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DVYLIKTOJI KOMISIJOS DIREKTYVA 93/117/EB
1993 m. gruodzio 17 d.
nustatanti valstybinei pasary kontrolei taikytinus Bendrijos analizés metodus

EUROPOS BENDRIJU KOMISIJA,
atsizvelgdama | Europos ekonominés 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 Reglamentu  (EEB)
Nr. 3768/85 (%), ypac i jos 2 straipsnj,

kadangi Direktyva 70/373/EEB reikalauja, kad valstybinés insti-
tucijos paSary kontrole atlikty, taikydamos Bendrijos méginiy
paémimo ir analizés metodus, siekiant patikrinti, kaip laikomasi
jstatymais, jstatymy lydimaisiais aktais ar administraciniais
aktais patvirtinty nuostaty dél pasary kokybés ir sudéties reika-
lavimy;

kadangi robenidino ir metilbenzokvato priedams nustatyti turi
bati sukurti Bendrijos analizés metodai, taikytini tikrinant, ar
laikomasi $iy priedy panaudojimo gyvuliy pasaruose salygy;

kadangi priemonés, numatytos Sioje direktyvoje, atitinka nuola-
tinio Pasary komiteto nuomone,

PRIEME SIA DIREKTYVA:

1 straipsnis

Valstybés narés reikalauja, kad, oficialiai tikrinant paSarus robe-
nidino ir metilbenzokvato kiekiui juose nustatyti, bty naudo-
jami Sios direktyvos priede nurodyti analizés metodai.

L 170,1970 8 3,p. 2.

() oL
() OLL 362,1985 12 31, p. 8.

2 straipsnis

Valstybés narés priima jstatymus ir kitus teisés aktus, kurie,
jsigalioje ne véliau kaip iki 1994 m. lapkricio 30 d., jgyven-
dina 3ig direktyva, ir nedelsdamos apie tai pranesa Komisijai.

Valstybés narés, tvirtindamos $ias priemones, daro jose nuoroda
i 8ig direktyva arba tokia nuoroda daroma jas oficialiai skel-
biant. Nuorodos darymo tvarka nustato valstybés narés.

3 straipsnis

Si direktyva jsigalioja trecig dieng po jos paskelbimo Europos
Bendrijy oficialiajame leidinyje.

Priimta Briuselyje, 1993 m. gruodzio 17 d.

Komisijos vardu
René STEICHEN

Komisijos narys



03/15 t.

Europos Sgjungos oficialusis leidinys

255

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

PRIEDAS

1. ROBENIDINO NUSTATYMAS
1,3-bis[(4-chlorobenziliden)amino] guanidinas vandenilio chloridas

Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu nustatomas robenidino kiekis pagaruose. Nustatymo riba — 5 mg/kg.

Metodo esmé
Méginys ekstrahuojamas partigstintu metanoliu. Ekstraktas dZiovinamas, alikvotiné ekstrakto dalis gryninama aliu-
minio oksido kolonéléje. Robenidinas i§ kolonélés iSplaunamas metanoliu, koncentruojamas ir judancigja faze

praskiedziamas iki reikiamo tirio. Robenidino kiekis nustatomas atvirkstiniy faziy efektyvigja skys¢iy chromato-
grafija (ESCh) su UV detektoriumi.

Reagentai
Metanolis

Pariigstintas metanolis
4,0 ml druskos rtgsties (p,,” = 1,18 g/ml) jpilama j 500 ml matavimo kolba, praskiedziama iki Zymés meta-
noliu (3.1) ir sumaiSoma. Tirpalas turi biiti ruoSiamas i§ naujo prie§ kiekvieng matavima.

Acetonitrilas, chromatografiskai grynas

Molekulinis sietas

3A tipo, 8-12 mesy granulés (1,6-2,5 mm rutuliukai, i§ kristalinio aliumo-silikato, pory skersmuo 0,3 mm).

Aliuminio oksidas: I laipsnio riigstinis aktyvumas, skirtas chromatografijai kolonéléje

100 g aliuminio oksido supilama i tinkamg indg ir jpilama 2,0 ml vandens. Indas uzkemsamas ir kratomas
mazdaug 20 minudiy. Laikomas gerai uzdarytame inde.

Kalio-divandenilio fosfato tirpalas, ¢ = 0,025 mol/l

3,40 g kalio-divandenilio fosfato 1 000 ml matavimo kolboje vandenyje (chromatografiskai grynas) istirpinama
3,4 g kalio-divandenilio fosfato, praskiedziama iki Zymés ir sumaioma.

Dinatrio-vandenilio fosfato tirpalas, ¢ = 0,025 mol/l

1 000 ml matavimo kolboje vandenyje (chromatografiskai grynas) istirpinama 3,55 g bevandenio dinatrio-vande-
nilio fosfato (arba 4,45 ¢ dihidrato, arba 8,95 g dodekahidrato), praskiedziama iki Zymés ir sumaiSoma.

ESCh judancioji fazé

Kartu sumaisomi Sie reagentai:

650 ml acetonitrilo (3.3),

250 ml vandens (chromatografiskai grynas),

50 ml kalio divandenilio fosfato tirpalo (3.6),

50 ml dinatrio-vandenilio fosfato tirpalo (3.7).

Filtruojama per 0,22 pm akytumo filtra (4.6), tirpalas degazuojamas (pavyzdziui, veikiant 10 minuciy ultragarsu).

Standartiné medziaga

Grynas robenidinas: 1,3-bis[(4-chlorobenziliden)amino] guanidinas vandenilio chloridas, E 750.
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3.9.1. Robenidino pradinis standartinis tirpalas: 300 pg/ml
0,1 mg tikslumu pasveriama 30 mg robenidino standartinés medziagos (3.9). 100 ml matavimo kolboje istirpi-
nama partigstintame metanolyje (3.2), tuo paciu tirpikliu praskiedziama iki Zymés ir sumaiSoma. Kolba apvynio-
jama aliuminio folija ir laikoma tamsioje vietoje.

3.9.2. Robenidino tarpinis standartinis tirpalas: 12 pg/ml

10,0 ml pradinio standartinio tirpalo (3.9.1) jpilama j 250 ml matavimo kolbg, praskiedZiama iki Zymes judan-
Cigja faze (3.8) ir sumaiSoma. Kolba apvyniojama aliuminio folija ir laikoma tamsioje vietoje.

3.9.3. Kalibraciniai tirpalai
[ 50 ml matavimo kolbas jpilama 5,0; 10,0; 15,0; 20,0 ir 25,0 ml tarpinio standartinio tirpalo (3.9.2). Praskie-

dziama iki Zymés judancigja faze (3.8) ir sumaiSoma. Siy tirpaly koncentracija atitinkamai yra 1,2; 2,4; 3,6; 4,8 ir
6,0 pg/ml. Sie tirpalai turi bati ruo$iami prie§ pat naudojima.

4. Iranga

4.1.  Stikliné kolonelé

Pagaminta i§ rudo stiklo su ¢iaupu ir mazdaug 150 ml talpos, vidinis skersmuo 10-15 mm, ilgis 250 mm.
4.2, Sarnyrinio veikimo laboratoriné purtyklé
4.3, Sukamasis garintuvas

4.4, ESCh jranga su kintamo bangos ilgio ultravioletiniu arba diodinés matricos detektoriumi, veikianciu 250-400 nm bangy
ilgio intervale

4.4.1. Skysciy chromatografiné kolonélé: 300 mm x 4 mm, C18, 10 pm jkrova, arba panasi
4.5.  Stiklo pluosto filtro popierius (Whatman GF/A arba panasus)

4.6.  Membraniniai 0,22 pym akytumo filtrai

4.7. Membraniniai 0,45 pm akytumo filtrai

5. Darbo procediira

Pastaba. Robenidinas yra jautrus $viesai. Visose operacijose turi biiti naudojamas rudos spalvos stiklas.
5.1.  Bendros nuostatos

5.1.1. Turi bati iSanalizuotas ,tusCiasis“ pasaras, siekiant patikrinti ar jame néra robenidino ir nustatymui trukdanciy
medziagy.

5.1.2. Turi bati atliekamas iSgavos testas, su ,tusCiuoju pasaru® (5.1.1), i ji pridéjus robenidino kiekj, panady j esantj
méginyje. Siekiant gauti koncentracija 60 mg/kg, i 250 ml konusing kolba jpilama 3,0 ml pradinio standartinio
tirpalo (3.9.1). Azoto srovéje tirpalas nugarinamas iki mazdaug 0,5 ml [dedama 15 g ,tusciojo“ pasaro,
sumaiSoma ir prie§ pradedant ekstrahavima (5.2) palaukiama 10 minuciy.

robenidino neturi biiti randama.

5.2.  Ekstrahavimas

0,01 g tikslumu pasveriama mazdaug 15 g paruosto méginio. Méginys supilamas j 250 ml konusing kolba, |
kurig jpilama 100,0 ml partigstinto metanolio (3.2). Kolba uzkem$ama ir vieng valanda kratoma ant purtyklés
(4.2). Tirpalas filtruojamas per stiklo pluosto filtro popieriy (4.5), visas filtratas surenkamas 150 ml konusing
kolbg. Pridedama 7,5 g molekulinio sieto (3.4), kolba uzkemsama ir kratoma penkias minutes. Nedelsiant filtruo-
jama per stiklo pluosto filtro popieriy. Toliau tirpalas gryninamas (5.3).
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5.3.

5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

7.1.

Gryninimas

. Aliuminio oksido kolonélés paruosimas

[ stiklinio vamzdzio (4.1) apacia jkiSamas mazas stiklo vatos kamstis, kuris stikline lazdele nustumiamas Zemyn.
Pasveriama 11,0 g paruosto aliuminio oksido (3.5) ir supilama | kolonéle. Reikia stengtis, kad pilant kuo maziau
buty kontaktuojama su oru. Kad aliuminio oksidas susiguléty, Svelniai tap$nojama per uzpildytos kolonélés
apacig.

. Méginio gryninimas

| kolonéle pipete jpilama 5,0 ml pagal 5.2 punktg paruosto méginio ekstrakto. Pipetés galiukas laikomas arti
kolonglés sienelés ir leidziama, kad tirpalas susigerty i aliuminio oksida. Robenidinas i§ kolon¢lés i$plaunamas j
250 ml apvaliadugne kolbg 100 ml metanolio (3.1), nustatant 2-3 ml/min. debita. Metanolio tirpalas sukamuoju
garintuvu (4.3) esant sumazintam slégiui 40 °C temperatiiroje iSgarinamas iki sauso likucio. Likutis vél istirpi-
namas 3-4 ml judanciosios fazés (3.8) ir kiekybiskai supilamas j 10 ml matavimo kolbg. Apvaliadugné kolba
kelis kartus plaunama 1-2 ml judanciosios fazés, Siuos praplovimo tirpalus taip pat supilant | matavimo kolba.
Tuo paciu tirpikliu praskiedziama iki Zymés ir sumaiSoma. Alikvotiné tirpalo dalis filtruojama per 0,45 pm filtra
(4.7). Tirpalas naudojamas analizei ESCh metodu (5.4).

Nustatymas ESCh metodu

Parametrai

Sitiloma taikyti Sias arba kitas sglygas, jei jos duoda panasius rezultatus:

skys¢iy chromatografijos kolonélé (4.4.1),

ESCh judancioji fazé (3.8),

debitas: 1,5-2,0 ml/min.,

matavimo bangos ilgis: 317 nm,

ileidimo taris: 20-50 pl.

Patikrinamas chromatografinés sistemos stabilumas, kelis kartus jleidziant kalibracinio tirpalo (3.9.3), kurio
koncentracija 3,6 pg/ml, kol smailés aukstis ir sulaikymo trukmé nesikeis.

Kalibracin¢ kreivé

Kiekvienas kalibravimo tirpalas (3.9.3) ileidziamas kelis kartus, kiekvienai koncentracijai i$matuojamas smailés
aukstis (plotas). Bréziama kalibraciné kreivé, ordinaciy asyje atidedant kalibraciniy tirpaly smailiy auks¢iy (ploty)
vidutines vertes, o atitinkamas koncentracijy vertes pg/ml atidedant abcisiy asyje.

Meéginio tirpalas

Kelis kartus jleidZiamas meéginio ekstraktas (5.3.2), imant tokj patj ttrj kaip ir kalibravimo tirpalams, nustatoma
vidutiné robenidino smailiy aukscio (ploto) verté.

Rezultaty apskaiciavimas

Robenidino smailiy vidutinio aukscio (ploto) vertes, gautas méginio tirpalui, lyginant su kalibracinés kreivés
duomenimis (5.4.2) nustatoma méginio tirpalo koncentracija pg/ml.

Robenidino kiekis w (mg/kg) méginyje apskai¢iuojamas pagal formulg:

c x 200
m

Cia:
¢ = robenidino koncentracija méginio tirpale, pg/ml,

m = matavimui paimtos méginio dalies masé, g.

Rezultaty patvirtinimas

Tapatumas

Analités tapatumas gali bati patvirtintas kochromatografijos ar diodinés matricos pagalba, lyginant méginio ekst-
rakto ir 6,0 pg/ml kalibracinio tirpalo (3.9.3) spektrus.
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7.1.1.

7.2

7.3.

Kochromatografija

Méginio ekstraktas papildomas kalibravimo tirpalo (3.9.3) atitinkamu kiekiu. Pridedamo robenidino kiekis turi
biti panasus j iSmatuotg robenidino kiekj méginio ekstrakte.

Chromatogramoje turi pasikeisti tik robenidino smailés aukstis, atsizvelgiant j pridéta kiekj ir | praskiedima.
Smailés plotis puséje jos aukscio turéty nesiskirti nuo méginio ekstrakto smailés plocio daugiau kaip 10 %.

. Detektavimas diodine matrica

Rezultatai vertinami pagal Siuos kriterijus:

a) méginio ir standarto spektry absorbcijos maksimumy bangy ilgiai, uZregistruoti chromatogramy smailés
virstingje, turi bati vienodi ir paklaida neturi virsyti detekcinés sistemos skiriamosios gebos salygojamy riby.
Sios ribos diodinés matricos detektoriui yra mazdaug 2 nm;

b) tarp 250 ir 400 nm bandinio ir standartinio tirpalo chromatogramy smailiy virsGniy spektrai neturi skirtis,
kai santykiné absorbcija yra nuo 10 % iki 100 %. Sis kriterijus patenkinamas, kai, esant tam paciam absorb-
cijos maksimumui, néra nei vieno tasko, kuriame nuokrypis tarp dviejy spektry virSyty 15 % standarto
analités absorbcijos;

¢) tarp 250 ir 400 nm meéginio ekstrakto smailés kylancios dalies, virstinés ir nusileidziancios dalies spektrai turi
nesiskirti vienas nuo kito tose spektro dalyse, kurios yra 10-100 % santykinio optinio tankio intervale. Sis

kriterijus patenkinamas, kai, esant tam paciam absorbcijos maksimumui, visuose stebimuose taskuose
nuokrypis tarp spektry nevirsija 15 % smailés vir$iinés spektro.

Jei nors vienas $iy kriterijy nejvykdomas, analités buvimas néra nepatvirtintas.

Pakartojamumas

Kai robenidino kiekis yra didesnis kaip 15 mg/kg, skirtumas tarp dviejy rezultaty, gauty atliekant du lygiagrecius
matavimus su tuo paciu méginiu, turi nevirsyti 10 % didesnés rezultato vertés.

ISgava

Atliekant tusciajj bandyma su papildytu méginiu, turi biiti randama ne maziau kaip 85 % pridéto kiekio.

Tarplaboratorinio tyrimo rezultatai

Bendrija suruo$é tarplaboratorinj tyrima, kuriame 12 laboratorijy buvo analizuojami keturi malti ir granuliuoti
pauksCiy ir triusiy pasary meéginiai. Kiekvienas méginys buvo analizuojamas du kartus. Rezultatai pateikiami
lenteléje:

Pauks¢iai Triusiai
Miltai Granulés Miltai Granulés

Vidutiné verté, mg/kg 27,0 27,99 43,6 40,1
S, (mg/kg) 1,46 1,26 1,44 1,66
CV, (%) 5,4 4,5 3,3 4,1
Sy (mg/kg) 4,36 3,36 4,61 3,91
CV, (%) 16,1 12,0 10,6 9,7
Regeneravimas 90,0 93,3 87,2 80,2
S, = pakartojamumo standartinis nuokrypis,

CV, = pakartojamumo variacijos koeficientas,

Sk = atkartojamumo standartinis nuokrypis,

CV, = atkkartojamumo variacijos koeficientas.
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3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

4.1.

2. METILBENZOKVATO NUSTATYMAS

7-benziloksi-6-butil-3-metoksikarbonil-4-chinolonas

Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu nustatomas metilbenzokvato kiekis pasaruose. Nustatymo riba - 1 mg/kg.

Metodo esmé

Metilbenzokvatas ekstrahuojamas i§ méginio metansulfonrfigities tirpalu metanolyje. Ekstraktas gryninamas dich-
lormetanu, taikant jony mainy chromatografija, po to vél dichlormetanu. Metilbenzokvato kiekis nustatomas
atvirkstiniy faziy efektyviaja skysciy chromatografija (ESCh), naudojant UV detektoriy.

Reagentai

Dichlormetanas

Metanolis chromatografiskai grynas

ESCh judancioji fazé:

metanolio (3.2) ir vandens (chromatografiskai grynas) misinys 75: 25 (v: v).

Filtruojama per 0,22 pum akytumo filtrg (4.5), tirpalas degazuojamas (pavyzdziui, 10 minuciy veikiant ultragarsu).
Metansulfonriigsties tirpalas, ¢ = 2 %

20,0 ml metansulfonrtgsties praskiedziama iki 1 000 ml metanoliu (3.2).

Druskos riigsties tirpalas, ¢ = 10 %

100 ml druskos rugstis (p,,° = 1,18 g/ml) praskiedziama iki 1 000 ml vandeniu.

Katijony mainy derva Amberlite CG-120 (Na), 100-200 mesy

Pries naudojimg derva apdorojama: paruosiama 100 g dervos ir 500 ml druskos riigsties tirpalo (3.5) suspensija,
kuri ant elektrinés plytelés pakaitinama nuolat maiSant iki virimo. Palickama atausti, po to rigstis dekantuojama.
Ragsties likutis per filtro popieriy nusiurbiamas vakuuminiu siurbliu. Derva du kartus plaunama 500 ml vandens
ir po to 250 ml metanolio (3.2). Derva skalaujama dar 250 ml metanolio ir dZiovinama per dervos sluoksnj ant
filtro siurbiant org. IsdZiovinta derva laikoma uzkimstame butelyje.

Etaloniné medZiaga: grynas metilbenzokvatas: 7-benziloksi-6-butil-3-metoksikarbonil-4-chinolonas

. Metilbenzokvato pradinis standartinis tirpalas: 500 pg/ml

0,1 mg tikslumu pasveriama 50 mg standartinés medziagos (3.7), 100 ml matavimo kolboje iStirpinama metan-
sulfonrtigties tirpale (3.4), praskiedziama iki Zymés ir sumaiSoma.

. Metilbenzokvato tarpinis standartinis tirpalas: 50 pg/ml

5,0 ml pradinio standartinio tirpalo (3.7.1) jpilama j 50 ml matavimo kolba, praskiedZiama iki Zymés metanoliu
(3.2) ir sumaiSoma.

. Kalibraciniai tirpalai

[ 25 ml matavimo kolbas jpilama 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 ir 5,0 ml tarpinio stal}dartinio metilbenzokvato etaloninio
tirpalo (3.7.2). Praskiedziama iki Zymés judanciaja faze (3.3) ir sumaiSoma. Siy tirpaly metilbenzokvato koncent-
racija atitinkamai yra 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 ir 10,0 pg/ml. Sie tirpalai turi bati ruosiami prie§ pat naudojima.

Iranga

Laboratoriné purtyklé
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4.2.

4.3.

4.4.

4.4.1.

4.5.

4.5.

5.2.

5.3.

5.4.

5.4.1.

5.4.2.

Sukamasis garintuvas

Stikliné kolonélé (250 mm x 15 mm), turinti Ciaupg ir mazdaug 200 ml talpos

ESCh jranga su kintamo bangos ilgio ultravioletiniu arba diodinés matricos detektoriumi

Kolonélé skysciy chromatografijai: 300 mm x 4 mm, uzpildas C-18 arba atitinkamas, daleliy dydis 10 pm.
Membraniniai 0,22 pm akytumo filtrai

Membraniniai 0,45 pm akytumo filtrai

Darbo procediira

Bendros nuostatos

. Turi bati iSanalizuotas tusCiasis méginys siekiant patikrinti, ar jame néra metilbenzokvato ir nustatymui truk-

danciy medziagy.

Siekiant koncentracija padidinti iki 15 mg/kg, | 20 g tus¢iajam bandymui skirto pasaro jpilama 600 pl pradinio
standartinio tirpalo (3.7.1), sumaiSoma ir prie§ pradedant ekstrahavima (5.2) palaukiama 10 minuciy.

metilbenzokvato neturi biiti randama.

Ekstrahavimas

0,01 g tikslumu pasveriama mazdaug 20 g paruosto meéginio. Méginys supilamas { 250 ml konusine kolba, |
kurig jpilama 100,0 ml metansulfonragsties tirpalo (3.4) ir kolba 30 minuc¢iy mechaniskai kratoma ant purtyklés
(4.1). Tirpalas filtruojamas per filtro popieriy, filtratas naudojamas skysty faziy perskyrimui (5.3).

Skysciy faziy perskyrimas

[ 500 ml talpos dalomajj piltuva, kuriame yra 100 ml druskos rtigsties tirpalo (3.5), jpilama 25,0 ml pagal 5.2
punkta gauto filtrato. | piltuvg jpilama 100 ml dichlormetano (3.1) ir purtoma viena minute. Sluoksniams
leidZiama atsiskirti ir apatinis (dichlormetaninis) sluoksnis isleidZiamas i apvaliadugne 500 ml tirio kolba. Vande-
ninio sluoksnio ekstrahavimas pakartojamas su dviem papildomomis 40 ml dichlormetano porcijomis, Sie ekstra-
ktai supilami kartu su pirmuoju ekstraktu i ta pacia apvaliadugne kolba. Sukamajame garintuve (4.2), esant suma-
zintam slégiui, dichlormetaninis ekstraktas 40 °C temperatiiroje nugarinamas iki sauso likucio. Likutis kolboje
iStirpinamas 20-25 ml metanolio (3.2), kolba uzkemsama, $is visas ekstraktas palickamas chromatografavimui
jony mainy metodu (5.4).

Jony mainy chromatografija
Katijony mainy kolonélés paruosimas

[ stiklinio vamzdzio (4.3) apacig jkiSamas mazas stiklo vatos kamstis. Paruosiama 5,0 g apdoroto katijonito (3.6)
ir 50 ml druskos raigsties (3.5) suspensija, kuri supilama i stikling kolonéle, ¢ia dervai leidziama nusésti. Ragsties
perteklius isleidziamas, kad likusi vos apsemty dervos sluoksnj, kolonélé plaunama vandeniu, kol plovimo vanduo
tampa neutralus pagal lakmusa. | kolonéle jpilama 50 ml metanolio (3.2), kuris isleidZiamas iki dervos sluoksnio
virsaus.

Chromatografavimas kolon¢léje

Atsargiai pipete j kolonéle jpilamas pagal 5.3 punktg gautas ektraktas. Apvaliadugné kolba skalaujama dviem 5-
10 ml metanolio (3.2) porcijomis, sie praplovimo skysciai irgi supilami i kolonéle. Ekstraktas nuleidziamas iki
dervos virsaus, kolonélé plaunama 50 ml metanolio, uztikrinant, kad debitas nevir§yty 5 ml per minutg. IStekéjes
skystis i$pilamas. Metilbenzokvatas i§ kolonélés i$plaunamas 150 ml metansulfonrgsties tirpalo (3.4), eliuatas
surenkamas | 250 ml tdrio konusine kolba.
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5.5.

5.6.

5.6.1.

5.6.2.

5.6.3.

7.1.

Skysty faziy perskyrimas

Pagal 5.4.2 punktg gautas elivatas supilamas i 1 | talpos dalomaji piltuva. Konusiné kolba praplaunama 5-10 ml
metanolio (3.2), praplovimo tirpalas sujungiamas su dalomojo piltuvo turiniu. Ipilama 300 ml druskos ragsties
tirpalo (3.5) ir 130 ml dichlormetano (3.1). Purtoma 1 minutg, fazéms leidziama atsiskirti. Apatinis (dichlormeta-
ninis) sluoksnis i§leidziamas | 500 ml apvaliadugne kolbg. Vandeninio sluoksnio ekstrahavimas pakartojamas su
dviem papildomomis 70 ml dichlormetano porcijomis, $ie ekstraktai supilami kartu su pirmuoju i ta pacia apva-
liadugne kolba.

Sukamajame garintuve (4.2), esant sumaZzintam slégiui, dichlormetaninis ekstraktas 40 °C temperatiroje isgari-
namas iki sauso likucio. Likutis kolboje iStirpinamas mazdaug 5 ml metanolio (3.2) ir gautas tirpalas kiekybiskai
supilamas j 10 ml matavimo kolbg. Apvaliadugné kolba skalaujama dar dviem 1-2 ml metanolio porcijomis,

plovimo skyciai supilami i ta pacia matavimo kolbg. Metanoliu praskiedziama iki Zymés ir sumaiSoma. Alikvotiné
tirpalo dalis filtruojama per membraninj filtrg (4.6). Sis tirpalas palickamas nustatymui ESCh metodu (5.6).

Nustatymas ESCh metodu

Parametrai

Sitiloma taikyti Sias arba kitas salygas, jei jos duoda panasius rezultatus:
— skysciy chromatografijos kolonéleé (4.4.1),

— ESCh judancioji fazé: metanolio ir vandens misinys (3.3),

— debitas: 1,0-1,5 ml/min.,

— matavimo bangos ilgis: 265 nm,

— jleidZiamas tiiris: 20-50 pl.

Patikrinamas chromatografinés sistemos stabilumas, kelis kartus jleidziant kalibracinio tirpalo (3.7.3), kurio
koncentracija 4,0 pg/ml, kol bus gautas pastovus smailés aukstis ir sulaikymo trukmé.

Kalibraciné kreive

Kiekvienas kalibracinis tirpalas (3.7.3) jleidziamas kelis kartus, iSmatuojamas kiekvienai koncentracijai smailés
aukstis (plotas). Bréziama kalibraciné kreivé, ordinaciy asyje atidedant kalibraciniy tirpaly smailiy auksciy (ploty)
vidutines vertes, abciséje — atitinkamas koncentracijy vertes, pg/ml.

Meéginio tirpalas

Kelis kartus jleidziamas méginio ekstraktas (5.5), naudojant tokj patj tirj kaip ir kalibraciniy tirpaly. Nustatoma
vidutiné metilbenzokvato smailiy aukscio (ploto) verte.

Rezultaty apskai¢iavimas

Metilbenzokvato smailiy aukscio (ploto) vidutines vertes, gautas méginio tirpalui, lyginant su kalibracinés kreivés
duomenimis (5.6.2), nustatoma méginio tirpalo koncentracija pg/ml.

Metilbenzokvato kiekis w (mg/kg) méginyje apskaic¢iuojamas pagal formule:

c x 40
m

Cia:
¢ = metilbenzokvato koncentracija méginio tirpale, pg/ml,

m = matavimui paimtos méginio dalies mase, g.

Rezultaty patvirtinimas

Tapatumas

Analités tapatumas gali biiti patvirtintas kochromatografija ar diodine matrica, lyginant méginio ekstrakto ir
10,0 pg/ml kalibracinio tirpalo (3.7.3) spektrus.
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7.1.1.

7.1.2.

7.2

7.3.

Kochromatografija

Meéginio ekstraktas papildomas atitinkamu kiekiu tarpinio standartinio tirpalo (3.7.2). Pridedamo metilbenzokvato
kiekis turi bati panasus | méginio ekstrakte nustatyto metilbenzokvato kieki.

Chromatogramoje turi padidéti tik metilbenzokvato smailés aukstis, atsizvelgiant | pridéta kiekj ir j ekstrakto pras-
kiedimg. Smailés plotis puséje jos aukscio turi nesiskirti nuo méginio ekstrakto smailés plocio daugiau kaip 10 %.

Detektavimas diodine matrica

Rezultatai vertinami pagal Siuos kriterijus:

a) méginio ir standartinio tirpalo spektry absorbcijos maksimumy bangy ilgiai, uzregistruoti chromatogramy
smailés virsiingje, turi biiti vienodi ir paklaida neturi virSyti detekcinés sistemos skiriamosios gebos salygojamy
riby. Sios ribos diodinés matricos detektoriui yra mazdaug 2 nm;

b) tarp 220 ir 350 nm méginio ir standartinio tirpalo chromatogramy smailiy vir$iiniy spektrai neturi skirtis, kai
santykiné absorbcija yra 10-100 %. Sis kriterijus patenkinamas, kai, esant tam paciam absorbcijos maksi-
mumui, néra nei vieno tasko, kuriame nuokrypis tarp dviejy spektry virsyty 15 % standarto analités absorb-
cijos;

¢) tarp 220 ir 350 nm méginio ekstrakto smailés kylancios dalies, vir§inés ir nusileidziancios dalies spektrai turi
nesiskirti vienas nuo kito tose spektro dalyse, kurios yra 10-100 % santykinio optinio tankio intervale. Sis

kriterijus patenkinamas, kai, esant tam paciam absorbcijos maksimumui, visuose stebimuose taskuose
nuokrypis tarp spektry nevirsija 15 % smailés virsinés spektro absorbcijos.

Jei nors vienas $iy kriterijy nejvykdomas, analités buvimas néra patvirtintas.

Pakartojamumas
Skirtumas tarp dviejy rezultaty, gauty atliekant du lygiagrecius matavimus su tuo paciu méginiu, turi nevirsyti:

10 % santykinai didesnés vertés, kai metilbenzokvato kiekis yra 4-20 mg/kg.

ISgava

Atliekant tus¢igji bandyma su papildytu méginiu, turi bati randama ne maziau kaip 90 % pridéto kiekio.

Tarplaboratorinio tyrimo rezultatai

10 laboratorijy buvo analizuojami 5 méginiai. Kiekvienas méginys buvo analizuojamas du kartus.

Rezultatai
TuSCiasis Miltai 1 Granulés 1 Miltai 2 Granulés 2
meéginys
Vidutiné verté, mg/kg nerasta 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
Sy (mg/kg) - 0,40 0,50 0,90 1,00
CV, (%) - 8,90 11,10 10,10 11,50
Regeneravimas - 92,00 93,00 92,00 89,00
S, = pakartojamumo standartinis nuokrypis,
CV, = pakartojamumo variacijos koeficientas,
Sk = atkartojamumo standartinis nuokrypis,

CV, = atkartojamumo variacijos koeficientas.




