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

milles sitestatakse proovivotu- ja analiiiisimeetodid so6da
ametlikuks kontrolliks

(EMPs kohaldatav tekst)

Artikkel 1

S60da ametlikuks kontrolliks (vélja arvatud mikrobioloogilise saastu-
mise kontrolliks), eriti sodda koostisosade médramiseks, sealhulgas
geneetiliselt muundatud organisme (GMO) sisaldavate vOi neist
toodetud koostisosade, Euroopa Parlamendi ja ndukogu maéédruses
(EU) nr 1831/2003 (1) méiratletud soddalisandite ning Euroopa Parla-
mendi ja ndukogu direktiivis 2002/32/EU (?) médratletud soovimatute
ainete méadramiseks, tuleb proove votta I lisas esitatud meetoditega.

I lisas sétestatud proovivotumeetodit kasutatakse sdoda kontrollimiseks,
et marata Euroopa Parlamendi ja ndukogu méiruses (EU) nr 396/2005 (3)
madratletud pestitsiidijadke ning kontrollida s66da vastavust médrusele
(EL) nr 619/2011.

Artikkel 2

Proovide analiiiisiks ettevalmistamine ja tulemuste esitamine toimub
kooskolas 1II lisas sitestatud meetoditega.

Artikkel 3

Analiitise sodda ametlikuks kontrolliks tehakse vastavalt III lisas
(Analiitisimeetodid sd0datooraine ja segajousddda koostise kontrollimi-
seks), IV lisas (Analiiisimeetodid lubatud séddalisandite taseme kont-
rollimiseks sd6das), V lisas (Analiilisimeetodid soovimatute ainete
sisalduse kontrollimiseks s6ddas) ja VI lisas (Analiilisimeetodid loomse
péritoluga komponentide médramiseks s66da ametlikul kontrollimisel)
sitestatud meetoditele.

Artikkel 4

Kodulindude segasodda energiasisaldus arvutatakse vastavalt VII lisale.

(") Euroopa Parlamendi ja ndukogu 22. septembri 2003. aasta miirus (EU)

nr 1831/2003 loomasdotades kasutatavate soodalisandite kohta (ELT L 268,
18.10.2003, 1k 29).

(%) Euroopa Parlamendi ja ndukogu 7. mai 2002. aasta direktiiv 2002/32/EU,
loomasootades  sisalduvate ebasoovitavate ainete kohta (EUT L 140,
30.5.2002, 1k 10).

() EUT L 70, 16.03.2005, Ik 1.
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Artikkel 5

Analiiiisimeetodeid selliste VIII lisas sitestatud lisandite ebaseadusliku
sisalduse kontrollimiseks, mida ei ole enam lubatud s66das kasutada,
kasutatakse kinnituse saamiseks.

Artikkel 6

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

Viiteid kehtetuks tunnistatud direktiividele kisitatakse viidetena kies-
olevale médrusele ja loetakse vastavalt XI lisa vastavustabelitele.

Artikkel 7
Kéesolev maérus joustub kahekiimnendal pdeval pdrast selle avaldamist
Euroopa Liidu Teatajas.
Kiesolevat mairust kohaldatakse alates 26. augustist 2009.

Kéesolev médrus on tervikuna siduv ja vahetult kohaldatav koikides
liikkmesriikides.
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1 LIS4

PROOVIVOTUMEETODID

1. EESMARK JA KOHALDAMISALA

Sooda ametlikuks kontrolliks ettendhtud proovid vdetakse allpool
kirjeldatud meetodite kohaselt. Selliselt saadud proove kasitatakse
proovipartiid esindava proovina.

Esindava proovi votmise eesmérk on saada partiist vaike osa nii, et iga
selle osa konkreetne nditaja kujutaks endast partii nditajate keskmist
védrtust. Partii eri kohtadest vdetakse korduvalt iiksikproove. Uksik-
proovide kokkusegamisega saadakse koondproov, millest vdetakse
esindava jagamise teel esindavad 16pp-proovid.

Kui vaatlusel vdi muu asjakohase teabe pohjal ilmneb, et osa samast
sOodapartiist on erineva kvaliteediga, eraldatakse sellised osad ja neid
kasitletakse kui alampartiisid. Kui sdodapartiid ei ole vdimalik jagada
alampartiideks, tuleb seda késitada iihe partiina, kuid selle kohta tuleb
teha mirkus proovivotuaruandesse.

Kui tehakse kindlaks, et kdesoleva médruse sitete kohaselt vdetud
s60daproov ei vasta ELi nduetele ja kui tegemist on sama tooteklassi
voi -liigi s6odapartii osaga, siis tuleb eeldada, et kogu selle partii so6t
ei vasta nouetele, vilja arvatud juhul, kui iksikasjaliku hindamise
kdigus ei ilmne tdendeid selle kohta, et iilejddnud osa partiist ei
vasta ELi nouetele.

Proovivott voib hdlmata ka soota, mida soodakiitlejad pakuvad
miitigiks sidevahendite kaudu vastavalt Euroopa Parlamendi ja ndukogu
miiruse (EU) nr 767/2009 (') artikli 11 18ikele 3. Sidevahendite kaudu
miitigiks pakutavast s6odast voetakse proove pdhimdtteliselt vastavalt
kéesolevas lisas esitatud punktidele. Konkreetseid kaugmiitigitoodetest
proovi votmise aspekte kirjeldatakse 11. punktis.

2. MOISTED

— Partii: identifitseeritav soodakogus, millel on thised tunnused
nditeks péritolu, sort, pakendi tiilip, pakendaja, kaubasaatja voi
mérgistus; tootmisprotsessi kontekstis on partii toodanguiihik,
mida toodetakse samas ettevottes ithesuguseid tootmisparameetreid
jérgides, voi mitu sellist thikut, kui need on toodetud jérjest ja koos
ladustatud.

— Proovipartii: partii vdi identifitseeritav osa partiist vdi alampartiist.

— Pitseeritud proov: proov, mis on pitseeritud niimoodi, et on vilis-
tatud juurdepédds proovile ilma pitserit purustamata voi eemalda-
mata.

() Euroopa Parlamendi ja ndukogu 13. juuli 2009. aasta miirus (EU) nr 767/2009 sodda

turuleviimise ja kasutamise kohta, millega muudetakse Euroopa Parlamendi ja ndukogu
miadrust (EU) nr  1831/2003 ning tunnistatakse kehtetuks ndukogu  direk-
tiivid 79/373/EMU, 82/471/EMU, 83/228/EMU, 93/74/EMU, 93/113/EU ja 96/25/EU,
komisjoni direktiiv 80/511/EMU ning komisjoni otsus 2004/217/EU (ELT L 229,
1.9.2009, Ik 1).
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— Uksikproov: proovipartii iihest punktist vdetud kogus.

— Koondproov: iihe ja sama proovipartii iiksikproovidest kogutud
proov.

— Vihendatud proov: koondproovi osa, mis on saadud koondproovi
esindava vdhendamise teel.

— Lopp-proov: (segatud) koondproovi, vahendatud proovi voi homo-
geenitud koondproovi osa, soltuvalt kontrolli liigist (vt punkt 9.4).

— Laboratoorne proov: laboris kasutamiseks ettendhtud proov (mis on
toimetatud laborisse), mis vdib olla 1opp-proov, vdhendatud proov
voi koondproov.

— Kaugmiiiigitoote proov: sidevahendite kaudu miiiigiks pakutava
s60da partiist voetud proov.

ULDSATTED

— Proove peavad votma isikud, keda on selleks volitanud padev
asutus.

— Kaugmiitigitoote proovi jaoks palub péadev asutus soodakditlejalt
sidevahendite kaudu teatavat s6odakogust.

— Proov tuleb pitseerida niimoodi, et oleks vélistatud juurdepéds
proovile ilma pitserit purustamata vdi eemaldamata.

Pitser peab olema selgelt identifitseeritav ja hésti ndhtav.

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

— Igast koondproovist voi vdhendatud proovist tuleb votta vdhemalt
jargmised 10pp-proovid: iiks proov kontrollimiseks (tditemenetlu-
seks) ja iiks soodakiitlejale (apellatsiooniks). Lisaks voib votta
veel iihe vordlusproovi. Kui kogu koondproov homogeenitakse,
voetakse 10pp-proovid homogeenitud koondproovist, vilja arvatud
juhul, kui see on vastuolus liikmesriikides soddakiitleja Oiguste
kohta kehtivate eeskirjadega.

— Mairuse (EL) 2017/625 artikli 15 1digete 1ja 2 kohaselt teevad
soodakaitlejad juhul, kui see on ametliku proovivotu jaoks vajalik,
padevate asutuste ndudmisel jargmist:

— vdimaldavad péddevate asutuste tdotajatele juurdepddsu nende
kontrolli all olevatele seadmetele, tehes sealhulgas vajaduse
korral kittesaadavaks nduetekohased proovivotuseadmed ja
isikukaitsevahendid;

— abistavad péddevate asutuste tootajaid ja teevad nendega koos-
t60d, et voimaldada proovide votmist, sealhulgas tagades péde-
vate asutuste tootajatele juurdepddsu soodale.
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4.2.
4.2.1.
4.2.1.1.

42.1.2.

4.2.2.

4.2.3.

SEADMED

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

Soovitatavad seadmed proovide votmiseks tahkest soodast.
Kdsitsi proovivotmine

Lamedapdhjaline piististe servadega proovivotukiihvel.

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

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

Mehaaniline proovivotmine

Laaditavast soddast proovide votmiseks voib kasutada asjakohaseid
mehaanilisi  proovivotuseadmeid. Mehaanilisi  proovivotuseadmeid
loetakse sobivaks, kui proove voetakse kogu sdddavoo labildikest.

Suure kiirusega litkuvast sdodast voib proove votta automaatse sead-
mega.

Jaotur

Esindavalt vdhendatud proovide valmistamiseks tuleks vdimaluse ja
vajaduse korral kasutada seadet, millega jagatakse proov ligikaudu
vordseteks osadeks.

UKSIKPROOVIDE ARVU NOUDED

— Punktides 5.1 ja 5.2 iiksikproovide arvu kohta kehtestatud ndoudeid
kohaldatakse selliste kuni 500-tonniste proovipartiide suhtes, millest
on voimalik votta esindavaid proove. Kirjeldatud proovivotume-
netlus kehtib ka osutatud suurimast proovipartiist suuremate
koguste puhul, kui ei jargita punktide 5.1.1, 5.1.3 ja 5.1.5 tabelites
esitatud suurimat tiksikproovide arvu, vaid {tksikproovide arv
médratakse ruutjuurevalemiga, mis on esitatud menetluse kirjelduse
asjaomases kohas (vt punkt 5.3), ning vdhima koondproovi suurust
suurendatakse vordeliselt. See ei takista suurte partiide jagamist
véiiksemateks alampartiideks, nii et igast alampartiist voetakse
proove punktides 5.1 ja 5.2 kirjeldatud menetluse kohaselt.

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

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

— Kaugmiiiigitoodete proovide puhul ei tea pddev asutus harilikult
selle partii suurust, millest ta teatavat kogust nduab. Seepirast ei
ole vdimalik punktides 5.1 ja 5.2 osutatud menetlust kasutada. Sel
juhul kohaldatakse 11. punktis kirjeldatud menetlust.

— Kui s66dakditleja peab kehtivate digusaktide kohaselt tditma kies-
oleva méidruse ndudeid seoses kohustusliku seirega, vdib ta kalduda
korvale kdesolevas punktis esitatud koguselistest nduetest, et votta
arvesse tegevuse iseloomulikke néditajaid, tingimusel et soodakaiit-
leja on péddevale asutusele rahuldavalt tdendanud, et konealune
proovivotumenetlus on sama esindav, ja kui ta on saanud padevalt
asutuselt sellekohase loa.

— Kui koguselisi noudeid silmas pidades ei ole vdimalik kasutada
kirjeldatud proovivotumeetodit, kuna partii kahjustamise tottu kaas-
neksid sellega vastuvdetamatud kaubanduslikud tagajirjed (seoses
pakkimisviisiga, veovahendiga, ladustamisviisiga vms), voib erand-
juhul kohaldada teistsugust proovivotumeetodit, kui see on sama
esindav ning kui kogu menetlust tépselt kirjeldatakse ja dokumen-
teeritakse.

Séodas iihtlaselt jaotunud ainete voi toodete kontrollimiseks voeta-
vate iiksikproovide arvu néuded

Lahtine tahke soot

Proovipartii suurus Vihim iksikproovide arv
< 2,5 tonni 7
> 2.5 tonni v (20 korda proovipartii  suurus
tonnides) (*), kuid kuni 40 iiksikproovi

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

Lahtine vedel séot

Proovipartii suurus Vihim iiksikproovide arv

< 2,5 tonni vdi < 2 500 liitrit | 4 (*)

> 2.5 tonni voi > 2 500 liitrit | 7 (¥)

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

Pakendatud séot

S66t (tahke ja vedel) voib olla pakendatud kottidesse, kanistritesse,
mahutitesse jne, millele jargmises tabelis viidatakse kui pakkeiihikutele.
Suurtest pakkeiihikutest (> 500 kg voi liitrit) tuleb votta proove lahtise
s60da kohta kehtivate sitete kohaselt (vt punktid 5.1.1 ja 5.1.2).

Vidhim pakketihikute arv, millest tuleb votta

Proovipartii suurus (vdhemalt) iiks iiksikproov (*)

1-20 pakketihikut 1 pakketihik (¥*)

21-150 pakkeiihikut 3 pakkeiihikut (**)
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5.2

Vidhim pakketihikute arv, millest tuleb votta

Proovipartii suurus (vihemalt) iiks iiksikproov (¥)

151-400 pakketihikut 5 pakketihikut (**)

> 400 pakkethikut Vs korda \ (proovipartii moodustavate
pakketihikute arv) (¥*%), kuid kuni 40
pakkeitihikut

(*)  Kui pakketihiku avamine voib analiiiisi tulemust mojutada (nt riknevad
vedelad soodad), loetakse avamata iihik tiheks iiksikprooviks.

(**) Kui pakkeiihiku netomass on kuni 1 kg voi 1 liiter, loetakse iiksikprooviks
tihe originaaliihiku sisu.

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

Soodabriketid ja lakukivid

Proov voetakse vidhemalt thest briketist voi kivist 25 pakkeiihikust
koosneva proovipartii kohta, kuid mitte rohkem kui neljast briketist
voi kivist.

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

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

(*) Mirgitakse, et teatavatel juhtudel (nt silo korral) ei ole vodimalik vdtta
ndutavat arvu iiksikproove, ilma et sellega ei tekitataks partiile vastuvdeta-
matut kahju. Sel juhul vdib kasutada muud proovivotumeetodit ning juhised
sellistest partiidest proovide votmiseks on vilja tootatud ning kittesaadavad
jargmisel  veebiaadressil:  https://food.ec.europa.cu/system/files/2016-10/
animal-feed-guidance documents 691 2013 en.pdf

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

Uksikproovide arvu nduded juhul, kui kontrollitavad koostisosad
voi ained on sdddas toenioliselt ebaiihtlaselt jaotunud

Konealused iiksikproovide proovide arvu nduded kehtivad jiargmistel
kontrollijuhtudel:

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

— ristsaastumine, mille on pdhjustanud koostisosa, sealhulgas genee-
tiliselt muundatud materjal, vdi aine, mis eeldatavasti voib olla
soddas ebaiihtlaselt jaotunud.

Kui kontrollival asutusel on tugev kahtlus, et selline ebaiihtlane jaotu-
mine esineb segasédda koostisosa vOi aine ristsaastumise korral, voib
votta proove jargmises tabelis esitatud arvul.
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5.3.

Proovipartii suurus Vihim iiksikproovide arv

< 80 tonni Vt arvunduded punktis 5.1. Uksikproo-

vide arv tuleb korrutada 2,5-ga.

> 80 tonni 100

Proovide arvu nduded viga suurte partiide iliksikproovide korral

Viga suurte proovipartiide korral (proovipartii > 500 tonni) on vdeta-
vate iiksikproovide arv 40 iiksikproovi + V tonnide arv, kui ained vai
tooted on iihtlaselt jaotunud kogu sdddas, voi 100 iiksikproovi +
tonnide arv, kui koostisosad vdi ained on ebaiihtlaselt jaotunud kogu
soddas.

KOONDPROOVI KOGUSELISED NOUDED

Noutav on iiks koondproov proovipartii kohta.

R %
Sosda lik Koondproovi \;elhlm kogus (*)

6.1. Lahtine so6t 4 kg;

6.2. Pakendatud so66t: 4 kg (***)

6.3. Vedel voi poolvedel soot: 4 liitrit

6.4. Séodabriketid voi lakukivid:

6.4.1. igaiiks kaaluga iile 1 kg 4 kg;

6.4.2. igaiiks kaaluga kuni 1 kg Nelja originaalbriketi  vdi

-kivi kaal

6.5. Koresoot/kuivsoot 4 kg (F**%*)

*) Kui s66t, millest voetakse proove, on viga viirtuslik, voib votta vidiksema
arvu koondproove, tingimusel, et see on proovivdtuaruandes kirjeldatud ja
dokumenteeritud.

(**)  Vastavalt komisjoni 24. juuni 2011. aasta médrusele (EL) nr 619/2011,
milles sétestatakse proovivotu- ja analiilisimeetodid sédda ametlikuks
kontrolliks sitetele seoses sellise geneetiliselt muundatud materjali olema-
soluga, mille loa taotlemine on menetlemisel vdi mille luba on aegunud
(ELT L 166, 25.6.2011, lk 9), peab geneetiliselt muundatud materjali
leidumise kontrollimise koondproovis sisalduma véhemalt
35 000 seemet/tera. Seega peab maisi puhul olema koondproov viahemalt
10,5 kg ja sojaoa puhul 7 kg. Teiste seemnete ja terade puhul, nagu oder,
hirss, kaer, riis, nisu ja raps, on koondproov 4 kg ja sisaldab rohkem kui
35 000 seemet/tera.

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

(*¥***) Madala eritihedusega koresddda (nt hein, pdhk) puhul ei tohi koondproov

olla vdiksem kui 1 kg.
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8.1.

8.2.
8.2.1.

LOPP-PROOVI KOGUSELISED NOUDED
Lopp-proovid

Analiiiisida tuleb vdhemalt tiht 16pp-proovi. Analiiiisitavas 1dpp-proovis
sisalduv kogus ei tohi olla vdiksem jirgmistest niitajatest:

Tahke soot 500 g (*) () (Frk) (ki)

Vedel voi poolvedel so6t 500 ml (*)

*) Vastavalt mdédrusele (EL) nr 619/2011 peab geneetiliselt muundatud
materjali olemasolu kontrollimiseks vdetav 18pp-proov sisaldama vihe-
malt 10 000 seemet/tera. Seega peab maisi puhul olema 16pp-proov vihe-
malt 3 000 g ja sojaoa puhul 2 000 g. Teiste seemnete ja terade puhul,
nagu oder, hirss, kaer, riis, nisu ja raps, on 1dpp-proov 500 g ja sisaldab
rohkem kui 10 000 seemet/tera.

(**)  Kui koondproov on mirksa viiksem kui 4 kg voi liitrit (vt punkti 6
allmérkus), voib votta ka vdiksema 1dpp-proovi, tingimusel, et seda kirjel-
datakse ja see dokumenteeritakse proovivdtuaruandes.

(***)  Pestitsiidijadkide méddramiseks kaunviljas, teraviljas ja pahklipuu viljades
peab 10pp-proovi miinimumkogus olema komisjoni 11. juuli 2002. aasta
direktiivi 2002/63/EU (millega kehtestatakse {ihenduse proovivétumee-
todid taimsetes ja loomsetes saadustes sisalduvate ja nende pinnal esine-
vate pestitsiidide jadkide ametlikuks kontrollimiseks ning tunnistatakse
kehtetuks direktiiv 79/700/EMU (EUT L 187, 16.7.2002, lk 30)) sitete
kohaselt 1 kg.

(¥*FF) (F*FF*) Vaatluse teel voi mikroskoobi abil kontrollimisel on 16pp-proovi
kogus 1 kg.

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

Uldpohimétted

Kui partii ladustamine vOi transportimine ei vdimalda votta iiksik-
proove kogu partiist, tuleks eelistatult votta sellisest partiist proove
laadimise ajal.

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

Kui proove voetakse kdesolevas punktis kirjeldatud viisil, tuleb sédda-
kditlejat voi tema esindajat teavitada proovivotumenetlusest. Kui s60da-
kiitleja vOi tema esindaja seab kahtluse alla konealuse proovivotumee-
todi, peab soodakiitleja vdi tema esindaja lubama péddeval asutusel
votta proove kogu partiist soodakditleja kulul.

Laevaga transporditavad suured partiid
Laevaga transporditavast partiist litkuvast tootest proovide votmine

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

Proove vdetakse igast lastiruumi osast, mida on vdimalik fiitisiliselt
eraldada. Selliseid lastiruumi osi aga tithjendatakse osaliselt iiksteise
jérel nii, et hoidlasse laadimisel kaob partii osade algne fiiiisiline eral-
datus. Proove voib votta kas algse fiitisilise eraldatuse olukorras voi
pérast lattu viimist.
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8.2.2.

8.3.

8.4.
8.4.1.

Laeva lossimine v3ib kesta mitu pdeva. Proove tuleks tavaliselt votta
korrapdraste ajavahemike jarel kogu lossimise ajal. Alati ei ole aga
mdistlik ega asjakohane, et ametlik inspektor on proovivituks kohal
kogu lossimise ajal. Seepdrast on lubatud vdtta proove kogu partii
mingist osast. Uksikproovide arv miiratakse vastavalt proovipartii
suurusele.

Kui proovid voetakse soddast, mis on sama klassi voi sama kirjeldu-
sega sO0dapartii osa ja kui on kindlaks tehtud, et kdnealune alampartii
ei vasta ELi nduetele, tuleb eeldada, et kogu partii s66t on tihesugune,
vélja arvatud juhul, kui iksikasjaliku hindamise kéigus selgub, et
puuduvad tdendid selle kohta, et iilejaidnud osa partiist ei vasta ELi
nduetele.

Ka siis, kui ametlikud proovid voetakse automaatselt, on inspektori
kohalolek vajalik. Kui proovid voetakse automaatselt ja vastavalt eelne-
valt kindlaks méaératud néitajatele, mida ei saa muuta proovide votmise
ajal, ning kui iksikproovid kogutakse pitseeritavasse anumasse, nii et
sedasi hoitakse &ra igasugused pettused, peab inspektor olema kohal
ainult proovivotu alguses, iga kord, kui proovianumat vahetatakse, ja
proovivotu 1dpus.

Laevaga transporditavast partiist liitkumatust tootest proovide votmine

Kui proove voetakse litkumatust tootest, tuleb kasutada sama menet-
lust, mis on ette ndhtud ilalt ligipddsetavatest ladudest (s66da tornhoid-
latest) proovide votmiseks (vt punkti 8.4.1).

Proove tuleb votta partii (lastiruumi) ligipddsetavast osast (iilalt).
Uksikproovide arv mifratakse vastavalt proovipartii suurusele. Kui
proovid voetakse soddast, mis on sama klassi voi sama kirjeldusega
soodapartii osa ja kui on kindlaks tehtud, et kdnealune alampartii ei
vasta ELi nduetele, tuleb eeldada, et kogu partii sd66t on iihesugune,
vélja arvatud juhul, kui iksikasjaliku hindamise kaigus selgub, et
puuduvad tdendid selle kohta, et iilejidnud osa partiist ei vasta ELi
nouetele.

Proovide votmine laos hoitavast suurest partiist

Proove tuleb votta partii ligipddsetavast osast. Uksikproovide arv
madratakse vastavalt proovipartii suurusele. Kui proovid voetakse
soodast, mis on sama klassi voi sama kirjeldusega soddapartii osa ja
kui on kindlaks tehtud, et kdnealune alampartii ei vasta ELi nduetele,
tuleb eeldada, et kogu partii s66t on iihesugune, vilja arvatud juhul, kui
iiksikasjaliku hindamise kéigus selgub, et puuduvad toendid selle kohta,
et iilejddnud osa partiist ei vasta ELi nduetele.

Proovide votmine hoidlatest (tornhoidlad)
Proovide votmine iilalt (kergesti) ligipddsetavatest mahutitest

Proove tuleb votta partii ligipddsetavast osast. Uksikproovide arv
médratakse vastavalt proovipartii suurusele. Kui proovid vdetakse
s0odast, mis on sama klassi voi sama kirjeldusega s60dapartii osa ja
kui on kindlaks tehtud, et kdnealune alampartii ei vasta ELi nouetele,
tuleb eeldada, et kogu partii s66t on tihesugune, vilja arvatud juhul, kui
iiksikasjaliku hindamise kéigus selgub, et puuduvad tdendid selle kohta,
et tilejadnud osa partiist ei vasta ELi nouetele.
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8.4.2.

8.4.2.1.

8.4.22.

8.5.

9.1.

9.2.

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

Hoidlad, millele puudub juurdepédéds tlalt (suletud
mahutid), mahuga > 100 tonni

Sellistest mahutitest ei ole voimalik paigalseisvast soddast proove
votta. Kui on vaja proove votta mahutis olevast soddast, mida ei saa
liigutada, tuleb kiitlejaga kokku leppida, et ta teatab, kui mahutist
hakatakse soo6ta vilja laadima, et siis s6odast proove votta.

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

Proovivotuks tuleb anumasse votta 50—100 kg toodet ja proove tuleb
votta sellest kogusest. Koondproovi suurus sdltub kogu partii suurusest
ning iiksikproovide arv soltub proovivotuks anumasse voetud toote
kogusest. Kui proovid voetakse s6ddast, mis on sama klassi vOi sama
kirjeldusega soddapartii osa ja kui on kindlaks tehtud, et konealune
alampartii ei vasta ELi nduetele, tuleb eeldada, et kogu partii s66t on
ihesugune, vilja arvatud juhul, kui iksikasjaliku hindamise kaigus
selgub, et puuduvad tdoendid selle kohta, et iilejadnud osa partiist ei
vasta ELi nduetele.

Proovide vétmine suurtes suletud mahutites olevast lahtisest
soodast

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

PROOVIDE VOTMISE, ETTEVALMISTAMISE JA PAKENDAMISE
JUHISED

Uldsiitted

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

Uksikproovid

Uksikproove tuleb votta pisteliselt ja iihtlaselt kogu proovipartii
ulatuses ja need peavad olema ligikaudu vordse suurusega.

Uksikproov peab olema vihemalt 100 g vdi madala eritihedusega kore-
sooda puhul 25 g.

Kui punktis 8 sdtestatud proovivotueeskirjade kohaselt tuleb votta
vihem kui 40 iksikproovi, midratakse iiksikproovi suurus vastavalt
ndutava koondproovi suurusele (vt punkti 6).

Kui proove vdetakse viikestest pakendatud so6da partiidest, mille
puhul on vaja votta vidike arv iiksikproove, peab iiksikproov olema
ithe originaalpakkeiihiku sisu, kui pakketlihik ei ole suurem kui 1 kg
voi 11

Kui sd6dapakendid on viikesed (nt < 250 g), sdltub iiksikproovi suurus
pakendi suurusest.
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9.2.1.

9.2.2.

9.2.3.

9.24.

9.2.5.

9.3.

9.4.

9.4.1.

Kaugmiitigitoodete proovide puhul sdltub iiksikproovi suurus pakendi
suurusest ning voib iiksikjuhtudel olla ka viiksem kui 100 g voi
100 ml.

Lahtine soot

Vajaduse korral vdib proove votta partii liikkumise (peale- voi maha-
laadimise) ajal.

Pakendatud séot

Pérast seda, kui proovivotmiseks on 5. punkti kohaselt vajalik arv
pakendeid vélja valitud, voetakse puuri voi kithvli abil osa iga pakendi
sisust. Vajaduse korral voetakse proovid pérast seda, kui pakendid on
iikshaaval tithjendatud.

Homogeenne voi homogeenitav vedel voi poolvedel sé6t

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

Uksikproove vdib vdtta mahutite tiihjendamise ajal.

Mittehomogeenitav vedel voi poolvedel so6t

Pérast seda, kui proovivotmiseks on 5. punkti kohaselt vajalik arv
mahuteid vdlja valitud, vdetakse proovid eri tasemetelt.

Proove vaib votta ka mahutite tithjendamise ajal, kuid mitte esimestest
kihtidest.

Molemal juhul peab vdetav kogus olema vdhemalt 10 liitrit.

Soodabriketid ja lakukivid

Pérast seda, kui proovivotmiseks on 5. punkti kohaselt vajalik arv
brikette voi kive vilja valitud, voetakse osa igast briketist voi kivist.
Kui on kahtlusi, et kivi v3i brikett ei ole iihtlase koostisega, voetakse
prooviks kogu brikett voi kivi.

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

Koondproovide ettevalmistamine

Uhtne koondproov saadakse iiksikproovide kokkusegamise abil.

Lopp-proovide ettevalmistamine

Koondproovi materjal segatakse hoolega (1).

Iga proov pannakse sobivasse mahutisse/anumasse. Tuleb votta koik
vajalikud ettevaatusabindud, et véltida muutusi proovi koostises, saas-
tumist vOi voltsimist, mis voivad tekkida transportimise voi ladustamise
ajal.

Uhtlaselt jaotunud ained

Kui kontrollitakse so6ta, milles koostisosad voi ained on iihtlaselt
jaotunud, voib koguda esindava vdhendatud koondproovi, mille suurus
on vdhemalt 2,0 kg v3i 2,01 (vihendatud proov), (*) kasutades eelista-
tult mehaanilist voi automaatjaoturit. Et kontrollida pestitsiidide jadke
kaunviljades, teravilja terades ja pdhklipuu viljades, peab vidhendatud

(") Koik tiikid purustatakse (vajaduse korral voetakse need proovist vilja ja pannakse parast

purustamist tagasi).
(?) Vilja arvatud madala eritihedusega kuiv- ja koresoot.
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9.4.2.

9.5.

9.6.

10.

proovi suurus olema vdhemalt 3 kg. Kui sddda olemus ei vdimalda
jaoturit kasutada voi kui jaoturit ei ole, tuleb proovi vdhendada kvar-
teerimismeetodil.

Koondproovist voi véhendatud proovidest vdetakse enam-vdhem
ihesuurused ja 7. punkti koguselistele nduetele vastavad 16pp-proovid
(kontrollproov, apellatsiooniproov ja voimalik vordlusproov).

Ebaiihtlaselt jaotunud ained

Kui kontrollitakse koostisosi, sealhulgas geneetiliselt muundatud mater-
jali, voi aineid, mis voivad olla soddas ebaiihtlaselt jaotunud, peab
koondproov olema:

i) tdielikult homogeenitud. Seejdrel voetakse homogeenitud koond-
proovidest enam-vdhem {ihesuurused ja 7. punkti koguselistele
nduetele vastavad 16pp-proovid (kontrollproov, apellatsiooniproov
ja voimalik vordlusproov); voi

il

=

vdhendatud suuruseni vdhemalt 2 kg vdi 21(') mehaanilise voi
automaatjaoturiga; kui sd6da olemuse tottu ei ole vdimalik jaoturit
kasutada, vOib proovi vdhendada ka kvarteerimismeetodil. Et kind-
laks teha geneetiliselt muundatud materjali olemasolu vastavalt
madrusele (EL) nr 619/2011, peab vdhendatud proovis olema vihe-
malt 35 000 seemet/tera, et sellest saaks vdhemalt 10 000 seemet/-
tera sisaldava kontrollproovi, apellatsiooniproovi ja vdimaliku vord-
lusproovi (vt 6. punkti allmirkus (**) ja 7. punkti allmérkus (*)).

Vihendatud proovist vetakse enam-vdhem {ihesuurused ja 7. punkti
koguselistele nduetele vastavad 15pp-proovid.

Proovi pakendamine

Mabhutid ja pakendid peavad olema pitseeritud niimoodi, et ilma pitserit
Iohkumata ei oleks vdimalik neid avada. Pitser peab hdolmama kogu
mirgist. Teine voimalus on, et pitser pannakse sellisesse anumasse voi
mahutisse, mille saab sulgeda nii, et seda ei ole vdimalik purustamata
avada, ja millega vilditakse mahuti/anuma korduvat kasutamist.

Proovide saatmine laborisse

Proov koos analiilisiks vajaliku teabega tuleb viivitamata saata kind-
laksmédratud laborisse analiitisimiseks.

PROOVIVOTUARUANNE

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

Aruandesse tuleb kanda ka koik korvalekalded kédesolevas maéaruses
sitestatud proovivotumenetlusest.

Aruanne tuleb teha kéttesaadavaks nii ametlikule kontrollilaborile kui
ka soodakiitlejale ja/voi sdodakditleja méaratud laborile.

(") Vilja arvatud madala eritihedusega kuiv- ja koresoot.
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11. KAUGMUUGITOOTE PROOV

— Kaugmiiiigitoote proovi jaoks palutakse so6dakditlejalt sodta side-
vahendite kaudu. Sel juhul ei pea pddev asutus soota kiisides end
soodakditleja jaoks ametlikult identifitseerima ning voib esineda
variisikuna.

— Kaugmiitigitoote koondproovi ja 16pp-proovid peavad votma selleks
volitatud isikud kohe pirast saadetise kéttesaamist. Koondproovi
moodustamiseks tuleb kogu saadud kogusest juhuslikult ja tihtlaselt
votta sobiv arv iiksikproove ja hoolikalt segada/homogeenida,
jérgides nii palju kui voimalik punktis 5 ning punktides 9.2 ja 9.3
esitatud pohimotteid. Kui so6t on iiksikpakendites, tuleks saada
vihemalt neli pakendit, millest tuleb votta vdhemalt iiks iiksik-
proov. Kui mdnel juhul peaks selguma, et saadud pakendid on
parit eri partiidest, tuleb prooviks valitavate pakendite arvu viahen-
dada ja piirduda nende pakenditega, mis on périt samast partiist.
Kui kaugmiiigitoote proovi analiiiisitakse so0das ebaiihtlaselt
jaotunud koostisosade voOi ainete suhtes, peab iiksikproovide arv
olema vdhemalt 2,5 korda suurem soodas thtlaselt jaotunud ainete
suhtes analiilisitavate proovide arvust.

Koondproovist vdetakse vastavad 10pp-proovid (kontrollproov,
apellatsiooniproov ja vodimalik vordlusproov), jargides nii palju
kui vdimalik punktis 9.4 esitatud pohimdtteid, ning proovivotua-
ruandes mdrgitakse, et tegemist on kaugmiiligitoote prooviga.
Seejdrel teavitab paddev asutus soddakiitlejat kohe proovide votmi-
sest. Soodakditlejat teavitatakse ka sellest, et padev asutus siilitab
kindlaksméératud kohas voimaluse korral iihe proovi (apellatsioo-
niproov) apellatsiooniks voi saadab selle soodakditlejale voi s6oda-
kéitleja madratud laborile vastavalt kehtivatele siseriiklikele Gdigus-
normidele.

Kui proov saadetakse otse ametlikku laborisse, peavad 10pp-proovi
laboris ette valmistama ja pitseerima selleks volitatud isikud voi
tuleb seda teha selliste isikute juuresolekul. Kaugmiiiigitoodet
késitlev proovivotuaruanne tuleb saata kohe pérast 16pp-proovi
moodustamist padevale asutusele, kes teavitab soddakditlejat proo-
vide votmisest.

Ollakse seisukohal, et soodakditleja poolt paddevale asutusele
tarnitud kogus kujutab endast sama tooteklassi voi -liigi soddast
koosneva partii osa. Vastavalt Euroopa Parlamendi ja noukogu
midruse (EU) nr 178/2002 (') artiklile 15 ecldatakse ka kaugmiiii-
gitoote proovi puhul, et kui soddaohutusnduetele mittevastavaks
tunnistatud s66t on sama tooteklassi voi -liigi sdddast koosneva
partii voi kaubasaadetise osa, siis ei vasta kogu selle partii voi
kaubasaadetise soot nduetele, vilja arvatud juhul, kui tksikasjaliku
hindamise jirel puuduvad tdendid selle kohta, et iilejadnud osa
partiist vOi saadetisest ei vasta sdodaohutusnduetele.

() Euroopa Parlamendi ja ndukogu 28. jaanuari 2002. aasta miirus (EU) nr 178/2002,
millega sitestatakse toidualaste digusnormide iildised pohimdtted ja nduded, asutatakse
Euroopa Toiduohutusamet ja kehtestatakse toidu ohutusega seotud menetlused
(EUT L 31, 1.2.2002, 1k 1).
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11 LISA

SOODA ANALUUSIMEETODITE ULDSATTED

A. PROOVIDE ETTEVALMISTAMINE ANALUUSIKS
Eesmirk

Kéesolevas lisas kirjeldatud menetlused on ette ndhtud kontrollilabori-
tesse saadetud proovide ettevalmistamiseks analiitisiks pdrast proovi
votmist kooskdlas I lisa sétetega.

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

Lisaks kéesolevas lisas kirjeldatud menetlustele jéargitakse standardiga
EN ISO 6498 ette ndhtud proovide ettevalmistamise suuniseid.

Ettevaatusabinoud

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

K&ik vajalikud toimingud tuleb teha nii, et viltida proovi saastumist ja
selle koostise muutumist.

Jahvatada, segada ja sdeluda tuleb viivitamata, et proovi kokkupuude ohu
ja valgusega oleks minimaalne. Kasutada ei tohi veskeid ega jahvatajaid,
mis proovi mirgatavalt kuumendavad.

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

Proovi homogeenimine viisil, mil sellest valmistatakse suurel nihkekii-
rusel koos veega puderjas mass, on teatavatel juhtudel, eriti ebaiihtlaselt
jaotunud keemiliste ainete korral, andnud homogeensemaid osaproove
kui kuivhomogeenimine/jahvatamine. Ka piisava kuivjahvatamise teel
homogeenimine vdib anda homogeenseid osaproove.

Teatavatel juhtudel, nt hariliku tungaltera ja ohtlike botaaniliste lisandite
jms médramisel, ei tohi proovi homogeenida jahvatamise teel, vaid seda
tuleb piisavalt segada.

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

Too kiik

Uldmenetlus

Uuritav  kogus vdetakse homogeenitud 10pp-proovist. Jagamiseks ei
soovitata koonusekujulist proovijagajat ega nn jagamisristi, s o neljaks

jagamise (kvarteerimise) meetodit, sest sellega v3ib kaasneda alamproo-
vide jaotuses suur viga.
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3.2.

S66t, mida saab kohe jahvatada

— Lopp-proov segatakse ja kogutakse sobivasse puhtasse ja kuiva
ohukindlalt suletavasse ndusse. Téielikuks homogeenimiseks tuleb
proovi vahetult enne analiiiisikoguse véljakaalumist veel kord segada
(uuritav kaalutis).

S66t, mida saab jahvatada pdrast kuivatamist

— Kui analiitisimeetodites ei ole teisiti ette ndhtud, tuleb 1opp-proovi
kuivatada vastavalt III lisa A osas nimetatud niiskusmédramismeetodi
punktis 4.3 kirjeldatud eelkuivatamisele niiskusesisalduseni 8-12 %.
Jatkatakse punktis 3.1.1 kirjeldatud viisil.

. Vedel voi poolvedel s606t

— Lopp-proov kogutakse sobivasse puhtasse ja kuiva Shukindlalt sule-
tavasse ndusse. Tdielikuks homogeenimiseks tuleb proovi vahetult
enne analiiiisikoguse viljakaalumist pdohjalikult segada (uuritav
kaalutis).

Muu séot

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

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

— Vaatluse teel (kui ei kasutata mikroskoopi) uuritakse kogu koond-
proovi vdi 1dpp-proovi.

— Mikroskoobiga uurimiseks voib labor vdhendada koondproovi voi
viahendatud proovi. Ldpp-proovid apellatsiooniks ja vdimalikuks
vordluseks voetakse sama menetlusega kui 16pp-proov kontrollimi-
seks.

— Kui homogeenitakse kogu koondproov, vdetakse 10pp-proovid homo-
geenitud koondproovist.

— Hariliku tungaltera ja ohtlike botaaniliste lisandite médramiseks tuleb
16pp-proov jagada kaheks vordseks umbes 500 g massiga osaproo-
viks. Uht osaproovi uuritakse. Kui osaprooviga saadud tulemus on
kuni 50 % piirnormist (analiiiitiline kiinnis), vastab proov piirnormist
tulenevatele nduetele. Kui tulemus on iile 50 % piirnormist, tuleb
uurida teist osaproovi ning piirnormile vastavuse kontrollimiseks
kasutatakse kahe osaprooviga saadud tulemuste keskmist.

Proovide hoidmine

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



02009R0152 — ET — 04.04.2024 — 009.001 — 18

B. SATTED ANALUUSIMEETODITES KASUTATAVATE REAKTIIVIDE

JA SEADMETE KOHTA

Kui analiiisimeetodites ei ole teisiti sdtestatud, peavad koik analiiiitilised
reaktiivid olema analiiitilise puhtusega (a.p.). Mikroelementide maééra-
misel tuleb reaktiivide puhtust kontrollida pimekatsega. Soltuvalt saadud
tulemustest v3ib olla vaja reaktiive tdiendavalt puhastada.

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

Kontrollilaborites tavaliselt leiduvaid seadmeid silmas pidades viidatakse
anallitisimeetodites ainult nendele instrumentidele ja vahenditele, mis on
erilised v0i nduavad erilist kasutamisviisi. Seadmed peavad olema
puhtad, eriti vdga viikeste ainekoguste méadramisel.

C. ANALUUSIMEETODITE KASUTAMINE JA TULEMUSTE ESITAMINE

1.

Ekstraktsioonimenetlus

Mitmete meetodite puhul on médratud eraldi ekstraktsioonimenetlus.
Uldjuhul vdib peale meetodis viidatud menetluse teisi ekstraktsioonime-
netlusi kasutada juhul, kui on tdendatud, et kasutatav ekstraktsioonime-
netlus on pdhiaine analiilisiks sama tohus kui meetodis nimetatud
menetlus.

Puhastusmenetlus

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

Maiiramiste arv

Kui soovimatute ainete analiilisimisel on esimese mddramise tulemus
oluliselt (> 50 %) viiksem kui kontrollitavas tootekirjelduses, ei ole
vaja teha enam tdiendavaid médramisi, juhul kui kasutatakse asjakohaseid
kvaliteedimenetlusi. Muudel juhtudel on vajalik kordusanaliiiis (teist-
kordne maéadramine), et vélistada sisemise ristsaastumise ja juhusliku
proovide segunemise vdimalust. Kahe méddramise keskmist kasutatakse
edasiseks hindamiseks.

Kui soddalisandite miinimum- voi maksimumsisalduse kontrollimisel on
esimese madramise tulemus iile maksimaalse voi alla minimaalse, ei ole
vaja teha enam tdiendavaid méaramisi, juhul kui kasutatakse asjakohaseid
kvaliteedimenetlusi. Muudel juhtudel on vajalik kordusanaliiiis (teist-
kordne maéédramine), et vilistada sisemise ristsaastumise ja juhusliku
proovide segunemise vOimalust. Kahe midramise keskmist kasutatakse
edasiseks hindamiseks.

Kui aine vdi koostisosa deklareeritud sisalduse kontrollimisel kinnitab
esimese médramise tulemus deklareeritud sisaldust, st analiiiisitulemus
jaab deklareeritud sisalduse lubatud kdorvalekalde piiresse, ei ole vaja
teha enam tdiendavaid méadramisi, juhul kui kasutatakse asjakohaseid



02009R0152 — ET — 04.04.2024 — 009.001 — 19

kvaliteedimenetlusi. Muudel juhtudel on vajalik kordusanaliiis (teist-
kordne madramine), et vilistada sisemise ristsaastumise ja juhusliku
proovide segunemise vOimalust. Kahe méddramise keskmist kasutatakse
edasiseks hindamiseks (keskmine analiitisitulemus jdéb voi ei jad dekla-
reeritud sisalduse lubatud korvalekalde piiresse).

Teatavatel juhtudel on lubatud korvalekalde vahemik kindlaks maératud
digusaktis, niiteks méiruses (EU) nr 767/2009 ja Euroopa Parlamendi ja
ndukogu maiéruses (EL) 2019/4 (V).

4. Kasutatavast analiilisimeetodist teatamine

Analiiiisiaruandes peab olema nimetatud, millist analiiiisimeetodit kasu-
tatakse.

5. Aruandlus analiiiisitulemuste kohta

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

Enamik ELi loomasdddaalaste digusaktide regulatiivseid tasemeid (nt
maksimumsisaldus, miinimumsisaldus) on kehtestatud 12 % niiskusesi-
saldusega sddda suhtes. Seepdrast tuleb neil juhtudel proovi analiilisimise
tulemuste hindamiseks vorrelduna regulatiivse tasemega koigepealt
jagada analiilisi tulemus proovi kuivainesisaldusega (%) ja korrutada
88ga, nagu on esitatud jargmises valemis:

R _ 88 o R ana
2% 7100 - Me
kus:
Mc:  proovi niiskusesisaldus (%). 100 — Mc nditab seega proovi
kuivainesisaldust (%).
Runa: proovi analiitisimisel mdodetud tulemus

R;5 0, tulemus 12 % niiskusesisaldusega sodda puhul; hinnata vorreldes
regulatiivse tasemega.

Kui tdidetud on jargmised tingimused:

— analiiiisi tulemus on oluliselt (> 50 %) viiksem v3i suurem kui kont-
rollitavas miérgistusteabes/spetsifikatsioonis (soltuvalt sellest, kas
mairgistusteave/spetsifikatsioon kidib maksimaalse vdi minimaalse
sisalduse kohta);

— proovivatu objektiks oleva sddda niiskusesisaldus on teada ja on
voimalik kindlaks teha, et niiskusesisalduse korrigeerimine ei
muuda hinnangut,

voib tingimusel, et kasutatakse asjakohaseid kvaliteedimenetlusi ning
analiiisi eesmirk on vaid kontrollida vastavust digusnormidele, niis-
kusesisalduse korrigeerimise &ra jatta (nt juhul, kui puudub spetsifi-
katsioon voi regulatiivne tase), v.a juhul, kui seda vajatakse tdlgen-
damiseks.

Kui analtiiisitulemust korrigeeritakse niiskusesisalduse osas, tuleb sama
menetluse kdigus korrigeerida ka vastavat mooteméaramatust.

(") Euroopa Parlamendi ja ndukogu 11. detsembri 2018. aasta mdédrus (EL) 2019/4, mis

kisitleb ravimsodda tootmist, turuleviimist ja kasutamist, millega muudetakse Euroopa
Parlamendi ja ndukogu méirust (EU) nr 183/2005 ning tunnistatakse kehtetuks ndukogu
direktiiv 90/167/EMU (ELT L 4, 7.1.2019, 1k 1).
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Hariliku tungaltera voi ohtlike botaaniliste lisandite médramisel vaatlu-
se/mikroskoobiga uurimise teel ei ole niiskusesisaldust vaja korrigeerida.

6. Analiiiitiline moddtemidramatus ja saagis soovimatute ainete
analiiiisil

Silmas pidades direktiivi 2002/32/EU tihenduses soovimatuid aineid,
loetakse soodaks ettendhtud tooted kehtestatud piirnormile mittevasta-
vaks, kui 12 % niiskusesisaldusele, vastav kahe soltumatu madramise
keskmine analiiisitulemus {iletab piirmédra, vottes arvesse laiendatud
analuiitilist mdotemédramatust, mille arvutamiseks kasutatakse usaldusni-
voole umbes 95 % vastavat kattetegurit 2, ja saagise parandit. See
tadhendab, et vastavuse hindamiseks kasutatakse analiilisiga médratud ja
saagise parandiga parandatud sisaldust, millest on lahutatud laiendatud
analiiiitiline modtemédramatus. Seda menetlust v3ib kasutada vaid juhul,
kui analiiisimeetod vdimaldab hinnata laiendatud analiiitilist modtemaa-
ramatust ja saagise parandit (nt ei ole vaja vaatluse/mikroskoobiga uuri-
mise korral).

Kui apellatsiooniks voetud proovi analiilisi tulemus iiletab maksimumsi-
saldust (vOtmata arvesse laiendatud analiiiitilist mddteméadramatust),
kinnitab see kontrollproovi puhul kindlakstehtud mittevastavust nduetele,
kui konkreetsed siseriiklikud digusnormid selle kohta puuduvad.

Analiiisitulemus esitatakse jargmiselt (kuivord kasutatud analiiiisimeetod
voimaldab hinnata laiendatud analiiiitilist mdoteméaaramatust):

a) saagise suhtes korrigeerituna, kui see on vajalik ja asjakohane; paran-
duse kohaldamise korral tuleb teha sellekohane mérge. Tuleb markida
saagise madr, vilja arvatud juhul, kui silistemaatilise hdlbe suhtes
korrigeerimine on meetodi osa, kusjuures hédlve on mdddetud vdirtuse
ja vordluskontsentratsiooni vahe. Saagise parandit ei ole vaja, kui
saagis on 90-110 %;

b) kujul ,,x £ U, kus x on analiiiisitulemus ja U on laiendatud analiiii-
tiline moddtemédramatus, kui kasutatakse kattetegurit 2, (') millele
vastab usaldusvéirsuse tase 95 %.

Kui analiiiisitulemus on oluliselt (> 50 %) vidiksem kui kontrollitava
nditaja véartus ja kui kasutatakse asjakohaseid kvaliteedimenetlusi ning
analiilisi eesmirk on vaid kontrollida vastavust digusnormidele, ei ole
vaja esitada saagise méddra ega laiendatud analiiiitilist mddteméadramatust
(nt juhtudel, kui puudub spetsifikatsioon voi regulatiivne tase), v.a juhul,
kui modtemadramatust vajatakse tdlgendamiseks.

7. Mootemadramatus ja saagis soodalisandite sisalduse analiiiisil

Selleks et kontrollida vastavust sdddalisandite lubatud miinimum- ja
maksimumsisaldusele, tuleb s6odalisandi esinemist késitada kehtestatud
miinimum- ja maksimumsisaldusele mittevastavana, kui leitakse, et 12 %
niiskusesisaldusega sdodale vastav analiiiisitulemus, mis on saadud kahe
sOltumatu méadramise keskmisena:

— on maksimumsisaldusest suurem, vottes arvesse laiendatud analiititilist
modtemadramatust ja saagise parandit. See tdhendab, et vastavuse

(") Usaldusvéarsusvahemik 95 % on vdimalik saavutada teisi tegureid, nt t-tegurit kasu-
tades.
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hindamiseks kasutatakse analiilisiga médratud (st ka médramise kesk-
mist) ja saagise parandiga parandatud sisaldust, millest on lahutatud
laiendatud analiiiitiline modteméédramatus;

— on miinimumsisaldusest vidiksem, vottes arvesse laiendatud analiiiiti-
list modtemddramatust ja saagise parandit. See tdhendab, et vastavuse
hindamiseks kasutatakse analiiiisiga méaidratud ja saagise parandiga
parandatud sisaldust, millele on liidetud laiendatud analiiiitiline
modteméadramatus.

Kui apellatsiooniks vdetud proovi analiilisi tulemus {iiletab maksimumsi-
saldust (vOtmata arvesse laiendatud analiiiitilist mddtemddramatust),
kinnitab see kontrollproovi puhul kindlakstehtud mittevastavust nouetele,
kui konkreetsed siseriiklikud digusnormid selle kohta puuduvad.

Analiitisitulemus  esitatakse jargmiselt (kuivord kasutatud analiiisimeetod
voimaldab hinnata laiendatud analiiiitilist moSteméaaramatust):

a) saagise suhtes korrigeerituna, kui see on vajalik ja asjakohane; paran-
duse kohaldamise korral tuleb teha sellekohane mérge. Tuleb markida
saagise mair, vilja arvatud juhul, kui siistemaatilise hélbe suhtes
korrigeerimine on meetodi osa, kusjuures hdlve on mdddetud vdirtuse
ja vordluskontsentratsiooni vahe. Saagise parandit ei ole vaja, kui
saagis on 90-110 %;

b) kujul ,,x + U, kus x on analiilisitulemus (kahe mddramise keskmine)
ja U on laiendatud analiiiitiline modtemédaramatus, kui kasutatakse
kattetegurit 2, (') millele vastab usaldusvéérsuse tase 95 %.

(") Usaldusvéarsusvahemik 95 % on vdimalik saavutada teisi tegureid, nt t-tegurit kasu-
tades.
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3.2.

3.3.

3.4

3.5.

3.6.

"

11l LISA

ODAMATERJALI JA SEGASOODA KOOSTISE KONTROLLIMISE
ANALUUSIMEETODID

A. NIISKUSESISALDUSE MAARAMINE
Eesmirk ja kohaldamisala

Selle meetodiga on vdimalik méédrata s6dda niiskusesisaldust. Lendu-
vaid aineid, nditeks orgaanilisi happeid sisaldava sodda puhul tuleb
jélgida, et koos niiskusesisaldusega madrataks ka oluline osa lenduva-
test ainetest.

See ei holma piimatoodete kui s66damaterjali ja valdavalt piimatoode-
test koosneva segasddda analiiiisi, loomsete ja taimsete rasvade ja dlide
analiilisi ega Oliseemnete ja -viljade analitisi.

Oliseemnete niiskusesisaldus madratakse vastavalt meetodile, mis on
esitatud standardis EN ISO 665 , Niiskusesisalduse ja lenduvate ainete
sisalduse médaramine®, vottes arvesse, et sojaoad tuleb enne niiskusesi-
salduse madramist jahvatada.

Pohimote

Proov kuivatatakse kindlaksmédratud tingimustel, mis varieeruvad
soltuvalt s6oda laadist. Massikadu maératakse kaalumise teel. Suure
niiskusesisaldusega tahket soota tuleb eelnevalt kuivatada.

Seadmed

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

Analiiitilised kaalud tdpsusega 1 mg.

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

Reguleeritava temperatuuriga (+ 2 °C) elektriline kuivatuskapp, mis on
noduetekohaselt ventileeritav ja vdimaldab temperatuuri kiiresti regulee-
rida (1).

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

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

Teravilja, jahu, tangude ja manna kuivatamisel peab kuivatuskapi soojusmahutavus

olema selline, et seatuna temperatuurile 131 °C saavutab kuivatuskapp pérast maksi-
maalse arvu uuritavate proovide iiheaegselt kuivatuskappi kuivama panemist selle
temperatuuri uuesti vihem kui 45 minuti jooksul. Ventilatsioon peab olema selline, et
kui kuivatuskapis on kahe tunni jooksul kuivatatud nii suurel arvul pehme nisu proove,
kui kapp neid mahutab, erinevad saadud tulemused neljatunnise kuivatamise tulemustest
viahem kui 0,15 %.
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4.1.

4.1.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

Too kaik

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

Ettevalmistus

Muu s66t kui punktides 4.1.2ja 4.1.3 nimetatud
SO0t

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

Teravili ja tangud

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

Vedel vdi pastataoline sd6t, peamiselt olidest ja
rasvadest koosnev s60t

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

Kuivatamine

Kaanega anumat (punkt 3.3) kuivatatakse 103 °C kuivatuskapis 30 +/-
1 minuti jooksul. Voetakse ahjust ja lastakse eksikaatoris (punkt 3.6)
imbritseva ohu temperatuurini jahtuda.

Muu s66t kui punktides 4.2.2 ja 4.2.3 nimetatud
SO0t

Kaanega anum kaalutakse 1 mg tdpsusega. Teadaoleva kaaluga
anumasse pannakse umbes 5 g proovi, mis on kaalutud 1 mg tdpsusega,
ja laotatakse see thtlaselt laiali. Kaaneta anum pannakse eelnevalt
temperatuurini 103 °C  kuumutatud kuivatuskappi. Anum asetatakse
kuivatuskappi voimalikult kiiresti, et véltida kuivatuskapi jahtumist.
Lastakse kuivada neli tundi, mida arvestatakse alates hetkest, mil
kuivatuskapi temperatuur on jille 103 °C. Kuivatuskapp avatakse,
kaas asetatakse kohe anumale, anum vdetakse kapist vilja, lastakse
jahtuda eksikaatoris (punkt 3.6) 30—45 minutit ja kaalutakse 1 mg
tdpsusega.

Peamiselt (> 50 %) loomsetest ja taimsetest dlidest ja rasvadest koos-
neva sd0da puhul kuivatatakse proovi kuivatuskapis temperatuuril 103 °
C veel 30 minutit. Kahe kaalumistulemuse erinevus ei tohi olla suurem
kui 0,1 % niiskust.

Teravili, jahu, tangud ja manna

Kaanega anum kaalutakse 0,5 mg tdpsusega. Teadaoleva kaaluga
anumasse pannakse umbes 5 g peenestatud proovi, mis on kaalutud
1 mg tdpsusega, ja laotatakse see iihtlaselt laiali. Kaaneta anum
pannakse eelnevalt temperatuurini 130 °C kuumutatud kuivatuskappi.
Anum asetatakse kuivatuskappi voimalikult kiiresti, et véltida kuivatus-
kapi jahtumist. Lastakse kuivada kaks tundi, mida arvestatakse alates
hetkest, mil kuivatuskapi temperatuur on jille 130 °C. Kuivatuskapp
avatakse, kaas asetatakse kohe anumale, anum voetakse kapist vilja,
lastakse jahtuda eksikaatoris (punkt 3.6) 30-45 minutit ja kaalutakse
1 mg tdpsusega.
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4.2.3.

4.3.

Segasodot, mis sisaldab iile 4 % sahharoosi vdi
laktoosi: sdd6datooraine, nt jaanikaunad, hiidro-
litsitud teraviljasaadused, linnaseseemned,
kuivatatud peediliistakud, kalast ja suhkrust
valmistatud lahustuvsoot

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

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

(Osaline) eelkuivatamine

Alla 85 massiprotsendise kuivainesisaldusega ,,mérga“ soota (nt haljas-
s00t, tdisratsiooniline segasoot, tahkesoot, vedels6ot) on vaja enne
peenjahvatamist osaliselt eelkuivatada, et nende stabiilseid aineid
analiiiisida; ebastabiilsete ainete osaline kuivatamine ei ole voimalik.

Osaline kuivatamine vdib toimuda kas sunddhuringlusega kuivatus-
kapis voi mikrolaineahjus voi kiilmkuivatamise teel. Muude meetodite
kui kiilmkuivatamise puhul on osalise kuivatamise eesmérk kuivatada
sOota, hoides selle temperatuuri alla 60 °C, nii et selle keemiline
koostis vdimalikult vihe muutuks. Ule 60 °C kuivatamine pdhjustab
s00das keemilisi muudatusi (nt valkude lagunemist). Kuivatatud soddal
lastakse enne osalise kuivainesisalduse modotmist umbes 15 minutit
toatemperatuuril seista, et minimeerida jahvatamise ja ladustamise
ajal toimuda voivat niiskusesisalduse voimalikku muutumist. Alla
60 °C kuivatamine ei korvalda soddast kogu vett; seepdrast ei ndita
(esialgne) osaline kuivatamine so6da kogu kuivainesisaldust. Parast
kuivatamist osaproov jahvatatakse ja analiiisitakse osaliselt kuivanud
(jérelejaanud 3—15 % niiskust) proovi (1oplikku) kuivainesisaldust, kui
muud keemilised koostisosad on méaratud.

Seepérast soovitatakse kuivainesisalduse madramiseks kaheastmelist
menetlust. Koigepealt madratakse osaline kuivainesisaldus (kui
kuivainet on vdhem kui 85 %), seejirel madratakse proovi pohjal jére-
lejadnud kuivainesisaldus ja korrutatakse osaline kuivainesisaldus jére-
lejadnud kuivainesisaldusega, et méaérata kogu kuivainesisaldus.

Tulemuste arvutamine

Niiskusesisaldus (X) arvutatakse protsendimédidrana proovist jargmiste
valemite abil.
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5.1. Kuivatamine ilma eelkuivatamiseta

X = <m) % 100
m

kus:

m = analiilisitava proovi esialgne mass grammides,

my = kuiva analiiiisitava proovi mass grammides.
5.2. Kuivatamine koos eelkuivatamisega (')

- X 100 X
X, = <mzmo)ml+mml} oo o (1_u)
my m m X ny

kus:

m = analiiiisitava proovi esialgne mass grammides,

m; = analiiiisitava proovi mass grammides pérast eelkuivatamist,

m, = analiiiisitava proovi mass grammides pdrast purustamist voi
jahvatamist,

my = kuiva analiiiisitava proovi mass grammides.

5.3. Korduvus

Sama prooviga tehtud kahe samaaegse méadramise tulemuste erinevus ei
tohi olla suurem kui 0,2 % niiskuse absoluutvdartusest, vilja arvatud
lemmikloomade maérgtoit ja koerte narimiskondid, mille puhul ei tohi
erinevus olla suurem kui 0,5 % niiskuse absoluutvéartusest.

6. Téhelepanek

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

B. LOOMSETE JA TAIMSETE RASVADE JA OLIDE
NIISKUSESISALDUSE MAARAMINE

1. Eesmiirk ja kohaldamisala

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

2. Pohimote

Proov kuivatatakse temperatuuril 103 °C piisimassini (massikadu kahe
jérjestikuse kaalumise vahel peab olema 1 mg vdi alla selle). Massi-
kadu midratakse kaalumise teel.

3. Seadmed

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

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

3.3. Liivavann voi elektriline kuumutusplaat.

(") Uksikasjad arvutamise kohta on kittesaadavad standardis EN ISO 6498 ,.Loomasdot —

Proovi ettevalmistamise suunised®.
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3.4.

3.5.

Tohusat kuivatusainet sisaldav eksikaator.
Analiitilised kaalud.

Too kaik

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

Kuumust véhendatakse, jilgides anuma pohjast kerkivate mullide sage-
dust. Temperatuur ei tohi tdusta iile 105 °C. Segamist jitkatakse anuma
pohja kaapides, kuni mullide tekkimine 1dpeb.

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

NB! Proovi massi suurenemine pérast korduvat kuumutamist viitab
rasva oksiideerumisele, sel juhul arvutatakse tulemus enne massi
suurenemist tehtud kaalumisel.

Tulemuste arvutamine

Niiskusesisaldus (X) arvutatakse protsendimddrana proovist jargmise
valemi abil:

100
X = (m1 —mz) X —
m

kus:

m = analiiisitava proovi mass grammides;

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

Tulemused, mis on vaiksemad kui 0,05 %, tuleb registreerida kujul
Lalla 0,05 %*.

Korduvus

Sama prooviga tehtud kahel paralleelsel madramisel saadud niiskusesi-
salduste erinevus ei tohi iiletada absoluutvairtuses 0,1 %.

C. LAMMASTIKUSISALDUSE MAARAMINE JA TOORVALGU-

SISALDUSE ARVUTAMINE
Eesmirk ja kohaldamisala

See meetod vdimaldab médrata toorvalgusisaldust séodas lammastiku-
sisalduse alusel, mis médratakse Kjeldahli meetodiga (*).

(") Lammastikusisaldust saab médrata kdigis sootades, kuid toorvalgu arvutamise teisendus-

tegurit 6,25 ei pruugi olla voimalik kohaldada putuksodda (vdiksem teisendustegur) ja
teatava lemmikloomatoidu ning vereplasma valkude (suurem teisendustegur) suhtes.
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

Pohimote

Proov lagundatakse vidvelhappega kataliisaatori manulusel. Happe-
lahus leelistatakse naatriumhiidroksiidi lahusega. Ammoniaak destillee-
ritakse ja kogutakse mooddetud véadvelhappekogusesse, mille iilejaak
tiitritakse naatriumhiidroksiidi standardlahusega.

Teise vOimalusena destilleeritakse vabanenud ammoniaak boorhappe
lahuse {ilejdédki, millele jargneb tiitrimine soolhappe voi vadvelhappe
lahusega.

Reaktiivid

Kaaliumsulfaat.

Kataliisaator:  vask(I)oksiid CuO vo&i vask(II)sulfaatpentahiidraat
CuSO4 5H,0.

Granuleeritud tsink.

Vaivelhape, p20 = 1,84 g/ml.

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

Metiiiilpunane indikaator: 300 mg metiiiilpunast lahustatakse 100 ml
etanoolis, o = 95-96 % (V/v).

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

Naatriumhiidroksiid, standardne tiitrimislahus, ¢c(NaOH) = 0,25 mol/l.
Naatriumhiidroksiid, standardne tiitrimislahus, ¢(NaOH) = 0,10 mol/l.
Soolhappes pestud ja ldbikuumutatud pimsskivigraanulid.

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

Sahharoos (ldmmastikuvaba).

Boorhape (H3BO3).

Metiililpunase  indikaatorlahus: 100 mg metiitilpunast lahustatakse
100 ml etanoolis vdi metanoolis.

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

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

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

Olenevalt sellest, millist vett kasutatakse, voib boorhappe lahuse pH-
tase olla eri partiides erinev. Boorhappe lahuse pH peab olema 4,3—4,7.
Sageli on positiivse tulemuse saamiseks vaja korrigeerida viikse leeli-
sekogusega.



02009R0152 — ET — 04.04.2024 — 009.001 — 28

5.2.

5.2.1.

5.2.2.

Mdrkus: umbes 3—-4 ml NaOH (punkt 3.11) lisamine 1 liitrisse 10 g/l
boorhappesse annab tavaliselt hédid tulemusi. Lahust tuleb
hoida toatemperatuuril ja kaitsta valguse ning ammoniaagiau-
rude eest.

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

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

Seadmed

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

Too kiik
Lagundamine

1 g proovi kaalutakse 0,001 g tépsusega ja pannakse see mineraliseeri-
misaparaadi kolbi. Lisatakse 15 g kaaliumsulfaati (punkt 3.1), sobiv
kogus kataliisaatorit (punkt 3.2) (0,3-0,4 g vask(Il)oksiidi voi 0,9—
1,2 g vask(Il)sulfaadi pentahiidraati), 25 ml védédvelhapet (punkt 3.4) ja
vajaduse korral moned pimsskivigraanulid (punkt 3.12) ning segatakse.

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

Kui lahus muutub selgeks ja heleroheliseks, jatkatakse keetmist veel
kahe tunni jooksul, seejdrel jahutatakse.

Destilleerimine

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

Destilleerimine vddvelhappeks

Destilleerimisaparaadi kogumiskolbi pannakse tdpselt mdddetud 25 ml
vadvelhapet (punkt 3.5) voi (punkt 3.7), soltuvalt eeldatavast lammas-
tikusisaldusest. Lisatakse moni tilk metiitilpunast indikaatorit (punkt
3.8).

Mineraliseerimiskolb iihendatakse destilleerimisaparaadi jahutiga ja
jahuti ots viiakse kogumiskolvis olevasse vedelikku vdhemalt 1 cm
siigavusele (vt tdhelepanekute punkt 8.3). Mineraliseerimiskolbi vala-
takse aeglaselt 100 ml naatriumhiidroksiidi lahust (punkt 3.9), viltides
ammoniaagi kadu (vt tdhelepanekute punkt 8.1). Kolbi kuumutatakse,
kuni ammoniaak on iile destilleeritud.

Destilleerimine boorhappeks

Kui destillaadi ammoniaagisisalduse tiitrimine toimub késitsi, siis
rakendatakse allpool nimetatud menetlust. Kui destilleerimisseade on
tdisautomaatne ning hdlmab ka destillaadi ammoniaagisisalduse tiitri-
mist, siis jargitakse tootja koostatud destilleerimisseadme kasutusju-
hendit.
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5.3.

5.4.

Kogumiskolb, mis sisaldab 25-30 ml boorhappe lahust (punkt 3.18),
pannakse jahuti viljalaskeava alla selliselt, et sissevoolutoru jddb alla-
poole boorhappe lahuse iilejéddgi pinda. Destilleerimisseade korrigeeri-
takse 50 ml naatriumhiidroksiidi lahuse (punkt 3.9) viljastamiseks.
Destilleerimisseadet kasutatakse vastavalt tootja kasutusjuhendile ja
destilleeritakse naatriumhiidroksiidi lahuse lisamisel vabanenud ammo-
niaak vilja. Destillaat kogutakse boorhappe vastuvotulahusesse. Destil-
laadi  kogus (veeaurdestillatsiooni aeg) soltub proovis sisalduva
lammastiku hulgast. Jargitakse tootja kasutusjuhendit.

Mrkus: poolautomaatses destilleerimisseadmes toimuvad
naatriumhiidroksiidi iilejadgi lisamine ja veeaurdestillat-
sioon automaatselt.

Tiitrimine

Edasi toimida vastavalt punktile 5.3.1 voi 5.3.2.

Vidvelhape

Vaidvelhappe {lejadk tiitritakse kogumiskolvis naatriumhiidroksiidi
lahusega (punkt 3.10 voi 3.11), soltuvalt kasutatud vadvelhappe kont-
sentratsioonist, kuni on saavutatud tiitrimise 18pp-punkt.

Boorhape

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

Kui rakendatakse kolorimeetrilist 16pp-punkti leidmist, on 16pp-punkt
saavutatud, kui ainesse ilmuvad esimesed roosa virvi jéljed. Biireti
nditu hinnatakse 0,05 ml tdpsusega. Lopp-punkti nihtavust v3ib paran-
dada valgustatud magnetseguri plaadi voi valgusmdoturi abil.

Seda voib teha automaatselt, kasutades automaatselt tiitrivat veeaurdes-
tillaatorit.

Eri destillaatori voi destillaatori/titraatori kasutamisel jérgitakse tootja
kasutusjuhendeid.

Mdrkus: kui kasutatakse automaatset tiitrimissiisteemi, algab tiitrimine
vahetult pérast destilleerimise algust ja kasutatakse 1 % boor-
happe lahust (punkt 3.18).

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

Sel juhul kasutatakse pH mootjaga automaatset titraatorit. PH-meeter
tuleb korralikult kalibreerida vahemikus pH 4 kuni pH 7, jargides
tavapdrast laboratoorset pH kalibreerimise protseduuri.

Tiitrimise pH 16pp-punkt saavutatakse pH 4,6 juures, mis on titreeri-
miskdvera koige jarsem punkt (murdepunkt).

Pimekatse

Et kontrollida, kas reaktiivid on lammastikuvabad, viiakse 1dbi pime-
katse (lagundamine, destilleerimine ja tiitrimine), kasutades proovi
asemel 1 g sahharoosi (punkt 3.14).
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6.1.

6.2.
6.2.1.

6.2.2.

Tulemuste arvutamine
Arvutused tehakse vastavalt punktile 6.1 voi 6.2.
Tiitrimise arvutamine vastavalt punktile 5.3.1

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

(Vo— V1) % ¢ % 0,014 x 100 x 6,25
m

kus:
Vo = pimekatses kasutatud NaOH (punkt 3.10 v&i 3.11) maht (ml),

V; = proovi tiitrimisel kasutatud NaOH (punkt 3.10 v&i 3.11) maht
(ml),

c = naatriumhiidroksiidi  (punkt 3.10 voi 3.11) kontsentrat-
sioon (mol/l),

m = proovi mass (g).

Tiitrimise arvutamine vastavalt punktile 5.3.2

Tiitrimine soolhappega

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

(V]*V())XCXI,4X6725

m
kus:

m = kaalutise mass grammides,

c = soolhappe (punkt 3.19) standardse tiitrimislahuse kontsentrat-

sioon (mol/l),
Vo = pimekatses kasutatud soolhappe maht (ml),

Vi

kaalutises kasutatud soolhappe maht (ml).
Tiitrimine vddvelhappega
Toorvalgu sisaldus, véljendatuna protsendina massist, arvutatakse jarg-

mise valemi jargi:

(Vi = Vo) % ¢ x 2,8 % 625

m
kus:

m = kaalutise mass grammides,

c = vadvelhappe (punkt 3.6) standardse tiitrimislahuse kontsentrat-

sioon (mol/l),
Vo = pimekatses kasutatud viadvelhappe (punkt 3.6) maht (ml),

V; = kaalutises kasutatud véavelhappe (punkt 3.6) maht (ml).
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7.2.

7.3.

8.2.

8.3.

8.4.

Meetodi kontrollimine

Korduvus

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

— absoluutvéartusena viljendatult 0,4 %, kui toorvalgusisaldus on
viiksem kui 20 %.

— 2,0 % suuremast védrtusest, kui toorvalgusisaldus on 20—40 %;

— absoluutviddrtusena véljendatult 0,8 %, kui toorvalgusisaldus on
suurem kui 40 %.

Korratavus

Sama prooviga eri laborites tehtud kahe méiaramise tulemuste erinevus
ei tohi tletada:

— absoluutvéartusena valjendatult 1,8 %, kui toorvalgusisaldus on
viiksem kui 20 %.

— 9,0 % suuremast védrtusest, kui toorvalgusisaldus on 20—40 %;

— absoluutvdirtusena viljendatult 3,6 %, kui toorvalgusisaldus on
suurem kui 40 %.

Tdpsus

Analiiiis (lagundamine, destilleerimine ja tiitrimine) tehakse sobiva
koguse (nt 0,2-0,3 g) atseetaniliidiga (punkt 3.13) 1 g sahharoosi
(punkt 3.14) manulusel; 1 g atseetaniliidi tarbib 14,80 ml védvelhapet
(punkt 3.5). Saagis peab olema vahemalt 99 %.

Téhelepanekud

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

Kui proov lagundamisel tahkestub, alustatakse méddramist uuesti, kasu-
tades punktis 5.1 ndidatust suuremat véddvelhappekogust (punkt 3.4).

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

Tavapéraste analiiiiside kdigus voib toorvalgu médramiseks kasutada
alternatiivseid analiiisimeetodeid, kuid standardmeetodiks on kdesoleva
lisa C osas kirjeldatud Kjeldahli meetod. Alternatiivmeetodi (nt
DUMAS) abil saadud tulemuste samavéérsust standardmeetodiga
vorreldes tuleb tdestada iga pohiaine kohta eraldi. Et alternatiivmeeto-
diga saadud tulemused voivad isegi pérast samavéarsuse kontrolli veidi
erineda standardmeetodiga saadud tulemustest, tuleb analiilisiaruandes
mirkida, millist analiitisimeetodit on toorvalgu médramiseks kasutatud.
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.

4.2.

4.3.

5.2

D. KARBAMIIDI MAARAMINE
Eesmiirk ja kohaldamisala

Selle meetodiga on vdimalik médrata mailetsejaliste s66das lisandina
kasutatava karbamiidi sisaldust.

Pohimote
Proov suspendeeritakse vees selitava ainega. Suspensioon filtritakse.
Filtraadi karbamiidisisaldus maératakse pérast 4-dimetiiiilaminobensal-

dehiitidi (punkt 4-DMAB) lisamist optilise tiheduse mddtmise teel
lainepikkusel 420 nm.

Reaktiivid

4-dimetiitilaminobensaldehiitidi lahus: 1,6 g 4-dimetiiiilaminobensalde-
hiitidi lahustatakse 100 ml 96 % etanoolis ja lisatakse 10 ml soolhapet
(P20 1,19 g/ml). See reaktiiv sdilib maksimaalselt kaks nddalat.

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

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

Karbamiidi mitte absorbeeriv aktiivsiisi (kontrollida).

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

Seadmed

Segisti (trummel): ligikaudu 35—40 p/min

Lihvkorgiga katseklaasid: 160 x 16 mm.

Spektrofotomeeter

Too kaik
Proovi analiiiis

1 mg tdpsusega kaalutud 2 g proovi pannakse 1 g aktiivsdega (punkt
3.4) 500 ml mootekolbi. Lisatakse 400 ml vett ja 5 ml Carrezi lahust I
(punkt 3.2), segatakse umbes 30 sekundit ja lisatakse 5 ml Carrezi
lahust II (punkt 3.3). Segatakse trumlis kolmkiimmend minutit. Téide-
takse veega kuni mairgini, loksutatakse ja filtritakse.

Eemaldatakse 5 ml labipaistvat varvitut filtraati, pannakse see lihvkor-
giga katseklaasidesse, lisatakse 5 ml 4-DMAB lahust (punkt 3.1) ja
segatakse. Katseklaasid asetatakse 20 °C (+/— 4 °C) veetemperatuuriga
veevanni. Viieteistkiimne minuti parast mooddetakse proovilahuse opti-
line tihedus spektrofotomeetriga lainepikkusel 420 nm. Varreldakse
reaktiivide kontroll-lahustega.

Kalibreerimiskover

Voetakse 1, 2, 4, 5ja 10 ml kogused karbamiidilahust (punkt 3.5),
pannakse 100 ml mootekolbidesse ja tdidetakse veega kuni mérgini.
Igast lahusest voetakse dra 5 ml, lisatakse 5 ml 4-DMAB lahust
(punkt 3.1), homogeenitakse ja mdddetakse eespool kirjeldatud viisil
optiline tihedus vorrelduna kontroll-lahusega, mis sisaldab 5 ml 4-
DMAB lahust ja 5 ml karbamiidivaba vett. Koostatakse kalibreerimis-
kover.
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7.2.

Tulemuste arvutamine

Proovis sisalduv karbamiidikogus maéiratakse kalibreerimiskovera abil.

Tulemust viljendatakse karbamiidisisaldusena milligrammides iihe
kilogrammi proovi kohta.

Meetodi hindamine
Korduvus

Sama analiilisija poolt sama prooviga samas laboris tehtud kahe méaéra-
mise tulemuste erinevus ei tohi iiletada:

— 420 nm

— 50 % suuremast tulemusest karbamiidisisalduse vahemikus
3 000 mg/kg kuni alla 5 000 mg/kg;

— 25% suuremast tulemusest karbamiidisisalduse vahemikus
5000 mg/kg kuni alla 7 000 mg/kg;

— 20 % suuremast tulemusest, kui karbamiidisisaldus on iile
7 000 mg/kg;

— 435 nm

— 40 % suuremast tulemusest karbamiidisisalduse vahemikus
3 000 mg/kg kuni alla 5000 mg/kg;

— 25% suuremast tulemusest karbamiidisisalduse vahemikus
5000 mg/kg kuni alla 9 000 mg/kg;

— 5% suuremast tulemusest, kui karbamiidisisaldus on {ile
9 000 mg/kg.

Korratavus

Sama prooviga eri laborites ja/vdi eri analiiiisijate poolt tehtud kahe
médramise tulemuste erinevus ei tohi iiletada:

— 420 nm

— 3000 mg/kg absoluutvairtusena karbamiidisisalduse vahemikus
3 000 mg/kg kuni alla 12 000 mg/kg;

— 4500 mg/kg absoluutvéirtusena, kui karbamiidisisaldus on iile
12 000 mg/kg.

— 435 nm

— 50 % suuremast tulemusest karbamiidisisalduse vahemikus
3 000 mg/kg kuni alla 8 000 mg/kg;

— 259% suuremast tulemusest, kui karbamiidisisaldus on iile
8 000 mg/kg.

Vordlusuuringu tulemused

Toimus ELi laboritevaheline vordluskatse, millest vottis osa 18 laborit.
Analiiiisiti (liks analiilis) viit positiivset miletsejaliste segasdodamater-
jali proovi (tabelites 1 ja 2 tdhistatud kui MAT) pimedate kordusproo-
videna ja liks kord iiht vordlussoddaks olevat maéletsejaliste segasoota.

Rahvusvaheliste suuniste kohaselt méaratletud korduvuse (r) ja korra-
tavuse (R) piirnormide arvutused tehti parast voorvadrtuste véljajdtmist,
kasutades kehtivate védrtuste variatsioonanaliilisi.
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Arvutatud analidtilise toimivuse néitajad (korduvus, korratavus) on
esitatud jérgmistes tabelites. Ukski analiiiisitud proov, sh vordlusma-

terjal, ei olnud valepositiivne ega valenegatiivne.

Tabel 1

Analiiiitilise toimivuse niitajad karbamiidi puhul, méédetuna A = 420 nm juures kéigis materjalides

MAT 2 MAT 5 MAT 3 MAT 4 MAT 6

Lambad Veised Lambad | Lambad Veised
Sihtmassiprotsent (mg kg™) 3000 5000 7001 9036 11 000
Keskmine massiprotsent (mg kg™) 4241 6993 7830 9962 12 071
Korratavuse standardhilve sg (mg kg™) 1141 1303 985 994 1711
Korduvuse standardhilve s, (mg kg™) 723 601 549 712 737
Korratavuse suhteline standardhdlve RSDp (%) 27 19 13 10 14
Korduvuse suhteline standardhdlve RSD, (%) 17 9 7 7 6
Korratavuse piirnorm, R 3195 3 649 2759 2784 4790
[R = 2,8 x sg]
Korduvuse piirnorm, r 2024 1 684 1536 1994 2 064
[r=28xy5,]

Tabel 2

Analiiiitilise toimivuse niitajad karbamiidi puhul, mdddetuna A = 435 nm juures koigis materjalides

MAT 2 MAT 5 MAT 3 MAT 4 MAT 6

Lambad Veised Lambad | Lambad Veised
Sihtmassiprotsent (mg kg™) 3000 5000 7001 9036 11 000
Keskmine massiprotsent (mg kg™) 4101 6467 7 890 10 062 11 642
Korratavuse standardhilve sg (mg kg™) 706 1194 675 745 1378
Korduvuse standardhilve s, (mg kg™") 570 628 613 196 167
Korratavuse suhteline standardhilve RSDy (%) 17 18 9 7 12
Korduvuse suhteline standardhélve RSD, (%) 14 10 8 2 1
Korratavuse piirnorm, R 1977 3344 1 889 2087 3859
[R = 2,8 x sz]
Korduvuse piirnorm, » 1596 1759 1715 549 467

[r =28xy5,]
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9. Téhelepanekud

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

9.2. Viikese karbamiidisisalduse puhul vdetakse suurem proov, tingimusel

et filtraat jadb labipaistvaks ja vérvituks.

9.3. Eespool esitatud vordlusuuringutulemused ei néita olulist tdpsuse erine-
vust 420 nm vdi 435 nm juures moddetud karbamiidi puhul.

E. AMINOHAPETE (VALJA ARVATUD TRUPTOFAAN) MAARAMINE

Aminohapete (vélja arvatud triiptofaan) médramiseks kasutatavad
analiitisimeetodid on jargmised.

— EN ISO 13903 Loomasddt — Aminohapete sisalduse madramine

— EN ISO 17180 Loomasodt — Liisiini, metioniini ja treoniini méaéra-
mine kaubanduslikes aminohappetoodetes ja eelsegudes (')

— Analiiiisimeetodit kirjeldatakse jargnevalt punktides 1-10.

1. Eesmirk ja kohaldamisala

See meetod vdimaldab aminohappeanaliisaatoriga méérata vabade
aminohapete (siinteetilisi ja looduslikke) sisaldust ning aminohapete
(peptiidsidemetega ja vabade) iildsisaldust sdodamaterjalis, segasoodas
ja eelsegudes, mis sisaldavad iga aminohapet vihem kui 10 % (?).
Meetodit saab kasutada jargmiste aminohapete puhul: tsiist(e)iin, metio-
niin, liisiin, treoniin, alaniin, arginiin, asparagiinhape, glutamiinhape,
gliitsiin, histidiin, isoleutsiin, leutsiin, fentiiilalaniin, proliin, seriin,
tiirosiin ja valiin.

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

seks.
2. Pohimaote
2.1. Vabad aminohapped

Vabad aminohapped ekstraheeritakse lahjendatud soolhappega. Kaasa
ekstraheerunud ldmmastikku sisaldavad makromolekulid sadestatakse
sulfosalitsiitilhappega ning eemaldatakse filtrimise teel. Filtritud lahuse
pH korrigeeritakse 2,20-le. Aminohapped eraldatakse ioonvahetuskro-
matograafia teel ning médratakse fotomeetrilise madramise teel reakt-
sioonis ninhiidriiniga lainepikkusel 570 nm.

2.2. Aminohapete iildsisaldus

Valitav protseduur soltub uuritavatest aminohapetest. Tsiist(e)iin ja
metioniin tuleb enne hiidroliilisi oksiideerida vastavalt tsiisteiinhappeks
ja metioniinsulfooniks. Tirosiin tuleb médrata oksiideerimata proovide
hiidroliisaatides. Koiki teisi punktis 1 (Eesmirk ja kohaldamisala)
osutatud aminohappeid saab miérata kas oksiideeritud voi oksiideeri-
mata proovides.

(") Standardis EN 17180 esitatud analiiisimeetodile viidatakse kui alternatiivmeetodile,
mida kasutatakse ametlikuks kontrolliks, kui médédratakse aminohappeid s66das, mis
sisaldab iile 10 % aminohappeid.

(?) Seda meetodit ei ole vordlusuuringuga valideeritud eelsegude puhul, mis sisaldavad iile
10 % soodalisandeid. Asjakohaste viikeste kohandustega saab seda siiski kohaldada ka
nende maatriksite suhtes, eeldusel et meetod seejérel laborisiseselt valideeritakse. Téien-
dava teabe jaoks vaadake https://ec.europa.cu/jrc/en/eurl/feed-additives/authorisation.
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3.1

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.16.2.

3.16.3.

Oksiideerimine viiakse ldbi persipelghappe ja fenooli seguga 0 °C
juures. Uleméérane oksiidatsioonireaktiiv lagundatakse naatriumdisulfi-
tiga. Oksiideeritud voi oksiideerimata proovi hiidroliilisitakse soolhap-
pega (punkt 3.20) 23 tundi. Hidroliisaadi pH korrigeeritakse 2,20-le.
Aminohapped eraldatakse ioonvahetuskromatograafia teel ning mééra-
takse fotomeetriliselt reaktsioonis ninhiidriiniga lainepikkusel 570 nm
(proliini puhul 440 nm).

Reaktiivid

Tuleb kasutada bidestilleeritud v0i samavédrse kvaliteediga vett
(juhtivus < 10 pS).

Vesinikperoksiid, w (w/w) = 30 %

Addikhape, w (w/w) = 98-100 %

Fenool

Naatriumdisulfit

Naatriumhiidroksiid

S-sulfosalitsiitilhappe dihiidraat

Soolhape (tihedus umbes 1,18 g/ml)

Trinaatriumtsitraadi dihiidraat

2,2’- tiodietanool (tiodigliikool)

Naatriumkloriid

Ninhiidriin

Petrooleeter, keemisvahemik 40-60 °C

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

1-oktanool

Aminohapped:

Aminohapete standardained, mis on loetletud punktis 1 (Eesmérk ja
kohaldamisala). Kristallisatsioonivett mitte sisaldavad puhtad iihendid.
Kuivatakse vaakumis P,Os vdi H,SO,4 kohal iithe néddala jooksul enne
kasutamist.

Tstisteiinhape

Metioniinsulfoon

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

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

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

889 g sipelghapet (punkt 3.2) segatakse 111 g veega ja lisatakse 4,73 g
fenooli (punkt 3.3).
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3.20.

3.21.

3.22.

3.23.

3.24.

3.25.

3.26.

3.27.

3.27.1.

3.27.2.

3.27.3.

Hiudroliitisisegu, ¢ = 6 mol HCI/l, mis sisaldab 1 g fenooli/l:

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

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

S-sulfosalitsiitilhape, 8 = 6 %:

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

Oksiidatsioonisegu (persipelghape — fenool):

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

Ettevaatust: viltida kokkupuudet nahaga ja kanda kaitserdivaid.
Tsitraatpuhver, ¢ = 0,2 mol “*/I, pH 2,20:

19,61 g naatriumtsitraati (punkt 3.8), 5 ml tiodigliikooli (punkt 3.9), 1 g
fenooli (punkt 3.3) ja 16,50 ml HCl (punkt 3.7) lahustatakse umbes
800 ml vees. pH korrigeeritakse 2,20-le. Tdidetakse veega 1 liitrini.

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

Ninhiidriini reaktiiv, mis on valmistatud vastavalt kasutatud analiisaa-
tori tingimustele (punkt 4.9).

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

Aminohapete pdhistandardlahus (punkt 3.16.1).

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

On voimalik osta.

Tstisteiinhappe ja metioniinsulfooni pohistandardlahus, ¢ = 1,25 pmol/ml.

0,2115 g tslisteiinhapet (punkt 3.16.2) ja 0,2265 g metioniinsulfooni
(punkt 3.16.3) lahustatakse tsitraatpuhvris (punkt 3.24) 11 mdotekolbis
ning tdidetakse kolb tsitraatpuhvriga mérgini. Siilitatakse temperatuuril
alla 5 °C mitte iile 12 kuu. Seda lahust ei kasutata, kui pdhistandard-
lahus (punkt 3.27.1) sisaldab tsiisteiinhapet ja metioniinsulfooni.

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

0,6560 g norleutsiini (punkt 3.13) lahustatakse tsitraatpuhvris (punkt
3.24) mootekolbis ning kolb tdidetakse tsitraatpuhvriga 250 ml-ni.
Sailitatakse temperatuuril alla 5 °C mitte ile 6 kuu.
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3.27.4.

3.27.5.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

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

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

Sailitatakse temperatuuril alla 5 °C mitte iile 3 kuu.

Vaata ka punkti 9.1 tdhelepanekuid.

Standardaminohapete kalibreerimislahus, mis on moeldud kasutamiseks
vastavalt punktile 5.3.3.1 valmistatud hiidroliisaatidega ja ekstraktidega
(punkt 5.2). Kalibreerimislahus valmistatakse vastavalt punktile 3.27.4,
jattes vélja naatriumkloriidi.

Sailitatakse temperatuuril alla 5 °C mitte iile 3 kuu.

Seadmed

Piistjahutiga varustatud 100 voi 250 ml iimarkolb

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

Sundventilatsiooniga ja termoregulaatoriga kuivatuskapp, mille tdpsus
on parem kui + 2 °C.

pH-meeter (kolme kiimnendkoha tépsusega)

Membraanfilter (0,22 pm)

Tsentrifuug.

Vaakumrotaatoraurusti

Mehaaniline loksuti v3i magnetsegur

Aminohappe analiisaator voi HPLC-seade ioonvahetuskolonni, ninhii-
driini kolonnijargse derivatiseerimise seadme ja valgusmooturiga.

Kolonn tdidetakse sulfoneeritud poliistiireenvaikudega, mis on voime-
lised eraldama aminohappeid iiksteisest ja teistest ninhiidriinpositiivse-
test materjalidest. Puhvri ja ninhiidriini jadas tekitatakse vool pumpa-
dega, mille vooluiihtlus on + 0,5 % nii standardkalibreerimise kui
proovi analiilisi ajal.

Monede aminohapete analiisaatoritega voib kasutada hiidroliitisimenet-
lusi, mille puhul on hiidroliisaadi naatriumikontsentratsioon ¢ =
0,8 mol/l ja mis sisaldab oksiidatsioonietapi koiki sipelghappe jadke.
Teised analiisaatorid ei vdimalda teatavaid aminohappeid rahuldaval
maédral eraldada, kui hiidrolisaat sisaldab liigselt sipelghapet ja/voi
kui naatriumioonide kontsentratsioon on kdrge. Sellisel juhul vdhenda-
takse pdrast hiidroliiiisi ja enne pH korrigeerimist happe mahtu aurus-
tamisega kuni umbes 5 milliliitrini. Aurustamine peab toimuma vaaku-
mitingimustes temperatuuril kuni 40 °C.
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5.2

5.3.
53.1.

Too kiik
Proovi ettevalmistamine

Proov jahvatatakse nii peeneks, et see ldheks ldbi 0,5-millimeetriste
avadega sOela. Suure niiskusesisaldusega proovid tuleks enne jahvata-
mist kas kuivatada dhu kdes temperatuuril kuni 50 °C voi kiilmkuiva-
tada. Suure rasvasisaldusega proove tuleb enne jahvatamist ekstrahee-
rida petrooleetriga (punkt 3.12).

Vabade aminohapete mddramine

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

Lisatakse loksutades 5,0 ml sulfosalitsiiiilhappe lahust (punkt 3.22) ning
jétkatakse loksutamist 5 min viltel, kasutades magnetsegurit. Superna-
tant filtritakse voi tsentrifuugitakse sademe eemaldamiseks. 10,0 ml
saadud lahust pannakse 100 ml keeduklaasi ja korrigeeritakse pH-
taset 2,20-ni, kasutades naatriumhiidroksiidi lahust (punkt 3.18), sobiv
kogus valatakse tsitraatpuhvri (punkt 3.24) abil modtekolbi ja kolb
tdidetakse puhverlahusega (punkt 3.24) kuni mérgini.

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

Jatkatakse kromatograafiaga vastavalt punktile 5.4.

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

Aminohapete iildsisalduse mddramine

Oksideerimine

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

— 100 ml tmarkolbi (punkt 4.1) lahtise hiidroliilisi (punkt 5.3.2.3)
puhul voi

— 250 ml imarkolbi (punkt 4.1), kui on ndutav madal naatriumikont-
sentratsioon (punkt 5.3.3.1), voi

— 100 ml keermestatud korgiga pudelisse (punkt 4.2) (suletud hiidro-
liisi, punkt 5.3.2.4 puhul).

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

Kolb/pudel asetatakse jéddveevanni ja jahutatakse kuni temperatuurini
0 °C, lisatakse 5 ml oksiidatsioonisegu (punkt 3.23) ning segatakse
painutatud otsaga klaasspaatli abil. Spaatlit sisaldav kolb/pudel pitsee-
ritakse Ohukindla kilega, pitseeritud ndud sisaldav jddveevann aseta-
takse 16 tunniks kiilmikusse temperatuuril 0 °C. 16 tunni moddudes
voetakse see kiilmikust vélja ja iilemédrane oksiidatsioonireaktiiv
lagundatakse, lisades 0,84 g naatriumdisulfitit (punkt 3.4).

Jatkatakse vastavalt punktile 5.3.2.1.
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53.2.
53.2.1.

53.2.2.

5.3.2.3.

53.24.

53.3.1.

Hidroluis

Oksitideeritud proovide hiidroliiiis

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

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

Oksitideerimata proovide hiidroliiiis

100 ml voi 250 ml timarkolbi (punkt 4.1) voi 100 ml keermestatud
korgiga pudelisse (punkt 4.2) kaalutakse 0,2 mg tapsusega 0,1-1 g ette-
valmistatud proovi (punkt 5.1). Kaalutud proovipartii ldmmastikusi-
saldus peab olema umbes 10 mg. Lisatakse hoolikalt 25 ml hiidroliiii-
sisegu (punkt 3.20) ja segatakse prooviga. Jatkatakse vastavalt punktile
5.3.2.3 voi 5.3.2.4.

Lahtine hidroliiiis

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

Jatkatakse vastavalt punktile 5.3.3.
Kinnine hiidroliitis

Vastavalt punktile 5.3.2.1 vdi 5.3.2.2 valmistatud segu sisaldav pudel
asetatakse kuivatuskappi (punkt 4.3) temperatuuril 110 °C. Et viltida
rohu suurenemist (gaasiliste ainete tekkimise tottu) ja dra hoida plah-
vatust, asetatakse esimeseks tunniks surveanuma peale keermestatud
kork. Surveanumat ei tohi korgiga sulgeda. Uhe tunni méddudes sule-
takse surveanum korgiga ja jdetakse 23 tunniks kuivatuskappi (punkt
4.3). Pdrast hiidroliiiisi 18puleviimist vdetakse pudel kuivatuskapist
vélja, avatakse ettevaatlikult pudelikork ja asetatakse pudel jddvee-
vanni. Jahutatakse.

Olenevalt sellest, millist pH korrigeerimise menetlust (punkt 5.3.3)
kasutatakse, valatakse pudeli sisu kvantitatiivselt 250 ml keeduklaasi
vOi 250 ml imarkolbi, kasutades tsitraatpuhvrit (punkt 3.24).

Jatkatakse vastavalt punktile 5.3.3.

pH korrigeerimine

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

Kromatograafilised siisteemid (punkt 4.9), mille puhul on ndutav viike
naatriumisisaldus.

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

Sellisel juhul lisatakse enne aurustamist hiidroliisaadile 2,00 ml sise-
standardi pohistandardlahust (punkt 3.27.3).

Vastavalt punktile 5.3.2.3 voi 5.3.2.4 saadud hiidroliisaadile lisatakse 2
tilka 1-oktanooli (punkt 3.15).
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53.3.2.

5.4.

Hiidroliisaadi kogust vihendatakse vaakumrotaatoraurusti (punkt 4.7)
abil 5-10 milliliitrini vaakumitingimustes temperatuuril 40 °C. Kui
kogust vdhendatakse kogemata vdhem kui 5 milliliitrini, tuleb hiidro-
lisaat vélja praakida ja analiilisi tuleb uuesti alustada.

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

Koik teised aminohappe analiisaatorid (punkt 4.9)

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

pH korrigeeritakse 2,20-ni toatemperatuuril, kasutades naatriumhiidrok-
siidi lahust (punkt 3.17) ja 18puks naatriumhiidroksiidi lahust (punkt
3.18). Jétkatakse vastavalt punktile 5.3.4.

Proovilahus kromatograafia jaoks

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

Kui sisestandardit ei ole veel kasutatud, lisatakse 2,00 ml sisestandardit
(punkt 3.27.3) ja tdidetakse tsitraatpuhvriga (punkt 3.24) mérgini. Sega-
takse hoolikalt.

Seejdrel alustatakse kromotograafiat (punkt 5.4).

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

Kromatograafia

Enne kromotograafiat viiakse ekstrakt (punkt 5.2) voi hiidroliisaat
(punkt 5.3.4) toatemperatuurile. Segu loksutatakse ja filtritakse sobiv
kogus 1dbi 0,22 um membraanfiltri (punkt 4.5). Saadud selge lahusega
tehakse ioonvahetuskromatograafia, kasutades aminohappe analiisaa-
torit (punkt 4.9).

Sissesiistimist vOib teostada kisitsi vdi automaatselt. On oluline, et
standardite ja proovide analiilisiks lisataks kolonni sama kogus
lahust + 0,5 %, vilja arvatud sisestandardi kasutamisel, ning et
naatriumi ja aminohapete vahekord standard- ja proovilahustes oleks
voimalikult sarnane.

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

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

Kromatograafia etapil kehtivad (méératavate aminohapete) ekvimolaar-
lahuse analiiiisimisel allpool esitatud miinimumtaseme ja piigi kdrguse
vahekorrad. Ekvimolaarlahus peab sisaldama vdhemalt 30 % iga
aminohappe maksimumkogusest, mida on vdimalik tipselt mddta
aminohappe analiiiisisiisteemi (punkt 4.9) abil.
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6.1.

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

Stisteem peab tagama liisiini eraldamise ,liisiini artefaktidest ja orni-
tiinist.

Tulemuste arvutamine

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

_A><c><M><V
" B xm x 1000

Kui kasutatakse sisestandardit, korrutatakse tulemus liikkmega g

A = piigipindala, hiidroliisaat voi ekstrakt

B = piigipindala, kalibreerimisstandardlahus

C = piigipindala, sisestandard hiidroliisaadis vdi ekstraktis

D = piigipindala, sisestandard, kalibreerimisstandardlahus

M = maidratava aminohappe molaarmass

¢ = standardi kontsentratsioon pmol/ml

m = proovi mass grammides (korrigeeritud esialgsele massile, kui

proovi on kuivatatud ja/voi rasvatustatud)

<
Il

hiidroliisaat (punkt 5.3.4) kokku milliliitrites voi ekstrakti
(punkt 6.1) lahjenduse koguruumala milliliitrites

Tsistiin ja tsiisteiin méadratakse molemad tsiisteiinhappena okstideeritud
proovide hiidroliisaatides, kuid arvutatakse tsiistiiniks (CgH[2N,04S,,
M 240,30 g/mol), kasutades M vaartust 120,15 g/mol (= 0,5 x
240,30 g/mol).

Metioniin médratakse metioniinsulfoonina okstideeritud proovi hiidro-
liisaatides, kuid arvutatakse metioniinina, kasutades metioniini M véar-
tust: 149,21 g/mol.

Lisatud vaba metioniin méaratakse pérast ekstraheerimist metioniinina,
arvutamisel kasutatakse sama M véértust.

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

- 100 mlx (10ml +5ml) VvV
B 10 ml 10

V = ldppekstrakti ruumala

Meetodi hindamine

Meetodit on katsetatud rahvusvahelises vordlusuuringus 1990. aastal,
kasutades nelja erinevat sodta (sigade segasoot, broilerite segasoot,
valgukontsentraat, eelsegu).
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7.1.

7.2.

Mrkus: Meetodit katsetati teise rahvusvahelise vordlusuuringu kdigus
2003. aastal, kasutades broilerite 10ppfaasi s60da, broilerite
algfaasi s66da, maisi, kalajahu ja kodulindude tapajddtmejahu
pimedaid kordusproove. Uksikasjalik teave standardis EN ISO
13903.

1990. aasta vordlusuuringu tulemuste keskviértused ja standardhdlbed
pérast vodrvéartuste elimineerimist on esitatud kdesoleva punkti tabelis.

Keskviirtused g/kg

Aminohape
Viide Materjal
Treoniin Tsist(e)iin Metioniin Liisiin
Sigade segasoot 6,94 3,01 3,27 9,55
n =15 n =17 n =17 n =13
Broilerite segasoot 9,31 3,92 5,08 13,93
n =16 n =18 n =18 n =16
Valgukontsentraat 22,32 5,06 12,01 47,74
n =16 n =17 n =17 n=15
Eelsegu 58,42 — 90,21 98,03
n =16 n =16 n =16
n = osalenud laborite arv
Korduvus
Eelmises tabelis esitatud vordluskatse korduvus on viljendatud labori-
sisese standardhdlbena ja esitatud jargmistes tabelites: n = osalenud
laborite arv
Korduvuse variatsioonikordaja (CV,)(%)
Aminohape
Viide Materjal
Treoniin Tsiist(e)iin Metioniin Liisiin
Sigade segasoot 1,9 3,3 3,4 2,8
n =15 n =17 n=17 n =13
Broilerite segasoot 2,1 2,8 3,1 2,1
n =16 n =18 n =18 n =16
Valgukontsentraat 2,7 2,6 2,2 2,4
n =16 n =17 n =17 n=15
Eelsegu 2,2 — 2,4 2,1
n =16 n =16 n =16

n = osalenud laborite arv

Korratavus

Eespool nimetatud vordluskatse laboritevahelise standardhélbe tule-
mused on esitatud jargmises tabelis:
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9.2.

9.3.

10.1.

Korratavuse variatsioonikordaja (CVg)(%)

Aminohape
Viide Materjal
Treoniin Tsiist(e)iin Metioniin Liisiin
Sigade segasoot 4,1 9,9 7,0 3,2
n =15 n =17 n=17 n=13
Broilerite segasoot 5,2 8,8 10,9 5,4
n =16 n =18 n =18 n =16
Valgukontsentraat 3,8 12,3 13,0 3,0
n =16 n =17 n =17 n =15
Eelsegu 43 - 6,9 6,7
n =16 n =16 n =16

n = osalenud laborite arv

Etalonainete kasutamine

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

Téhelepanekud

Aminohappeanaliisaatorite erinevustest tingituna tuleb standardamino-
hapete kalibreerimislahuste (vt punktid 3.27.4 ja 3.27.5) ja hiidroliisaadi
(vt punkt 5.3.4) 16ppkontsentratsioone vaadelda suunistena.

Koigi aminohapete puhul tuleb kontrollida aparatuuri lineaarse ala
vahemikku.

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

Kui hiidroliisaatide analiitisiks kasutatakse korgefektiivse vedelikkro-
matograafia aparatuuri, tuleb katsetingimused optimeerida vastavalt
tootja soovitustele.

Meetodi rakendamisel segasodda voi eelsegude suhtes, mille kloriidisi-
saldus on suurem kui 1% (kontsentraadid, mineraalsdddad, tdiend-
s66dad), voib analiilis ndidata tegelikust vdiksemat metioniinisisaldust
ning tuleb kasutada eritootlust.

Tulemuslikkuse niitajad

Kahest vordlusuuringust (eespool punktis 7 esitatud 1990. aasta uuring
ning standardis EN/ISO 13903 esitatud 2005. aasta uuring) saadud
tulemuste (v.a tiirosiini kohta) koondamine annab jargmised korduvuse
ja korratavuse kriteeriumid. Need kahest laboritevahelisest katsest
saadud vidrtused ei pruugi olla kohaldatavad muude kui esitatud kont-
sentratsioonivahemike ja maatriksite suhtes.

Korduvus

Sama analiiisija poolt sama prooviga samas laboris tehtud kahe méaéra-
mise tulemuste erinevus ei tohi iiletada:

— 6 % suuremast vairtusest aminohapete iildsisalduse puhul, kui tege-
mist on gliitsiini, alaniini, lisiini, proliini, glutaamhappe, isoleut-
siini ja histidiiniga;

— 8 % suuremast vidrtusest aminohapete iildsisalduse puhul, kui tege-
mist on treoniini, feniitilalaniini, metioniini, asparagiinhappe ja leut-
siiniga;
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10.2.

— 10 % suuremast véirtusest aminohapete {ildsisalduse puhul, kui
tegemist on arginiini ja valiiniga;

— 12 % suuremast véadrtusest aminohappe seriini tildsisalduse puhul;

— 15% suuremast védrtusest aminohappe tsiist(e)iini ildsisalduse
puhul.

Korratavus

Sama prooviga eri laborites ja/voi eri analiiiisijate poolt tehtud kahe
médramise tulemuste erinevus ei tohi iiletada:

— 15% suuremast véirtusest aminohapete {ildsisalduse puhul, kui
tegemist on gliitsiini, alaniini ja treoniiniga;

— 20 % suuremast véidrtusest aminohapete ildsisalduse puhul, kui
tegemist on liisiini, proliini, feniitilalaniini, metioniini ja asparagiin-
happega;

— 22 % suuremast véirtusest aminohapete {iildsisalduse puhul, kui
tegemist on glutaamhappe ja leutsiiniga;

— 27 % suuremast vairtusest aminohappe arginiini tildsisalduse puhul;

— 32 % suuremast védrtusest aminohappe isoleutsiini ildsisalduse
puhul;

— 35 % suuremast véirtusest aminohapete {ildsisalduse puhul, kui
tegemist on valiini ja seriiniga;

— 40 % suuremast védrtusest aminohappe histidiini {ldsisalduse
puhul;

— 50 % suuremast védrtusest aminohappe tsiist(e)iini {ildsisalduse
puhul.

F. TRUPTOFAANI MAARAMINE

Triiptofaani méadramiseks kasutatavad analiiiisimeetodid on jargmised.
— EN ISO 13904 Loomasoot — Triiptofaanisisalduse méaramine
— Analiiiisimeetodit kirjeldatakse jargnevalt punktides 1-9.

Eesmirk ja kohaldamisala

Selle meetodiga on vdimalik méérata triiptofaani ildsisaldust ja vaba
triiptofaani sisaldust so6das. Meetod ei erista D- ja L-vormi.
Pohimote

Triiptofaani tildsisalduse méadramiseks hiidroliiisitakse proovi leelise-
lises keskkonnas kiillastunud baariumhiidroksiidi lahusega ja kuumuta-
takse 110 °C juures 20 tundi. Pérast hiidroliiisimist lisatakse sisestan-
dard.

Vaba triiptofaani méadramiseks ekstraheeritakse proovi norgalt happe-
listes tingimustes sisestandardi juuresolekul.

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

Tuleb kasutada bidestilleeritud v0i samavéirse kvaliteediga vett
(juhtivus < 10 pS/cm).
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3.2.

3.3.

3.4

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.11.

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

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

Baariumhiidroksiidi oktahiidraat (véltida Ba(OH),.8 H,O iilemédarast
kontakti dhuga, kuna see vdib viia BaCO3; moodustumiseni, mis voib
médramist segada) (vt tdhelepanek, punkt 9.3).

Naatriumhiidroksiid

Ortofosforhape, w (w/w) = 85 %
Soolhape, pyo = 1,19 g/ml.
HPLC-puhtusastmega metanool
Petrooleeter, keemisvahemik 40-60 °C
Naatriumhiidroksiidi lahus, ¢ = 1 mol/l

40,0 g NaOH (punkt 3.5) lahustatakse vees ja tdidetakse veega (punkt
3.1) 1 litrini.

Soolhape, ¢ = 6 mol/l

Voetakse 492 ml HCI (punkt 3.7) ja tdidetakse veega 1 liitrini.
Soolhape, ¢ = 1 mol/l

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

Soolhape, ¢ = 0,1 mol/l

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

Voetakse 34 ml ortofosforhapet (punkt 3.6) ja tdidetakse veega (punkt
3.1) 1 litrini.

Triiptofaani (punkt 3.2) kontsentreeritud lahus, ¢ = 2,50 pmol/ml:

500 ml modtkolvis lahustatakse 0,2553 g triiptofaani (punkt 3.2) sool-
happes (punkt 3.13) ja tdidetakse soolhappega (punkt 3.13) mairgini.
Séilitatakse temperatuuril —18 °C kuni neli néddalat.

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

500 ml modtkolvis lahustatakse 0,2728 g o-metiiiiltriiptofaani (punkt
3.3) soolhappes (punkt 3.13) ja tdidetakse soolhappega (punkt 3.13)
mirgini. Sdilitatakse temperatuuril —18 °C kuni neli nidalat.

Triiptofaani ja sisestandardi kalibreerimisstandardlahus:

Voetakse 2,00 ml triiptofaani kontsentreeritud lahust (punkt 3.15)
ja 2,00 ml sisestandardi (a-metiiiiltriiptofaani) kontsentreeritud lahust
(punkt 3.16). Lahjendatakse veega (punkt 3.1) ja metanooliga (punkt
3.8) umbes sama ruumalani ja umbes sama metanooli kontsentratsioo-
nini (10-30 %), nagu on valmis hiidroliisaadil.

Lahus tuleb valmistada vahetult enne kasutamist.

Valmistamise ajal véltida otsest paikesevalgust.
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3.20.

3.21.

3.22.

4.2.

4.3.

44,

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

5.2.

Addikhape
1,1,1-trikloro-2-metiiiil-2-propanool
Etanoolamiin w (w/w) > 98 %

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

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

Seadmed

HPLC-seadmed spektrofluorimeetrilise detektoriga

Vedelikkromatograafia kolonn, 125 mm x 4 mm, Cg, tdidise terasuurus
3 um, voi samavéaidrne

pH-meeter

Laia kaela ja keeratava korgiga poliipropiileenkolb, maht 125 ml
Membraanfilter, 0,45 pm

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

Mehaaniline loksuti voi magnetsegur

Poorissegaja

Too kaik
Proovide ettevalmistamine

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

Vaba triiptofaani mddramine (ekstrakt)

Ettevalmistatud proovi (punkt 5.1) sobiv kogus (1-5 g) kaalutakse 1 mg
tdpsusega koonilisse kolbi. Lisatakse 100,0 ml soolhapet (punkt 3.13)
ja 5,00 ml kontsentreeritud sisestandardlahust (punkt 3.16). Raputatakse
voi segatakse 60 min, kasutades mehaanilist loksutit vdi magnetsegurit
(punkt 4.7). Settel lastakse settida ja 10,0 ml supernatanti viiakse pipe-
tiga iile keeduklaasi. Lisatakse 5 ml ortofosforhapet (punkt 3.14).
Naatriumhiidroksiidi (punkt 3.10) abil korrigeeritakse pH 3-le. Lisa-
takse piisavalt metanooli (punkt 3.8), et viia metanooli kontsentratsioon
16pplahuses 10-30 protsendini. Lahus viiakse iile sobiva suurusega
modtekolbi ja lahjendatakse veega kuni kromatograafiaks sobiva kogu-
seni (umbes sama kogus kui kalibreerimisstandardlahusel (punkt 3.17)).

Enne HPLC-kolonni siistimist filtritakse moned milliliitrid lahust 1abi
0,45 pm membraanfiltri (punkt 4.5). Jatkatakse kromatograafiaga vasta-
valt punktile 5.4.

Standardlahust ja ekstrakte tuleb kaitsta otsese péikesevalguse eest. Kui
ekstrakte ei ole voimalik samal pdeval analiiiisida, siis voib neid hoida
temperatuuril 5 °C kuni kolm péeva.
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5.3.

5.4.

Triiptofaani iildsisalduse mddramine (hiidroliisaat).

0,1-1 g ettevalmistatud proovi (punkt 5.1) kaalutakse 0,2 mg tidpsusega
poliiropiileenkolbi (punkt 4.4). Kaalutud proovipartii lammastikusi-
saldus peab olema umbes 10 mg. Lisatakse 8,4 g baariumhiidroksiidi
oktahiidraati (punkt 3.4) ja 10 ml vett. Segatakse poorissegajaga (punkt
4.8) voi magnetseguriga (punkt 4.7). Tefloniga kaetud magnet jaetakse
segusse. NOu seinad loputatakse ile 4 ml veega. Keeratav kork
pannakse peale ja kolb suletakse ld6dvalt. Kolb pannakse keeva veega
autoklaavi (punkt 4.6) ja kuumutatakse aurus 30—60 minutit. Autoklaav
suletakse ja kuumutatakse 20 tundi 110 (£ 2) °C juures.

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

Seejérel lisatakse 5 ml ortofosforhapet (punkt 3.14). Nou hoitakse jahu-
tusvannis ja neutraliseeritakse segamisel HCl-iga (punkt 3.11) ning pH
korrigeeritakse 3,0-ni HCI (punkt 3.12) abil. Lisatakse piisavalt meta-
nooli, et viia metanooli kontsentratsioon Idpplahuses 10-30 %ni.
Viiakse iile sobiva suurusega mddtekolbi ja lahjendatakse veega kindla,
kromatograafiaks sobiva ruumalani (nditeks 100 ml). Metanooli lisa-
mine ei tohi tekitada sadenemist.

Enne HPLC-kolonni siistimist filtritakse moned milliliitrid lahust labi
0,45 pm membraanfiltri (punkt 4.5). Jatkatakse kromatograafiaga vasta-
valt punktile 5.4.

Standardlahust ja hiidroliisaate tuleb kaitsta otsese péikesevalguse eest.
Kui hiidroliisaate ei ole vdimalik samal pdeval analiilisida, siis vOib
neid hoida temperatuuril 5 °C kuni kolm péeva.

HPLC mddramine

Soovitatakse juhinduda jargmistest isokraatilise elueerimise tingimus-
test. Muid tingimusi voib kasutada juhul, kui need tagavad samavairsed
tulemused (vt ka tdhelepanekute punkte 9.1 ja 9.2):

Vedelikkromatograafia 125 mm x 4 mm, C,g, tdidise terasuurus

kolonn voi kolonn (punkt 3 pm samavédrne

4.2):

Kolonni temperatuur: Ruumitemperatuur

Liikuv faas (punkt 3.22): 3,00 g dddikhapet (punkt
3.18) + 900 ml vett (punkt 3.1) +
50,0 ml 1,1,1-trikloro-2-metiiiil-2-

propanooli (punkt 3.19) lahust (punkt
3.21) 1g/100 ml metanoolis (punkt
3.8). Etanoolamiini (punkt 3.20) abil
korrigeeritakse pH 5,00-le. Téidetakse
veega (punkt 3.1) 1 000 ml-ni.

Voolukiirus: 1 ml/min

Summaarne voolutamisaeg: umbes 34 min

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

Sissestiistitav ruumala 20 ul
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6.

Tulemuste arvutamine

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

_AXBXV] XexXVy xM
T CxDx Vs x 10000 x m

A = sisestandardi piipindala, kalibreerimisstandardlahus  (punkt
3.17)

B = triptofaani piigipindala, ekstrakt (punkt 5.2) voi hiidroliisaat
(punkt 5.3)

V, = kalibreerimislahusele (punkt 3.17) lisatud kontsentreeritud triip-
tofaani lahuse (punkt 3.15) kogus milliliitrites (2 ml)

¢ = kalibreerimislahusele (punkt 3.17) lisatud kontsentreeritud triip-
tofaani lahuse (punkt 3.15) kontsentratsioon, pmol/ml (= 2,50)

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

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

D = triiptofaani piigipindala, kalibreerimisstandardlahus (punkt
3.17)

V3 = kalibreerimisstandardlahusele (punkt 3.17) lisatud kontsentree-
ritud sisestandardlahuse (punkt 3.16) kogus milliliitrites
(= 2,00 ml)

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

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

Korduvus

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

Vérdlusuuringu tulemused

Korraldati liidusisene vdrdlusuuring (neljas vordlusuuring), mille
kaigus kuni 12 laborit analiitisisid hiidroliiiisimeetodi sertifitseerimiseks
kolme proovi. Kdigile proovidele tehti kordusanaliiiisid (punkt 5). Tule-
mused on esitatud jargmises tabelis:

Proov 2 Proov 3
Proov 1 Lotriiptofaani
-triiptofaaniga -
Seasoot rikastatud Seasootdak:)ntse—
seasdot ntraa
L 12 12 12
n 50 55 50
Keskvéiartus g/kg 2,42 3,40 422
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
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Proov 2 Proov 3
Proov 1 Lotriintofaani
o -iruptolaamga | g.)ssodakontse-
Seasoot rikastatud
. ntraat
seasoot
R [g/kg] 0,42 0,56 0,25
CVr [%] 6,3 6,0 2,2
L = tulemused esitanud laborite arv
n = iiksiktulemuste arv pérast vOOrvéddrtuste véljajatmist (Cochrani-Dixoni
vodrvadrtuste testi alusel)
s, = korduvust iseloomustav standardhélve
Sg = korratavust iseloomustav standardhilve
r = korduvus
R = korratavus

CV, = korduvuse variatsioonikordaja, %
CVy = korratavuse variatsioonikordaja, %

Teise liidusisese vordlusuuringu (kolmanda vdordlusuuringu) kéigus
analiitisisid kuni 13 laborit vaba triiptofaani ekstraheerimise meetodi
sertifitseerimiseks kahte proovi. Koigile proovidele tehti kordusana-
liiisid (punkt 5). Tulemused on esitatud jargmises tabelis:

Proov 5
Proov 4 L. R
Nisu ja soja segu (= proov
Nisu ja soja segu [ 4), millele on lisatud triipto-
faani (0,457 g/kg)
L 12 12
n 55 60
Keskvéartus g/kg 0,391 0,931
s: [g/kg] 0,005 0,012
r [g/kg] 0,014 0,034
CV, [%] 1,34 1,34
Sr [g/kg] 0,018 0,048
R [g/ke] 0,050 0,134
CVr [%] 4,71 5,11
L = tulemused esitanud laborite arv
n = iksiktulemuste arv pérast voorvddrtuste viljajatmist (Cochrani-Dixoni
voorvéirtuste testi alusel)

s, = korduvust iseloomustav standardhilve
Sg = korratavust iseloomustav standardhilve
r = korduvus
R = korratavus

CV, = korduvuse variatsioonikordaja, %
CVy = korratavuse variatsioonikordaja, %

Veel iihe liidusisese vordlusuuringu kéigus analiiiisisid kuni seitse
laborit triiptofaani hiidroliiiisi sertifitseerimise eesmaérgiga nelja proovi.
Tulemused on esitatud allpool. Kdigile proovidele tehti kordusana-
liiisid (punkt 5).
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9.2.

Proov 2
Proov 1 Viikese rasvasi- Proov:3 Proov 4
Sigade segasoot saldus'ega kala- Sojajahu Lassipulber
(CRM 117) jahu (CRM 119) (CRM 120)
(CRM 118)
L 7 7 7 7
n 25 30 30 30
Keskvéaartus g/kg 2,064 8,801 6,882 5,236
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
Sr [g/kg] 0,031 0,413 0,283 0,221
R [g/kg] 0,087 1,156 0,792 0,619
CVg [%] 1,48 4,69 4,11 4,22
L = tulemused esitanud laborite arv
n = iksiktulemuste arv pérast voorvéirtuste véljajatmist (Cochrani-Dixoni vOdrvéirtuste testi
alusel)

s, = korduvust iseloomustav standardhilve
Sg = korratavust iseloomustav standardhilve
r = korduvus
R = korratavus

CV, = korduvuse variatsioonikordaja, %
CVy = korratavuse variatsioonikordaja, %

Téhelepanekud

Jargmised kromatograafia eritingimused voivad tagada triiptofaani ja a-
metiiiltriiptofaani parema eraldumise teineteisest.

Isokraatiline elueerimine, millele jargneb kolonni gradientpuhastus:

Vedelikkromatograafia kolonn:

Kolonni temperatuur:

Liikuv faas:

Gradientprogramm:

Voolukiirus:

Summaarne voolutamisaeg:

125 mm x 4 mm, Cg, tiidise tera-
suurus 5 pm vOi samavédrne

32°C

A: 0,01 mol/l KH,PO,/metanool,
95 + 5 (V+V).

B: Metanool

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

1,2 ml/min

umbes 33 min

Kromatograafiline méédramine oleneb HPLC tiilibist ja kasutatavast
kolonnitéidisest. Valitud siisteem peab tagama triiptofaani ja sisestan-
dardi piikide tdieliku eraldumise (kuni alusjooneni). Lisaks sellele on
oluline, et lagunemisproduktid eralduksid hésti triiptofaanist ja sisestan-
dardist. Kolonni tuleb siistida hiidroliisaate ilma sisestandardita, kont-
rollimaks, et sisestandardi piigi kohal ei moonutaks alusjoont lisandite
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9.3.

1.1.

1.2.

1.3.

2.2.

véljumine. On oluline, et voolutamisaeg oleks piisavalt pikk koigi
lagunemisproduktide elueerimiseks, vastasel juhul vdivad hiljem eluee-
ruvad piigid segada jargnevaid kromatograafilisi méaéramisi.

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

Baariumhiidroksiid

Baariumhiidroksiidi lahustamine raskeneb baariumhiidroksiidi vanane-
misel. Selle tulemusel saadakse HPLC-ga médaramiseks hdgune lahus,
mis vOib vdhendada triiptofaani méidramisel saadavaid tulemusi.

G. TOOROLI JA -RASVA MAARAMINE
Eesmirk ja kohaldamisala

See meetod vdimaldab madrata toordli ja -rasva sisaldust soodas.

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

Toordli ja -rasva médramiseks Oliseemnetes ja -viljades ning iile 15 %
toordli-/toorrasvasisaldusega soodas tuleks ekstraheerimine teha menet-
luse A kohaselt ja uuesti ekstraheerimine menetluse B kohaselt (punkt
5.3).

Meetod A — otse ekstraheeritav toordli ja -rasv

Seda meetodit kohaldatakse taimse sdddamaterjali puhul, vilja arvatud
meetodiga B hdlmatud ainete puhul.

Meetod B — kogu toordli ja -rasv

Seda meetodit kohaldatakse loomse s6ddamaterjali ja kdigi segasootade
puhul. Seda kasutatakse koigi ainete puhul, millest ei ole ilma eelneva
hiidroliiiisita vdimalik Oli ja rasva ekstraheerida (nt gluteen, pérm,
kartulivalgud ning tooted, mille puhul kasutatakse muu hulgas pressi-
mist, helvestamist voi kuumutamist).

Tulemuste tolgendamine

Kdigil juhtudel, kui meetodiga B saadakse suurem tulemus kui meeto-
diga A, loetakse meetodiga B saadud tulemus Oigeks védrtuseks.

Pohimote
Meetod A

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

Meetod B

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

3.3.

3.4.

4.2.

43.

5.2.

Reaktiivid

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

Veevaba naatriumsulfaat.

Soolhape, ¢ = 3 mol/l.

Filteraine, nt Kieselguhr, Hyflo-supercel.

Seadmed

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

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

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

Too kiik
Meetod A (vt punkt 8.1)

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

Hiilss asetatakse ekstraheerimisaparaati (punkt 4.1) ja ekstraheeritakse
petrooleetriga (punkt 3.1) kuus tundi. Petrooleetri ekstrakt kogutakse
kuiva kaalutud kolbi, milles on pimsskivitiikid (*).

Solvent destilleeritakse vélja. Jadk koos kolviga asetatakse poolteiseks
tunniks kuivatuskappi (punkt 4.3) kuivama. Lastakse eksikaatoris
jahtuda ning kaalutakse. Kuivatatakse veel 30 minutit, et veenduda,
et Oli ja rasva mass jddb samaks (massikadu kahe jarjestikuse kaalu-
mise vahel peab olema 1 mg voi alla selle).

Meetod B

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

Jahutatakse ja lisatakse selline kogus filterainet (punkt 3.4), mis on
piisav dli- ja rasvakao véltimiseks filtrimisel. Lahus filtritakse 14bi niisu-
tatud rasvavaba kahekordse filterpaberi. Jadki pestakse kiilmas vees kuni
filtraadi neutraalse reaktsioonini. Kontrollitakse, et filtraat ei sisalda dli
ega rasva. Kui filtraat sisaldab dli vdi rasva, tuleb proov enne hiidroliiisi
petrooleetriga ekstraheerida, kasutades meetodit A.

Kahekordne filterpaber koos jadgiga asetatakse kellaklaasile ja kuiva-
tatakse poolteist tundi ventileeritavas kuivatuskapis (punkt 4.3) 100
+ 3 °C juures.

(") Kui hiljem tuleb kontrollida li vdi rasva kvaliteeti, asendatakse pimsskivitiikid klaas-

helmestega.
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5.3.

Kahekordne filterpaber koos kuivjddgiga asetatakse ekstraheerimis-
hiilssi (punkt 4.2) ja kaetakse rasvavaba vatiga. Hiilss asetatakse ekstra-
heerimisaparaati (punkt 4.1) ja jitkatakse vastavalt punkti 5.1 teisele ja
kolmandale 1digule.

Menetlus A ja uuesti ekstraheerimine menetluse B kohaselt.

Toordli ja -rasva madramiseks Oliseemnetes ja -viljades ning tile 15 %
toordli-/toorrasvasisaldusega soodas tuleks ekstraheerimine teha menet-
luse A kohaselt ja uuesti ekstraheerimine menetluse B kohaselt.

See tdhendab, et pérast petrooleetriga eckstraheerimist (menetlus A)
ekstraheeritakse jaaki vOi osa jadgist uuesti soolhappega (menetlus
B). Toordli- ja toorrasvasisaldus on menetluste A ja B tulemuste
summa.

Tulemuste viljendamine

Jadgi mass viljendatakse protsendimédrana proovist.

Korduvus

Sama analiiiisija poolt sama prooviga tehtud kahe paralleelse méira-
mise tulemuste erinevus ei tohi iletada:

— absoluutvidrtusena viljendatult 0,2 %, kui 0li ja rasva iildsisaldus
on alla 5 %;

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

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

Téhelepanekud

Suure 0li- ja rasvasisaldusega toodete puhul, mida on keeruline peenes-
tada vOi millest ei saa votta homogeenset vdhendatud proovi, toimi-
takse jargmiselt.

20 g proovi kaalutakse | mg tdpsusega ja segatakse vdhemalt 10 g
veevaba naatriumsulfaadiga (punkt 3.2). Segu ekstraheeritakse petroo-
leetriga (punkt 3.1) vastavalt punktile 5.1. Saadud ekstrakti tdidetakse
petrooleetriga (punkt 3.1) 500 ml-ni ja segatakse. 50 ml lahust
pannakse viiksesse kuiva kaalutud kolbi, milles on pimsskivitiikid.
Solvent destilleeritakse vilja, segu kuivatatakse ja jatkatakse vastavalt
punkti 5.1 viimasele 1digule.

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

Oli- ja rasvasisaldus arvutatakse protsendimdirana proovist jéargmise

valemi abil:

(10m1 +m2) x5

kus:

m; = jddgi mass grammides pdrast esimest ekstraheerimist
(alikvootne osa ekstraktist),

m, = jddgi mass grammides parast teist ekstraheerimist.
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8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

Modne toote (nt vidikese Oli- ja rasvasisaldusega tooted) puhul vdib
uuritava proovi massi suurendada.

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

Punktis 5.2 voib olla tdhusam kasutada jddgi pesemiseks pérast filtri-
mist kiilma vee asemel sooja vett.

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

H. KOGUKIU MAARAMINE
Eesmiirk ja kohaldamisala

Selle meetodiga on vdimalik médrata s6odas happelises ja leeliselises
keskkonnas lahustumatuid rasvavabu orgaanilisi aineid, mida harilikult
nimetatakse kogukiuks.

Meetodit ei kasutata lignotselluloosi ja taimse soe puhul (liiga véikesed
osakesed).

Pohimote

Proovi, mis on vajaduse korral rasvatustatud, toddeldakse mitu korda
jérjest teatava kontsentratsiooniga védvelhappe ja kaaliumhiidroksiidi
keevate lahustega. Jadk eraldatakse filtrimisega ldbi paagutatud klaas-
filtri ning pestakse, kuivatatakse, kaalutakse ja tuhastatakse tempera-
tuuril vahemikus 475-500 °C. Tuhastamisest tulenev massikadu vastab
uuritavas proovis sisalduvale kogukiule.

Reaktiivid

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

Filteraine (Celite 545 v&i samavéirne toode), mida soojendatakse
temperatuuril 500 °C neli tundi (punkt 8.6)

Atsetoon.

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

Seadmed

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

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

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

Ekstraheerimisseade, mis koosneb filtertiigli (punkt 4.2) tugiplaadist ja
viljalasketorust, millel on klapp vaakumi ja vedeliku véljavoolu peata-
miseks.
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4.7.

Uhendusrdngad kuumutusseadme (punkt 4.1), tiigli (punkt 4.2) ja
silindri  (punkt 4.3) ithendamiseks ning kiilmekstraheerimisseadme
(punkt 4.6) ja tiigli tthendamiseks.

Too kaik

1 g ettevalmistatud proovi kaalutakse 1 mg tdpsusega ja pannakse see
tiiglisse (punkt 4.2) (vt tdhelepanekute punkte 9.1, 9.2 ja 9.3) ning
lisatakse 1 g filterainet (punkt 3.3).

Kuumutusseade (punkt 4.1) ja filtertiigel (punkt 4.2) ithendatakse ning
seejérel kinnitatakse silinder (punkt 4.3) tiigli kiilge. 150 ml keevat
véddvelhapet (punkt 3.1) valatakse iihendatud silindrisse ja tiiglisse
ning vajadusel lisatakse moned tilgad vahutamisvastast ainet (punkt
3.2).

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

Viljalasketoru (punkt 4.1) klapp avatakse, vddvelhape filtritakse vaaku-
mitingimustel 1dbi filtertiigli ning jadki pestakse kolm korda jdrjest
30 ml keeva veega, tagades, et pdrast iga pesemist filtritakse jadk
kuivaks.

Aravooluklapp suletakse ning iihendatud silindrisse ja tiiglisse vala-
takse 150 ml keevat kaaliumhiidroksiidi lahust (punkt 3.7) ning lisa-
takse moned tilgad vahutamisvastast ainet (punkt 3.2). Vedelik actakse
keema 5+ 2 minutiga ja keedetakse tugevalt tdpselt 30 minutit. Filtri-
takse ja korratakse pesemisprotseduuri, mida kasutati véavelhappe
juures.

Pérast 10plikku pesemist ja kuivatamist ithendatakse tiigel ja selle sisu
lahti ning ihendatakse see kiilmekstraheerimisseadmega (punkt 4.6).
Jaaki pestakse tiiglis vaakumitingimustel kolm korda jarjest 25 ml atse-
tooniga (punkt 3.4), tagades, et pdrast iga pesemist filtritakse jaak
kuivaks.

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

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

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

Tulemuste arvutamine

Kogu kiu sisaldus arvutatakse protsendiméddrana proovist jargmise
valemi abil:

(m() —ml) x 100
m

X =

kus:
m = proovi mass grammides;
my = massikadu pérast tuhastamist midramise ajal, grammides;

m; = massikadu pérast tuhastamist pimekatse ajal, grammides.
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9.2.

9.3.

9.4.

9.5.

9.6.

Korduvus

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

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

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

Korratavus

Sama prooviga eri laborites tehtud kahe méidramise tulemuste erinevus
ei tohi tiletada:

— absoluutvéartuses véljendatult 1,0 %, kui kogukiu sisaldus on alla
10 %;

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

Téhelepanekud

S66t, mis sisaldab iile 10 % rasva, tuleb enne analiilisimist petroolee-
triga (punkt 3.5) rasvatustada. Filtertiigel (punkt 4.2) ja selle sisu iihen-
datakse kiilmekstraheerimisseadmega (punkt 4.6) ja pestakse jadki
vaakumitingimustel kolm korda jérjest 30 ml petrooleetriga, tagades,
et jadk oleks kuiv. Tiigel ja selle sisu {ihendatakse kuumutusseadmega
(punkt 4.1) ja jatkatakse vastavalt punktile 5.

So66t, mis sisaldab rasva ja mida ei saa ekstraheerida petrooleetriga
(punkt 3.5) otse, tuleb rasvatustada vastavalt punktile 8.1 ja rasvatus-
tada veel liks kord pérast happega keetmist. Pérast happega keetmist ja
jargnevat pesemist ithendatakse tiigel ja selle sisu kiilmekstraheerimis-
seadmega (punkt 4.6) ja pestakse jddki kolm korda jérjest 30 ml atse-
tooniga ning seejédrel veel kolm korda 30 ml petrooleetriga. Filtritakse
vaakumitingimustel kuivaks ja jatkatakse analiiiisi vastavalt punktile 5,
alustades tootlemisest kaaliumhiidroksiidiga.

Kui s66t sisaldab iile 5 % karbonaati, mis on viljendatud kaltsiumkar-
bonaadina, iihendatakse tiigel (punkt 4.2) kaalutud prooviga kuumutus-
seadme (punkt 4.1) kiilge. Proovi pestakse kolm korda 30 ml soolhap-
pega (punkt 3.6). Pérast iga lisamist lastakse proovil enne filtrimist
umbes iiks minut seista. Pestakse iiks kord 30 ml veega ja jétkatakse
seejérel vastavalt punktile 5.

Kui kasutatakse statiivitaolist seadet (mitu tiiglit on kinnitatud sama
kuumutusseadme kiilge), ei vOi sama analiilisitava proovi suhtes teos-
tada kahte iiksikut médramist samas sarjas.

Kui pérast keetmist on happelisi ja aluselisi lahuseid raske filtrida,
kasutatakse kuumutusseadme véljalasketoru kaudu lastavat suruShku
ja jétkatakse seejdrel filtrimist.

Tuhastamistemperatuur ei tohi olla ile 500 °C, et pikendada klaasfil-
tertiiglite eluaega. Tuleb jilgida, et kuumutus- ja jahutustsiiklite ajal ei
tekiks liigset termolooki.
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3.2

3.3.

3.4

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.8.1.

3.8.2.

3.8.3.

3.9.

I. SUHKRU MAARAMINE
Eesmiirk ja kohaldamisala

Selle meetodiga on vdimalik méérata redutseerivate suhkrute hulka ja
pérast inversiooni iildsuhkru hulka, véljendatuna gliikkoosina voi soltu-
valt olukorrast sahharoosina, kasutades timberarvestustegurit 0,95. Seda
meetodit kasutatakse segasootade puhul. Muude soéotade puhul on
sétestatud erimeetodid. Vajaduse korral tuleb laktoosi hulk modta eraldi
ja tulemuste arvutamisel seda arvesse votta.

Seda meetodit tuleb kasutada suhkrusisalduse madramiseks sodda ener-
giaviddrtuse arvutamisel.

Kui suhkrusisaldust maéadratakse muudel eesmérkidel, voib kasutada
muid analiitisimeetodeid.
Pohimote

Suhkrud ekstraheeritakse lahjendatud etanoolis; lahus selitatakse
Carrezi lahustega I ja II. Pédrast etanooli eemaldamist mdidratakse
kogused enne ja pérast inversiooni Luff-Schoorli meetodi abil.

Reaktiivid

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

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

Carrezi lahus II: vees lahustatakse 10,6 g kaaliumferrotsiianiidi K4 Fe
(CN)g 3H,0. Téidetakse veega 100 milliliitrini.

Metiitiloranz, 0,1 % lahus (w/v)
Soolhape, 4 mol/l

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

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

Selliselt saadud reaktiivi kontsentratsiooni (Cu 0,05 mol/l;
Na,CO; 1 mol/l) kontrollitakse, vt punkti 5.4 viimast 18iku. Lahuse
pH on umbes 9.4.

Vasksulfaadi lahus: 25 g rauavaba vasksulfaati (CuSO,4 5H,0O) lahusta-
takse 100 ml vees.

Sidrunhappe lahus: 50 g sidrunhapet (C4HgO; H,O) lahustatakse 50 ml
vees.

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

Naatriumtiosulfaadilahus, 0,1 mol/l

Térkliselahus: 1 liitrile keevale veele lisatakse 5 g lahustuva térklise
ja 30 ml vee segu. Keedetakse kolm minutit, lastakse jahtuda ja vaja-
duse korral lisatakse siilitusainena 10 mg elavhobejodiidi.
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5.2.

5.3.

5.4.

Vadvelhape, 3 mol/l.

Kaaliumjodiidi lahus, 30 % (w/v)

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

3-metiitilbutaan-1-ool

Seadmed

Segisti (trummel): ligikaudu 3540 p/min

Too kaik
Proovi ekstraheerimine

2,5 g proovi kaalutakse 1 mg tdpsusega ja pannakse 250 ml mdotekolbi.
Lisatakse 200 ml etanooli (punkt 3.1) ning segatakse trumlis tund aega.
Lisatakse 5 ml Carrezi lahust I (punkt 3.2) ja segatakse umbes
30 sekundit. Lisatakse 5 ml Carrezi lahust II (punkt 3.3) ja segatakse
veel tiks minut. Téidetakse etanooliga (punkt 3.1) mérgini, homogee-
nitakse ja filtritakse. Eemaldatakse 200 ml filtraati ja aurustatakse ligi-
kaudu poole mahuni, et vabaneda enamikust etanoolist. Aurustamise
jaak kantakse sooja vett kasutades kvantitatiivselt 200 ml modtekolbi,
jahutatakse, tdidetakse veega kuni margini, homogeenitakse ja vajaduse
korral filtritakse. Seda lahust kasutatakse redutseerivate suhkrute hulga
ja pérast inversiooni iildsuhkru hulga médramiseks.

Redutseerivate suhkrute mddramine

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

Uldsuhkru mddramine pdrast inversiooni

Pipetiga voetakse 50 ml lahust ja kantakse see 100 ml mddtekolbi.
Lisatakse moni tilk metiitiloranzi lahust (punkt 3.4) ning seejérel lisa-
takse hoolikalt ja samal ajal pidevalt segades soolhapet (punkt 3.5),
kuni vedelik vérvub selgelt punaseks. Lisatakse 15 ml soolhapet
(punkt 3.6), asetatakse kolb tugevalt keeva veega vanni ning hoitakse
seal 30 minutit. Jahutatakse kiiresti umbes 20 °C-ni ja lisatakse 15 ml
naatriumhiidroksiidi lahust (punkt 3.7). Téidetakse veega 100 ml-ni ja
homogeenitakse. Eemaldatakse kuni 25 ml lahust, mis sisaldab alla
60 mg redutseerivaid suhkruid, mis on viljendatud gliikoosina. Vaja-
duse korral tdidetakse destilleeritud veega 25 ml-ni ja méératakse redut-
seerivate suhkrute hulk Luff-Schoorli meetodi abil. Tulemus viljenda-
takse gliikoosi protsendimédrana voi sdltuvalt olukorrast sahharoosi
protsendimédérana, korrutades tulemuse teguriga 0,95.

Tiitrimine Luff-Schoorli meetodi jirgi

Pipetiga voetakse 25 ml Luff-Schoorli reaktiivi (punkt 3.8) ja kantakse
see 300 ml koonilisse kolbi; lisatakse tépselt 25 ml selitatud suhkrula-
hust. Lisatakse 2 pimsskivigraanulit (punkt 3.13), kuumutatakse késitsi
segades keskmise korgusega lahtise leegi kohal ja segu kuumutatakse
keemiseni umbes kahe minuti jooksul. Kooniline kolb asetatakse viivi-
tamatult asbestkattega traatvorgule, milles on umbes 6 cm 1dbimddduga
auk ning mille all on eelnevalt siitidatud leek. Leeki reguleeritakse nii,
et kuumutataks tiksnes koonilise kolvi pdhja. Koonilise kolvi kiilge
pannakse piistjahuti. Keedetakse tdpselt kiimme minutit. Jahutatakse
kohe kiilmas vees ja umbes viie minuti moodudes tiitritakse jargmiselt.
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7.2.

8.2.

8.3.

Lisatakse 10 ml kaaliumjodiidi lahust (punkt 3.12) ja kohe seejérel
lisatakse (intensiivse vahutamise ohu tottu ettevaatlikult) 25 ml védvel-
hapet (punkt 3.11). Tiitritakse naatriumtiosulfaadi lahusega (punkt 3.9)
kuni kahvatukollase virvuse tekkimiseni, lisatakse tarkliseindikaator
(punkt 3.10) ja viiakse tiitrimine ldpule.

Sama tiitrimine ilma keetmata tchakse seguga, milles on tdpselt
mdddetud 25 ml Luff-Schoorli reaktiivi (punkt 3.8) ja 25 ml vett ning
millele on eelnevalt lisatud 10 ml kaaliumjodiidi lahust (punkt 3.12)
ja 25 ml védvelhapet (punkt 3.11).

Tulemuste arvutamine

Tabeli abil madratakse gliikoosi hulk milligrammides, mis vastab erine-
vusele kahe tiitrimise tulemuste vahel viljendatuna naatriumtiosulfaadi
milliliitrites (0,1 mol/l). Tulemus véljendatakse protsendimédrana proo-
vist.

Erimenetlused

Melassirikaste so6tade ja muude mitte eriti homogeensete sodtade
puhul kaalutakse 20 g proovi ja pannakse see 500 ml veega iiheliitrisse
modtekolbi. Segatakse trumlis tund aega. Selitatakse Carrezi lahustega
I (punkt 3.2) ja II (punkt 3.3) punkti 5.1 kohaselt, kasutades sealjuures
iga reaktiivi neljakordset kogust. Tédidetakse kuni mérgini 80 % etanoo-
liga (V/v).

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

Suhkrurikaste, kuid praktiliselt tirklisevabade melasside ja s66damater-
jalide puhul (jaanikaunad, kuivatatud peedipealsed jne) kaalutakse 5 g
proovi, pannakse see 250 ml mddtekolbi, lisatakse 200 ml destilleeritud
vett ja segatakse trumlis tund aega voi vajaduse korral kauem. Selita-
takse Carrezi lahustega I (punkt 3.2) ja II (punkt 3.3) punkti 5.1 koha-
selt. Taidetakse kiilma veega kuni maérgini, homogeenitakse ja filtri-
takse. Uldsuhkru hulga misramiseks jitkatakse vastavalt punktile 5.3.

Téhelepanekud

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

Sahharoosisisalduse protsendiméir on gliikkoosina viljendatud inver-
sioonijargse iildsuhkrute sisalduse ja glitkoosina viljendatud redutsee-
rivate suhkrute sisalduse vahe, mis on korrutatud 0,95-ga.

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

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

Redutseerivate suhkrute (v.a laktoosi) tdpseks arvutamiseks tuleb sama
prooviga teha kaks 18plikku mésramist. Uks analiiiis tehakse punkti 5.1
kohaselt saadud lahuse tihe osaga, teine analiiiis sellise lahuse iihe
osaga, mis on saadud laktoosi méddramise kdigus selleks ettendhtud
meetodiga (parast muude suhkruliikide fermenteerimist ja selitamist).
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Mdlemal juhul midratakse proovis sisalduv suhkur Luff-Schoorli
meetodi abil ja arvutatakse gliikkoosi milligrammideks. Uks viértus
lahutatakse teisest ja vahe viljendatakse protsendimédérana proovist.
Ndide

Voetud kogused vastavad molema médramise puhul 250 mg massiga

proovile.

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

Vahe on 16,6 mg gliikoosi.

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

4% 16,6

= 6,64
10 ,64%

Vidrtuste tabel 25 ml Luff-Schoorli reaktiivi jaoks

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

Gliikoos, fruktoos
Na, S; O3 . i Laktoos Na, S; O3
0,1 mol/l ‘“g:rﬁ‘g‘lg‘:d Ciz Ha Oy 0,1 mol/l
ml mg vahe mg vahe ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 1
2 4.8 2,4 7,3 3,7 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 8
9 22,4 2,6 33,2 3,8 9
10 25,0 2,6 37,0 3,8 10
11 27,6 2,7 40,8 3,8 11
12 30,3 2,7 44.6 3,8 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 14
15 38,5 2,8 56,0 39 15
16 41,3 2,9 59,9 39 16
17 44,2 2,9 63,8 39 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 18
19 50,0 3,0 71,7 4,0 19
20 53,0 3,0 75,7 4,1 20
21 56,0 3,1 79,8 4,1 21
22 59,1 3,1 83,9 4,1 22
23 62,2 88,0 23

J. LAKTOOSI MAARAMINE
Eesmiirk ja kohaldamisala

Selle meetodiga on voimalik miérata laktoosi sisaldust sdddas, mis
sisaldab laktoosi iile 0,5 %.

Pohiméte

Suhkrud lahustatakse vees. Lahus kédritatakse Saccharomyces cerevi-
siae parmiga, mis jitab laktoosi esialgsele kujule. Pérast selitamist ja
filtrimist méadratakse filtraadi laktoosisisaldus Luff-Schoorli meetodi
abil.
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3.2.

3.3.

3.4

3.4.1.

3.4.2.

3.43.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

Reaktiivid

Saccharomyces cerevisiae suspensioon: 25 g vérsket parmi suspendee-
ritakse 100 ml vees. Suspensioon sdilib kiilmikus koige rohkem iihe
nédala.

Carrezi lahus I: vees lahustatakse 21,9 g tsinkatsetaati Zn(CH; COO)
> 2H,0 ja 3 g jda-aadikhapet. Taidetakse veega 100 milliliitrini.

Carrezi lahus II: vees lahustatakse 10,6 g kaaliumferrotsiianiidi K4 Fe
(CN)g 3H,0. Téidetakse veega 100 milliliitrini.

Luff-Schoorli reaktiiv

Ettevaatlikult segades valatakse sidrunhappe lahus (punkt 3.4.2)
naatriumkarbonaadi lahusesse (punkt 3.4.3). Lisatakse vasksulfaadi
lahus (punkt 3.4.1) ja tdidetakse veega 1 liitrini. Lastakse 00 labi
settida ja filtritakse. Selliselt saadud reaktiivi kontsentratsiooni (Cu
0,05 mol/l; Na, CO; 1 mol/l) kontrollitakse. Lahuse pH on umbes 9.,4.

Vasksulfaadi lahus: 25 g rauavaba vasksulfaati (Cu SO, 5H,0) lahus-
tatakse 100 ml vees.

Sidrunhappe lahus: 50 g sidrunhapet (CqHgO, - H,O) lahustatakse
50 ml vees.

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

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

Kaaliumjodiidi lahus, 30 % (w/v)

Viaivelhape, 3 mol/l.

Naatriumtiosulfaadi lahus, 0,1 mol/l.

Térkliselahus: 1 liitrile keevale veele lisatakse 5 g lahustuva térklise
ja 30 ml vee segu. Keedetakse kolm minutit, lastakse jahtuda ja vaja-
duse korral lisatakse sdilitusainena 10 mg elavhdbejodiidi.

Seadmed

Temperatuurile 38—40 °C seatud termostaadiga veevann.

Too kaik

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

Lisatakse 2,5 ml Carrezi lahust I (punkt 3.2) ja segatakse kolmkiim-
mend sekundit, seejérel lisatakse 2,5 ml Carrezi lahust II (punkt 3.3) ja
segatakse veel kolmkiimmend sekundit. Tdidetakse veega 100 millilii-
trini, segatakse ja filtritakse. Pipetiga eemaldatakse filtraadikogus, mis
ei tleta 25 ml ja mis soovitavalt sisaldab 40-80 mg laktoosi, ning
kantakse see 300 ml koonilisse kolbi. Vajaduse korral tdidetakse
veega 25 ml-ni.
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5 ml parmisuspensiooniga (punkt 3.1) tehakse samal viisil pimekatse.
Laktoosisisaldus maératakse Luff-Schoorli meetodi abil jargmiselt: lisa-
takse tdpselt 25 ml Luff-Schoorli reaktiivi (punkt 3.4) ja kaks pimsski-
vigraanulit (punkt 3.5). Segatakse késitsi keskmise korgusega lahtise
leegi kohal ja segu kuumutatakse keemiseni umbes kahe minuti
jooksul. Kooniline kolb asetatakse viivitamatult asbestkattega traatvor-
gule, milles on umbes 6 cm 1dbimddduga auk ning mille all on eelne-
valt stitidatud leek. Leeki reguleeritakse nii, et kuumutataks iiksnes
koonilise kolvi pdhja. Koonilise kolvi kiilge pannakse piistjahuti.
Keedetakse tépselt kiimme minutit. Jahutatakse kohe kiilmas vees ja
umbes viie minuti méddudes tiitritakse jargmiselt.

Lisatakse 10 ml kaaliumjodiidi lahust (punkt 3.6) ja kohe seejérel lisa-
takse (intensiivse vahutamise ohu tdttu ettevaatlikult) 25 ml véével-
hapet (punkt 3.7). Tiitritakse naatriumtiosulfaadi lahusega (punkt 3.8)
kuni kahvatukollase virvuse tekkimiseni, lisatakse tédrkliseindikaator
(punkt 3.9) ja viiakse tiitrimine 1dpule.

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

Tulemuste arvutamine

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

Veevabale laktoosile vastav tulemus viljendatakse protsendimédérana
proovist.

Tihelepanek

1. Toodete puhul, mis sisaldavad iile 40 % fermenteeritavat suhkrut,
kasutatakse rohkem kui 5 ml parmisuspensiooni (punkt 3.1).

2. Vihendatud laktoosisisaldusega soddas (nt kassipiim) muundatakse
laktoos fruktoosiks, mis ei fermenteeru tdielikult kahe tunni jooksul
ja mille tulemusena saadakse suuremad néitajad voi valepositiivsed
tulemused (sest ekstrakti jadvad fruktoosijaagid).

Vidrtuste tabel 25 ml Luff-Schoorli reaktiivi jaoks

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

Na, S, O, Glmukv‘;‘:s’uf‘r]t‘f:gos Laktoos Na, S, O3
0,1 mol/l Ce Hyy Og Ci» Hy Oy 0,1 mol/l
ml mg vahe mg vahe ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 1
2 4,8 2,4 73 3,7 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 8
9 22,4 2,6 33,2 3.8 9
10 25,0 2,6 37,0 3.8 10
11 27,6 2,7 40,8 3.8 11
12 30,3 2,7 44,6 3.8 12
13 33,0 2,7 48,4 3.8 13
14 35,7 2,8 52,2 3.8 14
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3.2

3.3.

Gliikoos, fruktoos

Na, S; O3 . > Laktoos Na, S; O3

0,1 mol/l ‘ncvjrﬁ?j‘]g‘:d Ci, Hy O, 0,1 mol/l
ml mg vahe mg vahe ml
15 38,5 2,8 56,0 3,9 15
16 41,3 2,9 59,9 39 16
17 442 2,9 63,8 39 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 18
19 50,0 3,0 71,7 4,0 19
20 53,0 3,0 75,7 4,1 20
21 56,0 3,1 79,8 4,1 21
22 59,1 3,1 83,9 4,1 22
23 62,2 88,0 23

K. TARKLISE MAARAMINE
POLARIMEETRILINE MEETOD
Eesmiirk ja kohaldamisala

Selle meetodi abil on vdimalik kindlaks méérata tarklise ja suure mole-
kulmassiga téarklise lagunemisproduktide sisaldust sdddas, et kontrollida
deklareeritud energiasisalduse (VII lisa sitted) ja mairuse (EU)
nr 767/2009 jargimist.

Seda meetodit tuleb kasutada tarklisesisalduse médaramiseks s6dda ener-
giavddrtuse arvutamisel.

Kui tarklisesisaldust méédratakse muudel eesmairkidel, voib kasutada
muid analiiisimeetodeid.

Pohimote

Meetod holmab kahte médramist. Esimese juhul tdddeldakse proovi
lahjendatud soolhappega. Pédrast selitamist ja filtrimist mdddetakse
polarimeetrilisel teel lahuse optiline poorang.

Teisel miédramisel ekstraheeritakse proovi 40 % etanooliga. Pérast
filtraadi hapestamist soolhappega, selitamist ja filtrimist mdddetakse
lahuse optiline poorang esimese mddramisega analoogsel viisil.

Proovi tarklisesisaldus saadakse nimetatud kahe méiaramise vahe korru-
tamisel teadaoleva koefitsiendiga.

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

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

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

Carrezi lahus 1: vees lahustatakse 21,9 g tsinkatsetaati Zn(CHjz
COO), 2H,0 ja 3 g jaa-aadikhapet. Taidetakse veega 100 milliliitrini.
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3.4.

3.5.

4.2.

5.2

5.3.

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

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

Seadmed

Standardse lihvithenduse ja piistjahutiga 250 ml kooniline kolb.

Polarimeeter voi sahharimeeter.

Too kiik
Proovi ettevalmistamine

Peenestada proov nii, et see labib tdielikult 0,5 mm timaravadega sdela.

Polarisatsioonitasandi optilise kogupéérangu (P voi S) mddramine (vt
tihelepanek, punkt 7.1)

2,5 g peenestatud proovi kaalutakse 1 mg tipsusega ning pannakse see
100 ml mootekolbi. Lisatakse 25 ml soolhapet (punkt 3.2), loksutatakse
proovi iihtlase jaotumise saavutamiseks ning lisatakse veel 25 ml sool-
hapet (punkt 3.2). Kolb asetatakse keeva vee vanni, loksutades seda
esimesed kolm minutit tugevasti ja ihtlaselt, et viltida klompide teket.
Vannis peab olema piisavalt vett, et vesi siilitaks kolvi vanni aseta-
misel keemistemperatuuri. Kolbi ei tohi loksutamise ajal vannist vilja
votta. Tapselt 15 minuti moodudes voetakse kolb vannist vilja, lisa-
takse 30 ml kiilma vett ja jahutatakse otsekohe temperatuurini 20 °C.

Lisatakse 5 ml Carrezi lahust I (punkt 3.3) ja loksutatakse umbes
30 sekundit. Seejdrel lisatakse 5 ml Carrezi II lahust (punkt 3.4) ja
jatkatakse loksutamist veel 30 sekundi jooksul. Tédidetakse veega
mirgini, segatakse ja filtritakse. Kui filtraat ei ole tiiesti selge (seda
juhtub harva), korratakse méaramist, kasutades rohkem Carrezi I ja II
lahust (niiteks 10 ml).

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

40 % etanoolis lahustuvate ainete optilise péérangu (P’ voi S°) mddra-
mine

5 g proovi kaalutakse 1 mg tdpsusega, pannakse see 100 ml mddtekolbi
ning lisatakse umbes 80 ml etanooli (punkt 3.5) (vt tdhelepanckute
punkt 7.2). Kolb jéetakse iiheks tunniks toatemperatuurile seisma;
selle aja jooksul loksutatakse kolbi kuus korda tugevasti, nii et proov
seguneks pohjalikult etanooliga. Tédidetakse etanooliga (punkt 3.5)
margini, segatakse ja filtritakse.

50 ml filtraati (vastab 2,5 g proovile) pipetitakse 250 ml koonilisse
kolbi, lisatakse 2,1 ml soolhapet (punkt 3.1) ja loksutatakse tugevasti.
Piistjahuti ithendatakse koonilise kolviga ja kolb asetatakse keeva vee
vanni. Tépselt 15 minuti moddudes eemaldatakse kooniline kolb
vannist, viiakse selle sisu 100 ml mddtekolbi, loputatakse vihese
kiilma veega ja jahutatakse temperatuurini 20 °C.
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6.1.

6.2.

Selitatakse Carrezi I (punkt 3.3) ja II (punkt 3.4) lahuse abil, tiidetakse
veega mirgini, segatakse, filtritakse ja mdddetakse optiline podrang
punkti 5.2 teises ja kolmandas 1digus kirjeldatud viisil.

Tulemuste arvutamine

Tarklisesisaldus (%) arvutatakse jargmiselt:

Moétmine polarimeetriga

2000 P-P
Tarklisesisaldus (%) = #

ol
P = optiline kogupdorang kraadides
P’ = 40 % etanoolis (v/v) lahustuvate ainete optiline pdorang kraa-
dides;

[()L]ZDO0 = puhta térklise optiline eripdorang. Selle teguri puhul on tava-
liselt aktsepteeritavad arvulised véartused jargmised:

+ 185,9°: riisitérklis

+ 185,7°:  kartulitarklis

+ 184,6°: maisitirklis

+ 182,7°: nisutdrklis

+ 181,5°: odratarklis

+ 181,3°:  Kkaeratérklis

+ 184,0°: muud térkliseliigid ja tirklisesegud segasoddas

Mootmine sahharimeetriga

2000 (2N x0,665)%(S—-S) 266Nx(S—§
Térklisesisaldus (%) = « (2N X 0,665) x ) 266N ( )

20° 20°
ol 100 o3
S = optiline kogupdorang sahharimeetri kraadides
S’ =40 % etanoolis (v/v) lahustuvate ainete optiline pddrang sahha-

rimeetri kraadides

N = sahharoosi mass (grammides) 100 ml vees, mis annab optili-
seks pooranguks 100 sahharimeetri kraadi, kui mootmisel
kasutatakse 200 mm toru:

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

[(Jt]zDOo = puhta térklise optiline eripdorang (vt punkt 6.1).
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6.3.

7.2.

7.3.

Korduvus

Sama prooviga libi viidud kahe paralleelse médaramise tulemuste erine-
vuse absoluutvdirtus ei tohi alla 40 % tarklisesisalduse puhul iiletada
0,4 ning suhteline erinevus 40 % vdi suurema térklisesisalduse puhul
1 %.

Téhelepanekud

Kui proov sisaldab iile 6 % karbonaate, arvutatuna kaltsiumkarbonaa-
dina, tuleb need enne optilise kogupédrangu méadramist tdpselt sobiva
koguse lahjendatud védvelhappega toodeldes lagundada.

Suure laktoosisisaldusega toodete, nditeks pulbrilise piimavadaku voi
18ssipulbri puhul tuleb pédrast 80 ml etanooli (punkt 3.5) lisamist
toimida jérgmiselt. Kolviga tihendatakse piistjahuti ning kolb asetatakse
30 minutiks 50 °C veevanni. Lastakse maha jahtuda ja jétkatakse
analiiiisi punktis 5.3 kirjeldatud viisil.

Jargmised soodamaterjalid voivad juhul, kui neid sisaldub loomaséddas
mérkimisvéirses koguses, polarimeetrilise meetodiga téirklisesisalduse
méadramisel esile kutsuda héireid, mis vdivad viia ebadigetele tulemus-
tele:

— (suhkru)peedisaadused, néditeks (suhkru)peedipulp, (suhkru)peedi-
melass, melasseeritud (suhkru)peedipulp, (suhkru)peedimelassi
raba, (peedi)suhkur;

— tsitruspulp;

— linaseeme; linakook; linasrott;

— rapsiseeme; rapsikook; rapsisrott; rapsiseemnekestad;

— pdéevalilleseemned; paevalillesrott; osaliselt kooritud péevalillesrott;

— koprakook; koprasrott;

— kartulipulp;

— veetustatud parm;

— inuliinirikkad tooted (nt maapirniliistakud voi -jahu);

— rasvakorned;

— sojatooted.

Neil juhtudel vdib kohaldada komisjoni médruses (EU) nr 121/2008 (')
esitatud analiiisimeetodit. Seda meetodit vdib kasutada ka alla 1 %
tarklisesisaldusega so6da puhul.

(') Komisjoni 11. veebruari 2008. aasta miirus (EU) nr 121/2008, millega sitestatakse

loomasdodana kasutatavate toodete (valmististe) (CN-kood 2309) térklisesisalduse
médramisemeetod (ELT L 37, 12.2.2008, 1k 3).
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4.2.

43.

5.1.

5.2.

7.2.

7.3.

L. KOGUTUHA MAARAMINE
Eesmiirk ja kohaldamisala

Selle meetodiga on vdimalik méddrata s6dda kogutuha sisaldust.

Pohimote

Proov tuhastatakse 550 °C juures; jadk kaalutakse.

Reaktiivid

Ammooniumnitraadi 20 % lahus (w/v)

Seadmed

Kuumutusplaat.
Elektriline termostaadiga muhvelahi.

Nelinurksed (umbes 60 x 40 x 25 mm) vdi immargused (1a8bimodt: 60—
75 mm, korgus: 20—40 mm) kvarts-, portselan- voi plaatinatiiglid tuhas-
tamiseks.

Too kiik

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

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

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

Tulemuste arvutamine

Jadgi massi arvutamiseks lahutatakse nou mass.
Tulemus viljendatakse protsendiméédrana proovist.

Téhelepanekud

Raskesti tuhastatavate ainete tuhka tuleb eelnevalt tuhastada vdhemalt
kolm tundi, seejdrel jahutada ja lisada mdned tilgad 20 % ammoonium-
nitraadi lahust vOi vett (ettevaatlikult, et viltida tuha hajumist ja
tompude tekkimist). Pdrast kuivatuskapis kuivatamist jatkatakse kaltsi-
neerimist. Korratakse seni, kuni aine on tdielikult tuhastunud.

Ainetega, mille puhul punktis 7.1 kirjeldatud meetod ei anna tulemust,
toimitakse jargmiselt: pdrast kolmetunnilist tuhastamist pannakse tuhk
sooja vette ja filtritakse 1dbi viikese tuhavaba filtri. Filter ja selle sisu
tuhastatakse esialgses tiiglis. Filtraat pannakse jahtunud tiiglisse, aurus-
tatakse kuivaks, tuhastatakse ja kaalutakse.

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

2.2.

3.2

3.3.

4.2.

4.3.

44,

5.2

M. SOOLHAPPES LAHUSTUMATU TUHA MAARAMINE
Eesmiirk ja kohaldamisala

Selle meetodiga on vdimalik méairata soolhappes lahustumatute mine-
raalainete sisaldust s60das. Proovi laadist soltuvalt voib kasutada kahte
meetodit.

Meetod A: kasutatakse orgaanilise soodamaterjali ja enamuse sega-
sooda puhul.

Meetod B: kasutatakse mineraalsootade ja soddasegude puhul ning
selliste segasootade puhul, kus soolhappes lahustumatute ainete
sisaldus, mis madratakse meetodiga A, on ile 1 %.

Pohimote

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

Meetod B: proovi toodeldakse soolhappega. Lahus filtritakse, jadak
tuhastatakse ja selliselt saadud tuhk toddeldakse meetodi A jérgi.

Reaktiivid

Soolhape, 3 mol/l.

Triklorodadikhappe 20 % lahus (w/v).

Triklorodaadikhappe 1 % lahus (w/v).

Seadmed

Kuumutusplaat.

Elektriline termostaadiga muhvelahi.

Nelinurksed (umbes 60 x 40 x 25 mm) v&i immargused (1a8bimodt: 60—
75 mm, kdrgus: 20—40 mm) kvarts-, portselan- voi plaatinatiiglid tuhas-
tamiseks.

Tuhavabad filtrid

Too kaik
Meetod A:

Proov tuhastatakse kogutuha médramiseks ettendhtud meetodi jérgi.
Kasutada voib ka kodnealusel analiiiisil saadud tuhka.

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

Meetod B

Umbes 5 g proovi kaalutakse 1 mg tdpsusega ja pannakse 250—400 ml
keeduklaasi. Lisatakse iiksteise jarel 25 ml vett ja 25 ml soolhapet
(punkt 3.1), segatakse ning oodatakse, kuni kihisemine on ldppenud.
Lisatakse veel 50 ml soolhapet (punkt 3.1). Oodatakse gaaside eraldu-
mise l0ppemiseni, seejédrel asetatakse keeduklaas keeva vee vanni ja
hoitakse seal kolmkiimmend minutit v3i vajaduse korral kauem lahuses
sisalduva térklise téielikuks hiidroliiiisiks. Filtritakse soojalt 14dbi tuha-
vaba filtri ning filter pestakse 50 ml soojas vees (vt tdhelepanekute
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

punkt 7). Filter jadgiga asetatakse tuhastamiseks ettendhtud tiiglisse,
kuivatatakse ja tuhastatakse temperatuuril mitte alla 550 °C ja mitte
iile 700 °C. Tuhk pannakse 250-400 ml keeduklaasi, kasutades 75 ml
soolhapet (punkt 3.1); jdtkatakse vastavalt punkti 5.1 teisele 1digule.

Tulemuste arvutamine

Jadgi massi arvutamiseks lahutatakse ndu mass. Tulemus viljendatakse
protsendimédérana proovist.

Téhelepanek

Kui filtrimine osutub raskeks, tehakse analiiiis uuesti, sealjuures asen-
datakse 50 ml soolhapet (punkt 3.1) 50 ml triklorodadikhappe 20 %
lahusega (w/v) (punkt 3.2) ja pestakse filter soojas 1 % triklorodadik-
happe lahuses (punkt 3.3).

N. ULDFOSFORI MAARAMINE

Uldfosfori sisaldus médratakse

— standardis EN 15510 ,,Loomasd6t: proovivotu- ja analiilisimeetodid
— Kaltsiumi, naatriumi, fosfori, magneesiumi, kaaliumi, raua, tsingi,
vase, mangaani, koobalti, moliibdeeni ja plii mddramine induktiiv-
sidestunud plasma aatomiemissioonspektromeetria (ICP-AES) abil*
esitatud analiiiisimeetodiga voi

— standardis EN 15621 ,,Loomasdét: proovivotu- ja analiiisimeetodid
— Kaltsiumi, naatriumi, fosfori, magneesiumi, kaaliumi, vaavli,
raua, tsingi, vase, mangaani ja koobalti mddramine parast rohu all
lagundamist induktiivsidestunud plasma aatomiemissioonspektro-
meetria (ICP-AES) abil“ esitatud analiiiisimeetodiga voi

— jdrgnevalt kirjeldatud fotomeetrilise meetodi abil.

FOTOMEETRILINE MEETOD
Eesmirk ja kohaldamisala

Selle meetodiga on vdimalik méérata {ildfosfori sisaldust sgotades. See
sobib eriti hasti viikese fosforisisaldusega toodete analiiiisimiseks.
Teatavatel juhtudel (suure fosforisisaldusega toodete puhul) voib kasu-
tada gravimeetrilist meetodit.

Pohimote

Proov mineraliseeritakse kas kuivtuhastamise (orgaanilise s66da puhul)
vOi mérgtuhastamise (mineraalsete iihendite ja vedelséoda puhul) teel
ja pannakse happelahusesse. Lahust to6deldakse moliibdovanadaatreak-
tiiviga. Sel viisil saadud kollase lahuse optilist tihedust mdodetakse
spektrofotomeetriga lainepikkusel 430 nm.

Reaktiivid

Kaltsiumkarbonaat.

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

Lammastikhape, p,o = 1,045 g/ml.

Lammastikhape, p,o = 1,38-1,42 g/ml.

Vaivelhape, pyo = 1,84 g/ml.

Moliibdovanadaatreaktiiv: 11 mootekolvis segatakse 200 ml ammoo-
niumheptamoliibdaadi lahust (punkt 3.6.1), 200 ml ammooniummono-
vanadaadi lahust (punkt 3.6.2) ja 134 ml lammastikhapet (punkt 3.4).
Kolb tdidetakse veega maérgini.
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3.6.1.

3.6.2.

3.7.

4.2.

43.

4.4,

4.5.

4.6.

S.1.1.

Ammooniumheptamoliibdaadi lahus: 100 g ammooniumheptamoliib-
daati (NH4) 6Mo070,4.4H,0 lahustatakse soojas vees. Lisatakse 10 ml
ammooniumhiidroksiidi (tihedus: 0,91 g/ml) ja tdidetakse veega kuni
1 liitrini.

Ammooniummonovanadaadi lahus: 2,35 g ammooniummonovanadaati
NH4VOs; lahustatakse 400 ml kuumas vees. Pidevalt segades lisatakse
aeglaselt 20 ml lahjendatud ldmmastikhapet (7 ml HNOj; (punkt
3.4) + 13 ml H,0) ja tdidetakse veega kuni 1 liitrini.

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

Seadmed

Kvarts-, portselan- voi plaatinatiiglid tuhastamiseks.

Temperatuurile 550 °C seatud termostaadiga elektriline muhvelahi.

250 ml Kjeldahli kolb.

Mootelkolvid ja gradueeritud pipetid.

Spektrofotomeeter

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

Too kaik
Lahuse valmistamine

Soltuvalt proovi laadist valmistatakse lahus punkti 5.1.1 voi 5.1.2 koha-
selt.

Tavaline menetlus

1 g vdi rohkem proovi kaalutakse 1mg tdpsusega. Uuritav proov
pannakse Kjeldahli kolbi, lisatakse 20 ml véddvelhapet (punkt 3.5), rapu-
tatakse, et aine seguneks tiielikult happega ja et see ei sadestuks kolvi
seinte kiilge, kuumutatakse ja hoitakse 10 minutit keemistemperatuuril.
Lastakse veidi jahtuda, lisatakse 2 ml ldmmastikhapet (punkt 3.4),
kuumutatakse kergelt, lastakse veidi jahtuda, lisatakse veel veidi
lammastikhapet (punkt 3.4) ja viiakse tagasi keemistemperatuurile.
Menetlust korratakse vérvusetu lahuse saamiseni. Jahutatakse, lisatakse
veidi vett, vedelik dekanteeritakse 500 ml mdotekolbi, loputades Kjel-
dahli kolbi sooja veega. Lastakse jahtuda, tdidetakse kuni mérgini
veega, homogeenitakse ja filtritakse.

Proovid, mis sisaldavad orgaanilisi aineid ja
milles ei leidu kaltsiumdivesinikfosfaati ega
magneesiumdivesinikfosfaati

Tuhastustiiglisse pannakse umbes 2,5 g proovi, mis on kaalutud 1 mg
tdpsusega. Uuritavat proovi segatakse, kuni see on téielikult segunenud
1 g kaltsiumkarbonaadiga (punkt 3.1). Tuhastatakse temperatuurile
550 °C seatud kuivatuskapis kuni valge voi halli tuha saamiseni (voib
sisaldada veidi siitt). Tuhk pannakse 250 ml keeduklaasi. Lisatakse
20 ml vett ja soolhapet (punkt 3.2) kuni kihisemise lakkamiseni. Lisa-
takse veel 10 ml soolhapet (punkt 3.2). Keeduklaas pannakse liivavan-
nile ja aurustatakse kuivaks, et silikaadid muutuksid lahustumatuks.
Jadk lahustatakse uuesti 10 ml lammastikhappes (punkt 3.3) ja keede-
takse liivavannil vdi kuumutusplaadil 5 minutit, ilma et see kuivaks
aurustuks. Vedelik dekanteeritakse 500 ml mdotekolbi, loputades
keeduklaasi mitu korda kuuma veega. Lastakse jahtuda, tdidetakse
kuni mérgini veega, homogeenitakse ja filtritakse.
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5.2.

5.3.

3.2.

3.3.

3.4.

Virvuse arendamine ja optilise tiheduse mootmine

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

Kalibreerimiskover

Standardlahusest (punkt 3.7) valmistatakse lahused, mis sisaldavad 1 ml
kohta 5, 10, 20, 30 ja 40 pg fosforit. Igast lahusest voetakse 10 ml ja
lisatakse sellele 10 ml moliibdovanadaatreaktiivi (punkt 3.6). Homogee-
nitakse ja lastakse seista temperatuuril 20 °C vdhemalt 10 minutit.
Optiline tihedus moddetakse punkti 5.2 kohaselt. Optiliste tiheduste
ja vastavate fosforikoguste pohjal joonestatakse kalibreerimiskover.
Kontsentratsioonide puhul, mis jéddvad vahemikku 0-40 pg/ml, on
kdver lineaarne.

Tulemuste arvutamine

Uuritavas proovis sisalduv fosforikogus méaratakse kalibreerimiskdvera
abil.

Tulemus viljendatakse protsendiméédrana proovist.

Korduvus

Sama prooviga tehtud kahe paralleelse médiramise tulemuste erinevus ei
tohi Uletada:

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

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

O. KLORIIDIDEST PARIT KLOORI MAARAMINE
Eesmiirk ja kohaldamisala

Selle meetodiga on vdimalik maéérata kloori kogust vees lahustuvates
kloriidides, mida harilikult viljendatakse naatriumkloriidina. Meetodit
kasutatakse koigi s66tade puhul.

Pohimote

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

Reaktiivid

Ammooniumtiotstianaadi lahus, 0,1 mol/l.

Hobenitraadi lahus, 0,1 mol/l.

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

Lammastikhape, tihedus: 1,38 g/ml.
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3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

5.1.2.

5.2

Dietiiiileeter.

Atsetoon.

Carrezi lahus I: vees lahustatakse 21,9 g tsinkatsetaati Zn(CH3COO)
22H,0 ja 3 g jad-addikhapet. Tédidetakse veega 100 milliliitrini.

Carrezi lahus II: vees lahustatakse 10,6 g kaaliumferrotsiianiidi K,4Fe
(CN)g-3H,0. Tiidetakse veega 100 milliliitrini.

Kloriidivaba ja kloriide mitte absorbeeriv aktiivsiisi.

Seadmed

Segisti (trummel): ligikaudu 35—-40 p/min

Too kiik
Lahuse valmistamine

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

Samal ajal tehakse pimekatse, jéttes vélja analiilisitava proovi.

Proovid, mis ei sisalda orgaanilisi aineid

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

Orgaanilist ainet sisaldavad proovid, vilja
arvatud punktis 5.1.3 loetletud tooted

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

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

Lahus valmistatakse punkti 5.1.2 kohaselt, kuid seda ei filtrita. Dekan-
teeritakse (vajaduse korral tsentrifuugitakse), eemaldatakse 100 ml
supernatanti ja kantakse 200 ml mdodtekolbi. Segatakse atsetooniga
(punkt 3.6), tdidetakse lahustiga kuni mérgini, homogeenitakse ja filtri-
takse.

Tiitrimine

Soltuvalt arvatavast kloorisisaldusest kantakse pipeti abil koonilisse
kolbi 25-100 ml punkti 5.1.1, 5.1.2 vdi 5.1.3 kohaselt saadud filtraati.
Alikvoot ei tohi sisaldada rohkem kui 150 mg kloori (Cl). Vajaduse
korral lahjendatakse vdhemalt 50 ml veega, lisatakse 5 ml ldmmastik-
hapet (punkt 3.4), 2 ml ammooniumraudsulfaadi kiillastunud lahust
(punkt 3.3) ja nullmérgini tdidetud biireti abil kaks tilka ammoonium-
tiotstianaadi lahust (punkt 3.1). Biireti abil lisatakse hobenitraadi lahust
(punkt 3.2), nii et saadakse iilekogus 5 ml. Lisatakse 5 ml dietiiiileetrit
(punkt 3.5) ja loksutatakse tugevalt sademe koaguleerimiseks. Hobeni-
traadi ilekogus tiitritakse ammooniumtiotsiianaadi lahusega (punkt
3.1), kuni punakaspruun vérvus piisib ithe minuti.
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7.2.

7.3.

Tulemuste arvutamine

Kloriini (X) kogus, viljendatuna protsendimédédrana naatriumkloriidist,
arvutatakse jargmise valemi jargi:

5,845 % (V, — 13)
- m

X

kus:

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

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

m = proovi mass grammides alikvoodis.

Kui pimekatse niditab 0,1 mol/l hdbenitraadi lahuse tarbimist, lahuta-
takse see vaartus kogusest (V; — V5).

Téhelepanekud

Tiitrida voib ka potentsiomeetriliselt voi amperomeetriliselt.

Viga 0li- ja rasvarikaste toodete puhul rasvatustatakse proov eelnevalt
dietiitileetri voi petrooleetriga.

Kalajahu puhul voib tiitrida Mohri meetodi abil.
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1V LISA

SOODAS LUBATUD SOODALISANDITE SISALDUSE

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.

3.7.

O]

KONTROLLIMISE ANALUUSIMEETODID

A. A-VITAMIINI SISALDUSE MAARAMINE

A-vitamiini sisaldus méédratakse

— standardis EN 17547 ,,Loomasd6t: proovivotu- ja analiilisimeetodid
— A-, E- ja D-vitamiini (') sisalduse méadramine — Tahke faasi
ekstraheerimisega (SPE) puhastamist ja korgefektiivset vedelikkro-
matograafiat (HPLC) kasutav meetod* esitatud analiilisimeetodiga
voi

— korgefektiivse poordfaasilise vedelikkromatograafia (RP-HPLC)
abil, kasutades UV- vdi fluorestsentsdetektorit, nagu on kirjeldatud
jargnevates punktides 1-9.

Eesmirk ja kohaldamisala

Selle meetodiga on vodimalik méédrata A-vitamiini (retinooli) kogust
s60das. A-vitamiini all mdistetakse téielikult frans-konfiguratsioonis
retiniiiilalkoholi ja selle cis-isomeere, nii nagu need médratakse kdes-
oleva meetodiga. A-vitamiini sisaldust viljendatakse rahvusvahelistes
iihikutes (RU) kilogrammi kohta. Uks RU vastab 0,300 pg tiielikult
trans-konfiguratsioonis A-vitamiini alkoholi v&i 0,344 pg tiielikult
trans-konfiguratsioonis A-vitamiini atsetaadi voi 0,550 pg taielikult
trans-konfiguratsioonis A-vitamiini palmitaadi aktiivsusele.

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

Pohimote

Proov hiidroliitisitakse kaaliumhiidroksiidi etanoolilahusega ja A-vita-
miin ekstraheeritakse petrooleetrisse. Lahusti aurustatakse ja jaak lahus-
tatakse metanoolis ning vajadusel lahjendatakse noutud kontsentratsioo-
nini. A-vitamiini sisaldus méératakse pooratud faasi korgefektiivse
vedelikkromatograafia (RP-HPLC) meetodiga, kasutades UV- vdi fluo-
restsentsdetektorit. Kromatograafilised parameetrid valitakse nii, et téie-
likult trans-konfiguratsioonis A-vitamiini alkohol ja selle cis-isomeerid
jédksid lahutamata.

Reaktiivid

Etanool, 6 = 96 %.

Petrooleeter, keemisvahemik 40-60 °C.
Metanool.

Kaaliumhiidroksiidi lahus, ¢ = 50 g/100 ml.

Naatriumaskorbaadi lahus, ¢ = 10 g/100 ml (vt tdhelepanekute punkt
7.7).

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

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

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

Standardis EN 17547 esitatud analiitisimeetodile viidatakse kui alternatiivsele meetodile,

mida kasutatakse A- ja E-vitamiini sisalduse madramiseks tehtava ametliku kontrolli
kédigus A-vitamiini sisalduse méadramiseks kéesoleva lisa A osas kirjeldatud meetodi
asemel ja E-vitamiini sisalduse méddramiseks kdesoleva lisa B osas kirjeldatud meetodi
asemel.
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3.8.

3.9.

3.11.1.

3.12.

3.12.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

2-propanool.

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

jargi.
Hapnikuvaba lammastik.

Téielikult #rans-konfiguratsioonis ~A-vitamiini atsetaat, eriti puhas,
kontrollitud aktiivsusega, nt 2,80 x106 RU/g.

Téielikult  frans-konfiguratsioonis ~A-vitamiini atsetaadi pohilahus:
50 mg A-vitamiini atsetaati (punkt 3.11) kaalutakse 0,1 mg tdpsusega
ja pannakse see 100 ml mdotekolbi. Lahustatakse 2-propanoolis (punkt
3.8) ja tididetakse sama lahustiga mérgini. Selle lahuse nominaalne
kontsentratsioon on 1400 RU A-vitamiini milliliitri kohta. Tépne
sisaldus médratakse vastavalt punktile 5.6.3.1.

Téielikult trans-konfiguratsioonis A-vitamiini palmitaat, eriti puhas,
kontrollitud aktiivsusega, nt 1,80 x 106 RU/g.

Téielikult trans-konfiguratsioonis A-vitamiini palmitaadi pohilahus:
80 mg A-vitamiini palmitaati (punkt 3.12) kaalutakse 0,1 mg tépsusega
ja pannakse see 100 ml mddtekolbi. Lahustatakse 2-propanoolis (punkt
3.8) ja tdidetakse sama lahustiga maérgini. Selle lahuse nominaalne
kontsentratsioon on 1400 RU A-vitamiini milliliitri kohta. Tipne
sisaldus médratakse vastavalt punktile 5.6.3.2.

2,6-di-tert-butiitil-4-metiitilfenool (BHT) (vt tdhelepanekute punkt 7.5).

Seadmed

Vaakumrotaatoraurusti.

Tumedast klaasist ndud.

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

Lihvavaga pirnkolvid, 250 ml.

Lihvithendusega Allihni tagasivoolujahuti, timbrise pikkus 300 mm,
gaasitoru adapteriga.

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

HPLC-seadmed sissepritsesiisteemiga.

Vedelikkromatograafia kolonn, 250 mm x 4 mm, Cyg, tdidise terasuurus
5 voi 10 pm voi samavédédrne (lahutuskriteerium: ainult ks piik kdigi
retinooli isomeeride jaoks antud HPLC tingimustel).

Muudetava lainepikkusega UV- voi fluorestsentsdetektor.
Spektrofotomeeter 10 mm kvartskiivettidega.
Magnetseguriga veevann.

Ekstraktsiooniseade (vt joonis 1), mis koosneb:
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4.8.1.

4.8.2.

5.1.

5.2.

5.3.

1-liitrisest lihvava ja lihvkorgiga klaassilindrist;

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

Too kaik

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

Proovi ettevalmistamine

Proov jahvatatakse kuumenemist véltides nii peeneks, et see ldheks labi
1 mm avadega sdela. Jahvatamine peab toimuma vahetult enne kaalu-
mist ja seebistamist, vastasel juhul v3ib esineda A-vitamiini kadusid.
Proovi (proove) ei jahvatata, kui osakeste suurusjaotus on sobiv (nt
eelsegud ja soodalisandid).

Seebistamine

500 ml lamedapdhjalisse voi koonilisse kolbi (punkt 4.2.1) kaalutakse
1 mg tdpsusega 2-25¢g proovi, soltuvalt A-vitamiini sisaldusest.
Viikese kontsentratsiooni korral voib proovi massi suurendada, et
kaalutises oleks piisavalt osakesi. Seejérel lisatakse ringliigutustega
segades 130 ml etanooli (punkt 3.1), umbes 100 mg BHT (punkt
3.13), 2 ml naatriumaskorbaadi lahust (punkt 3.5) ja 2 ml naatriumsul-
fiidi lahust (punkt 3.6). Kolvi otsa tihendatakse tagasivoolujahuti (punkt
4.3) ja kolb pannakse magnetseguriga veevanni (punkt 4.7). Kuumuta-
takse keemiseni ja keedetakse tagasivoolujahuti all 5 minutit. Seejérel
lisatakse 1dbi jahuti (punkt 4.3) 25 ml kaaliumhtidroksiidi lahust (punkt
3.4) ja lastakse segamisel keeda tagasivoolujahuti all veel 25 minutit,
voolutades ndrgalt lammastikuga. Seejdrel loputatakse jahutit umbes
20 ml veega ja jahutatakse kolvi sisu toatemperatuurini.

Ekstraheerimine

Seebistamislahus viiakse dekanteerimise teel kvantitatiivselt {ile
1 000 ml jaotuslehtrisse (punkt 4.2.3) vdi ekstraktsiooniseadmesse
(punkt 4.8), loputades kokku 250 ml veega. Seebistamiskolbi loputa-
takse jarjest 25 ml etanooli (punkt 3.1) ja 100 ml petrooleetriga (punkt
3.2) ja viiakse ka need vedelikukogused iile jaotuslehtrisse voi ekstrakt-
siooniseadmesse. Vee ja etanooli vahekord iihendatud lahuses peab
olema umbes 2:1. Raputatakse tugevasti kaks minutit ja lastakse kaks
minutit selgineda.

Ekstraheerimine jaotuslehtriga (punkt 4.2.3)

Kui kihid on eraldunud (vt tdhelepanekute punkt 7.3), kantakse petroo-
leetri kiht iile teise jaotuslehtrisse (punkt 4.2.3). Seda ekstraheerimist
korratakse kaks korda 100 ml petrooleetriga (punkt 3.2) ja kaks korda
50 ml petrooleetriga (punkt 3.2).

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

Ekstraheerimine ekstraktsiooniseadmega (punkt
4.8)

Kui kihid on eraldunud (vt tdhelepanekute punkt 7.3), pannakse klaas-
silindri (punkt 4.8.1) korgi asemele lihviga klaasotsak (punkt 4.8.2) ja
seatakse nihutatava toru U-kujuline alumine ots nii, et see oleks tdpselt
faaside eralduspinna kohal. Tdstes gaasivooliku kaudu kdrvaltorusse
juhitava lammastiku rohku, viiakse {iilemine petrooleetri kiht iile
1000 ml jaotuslehtrisse (punkt 4.2.3). Klaassilindrisse lisatakse
100 ml petrooleetrit (punkt 3.2), suletakse korgiga ja raputatakse tuge-
vasti. Kihtidel lastakse eralduda ja iilemine kiht viiakse iile jaotusleh-
trisse nagu ennegi. Ekstraheerimist korratakse jargmise 100 ml petroo-
leetriga (punkt 3.2), siis kaks korda 50 ml petrooleetri (punkt 3.2)
kogustega ja viiakse petrooleetri kihid iile jaotuslehtrisse.

Uhendatud petrooleetri ckstrakte pestakse, nagu on kirjeldatud punktis
5.3.1, ja jétkatakse, nagu selles punktis on kirjeldatud.

Proovilahuse valmistamine HPLC jaoks

Petrooleetri lahuse (punktist 5.3.1 voi 5.3.2) alikvoot viiakse pipetiga
250 ml pirnkolbi (punkt 4.2.4). Vaakumrotaatoraurustiga (punkt 4.1)
aurustatakse lahusti vaakumis peaaegu kuivaks veevanni temperatuuril
mitte iile 40 °C. Kolbi lastakse lammastik (punkt 3.10) kuni atmosfda-
rirdhuni ja kolb eemaldatakse vaakumrotaatoraurustist. Jérelejadnud
lahusti eemaldatakse ldmmastikuga (punkt 3.10) voolutades ja jadk
lahustatakse kohe teadaoleva koguse (10—100 ml) metanooliga (punkt
3.3) (A-vitamiini kontsentratsioon peab jddma vahemikku 5-
30 RU/ml).

Mddramine HPLC-ga

A-vitamiin eraldatakse C;g poordfaaskolonnil (punkt 4.5.1) ja mdode-
takse selle kontsentratsioon UV-detektori (punkt 325 nm) voi fluorest-
sentsdetektori (ergastamine: 325 nm, emissioon: 475 nm) (punkt 4.5.2)
abil.

Punktis 5.4 saadud metanoolilahuse alikvoot (nt 20 pl) sistitakse
kolonni ja elueeritakse litkuva faasiga (punkt 3.9). Arvutatakse sama
proovilahuse erinevate siistide keskmine piigi korgus (pindala) ja kali-
breerimislahuste (punkt 5.6.2) mitme siisti keskmised piigi korgused
(pindalad).

HPLC tingimused

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

Vedelikkromatograafia ~ kolonn 250 mm x 4 mm, Cg, tdidise terasuurus 5 voi 10 um

(punkt 4.5.1): vOi samavéadrne

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

Voolukiirus: 1-2 ml/min

Detektor (punkt 4.5.2): UV-detektor (325 nm) voi  fluorestsentsdetektor

(ergastamine: 325 nm/emissioon: 475 nm)
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5.6. Kalibreerimine
5.6.1. Standardtdodlahuste ettevalmistamine

20 ml A-vitamiini atsetaadi pdhilahust (punkt 3.11.1) voi 20 ml A-vita-
miini palmitaadi pohilahust (punkt 3.12.1) pipetitakse 500 ml lameda-
pohjalisse voi koonilisse kolbi (punkt 4.2.1) ja hiidroliitisitakse vasta-
valt punktile 5.2, kuid ilma BHT-d lisamata. Seejérel ekstraheeritakse
petrooleetriga (punkt 3.2) vastavalt punktile 5.3 ja tdidetakse kuni
500 ml-ni petrooleetriga (punkt 3.2). 100 ml seda ekstrakti aurustatakse
vaakumrotaatoraurustil (vt punkt 5.4) peaaegu kuivaks, jirelejddnud
lahusti eemaldatakse ldmmastikuga (punkt 3.10) voolutades ja jadk
lahustatakse uuesti 10,0 ml metanooliga (punkt 3.3). Selle lahuse nomi-
naalne kontsentratsioon on 560 RU A-vitamiini milliliitri kohta. Tépne
sisaldus maiératakse vastavalt punktile 5.6.3.3. Standardt6lahus tuleb
valmistada vahetult enne kasutamist.

2,0 ml kdnealust standardtdolahust pipetitakse 20 ml modtekolbi, tdide-
takse metanooliga (punkt 3.3) kuni mérgini ja segatakse. Selle lahjen-
datud standardtédlahuse nominaalne kontsentratsioon on 56 RU A-vita-
miini ml kohta.

5.62. Kalibreerimislahuste valmistamine ja kalibreeri-
misgraafiku koostamine

1,0, 2,0, 5,0 ja 10,0 ml lahjendatud standardt66lahust viiakse iile 20 ml
modtekolbidesse, tdidetakse metanooliga (punkt 3.3) mérgini ja sega-
takse. Nende lahuste nominaalsed kontsentratsioonid on 2,8, 5,6,
14,0 ja 28,0 RU A-vitamiini ml kohta.

Igast kalibreerimislahusest siistitakse 20 pl mitu korda kolonni ja
madratakse keskmised piigi korgused (pindalad). Koostatakse kalibree-
rimisgraafik, kasutades keskmisi piigi kdrgusi (pindalasid) ja arvestades
UV-kontrolli (punkt 5.6.3.3) tulemusi.

5.6.3. Standardlahuste UV-standardiseerimine
5.6.3.1. A-vitamiini atsetaadi pdhilahus

2,0 ml A-vitamiini atsetaadi pohilahust (punkt 3.11.1) pipetitakse 50 ml
modtekolbi (punkt 4.2.2) ja tdidetakse 2-propanooliga (punkt 3.8)
mirgini. Selle lahuse nominaalne kontsentratsioon on 56 RU A-vita-
miini milliliitri kohta. 3,0 ml A-vitamiini atsetaadi lahjendatud lahust
pipetitakse 25 ml mddtekolbi ja tdidetakse 2-propanooliga (punkt 3.8)
mirgini. Selle lahuse nominaalne kontsentratsioon on 6,72 RU A-vita-
miini milliliitri kohta. Spektrofotomeetriga (punkt 4.6) mdddetakse
selle lahuse UV-spekter 2-propanooli (punkt 3.8) suhtes vahemikus
300—400 nm. Ekstinktsioonimaksimum peab olema vahemikus 325-
327 nm.

A-vitamiini sisalduse arvutamine:

RU A — vitamiini milliliitri kohta = E36 x 19,0

(E}Z/;’H A — vitamiini atsetaadi puhul = 1530 lainepikkusel 326 nm 2 — propanoolis)

5.6.3.2. A-vitamiini palmitaadi pohilahus

2,0 ml A-vitamiini palmitaadi pohilahust (punkt 3.12.1) pipetitakse
50 ml modtekolbi (punkt 4.2.2) ja tididetakse 2-propanooliga (punkt
3.8) mirgini. Selle lahuse nominaalne kontsentratsioon on 56 RU A-
vitamiini milliliitri kohta. 3,0 ml A-vitamiini palmitaadi pohilahust
pipetitakse 25 ml mddtekolbi ja tdidetakse 2-propanooliga (punkt 3.8)
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5.6.3.3.

mirgini. Selle lahuse nominaalne kontsentratsioon on 6,72 RU A-vita-
miini milliliitri kohta. Spektrofotomeetriga (punkt 4.6) modddetakse
selle lahuse UV-spekter 2-propanooli (punkt 3.8) suhtes vahemikus
300—400 nm. Ekstinktsioonimaksimum peab olema vahemikus 325-
327 nm.

A-vitamiini sisalduse arvutamine:

RU A — vitamiini milliliitri kohta = E36 x 19,0

(El%

lem

A — vitamiini palmitaadi puhul = 957 lainepikkusel 326 nm 2 — propanoolis)

A-vitamiini standardt6olahus

3,0 ml A-vitamiini lahjendamata standardt66lahust, mis on valmistatud
vastavalt punktile 5.6.1, pipetitakse 50 ml modtekolbi (punkt 4.2.2) ja
tdidetakse 2-propanooliga (punkt 3.8) mirgini. 5,0 ml seda lahust pipe-
titakse 25 ml modtekolbi ja tdidetakse 2-propanooliga (punkt 3.8)
mirgini. Selle lahuse nominaalne kontsentratsioon on 6,72 RU A-vita-
miini milliliitri kohta. Spektrofotomeetriga (punkt 4.6) mdddetakse
selle lahuse UV-spekter 2-propanooli (punkt 3.8) suhtes vahemikus
300-400 nm. Ekstinktsioonimaksimum peab olema vahemikus 325—
327 nm.

A-vitamiini sisalduse arvutamine:

RU A — vitamiini milliliitri kohta = E3,5 x 18,30

(El%

lem

A — vitamiini alkoholi puhul = 1821 lainepikkusel 325 nm 2 — propanoolis)

Tulemuste arvutamine

Proovilahuse A-vitamiini piigi keskmisest korgusest (pindalast) mééra-
takse kalibreerimisgraafiku (punkt 5.6.2) jargi proovilahuse kontsentrat-
sioon RU-des milliliitri kohta.

Proovi A-vitamiini sisaldus w RU-des kilogrammi kohta arvutatakse

jargmise valemi jéirgi:

500 % ¢ X'V, x 1000
N Vi Xxm

[RU/kg]

kus:

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

V, = vastavalt punktile 5.4 voetud alikvoodi kogus milliliitrites;

m = kaalutise mass grammides.

Téhelepanekud

Madala A-vitamiini kontsentratsiooniga proovides voib olla kasulik
ihendada kahe seebistamiseks voetud koguse (kaalutud kogus: 25 g)
petrooleetri ekstraktid tiheks proovilahuseks, mida méadratakse HPLC-

ga.
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7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

7.6.

7.7.

7.8.

7.9.

Analiiiisiks vdetud proov ei tohi sisaldada iile 2 g rasva.

Faaside halva eraldumise puhul lisatakse emulsiooni I16hkumiseks
umbes 10 ml etanooli (punkt 3.1).

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

BHT asemel vdib kasutada hiidrokinooni.

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

Naatriumaskorbaadi lahuse asemel voib kasutada umbes 150 mg askor-
biinhapet.

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

A-vitamiini analiilisimisel piimaasendajates tuleb erilist tdhelepanu
poorata

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

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

Et kontrollida rakendatud analiiiisimeetodi tulemuste usaldusvairsust
konealuse spetsiifilise pohiaine (piimaasendaja) puhul, tuleb tdiendava
kaalutisega teha saagisekatse. Kui saagise médr on alla 80 %, esitatakse
analiiiisi tulemus saagisekorrektsiooniga.

Korduvus

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

Vérdlusuuringu tulemused (')

Eelsegu Soéoda eelsegu kﬁiﬁz;i?;t Valgurikas s66t Porsasoot
L 13 12 13 12 13
n 48 45 47 46 49
keskmine [RU/kg] 17,02 x 106 1,21 x 106 537 100 151 800 18 070
Ny [RU/kg] 0,51 x 106 0,039 x 106 22080 12 280 682
r [RU/kg] 1,43 x 106 0,109 x 106 61 824 34 384 1910
CVr [%] 3,0 3,5 4,1 8,1 3,8
sR [RU/kg] 1,36 x 106 0,069 x 106 46 300 23 060 3614

(") Miédramised viis 1dbi ihenduse Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs-

und Forschungsanstalten (VDLUFA) so6tade uurimisgrupp.
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v Mineraal- . v .

Eelsegu Séoda eelsegu Kontsentraat Valgurikas s66t Porsasoot
R [RU/kg] 3,81 x 106 0,193 x 106 129 640 64 568 10119
CVR [%] 8,0 6,2 8,6 15 20
L: laborite arv
n: iiksikmédramiste arv
N korduvust iseloomustav standardhilve
sR: korratavust iseloomustav standardhilve
r: korduvus
R: korratavus
CVr: korduvuse variatsioonikordaja

CVR:  korratavuse variatsioonikordaja
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Joonis 1

Ekstraktsiooniseade (punkt 4.8)

]

i

(plkkus umbes 45 cm)

Klaassilinder (4.8.1)
(kdrgus umbes 48 cm)

Lihviga kiaasotsak (4.8.2)

-— (les-alla nihutatav toru

Petrooleetri kint

Veekinht

seebistatud SO0t
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B. E-VITAMIINI SISALDUSE MAARAMINE

E-vitamiini sisaldus méératakse

— standardis EN 17547 ,,Loomas&6t: proovivotu- ja analiilisimeetodid
— A-, E- ja D-vitamiini (') sisalduse méddramine — Tahke faasi
ekstraheerimisega (SPE) puhastamist ja kdrgefektiivset vedelikkro-
matograafiat (HPLC) kasutav meetod* esitatud analiitisimeetodiga
voi

— korgefektiivse poordfaasilise vedelikkromatograafia (RP-HPLC)
abil, kasutades UV- voi fluorestsentsdetektorit, nagu on kirjeldatud
jargnevates punktides 1-9.

1. Eesmirk ja kohaldamisala

Selle meetodiga on vdimalik maéédrata E-vitamiini kogust soddas. E-
vitamiini sisaldust véljendatakse DL-o-tokoferoolatsetaadi milligram-
mides kilogrammi kohta. 1mg DL-a-tokoferoolatsetaati vastab
0,91 mg DL-o-tokoferoolile (E-vitamiin).

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

2. Pohimote

Proov hiidroliiiisitakse kaaliumhiidroksiidi etanoolilahusega ja E-vita-
miin ekstraheeritakse petrooleetrisse. Lahusti aurustatakse ja jadk lahus-
tatakse metanoolis ning vajadusel lahjendatakse ndutud kontsentratsioo-
nini. E-vitamiini sisaldus miératakse poordfaasilise korgefektiivse
vedelikkromatograatia (RP-HPLC) meetodiga, kasutades UV- voi fluo-
restsentsdetektorit.

3. Reaktiivid
3.1. Etanool, 6 = 96 %.

3.2. Petrooleeter, keemisvahemik 40-60 °C.
3.3. Metanool.
3.4. Kaaliumhiidroksiidi lahus, ¢ = 50 g/100 ml.

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

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

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

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

3.8. HPLC liikuv faas: metanooli (punkt 3.3) ja vee segu, nt 980 + 20
(v + v). Tépne vahekord médratakse kasutatava kolonni parameetrite
jérgi.

3.9. Hapnikuvaba ldmmastik.

3.10. DL-o-tokoferoolatsetaat, eriti puhas, kontrollitud aktiivsusega.

(") Standardis EN 17547 esitatud analiiisimeetodile viidatakse kui alternatiivsele meetodile,
mida kasutatakse ametlikuks kontrolliks A- ja E-vitamiini sisalduse médramisel A-vita-
miini sisalduse méadramiseks kéesoleva lisa A osas kirjeldatud meetodi asemel ja E-
vitamiini sisalduse médramiseks kdesoleva lisa B osas kirjeldatud meetodi asemel.
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3.10.1.

3.11.

3.11.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.23.

4.2.4.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.8.1.

4.8.2.

DL-o-tokoferoolatsetaadi  pohilahus: 100 ml modtekolbi  kaalutakse
0,1 mg tapsusega 100 mg DL-a-tokoferoolatsetaati (punkt 3.10). Lahus-
tatakse etanoolis (punkt 3.1) ja tdidetakse sama lahustiga mérgini. 1 ml
seda lahust sisaldab 1 mg DL-a-tokoferoolatsetaati. (UV-kontrolli kohta
vt punkt 5.6.1.3; stabiliseerimise kohta vt tdhelepanekute punkt 7.4).

DL-a-tokoferool, eriti puhas, kontrollitud aktiivsusega.

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

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

Seadmed

Rotaatorkileaurusti

Tumedast klaasist noud

Lihvavaga lamedapohjalised vdi koonilised kolvid, 500 ml

Lihvkorgiga kitsakaelalised mdotkolvid 10, 25, 100 ja 500 ml

Lihvkorgiga koonilised jaotuslehtrid, 1 000 ml

Lihvavaga pirnkolvid, 250 ml

Lihvithendusega Allihni tagasivoolujahuti, timbrise pikkus 300 mm,
gaasitoru adapteriga

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

HPLC-seadmed sissepritsesiisteemiga

Vedelikkromatograafia kolonn, 250 mm x 4 mm, Cyg, tdidise terasuurus
5 voi 10 um voi samavéaérne

Muudetava lainepikkusega UV- vdi fluorestsentsdetektor

Spektrofotomeeter 10 mm kvartskiivettidega

Magnetseguriga veevann

Ekstraktsiooniseade (vt joonis 1), mis koosneb:

1-liitrisest lihvava ja lihvkorgiga klaassilindrist;

lihviga klaasotsakust, mis on varustatud kdorvaltoruga ja keskelt labi
mineva tles-alla nihutatava toruga. Nihutataval torul peab olema U-
kujuline alumine ots ja teises otsas diiiis, nii et silindris oleva vedeliku
ilemist kihti oleks vdimalik viia iile jaotuslehtrisse.
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5.1

5.2

5.3.

Too kaik

Mdirkus: E-vitamiin on tundlik (UV-) valguse ja oksiideerumise suhtes.
Koik toimingud tuleb teostada valguse ja hapniku juurdepda-
suta (kasutades tumedast klaasist voi alumiiniumfooliumiga
kaetud ndusid ja voolutades ldmmastikuga). Ekstraheerimise
ajal tuleb vedeliku kohal olev Ohk asendada ldmmastikuga
(tlerdhu valtimiseks tuleb korki aeg-ajalt kergitada).

Proovi ettevalmistamine

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

Seebistamine

500 ml lamedapohjalisse voi koonilisse kolbi (punkt 4.2.1) kaalutakse
0,01 g tdpsusega 2-25g proovi, sOltuvalt E-vitamiini sisaldusest.
Seejarel lisatakse ringliigutustega segades 130 ml etanooli (punkt
3.1), umbes 100 mg BHT (punkt 3.12), 2 ml naatriumaskorbaadi lahust
(punkt 3.5) ja 2 ml naatriumsulfiidi lahust (punkt 3.6). Kolvi otsa
ihendatakse jahuti (punkt 4.3) ja kolb pannakse magnetseguriga
veevanni (punkt 4.7). Kuumutatakse keemiseni ja keedetakse tagasi-
voolujahuti all 5 minutit. Seejérel lisatakse ldbi jahuti (punkt 4.3)
25 ml kaaliumhiidroksiidi lahust (punkt 3.4) ja lastakse segamisel
keeda tagasivoolujahuti all veel 25 minutit, voolutades norgalt lammas-
tikuga. Seejdrel loputatakse jahutit umbes 20 ml veega ja jahutatakse
kolvi sisu toatemperatuurini.

Ekstraheerimine

Seebistamislahus  viiakse dekanteerimise teel kvantitatiivselt iile
1000 ml jaotuslehtrisse (punkt 4.2.3) vdi ekstraktsiooniscadmesse
(punkt 4.8), loputades kokku 250 ml veega. Seebistamiskolbi loputa-
takse jérjest 25 ml etanooli (punkt 3.1) ja 100 ml petrooleetriga (punkt
3.2) ja viiakse ka need vedelikukogused iile jaotuslehtrisse vdi ekstrakt-
siooniseadmesse. Vee ja etanooli vahekord iihendatud lahuses peab
olema umbes 2:1. Raputatakse tugevasti kaks minutit ja lastakse kaks
minutit selgineda.

Ekstraheerimine jaotuslehtriga (punkt 4.2.3)

Kui kihid on eraldunud (vt tdhelepanekute punkt 7.3), kantakse petroo-
leetri kiht iile teise jaotuslehtrisse (punkt 4.2.3). Seda ekstraheerimist
korratakse kaks korda 100 ml petrooleetriga (punkt 3.2) ja kaks korda
50 ml petrooleetriga (punkt 3.2).

Uhendatud ekstrakte pestakse jaotuslehtris kergelt loksutades (et viltida
emulsiooni tekkimist) kaks korda 100 ml veekogustega ja seejdrel
korduval raputamisel veel 100 ml veekogustega, kuni vesi ei muuda
enam varvust fenoolftaleiini lahuse (punkt 3.7) lisamisel (tavaliselt
piisab neljakordsest pesemisest). Emulgeerunud vee korvaldamiseks
filtritakse pestud ekstrakt ldbi kuiva faasieraldusfiltri (punkt 4.4)
500 ml modtekolbi (punkt 4.2.2). Jaotuslehtrit ja filtrit loputatakse
50 ml petrooleetriga (punkt 3.2), tdidetakse petrooleetriga (punkt 3.2)
mirgini ja segatakse histi.

Ekstraheerimine ekstraktsiooniseadmega (punkt 4.8)

Kui kihid on eraldunud (vt tdhelepanekute punkt 7.3), pannakse klaas-
silindri (punkt 4.8.1) korgi asemele lihviga klaasotsak (punkt 4.8.2) ja
seatakse nihutatava toru U-kujuline alumine ots nii, et see oleks tépselt
faaside eralduspinna kohal. Tostes gaasivooliku kaudu korvaltorusse
juhitava lammastiku rohku, viiakse {iilemine petrooleetri kiht iile
1000 ml jaotuslehtrisse (punkt 4.2.3). Klaassilindrisse lisatakse 100
ml petrooleetrit (punkt 3.2), suletakse korgiga ja raputatakse tugevasti.
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5.4.

5.5.

5.6.
5.6.1.
5.6.1.1.

Kihtidel lastakse eralduda ja tilemine kiht viiakse iile jaotuslehtrisse
nagu ennegi. Ekstraheerimist korratakse jirgmise 100 ml petrooleetriga
(punkt 3.2), siis kaks korda 50 ml petrooleetri (punkt 3.2) kogustega ja
viiakse petrooleetri kihid iile jaotuslehtrisse.

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

Proovilahuse valmistamine HPLC jaoks

Petrooleetri lahuse (punktist 5.3.1 voi 5.3.2) alikvoot viiakse pipetiga
250 ml pirnkolbi (punkt 4.2.4). Vaakumrotaatoraurustiga (punkt 4.1)
aurustatakse lahusti vaakumis peaaegu kuivaks veevanni temperatuuril
mitte tile 40 °C. Kolbi lastakse lammastik (punkt 3.9) kuni atmosfda-
rirdhuni ja kolb eemaldatakse vaakumrotaatoraurustist. Jérelejadnud
lahusti eemaldatakse lammastikuga (punkt 3.9) voolutades ja jadk
lahustatakse kohe teadaoleva koguse (10—100 ml) metanooliga (punkt
3.3) (DL-o-tokoferooli kontsentratsioon peab jadma vahemikku 5-
30 pg/ml).

Mddramine HPLC-ga

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

Punktis 5.4 saadud metanoolilahuse alikvoot (nt 20 pl) sistitakse
kolonni ja elueeritakse litkuva faasiga (punkt 3.8). Arvutatakse sama
proovilahuse erinevate siistide keskmine piigi kdrgus (pindala) ja kali-
breerimislahuste (punkt 5.6.2) mitme siisti keskmised piigi korgused
(pindalad).

HPLC tingimused

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

Vedelikkromatograafia 250 mm x 4 mm, Cg, tdidise terasuurus

kolonn (punkt 4.5.1): 5 voi 10 pm vOi samavédrne

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

Voolukiirus: 1-2 ml/min

Detektor (punkt 4.5.2): Fluorestsentsdetektor (ergastamine:

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

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

25 ml DL-a-tokoferoolatsetaadi pohilahust (punkt 3.10.1) viiakse pipe-
tiga 500 ml lamedapdhjalisse voi koonilisse kolbi (punkt 4.2.1) ja
hiidroliiiisitakse vastavalt punktis 5.2 kirjeldatule. Seejérel ekstraheeri-
takse petrooleetriga (punkt 3.2) vastavalt punktis 5.3 kirjeldatule ja
tdidetakse petrooleetriga 500 milliliitrini. 25 ml seda ekstrakti aurusta-
takse vaakumrotaatoraurustil (vt punkt 5.4) peaaegu kuivaks, jérele-
jéanud lahusti eemaldatakse ldmmastikuga (punkt 3.9) voolutades ja
jéak lahustatakse uuesti 25,0 ml metanooliga (punkt 3.3). Selle lahuse
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5.6.1.2.

5.6.1.3.

5.6.2.
5.6.2.1.

5.6.2.2.

5.6.2.3.

nominaalne kontsentratsioon on 45,5 ug DL-a-tokoferooli ml kohta,
mis on ekvivalentne 50 ug DL-a-tokoferoolatsetaadiga ml kohta. Stan-
dardt6olahus valmistatakse vahetult enne kasutamist.

Kalibreerimislahuste valmistamine ja kalibreerimisgraafiku koostamine

1,0, 2,0, 4,0 ja 10,0 ml standardtodlahust viiakse iile 20 ml modtkolbi-
desse, tdidetakse metanooliga (punkt 3.3) mérgini ja segatakse. Nende
lahuste nominaalsed kontsentratsioonid on 2,5, 5,0, 10,0 ja 25,0 ug/ml
DL-o-tokoferoolatsetaati, s.o 2,28, 4,55, 9,10 ja 22,8 pg/ml DL-a-toko-
ferooli.

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

DL-a-tokoferoolatsetaadi pdhilahuse (punkt 3.10.1) UV-standardiseeri-
mine

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

Neeldumismaksimum peaks olema 284 nm:

El%

lem = 43,6 etanoolis 284 nm juures

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

DL-o-tokoferooli standard
Standardtoolahuse valmistamine

2 ml DL-a-tokoferooli pdhilahust (punkt 3.11.1) viiakse pipetiga 50 ml
modtekolbi, lahustatakse metanoolis (punkt 3.3) ja tdidetakse metanoo-
liga mérgini. Selle lahuse nominaalne kontsentratsioon on 40 pg DL-a-
tokoferooli ml kohta, mis on ekvivalentne 44,0 ug DL-a-tokoferoolat-
setaadiga ml kohta. Standardtdolahus valmistatakse vahetult enne kasu-
tamist.

Kalibreerimislahuste valmistamine ja kalibreerimisgraafiku koostamine

1,0, 2,0, 4,0 ja 10,0 ml standardtoolahust viiakse iile 20 ml mdotkolbi-
desse, tdidetakse metanooliga (punkt 3.3) margini ja segatakse. Nende
lahuste nominaalsed kontsentratsioonid on 2,0, 4,0, 8,0 ja 20,0 ug/ml
DL-a-tokoferooli, s.o 2,20, 4,40, 8,79 ja 22,0 pg/ml DL-a-tokoferoolat-
setaati.

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

DL-o-tokoferooli pohilahuse (punkt 3.11.1) UV-standardiseerimine

2,0 ml DL-a-tokoferooli pohilahust (punkt 3.11.1) lahjendatakse
etanooliga 25,0 milliliitrini ja mdddetakse spektrofotomeetriga (punkt
4.6) selle lahuse UV-spekter vahemikus 250-320 nm etanooli (punkt
3.1) suhtes. Neeldumismaksimum peaks olema 292 nm:
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7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

7.6.

7.7.

7.8.

7.9.

El%

lem = 75,8 etanoolis 292 nm juures

Sellisel lahjendusel peab ekstinktsiooni véirtus olema 0,6.

Tulemuste arvutamine

Proovilahuse E-vitamiini piikide keskmisest kdrgusest (pindalast)
méadratakse kalibreerimisgraafiku (punkt 5.6.1.2 v&i 5.6.2.2) jérgi proo-
vilahuse kontsentratsioon pg-des milliliitri kohta (arvutatuna DL-a-
tokoferoolatsetaadina).

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

W= 7502: z ;Vz [mg/ke]
kus:
c = E-vitamiini (DL-a-tokoferoolatsetaadina) kontsentrat-
sioon (pg/ml) proovilahuses (punkt 5.4);
V,; = proovilahuse (punkt 5.4) kogus milliliitrites;
V, = vastavalt punktile 5.4 vdetud alikvoodi kogus milliliitrites;
m = kaalutise mass grammides.
Téihelepanekud

Madala E-vitamiini kontsentratsiooniga proovides voib olla kasulik
ithendada kahe seebistamiseks voetud koguse (kaalutud kogus: 25 g)
petrooleetri ekstraktid tiheks proovilahuseks, mida méairatakse HPLC-

ga.
Analiiiisiks voetud proov ei tohi sisaldada iile 2 g rasva.

Faaside halva eraldumise puhul lisatakse emulsiooni 18hkumiseks
umbes 10 ml etanooli (punkt 3.1).

Pérast DL-a-tokoferoolatsetaadi voi DL-a-tokoferooli lahuste spektro-
fotomeetrilist mddtmist vastavalt punktile 5.6.1.3 vdi 5.6.2.3 lisatakse
lahusele (punkt 3.10.1 v&i 3.10.2) umbes 10 mg BHT-d (punkt 3.12) ja
hoitakse lahust kiilmkapis (kolblikkusaeg maksimaalselt neli nddalat).

BHT asemel vdib kasutada hiidrokinooni.

Normaalfaasikolonni kasutamisel on vdimalik a-, B-, y- ja d-tokoferooli
eraldumine.

Naatriumaskorbaadi lahuse asemel vdib kasutada umbes 150 mg askor-
biinhapet.

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

E-vitamiini atsetaat hiidroliitisub aluselises keskkonnas véga kiiresti
ning on seepdrast vdga tundlik oksiideerumise suhtes, eriti selliste
mikrolementide nagu raua ja vase olemasolul. Kui eelsegudes maératud
E-vitamiini kogus on suurem kui 5000 mg/kg, voib selle tagajérjeks
olla E-vitamiini lagunemine. Seepédrast soovitatakse kindluse mottes
kasutada HPLC meetodit, mis hdlmab E-vitamiini vormi ensiimaatilist
mineraliseerimist ilma aluselise seebistamise sammuta.
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8. Korduvus

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

9. Vordlusuuringu tulemused (')
Eelsegu Sooda eelsegu kx:;z;ii;;t Valgurikas so6t Porsasoot

L 12 12 12 12 12
n 48 48 48 48 48
Keskmine [mg/kg] 17 380 1187 926 315 61,3
sr [mg/kg] 384 45,3 25,2 13,0 2,3
r [mg/kg] 1075 126,8 70,6 36,4 6,4
CVr [%] 2,2 3,8 2,7 4,1 3,8
sR [mg/kg] 830 65,0 55,5 18,9 7,8
R [mg/kg] 2324 182,0 155,4 52,9 21,8
CVR [%] 48 5,5 6,0 6,0 12,7
L: laborite arv
n: iiksikmddramiste arv
S korduvust iseloomustav standardhidlve
SR: korratavust iseloomustav standardhélve
r: korduvus
R: korratavus
CV.: korduvuse variatsioonikordaja
CVg: korratavuse variatsioonikordaja

und Forschungsanstalten (VDLUFA) so6tade uurimisgrupp.

(") Miédramised viis 1dbi ihenduse Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs-
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C. MIKROELEMENTIDE RAUA, VASE, MANGAANI JA TSINGI
MAARAMINE

Raua-, vase-, mangaani- ja tsingisisaldus médratakse

— standardis EN 15510 ,,Loomast6t: proovivotu- ja analiilisimeetodid
— Kaltsiumi, naatriumi, fosfori, magneesiumi, kaaliumi, raua, tsingi,
vase, mangaani, koobalti, moliibdeeni ja plii mddramine induktiiv-
sidestunud plasma aatomiemissioonspektromeetria (ICP-AES) abil*
esitatud analiiiisimeetodiga voi

— standardis EN 15621 ,,Loomasd6t: proovivotu- ja analiilisimeetodid
— Kaltsiumi, naatriumi, fosfori, magneesiumi, kaaliumi, vaavli,
raua, tsingi, vase, mangaani ja koobalti madramine parast rohu all
lagundamist induktiivsidestunud plasma aatomiemissioonspektro-
meetria (ICP-AES) abil“ esitatud analiiisimeetodiga voi

— standardis EN 17053 ,,Loomasd6t: proovivotu- ja analiilisimeetodid
— Mikroelementide, raskmetallide ja muude elementide méaramine
s60das induktiivsidestunud plasma massispektromeetria (ICP-MS)
abil*“ (erinevad meetodid) voi

— standardis EN 6869 ,,Loomaso6t. Kaltsiumi, vase, raua, magneesiumi,
mangaani, kaaliumi, naatriumi ja tsingi mddramine. Aatomiabsorpt-
sioonspektromeetriat kasutav meetod* analiiiisimeetodiga voi

— leekaatomiabsorptsioonspektromeetria (FAAS) meetodiga, mida on
kirjeldatud jérgnevates punktides 1-8.

(1) Eesmirk ja kohaldamisala

Selle meetodiga on vdimalik médrata s66das mikroelemente: rauda,
vaske, mangaani ja tsinki (!). Kvantifikatsioonipiirid on:

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

2. Pohimote

Proov lahustatakse soolhappes pérast vdimaliku orgaanilise aine hévi-
tamist. Elemendid raud, vask, mangaan ja tsink méératakse aatomiab-
sorptsioonspektromeetriaga pérast asjakohast lahjendamist.

3. Reaktiivid
Sissejuhatavad mdrkused

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

Reaktiivid peavad olema vidhemalt analiiitiliselt puhtad. Miératava
elemendi puudumist tuleb kontrollida pimekatse abil. Vajaduse korral
tuleb reaktiive tdiendavalt puhastada.

(") See meetod on valideeritud vordlusuuringuga mitmesuguste séddamaatriksite puhul.
Téiendava teabe jaoks vaadake https://ec.europa.cu/jrc/en/eurl/feed-additives/authorisa-
tion.
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3.1

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.7.1.

3.8.

3.8.1.

3.9.

3.9.1.

3.10.1.

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

Soolhape (d: 1,19 g/ml).

Soolhape (6 mol/l).

Soolhape (0,5 mol/l).

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

Viaivelhape (d: 1,84 g/ml).

Vesinikperoksiid (ligikaudu 100 mahuosa hapnikku (30 massiprot-
senti)).

Raua standardlahus (1 000 pg Fe/ml), mis on valmistatud jérgmiselt
(vOi kasutatakse samavédrset miiiigil olevat lahust): 1g raudtraati
lahustatakse 200 ml 6 mol/l soolhappes (punkt 3.2), lisatakse 16 ml
vesinikperoksiidi (punkt 3.6) ning tdidetakse veega iihe liitrini.

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

Vase standardlahus (1 000 pg Cu/ml), mis on valmistatud jérgmiselt
(vdi kasutatakse samavédrset miiiigil olevat lahust):

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

Vase standardtodlahus (10 pg Cu/ml), mis on valmistatud, lahjendades
standardlahust (punkt 3.8) veega vahekorras 1: 9 ning seejérel lahjen-
dades saadud lahust veega vahekorras 1: 9.

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

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

Mangaani standardto6lahus (10 pg Mn/ml), mis on valmistatud, lahjen-
dades standardlahust (punkt 3.9) veega vahekorras 1: 9 ning seejérel
lahjendades saadud lahust veega vahekorras 1: 9.

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

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

Tsingi standardtddlahus (10 pg Zn/ml), mis on valmistatud, lahjendades
standardlahust (punkt 3.10) veega vahekorras 1: 9 ning seejdrel lahjen-
dades saadud lahust veega vahekorras 1: 9.

Lantaankloriidi lahus: 12 g lantaanoksiidi lahustatakse 150 ml vees,
lisatakse 100 ml 6 mol/l soolhapet (punkt 3.2) ning tdidetakse veega
the liitrini.
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4.2.

4.3.

5.1

5.1

5.1

5.1

Q)
(2

~

Seadmed

Temperatuuriregulaatori ja voimalusel salvestiga muhvelahi.

Klaasndud peavad olema vastupidavast borosilikaatklaasist ning on
soovitav kasutada vahendeid, mida kasutatakse liksnes mikroelementide
madramiseks.

Aatomiabsorptsioonispektrofotomeeter, mis vastab kasutatava meetodi
nduetele, vottes arvesse tundlikkust ning tdpsust ndutud ulatuses.

Too kiik (1)
Orgaanilist ainet sisaldavad proovid

d. Tuhastamine ja lahuse analiiiisiks ettevalmista-
mine (%)

1.1, 0,2 mg tdpsusega kaalutakse 5-10 g proovi, asetatakse kvarts- voi plaa-
tinatiiglisse (vt markus b), kuivatatakse kuivatuskapis 105 °C juures
ning tiigel asetatakse kiilma muhvelahju (punkt 4.1). Ahi suletakse
(vt mérkus c) ning jérk-jargult tdstetakse ligikaudu 90 minuti jooksul
temperatuur  450—475 °C-ni. Konealust temperatuuri hoitakse 4—
16 tundi (nt 66 jooksul), et eemaldada sdecosakesed, ning seejdrel ahi
avatakse ning lastakse jahtuda (vt mérkus d).

Tuhka niisutatakse veega ja viiakse iile 250 ml keeduklaasi. Tiigel
pestakse ligikaudu 5 ml soolhappega (punkt 3.1) ning soolhape lisa-
takse aeglaselt ja ettevaatlikult keeduklaasi (CO, moodustumise tdttu
voib tekkida tugev reaktsioon). Soolhape (punkt 3.1) lisatakse tilk-
haaval ja loksutades kuni kihisemise lakkamiseni. Aurustatakse
kuivaks, aeg-ajalt klaaspulgaga segades.

Jargmisena lisatakse jadgile 15 ml 6 mol/l soolhapet (punkt 3.2) ning
ligikaudu 120 ml vett. Segatakse klaaspulgaga, mis jéetakse keedu-
klaasi, ning keeduklaas kaetakse kellaklaasiga. Segu lastakse aeglaselt
keema ning hoitakse keemistemperatuuril, kuni lahustuvat tuhka ei ole
enam ndha. Filtritakse 14bi tuhavaba filterpaberi ning filtraat kogutakse
250 ml moodtekolbi. Keeduklaas ja filter pestakse 5 ml kuuma 6 mol/l
soolhappega (punkt 3.2) ning kaks korda keeva veega. Moodtekolb
tdidetakse kuni margini veega (HCl kontsentratsioon ligikaudu
0,5 mol/l).

.1.2. Kui filtris olev jadk on must (siisinik), pannakse see tagasi ahju ning
tuhastatakse uuesti 450—475 °C juures. Konealune tuhastamine, mis
votab aega vaid mone tunni (3—5 tundi), on Idoppenud, kui tuhk on
valge vOi peaaegu valge. Jadk lahustatakse ligikaudu 2 ml soolhappega
(punkt 3.1), aurustatakse kuivaks ning sellele lisatakse 5 ml 6 mol/l

Kasutada voib ka teisi lagundamismeetodeid, kui on kindlaks tehtud, et nendega

saadakse samavédrsed tulemused (nditeks rohu all mikrolainelagundamine).

Haljassoot (vérske voi kuivatatud) voib sisaldada suurel hulgal taimset réni, mis vdib
hoida kinni mikroelemente ning tuleb eemaldada. Konealuse sodda proovide korral tuleb
seega jargida jargmist muudetud menetlust. Sooritada punktis 5.1.1.1 osutatud toiming
kuni filtrimiseni. Lahustumatut jadki sisaldav filterpaber pestakse kaks korda keeva
veega ning asetatakse kvarts- vOi plaatinatiiglisse.

Poletatakse muhvelahjus (punkt 4.1) temperatuuril alla 550 °C, kuni kdik soeosakesed
on tdielikult kadunud. Lastakse jahtuda, lisatakse moned tilgad vett ning 10-15ml
vesinikfluoriidhapet (punkt 3.4) ning aurustatakse kuivaks ligikaudu 150 °C juures.
Kui jédkides on siiski réni, lahustatakse see uuesti paaris milliliitris vesinikfluoriid-
happes (punkt 3.4) ning aurustatakse kuivaks. Lisatakse viis tilka véddvelhapet (punkt
3.5) ning kuumutatakse, kuni enam ei eraldu valget auru. Pirast 5 ml 6 mol/l soolhappe
(punkt 3.2) ja ligikaudu 30 ml vee lisamist kuumutatakse, lahus filtritakse 250 ml mddte-
kolbi ning tdidetakse kuni mérgini veega (HCI kontsentratsioon ligikaudu 0,5 mol/l).
Mikroelementide médramist jitkatakse punktist 5.1.2.
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soolhapet (punkt 3.2). Segu kuumutatakse, lahus filtritakse mddtekolbi
ning tdidetakse kuni margini veega (HCI kontsentratsioon ligikaudu
0,5 mol/l).

Mirkused

a) Mikroelementide méédramisel on oluline poodrata tdhelepanu saasta-
misohule, eriti tsingi, vase ja rauaga. Seetdttu ei tohi proovide ette-
valmistamisel kasutatavad vahendid sisaldada konealuseid metalle.

Uldise saastamisohu vihendamiseks tuleb todtada tolmuvabas kesk-
konnas hoolikalt puhastatud vahendite ja korralikult pestud klaas-
ndudega. Tsingi méddramine on eriti tundlik mitmete saasteallikate
suhtes, nt klaasnoud, reaktiivid, tolm jne.

b

=

Tuhastatava proovi mass arvutatakse sooda ligikaudse mikroelemen-
disisalduse pdhjal vastavalt kasutatava spektrofotomeetri tundlikku-
sele. Teatavate vdikese mikroelementide sisaldusega sodtade puhul
alustatakse 10-20 g proovist, mille 1opplahus tdidetakse vaid kuni
100 ml lahuse saamiseni.

C

~

Tuhastamine peab toimuma suletud ahjus Shu voi hapniku juurde-
péddsuta.

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

5.1.2.  Spektrofotomeetriline mddramine
5.1.2.1. Kalibreerimislahuste valmistamine

Iga médratava elemendi jaoks valmistatakse punktides 3.7.1, 3.8.1,
39.1ja 3.10.1 osutatud standardtdolahustest kalibreerimislahused,
millest iga lahuse HCI kontsentratsioon on ligikaudu 0,5 mol/l ning
(raua, mangaani ja tsingi korral) lantaankloriidi kontsentratsioon on
samavédrne 0,1 % lantaaniga (w/v).

Valitud mikroelementide kontsentratsioonid peavad jadma kasutatava
spektrofotomeetri tundlikkuse piiresse. Jargmistes tabelites on nditena
esitatud tavapdraste kalibreerimislahuste koostised, kuid sdltuvalt kasu-
tatava spektrofotomeetri tiitibist ja tundlikkusest v3ib osutuda vajali-
kuks valida muud kontsentratsioonid.

Raud
ug Fe/ml 0 0,5 1 2 3 4 5
ml standardtodlahust (punkt 3.7.1) (1 ml = 0 0,5 1 2 3 4 5
100 pg Fe)
ml HCI (punkt 3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml lantaankloriidi lahust (punkt 3.11) ning tdidetakse veega 100 ml lahuse saamiseni.
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Vask

ug Cu/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
ml standardtodlahust (punkt 3.8.1) (1 ml = 0 1 2 4 6 8 10
10 pg Cu)

ml HCI (punkt 3.2) 8 8 8 8 8 8 8

Mangaan

ug Mn/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
ml standardtodlahust (punkt 3.9.1) (1 ml = 0 1 2 4 6 8 10
10 pg Mn)

ml HCI (punkt 3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml lantaankloriidi lahust (punkt 3.11) ning tdidetakse veega 100 ml lahuse saamiseni.

Tsink
pg Zn/ml 0 0,05 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8
ml standardtodlahust (punkt 3.10.1) (I ml = 0 0,5 1 2 4 6 8
10 pg Zn)
ml HCI (punkt 3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml lantaankloriidi lahust (punkt 3.11) ning tdidetakse veega 100 ml lahuse saamiseni.

5.1.2.2. Lahuse ettevalmistamine analiiiisiks

Vase médramiseks saab vastavalt punktile 5.1.1 valmistatud lahust
tavaliselt kohe kasutada. Kui lahuse kontsentratsioon on vaja viia kali-
breerimislahuste piiresse, vOib lahuse alikvoodi pipettida 100 ml
mddtekolbi ning tdita mérgini 0,5 mol/l soolhappega (punkt 3.3).

Raua, mangaani ja tsingi méidramiseks pipetitakse vastavalt punktile
5.1.1 valmistatud lahuse alikvoot 100 ml modtekolbi, lisatakse 10 ml
lantaankloriidilahust (punkt 3.11) ning tdidetakse mairgini 0,5 mol/l
soolhappega (punkt 3.3) (vt ka punkt 8 ,,Tdhelepanek®).

5.1.2.3. Pimekatse
Pimekatse peab hdlmama koiki protseduuri ettendhtud etappe, vilja

arvatud see, et proovimaterjal jdetakse vilja. Pimekatsel ei tohi kasu-
tada kalibreerimislahust 0.

5.1.2.4. Aatomiabsorptsiooni modtmine

Kalibreerimislahuste ja analiiisitava lahuse aatomiabsorptsiooni
moddetakse oksiideerivat Ohk-atsetiileenleeki kasutades jargmistel
lainepikkustel:

Fe: 248,3 nm

Cu: 324,8 nm

Mn: 279,5 nm

Zn: 213,8 nm

Iga moGtmist tuleb teha neli korda.
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5.2.

Mineraalsoét

Kui proov ei sisalda orgaanilist ainet, ei ole eelnev tuhastamine vajalik.
Toimitakse vastavalt punktile 5.1.1.1, alustades teisest 10igust. Vesi-
nikfluoriidhappega aurustamise voib dra jétta.

Tulemuste arvutamine

Mikroelementide kontsentratsioon analiilisitavas lahuses arvutatakse
kalibreerimiskdverat kasutades ning tulemus viljendatakse mikroele-
mentide milligrammides iihe kilogrammi proovi kohta (miljondik-
kudes).

Korduvus

Sama analiilisija poolt sama prooviga tehtud kahe paralleelse médra-
mise tulemuste erinevus ei tohi iiletada:

— absoluutvéirtusena viljendatult 5 mg/kg, kui asjaomase mikroele-
mendi sisaldus on kuni 50 mg/kg;

— 10 % suuremast tulemusest, kui asjaomase mikroelemendi sisaldus
on 50-100 mg/kg;

— absoluutvéartusena valjendatult 10 mg/kg, kui asjaomase mikroele-
mendi sisaldus on 100-200 mg/kg;

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

Téhelepanek

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

D. HALOFUGINOONI MAARAMINE

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

Halofuginoonisisaldus maératakse

— standardis EN 17299 ,,Loomasd6t: proovivotu- ja analiilisimeetodid —
Lubatud koktsidiostaatikumide seire ja mddramine aditiivsel ja 1%
ja 3 % ristsaastumise tasemel ning registreerimata koktsidiostaatiku-
mide ja {ihe antibiootikumi seire ja méddramine subaditiivsel tasandil
segasdodas korgefektiivse vedelikkromatograafia abil koos tandem-
massispektromeetriaga (LC-MS/MS)* esitatud analiiisimeetodiga voi

— korgefektiivse podrdfaasilise vedelikkromatograatia (HPLC) abil,
kasutades UV-detektorit, nagu on kirjeldatud jirgnevates punktides
1-8.

Eesmiirk ja kohaldamisala

Selle meetodiga on vdimalik médrata halofuginooni kogust sdddas.
Maéramispiir on 1 mg/kg.

Pohiméte

Pérast kuuma veega tootlemist ekstraheeritakse halofuginoon vaba
alusena etiililatsetaati ning eraldatakse hiidrokloriidina happe vesilahu-
sesse. Ekstrakt puhastatakse ioonvahetuskromatograafia abil. Halofugi-
noonisisaldus maéératakse poordfaasilise kdrgefektiivse vedelikkromato-
graafia (HPLC) abil, kasutades UV-detektorit.
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.1.

3.6.2.

3.7.

3.8.

3.9.

Reaktiivid

HPLC-puhtusastmega atsetonitriil.
Amberlite XAD-2 vaik.
Ammooniumatsetaat.
Etiiiilatsetaat.

Jad-addikhape.

Halofuginooni standardaine (DL-trans-7-bromo-6-kloro-3-[3-(3-
hitidroksii-2-piperidiiiil Jatsetontiiil ]-kinasoliin-4-(3 H)-oon-vesinikbro-
miid, E 764).

Halofuginooni pohistandardlahus, 100 pg/ml

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

Kalibreerimislahused

100 ml modtekolbidesse kantakse 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 ja 6,0 ml pdhistan-
dardlahust (punkt 3.6.1). Téidetakse kuni mérgini litkkuva faasiga (punkt
3.21) ja segatakse. Lahuste halofuginooni kontsentratsioonid on vasta-
valt 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 and 6,0 pg/ml. Lahused tuleb valmistada vahetult
enne kasutamist.

Soolhape (pyo umbes 1,16 g/ml).

Metanool.

Hobenitraat.

Naatriumaskorbaat.

Naatriumkarbonaat.

Naatriumkloriid.

EDTA (etiileendiamiintetradédikhape, dinaatriumsool).
HPLC-puhtusastmega vesi.

Naatriumkarbonaadi lahus, ¢ = 10 g/100 ml.

Naatriumkloriidiga kiillastatud naatriumkarbonaadi lahus, ¢ =5 g/100 ml

50 g naatriumkarbonaati (punkt 3.11) lahustatakse vees, lahjendatakse
1 liitrini ja lisatakse kuni lahuse kiillastumiseni naatriumkloriidi (punkt
3.12).

Soolhape, umbes 0,1 mol/l
10 ml soolhapet (punkt 3.7) lahjendatakse veega kuni 1 liitrini.
Ammooniumatsetaadi puhverlahus, umbes 0,25 mol/l

19,3 g ammooniumatsetaati (punkt 3.3) ja 30 ml dddikhapet (punkt 3.5)
lahustatakse vees (punkt 3.14) ja lahjendatakse kuni 1 liitrini.



02009R0152 — ET — 04.04.2024 — 009.001 — 99

3.20.

3.21.

4.2.

4.3.

4.4.

44.1.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

5.1.

5.1.1.

Amberlite XAD-2 vaigu ettevalmistamine

Asjakohane kogus Amberlite’i (punkt 3.2) pestakse veega, kuni drava-
latud vesifaasile tehtud hdbenitraadi (punkt 3.20) test nditab, et kdik
klooriioonid on eemaldatud. Vaiku pestakse 50 ml metanooliga (punkt
3.8), metanool valatakse dra ja vaik siilitatakse vérskes metanoolis.

Hobenitraadi lahus, umbes 0,1 mol/l
0,17 g hdbenitraati (punkt 3.9) lahustatakse 10 ml vees.
HPLC liikuv faas

500 ml atsetonitriili (punkt 3.1) segatakse 300 ml ammooniumatsetaadi
puhverlahusega (punkt 3.18) ja 1200 ml veega (punkt 3.14). Aidik-
happe (punkt 3.5) abil korrigeeritakse pH 4,3-le. Filtritakse labi
0,22 pum filtri (punkt 4.8) ja lahus degaseeritakse (nt toodeldes ultra-
heliga 10 minutit). See lahus sdilib suletud mahutis pimedas hoituna
tiks kuu.

Seadmed

Ultrahelivann.
Rotaatorkileaurusti.
Tsentrifuug.

HPLC-seade muudetava lainepikkusega ultraviolett-detektoriga voi
dioodireadetektoriga.

Vedelikkromatograafia kolonn, 300 mm x 4 mm, Cyg, tdidise terasuurus
10 pm, voi samavéirne.

Klaaskolonn (300 mm x 10 mm), millel on paagutatud klaasfilter ja
korkkraan.

Klaaskiudfiltrid diameetriga 150 mm.
Membraanfiltrid, 0,45 pm.
Membraanfiltrid, 0,22 pm.

Too kaik

Mdirkus: halofuginoon on vaba alusena leelistes ja etiililatsetaadi
lahustes ebastabiilne. Seda ei tohi hoida etiiiilatsetaadis {ile
30 minuti.

Uldsditted

Tuleb analiiiisida vordlussoota, veendumaks, et selles ei ole halofugi-
nooni ega segavaid aineid.

Saagisekatses analiiiisitakse vOrdlussoota, millele on lisatud proovis
oleva kogusega ligildhedane kogus halofuginooni. Kontsentratsiooni
3 mg/kg saamiseks lisatakse 10 g vordlussoodale 300 pl pdhistandard-
lahust (punkt 3.6.1), segatakse ja oodatakse enne ekstraheerimise
(punkt 5.2) alustamist 10 minutit.

Mirkus: selle meetodi puhul peab vordlussd6t olema prooviga sama-
laadne ja analiiisimisel ei tohi selles leiduda halofuginooni.
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5.2.

5.3.
5.3.1.

Ekstraheerimine

10 g ettevalmistatud proovi kaalutakse 0,1 g tapsusega 200 ml tsentri-
fuugikiivetti, lisatakse 0,5 g naatriumaskorbaati (punkt 3.10), 0,5 g
EDTAd (punkt 3.13) ja 20 ml vett ning segatakse. Kiivett asetatakse
5 minutiks veevanni (80 °C). Pirast toatemperatuurini jahutamist lisa-
takse 20 ml naatriumkarbonaadi lahust (punkt 3.15) ja segatakse. Lisa-
takse kohe 100 ml etiiiilatsetaati (punkt 3.4) ja loksutatakse kides tuge-
valt 15 sekundit. Kiivett asetatakse kolmeks minutiks ultrahelivanni
(punkt 4.1) ning avatakse kork. Tsentrifuugitakse kaks minutit ja
dekanteeritakse etiililatsetaadi faas 1abi klaaskiudfiltri (punkt 4.6)
500 ml jaotuslehtrisse. Proovi ekstraheerimist korratakse teise 100 ml
ctiitilatsetaadi kogusega. Kogutud ekstrakte pestakse tiks minut 50 ml
naatriumkloriidiga kiillastatud naatriumkarbonaadi lahusega (punkt
3.16) ja veekiht valatakse dra.

Orgaanilist kihti ekstraheeritakse 1 minut 50 ml soolhappega (punkt
3.17). Alumine happekiht kallatakse 250 ml jaotuslehtrisse. Orgaanilist
kihti ekstraheeritakse uuesti 1,5 minutit tdiiendava 50 ml soolhappega ja
lisatakse esimesele ekstraktile. Kogutud happeekstrakte pestakse 10 ml
etiitilatsetaadiga (punkt 3.4) loksutades umbes 10 sekundit.

Veekiht kantakse kvantitatiivselt 250 ml timarkolbi ja orgaaniline faas
valatakse &ra. Happelahusest aurustatakse rotaatorkileaurusti (punkt
4.2) abil kogu allesjdénud etiitilatsetaat. Veevanni temperatuur ei tohi
olla iile 40 °C. Umbes 25-millibaarises vaakumis eemaldatakse 5 minu-
tiga temperatuuril 38 °C kogu allesjadnud etiiilatsetaat.

Puhastamine
Amberlite’i kolonni ettevalmistamine

XAD-2 kolonn valmistatakse ette eraldi iga proovi ekstrakti jaoks. 10 g
valmistatud Amberlite’i (punkt 3.19) kantakse metanooliga (punkt 3.8)
klaaskolonni (punkt 4.5). Vaigukihi peale pannakse viike klaasvilla-
tropp. Metanool kallatakse kolonnist vélja ja vaiku pestakse 100 ml
veega, peatades voolu, kui vedelik jouab vaigukihi iilemise piirini.
Kolonnil lastakse enne kasutamist 10 minutit tasakaalustuda. Kolonni
ei tohi kunagi lasta dra kuivada.

Proovi puhastamine

Ekstrakt (punkt 5.2) kantakse kvantitatiivselt ettevalmistatud Amber-
lite’i kolonni (punkt 5.3.1), elueeritakse, valades eluaadi &ra. Elueeri-
miskiirus ei tohi iiletada 20 ml/min. Umarkolb loputatakse 20 ml sool-
happega (punkt 3.17) ja seda lahust kasutatakse vaigukolonni pesemi-
seks. Allesjdadnud happelahus korvaldatakse Shuvoolu abil. Pesulahused
valatakse dra. Kolonni lisatakse 100 ml metanooli (punkt 3.8) ja
lastakse elueerida 5-10 ml, kogudes eluaadi 250 ml timarkolbi. Alles-
jéanud metanoolil lastakse 10 minutit vaiguga tasakaalustuda ja jatka-
takse elueerimist kiirusel kuni 20 ml/min, kogudes eluaadi samasse
timarkolbi. Metanool aurustatakse rotaatorkileaurusti (punkt 4.2) abil,
veevanni temperatuur ei tohi olla iile 40 °C. Jadk kantakse litkuva faasi
(punkt 3.21) abil kvantitatiivselt 10 ml mddtekolbi. Téidetakse liikuva
faasiga kuni maérgini ja segatakse. Alikvootne osa filtritakse labi
membraanfiltri (punkt 4.7). See lahus hoitakse HPLC médramise
(punkt 5.4) jaoks.
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5.4.
5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

HPLC mddramine

Parameetrid

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

Vedelikkromatograafia kolonn (punkt 4.4.1)
HPLC liikuv faas (punkt 3.21)
Voolukiirus: 1,5-2 ml/min

Avastamise lainepikkus: 243 nm
Sissesiistitav ruumala: 40-100 pl

Kromatograafiaseadme tasakaalustatust kontrollitakse, siistides kordu-
valt kalibreerimislahust (punkt 3.6.2) kontsentratsiooniga 3,0 pg/ml,
kuni saavutatakse konstantsed piigi korgused (pindalad) ja retentsioo-
niajad.

Kalibreerimisgraafik

Iga kalibreerimislahust (punkt 3.6.2) siistitakse korduvalt ja mdddetakse
igale kontsentratsioonile vastavad piigi korgused (pindalad). Koosta-
takse kalibreerimisgraafik, kandes ordinaatteljele kalibreerimislahuste
keskmised piigi korgused (pindalad) ja abstsissteljele vastavad kontsen-
tratsioonid (pg/ml).

Proovilahus

Prooviekstrakti (punkt 5.3.2) siistitakse mitu korda samas mahus kui
kalibreerimislahuste puhul ja méératakse halofuginoonipiikide kesk-
mine korgus (pindala).

Tulemuste arvutamine

Proovilahuse halofuginoonipiikide keskmise korguse (pindala) alusel
madratakse kalibreerimisgraafiku (punkt 5.4.2) abil proovilahuse kont-
sentratsioon (pg/ml).

Halofuginoonisisaldus w (mg/kg) proovis arvutatakse jargmise valemi
jérgi:

kus:
c: proovilahuse halofuginoonikontsentratsioon (pg/ml);
m: kaalutise mass grammides.

Tulemuste kehtivuse kontroll
Identsus

Uuritava aine identsust saab kinnitada tdiendava kromatograafiakatse
abil voi kasutades dioodireadetektorit, mille puhul vorreldakse proo-
viekstrakti ja 6,0 pg/ml sisaldusega kalibreerimislahuse (punkt 3.6.2)
spektreid.

Tédiendav kromatograafia

Prooviekstraktile lisatakse vajalik kogus kalibreerimislahust (punkt
3.6.2). Lisatud halofuginoonikogus peab olema ligikaudu sama suur
nagu prooviekstraktist leitud halofuginoonikogus.
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Vottes arvesse nii lisatud kogust kui ka ekstrakti lahjendust, peab
tousma iiksnes halofuginoonipiigi korgus. Piigi laius poolel korgusel
ei tohi erineda rohkem kui 10 % kontsentreerimata prooviekstrakti
halofuginoonipiigi laiusest.

7.12. Dioodireadetektori kasutamine
Tulemusi hinnatakse jargmiste kriteeriumide kohaselt:

a) proovi ja standardi kromatogrammidel oleva piigi tipu spektri
suurima neeldumise lainepikkused peavad analiilisiseadme lahutus-
voime piires iihte langema. Dioodireadetektori lahutusvoime on
tavaliselt + 2 nm;

b) lainepikkustel 225-300 nm ning suhtelise neeldumise vahemikus
10-100 % peavad proovi ja standardi piigi tipu spektrid kromato-
grammil iihte langema. Seda nduet peetakse tdidetuks, kui nimetatud
spektrites esinevad iithed ja samad maksimumid ning erinevused
kahe spektri koigis uuritud punktides ei iileta 15 % standardainele
vastavatest neeldumistest;

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

Kui moni nendest nouetest ei ole tiidetud, ei peeta otsitava aine olema-
solu tdestatuks.

7.2. Korduvus

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

7.3. Saagis

Suurendatud kontsentratsiooniga fooniproovi puhul peab saagis olema
vihemalt 80 %.

8. Vordlusuuringu tulemused

Korraldati vordlusuuring, () mille kdigus kaheksas laboris analiiiisiti
kolme proovi.

Tulemused
Proov A (vordlus-
proov) Proov B (jahu) Proov C (graanulid)
Algul
Algul Kahe kuu pérast Algul Kahe kuu pérast
Keskmine [mg/kg] ND 2,80 2,42 2,89 2,45
Sg [mg/kg] — 0,45 0,43 0,40 0,42
CVy [%] — 16 18 14 17

(") The Analyst 108, 1983, 1k 1252-1256.
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.

Proov A (vordlus-
proov) Proov B (jahu) Proov C (graanulid)
Algul
Algul Kahe kuu pérast Algul Kahe kuu pérast
Rec. [%] 86 74 88 75
ND = allpool avastamisldve
Sk = korratavust iseloomustav standardhélve

CVy = korratavuse variatsioonikordaja (%)

Rec. = saagis: (%)

E. ROBENIDIINI MAARAMINE

1,3-bis[(p-klorobensiilideen)amino] guanidiinhiidrokloriid

Robenidiinisisaldus mééaratakse

— standardis EN 17299 ,.Loomasd6t: proovivotu- ja analiitisimeetodid
— Lubatud koktsidiostaatikumide seire ja médramine aditiivsel
ja 1% ja 3 % ristsaastumise tasemel ning registreerimata koktsi-
diostaatikumide ja iihe antibiootikumi seire ja médramine subadi-
tiivsel tasandil segas6odas korgefektiivse vedelikkromatograafia
abil koos tandemmassispektromeetriaga (LC-MS/MS)* esitatud
analiitisimeetodiga voi

— korgefektiivse poordfaasilise vedelikkromatograafia (HPLC) abil,
kasutades UV-detektorit, nagu on kirjeldatud jargnevates punktides
1-8.

Eesmirk ja kohaldamisala

Selle meetodiga on vdimalik méérata robenidiini kogust s6odas. Méara-

mispiir on 5 mg/kg.

Pohimote

Proov ekstraheeritakse hapestatud metanooliga. Ekstrakt kuivatatakse ja
selle alikvootne osa puhastatakse alumiiniumoksiidi kolonnis. Robeni-
diin elueeritakse kolonnist metanooliga, kontsentreeritakse ja viiakse
lilkkuva faasiga sobiva mahuni. Robenidiinisisaldus maédratakse po6rd-
faasilise korgefektiivse vedelikkromatograafia (HPLC) abil, kasutades
UV-detektorit.

Reaktiivid

Metanool

Hapestatud metanool

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

HPLC-puhtusastmega atsetonitriil

Molekulaarsdel

Titp 3A, 8-12 messi (1,6-2,5 mm osakesed, kristalne alumosilikaat,
pooride 1abimddt 0,3 mm)

Alumiiniumoksiid, happeline aktiivsusaste 1, kolonnkromatograafia
jaoks
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3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.9.1.

3.9.2.

3.9.3.

3.10.

100 g alumiiniumoksiidi viiakse sobivasse anumasse ja lisatakse 2,0 ml
vett. Suletakse ja loksutatakse ligikaudu 20 minutit. Hoitakse korrali-
kult suletud anumas.

Kaaliumdivesinikfosfaadi lahus, ¢ = 0,025 mol/l

1 000 ml mddtekolvis lahustatakse 3,40 g kaaliumdivesinikfosfaati vees
(HPLC-puhtusastmega), kolb tdidetakse mérgini ja segatakse.

Dinaatriumvesinikfosfaadi lahus, ¢ = 0,025 mol/l

1 1 mddtekolvis lahustatakse 3,55 g veevaba dinaatriumvesinikfosfaati
(voi 4,45 g dihiidraati voi 8,95 g dodekahiidraati) vees (HPLC-puhtu-
sastmega), kolb tdidetakse mérgini veega ja segatakse.

HPLC liikuv faas

Segada jargmised reaktiivid:

650 ml atsetonitriili (punkt 3.3),

250 ml vett (HPLC-puhtusastmega),

50 ml kaaliumdivesinikfosfaadi lahust (punkt 3.6),
50 ml kaaliumdivesinikfosfaadi lahust (punkt 3.7).

Filtritakse 1dbi 0,22 pm filtri (punkt 4.6) ja lahus degaseeritakse (nt
toodeldes ultraheliga 10 minutit).

Standardaine

Puhas robenidiin: 1,3-bis[(4-klorobensiilideen) amino]guanidiinhiidro-
kloriid.

Robenidiini pohistandardlahus: 300 pg/ml

30 mg robenidiini standardainet (punkt 3.9) kaalutakse 0,1 mg tépsu-
sega. Lahustatakse hapestatud metanooliga 100 ml mddtekolvis (punkt
3.2), tdidetakse kolb mérgini sama lahustiga ja segatakse. Kolb méhi-
takse alumiiniumfooliumi ja hoitakse pimedas kohas.

Robenidiini vahestandardlahus: 12 pg/ml

Valatakse 10,0 ml pdhistandardlahust (punkt 3.9.1) 250 ml mdotekolbi,
tdidetakse see liikuva faasiga (punkt 3.8) kuni mérgini ja segatakse.
Kolb méhitakse alumiiniumfooliumi ja hoitakse pimedas kohas.

Kalibreerimislahused

50 ml mddtekolbidesse viiakse 5,0, 10,0, 15,0, 20,0 ja 25,0 ml vahes-
tandardlahust (punkt 3.9.2). Téidetakse kuni mairgini liikuva faasiga
(punkt 3.8) ja segatakse. Lahuste robenidiinisisaldused on vastavalt
1,2; 2,4; 3,6; 48ja 6,0 ug/ml. Lahused tuleb valmistada vahetult
enne kasutamist.

HPLC-puhtusastmega vesi

Seadmed

Klaaskolonn

Valmistatud tumedast klaasist, korkkraaniga, ligikaudu 150 ml reser-
vuaariga, sisemine 1dbimdot 10-15 mm, korgus 250 mm.
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4.2.

43.

44.

44.1.

4.5.

4.6.

4.7.

5.1.
5.1.1.

5.2.

5.3.
5.3.1.

Mehaaniline loksuti vdi magnetsegur.

Rotaatorkileaurusti.

HPLC-seadmed erinevatel lainepikkustel registreeriva ultraviolettdetek-
toriga voi dioodireadetektoriga, mis tootab vahemikus 250-400 nm

Vedelikkromatograafia kolonn: 300 mm x 4 mm, C,g, tdidise terasuurus
10 um voi samavéarne

Klaaskiudfilterpaber (Whatman GF/A voi selle analoog).

Membraanfiltrid, 0,22 pm.

Membraanfiltrid, 0,45 pm.

Too kaik

Mdirkus: robenidiin on valgustundlik. Kodikide operatsioonide puhul
tuleb kasutada tumedast klaasist anumaid.

Uldsditted

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

Tuleb teha saagisekatse, analiiiisides vordlussdota (punkt 5.1.1), mida
on rikastatud ligikaudu sama koguse robenidiiniga, nagu seda sisaldab
proov. Et saada kontsentratsiooni 60 mg/kg, kantakse 3,0 ml pohistan-
dardlahust (punkt 3.9.1) 250 ml koonilisse kolbi. Lahus aurustatakse
lammastikuvoolus kuni ligikaudu 0,5 ml-ni. Lisatakse 15 g vordlus-
soota, segatakse ja jdetakse enne eckstraheerima (punkt 5.2) asumist
10 minutiks seisma.

Mdirkus: selle meetodi puhul peab vordlussodt olema prooviga sama-
laadne ja analiiisimisel ei tohi selles leiduda halofuginooni.

Ekstraheerimine

Umbes 15 g ettevalmistatud proovi kaalutakse 0,01 g tédpsusega. Proov
pannakse 250 ml koonilisse kolbi ja lisatakse 100,0 ml hapestatud
metanooli (punkt 3.2), kolb suletakse ja loksutatakse iiks tund loksutil
(punkt 4.2). Lahus filtritakse 1dbi klaaskiudfilterpaberi (punkt 4.5) ja
kogu filtraat kogutakse 150 ml koonilisse kolbi. Lisatakse 7,5 g mole-
kulaarsdela (punkt 3.4), suletakse ja loksutatakse viis minutit. Filtri-
takse kohe ldbi klaaskiudfilterpaberi. See lahus sdilitatakse puhastami-
seks (punkt 5.3).

Puhastamine
Alumiiniumoksiidi kolonni ettevalmistamine

Klaaskolonni (punkt 4.1) pohja asectatakse viike klaasvatist tropp ja
surutakse see klaaspulka kasutades kokku. Kaalutakse 11,0 g etteval-
mistatud alumiiniumoksiidi (punkt 3.5) ja pannakse kolonni. Tuleb
jélgida, et kokkupuutumine Ohuga oleks selles etapis minimaalne.
Koputatakse kergelt vastu kolonni alumist otsa, et alumiiniumoksiid
paigutuks tihtlaselt.
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5.4.

54.1.

54.2.

5.43.

Proovi puhastamine

Kolonni pipetitakse 5,0 ml vastavalt punktile 5.2 ettevalmistatud proo-
viekstrakti. Pipeti ots asetatakse tihedalt kolonni seina vastu ja lastakse
lahusel absorbeeruda alumiiniumoksiidi. Robenidiin elueeritakse kolon-
nist, kasutades 100 ml metanooli (punkt 3.1) voolukiirusel 2—3 ml/min,
ja eluaat kogutakse 250 ml iimarkolbi. Metanoolilahus aurustatakse
rotaatorkileaurusti (punkt 4.3) abil kuivaks vdhendatud rohul, tempera-
tuuril 40 °C. Jadk lahustatakse uuesti 3—4 ml liikuvas faasis (punkt 3.8)
ja viiakse kvantitatiivselt 10 ml modtekolbi. Kolbi loputatakse mitme
1-2ml koguse liikkuva faasiga ja pannakse need loputusvedelikud
moodtekolbi. Kolb tdidetakse sama lahustiga mérgini ja segatakse.
Alikvootne osa filtritakse 1dbi 0,45 um membraanfiltri (punkt 4.7).
Seda lahust hoitakse HPLC méadramiseks (punkt 5.4).

HPLC mddramine

Parameetrid

Soovitatakse juhinduda jargmistest tingimustest (muid tingimusi voib
kasutada juhul, kui need annavad samavéirsed tulemused):

Vedelikkromatograafia kolonn (punkt 4.4.1)

HPLC liitkuv faas (punkt 3.8)

Voolukiirus: 1,5-2 ml/min

Detektori lainepikkus: 317 nm

Sissesiistitav ruumala: 20-50 pl

Kromatograafilise siisteemi stabiilsust kontrollitakse, siistides 3,6 ng/ml
sisaldavat kalibreerimislahust (punkt 3.9.3) mitu korda, kuni saavuta-
takse konstantsed piigi korgused ja retentsiooniajad.

Kalibreerimisgraafik

Iga kalibreerimislahust (punkt 3.9.3) siistitakse mitu korda ja mddde-
takse igale kontsentratsioonile vastavad piigi korgused (pindalad).
Koostatakse kalibreerimiskover, kasutades kalibreerimislahuste kesk-
misi piigi korgusi voi pindalasid ordinaatidena ja vastavaid kontsentrat-
sioone pg/ml abstsissidena.

Proovilahus

Prooviekstrakti (punkt 5.3.2) siistitakse mitu korda, kasutades sama
mahtu nagu kalibreerimislahuste puhul, ja médratakse robenidiini
piikide keskmine korgus (pindala).

Tulemuste arvutamine

Proovilahuse robenidiini piikide keskmise korguse (pindala) jérgi
madratakse proovilahuse kontsentratsioon pg/ml, kasutades kalibreeri-
misgraafikut (punkt 5.4.2).

Robenidiini sisaldus w (mg/kg) proovis arvutatakse jargmise valemi
jargi:
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7.1.2.

7.2.

¢ x 200
S
kus:
¢ = proovilahuse robenidiinikontsentratsioon (pg/ml);
m = kaalutise mass grammides.

Tulemuste kehtivuse kontroll
Identsus

Uuritava aine identsust saab kinnitada tdiendava kromatograafiakatse
abil voi kasutades dioodireadetektorit, mille puhul vorreldakse proo-
viekstrakti ja 6 ng/ml sisaldusega kalibreerimislahuse (punkt 3.9.3)
spektreid.

Tdiendav kromatograafia

Prooviekstraktile lisatakse vajalik kogus kalibreerimislahust (punkt
3.9.3). Lisatav robenidiinikogus peab olema ligikaudu vordne proo-
viekstrakti analiiisimisel leitud robenidiini kogusega.

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

Dioodirecadetektori kasutamine

Tulemusi hinnatakse jargmiste kriteeriumide kohaselt:

a) proovi ja standardi kromatogrammidel oleva piigi tipu spektri
suurima neeldumise lainepikkused peavad analiiisiseadme lahutus-
voime piires lihte langema. Dioodireadetektori puhul on see tavali-
selt ligikaudu 2 nm;

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

C

~

lainepikkustel 250—400 nm ei tohi prooviekstrakti kromatogrammi
piigi iilespoole suunduvas osas, tipus ja allapoole suunduvas osas
registreeritud spektrid erineda iiksteisest nende spektriosade puhul,
mis jadvad 10-100 % suhtelise neeldumise piirkonda. Seda nduet
peetakse tdidetuks, kui mainitud spektrites esinevad iihed ja samad
maksimumid ning erinevused koigis uuritud punktides ei iileta 15 %
piigi tipu spektri vastavatest neeldumistest.

Kui moni nendest nduetest ei ole tdidetud, ei peeta otsitava aine olema-
solu tdestatuks.

Korduvus

Robenidiinisisalduse puhul, mis on suurem kui 15 mg/kg, ei tohi sama
proovi kahe paralleelse méddramise tulemuste erinevus iletada 10 %
suuremast tulemusest.
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7.3.

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

Vérdlusuuringu tulemused

Korraldati liidu vordlusuuring, milles 12 laborit analiiiisisid nelja kodu-
lindude ja kiitilikute s66dajahu voi -graanulite proovi. Iga proovi puhul
tehti kaks analiiiisi. Tulemused on esitatud jargmises tabelis:

Kodulinnud Kiiilikud
Jahu Graanulid Jahu Graanulid

Keskmine [mg/kg] 27,00 27,99 43,6 40,1
s, [mg/kg] 1,46 1,26 1,44 1,66
CV,; [%] 5.4 4,5 33 4,1
Sk [mg/kg] 4,36 3,36 4,61 391
CVr [%] 16,1 12,0 10,6 9,7
Saagis [%] 90,0 93,3 87,2 80,2
s, = korduvust iseloomustav standardhilve

CV, = korduvuse variatsioonikordaja (%)

Sg = korratavust iseloomustav standardhilve

CVy = korratavuse variatsioonikordaja (%)

F. DIKLASURIILI MAARAMINE

(+)-4-klorofeniiiil ~ [2,6-dikloro-4-(2,3,4,5-tetrahiidro-3,5-diokso-1,2,4-
triasiin-2-iitil) feniiiil] atsetonitriil

Diklasuriilisisaldus méératakse

— standardis EN 17299 ,.Loomasd6t: proovivotu- ja analiilisimeetodid
— Lubatud koktsidiostaatikumide seire ja médramine aditiivsel
ja 1% ja 3 % ristsaastumise tasemel ning registreerimata koktsi-
diostaatikumide ja iihe antibiootikumi seire ja médramine subadi-
tiivsel tasandil segas6odas korgefektiivse vedelikkromatograafia
abil koos tandemmassispektromeetriaga (LC-MS/MS)* esitatud
analiitisimeetodiga voi

— korgefektiivse kolmikgradient poordfaasilise vedelikkromatograafia
(HPLC) abil, kasutades UV-detektorit, nagu on kirjeldatud jirgne-
vates punktides 1-9.

Eesmiirk ja kohaldamisala

Selle meetodiga on vdimalik médrata diklasuriili kogust segaséddas ja
eelsegudes (!). Avastamispiir on 0,1 mg/kg, médramispiir 0,5 mg/kg.
Saavutada voib veel madalamaid médramispiire, aga kasutaja peab
selle valideerima.

Pohimote

Pirast sisestandardi lisamist ekstraheeritakse proov hapestatud meta-
nooliga. Sodtade puhul puhastatakse ekstrakti alikvoot tahkefaasilises
C18-ekstraktsioonihiilsis. Diklasuriil elueeritakse ekstraheerimishiilsist
vélja hapestatud metanooli ja vee seguga. Pérast lahuse aurustamist
lahustatakse jddk N, N-dimetiiiilformamiidi vesilahuses. Eelsegude

(") Meetodit vdib kasutada ka diklasuriili middramiseks soodamaterjalis.
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.8.1.

3.8.2.

3.9.

3.9.1.

3.9.2.

3.9.3.

puhul aurustatakse ekstrakt kohe ja jadk lahustatakse N, N-dimetiiiilfor-
mamiidi vesilahuses. Diklasuriilisisaldus maératakse poordfaasilise
korgefektiivse vedelikkromatograafia (HPLC) abil, kasutades kolme-
komponendilist gradienti ja UV-detektorit.

Reaktiivid

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

N, N-dimetiitilformamiid (DMF).

Soolhape, pyo = 1,19 g/ml

Standardaine: diklasuriil: garanteeritud puhtusega (+)-4-klorofeniiiil
[2,6-dikloro-4-(2,3,4,5-tetrahtidro—3,5-diokso-1,2,4-triasiin-2-iitil)
feniiiil] atsetonitriil

Diklasuriili pdhistandardlahus, 500 pg/ml

25 mg diklasuriili standardainet (punkt 3.8) kaalutakse 0,1 mg tapsu-
sega ja viiakse 50 ml mddtekolbi. Lahustatakse N, N-dimetiiiilforma-
miidis (punkt 3.6), kolb tdidetakse N, N-dimetiiilformamiidiga (punkt
3.6) kuni mérgini ja segatakse. Kolb méhitakse alumiiniumfooliumi voi
kasutatakse tumedat kolbi ja siilitatakse kiilmikus. Temperatuuril kuni
4 °C siilib lahus muutumatuna iihe kuu (1).

Diklasuriili standardlahus, 50 pg/ml

5,00 ml pohistandardlahust (punkt 3.8.1) pannakse 50 ml mddtekolbi,
kolb tdidetakse N, N-dimetiililformamiidiga (punkt 3.6) kuni mérgini ja
segatakse. Kolb méhitakse alumiiniumfooliumi voi kasutatakse tumedat
kolbi ja siilitatakse kiilmikus. Temperatuuril kuni 4 °C siilib lahus
muutumatuna iihe kuu.

Sisestandardaine: 2,6-dikloro-a-(4-klorofentitil)-4-(4,5-dihtidro—3,5-
diokso-1,2,4-triasiin-2(3H)-iiiil)- a-metiitilbenseenatsetonitriil (metiitildi-
klasuriil)

Sisestandard pdohistandardlahus, 500 pg/ml

25 mg sisestandardainet (punkt 3.9) kaalutakse 0,1 mg tdpsusega ja
pannakse 50 ml modtekolbi. Lahustatakse N, N-dimetiiiilformamiidis
(punkt 3.6), kolb tédidetakse N, N-dimetiiilfformamiidiga (punkt 3.6)
kuni mérgini ja segatakse. Kolb mahitakse alumiiniumfooliumi vdi
kasutatakse tumedat kolbi ja siilitatakse kiilmikus. Temperatuuril
kuni 4 °C siilib lahus muutumatuna iihe kuu.

Sisestandardlahus, 50 pg/ml

5,00 ml sisestandardi pohistandardlahust (punkt 3.9.1) pannakse 50 ml
moodtekolbi, kolb tdidetakse N,N-dimetiitilformamiidiga (punkt 3.6)
kuni mirgini ja segatakse. Kolb mihitakse alumiiniumfooliumi voi
kasutatakse tumedat kolbi ja sdilitatakse kiilmikus. Temperatuuril
kuni 4 °C siilib lahus muutumatuna tihe kuu.

Sisestandardlahus eelsegude jaoks, p/1 000 mg/ml (p = diklasuriili
nominaalsisaldus eelsegus (mg/kg))

p/10 mg sisestandardlahust kaalutakse 0,1 mg tipsusega, pannakse
100 ml mootekolbi, lahustatakse ultrahelivannis (punkt 4.7) N, N-dime-
tiitilformamiidis (punkt 3.6), kolb tdidetakse N, N-dimetiiiilformamii-
diga kuni miérgini ja segatakse. Kolb méhitakse alumiiniumfooliumi
vOi kasutatakse tumedat kolbi ja siilitatakse kiilmikus. Temperatuuril
kuni 4 °C sdilib lahus muutumatuna iihe kuu.

(") Pikaajalisem stabiilsus (kuni iiks aasta) on vdimalik, kuid konkreetne labor peab seda

kinnitama.
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3.10.1.

3.10.2.

3.10.3.

3.10.4.

3.10.5.

3.13.1.

3.13.2.

3.13.3.

Kalibreerimislahused
Kalibreerimislahus, 1 pg/ml (diklasuriil)

1,00 ml diklasuriili standardlahust (punkt 3.8.2) ja 2,00 ml sisestandard-
lahust (punkt 3.9.2) pipetitakse 50 ml mootekolbi. Lisatakse 17 ml N,N-
dimetiiiilformamiidi (punkt 3.6), tdidetakse kolb veega kuni maérgini
(punkt 3.1) ja segatakse. Lahus tuleb valmistada vahetult enne kasuta-
mist.

Kalibreerimislahus, 2 pg/ml (diklasuriil)

2,00 ml diklasuriili standardlahust (punkt 3.8.2) ja 2,00 ml sisestandard-
lahust (punkt 3.9.2) pipetitakse 50 ml mddtekolbi. Lisatakse 16 ml N,N-
dimetiitilformamiidi (punkt 3.6), tdidetakse kolb veega kuni mérgini
(punkt 3.1) ja segatakse. Lahus tuleb valmistada vahetult enne kasuta-
mist.

Kalibreerimislahus, 3 pg/ml (diklasuriil)

3,00 ml diklasuriili standardlahust (punkt 3.8.2) ja 2,00 ml sisestandard-
lahust (punkt 3.9.2) pipetitakse 50 ml mootekolbi. Lisatakse 15 ml N,N-
dimetiiiilformamiidi (punkt 3.6), tdidetakse kolb veega kuni maérgini
(punkt 3.1) ja segatakse. Lahus tuleb valmistada vahetult enne kasuta-
mist.

Kalibreerimislahus, 4 pg/ml (diklasuriil)

4,00 ml diklasuriili standardlahust (punkt 3.8.2) ja 2,00 ml sisestandard-
lahust (punkt 3.9.2) pipetitakse 50 ml mddtekolbi. Lisatakse 14 ml N,N-
dimetiitilformamiidi (punkt 3.6), tdidetakse kolb veega kuni mérgini
(punkt 3.1) ja segatakse. Lahus tuleb valmistada vahetult enne kasuta-
mist.

Kalibreerimislahus, 5 pg/ml (diklasuriil)

5,00 ml diklasuriili standardlahust (punkt 3.8.2) ja 2,00 ml sisestandard-
lahust (punkt 3.9.2) pipetitakse 50 ml mdotekolbi. Lisatakse 13 ml N,N-
dimetiiiilformamiidi (punkt 3.6), tdidetakse kolb veega kuni maérgini
(punkt 3.1) ja segatakse. Lahus tuleb valmistada vahetult enne kasuta-
mist.

Mdirkus: kdesoleva protokolli kasutamisel hdlmavad kalibreerimisla-
hused (punkt 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4 ja 3.10.5) soodas
leiduva diklasuriili kontsentratsioone vahemikus 0,5 to
2,5 mg/kg.

Tahkefaasiline C,g-ekstraktsioonihiilss (nt Mega Bond Elut), suurus:
20 cm®, sorbendi mass: 5000 mg (katseseisundisse viimine tarnija
juhiste kohaselt).

Ekstrahent: hapestatud metanool.

5,0 ml soolhapet (punkt 3.7) pipetitakse 1 000 ml metanooli (punkt 3.5)
ja segatakse.

HPLC liikuv faas

Eluent A: ammooniumatsetaadi ja tetrabutiiilammooniumvesiniksul-
faadi lahus.

5 g ammooniumatsetaati (punkt 3.2) ja 3,4 g tetrabutiiilammooniumve-
siniksulfaati (punkt 3.3) lahustatakse 1 000 ml vees (punkt 3.1) ja sega-
takse.

Eluent B: atsetonitriil (punkt 3.4).

Eluent C: metanool (punkt 3.5).
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4.2.

4.2.1.

4.2.2.

43.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

5.1.

5.1.1.

5.2.

5.2.1.

Seadmed

Mehaaniline loksuti.

HPLC seadmed, mis vdimaldavad kasutada kolmekomponendilist
gradienti:

Vedelikkromatograafia kolonn 100 x 4,6 mm, téidis: Hypersil ODS,
3 pum voi samavéirne.

Muudetava lainepikkusega UV-detektor voi dioodireadetektor.

Rotaatorkileaurusti.

Membraanfilter (nt kemikaalikindel nailon), 0,45 pum.

Uhekorrasiistal, 5 ml.

Vaakumkollektor.

Ultrahelivann.

Too kaik
Uldsditted
Vordlussoot

Tuleb analiiiisida vordluss6ota, veendumaks, et selles ei ole ei diklasu-
riili ega segavaid aineid. Vordlusso6t peab olema prooviga samalaadne
ja selles tohi leiduda diklasuriili ega segavaid aineid.

Saagisekatse

Saagisekatses analiilisitakse vOrdlussoota, millele on lisatud proovis
oleva kogusega ligildhedane kogus diklasuriili. Et saada kontsentrat-
siooni 1 mg/kg, kantakse 50 g vordlussdddale 0,1 ml pdhistandardlahust
(punkt 3.8.1), segatakse hoolikalt ja jdetakse 10 minutiks seisma,
segades veel mitu korda enne katse jatkamist vastavalt punktile 5.2.

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

Ekstraheerimine
Segasoot

Umbes 50 g proovi kaalutakse 0,01 g tdpsusega. See pannakse 500 ml
koonilisse kolbi, lisatakse 1,00 ml sisestandardlahust (punkt 3.9.2)
ja 200 ml ekstrahenti (punkt 3.12) ning korgitakse kolb kinni. Segu
loksutatakse 06 jooksul loksutil (punkt 4.1). Lastakse 10 minutit
settida. Kantakse 20 ml supernatandi alikvooti sobivasse klaasanumasse
ja lahjendatakse 20 ml veega (punkt 3.1). Lahus kantakse ekstraktsioo-
nihiilsile (punkt 3.11) ja juhitakse sellest ldbi vaakumi abil (punkt 4.6).
Hiilssi pestakse 25 ml ekstrahendi (punkt 3.12) ja vee (punkt 3.1)
seguga, 65 + 35 (v + v). Kogutud fraktsioonid visatakse &ra ning
elueeritakse tihendid, kasutades 25 ml ekstrahendi (punkt 3.12) ja vee
segu 80 + 20 (v + v). Seda fraktsiooni aurustatakse 60 °C juures
poordaurustil (punkt 4.3), kuni see saab kuivaks. Jddk lahustatakse
1,0 ml N, N-dimetiiilformamiidis (punkt 3.6), lisatakse 1,5 ml vett
(punkt 3.1) ja segatakse. Filtritakse 1dbi iihekorrasiistlale (punkt 4.5)
kinnitatud membraanfiltri (punkt 4.4). Seejdrel alustatakse HPLC
médramist (punkt 5.3).
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52.2.

5.3.
53.1.

Eelsegud

Umbes 1 g proovi kaalutakse 0,001 g tapsusega. See pannakse 500 ml
koonilisse kolbi, lisatakse 1,00 ml sisestandardlahust (punkt 3.9.3)
ja 200 ml ekstrahenti (punkt 3.12) ning korgitakse kolb kinni. Segu
loksutatakse 006 jooksul loksutil (punkt 4.1). Lastakse 10 minutit
settida. Kantakse 10000/p ml (p = diklasuriili nominaalsisaldus
eelsegus mg/kg) supernatandi alikvooti sobiva suurusega timarkolbi.
Aurustatakse pdordaurustis (punkt 4.3) alandatud rdhu ja 60 °C juures,
kuni proov saab kuivaks. Jadk lahustatakse uuesti 10,0 ml N, N-dime-
tiitilformamiidis (punkt 3.6), lisatakse 15,0 ml vett (punkt 3.1) ja sega-
takse. Seejérel alustatakse HPLC mééramist (punkt 5.3).

HPLC mddramine

Parameetrid

Soovitatakse juhinduda jargmistest tingimustest (muid tingimusi v3ib
kasutada juhul, kui need tagavad samavéirsed voi paremad tulemused).

— Vedelikkromatograafia kolonn (punkt 4.2.1): 100 mm X 4,6 mm,
Hypersil ODS, tiidise terasuurus 3 pm vOi samavéidrne

— Liikuv faas

— Eluent A (punkt 3.13.1): ammooniumatsetaadi ja tetrabutiiiil-
ammooniumvesiniksulfaadi vesilahus.

— Eluent B (punkt 3.13.2): atsetonitriil.

— Eluent C (punkt 3.13.3): metanool.

— Elueerimisviis — lineaarne gradient

— algtingimused: A + B + C = 60 + 20 + 20 (V + V + V);

— 10 minuti pérast gradientelueerimine 30 minutit: A + B + C =
45+20+35(V+V+V)

— Elueeritakse Bga 10 minutit.

— Voolukiirus: 1,5-2 ml/min

— Sissesiistitav ruumala: 20 pl

— Detektori lainepikkus: 280 nm.

Kromatograafiaseadme tasakaalustatust kontrollitakse, siistides mitu
korda kolonni kalibreerimislahust (punkt 3.10.2), mis sisaldab
2 pg/ml diklasuriili ja sisestandardlahust, kuni saavutatakse konstantsed
piigikdrgused ja retentsiooniajad.

Kalibreerimislahuste kromatograafiline analiis

20 pl iga kalibreerimislahust (punkt 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3,
3.10.4 ja 3.10.5) siistitakse kaks korda, tehakse kindlaks ja integreeri-
takse diklasuriili ja sisestandardi piigid ning koostatakse kalibreerimis-
kover, mis pohineb diklasuriili keskmiste piigi korguste voi pindalade
ja sisestandardi keskmiste piigi korguste vdi pindalade suhtel diklasu-
riili kontsentratsiooni kalibreerimislahustes (pg/ml).

Proovilahuste kromatograafiline analiiiis

Proovilahusest (punkt 5.2.1 voi 5.2.2) siistitakse 20 pl kaks korda
kolonni ja méaratakse diklasuriili ning sisestandardi piikide keskmine
korgus voi pindala.
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6. Tulemuste arvutamine

6.1. Segasoot

Diklasuriilisisaldus w (mg/kg) proovis arvutatakse jargmise valemi

jargi:
Height(d.s) Area(d.s)
Height(i,s) % Area(i,s) %
w=""—_""X “"““wiw=""""_""" X ==
a m a m

kus:
— korgus (d,s) on diklasuriili piigi korgus proovilahuses (punkt 5.2.1);

— pindala (d,s) on diklasuriili piigi pindala proovilahuses (punkt
5.2.1);

— korgus (i,8) on sisestandardi piigi korgus proovilahuses (punkt
5.2.1);

— pindala (i,s) on sisestandardi piigi pindala proovilahuses (punkt
5.2.1);

— b on kalibreerimislahuste  (punktid 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3,
3.10.4 ja 3.10.5) pohjal vastavalt punktile 5.3.2 saadud kalibreeri-
miskdvera vabaliige;

— a on kalibreerimislahuste  (punktid 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3,
3.10.4 ja 3.10.5) pohjal vastavalt punktile 5.3.2 saadud kalibreeri-
miskOvera tous;

— m on kaalutise mass grammides;

— V on prooviekstrakti 10plik maht milliliitrites pérast uuesti lahusta-
mist vastavalt punktile 5.2.1 (s.0 2,5 ml).

6.2. Eelsegud

Diklasuriilisisaldus w (mg/kg) proovis arvutatakse jidrgmise valemi

jérgi:
Height(d,s) Area(d,s)
Height(i,s) Area(is)
o Heightlis) o 000r o, Arealis) o p0r
a m a m
kus:

— korgus (d,s) on diklasuriili piigi korgus proovilahuses (punkt 5.2.2);

— pindala (d,s) on diklasuriili piigi pindala proovilahuses (punkt
5.2.2);

— korgus (i,s) on sisestandardi piigi korgus proovilahuses (punkt
5.2.2);

— pindala (i,s) on sisestandardi piigi pindala proovilahuses (punkt
5.2.2);

— b on kalibreerimislahuste  (punktid 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3,
3.10.4 ja 3.10.5) pohjal vastavalt punktile 5.3.2 saadud kalibreeri-
miskdvera vabaliige;

— a on kalibreerimislahuste  (punktid 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3,
3.10.4 ja 3.10.5) pohjal vastavalt punktile 5.3.2 saadud kalibreeri-
miskOvera tous;

— m on kaalutise mass grammides;

— V on prooviekstrakti 10plik maht milliliitrites pérast uuesti lahusta-
mist vastavalt punktile 5.2.2 (s.0 25 ml).

— p on diklasuriili nominaalsisaldus eelsegus (mg/kg).
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7.2.

Tulemuste kehtivuse kontroll
Identsus

Uuritava aine identsust saab kinnitada tdiendava kromatograafiakatse
abil voi kasutades dioodireadetektorit, mille puhul vorreldakse proo-
viekstrakti (punkt 5.2.1 v&i 5.2.2) ja kalibreerimislahuse (punkt
3.10.2) spektreid.

Tédiendav kromatograafia

Prooviekstraktile (punkt 5.2.1 voi 5.2.2) lisatakse vajalik kogus kali-
breerimislahust (punkt 3.10.2). Lisatud diklasuriilikogus peab olema
ligikaudu sama suur nagu prooviekstraktist leitud diklasuriilikogus.

Vottes arvesse nii lisatud kogust kui ka ekstrakti lahjendust, peab
tousma iiksnes diklasuriilipiigi ja sisestandardi piigi korgus. Piigi
laius selle poolel korgusel ei tohi erineda rohkem kui 10 % kontsen-
treerimata prooviekstrakti diklasuriili piigi voi sisestandardi piigi laiu-
sest.

Dioodireadetektori kasutamine

Tulemusi hinnatakse jargmiste kriteeriumide kohaselt:

a) proovi ja standardi kromatogrammidel oleva piigi tipu spektri
suurima neeldumise lainepikkused peavad analiiisiseadme lahutus-
voime piires iihte langema. Dioodireadetektori lahutusvéime on
tavaliselt £ 2 nm;

b

=

Lainepikkustel 230-320 nm ning suhtelise neeldumise vahemikus
10-100 % peavad proovi ja standardi piigi tipu spektrid kromato-
grammil {ihte langema. Seda nduet peetakse tdidetuks, kui mainitud
spektrites esinevad {ihed ja samad maksimumid ning erinevused
kahe spektri kdigis uuritud punktides ei iileta 15 % standardainele
vastavatest neeldumistest;

C

~

lainepikkustel 230-320 nm ei tohi prooviekstrakti kromatogrammi
piigi iilespoole suunduvas osas, tipus ja allapoole suunduvas osas
registreeritud spektrid erineda iiksteisest nende spektriosade puhul,
mis jadvad 10-100 % suhtelise neeldumise piirkonda. Seda nduet
peetakse tdidetuks, kui nimetatud spektrites esinevad iihed ja samad
maksimumid ning erinevused kdigis uuritud punktides ei iileta 15 %
piigi tipu spektri vastavatest neeldumistest.

Kui moni nendest nduetest ei ole tdidetud, ei peeta otsitava aine olema-
solu tdestatuks.

Korduvus

Kahe osaprooviga tehtud kahe sdltumatu mddtmise tulemuste erinevus
ei tohi iiletada:

— 30 % suuremast tulemusest diklasuriilisisalduse vahemikus 0,5—
2,5 mg/kg;

— 0,75 mg/kg diklasuriilisisalduse vahemikus 2,5-5 mg/kg;

— 15 % suuremast tulemusest, kui diklasuriilisisaldus on suurem kui
5 mg/kg.
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7.3.

Saagis

Suurendatud kontsentratsiooniga (fooni)proovi puhul peab saagis olema
vihemalt 80 %.

Vordlusuuringu tulemused

Korraldati kaks vordlusuuringut. 1994. aastal tegi iiks laborite rithm
esimese uuringu, mille kdigus analiiiisis kaht eelsegu proovi (O 100, A
100) ja kolme kodulindude tiiendséoda proovi (L1, Z1, K1). Uht eelsegu
segati orgaanilise maatriksiga (O 100) ja teist anorgaanilise maatriksiga
(A 100). Teoreetiline diklasuriilisisaldus on 100 mg/kg. Laboritele tehti
iilesandeks iga proovi iiks kord voi kaks korda analiiiisida. (Uksikasjali-
kumat teavet esimese vordlusuuringu kohta voib leida ajakirjas Journal of
AOAC International, kdide 77, nr 6, 1994, 1k 1359-1361.)

Teise vordlusuuringu kidigus analiiiisiti kolme kodulindude segasoota —
ithe diklasuriilisisaldus oli 0,9 mg/kg (MAT 1), teisel 1,5 mg/kg (MAT 2)
ning kolmas oli vérdlussoot (MAT 3). Uksikasjalikumat teavet teise
uuringu kohta vdib leida Teadusuuringute Uhiskeskuse 2016. aasta tehni-
lises aruandes ja ajakirjas Journal of AOAC International, koide 102,
nr 2, 2019, lk 646-652.) Kahe vordlusuuringu tulemused on esitatud
jargmises tabelis.

Proov 1A Proov 20 Proov 5 Proov 6 Proov 7 Proov 8
100 100 Proov 3 L1 | Proov 4 Z1 K1 MAT 1 | MAT 2 | MAT 3
L 11 11 11 11 6 10 9 10
n 19 18 19 19 12 20 18 10
Keskmine (mg/ 100,8 103,5 0,89 1,15 0,89 1,0 1,5 Midrami-
kg) spiir
S, (mg/kg) 5,88 7,64 0,15 0,02 0,03 0,11 0,07 —
CV; (%) 5,83 7,38 17,32 1,92 3,34 11,2 4.5 —
Sgr (mg/kg) 7,59 7,64 0,17 0,11 0,12 0,18 0,21 —
CVg (%) 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65 18,1 14,3 —
Nominaalsi- 100 100 1,0 1,0 1,0 0,9 1,5 —
saldus (mg/kg)
Viide (*) Esimene | Esimene | Esimene Esimene | Esimene Teine Teine Teine
uuring uuring uuring uuring uuring uuring uuring uuring
(1994) (1994) (1994) (1994) (1994) (2015) | (2015) (2015)
L = laborite arv
n = lksikmédramiste arv
S, = korduvust iseloomustav standardhidlve

CV, = korduvuse variatsioonikordaja

Sk = korratavust iseloomustav standardhédlve
CVg = korratavuse variatsioonikordaja

LOQ = médramispiir

(*) 1994. aastal tehtud esimene uuring: Journal of AOAC International, kéide 77, nr 6, 1994, 1k 1359-1361; 2015. aastal
tehtud teine uuring: Teadusuuringute Uhiskeskuse tehniline aruanne ,,Re-validation of a method for the determination of
diclazuril by collaborative study* (2016).
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

Uldised mirkused

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

Viahemalt suure rasvasisaldusega (antud juhul ile 12 %) segasodda
diklasuriilisisalduse médramiseks vdib analiilisimeetodi  asendada
mone muu HPLC-l pdhineva meetodiga, nt korgefektiivne vedelikkro-
matograafia koos tandemmassispektromeetriaga (LC-MS/MS), eeldusel
et alternatiivmeetodil on samavédrsed tulemuslikkusnditajad (saagis,
tdpsus korduvuse ja korratavuse tingimustel).

G. NAATRIUMLASALOTSIIDI MAARAMINE

Poliieetermonokarboksiiiilhappe  naatriumsool, saadud Streptomyces
lasaliensis ‘est

Naatriumlasalotsiidisisaldus méératakse

— standardis EN 17299 ,,Loomasd6t: proovivotu- ja analiilisimeetodid
— Lubatud koktsidiostaatikumide seire ja mdadramine aditiivsel
ja 1% ja 3 % ristsaastumise tasemel ning registreerimata koktsi-
diostaatikumide ja lihe antibiootikumi seire ja méddramine subadi-
tiivsel tasandil segasoddas korgefektiivse vedelikkromatograafia
abil koos tandemmassispektromeetriaga (LC-MS/MS)* esitatud
analiiiisimeetodiga voi

— korgefektiivse poordfaasilise vedelikkromatograafia (HPLC) abil,
kasutades spektrofluorimeetrilist (fluorestsents)detektorit, nagu on
kirjeldatud jérgnevates punktides 1-8.

Eesmiirk ja kohaldamisala

Selle meetodiga on vdimalik médrata naatriumlasalotsiidi kogust
s00das. Avastamiskiinnis on 5 mg/kg, méidramispiir 10 mg/kg.
Pohimote

Naatriumlasalotsiid ekstraheeritakse proovist hapestatud metanooliga ja

madratakse  poordfaasilise  korgefektiivse  vedelikkromatograafia
(HPLC) abil, kasutades spektrofluoromeetrilist (fluorestsents)detektorit.

Reaktiivid
Kaaliumdivesinikfosfaat (KH,PO,)

Ortofosforhape, w (w/w) = 85 %

Ortofosforhappe lahus, ¢ = 20 %

23,5 ml ortofosforhapet (punkt 3.2) lahjendatakse veega 100 millilii-
trini.

6-metiiiil-2-heptiiilamiin ehk 1,5-dimetiitilheksiitilamiin, w (w/w) =
99 %

HPLC-puhtusastmega metanool

Soolhape, tihedus = 1,19 g/ml

Fosfaatpuhverlahus, ¢ = 0,01 mol/l

1,36 g KH,PO,4 (punkt 3.1) lahustatakse 500 ml vees (punkt 3.11),
lisatakse 3,5 ml ortofosforhapet (punkt 3.2) ja 10,0 ml 6-metiiil-2-
heptiitilamiini (punkt 3.4). pH korrigeeritakse ortofosforhappe lahusega
(punkt 3.3) 4,0-ni ja lahjendatakse veega (punkt 3.11) 1 000 milliliitrini.
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3.8.

3.9.

3.10.1.

3.10.2.

3.10.3.

4.2.

43.

5.1
5.1.1.

Hapestatud metanool

5,0 ml soolhapet (punkt 3.6) pannakse 1 000 ml modtekolbi, tdidetakse
kolb metanooliga (punkt 3.5) kuni maérgini ja segatakse. Lahus tuleb
valmistada vahetult enne kasutamist.

HPLC liikuv faas, fosfaatpuhverlahus + metanoolilahus: 5 + 95
V+YV)

Sml fosfaatpuhverlahust (punkt 3.7) segatakse 95 ml metanooliga
(punkt 3.5).

Garanteeritud puhtusega naatriumlasalotsiidi standardaine C3;4Hs3;0gNa
(poliieetermonokarboksiitilhappe  naatriumsool, saadud Streptomyces
lasaliensis’est), E763

Naatriumlasalotsiidi pohistandardlahus, 500 pg/ml

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

Naatriumlasalotsiidi vahestandardlahus, 50 pg/ml

10,0 ml pdhistandardlahust (punkt 3.10.1) pipetitakse 100 ml mdote-
kolbi, tdidetakse kolb hapestatud metanooliga (punkt 3.8) kuni mérgini
ja segatakse. Lahus tuleb valmistada vahetult enne kasutamist.

Kalibreerimislahused

1,0, 2,0, 4,0, 5,0 ja 10,0 ml vahestandardlahust pannakse (punkt 3.10.2)
50 ml modtekolbidesse. Kolvid tdidetakse hapestatud metanooliga
(punkt 3.8) kuni mérgini ja segatakse. Nende lahuste naatriumlasalot-
siidisisaldus on vastavalt 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 ja 10,0 pg/ml. Lahused tuleb
valmistada vahetult enne kasutamist.

HPLC-puhtusastmega vesi

Seadmed

Temperatuuri reguleerimise seadmetega ultrahelivann (vdi loksutiga
veevann).

Membraanfiltrid, 0,45 pum.

HPLC seade koos sissepritsesiisteemiga, mis vdimaldab siistida mahus
20 pl.

Vedelikkromatograafia kolonn 125 % 4 mm, pdordfaasiline Cg-
ekstraktsioonihiilss, tdidise terasuurus 5 pm voi samaviérne.

Spektrofluorimeeter, mis vdimaldab ergastuse ja emissiooni lainepik-
kusi muuta.

Too kaik
Uldsditted
Vordlussoot

Selleks et teha saagisekatset (punkt 5.1.2), tuleb eelnevalt teha vord-
lussooda analiiiis, veendumaks, et selles ei ole naatriumlasalotsiidi ega
segavaid aineid. Vordlussoot peab olema prooviga samalaadne ning
selles ei tohi leiduda naatriumlasalotsiidi ega segavaid aineid.
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5.12. Saagisekatse

Saagisekatses analiilisitakse vOrdlussodta, millele on lisatud proovis
oleva kogusega ligildhedane kogus naatriumlasalotsiidi. Et saada kont-
sentratsiooni 100 mg/kg, kantakse 10,0 ml pohistandardlahust (punkt
3.10.1) 250 ml koonilisse kolbi ja aurustatakse lahus ligikaudu 0,5 milli-
liitrini. Lisatakse 50 g vordlussodta, segatakse pdohjalikult ja jdetakse
10 minutiks seisma, segades enne ekstraheerima (punkt 5.2) asumist
veel mitu korda.

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

5.2. Ekstraheerimine
52.1. So60t

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

522. Eelsegud

Umbes 2 g jahvatamata eelsegu kaalutakse 0,001 g tdpsusega ja
pannakse 250 ml mddtekolbi. Lisatakse 100,0 ml hapestatud metanooli
(punkt 3.8) ja raputatakse segi. Kolb koos sisuga pannakse 20 minutiks
ligikaudu 40 °C ultrahelivanni (punkt 4.1), seejdrel voetakse sealt vilja
ja jahutatakse toatemperatuurini. Lahjendatakse hapestatud metanooliga
(punkt 3.8) kuni mairgini ja segatakse hoolikalt. Lastakse tund aega
seista, kuni heljuv aine on settinud, siis filtritakse alikvoot labi
0,45 um membraanfiltri (punkt 4.2). Vajalik kogus selginud filtraati
lahjendatakse hapestatud metanooliga (punkt 3.8), et saada 16plik katse-
lahus, mis sisaldab umbes 4 pg/ml naatriumlasalotsiidi. Seejarel alusta-
takse HPLC méaramist (punkt 5.3).

5.3. HPLC mddramine
53.1. Parameetrid
Soovitatakse juhinduda jargmistest tingimustest (muid tingimusi voib

kasutada juhul, kui need tagavad samavéirsed tulemused).

Vedelikkromatograafia ~ kolonn (punkt 125 mm x 4 mm, poordfaasiline Cig, tdidise
4.3.1): terasuurus 5 um voOi samavdidrne

Liikuv faas (punkt 3.9): Fosfaatpuhverlahuse (punkt 3.7) ja metanooli

(punkt 3.5) segu, 5 + 95 (V + V)

Voolukiirus: 1,2 ml/min

Avastamise lainepikkused: Ergastamine: 310 nm

Emissioon: 419 nm

Sissestistitav ruumala: 20 ul
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6.1.

6.2.

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

Kalibreerimisgraafik

Iga kalibreerimislahust (punkt 3.10.3) siistitakse mitu korda ja maéra-
takse igale kontsentratsioonile vastavad keskmised piigikdrgused
(pindalad). Koostatakse kalibreerimisgraafik, kandes ordinaatteljele
keskmised piigi korgused (pindalad) ja abstsissteljele vastavad kontsen-
tratsioonid (pg/ml).

Proovilahus

Punktide 5.2.1 v&i 5.2.2 kohaselt saadud prooviekstrakte sistitakse
mitu korda samas mahus, mis kalibreerimislahuse puhul, ja méaératakse
naatriumlasalotsiidipiikide keskmine kdrgus (pindala).

Tulemuste arvutamine

Proovilahuse (punkt 5.3.3) siistimisega saadud piikide keskmise
korguse (pindala) alusel leitakse kalibreerimisgraafiku abil naatriumla-
salotsiidi kontsentratsioon (pg/ml).

Soot
Naatriumlasalotsiidi sisaldus w (mg/kg) proovis arvutatakse jérgmise

valemi jargi:

cxV;

[mg/kg]

kus:

c = naatriumlasalotsiidi kontsentratsioon (ug/ml) proovilahuses
(punkt 5.2.1);

V; = prooviekstrakti maht milliliitrites vastavalt punktile 5.2.1

(s.0 100);
m = kaalutise mass grammides.
Eelsegud

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

c XV, xf
-z k
w ——— [mg/kg]

kus:
c = naatriumlasalotsiidi kontsentratsioon (pg/ml) proovilahuses

(punkt 5.2.2);
V, = prooviekstrakti maht milliliitrites vastavalt punktile 5.2.2 (s.o

250);
f = punkti 5.2.2 kohane lahjendusfaktor;

m = kaalutise mass grammides.
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7.1.1.

7.2.

7.3.

Tulemuste kehtivuse kontroll
Identsus

Spektrofluoromeetrilised meetodid on viahem tundlikud korvaliste lisan-
dite suhtes kui UV-meetodid. Analiilisitava proovi identsust saab kinni-
tada tdiendava kromatograafiakatse abil.

Tdiendav kromatograafia

Prooviekstraktile (punkt 5.2.1 voi 5.2.2) lisatakse vajalik kogus kali-
breerimislahust (punkt 3.10.3). Lisatud naatriumlasalotsiidikogus peab
olema ligikaudu sama suur nagu prooviekstraktist leitud naatriumlasa-
lotsiidi kogus. Vottes arvesse nii lisatud kogust kui ka ekstrakti lahjen-
dust, peab tdusma tiksnes naatriumlasalotsiidipiigi korgus. Piigi laius
poolel korgusel ei tohi erineda rohkem kui + 10 % kontsentreerimata
prooviekstrakti naatriumlasalotsiidipiigi laiusest.

Korduvus

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

— 15 % suuremast tulemusest, kui naatriumlasalotsiidi sisaldus on
vahemikus 30-100 mg/kg;

— 15 mg/kg, kui naatriumlasalotsiidi sisaldus on vahemikus 100—
200 mg/kg;

— 7,5 % suuremast tulemusest, kui naatriumlasalotsiidisisaldus on
suurem kui 200 mg/kg.

Saagis

Suurendatud kontsentratsiooniga (fooni)sdddaproovi puhul peab saagis
olema vihemalt 80 %. Suurendatud kontsentratsiooniga eelseguproovi
puhul peab saagis olema vihemalt 90 %.

Vordlusuuringu tulemused

Korraldati vordlusuuring (*), mille kédigus 12 laboris analiiiisiti kahte
eelsegu (proovid 1 ja 2) ja viit soota (proovid 3-7). Iga proovi puhul
tehti kaks analiiiisi. Tulemused on esitatud jargmises tabelis:

Proov 7
Proov 1 Proov 2 Proov 3 Proov 4 Proov 6 .
Kanasooda Kalkunisdoda Kalkunite Kanade KI;IiOOY 5 ; Kodulindude fzduh..n:t
eelsegu eelsegu graanulid kuivikupuru alKun1-so0 560t A u %soo
L 12 12 12 12 12 12 12
n 23 23 23 23 23 23 23
Kesk- 5050 16 200 76,5 78,4 92,9 48,3 32,6
mine [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
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

Proov 1 Proov 2 Proov 3 Proov 4 Proov 5 Proov 6 Iz;(()i?l\llirz
Kanas66da Kalkunis6oda Kalkunite Kanade . ... | Kodulindude v
. A Kalkuni-s66t v dude so6t
eelsegu eelsegu graanulid kuivikupuru 560t A B
Nominaalsi- 5000 (*%*) 16 000 (**) 80 (**) 105 (*%) 120 (*%) 50 (+) 35 ()
saldus  [mg/
kg]
L = laborite arv
n = iiksiktulemuste arv
Sy = korduvust iseloomustav standardhélve
sg: = korratavust iseloomustav standardhélve
CV, = korduvuse variatsioonikordaja (%)
CVg = korratavuse variatsioonikordaja (%)
*) Analyst, 1995, 120, 1k 2175-2180
(**) Tootja deklareeritud sisaldus
+) Laboris valmistatud so6t

H. AMPROOLIUMVESINIKKLORIIDI MAARAMINE

1-[(4-amino-2-propiiiil-5-piirimidintiiil) metiiiil ] - 2-metiiiilpiiridiinium klo-
riid-monovesinikkloriid

Eesmirk ja kohaldamisala

Selle meetodiga on voimalik médrata amprooliumi sisaldust séddas.

Avastamiskiinnis on 1 mg/kg, madramispiir 5 mg/kg.

Pohiméte

Proov ekstraheeritakse metanooli vesilahuses. Pérast liikuva faasiga
lahjendamist ja membraanfiltrimist
korgefektiivse katioonvahetus-vedelikkromatograafia (HPLC) abil, kasu-

tades UV-detektorit.

Reaktiivid

Metanool

HPLC-puhtusastmega atsetonitriil

HPLC-puhtusastmega vesi

Naatriumdivesinikfosfaadi lahus, ¢ = 0,1 mol/l

1 000 ml mddtekolvis lahustatakse vees (punkt 3.3) 13,80 g naatriumdi-
vesinikfosfaadi monohiidraati, tdidetakse kolb veega (punkt 3.3) kuni

margini ja segatakse.

Naatriumperkloraadi lahus, ¢ = 1,6 mol/l

1 000 ml modtekolvis lahustatakse vees (punkt 3.3) 224,74 g naatrium-
perkloraadi monohiidraati, tdidetakse kolb veega (punkt 3.3) kuni mérgini

ja segatakse.

HPLC litkuv faas (vt tdhelepanekute punkt 9.1).

atsetonitriili (punkt 3.2), naatriumi, divesiniksulfaadi lahuse (punkt 3.4)
ja naatriumperkloraadi (punkt 3.5) segu, 450 + 450 + 100 (v+v+v) Enne
kasutamist filtritakse lahus 1dbi 0,22 pm membraanfiltri (punkt 4.3) ja

médratakse amprooliumisisaldus

degaseeritakse (nt ultrahelivannis (punkt 4.4) vahemalt 15 minutit).

Standardaine: puhas amproolium, 1-[(4-amino-2-propiiiil-5-ptirimidiniiiil)
metiiiil]-2-metiilptridiiniumkloriid, E 750 (vt punkt 9.2).



02009R0152 — ET — 04.04.2024 — 009.001 — 122

3.7.1.

3.7.2.

3.7.3.

3.8.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

5.1.

5.1.1.

Amprooliumi pdhistandardlahus, 500 pg/ml

50 mg amprooliumi (punkt 3.7) kaalutakse 0,1 mg tipsusega, pannakse
see 100 ml modtekolbi, lahustatakse 80 ml metanoolis (punkt 3.1) ja
asetatakse kolb 10 minutiks ultrahelivanni (punkt 4.4). Pérast ultrahe-
liga mdjutamist viiakse lahuse temperatuur toatemperatuurini, tdide-
takse kolb veega kuni mirgini ja segatakse. Temperatuuril < 4 °C siilib
lahus muutumatuna iihe kuu.

Amprooliumi vahestandardlahus, 50 pg/ml

5,0 ml pdhistandardlahust (punkt 3.7.1) pipetitakse 50 ml mdotekolbi,
tdidetakse see eckstrahendiga (punkt 3.8) kuni maérgini ja segatakse.
Temperatuuril < 4 °C siilib lahus muutumatuna tihe kuu.

Kalibreerimislahused

0,5, 1,0ja 2,0 ml vahestandardlahust (punkt 3.7.2) pannakse 50 ml
moodtekolbidesse. Kolvid tdidetakse litkuva faasiga (punkt 3.6) mérgini
ja  segatakse. Nende lahuste amprooliumisisaldus on 0,5,
1,0 ja 2,0 pg/ml. Lahused tuleb valmistada vahetult enne kasutamist.

Ekstrahent

Metanooli (punkt 3.1) ja vee segu 2 + 1 (v+v)

Seadmed

HPLC seade koos sissepritsesiisteemiga, mis voimaldab siistida mahus
100 pl.

Vedelikkromatograatia kolonn 125 x 4 mm, katioonvahetaja Nucleosil
10 SA, tdidise terasuurus 5 voi 10 pm vdi samavédrne

Muudetava lainepikkusega UV-detektor voi dioodireadetektor

Membraanfilter, poliitetrafluoroetiileenist, 0,45 pm

Membraanfilter, 0,22 pm

Ultrahelivann

Mehaaniline loksuti voi magnetsegur

Too kaik
Uldsditted
Vordlussoot

Selleks et teha saagisekatse (punkt 5.1.2), tuleb eelnevalt teha vordlus-
sooda analiiiis, veendumaks, et selles ei ole ei amprooliumi ega sega-
vaid aineid. Vordlussoot peab olema prooviga samalaadne ja selles ei
tohi leiduda amprooliumi voi segavaid aineid.

Saagisekatse

Saagisekatses analiitisitakse voOrdlussoota, millele on lisatud proovis
oleva kogusega ligildhedane kogus amprooliumi. Et saada kontsentrat-
siooni 100 mg/kg, viiakse 10,0 ml pdhistandardlahust (punkt 3.7.1)
250 ml koonilisse kolbi ja aurustatakse lahus ligikaudu 0,5 milliliitrini.
Lisatakse 50 g vordlussoota, segatakse hoolikalt ja jaetakse 10 minutiks
seisma, segades enne ekstraheerima (punkt 5.2) asumist veel mitu
korda.
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Juhul kui prooviga samalaadne vordluss66t puudub (vt punkt 5.1.1),
voib saagisekatse teha standardsel lisamismeetodil. Sel juhul lisatakse
analiilisitavale proovile ligikaudu sama suur amprooliumikogus, mis on
proovis juba olemas. Seda proovi analiiiisitakse koos kontsentreerimata
prooviga ja saagis leitakse lahutamise teel.

5.2. Ekstraheerimine
52.1. Eelsegud (amprooliumisisaldus < 1 %) ja soddad

Olenevalt amprooliumisisaldusest kaalutakse 5-40 g proovi 0,01 g
tdpsusega, kantakse see 500 ml koonilisse kolbi ja lisatakse 200 ml
ekstrahenti (punkt 3.8). Kolb asetatakse ultrahelivanni (punkt 4.4) ja
jdetakse 15 minutiks seisma. Kolb vdetakse ultrahelivannist vélja ja
loksutatakse loksutil voi segatakse magnetseguril (punkt 4.5) iiks
tund. Ekstrakti alikvoot lahjendatakse liikuva faasiga (punkt 3.6)
amprooliumisisalduseni 0,5-2 pg/ml ja segatakse (vt tdhelepanekute
punkt 9.3). 5-10 ml lahjendatud lahust filtritakse 1dbi membraanfiltri
(punkt 4.2). Secjérel alustatakse HPLC médramist (punkt 5.3).

522. Eelsegud (amprooliumisisaldus > 1 %)

Olenevalt amprooliumisisaldusest kaalutakse 1-4 g proovi 0,001 g
tdpsusega, kantakse see 500 ml koonilisse kolbi ja lisatakse 200 ml
ekstrahenti (punkt 3.8). Kolb asetatakse ultrahelivanni (punkt 4.4) ja
jéetakse 15 minutiks seisma. Kolb vdetakse ultrahelivannist vélja ja
loksutatakse loksutil voi segatakse magnetseguril (punkt 4.5) iiks
tund. Ekstrakti alikvoot lahjendatakse litkuva faasiga (punkt 3.6)
amprooliumisisalduseni 0,5-2 pg/ml ja segatakse. 5—10 ml lahjendatud
lahust filtritakse 1abi membraanfiltri (punkt 4.2). Seejdrel alustatakse
HPLC maédramist (punkt 5.3).

5.3. HPLC mddramine
5.3.1. Parameetrid

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

Vedelikkromatograafia 125 mm x 4 mm, katioonvahetaja Nucleosil 10 SA,
kolonn (punkt 4.1.1): tdidise terasuurus 5 voi 10 um voi samavéirne
Liikuv faas (punkt 3.6): atsetonitriili (punkt 3.2), naatriumi, divesiniksulfaadi

lahuse (punkt 3.4) ja naatriumperkloraadi (punkt 3.5)
segu, 450 + 450 + 100 (v + v + v)

Voolukiirus: 0,7-1 ml/min
Avastamise lainepikkus: 264 nm
Sissestistitav ruumala: 100 ul

Kromatograafiaseadme tasakaalustatust kontrollitakse, siistides kolonni
mitu korda kalibreerimislahust (punkt 3.7.3) kontsentratsiooniga
1,0 pg/ml, kuni saavutatakse konstantsed piigikdrgused ja retentsioo-
niajad.

53.2. Kalibreerimisgraafik

Iga kalibreerimislahust (punkt 3.7.3) siistitakse mitu korda ja mddde-
takse igale kontsentratsioonile vastavad keskmised piigikdrgused
(pindalad). Koostatakse kalibreerimisgraafik, kandes ordinaatteljele
kalibreerimislahuste keskmised piigi kdrgused (pindalad) ja abstsisstel-
jele vastavad kontsentratsioonid (pg/ml).
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Proovilahus

Prooviekstrakti (punkt 5.2) siistitakse mitu korda, kasutades sama
mahtu, mis kalibreerimislahuste puhul, ja méairatakse amprooliumipii-
kide keskmine korgus (pindala).

Tulemuste arvutamine
Proovilahuse amprooliumipiikide keskmise korguse (pindala) alusel

leitakse kalibreerimisgraafiku (punkt 5.3.2) abil proovilahuse kontsen-
tratsioon (pg/ml).

Proovi amprooliumisisaldus w (mg/kg) arvutatakse jargmise valemi
jargi:

mg/kg]

Vxexf
w=——]
m

kus:

V = punkti 5.2 kohane ekstrahendi (punkt 3.8) maht milliliitrites (s.o

200 ml);

¢ = amprooliumi kontsentratsioon (ng/ml) prooviekstraktis (punkt
5.2);

f = punkti 5.2 kohane lahjendusfaktor;

m = kaalutise mass grammides.

Tulemuste kehtivuse kontroll
Identsus

Uuritava aine identsust saab kinnitada tdiendava kromatograafiakatse
abil voi kasutades dioodireadetektorit, mille puhul vorreldakse proo-
viekstrakti (punkt 5.2) ja 2,0 pg/ml sisaldusega kalibreerimislahuse
(punkt 3.7.3) spektreid.

Tdiendav kromatograafia

Prooviekstraktile (punkt 5.2) lisatakse vajalik kogus kalibreerimislahust
(punkt 3.7.3). Lisatud amprooliumikogus peab olema ligikaudu sama
suur nagu prooviekstraktist leitud amprooliumikogus.

Vottes arvesse nii lisatud kogust kui ka ekstrakti lahjendust, peab
tdusma {iksnes amprooliumipiigi korgus. Piigi laius selle poolel
korgusel ei tohi erineda rohkem kui 10 % kontsentreerimata proovieks-
trakti amprooliumipiigi laiusest.

Kontrollimine dioodirecadetektori abil

Tulemusi hinnatakse jargmiste kriteeriumide kohaselt:

a) proovi ja standardi kromatogrammidel oleva piigi tipu spektri
suurima neeldumise lainepikkused peavad analiilisiseadme lahutus-
voime piires iihte langema. Dioodireadetektori lahutusvoime on
tavaliselt + 2 nm;

b) lainepikkustel 210-320 nm ning suhtelise neeldumise vahemikus
10-100 % peavad proovi ja standardi piigi tipu spektrid kromato-
grammil tihte langema. Seda nduet peetakse tdidetuks, kui mainitud
spektrites esinevad ithed ja samad maksimumid ning erinevused
kahe spektri kdigis uuritud punktides ei iileta 15 % standardainele
vastavatest neeldumistest;
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7.2.

7.3.

¢) lainepikkustel 210-320 nm ei tohi prooviekstrakti kromatogrammi
piigi iilespoole suunduvas osas, tipus ja allapoole suunduvas osas
registreeritud spektrid erineda iiksteisest nende spektriosade puhul,
mis jddvad 10-100 % suhtelise neeldumise piirkonda. Seda nduet
peetakse tdidetuks, kui nimetatud spektrites esinevad tihed ja samad
maksimumid ning erinevused koigis uuritud punktides ei iileta 15 %
piigi tipu spektri vastavatest neeldumistest.

Kui moni nendest nduetest ei ole tdidetud, ei peeta otsitava aine olema-
solu tdestatuks.

Korduvus

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

— 15 % suuremast tulemusest, kui amprooliumisisaldus on vahemikus
25-500 mg/kg;

— 75mg/kg, kui amprooliumisisaldus on vahemikus  500—
1 000 mg/kg;

— 7,5 % suuremast tulemusest, kui amprooliumisisaldus on suurem
kui 1 000 mg/kg.

Saagis

Suurendatud kontsentratsiooniga (fooni)proovi puhul peab saagis olema
vihemalt 90 %.

Vérdlusuuringu tulemused

Korraldati vordlusuuring, mille kdigus analiiiisiti kolme kodulindude
soota (proovid 1-3), iihte mineraalsoota (proov 4) ja iihte eelsegu
(proov 5). Tulemused on esitatud jargmises tabelis:

(V(wgr(ﬁz;;ét) proov 2 proov 3 proov 4 proov 5
L 14 14 14 14 15
n 56 56 56 56 60
Keskmine [mg/ — 45,5 188 5129 25140
kg]
s, [mg/kg] — 2,26 3,57 178 550
CVr [%] — 4,95 1,90 3,46 2,20
sr [mg/kg] — 2,95 11,8 266 760
CVg [%] — 6,47 6,27 5,19 3,00
nominaalsi- — 50 200 5000 25 000
saldus [mg/kg]
L: laborite arv
n: iiksikméddramiste arv
Sy korduvust iseloomustav standardhdlve
CV.: korduvuse variatsioonikordaja
SR! korratavust iseloomustav standardhdlve

CVg: korratavuse variatsioonikordaja
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9.2.

9.3.

Téhelepanekud

Kui proov sisaldab tiamiini, ilmub kromatogrammil tiamiinipiik veidi
enne amprooliumipiiki. Selle meetodi kohaselt peavad amproolium ja
tiamiin teineteisest eralduma. Kui amproolium ja tiamiin selle meetodi
puhul kasutatavas kolonnis (punkt 4.1.1) teineteisest siiski ei eraldu,
tuleb kuni 50 % liikuva faasi (punkt 3.6) atsetonitriilist asendada meta-
nooliga.

Briti farmakopda andmetel on soolhappelahuses (¢ = 0,1 mol/l)
amprooliumi  lahuse (¢ = 0,02 mol/l) neeldumismaksimumid
246 ja 262 nm juures. Neelduvus on 246 nm juures 0,84 ja 262 nm
juures 0,80.

Ekstrakt tuleb iga kord liikuva faasiga lahjendada, sest vastasel korral
voib amprooliumipiigi retentsiooniaeg ioontugevuse muutuste tottu
oluliselt nihkuda.

I. NARASIINI MAARAMINE

Narasiinisisaldus méératakse

— standardis EN 17299 . Loomasd6t: proovivotu- ja analiilisimeetodid
— Lubatud koktsidiostaatikumide seire ja médramine aditiivsel
ja 1% ja 3 % ristsaastumise tasemel ning registreerimata koktsi-
diostaatikumide ja iihe antibiootikumi seire ja médramine subadi-
tiivsel tasandil segas60das korgefektiivse vedelikkromatograafia
abil koos tandemmassispektromeetriaga (LC-MS/MS)* esitatud
analiitisimeetodiga voi

— standardis EN ISO 14183 ,,Loomasddt — Monesiini-, narasiini- ja
salinomiitsiinisisalduse méidramine — Kolonnijargset derivaatimist
kasutav vedelikkromatograafia meetod* esitatud analiilisimeetodiga.

J. NIKARBASIINI MAARAMINE

Nikarbasiinisisaldus méératakse

— standardis EN 17299 ,.Loomasd6t: proovivotu- ja analiilisimeetodid
— Lubatud koktsidiostaatikumide seire ja médramine aditiivsel
ja 1% ja 3 % ristsaastumise tasemel ning registreerimata koktsi-
diostaatikumide ja iihe antibiootikumi seire ja médramine subadi-
tiivsel tasandil segas6odas korgefektiivse vedelikkromatograafia
abil koos tandemmassispektromeetriaga (LC-MS/MS)* esitatud
analiitisimeetodiga voi

— standardis EN 15782 ,,Loomasdot — Nikarbasiinisisalduse mééra-
mine — Korgefektiivne vedelikkromatograafia® esitatud analiitisi-
meetodiga.

K. DEKOKVINAADI MAARAMINE

Dekokvinaadisisaldus méératakse

— standardis EN 17299 ,.Loomasd6t: proovivotu- ja analiilisimeetodid
— Lubatud koktsidiostaatikumide seire ja médramine aditiivsel
ja 1% ja 3 % ristsaastumise tasemel ning registreerimata koktsi-
diostaatikumide ja iihe antibiootikumi seire ja médramine subadi-
tiivsel tasandil segas6odas korgefektiivse vedelikkromatograafia
abil koos tandemmassispektromeetriaga (LC-MS/MS)*“ esitatud
analiitisimeetodiga voi

— standardis EN 16162 , Loomasoot — Dekokvinaadisisalduse mééra-
mine HPLC-ga fluorestsentsdetektori abil* esitatud analiitisimeeto-
diga.
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L. MONESIINI MAARAMINE

Monesiinisisaldus méaratakse

— standardis EN 17299 ,,Loomasd6t: proovivotu- ja analiilisimeetodid
— Lubatud koktsidiostaatikumide seire ja mdadramine aditiivsel
ja 1% ja 3 % ristsaastumise tasemel ning registreerimata koktsi-
diostaatikumide ja {ihe antibiootikumi seire ja madramine subadi-
tiivsel tasandil segas6odas korgefektiivse vedelikkromatograafia
abil koos tandemmassispektromeetriaga (LC-MS/MS)*“ esitatud
analiiiisimeetodiga voi

— standardis EN ISO 14183 ,,Loomasd6t — Monesiini-, narasiini- ja
salinomiitsiinisisalduse médramine — Kolonnijdrgset derivaatimist
kasutav vedelikkromatograafia meetod* esitatud analiilisimeetodiga.

M. SALINOMUTSIINI MAARAMINE

Salinomiitsiinisisaldus méiratakse

— standardis EN 17299 , . Loomasd6t: proovivotu- ja analiilisimeetodid
— Lubatud koktsidiostaatikumide seire ja médramine aditiivsel
ja 1% ja 3 % ristsaastumise tasemel ning registreerimata koktsi-
diostaatikumide ja {ihe antibiootikumi seire ja mddramine subadi-
tiivsel tasandil segas6odas korgefektiivse vedelikkromatograafia
abil koos tandemmassispektromeetriaga (LC-MS/MS)* esitatud
analiitisimeetodiga voi

— standardis EN ISO 14183 ,,Loomasd6t — Monesiini-, narasiini- ja
salinomiitsiinisisalduse médramine — Kolonnijargset derivaatimist
kasutav vedelikkromatograafia meetod* esitatud analiiiisimeetodiga.

N. SEMDURAMUTSIINI MAARAMINE

Semduramiitsiinisisaldus méaratakse

— standardis EN 17299 ,.Loomasd6t: proovivotu- ja analiilisimeetodid
— Lubatud koktsidiostaatikumide seire ja méadramine aditiivsel
ja 1% ja 3 % ristsaastumise tasemel ning registreerimata koktsi-
diostaatikumide ja iihe antibiootikumi seire ja médramine subadi-
tiivsel tasandil segas60das korgefektiivse vedelikkromatograafia
abil koos tandemmassispektromeetriaga (LC-MS/MS)“ esitatud
analiitisimeetodiga voi

— standardis EN 16158 ,Loomasdot — Semduramiitsiinisisalduse
méadramine — Otsustuspuu pdhist analiiiitilist 1dhenemisviisi kasutav
vedelikkromatograafia meetod esitatud analiitisimeetodiga.

O. EN STANDARDID

Miidruse (EL) 2017/625 artikli 34 15ike 2 punkti a kohaldamisel on
asjakohased jdrgmised EN standardid:

EN ISO 30024 Loomasdot — Fiitaasi aktiivsuse méadramine

EN 17050 Loomasddt: proovivotu- ja analiilisimeetodid — Joodi mééra-
mine loomasdddas induktiivsidestunud plasma massispektromeetria
(ICP-MS) abil

EN 17550 Loomasdét: karotenoidide médramine loomade segasoodas
ja eelsegudes korgefektiivse vedelikkromatograafia abil koos UV-kiir-
guse madramisega (HPLC-UV)

EN 15784 Loomasdot: proovivotu- ja analiitisimeetodid — Bacillus spp.
kindlakstegemine ja loendamine
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EN 15785 Loomasoot: proovivotu- ja analiiisimeetodid — Bifidobacte-
rium spp. eraldamine ja loendamine

EN 15786 Loomas66t: proovivotu- ja analiiisimeetodid — Pediococcus
spp. kindlakstegemine ja loendamine

EN 15787 Loomasddt: proovivdtu- ja analiiisimeetodid — So6dalinsan-
dina kasutatava Lactobacillus spp. kindlakstegemine ja loendamine

EN 15788 Loomasddt: proovivotu- ja analiiiisimeetodid — Soddalinsan-
dina kasutatava Enterococcus (E. faecium) sp.p kindlakstegemine ja
loendamine

EN 15789 Loomasddt: proovivdtu- ja analiiisimeetodid — So6dalinsan-
dina kasutatava Saccharomyces cerevisiae kindlakstegemine ja loenda-
mine

EN 15510 Loomasodt: proovivdtu- ja analiiiisimeetodid — Kaltsiumi,
naatriumi, fosfori, magneesiumi, kaaliumi, raua, tsingi, vase, mangaani,
koobalti, moliibdeeni ja plii méddramine induktiivsidestunud plasma
aatomiemissioonspektromeetria (ICP-AES) abil (s66dalisandite koobalti
ja moliibdeeni analiiisimiseks)

EN 15621 Loomasoot: proovivdtu- ja analiiiisimeetodid — Kaltsiumi,
naatriumi, fosfori, magneesiumi, kaaliumi, vidévli, raua, tsingi, vase,
mangaani ja koobalti médramine pérast rShu all lagundamist induktiiv-
sidestunud plasma aatomiemissioonspektromeetria (ICP-AES) abil
(sdodalisandi koobalti analiiiisimiseks)

EN 16159 Loomas6ot — Seleeni médramine hidriidide tekitamisega
aatomiabsorptsioonspektromeetria (HGAAS) abil pérast mikrolainete
toimel lagundamist (lagundamine 65 % lammastikhappe ja 30 % vesi-
nikperoksiidiga) (so0dalisandi seleeni analiiisimiseks)

EN 17053 Loomas6dt: proovivdtu- ja analiiisimeetodid — Mikroele-
mentide, raskmetallide ja muude elementide méddramine s6ddas induk-
tiivsidestunud plasma massispektromeetria (ICP-MS) abil (erinevad
meetodid) (s6ddalisandite koobalti, moliibdeeni ja seleeni analiitisimi-
seks)
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V LISA

SOODAS SOOVIMATUTE AINETE SISALDUSE KONTROLLIMISE
ANALUUSIMEETODID

A) DIOKSIINIDE (PCDD/PCDF) JA PCBde SISALDUSE MAARAMINE

I PEATUKK
PROOVIVOTUMEETODID JA ANALUUSITULEMUSTE
TOLGENDAMINE
1. Kohaldamisala ja mdisted

Proovid poliiklorodibenso-p-dioksiinide (PCDDd), poliiklorodibensofu-
raanide (PCDFid), dioksiinitaoliste poliikklooritud bifentiiilide (PCBd)
(") ja mittedioksiinitaoliste PCBde sisalduse ametlikuks kontrolliks
s0odas voetakse I lisa sétete kohaselt. S6odas iihtlaselt jaotunud ainete
voi toodete kontrollimise kvantitatiivseid ndudeid kohaldatakse vasta-
valt I lisa punktile 5.1. Selliselt vdetud koondproove kisitatakse selle
partii vOi osapartii suhtes esindavate proovidena, millest need on
voetud. Direktiivis 2002/32/EU sitestatud piirnormidele vastavust kont-
rollitakse laboratoorsete proovides médratud sisalduste alusel.

(') PCDDde, PCDFide ja dioksiinitaoliste PCBde toksilisusfaktorite (TEF) tabel Inimestele

avalduva riski hindamisel kasutatavad WHO-TEFid pohinevad 2005. aasta juunis Genfis
peetud Maailma Terviseorganisatsiooni rahvusvahelise kemikaaliohutuse programmi
(IPCS) ekspertkohtumise jareldustel (Martin van den Berg et al., ,,The 2005 World
Health Organization Re-evaluation of Human and Mammalian Toxic Equivalency
Factors for Dioxins and Dioxin-like Compounds®, Toxicological Sciences 93(2), 223—
241 (2006)).

Analoog TEFi véirtus Analoog TEFi virtus
Dibenso-p-dioksiinid Dioksiinitaolised PCBd
(PCDDd) ja dibenso- ortoasendamata PCBd + orto-monoa-
p-furaanid (PCDFid) sendatud PCBd
2,3,7,8-TCDD 1
1,2,3,7,8-PeCDD 1 Ortoasendamata

PCBd
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0,1 PCB 77 0,0001
1,2,3,6,7,8-HxCDD 0,1 PCB 81 0,0003
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0,1 PCB 126 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0,01 PCB 169 0,03
OCDD 0,0003 Orto-monoasen-

datud PCBd
2,3,7,8-TCDF 0,1 PCB 105 0,00003
1,2,3,7,8-PeCDF 0,03 PCB 114 0,00003
2,3,4,7,8-PeCDF 0,3 PCB 118 0,00003
1,2,3,4,7,8-HXCDF 0,1 PCB 123 0,00003
1,2,3,6,7,8-HXCDF 0,1 PCB 156 0,00003
1,2,3,7,8,9-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

Kasutatud lithendid: T = tetra; Pe = penta; Hx = heksa; Hp = hepta; O = okta; CDD =
klorodibensodioksiin; CDF = klorodibensofuraan; CB = klorobifeniiiil.
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Kéesolevas  osas  kohaldatakse =~ komisjoni  rakendusméiruse
(EL) 2021/808 (?) I lisas esitatud mdisteid.

Lisaks neile moistetele kasutatakse kdesolevas osas jargmisi moisteid.

.Soeluuringumeetodid“ on meetodid selliste proovide tuvastamiseks,
mille PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde sisaldus iiletab piirnormi
voi hiiretaseme. Need meetodid vdimaldavad kulutdhusalt analiitisida
suurt arvu proove ning see suurendab voimalusi avastada uusi juhtu-
meid, mis on tarbijate jaoks suure kokkupuute- ja terviseriskiga.
Soeluuringumeetodid peavad podhinema bioanaliiiitilistel voi GC-MS
meetoditel. Proovide tulemusi, mis iiletavad piirnormile vastavuse kont-
rolli lavivéartust, tuleb iile kontrollida esialgse proovi tdieliku kordu-
sanaliiisiga kinnitaval meetodil.

,Kinnitavad meetodid*“ on meetodid, mis annavad tdielikku voi tdien-
davat teavet, mis vdimaldab PCDD/Fid ja dioksiinitaolised PCBd
tuvastada ja maédrata liheselt nende sisaldus piirnormile vdi vajaduse
korral hiiretasemele vastaval ldvivaartusel. Nende meetodite puhul
kasutatakse gaasikromatograafiat koos korglahutus-massispektromee-
triaga (GC-HRMS) vdi gaasikromatograafiat koos tandemmassispektro-
meetriaga (GC-MS/MS).

2. Partii v6i osapartii vastavus piirnormile
2.1. Mittedioksiinitaoliste PCBde puhul

Partii voi osapartii vastab piirnormile, kui PCB 28, PCB 52, PCB 101,
PCB 138, PCB 153ja PCB 180 (edaspidi ,,mittedioksiinitaolised
PCBd*) summaarse sisalduse analiilisi tulemus ei ileta direk-
tiivis 2002/32/EU siitestatud piirnormi, vottes arvesse mddtmise laiend-
midramatust (). Partii vdi osapartii ei vasta direktiivis 2002/32/EU
sitestatud piirnormile, kui iilemise tdkke pdhimdtte kohase (*) kahe
analiiiisitulemuse pohjal on kordusanaliiiisiga (°) saadud aritmeetiline
keskmine, mis iiletab moStmise laiendmédramatust arvesse vottes kaht-
luseta piirnormi, st vastavuse hindamiseks kasutatakse analiiiisiga
madratud Kkontsentratsiooni védrtust, millest on lahutatud modtmise
laiendmé@dramatus.

(®) Komisjoni 22. mirtsi 2021. aasta rakendusmaérus (EL) 2021/808, milles kasitletakse

toiduloomadel kasutatavate farmakoloogiliste toimeainete jadkide analiilisimise meeto-
deid ja tulemuste tdlgendamist ning proovivotumeetodeid ning millega tunnistatakse
kehtetuks otsused 2002/657/EU ja 98/179/EU (ELT L 180, 21.5.2021, 1k 84).
Vajaduse korral jirgitakse dokumendis ,,Guidance Document on Measurement Uncer-
tainty for Laboratories performing PCDD/F and PCB Analysis using Isotope Dilution
Mass  Spectrometry  (Juhend  mddtemddramatuse  kohta  laboritele,  kus
tehakse PCDDde/PCDFide ja PCBde analiilise isotooplahjendusega massispektromeetria
abil) (https:/food.ec.europa.cu/system/files/2017-05/animal-feed-guidance _docu-
ment_pcdd-f peb_en.pdf) kirjeldatud pdhimdtteid.

Ulemise tdkke pdhimdtte kohaselt vastab iga kvantitatiivselt médramata analoogi panus
médramispiiri vdirtusele. Alumise tokke pohimdtte kohaselt vastab iga kvantitatiivselt
méadramata analoogi panus nullile. Vahevidértuse pdhimotte kohaselt vastab iga kvanti-
tatiivselt mddramata analoogi panus poolele médramispiiri védrtusest.

Kordusanaliiiis — huvipakkuvate analiiiitide eraldi analiiiis sama homogeniseeritud proovi
teise alikvoodi pohjal. Uldiselt kohaldatakse kordusanaliiiisi suhtes II lisa C peatiiki
punktis 3 sétestatud ndudeid. Meetodite puhul, milles kasutatakse asjaomaste analiiiitide
jaoks '*C-miirgistatud sisestandardit, on kordusanaliiiis vajalik ainult siis, kui esimese
madramise tulemus ei vasta nduetele. Kordusanaliiiis on vajalik, et vilistada sisemise
ristsaastumise v3i proovide juhusliku segiajamise voimalus. Kui analiilis tehakse seoses
saastamisjuhtumiga, voib kinnitava kordusanaliiiisi jdtta tegemata, kui analiiisiks valitud
proovid on jélgitavuse alusel seostatavad asjaomase saastamisjuhtumiga ning tuvastatud
saasteainete sisaldus iletab oluliselt piirnormi.

(3

<
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Modtmise laiendmédramatuse arvutamiseks kasutatakse kattetegurit 2,
millega tagatakse umbes 95 % usaldusnivoo. Partii vdi osapartii ei
vasta nduetele, kui modtmistulemuste keskvéértusest laiendmadrama-
tuse lahutamisega saadud véirtus iletab piirnormi.

Kéesoleva punkti eespool esitatud 16ikudes nimetatud eeskirju kohal-
datakse ametlikuks kontrolliks ette ndhtud proovide analiilisitulemuste
suhtes. Teise ecksperdiarvamuse saamiseks vdi vahekohtumenetluse
eesmargil tehtud analiiiiside suhtes kohaldatakse siseriiklikke eeskirju.

2.2. PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde puhul

Partii vOi osapartii vastab piirnormile, kui tithe analiiiisi tulemus,

— mis on saadud sdeluuringumeetodiga, mille valenegatiivsete tule-
muste osakaal on alla 5 %, nditab, et sisaldus ei iileta asjaomast
direktiivis ~ 2002/32/EU  sitestatud ~ PCDD/Fide  piirnormi
ega PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde summa piirnormi;

— mis on saadud kinnitava meetodiga, niitab, et sisaldus ei iileta
asjaomast direktiivis 2002/32/EU sitestatud PCDD/Fide piirnormi
ega PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde summa piirnormi, kui
voetakse arvesse modtmise laiendméddramatust.

Sdeluuringu puhul médratakse ldvivéartus, mille alusel otsustatakse, kas
proov vastab PCDD/Fide jaoks kehtestatud piirnormile voi PCDD/Fide
ja dioksiinitaoliste PCBde summa jaoks kehtestatud piirnormile.

Partii vdi osapartii ei vasta direktiivis 2002/32/EU sitestatud piirnor-
mile, kui kinnitava meetodiga tehtud kordusanaliiiisiga (°) on iilemise
tokke pohimdtte (7) kohase kahe analiiiisitulemuse pohjal saadud arit-
meetiline keskmine, mis liletab modtmise laiendméadramatust arvesse
vottes kahtluseta piirnormi, st vastavuse hindamiseks kasutatakse
analiilisiga madratud kontsentratsiooni véértust, millest on lahutatud
modtmise laiendmédramatus.

Mootmise laiendmédramatuse arvutamiseks kasutatakse kattetegurit 2,
millega tagatakse umbes 95 % usaldusnivoo. Partii vOi osapartii ei
vasta nouetele, kui modtmistulemuste keskvéiirtusest laiendmédrama-
tuse lahutamisega saadud védrtus iiletab piirnormi.

PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde summa puhul tuleb kasu-
tada PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde eraldi méaaramise analiiiisi-
tulemuste hinnanguliste laiendmédramatuste summat.

() Uldiselt kohaldatakse kordusanaliiiisi suhtes II lisa C peatiiki punktis 3 sitestatud
ndudeid. Kinnitavate meetodite puhul, milles kasutatakse asjaomaste analiiiitide jaoks
13C-mz'irgistatud sisestandardit, on kordusanaliiiis vajalik ainult siis, kui esimese médra-
mise tulemus ei vasta nduetele. Kordusanaliilis on vajalik, et vilistada sisemise ristsaas-
tumise voi proovide juhusliku segiajamise vdimalus. Kui analiiiis tehakse seoses saasta-
misjuhtumiga, voib kinnitava kordusanaliilisi jdtta tegemata, kui analiiiisiks valitud
proovid on jélgitavuse alusel seostatavad asjaomase saastamisjuhtumiga ning tuvastatud
saasteainete sisaldus iiletab oluliselt piirnormi.

Ulemise tokke pdhimdtte kohaselt vastab toksilisusekvivalendi (TEQ) arvutamisel iga
kvantitatiivselt mddramata analoogi panus médramispiiri vdartusele. Alumise tdkke pohi-
mdtte kohaselt vastab TEQ arvutamisel iga kvantitatiivselt méddramata analoogi panus
nullile. Vaheviirtuse pdhimotte kohaselt vastab TEQ arvutamisel iga kvantitatiivselt
médramata analoogi panus poolele madramispiiri vairtusest.

(7

~
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Kéesoleva punkti eespool esitatud 1dikudes nimetatud eeskirju kohal-
datakse ametlikuks kontrolliks ette ndhtud proovide analiilisitulemuste
suhtes. Kaitse- vOi vahekohtumenetluse eesmirgil tehtud analiiiiside
suhtes kohaldatakse siseriiklikke eeskirju.

3. Direktiivi 2002/32/EU 1I lisas sitestatud hiiretasemeid iiletavad
tulemused

Héiretasemeid kasutatakse proovide valimiseks juhul, kui on vaja kind-
laks teha saasteallikas ja votta meetmeid saastumise vihendamiseks voi
korvaldamiseks. Soeluuringumeetoditega tehakse kindlaks selliste proo-
vide valimiseks sobivad ldvivéddrtused. Kui saasteallika kindlakstege-
miseks ja saaste vihendamiseks voi korvaldamiseks on vaja suuri
pingutusi, on asjakohane kontrollida hédiretaseme {iletamist kinnitaval
meetodil kordusanaliilisiga ja vOtta seejuures arvesse modtmise laiend-
médramatust (%).

II PEATUKK

Proovi ettevalmistamine JA NOUDED analiiiisimeetoditele, MIDA
KASUTATAKSE DIOKSIINIDE (PCDD/Fide) JA DIOKSIINITAOLISTE
PCBde SISALDUSE AMETLIKUKS KONTROLLIKS SOODAS

1. Kohaldamisala

Kéesolevas peatiikis sdtestatud ndudeid kohaldatakse s6oda analiiiisi-
misel 2,3,7,8-asendatud PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde sisal-
duse ametlikuks kontrolliks, samuti seoses proovide ettevalmistamise
ja analiiisimisega muul regulatiivsel eesmargil, sealhulgas kontrollide
puhul, mida sdddakiitlejad teevad, et tagada vastavus Euroopa Parla-
mendi ja ndukogu miiruse (EU) nr 183/2005 (%) sitetele.

PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde esinemist sdddas voib kontrol-
lida kaht liiki analiiiisimeetoditega:

a) Soeluuringumeetodid

Soeluuringumeetoditega tuvastatakse sellised proovid, mille PCDD/Fide
ja dioksiinitaoliste PCBde sisaldus iiletab piirnormi v3i héiretaseme.
Soeluuringumeetodid peavad vdimaldama kulutShusalt analiiiisida
suurt arvu proove ning see suurendab vdimalusi avastada uusi juhtu-
meid, mis on tarbijate jaoks suure kokkupuute- ja terviseriskiga. Nende
kasutamise eesmirk on valenegatiivsete tulemuste valtimine. Nende
hulka kuulub bioanaliiiitilisi ja GC-MS-meetodeid.

Soeluuringumeetoditega vorreldakse analiilisitulemusi lavivédartusega
ning saadakse jaatav voi eitav vastus piirnormi voi hdiretaseme voima-
liku iiletamise kohta. Piirnormile mittevastavuse kahtlusega proovides
tuleb PCDD/Fide kontsentratsioon ning PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste
PCBde summaarne kontsentratsioon maéérata vOi kinnitada kinnitava
meetodi abil.

Peale selle voivad soeluuringumeetod anda teavet proovis leidu-
vate PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde sisalduse kohta. Bioanaliiii-
tiliste sdeluuringumeetodite kasutamise korral viljendatakse tulemus
bioanaliiitilistes ekvivalentides (BEQdes), fiiisikalis-keemiliste GC-
MS-meetodite  kasutamise korral toksilisusekvivalentides (TEQ).
Soeluuringumeetodite numbrilised tulemused sobivad nduetekohasuse
voi nduetele mittevastavuse kahtluse voi hdiretaseme tletamise tdenda-
miseks ning kinnitavate meetoditega jérelanaliilisi jaoks asjaomase

(%) Héiretaseme kontrollimise kordusanaliiiisi suhtes kehtivad samad selgitused ja nduded,
mis on esitatud joonealuses mirkuses 5 piirnormide kohta.

(°) Euroopa Parlamendi ja ndukogu 12. jaanuari 2005. aasta miirus (EU) nr 183/2005,
millega kehtestatakse soddahiigieeni nduded (ELT L 35, 8.2.2005, 1k 1).
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kontsentratsioonivahemiku hindamiseks. Need meetodid ei sobi taustsi-
salduse ja s60daga saadavate annuste hindamiseks, sisalduse ajatren-
dide jélgimiseks ega hdiretaseme ja piirnormi iimberhindamiseks.

b) Kinnitavad meetodid

Kinnitavate meetoditega on vodimalik proovis leiduvaid PCDD/Fe ja
dioksiinitaolisi PCBsid iiheselt tuvastada ja médrata nende sisaldus
ning saada tdielikud andmed iiksikanaloogide sisalduse kohta. Seega
saab selliste meetoditega kontrollida piirnorme ja hiiretasemeid, seal-
hulgas kinnitada sdeluuringumeetoditega saadud tulemusi. Lisaks voib
tulemusi kasutada muudel eesmarkidel, nagu s66da seires viikese taust-
sisalduse méidramine, ajatrendide jalgimine, kokkupuute hindamine
ning andmebaasi koostamine hédiretasemete ja piirnormide voimalikuks
imberhindamiseks. Need meetodid on olulised ka analoogide kombi-
natsioonide kindlakstegemiseks, et tuvastada vdimalik saasteallikas.
Nende meetodite puhul kasutatakse GC-HRMSi. Piirnormile vastavuse
vOi mittevastavuse kinnitamiseks voib kasutada ka GC-MS/MSi.

Taustteave

Toksilisusekvivalentides (TEQdes) viljendatud kontsentratsioonide
arvutamiseks korrutatakse {tksikainete kontsentratsioonid asjaomases
proovis vastava toksilisusfaktoriga (TEF) (vt I peatiiki allméarkus 1)
ja liidetakse seejdrel kokku, et saada TEQdes viljendatud dioksiinitao-
liste tihendite iildkontsentratsioon.

Kéesolevas A osas tdhendab tiksikanaloogi aktsepteeritav madramispiir
viikseimat analiiidisisaldust, mida saab moistliku statistilise usaldus-
vadrsusega modta ning mis vastab madramiskriteeriumidele, mis on
sdtestatud rahvusvaheliselt tunnustatud standardites, nagu standard
EN 16215:2012 ,Animal feed — Determination of dioxins and
dioxin-like PCBs by GC-HRMS and of indicator PCBs by GC-
HRMS* (Loomas66t — dioksiinide ja dioksiinitaoliste PCBde sisalduse
médramine gaasikromatograafia ja korglahutus-massispektromeetria
(GC-HRMS) abil ning indikaator-PCBde sisalduse méddramine GC-
HRMS:i abil) ja/voi EPA meetodid 1613 ja 1668 (labivaadatud).

Uksikanaloogi misramispiiri vdib midratleda jargmiselt:

a) prooviekstraktis leiduva analtitidi selline kontsentratsioon, mis
annab kahe erineva jilgitava iooni puhul mddteseadmes mdotmistu-
lemuse, mille puhul norgema to6tlemata andmesignaali signaali ja
miira suhe on 3: 1 voi

b

=

véikseima kontsentratsiooni punkt kalibreerimiskoveral, mille puhul
saadakse vastuvoetav (< 30 %) ja jirjepidev (moddetud vidhemalt
proovide analiilisiseeria alguses ja 10pus) hilve keskmisest suhteli-
sest kalibreerimistegurist, mis on arvutatud iga prooviseeria kali-
breerimiskdvera koikide punktide jargi, kui tehnilistel pohjustel
signaali ja miira suhte arvutus ei anna usaldusvédirset tulemust.
Madramispiir LOQ arvutatakse vidikseima kontsentratsiooni jérgi,
vottes arvesse sisestandardite saagist ja proovikogust.
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

Q)

Bioanaliiiitilised ~ soeluuringumeetodid ei anna tulemusi analoogi
tasemel, vaid niitavad ('°) iiksnes TEQ véértust, véljendatuna BEQdes,
millega voetakse arvesse asjaolu, et kdik prooviekstraktis leiduvad
ihendid, mis katses vastuse annavad, ei tarvitse vastata koikidele
TEQ-pShimodtte nouetele.

Soeluuringu- ja kinnitavaid meetodeid voib teatavas maatriksis sisal-
duse kontrollimiseks kasutada vaid juhul, kui kdnealused meetodid on
piisavalt tundlikud, et hdiretasemele voi piirnormile vastavat sisaldust
usaldusvéirselt méérata.

Kvaliteedi tagamise nouded

Igas proovivGtu- ja analiiiisietapis tuleb votta meetmed ristsaastumise
viltimiseks.

Proove tuleb siilitada ja transportida sdilitamiseks sobivates klaas-,
alumiinium-, poliipropiileen- vdi poliietiileenndudes, mis ei mdjuta
proovide PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde sisaldust. Paberitolmu
jdgid tuleb proovindust eemaldada.

Proove tuleb siilitada ja transportida nii, et sdéodaproovi koostis ei
muutuks.

Vajaduse korral jahvatatakse iga laboratoorne proov peeneks ja sega-
takse pohjalikult meetodil, mis tagab tdendatult tdielikult homogeense
proovi (nditeks jahvatatakse proov nii peeneks, et see ldbiks 1 mm
suuruste avadega sodela). Liiga suure niiskusesisaldusega proove tuleb
enne jahvatamist kuivatada.

Oluline on kontrollida, et reaktiivid, klaasndud ja seadmed ei mojutaks
TEQdes voi BEQdes véljendatud tulemusi.

Tuleb teha tiihikatse, mille puhul tehakse 14bi kdik analiiiisietapid ilma
proovita.

Bioanaliiiitiliste meetodite puhul tuleb kontrollida, et iikski analiitisis
kasutatav klaasnou voi lahusti ei sisaldaks tthendeid, mis segavad uuri-
tavate ithendite avastamist meetodi toovahemikus. Klaasnou tuleb lopu-
tada lahustiga vO0i kuumutada temperatuuril, mis sobib selle
pinnalt PCDD/Fide, dioksiinitaoliste iihendite ja segavate iihendite
jéakide eemaldamiseks.

Ekstraheeritava proovi kogus peab olema piisav, et see vastaks ndue-
tele, mida kohaldatakse piisavalt viikestele kontsentratsioonidele
vastavas toovahemikus, sh piirnormile ja hidiretasemele vastavas kont-
sentratsioonide vahemikus.

Uuritavatest toodetest vdetud proovide ettevalmistamiseks kasutatavate
konkreetsete meetodite puhul tuleb jérgida rahvusvaheliselt tunnustatud
suuniseid, st standardit EN ISO 6498.

Bioanaliiiitiliste meetodid ei ole spetsiifilised toksilisusfaktori (TEF) siisteemi analoo-
gide suhtes. Prooviekstrakt vdib sisaldada muid sarnase struktuuriga AhR-aktiivseid
thendeid, mis mdjutavad ildist tulemust. Seega ei saa bioanaliiiitilist tulemust pidada
TEQ taseme hinnanguks, pigem viitab see proovi TEQ vdimalikule tasemele.
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4.2.

4.3.

5.1

5.2.
5.2.

Nouded laboritele

Vastavalt méairusele (EL) 2017/625 peavad laborid olema ISO/IEC
juhendi 58 kohaselt tegutseva tunnustatud asutuse poolt akrediteeritud,
millega tagatakse, et laborid kohaldavad analiiiisimisel kvaliteeditaga-
missiisteemi. Laborid tuleb akrediteerida standardi EN ISO/IEC 17025
kohaselt. Jargitakse pohimdtteid, mida on kirjeldatud tehnilistes
suunistes, milles kisitletakse mddtemadramatuse ja méadramispiiride
hinnangulise véirtuse leidmist PCDD/Fide ja PCBde analiitisimisel (1!).

Labori pddevust tuleb tdendada pideva eduka osalemisega laboriteva-
helistes uuringutes, mida korraldatakse PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste
PCBde kontsentratsiooni médramiseks asjakohastes sdo6damaatriksites
ja kontsentratsioonivahemikes.

Laborid, kus kasutatakse proovide tavakontrolliks sdeluuringumeeto-
deid, peavad tegema nii kvaliteedi kontrollimisel kui ka saastekahtlu-
sega proovide analiiiisitulemuste kinnitamisel tihedat koostodd kinni-
tavat meetodit kasutavate laboritega.

Pohinduded dioksiinide (PCDDde/PCDFide) ja dioksiinitaoliste
PCBde analiiiisile

Viikeste kontsentratsioonidega téovahemik ja mddramispiirid

Kuna osa konealustest iihenditest on ddrmiselt toksilised, peavad tuvas-
tatavad PCDD/Fide kogused olema femtogrammi (10— €) iilemises
vahemikus. Enamiku PCBde analoogide puhul piisab nanogrammi
tipsusega (10—’ €) madramispiirist. Toksilisemate ~dioksiinitaoliste
PCBde analoogide (eriti ortoasendamata analoogide) sisalduse maéra-
miseks peab toovahemiku alumine osa ulatuma pikogrammi (10-'2 &)
alumiste véaartusteni. Ko&igi muude PCBde analoogide puhul piisab
nanogrammi (10—9 €) tipsusega médramispiirist.

Suur selektiivsus (spetsiifilisus)

1.  PCDD/Fisid ja dioksiinitaolisi PCBsid peab olema vdimalik eristada
paljudest muudest kaasa ekstraheeruvatest ja segada voivatest tihendi-
test, mille kontsentratsioon voib olla mitu suurusjérku suurem kui uuri-
tavate analiiiitide kontsentratsioon. GC-MS-meetodite korral peab
olema vdimalik eristada eri analooge, niiteks toksilisi analooge (nt
seitseteist 2,3,7,8-asendatud PCDD/Fi ning kaksteist dioksiinitaolist
PCBd) muudest analoogidest.

5.2.2.  Bioanaliiitiliste meetoditega peab olema voimalik méérata uuritavaid

D)

ihendeid PCDD/Fide ja/vdi dioksiinitaoliste PCBde summana. Proove
tuleb puhastada, et kdrvaldada valepositiivseid tulemusi pohjustavad
tthendid ja tihendid, mis vdivad signaali vihendada, pdhjustades vale-
negatiivseid tulemusi.

»Guidance Document on Measurement Uncertainty for Laboratories perfor-

ming PCDD/F and PCB Analysis using Isotope Dilution Mass Spectrometry* (Juhend
modtemadramatuse kohta laboritele, kus tehakse PCDDde/PCDFide ja PCBde analiiiise
isotooplahjendusega  massispektromeetria  abil)  (https://food.ec.europa.eu/system/-
files/2017-05/animal-feed-guidance_document pcdd-f pcb_en.pdf), ,,Guidance Docu-
ment on the Estimation of LOD and LOQ for Measurements in the Field of Contami-
nants in Feed and Food* (Juhend avastamispiiri ja maéramispiiri hinnangulise véartuse
madramiseks so66das ja toidus esinevate saasteainete mootmisel) [https://food.ec.europa.
eu/system/files/2016-10/cs_contaminants sampling_analysis-report 2004 en.pdf].
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5.3.

53.1.

5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.5.

5.5.1.

5.6.

Suur mootetdpsus (toesus ja kordustipsus, bioanaliiiisi ndiline saagis)

GC-MS-meetodite puhul peab méidramine tagama kehtiva hinnangu
aine tegeliku kontsentratsiooni kohta proovis. Suur modtetdpsus on
vajalik, et véltida analiitisitulemuse tagasiliikkkamist madratud TEQ
vadrtuse védhese usaldusvéddrsuse tottu. Modtetdpsust viljendatakse
toesuse (sertifitseeritud materjalis sisalduva analtitidi moddetud kesk-
mise vadrtuse ja analiitidi sertifitseeritud véartuse erinevus protsentides)
ja kordustdpsusena (RSDy on suhteline standardhélve, mis arvutatakse
korratavuse tingimustes saadud tulemuste pdhjal).

Bioanaliiiitiliste meetodite korral méiératakse bioanaliilisi néiline saagis.
,,Bioanaliilisi ndiline saagis® tahendab BEQ vaartust, mis arvutatakse
2,3,7,8-tetraklorodibenso-p-dioksiini (TCDD) v&i PCB 126 kaliibrimis-
kovera alusel, mida korrigeeritakse tiihiprooviga ja jagatakse seejérel
kinnitava meetodi abil madratud TEQ véartusega. Sellega piilitakse
korrigeerida selliseid tegureid nagu PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste
ihendite kadu ekstraheerimisel ja puhastamisel, kaasa ekstraheeruvad
tthendid, mis suurendavad voi vihendavad tulemust (agonistlik ja anta-
gonistlik moju), kalibreerimiskdvera sobivus ning toksilisusfaktori
(TEF) ja suhtelise potentsuse (REP) véértuste erinevused. Bioanaliiiisi
ndiline saagis arvutatakse sobivate vordlusproovide alusel, milles
analoogide kombinatsioon on esindav ja nende sisaldus vastab ligi-
kaudu huvipakkuvale sisalduste vahemikule.

Valideerimine piirnormi vahemikus ja kvaliteedikontrolli iildmeetmed

Labor peab tdendama valideerimismenetluse ja tavaanaliiiisiga meetodi
tulemuslikkust piirnormi hdlmavas vahemikus, nt piirnormi 0,5-, 1-
ja 2-kordsele vadrtusele vastava sisalduse juures, kordusanaliiiisi
puhul peab variatsioonikordaja vidrtus olema vastuvoetav.

Sisemiste kvaliteedikontrolli meetmetena tuleb teha regulaarseid tiihi-
proovidega ja rikastatud proovidega katseid vOi analiitisida kontroll-
proove (vdimaluse korral tuleb eelistada sertifitseeritud etalonaineid).
Tihiproovide ja rikastatud proovidega katsete ning kontrollproovide
analiitisi kohta tuleb koostada kvaliteedikontrolli kaardid, mille alusel
kontrollitakse, kas analiiiiside tulemuslikkus vastab nouetele.

Mddramispiir

Bioanaliiiitilise sdeluuringumeetodi puhul ei ole médramispiiri tingi-
mata vaja kindlaks maédrata, kuid tuleb tdendada, et meetodiga on
voimalik eristada tithiproovi véirtust lavivdartusest. BEQ véirtuse
esitamise korral mairatakse kindlaks teatamiskiinnis, et oleks voimalik
eristada proove, mille puhul saadud vaidrtus on sellest kiinnisest
viiksem. Tuleb tdendada, et teatamiskiinnis erineb tithiproovide véér-
tusest vahemalt kolm korda ja tulemus jdab toovahemikust allapoole.
Seepdrast arvutatakse see proovide alusel, mis sisaldavad uuritavaid
ihendeid ligikaudu ndutud miinimumkoguses, mitte signaali-miira
suhte voi tiihikatse pohjal.

Kinnitava meetodi puhul peab médramispiir olema ligikaudu iiks
viiendik piirnormist.

Analiiiisikriteeriumid

Kinnitava meetodi voi sdeluuringumeetodi abil usaldusvéirsete tule-
muste saamiseks peavad piirnormile vastavasse vahemikku jddva
TEQ viirtuse ja vastava BEQ vairtuse puhul olema tdidetud jargmised
kriteeriumid, olenemata sellest, kas TEQ v0i BEQ maératakse
summaarsena (PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde summaarse sisal-
duse alusel) voi PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde kohta eraldi.
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5.7.

5.7.1.

5.7.2.

5.7.3.

5.7.4.

5.7.5.

5.7.6.

Sdeluuring
bioanaliiiitiliste
voi fiisikalis- Kinnitavad meetodid
keemiliste
meetoditega
Valenegatiivsete tulemuste <5%
osakaal (*)
Tdesus —20 % kuni +20 %
Korduvus (RSD,) <20%
Vahepealne  korduvustépsus <25% <15%
(RSD %)

(*) Piirnormide puhul.

Soeluuringumeetodi erinouded

Soeluuringuks voib kasutada nii GC-MS-meetodeid kui ka bioanaliiii-
tilisi meetodeid. GC-MS-meetodite suhtes kohaldatakse punktis 6 sétes-
tatud ndudeid. Rakupdhiste bioanaliiiitiliste meetodite erinduded on
sétestatud punktis 7.

Laborid, kus proovide tavakontrolliks kasutatakse sdeluuringumeeto-
deid, peavad tegema tihedat koost6dd kinnitavat meetodit kasutavate
laboritega.

Tavaanaliiliside kidigus tuleb kontrollida sdeluuringumeetodi tulemus-
likkust analiiiisi kvaliteedi kontrollimise ja meetodi pideva valideeri-
mise teel. Nouetele vastavate tulemuste kontrollimiseks peab olema
kehtestatud pidev kava.

Raku reaktsiooni voimaliku parssimise ja tsiitotoksilisuse kontroll

20 % prooviekstraktidest tuleb kontrollida tavapdrase sdeluuringuga,
lisades neile voi jéttes lisamata piirnormile v3i héiretasemele vastavas
koguses 2,3,7,8-TCDDd, et kontrollida, kas prooviekstraktis esinevad
segavad ained vodivad reaktsiooni pérssida. Rikastatud proovis
mdddetud kontsentratsiooni vorreldakse rikastamata ekstraktis madratud
kontsentratsiooni ja rikastamisel kasutatud kontsentratsiooni summaga.
Kui konealune mdddetud kontsentratsioon on arvutatud (summaarsest)
kontsentratsioonist iile 25 % viiksem, viitab see signaali vdimalikule
parssimisele ning asjaomast proovi tuleb analiitisida GC-HRMS-
meetodil tehtava kinnitava analiiisiga. Tulemusi kontrollitakse kvalitee-
dikontrolli kaartide pdhjal.

Nouetele vastavate proovide kvaliteedikontroll

Ligikaudu 2—10 % nduetele vastavate proovide tulemustest tuleb olene-
valt proovi maatriksist ja labori kogemustest kinnitada GC-HRMS-
meetodiga.

Valenegatiivsete tulemuste osakaalu arvutamine kvaliteedikontrolli
andmete pohjal

Mairatakse, kui suur on valenegatiivsete tulemuste osakaal, mis on
saadud alla- ja tlespoole piirnormi voOi héiretaset jéddvate proovide
soeluuringul. Valenegatiivsete tulemuste tegelik osakaal peab jddma
alla 5 %. Kui proovi maatriksi vOi maatriksite rithma kohta on olemas
viahemalt 20 nduetele vastava proovi kvaliteedikontrolliga kinnitatud
tulemused, arvutatakse nende andmete pdhjal valenegatiivsete tule-
muste osakaal. Valenegatiivsete tulemuste osakaalu hindamiseks vaja-
liku 20 tulemuse hulka vd3ib arvata ka laboritevahelistes vordluskatsetes
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5.7.7.

5.7.8.

6.1.

6.2.

6.2.1.

vOi seoses saastamisjuhtumiga analiilisitud proovide tulemused, milles
méidratava aine kontsentratsioon {letab piirnormi nditeks kuni kaks
korda. Proovid peavad holmama koige levinumaid analoogide kombi-
natsioone, mis esindavad eri allikaid.

Ehkki sdeluuringu esmane eesmirk on teha kindlaks hiiretaset iiletava
sisaldusega proovid, ldhtutakse valenegatiivsete tulemuste osakaalu
kindlakstegemisel piirnormist ning seejuures voetakse arvesse kinnitava
meetodi kohast mootmise laiendméadramatust.

Soeluuringuga tuvastatud voimalikke nduetele mittevastavaid tulemusi
tuleb alati kontrollida esialgse proovi tdieliku kordusanaliiiisiga, kasu-
tades kinnitavat meetodit. Neid proove voib kasutada ka valepositiiv-
sete tulemuste osakaalu hindamiseks. Sodeluuringumeetodite puhul on
valepositiivsete tulemuste osakaal selliste tulemuste osakaal, mis
tunnistatakse kinnitava analiiiisiga nduetele vastavaks, kuigi varasemal
soeluuringul on proov osutunud nduetele mittevastavuse kahtlusega
prooviks. Soeluuringumeetodi eeliste hindamisel tuleb valepositiivse
tulemuse andnud proovide arvu vorrelda kontrollitud proovide
koguarvuga. See osakaal peab olema piisavalt vidike, et sdeluuringu-
meetodit oleks motet kasutada.

Bioanaliiiitilised meetodid peavad valideerimistingimustes voimaldama
usaldusvéarselt, arvutatud ja véljendatud BEQna.

Ka korduvuse tingimustes kasutatavate bioanaliiiitiliste meetodite puhul
peaks laborisisene RSD, olema iildjuhul vidiksem kui korratavuse tingi-
mustes (RSDg).

GC-MS-meetodite erinduded, mida tuleb tdita sdeluuringu voi
kinnitava analiiiisi puhul

WHO-TEQ tulemuste iilemise tokke ja alumise tokke vaheline vastu-
voetav erinevus

Ulemise ja alumise tdkke vaheline erinevus ei tohi piirnormi ja vaja-
duse korral hiiretaseme iiletamise kinnitamiseks olla suurem kui 20 %.

Saagiste kontroll

Analiitisimeetodi valideerimiseks tuleb 13C—méirgistatud 2,3,7,8-kloo-
ritud PCDD/Fide sisestandardid ja '>C-mirgistatud dioksiinitaoliste
PCBde sisestandardid lisada kohe analiiiisi alguses, niiteks enne ekstra-
heerimist. Iga tetra- kuni oktaklooritud PCDD/Fide homoloogilise
rithma kohta ning iga dioksiinitaoliste PCBde homoloogilise rithma
kohta tuleb lisada vdhemalt iiks analoog (alternatiivina voib lisada
vihemalt ithe analoogi iga valitud iooni massispektromeetrilise regis-
treerimise funktsiooni kohta, mida kasutatakse PCDD/Fide ja dioksii-
nitaoliste PCBde sisalduse kontrolliks). Kinnitavate meetodite puhul
tuleb kasutada koiki seitsetteist 13C-méirgistaltud 2,3,7,8-asen-
datud PCDD/Fide sisestandardit ja kdiki kahtteist '*C-mirgistatud diok-
siinitaoliste PCBde sisestandardit.
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6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

6.2.5.

6.3.

6.4.

6.5.

Asjakohaseid kalibreerimislahuseid kasutades tuleb médrata suhtelised
kalibreerimistegurid ka neile analoogidele, mille puhul '*C-mirgistatud
analoogi ei lisata.

Alla 10 % rasvasisaldusega taimse ja loomse sodda puhul tuleb sise-
standardid kindlasti lisada enne ekstraheerimist. Ule 10 % rasvasisaldu-
sega loomse so6da puhul tuleb sisestandardid lisada kas enne voi parast
rasva ekstraheerimist. Ekstraheerimise tohusus tuleb valideerida sobival
viisil olenevalt sellest, millises etapis sisestandardid lisatakse.

Enne GC-MS-analiilisi tuleb lisada 1 v0i 2 saagise (surrogaat)stan-
dardit.

Saagise kogust tuleb kontrollida. Kinnitava meetodi puhul peavad indi-
viduaalsete sisestandardite saagised olema vahemikus 60-120 %. Indi-
viduaalsete analoogide, eriti mdne hepta- v3i oktaklooritud dibenso-p-
dioksiini ja dibensofuraani puhul on lubatud viiksemad v&i suuremad
saagised, kui nende panus TEQ véirtusesse ei iileta 10 % TEQ kogu-
vadrtusest (PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde summa alusel). GC-
MS-sdeluuringumeetodite puhul peavad saagised olema vahemikus 30—
140 %.

Segavate ainete eemaldamine

— PCDD/Fid eraldatakse segavatest klooritud iihenditest, niiteks
mittedioksiinitaolistest PCBdest ja klooritud difeniiileetritest,
sobiva kromatograafilise meetodiga (eelistada tuleks florisil-,
alumiiniumoksiid- ja/voi siisinikkolonne).

— Isomeeride gaasikromatograafiline lahutus peab olema selline,
et 1,2,3,4,7,8-HXCDFi ja 1,2,3,6,7,8-HxCDFi piikide kattuvus on
alla 25 %.

Kalibreerimine standardkoveraga

Kalibreerimiskdvera vahemik peab hdlmama asjakohast piirnormi voi
héiretaset.

Kinnitavate meetodite erikriteeriumid

— GC-HRMS:i puhul:

HRMSi puhul peab lahutusvdime kogu massivahemikus olema
tildjuhul véhemalt 10 000, kui piikidevahelise ala korgus jaab alla
10 %;

jérgitakse rahvusvaheliselt tunnustatud standardites, nditeks stan-
dardis EN 16215:2012 ,,Animal feed — Determination of dioxins
and dioxin-like PCBs by GC-HRMS and of indicator PCBs by GC-
HRMS* (Loomasodt — dioksiinide ja dioksiinitaoliste PCBde
madramine GC-HRMSiga ning indikaator-PCBde miédramine GC-
HRMSiga) ja/vdi USA  Keskkonnakaitseameti — meetodite
1613 ja 1668 labivaadatud versioonides kirjeldatud tuvastamise ja
kinnitamise lisakriteeriume.

— GC-MS/MSi puhul:
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7.1.
7.1.1.

jélgitakse vdhemalt 2 spetsiifilist eellasiooni, millest kummalgi on
vastav spetsiifiline iilemineku-jarglasioon koikide mirgistatud ja
margistamata analiilitide jaoks analiilisitavas vahemikus;

valitud iillemineku-jérglasioonide suhteliste signaalitugevuste suurim
lubatud hilve voib olla £ 15 % vdrreldes arvutatud voi moddetud
védrtustega (kaliibrimisstandardite keskmine), identsetes MS/MSi
tingimustes, eelkdige porkeenergia ja pdrkegaasi rohu osas, iga
analiitidi tilemineku puhul;

iga kvadrupooli lahutusvdime peab olema vordne tihikmassilahutus-
voimega voi sellest parem (ithikmassilahutusvoime: lahutusvoime,
mis on piisav kahe teineteisest ithe massiithiku kaugusel asuva piigi
eristamiseks), et minimeerida voimalikku segavat moju uuritavatele
analtiitidele;

jargitakse rahvusvaheliselt tunnustatud standardites, nditeks stan-
dardis EN 16215:2012 ,,Animal feed — Determination of dioxins
and dioxin-like PCBs by GC-HRMS and of indicator PCBs by GC-
HRMS* (Loomasdot — dioksiinide ja dioksiinitaoliste PCBde
madramine GC-HRMSiga ning indikaator-PCBde méédramine GC-
HRMSiga) ja/vdi USA  Keskkonnakaitseameti — meetodite
1613 ja 1668 muudetud versioonides kirjeldatud tuvastamise ja
kinnitamise lisakriteeriume, vélja arvatud kohustust kasutada GC-
HRMS:.

BIOAI:IALUUTILISTELE MEETODITELE ESITATAVAD
ERINOUDED

Bioanaliiiitilised meetodid on bioloogilistele pohimdtetele tuginevad
meetodid, nagu rakupdhine, retseptor- ja immuunanaliiiis. Kdesolevas
punktis sitestatakse bioanaliiiitiliste meetodite tildnduded.

Soeluuringumeetodiga liigitatakse proov pohimotteliselt nduetele vasta-
vaks vOi nduetele mittevastavuse kahtlusega prooviks. Sel otstarbel
vorreldakse arvutatud BEQ véirtust lavivddrtusega (vt punkt 7.3). Lévi-
védrtusest allapoole jddvad proovid tunnistatakse nduetele vastavaks,
lavivdartusega vordsed voi seda tletavad proovid loetakse mittevasta-
vuse kahtlusega proovideks ning neid tuleb analiilisida kinnitava meeto-
diga. Praktikas voib kdige sobivamaks lavivédartuseks olla BEQ véértus,
mis vastab 2/3 piirnormist, eeldusel, et on tagatud valenegatiivsete
tulemuste osakaal alla 5% ja vastuvdetav valepositiivsete tulemuste
osakaal. Kui PCDD/Fide piirnorm ning PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste
PCBde summa piirnorm on erinevad, on proovide nduetele vastavuse
kontrollimiseks ilma fraktsioneerimata vaja PCDD/Fide jaoks asjako-
haseid bioanaliilisi 1dvivaartusi. Héiretaset tiletavate proovide kontrolli-
misel on sobivaks ldvivadrtuseks asjakohane protsent vastavatest héire-
tasemetest.

Kui hinnangulist sisaldust véljendatakse BEQna, peavad proovi analiiii-
situlemused jddma toovahemikku ja iletama teatamiskiinnise (vt
punktid 7.1.1 ja 7.1.6).

Analiiiisitulemuste hindamine

Uldised nduded

— Kui kontsentratsioone arvutatakse TCDD kalibreerimiskdvera
alusel, iseloomustab kdvera iilemise osa védrtusi suur hajuvus
(variatsioonikordaja CV suur viirtus). Toovahemik on ala, kus
CV on alla 15%. Todvahemiku alumine piir (teatamiskiinnis)
peab olema vdhemalt kolm korda suurem tithikatsete tulemusest.
Toovahemiku iilemine piir esitatakse tavaliselt EC,, véértusena
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(70 % suurimast efektiivsest kontsentratsioonist), kuid see on
viaiksem, kui CV on selles vahemikus iile 15 %. Todvahemik
madratakse valideerimise kaigus. Lavivadrtused (vt punkt 7.3)
peavad kindlalt jidma toovahemikku.

— Standardlahuste ja prooviekstraktide analiiisimisel tehakse kolm voi
vihemalt kaks kordusmddtmist. Kordusanaliitisi korral annab 4-6
ile plaadi jaotatud kannus analiiiisitav standardlahus voi kontrol-
lekstrakt tulemuse voi kontsentratsiooni (vdimalik ainult toovahe-
mikus), mis pohineb CV-1, mis on viiksem kui 15 %.

7.12. Kalibreerimine

7.1.2.1. Kalibreerimine standardkdveraga

— Proovide dioksiinisisalduse hindamiseks vorreldakse analiiiisitule-
must TCDD (vdi PCB 126 voi PCDD/PCDFi/dioksiinitaolise
PCB standardsegu) kalibreerimiskoveraga, millest arvutatakse
ekstrakti ja seejdrel proovi BEQ véirtus.

— Kalibreerimiskdver peab hdolmama 8-12 kontsentratsiooni (vdhe-
malt kahe kordusmodtmisega), nii et kdvera alumises osas (toova-
hemikus) oleks piisavalt kontsentratsioonipunkte. Erilist tdhelepanu
tuleb poorata kovera sobivusele toovahemikus. Mittelineaarse
regressiooni korral ei ole R? viirtusest regressiooni sobivuse hinda-
misel eriti voi ilildse abi. Parem mudeli sobivus saavutatakse arvu-
tatud sisalduse ja moddetud sisalduse vahe (nt ruuthdlvete summa)
minimeerimisega toovahemikule vastavas kovera osas.

— Seejirel tuleb korrigeerida prooviekstrakti hinnangulist dioksiinisi-
saldust uuritava maatriksiga voi lahustiga tiithiproovi kohta arvu-
tatud BEQ vaértuse pohjal (et votta arvesse kasutatud lahustites
ja kemikaalides esinevaid lisandeid) ning ndilise saagise pohjal
(arvutatakse sellise sobiva vordlusproovi BEQ viédrtuse alusel,
mille esindav analoogide kombinatsioon vastab ligikaudu piirnor-
mile voOi hdiretasemele). Saagise korrigeerimiseks peab néiline
saagis alati olema ndutavas vahemikus (vt punkt 7.1.4). Saagise
korrigeerimiseks kasutatavad vordlusproovid peavad vastama
punktis 7.2 sdtestatud nduetele.

7.1.2.2. Kalibreerimine vordlusproovide abil

Teise vOimalusena voib kasutada vihemalt nelja vordlusproovi alusel
koostatud kalibreerimiskdverat (vt punkt 7.2.4): iiks maatriksiga tiihi-
proov ning kolm vdrdlusproovi sisaldustega, mis vorduvad 0,5-, 1,0-
ja 2,0-kordse piirnormi vOi héiretasemega; kui vdrdlusproovide
maatriksi omadused kattuvad tundmatute proovide maatriksi omadus-
tega, ei ole vaja arvestada tiihikatse ja saagise parandit. Sellisel juhul
vOib otse nende proovide alusel arvutada analiiiisitulemuse, mis
vastab 2/3 piirnormist (vt punkt 7.3), ja kasutada seda lavivéartusena.
Hairetaset iiletavate proovide kontrollimisel on sobivaks lavivdartuseks
asjakohane protsent sellistest héiretasemetest.
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7.2.

7.2.1.

7.2.2.

PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde eraldi
méidramine

Ekstraktid voib jagada PCDD/Fisid ja dioksiinitaolisi PCBsid sisalda-
vateks fraktsioonideks, mis vOimaldab eraldi méirata PCDD/Fide ja
dioksiinitaoliste PCBde TEQ véartused (véljendatuna BEQna). Dioksii-
nitaolisi PCBsid sisaldava fraktsiooni analiilisimise tulemuste hindami-
seks tuleb eelistatavalt kasutada standardiga PCB 126 saadud kalibree-
rimiskdverat.

Bioanaliiisi ndilised saagised

Bioanaliiiisi ndiline saagis arvutatakse sobivate vdrdlusproovide alusel,
mille esindav analoogide kombinatsioon vastab ligikaudu piirnormile
voi hdiretasemele, ja seda viljendatakse BEQ véirtuse protsendina
TEQ véirtusest. Olenevalt analiiiisi liigist ja kasutatud TEFidest (1?)
voib dioksiinitaoliste PCBde TEF- ja REP-kordajate erinevuse tottu
dioksiinitaoliste PCBde néiline saagis olla PCDD/Fide néilise saagisega
vorreldes vdike. Seepdrast peab PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde
eraldi médramisel bioanaliilisi ndiline saagis olema jargmine: dioksiini-
taoliste PCBde puhul 20-60 % ja PCDD/Fide puhul 50-130 %
(vahemik kehtib TCDD kalibreerimiskdvera kasutamisel). Dioksiinitao-
liste PCBde osakaal PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde summas
voib eri maatriksite ja proovide puhul erineda; need vahemikud kajas-
tuvad PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde summa bioanaliiiisi
ndilises saagises, mis peab olema 30-130 %. Kui liidu &igusaktides
muudetakse oluliselt PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde TEFide
vadrtusi, tuleb need vahemikud 14bi vaadata.

Saagiste kontroll puhastamisel

Valideerimise kéigus kontrollitakse iihendite kadu puhastamisel.
Analoogide seguga rikastatud tithiproov (korduskatsete arv n on vihe-
malt 3) puhastatakse ning saagist ja varieeruvust kontrollitakse kinni-
tava meetodiga. Saagis peab olema vahemikus 60-120 %, eelkdige
selliste analoogide puhul, mis moodustavad eri segude TEQ vaartusest
ile 10 %.

Teatamiskiinnis

BEQ viirtustest teatamisel tuleb teatamiskiinnis kindlaks méérata
tiitipilisi analoogide kombinatsioone sisaldavast asjakohasest maatrik-
sist vdetud proovide alusel, mitte standarditel pdhineva kalibreerimis-
kovera alusel, kuna kdvera alumises osas on tdpsus viike. Arvestada
tuleb ekstraheerimise ja puhastamise mdju. Teatamiskiinnis peab olema
tithikatsete tulemusest véihemalt kolm korda suurem.

Vordlusproovide kasutamine

Vordlusproovid peavad esindama proovi maatriksit, analoogide kombi-
natsioone ning PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde kontsentratsioone
vahemikus, mis vastab piirnormile voi hdiretasemele.

Igas katseseerias tuleb kasutada tiihikatset, eelistatavalt maatriksiga
tithiproovi, ja piirnormile voi héiretasemele vastava sisaldusega vord-
lusproovi. Neid proove tuleb ekstraheerida ja analiiiisida samal ajal ja
samades tingimustes. Vordlusprooviga saadud véirtus peab olema
selgelt suurem tithiprooviga saadud véirtusest, mis tdendab katsemee-
todi sobivust. Kdnealuseid proove voib kasutada tiihikatset ja saagist
arvestava parandi tegemisel.

('?) Kehtivad nduded pdhinevad TEFidel, mis on avaldatud artiklis: M. van den Berg et al,

Toxicol Sci 93 (2), 223-241 (2006).
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7.2.3.

7.2.4.

7.3.

7.3.1.

Saagist arvestava parandi tegemiseks valitud vordlusproovid peavad
olema analiilisitava proovi suhtes esindavad, st analoogide kombinat-
sioonid ei tohi pohjustada sisalduse alahindamist.

Et tdendada analiiiisi nduetekohast tulemuslikkust huvipakkuvas sisal-
duste vahemikus piirnormi voi hdiretaseme kontrollimiseks, vdib kasu-
tada tdiendavaid vordlusproove, milles uuritava aine sisaldus vastab
néiteks piirnormi voi hiiretaseme 0,5- ja 2-kordsele viirtusele. Uhes-
koos voib neid proove kasutada analiilisitavate proovide BEQ véartuste
arvutamiseks (vt punkt 7.1.2.2).

Ldvivddrtuste mddramine

Tuleb teha kindlaks BEQ véirtustes viljendatud bioanaliiiitiliste tule-
muste ja TEQ véirtustes viljendatud kinnitava meetodi tulemuste vahe-
line seos (nt asjakohase maatriksiga tehtud kalibreerimiskatsetega,
milles kasutatakse vordlusproove, mille rikastustasemed on 0, 0,5-, 1-
ja 2-kordne piirnorm, ja mida korratakse igal tasemel 6 korda (n = 24)).
Selle seose alusel saab hinnata (tithiproovi ja saagise) parandeid, kuid
neid tuleb kontrollida punkti 7.2.2 kohaselt.

Lavivairtused tuleb méadrata selleks, et otsustada, kas proov vastab
piirnormile, voi vajaduse korral hédiretaseme kontrollimiseks, kusjuures
asjaomased piirnormid voi hédiretasemed on kehtestatud kas
ainult PCDD/Fide voi dioksiinitaoliste PCBde jaoks voi PCDD/Fide
ja dioksiinitaoliste PCBde summa jaoks. Lavivéddrtus on bioanaliiiisi
tulemuste (mida on parandatud tiihikatse ja saagise arvestamiseks)
jaotuse alumine piir, mis vastab 95 % usaldusnivooga kinnitava
meetodi otsustuspiirile (eeldades, et valenegatiivsete tulemuste osakaal
on < 5% ja RSDr < 25 %). Kinnitava meetodi otsustuspiir on piir-
norm, mille puhul on arvesse voetud mddtmise laiendméidramatust.

Lavivaartuse (BEQdes) voib arvutada, kasutades iiht punktides 7.3.1,
7.3.2 ja 7.3.3 sitestatud lahenemisviisidest (vt joonis 1).

95 % usaldusnivoole vastava usaldusvahemiku alumise piiri kasuta-
mine, mis vastab kinnitava meetodi otsustuspiirile

Lavivddrtus = BEQpL —S yx X tgfom-2 \/l/n +1/m+ (x1—x7)2/Qxx

kus

BEQpL on BEQ, mis vastab kinnitava meetodi otsus-
tuspiirile, mis on piirnorm, mille puhul on
arvesse voetud mootmise laiendmédramatust,

Sy.x on jadkstandardhilve,

toaf=m2 on Studenti tegur (o = 5 %, f = vabadusast-
mete arv, lihepoolse piiranguga),

m on kalibreerimispunktide koguarv (indeks j),

n on korduste arv igal tasemel,

X; on kinnitava meetodiga maéératud, TEQna
véljendatud kontsentratsioon proovis kaliibri-
mispunktis i,

P on koikide kaliibrimisproovide kontsentrat-

sioonide keskvéairtus (TEQdes),

\2 . .
Qux = ijzl(xI -X) on ruutude summa parameeter, i — kalibree-
rimispunkti i indeks.
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Arvutamine kinnitava meetodi otsustuspiirile vastava saastumisega
proovide korduval analiiisimisel (n > 6) saadud (tiihikatse ja saagise
arvestamiseks parandatud) bioanaliiiitiliste tulemuste pohjal; see on
jaotuse alumine piir vastava keskmise BEQ véirtuse korral:

Lévivddrtus = BEQpr — 1,64 x SDg

kus

SDy on bioanaliitisi tulemuste standardhidlve BEQp; korral, modde-
tuna laborisisese korratavuse tingimustes.

Arvutamine 2/3 piirnormi vo0i hdiretaseme védrtusele (pShineb tdhele-
panekul, et kdnealune tase vastab umbkaudu punkti 7.3.1 voi 7.3.2
alusel kindlaks maératud lavivéartusele) vastava saastumisega proovide
korduval analiitisimisel (n > 6) saadud bioanaliiiitiliste tulemuste
(BEQdes, parandatud tiihikatse ja saagise arvestamiseks) keskvadrtu-
sena:

Lavivéartuste arvutamine 95 % usaldusnivoo korral eeldusel, et valene-
gatiivsete tulemuste osakaal on < 5 % ja RSDR < 25 %:

1. 95 % usaldusnivoole vastava usaldusvahemiku alumise piiri alusel,
mis vastab kinnitava meetodi otsustuspiirile.

2. kinnitava meetodi otsustuspiirile vastava saastumisega proovide
korduva analiiiisimise (n > 6) alusel saadud tulemuste jaotuse
(Joonisel 1 kellukesekujuline kdver) alumise piiri jirgi sellekohase
keskmise BEQ véirtuse juures.

Joonis 1

Bioanaliiitilised P
tulemused (BEQ) 0

BEQ(\[\\I\“N‘-I'I' i ”
i
# Regressioonikover
L 95 %-usaldusvahemiku korral
. o ’
Kiinnis /\ ", o -
BEQpairetase 7 ra g 0
prs% | -7 L
0 R
L
o,
o
#

Hiiretase  Piir-  Otsustus-  HRGC/HRMS-i analiiiisitulemused (TEQdes)

norm  piir

Lavivaartustele kehtestatud piirangud

BEQ-pdhised ldvivéddrtused, mis on arvutatud valideerimise kaigus
saadud RSDy alusel, kasutades piiratud arvu proove erinevate maatrik-
site ja analoogide kombinatsiooniga, vdivad olla suuremad kui TEQ-
pohised piirnormile voi hdiretasemele vastavad sisaldused, kuna vali-
deerimisel saavutatakse suurem kordustipsus kui tavaolukorras, kus
tuleb kontrollida vdimalike analoogide kombinatsioonide tundmatut
spektrit. Sellisel juhul vdetakse lavivédartuse arvutamisel aluseks kas
RSDr = 25% vai eelistatakse sisaldust, mis on 2/3 piirnormi voi
héiretaseme véirtusest.
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7.4.

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.

Tulemuslikkuse nditajad

Bioanaliiiitiliste meetodite puhul ei ole voimalik kasutada sisestandar-
deid, mistSttu tuleb katseseeriasisese ja katseseeriatevahelise standard-
hélbe kohta andmete saamiseks teha katsed bioanaliiiitiliste meetodite
korduvuse kohta. Korduvus peab jddma alla 20 % ja laborisisene korra-
tavus alla 25 %. See peab pohinema arvutatud BEQ viértustel parast
tithikatse- ja saagiseparandi arvessevotmist.

Valideerimise kiigus tdendatakse, et analiilis vOimaldab eristada tiihi-
proovi ja lavivédrtusele vastavat sisaldust, mis voimaldab kindlaks teha
proovid, milles asjaomane ldvivadrtus on iletatud (vt punkt 7.1.2).

Maédratakse uuritavad tihendid, vdimalikud segavad tegurid ja tiihi-
proovi suurimad lubatud véartused.

Uhe prooviekstrakti kolmekordsel analiiiisimisel ei tohi protsentides
véljendatud standardhdlve olla suurem kui 15 % analiilisitulemusest
voi selle alusel arvutatud sisaldusest (vOimalik tiksnes toovahemikus).

Bioanaliiiitilise meetodi tulemuslikkuse hindamiseks kindlas ajavahe-
mikus kasutatakse vordlusproovi(de) (tithiproov ning piirnormile ja
héiretasemele vastava sisaldusega proov) korrigeerimata tulemusi, mis
on viljendatud BEQdes.

Tiihiproovide ja iga tiiiipi vordlusproovide kohta tuleb koostada kvali-
teedikontrolli kaardid ja kontrollida, kas analiiiisi tulemuslikkus vastab
nduetele; eelkdige on ndutav teatava miinimumerinevuse olemasolu
tithiproovide ja todvahemiku alumise piiri vahel ning vordlusproovide
puhul on ndutav laborisisene korratavus. Tihikatseid tuleb pdohjalikult
kontrollida, et viltida valenegatiivsete tulemuste saamist pérast tiihi-
proovi tulemuse lahutamist.

Nouetele mittevastavuse kahtlusega proovide ja 2—10 % nduetekohaste
proovide (vdhemalt 20 proovi iga maatriksi kohta) kinnitava meetodiga
saadud tulemused tuleb koondada ning kasutada sdeluuringumeetodi
tulemuslikkuse ning BEQ ja TEQ vahelise seose hindamiseks. Neid
andmeid voOib kasutada asjaomase valideeritud maatriksiga tavaproo-
vide suhtes kohaldatavate ldvivaértuste imberhindamiseks.

Meetodi tulemuslikkust voib tdendada ka laboritevahelistes vordluskat-
setes osalemisega. Vordluskatsete kdigus analiitisitud proovid hdlmavad
nt kuni kahekordse piirnormini ulatuvat kontsentratsioonide vahemikku
ja nende tulemusi voib kasutada valenegatiivsete tulemuste osakaalu
hindamisel, kui labor suudab tdendada meetodi tulemuslikkust asja-
omases laboris. Proovid peavad hdlmama koige levinumaid analoogide
kombinatsioone, mis esindavad eri allikaid.

Saastumisjuhtumite korral vdidakse lavivéirtused timber hinnata, vottes
arvesse asjaomase juhtumiga seotud konkreetse maatriksi omadusi ja
esinevaid analoogide kombinatsioone.

TULEMUSTE ESITAMINE
Kinnitavad meetodid

Analiiiisitulemused peavad hdlmama iga iiksiku PCDD/Fi ja dioksiini-
taolise PCB analoogi sisaldusi ning TEQ véirtus tuleb esitada nii
alumise ja tlemise tokke kui ka vahevdidrtuse pohisena, et tagada
voimalikult suure hulga andmete olemasolu katseprotokollis ja vdimal-
dada tulemuste tolgendamist 1&dhtuvalt konkreetsetest nduetest.
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8.1.4.

8.2.

8.2.1.

8.2.2.

8.2.3.

8.2.4.

8.2.5.

8.2.6.

8.2.7.

8.2.8.

8.3.

8.3.1.

Protokollis esitatakse PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde ekstrahee-
rimiseks kasutatud meetod.

Uksikute sisestandardite saagised tuleb esitada juhul, kui need jasvad
viljapoole punktis 6.2.5 nimetatud vahemikku ja kui on iiletatud piir-
norm (sellisel juhul iihe korduskatse saagised) voi kui ndutakse neist
teatamist.

Kuna proovi nduetekohasuse hindamisel tuleb arvestada mddtmise
laiendmé@dramatust, esitatakse ka see nditaja. Analiiiisitulemused tuleb
seega esitada kujul x +/— U, kus x on analiiiisitulemus ja U on moot-
mise laiendméddramatus, kusjuures arvutamisel kasutatakse kattetegurit
2, mis annab usaldusnivoo ligikaudu 95 %. Kui PCDD/Fid ja dioksii-
nitaolised PCBd madiratakse eraldi, tuleb PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste
PCBde summa kohta kasutada PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde
eraldi saadud analiiisitulemuste hinnanguliste laiendmédramatuste
summat.

Tulemused tuleb esitada samades thikutes ja vdhemalt sama tiivenum-
brite arvuga, nagu on direktiiviga 2002/32/EU sitestatud piirnormid.

Bioanaliiiitilised séeluuringumeetodid

Soeluuringu tulemus esitatakse jargmisel kujul: nduetele vastav voi
nduetele mittevastavuse kahtlusega (,,kahtlane®).

Lisaks sellele voib PCDDde/Fide ja/vdi dioksiinitaoliste PCBde
esialgse sisalduse esitada BEQdes, mitte TEQdes.

Allapoole teatamiskiinnist jddva tulemusega proovi kohta mairgitakse
»allpool teatamiskiinnist®. To6vahemiku tilempiirist suurema sisaldu-
sega proovi puhul esitatakse tulemus kujul ,,iletab to6vahemiku iilem-
piiri ning mirgitakse toovahemiku iilempiirile vastav BEQ véirtus.

Katseprotokollis tuleb iga proovimaatriksi tiiiibi kohta esitada piirnorm
vOi héiretase, millel hindamine pdhineb.

Protokollis esitatakse kasutatud analiilisimeetodi liik, analiilisimise alus-
pohimotted ja kalibreerimise viis.

Protokollis esitatakse PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde ekstrahee-
rimiseks kasutatud meetod.

Mittevastavuse kahtlusega proovide puhul tuleb protokolli lisada
markus voetavate meetmete kohta. Suurema sisaldusega proovides
tuleb PCDD/Fide kontsentratsioon ning PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste
PCBde summaarne kontsentratsioon madrata/kinnitada kinnitava
meetodi abil.

Esitatakse iiksnes kinnitava analiiisiga saadud nduetele mittevastavad
tulemused.

Fiitisikalis-keemilised soeluuringumeetodid

Soeluuringu tulemus esitatakse jargmisel kujul: nduetele vastav voi
nduetele mittevastavuse kahtlusega (,,kahtlane®).

Katseprotokollis tuleb iga proovimaatriksi tiiiibi kohta esitada piirnorm
vOi héiretase, millel hindamine pdhineb.
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Peale selle voib esitada iga tiksiku PCDD/Fi ja dioksiinitaolise PCB
analoogi sisalduse ning TEQ véirtuse alumise tokke, iilemise tokke ja
vahevdirtuse jargi. Tulemused tuleb esitada samades thikutes ja vdhe-
malt sama tiivenumbrite arvuga, nagu on direktiiviga 2002/32/EU
sétestatud piirnormid.

Uksikute sisestandardite saagised tuleb esitada juhul, kui need jddvad
véljapoole punktis 6.2.5 nimetatud vahemikku ja kui on iiletatud piir-
norm (sellisel juhul iihe korduskatse saagised) voi kui ndutakse neist
teatamist.

Katseprotokollis mérgitakse, millist GC-MSi meetodit kasutati.

Protokollis esitatakse PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde ekstrahee-
rimiseks kasutatud meetod.

Mittevastavuse kahtlusega proovide puhul tuleb protokolli lisada
markus voetavate meetmete kohta. Suurema sisaldusega proovides
tuleb PCDD/Fide kontsentratsioon ning PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste
PCBde summaarne kontsentratsioon madrata/kinnitada kinnitava
meetodi abil.

Otsuse nduetele mittevastavuse kohta voib teha iiksnes parast kinnitavat
analiiiisi.

III PEATUKK

PROOVI ETTEVALMISTAMINE JA NOUDED
ANALUUSIMEETODITELE, MIDA KASUTATAKSE
MITTEDIOKSIINITAOLISTE PCBDE SISALDUSE AMETLIKUKS

3.2.

3.3.

KONTROLLIKS SOODAS

Kohaldamisala

Kéesolevas peatiikis sitestatud ndudeid kohaldatakse s66da analiiiisi-
misel mittedioksiinitaoliste PCBde sisalduse ametlikuks kontrolliks,
samuti seoses proovide ettevalmistamise ja analiiiisimisega muul regu-
latiivsel eesmirgil, sealhulgas kontrollide puhul, mida séodakditlejad
teevad madruse (EU) nr 183/2005 sitetele vastavuse tagamiseks.

Kasutatavad tuvastamismeetodid

Gaasikromatograafia koos elektronhaarde detekteerimisega (GC-ECD),
GC-LRMS, GC-MS/MS, GC-HRMS voi samaviirsed meetodid.
Uuritavate analiiiitide méiramine ja kinnitamine

Suhteline retentsiooniaeg vastavalt sisestandarditele voi vordlusstandar-

ditele (lubatud hdlve +/— 0,25 %).

Mittedioksiinitaoliste PCBde gaasikromatograafiline lahutamine sega-
vatest ainetest, eelkdige nendega koos elueeruvatest PCBdest, eriti
juhul, kui sisaldus proovis on ligikaudselt vorreldav kehtiva piirnor-
miga, ning on vaja kinnitada nduetele mittevastavust ('3).

Nouded GC-MSi meetoditele

Viahemalt jargmise arvu molekulaarioonide voi asjaomasesse moleku-
lirthma kuuluvate iseloomulike ioonide jilgimine:

a) HRMSi puhul kaks spetsiifilist iooni;

b) LRMSi puhul kolm spetsiifilist iooni;

(1) Sageli koos elueeruvad analoogid on nt PCB 28/31, PCB 52/69 ja PCB 138/163/164.

GC-MSi puhul tuleb arvestada ka suuremal madiral klooritud analoogide fragmentide
voimalikku segavat moju.
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3.4.

7.2.

7.3.

7.4.

Q)

*

¢) MS-MSi puhul kaks spetsiifilist eellasiooni, millest kummalgi on
iiks neil vastav iileminekul tekkinud spetsiifiline jérglasioon.

Valitud massiga fragmentide isotoopsuhte suurimad lubatud hilbed:

valitud massiga fragmentide isotoopsuhte suhteline hédlve teoreetilisest
isotoopide kogusest voi uuritava iooni (kdige levinum jilgitav ioon) ja
iseloomuliku iooni (iseloomulike ioonide) kalibreerimisstandardist: +
15 %.

Nouded GC-ECD meetoditele

Piirnormi iletavaid tulemusi tuleb kinnitada kahe GC-kolonniga, millel
on eri polaarsusega statsionaarne faas.

Meetodi tulemuslikkuse téendamine

Meetodi tulemuslikkus valideeritakse piirnormile vastava sisalduse
vahemikus (0,5- kuni 2-kordsele piirnormile vastava sisaldusega); tden-
datakse, et korduvanaliiiisi variatsioonikordaja on vastuvdetav (vt vahe-
tépsuse nduded, punkt 9).

Midramispiir
Mittedioksiinitaoliste PCBde maééramispiiride summa (%) ei tohi

tiletada tihte kolmandikku piirnormi véértusest (1°).

Kvaliteedikontroll

Korrapdrane tithiproovide, rikastatud proovide ja kvaliteedikontrolli
proovide analiiiisimine, osalemine asjaomaste maatriksitega tehtavates
laboritevahelistes uuringutes.

Saagiste kontroll

Kasutatakse sobivaid sisestandardeid, mille fiiiisikalis-keemilised
omadused on vorreldavad uuritavate analiiiitide omadega.

Sisestandardite lisamine:
lisamine toodetele (enne ekstraheerimist ja puhastamist).

Nouded meetoditele, mille puhul kasutatakse koiki kuut isotoopmaérgis-
tatud mittedioksiinitaolise PCB analoogi:

a) tulemustesse viiakse sisse sisestandardite saagiseid arvestav parand;
b) isotoopmairgistatud sisestandardi saagis peab olema 60—120 %;

¢) individuaalsetel analoogidel, mille osatdhtsus mittedioksiinitaoliste
PCBde summas on alla 10 %, voivad olla vdiksemad voi suuremad
saagised.

Nouded meetoditele, mille puhul ei kasutata koiki kuut isotoopmaérgis-
tatud sisestandardit voi kasutatakse muid sisestandardeid:

a) kontrollitakse iga proovi sisestandardi(te) saagist;
b) sisestandardi(te) saagis peab olema 60-120 %;

c) tulemustesse viiakse sisse sisestandardite saagiseid arvestav parand.

Vajaduse korral jérgitakse dokumendis ,,Guidance Document on the Estimation of LOD

and LOQ for Measurements in the Field of Contaminants in Feed and Food* (Juhend
avastamispiiri ja méadramispiiri hinnangulise véédrtuse madramiseks soddas ja toidus
esinevate saasteainete mootmisel) (https:/data.europa.eu/doi/10.2787/8931) kirjeldatud
pohimdtteid.

On viga soovitatav, et reaktiiviga tithiproovi tulemus oleks viike vdrreldes proovis
leiduva saasteaine sisaldusega. Labor on kohustatud kontrollima tiihiproovi tulemuste
varieeruvust, eriti siis, kui tithiproovi tulemus tuleb lahutada.
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7.5. Mirgistamata analoogide saagiseid kontrollitakse rikastatud proovide
voi kvaliteedikontrolli proovidega, milles uuritava aine kontsentratsioon
on piirnormi ldhedane. Selliste analoogide aktsepteeritavad saagised on
60-120 %.

8. Nouded laboritele

Vastavalt maérusele (EL) 2017/625 peavad laborid olema ISO/IEC
juhendi 58 kohaselt tegutseva tunnustatud asutuse poolt akrediteeritud,
millega tagatakse, et laborid kohaldavad analiiiisimisel kvaliteeditaga-
missiisteemi. Laborid tuleb akrediteerida standardi EN ISO/IEC 17025
kohaselt. Peale selle jargitakse pohimdtteid, mida on kirjeldatud tehni-
listes suunistes, milles kasitletakse mootemadramatuse ja madramispii-
ride hinnangulise véértuse méadramist PCBde analiiiisimisel (1°).

9. Tulemuslikkuse niitajad: piirnormile vastava mittedioksiinitaoliste
PCBde summaarse sisalduse suhtes kohaldatavad Kriteeriumid

Isotooplahjendusega massispek-

tromeetria (*) Muud meetodid

Tdesus —20 kuni +20 % —30 kuni +30 %
Vahetdpsus (RSD %) <15% <20%
Ulemise ja alumise tokke <20% <20%

erinevus

(*) Noutav on koigi kuue '*C-ga miirgistatud analoogi kasutamine sisestandardina.

10. Tulemuste esitamine

10.1. Selleks et katseprotokoll sisaldaks voimalikult palju andmeid ja vdimal-
daks tulemuste tdlgendamist konkreetsetest nduetest ldhtuvalt, peavad
analiiiisitulemused hdolmama iga iiksiku mittedioksiinitaolise PCB sisal-
dust ja nende PCB analoogide summaarset sisaldust ning olema
esitatud alumise ja {ilemise tokke ning vaheviértusena.

10.2. Protokollis esitatakse PCBde ekstraheerimiseks kasutatud meetod.

10.3. Uksikute sisestandardite saagised tuleb esitada juhul, kui need jasvad
véljapoole punktis 7 nimetatud vahemikku, kui on iiletatud piirnorm
voi muudel juhtudel, kui ndutakse teatamist.

10.4. Kuna proovi nduetekohasuse hindamisel tuleb arvestada mddtmise
laiendmédramatust, esitatakse ka see nditaja. Analiiisitulemused tuleb
seega esitada kujul x +/— U, kus x on analiiiisitulemus ja U on moot-
mise laiendmédramatus, kusjuures arvutamisel kasutatakse kattetegurit
2, mis annab usaldusnivoo ligikaudu 95 %.

10.5. Tulemused tuleb esitada samades thikutes ja vdhemalt sama tiivenum-
brite arvuga, nagu on direktiiviga 2002/32/EU sitestatud piirnormid.

B. EN STANDARDID

Maéruse (EL) 2017/625 artikli 34 1dike 2 punkti a kohaldamisel on asjakohased
jargmised EN standardid:

(') Vt joonealune mirkus 9.
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EN 17194 ,,Loomasot: proovivdtu- ja analiiisimeetodid — Desoksiinivalenooli,
aflatoksiin B1, fumonisiin B1 ja B2, toksiinide T-2ja HT-2, zearalenooni ja
ohratoksiin A méidramine s60damaterjalis ja segasoddas LC-MS/MS abil

EN 17270 ,,Loomasddt: proovivotu- ja analiiisimeetodid — Teobromiini méara-
mine sdddamaterjalis ja segasdodas, sh kakaost saadud koostisainetes, vedelik-
kromatograafia abil

EN 17504 Loomasddt: proovivotu- ja analiiiisimeetodid — Gossiipoli méddramine
puuvillaseemnetes ja loomasoddas LC-MS/MS abil

EN 17362 Loomasdot: proovivotu- ja analiitisimeetodid — Pentaklorofenooli
(PCP) médramine s6ddamaterjalis ja segasdodas LCMS/MS abil

EN 16279 Loomasdot — Fluoriidisisalduse médramine pérast soolhappega toot-
lemist ioonitundliku elektroodi meetodi (ISE) abil

EN 17053 Loomasoot: proovivotu- ja analiiiisimeetodid — Mikroelementide,
raskmetallide ja muude elementide médramine s66das ICP-MS abil (erinevad
meetodid)

EN 15550 Loomaso6t: proovivotu- ja analiitisimeetodid — Kaadmiumi ja plii
médramine grafiitahi-aatomiabsorptsioonspektromeetria (GF-AAS) abil parast
rohu all lagundamist

EN 16206 Loomasoot — Arseeni médramine hiidriidide tekitamisega aatomiab-
sorptsioonspektromeetria (HGAAS) abil pérast rohu all mikrolainete toimel
lagundamist (lagundamine 65 % ldmmastikhappe ja 30 % vesinikperoksiidiga)

EN 16277 Loomasoot — Elavhobeda méadramine kiilmauru aatomiabsorptsioons-
pektromeetria (CVAAS) abil pérast rohu all mikrolainete toimel lagundamist
(lagundamine 65 % lammastikhappe ja 30 % vesinikperoksiidiga)

EN 16278 Loomasddt — Anorgaanilise arseeni madramine hiidriidide tekitami-
sega aatomiabsorptsioonspektromeetria (HG-AAS) abil mikrolainete toimel
ekstraheerimist ja tahkefaasilise ekstrakstiooni (SPE) abil eraldamist

EN 17374 Loomaso6t: proovivatu- ja analiiiisimeetodid — Anorgaanilise arseeni
médramine loomasdddas anioonivahetusega HPLC-ICP-MS abil
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VI LISA

ANALUUSIMEETODID LOOMSE PARITOLUGA OSAKESTE

2.1.1.

MAARAMISEKS SOODA AMETLIKUL KONTROLLIMISEL

1. EESMARK JA RAKENDUSALA

Loomse paritoluga koostisosad s66das méératakse valgusmikros-
koopia vdi poliimeraasi ahelreaktsiooni (PCR) abil vastavalt kdes-
olevas lisas esitatud sitetele.

Nende kahe meetodi abil on vdimalik tuvastada loomse péritoluga
koostisosade sisaldumist eelsegudes, s6odamaterjalides ja sega-
soodas. Nende meetodite abil ei ole siiski vdimalik arvutada
selliste koostisosade hulka eelsegudes, sdodamaterjalides voi sega-
s00das. Molema meetodi avastamispiir on alla 0,1 massiprotsendi.

Poliimeraasi ahelreaktsiooni (PCR) meetodi abil on vodimalik
tuvastada, millisesse taksonoomilisse rithma kuuluvad eelsegudes,
sdodamaterjalides ja segasoodas esinevad loomse péritoluga koos-
tisosad.

Neid meetodeid kasutatakse Euroopa Parlamendi ja noukogu
midruse (EU) nr 999/2001 (1) artikli 7 1dikes 1ja IV lisas ning
Euroopa Parlamendi ja ndukogu miiruse (EU) nr 1069/2009 (3)
artikli 11 10ikes 1 sétestatud keeldude kohaldamise kontrollimi-
seks.

Olenevalt kontrollitava s66da liigist voib neid meetodeid kasutada
ithe katse-eeskirja raames kas eraldi voi koos vastavalt ELi refe-
rentlabori kehtestatud ja labori veebisaidil (°) avaldatud standard-
sele tookorrale soddas leiduvate loomsete valkude méaramiseks
(EURL-AP).

2. MEETODID

Valgusmikroskoopia
Pohimate

Loomse péritoluga koostisosad, mis voivad esineda analiiiisimi-
seks saadetud eelsegudes, soodamaterjalides ja segasdddas,
tehakse kindlaks tiiiipiliste mikroskoobiga nihtavate tunnuste
alusel (nt lihaskiud ja muud lihaosakesed, kohr, luu- vdi sarveo-
sakesed, karvad, harjased, selgrootute kutiikulaosakesed, putukate
trahheeosakesed, veresaadused, piima gloobulid, laktoosikristallid,
suled, munakoored, kalaluud, soomused).

(") Euroopa Parlamendi ja ndukogu 22. mai 2001. aasta méirus (EU) nr 999/2001, millega

sitestatakse teatavate transmissiivsete spongioossete entsefalopaatiate viltimise, kontrolli
ja likvideerimise eeskirjad (EUT L 147, 31.5.2001, Ik 1).

(%) Euroopa Parlamendi ja ndukogu 21. oktoobri 2009. aasta méirus (EU) nr 1069/2009,
milles sdtestatakse muuks otstarbeks kui inimtoiduks ettendhtud loomsete kdrvalsaaduste
ja nendest saadud toodete tervise-eeskirjad ning tunnistatakse kehtetuks miirus (EU)
nr 1774/2002 (loomsete kdrvalsaaduste madrus) (ELT L 300, 14.11.2009, 1k 1).

() https://www.eurl.craw.eu/legal-sources-and-sops/method-of-reference-and-sops/.
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2.1.2.
2.1.2.1.
2.1.2.1.1.

2.1.2.1.2.

2.1.2.1.3.

2.1.2.1.4.

2.1.2.1.5.

2.1.2.1.6.

Pérast proovide ettevalmistamist setitamise teel tehakse mikro-
skoopilised uuringud.

Proovid tuleb setitada jargmiselt:

a) niisuguste loomse paritoluga koostisosade tuvastamiseks, mis
ei ole périt maismaaselgrootutest, kasutatakse tetrakloroetiilee-
niga lihekordse setitamise etappi, mille tdpsem kirjeldus on
punktis 2.1.3.4.3;

b) maismaaselgrootutest parit koostisosade tuvastamiseks kasuta-
takse petrooleetri ja tetrakloroetiileeniga kahekordse setitamise
etappi, mille tdpsem kirjeldus on punktis 2.1.3.4.4.

Reaktiivid ja seadmed

Reaktiivid

Kontsentreeriv aine

— Tetrakloroetiileen (suhteline tihedus 1,62)
— Petrooleeter keemispunktiga 40—60 °C (suhteline tihedus 0,65).

Varvimisreaktiiv

— Alisariinpunase lahus (lahjendada 2,5 ml 1 M soolhapet 100 ml
vees ja lisada saadud lahusele 200 mg alisariinpunast).

Kinnitid

— Leelis (NaOH 2,5 % (w/v) voi KOH 2,5 % (w/v)).

— Gliitserool (lahjendamata, viskoossus: 1490 cP) voi kinniti,
millel on vordviddrsed omadused mittepiisiva vaatluspreparaadi
valmistamiseks.

— Norland ® Optical Adhesive 65 (viskoossus: 1200 cP) voi
vaik, millel on nimetatud vahendiga vordvéirsed omadused
objektiklaasil piisipreparaadi valmistamiseks.

Virvivate omadustega kinnitid

— Lugoli lahus (lahustada 2 g kaaliumjodiidi 100 ml vees ja
lisada pidevalt loksutades 1 g joodi).

— Tsiistiini méaaramise reaktiiv (2 g pliiatsetaati, 10 g NaOH
100 ml vees).

— Fehlingi reaktiiv (valmistatakse enne kasutamist pohilahuste A
ja B vordsetest kogustest (1/1). Lahus A: lahustada 6,9 g vask
(IT)sulfaatpentahiidraati 100 ml vees. Lahus B: lahustada 34,6 g
kaaliumnaatriumtartraattetrahtidraati ja 12 g NaOH 100 ml
vees).

— Tetrametiitilbensidiin/vesinikperoksiid (lahustada 1 g 3,3',5,5'-
tetrametiiiilbensidiini (TMB) 100 ml jaa-dadikhappes ja 150 ml
vees. Enne kasutamist segada 4 osa saadud TMB lahust 1 osa
3 % vesinikperoksiidiga).

Loputusained

— Etanool > 96 % (tehniline).
— Atsetoon (tehniline).

Pleegitav reaktiiv

— Kaubanduslik naatriumhiipokloriti lahus (9-14 % aktiivkloori).
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2.1.2.2.

2.1.3.
2.1.3.1.

Seadmed
— Analiiitiline kaal tapsusega 0,001 g.
— Jahvatusseade: 1diketeradega vdi rootorveski. Kui kasutatakse

rootorveskit, ei tohi kasutada sdelasid, mille vorguava on
< 0,5 mm.

— 0,25 mm ja 1 mm ruudukujuliste vorguavadega soelad. Mater-
jalikao véltimiseks ei tohi sdelade diameeter iiletada 10 cm,
vélja arvatud proovi eelsoelumisel. Soelade kaliibrimine ei
ole ndutav.

— 250 ml kooniline klaasist jaotuslehter, mille koonuse pdhjas on
teflonist voi lihvklaasist korkkraan. Korkkraani ava 1abimdot
peab olema > 4 mm. Alternatiivina voib tiksnes iihekordse
tetrakloroetiileeniga  setitamise korral kasutada koonilise
pohjaga selitusklaasi, kui labor on tdestanud, et avastamispiir
on sama kui koonilise klaasist jaotuslehtri kasutamise puhul.

/‘ \

250 ml

Diameeter 4 mm

Jaotuslehter

— Viéhemalt 6,5-40-kordse suurendusvahemikuga stereomikro-
skoop.

— Vihemalt 100-400-kordse suurendusvahemikuga kombinee-
ritud mikroskoop, mida saab kasutada vaatluseks labiva valgu-
sega heledal taustal. Lisaks vOib kasutada polariseeritud
valgust ja lahutatud interferentskontrasti.

— Tavalised klaasist laborindud.

— Vaatluspreparaadi valmistamise vahendid: tavalised mikro-
skoobi objektiklaasid, siivendiga objektiklaasid, katteklaasid
(20 x 20 mm), pintsetid, dhuke spaatel.

— Laboriahi.
— Tsentrifuug.

— Filterpaber: kvalitatiivseks analiiiisiks sobiv tselluloosfilter
(poori suurus 4-11 pm).

Proovi votmine ja ettevalmistamine

Proovi votmine

Madramiseks kasutatakse I lisa kohaselt voetud representatiivset
proovi.
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2.1.3.1.1.

2.1.3.1.2.

2.1.3.2.

2.1.3.3.

2.1.34.
2.134.1.

2.1.3.4.2.

Proovide kuivatamine

Proovid niiskusesisaldusega > 14 % kuivatatakse enne kiitlemist
kooskdlas III lisaga.

Proovide eelsdelumine

Selleks et koguda teavet sodda voimaliku keskkonnatekkelise
saastumise kohta, on soovitav granuleeritud sdétasid ja seemneid
1abi 1 mm ava eelsdeluda ja seejdrel kaks saadud fraktsiooni, mida
tuleb kisitada eraldiseisvate proovidena, ette valmistada, analiiii-
sida ja nende kohta aruanne koostada.

Ettevaatusabindud

Laboratoorse ristsaastumise viltimiseks tuleb koik taaskasutatavad
seadmed enne kasutamist hoolikalt puhastada. Jaotuslehtri osad
tuleb enne puhastamist lahti votta. Jaotuslehtri osad ja klaasndud
pestakse koigepealt kdsitsi ja seejdrel pesumasinas. Soelu tuleb
puhastada jdikade harjastega siinteetilise harjaga. Pérast rasvaste
materjalide, nditeks kalajahu sdelumist on soovitav sdelu puhas-
tada atsetooni ja surudhuga.

Rasvast ja Glist koosnevate proovide ettevalmistamine

Rasvast koosnevate proovide ettevalmistamiseks kasutatakse jirg-
mist eeskirja:

— kui rasv on tahke, soojendatakse seda ahjus kuni vedeldumi-
seni;

— pipeti abil viiakse 40 ml rasva proovi pohjast tsentrifuugitopsi;

— proovi tsentrifuugitakse 10 minuti jooksul kiirusel 4 000
pooret minutis;

— kui rasv on pirast tsentrifuugimist tahke, soojendatakse seda
ahjus kuni vedeldumiseni;

— tsentrifuugimist korratakse 5 minuti jooksul kiirusel 4 000
pooret minutis;

— viikese lusika vdi spaatli abil viiakse pool dekanteeritud lisan-
ditest uurimiseks mikroskoobi objektiklaasile. Kinnitina on
soovitatav kasutada gliitserooli;

— lilejddnud lisandeid kasutatakse sademe ettevalmistamiseks
vastavalt punkti 2.1.3.4.3 esimesele taandele.

Sama eeskirja, vilja arvatud selle esimest ja neljandat taanet,
kasutatakse Olist koosnevate proovide ettevalmistamiseks.

Muude kui rasva- ja dliproovide ettevalmistamine

Osaproovide vOtmine ja peenestamine: vahemalt 50 g proovist
voetakse analiiiisimiseks ja peenestatakse.

Léhtematerjali ettevalmistamine: valmistatakse ette vdhemalt 5 g
suurune jahvatatud osaproov. See soelutakse 0,25 mm avaga
soelaga ja uuritakse kahte saadud fraktsiooni.
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2.1.3.4.3. Uhekordne tetrakloroetiileeniga setitamine niisuguste loomse pirit-
oluga koostisosade tuvastamiseks, mis ei ole pirit maismaasel-
grootutest.

— Sademe ekstraheerimine ja ettevalmistamine

10 g (tapsusega 0,01 g) suurune kogus jahvatatud osaproovist
pannakse jaotuslehtrisse voi koonilise pdhjaga selitusklaasi ja
lisatakse 50 ml tetrakloroetiileeni. Lehtrisse viidav kogus on
maksimaalselt 3 g, kui tegemist on kalajahu vdi muu puhtalt
loomse saaduse, mineraalse komponendi vdi eelseguga, mis
tekitab rohkem kui 10 % sadet. Segu loksutatakse tugevasti
viahemalt 30 sekundit ja seejérel lisatakse ettevaatlikult veel
50 ml tetrakloroetiileeni, loputades sellega lehtri sisepinda, et
eemaldada kdik sellele jadnud osakesed. Saadud segul lastakse
seista vahemalt 5 minutit, enne kui sade eraldatakse korkkraani
avamisega.

Koonilise pohjaga selitusklaasi kasutamisel segatakse segu
tugevasti vdhemalt 15 sekundit ja pestakse klaasi sisepinnalt
vihemalt 10 ml tetrakloroetiileeniga hoolikalt maha kdik kinni
jddnud osakesed. Segul lastakse 3 minutit seista ja segatakse
uuesti 15 sekundit ning pestakse klaasi sisepinnalt vdhemalt
10 ml puhta tetrakloroetiileeniga hoolikalt maha kd&ik kinni
jddnud osakesed. Saadud segul lastakse seista vdhemalt
5 minutit ning seejdrel vedel osa eemaldatakse ja dekanteeri-
takse hoolikalt, jélgides, et sade jddks tdielikult alles.

Sade kogutakse lehtrisse asetatud filterpaberile, et voimaldada
iilejddnud tetrakloroetiileeni eraldamist, véltides samal ajal
sademes rasva kogunemist. Sade kuivatatakse. Seejdrel on
soovitatav sade kaaluda (tdpsusega 0001 g), et sadestamise-
tappi kontrollida. Lopuks sdelutakse sade 0,25 mm avaga
soelaga ja uuritakse kahte saadud fraktsiooni, vélja arvatud
juhul, kui soelumist ei peeta vajalikuks.

— Heljumi ekstraheerimine ja ettevalmistamine

Péarast sademe eraldamist eespool kirjeldatud meetodi abil peab
jaotuslehtrisse jddma kaks faasi: vedel faas, mis koosneb
tetrakloroetiileenist, ja pinnal ulpiva materjali tahke faas.
Tahke faas on heljum ja selle eraldamiseks lastakse tetraklo-
roetiileen lehtrist taielikult vdlja korkkraani avamisega. Jaotus-
lehter pooratakse timber, heljum valatakse suurde Petri tassi
ning kuivatatakse ohu kdes tombe all. See sdelutakse 0,25 mm
avaga soelaga ja uuritakse kahte saadud fraktsiooni.

— Virvimisreaktiivide kasutamine

Selleks et holbustada loomset péritolu koostisosade ndueteko-
hast kindlakstegemist, v3ib katse tegija kasutada proovide ette-
valmistamisel vérvimisreaktiive kooskolas EURL-AP koos-
tatud juhistega, mis on avaldatud labori veebisaidil.
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2.1.3.4.4.

Kui sademe vidrvimiseks kasutatakse alisariinpunase lahust,
kasutatakse jargmist eeskirja:

— kuivatatud sade pannakse katseklaasi ja loputatakse kaks
korda umbes 5 ml etanooliga (iga kord kasutatakse pdoris-
segajat 30 sekundit, lahustil lastakse umbes iiks minut
ja 30 sekundit selgida ja valatakse dra);

— sade pleegitatakse vdhemalt 1 ml naatriumhiipokloriti
lahuse lisamisega. Reaktsioonil lastakse kesta 10 minutit.
Katseklaas tdidetakse veega, sademel lastakse 2—3 minutit
settida ning vesi ja suspendeerunud osakesed valatakse
ettevaatlikult &ra;

— sadet loputatakse veel kaks korda umbes 10 ml veega
(kummalgi korral kasutatakse poodrissegajat 30 sekundit,
lastakse settida ja vesi valatakse é&ra);

— lisatakse 2—10 tilka alisariinpunase lahust ja segu segatakse
poorissegajaga. Reaktsioonil lastakse kesta 30 sekundit ja
vérvitud sadet loputatakse kaks korda umbes 5 ml etanoo-
liga ja seejdrel iiks kord atsetooniga (iga kord kasutatakse
poorissegajat 30 sekundit, lahustil lastakse umbes 1 minut
selgida ja valatakse é&ra);

— vérvitud sade kuivatatakse.

Kahekordne petrooleetri ja tetrakloroetiileeniga setitamine mais-
maaselgrootutest parit loomse péritoluga koostisosade tuvastami-
seks.

Koik etapid viiakse 1dbi 250 ml koonilises klaasist jaotuslehtris,
nagu kirjeldatud punkti 2.1.2.2 neljandas taandes.

— Jahvatatud osaproovist viiakse 10 g (tdpsusega 0,01 g) suurune

kogus jaotuslehtrisse ja viiakse koigepealt 1dbi punktis
2.1.3.4.3 kirjeldatud iihekordne tetrakloroetiileeniga setitamine,
sealhulgas sademe eraldamine lehtrisse asetatud filterpaberi
abil. Seda sadet voib kasutada nagu punkti 2.1.3.4.3 kohaselt
saadud sadet.

Koos sademega eraldunud vidike kogus tetrakloroetiileeni
viiakse mdotsilindrisse. Jaotuslehtri korkkraan avatakse ja
modtsilindrit tdidetakse, kuni selles on 30 ml tetrakloroetii-
leeni. Kui see maht on saavutatud, suletakse korkkraan.

Kogutud tetrakloroetiileen asendatakse, lisades jaotuslehtrisse
30 ml petrooleetrit keemispunktiga 40—-60 °C. Jaotuslehtri sisu
segatakse pohjalikult, et saada segu, milles on 30 % petroolee-
trit ja 70 % tetrakloroetiileeni (segu tihedus on ligikaudu
1,26 grem™). Materjalil lastakse 10 minutit settida. Eraldub
kaks uut fraktsiooni: teine sade ja 10plik heljum
(< 1,26 grem™). Teine sade eemaldatakse ja viiakse Petri
tassi (vOi eemaldatakse lehtrisse asetatud filterpaberi abil),
avades korkkraani seniks, kuni jaotuslehtrisse jddb ainult
pisut lahustisegu ja 16plik heljum. Lehtrisse jadnud vedelik ja
16plik heljum kogutakse eraldi lehtrisse asetatud filterpaberi
abil. Jaotuslehtri seinad loputatakse petrooleetriga, et 13plik
heljum téielikult kokku koguda. Loplikul heljumil lastakse
kuivada. Lopuks sdelutakse 10plik heljum 0,25 mm avaga
soelaga ja uuritakse kahte saadud fraktsiooni maismaaselgroo-
tutest saadud koostisosade suhtes, vilja arvatud juhul, kui
soelumist ei peeta vajalikuks.
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2.1.4.
2.1.4.1.

2.1.4.2.

Mikroskoopiline uurimine
Vaatluspreparaadi valmistamine

Vaatluspreparaadid valmistatakse sademest ja katse tegija valikul
kas heljumist voi ldhteainest. Vajaduse korral valmistatakse vaat-
luspreparaadid ka punktis 2.1.3.4.4 kirjeldatud viisil saadud 15pli-
kust heljumist, kuid seda {iksnes maismaaselgrootutest saadud
koostisosade tuvastamiseks. Preparaadid valmistatakse kahest
saadud fraktsioonist (peen ja jame fraktsioon). Objektiklaasidele
ohukeselt kantud fraktsioonide preparaadid peavad olema terve
fraktsiooni suhtes esindavad.

On vaja valmistada piisav arv vaatluspreparaate, et tagada punktis
2.1.4.2 esitatud uurimiseeskirja teostamine tdies ulatuses.

Vaatluspreparaadid peavad olema kinnitatud nduetekohaste kinni-
tite abil vastavalt EURL-AP standardsele tookorrale, mis on aval-
datud labori veebisaidil. Vaatluspreparaadid peavad olema kaetud
katteklaasidega.

Vaatluse voodiagramm loomse péritoluga osakeste tuvastamiseks
segasO0das, sdddamaterjalis ja eelsegudes

Mikroskoobiga vaatlemiseks valmistatud preparaate vaadeldakse
vastavalt joonistel 1ja 2 esitatud vaatluse voodiagrammidele.

Sademe mikroskoobiga vaatlemiseks kasutatakse kombineeritud
mikroskoopi ja olenevalt katse tegija valikust uuritakse kas
heljumit voi ldhtematerjali. Peale selle voib maismaaselgrootutest
saadud koostisosade tuvastamiseks diagrammi 3 kohaseid vaatlusi
teha ka punktis 2.1.3.4.4 kirjeldatud viisil saadud 16pliku helju-
miga. Jimedama fraktsiooni uurimiseks vdib peale kombineeritud
mikroskoobi kasutada ka stereomikroskoopi. Koiki vaatlusprepa-
raate uuritakse pdhjalikult, kasutades erinevaid suurendusi. Tapsed
selgitused voodiagrammide kasutamise kohta esitatakse stan-
dardses tookorras, mille on koostanud ja oma veebisaidil aval-
danud loomasdddas sisalduvate loomsete valkude liidu referent-
labor.

Vaatluse voodiagrammi igas etapis vaadeldavate vaatluspreparaa-
tide miinimumarvust tuleb rangelt kinni pidada, vilja arvatud
juhul, kui kogu fraktsiooni materjalist ei ole vdimalik saada
ndutavat arvu vaatluspreparaate, nditeks juhul, kui sadet ei saadud.
Osakeste arvu registreerimiseks vaadeldakse iithe médramise
kéigus kuni kuut vaatluspreparaati.

Kui heljumist voi ldhtematerjalist valmistatakse tdiendavad vaat-
luspreparaadid, kasutades spetsiifilisemat punktis 2.1.2.1.4 nime-
tatud viarvivate omadustega kinnitit, et tdpsemalt iseloomustada
struktuure (nt suled, karvad, lihaskiud v&i vereosakesed), mis on
avastatud muude punktis 2.1.2.1.3 nimetatud kinnitite abil valmis-
tatud vaatluspreparaatides, loendatakse osakesed, vottes {iihe
méidramise kdigus arvesse kuni kuut vaatluspreparaati, mille
hulgas on spetsiifilisema kinnitiga tdiendavad vaatluspreparaadid.
Punktis 2.1.3.4.4 kirjeldatud viisil saadud 16plikust heljumist
valmistatud tdiendavaid vaatluspreparaate, mida kasutatakse mais-
maaselgrootutest saadud koostisosade tuvastamiseks, ei kasutada
muud laadi osakeste (mis on pirit selgroogsetest maismaalooma-
dest ja kaladelt) kindlakstegemiseks.

Katse tegija vOib osakeste laadi ja péritolu kindlakstegemise
holbustamiseks kasutada abivahendeid, néiteks otsustamise tugi-
siisteeme, fotoarhiive ja etalonproove.
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Joonis 1

Vaatluse  voodiagramm tetrakloroetiileeniga  iihekordse setitamise  jirgseks muude  kui
maismaaselgrootutest pirit loomsete osakeste tuvastamiseks segasoddas, so6damaterjalis ja eelsegudes
esimesel méiramisel

3 vaatluspreparaati < 0,25 mm sademest

Seda laadi osakeste puhul
esitatakse proovi tulemused
vastavalt punktile 2.1.5.2

+
1 vaatluspreparaat < 0,25 mm heljumist v&i lahteainest

Kas tuvastati = 5
eri laadi'® loomse péritoluga
osakest?

JAH

Seda laadi osakeste puhul
esitatakse proovi tulemused
vastavalt punktile 2.1.5.3

Milline on igat laadil®
osakeste arv?

1 vaatluspreparaat
> 0,25 mm sademest

as loomsete osakeste
laad vastab deklareeritud
sisaldusele?

Kas tuvastati = 5
eri laadi'® loomse paritoluga
osakest?

1 vaatluspreparaat
> 0,25 mm
heljumist voi lahteainest

as tuvastati
teatavat laadi® loomseid
osakesi?

Seda laadi osakeste puhul
esitatakse proovi tulemused
vastavalt punktile 2.1.5.1

(D1 ja D2 viitavad esimesele ja teisele maaramisele; ): selgroogsed maismaaloomad,
kalad)
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Joonis 2

Vaatluse voodiagramm tetrakloroetiileeniga iihekordse setitamise jirgseks muude
kui maismaaselgrootutest pirit loomsete osakeste tuvastamiseks segasoodas,
soodamaterjalis ja eelsegudes teisel madramisel

3 vaatluspreparaall < 0,25 mm sademest
+

1 vaatluspreparaat < 0,25 mm heljumist
0i lahteaine

JAH

eri laadi®® loomse
aritoluga osakes

1 vaatluspreparaat
> 0,25 mm sademest

JAH

eri laadi'® loomse

paritoluga osakest?

1 vaatluspreparaat
> 0,25 mm
heljumist voi lahteainest

Seda laadi osakeste puhul
esitatakse proovi tulemused
vastavalt punktile 2.1.5.2

illine on sama laadi'

osakeste summa maaramistel
D1+ D2 kokku?

Seda laadi osakeste puhul
esitatakse proovi tulemused
vastavalt punktile 2.1.5.3

(D1 ja D2 viitavad esimesele ja teisele maaramisele; @ selgroogsed maismaaloomad,

kalad)
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Joonis 3

Vaatluse voodiagramm  petrooleetri ja tetrakloroetiileeniga  kahekordse setitamise jirgseks
maismaaselgrootutest saadud koostisosade tuvastamiseks segaséodas, soodamaterjalis ja eelsegudes

D2
3 vaatluspreparaati 3 vaatluspreparaati
< 0,25 Igplikust heljumist < 0,25 mm |6plikust heljumist

mai lest
5 2

=5

) Milline on
maismaaselgrootutest saadud
osakeste arv?

1 vaatluspreparaat
= 0,25 mm IGplikust heljumist

1 vaatluspreparaat
= 0,25 mm Ioplikust heljumist

728 tuyastal MilllnN s10
'] i 0= e - se i sak y
rnarsmaaselgrnuu_ltasi Sfda laadi B_,ak.cst«_ puhul Zsmaaselgrootutest saadu e ?a I:fla_dl osakeste puhul
saadud osake esitatakse proovi tulemused summa maaramistel esitatakse proovi tulemused

vastavalt punktile 2.1.5.3 D1+ D2 kokku? vastavalt punktile 2.1.5.2

Seda laadi osakeste puhul
esitatakse proovi tulemused
vastavalt punktile 2.1.5.1

‘Seda laadi osakeste puhul
esitatakse proovi tulemused
vastavalt punktile 2.1.5.3

(D1 ja D2 viitavad esimesele ja teisele madramisele)

2.14.3. Médramiste arv

Madramised tehakse eri osaproovidega, millest igaiiks kaalub 50 g.

Kui joonisel 1 voi joonisel 3 esitatud vaatluse voodiagrammi
kohaselt tehtud esimese médramise tulemusena ei tuvastata loomse
péritoluga osakesi, ei ole tdiendav médramine vajalik ning
analiilisi tulemus esitatakse, kasutades punkti 2.1.5.1 sonastust.

Kui joonisel 1 esitatud vaatluse voodiagrammi kohaselt tehtud
esimese mddramise tulemusena tuvastatakse iiks vOi mitu teatavat
laadi loomse paritoluga osakest (st selgroogsetelt maismaalooma-
delt voi kaladelt périt osakesed) ning leitud osakeste laad vastab
proovi kohta deklareeritud sisaldusele, ei ole teistkordset mééra-
mist vaja. Kui teatavat laadi loomse péritoluga osakeste arv on
esimesel madramisel suurem kui 5, esitatakse analiilisi tulemus
loomse osakese laadi kaupa, kasutades punkti 2.1.5.3 sdnastust.
Muudel juhtudel esitatakse analiilisi tulemus, kasutades punkti
2.1.5.2 sdnastust.

Kui joonisel 3 esitatud vaatluse voodiagrammi kohaselt tehtud
esimese madramise tulemusena ei tuvastata iile viie maismaasel-
grootutelt périt osakese, ei ole teine madramine vajalik ning
analiiisi tulemus esitatakse, kasutades punkti 2.1.5.3 sOnastust
seda laadi osakeste kohta.
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2.1.5.1.

2.1.5.2.

Igal muul juhul, sealhulgas juhul, kui laborile ei ole deklareeritud
sisaldust, tehakse uus méidramine uue osaprooviga. Kui joonisel 2
voi joonisel 3 esitatud vaatluse voodiagrammi kohaselt tehtud teise
médramise tulemusena on kahe médramisega tuvastatud vastavat
laadi loomse péritoluga osakeste summa suurem kui 10, esitatakse
analiilisi tulemus, kasutades punkti 2.1.5.3 sénastust. Muudel
juhtudel esitatakse analiiisi tulemus, kasutades punkti 2.1.5.2
sonastust.

Tulemuste esitamine

Tulemuste esitamisel teatab labor, millist tiilipi materjali analiiiisiti
(sade, heljum, 16plik heljum voi ldhteaine). Aruandes ndidatakse
selgelt, mitu madramist on tehtud ja kas vaatluspreparaatide
valmistamisele eelnev fraktsioonide sdelumine vastavalt punkti
2.1.3.4.3 esimese taande kolmandale 1digule voi punkti 2.1.3.4.4
kolmandale taandele on &ra jéetud.

Labori aruanne peab sisaldama vihemalt teavet selgroogsetest
maismaaloomadest ja kalast parit osakeste leidumise kohta.

Erinevad tulemused esitatakse jargmiselt.

Ei tuvastatud thtki kdnealust laadi loomse péritoluga osakest:

— ,,Valgusmikroskoopia abil ei tuvastatud analiiisimiseks
esitatud proovis selgroogsetest maismaaloomadest saadud
osakesi.”

— ,,Valgusmikroskoopia abil ei tuvastatud analiiisimiseks
esitatud proovis kalast saadud osakesi.”

— ,,Valgusmikroskoopia abil ei tuvastatud analiiisimiseks
esitatud proovis maismaaselgrootutest saadud osakesi.”

Uhe médramise kiigus tuvastatakse 1-5 teatavat laadi loomset
osakest v0i kahe midramise kiigus tuvastatakse 1-10 teatavat
laadi osakest (tuvastatud osakeste arv on vidiksem kui otsustuspiir,
mille EURL-AP on standardses tookorras kehtestanud ning oma
veebisaidil avaldanud):

kui on tehtud ainult {iks madramine:

— ,,Valgusmikroskoopia abil ei tuvastatud esitatud proovis
rohkem kui viis selgroogsetest maismaaloomadest saadud
osakest. Osakesed médratleti kui ... [kondid, kohr, lihaskiud,
karv, sarv, muu (lisada asjakohane tdpsustus)]. Nii viike
sisaldus on allpool selle mikroskoopilise meetodi jaoks kehtes-
tatud otsustuspiiri.”

— ,,Valgusmikroskoopia abil ei tuvastatud esitatud proovis
rohkem kui viis kalast saadud osakest. Osakesed maéératleti
kui ... [kalaluu, kalasoomus, kohr, lihaskiud, otoliit, 1dpus,
muu (lisada asjakohane tdpsustus)]. Nii viike sisaldus on
allpool selle mikroskoopilise meetodi jaoks kehtestatud otsus-
tuspiiri.”
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2.1.53.

Kui on teostatud kaks méaaramist:

— ,,Valgusmikroskoopia abil ei tuvastatud esitatud proovis kahe
médramise kdigus rohkem kui kiimme selgroogsetest maismaa-
loomadest saadud osakest. Osakesed madratleti kui ... [kondid,
kohr, lihaskiud, karv, sarv, muu (lisada asjakohane tdpsustus)].
Nii véike sisaldus on allpool selle mikroskoopilise meetodi
jaoks kehtestatud otsustuspiiri.”

— ,,Valgusmikroskoopia abil ei tuvastatud esitatud proovis kahe
madramise kdigus rohkem kui kiimme kalast saadud osakest.
Osakesed maaratleti kui ... [kalaluu, kalasoomus, kohr, lihas-
kiud, otoliit, 16pus, muu (lisada asjakohane tdpsustus)]. Nii
viike sisaldus on allpool selle mikroskoopilise meetodi jaoks
kehtestatud otsustuspiiri.”

— ,,Valgusmikroskoopia abil ei tuvastatud esitatud proovis kahe
médramise kdigus rohkem kui kiimme maismaaselgrootutest
saadud osakest. Osakesed maédratleti kui ... [kutiikulaosakesed,
suised, lihaskiud, trahheeosakesed, muu (lisada asjakohane
tapsustus)]. Nii véike sisaldus on allpool selle mikroskoopilise
meetodi jaoks kehtestatud otsustuspiiri.”

Peale selle:

— proovi eelsdelumise puhul mérgib labor, millises fraktsioonis
(sGelutud fraktsioon, granuleeritud fraktsioon voi seemned) on
tuvastatud loomse péritoluga osakesi, kuna ainult sdelutud
fraktsioonist tuvastatud loomse paritoluga osakesed voivad
tahendada keskkonnatekkelist saastumist.

— Kui tuvastatakse ainult sellised loomsed osakesed, mida ei saa
liigitada selgroogsetelt maismaaloomadelt ega kaladelt parit
osakesteks (nt lihaskiud), maérgitakse aruandes, et tuvastati
ainult sellised loomsed osakesed ja ei saa vilistada, et need
périnevad selgroogsetelt maismaaloomadelt.

Uhe midramise kiigus tuvastatakse rohkem kui viis teatavat laadi
loomset osakest voi kahe madramise kédigus tuvastatakse rohkem
kui kiimme teatavat laadi osakest:

kui on tehtud ainult iiks méddramine:

— ,,Valgusmikroskoopia abil tuvastati esitatud proovis rohkem
kui viis selgroogsetest maismaaloomadest saadud osakest.
Osakesed maédratleti kui ... [kondid, kohr, lihaskiud, karv,
sarv, muu (lisada asjakohane tépsustus)].”

— ,,Valgusmikroskoopia abil tuvastati esitatud proovis rohkem
kui viis kalast saadud osakest. Osakesed mdiératleti kui ...
[kalaluu, kalasoomus, kohr, lihaskiud, otoliit, 16pus, muu
(lisada asjakohane tépsustus)].”

— ,,Valgusmikroskoopia abil tuvastati esitatud proovis rohkem
kui viis maismaaselgrootutest saadud osakest. Osakesed
médratleti kui ... [kutiikulaosakesed, suised, lihaskiud, trah-
heeosakesed, muu (lisada asjakohane tdpsustus)].
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v M8

VM2
2.2.
2.2.1.
2.2.2.
2.2.2.1.
2.2.2.1.1.

22.2.1.2.

Kui on teostatud kaks méaaramist:

— ,,Valgusmikroskoopia abil tuvastati esitatud proovis kahe
médramise kdigus rohkem kui kiimme selgroogsetest maismaa-
loomadest saadud osakest. Osakesed madratleti kui ... [kondid,
kohr, lihaskiud, karv, sarv, muu (lisada asjakohane
tapsustus)].”

— ,,Valgusmikroskoopia abil tuvastati esitatud proovis kahe
madramise kdigus rohkem kui kiimme kalast saadud osakest.
Osakesed maédratleti kui ... [kalaluu, kalasoomus, kdhr, lihas-
kiud, otoliit, 16pus, muu (lisada asjakohane tdpsustus)].”

— ,,Valgusmikroskoopia abil tuvastati esitatud proovis kahe
médramise kdigus rohkem kui kiimme maismaaselgrootutest
saadud osakest. Osakesed maératleti kui ... [kutiikulaosakesed,
suised, lihaskiud, trahheeosakesed, muu (lisada asjakohane
tapsustus)].

Peale selle:

— proovi eelsdelumise puhul mérgib labor, millises fraktsioonis
(sOelutud fraktsioon, granuleeritud fraktsioon voi seemned) on
tuvastatud loomse péritoluga osakesi, kuna ainult sdelutud
fraktsioonist tuvastatud loomse paritoluga osakesed vdivad
tihendada keskkonnatekkelist saastumist.

— Kui tuvastatakse ainult sellised loomsed osakesed, mida ei saa
liigitada selgroogsetelt maismaaloomadelt ega kaladelt parit
osakesteks (nt lihaskiud), margitakse aruandes, et tuvastati
ainult sellised loomsed osakesed ja ei saa vilistada, et need
parinevad selgroogsetelt maismaaloomadelt.

Poliimeraasi ahelreaktsioon (PCR)
Péhimaote

Loomse péritoluga desoksiiribonukleiinhappe (DNA) fragmendid,
mis voivad esineda sdddamaterjalides ja segajousdodas, tuvasta-
takse poliimeraasi ahelreaktsiooni abil geeni kordistamise meeto-
diga, mis on suunatud liigispetsiifilise DNA-jérjestuse tuvastami-
sele.

PCR-meetodi puhul on kdigepealt ndutav DNA eraldamine. Selli-
selt saadud DNAga tehakse geeni kordistamine, et tuvastada
katsega kontrollitavaid loomaliike.

Reaktiivid ja seadmed
Reaktiivid
DNA eraldamise reaktiivid

Kasutatakse ainult EURL-AP labori poolt heaks kiidetud ja labori
veebisaidil avaldatud reaktiive.

Geeni kordistamise reaktiivid
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2.2.2.1.2.1. Praimerid ja sondid
Kasutatakse ainult EURL-AP poolt valideeritud oligonukleotiidide
jérjestusega praimereid ja sonde ().

2.2.2.1.2.2. Master Mix

Kasutatakse ainult neid Master Mix’i lahuseid, mis ei sisalda reak-
tiive, mis loomse DNA juuresoleku tdttu vdivad anda vale tule-
muse ().

2.2.2.1.2.3. Saastusest puhastamise reaktiivid

2.2.2.1.2.3.1. Soolhappe lahus (0,IN).

2.2.2.1.2.3.2. Pleegitav reaktiiv (0,15 % aktiivklooriga naatriumhiipokloriti
lahus)

2.2.2.1.2.3.3. Kallite seadmete, nagu analiiiitiliste kaalude (nditeks MP Biome-
dicals DNA Erase™) saastusest puhastamiseks ettenéihtud mitte-
soovitavad reaktiivid

2222. Seadmed

2222.1. Analiitilised kaalud tépsusega 0,001 g

22222, Jahvatusseadmed

22223. Reaalajas PCR tegemist vdimaldav termotsiikler

22224 Mikrotsentrifuug mikrotsentrifuugitopside jaoks

2222.5. 1 ul — 1000 pl pipeteerimist voimaldavad mikropipetid

2.2.2.2.6. Standardsed plastikust molekulaarbioloogia vahendid: mikrotsen-
trifuugitopsid, mikropipettide filtriga plastikotsikud, termotsiikleri
plaadid.

2.2.22.7. Proovide ja reaktiivide hoidmiseks ettendhtud kiilmikud

2.2.3. Proovi vétmine ja proovi ettevalmistamine

2.23.1. Proovi votmine
Méiiirqmiseks kasutatakse I lisa kohaselt vGetud representatiivset
proovi.

2.2.3.2. Proovi ettevalmistamine

Laboriproovide ettevalmistamine kuni DNA eraldamiseni teosta-
takse vastavalt II lisas sédtestatud nduetele. Vihemalt 50 g proovist
voetakse analiitisimiseks osaproovid ja peenestatakse.

Proovi ettevalmistamine teostatakse muudes ruumides kui DNA
eraldamiseks ja geeni kordistamiseks ettendhtud ruumid vastavalt
standardile ISO 24276.

Ette valmistatakse kaks proovi suurusega vahemalt 100 mg.

2.24. DNA eraldamine

Iga proovi DNA eraldatakse vastavalt ELi referentlabori EURL-
AP kehtestatud ja labori veebisaidil avaldatud standardsele tookor-
rale.

Iga eraldamise puhul tehakse kaks eraldamise kontrollkatset vasta-
valt standardile ISO 24276:

— eraldamise tiihikatse,
— DNA eraldamise positiivne kontrollkatse.

(") Iga uuritava loomaliigi jaoks olemasolevate praimerite ja sondide loeteluga saab tutvuda
EURL-AP veebisaidil.
(?) Vajalike Master Mix’i lahuste nidited on esitatud EURL-AP veebisaidil.
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2.2.5.

2.2.6.

2.2.6.1.

2.2.6.2.

Geeni kordistamine

Geeni kordistamine teostatakse koikide kontrollimist vajavate
likkide jaoks valideeritud meetodite abil. Need meetodid on
esitatud ELi referentlabori EURL-AP poolt kehtestatud ja labori
veebisaidil avaldatud standardses tookorras. Iga eraldatud DNA-
proovi analiiiisitakse vdhemalt kahe erineva lahjendusega, et
hinnata inhibeerimist.

Iga sihtliigi kohta tehakse kaks kordistamise kontrollkatset vasta-
valt standardis ISO 24276 kirjeldatud meetodile:

— igal plaadil voi PCR-katsete seerias kasutatakse sihtliigi DNA
positiivset kontrolli;

— igal plaadil vdi PCR-katsete seerias kasutatakse kordistusreak-
tiivi kontrolli (mida nimetatakse ka matriitsita kontrolliks).

Tulemuste tolgendamine ja esitamine

Tulemuste esitamisel teatab labor vdhemalt kasutatud proovide
massi, kasutatud ekstraheerimismeetodi, teostatud méédramiste
arvu ja meetodi avastamispiiri.

Tulemusi ei tdlgendata ega esitata, kui DNA eraldamise positiivne
kontrollproov ja DNA positiivne sihtkontrollproov ei anna katsega
kontrollitava sihtliigi puhul positiivseid tulemusi, samas kui
kordistamisreaktiivi kontroll on negatiivne.

Kui kahe proovi tulemused ei ole kooskolas, korratakse vahemalt
geeni kordistamist. Kui labor kahtlustab, et nimetatud lahkumi-
neku pdhjuseks voib olla DNA eraldamine, tehakse enne tule-
muste tdlgendamist uus DNA eraldamine ja seejdrel geeni kordis-
tamine.

Tulemuste 16plik védljendamine peab pohinema kahe proovi tule-
muste tthendamisel ja tdlgendamisel vastavalt ELi referentlabori
EURL-AP poolt kehtestatud ja labori veebisaidil avaldatud stan-
dardsele tookorrale.

Negatiivne tulemus
Negatiivne tulemus esitatakse jargmiselt:

Analiiiisimiseks esitatud proovis ei tuvastatud Xst parinevat DNAd
(X on katsega kontrollitav loomaliik voi liikide riihm).

Positiivne tulemus
Positiivne tulemus esitatakse jargmiselt:

Analiiiisimiseks esitatud proovis tuvastati Xst parinev DNA (X on
katsega kontrollitav loomaliik voi liikide rithm).
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VII LISA

KODULINDUDE SOODA  ENERGIASISALDUSE ~ ARVUTAMISE
MEETOD

1. Energiasisalduse arvutamine ja viljendamine

Kodulindude segasodda energiasisaldus tuleb arvutada teatavate sdddas sisal-
duvate analiiiitiliste koostisosade protsendimédra pdhjal vastavalt jargmisele
valemile. Energiasisaldus viljendatakse ainevahetuses tekkiva energiana
(ME) (lammastiku suhtes korrigeerituna) megadzaulides (MJ) segasddda kilo-
grammi kohta:

Ainevahetuses tekkiv energia (MJ/kg) = 0,1551 x kogu wvalgu prot-
sent + 0,3431 x kogu rasva protsent + 0,1669 x tarklise protsent + 0,1301 x
sahharoosina véljendatud tildsuhkru protsent

2. Avaldatud véairtuse lubatud hilbed

Kui ametlikul kontrollimisel ilmneb erinevus (sodda energiasisaldus on
suurem voi vidiksem) kontrollitulemuste ja avaldatud energiasisalduse vahel,
on ainevahetuses tekkiva energia lubatud hilve 0,4 MJ/kg.

3. Tulemuste viljendamine
Eespool esitatud valemit kasutades saadud tulemus tuleb esitada iihe

kiimnendkoha tapsusega.

4. Proovivdtu- ja analiilisimeetodid

Proovid tuleb segasdddast votta ja arvutusmeetodis maérgitud analiiiitiliste
koostisosade sisaldus tuleb kindlaks maérata vastavalt s6oda ametlikuks kont-
rolliks ettendhtud liidu proovivdtu- ja analiilisimeetoditele.

Kasutatakse jargmisi meetodeid:

— kogu rasvasisalduse méadramiseks: III lisa G osas sitestatud meetod B
toordli- ja -rasvasisalduse méidramiseks;

— térklisesisalduse méaaramiseks: III lisa K osas sétestatud polarimeetriline
meetod.

SOODAMATERJALI NING KASSIDE JA KOERTE SEGASOODA
ENERGIAVAARTUSE ARVUTAMISE MEETOD

Soodamaterjali ning kasside ja koerte segasddda energiavédrtust tuleb arvutada
vastavalt standardile EN 16967 ,,Loomast6t: proovivdtu- ja analiiisimeetodid —
Prognostilised vdrrandid ainevahetuses tekkiva energia arvutamiseks séodama-
terjalis ning kasside ja koerte segasdddas (lemmikloomatoit), sh dieettoidus
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ARTIKLIS 6 OSUTATUD VASTAVUSTABELID

Direktiiv 71/250/EMU

Direktiiv 71/250/EMU

Kéesolev maérus

Artikli 1 esimene 15ik
Artikli 1 teine 18ik
Artikkel 2
Artikkel 3

Lisa 1. osa

Lisa 2. osa

Lisa 3. osa

Lisa 4. osa

Lisa 5. osa

Lisa 6. osa

Lisa 7. osa

Lisa 9. osa

Lisa 10. osa

Lisa 11. osa

Lisa 12. osa

Lisa 14. osa

Lisa 16. osa

Artikkel 3
Artikkel 2

II lisa

III lisa O osa
III lisa M osa
III lisa N osa
III lisa Q osa
III lisa K osa

III lisa J osa
III lisa D osa

Direktiiv 71/393/EMU

Direktiiv 71/393/EMU

Kéesolev méérus

Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3
Lisa I osa
Lisa II osa
Lisa III osa
Lisa IV osa

Artikkel 3

III lisa A osa
III lisa E osa
III lisa P osa
III lisa H osa

Direktiiv 72/199/EMU

Direktiiv 72/199/EMU

Kéesolev méérus

Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3
Artikkel 4
I lisa 1. osa
I lisa 2. osa
I lisa 3. osa
I lisa 4. osa
I lisa 5. osa
II lisa

Artikkel 3

IIT lisa L osa
III lisa C osa

V lisa A osa
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Direktiiv 73/46/EMU

Direktiiv 73/46/EMU

Kéesolev maéérus

Artikkel 1
Artikkel 3
Artikkel 4
I lisa 1. osa
I lisa 2. osa

I lisa 3. osa

Artikkel 3

IIT lisa B osa

III lisa I osa

Direktiiv 76/371/EMU

Direktiiv 76/371/EMU

Kéesolev médrus

Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3

Lisa

Artikkel 1

I lisa

Direktiiv 76/372/EMU

Direktiiv 76/372/EMU

Kéesolev méérus

Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3

Lisa

Direktiiv 78/633/EMU

Direktiiv 78/633/EMU

Kéesolev médrus

Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3
Lisa 1. osa
Lisa 2. osa

Lisa 3. osa

Artikkel 3

IV lisa C osa

Direktiiv 81/715/EMU

Direktiiv 81/715/EMU

Kéesolev maéérus

Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3

Lisa

Direktiiv 84/425/EMU

Direktiiv 84/425/EMU

Kédesolev médrus

Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3

Lisa
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10.

12.

14.

Direktiiv 86/174/EMU

Direktiiv 86/174/EMU

Kéesolev maéérus

Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3

Lisa

Artikkel 4

VII lisa

. Direktiiv 93/70/EMU

Direktiiv 93/70/EMU

Kéesolev maérus

Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3

Lisa

Artikkel 3

1V lisa D osa

Direktiiv 93/117/EU

Direktiiv 93/117/EU

Kéesolev maérus

Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3
Lisa 1. osa

Lisa 2. osa

Artiklid 3 ja 5

1V lisa E osa
VIII lisa A osa

. Direktiiv 98/64/EU

Direktiiv 98/64/EU

Kéesolev maérus

Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3
Artikkel 4
Lisa A osa

Lisa C osa

Artiklid 3 ja 5

III lisa F osa
VIII lisa B osa

Direktiiv 1999/27/EU

Direktiiv 1999/27/EU

Kéesolev médrus

Artikkel
Artikkel 2
Artikkel 3
Artikkel 4
5
6
7

—_

Artikkel
Artikkel
Artikkel
Lisa A osa
Lisa B osa

Lisa C osa

Artiklid 3 ja 5

VIII lisa C osa
IV lisa F osa
VIII lisa D osa
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15.

16.

17.

Direktiiv 1999/76/EU

Direktiiv 1999/76/EU

Kéesolev médrus

Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3
Artikkel 4

Lisa

Artikkel 3

1V lisa G osa

Direktiiv 2000/45/EU

Direktiiv 2000/45/EU

Kéesolev méérus

Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3
Artikkel 4
Lisa A osa
Lisa B osa

Lisa C osa

Artikkel 3

IV lisa A osa
IV lisa B osa
III lisa G osa

Direktiiv 2002/70/EU

Direktiiv 2002/70/EU

Kéesolev mairus

Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3
Artikkel 4
Artikkel 5
I lisa

II lisa

Artikkel 1
Artiklid 2 ja 3

I lisa ja V lisa B osa (I)
II lisa ja V lisa B osa (1)

Direktiiv 2003/126/EU

Direktiiv 2003/126/EU

Kéesolev médrus

Artikkel 1
Artikkel 2
Artikkel 3
Artikkel 4
Artikkel 5
Artikkel 6
Lisa

Artikkel 3
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