-menetelmé edellyttdd ensiksi DNA:n eristysvaihetta. Seuraa-
vassa vaiheessa néin eristetty DNA amplifioidaan méarityksen koh-
teena olevan eldinlajin havaitsemiseksi.

Reagenssit ja vilineet
Reagenssit
Reagenssit DNA:n eristysvaihetta varten

Ainoastaan reagensseja, jotka EURL-AP on hyviksynyt ja verkko-
sivuillaan julkaissut, saa kayttaa.

Reagenssit geneettistd amplifikaatiovaihetta varten
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222121

222122

222123

2221231
2221232
2221233

2222

22221
22222
22223

22224
22225

22226

22227
223
2231

2232

224

Alukkeet ja koettimet

Ainoastaan alukkeita ja koettimia, joiden oligonukleotidisekvenssit
EURL-AP on validoinut, saa kéyttaé (').

Master Mix

Ainoastaan Master Mix -liuoksia, jotka eivit sisdlld reagensseja,
jotka saattavat johtaa eldin-DNA:n esiintymisen vuoksi véiriin tu-
loksiin, saa kdyttdd (?).

Dekontaminaatioreagenssit.

Suolahappoliuos (0,1N).

Natriumhypokloriittiliuos (0,15 % aktiivista klooria).

Syovyttamattomat reagenssit kalliiden laitteiden, kuten anal_yy—
sivaakojen (esim. MP Biomedicals -yrityksen tuote DNA Erase' ™)
dekontaminointiin.

Laitteet
Analyysivaaka, tarkkuus 0,001 g.
Jauhamisvilineet.

Lampoblokki, joka mahdollistaa reaaliaikaisen polymeraasiketjure-
aktion (PCR)

Mikrosentrifugi mikrofugiputkia varten.

Mikropipettejd, joilla voidaan pipetoida tilavuudeltaan 1-1 000 pl:n
naytteita.

Molekyylibiologiassa kéytettdvit tavanomaiset muoviastiat: mikro-
fugiputket, suodattimelliset mikropipettien muovikérjet, lampoblok-
kiin soveltuvat levyt.

Pakastimet nidytteiden ja reagenssien sdilytystd varten.
Ndpytteenotto ja ndytteiden valmistus

Néytteenotto

Kéytetdan liitteen I sddnndsten mukaisesti otettua edustavaa ndy-
tettd.

Niytteen valmistus

Laboratoriondytteet on esikésiteltdivd DNA:n eristimistd varten liit-
teessd Il vahvistettujen vaatimusten mukaisesti. Vahintddn 50
grammaa ndytettd on jauhettava madritystd varten.

Naytteen valmistus on tehtévé eri huoneissa kuin DNA:n eristys ja
geneettinen amplifikaatioreaktio ISO 24276 -standardissa kuvatulla
tavalla.

Valmistetaan véhintddn kaksi 100 mg:n suuruista testindytetta.

DNA:n eristdminen

DNA eristetddn ndytteistd, jotka on esikisitelty EURL-AP:m laa-
timien ja verkkosivuillaan julkaisemien toimintaohjeiden mukaises-
ti.

Jokaista DNA:n eristyskertaa kohti tehddan kaksi eristyskontrollia
ISO 24276 -standardissa kuvatulla tavalla:

— negatiivinen DNA-eristyskontrolli,

— positiivinen DNA-eristyskontrolli.

(") Luettelo ndistd madrityksen kohteena oleville kullekin eldinlajille vahvistetuista koetti-

mista ja alukkeista on saatavana EURL-AP:in verkkosivustolla.
(%) Esimerkkejd toimivista Master Mix -liuoksista on saatavana EURL-AP:n verkkosivustol-

la.
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2.2.5

2.2.6

2.2.6.1

22.6.2

Geneettinen amplifikaatio

Geneettinen amplifikaatio suoritetaan kullekin tunnistettavalle la-
jille validoitua menetelmad kayttden. Nama menetelmét on vahvis-
tettu EURL-AP:n laatimissa ja verkkosivullaan julkaisemissa toi-
mintaohjeissa. Kukin eristetty DNA on maiéritettava vahintdan kah-
tena eri laimennoksena, jotta inhibitio voidaan arvioida.

Jokaista kohdelajia kohti tehddédn kaksi amplifikaatiokontrollia ISO
24276 -standardissa kuvatulla tavalla:

— kohteen positiivinen DNA-kontrolli kullekin PCR-ajolle tai
PCR-testisarjalle,

— amplifikaation reagenssikontrolli (ilman DNA-templaattia
NTC) kullekin PCR-ajolle tai PCR-testisarjalle.

Tulosten tulkinta ja esittdminen

Laboratorion on tuloksista raportoidessaan ilmoitettava ainakin
kaytettyjen testindytteiden paino, kdytetty eristystekniikka, suoritet-
tujen madritysten méard ja menetelmén toteamisraja.

Tuloksia ei saa tulkita eikd raportoida, jos testin kohteesta ei po-
sitiivisessa DNA-eristyskontrollissa ja kohteen positiivisessa DNA-
kontrollissa saada positiivisia tuloksia kun taas amplifikaation rea-
genssikontrolli on negatiivinen.

Jos kahdesta testindytteestd saadut tulokset eivit ole yhdenmukai-
sia, ainakin geneettinen amplifikaatio on toistettava. Jos laboratorio
epdilee, ettd epidyhdenmukaisuus voi johtua eristetystdi DNA:sta,
DNA:n eristys ja geneettinen amplifikaatio on tehtdvd uudelleen
ennen tulosten tulkitsemista.

Lopullisten raportoitavien tulosten on perustuttava kyseisestd kah-
desta testindytteestd saatujen tulosten yhdistamiseen ja tulkintaan
EURL-AP:n laatimien ja verkkosivuillaan julkaisemien toiminta-
ohjeiden mukaisesti.

Negatiivinen tulos
Negatiivinen tulos on raportoitava seuraavasti:

Laboratorioon toimitetussa néytteessd ei todettu yhtddn X:n
DNA:ta (X on testin kohteena oleva eldinlaji tai eldinlajiryhmad).

Positiivinen tulos
Positiivinen tulos raportoidaan seuraavasti:

Laboratorioon toimitetussa ndytteessd todettiin X:n DNA:ta (X on
testin kohteena oleva eldinlaji tai eldinlajiryhmi).
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LITE VIl

SIIPIKARJAN REHUJEN ENERGIA-ARVON LASKENTAMENETELMA

1. Energia-arvon laskentamenetelmi ja ilmoittaminen

Siipikarjan rehuseosten energia-arvo on laskettava jdljempéné olevan kaavan
mukaisesti tiettyjen rehun ravintoaineiden prosenttiosuuksien perusteella.
Energia-arvo ilmoitetaan typen suhteen korjattuna muuntokelpoisena ener-
giana (ME) kéyttden yksikkod megajoule (MJ) rehuseoskiloa kohti:

MlJ/kg ME:td = 0,1551 x raakavalkuaisprosentti + 0,3431 X raakarasvapro-
sentti + 0,1669 x tdrkkelysprosentti + 0,1301 x kokonaissokeriprosentti
(sakkaroosina ilmaistuna).

2. Sallitut poikkeamat ilmoitetuista energia-arvoista

Jos virallisessa tarkastuksessa kdy ilmi, ettd tarkastuksen perusteella saatu ja
ilmoitettu energia-arvo poikkeavat toisistaan (pienempi tai suurempi kuin
ilmoitettu energia-arvo), sallitaan ME:ssd 0,4 MJ/kg:n suuruinen enimmais-
poikkeama.

3. Tuloksen ilmoittaminen

Edelld olevan laskukaavan mukaisesti saatu energia-arvo ilmoitetaan yhden
desimaalin tarkkuudella.

4. Niytteenotto- ja méiritysmenetelmét

Naytteenotto rehuseoksesta ja laskentakaavassa esiintyvien ravintoainepitoi-
suuksien médrittiminen on suoritettava yhteisén ndytteenottomenetelmien ja
virallisen rehuvalvonnan maééritysmenetelmien mukaisesti.

Seuraavia menetelmid on kéytettava:

— raakarasvapitoisuuden médrittdminen: raakarasvan ja -0ljyn maéarityksessa
kéytettava menettelytapa B sellaisena kuin se on vahvistettu liitteessa 111
olevassa H osassa,

— tarkkelyspitoisuuden méérittdminen: polarimetrinen menetelméd, joka on
vahvistettu liitteessa 11l olevassa L osassa.
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LITE VI

MAARITYSMENETELMAT SELLAISTEN LISAAINEIDEN
OSOITTAMISEKSI, JOTKA EIVAT ENAA OLE SALLITTUJA

REHUISSA

Tdrked huomautus:

Sellaisten lisdaineiden osoittamiseksi, jotka eivit endé ole sallittuja rehuissa,
voidaan kayttad tdssd liitteessd vahvistettuja maéritysmenetelmia herkempia
menetelmia.

Tassa liitteessd esitettyjd maaritysmenetelmid on kdytettdvd varmistustarkoi-
tuksiin

32

33

34

3.5

3.6

3.7

A. METYYLIBENTSOKVAATTIPITOISUUDEN MAARITYS
7-Bentsyloksi-6-butyyli-3-metoksikarbonyyli-4-kinoloni

Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmilld voidaan médrittdd rehujen metyylibentsokvaattipitoisuus.
Maéritysraja on 1 mg/kg.

Periaate

Metyylibentsokvaatti uutetaan néytteestd metanolisella metaanisulfoni-
happoliuoksella. Uute puhdistetaan dikloorimetaanilla, sitten ioninvaih-
tokromatografialla ja sen jilkeen uudelleen dikloorimetaanilla. Metyy-
libentsokvaattipitoisuus madritetddn korkean erotuskyvyn kédnteisfaa-
sinestekromatografialla (HPLC) ja UV-detektorilla.

Reagenssit

Dikloorimetaani.

Metanoli, HPLC-laatua vastaava.

HPLC:n liikkuva faasi.

Metanolin (3.2) ja veden (HPLC-laatua vastaava) seos 75 + 25 (v + v).

Suodatetaan 0,22 pum:n suodattimen (4.5) ldpi ja poistetaan liuoksesta
kaasut (esimerkiksi 10 minuutin ultradénikasittelylld).

Metaanisulfonihappoliuos, ¢ = 2 %.

Laimennetaan 20,0 ml metaanisulfonihappoa 1000 ml:ksi metanolilla
(3.2).

Kloorivetyhappoliuos, ¢ = 10 %.

Laimennetaan 100 ml kloorivetyhappoa (pyo noin 1,18 g/ml) 1000
ml:ksi vedelld.

Kationinvaihtohartsi Amberlite CG-120 (Na), 100-200 mesh.

Hartsi esikésitellddn ennen kayttod: sekoitetaan 100 g hartsia 500 ml:aan
kloorivetyhappoliuosta (3.5) ja saatetaan seos kiechuvaksi lampolevylla
koko ajan sekoittaen. Annetaan jadhtyd ja dekantoidaan happo pois.
Suodatetaan tyhjiossa suodatinpaperin ldpi. Pestdan hartsi kahdesti 500
ml:n annoksella vettd ja sen jdlkeen 250 ml:lla metanolia (3.2). Huuh-
dellaan hartsi uudelleen 250 ml:lla metanolia (3.2) ja kuivataan johta-
malla ilmavirta suodatuskakun ldpi. Kuivattu hartsi sdilytetddn suljetussa
pullossa.

Standardiyhdiste: puhdas metyylibentsokvaatti (7-bentsyloksi-6-butyyli-
3-metoksikarbonyyli-4-kinoloni).
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3.7.1

3.72

3.7.3

4.2

43

4.4

44.1

4.5

4.6

5.1
5.1.1

5.2

53

Metyylibentsokvaattistandardin kantaliuos, 500
pg/ml

Punnitaan 50 mg standardiyhdistettd (3.7) 0,1 mg:n tarkkuudella, liu-
otetaan metaanisulfonihappoliuokseen (3.4) 100 ml:n mittapullossa, téy-
tetddn merkkiin asti ja sekoitetaan.

Metyylibentsokvaattistandardin vdlimuotoliuos,
50 pg/ml

Siirretddn 5,0 ml standardin kantaliuosta (3.7.1) 50 ml:n mittapulloon,
tdytetddn merkkiin asti metanolilla (3.2) ja sckoitetaan.

Kalibrointiliuokset

Siirretddn 25 ml:n mittapulloihin 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 ja 5,0 ml standardin
vilimuotoliuosta (3.7.2). Téaytetadn merkkiin asti litkkuvalla faasilla (3.3)
ja sekoitetaan. Ndiden liuosten metyylibentsokvaattipitoisuudet ovat vas-
taavasti 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 ja 10,0 pg/ml. Liuokset on valmistettava juuri
ennen kayttod.

Viilineisto

Laboratorioravistelija.
Pyoérivd kalvohaihdutin.
Lasikolonni (250 mm X 15 mm), jossa on hana ja noin 200 ml:n siilio.

HPLC-laitteisto, jossa on vaihtuva-aallonpituuksinen UV-detektori tai
diodirividetektori.

Nestekromatografiakolonni: 300 mm x 4 mm, C,g, hiukkaskoko 10 um,
tai vastaava.

Kalvosuodattimia, 0,22 pm.
Kalvosuodattimia, 0,45 um.

Menettely
Yleistdi

Nollarehu on analysoitava, jotta varmistetaan, ettei se sisdlld metyy-
libentsokvaattia tai mittausta héiritsevid aineita.

Saantokoe on suoritettava analysoimalla nollarehu, johon on tehty néyt-
teen metyylibentsokvaattipitoisuutta vastaava lisdys. Pitoisuuden 15
mg/kg aikaan saamiseksi lisdtdan 600 pl standardin kantaliuosta (3.7.1)
20 grammaan nollarehua, sekoitetaan ja annetaan seistd 10 minuuttia
ennen uuttamista (5.2).

Huomautus: Tdtd menetelmai kdytettdessd nollarehun on vastattava tyy-
piltddn ndytettd, ja metyylibentsokvaattia ei saa havaita méddrityksessa.

Uutto

Punnitaan 0,01 g:n tarkkuudella noin 20 g valmistettua ndytettd ja siir-
retddn 250 ml:in erlenmeyerkolviin. Lisdtdan 100,0 ml metaanisulfoni-
happoa (3.4) ja ravistellaan mekaanisesti (4.1) 30 minuutin ajan. Suoda-
tetaan liuos suodatinpaperin ldpi ja suodos siilytetddn neste-neste-ero-
tusta (5.3) varten.

Neste-neste-erotus

Siirretddan 25 ml suodosta (5.2) 500 ml:n erotussuppiloon, joka sisdltda
100 ml kloorivetyhappoliuosta (3.5). Lisatddn 100 ml dikloorimetaania
(3.1) suppiloon ja ravistellaan yhden minuutin ajan. Faasien erottumisen
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5.4
5.4.1

542

5.5

5.6
5.6.1

jélkeen valutetaan alempi faasi (dikloorimetaani) 500 ml:n pyorokolviin.
Toistetaan vesifaasin uutto vield kahdella 40 ml:n annoksella dikloo-
rimetaania ja yhdistetddn ndmd ensimméiseen uutteeseen pyorokolvissa.
Dikloorimetaaniuute haihdutetaan tdysin kuivaksi py6réhaihduttimessa
(4.2), joka toimii 40 °C:n limpdétilassa ja alennetussa paineessa. Liu-
otetaan jaannos 20-25 ml:aan metanolia (3.2), suljetaan kolvi tulpalla
ja sdilytetddn koko uute ioninvaihtokromatografiaa (5.4) varten.

loninvaihtokromatografia
Kationinvaihtokolonnin valmistelu

Laitetaan pieni tuppo lasivillaa lasikolonnin (4.3) alapddhén. Valmiste-
taan 5 grammasta kisiteltyd kationinvaihtohartsia (3.6) ja 50 ml:sta ve-
tykloridihappoa (3.5) seos, joka kaadetaan kolonniin; annetaan asettua.
Annetaan yliméaérdisen hapon valua kolonnista siten, ettd sen pinta jda
juuri ja juuri hartsipinnan yldpuolelle ja pestdén kolonni vedelld, kunnes
ulos virtaava liuos on lakmuspaperilla mitattuna neutraalia. Siirretdan 50
ml metanolia (3.2) kolonniin ja annetaan valua, kunnes se saavuttaa
hartsipinnan.

Pylvdaskromatografia

Pipetoidaan saatua uutetta (5.3) varovasti kolonniin. Huuhdellaan pyo6-
rokolvi kahdella 5-10 ml:n annoksella metanolia (3.2) ja siirretddn ndma
pesuliuokset kolonniin. Annetaan uutteen valua hartsipintaan ja pestdédn
kolonni 50 ml:lla metanolia valvoen, ettei virtausnopeus ylitd 5 ml:aa
minuutissa. Heitetddan ulos valunut livos pois. Metyylibentsokvaatti
eluoidaan kolonnista kéyttden 150 ml:aa metaanisulfonihappoliuosta
(3.4) ja kerdtdan eluaatti kolonnista 250 ml:n erlenmeyerkolviin.

Neste-neste-erotus

Siirretddn saatu eluaatti (5.4.2) 1 litran erotussuppiloon. Huuhdellaan
erlenmeyerkolvi 5-10 ml:lla metanolia (3.2) ja yhdistetddn pesuliuos
erotussuppilon siséllon kanssa. Lisdtddn 300 ml kloorivetyhappoliuosta
(3.5) ja 130 ml dikloorimetaania (3.1). Ravistellaan yhden minuutin ajan
ja annetaan faasien erottua. Valutetaan alempi faasi (dikloorimetaani)
500 ml:n pyorokolviin. Toistetaan vesifaasin uutto kahdella uudella 70
ml:n annoksella dikloorimetaania ja yhdistetddn ndmé uutteet ensimmai-
sen, pyorokolvissa olevan uutteen kanssa.

Dikloorimetaaniuute haihdutetaan téysin kuivaksi pyoréhaihduttimessa
(4.2), joka toimii 40 °C:n lampdétilassa ja alennetussa paineessa. Liu-
otetaan kolvin jddnnds noin 50 ml:aan metanolia (3.2) ja siirretdén
tdmd livos kvantitatiivisesti 10 ml:n mittapulloon. Py&rokolvi huuhdel-
laan kahdella uudella 1-2 ml:n annoksella metanolia ja siirretddn liuos
mittapulloon. Tdytetd&in merkkiin asti metanolilla ja sekoitetaan. Suoda-
tetaan madrdosa kalvosuodattimen (4.6) lapi. Tdma liuos sdilytetddn
HPLC-médritystd (5.6) varten.

HPLC-mddritys
Muuttujat

Seuraavat olosuhteet annetaan viitteeksi; muita olosuhteita voidaan kdyt-
tdd, jos niilld saadaan vastaavat tulokset.

— nestekromatografiakolonni (4.4.1),

— HPLC:n liikkuva faasi: metanoli-vesiseos (3.3),

— virtausnopeus: 1-1,5 ml/minuutti,

— detektioaallonpituus: 265 nm,

— injektiotilavuus: 20-50 pl.
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5.6.2

5.6.3

Kromatografiajirjestelmén stabiilisuus on tarkastettava injektoimalla
useita kertoja kalibrointiliuosta (3.7.3), jonka pitoisuus on 4 pg/ml, kun-
nes saadaan piikkejd, joiden korkeudet (pinta-alat) ja retentioajat pysyvét
vakioina.

Kalibrointikédyréa

Injektoidaan useita kertoja kutakin kalibrointiliuosta (3.7.3) ja mitataan
kunkin pitoisuuden piikkien korkeudet (pinta-alat). Piirretdén kalibrointi-
kéyri siten, ettd y-akselilla ovat kalibrointiliuosten piikkien korkeuksien
(pinta alojen) keskiarvot ja x-akselilla vastaavat konsentraatiot (pug/ml).

Néyteliuos

Injektoidaan useita kertoja ndyteuutetta (5.5) kdyttden samaa tilavuutta
kuin kalibrointiliuoksille, ja maédritetddn metyylibentsokvaattipiikkien
korkeuden (pinta-alan) keskiarvo.

Tulosten laskeminen

Nayteliuoksen metyylibentsokvaattipiikkien korkeuden (pinta-alan) kes-
kiarvosta médritetddn nayteliuoksen pitoisuus pg/ml:na kayttden kalib-
rointikdyrad (5.6.2).

Naytteessd olevan metyylibentsokvaatin miard w (mg/kg) lasketaan seu-
raavalla kaavalla:

c x40
W =
m

jossa:

¢ = niyteliuoksen metyylibentsokvaattipitoisuus pg/ml:na,
m = ndyte-erdn paino grammoina.

Tulosten validointi
Tunnistaminen

Tutkittavan aineen tunnistaminen voidaan varmentaa yhteiskromatogra-
fialla tai diodirividetektorilla, joilla ndyteuutteen ja 10 pg/ml metyy-
libentsokvaattia siséltdvin kalibrointiliuoksen (3.7.3) spektrejd voidaan
verrata.

Yhteiskromatografia

Nayteuutteeseen lisdtddn sopiva miédrd standardin vélimuotoliuosta
(3.7.2). Lisatyn metyylibentsokvaatin méédrdn on vastattava ndyteuut-
teessa olevan metyylibentsokvaatin arvioitua mairia.

Ainoastaan metyylibentsokvaatin piikin korkeus saa kasvaa, kun otetaan
huomioon seki lisdtty médrd ettd uutteen laimeneminen. Piikin leveyden
on oltava sen puolikorkeudella noin 10 % sen alkuperdisestd leveydesta.

Diodirividetektorimdéritys

Tulokset arvioidaan seuraavien arviointiperusteiden mukaisesti:

a) kromatogrammin piikin huipun kohdalla néytteen ja standardin spekt-
rien maksimiabsorptioaallonpituuksien on oltava samat ilmaisinjarjes-
telmén erotuskyvyn mukaan maédrdytyvisséd rajoissa. Diodirividetekto-
rimddrityksessd tdmd on yleensd noin + 2 nm;
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b) vililld 220-350 nm kromatogrammin piikin huipun kohdalla ajetut
ndyte- ja standardispektrit eivit saa erota niiltd spektrin osilta, joiden
suhteellinen absorbanssi on 10-100 %. Tdmi edellytys tdyttyy, kun
maksimit ovat samat ja ndiden kahden spektrin vililld havaittu poik-
keama ei ole missdén kohdassa yli 15 %:a standardina olevan tutkit-
tavan aineen absorbanssista;

c¢) vililld 220-350 nm néyteliuoksesta ajetut spektrit piikin nousun, hui-
pun ja laskun kohdalla eivit saa erota toisistaan niilta spektrin osilta,
joiden suhteellinen absorbanssi on 10—100 %. Tama edellytys tayttyy,
kun samat maksimit esiintyvét ja kun kaikissa havaittavissa kohdissa
spektrien vilinen poikkeama ei ole suurempi kuin 15 % huipun spekt-
rin absorbanssista.

Jos jokin ndistd edellytyksistd ei tdyty, tutkittavan aineen esiintymistd ei
ole vahvistettu.

Toistettavuus

Kahden rinnakkaismédrityksen vilinen ero samasta niytteestd ero ei saa
olla suurempi kuin 10 % suuremmasta tuloksesta, kun metyylibentsok-
vaattipitoisuudet ovat vililld 4-20 mg/kg.

Saanto

Sellaisen nollandytteen saannon, johon on lisdtty médritettivad ainetta,
on oltava véhintdan 90 %.

Laboratorioiden vilisen vertailun tulokset

Laboratorioiden vilisessd tutkimuksessa analysoitiin viisi ndytettd 10
laboratoriossa. Kukin ndyte méaritettiin kaksi kertaa.

Nollanéyte Jauho 1 Rae 1 Jauho 2 Rae 2
Keskiarvo [mg/kg] Ei hav. 4,50 4,50 8,90 8,70
s, [mg/kg] - 0,30 0,20 0,60 0,50
CV, [ %] - 6,70 4,40 6,70 5,70
sg [mg/kg] - 0,40 0,50 0,90 1,00
CVg [ %] - 8,90 11,10 10,10 11,50
Saanto [ %] - 92,00 93,00 92,00 89,00
Ei hav. = Ei havaittu
Sy = toistettavuuden keskihajonta
CV, = toistettavuuden variaatiokerroin, %
SR = uusittavuuden keskihajonta
CVg = uusittavuuden variaatiokerroin, %.

B. OLAKVINDOKSIN MAARITYS
(2-[N-2'-(hydroksietyyli)karbamoyyli]-3-metyylikinoksaliini-N',N*-dioksidi

Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmalld voidaan méarittad rehujen olakvindoksipitoisuus. Méaritys-
raja on 5 mg/kg.

Periaate

Néyte uutetaan vesi-metanoliseoksella. Olakvindoksipitoisuus maédrite-
tdaan korkean erotuskyvyn kéénteisfaasinestekromatografialla (HPLC)
UV-detektoria kdyttden.
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33

3.4

3.5

4.2

43

43.1

44

5.1
5.1.1

Reagenssit

Metanoli.

Metanoli, HPLC-laatua vastaava.

Vesi, HPLC-laatua vastaava.

HPLC:ssé kaytettava liikkkuva faasi.

Vesi (3.3)-metanoli (3.2)-seos, 900 + 100 (V + V).

Standardiyhdiste: puhdas olakvindoksi, 2-[N-2'-(hydroksietyyli)karbamo-
yyli]-3-metyylikinoksaliini-N',N*-dioksidi, E 851.

Olakvindoksistandardin kantaliuos, 250 pg/ml

Punnitaan 50 mg olakvindoksia (3.5) 0,1 mg:n tarkkuudella 200 ml:n
mittapulloon ja lisdtddn noin 190 ml vettd. Asetetaan pullo 20 minuutiksi
ultradénihauteeseen (4.1). Ultraddnikasittelyn jalkeen liuoksen annetaan
jéahtyd huoneenldmpdtilaan, tdytetdan merkkiin asti vedelld ja sekoite-
taan. Kéddritddn pullo alumiinifolioon ja siilytetddn jadkaapissa. Liuos on
valmistettava kuukausittain.

Olakvindoksistandardin vdlimuotoliuos, 25 pg/ml

Pipetoidaan 10,0 ml kantaliuosta (3.5.1) 100 ml:n mittapulloon, taytetdan
merkkiin asti liikkuvalla faasilla (3.4) ja sekoitetaan. Kéaritdan pullo
alumiinifolioon ja sdilytetdén jadkaapissa. Liuos on valmistettava paivit-
téin.

Kalibrointiliuokset

Pipetoidaan 50 ml:n mittapulloihin 1,0, 2,0, 5,0, 10,0, 15,0 ja 20,0 ml
standardin vélimuotoliuosta (3.5.2). Taytetddn merkkiin asti liikkkuvalla
faasilla (3.4) ja sekoitetaan. Kédritddn pullot alumiinifolioon. Ndma

liuokset sisdltivét vastaavasti 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 7,5 ja 10,0 pg/ml olak-
vindoksia.

Liuokset on valmistettava pdivittdin.

Viilineisto

Ultradanihaude.
Mekaaninen ravistelija.

HPLC-laitteisto, jossa on vaihtuva-aallonpituuksinen UV-detektori tai
diodirividetektori.

Nestekromatografiakolonni, 250 mm x 4 mm, C,g, hiukkaskoko 10 um,
tai vastaava.

Kalvosuodattimia, 0,45 pm.

Menettely

Huomautus: Olakvindoksi on valoherkkda. Kaikki toimenpiteet on teh-
tdvd himmennetyssd valaistuksessa tai ruskeita lasiastioita
kéyttden.

Yleistd
Nollandyte on analysoitava, jotta varmistetaan, ettei se sisdlld olakvin-

doksia tai mittausta hairitsevid aineita.

Saantokoe suoritetaan analysoimalla nollandyte, johon on lisdtty néyt-
teessd esiintyvdd mddrdd vastaava madédrd olakvindoksia. Lisdyksen saa-
miseksi tasolle 50 mg/kg pipetoidaan 10,0 ml standardin kantaliuosta
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5.3
53.1

(3.5.1) 250 ml:n erlenmeyerkolviin ja haihdutetaan liuos noin 0,5 ml:ksi.
Lisatddn 50 g nollandytettd, sekoitetaan huolellisesti ja annetaan tasoittua
10 min sekoittaen useita kertoja ennen uuttovaiheeseen siirtymistd (5.2).

Huomautus: Tatd menetelméd kaytettdessd nollandytteen on oltava tyy-
piltddn samanlaista kuin ndyte, eikd siind saa esiintyd ha-
vaittavaa madrdd olakvindoksia.

Uutto

Punnitaan noin 50 g naytettd 0,01 g:n tarkkuudella. Siirretdén 1 000 ml:n
erlenmeyerkolviin, lisdtddn 100 ml metanolia (3.1) ja asetetaan kolvi 5
minuutiksi ultradanihauteeseen (4.1). Lisdtddn 410 ml vettd ja annetaan
olla ultraddnihauteessa vield 15 minuuttia. Otetaan kolvi ultraddnihau-
teesta, ravistellaan 30 minuutin ajan ravistelijassa (4.2) ja suodatetaan
taitellun suodatinpaperin lapi. Pipetoidaan 10,0 ml suodosta 20 ml:n
mittapulloon, tdytetddn merkkiin asti vedelld ja sekoitetaan. Suodatetaan
ndyte kalvosuodattimen (4.4) lapi (ks. huomautus 9). Jatketaan HPLC-
madritykselld (5.3).

HPLC-mdidiritys
Muuttujat:

Seuraavat ajo-olosuhteet ovat ohjeellisia ja niitd voidaan muuttaa, mikéali
ne antavat vastaavanlaiset tulokset.

Analyysikolonni (4.3.1)

Liikkuva faasi (3.4): vesi (3.3) — metanoli (3.2.) seos, 900
+ 100 (V + V)

Virtausnopeus: 1,5-2 ml/min

Detektioaallonpituus: 380 nm

Injektiotilavuus: 20-100 pl.

Kromatografiajirjestelmén stabiilisuus tarkistetaan injektoimalla useita
kertoja 2,5 pg/ml olakvindoksia sisdltivaa kalibrointiliuosta (3.5.3), kun-
nes piikkien korkeudet ja retentioajat pysyvit vakioina.

Kalibrointikédyréa

Injektoidaan kutakin kalibrointiliuosta (3.5.3) useita kertoja ja lasketaan
kutakin konsentraatiota vastaavat piikkien korkeuksien (pinta-alojen)
keskiarvot. Piirretddn kalibrointikdyrd siten, ettd y-akselilla ovat kalib-
rointiliuosten piikkien korkeuksien (pinta alojen) keskiarvot ja x-akselilla
vastaavat konsentraatiot (pg/ml).

Néyteliuos

Injektoidaan useita kertoja nayteliuosta (5.2) sama maérd kuin kalibroin-
tiliuoksia ja lasketaan olakvindoksipiikkien korkeuden (pinta-alan) keski-
arvo.

Tulosten laskeminen

Néyteliuoksen olakvindoksipitoisuus (pg/ml) lasketaan olakvindoksin
piikkien korkeuden (pinta-alan) keskiarvosta kalibrointikdyrdn (5.3.2)
avulla.

Naytteen olakvindoksipitoisuus w (mg/kg) saadaan seuraavasta kaavasta:

¢ x 1000
wW=—
m
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7.1.2

72

7.3

jossa:

¢ = ndyteliuoksen (5.2) olakvindoksipitoisuus (pg/ml),
m = ndyte-erdn paino grammoina (5.2).

Tulosten validointi
Tutkittavan aineen tunnistaminen

Tutkittavan aineen tunnistaminen voidaan varmentaa yhteiskromatogra-
fialla tai diodirividetektorilla vertaamalla nayteliuoksen (5.2) ja 5,0
pg/ml olakvindoksia sisdltdvéan kalibrointiliuoksen (3.5.3) spektreja.

Yhteiskromatografia

Nayteliuokseen (5.2) lisdtddn sopiva maard kalibrointiliuosta (3.5.3). Li-
sdtyn olakvindoksimdédran on oltava samaa luokkaa kuin ndyteliuoksesta
analysoitu olakvindoksin méaara.

Vain olakvindoksipiikin korkeus saa kasvaa, kun otetaan huomioon sekd
lisatty méara ettd olakvindoksin néyteliuoksen laimeneminen. Piikin le-
veyden puolivilissd sen korkeutta on oltava = 10 prosenttia alkuperdisen
néyteliuoksen olakvindoksipiikin leveydesta.

Diodirividetektorimddéritys

Tulokset arvioidaan seuraavien arviointiperusteiden mukaisesti:

a) Naytteen ja standardin spektrien maksimiabsorption aallonpituuden,
mitattuna kromatogrammin piikin kérjestd, on oltava sama detektorin
erotuskyvyn madradmissa rajoissa. Diodirividetektorilla timé on tyy-
pillisesti = 2 nm.

b) Vililla 220-400 nm néytteen ja standardin spektrit, kromatogrammin
piikin kérjestd mitattuna, eivét saa erota niiltd spektrin osilta, joiden
suhteellinen absorbanssi on 10-100 %. Tamé edellytys tdyttyy, kun
maksimit ovat samat eikd spektrien vilinen ero ole missdén kohdassa
suurempi kuin 15 % standardianalyytin absorbanssista.

¢) Vilillda 220-400 nm néyteuutteesta ajetut spektrit piikin nousun, hui-
pun ja laskun kohdalla eivit saa erota toisistaan niilta spektrin osilta,
joiden suhteellinen absorbanssi on 10-100 %. Tami edellytys tdyttyy,
kun maksimit ovat samat eikd spektrien vilinen ero ole missdén
kohdassa suurempi kuin 15 % piikin huipun spektrin absorbanssista.

Jos jokin niistd edellytyksisté ei tdyty, tutkittavan aineen esiintymisti ei
ole vahvistettu.

Toistettavuus

Kun olakvindoksipitoisuus on 10-200 mg/kg, néytteen kahden rinnak-
kaisen maédrityksen vélinen ero ei saa olla suurempi kuin 15 % suu-
remmasta rinnakkaistuloksesta.

Saanto

Sellaisen nollandytteen saannon, johon on lisdtty médritettdvad ainetta,
on oltava vihintddn 90 %.
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Laboratorioiden vilisen vertailun tulokset

EY:n laboratorioiden vilisessd menetelméavertailussa 13 laboratoriossa
analysoitiin neljd porsaanrehundytetti, joista yksi oli nollandyte. Tulokset
olivat seuraavat:

Nayte 1 Nayte 2 Nayte 3 Nayte 4
L 13 10 11 11
n 40 40 44 44
keskiarvo [mg/kg] — 14,6 48,0 95,4
S, [mg/kg] — 0,82 2,05 6,36
Sk [mg/kg] — 1,62 4,28 8,42
CV, [ %] — 5,6 43 6,7
CVr [ %] — 11,1 8,9 8,8
nimellispitoisuus
[mg/kg] — 15 50 100
saanto % — 97,3 96,0 95,4
L = laboratorioiden lukuméara
n = yksittdisten arvojen lukumééra
S, = toistettavuuden keskihajonta
Sg = uusittavuuden keskihajonta

CV, = toistettavuuden variaatiokerroin
CVg = uusittavuuden variaatiokerroin.

Huomautus

Vaikka menetelmdd ei ole validoitu rehuille, joissa on yli 100 mg/kg
olakvindoksia, silld on mahdollista saada tyydyttavid tuloksia kayttamalla
pienempdd ndytemddrdd ja/tai laimentamalla ndytelivosta (5.2), jotta
péastdisiin kalibrointikdyrdn pitoisuusalueelle (5.3.2).

C. AMPROLIUMIN MAARITYS

1 [(4-amino-2-propyylipyrimidin-5-yyli)metyyli]-2-
metyylipyridiniumkloridihydrokloridi

Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmailld voidaan maidrittdd amproliumin pitoisuus rehuissa ja esi-
seoksissa. Toteamisraja on 1 mg/kg ja médritysraja 5 mg/kg.

Periaate

Néyte uutetaan metanoli-vesiseoksella. Uute laimennetaan liikkuvalla
faasilla, suodatetaan kalvosuodattimella, ja amprolium mééritetddn kor-
kean erotuskyvyn kationinvaihtonestekromatografialla (HPLC) ja UV-
detektorilla.

Reagenssit

Metanoli.

Asetonitriili, HPLC-laatua vastaava.

Vesi, HPLC-laatua vastaava.
Natriumdivetyfosfaattiliuos, ¢ = 0,1 mol/l.

Liuotetaan 13,80 g natriumdivetyfosfaattimonohydraattia veteen (3.3)
1 000 ml:n mittapullossa, tdytetddn merkkiin asti vedelld (3.3) ja sekoi-
tetaan.

Natriumperkloraattilivos, ¢ = 1,6 mol/l.

Liuotetaan 224,74 g natriumperkloraattimonohydraattia veteen (3.3)
1 000 ml:n mittapullossa, taytetddn merkkiin asti vedelld (3.3) ja sekoi-
tetaan.
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HPLC:ssd kiytettdva liikkuva faasi (katso huomautus 9.1).

Asetonitriilin (3.2), natriumdivetyfosfaattiliuoksen (3.4) ja natriumperk-
loraattiliuoksen (3.5) seos, 450 + 450 + 100 (v + v + v). Suodatetaan
ennen kayttod 0,22 pm:n kalvosuodattimella (4.3) ja poistetaan kaasut
(esim. ultradénihauteessa (4.4) vdhintddn 15 min).

Standardiyhdiste: puhdas amproliumi, 1-[(4-amino-2-propyylipyrimidin-
5-yyli)-metyyli]-2-metyylipyridi-niumkloridihydrokloridi, E 750 (katso
kohta 9.2).

Amproliumstandardin kantaliuos, 500 pg/ml

Punnitaan 0,1 mg:n tarkkuudella 50 mg amproliumia (3.7) 100 ml:n
mittapulloon, liuotetaan 80 ml:aan metanolia (3.1), ja pullo pannaan
10 minuutiksi ultraddnihauteeseen (4.4). Ultradanikasittelyn jdlkeen
liuoksen annetaan jddhtyd huoneenldmpdétilaan, tiytetddn merkkiin asti
vedelld ja sekoitetaan. Liuos sidilyy < 4 °C:n lampétilassa yhden kuu-
kauden.

Amproliumstandardin vdlimuotoliuos, 50 pg/ml

Pipetoidaan 5,0 ml standardin kantaliuosta (3.7.1) 50 ml:n mittapulloon,
taytetddn merkkiin asti uuttoliuoksella (3.8) ja sekoitetaan. Liuos siilyy
< 4 °C:n lampétilassa yhden kuukauden.

Kalibrointiliuokset

Siirretddn 0,5, 1,0 ja 2,0 ml standardin vilimuotoliuosta (3.7.2) 50 ml:n
mittapulloihin. Tdytetddn merkkiin asti liikkkuvalla faasilla (3.6) ja sekoi-
tetaan. Naméa liuokset vastaavat 0,5, 1,0 ja 2,0 pg/ml amproliumia.
Liuokset on valmistettava juuri ennen kayttod.

Uuttoliuos.
Metanoli (3.1) -vesiseos 2 + 1 (v + v).

Viilineisto

HPLC-laitteisto, jossa voidaan injektoida 100 pl:n naytteita.

Nestekromatografiakolonni, 125 mm x 4 mm, kationinvaihto Nucleosil
10 SA, hiukkaskoko 5 pm tai 10 um, tai vastaava.

Vaihtuva-aallonpituuksinen UV-detektori tai diodirividetektori.
Kalvosuodatin, PTFE:t4, 0,45 um.

Kalvosuodatin, 0,22 pm.

Ultradanihaude.

Mekaaninen ravistelija tai magneettisekoitin.

Menettely
Yleistdi
Nollarehu

Saantokokeen (5.1.2) toimivuuden médrittdmiseksi on analysoitava nol-
larehu (nollandyte), jotta varmistetaan, ettei se sisdlld amproliumia tai
mittausta héiritsevid aineita. Nollandytteen on oltava néytteen kaltainen,
eikd siind saa olla havaittavia méarid amproliumia tai héiritsevid aineita.
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Saantokoe

Saanto on médritettiva analysoimalla nollandyte, johon on lisdtty néyt-
teen amproliumia ndytteen amproliumpitoisuutta vastaava méard. Jotta
saadaan 100 mg/kg amproliumia vastaava niyteliuos, siirretddn 10,0
ml standardin kantaliuosta (3.7.1) 250 ml:n erlenmeyerkolviin, ja liuos
haihdutetaan noin 0,5 ml:ksi. Lisdtddn 50 g nollandytettd, sekoitetaan
huolellisesti ja annetaan tasoittua 10 min sekoittaen useita kertoja ennen
uuttovaiheeseen siirtymistd (5.2).

Jos saatavilla ei ole ndytteen kaltaista nollanéytettd (katso 5.1.1), voidaan
saantokoe suorittaa vaihtoehtoisesti standardinlisdysmenetelméalld. Tal-
16in analysoitavaan niytteeseen lisdtddn suunnilleen ndytteiden jo sisil-
tdmd madrd amproliumia. Tamé ndyte analysoidaan yhdesséd varsinaisen
ndytteen kanssa, ja saanto voidaan laskea vdhennyslaskulla.

Uutto
Esiseokset (amproliumpitoisuus < 1 %) ja rehut

Punnitaan 0,01 gramman tarkkuudella 5-40 g néytettd, riippuen sen
amproliumpitoisuudesta, 500 ml:n erlenmeyerkolviin ja lisétddn 200 ml
uuttolivosta (3.8). Kolvi pannaan ultradénihauteeseen (4.4) 15 minuu-
tiksi. Otetaan kolvi ultraddnihauteesta, ravistellaan 1 minuutin ajan ra-
vistelijassa tai sekoitetaan magneettisekoittimella (4.5). Uutteesta otettu
erd laimennetaan liikkuvalla faasilla (3.6) siten, ettd sen amproliumpitoi-
suus on 0,5-2 pg/ml, ja sekoitetaan (katso 9.3). Suodatetaan 5-10 ml
tita laimennettua liuosta kalvosuodattimella (4.2). Tehdddn HPLC-méa-
ritys (5.3).

Esiseokset (amproliumpitoisuus > 1 %)

Punnitaan 0,01 gramman tarkkuudella 1-4 g esiseosta, riippuen sen
amproliumpitoisuudesta, 500 ml:n erlenmeyerkolviin ja lisdtddn 200 ml
uuttoliuosta (3.8). Kolvi pannaan ultradanihauteeseen (4.4) 15 minuu-
tiksi. Otetaan kolvi ultradénihauteesta, ravistellaan 1 minuutin ajan ra-
vistelijassa tai sekoitetaan magneettisekoittimella (4.5). Uutteesta otettu
erd laimennetaan liikkuvalla faasilla (3.6) siten, ettd sen amproliumpitoi-
suus on 0,5-2 pg/ml, ja sekoitetaan. Suodatetaan 5—10 ml tdtd laimen-
nettua livosta kalvosuodattimella (4.2). Tehdddn HPLC-madritys (5.3).

HPLC-mddritys
Muuttujat:

Seuraavat ajo-olosuhteet ovat ohjeellisia ja niitd voidaan muuttaa, mikéali
ne antavat vastaavanlaiset tulokset.

Nestekromatografiakolonni 125 mm x 4 mm, kationinvaihtaja Nucleo-

(4.1.1): sil 10 SA, hiukkaskoko 5 tai 10 um, tai
vastaava
Liikkuva faasi (3.6): Asetonitriilin (3.2), natriumdivetyfosfaatti-

liuoksen (3.4) ja natriumperkloraattiliu-
oksen (3.5) seos, 450 + 450 + 100 (v +

v+ V).
Virtausnopeus: 0,7-1 ml/min
Detektioaallonpituus: 264 nm

Injektiotilavuus: 100 ul
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Kromatografiajirjestelmén stabiilisuus tarkistetaan injektoimalla useita
kertoja kalibrointiliuosta (3.7.3), jonka konsentraatio on 1,0 pg/ml, kun-
nes piikkien korkeudet ja retentioajat pysyvit vakioina.

Kalibrointikédyra

Injektoidaan kutakin kalibrointiliuosta (3.7.3) useita kertoja ja lasketaan
kutakin konsentraatiota vastaavat piikkien korkeuksien (pinta-alojen)
keskiarvot. Piirretddn kalibrointikdyrd siten, ettd y-akselilla ovat kalib-
rointiliuosten piikkien korkeuksien (pinta alojen) keskiarvot ja x-akselilla
vastaavat konsentraatiot (pg/ml).

Néyteliuos

Injektoidaan ndyteliuosta (5.2) useita kertoja kayttden samaa injektioti-
lavuutta kuin kalibrointiliuoksille ja médritetddn amproliumpiikkien kor-
keuksien (pinta-alojen) keskiarvo.

Tulosten laskeminen

Nayteliuoksen amproliumkonsentraatio (ng/ml) lasketaan piikkien korke-
uksien (pinta-alan) keskiarvosta kalibrointikdyrén (5.3.2) avulla.

Naytteen amproliumpitoisuus w (mg/kg) lasketaan seuraavan kaavan
avulla:

W:VXCXf[mg/kg]

jossa:

V = uuttoliuoksen (3.8) tilavuus (ml) 5.2 kohdan mukaisesti (ts. 200
ml),

¢ = ndyteliuoksen (5.2) amproliumpitoisuus (pg/ml),

f = 5.2 kohdan mukainen laimennuskerroin,

m = ndyte-erdn paino (g).

Tulosten validointi
Tunnistaminen

Tutkittavan aineen tunnistaminen voidaan varmentaa yhteiskromatogra-
fialla tai kdyttdmélld diodirividetektoria, jolla verrataan ndyteuutteen
(5.2) ja 2,0 pg/ml sisdltdvan kalibrointiliuoksen (3.7.3) spektreja.

Yhteiskromatografia

Nayteuutteeseen (5.2) lisdtddn sopiva madrd kalibrointilivosta (3.7.3).
Lisdtyn amproliumin méirdn on oltava samaa suuruusluokkaa kuin néy-
teuutteessa todettu amproliumin maara.

Ainoastaan amproliumin piikki saa kasvaa, kun otetaan huomioon seké
lisdtty méard ettd uutteen laimennus. Piikin leveyden puolivilissd sen
korkeutta on oltava + 10 % alkuperdisen ndyteuutteen olakvindoksipiikin
leveydesta.

Diodirividetektorimddéritys

Tulokset arvioidaan seuraavien arviointiperusteiden mukaisesti:

a) Kromatogrammin piikkien huipusta mitattujen niyte- ja standardis-
pektrien maksimiabsorption aallonpituuksien on oltava samat ilmai-
sinjdrjestelmén erotuskyvyn mukaan méadrdytyvissd rajoissa. Diodiri-
videtektorilla tdimé on tyypillisesti + 2 nm.
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b) Vililla 210-320 nm kromatogrammin piikkien huipun kohdalla saa-
dut ndyte- ja standardispektrit eivit saa erota toisistaan niiltd spektrin
osilta, joiden suhteellinen absorbanssi on 10-100 %. Tama edellytys
tayttyy, kun maksimit ovat samat eikd spektrien vélinen ero ole mis-
sdéin kohdassa suurempi kuin 15 % standardianalyytin absorbanssista.

c) Vililld 210-320 nm néyteuutteesta saadut spektrit piikin nousun, hui-
pun ja laskun kohdalla eivit saa erota toisistaan niiltd spektrin osilta,
joiden suhteellinen absorbanssi on 10-100 %. Tama edellytys téyttyy,
kun maksimit ovat samat eikd spektrien vilinen ero ole missdén
kohdassa suurempi kuin 15 % piikin huipun spektrin absorbanssista.

Jos jokin ndistd edellytyksistd ei tdyty, tutkittavan aineen esiintymistd ei
ole vahvistettu.

Toistettavuus

Kahden rinnakkaisméadrityksen vélinen ero samasta niytteestd ei saa olla
suurempi kuin

— 15 % suuremmasta rinnakkaistuloksesta, kun amproliumpitoisuus on
25-500 mg/kg,

— 75 mg/kg, kun amproliumpitoisuus on 500—1 000 mg/kg,

— 75 % suuremmasta rinnakkaistuloksesta, kun amproliumpitoisuus on
yli 1000 mg/kg.

Saanto

Sellaisen nollandytteen saannon, johon on lisdtty médritettdvad ainetta,
on oltava vahintddn 90 %.

Laboratorioiden vilisen vertailun tulokset

Eri laboratorioissa analysoitiin kolme siipikarjan rehua (ndytteet 1-3),
yksi kivenndisrehu (ndyte 4) ja yksi esiseos (ndyte 5). Tulokset esitetddn
seuraavassa taulukossa.

(nﬁiﬁﬁ; trZhlu) Niyte 2 Niyte 3 Niyte 4 Niyte 5
L 14 14 14 14 15
n 56 56 56 56 60
keskiarvo [mg/kg] — 45,5 188 5129 25140
s, [mg/kg] — 2,26 3,57 178 550
CV, [ %] — 4,95 1,90 3,46 2,20
sr [mg/kg] — 2,95 11,8 266 760
CVg [ %] — 6,47 6,27 5,19 3,00
nimellispitoisuus [mg/kg] — 50 200 5000 25 000
L = laboratorioiden lukuméara
n = yksittdisten arvojen lukuméara
S = toistettavuuden keskihajonta
CV, = toistettavuuden variaatiokerroin
sg = uusittavuuden keskihajonta

CVyr = uusittavuuden variaatiokerroin.
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3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

39

Huomautukset

Jos nidytteessd on tiamiinia, tiamiinipiikki ndkyy kromatogrammissa hiu-
kan ennen amproliumpiikkid. Tassd menetelméssd amproliumin ja tiamii-
nin on erotuttava toisistaan. Jos ne eivit erotu tdssd menetelmissd kay-
tetylld kolonnilla (4.1.1), korvataan enintddn 50 % liikkuvan faasin (3.6)
asetonitriiliosuudesta metanolilla.

British Pharmacopoeian mukaan kloorivetyhappoon (¢ = 0,1 mol/l) teh-
dyn amproliumliuoksen (¢ = 0,02 mol/l) spektrissd on maksimit aallon-
pituuksilla 246 nm ja 262 nm. Absorbanssin on saavutettava arvo 0,84
aallonpituudella 246 nm ja 0,80 aallonpituudella 262 nm.

Uute on aina laimennettava liikkkuvalla faasilla, koska muuten amproli-
umpiikin retentioaika voi muuttua merkittdvésti ionivahvuuden muuttu-
misen johdosta.

D. KARBADOKSIN MAARITYS
Metyyli-3-(2-kinoksalinyylimetyleeni)-karbatsaatti-N', N*-dioksidi

Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmélld voidaan maarittdd karbadoksin pitoisuus rehuissa ja esise-
oksissa. Toteamisraja on 1 mg/kg. Madritysraja on 5 mg/kg.

Periaate

Naytteeseen lisdtddn vettd ja se uutetaan metanoli-asetonitriililld. Rehu-
seosndytteiden suodatetusta uutteesta puhdistetaan tietty tilavuusosa alu-
miinioksikolonnilla. Esiseosndytteiden ja rehun lisdainevalmistendyttei-
den suodatetusta uutteesta tietty tilavuusosa laimennetaan sopivalle pitoi-
suusalueelle vedelld, metanolilla ja asetonitriililld. Karbadoksipitoisuus
madritetdin  korkean erotuskyvyn kidnteisfaasinestekromatografialla
(HPLC) UV-detektoria kayttden.

Reagenssit

Metanoli.

Asetonitriili, HPLC-laatua vastaava.

Etikkahappo, w = 100 %.

Alumiinioksidi: neutraali, aktiivisuusaste 1.

Metanoli-asetonitriili 1 + 1 (v + v).

Sekoitetaan 500 ml metanolia (3.1) ja 500 ml asetonitriilid (3.2).
Etikkahappo, 6 = 10 %.

Laimennetaan 10 ml etikkahappoa (3.3) 100 ml:aan asti vedell4.
Natriumasetaatti.

Vesi, HPLC-laatua vastaava.

Asetaattipuskuriliuos, ¢ = 0,01 mol/l, pH = 6,0.

Liuotetaan 0,82 g natriumasetaattia (3.7) 700 ml:aan vettd (3.8) ja pH
sdddetddn arvoon 6,0 etikkahapolla (3.6). Siirretddn 1 000 ml:n mittapul-
loon, taytetddan merkkiin asti vedelld (3.8) ja sekoitetaan.

HPLC:ssé kaytettava liikkkuva faasi.

Sekoitetaan 825 ml asetaattipuskuriliuosta (3.9) ja 175 ml asetonitriilid
(3.2).

Suodatetaan 0,22 pum:n suodattimen (4.5) ldpi ja poistetaan liuoksesta
kaasut (esimerkiksi 10 minuutin ultradénikasittelylld).
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Standardiyhdiste.

Puhdas karbadoksi: Metyyli-3-(2-kinoksalinyylimetyleeni)-karbatsaatti-
N1,N4-dioksidi, E 850.

Karbadoksistandardin kantaliuos, 100 pg/ml (katso
huomautus 5 kohdasta: Menettely)

Punnitaan 25 mg karbadoksia (3.11) 0,1 mg:n tarkkuudella 250 ml:n
mittapulloon. Liuotetaan metanoli-asetonitriiliin (3.5) késittelemalla ult-
raddnihauteessa (4.7). Ultradanikésittelyn jélkeen liuos jadhdytetddn huo-
neen lampotilaan, taytetddn merkkiin asti metanoli-asetonitriililld (3.5) ja
sekoitetaan. Pullo kédritdan alumiinifolioon tai kdytetddn tummaa pulloa
ja sdilytetddn jédkaapissa. Liuos sdilyy < 4 °C:n lampotilassa yhden
kuukauden.

Kalibrointiliuokset

Pipetoidaan 2,0, 5,0, 10,0 ja 20,0 ml standardin kantaliuosta (3.11.1) 100
ml:n mittapulloihin. Lisdtddn 30 ml vettd, tdytetddn merkkiin asti meta-
noli-asetonitriililld (3.5) ja sekoitetaan. Kéaritdan pullot alumiinifolioon.
Nama liuokset sisdltdvit vastaavasti 2,0, 5,0, 10,0 ja 20,0 pg/ml karba-
doksia.

Kalibrointiliuokset on valmistettava juuri ennen kayttoa.

Huomautus: Kun midritetddn karbadoksia rehuista, jotka sisaltdvat va-
hemmaén kuin 10 mg/kg karbadoksia, on valmistettava ka-
librointiliuos, jonka konsentraatio on pienempi kuin 2,0
pg/ml.

Vesi-[metanoli-asetonitriili] (3.5) -seos, 300 + 700 (v + v)

Sekoitetaan 300 ml vettd ja 700 ml metanoli-asetonitriiliseosta (3.5).

Viilineisto

Laboratorioravistelija tai magneettisekoitin.

Lasikuitusuodatinpaperia (Whatman GF/A tai vastaava).

Lasikolonni (pituus 300-400 mm, sisdhalkaisija noin 10 mm), jossa on
sintterilasifritti ja poistohana.

Huomautus: Voidaan kdyttdd myos tulpalla varustettua lasikolonnia tai
lasikolonnia, jonka pdi suippenee; télldin kolonnin alapda-
hén pannaan pieni lasivillatuppo, joka tiivistetddn lasisau-
valla.

HPLC-laitteisto, jossa voidaan injektoida 20 pl:n néytteita.

Nestekromatografiakolonni: 300 mm x 4 mm, C;g, hiukkaskoko 10 um,
tai vastaava.

Vaihtuva-aallonpituuksinen UV-detektori tai diodirividetektori, mittau-
saallonpituusalue 225-400 nm.

Kalvosuodatin, 0,22 pm.

Kalvosuodatin, 0,45 um.

Ultradédnihaude.
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Menettely

Huomautus: Karbadoksi on valonarkaa. Kaikki toimenpiteet on suoritet-
tava himmennetyssd valaistuksessa, tai on kaytettdva rus-
keita tai alumiinifolioon kaérittyja lasitavaroita.

Yleistd
Nollarehu

Saantokokeen (5.1.2) suorittamista varten analysoidaan nollarehu, jotta
varmistetaan, ettei se sisdlld karbadoksia tai héiritsevid aineita. Nollare-
hun on oltava néytteen kaltainen, eikd siind saa olla havaittavia méarid
karbadoksia tai hiiritsevid aineita.

Saantokoe

Saantokoe suoritetaan analysoimalla nollarehu (5.1.1), johon on lisdtty
ndytteessd esiintyvdd maarad vastaava maard karbadoksia. Lisdyksen saa-
miseksi tasolle 50 mg/kg karbadoksia pipetoidaan 5,0 ml standardin
kantalivosta (3.11.1) 200 ml:n erlenmeyerkolviin. Liuos haihdutetaan
noin 0,5 ml:ksi typpivirrassa. Lisdtddn 10 g nollarehua, sekoitetaan ja
odotetaan 10 minuuttia ennen siirtymistd uuttovaiheeseen (5.2).

Jos saatavilla ei ole néytteen kaltaista nollandytettd (katso 5.1.1), voidaan
saantokoe suorittaa vaihtoehtoisesti standardinlisdysmenetelméalld. Tal-
16in analysoitavaan néytteeseen lisdtddn suunnilleen néytteiden ennestdin
sisdltdmd madrd karbadoksia. Tdmé néyte analysoidaan yhdessd varsinai-
sen ndytteen kanssa, ja saanto voidaan laskea vihennyslaskulla.

Uutto
Rehut

Punnitaan 10 g néytettd 0,01 gramman tarkkuudella ja siirretadn 200
ml:n erlenmeyerkolviin. Lisdtdan 15,0 ml vettd, sekoitetaan ja annetaan
seistd 5 minuuttia. Lisdtddn 35,0 ml metanoli-asetonitriiliseosta (3.5),
suljetaan tulpalla ja ravistellaan 30 minuuttia ravistelijalla tai sekoitetaan
magneettisekoittimella (4.1). Suodatetaan liuos lasikuitusuodatinpaperin
lapi (4.2). Tamai liuvos sdilytetddn puhdistusta (5.3) varten.

Esiseokset (karbadoksipitoisuus 0,1-2,0 %)

Punnitaan 1 g jauhamatonta ndytettd 0,001 gramman tarkkuudella ja
siirretddn 200 ml:in erlenmeyerkolviin. Lisdtddn 15,0 ml vettd, sekoite-
taan ja annetaan seistd 5 minuuttia. Lisdtdan 35,0 ml metanoli-asetonitrii-
liseosta (3.5), suljetaan tulpalla ja ravistellaan 30 minuuttia ravistelijalla
tai sekoitetaan magneettisekoittimella (4.1). Suodatetaan liuos lasikuitu-
suodatinpaperin lapi (4.2).

Pipetoidaan médrdosa suodoksesta 50 ml:n mittapulloon. Lisétdén 15,0
ml vettd, tdytetddn merkkiin asti metanoli-asetonitriililld (3.5) ja sekoi-
tetaan. Lopullisen liuoksen karbadoksipitoisuuden pitdd olla noin 10
pg/ml. Suodatetaan osa 0,45 um:n kalvosuodattimen lépi (4.6).

Tehdddan HPLC-méadritys (5.4).

Lisdainevalmisteet (karbadoksipitoisuus > 2 %)

Punnitaan 0,2 g jauhamatonta naytettd 0,001 gramman tarkkuudella ja
siirretddn 250 mlin erlenmeyerkolviin. Lisdtddn 45,0 ml vettd, sekoite-
taan ja annetaan seistd 5 minuuttia. Lisatddn 105,0 ml metanoli-asetonit-
riiliseosta (3.5), suljetaan tulpalla ja homogenoidaan. Pidetddn naytettd
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ultraddnihauteessa (4.7) 15 minuuttia, minké jélkeen liuosta ravistellaan
tai sekoitetaan 15 minuuttia (4.1). Suodatetaan liuos lasikuitusuodatin-
paperin lépi (4.2).

Laimennetaan médrdosa suodosta vesi-metanoli-asetonitriiliseoksella
(3.12) siten, etté lopullisen liuoksen karbadoksipitoisuus on 10-15 pg/ml
(10-prosenttisen lisdainevalmisteen laimennuskerroin on 10). Suodate-
taan osa 0,45 pum:n kalvosuodattimen lépi (4.6).

Tehdddn HPLC-madritys (5.4).

Puhdistus
Alumiinioksidikolonnin valmistus

Punnitaan 4 g alumiinioksidia (3.4) ja siirretddn se lasikolonniin (4.3).

Nidytteen puhdistus

Lisdtdan 15 ml suodatettua uutetta (5.2.1) alumiinioksidikolonniin; en-
simmadiset 2 ml eluaattia heitetddn pois. Seuraavat 5 ml otetaan talteen ja
suodatetaan osa 0,45 pum:n kalvosuodattimen lédpi (4.6).

Tehdddan HPLC-médritys (5.4).

HPLC-mddritys
Muuttujat

Seuraavat olosuhteet ovat ohjeellisia, ja my0s muita muuttujia voidaan
kayttds, jos niilld saadaan vastaavat tulokset:

Nestekromatografiakolonni 300 mm x 4 mm, C,g, hiukkaskoko 10 pm,

(4.4.1): tai vastaava

Liikkuva faasi (3.10): Asetaattipuskuriliuoksen (3.9) ja asetonitrii-
lin (3.2) seos, 825 + 175 (v + v)

Virtausnopeus: 1,5-2 ml/min

Detektioaallonpituus: 365 nm

Injektiotilavuus: 20 pl.

Kromatografiajérjestelmén stabiilisuus tarkistetaan injektoimalla useita
kertoja 5,0 pg/ml karbadoksia siséltdvéa kalibrointiliuosta (3.11.2), kun-
nes piikkien korkeudet (pinta-alat) ja retentioajat pysyvét vakioina.

Kalibrointikdyré

Injektoidaan jokaista kalibrointiliuosta (3.11.2) useita kertoja ja mitataan
kutakin konsentraatiota vastaavat karbadoksipiikkien korkeudet (pinta-
alat). Kalibrointikdyra piirretddn siten, ettd y-akselilla ovat kalibrointiliu-
osten piikkien korkeuksien (pinta alojen) keskiarvot ja x-akselilla vas-
taavat konsentraatiot pg/ml.

Niyteliuos

Injektoidaan néyteuutetta (rehuseosten (5.3.2), esiseosten (5.2.2) ja lisd-
ainevalmisteiden (5.2.3)) useita kertoja ja madaritetddn karbadoksipiikkien
korkeuksien (pinta-alojen) keskiarvo.
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6.2

Tulosten laskeminen

Nayteliuoksen karbadoksipitoisuus pg/ml lasketaan karbadoksipiikkien
korkeuksien (pinta-alan) keskiarvosta kalibrointikdyrin (5.4.2) avulla.

Rehut
Naytteen karbadoksipitoisuus w (mg/kg) lasketaan seuraavan kaavan

avulla:

A%
W = ex v [mg/kg]
m

jossa:

¢ = ndyteuutteen (5.3.2) karbadoksipitoisuus (pg/ml),
V; = uuttoliuoksen tilavuus (ml) (ts. 50),
m = ndyte-erdn paino (g).

Esiseokset ja lisdainevalmisteet

Néytteen karbadoksipitoisuus w (mg/kg) lasketaan seuraavan kaavan
avulla:

cx Vy xf
=2 [mgke]

jossa:

¢ = ndyteuutteen (5.2.2 tai 5.2.3) karbadoksipitoisuus (pg/ml),

V, = uuttoliuoksen tilavuus (ml) (ts. 50 esiseoksille, 150 lisdainevalmis-
teille),

f = laimennuskerroin 5.2.2 kohdan (esiseokset) tai 5.2.3 kohdan (lisa-
ainevalmisteet) mukaisesti,

m = ndyte-erdn paino (g).

Tulosten validointi
Tutkittavan aineen tunnistaminen

Tutkittavan aineen tunnistaminen voidaan varmentaa yhteiskromatogra-
fialla tai diodirividetektorilla, mikd mahdollistaa ndytteen uuttoliuoksen
ja 10,0 pl/ml karbadoksia sisdltdvan kalibrointiliuoksen (3.11.2) spekt-
rien vertailun.

Yhteiskromatografia

Naytteen uuttoliuokseen lisdtddn sopiva maird kalibrointilivosta (3.11.2).
Lisdtyn karbadoksimddrdn on oltava suunnilleen sama kuin néyteliu-
oksen karbadoksin maérd.

Ainoastaan karbadoksipiikin korkeus saa kasvaa, kun otetaan huomioon
sekd lisdtty madra karbadoksia ettd ndyteliuoksen laimeneminen. Piikin
leveyden on oltava sen puolikorkeudella noin 10 % sen alkuperiisestd
leveydesta.

Diodirividetektoriméddritys

Tulokset arvioidaan seuraavien arviontiperusteiden mukaisesti:

a) kromatogrammin piikkien huipusta mitattujen nédyte- ja standardis-
pektrien maksimiabsorption aallonpituuksien on oltava samat ilmai-
sinjdrjestelmén erotuskyvyn mukaan méadrdytyvissd rajoissa. Diodiri-
videtektorilla se on yleensd + 2 nm;
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b) vililld 225-400 nm kromatogrammin piikin huipun kohdalla ajetut
ndyte- ja standardispektrit eivit saa erota niiltd spektrin osilta, joiden
suhteellinen absorbanssi on 10-100 %. Tdmi edellytys tdyttyy, kun
maksimit ovat samat ja ndiden kahden spektrin vililld havaittu poik-
keama ei ole missdén kohdassa yli 15 %:a standardina olevan tutkit-
tavan aineen absorbanssista;

C

~

vililla 225-400 nm néyteliuoksesta ajetut spektrit piikin nousun, hui-
pun ja laskun kohdalla eivit saa erota toisistaan niiltd spektrin osilta,
joiden suhteellinen absorbanssi on 10-100 %. Tami edellytys tayttyy,
kun samat maksimit esiintyvét ja kun kaikissa havaittavissa kohdissa
spektrien vilinen poikkeama ei ole suurempi kuin 15 % huipun spekt-
rin absorbanssista.

Jos jokin niistd edellytyksisté ei tdyty, tutkittavan aineen esiintymisti ei
ole vahvistettu.

Toistettavuus

Kun karbadoksipitoisuus on 10 mg/kg tai suurempi, kahden rinnakkaisen
samasta ndytteestd tehdyn maérityksen tulosten ero ei saa olla suurempi
kuin 15 % suuremmasta rinnakkaistuloksesta.

Saanto

Sellaisen nollandytteen saannon, johon on lisdtty médritettdvad ainetta,
on oltava vihintddn 90 %.

Laboratorioiden vilisen vertailun tulokset

Laboratorioiden vilisessd tutkimuksessa analysoitiin 6 rehuseosta, 4 esi-
seosta ja 3 lisdainevalmistetta kahdeksassa laboratoriossa. Kukin niyte
madritettiin kaksi kertaa. (Tarkempia tietoja tdstd laboratorioiden vali-
sestd tutkimuksesta 16ytyy julkaisusta Journal of AOAC International,
Volume 71, 1988, s. 484-490.) Tulokset (lukuun ottamatta poikkeavia
arvoja) olivat seuraavat:

Taulukko 1

Laboratorioiden vilisen vertailun tulokset: rehut

Niyte 1 Néyte 2 | Niyte 3 | Niyte 4 | Niyte 5 | Niyte 6

L 8 8 8 8 8 8

n 15 14 15 15 15 15
Keskiarvo (mg/kg) 50,0 47,6 48,2 49,7 46,9 49,7
S, (mg/kg) 2,90 2,69 1,38 1,55 1,52 2,12
CV; ( %) 5.8 5,6 2,9 3,1 32 43
Sk (mg/kg) 3,92 4,13 2,23 2,58 2,26 2,44
CVr ( %) 7,8 8,7 4,6 5,2 4,8 4,9
Nimellispitoisuus (mg/kg) 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0

Taulukko 2

Laboratorioiden vilisen vertailun tulokset: esiseokset ja lisdainevalmisteet

Esiseokset Lisdainevalmisteet

A B C D A B C
L 7 7 7 8 8
n 14 14 14 14 16 16 16
Keskiarvo (g/kg) 8,89 9,29 9,21 8,76 94,6 98,1 104
S, (g/kg) 0,37 0,28 0,28 0,44 4,1 5,1 7,7
CV; ( %) 4,2 3,0 3,0 5,0 43 52 7,4
Sk (g/kg) 0,37 0,28 0,40 0,55 54 6,4 7,7
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Esiseokset Lisdainevalmisteet

A B C D A B C
CVg ( %) 4,2 3,0 4,3 6,3 5,7 6,5 7.4
Nimellispitoisuus 10,0 10,0 10,0 10,0 100 100 100
(g/kg)
L = laboratorioiden lukuméaara
n = yksittdisten arvojen lukuméara
S, = toistettavuuden keskihajonta
CV, = toistettavuuden variaatiokerroin
Sg = uusittavuuden keskihajonta

CVR = uusittavuuden variaatiokerroin.
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LIITE IX

6 ARTIKLASSA TARKOITETUT VASTAAVUUSTAULUKOT

Direktiivi 71/250/ETY

Direktiivi 71/250/ETY

Tamai asetus

1 artiklan ensimmdinen alakohta 3 artikla

1 artiklan toinen alakohta 2 artikla

2 artikla —

3 artikla —

Liitteesséd oleva 1 osa Liite 11
Liitteesséd oleva 2 osa —

Liitteessé oleva 3 osa —

Liitteessd oleva 4 osa Liitteessa III oleva O osa
Liitteessd oleva 5 osa Liitteessd III oleva M osa
Liitteessd oleva 6 osa Liitteessd III oleva N osa
Liitteesséd oleva 7 osa Liitteessa III oleva Q osa
Liitteesséd oleva 9 osa Liitteessa III oleva K osa
Liitteesséd oleva 10 osa —

Liitteessd oleva 11 osa —

Liitteessd oleva 12 osa Liitteessa III oleva J osa
Liitteessd oleva 14 osa Liitteessd III oleva D osa
Liitteessd oleva 16 osa —

Direktiivi 71/393/ETY

Direktiivi 71/393/ETY

Téaméi asetus

1 artikla

2 artikla

3 artikla

Liitteessd oleva I osa
Liitteessd oleva I osa
Liitteessd oleva III osa
Liitteessd oleva IV osa

3 artikla

Liitteessd III oleva A osa
Liitteessd III oleva E osa
Liitteessd III oleva P osa

Liitteessa III oleva H osa

Direktiivi 72/199/ETY

Direktiivi 72/199/ETY

Téaméi asetus

1 artikla

2 artikla

3 artikla

4 artikla

Liitteessd I oleva 1 osa
Liitteessd 1 oleva 2 osa
Liitteessd 1 oleva 3 osa
Liitteessd I oleva 4 osa
Liitteessd | oleva 5 osa
Liite 1T

3 artikla

Liitteessd III oleva L osa
Liitteessd III oleva C osa

Liitteessd V oleva A osa

Direktiivi 73/46/ETY

Direktiivi 73/46/ETY

Tami asetus

1 artikla
3 artikla
4 artikla
Liitteessd I oleva 1 osa
Liitteessd I oleva 2 osa
Liitteessd I oleva 3 osa

3 artikla

Liitteessd III oleva B osa

Liitteessa III oleva I osa
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10.

11.

Direktiivi 76/371/ETY

Direktiivi 76/371/ETY

Tami asetus

1 artikla
2 artikla
3 artikla
Liite

1 artikla

Liite I

Direktiivi 76/372/ETY

Direktiivi 76/372/ETY

Tami asetus

1 artikla
2 artikla
3 artikla
Liite

Direktiivi 78/633/ETY

Direktiivi 78/633/ETY

Tamai asetus

1 artikla
2 artikla
3 artikla
Liitteessd oleva 1 osa
Liitteessd oleva 2 osa
Liitteessd oleva 3 osa

3 artikla

Liitteessd IV oleva C osa

Direktiivi 81/715/ETY

Direktiivi 81/715/ETY

Tami asetus

1 artikla
2 artikla
3 artikla
Liite

Direktiivi 84/425/ETY

Direktiivi 84/425/ETY

Tamai asetus

1 artikla
2 artikla
3 artikla
Liite

Direktiivi 86/174/ETY

Direktiivi 86/174/ETY

Tami asetus

1 artikla
2 artikla
3 artikla
Liite

4 artikla

Liite VII

Direktiivi 93/70/ETY

Direktiivi 93/70/ETY

Tami asetus

1 artikla
2 artikla
3 artikla
Liite

3 artikla

Liitteessda IV oleva D osa
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12.

13.

16.

Direktiivi 93/117/EY

Direktiivi 93/117/EY

Téaméi asetus

1 artikla
2 artikla
3 artikla
Liitteessd oleva 1 osa

Liitteessd oleva 2 osa

3 ja 5 artikla

Liitteessd IV oleva E osa

Liitteessd VIII oleva A osa

Direktiivi 98/64/EY

Direktiivi 98/64/EY

Tami asetus

1 artikla
2 artikla
3 artikla
4 artikla
Liitteessd oleva A osa

Liitteessd oleva C osa

3 ja 5 artikla

Liitteessd III oleva F osa

Liitteessd VIII oleva B osa

Direktiivi 1999/27/EY

Direktiivi 1999/27/EY

Tami asetus

artikla
artikla
artikla

artikla

[ Y I S R

artikla
6 artikla
7 artikla
Liitteessd oleva A osa
Liitteessd oleva B osa

Liitteessd oleva C osa

3 ja 5 artikla

Liitteessd VIII oleva C osa
Liitteessd IV oleva F osa

Liitteessd VIII oleva D osa

Direktiivi 1999/76/EY

Direktiivi 1999/76/EY

Tami asetus

1 artikla
2 artikla
3 artikla
4 artikla
Liite

3 artikla

Liitteessd IV oleva G osa

Direktiivi 2000/45/EY

Direktiivi 2000/45/EY

Tamai asetus

1 artikla
2 artikla
3 artikla
4 artikla
Liitteessd oleva A osa
Liitteessd oleva B osa
Liitteessd oleva C osa

3 artikla

Liitteessd IV oleva A osa
Liitteessd 1V oleva B osa
Liitteessd III oleva G osa
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17. Direktiivi 2002/70/EY

18.

Direktiivi 2002/70/EY

Tami asetus

artikla
artikla
artikla
artikla
artikla
Liite I

[ T N O R

Liite II

1 artikla
2 ja 3 artikla

Liite I ja liitteessd V olevan B osan
I luku

Liite II ja liitteessd V olevan B osan
II luku

Direktiivi 2003/126/EY

Direktiivi 2003/126/EY

Téamé asetus

artikla
artikla
artikla
artikla
artikla
artikla
Liite

AN N RN~

3 artikla

Liite VI




