03/25 t. Europos Sgjungos oficialusis leidinys 235
31999L0027
L 118/36 EUROPOS BENDRIJU OFICIALUSIS LEIDINYS 199956

KOMISIJOS DIREKTYVA 1999/27/EB
1999 m. balandZio 20 d.

nustatanti Bendrijos analizés metodus amproliumui, diklazurilui ir karbadoksui pasaruose nustatyti,
i§ dalies kei¢ianti Direktyvas 71/250/EEB bei 73/46/EEB ir panaikinanti Direktyva 74/203/EEB

(tekstas svarbus EEE)

EUROPOS BENDRIJU KOMISIJA,

atsizvelgdama | Europos bendrijos steigimo sutartj,

atsizvelgdama | 1970 m. liepos 20 d. Tarybos direktyva
70/373[EEB dél Bendrijos méginiy paémimo ir analizés
metody, taikomy valstybinei pasary kontrolei, jvedimo (') su
paskutiniais pakeitimais, padarytais Austrijos, Suomijos ir
Svedijos stojimo aktu, ypac j jos 2 straipsni,

1

L 170,1970

kadangi direktyvoje 70/373/EEB reikalaujama, kad tikri-
nant, kaip laikomasi jstatymy ir kity teisés akty dél
pasary kokybeés ir sudéties, oficiali pasary kontrolé baty
atliekama taikant Bendrijos méginiy paémimo ir analizés
metodus;

kadangi 1970 m. lapkri¢io 23 d. Tarybos Direktyvoje
70/524[EEB dél paSary priedy (}) su paskutiniais pakeiti-
mais, padarytais Komisijos reglamentu (EB) Nr. 45/
1999 (°) reikalaujama, kad amproliumo ir diklazurilo
kiekis turi baiti nurodytas etiketéje, jei cheminé medziaga
dedama | premiksus ir pasarus; kadangi leidimas naudoti
karbadoksa kaip paSary prieds buvo panaikintas
1998 m. gruodzio 22 d. Komisijos reglamentu (EB)
Nr. 2788/98, i§ dalies keicianciu Tarybos direktyva
70/524[EEB dél paSary priedy, panaikinant leidima
vartoti tam tikras augimg skatinancias medziagas (%),
todél yra bitina uzdraustyjy cheminiy medziagy
neteiséto naudojimo oficiali kontrol¢;

kadangi sioms cheminéms medziagoms tikrinti turi biiti
sukurti Bendrijos analizés metodai;

kadangi 1971 m. birzelio 15 d. pirmojoje Komisijos
direktyvoje 71/250/EEB, nustatancioje oficialiai paSary
kontrolei taikytinus Bendrijos analizés metodus (), su
paskutiniais ~ pakeitimais, = padarytais  Direktyva
98/54/[EB (%), pateikiami analizés metodai, inter alia, gars-
ty¢iy aliejui ir teobrominui nustatyti; kadangi atsi-
zvelgiant | mokslo bei, technikos Ziniy pazangg aprasy-
tieji metodai jau nebeatitinka numatytos paskirties;
kadangi dél tos priezasties $iuos metodus tikslinga biity
isbraukti;
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kadangi 1972 m. gruodzio 5 d. ketvirtojoje Komisijos
direktyvoje 73/46/EEB nustatancioje oficialiai pasary
kontrolei taikytinus Bendrijos analizés metodus (), su
paskutiniais pakeitimais, padarytais Direktyva 98/54/EB,
pateikiami analizés metodai, inter alia, retinoliui (vita-
minui A) nustatyti; kadangi atsizvelgiant | mokslo bei
technikos Ziniy paZanga aprasytasis metodas jau nebeati-
tinka numatytos paskirties; kadangi dél tos priezasties
retinolio nustatymo metodg tikslinga baty isbraukti;

kadangi 1974 m. kovo 25 d. penktojoje Komisijos
direktyvoje 74/203/EEB, nustatancioje oficialiai paSary
kontrolei taikytinus Bendrijos analizés metodus (), su
paskutiniais  pakeitimais, =~ padarytais  Direktyva
81/680/EEB (°), pateikiami krakmolo ir krakmolo stam-
biamolekuliniy skilimo produkty, esan¢iy pasaruose,
kuriuos sudaro runkeliy drozlés, runkeliy i$spaudos,
dziovinti runkeliy stiebai arba lapai, bulviy tyré, dzio-
vintos mielés, daug inulino turintys produktai arba spir-
gudiai, amproliumo, etopabato, dinitolmido, nikarbazino
ir menadiono (vitamino K3) nustatymo analizés metodai;
kadangi atsizvelgiant | mokslo bei technikos Ziniy
pazanga visi aprasytieji metodai jau nebeatitinka numa-
tytos paskirties; kadangi dél tos priezasties Sia direktyva
tikslinga blity panaikinti;

kadangi Sioje direktyvoje numatytos priemonés atitinka
Pagary nuolatinio komiteto nuomone,

PRIEME SIA DIREKTYVA;

1 straipsnis

Valstybés narés uztikrina, kad, vykdant oficialia amproliumo,
diklazurilo ir karbadokso kiekio pasaruose ir premiksuose kont-
role, analizé bity daroma taikant Sios direktyvos priede nuro-
dytus metodus.
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2 straipsnis
Direktyva 71/250/EEB i3 dalies keiciama taip:

1) 1 straipsnyje iSbraukiami zodziai ,garstyciy aliejui“ ir ,teo-
brominui®.

2) I8braukiami priedo 8 ir 13 punktai.

3 straipsnis
Direktyva 7346 /EEB i dalies kei¢iama taip:
1) Isbraukiamas 2 straipsnis.

2) I§braukiamas II priedas.

4 straipsnis

Direktyva 74/203/EEB panaikinama.

5 straipsnis
Valstybés narés priima jstatymus ir kitus teisés aktus, kurie,
isigalioje ne véliau kaip iki 1999 m. spalio 31 d. igyvendina
Sig direktyva. Apie tai jos nedelsdamos pranesa Komisijai.

Jos taiko priemones nuo 1999 m. lapkricio 1 d.
Valstybés narés, priimdamos $ias nuostatas, daro jose nuoroda i
Sig direktyva arba tokia nuoroda daroma jas oficialiai skelbiant.
Nuorodos darymo tvarka nustato valstybés narés.

6 straipsnis
Si direktyva jsigalioja dvidesimta dieng po jos paskelbimo
Europos Bendrijy oficialiajame leidinyje.

7 straipsnis

Si direktyva skirta valstybéms naréms.

Priimta Briuselyje, 1999 m. balandzio 20 d.

Komisijos vardu
Franz FISCHLER

Komisijos narys
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PRIEDAS
A dalis

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

AMPROLIUMO NUSTATYMAS
1-[(4—amino—2—-propilpirimidin—5-il)metil|-2-metilpiridinio chlorido hidrochloridas

Tikslas ir taikymo sritis

Sis metodas taikomas amproliumui pagaruose ir premiksuose nustatyti. Aptikimo riba — 1 mg/kg, ribiné nusta-
tymo verte — 25 mg/kg.

Metodo esmé

Méginys ekstrahuojamas metanolio ir vandens misiniu. Ekstraktas skiedZiamas judanciaja faze, filtruojamas per
membraninj filtrg ir amproliumo kiekis nustatomas katijony mainy efektyviosios skys¢iy chromatografijos
(HPLC) metodu, naudojant UV detektoriy.

Reagentai

Metanolis.

Acetonitrilas, HPLC markes.

Vanduo, HPLC markeés.

Natrio dihidrofosfato tirpalas, ¢ = 0,1 mol/l

Vandenyje (3.3) iStirpinama 13,80 g natrio dihidrofosfato monohidrato, 1000 ml matavimo kolboje praskie-
dziama iki Zymés vandeniu (3.3) ir sumaiSoma.

Natrio perchlorato tirpalas, ¢ = 1,6 mol/l

Vandenyje (3.3) itirpinama 224,74 g natrio perchlorato, 1000 ml matavimo kolboje praskiedziama iki Zymés
vandeniu (3.3) ir sumaiSoma.

HPLC judancioji fazé (zr. 9.1 pastaba)

Acetonitrilo  (3.2), natrio dihidrofosfato tirpalo (3.4) ir natrio perchlorato tirpalo (3.5) misinys
450 + 450 + 100 (v + v + v). Prie§ naudojimg tirpalas filtruojamas per 0,22 pm membraninj filtrg (4.3) ir
nudujinamas (pvz., ultragarso vonioje (4.4) bent 15 minuciy).

Etaloniné medziaga: grynas amproliumas, I-[(4-amino-2-propilpirimidin-5-il)metil]-2-metilpiridinio chlorido
hidrochloridas, E 750 (zr. 9.2).

Pradinis etaloninis amproliumo tirpalas, 500 pg/ml

[100 ml matavimo kolba 0,1 mg tikslumu pasveriama 50 mg amproliumo (3.7), itirpinama 80 ml metanolio
(3.1) ir 10 min jdedama kolba i ultragarso vonig (4.4). Po apdorojimo ultragarsu tirpalas atvésinamas iki
kambario temperatiiros, vandeniu praskiedZiamas iki Zymés ir sumaiSomas. Esant 4 °C temperatirai, tirpalas
stabilus vieng ménesi.

Tarpinis etaloninis amproliumo tirpalas, 50 pg/ml

[ 50 ml matavimo kolbg pipete paimama 5 ml pradinio etaloninio tirpalo (3.7.1), praskiedziama iki Zymés ekst-
rahavimo tirpikliu (3.8) ir sumaiSoma. Esant 4 °C temperatirai, tirpalas stabilus vieng ménesj.

Kalibravimo tirpalai

[ 50 ml matavimo kolbas jpilama 0,5, 1 ir 2 ml tarpinio etaloninio tirpalo (3.7.2). Praskiedziama iki Zymes
udanc1aya faze (3.6) ir sumaiSoma. Sie tirpalai atitinka 0,5, 1 ir 2 pg/ml amproliumo. Sie tirpalai turi biiti
ruoSiami prie§ pat naudojima.
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3.8.  Ekstrahavimo tirpiklis

Metanolio (3.1) ir vandens miSinys 2 + 1 (v + v).

4. Iranga

4.1.  HPLC jranga su injekcijos sistema, tinkama 100 pl injekcijos tariui.

4.1.1. Skys¢iy chromatografijos kolonélé 125 mm x 4 mm, katijonitas Nucleosil 10 SA, 10 pm daleliy ikrova, arba
lygiaverté.

4.1.2. Reguliuojamo bangos ilgio UV detektorius arba diody matricos detektorius.
4.2. Membraninis filtras, medziaga — PTFE, 0,45 pm.

4.3. Membraninis filtras, 0,22 pm.

4.4.  Ultragarso vonia.
4.5.  Mechaniné purtyklé arba magnetiné maisykle.
5. Darbo eiga

5.1.  Bendrieji dalykai
5.1.1. Pagaras be priedy

Regeneravimo bandymui (5.1.2) skirtas paSaras be priedy turéty bati analizuojamas, norint patikrinti, ar jame
néra amproliumo ir trukdanéiy cheminiy medziagy. Pasaro be predy tipas turéty atitikti méginio pasaro tipg ir
darant analiz¢ neturéty bati rasta amproliumo arba trukdanciy medziagy.

5.1.2. Regeneravimo testas

Regeneravimo testas turéty bati daromas analizuojant pasara be priedy, j kurj pridedamas amproliumo kiekis,
mazdaug atitinkantis méginio amproliumo kiekj. Norint pridéti 100 mg/kg, i 250 ml kaging kolba jpilama
10 ml pradinio etaloninio tirpalo (3.7.1) ir iSgarinama iki mazdaug 0,5 ml. Pridedama 50 g pasaro be priedy,
gerai sumaiSoma, palickama 10 minuciy ir prie§ ekstrahavimo pakopa (5.2) dar kelis kartus sumaiSoma.

Jei néra pasaro be priedy, kuris biity panaSus | méginio pasarg (zr. 5.1.1), regeneravimo bandymga galima daryti
kitu biidu, taikant etaloninés cheminés medziagos pridéjimo metoda. Siuo atveju i analizuojama méginj pride-
damas amproliumo kiekis, mazdaug atitinkantis amproliumo kiekj méginyje. Sis méginys analizuojamas kartu su
méginiu be pridéto amproliumo ir regeneravimo laipsnis gali biti apskaiciuotas i3 skirtumo.

5.2.  Ekstrahavimas
5.2.1. Premiksai (kiekis < 1 % amproliumo) ir paarai

Atsizvelgiant | amproliumo kiekj, j 500 ml kigin¢ kolba 0,01 g tikslumu pasveriama 5-40 g méginio ir
jpilama 200 ml ekstrahavimo tirpiklio (3.8). Kolba jdedama i ultragarso vonig (4.4) ir palickama 15 minuciy.
Kolba iimama i§ ultragarso vonios ir 1 valanda purtoma ant purtyklés arba maiSoma magnetine maiSykle (4.5).
Alikvotiné ekstrakto dalis praskiedziama judanciaja faze (3.6), kad amproliumo koncentracija baty 0,5-2 pg/ml,
ir sumaiSoma (Zr. 9.3 pastabg). 5-10 ml $io praskiesto tirpalo filtruojama per membraninj filtra (4.2). Toliau
analizuojama HPLC metodu (5.3).

5.2.2. Premiksai (kiekis 1 % amproliumo)

Atsizvelgiant | amproliumo kiekj, j 500 ml kagin¢ kolba 0,001 g tikslumu pasveriama 1-4 g méginio ir
jpilama 200 ml ekstrahavimo tirpiklio (3.8). Kolba jdedama i ultragarso vonig (4.4) ir palickama 15 minuciy.
Kolba iimama i§ ultragarso vonios ir 1 valandg purtoma ant purtyklés arba maiSoma magnetine maiSykle (4.5).
Alikvotiné ekstrakto dalis praskiedziama judancigja faze (3.6), kad amproliumo koncentracija baty 0,5-2 pg/ml,
ir sumaiSoma. 5-10 ml $io praskiesto tirpalo filtruojama per membraninj filtra (4.2). Toliau analizuojama HPLC
metodu (5.3).

5.3. Nustatymas HPLC metodu
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5.3.1. Parametrai:

Rekomenduojamos $ios salygos, taciau galima naudoti kitas salygas, jei gaunami lygiaverciai rezultatai.

Skysciy chromatografijos 125 mm x 4 mm, katijonitas Nucleosil 10 SA, 10 pm daleliy jkrova, arba
kolon¢lé (4.1.1): lygiaverté.
Judancioji fazé (3.6): acetonitrilo (3.2), natrio dihidrofosfato tirpalo (3.4) ir natrio perchlorato

tirpalo (3.5) misinys, 450 + 450 + 100 (v + v + V).

Srautas: 0,7-1 ml/min.
Matavimo bangos ilgis: 264 nm.
Injekcijos tiris: 100 pl.

Patikrinamas chromatografo sistemos stabilumas, kelis kartus padarant 1,0 pg/ml koncentracijos kalibravimo
tirpalo (3.7.3) injekcijg, kol bus pasiektas nekintamas smailés aukstis ir sulaikymo trukmé.

5.3.2. Kalibravimo kreivé

Kelis kartus padaroma kalibravimo tirpalo (3.7.3) injekcija ir nustatomas kiekvieng koncentracijg atitinkantys
smailés auksciai (plotai). Nubraizoma kalibravimo kreivé, ordinaciy adyje Zymint kalibravimo tirpaly vidutines
smailés aukscio (ploto) vertes, abscisiy asyje — atitinkamas koncentracijos vertes pg/ml.

5.3.3.  Méginio tirpalas
Kelis kartus padaroma méginio ekstrakto (5.2) injekcija, naudojant tokj pat kaip kalibravimo tirpaly tarj, ir
nustatomas vidutinis amproliumo smailiy aukstis (plotas).

6. Rezultaty apskaiciavimas

Pagal méginio tirpalo amproliumo smailiy vidutinj aukstj (plota) kalibravimo kreivéje (5.3.2) randama meéginio tirpalo
koncentracija pg/ml.

Amproliumo koncentracija méginyje w mg/kg nustatoma pagal $ig formulg:

w :V'B'f[mg/kg]

Sioje formuléje:

V= ekstrahavimo tirpiklio (3.8) tiris ml pagal 5.2 (t. y. 200 ml);
b = amproliumo koncentracija méginio ekstrakte (5.2) pg/ml;

f = praskiedimo koeficientas pagal 5.2;

m = meéginio masé g.

7. Rezultaty patvirtinimas

7.1. Tapatumas

Analités tapatumg galima patvirtinti vykdant kochromatografija arba naudojant diody matricos detektoriy,
kuriuo palyginami méginio ekstrakto (5.2) ir 2,0 pg/ml koncentracijos kalibravimo tirpalo (3.7.3) spektrai.

7.1.1.  Kochromatografija

Meéginio ekstrakto (5.2) koncentracija padidinama pridedant atitinkamg kalibravimo tirpalo (3.7.3) kiekj. Pride-
damo amproliumo kiekis turéty atitikti méginio ekstrakte rasto amproliumo kieki.

Turéty padidéti tik amproliumo smailés aukstis, jvertinus pridéta kiekj ir ekstrakto praskiedimg. Smailés pusau-
kscio plotis + 10 % tikslumu turi atitikti pradinj amproliumo smailés, gautos nepadidintos koncentracijos
méginio ekstraktui, plotj.
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7.1.2.

7.2.

7.3.

Aptikimas naudojant diody matrica

Rezultatai vertinami pagal $iuos kriterijus:

a) Méginio ir etalono spektry didZiausios absorbcijos bangos ilgis, registruojamas kaip chromatogramos smailés
virstinés bangos ilgis, turi bati vienodas paklaidos ribose, kurias lemia aptikimo sistemos skiriamoji geba.
Diody matricos detektoriui tipiska verté buty * 2 nm.

b) 210-320 nm diapazone méginio ir etalono spektrai, uZrasyti apie chromatogramos smailés virsiing, Sioms
spektro dalims turi nesiskirti 10-100 % santykinés absorbcijos intervale. Sis kriterijus vykdomas, kai yra tie
patys maksimumai ir nei viename matavimo taske dviejy spektry skirtumas néra didesnis kaip 15 % etalo-
ninés analités optinio tankio vertés.

¢) 210-320 nm diapazone meéginio ekstraktui gautos smailés kylancios, virstnés ir Zemyn besileidZiancios daliy
spektrai Sioms spektro dalims turi nesiskirti vienas nuo kito 10-100 % santykinés absorbcijos intervale. Sis

kriterijus vykdomas, kai yra tie patys maksimumai ir visuose stebimuose taskuose spektry skirtumas yra ne
didesnis kaip 15 % smaileés virsing atitinkancio optinio tankio vertes.

Jei chromatogramos neatitinka kurio nors vieno i3 siy kriterijy, analités buvimas nepatvirtinamas.
Pakartojamumas

Dviejy lygiagreciy to paties méginio matavimo rezultaty skirtumas neturi bati didesnis kaip:
— 15 % santykinés didesnés vertes, jei amproliumo kiekis 25 mg/kg — 500 mg/kg,
— 75 mgfkg, jei amproliumo kiekis 500 mg/kg — 1000 mg/kg,

— 7,5 % santykinés didesnés vertes, jei amproliumo kiekis didesnis kaip 1000 mg/kg.
Regeneravimas

Padidintos koncentracijos (pasaro be priedy) méginio regeneravimo laipsnis turi biiti bent 90 %.

Tarplaboratorinio tyrimo rezultatai

Buvo parengtas tarplaboratorinis tyrimas, kurj vykdant buvo analizuojamos trejos naminiy pauks¢iy pasaro
radys (1-3 méginiai), vienas mineralinis paSaras (4 méginys) ir vienas premiksas (5 meéginys). Rezultatai patei-

kiami $ioje lenteléje:

1 méginys
(pasaras be 2 meéginys 3 méginys 4 méginys 5 méginys
priedy)

L 14 14 14 14 15
n 56 56 56 56 60
vidutiné verte [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
sy [mg/kg] - 2,95 11,8 266 760
CV, [%] - 6,47 6,27 5,19 3,00
Vardiné koncentracija [mg/ B 50 200 5000 25000
kg]
L: laboratorijy skaicius,
n:  atskiry verciy skaicius,
s;  pakartojamumo standartinis nuokrypis,
CV,;: pakartojamumo nuokrypio koeficientas,

s atkuriamumo standartinis nuokrypis,

CV,: atkuriamumo nuokrypio koeficientas.
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9. Pastabos

9.1.  Jei méginyje yra tiamino, chromatogramoje pries pat amproliumo smail¢ atsiranda tiamino smailé. Taikant §j
metoda, amproliumas ir tiaminas turi bati atskirti. Jei amproliumas ir tiaminas neatsiskiria siam metodui naudo-
jamoje kolonéléje (4.1.1), iki 50 % acetonitrilo, sudarancio judanciaja faze (3.6), pakei¢iama metanoliu.

9.2.  Pagal Didziosios Britanijos Pharmacopoeia, amproliumo tirpalo (¢ = 0,02 mol/l) vandenilio chlorido ragstyje
(c = 0,1 mol/l) spektras turi maksimumus, atitinkanc¢ius 246 nm ir 262 nm. Optinis tankis turi sudaryti apie
0,84 esant 246 nm ir 0,80 esant 262 nm.

9.3.  Ekstraktas visuomet turi bati skiedZiamas judanciaja faze, nes kitaip amproliumo smailés sulaikymo trukmé gali
stipriai pasikeisti dél joninés jégos pokycio.

B dalis
DIKLAZURILO NUSTATYMAS
(+)-4-chlorfenil[2,6-dichlor-4-(2,3,4,5-tetrahidro- 3,5-diokso-1,2,4-triazin-2-il)fenil]acetonitrilas

1. Tikslas ir taikymo sritis
Metodas taikomas diklazurilui pasaruose ir premiksuose nustatyti. Aptikimo riba — 0,1 mg/kg, ribiné nustatymo
verté — 0,5 mg/kg.

2. Metodo esmé
Pridéjus vidinio etalono, méginys ekstrahuojamas partigstintu metanoliu. Jei tai pasarai, ekstrakto alikvotiné dalis
gryninama C18 kietosios fazés ekstrahavimo tita. I3 titos diklazurilas i§plaunamas parigstinto metanolio ir
vandens miSiniu. Eliuata i§garinus, likutis iStirpinamas DMF ir vandens miSinyje. Jei tai premiksai, ekstraktas isga-
rinamas ir likutis i§tirpinamas DMF ir vandens miSinyje. Diklazurilo kiekis nustatomas atvirktiniy faziy trigubo
gradiento efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodu (HPLC), naudojant UV detektoriy.

3. Reagentai

3.1. Vanduo, HPLC markés.

3.2, Amonio acetatas.

3.3.  Tetrabutilamonio hidrosulfatas (TBHS).

3.4. Acetonitrilas, HPLC markes.

3.5. Metanolis, HPLC markes.

3.6.  N,N-dimetilformamidas (DMF).

3.7. Vandenilio chlorido riigstis, p20 = 1,19 g/ml.

3.8. Etaloniné cheminé medziaga: garantuoto grynumo diklazurilas 11-24: (+)-4-chlorfenil[2,6-dichlor-4-(2,3,4,5-
tetrahidro-3,5-diokso-1,2,4-triazin-2-il)fenil]acetonitrilas, E 771.

3.8.1. Pradinis etaloninis diklazurilo tirpalas, 500 pg/ml

[ 50 ml matavimo kolbg 0,1 mg tikslumu pasveriama 25 mg diklazurilo etaloninés cheminés medziagos (3.8).
I3tirpinama DMF (3.6), praskiedziama DMF (3.6) iki Zymés ir sumaiSoma. Kolba apvyniojama aliuminio folija,
arba naudojama rudo stiklo kolba, ir padedama | Saldytuva. Esant 4 °C temperatirai, tirpalas stabilus vieng
ménesj.
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3.8.2. Etaloninis diklazurilo tirpalas, 50 ug/ml

[ 50 ml matavimo kolba paimama 5,00 ml pradinio etaloninio tirpalo (3.8.1.), praskiedziama iki Zymés DMF
(3.6) ir sumaiSoma. Kolba apvyniojama aliuminio folija, arba naudojama rudo stiklo kolba, ir padedama j
Saldytuva. Esant 4 °C temperatiirai, tirpalas stabilus vieng ménesj.

3.9.  Vidinio etalono cheminé medziaga: 2,6 dichlor-a-(4—chlorfenil)-4-(4,5 dihidro-3,5-diokso-1,2,4-triazin-2(3H)-il)-
a-metilbenzenacetonitrilas.

3.9.1. Vidinio etalono pradinis tirpalas, 500 pg/ml

[ 50 ml matavimo kolba 0,1 mg tikslumu pasveriama 25 mg vidinio etalono cheminés medziagos (3.9). Istirpi-
nama DMF (3.6), praskiedziama DMF (3.6) iki Zymés ir sumaiSoma. Kolba apvyniojama aliuminio folija, arba
naudojama rudo stiklo kolba, ir padedama i aldytuva. Esant 4 °C temperatiirai, tirpalas stabilus viena ménes;j.

3.9.2.  Vidinio etalono tirpalas, 50 pg/ml

[ 50 ml matavimo kolbg paimama 5,00 ml pradinio vidinio etalono tirpalo (3.9.1), praskiedziama iki Zymeés
DMF (3.6) ir sumaiSoma. Kolba apvyniojama aliuminio folija, arba naudojama rudo stiklo kolba, ir padedama i
Saldytuvg. Esant 4 °C temperatiirai, tirpalas stabilus viena ménes;j.

3.9.3.  Premiksy vidinio etalono tirpalas, p/1000 mg/ml (p = diklazurilo vardiné koncentracija premikse, mg/kg).

[ 100 ml matavimo kolba 0,1 mg tikslumu pasveriama p/10 mg vidinio etalono cheminés medziagos, ultra-
garso vonioje (4.6) ji iStirpinama DMF (3.6), praskiedZiama iki Zymés DMF ir sumaiSoma. Kolba apvyniojama
aliuminio folija, arba naudojama rudo stiklo kolba, ir padedama j Saldytuva. Esant 4 °C temperatiirai, tirpalas
stabilus vieng ménesi.

3.10. Kalibravimo tirpalas, 2 pg/ml.

] 50 ml matavimo kolba pipete paimama 2,00 ml diklazurilo etaloninio tirpalo (3.8.2) ir 2,00 ml vidinio
etalono tirpalo (3.9.2). Ipilama 16 ml DMF (3.6), praskiedZiama vandeniu iki Zymés ir sumaiSoma. Sis tirpalas
turi biti ruodiamas prie§ pat naudojima.

3.11.  C18 kietosios fazés ekstrahavimo tita, pvz., Bond Elut, dydis: 1 cm?, sorbento masé: 100 mg.
3.12.  Ekstrahavimo tirpiklis: pariigstintas metanolis

[ 1000 ml metanolio (3.5) pipete jpilama 5,0 ml vandenilio chlorido riigsties (3.7) ir sumaiSoma.
3.13.  HPLC judancioji fazé

Eliuentas A:amonio acetato ir tetrabutilamonio hidrosulfato miSinio tirpalas.
3.13.1. 5 g amonio acetato (3.2) ir 3,4 g TBHS (3.3) iStirpinama 1000 ml vandens (3.1) ir sumai§oma.
3.13.2. Eliuentas B: acetonitrilas (3.4).

3.13.3. Eliuentas C: metanolis (3.5).

4. Iranga
4.1.  Mechaniné purtykleé.

4.2, Iranga trigubo gradiento HPLC.
4.2.1.  Skysciy chromatografijos kolonel¢, Hypersil ODS, 3 pm daleliy jkrova,100 mm x 4,6 mm, arba lygiaverté.

4.2.2. Reguliuojamo bangos ilgio UV detektorius arba diody matricos detektorius.
4.3, Vakuuminis sukamasis garintuvas.

4.4, Membraninis filtras, 0,45 pm.
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4.5.  Vakuumavimo sistema.
4.6.  Ultragarso vonia.
5. Darbo eiga

5.1.  Bendrieji dalykai
5.1.1. Pagaras be priedy

Turéty biti analizuojamas pasaras be priedy siekiant patikrinti, ar jame néra diklazurilo ir trukdanciy cheminiy
medziagy. Pasaro be priedy tipas turéty atitikti méginio pasaro tipg ir darant analiz¢ neturéty bati rasta diklazu-
rilo arba trukdanciy medziagy.

5.1.2. Regeneravimo testas

Regeneravimo testas turéty biti daromas analizuojant paSarg be priedy, | kurj pridedamas diklazurilo kiekis,
mazdaug atitinkantis méginio diklazurilo kiekj. Norint pridéti 1 mg/kg, { 50 g pasaro be priedy jpilama 0,1 ml
pradinio etaloninio tirpalo (3.8.1), gerai sumaiSoma, palickama 10 minuciy ir prie§ vykdant kita pakopa (5.2)
dar kelis kartus sumaiSoma.

Jei néra pasaro be priedy, kuris biity panaSus | méginio pasarg (Zr. 5.1.1), regeneravimo bandymga galima daryti
kitu biidu, taikant etaloninés cheminés medziagos pridéjimo metoda. Siuo atveju i analizuoti skirta méginj pride-
damas diklazurilo kiekis, mazdaug atitinkantis diklazurilo kiekj méginyje. Sis méginys analizuojamas kartu su
méginiu be pridéto diklazurilo ir regeneravimo laipsnis gali biti apskaiciuotas i§ skirtumo.

5.2. Ekstrahavimas
5.2.1. Pasarai

Mazdaug 50 g méginio pasveriama 0,01 g tikslumu. Supilama j 500 ml kiiging kolbg, jpilama 1,00 ml vidinio
etalono tirpalo (3.9.2), 200 ml ekstrahavimo tirpiklio (3.12) ir kolba uzkemsama. MiSinys purtomas ant
purtyklés (4.1) per naktj. Palickama 10 minuciy nusistovéti. Tirpalo vir§ nuosédy alikvotiné 20 ml dalis
paimama j tinkamg stiklinj indg ir praskiedziama 20 ml vandens. Sis tirpalas supilamas j ekstrahavimo tiita
(3.11) ir filtruojamas, prijungus vakuumg (4.5.). Tita plaunama 25 ml ekstrahavimo tirpiklio (3.12) ir vandens
miSiniu, 65 + 35 (V + V). Surinktos frakcijos i$pilamos ir junginiai i$plaunami 25 ml ekstrahavimo tirpiklio
(3.12) ir vandens miginio, 80 + 20 (V + V). Si frakcija garinama beveik iki sauso liku¢io sukamajame garintuve
(4.3) esant 60 °C. Likutis iStirpinamas 1,0 ml DMF (3.6), jpilama 1,5 ml vandens (3.1) ir sumai§oma. Filtruo-
jama per membraninj filtra (4.4). Toliau analizuojama HPLC metodu (5.3).

5.2.2. Premiksai

Mazdaug 1 g méginio pasveriama 0,001 g tikslumu. Supilama j 500 ml kagine kolbg, jpilama 1,00 ml vidinio
etalono tirpalo (3.9.3), 200 ml ekstrahavimo tirpiklio (3.12) ir kolba uzkemsSama. Misinys purtomas ant
purtykles (4.1) per naktj. Palickama 10 minuciy nusistovéti. Alikvotine tirpalo vir§ nuosedy dalis 10 000/p ml
(p = vardiné diklazurilo koncentracija premikse, mg/kg) paimama i tinkamo dydZzio apvaliadugng¢ kolba. Gari-
nama beveik iki sauso likucio sukamajame garintuve (4.3) esant 60 °C ir sumaZintam slégiui. Likutis iStirpi-
namas 10,0 ml DMF (3.6), jpilama 15,0 ml vandens (3.1) ir sumaiSoma. Toliau analizuojama HPLC metodu
(5.3).

5.3. Nustatymas HPLC metodu
5.3.1. Parametrai

Rekomenduojamos $ios salygos, taciau galima naudoti kitas salygas, jei gaunami lygiaverciai rezultatai.

— Skysciy chromatografijos 100 mm x 4,6 mm, Hypersil ODS, 3 pm daleliy jkrova, arba lygiaverté
kolonélé (4.2.1.):

— Judandioji fazé: eliuentas A (3.13.1): vandeninis amonio acetato ir tetrabutila-
monio hidrosulfato misinio tirpalas

eliventas B (3.13.2): Acetonitrilas

eliventas C (3.13.3): Metanolis
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— Eliuavimo badas: — tiesinis gradientas
— pradinés sglygos: A+ B+ C= 60 + 20 + 20 (v+ v +vV)

— po 10 minuciy 30 minuciy trukmés gradientinis eliuavimas kol: A + B + C
=45+ 20+ 35(v+v+ty)

10 minuciy plovimas eliuentu B

— Srautas: 1,5-2 ml/min
— Injekcijos taris: 20 ul
— Matavimo bangos ilgis: 280 nm

Patikrinamas chromatografo sistemos stabilumas, kelis kartus padarant 2,0 pg/ml koncentracijos kalibravimo
tirpalo (3.10) injekcija, kol pasickiamas nekintamas smailés aukstis ir sulaikymo trukmeé.

5.3.2. Kalibravimo tirpalas

Kelis kartus padaroma 20 pl kalibravimo tirpalo (3.10) injekcija ir nustatomas diklazurilo bei vidinio etalono
smailiy vidutinis smailés aukstis (plotas).

5.3.3. Méginio tirpalas
Kelis kartus padaroma 20 pl méginio tirpalo (5.2.1. arba 5.2.2.) injekcija ir nustatomas diklazurilo bei vidinio
etalono smailiy vidutinis smailés aukstis (plotas).

6. Rezultaty apskai¢iavimas

6.1. Pasarai
Diklazurilo koncentracija w (mg/kg) méginyje nustatoma pagal $ig formule:

o hd,s' h;yc gd,c 1 OV

v = hi,s' thc ’ m [mg/kg}

4 = meéginio tirpalo (5.2.1) diklazurilo smailés aukstis (plotas);

= méginio tirpalo (5.2.1) vidinio etalono smailés aukstis (plotas);

h

h

h,. = kalibravimo tirpalo (3.10) diklazurilo smailés aukstis (plotas);

h,. = kalibravimo tirpalo (3.10) vidinio etalono smailés aukstis (plotas);
8

o = diklazurilo koncentracija kalibravimo tirpale pg/ml (3.10);
m = méginio masé g;
V= meéginio ekstrakto taris pagal 5.2.1 (t. y. 2,5 ml).

6.2. Premiksai

Diklazurilo koncentracija w (mg/kg) méginyje randama pagal $ia formule:

 hyohy By 0,02 Vp
- hi,s'hd,c m [mg/kg]

w

4 = kalibravimo tirpalo (3.10) diklazurilo smailés aukstis (plotas);

kalibravimo tirpalo (3.10) vidinio etalono smailés aukstis (plotas);

h
h
hy, = meéginio tirpalo (5.2.2) diklazurilo smailés aukstis (plotas);
h,, = meéginio tirpalo (5.2.2) vidinio etalono smailés aukstis (plotas);
8, = diklazurilo koncentracija kalibravimo tirpale (3.10);

m = méginio masé g

V= méginio ekstrakto tiris pagal 5.2.2 (t. y. 25 ml);

vardiné diklazurilo koncentracija premikse mg/kg.

ae]
1l
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7. Rezultaty patvirtinimas

7.1. Tapatumas

Analités tapatumg galima patvirtinti vykdant kochromatografija arba naudojant diody matricos detektoriy,
kuriuo palyginami méginio ekstrakto (5.2.1 arba 5.2.2) ir kalibravimo tirpalo (3.10) spektrai.

7.1.1.  Kochromatografija

Méginio ekstrakto (5.2.1 arba 5.2.2) koncentracija padidinama pridedant atitinkamg kalibravimo tirpalo (3.10)
kiekj. Pridedamo diklazurilo kiekis turéty atitikti méginio ekstrakte rasto diklazurilo kiekj.

Turéty padidéti tik diklazurilo ir vidinio etalono smailiy aukstis, jvertinus pridétg kiekj ir ekstrakto praskiedima.
Smailiy pusaukscio plotis + 10 % tikslumu turi atitikti pradinj diklazurilo arba vidinio etalono smailiy, gauty
nepadidintos koncentracijos meginio ekstraktui, plotj.

7.1.2.  Aptikimas naudojant diody matrica

Rezultatai vertinami pagal $iuos kriterijus:

a) Méginio ir etalono spektry didZiausios absorbcijos bangos ilgis, registruojamas kaip chromatogramos smailés
virstinés bangos ilgis, turi bati vienodas paklaidos ribose, kurias lemia aptikimo sistemos skiriamoji geba.
Diody matricos detektoriui tipiska verté bty * 2 nm.

b) 230-320 nm diapazone méginio ir etalono spektras, uzradytas apie chromatogramos smailés virsiine, sioms
spektro dalims turi nesiskirti 10-100 % santykinés absorbcijos intervale. Sis kriterijus vykdomas, kai yra tie
patys maksimumai ir nei viename matavimo taske dviejy spektry skirtumas néra didesnis kaip 15 % etalo-
ninés analités optinio tankio vertés.

¢) 230-320 nm diapazone méginio ekstraktui gautos smailés pakilimo, vir§inés ir nusileidimo spektrai sioms
spektro dalims turi nesiskirti vienas nuo kito 10-100 % santykinés absorbcijos intervale. Sis kriterijus
vykdomas, kai yra tie patys maksimumai ir visuose stebimuose taskuose spektry skirtumas yra ne didesnis
kaip 15 % smailés virsiine atitinkancio optinio tankio vertés.

Jei chromatogramos neatitinka kurio nors vieno i3 $iy kriterijy, analités buvimas nepatvirtinamas.
7.2, Pakartojamumas

Dviejy lygiagreciy to paties méginio matavimo rezultaty skirtumas neturi bati didesnis kaip:
— 30 % santykinés didesnés vertés, jei diklazurilo kiekis 0,5 mg/kg — 2,5 mg/kg;
— 0,75 mg/kg, jei diklazurilo kiekis 2,5 mg/kg — 5 mg/kg;

— 15 % santykinés didesnés vertés, jei diklazurilo kiekis didesnis kaip 5 mg/kg.
7.3. Regeneravimas

Padidintos koncentracijos (pasaro be priedy) méginio regeneravimo laipsnis turi biti bent 80 %.

8. Tarplaboratorinio tyrimo rezultatai

Buvo parengtas tarplaboratorinis tyrimas, kurj vykdant 11 laboratorijy analizavo penkiy tipy méginius. Siuos
méginius sudaré du premiksai, vienas sumaiSytas su organine matrica (O 100), kitas su neorganine matrica
(A 100). Teoriné diklazurilo koncentracija — 100 mg/kg. Trijy tipy naminiy pauksciy pasary misinius pagamino
trys skirtingi gamintojai (NL) (L1/Z1/K1). Teoriné diklazurilo koncentracija — 1 mg/kg. Laboratorijoms buvo
nurodyta kickvieng méginj analizuoti vieng arba du kartus. (ISsamesné informacija apie §j tarplaboratorinj
tyrimg yra pateikta Journal of AOAC International, Volume 77, Nr. 6, 1994, p.1359-1361). Rezultatai pateikti
Sioje lenteléje:
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1 méginys 2 méginys 3 méginys 4 meéginys 5 méginys
A 100 0 100 L1 Z1 K1
L 11 11 11 11 6
n 19 18 19 19 12
Vidutiné verté 100,8 103,5 0,89 1,15 0,89
Sr (mg/kg) 5,88 7,64 0,15 0,02 0,03
CVr (%) 5,83 7,38 17,32 1,92 3,34
SR (mg/kg) 7,59 7,64 0,17 0,11 0,12
CVR (%) 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65
Vardiné koncentracija (mg/kg) 100 100 1 1 1
L: laboratorijy skaicius,
n:  atskiry verciy skaicius,

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

sr: pakartojamumo standartinis nuokrypis,
CVr: pakartojamumo nuokrypio koeficientas,
SR:  atkuriamumo standartinis nuokrypis,
CVR: atkuriamumo nuokrypio koeficientas.

Pastabos

Turi biiti i§ anksto parodyta, kad diklazurilo atsakas matuojamy koncentracijos verciy diapazone yra tiesinis.

C dalis
KARBADOKSO NUSTATYMAS
Metil-3-(2-chinoksalinilmetilen)karbazat-N!,N*-dioksidas

Tikslas ir taikymo sritis

Sis metodas taikomas karbadoksui pasaruose, premiksuose ir preparatuose nustatyti. Aptikimo riba — 1 mg/kg.
Ribiné nustatymo verté¢ — 10 mg/kg.

Metodo esmé

Pasickus méginio ir vandens pusiausvyrg, meéginys ekstrahuojamas metanolio ir acetonitrilo miSiniu. Jei tai
pasarai, alikvotiné filtruoto ekstrakto dalis gryninama aliuminio oksido kolonél¢je. Jei tai premiksai arba prepa-
ratai, alikvotiné filtruoto ekstrakto dalis praskiedziama vandens, metanolio ir acetonitrilo misiniu iki atitinkamos
koncentracijos. Karbadokso kiekis nustatomas atvirkstiniy faziy efektyviosios skysciy chromatografijos metodu
(HPLC), naudojant UV detektoriy.

Reagentai

Metanolis.

Acetonitrilas, HPLC markés.

Acto riigstis, w = 100 %.

Aliuminio oksidas: neutralusis, aktyvumo laipsnis 1.

Metanolio ir acetonitrilo miSinys 1 + 1 (v + v)

SumaiSoma 500 ml metanolio (3.1) ir 500 ml acetonitrilo (3.2).

Acto riigstis, 0 = 10 %

10 ml acto rigsties (3.3) praskiedZiama vandeniu iki 100 ml.

Natrio acetatas, CH;COONa.
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3.8. Vanduo, HPLC markés.
3.9. Acetatinis buferinis tirpalas, ¢ = 0,01 mol/l, pH = 6,0

0,82 g natrio acetato (3.7) iStirpinama 700 ml vandens (3.8) ir acto riigsties tirpalu (3.6) nustatoma pH 6,0.
Tirpalas supilamas j 1000 ml matavimo kolbg, praskiedZiama vandeniu (3.8) iki Zymés ir sumaiSoma.

3.10.  HPLC judancioji faze

825 ml acetatinio buferinio tirpalo (3.9) sumaiSoma su 175 ml acetonitrilo (3.2). Tirpalas filtruojamas per 0,22
pm filtrg (4.5) ir nudujinamas (pvz., 10 minuciy ultragarso vonioje).

3.11.  Etaloniné cheminé medziaga
Grynas karbadoksas: metil-3-(2-chinoksalinilmetilen)karbazat-N',N*-dioksidas, E 850.
3.11.1. Pradinis etaloninis karbadokso tirpalas, 100 pg/ml (Zr. skirsnio Darbo eiga 5 punkta)

[ 250 ml matavimo kolbg 0,1 mg tikslumu pasveriama 25 mg karbadokso etaloninés cheminés medziagos
(3.11). Istirpinama metanolio-acetonitrilo misinyje (3.5), naudojant ultragarso vonia (4.7). Po apdorojimo ultra-
garsu tirpalas atveésinamas iki kambario temperatiiros, vandeniu praskiedZiamas iki Zymés ir sumaiSomas. Kolba
apvyniojama aliuminio folija, arba naudojama rudo stiklo kolba, ir padedama i Saldytuva. Esant 4 °C tempe-
ratirai, tirpalas stabilus vieng ménes;j.

3.11.2. Kalibravimo tirpalai

[ 100 ml matavimo kolbas jpilama 2,0, 5,0, 10,0, ir 20,0 ml pradinio etaloninio tirpalo (3.11.1). Ipilama
30 ml vandens, praskiedziama iki Zymés metanolio-acetonitrilo misiniu (3.5) ir sumaiSoma. Kolba apvyniojama
aliuminio folija. Sie tirpalai atitinka 2,0, 5,0, 10,0 ir 20,0 pg/ml karbadokso. Kalibravimo tirpalai turi bati
ruosiami prie§ pat naudojima.

Pastaba Norint nustatyti karbadoksa pasaruose, kuriuose jo koncentracija mazesné kaip 10 mgfkg, turi bati
paruosti mazesnés kaip 2,0 pg/ml koncentracijos kalibravimo tirpalai.

3.12.  Vandens bei [metanolio ir acetonitrilo] (3.5) misinys, 300 + 700 (v + v).

Sumai$oma 300 ml vandens bei 700 ml metanolio ir acetonitrilo misinio (3.5).

4. Iranga
4.1.  Laboratoriné purtyklé arba magnetiné maisykle.
4.2, Filtravimo popierius i3 stiklo pluosto (Whatman GF/A arba lygiavertis).

4.3, Stikliné kolon¢l¢ (ilgis 300-400 mm, vidinis skersmuo mazdaug 10 mm) su pertvara i§ sukepinto stiklo ir islei-
dziamuoju voztuvu.

Pastaba Galima naudoti stikling kolonélg su uzdaromuoju Ciaupu arba stikling kolonéle su kiiginiu galu; tokiu
atveju i apatinj gala jdedamas nedidelis stiklo vatos kamstis ir stikline lazdele nustumiamas Zemyn.

4.4, HPLC jranga su injekcijos sistema, tinkama 20 pl injekcijos tariui.
4.4.1. Skys¢iy chromatografijos kolonélé: 300 mm x 4 mm, C18, 10 pm daleliy jkrova, arba lygiaverté.

4.4.2.  Reguliuojamo bangos ilgio UV detektorius arba diody matricos detektorius, veikiantis 225-400 nm diapazone.
4.5.  Membraninis filtras, 0.22 pm.
4.6.  Membraninis filtras, 0.45 pm.

4.7.  Ultragarso vonia.

5. Darbo eiga

Pastaba Karbadoksas yra jautrus $viesai. Visus veiksmus darykite esant susilpnintai $viesai arba naudokite rudo
stiklo arba j aliuminio folijg jvyniotus stiklinius indus.

5.1.  Bendrieji dalykai
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5.1.2.

5.2.

5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.

5.3.

5.4.

Pagaras be priedy

Regeneravimo testui (5.1.2) daryti, turéty biti analizuojamas pasaras be priedy siekiant patikrinti, ar jame néra
karbadokso ir trukdanciy cheminiy medziagy. Pasaro be priedy tipas turéty atitikti méginio pasaro tipg ir darant
analiz¢ neturéty bati rasta karbadokso arba trukdanciy medziagy.

Regeneravimo testas

Regeneravimo testas turéty bati daromas analizuojant pasarg be priedy (5.1.1), i kurj pridedamas karbadokso
kiekis, mazdaug atitinkantis méginio karbadokso kiekj. Norint pridéti 50 mg/kg, i 200 ml kiiging kolbg jpilama
5,0 ml pradinio etaloninio tirpalo (3.11.1). Azoto srovéje iSgarinama iki mazdaug 0,5 ml. Pridedama 10 g
pasaro be priedy, gerai sumaiSoma ir 10 minuciy palaukiama prie$ pradedant ekstrahavimo pakopa (5.2).

Jei néra pasaro be priedy, kuris biity panasus | méginio paarg (zr. 5.1.1), regeneravimo bandyma galima daryti
taikant etaloninés cheminés medziagos pridéjimo metodg. Siuo atveju i analizuoti skirta méginj pridedamas
karbadokso kiekis, mazdaug atitinkantis jo kiekj méginyje. Sis méginys analizuojamas kartu su méginiu be
pridéto karbadokso ir regeneravimo laipsnis gali baiti apskaiciuotas atimant.

Ekstrahavimas
Pasarai

Mazdaug 10 g méginio pasveriama 0,01 g tikslumu ir supilama { 200 ml kaging kolbg. Ipilama 15,0 ml
vandens, sumai§oma ir paliekama 5 minutéms pusiausvyrai pasiekti. Ipilama 35,0 ml metanolio ir acetonitrilo
misinio (3.5), uzkem3ama ir 30 minuciy purtoma ant purtyklés arba maiSoma magnetine maisykle (4.1). Tirpalas
filtruojamas per filtro popieriy i3 stiklo pluosto (4.2). Tirpalas saugomas gryninimo pakopai (5.3).

Premiksai (0,1-2,0 %).

Mazdaug 1 g nesusmulkinto méginio pasveriama 0,01 g tikslumu ir supilama j 200 ml kaging kolba. [pilama
15,0 ml vandens, sumaioma ir palickama 5 minutéms pusiausvyrai pasiekti. [pilama 35,0 ml metanolio ir
acetonitrilo misinio (3.5), uzkem$ama ir 30 minuciy purtoma ant purtyklés arba maioma magnetine maisykle
(4.1). Tirpalas filtruojamas per filtro popieriy i§ stiklo pluosto (4.2). Alikvotiné filtrato dalis paimama pipete i
50 ml matavimo kolba. Ipilama 15,0 ml vandens, praskiedziama iki Zymés metanolio ir acetonitrilo misiniu
(3.5) ir sumaiSoma. Galutiniame tirpale karbadokso koncentracija turéty bati apytikriai lygi 10 pg/ml. Alik-
votiné tirpalo dalis filtruojama per 0,45 pm filtrg (4.6). Toliau analizuojama HPLC metodu (5.4).

Preparatai (> 2 %)

Mazdaug 0,2 g nesusmulkinto méginio pasveriama 0,001 g tikslumu ir supilama { 250 ml kiigine kolba.
Ipilama 45,0 ml vandens, sumaiSoma ir paliekama 5 minutéms pusiausvyrai pasiekti. Ipilama 105,0 ml meta-
nolio ir acetonitrilo misinio (3.5), uzkem$ama ir homogenizuojama. 15 minuciy méginys apdorojamas ultra-
garsu (4.7), véliau 15 minuciy purtomas arba maiSomas (4.1). Tirpalas filtruojamas per filtro popieriy i§ stiklo
pluosto (4.2). Alikvotiné filtrato dalis praskiedZiama vandens bei metanolio ir acetonitrilo miiniu (3.12), kad
galutiné karbadokso koncentracija bity 10-15 pg/ml (10 % preparatams praskiedimo koeficientas lygus 10).
Alikvotiné tirpalo dalis filtruojama per 0,45 pm filtrg (4.6). Toliau analizuojama HPLC metodu (5.4).

Gryninimas
Aliuminio oksido kolonélés ruosimas
Pasveriama 4 g aliuminio oksido (3.4) ir supilama i stikling kolonéle (4.3).

Meéginio gryninimas

[ aliuminio oksido kolonéle supilama 15 ml filtruoto ekstrakto (5.2.1) ir pirmieji 2 ml elivato nupilami. Suren-
kamas kitas 5 ml taris ir alikvotiné dalis filtruojama per 0,45 pm filtrg (4.6). Toliau analizuojama HPLC metodu
(5.4).

Nustatymas HPLC metodu
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5.4.1. Parametrai
Rekomenduojamos $ios salygos, taciau galima naudoti kitas salygas, jei gaunami lygiaverciai rezultatai.
Skysciy chromatografijos 300 mm x 4,0 mm, C18, 10 pm daleliy jkrova, arba lygiaverté.
kolonélé (4.1.1):
Judancioji fazé (3.10): acetatinio buferinio tirpalo (3.9) ir acetonitrilo (3.2) miSinys, 825 + 175 (v + v).
Srautas: 1,5-2 ml/min.
Matavimo bangos ilgis: 365 nm.
Injekcijos tiris: 20 pl.
Patikrinamas chromatografo sistemos stabilumas, kelis kartus padarant 5,0 pg/ml koncentracijos kalibravimo
tirpalo (3.11.2) injekcija, kol pasiekiamas nekintamas smailés aukstis ir sulaikymo trukme.
5.4.2. Kalibravimo kreivé
Kelis kartus jsvirk§ciama kiekvieno kalibravimo tirpalo (3.11.2) ir nustatomi kiekvieng koncentracija atitinkantys
smailés auksciai (plotai). Nubraizoma kalibravimo kreivé, ordinaciy asyje pazymint kalibravimo tirpaly vidutines
smailés aukscio (ploto) vertes, abscisiy ayje — atitinkamas koncentracijos vertes pg/ml.
5.4.3. Méginio tirpalas
Kelis kartus j$virki¢iama pasary (5.3.2), premiksy (5.2.2) ir preparaty (5.2.3) méginio ekstrakto ir nustatomas
vidutinis karbadokso smailiy aukstis (plotas).
6. Rezultaty apskai¢iavimas
Pagal méginio tirpalo karbadokso smailiy vidutinj aukstj (plota) kalibravimo kreivéje (5.4.2) randama méginio
tirpalo koncentracija pg/ml.
6.1. Pasarai
Karbadokso koncentracija méginyje w (mg/kg) apskaiciuojama pagal Sig formule:
Bxv,
= k
w == [mg/kg]
kur:
b = karbadokso koncentracija méginio ekstrakte (5.3.2) pg/ml;
V, = ekstrahavimo taris ml (t. y. 50);
m = méginio masé g.
6.2.  Premiksai ir preparatai

Karbadokso koncentracija méginyje w (mg/kg) apskaiciuojama pagal $ig formule:
Bxv, xf
= k
w === [mg/kg]

kur:

o
1]

karbadokso koncentracija méginio ekstrakte (5.2.2 arba 5.2.3) pg/ml;

V, = ekstrahavimo taris ml (t. y. 50 premiksy; 150 preparaty);

-
|

= praskiedimo koeficientas pagal 5.2.2 (premiksai) arba 5.2.3 (preparatai);

=]
I

méginio masé g.
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7.1.

7.2.

7.3.

Rezultaty patvirtinimas
Tapatumas

Analités tapatumg galima patvirtinti vykdant kochromatografija arba naudojant diody matricos detektoriy,
kuriuo palyginami méginio ekstrakto ir kalibravimo tirpalo (3.11.2), kurio koncentracija 10,0 pg/ml, spektrai.

Kochromatografija

Meéginio ekstrakto koncentracija padidinama pridedant atitinkamg kalibravimo tirpalo (3.11.2) kiekj. Pridedamo
karbadokso kiekis turéty atitikti méginio ekstrakte rasto karbadokso kiekj.

Turéty padidéti tik karbadokso smailés aukstis, jvertinus pridéta kiekj ir ekstrakto praskiedimg. Smailés pusau-
kscio plotis apytikriai £ 10 % tikslumu turi atitikti pradinj plot.

Radimas naudojant diody matrica

Rezultatai vertinami pagal $iuos kriterijus:

a) Méginio ir etalono spektry didZiausios absorbcijos bangos ilgis, registruojamas kaip chromatogramos smailés
virstinés bangos ilgis, turi bati vienodas paklaidos ribose, kurias lemia radimo sistemos skiriamoji geba.
Diody matricos detektoriui tipiska verte buty * 2 nm.

b) 225-400 nm diapazone meéginio ir etalono spektras, uzrasytas apie chromatogramos smailés virsing, sioms
spektro dalims turi nesiskirti 10-100 % santykinés absorbcijos intervale. Sis kriterijus vykdomas, kai yra tie
patys maksimumai ir nei viename matavimo taske dviejy spektry skirtumas néra didesnis kaip 15 % etalo-
ninés analités optinio tankio vertés.

¢) 225-400 nm diapazone meéginio ekstraktui gautos smailés pakilimo, virstnés ir nusileidimo spektrai sioms
spektro dalims turi nesiskirti vienas nuo kito 10-100 % santykinés absorbcijos intervale. Sis kriterijus

vykdomas, kai yra tie patys maksimumai ir visuose stebimuose taskuose spektry skirtumas yra ne didesnis
kaip 15 % smailés vir$iing atitinkancio optinio tankio vertés.

Jei chromatogramos neatitinka kurio nors vieno i§ $iy kriterijy, analités buvimas nepatvirtinamas.
Pakartojamumas

Dviejy lygiagreciy to paties méginio matavimo rezultaty skirtumas neturi bati didesnis kaip 15 % didesnés
vertés, jei koncentracija 10 mg/kg ir didesné.

Regeneravimas

Padidintos koncentracijos (pasaro be priedy) méginio regeneravimo laipsnis turi biiti bent 90 %.

Tarplaboratorinio tyrimo rezultatai

Buvo parengtas tarplaboratorinis tyrimas, kurj vykdant astuonios laboratorijos analizavo $esiy tipy pasarus,
keturiy tipy premiksus ir trijy tipy preparatus. Kiekvienas méginys buvo analizuojamas du kartus. (ISsamesné
informacija apie §j tarplaboratorinj tyrima yra pateikta Journal of AOAC International, Volume 71, 1988, p. 484—
490). Rezultatai (i8skyrus riktus) pateikti toliau:

1 lentelé. Tarplaboratorinio pasary tyrimo rezultatai

1 méginys | 2 méginys | 3 méginys | 4 méginys | 5 méginys [ 6 méginys

L 8 8 8 8 8 8

n 15 14 15 15 15 15
Vidutine verté (mg/kg) 50,0 47,6 48,2 49,7 46,9 49,7

S, (g/kg) 2,90 2,69 1,38 1,55 1,52 2,12
CV, (%) 58 5,6 2,9 3,1 3,2 4,3

Sk (g/kg) 3,92 4,13 2,23 2,58 2,26 2,44
CV, (%) 7,8 8,7 4,6 52 4,8 4,9
Vardiné koncentracija (mg/kg) 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0
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2 lentelé. Tarplaboratorinio premiksy ir preparaty tyrimo rezultatai

Premiksai Preparatai

L 7 7 7 7 8 8 8
n 14 14 14 14 16 16 16
Vidutiné verté (g/kg) 8,89 9,29 9,21 8,76 94,6 98,1 104
Sr (g/kg) 0,37 0,28 0,28 0,44 4,1 51 7,7
CV., (%) 4,2 3,0 3,0 5,0 4,3 5,2 7.4
SR (g/kg) 0,37 0,28 0,40 0,55 5.4 6,4 7,7
CVR (%) 4,2 3,0 4,3 6,3 5,7 6,5 7.4
Vardiné koncentracija (g/kg) 10,0 10,0 10,0 10,0 100 100 100
L:  laboratorijy skaicius,

n:  atskiry verciy skaicius,
sz pakartojamumo standartinis nuokrypis,
CV;: pakartojamumo nuokrypio koeficientas,

SR:  atkuriamumo standartinis nuokrypis,
CVR: atkuriamumo nuokrypio koeficientas.




