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

niytteenotto- ja méiritysmenetelmisti rehujen virallista valvontaa
varten

(ETA:n kannalta merkityksellinen teksti)

1 artikla

Rehujen virallisessa valvonnassa suoritettava ndytteenotto, erityisesti
rehun siséltdimien ainesosien, mukaan lukien ainekset, jotka sisdltdvit
muuntogeenisid organismeja (GMO) tai koostuvat tai on valmistettu
niistd, Euroopan parlamentin ja neuvoston asetuksessa (EY) N:
o 1831/2003 (') médriteltyjen rehun lisdaineiden ja Euroopan parlamen-
tin ja neuvoston direktiivissd 2002/32/EY () médriteltyjen haitallisten
aineiden madrittdmiseksi, on suoritettava liitteessd I vahvistettujen me-
netelmien mukaisesti, lukuun ottamatta ndytteenottoa mikrobiologisen
saastumisen valvontaa varten.

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

2 artikla

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

3 artikla

Rehujen virallista tarkastusta varten tehtdvissd maérityksissd on nouda-
tettava menetelmid, jotka on vahvistettu liitteessd III (Rehuaineiden ja
rehuseosten koostumuksen valvonnassa kiytettdvdt mééritysmenetel-
madt), liitteessd IV (Rehujen siséltdmien sallittujen lisdaineiden valvon-
nassa kéytettdviat médritysmenetelmait), liitteessd V (Rehujen sisilté-
mien haitallisten aineiden valvonnassa kiytettdvit madritysmenetelmét)
ja liitteessd VI (Rehujen siséltimien eldinperdisten ainesosien médritys-
menetelmit rehujen virallista valvontaa varten).

4 artikla

Siipikarjan rehuseosten energia-arvo on laskettava liitteen VII
mukaisesti.

(") Euroopan parlamentin ja neuvoston asetus (EY) N:o 1831/2003, annettu
22 pidivand syyskuuta 2003, eldinten ruokinnassa kaytettdvistd lisdaineista
(EUVL L 268, 18.10.2003, s. 29).

(®) Euroopan parlamentin ja neuvoston direktiivi 2002/32/EY, annettu 7 pdivani
toukokuuta 2002, haitallisista aineista eldinten rehuissa (EYVL L 140,
30.5.2002, s. 10).

(®) EUVL L 70, 16.3.2005, s. 1.
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5 artikla

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

6 artikla

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

Viittauksia kumottuihin direktiiveihin pidetéén viittauksina tdhdn ase-
tukseen liitteessd IX olevien vastaavuustaulukoiden mukaisesti.

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

Tamé asetus on kaikilta osiltaan velvoittava, ja sitd sovelletaan sellai-
senaan kaikissa jdsenvaltioissa.
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LITE 1

NAYTTEENOTTOMENETELMAT

1. TARKOITUS JA SOVELTAMISALA

Rehujen virallisessa valvonnassa kéytettdvit ndytteet on otettava seu-
raavassa esitettyjen menetelmien mukaisesti. Néin saatujen niytteiden
katsotaan edustavan koko tutkittavaa erda.

Edustavan naytteenoton tarkoituksena on ottaa erdsti pieni osaerd siten,
ettd osaerdstd madritettava tekijd edustaa keskimiérdisesti koko tutkit-
tavaa rehuerdd. Erdstd tulee ottaa osandytteitd kauttaaltaan useista koh-
dista erdd. Nami osandytteet yhdistetddn sekoittamalla kokoomandyt-
teeksi, josta muodostetaan edustavan jakomenettelyn avulla erdd edus-
tavat lopulliset naytteet.

Jos rehuerdn visuaalisessa tarkastuksessa tai muun asiaankuuluvan tie-
don perusteella todetaan, ettd ndytteenoton kohteena oleva rehuerdn osa
eroaa laadultaan muusta rehusta niin se késitelldén erillisend osaerdna.
Jos rehua ei ole mahdollista jakaa erillisiin osaeriin, sitd késitellddn
yhtend erdnd. Talloin asia mainitaan ndytteenottoraportissa.

Jos todetaan, ettd rehu, josta on otettu nidytteet timén asetuksen sdédn-
nosten mukaisesti, ei tdytd EU:n vaatimuksia ja kyseinen rehu on osa
samaan luokkaan kuuluvaa tai samaa kuvausta vastaavaa rehuerdd, on
oletettava, ettd tdméd sdddostenvastaisuus koskee koko rehuerdd, ellei
yksityiskohtaisesta arvioinnista ilmene, ettd ei ole mitddn ndyttoa siitd,
ettd loppuosa erdstd ei tdyttdisi EU:n vaatimuksia.

Naytteenotto voi koskea myds rehua, jota rehualan toimijat tarjoavat
myytavaksi etdviestintavilineiden vilitykselld Euroopan parlamentin ja
neuvoston asetuksen (EY) N:o 767/2009 (') 11 artiklan 3 kohdan mu-
kaisesti. Etdviestintdvélineiden vilitykselld myytdviaksi tarjottavan re-
hun néytteenottoon sovelletaan periaatteessa tdssd liitteessd vahvistet-
tuja kohtia. Etdmyyntindytteiden ndytteenottoa koskevat erityisnako-
kohdat kuvataan 11 kohdassa.

2. MAARITELMAT

— Eré: tunnistettava maird rehua, jolla on maédritetty olevan yhteisid
ominaisuuksia kuten alkuperd, lajike, pakkaustapa, pakkaaja, ldhet-
tdjd tai pakkausmerkinnit, jos kyse on tuotantoprosessista, yksittdi-
sessd laitoksessa samoja tuotantoparametreja kiyttden tuotettu tuo-
tantoerd tai useita tdllaisia tuotantoerid, jos ne on tuotettu yhtdjak-
soisesti ja varastoidaan yhdessd.

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

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

(") Euroopan parlamentin ja neuvoston asetus (EY) N:o 767/2009, annettu 13 pdivana heini-

kuuta 2009, rehun markkinoille saattamisesta ja kdytostd, Euroopan parlamentin ja neu-
voston asetuksen (EY) N:o 1831/2003 muuttamisesta sekd neuvoston direktii-
vin 79/373/ETY, komission direktiivin 80/511/ETY, neuvoston direktiivien 82/471/ETY,
83/228/ETY, 93/74/ETY, 93/113/EY ja 96/25/EY ja komission péitoksen 2004/217/EY
kumoamisesta (EUVL L 229, 1.9.2009, s. 1).
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— Osandyte: midré, joka on otettu tutkittavan erdn yhdestd kohdasta.

— Kokoomaniyte: tutkittavan erdn eri kohdista otetuista osandytteista
muodostettu yhteisnéyte.

— Supistettu ndyte: kokoomanéytteen osa, joka on saatu kokoomani-
ytteestd edustavasti supistamalla.

— Lopullinen niyte: kokoomandytteen osa (sekoitettu) tai supistetun
ndytteen osa tai homogenoidun kokoomandytteen osa valvonnan
tyypin mukaan (katso 9.4 kohta).

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

— Etimyyntindyte: ndyte etdviestintdvilineilld myytdvaksi tarjotta-
vasta rehuerdsti.

YLEISET SAANNOKSET

— Naéytteitd ottavat toimivaltaisen viranomaisen tdhdn tehtivdin val-
tuuttamat henkil6t.

— Etdmyyntindytettd varten toimivaltainen viranomainen pyytdd rehu-
alan toimijalta tietyn maéadrdn rehua etdviestintdvalineiden valityk-
selld.

— Naéyte on sinetditdva siten, ettei nédytteeseen péddse kisiksi rikko-
matta tai poistamatta sinettia.

Sinetin merkin olisi oltava selvésti tunnistettavissa ja selvisti nakyvilla.

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

— Kustakin kokoomanéytteestd tai supistetusta ndytteestd otetaan seu-
raavat lopulliset niytteet: yksi valvontaa (valvontatoimenpiteitd)
varten ja yksi rehualan toimijaa varten (oikeuksien suojaamiseen
tarkoitettu nédyte). Néiden lisdksi yksi lopullinen ndyte voidaan ottaa
vertailundytteeksi. Jos kokoomandyte homogenoidaan kokonaisuu-
dessaan, niin lopulliset ndytteet otetaan homogenoidusta kokoo-
mandytteestd edellyttden, ettd tdllainen menettely on jdsenvaltiossa
noudatettavien rehualan toimijoiden oikeuksia koskevien sddntdjen
mukainen.

— Jos se on tarpeen virallisen ndytteenoton suorittamiseksi, asetuksen
(EU) 2017/625 15 artiklan 1 ja 2 kohdan mukaisesti rehualan toi-
mijoiden on toimivaltaisen viranomaisen pyynnosti

— annettava toimivaltaisen viranomaisen henkilostolle pédsy toi-
mijoiden valvonnassa oleviin laitteisiin, mukaan lukien mahdol-
lisuus asianmukaisten ndytteenottovilineiden ja henkildsuojain-
ten kayttoon;

— avustettava toimivaltaisen viranomaisen henkilostod néyttee-
noton mahdollistamiseksi, mukaan lukien rehun asettaminen toi-
mivaltaisen viranomaisen henkiléston saataville.
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4.2
4.2.1
4.2.1.1
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VALINEISTO

Naytteenottovilineiden on oltava valmistettu materiaaleista, jotka eivit
aitheuta kontaminaatiota tuotteista otettuihin niytteisiin. Vilineiden,
joita kdytetddn useita kertoja, tulee olla ristiinkontaminaation valttdmi-
seksi helppoja puhdistaa.

Kiinteiden rehujen niytteenottoon suositellut vilineet
Manuaalinen ndytteenotto

Tasapohjainen ndytteenottokauha, jossa on pystysuorat sivuseindmat.

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

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

Mekaaninen ndytteenotto

Asianmukaista mekaanista laitetta voidaan kdyttdd otettacssa niytteitd
liikkeessd olevasta rehuerédstd. Mekaanista laitetta pidetdan asianmukai-
sena, kun ndytettd otetaan ainakin liikkeessd olevan rehun koko kerros-
tumasta.

Rehun ollessa liikkeessd (voimakkaasti virtaavana) rehuerdn niyttee-
notossa voidaan kayttdd automaattisia ndytteenkerddjia.

Ndpytteenjakolaite

Supistettujen néytteiden valmistukseen edustavasti olisi kdytettava lai-
tetta, joka on suunniteltu jakamaan ndyte suunnilleen yhtd suuriin osiin,
jos se on mahdollista ja asianmukaista.

OSANAYTTEIDEN LUKUMAARAA KOSKEVAT MAARALLISET
VAATIMUKSET

— Osandytteiden lukumaaraa koskevia 5.1 ja 5.2 kohdan maérillisia
vaatimuksia sovelletaan tutkittaviin eriin, joiden koko on enintddn
500 tonnia ja joista voidaan ottaa ndyte edustavasti. Kuvattu nayt-
teenottomenettely pdtee myos rehumaéiriin, jotka ovat suurempia
kuin tutkittavalle erdlle maéritty enimmaéiskoko edellyttden, ettd
jéljempana 5.1.1, 5.1.3 ja 5.1.5 kohdan taulukoissa esitetty osani-
ytteiden enimmaiismadrd jitetddn huomiotta ja osandytteiden luku-
madrd madritetddn menettelyn asianomaisessa osassa (katso 5.3 koh-
ta) annetulla nelidjuurikaavalla ja kokoomandytteen vdhimmaisko-
koa korotetaan suhteessa tarkastettavaan rehumdédrddn. Tama ei estd
suuren rehuerdn jakamista pienempiin osaeriin, joista kustakin ote-
taan ndytteet 5.1 ja 5.2 kohdassa kuvatun menettelyn mukaisesti.

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

— Hyvin suuriin eriin tai osaeriin (> 500 tonnia) sekd eriin, jotka
kuljetetaan tai varastoidaan siten, ettd nidytteenottoa ei voida suo-
rittaa tdmédn kohdan 5.1 ja 5.2 kohdassa esitetyn ndytteenottome-
nettelyn mukaisesti, sovelletaan 5.3 kohdan mukaista néytteenotto-
menettelya.
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5.1

— Toimivaltaisella viranomaisella ei usein ole etimyyntindytteiden
osalta tietoa siitd, kuinka suuresta erdstd mddrdad pyydetddn. Sen
vuoksi 5.1 ja 5.2 kohdassa tarkoitettuja menettelyjd ei voi kayttda.
Tallgin noudatetaan 11 kohdassa esitettyd menettelya.

— Jos lainsaddannossé edellytetddn, ettd rehualan toimija noudattaa
tatd asetusta pakollisen laadunvarmistusmenettelynsd puitteissa, re-
hualan toimija voi toiminnallisia ominaisuuksia huomioon ottaak-
seen poiketa tdssd kohdassa sdddetyistd madrallisistd vaatimuksista,
jos rehualan toimija on toimivaltaista viranomaista tyydyttavalla
tavalla osoittanut néytteenottomenettelyn vastaavuuden edustavuu-
den osalta ja jos toimivaltainen viranomainen on antanut siithen
luvan.

— Jos edelld kuvattua néytteenottomenetelmdd ei poikkeustapauksissa
ole mahdollista maédrillisten vaatimusten osalta soveltaa ilman
erélle aiheutuvaa kaupallista vahinkoa (esimerkiksi pakkausmuoto-
jen tai kuljetus- tai varastointitapojen vuoksi), joka ei ole hyvik-
syttdvissd, voidaan soveltaa vaihtoehtoista ndytteenottomenetelméaa
edellyttden, ettd se on mahdollisimman edustava sekd tarkkaan ku-
vattu ja dokumentoitu.

Osaniytteiti koskevat méirilliset vaatimukset sellaisten aineiden
tai tuotteiden valvonnan osalta, jotka ovat tasaisesti jakautuneina
rehussa

Kiinted irtorehu

Tutkittavan erén koko Pienin vaadittu osandytteiden lukuméérd

< 2,5 tonnia 7

v (20 x tutkittavan eréin tonniméiri)
(*), kuitenkin enintddn 40 osandytettd

>2.5 tonnia

(*) Jos saatu luku ei ole kokonaisluku, se py®ristetddn ylospéin ldhimpédn koko-
naislukuun.

Nestemdinen irtorehu

Tutkittavan erdn koko

Pienin vaadittu osandytteiden lukuméérd

< 2,5 tonnia tai < 2500 lit- | 4 (¥)
raa
> 2.5 tonnia tai > 2 500 lit- | 7 (¥)

raa

(*) Jos nestettd ei saada homogeeniseksi, osandytteiden lukuméiraa on korotetta-
va.

Pakattu rehu

Rehu (kiinted ja nestemiinen) voidaan pakata pusseihin, sdkkeihin,
tolkkeihin, tynnyreihin jne., joihin viitataan seuraavassa taulukossa yk-
sikkoind. Naytteet suurista yksikoistd (> 500 kiloa tai litraa) on otettava
irtorehua koskevien sddnnosten mukaisesti (katso 5.1.1 ja 5.1.2 kohta).

Pienin vaadittu yksikdiden lukumaéérd, joista

Tutkitt dn kok T . .
utiattavan cran koko on otettava (vdhintdén) yksi osandyte (*)

1-20 yksikkoa 1 yksikkd (**)

21-150 yksikkod 3 yksikkod (**)
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Pienin vaadittu yksikdiden lukumaéérd, joista

Tutkitt dn koki T . .
utiattavan cran koko on otettava (vdhintddn) yksi osandyte (*)

151-400 yksikkoa 5 yksikkod (**)

> 400 yksikkod Vs sellaisten yksikoiden v lukumidrsst,
joista tutkittava erd koostuu (***), kui-
tenkin enintddn 40 yksikkod

(*)  Jos yksikdn avaaminen saattaa vaikuttaa analyysiin (esim. herkésti pilaan-
tuvat kosteat rehut), osandyte on avaamaton yksikko.

(**) Jos yksikdn siséllon paino on enintddn 1 kilo tai yksi litra, osandyte on
yhden alkuperiisyksikon sisalto.

(***) Jos saatu luku ei ole kokonaisluku, se pyoristetiéin ylospdin ldhimpédan
kokonaislukuun.

Rehukakut ja nuolukivet

Néyte on otettava vihintddn yhdestd rehukakusta tai yhdestd nuoluki-
vestd tutkittavan erdn jokaista 25:td yksikkod kohti, kuitenkin enintdin
4 rehukakusta tai nuolukivesta.

Jos rehukakun tai nuolukiven paino on enintdédn yksi kilo, osandyte on
yhden rehukakun tai yhden nuolukiven sisalto.

Karkearehu/nurmirehu
Tutkittavan erdn koko Pienin vaadittu osandytteiden lukumaééré (*)
< 5 tonnia 5
> 5 tonnia \ (5 x tutkittavan erdn tonniméaara) (**)
, kuitenkin enintddn 40 osandytettd

(*) Jos vaadittuja osandytteitd ei ole mahdollista ottaa tietyissd tilanteissa
(esim. sdilorehu) aiheuttamatta sellaista vahinkoa erille, jota ei voida hy-
viksyd, niin ndissd tapauksissa voidaan soveltaa vaihtoehtoista ndytteen-
ottomenetelméd. Téllaisten erien néytteenottoa varten laaditut ohjeet ovat
saatavilla osoitteessa https:/food.ec.europa.eu/system/files/2016-10/animal-
feed-guidance_documents_691_2013_en.pdf

(**) Jos saatu luku ei ole kokonaisluku, se pyoristetddn ylospdin lahimpéadn
kokonaislukuun.

Osaniytteitii koskevat méirilliset vaatimukset sellaisten ainesosien
tai aineiden valvonnan osalta, jotka todennikoisesti ovat epitasai-
sesti jakautuneina rehussa

Néitd osandytteitd koskevia madrillisia vaatimuksia kéytetddn seuraa-
vissa tilanteissa:

— rehuaineiden siséltimien aflatoksiinien, torajyvdn, muiden myko-
toksiinien ja haitallisten kasviperdisten epdpuhtauksien valvonta

— ainesosan, mukaan lukien muuntogeeninen aines, tai sellaisen ai-
neen, jonka odotetaan olevan epdtasaisesti jakautuneena rehussa,
ristikontaminaation valvonta.

Jos valvontaviranomaisella on vahva epdilys siitd, ettd téllaista epéta-
saista jakautumista tapahtuu myos rehuseoksen sisdltdimén ainesosan tai
aineen ristikontaminaatiotapauksessa, voidaan soveltaa seuraavassa tau-
lukossa olevia madréllisid vaatimuksia.
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53

Tutkittavan erdn koko Pienin vaadittu osandytteiden lukuméara

Katso 5.1 kohdan maéérilliset vaatimuk-
set. Otettavien osandytteiden lukumédra
on kerrottava 2,5:114.

< 80 tonnia

> 80 tonnia 100

Osaniytteitii koskevat méirilliset vaatimukset hyvin suurten erien
osalta

Jos kyseessd ovat suuret tutkittavat erdt (tutkittavat erdt > 500 tonnia),
otettavien osandytteiden lukumidri = 40 osandytetti + Vtonnimédri
sellaisten aineiden tai tuotteiden valvonnan osalta, jotka ovat tasaisesti
jakautuneina rehussa, tai 100 osandytettd + Vtonnimairi sellaisten ai-
nesosien tai aineiden valvonnan osalta, jotka ovat todennékoisesti epé-
tasaisesti jakautuneina rehussa.

KOKOOMANAYTETTA KOSKEVAT MAARALLISET VAA-
TIMUKSET

Tutkittavaa erdd kohti riittdd yksi kokoomanayte.

Rehuien ; Kokoomandytteen vdhimmais-
chujen tyypp koko (*) (**)
6.1 Irtorehu 4 kg
6.2 Pakattu rehu 4 kg (***)
6.3 Nestemdinen tai puolijuok- | 4 litraa
seva rehu
6.4 Rehukakut ja nuolukivet:
6.4.1 yksikkdpaino yli 1 kg 4 kg
6.4.2 yksikkdpaino enintddn 1 kg | neljdn alkuperdisen rehuka-
kun tai nuolukiven paino
6.5 Karkearehu/nurmirehu 4 kg (*¥***)
*) Jos nidytteenoton kohteena oleva rehu on arvokasta, kokoomaniytteen

maérd voi olla pienempi, jos asia kuvataan ja dokumentoidaan nidytteen-
ottopdytikirjassa.
(**)  Rehun virallisessa valvonnassa kdytettdvistd ndytteenotto- ja méaritysme-
netelmistd tutkittaessa sellaisen muuntogeenisen aineksen esiintymistd,
jota koskeva lupamenettely on kesken tai jonka lupa ei ole endd voimassa,
24 péivand kesdkuuta 2011 annetun komission asetuksen (EU) N:o 619/
2011 (EUVL L 166, 25.6.2011, s. 9) sadnndsten mukaisesti muuntogee-
nisen aineksen esiintymisen valvomiseksi otetussa kokoomandytteessd on
oltava vahintdan 35 000 siementd/jyvdd. Néin ollen maissin osalta kokoo-
mandytteen koon on oltava vihintddn 10,5 kg ja soijapavun osalta 7 kg.
Muiden siementen ja jyvien, kuten ohran, hirssin, kauran, riisin, rukiin ja
vehnidn sekd rapsinsiementen osalta 4 kg:n kokoinen kokoomaniyte vastaa
yli 35 000:ta siementd/jyvaa.
Pakatun rehun osalta kokoomanéytteen 4 kg:n kokoa ei ehké ole mahdol-
lista saavuttaa johtuen yksittdisten yksikoiden koosta.
(****) Jos kyse on karkearchusta tai nurmirchusta, jonka ominaistiheys on pieni
(esim. heind, olki), kokoomaniytteen koon on oltava véhintddn 1 kg.

(¥#%)
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8.1

8.2
8.2.1

LOPULLISIA NAYTTEITA KOSKEVAT MAARALLISET VAA-
TIMUKSET

Lopulliset ndytteet

Analyysi tehdddn viahintddn yhdestd lopullisesta ndytteestd. Analyysia
varten valmistetun lopullisen ndytteen méérdn on oltava vihintéan:

Kiintei rehu 500 g (¥) (+¥) (*#¥) (xrik)
Nestemdinen tai puolijuok- | 500 ml (¥)

seva rehu

*) Asetuksen (EU) N:o 619/2011 sddnnésten mukaisesti muuntogeenisen

aineksen esiintymisen valvomiseksi otetussa lopullisessa ndytteessd on
oltava vihintddn 10 000 siementd/jyvdd. Niin ollen maissin osalta lopul-
lisen néytteen koon on oltava véahintddn 3 000 g ja soijapavun osalta
2 000 g. Muiden siementen ja jyvien, kuten ohran, hirssin, kauran, riisin,
rukiin ja vehnén sekd rapsinsiementen osalta 500 g:n kokoinen lopullinen
ndyte vastaa yli 10 000:ta siementd/jyvaa.

(**)  Jos kokoomandytteen koko on huomattavasti pienempi kuin 4 kiloa tai
litraa (ks. alaviitteet, 6 kohta), lopullinen ndyte voi olla myos pienempi,
jos asia kuvataan ja dokumentoidaan ndytteenottopdytikirjassa.

(***) Jos ndytteet otetaan palkokasveista, viljanjyvistd ja pahkindistd torjunta-
ainejddmien madrittelemiseksi, lopullisen ndytteen on oltava véhintddn
1 kg komission direktiivin 2002/63/EY, annettu 11 pdivdnd heindkuuta
2002, yhteisdn niytteenottomenettelyistd kasvi- ja eldinperdisten tuottei-
den torjunta-ainejddmien virallisessa tarkastuksessa ja direktiivin 79/700/
ETY kumoamisesta (EYVL L 187, 16.7.2002, s. 30), sdannosten mukai-
sesti.

(****) Jos kyse on visuaalisesta tarkastuksesta tai mikroskooppitutkimuksesta,
tutkittavaksi tarkoitetun lopullisen ndytteen on oltava kooltaan 1 kg.

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

Yleiset periaatteet

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

Jos kyse on suurista rehun varastointiin tarkoitetuista varastoista, toi-
mijoita olisi rohkaistava asentamaan varastoon sellaiset laitteet, joilla
on mahdollista ottaa ndytteet (koneellinen naytteenottolaite) koko va-
rastoidusta erésta.

Jos sovelletaan téssd kohdassa sdddettyjd nédytteenottomenettelyjd, rehu-
alan toimijalle tai sen edustajalle on ilmoitettava niytteenottomenette-
lystd. Jos rehualan toimija tai sen edustaja kyseenalaistaa timdn néyt-
teenottomenettelyn, rehualan toimijan tai sen edustajan on annettava
toimivaltaiselle viranomaiselle mahdollisuus ottaa naytteet koko eréstad
toimijan kustannuksella.

Laivalla kuljetettavat suuret erit
Dynaaminen ndytteenotto laivalla kuljetettavista suurista eristd

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

Néytteenotto suoritetaan lastiruumakohtaisesti (yksikko, joka voidaan
erottaa fyysisesti). Lastiruumat tyhjennetddn kuitenkin osittain yksi toi-
sensa jdlkeen siten, ettd alkuperdinen fyysinen erottelu ei endd varas-
totiloihin siirron jédlkeen ole voimassa. Néytteenotto voidaan sen vuoksi
suorittaa alkuperdisen fyysisen erottamisen mukaan tai varastotiloihin
siirron jélkeisen erottamisen mukaan.
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8.2.2

8.3

8.4
8.4.1

Laivan lastin purku voi kestdd useita pdivid. Naytteenotto on yleensd
suoritettava sddnnollisin véliajoin koko purkamisen keston ajan. Viral-
lisen tarkastajan ldsndolo néytteenotossa koko purkamisen keston ajan
ei kuitenkaan vélttdiméttd aina ole toteutettavissa tai tarkoituksenmu-
kaista. Néytteet voidaan sen vuoksi ottaa koko erdn osasta (tutkittava
erd). Osandytteiden lukumédrd médritetddn tutkittavan erdn koon mu-
kaan.

Jos nidyte otetaan osasta samaan luokkaan kuuluvaa tai samaa kuvausta
vastaavaa rehuerdd ja on todettu, ettd kyseinen erdn osa ei tdytd EU:n
vaatimuksia, on oletettava, ettd sama koskee koko rehueréd, ellei yksi-
tyiskohtaisesta arvioinnista ilmene, ettd ei ole mitddn ndyttod siité, ettd
loppuosa eridstd ei tayttdisi EU:n vaatimuksia.

Vaikka virallinen ndyte otettaisiin automaattisesti, tarkastajan ldsnéolo
on tarpeen. Jos automaattisessa néytteenotossa kéytetddn kuitenkin en-
nalta asetettuja parametreja, joita ei voida muuttaa ndytteenoton aikana
ja jos osandytteet kerdtddn sinetdityyn astiaan, joka estdd mahdolliset
vadrinkaytokset, tarkastajan ldsndolo vaaditaan ainoastaan ndytteenoton
alussa, aina kun astia on tarpeen vaihtaa ja ndytteenoton lopussa.

Staattinen ndytteenotto laivalla kuljetettavista eristdi

Jos ndytteenotossa kéytetddn staattista tapaa, on sovellettava samaa
menettelyd kuin ylhaélta kdsin paédstiviin varastointitiloihin (siilot) on
sdddetty kaytettaviksi (katso 8.4.1 kohta).

Néytteenotto on suoritettava erdn/lastiruuman siitd osasta, johon on
padsy (ylapuolelta). Osandytteiden lukuméiard médritetddn tutkittavan
erdn koon mukaan. Jos nédyte otetaan osasta samaan luokkaan kuuluvaa
tai samaa kuvausta vastaavaa rehuerdd ja on todettu, ettd kyseinen erén
osa ei tdytd EU:n vaatimuksia, on oletettava, ettdi sama koskee koko
rehuerdd, ellei yksityiskohtaisesta arvioinnista ilmene, ettd ei ole mitédédn
ndyttdd siitd, ettd loppuosa erdstd ei tayttdisi EU:n vaatimuksia.

Niytteenotto varastoihin sijoitetuista suurista eristi

Néytteenotto on suoritettava erdn siitd osasta, johon on pédsy. Osana-
ytteiden lukuméédrd médritetddn tutkittavan erdn koon mukaan. Jos
ndyte otetaan osasta samaan luokkaan kuuluvaa tai samaa kuvausta
vastaavaa rehuerdd ja on todettu, ettd kyseinen erdn osa ei tdytd EU:
n vaatimuksia, on oletettava, ettdi sama koskee koko rehuerdi, ellei
yksityiskohtaisesta arvioinnista ilmene, ettd ei ole mitddn ndyttoa siitd,
ettd loppuosa erdstd ei tdyttdisi EU:n vaatimuksia.

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

Néytteenotto on suoritettava erdn siitd osasta, johon on pédsy. Osana-
ytteiden lukuméédrd médritetddn tutkittavan erdn koon mukaan. Jos
ndyte otetaan osasta samaan luokkaan kuuluvaa tai samaa kuvausta
vastaavaa rehuerdd ja on todettu, ettd kyseinen erdn osa ei taytd EU:
n vaatimuksia, on oletettava, ettd sama koskee koko rehuerdi, ellei
yksityiskohtaisesta arvioinnista ilmene, ettd ei ole mitddn ndyttoa siitd,
ettd loppuosa erdstd ei tdyttdisi EU:n vaatimuksia.
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8.4.2
8.4.2.1

8.4.2.2

8.5

9.1

9.2

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

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

Tallaisiin siiloihin varastoiduista rehuista ei voida ottaa niytteitd staat-
tisesti. Jos siilossa olevasta rehusta on otettava niyte, eiké ldhetystd ole
mahdollista siirtdd, on sovittava toimijan kanssa siitd, ettd toimija il-
moittaa tarkastajalle, milloin siilo tyhjennetdén, jotta ndytteenotto voi-
daan suorittaa liikkuvasta rehusta.

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

Menettelyssd ndyte otetaan kaatamalla 50-100 kilon suuruinen méaara
astiaan, josta ndyte otetaan. Kokoomanaytteen koko vastaa koko erdi ja
osandytteiden lukumaira on suhteessa siilosta astiaan nédytteenottoa var-
ten kaadettuun médrddn. Jos ndyte otetaan osasta samaan luokkaan
kuuluvaa tai samaa kuvausta vastaavaa rehuerdd ja on todettu, ettd
kyseinen erdn osa ei tdytd EU:n vaatimuksia, on oletettava, ettd sama
koskee koko rehuerdd, ellei yksityiskohtaisesta arvioinnista ilmene, etti
el ole mitddn ndyttda siitd, ettd loppuosa erdstd ei tiyttdisi EU:mn vaa-
timuksia.

Niytteenotto suurissa suljetuissa siilidissd olevasta irtorehusta

Téllaisista eristd voidaan usein ottaa ndytteet vain purkamisen yhtey-
dessd. Joissakin tapauksissa, kun rehuerdn purkua ei ole mahdollista
suorittaa tuonti- ja tarkastuspaikassa, olisi néytteet otettava téllaisten
sdilididen purun yhteydessi.

NAYTTEIDEN OTTAMISTA, VALMISTAMISTA JA PAKKAA-
MISTA KOSKEVAT OHJEET

Yleisti

Niytteet on otettava ja valmistettava viipymdttd noudattaen varotoi-
menpiteitd, joilla varmistetaan, ettei tuote muutu tai saastu. Kaikkien
nédytteiden kanssa kosketuksiin joutuvien vilineiden, pintojen ja siili-
6iden on oltava puhtaita ja kuivia.

Osanéytteet

Osandytteet on otettava satunnaisesti ja tasaisesti kaikkialta koko tut-
kittavasta erdsté, ja niiden on oltava suunnilleen samansuuruisia.

Osandytteen koon on oltava vdhintdin 100 grammaa tai karkeare-
hun/nurmirehun tapauksessa vahintddn 25 grammaa johtuen tdllaisen
rehun pienestd ominaistiheydesta.

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

Jos kyse on pakattujen rehujen ndytteenotosta pienistd eristd, jolloin
madréllisten vaatimusten mukaan on otettava rajallinen méérd osanidyt-
teitd, osandyte on yhden alkuperdisen yksikon sisdltd, joka ei ylitd yhtd
kiloa tai yhtd litraa.

Jos kyse on pakattujen rehujen ndytteenotosta pienista yksikoistd (esim.
< 250 g), niin osandytteen koko riippuu yksikén koosta.
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Jos kyse on etdmyyntindytteistd, osandytteen koko riippuu yksikon
koosta ja voi yksittdisissd tapauksissa olla pienempi kuin 100 g tai
100 ml.

9.2.1 Irtorehu

Naytteenotto voidaan tarvittaessa tehdd rehuerdd siirrettdessd (lastauk-
sen tai purkamisen yhteydessd).

9.2.2 Pakattu rehu

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

923 Homogeeniset ja homogenoituvat nestemdiset tai puolijuoksevat rehut

Kun 5 kohdan mukainen lukuméérd yksikoitd on valittu ndytteenottoa
varten, sisdltd on tarvittaessa homogenoitava ja vaadittava méadrd nay-
tettd otettava kustakin yksikosta.

Osandytteet voidaan ottaa myds siséltod tyhjennettdessa.

9.2.4  Nestemdiset tai puolijuoksevat rehut, joita ei voi homogenoida

Kun 5 kohdan mukainen lukuméird yksikoitd on valittu nédytteenottoa
varten, on ndytettd otettava rehun eri kerroksista.

Osandytteet voidaan ottaa myos sisédltod tyhjennettdessd, kuitenkin si-
ten, ettd ensimmadisia fraktioita ei oteta talteen.

Kummassakin tapauksessa ndytteen kokonaismédardn on oltava vahin-
tdan 10 litraa.

9.2.5  Rehukakut ja nuolukivet

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

Jos rehukakun tai nuolukiven paino on enintédn yksi kilo, osandyte on
yhden rehukakun tai yhden nuolukiven sisalto.

9.3 Kokoomaniiytteen koostaminen

Kokoomandyte muodostetaan sekoittamalla osandytteet keskendén.

9.4 Lopullisen niiytteen valmistaminen

Kokoomandytteen sisdltimd ndytemateriaali on sekoitettava huolelli-
sesti (1.

Kukin niyte laitetaan asianmukaiseen siilioon/astiaan. On toteutettava
kaikki tarvittavat varotoimenpiteet, jotta véltetddn ndytteen koostumuk-
sen muuttuminen, saastuminen tai turmeltuminen kuljetuksen tai varas-
toinnin aikana.

9.4.1 Tasaisesti jakautuneet aineet

Jos kyse on rehuun tasaisesti jakautuneiden ainesosien tai aineiden
valvonnasta, kokoomandyte voidaan edustavasti supistaa vahintddn
2,0 kiloon tai 2,0 litraan (supistettu niyte) (?) ensisijaisesti kdyttamalld
joko koneellista tai automaattista néytteenjakolaitetta. Jos valvotaan

(") Kaikki kokkareet on hienonnettava (tarvittaessa ottamalla ne erilleen niytteestd ja pa-
nemalla ne hienonnettuna néytteeseen takaisin).
(?) Paitsi jos kyse on karkearehusta/nurmirehusta, jonka ominaistiheys on pieni.
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torjunta-ainejddmien esiintymistd palkokasveissa, viljanjyvissd ja pih-
kindissd, supistetun ndytteen vdhimmaiskoko on 3 kiloa. Jos rehutyyppi
on sellaista, ettd ndytteenjakolaitetta ei voida kdyttdd tai laitetta ei ole
kéytettdvissd, ndyte voidaan supistaa neljinnesmenetelmalld.

Kokoomandytteestd tai supistetuista ndytteistd otetaan sen jilkeen lo-
pulliset néytteet (valvontaa, oikeussuojaa ja mahdollisesti vertaamista
varten), jotka ovat likimddrin saman kokoisia ja tdyttdvidt 7 kohdassa
vahvistetut maéralliset vaatimukset.

9.4.2 Epdtasaisesti jakautuneet aineet

Jos kyse on sellaisten ainesosien, muuntogeeninen aines mukaan luki-
en, tai aineiden valvonnasta, jotka ovat todennidkdisesti epitasaisesti
jakautuneina rehussa, kokoomanéytteen on oltava:

i) tdydellisesti homogenoitu. Homogenoidusta kokoomandytteestd ote-
taan sen jilkeen lopulliset nédytteet (valvontaa, oikeussuojaa ja mah-
dollisesti vertaamista varten), jotka ovat likimdérin saman kokoisia
ja tayttavat 7 kohdassa vahvistetut maarélliset vaatimukset. tai

=

supistettu vahintdan 2 kiloksi tai 2 litraksi (') kdyttdmailld mekaa-
nista tai automaattista ndytteenjakolaitetta. Vain siind tapauksessa,
ettd rehutyyppi on sellainen, ettei ndytteenjakolaitetta voida kayttaa,
ndyte voidaan tarvittaessa supistaa neljannesmenetelmalld. Asetuk-
sen (EU) N:o 619/2011 puitteissa suoritettavan muuntogeenisen ai-
neksen esiintymisen valvontaa varten supistetussa ndytteessd on ol-
tava véhintddan 35 000 siementéd/jyvad, jotta olisi mahdollista ottaa
vihintddn 10 000 siemenen/jyvén lopulliset ndytteet valvontatoimen-
piteitd, oikeussuojaa ja mahdollisesti vertaamista varten (katso 6
kohdan alaviite (**) ja 7 kohdan alaviite (¥)).

Supistetusta ndytteestd otetaan sen jélkeen lopulliset ndytteet, jotka ovat
likimédrin saman kokoisia ja tdyttavdt 7 kohdassa vahvistetut maéral-
liset vaatimukset.

9.5 Niytteiden pakkaaminen

Sailiot tai pakkaukset sinetéidddn ja varustetaan etiketilld siten, ettei
niitd voi avata vahingoittamatta sinettid. Koko etiketin on oltava sul-
jettu sinetilld. Vaihtoehtoisesti ndyte voidaan panna astiaan, joka voi-
daan sulkea siten, ettei sitd voi avata ilman, ettd astia tai sdilio rikkou-
tuu pysyvisti; ndin estetddn astian tai sdilion kayttd uudelleen.

9.6 Niytteiden toimittaminen laboratorioon

Niyte lahetetddn viipymittd nimettyyn viralliseen laboratorioon yh-
dessd analyysin suorittajan tarvitsemien tietojen kanssa.

10. NAYTTEENOTTOPOYTAKIRJA

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

Naytteenottopdytakirjassa on mainittava myds mahdolliset poikkeamat
tdssd asetuksessa sdddetystd ndytteenottomenettelysta.

Sen liséksi, ettd ndytteenottopdytikirja toimitetaan virallisen tutkimus-
laboratorion saataville, se toimitetaan rehualan toimijan saataville ja/tai
rehualan toimijan nimedman laboratorion saataville.

(") Paitsi jos kyse on karkearehusta/nurmirehusta, jonka ominaistiheys on pieni.
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11. ETAMYYNTINAYTE

— Etdmyyntindytettd varten rehu pyydetddn rehualan toimijalta etévi-
estintdvilineiden vilitykselld. Toimivaltaisen viranomaisen ei tdssi
tapauksessa ole rehua pyydettdessd ilmoitettava rehualan toimijalle
virallista henkil6llisyyttddn, ja se voi myds kéyttdd valehenkil6lli-
syytta.

— Tehtdvadn valtuutetun henkilon on otettava etimyyntindytteesta ko-
koomandyte ja lopulliset ndytteet vilittomésti sen jalkeen, kun la-
hetys on vastaanotettu. Kokoomaniytteen valmistamiseksi on otet-
tava riittdvd madrd osandytteitd sattumanvaraisesti ja tasaisesti koko
vastaanotetusta ja huolellisesti sekoitetusta/homogenoidusta maarés-
td, mahdollisuuksien mukaan 5 kohdassa sekd 9.2 ja 9.3 kohdassa
vahvistettujen periaatteiden mukaisesti. Jos rehu on pakattu yksit-
taisiksi yksikoiksi, olisi hankittava vadhintdan neljd yksikkod, joista
on otettava vahintdan yksi osandyte. Mikili tapauskohtaisesti ilme-
nee, ettd hankitut yksikot ovat perdisin eri eristd, tutkittavien yksi-
koiden lukumédrdd on védhennettdvd ja rajoitettava samasta erdstd
perdisin oleviin yksikoihin. Jos kyseessd on rehuun epitasaisesti
jakautuneiden ainesosien tai aineiden médrittdminen etdmyyntindyt-
teestd, osandytteiden lukumidrin on oltava vdhintdén 2,5 kertaa
suurempi kuin rehuun tasaisesti jakautuneiden aineiden méérittami-
seen tarvittavien ndytteiden lukumaéra.

Kokoomaniytteestd otetaan sitd vastaavat lopulliset ndytteet (val-
vontaa, oikeussuojaa ja mahdollisesti vertaamista varten) 9.4 koh-
dassa vahvistettujen periaatteiden mukaisesti siind méérin kuin on
mahdollista, ja ndytteenottopdytékirjasta ilmenee, ettd ndyte on eté-
myyntindyte. Toimivaltainen viranomainen ilmoittaa tdmén jilkeen
viélittomésti rehualan toimijalle ndytteen ottamisesta. Rehualan toi-
mijalle ilmoitetaan myds, ettd toimivaltainen viranomainen siilyt-
tad, aina kun mahdollista, yhden ndytteen (oikeussuojaa varten)
toimijan saatavilla médritellyssd paikassa, tai ettd ndyte on ldhetetty
rehualan toimijalle tai tdmédn nimedméadn laboratorioon voimassa
olevien kansallisten sdéntdjen mukaisesti.

Jos ndyte ldhetetddn suoraan viralliseen laboratorioon, lopullisen
ndytteen valmistuksen ja sinetdinnin tekevét tdhdn tehtdvédn valtuu-
tetut henkildt tai se tehdddn tdhdn tehtdvddn valtuutettujen henki-
16iden ldsnédollessa. Lopullisten ndytteiden muodostamisen jilkeen
etimyyntindytteiden ndytteenottopdytikirja on vélittomésti ldhetet-
tdvd toimivaltaiselle viranomaiselle, joka ilmoittaa rehualan toimi-
jalle nédytteen ottamisesta.

Maéérén, jonka toimivaltainen viranomainen on hankkinut rehualan
toimijalta, katsotaan edustavan samaan luokkaan kuuluvan tai sa-
maa kuvausta vastaavan rehuerdn osaa. Jos kyseinen erdn osa ei
taytd EU:n vaatimuksia, Euroopan parlamentin ja neuvoston asetuk-
sen (EY) N:o 178/2002 (') 15 artiklan mukaisesti on oletettava —
myods etdmyyntindytteen osalta —, ettd sama koskee koko rehueri,
ellei yksityiskohtaisesta arvioinnista (tarvittaessa paikan paalld teh-
tavissd tarkastuksessa) ilmene, ettd ei ole mitddn ndyttod siitd, ettd
loppuosa eridstd ei tayttdisi EU:n vaatimuksia.

(") Euroopan parlamentin ja neuvoston asetus (EY) N:o 178/2002, annettu 28 pdivini tam-
mikuuta 2002, elintarvikelainsdddantod koskevista yleisistd periaatteista ja vaatimuksista,
Euroopan elintarviketurvallisuusviranomaisen perustamisesta sekéd elintarvikkeiden tur-
vallisuuteen liittyvistd menettelyistd (EYVL L 31, 1.2.2002, s. 1).
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LITE 11

REHUJEN MAARITYSMENETELMIA KOSKEVAT YLEISET SAAN-

NOKSET

A. NAYTTEIDEN VALMISTAMINEN MAARITYSTA VARTEN
Tarkoitus

Téssd liitteessd esitettdvat menettelyt koskevat niytteiden valmistusta
madritystd varten; néytteet ldhetetdan tutkimuslaboratorioihin sen jélkeen,
kun ne on otettu liitteessd I vahvistettujen sdanndsten mukaisesti.

Laboratoriondytteet on valmistettava siten, ettd madritysmenetelmédd var-
ten punnittava méard ndytettd on homogeeninen ja edustaa tutkittavaa
lopullista néytettd.

Téssd liitteessd kuvattujen menettelyjen lisdksi on noudatettava EN ISO
6498 -standardin mukaisia ndytteiden valmistelua koskevia suuntaviivoja.

Varotoimenpiteet

Néytteen valmistuksessa noudatettava menettely riippuu kéytettdvistd
maédritysmenettelyistd ja valvonnan kohteena olevista ainesosista tai ai-
neista. Téstd syystd on olennaisen tirkedd, ettd ndytteiden esikésittely on
kédytettdvien madritysmenettelyjen ja valvonnan kohteena olevien aines-
osien tai aineiden kannalta asianmukainen.

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

Niyte on jauhettava, sekoitettava ja seulottava viipymdttd siten, ettd se
altistuu ilmalle ja valolle mahdollisimman vihédn. Sellaisia myllyja ja
jauhatuslaitteita, joissa ndytteen huomattava lampeneminen on todenni-
koistd, ei pidd kayttaa.

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

On osoittautunut, ettd tietyissd tapauksissa ndytteen homogenointi siten,
ettd siitd valmistetaan liete veden kanssa kayttdmalld korkean leikkaus-
voiman sekoitusta, tuottaa homogeenisempid osandytteitd kuin kuivana
homogenointi tai jauhaminen, etenkin kun kyseessd ovat heterogeenisesti
jakautuneet kemialliset aineet Myds homogenointi riittdvélla kuivajauha-
misella voi kuitenkin tuottaa homogeenisid alindytteita.

Joissain tapauksissa, kuten torajyvan ja haitallisten kasviperdisten epa-
puhtauksien madrityksessd, ndytteen homogenointia ei voi tehdd jauha-
malla, vaan se on tehtdvd sekoittamalla ndytettd riittavasti.

Jos niytettd ei voida valmistaa ilman, ettd sen kosteuspitoisuus muuttuu
merkittdvésti, on kosteuspitoisuus médritettdvd ennen valmistusta ja sen
jélkeen liitteessd 111 olevassa A osassa sdddetyn menetelmidn mukaisesti.

Menettely
Yleinen menettely

Néyte maédritysmenetelmdd varten otetaan lopullisesta homogenoidusta
ndytteestd. Kartiomurskaimen ja neljannesmenetelmin kéytt6d ei suosi-
tella, koska ne saattavat aiheuttaa suuren jakovirheriskin.
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3.1.4

32

Sellaisenaan jauhettavat rehut

— Lopullinen ndyte sekoitetaan ja kerdtddn tarkoituksenmukaiseen puh-
taaseen, kuivaan ja ilmatiiviisti suljettavaan sdilioon. Niyte sekoite-
taan uudelleen tdydellisen homogenoinnin varmistamiseksi vélitto-
mdsti ennen médritysmenetelmdd varten tehtdvdd ndytteen punnitse-
mista.

Kuivauksen jdlkeen jauhettavat rehut

— Jollei médritysmenetelmissé toisin mainita, lopullinen niyte kuivataan
kosteuspitoisuuteen 8—12 prosenttia kéyttden esikuivatusmenettelyd,
joka esitetdédn liitteessd III olevan A osan 4.3 kohdassa kuvatun kos-
teudenmadritysmenettelyn yhteydessd. Téamén jilkeen késittelyd jat-
ketaan edella 3.1.1 kohdassa esitetylld tavalla.

Nestemdinen tai puolijuokseva rehu

— Lopullinen ndyte kerdtdan sopivaan puhtaaseen, kuivaan ja ilmatii-
viisti suljettavaan sdilioon. Nayte sekoitetaan perusteellisesti tdydel-
lisen homogenoinnin varmistamiseksi vélittomésti ennen médritystd
varten tehtdvdd mddrdosan punnitsemista.

Muut rehut

— Jos lopullista néytettd ei voida valmistaa jollain edelld esitetylld ta-
valla, se on valmistettava sellaisella menettelylld, jolla varmistetaan,
ettd madritysmenetelmdd varten punnitut ndytteet ovat homogeenisia
ja edustavat lopullisia néytteita.

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

— Jos kyse on visuaalisesta tarkastuksesta (ilman mikroskooppia), niin
tutkitaan kokoomandyte tai lopullinen nédyte kokonaisuudessaan.

— Jos kyse on mikroskooppitutkimuksesta, laboratorio saa supistaa ko-
koomandytettd tai siitd supistettua ndytettd edelleen. Lopulliset ndyt-
teet toimijan oikeussuojan takaamiseksi ja mahdollisesti vertailumit-
tauksia varten otetaan samalla ndytteenjakomenettelylld kuin otetaan
vastaavasti lopullinen nédyte valvontatoimenpiteitd varten.

— Jos koko kokoomanidyte homogenoidaan, lopulliset ndytteet otetaan
homogenoidusta kokoomanéytteesta.

— Torajyvédn ja haitallisten kasviperdisten epapuhtauksien méaaritysti
varten lopullinen ndyte on jaettava kahdeksi samanpainoiseksi aliné-
ytteeksi, joiden koko on noin 500 grammaa. Yksi alindyte tutkitaan.
Jos alindytteestd saatu tulos on enintddn 50 prosenttia enimmadispitoi-
suudesta (analyyttinen kynnysarvo), ndyte on enimmadispitoisuusvaa-
timuksen mukainen. Jos tulos on yli 50 prosenttia enimmadispitoisuu-
desta, myos toinen alindyte on tutkittava, ja ndiden kahden alindyt-
teen tulosten keskiarvoa on kéytettdvd sen tarkastamiseen, onko néyte
enimmadispitoisuusvaatimuksen mukainen.

Niytteiden sailytys

Naytteet on sdilytettivd lampotilassa, jossa niiden koostumus ei muutu.
Vitamiinien tai valolle erityisen herkkien aineiden maéaritykseen tarkoite-
tut ndytteet on varastoitava olosuhteissa, joissa valo ei padse vaikutta-
maan niihin haitallisesti.
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B. MAARITYSMENETELMISSA KAYTETTAVIA REAGENSSEJA JA
VALINEITA KOSKEVAT SAANNOKSET

1. Jollei médritysmenetelmissé toisin mainita, kaikkien reagenssien on ol-
tava analyysilaatua (p.a.). Hivenainejadmid maééritettdessd reagenssien
puhtaus on tarkistettava nollandytteelld. Saatujen tuloksien mukaan voi
reagenssien lisdpuhdistus olla tarpeen.

2. Madritysmenetelmén tyovaiheissa, joihin liittyy liuosten valmistusta, lai-
mennusta, huuhtelua tai pesua ja joissa kaytettdvéan liuottimen tai laimen-
nusliuoksen laatua ei ole mainittu, on kéytettivd vettd. Padsaantoisesti
tdmén veden on oltava demineralisoitua tai tislattua. Tietyissa erityista-
pauksissa, jotka on mainittu maaritysmenetelmissd, on vesi puhdistettava
erityisilld puhdistusmenettelyilla.

3. Tutkimuslaboratorioissa kaytettdvistd vilineistd madritysmenetelmissa
mainitaan ainoastaan erikoisinstrumentit ja -vélineet tai erityiskdyttoon
tarkoitetut instrumentit ja vélineet. Niiden on oltava puhtaita etenkin
madritettdessd hyvin pienid ainemédria.

C. MAARITYSMENETELMIEN KAYTTO JA TULOSTEN
ILMOITTAMINEN

1. Uuttomenettely

Useat menetelmét edellyttiavat erityistd uuttomenettelyd. Pddsadntoisesti
voidaan soveltaa my0s muita uuttomenettelyja kuin menetelmén kuvauk-
sessa tarkoitettu menettely, jos voidaan osoittaa, ettd kdytetyn menettelyn
uuttoteho on analysoitavan materiaalin osalta samantasoinen kuin mene-
telméssd kuvatun menettelyn uuttoteho.

2. Puhdistusmenettely

Useat menetelmit edellyttdvat erityistd puhdistusmenettelyd. Padsaantoi-
sesti voidaan soveltaa myds muita puhdistusmenettelyjd kuin menetelméin
kuvauksessa tarkoitettu menettely, jos voidaan osoittaa, ettd kéytetty puh-
distusmenettely johtaa tutkittavaa materiaalia analysoitaessa analyysitu-
loksiin, jotka vastaavat menetelmdssd mainittua menettelyd kaytettdessa
saatuja tuloksia.

3. Miiritysten lukumiéri

Jos haitallisten aineiden méarityksessd ensimmiisen madrityksen tulos on
merkittdvésti (> 50 %) valvottavaa arvoa alempi, lisimédritykset eivit ole
tarpeen edellyttden, ettd asianmukaisia laatumenettelyjd on sovellettu.
Muissa tapauksissa rinnakkaismééritys (toinen mééritys) on tarpeen, jotta
voidaan sulkea pois mahdollinen sisdinen ristikontaminaatio tai néyttei-
den sekoittuminen vahingossa. Tarkempaan arviointiin kdytetddn ndiden
kahden méérityksen keskiarvoa.

Jos rehun lisdaineiden vahimmadis- tai enimmadispitoisuuksien valvonnassa
ensimmdiisen madrityksen tulokset ylittdvdt vahimmaispitoisuuden tai
alittavat enimmdispitoisuuden, lisdmadéritykset eivit ole tarpeen edellyt-
tden, ettd asianmukaisia laatumenettelyjd on sovellettu. Muissa tapauk-
sissa rinnakkaismédritys (toinen médritys) on tarpeen, jotta voidaan sul-
kea pois mahdollinen sisdinen ristikontaminaatio tai naytteiden sekoittu-
minen vahingossa. Tarkempaan arviointiin kdytetddn ndiden kahden maa-
rityksen keskiarvoa.

Jos kyse on aineen tai ainesosan ilmoitetun pitoisuuden valvonnasta ja
jos ensimmadisen médrityksen tulos vahvistaa ilmoitetun pitoisuuden eli
maédrityksen tulos on ilmoitetun pitoisuuden hyviksyttavilla vaihteluva-
lilla, lisamaaritykset eivét ole tarpeen edellyttden, ettd asianmukaisia laa-
tumenettelyja on sovellettu. Muissa tapauksissa rinnakkaisméadritys (toi-
nen madritys) on tarpeen, jotta voidaan sulkea pois mahdollinen sisdinen
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ristikontaminaatio tai niytteiden sekoittuminen vahingossa. Tarkempaan
arviointiin kéytetddn ndiden kahden mdidrityksen keskiarvoa (keskiméai-
rdinen maédritystulos on tai ei ole ilmoitetun pitoisuuden hyviksyttavalla
vaihteluvalillg).

Joissain tapauksissa hyvéksyttdvd vaihteluvdli maédritellddn lainsdadan-
nossd, esimerkiksi Euroopan parlamentin ja neuvoston asetuksessa (EY)
N:o 767/2009 ja (EU) 2019/4 ().

4. Kiytetyn méidritysmenetelmén ilmoittaminen

Tutkimustodistuksessa on mainittava kdytetty méaritysmenetelma.

5. Mairitystuloksen ilmoittaminen

Maédritystulos on ilmaistava médritysmenetelméssd vahvistetulla tavalla
asianmukaisella merkitsevien numeroiden tarkkuudella, ja tulos on tarvit-
taessa korjattava sen mukaan, mikéd lopullisen ndytteen kosteuspitoisuus
oli ennen ndytteen valmistamista.

Useimmat EU:n rehulainsdddénndssd sdannellyt tasot (esim. enimmdispi-
toisuus ja vihimmaispitoisuus) on vahvistettu rehulle, jonka kosteuspitoi-
suus on 12 prosenttia. Jotta ndytteestd mitattua madritystulosta voidaan
arvioida suhteessa sdénneltyyn tasoon, médritystulos on sen vuoksi ensin
jaettava ndytteen kuiva-ainepitoisuudella (prosentteina) ja kerrottava lu-
vulla 88, kuten seuraavassa yhtdlossa esitetdédn:

R — 88 X R 4nq
2% 7100 - Me
Téssd yhtdlossa:
Mec: néytteen kosteuspitoisuus (prosentteina). 100 — Mc vastaa ndin

ollen ndytteen kuiva-ainepitoisuutta (prosentteina).
Rna: néytteestd mitattu maéritystulos

R;> 05 tulos rehussa, jonka kosteuspitoisuus on 12 prosenttia; arvioi-
daan suhteessa sddnneltyyn tasoon.

Liséksi, jos seuraavat edellytykset tayttyvit:

— madrityksen tulos on merkittavésti (> 50 %) tuotemerkintdjd / valvot-
tavia arvoja alempi tai korkeampi (sen mukaan, onko tuotemerkin-
td/arvo enimmadispitoisuus vai vahimmadispitoisuus);

— ndytteenoton kohteena olevan rehun kosteuspitoisuus on tiedossa ja
voidaan varmistaa, ettd kosteuspitoisuuden korjaus ei muuta arvioin-
tia,

siind tapauksessa — edellyttden, ettd asianmukaisia laatumenettelyjd
on sovellettu ja médrityksen ainoana tarkoituksena on todeta sddnnds-
ten noudattaminen — kosteuspitoisuuden korjaus voidaan jattda teke-
mittd (esimerkiksi tapauksissa, joissa arvoa tai sdddeltyd tasoa ei ole),
ellei se ole tarpeen tulkintaa varten.

Jos maddritystulos korjataan kosteuspitoisuuden mukaan, my0s vastaava
mittauksen epdvarmuus on Korjattava saman menettelyn mukaisesti.

(") Euroopan parlamentin ja neuvoston asetus (EU) 2019/4, annettu 11 pédivdnid joulukuuta

2018, ladkerehun valmistuksesta, markkinoille saattamisesta ja kdytostd sekd Euroopan
parlamentin ja neuvoston asetuksen (EY) N:o 183/2005 muuttamisesta ja neuvoston
direktiivin 90/167/ETY kumoamisesta (EUVL L 4, 7.1.2019, s. 1).
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Jos kyseessd on torajyvén tai haitallisten kasviperdisten epédpuhtauksien
madritys visuaalisen tarkastuksen tai mikroskooppitutkimuksen avulla,
kosteuspitoisuuden korjaus ei ole tarpeen.

6. Mittauksen analyyttinen epidvarmuus ja saanto haitallisten aineiden
maéirityksessi

Direktiivissd 2002/32/EY tarkoitettujen haitallisten aineiden ollessa ky-
seessd eldinten rehuksi tarkoitettua tuotetta ei pidetd vahvistetun enim-
madispitoisuuden mukaisena, kun kyse on kosteuspitoisuudeltaan 12 pro-
sentin rehusta, jos kahden toisistaan riippumattoman maédritystuloksen
keskiarvon katsotaan ylittdvan enimmadispitoisuuden, kun otetaan huomi-
oon mittaukseen liittyvéd laajennettu analyyttinen epavarmuus, joka saa-
daan kéyttdmalla kattavuuskerrointa 2 ja jolla saadaan noin 95 prosentin
luottamustaso, sekd korjaus saannon suhteen. Tamai tarkoittaa, ettd vaa-
timustenmukaisuuden arvioinnissa kdytetddn médritettyd pitoisuutta, joka
on korjattu saannon suhteen ja josta on vdhennetty mittaukseen liittyva
laajennettu analyyttinen epavarmuus. Tatd menettelyd voidaan soveltaa
ainoastaan tapauksiin, joissa médritysmenetelmé on sellainen, ettd mitta-
ukseen liittyvd laajennettu analyyttinen epdvarmuus sekéd korjaus saannon
suhteen voidaan arvioida (ei esimerkiksi vaadita, jos kyse on visuaa-
lisesta tarkastuksesta / mikroskooppitutkimuksesta).

Jos oikeussuojaa varten otetusta ndytteestd saatu madritystulos ylittda
enimmadispitoisuuden (ottamatta huomioon mittaukseen liittyvda laajen-
nettua analyyttistd epdvarmuutta), se vahvistaa virallista valvontaa varten
otetun ndytteen vaatimustenvastaisuuden, ellei asiasta ole annettu erityi-
sid kansallisia sdantoja.

Madritystulos on esitettdva seuraavalla tavalla (sikéli kuin kdytetty maa-
ritysmenetelmé sallii mittaukseen liittyvdn analyyttisen epdvarmuuden
arvioinnin):

a) tarvittaessa saannon suhteen korjattuna, ja jos korjataan, siitd on il-
moitettava. Saantoaste on ilmoitettava, ellei systemaattisen virheen
olennainen korjaaminen ole osa menettelyd, jolloin systemaattinen
virhe on mitatun arvon ja vertailupitoisuuden vélinen ero. Korjaus
saannon suhteen ei ole tarpeen, jos saantoaste on 90—110 prosenttia.

b) muodossa x +/— U, jossa x on maidritystulos ja U on mittaukseen
liittyvd laajennettu analyyttinen epdvarmuus, kdyttden kattavuusker-
rointa 2 ('), jolloin luottamustaso on noin 95 prosenttia.

Jos maédrityksen tulos on kuitenkin merkittdvésti (> 50 %) valvottavaa
arvoa alempi ja edellyttden, ettd asianmukaisia laatumenettelyjd on so-
vellettu ja médrityksen ainoana tarkoituksena on todeta sddnndsten nou-
dattaminen, saantoasteen ja mittaukseen liittyvén laajennetun analyyttisen
epidvarmuuden ilmoittaminen voidaan jéttdd pois (esimerkiksi tapauksis-
sa, joissa arvoa tai sdddeltyd tasoa ei ole), ellei se ole tarpeen tulkintaa
varten.

7. Mittauksen analyyttinen epivarmuus ja saanto rehun lisdaineiden
maéirityksessi

Rehun lisdaineiden hyvidksyttyjen vdhimmadis- ja enimmadispitoisuuksien
noudattamisen toteamista varten lisdaineen méadrdd ei pidetd vahvistettu-
jen vdhimmadis- ja enimmadispitoisuuksien mukaisena, jos katsotaan, ettd
kahden toisistaan riippumattoman maéritystuloksen keskiarvo, suhteutet-
tuna kosteuspitoisuudeltaan 12 prosentin rehuun, on:

— suurempi kuin enimmadispitoisuus, kun otetaan huomioon mittaukseen
liittyvé laajennettu analyyttinen epdvarmuus seké korjaus saannon suh-
teen. Tdméa tarkoittaa, ettd vaatimustenmukaisuuden arvioinnissa

(') Luottamusvili 95 prosenttia voidaan saavuttaa kdyttdméilld muuta kerrointa, kuten Stu-
dentin kerrointa.



02009R0152 — FI — 04.04.2024 — 009.001 — 21

kéytetadn madritettyd pitoisuutta (eli kahden médrityksen keskiarvoa),
joka on korjattu saannon suhteen ja josta on vdhennetty mittaukseen
liittyvé laajennettu analyyttinen epdvarmuus.

— pienempi kuin vdhimmadispitoisuus, kun otetaan huomioon mittauk-
seen liittyvd laajennettu analyyttinen epdvarmuus sekd korjaus saan-
non suhteen. Tami tarkoittaa, ettd vaatimustenmukaisuuden arvioin-
nissa kdytetddn madritettyd pitoisuutta (eli kahden mééarityksen keski-
arvoa), joka on korjattu saannon suhteen ja johon on lisitty mittauk-
seen liittyvd laajennettu analyyttinen epdvarmuus.

Jos oikeussuojaa varten otetusta ndytteestd saatu mddritystulos ylittdd
enimmadispitoisuuden (ottamatta huomioon mittaukseen liittyvédd laajen-
nettua analyyttistd epdvarmuutta), se vahvistaa virallista valvontaa varten
otetun ndytteen vaatimustenvastaisuuden, ellei asiasta ole annettu erityi-
sid kansallisia sddntoja.

Madritystulos on esitettdva seuraavalla tavalla (sikdli kuin kdytetty maai-
ritysmenetelmd sallii mittaukseen liittyvdn analyyttisen epdvarmuuden
arvioinnin):

a) tarvittaessa saannon suhteen korjattuna, ja jos korjataan, siitd on il-
moitettava. Saantoaste on ilmoitettava, ellei systemaattisen virheen
olennainen korjaaminen ole osa menettelyd, jolloin systemaattinen
virhe on mitatun arvon ja vertailupitoisuuden vélinen ero. Korjaus
saannon suhteen ei ole tarpeen, jos saantoaste on 90-110 prosenttia.

b) muodossa x +/— U, jossa x on mddritystulos (kahden maéirityksen
keskiarvo) ja U on mittaukseen liittyvd laajennettu analyyttinen epa-
varmuus, kdyttden kattavuuskerrointa 2 ('), jolloin luottamustaso on
noin 95 prosenttia.

(') Luottamusvili 95 prosenttia voidaan saavuttaa kdyttdméilld muuta kerrointa, kuten Stu-

dentin kerrointa.
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LITE 11

REHUAINEIDEN JA REHUSEOSTEN KOOSTUMUKSEN

32

33

3.4

3.5

3.6

Q)

VALVONNASSA KAYTETTAVAT MAARITYSMENETELMAT

A. KOSTEUDEN MAARITYS
Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmélld voidaan maérittda rehun kosteuspitoisuus. Jos rehu sisil-
tda haihtuvia aineita, kuten orgaanisia happoja, on huolehdittava siita,
ettd kosteuspitoisuuden kanssa madéritetdan myo6s merkittdvid maaria
haihtuvia aineita.

Menetelma ei koske pddasiassa maitotuotteista koostuvien rehuaineiden
ja rehuseosten analyysid, eldin- ja kasvirasvojen ja -Oljyjen analyysid
eikd oOljysiementen ja Oljypitoisten hedelmien analyysia.

Oljysiementen kosteuspitoisuuden miiritys tehdééin kosteuspitoisuuden
ja haihtuvien aineiden pitoisuuden médritystd koskevan EN ISO 665
-standardin (Determination of moisture and volatile matter content)
mukaisen menetelmédn mukaisesti silld oletuksella, ettd soijapavut on
jauhettava ennen kosteuspitoisuuden madritysta.

Periaate

Néyte kuivataan miarétyissd olosuhteissa, jotka vaihtelevat rehun laa-
dun mukaan. Painohdvid médritetddn punnitsemalla. Hyvin kosteat,
kiintedt rehundytteet on syytd esikuivata ennen varsinaista kosteusmaa-
ritysta.

Viilineisto

Kosteutta imemattoméstd materiaalista valmistettu mylly, joka on
helppo puhdistaa ja jolla saadaan aikaan nopea, tasainen jauhautuminen
mutta jolla viltetddn havaittavissa oleva kuumentuminen ja ulkopuoli-
sen ilman vaikutus mahdollisimman hyvin ja joka on 4.1.1 ja 4.1.2
kohdassa sdddettyjen vaatimusten mukainen (esimerkiksi vasaramyllyt,
vesijadhdytteiset pienoismyllyt, kartiomyllyt, hitaasti liikkuvat tai ham-
maspy0rilld varustetut hienonnuslaitteet).

Analyysivaaka, jonka tarkkuus on 1 mg.

Lasisia tai korroosionkestdvistd metallista valmistettuja kuivausastioita,
jotka voidaan sulkea ilmatiiviisti kannella; tyotaso, jolle testattava
néyte voidaan levittid niin, ettd sitd on noin 0,3 g/em?.

Sahkolammitteinen, tasaldimpdinen ja nopeasti sdddettdvissd oleva lam-
pokaappi (= 2 °C), jossa on tuuletusjirjestelma (').

Saddettdva sdhkolammitteinen vakuumilampokaappi, jossa on oOljy-
pumppu ja johon voidaan johtaa kuumaa, kuivaa ilmaa tai jossa voi-
daan kayttda kuivausainetta (kuten kalsiumoksidia).

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

Viljan, jauhojen, suurimoiden ja rouheiden kuivaamiseen limpdkaapin limpdkapasiteetin
on oltava sellainen, ettd 131 °C:seen etukiteen sdddettynd kaapin ldmpétila palautuu
ennalleen alle 45 minuutissa sen jélkeen, kun sielld on samanaikaisesti suurin mahdol-
linen méird ndytteitd. Kaapin tuuletuksen on oltava sellainen, ettd kun siind kahden
tunnin ajan kuivataan niin monta vehndndytettd kuin sinne mahtuu, tulokset eroavat
neljén tunnin ajan suoritetun kuivauksen tuloksista alle 0,15 %.
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4.1
4.1.1

4.2

4.2.1
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Menettely

Huom. Téssé jaksossa kuvatut toimenpiteet on suoritettava valittomasti
nédyteldahetyksen avaamisen jilkeen. Maéritykset on suoritettava
ainakin kahtena rinnakkaismédrityksena.

Valmistaminen
Muut kuin 4.1.2 ja4.1.3 kohdassa tarkoitetut rehut

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

Vilja ja suurimot

Punnitaan véhintddn 50 g ndytettd. Se jauhetaan niin hienoksi, ettd
viahintddn 50 prosenttia ndytteestd ldpdisee seulan, jonka reikien koko
on 0,5 mm, ja enintddn 10 prosenttia ndytteestd ei ldpdise 1 mm:n pyo-
redreikdistd seulaa.

Nestemdédiset ja liisterimédiset rehut sekd pddasi-
assa Oljyistd ja rasvoista koostuvat rehut

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

Kuivaus

Néyteastia (3.3) kuivataan kansineen 103 °C:seen asetetussa lampokaa-
pissa 30 minuuttia +/- 1 minuutti. Astia poistetaan ldmpdkaapista ja
annetaan jadhtyd ympdériston ldmpétilaan eksikkaattorissa (3.6).

Muut kuin 4.2.2 ja 4.2.3 kohdassa tarkoitetut rehut

Néyteastia punnitaan kansineen 1 mg:n tarkkuudella. Siithen punnitaan
1 mg:n tarkkuudella noin 5 g hienonnettua naytettd, joka levitetddn
tasaisesti. Astia asetetaan ilman kantta 103 °C:ssa olevaan lampokaap-
piin. Kaapin ldmpdétilan tarpeettoman laskun vilttdmiseksi astia viedddn
sen sisddn mahdollisimman nopeasti. Annetaan kuivua neljdn tunnin
ajan laskettuna siitd hetkestd, kun ldmpdkaapin ldmpétila on uudelleen
saavuttanut 103 °C. Lampokaappi avataan, astia suljetaan vélittomaésti
kannella, otetaan pois ldmpodkaapista, annetaan jadhtyd 30—45 minuuttia
eksikkaattorissa (3.6) ja punnitaan 1 mg:n tarkkuudella.

Padasiassa (> 50 %) eldimistd ja kasveista perdisin olevista Oljyistd ja
rasvoista koostuvia rehuja kuivataan ldmpdokaapissa 103 °C:ssa vield 30
minuutin ajan. Kahden punnituksen vilinen ero saa olla enintddn
0,1 prosenttia kosteudesta.

Vilja, jauhot, suurimot ja rouheet

Néyteastia punnitaan kansineen 0,5 mg:n tarkkuudella. Siihen punni-
taan 1 mg:n tarkkuudella noin 5 g hienonnettua néytettd, joka levitetiddn
tasaisesti. Astia asetetaan ilman kantta 130 °C:ssa olevaan lampdkaap-
piin. Kaapin lampdétilan tarpeettoman laskun valttdmiseksi astia viedddn
sen sisdan mahdollisimman nopeasti. Annetaan kuivua kahden tunnin
ajan laskettuna siitd hetkestd, kun ldmpdkaapin ldmpétila on uudelleen
saavuttanut 130 °C. Lampokaappi avataan, astia suljetaan valittomasti
kannella, otetaan pois lampokaapista, annetaan jadhtyd 30—45 minuuttia
eksikkaattorissa (3.6) ja punnitaan 1 mg:n tarkkuudella.
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Rehuseokset, jotka sisdltdvdat yli 4 prosenttia sak-
karoosia tai laktoosia: rehuaineet, kuten johan-
neksenleipdpuun palot, hydrolysoidut viljatuot-
teet, maltaat, kuivatut juurikasleikkeet, kala ja
liukoisia sokereita sisdltdvdt rehut

Néyteastia punnitaan kansineen 0,5 mg:n tarkkuudella. Siihen punni-
taan 1 mg:n tarkkuudella noin 5 g hienonnettua néytetta, joka levitetddn
tasaisesti. Astia asetetaan ilman kantta vakuumildmpokaappiin (3.5),
joka on kuumennettu 80-85 °C:seen. Kaapin lampétilan tarpeettoman
laskun vilttdmiseksi astia viedddn sen sisddn mahdollisimman nopeasti.

Paine sdadetddn 100 torriksi ja annetaan kuivua vield neljan tunnin ajan
tissd paineessa joko kuumassa, kuivassa ilmavirrassa tai kuivausainetta
kédyttden (noin 300 g 20:td ndytettd kohden). Jilkimmadisessd tapauk-
sessa vakuumipumppu kytketdan pois pdiltd, kun vaadittu paine on
saavutettu. Kuivausaika lasketaan siitd hetkestd, kun limpdkaapin ldm-
potila on uudelleen saavuttanut 80-85 °C. Kuivausajan pédtyttyd 1dm-
pokaapin paine palautetaan varovasti normaalipaineeseen. Lampokaappi
avataan, astia suljetaan vilittomasti kannella, otetaan pois ldmpokaa-
pista, annetaan jdahtyd 30-45 minuuttia eksikkaattorissa (3.6) ja pun-
nitaan 1 mg:n tarkkuudella. Néytteen annetaan kuivua vield 30 minuut-
tia vakuumildmpokaapissa 80-85 °C:ssa ja se punnitaan uudelleen.
Kahden punnituksen vilinen ero saa olla enintdén 0,1 prosenttia kos-
teudesta.

Esikuivaus (osittainen kuivaus)

Alle 85 prosenttia kuiva-ainetta siséltavat “méardt” rehut (esim. nurmi-
rehu, seosrehut, (ei)-nestemadiset rehut) on tarpeen kuivata osittain, en-
nen kun ne jauhetaan pysyvien aineiden médritystd varten; hajoavien
aineiden osalta osittainen kuivaus ei ole mahdollista.

Osittainen kuivaus voidaan suorittaa kdyttdmalld kiertoilma- tai mikro-
aaltouunia tai pakastekuivaamalla. Tarkoitus on — pakastekuivaamalla
tehtdvdd osittaista kuivausta lukuun ottamatta — kuivattaa rehua siten,
ettd ndytteen lampdotila pysyy alle 60 °C:ssa, jotta vaikutus kemialliseen
koostumukseen on mahdollisimman véhédinen. Kuivaus yli 60 °C:n 1dm-
potiloissa aiheuttaa kemiallisia muutoksia rehussa (esimerkiksi proteii-
nien hajoamista). Kuivattu rehu tasapainotetaan huoneenldmpétilassa
noin 15 minuutin ajan ennen osittaisen kuiva-ainepitoisuuden mittaa-
mista, jotta jauhamisen ja sdilyttdimisen aikana tapahtuvan kosteuspitoi-
suuden muutoksen mahdollisuus on mahdollisimman véhéinen. Kui-
vaus alle 60 °C:n lampétiloissa ei poista rehusta kaikkea vettd; sen
vuoksi (alustava) osittainen kuivaus ei anna kuvaa rehun kuiva-aineen
kokonaispitoisuudesta. Kuivauksen jilkeen alindyte jauhetaan ja analy-
soitavan aineen (lopullinen) kuiva-ainepitoisuus osittain kuivatusta
néytteestd (jaljelld oleva kosteuspitoisuus 3—15 %) analysoidaan ja siitd
madritetddn muut kemialliset ainesosat.

Sen vuoksi kuiva-aineen maéritykseen suositellaan kaksivaiheista me-
nettelyd. Ensin médritetddn osittainen kuiva-ainepitoisuus (jos kuiva-
ainepitoisuus on alle 85 %), sen jidlkeen madritetdan jéljelld olevan
kuiva-aineen pitoisuus jauhetusta ndytteestd. Kuiva-aineen kokonaispi-
toisuuden médrittdmiseksi osittainen kuiva-ainepitoisuus kerrotaan jil-
jelld olevan kuiva-aineen pitoisuudella.

Tulosten laskeminen

Kosteuspitoisuus (X), joka ilmoitetaan prosentteina néytteestd, laske-
taan kidyttden seuraavia kaavoja:
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5.1 Kosteuspitoisuus ilman esikuivausta

X = <m) % 100
m

jossa:

m = niytteen alkuperdinen paino grammoina,

my = ndytteen paino grammoina kuivauksen jélkeen.
5.2 Kosteuspitoisuus esikuivausta kdayttden (')

- X 100 X
X, = <mzmo)m1+m_ml} Joo o (1,u)
my m m X ny

jossa:
m = ndytteen alkuperdinen paino grammoina,
m; = ndytteen paino grammoina esikuivauksen jilkeen,
m, = ndytteen paino grammoina hienontamisen tai jauhamisen jal-
keen,
m, = nidytteen paino grammoina kuivauksen jilkeen.
53 Toistettavuus

Samasta niytteestd tehdyn kahden rinnakkaismédrityksen tulosten véli-
nen ero ei saa olla suurempi kuin 0,2 prosenttia kosteuden absoluutti-
sesta arvosta, paitsi lemmikkieldinten mérkdruoan ja koiran puruluiden
osalta, jolloin ero ei saa olla suurempi kuin 0,5 prosenttia kosteuden
absoluuttisesta arvosta.

6. Huomautus

Jos jauhaminen on tarpeen ja sen havaitaan muuttavan tuotteen koste-
uspitoisuutta, rehun komponenttien médritystulokset on korjattava alku-
perdisen ndytteen kosteuspitoisuuden perusteella.

B. ELAIN- JA KASVIRASVOIEN JA -OLJYJEN KOSTEUDEN MAARITYS
1. Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmaélld voidaan méarittdd eldin- ja kasvirasvojen ja -Oljyjen ve-
sipitoisuus ja haihtuvien aineiden pitoisuus.

2. Periaate

Nayte kuivataan vakiopainoon 103 °C:ssa (kahden perdkkdisen punni-
tuksen vilisen painoeron on oltava enintdédn 1 mg). Painohdvid méaa-
ritetddn punnitsemalla.

3. Vilineisto

3.1 Korroosionkestdvéstd materiaalista valmistettu tasapohjainen astia,
jonka ldpimitta on 8-9 cm ja jonka korkeus on noin 3 cm.

32 Lampomittari, jossa on vahvistettu sdilio ja yldpdédssd oleva paisunta-
putki ja joka on varustettu asteikolla noin 80 °C:sta ainakin 110 °C:

seen ja jonka pituus on noin 10 cm.

33 Hiekkahaude tai sahkolevy.

(") Laskennan lisdtietojen osalta viitataan EN ISO 6498 -standardiin (Rehut. Néytteen val-

mistusta koskevat ohjeet).
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34 Eksikkaattori, jossa on tehokasta kuivausainetta.
35 Analyysivaaka.

4. Menettely

Punnitaan 1 mg:n tarkkuudella noin 20 g homogenoitua ndytettd kui-
vaan punnittuun astiaan (3.1), jossa on ldmpomittari (3.2). Naytettd
kuumennetaan hiekkahauteella tai sdhkolevylld (3.3), sekoittaen jatku-
vasti ldmpomittarilla niin, ettd lampotila saavuttaa 90 °C:n noin 7 mi-
nuutissa.

Lampoa vahennetddn pitden silmilld lautasen pohjasta nousevien kup-
lien syntymisnopeutta. Lampétila ei saa nousta yli 105 °C:n. Sekoitta-
mista jatketaan astian pohjaa raaputtaen, kunnes kuplien muodostus
lakkaa.

Kosteuden tdydellisen poistumisen varmistamiseksi kuumennetaan
useita kertoja 103 + 2 °C:seen jadhdyttden perdkkiisten kuumennusten
viélilld 93 °C:seen. Sen jdlkeen astian sisdltdineen annetaan jddhtyd
huoneen lampétilaan eksikkaattorissa (3.4) ja punnitaan. Tdmd menet-
tely toistetaan niin monta kertaa, ettd kahden perdkkdisen punnituksen
vilinen ero ei ole yli 2 mg:aa.

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

5. Tulosten laskeminen

Kosteuspitoisuus (X), joka ilmoitetaan prosentteina néytteestd, saadaan
seuraavasta kaavasta:

100
X = (m1 7}’}’[2) X —
m

jossa:

m = ndytteen paino grammoina;

m; = astian paino sisiltdineen grammoina ennen kuumennusta;

m, = astian paino sisdltdineen grammoina kuumennuksen jélkeen.

Tulokset, jotka ovat pienempid kuin 0,05 prosenttia, on varustettava
merkinnalld alle 0,05 %”.

Toistettavuus

Samasta ndytteestd suoritetun kahden samanaikaisen rinnakkaisméaa-
rityksen ero absoluuttisena arvona ilmoitettuna saa olla enintdédn
0,1 prosenttia.

C. TYPPIPITOISUUDEN  MAARITYS JA RAAKAVALKUAISPITOI-
SUUDEN LASKENTA

1. Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmaélld voidaan laskea Kjeldahlin menetelmdn mukaan saadusta
typpipitoisuudesta rehujen raakavalkuaispitoisuus ().

(') Typpipitoisuus voidaan maédrittdd kaikissa rehuissa, mutta raakavalkuaispitoisuuden las-
kentaan kéytettdvd muuntokerroin 6,25 ei vilttimittd sovellu hyonteisistd saatuihin
(matala muuntokerroin) eikd tiettyihin lemmikkieldinruokiin ja plasmaproteiineihin (kor-
kea muuntokerroin).
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33

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

Periaate

Néyte hajotetaan rikkihapolla katalyytin ldsnd ollessa. Hapan liuos teh-
ddan emdiksiseksi natriumhydroksidiliuoksella. Ammoniakki tislataan ja
kerdtddn mitattuun méérdan rikkihappoa, ja ylimddrdinen rikkihappo
titrataan natriumhydroksidin standardiliuoksella.

Vapautunut ammoniakki voidaan vaihtoehtoisesti tislata ylimddrdan
boorihappoliuosta, jonka jilkeen se titrataan kloorivetyhappo- tai rikki-
happoliuoksella.

Reagenssit

Kaliumsulfaatti.

Katalyytti: kupari(Il)oksidi CuO tai kupari(Il)sulfaattipentahydraatti,
CuSO,4 5H, O.

Sinkki, rakeinen.

Rikkihappo, p20 = 1,84 g/ml.

Rikkihappo, standardiliuos, c¢(H,SO4) = 0,25 mol/l.

Rikkihappo, standardiliuos, c¢(H,SO4) = 0,10 mol/l.

Rikkihappo, standardiliuos, c¢(H,SO4) = 0,05 mol/l.

Metyylipunaindikaattori: 300 mg metyylipunaista liuotetaan 100 ml:aan
etanolia, ¢ = 95-96 % (v/v)

Natriumhydroksidilivos (teknisen laadun kédyttd6 mahdollista) B =
40 g/100 ml (m/v: 40 %).

Natriumhydroksidi, standardiliuvos ¢(NaOH) = 0,25 mol/Il.

Natriumhydroksidi, standardiliuvos ¢(NaOH) = 0,10 mol/l.

Kiehumakivid, kloorivetyhapossa pestyjd ja hehkutettuja.

Asetanilidi (sulamispiste = 114 °C, typpipitoisuus = 10,36 %).

Typeton sakkaroosi.

Boorihappo (H;BO;).

Metyylipunaindikaattoriliuos: liuotetaan 100 mg metyylipunaa 100 ml:
aan etanolia tai metanolia.

Bromikresolivihredliuos:  liuotetaan 100 mg  bromikresolivihreda
100 ml:aan etanolia tai metanolia.

Boorihappoliuos (1040 g/l, kdytettidvien laitteiden mukaan)

Jos loppupisteen toteamiseksi kéytetddn kolorimetristd menetelma,
boorihappoliuoksiin on lisdttdvd metyylipuna- ja bromikresoli-indikaat-
toreita. Kun boorihappoliuosta valmistetaan 1 litra, sithen on ennen
tilavuuden sddtdmistd lisdttdvd 7 ml metyylipunaindikaattoriliuosta
(3.16) ja 10 ml bromikresolivihredliuosta (3.17).

Sen mukaan, millaista vettd on kédytetty, boorihappoliuoksen pH saattaa
vaihdella erien vililld. Boorihappoliuoksen pH:n on oltava 4,3—4,7.
Usein on lisattdvéd vahidn eméstd, jotta nollandyte saadaan positiiviseksi.
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5.2.1

522

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

Kloorivetyhapon standardiliuos c¢(HCI) = 0,10 mol/l.

Huomautus: My06s muita standardilivosten konsentraatioita (3.5, 3.6,
3.7, 3.10, 3.11 ja 3.19) voidaan kéyttdd, jos konsentraatio
korjataan laskelmissa. Konsentraatiot on aina ilmaistava
neljan desimaalin tarkkuudella.

Viilineisto

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

Menettely
Hajotus

Punnitaan 1 g ndytettd 1 mg:n tarkkuudella Kjeldahl-kolviin hajotus-
polttoa varten. Lisatdan 15 g kaliumsulfaattia (3.1), sopiva méard kata-
lyyttid (3.2) (0,3-0,4 g kupari(Il)oksidia tai 0,9—1,2 g kupari(Il)sulfaat-
tipentahydraattia, 25 ml rikkihappoa (3.4) ja tarvittaecssa muutamia kie-
humakivid (3.12) ja sekoitetaan.

Kolvia kuumennetaan varovasti tarvittaessa ajoittain pyorittden, kunnes
massa on hiiltynyt ja kuohu hdvinnyt. Tdmén jidlkeen kuumennetaan
voimakkaammin, kunnes neste kichuu tasaisesti. Kuumennus on sopiva,
jos kiehuva happo tiivistyy kolvin seindmiin. Kolvin seindmien ylikuu-
mennusta ja orgaanisen aineksen tarttumista kolvin seindmiin on vil-
tettdva.

Kun livos on muuttunut kirkkaaksi ja kirkkaanvihredksi, keittdmista
jatketaan vield kahden tunnin ajan; tdmén jilkeen kolvin annetaan
jéahtya.

Tislaus

Kolviin lisdtddn varovasti riittdvd méadra vettd, jotta sulfaatit liukenisi-
vat tdysin. Annetaan jadhtyd ja lisdtddn tarvittaessa muutama sinkkirae
(3.3). Jatketaan 5.2.1 tai 5.2.2 kohdan mukaisesti.

Tislaus rikkihappoon

Tislauslaitteen kerdilyastiaan lisdtddn oletetun typpipitoisuuden mukaan
25 ml rikkihappoa (3.5) tai (3.7) tarkasti mitattuna. Lisétddn muutama
pisara metyylipunaindikaattoria (3.8).

Kolvi yhdistetddn tislauslaitteen jadhdyttimeen ja jddhdyttimen péaa up-
otetaan kerdilyastiassa olevaan liuokseen vdhintddn 1 cm:n syvyyteen
(ks. huomautus 8.3). Kolviin lasketaan hitaasti 100 ml natriumhydrok-
sidilivosta (3.9) siten, ettei ammoniakkia katoa (ks. 8.1 huomautus).
Kolvia kuumennetaan siten, ettd ammoniakki tislautuu kokonaan.

Tislaus boorihappoon

Kun tisleestd titrataan ammoniakki manuaalisesti, noudatetaan alla ole-
vaa menettelyd. Jos tislauslaite on tdysin automaattinen ja suorittaa
ammoniakin titraamisen tisleestd, noudatetaan valmistajan kdyttoohjei-
ta.
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5.4

Keriilyastia, joka sisdltdd 25-30 ml boorihappoliuosta (3.18), asetetaan
jadhdyttimen ulostulon alle siten, ettd poistoputki jdd boorihappoliu-
oksen pinnan alapuolelle. Tislauslaite sdddetddn annostelemaan 50 ml
natriumhydroksidilivosta (3.9). Tislauslaitetta kéytetdan valmistajan oh-
jeiden mukaan ja tislataan pois natriumhydroksidiliuoksen lisdyksen
tuloksena vapautunut ammoniakki. Tisle kerdtddn boorihappoa sisdltd-
vadn vastaanottoliuokseen. Tisleen madrd (vesihOyrytislauksen aika)
riippuu néytteen sisdltimén typen maérdstd. Valmistajan ohjeita nouda-
tetaan.

Huomautus: Puoliautomaattisessa tislauslaitteessa natriumhydroksi-
diylimdaran lisdys ja vesihOyrytislaus tapahtuvat auto-
maattisesti.

Titraus

Jatketaan 5.3.1 tai 5.3.2 kohdan mukaisesti.

Rikkihappo

Kerdilyastiassa oleva rikkihappoyliméard titrataan kdytetyn rikkihapon
konsentraation mukaan natriumhydroksidiliuoksella (3.10 tai 3.11),
kunnes loppupiste saavutetaan.

Boorihappo

Kerdilyastian sisélto titrataan kloorivetyhapon standardiliuoksella (3.19)
tai rikkihapon standardiliuoksella (3.6) byrettid kdyttden ja todetaan
kéytetyn titrausliuoksen mééra.

Jos loppupisteen toteamiseksi kéytetddn kolorimetristd menetelmas,
loppupiste on saavutettu, kun sisdltoon alkaa ilmestyd vaaleanpunaista
virid. Byretin lukema arvioidaan 0,05 ml:n tarkkuudella. Loppupisteen
havaitseminen saattaa olla helpompaa valaistun magneettisekoittimen
tai fotometrisen detektorin avulla.

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

Tislauslaitteen tai tislaus-/titrauslaitteen kdytossd noudatetaan valmista-
jan ohjeita.

Huomautus: Kun kiytetddn automaattista titrausjarjestelmas, titraus al-
kaa vilittomasti tislauksen alettua ja kun 1-prosenttinen
boorihappoliuos (3.18) on kulunut.

Kaytettdessd tdysin automaattista tislausyksikkod ammoniakki voidaan
titrata automaattisesti ja loppupiste detektoida kayttdmélld potentiomet-
ristd pH-jérjestelmaa.

Téssd tapauksessa kédytetddn automaattista titrauslaitetta, jossa on pH-
mittari. pH-mittari on kalibroitava asianmukaisesti vilille pH 4-7 nou-
dattaen tavanomaisia laboratorioiden pH-kalibrointimenettely;ja.

Titrauksen pH-loppupiste saavutetaan, kun pH on 4,6, mikd on titraus-
kédyrdn jyrkin kohta (kd&nnekohta).

Nollakoe

Reagenssien typettomyyden varmistamiseksi suoritetaan nollakoe (ha-
jotus, tislaus ja titraus) kayttamailld 1 g sakkaroosia (3.14) ndytteen
sijasta.
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6.2
6.2.1

6.2.2

Tulosten laskeminen
Tulokset lasketaan 6.1 tai 6.2 kohdan mukaisesti.
Tuloksen laskeminen 5.3.1 kohdan mukaisessa titrauksessa

Raakavalkuaispitoisuus ilmaistuna painoprosentteina lasketaan seuraa-
valla kaavalla:

(Vo — V1) % ¢ % 0,014 x 100 x 6,25
m

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

V,; = niytteen titrauksessa kulunut NaOH:n (3.10 tai 3.11) méadra

(ml),
c = natriumhydroksidin (3.10 tai 3.11) konsentraatio (mol/l),
m = ndytteen paino (g).

Tuloksen laskeminen 5.3.2 kohdan mukaisessa titrauksessa

Titraus kloorivetyhapolla

Raakavalkuaispitoisuus ilmaistuna painoprosentteina lasketaan seuraa-
valla kaavalla:

(Vi—Vo) xcx 14625
m

jossa:

m = ndytteen paino (g),

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

V; = niytteen titrauksessa kuluneen kloorivetyhapon méérd (ml).

Titraus rikkihapolla

Raakavalkuaispitoisuus ilmaistuna painoprosentteina lasketaan seuraa-
valla kaavalla:

(V1= Vo) X ¢ x28 %625
m

jossa:

m = niytteen paino (g),

c = rikkihapon standardiliuoksen (3.6) konsentraatio (mol/l),
Vo = nollakokeessa kuluneen rikkihapon (3.6) méard (ml),

V; = niytteen titrauksessa kuluneen rikkihapon (3.6) maéra (ml).
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7.3

8.2
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8.4

Menetelméin varmistus

Toistettavuus

Kahden rinnakkaisméaérityksen vélinen ero samasta néytteestd saa olla
suurempi kuin

— 0,4 % absoluuttisena arvona, kun raakavalkuaispitoisuus on alle
20 %,

— 2,0 %, suhteellisena arvona suuremmasta tuloksesta, kun raakaval-
kuaispitoisuus on 2040 %,

— 0,8 % absoluuttisena arvona, kun raakavalkuaispitoisuus on yli
40 %.

Uusittavuus

Samasta ndytteestd eri laboratorioissa tehdyn kahden méarityksen véli-
nen ero ei saa olla suurempi kuin

— 1,8 % absoluuttisena arvona, kun raakavalkuaispitoisuus on alle
20 %,

— 9,0 %, suhteellisena arvona suuremmasta tuloksesta, kun raakaval-
kuaispitoisuus on 2040 %,

— 3,6 % absoluuttisena arvona, kun raakavalkuaispitoisuus on yli
40 %.

Tarkkuus

Madritys (hajotus, tislaus ja titraus) tehddédn riittdvalld maérdlld aseta-
nilidia (3.13) (esim. 0,2-0,3 g) siten, ettd ldsnd on 1 gramma sakkaroo-
sia (3.14); 1 g asetanilidia kuluttaa 14,80 ml rikkihappoa (3.5). Saannon
on oltava vihintddn 99 prosenttia.

Huomautukset

Vilineet voivat olla kdsikayttoisid, puoliautomaattisia tai automaattisia.
Jos livos joudutaan siirtdméédn astiasta toiseen hajotuksen ja tislauksen
vililla, siirto on suoritettava siten, ettei hdvioitd tapahdu. Jos tislaus-
laitteen kolvissa ei ole tiputussuppiloa, lisdtdédn natriumhydroksidi va-
littdmésti ennen kolvin liittdmistd jadhdyttimeen kaataen liuos hitaasti
kolvin seindmdd mydten.

Jos hajotettu tuote kiinteytyy, médritys on aloitettava alusta kayttamalla
suurempaa madrdd rikkihappoa (3.4) kuin 5.1 kohdassa on mainittu.

Kun tuotteiden typpipitoisuus on alhainen, voidaan rikkihapon (3.7)
madrd kerdilyastiassa tarvittaessa vihentdd 10-15 ml:aan ja tdyttdd
25 ml:ksi vettd lisddmalla.

Raakavalkuaisen rutiinimédrityksissd voidaan kéyttdd vaihtoehtoisia
menetelmid, mutta vertailumenetelmédnd on késilla olevassa C osassa
kuvailtu Kjeldahlin menetelmd. Vaihtoehtoisilla menetelmilld (kuten
Dumas-menetelmélld) saatujen tulosten vastaavuus on osoitettava erik-
seen kunkin analysoitavan materiaalin osalta. Koska vaihtoehtoisilla
menetelmilld saadut tulokset saattavat vastaavuuden varmistamisesta
huolimatta hieman poiketa vertailumenetelmélld saaduista tuloksista,
médritysselosteessa on mainittava, mitd menetelmdd raakavalkuaisen
madrityksessd on kiytetty.
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D. UREAN MAARITYS
Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmailld voidaan médrittdd mérehtijoiden rehussa lisdaineena kay-
tetyn urean pitoisuus.

Periaate

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

Reagenssit

4-Dimetyyliaminobentsaldehydiliuos: 1,6 g 4-DMAB:ta liuotetaan
100 ml:aan 96-prosenttista etanolia ja siihen lisdtddn 10 ml kloorivety-
happoa (pyo 1,19 g/ml). Taméa reagenssi sdilyy korkeintaan kahden vii-
kon ajan.

Carrez-liuos I: liuotetaan veteen 21,9 g sinkkiasetaattia Zn(CH3COO),
2H,0 ja 3 g jadetikkaa. Tilavuus sdddetdan 100 ml:ksi vedelld.

Carrez-liuos II: liuotetaan veteen 10,6 g kaliumferrosyanidia K4Fe(CN)g
3H,0. Tilavuus sdddetdan 100 ml:ksi vedella.

Aktiivihiili, joka ei absorboi ureaa (tarkastettava).

Urealiuos 0,1 % (w/v).

Viilineisto

Sekoitin: noin 35-40 kierr./min.

Lasihiostulpallisia koeputkia 160 x 16 mm.

Spektrofotometri.

Menettely
Ndytteen mddritys

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

Lapindkyvastd, varittomastd suodoksesta pipetoidaan 5 ml lasihiostul-
pallisiin koeputkiin, lisdtdan 5 ml 4-DMAB -liuosta (3.1) ja sekoitetaan.
Putket asetetaan 20 °C:ssa (+/— 4 °C) olevaan vesihauteeseen. Viiden-
toista minuutin kuluttua mitataan néyteliuoksen absorbanssi spektrofo-
tometrilld 420 nm:n aallonpituudella. Lukemaa verrataan reagensseista
valmistettuun nollakoeliuokseen.

Kalibrointikéyrd

Pipetoidaan 100 ml:n mittapulloihin 1, 2, 4, 5 ja 10 ml urealiuosta (3.5)
ja taytetddn merkkiin asti vedelld. Kutakin livosta pipetoidaan koeput-
kiin 5 ml, lisdtdan 5 ml 4-DMAB -liuosta (3.1), homogenoidaan ja nii-
den absorbanssi mitataan edelld kuvatulla tavalla verrattuna kontrollili-
uokseen, joka sisdltdd 5 ml 4-DMAB:ta ja 5 ml vettd ja jossa ei ole
ureaa. Piirretddn kalibrointikdyré.
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Tulosten laskeminen

Urean madrd ndytteessd madritetddn kalibrointikdyrdd kayttden.
Tulokset ilmoitetaan milligrammoina ureaa nidytekiloa kohti.

Menetelmén arviointi

Toistettavuus

Samasta ndytteestd saman henkilon samassa laboratoriossa tekemén
kahden médrityksen tulosten vilinen ero ei saa olla suurempi kuin:

— 420 nm:ssa

— 50 % suuremmasta tuloksesta, kun ureapitoisuus on vihintddn
3 000 mg/kg mutta alle 5 000 mg/kg.

— 25 % suuremmasta tuloksesta, kun ureapitoisuus on vihintddn
5000 mg/kg mutta alle 7 000 mg/kg.

— 20 % suuremmasta tuloksesta, kun ureapitoisuus on vihintddn
7 000 mg/kg;

— 435 nm:ssa

— 40 % suuremmasta tuloksesta, kun ureapitoisuus on vihintddn
3 000 mg/kg mutta alle 5 000 mg/kg.

— 25 % suuremmasta tuloksesta, kun ureapitoisuus on vahintdadn
5000 mg/kg mutta alle 9 000 mg/kg.

— 5% suuremmasta tuloksesta, kun ureapitoisuus on vihintddn
9 000 mg/kg.

Uusittavuus

Samasta ndytteestd eri laboratorioissa tehdyn ja/tai eri henkildiden te-
kemin kahden maérityksen tulosten vilinen ero ei saa olla suurempi
kuin

— 420 nm:ssa

— 3000 mg/kg absoluuttisena arvona, kun ureapitoisuus on vahin-
tddn 3 000 mg/kg mutta alle 12 000 mg/kg.

— 4 500 mg/kg absoluuttisena arvona, kun ureapitoisuus on vihin-
tadn 12 000 mg/kg;

— 435 nm:ssé

— 50 % suuremmasta tuloksesta, kun ureapitoisuus on vihintddn
3 000 mg/kg mutta alle 8 000 mg/kg.

— 25 % suuremmasta tuloksesta, kun ureapitoisuus on vihintddn
8 000 mg/kg.

Laboratorioiden vilisen vertailun tulokset

EU:n laboratorioiden valilld jarjestettyyn vertailuun osallistui 18 labo-
ratoriota. Viisi positiivista mdrehtijoille tarkoitettua rehuseosnidytettd
(taulukoissa 1 ja 2 "MAT”) analysoitiin (1 analyysi) kaksoissokkona-
ytteind, ja yksi nollandyte analysoitiin kerran.

Kansainvélisten ohjeistuksien mukaiset toistettavuuden (r) ja uusitta-
vuuden (R) raja-arvojen laskelmat suoritettiin sen jélkeen, kun poikke-
avat arvot oli poistettu pétevien arvojen varianssianalyysin avulla.
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Seuraavissa taulukoissa esitetddn menetelmén suorituskyvylle lasketut
arvot (toistettavuus ja uusittavuus) Testatuista ndytteistd, nollandyte
mukaan lukien, ei saatu yhtikdén virheellisesti positiivista tai virheel-

lisesti negatiivista tulosta.

Taulukko 1

Menetelmén suorituskykyominaisuudet urean osalta, mitattu . = 420 nm kaikissa aineissa

Aine 2 Aine 5 Aine 3 Aine 4 Aine 6
Lampaat | Nautae- | Lampaat | Lampaat | Nautaeldi-
laimet met
Tavoitemassaosuus (mg kg™') 3000 5000 7001 9036 11 000
Keskimiardinen massaosuus (mg kg™') 4241 6993 7 830 9962 12 071
Uusittavuuden keskihajonta sp (mg kg™) 1141 1303 985 994 1711
Toistettavuuden keskihajonta s, (mg kg™) 723 601 549 712 737
Uusittavuuden suhteellinen keskihajonta RSDp 27 19 13 10 14
(7o)
Toistettavuuden suhteellinen keskihajonta RSD, 17 9 7 7 6
(%)
Uusittavuuden raja-arvo, R 3195 3649 2759 2784 4790
[R = 2,8 sg]
Toistettavuuden raja-arvo, r 2024 1 684 1536 1994 2 064
[r =2,8x5,]
Taulukko 2
Menetelmiin suorituskykyominaisuudet urean osalta, mitattu A = 435 nm kaikissa aineissa
Aine 2 Aine 5 Aine 3 Aine 4 Aine 6
Lampaat Nautae- Lampaat | Lampaat | Nautaeldi-
laimet met
Tavoitemassaosuus (mg kg™ 3000 5000 7001 9036 11 000
Keskiméérdinen massaosuus (mg kg™) 4101 6467 7 890 10 062 11 642
Uusittavuuden keskihajonta sy (mg kg™) 706 1194 675 745 1378
Toistettavuuden keskihajonta s, (mg kg™) 570 628 613 196 167
Uusittavuuden suhteellinen keskihajonta RSDp 17 18 9 7 12
(%)
Toistettavuuden suhteellinen keskihajonta RSD, 14 10 8 2 1
(%)
Uusittavuuden raja-arvo, R 1977 3344 1 889 2087 3 859
[R = 2,8 x sz]
Toistettavuuden raja-arvo, r 1596 1759 1715 549 467

[ =28 % 5]
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9.3
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Q)

Q)

Huomautukset

Kun urean maéra ylittdd 3 prosenttia, niytteen madrd vahennetddn 1 g:
ksi tai alkuperdinen liuos laimennetaan siten, ettei siind ole yli 50 mg
ureaa 500 ml:ssa.

Kun ureapitoisuus on alhainen, ndytteen kokoa suurennetaan, kunhan
suodos sdilyy ldpindkyvénd ja varittomana.

Edelld olevat laboratorioiden vilisen vertailun tulokset eivit viittaa
merkittdvadn  tarkkuuseroon — urean — médrityksessd 420 nm:ssd
ja 435 nm:ssd.

E. AMINOHAPPOJEN MAARITYS (TRYPTOFAANIA LUKUUN
OTTAMATTA)

Aminohappojen maédritykseen (tryptofaania lukuun ottamatta) kaytettd-
vét menetelmit ovat

— EN ISO 13903 -standardi (Animal feeding stuffs — Determination
of amino acids content), joka koskee aminohappopitoisuuksien
madritystd rehusta

— EN ISO 17180 -standardi (Animal feeding stuffs — Determination
of lysine, methionine, and threonine in commercial amino acid
products and premixtures), joka koskee lysiinin, metioniinin ja treo-
niinin médritystd rehujen kaupallisissa aminohappotuotteissa ja esi-
seoksissa (1)

— jéljempéand 1-10 kohdassa kuvattu maaritysmenetelma.

Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmélld voidaan maéérittdd vapaat aminohapot (synteettiset ja
luonnon aminohapot) ja kokonaisaminohapot (peptideihin kiinnittyneet
ja vapaat) aminohappoanalysaattorilla rehuaineissa, rehuseoksissa ja
esiseoksissa, joissa kutakin aminohappoa on alle 10 prosenttia (?). Se
sopii seuraaviin aminohappoihin: kyst(e)iini, metioniini, lysiini, treonii-
ni, alaniini, arginiini, asparagiinihappo, glutamiinihappo, glysiini, his-
tidiini, isoleusiini, leusiini, fenyylialaniini, proliini, seriini, tyrosiini ja
valiini.

Menetelméd ei erota toisistaan aminohappojen eri suoloja eikd amino-
happojen D- ja L-muotoja. Se ei sovellu tryptofaanin eikd aminohap-
pojen hydroksianalogien maéritykseen.

Periaate
Vapaat aminohapot

Vapaat aminohapot uutetaan laimealla kloorivetyhapolla. Mukana uut-
tuneet typpipitoiset makromolekyylit saostetaan sulfosalisyylihapolla ja
poistetaan suodattamalla. Suodatetun liuoksen pH sdddetddn arvoon
2,20. Aminohapot erotetaan ioninvaihtokromatografialla ja mééritetddn
fotometrilld ninhydriinijohdoksina aallonpituudella 570 nm.

Kokonaisaminohapot

Menetelméd valitaan tutkittavien aminohappojen mukaan. Kyst(e)iini ja
metioniini on hapetettava kysteiinihapoksi ja metioniinisulfoniksi ennen
hydrolyysid. Tyrosiini on médritettdvd niytteistd, joita ei hapeteta en-
nen hydrolyysid. Kaikki muut 1 kohdassa (Tarkoitus ja soveltamisala)
mainitut aminohapot voidaan maérittda joko hapetetusta tai hapettamat-
tomasta ndytteestd.

EN 17180 -standardin mukaiseen médritysmenetelméén viitataan vaihtoehtoisena mene-
telménd kéytettdviksi virallisessa valvonnassa aminohappojen maédrittaimiseen rehusta,
jonka aminohappopitoisuus on yli 10 prosenttia.

Menetelmid ei ole validoitu laboratorioiden viliselld tutkimuksella sellaisten esiseosten
osalta, jotka siséltdvit rehun lisdaineita yli 10 prosenttia. Sitd voidaan kuitenkin soveltaa
nédihin matriiseihin asianmukaisin pienin muutoksin edellyttden, ettd menetelma validoi-
daan  sisdisesti.  Lisdtietoja on  saatavilla  verkkosivulla  https://ec.europa.
eu/jrc/en/eurl/feed-additives/authorisation
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3.16.2

3.16.3

Hapettaminen tapahtuu 0 °C:ssa permuurahaishapon ja fenolin seoksel-
la. Hapetusreagenssin ylimdérd hajotetaan natriumdisulfiitin avulla. Ha-
petettu tai hapettamaton nédyte hydrolysoidaan kloorivetyhapolla (3.20)
23 tunnin ajan. Hydrolyysituotteen pH sédddetdén arvoon 2,20. Amino-
hapot erotetaan ioninvaihtokromatografialla ja mééritetdén fotometrilld
ninhydriinijohdoksina aallonpituudella 570 nm (proliini 440 nm).

Reagenssit

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

Vetyperoksidi, w (w/w) = 30 %.
Muurahaishappo, w (w/w) = 98-100 %.
Fenoli.

Natriumdisulfiitti.

Natriumhydroksidi.
5-Sulfosalisyylihappodihydraatti.
Kloorivetyhappo, tiheys noin 1,18 g/ml.
Trinatriumsitraattidihydraatti.
2,2’-Tiodietanoli (tiodiglykoli).
Natriumkloridi.

Ninhydriini.

Petrolieetteri, kichumisldmpétila 40—-60 °C.
Norleusiini tai muu yhdiste, jota voidaan kdyttdad sisdisend standardina.
Typpikaasu (< 10 ppm happea).
1-Oktanoli.

Aminohapot.

Edelld 1 kohdassa (Tarkoitus ja soveltamisala) lueteltujen aminohappo-
jen standardina kiytettdvit yhdisteet. Puhtaat yhdisteet, jotka eivit si-
sélld kidevettd. Kuivataan tyhjiossd P,Os:mn tai H;SO4:n pailld viikon
ajan ennen kayttoa.

Kysteiinihappo.

Metioniinisulfoni.

Natriumhydroksidilivos, ¢ = 7,5 mol/l:

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

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

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

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

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

Uuttoseos, ¢ = 0,1 mol HCI / 1 ja 2% tiodiglykolia: laimennetaan
8,2 ml HCL:44 (3.7) noin 900 ml:aan vettd, lisdtddn 20 ml tiodiglykolia
(3.9) ja taytetddn vedelld yhdeksi litraksi (ei sekoiteta suoraan aineita
3.7 ja 3.9).

5-Sulfosalisyylihappo, 8 = 6 %:

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

Hapetusseos (permuurahaishappo-fenoli):

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

Varoitus: viltettdvd ihokosketusta ja kdytettdvd suojavaatteita.

Sitraattipuskuriliuos, ¢ = 0,2 mol Na" / 1, pH 2,20:

livotetaan 19,61 g natriumsitraattia (3.8), 5 ml tiodiglykolia (3.9), 1 g
fenolia (3.3) ja 16,50 ml HCL:44 (3.7) noin 800 ml:aan vettd. Sdddetdan
pH arvoon 2,20. Taytetddn 1 litraksi vedelld.

Eluointipuskurit, valmistetaan analysaattorin vaatimusten mukaisesti
(4.9).

Ninhydriinireagenssi, valmistetaan analysaattorin vaatimusten mukai-
sesti (4.9).

Aminohappojen standardiliuokset. Namé liuokset sdilytetddn alle 5 °C:n
lampétilassa.

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

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

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

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

Liuotetaan 0,6560 g norleusiinia (3.13) sitraattipuskuriin (3.24) mitta-
pullossa ja taytetddn 250 ml:ksi sitraattipuskurilla. Siilytetddn alle 5 °C:
n lampotilassa enintddn 6 kuukautta.
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3.27.5

4.2
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4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

4.9

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

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

Sailytetddn alle 5 °C:n lampdétilassa enintdédn 3 kuukautta.

Katso myos huomautus 9.1.

Aminohappojen kalibrointilivos 5.3.3.1 kohdan mukaisesti valmiste-
tuille hydrolysaateille ja uutteille (5.2). Kalibrointiliuos valmistetaan
3.27.4 kohdan mukaisesti kuitenkin jattden natriumkloridi pois.

Sailytetddn alle 5 °C:n lampdétilassa enintddn 3 kuukautta.

Viilineisto

100 ml:n tai 250 ml:n py6rokolvi, joka on varustettu palautusjadhdytti-
melld.

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

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

pH-mittari (lukemat kolmen desimaalin tarkkuudella).

Kalvosuodatin (0,22 um).

Sentrifugi.

Vakuumipyo6réhaihdutin.

Mekaaninen ravistelija tai magneettisekoitin.

Aminohappoanalysaattori tai HPLC-laitteisto, jossa on ioninvaihtoko-
lonni, vilineistd kolonnin jilkeistd ninhydriiniderivointia varten ja fo-
tometri.

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

Tietyissd aminohappoanalysaattoreissa voidaan kayttdd hydrolyysime-
netelmédd, jossa hydrolysaatin natriumpitoisuus on ¢ = 0,8 mol/l ja se
sisdltdd ndin kaiken hapetuksessa jéljelle jddneen muurahaishapon.
Muut laitteet eivit erota tyydyttidvésti tiettyjd aminohappoja, jos hyd-
rolysaatti sisdltda liikkaa muurahaishappoa ja/tai natriumionipitoisuus on
suuri. Téssd tapauksessa hapon médrdd vihennetddn haihduttamalla
hydrolysaatti noin 5 ml:aan ennen pH:n sdidtdmistd. Haihduttamisen
on tapahduttava tyhjiossd enintddn 40 °C:ssa.
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53.1

Menettely
Ndytteen valmistaminen

Niyte jauhetaan siten, ettd se ldpdisee 0,5 mm:n seulan. Niytteet, joi-
den kosteuspitoisuus on suuri, on ilmakuivattava enintddn 50 °C:ssa tai
pakastekuivattava ennen jauhamista. Niytteet, joiden rasvapitoisuus on
suuri, on uutettava petrolieetterilld (3.12) ennen jauhamista.

Vapaiden aminohappojen mdidritys

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

Lisdtddn koko ajan sekoittaen 5,0 ml sulfosalisyylihappoliuosta (3.22)
ja jatketaan sekoittamista 5 minuutin ajan magneettisekoittimella. Suo-
datetaan tai sentrifugoidaan liuos mahdollisen sakan erottamiseksi. Pi-
petoidaan 10,0 ml saatua liuosta 100 ml:n dekantterilasiin, sdddetddn
pH arvoon 2,20 natriumhydroksidiliuoksella (3.18), huuhdotaan sopi-
van kokoiseen mittapulloon sitraattipuskurilla (3.24) ja tdytetddn merk-
kiin asti puskuriliuoksella (3.24).

Jos kéytetddn sisdistd standardia (3.27.3), sitd lisatddan 1,00 ml lopulli-
sen liuoksen kutakin 100 ml:aa kohden ja tdytetddn merkkiin asti pus-
kuriliuoksella (3.24).

Siirrytddn kromatografiavaiheeseen 5.4 kohdan mukaisesti.

Jos kromatografiaa ei tehdd samana pdivand, uutteet sdilytetdan alle 5 °©
C:n lampotilassa.

Kokonaisaminohappojen mdidritys

Hapettaminen

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

— 100 ml:n py6rokolviin (4.1) avointa hydrolyysid (5.3.2.3) varten, tai

— 250 ml:n pyorokolviin (4.1), jos tarvitaan alhaista natriumpitoi-
suutta (5.3.3.1), tai

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

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

Asetetaan pyorokolvi tai pullo jdd-vesihauteeseen ja jadhdytetddn 0 °C:
seen, lisdtddn 5 ml hapetusseosta (3.23) ja sekoitetaan kaarevakarkiselld
lasilastalla. Suljetaan kolvi/pullo lastoineen ilmatiiviin kalvon avulla,
asetetaan jdd-vesihaude ndin suljettuine astioineen jddkaappiin, jonka
lampétila on 0 °C, ja jétetddn sinne 16 tunniksi. Tdmén jilkeen se
otetaan jddkaapista ja hajotetaan hapetusreagenssin ylimdérd lisadmalla
0,84 g natriumdisulfiittia (3.4).

Siirrytdadn 5.3.2.1 kohtaan.
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53.23
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53.3.1

Hydrolyysi

Hapetettujen nédytteiden hydrolyysi

Edelld 5.3.1. kohdan mukaisesti valmistettuun hapetettuun niytteeseen
lisatddn 25 ml hydrolyysiseosta (3.20) huolehtien siité, ettd astian sei-
ndmiin ja lastaan jadnyt ndyte huuhdellaan pois.

Jatketaan valitun hydrolyysimenetelmdn mukaan 5.3.2.3 tai 5.3.24
kohdasta.

Hapettamattomien néytteiden hydrolyysi

Punnitaan 100 ml:n tai 250 ml:n pyorokolviin (4.1) tai 100 mlin kier-
rekorkilliseen pulloon (4.2) 0,1-1,0 g valmistettua néytettd (5.1)
0,2 mg:n tarkkuudella. Punnitun ndyteméairan typpipitoisuuden on ol-
tava noin 10 mg. Lisétddn varovasti 25 ml hydrolyysiseosta (3.20) ja
sekoitetaan niytteeseen. Jatketaan joko 5.3.2.3 tai 5.3.2.4 kohdasta.

Avoin hydrolyysi

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

Jatketaan 5.3.3 kohdan mukaisesti.

Suljettu hydrolyysi

Asetetaan 5.3.2.1 tai 5.3.2.2 kohdan mukaisesti valmistettua ndytese-
osta sisdltdva pullo uuniin (4.3) 110 °C:seen. Ensimmdisen tunnin ai-
kana pidetadn kierrekorkki sulkematta pullon péalld, jottei kaasun muo-
dostuksen vuoksi syntyisi painetta ja jotta viltyttdisiin rdjahdyksilta.
Pulloa ei saa sulkea korkilla. Tunnin kuluttua pullo suljetaan kierrekor-
killa ja sen annetaan olla uunissa (4.3) 23 tunnin ajan. Hydrolyysin
jilkeen pullo otetaan uunista, avataan korkki varovasti ja asetetaan
pullo jdd-vesihauteeseen. Annetaan jidhtya.

Riippuen tavasta, jolla pH sdddetddn (5.3.3), siirretddn pullon sisdltd
kvantitatiivisesti sitraattipuskurin avulla (3.24) 250 ml:n dekantterilasiin
tai 250 ml:n pyo6rokolviin.

Jatketaan 5.3.3 kohdan mukaisesti.

pH:n sddtdminen

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

Kromatografit (4.9), jotka edellyttdvit alhaista natriumpitoisuutta

On suositeltavaa kayttdd sisdisen standardin kantaliuosta (3.27.3), jos
kdytetddn aminohappoanalysaattoreita, jotka edellyttdvat alhaista natri-
umpitoisuutta (kun hapon méarda on vdhennettdva).

Téssd tapauksessa lisdtddn 2,00 ml sisdisen standardin kantaliuosta
(3.27.3) hydrolysaattiin ennen haihdutusta.

Lisdtdan 2 tippaa l-oktanolia (3.15) 5.3.2.3 tai 5.3.2.4 kohdan mukai-
sesti saatuun hydrolysaattiin.
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5.4

Haihdutetaan ndyte 5-10 ml:aan py6rohaihduttimella (4.7), jonka hau-
teen lampdtila on 40 °C. Jos tilavuus pienenee vahingossa alle viiden
millilitran, hydrolysaatti on hylattiva ja analyysi aloitettava uudelleen.

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

Muut aminohappoanalysaattorit (4.9):

Kohdan 5.3.2.3 tai 5.3.2.4 mukaisesti saatu hydrolysaatti neutraloidaan
osittain lisadmalld varovasti koko ajan sekoittaen 17 ml natriumhydrok-
sidilivosta (3.17) ja huolehditaan siitd, ettd lampétila on alle 40 °C.
Lopullinen pH:n sddtiminen 2,20:een tapahtuu huoneen lampétilassa
3.17 kohdan mukaisen natriumhydroksidiliuoksen avulla ja lopuksi
3.18 kohdan mukaisella natriumhydroksidiliuoksella. ~ Siirrytddn
5.3.4 kohtaan.

Nédyteliuos kromatografiaa varten

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

Jos sisdistd standardia ei ole vield kaytetty, lisdtdan sitd 2,00 ml
(3.27.3) ja tdytetdan merkkiin asti sitraattipuskurilla (3.24). Sekoitetaan
huolellisesti.

Siirrytddn kromatografiavaiheeseen (5.4).

Jos kromatografiaa ei tehdd samana pdivand, ndyteliuokset siilytetddn
alle 5 °C:n lampétilassa.

Kromatografia

Annetaan uutteen (5.2) tai hydrolysaatin (5.3.4) tasoittua huoneenldm-
poisiksi ennen kromatografiaa. Ravistellaan seosta ja suodatetaan so-
piva mddrd 0,22 um:n kalvosuodattimen (4.5) ldpi. Saatu kirkas liuos
analysoidaan aminohappoanalysaattorilla kéyttden ioninvaihtokroma-
tografiaa (4.9).

Injektio voidaan suorittaa késin tai automaattisesti. On tdrkedd, ettd
kolonniin lisdtddn aina sama maara (£ 0,5 %) vertailu- tai nédyteliuosta,
paitsi silloin kun kdytetddn sisdistd standardia, ja ettd natriumin ja
aminohappojen suhde standardi- ja ndyteliuoksissa on mahdollisimman
lahelld toisiaan.

Kalibrointiajojen tiheys riippuu ninhydriinireagenssin ja analysaattorin
toiminnan stabiilisuudesta. Standardi- tai ndyteliuosta laimennetaan sit-
raattipuskurilla (3.24), siten, ettd standardiliuoksen antama piikin pinta-
ala on 30-200 prosenttia ndytteen aminohapon antaman piikin pinta-
alasta.

Aminohappojen kromatografia vaihtelee jonkin verran kéytetyn analys-
aattorin tyypin ja kdytetyn hartsin mukaan. Valitun menetelmédn on
mahdollistettava aminohappojen erottaminen toisistaan ja muista nin-
hydriinin kanssa reagoivista aineista. Pylvadseen ruiskutettujen yhdis-
teiden pitoisuuden muutosten on kiyttdalueella annettava lineaarinen
vaste.

Analysoitaessa aminohappojen ekvimolaarisia liuoksia sovelletaan seu-
raavassa kappaleessa médriteltyjd laakson ja piikin vilisid suhteita.
Ekvimolaarisen liuoksen tulee siséltdd viahintadn 30 prosenttia kunkin
aminohapon siitd enimmdismadrdstd, joka voidaan méadrittdd tarkasti
kéytetylld aminohappoanalysaattorilla (4.9).
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6.1

Kromatogrammissa treoniinin ja seriinin osittain paéllekkiisten piikkien
vilisen laakson suhde matalamman piikin korkeuteen ei saa olla suu-
rempi kuin 2:10. (Jos médritetddn ainoastaan kyst(e)iinid, metioniinid,
treoniinid ja lysiinid, vierekkdisten piikkien riittdmédton erottuminen
toisistaan héiritsee méadritystd.) Muiden aminohappojen osalta erottumi-
sen on oltava parempi kuin 1:10.

Kromatografiajirjestelmén on pystyttidvd erottamaan lysiini lysiiniarte-
faktoista ja ornitiinisti.

Tulosten laskeminen

Néytteen ja vertailulivoksen piikkien pinta-ala mitataan kunkin yksit-
tdisen aminohapon osalta ja madrd (X) lasketaan seuraavan kaavan
mukaisesti; tulos ilmoitetaan grammoina aminohappoa niytekiloa koh-
den.

CAxcxMxV

X7B><m><1000

Jos sisdistd standardia kédytetddn, kerrotaan kaava vield termilld %

A = analysoitavan piikin pinta-ala, hydrolysaatti tai uute

B = analysoitavan piikin pinta-ala, standardiliuos

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

M = analysoitavan aminohapon molekyylipaino

c = standardin konsentraatio pmol/ml

m = ndytteen paino grammoina (korjataan alkuperdiseen painoon,

jos kuivattu tai rasva poistettu)

V = ml kokonaishydrolysaattia (5.3.4) tai ml uutteen laskettua ko-
konaislaimennosta (6.1).

Sekd kystiini ettd kysteiini madéritetddn kysteiinihappona hapetetun
ndytteen  hydrolysaateista, = mutta ne  lasketaan  kystiiniksi
(CeH12N204S,, M 240,30 g/mol)  kédyttden  molekyylipainoa
120,15 g/mol (= 0,5 x 240,30 g/mol).

Metioniini mééritetddn metioniinisulfonina hapetetun niytteen hydroly-
saateista, mutta lasketaan metioniiniksi kédyttden metioniinin molekyy-
lipainoa 149,21 g/mol.

Lisdtty vapaa metioniini méadritetddn uuttamisen jdlkeen metioniinina;
laskennassa kiytetddn samaa molekyylipainoa.

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

F_100m1><(10m1+5m1) Vv
- 10 ml 10

V = lopullisen uutteen miara.

Menetelmin arviointi

Menetelmé on testattu vuonna 1990 tehdyssd kansainvilisessd labora-
torioiden vélisessd vertailussa kéyttden neljdd eri rehua (sikojen tdys-
rehu, broilereiden tdysrehu, valkuaistiiviste ja esiseos).
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72

Huomautus: Menetelmd on testattu toisen kansainvilisen vertailututki-
muksen aikana vuonna 2003 kiyttden kaksoissokkopareja,
joissa ndytteet olivat broilereiden loppukasvatusrehusta,
broilereiden aloitusrehusta, maissista, kalajauhosta ja sii-
pikarjasta valmistetusta jauhosta. Lisétietoja varten katso
EN ISO 13903 -standardi.

Vuoden 1990 vertailututkimuksen tulosten keskiarvo ja standardipoik-
keama poikkeavien arvojen poissulkemisen jilkeen on esitetty timéan
kohdan taulukoissa.

Keskiarvot g/kg

Aminohappo
Vertailuaine
Treoniini Kyst(e)iini Metioniini Lysiini
Sikojen tdysrehu 6,94 3,01 3,27 9,55
n =15 n=17 n=17 n =13
Broilereiden tiysrehu 9,31 3,92 5,08 13,93
n =16 n =18 n =18 n =16
Valkuaistiiviste 22,32 5,06 12,01 47,74
n =16 n=17 n=17 n =15
Esiseos 58,42 — 90,21 98,03
n =16 n =16 n =16
n = osallistuneiden laboratorioiden lukumaéra.
Toistettavuus
Edelld olevassa taulukossa esitetyn laboratorioiden vélisen vertailun
toistettavuus on ilmaistu alla olevissa taulukoissa muodossa ”laborato-
rion sisdinen standardipoikkeama”:
Variaatiokerroin (%) laskettuna toistettavuudesta (CV,)
Aminohappo
Vertailuaine
Treoniini Kyst(e)iini Metioniini Lysiini
Sikojen tdysrehu 1,9 3,3 34 2,8
n =15 n =17 n =17 n=13
Broilereiden tiysrehu 2,1 2,8 3,1 2,1
n =16 n =18 n =18 n =16
Valkuaistiiviste 2,7 2,6 22 2,4
n =16 n =17 n =17 n =15
Esiseos 22 — 2.4 2,1
n =16 n =16 n =16

n = osallistuneiden laboratorioiden lukumaéra.

Uusittavuus

Laboratorioiden vilisten standardipoikkeamien tulokset edelld maini-
tussa vertailussa on esitetty seuraavassa taulukossa.
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9.2

9.3

10.

10.1

Variaatiokerroin (%) laskettuna uusittavuudesta (CVg)

Aminohappo
Vertailuaine
Treoniini Kyst(e)iini Metioniini Lysiini
Sikojen tdysrehu 4,1 9,9 7,0 3,2
n =15 n =17 n=17 n=13
Broilereiden tdysrehu 5,2 8,8 10,9 5,4
n =16 n =18 n =18 n =16
Valkuaistiiviste 3,8 12,3 13,0 3,0
n =16 n =17 n =17 n=15
Esiseos 43 - 6,9 6,7
n =16 n =16 n =16

n = osallistuneiden laboratorioiden lukumaééra.

Vertailumateriaalin kaytto

Menetelmin oikea soveltaminen tarkistetaan sertifioidulla vertailumate-
riaalilla, jos sellainen on saatavilla, tehdylld kaksoismadritykselld. Ka-
librointi sertifioidulla aminohappojen kalibrointiliuoksella on suotavaa.

Huomautukset

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

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

Standardiliuos laimennetaan sitraattipuskurilla siten, ettd piikit sijoittu-
vat alueen keskivaiheille.

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

Jos menetelmdd sovelletaan rehuseoksiin tai esiseoksiin, jotka sisaltdvét
enemmaén kuin yhden prosentin kloridia (tiiviste, kivenndisaineita sisél-
tdvét ravinteet tai tdydennysrehut), silld saatetaan saada metioniinille
lilan pienid arvoja, ja erityiskésittely on tarpeen.

Suorituskykyvaatimukset

Yhdistdmalla tulokset (muiden kuin tyrosiinin osalta) ndistd kahdesta
vertailututkimuksesta (edelld 7 kohdassa esitetystd vuoden 1990 tutki-
muksesta ja EN/ISO 13903 -standardissa esitetystd vuoden 2005 tutki-
muksesta) saadaan seuraavat toistettavuutta ja uusittavuutta koskevat
vaatimukset. Néistd kahdesta laboratorioiden vilisestd testistd saatuja
arvoja ei vélttdmattd voi soveltaa muihin kuin esitettyihin pitoisuus-
alueisiin ja -matriiseihin.

Toistettavuus

Samasta nidytteestd saman henkilon samassa laboratoriossa tekemédn
kahden maérityksen tulosten vélinen ero ei saa olla suurempi kuin:

— 6 % suuremmasta tuloksesta, kun kyse on aminohappojen kokonais-
madrdstd glysiinin, alaniinin, lysiinin, proliinin, glutamiinihapon,
isoleusiinin ja histidiinin osalta.

— 8 % suuremmasta tuloksesta, kun kyse on aminohappojen kokonais-
médrdstd treoniinin, fenyylialaniinin, metioniinin, asparagiinihapon
ja leusiinin osalta.
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10.2

— 10 % suuremmasta tuloksesta, kun kyse on aminohappojen koko-
naismdérdstd arginiinin ja valiinin osalta.

— 12 % suuremmasta tuloksesta, kun kyse on aminohapon seriini ko-
konaismaarést.

— 15 % suuremmasta tuloksesta, kun kyse on aminohapon kyst(e)iini
kokonaisméarasta.

Uusittavuus

Samasta ndytteestd eri laboratorioissa tehdyn ja/tai eri henkildiden te-
kemin kahden maérityksen tulosten vilinen ero ei saa olla suurempi
kuin

— 15 % suuremmasta tuloksesta, kun kyse on aminohappojen koko-
naisméérdstd glysiinin, alaniinin ja treoniinin osalta.

— 20 % suuremmasta tuloksesta, kun kyse on aminohappojen koko-
naismédrdstd lysiinin, proliinin, fenyylialaniinin, metioniinin ja as-
paragiinihapon osalta.

— 22 % suuremmasta tuloksesta, kun kyse on aminohappojen koko-
naismédrdstd glutamiinihapon ja leusiinin osalta.

— 27 % suuremmasta tuloksesta, kun kyse on aminohapon arginiini
kokonaisméarasta.

— 32 % suuremmasta tuloksesta, kun kyse on aminohapon isoleusiini
kokonaisméarasta.

— 35 % suuremmasta tuloksesta, kun kyse on aminohappojen koko-
naismédréstd valiinin ja seriinin osalta.

— 40 % suuremmasta tuloksesta, kun kyse on aminohapon histidiini
kokonaisméarasta.

— 50 % suuremmasta tuloksesta, kun kyse on aminohapon kyst(e)iini
kokonaisméarasta.

F. TRYPTOFAANIN MAARITYS
Tryptofaanin médritykseen kiytettdvit menetelmét ovat

— EN ISO 13904 -standardi (Animal feeding stuffs — Determination
of tryptophan content), joka koskee tryptofaanipitoisuuden maa-
ritystd rehusta

— jéljempéand 1-9 kohdassa kuvattu mééritysmenetelma.

Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmén avulla voidaan maédrittad rehuissa olevan tryptofaanin ko-
konaisméaird ja vapaan tryptofaanin méard. Menetelmilld ei voi erottaa
D- ja L-muotoja toisistaan.

Periaate

Tryptofaanin kokonaisméédrdn madrittamiseksi ndyte hydrolysoidaan
kyllastetylld bariumhydroksidiliuoksella emdiksisissd olosuhteissa ja
kuumennetaan 110 °C:ssa 20 tuntia. Hydrolyysin jdlkeen lisdtdan sisdi-
nen standardi.

Vapaan tryptofaanin maéarittdmiseksi ndytettd uutetaan lievésti happa-
missa olosuhteissa yhdessd sisdisen standardin kanssa.

Tryptofaani ja sisdinen standardi hydrolysaatissa tai uutteessa méérite-
taan HPLC:114 kdyttden fluoresenssidetektoria.

Reagenssit

Veden on oltava kaksoistislattua tai vastaavan laatuista (johtokyky
< 10 pS/cm).
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32

33

34

3.5

3.6

3.7

3.8

39

3.11

Standardiyhdiste: tryptofaani (puhtaus/pitoisuus > 99 %), kuivattu tyh-
jiossd fosforipentoksidin paalld.

Sisdinen standardi: oa-metyylitryptofaani (puhtaus/pitoisuus > 99 %),
kuivattu tyhjiossd fosforipentoksidin paalla.

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

Natriumhydroksidi.

Ortofosforihappo, w (w/w) = 85 %
Kloorivetyhappo, pyg 1,19 g/ml.

Metanoli, HPLC-laatua vastaava.
Petrolieetteri, kichumislampétila 40—-60 °C.
Natriumhydroksidiliuos, ¢ = 1 mol/l:

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

Kloorivetyhappo, ¢ = 6 mol/l:

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

Mitataan 82 ml HCL:a4 (3.7) ja tiytetddn 1 litraksi vedelld.
Kloorivetyhappo, ¢ = 0,1 mol/l:

Mitataan 8,2 ml HCL:44 (3.7) ja taytetdan 1 litraksi vedelld.
Ortofosforihappo, ¢ = 0,5 mol/l:

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

Vikevi tryptofaanilivos (3.2), ¢ = 2,50 pmol/ml:

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

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

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

Tryptofaanin ja sisdisen standardin kalibrointistandardiliuos:

Mitataan 2,00 ml konsentroitua tryptofaanilivosta (3.15) ja 2,00 ml
konsentroitua sisdisen standardin (o-metyylitryptofaanin) liuosta (3.16).
Laimennetaan vedelld (3.1) ja metanolilla (3.8) siten, ettd liuoksen
tilavuus ja metanolipitoisuus on suunnilleen sama kuin valmiin hydro-
lysaatin (metanolia 10-30 %).

Tamai liuos on valmistettava juuri ennen kayttoa.

Liuos suojataan suoralta auringonvalolta valmistuksen aikana.
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3.20

3.21

3.22

4.2

43

4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

52

Etikkahappo.

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

Etanoliamiini w (w/w) > 98 %.

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

HPLC:ssé kaytettava liikkkuva faasi: 3,00 g etikkahappoa (3.18) + 900 ml
vettd (3.1) + 50,0 ml livosta (3.21), jossa on 1,1,1-trikloori-2-metyyli-2-
propanolia (3.19) metanolissa (3.8) (1 g / 100 ml). pH sdddetdan arvoon
5,00 etanoliamiinilla (3.20). Taytetdédn 1 000 ml:ksi vedelld (3.1).

Viilineisto

HPLC-laitteisto, jossa on spektrofluorimetri-detektori.

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

pH-mittari.

Polypropyleenipullo, tilavuus 125 ml, jossa on leved kaula ja kierre-
tulppa.

Kalvosuodatin, 0,45 um.

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

Mekaaninen ravistelija tai magneettisekoitin.

Vortex-sekoitin.

Menettely
Ndytteiden valmistaminen

Néyte jauhetaan siten, ettd se ldpdisee 0,5 mm:n seulan. Naytteet, joi-
den kosteuspitoisuus on suuri, on ilmakuivattava enintdan 50 °C:ssa tai
pakastekuivattava ennen jauhamista. Naytteet, joiden rasvapitoisuus on
suuri, on uutettava petrolieetterilld (3.9) ennen jauhamista.

Vapaan tryptofaanin mddritys (uutteesta)

Punnitaan 1 mg:n tarkkuudella sopiva mdérd (1-5 g) valmistettua ndy-
tettd (5.1) erlenmeyerkolviin. Lisdtdan 100,0 ml kloorivetyhappoa
(3.13) ja 5,00 ml konsentroitua sisdisen standardin liuosta (3.16). Ra-
vistellaan tai sekoitetaan 60 minuuttia mekaanisella ravistelijalla tai
magneettisekoittimella (4.7). Annetaan sakan laskeutua ja pipetoidaan
10,0 ml supernatanttilivosta dekantterilasiin. Lisdtddn 5 ml ortofosfori-
happoa (3.14). Séddetddn pH arvoon 3 natriumhydroksidilla (3.10).
Lisdtddn metanolia (3.8) niin ettd lopputilavuudessa on 10-30 prosent-
tia metanolia. Siirretdén liuos sopivankokoiseen mittapulloon ja laimen-
netaan vedelld sopivaan tilavuuteen kromatografiaa varten (suunnilleen
sama tilavuus kuin kalibrointistandardiliuoksella (3.17)).

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

Standardiliuos ja uutteet suojataan suoralta auringonvalolta. Jos néyte-
liuoksia ei voida analysoida samana pdivini, uutteita voi sdilyttdda 5 °C:
ssa enintddn 3 paivaa.
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5.4

Tryptofaanin kokonaismddrdn mddritys (hydrolysaatista)

Punnitaan 0,2 mg:n tarkkuudella 0,1-1 g valmistettua naytettd (5.1) po-
lypropyleenipulloon (4.4). Punnitun ndyteméérdn typpipitoisuuden on
oltava noin 10 mg. Lisitddn 8,4 g bariumhydroksidioktahydraattia (3.4)
ja 10 ml vettd. Sekoitetaan vortex-sekoittimella (4.8) tai magneettise-
koittimella (4.7). Teflon-péddllystetty magneetti jitetddn seokseen.
Huuhdotaan pullon seindmét 4 ml:lla vettd. Pullo suljetaan 16yhésti
kierrekorkilla. Pullo pannaan autoklaaviin (4.6), jossa on kichuvaa vet-
td, ja autoklavoidaan 30—-60 minuutin ajan. Suljetaan autoklaavi ja au-
toklavoidaan 110 (+ 2) °C:ssa 20 tuntia.

Lampdétila on laskettava juuri alle 100 °C:een ennen kuin autoklaavi
avataan. Jotta Ba(OH),.8 H,O ei kiteytyisi, lampimdén seokseen lisd-
tdan 30 ml huoneenldmpdistd vettd. Ravistellaan tai sekoitetaan varo-
vasti. Lisdtdan 2,00 ml konsentroitua sisdisen standardin liuosta (o-me-
tyylitryptofaania, 3.16). Jadhdytetddn pulloja vesi/jadhauteessa 15 mi-
nuuttia.

Lisdtdan 5 ml ortofosforihappoa (3.14). Pullo pidetdén jadhdytyshau-
teessa ja liuos neutraloidaan HClL:114 (3.11) sekoittaen samalla, ja pH
sdddetddn arvoon 3,0 HCL:114 (3.12). Lisdtddn metanolia niin ettid lop-
putilavuudessa on 10-30 prosenttia metanolia. Siirretdan liuos sopivan-
kokoiseen mittapulloon ja laimennetaan vedelld tiettyyn sopivaan tila-
vuuteen kromatografiaa varten (esim. 100 ml). Metanolin lisddminen ei
saa aiheuttaa saostumista.

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

Standardiliuos ja hydrolysaatit suojataan suoralta auringonvalolta. Jos
hydrolysaatteja ei voida analysoida samana pdivédnd, niitd voi sdilyttdd
5 °C:ssa enintddn 3 piivai.

HPLC-mddritys

Seuraavat isokraattisen erotuksen olosuhteet ovat ohjeellisia; ajo voi-
daan suorittaa muissa olosuhteissa, jos niilld saadaan samanlaiset tu-
lokset (ks. myds huomautukset 9.1 ja 9.2):

Nestekromatografia- kolonni 125 mm x 4 mm, C,g, hiukkaskoko

(4.2): 3 um, tai vastaava
Kolonnin ldmpétila: huoneenldmpdétila
Liikkuva faasi (3.22): 3,00 g etikkahappoa (3.18) + 900 ml

vettd (3.1) + 50,0 ml livosta (3.21),
jossa on 1,1,1-trikloori-2-metyyli-2-pro-
panolia (3.19) metanolissa (3.8)(1 g/
100 ml). Saddetdan pH arvoon 5,00 eta-
noliamiinilla (3.20). Taytetddn
1 000 ml:ksi vedelld (3.1).

Virtausnopeus: 1 ml/min
Kokonaisajoaika: noin 34 min
Detektioaallonpituus: eksitaatio: 280 nm, emissio: 356 nm

Injektiotilavuus: 20 pl
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Tulosten laskeminen

Lasketaan tryptofaanin méard (X) grammoina 100 grammassa ndytettd.

7A><B><V1 XexVyxM
T CxDxV; x 10000 x m

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

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

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

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

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

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

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

V3 = kalibrointiliuokseen (3.17) lisdtyn konsentroidun sisdisen stan-
dardiliuoksen (3.16) tilavuus ml (= 2,00 ml)

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

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

Toistettavuus

Kahden rinnakkaismédrityksen vélinen ero samasta ndytteestd ei saa
olla suurempi kuin 10 prosenttia suuremmasta tuloksesta.

Laboratorioiden vilisen vertailun tulokset

Jéarjestetyssd EU-vertailussa (4. vertailututkimus) 12 laboratoriota ana-
lysoi kolme néytettd hydrolyysimenetelman varmentamiseksi. Kustakin
néytteestd tehtiin viisi rinnakkaisméaritystd. Tulokset esitetddn seuraa-
vassa taulukossa.

Niyte 2
Nayte 1 X . Nayte 3
Sian rehu, johon
Sian rehu on lisdtty L- [ Sian rehutiiviste

tryptofaania

L 12 12 12
n 50 55 50
Keskiarvo [g/kg] 2,42 3,40 422
sy [g/kg] 0,05 0,05 0,08
r [g/kg] 0,14 0,14 0,22
CV, [%] 1,9 1,6 1,9

Sk [g/kg] 0,15 0,20 0,09
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Niyte 2
Niyte 1 Niyte 3
ate Sian rehu, johon ayte
Sian rehu on lisdtty L- [ Sian rehutiiviste
tryptofaania

R [g/kg] 0,42 0,56 0,25
CVy [%] 6,3 6,0 2,2
L = laboratorioiden lukuméari
n = keskiarvoon mukaan otettujen yksittdisten tulosten lukumdird, kun on

poistettu poikkeavat arvot (tunnistettu Cochranin ja Dixonin poikkeavien
arvojen testilld)

s, = toistettavuuden keskihajonta

Sg = uusittavuuden keskihajonta

r = toistettavuus

R = uusittavuus

CV, = toistettavuuden variaatiokerroin, %

CVy = uusittavuuden variaatiokerroin, %.

Toisessa EU-vertailussa (3. vertailututkimus) 13 laboratoriota analysoi
kaksi ndytettd vapaan tryptofaanin uuttomenetelmdn varmentamiseksi.
Kustakin néytteestd tehtiin viisi rinnakkaismédritystd. Tulokset esite-
tdéin seuraavassa taulukossa.

Niyte 5
Niyte 4 . N
Vehni-soijaseos (= niyte 4),
Vehné-soijaseos | johon on lisétty tryptofaania
(0,457 g/kg)
L 12 12
n 55 60
Keskiarvo [g/kg] 0,391 0,931
s, [g/kg] 0,005 0,012
r [g/kg] 0,014 0,034
CV; [%] 1,34 1,34
Sk [g/kg] 0,018 0,048
R [g/kg] 0,050 0,134
CVr [%] 4,71 5,11
L = laboratorioiden lukumaéra
n = keskiarvoon mukaan otettujen yksittdisten tulosten lukumaiérd, kun on

poistettu poikkeavat arvot (tunnistettu Cochranin ja Dixonin poikkeavien
arvojen testilld)

s, = toistettavuuden keskihajonta
Sg = uusittavuuden keskihajonta
r = toistettavuus
R = uusittavuus

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

Vield jarjestettiin EU-vertailututkimus, jossa seitsemdn laboratoriota
analysoi neljd niytettd, tarkoituksena tryptofaanin varmentaminen hyd-
rolyysissd. Tulokset esitetty seuraavassa taulukossa. Kustakin ndytteesta
tehtiin viisi rinnakkaismaéritysta.
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Niyte 2 .. Niéyte 4
Niyte 1 ayte Niyte 3 ayte
Vihidrasvainen . Rasvaton maito-
Sikarehuseos kalajauho Soijajauho jauhe
(CRM 117
) (CRM 118) (CRM 119) (CRM 120)
L 7 7 7 7
n 25 30 30 30
Keskiarvo [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 = laboratorioiden lukumaéra
n = keskiarvoon mukaan otettujen yksittdisten tulosten lukumiard, kun on poistettu poikkeavat
arvot (tunnistettu Cochranin ja Dixonin poikkeavien arvojen testilld)
s, = toistettavuuden keskihajonta
Sk = uusittavuuden keskihajonta
r = toistettavuus
R = uusittavuus
CV, = toistettavuuden variaatiokerroin, %

CVy = uusittavuuden variaatiokerroin, %.

Huomautukset

Seuraavilla erityisillda kromatografiaolosuhteilla voidaan erottaa parem-
min tryptofaani ja a-metyylitryptofaani.

Isokraattinen erotus, jonka jdlkeen kolonni puhdistetaan gradienteilla:

Nestekromatografiakolonni: 125 mm x 4 mm, C,g, hiukkaskoko
5 pm, tai vastaava

Kolonnin ldmpétila: 32°C

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

Gradientti: 0 min 100 % A 0% B

15 min 100 % A 0 % B

17 min 60 % A 40 % B

19 min 60 % A 40 % B

21 min 100 % A 0 % B

33 min 100 % A 0 % B
Virtausnopeus: 1,2 ml/min

Kokonaisajoaika: noin 33 min.

Kromatografia vaihtelee HPLC-laitetyypin ja kéytetyn kolonnin tdyte-
materiaalin mukaan. Valitun jérjestelmédn on pystyttivd erottamaan
tryptofaanin piikki ja sisdisen standardin piikki pohjaviivalle asti. Li-
siksi on tdrkedd, ettd hajoamistuotteet eroavat hyvin tryptofaanista ja
sisdisestd standardista. Hydrolysaatteja on ajettava my0s ilman siséistd
standardia, jotta voidaan tarkistaa epdpuhtauksien esiintyminen sisdisen



02009R0152 — FI — 04.04.2024 — 009.001 — 52

9.3

1.1

1.2

1.3

2.2

standardin kohdalla olevan pohjaviivan avulla. On tirkeéd, ettd ajoaika
on riittdvdn pitkd, jotta kaikki hajoamistuotteet eluoituvat; mydhddn
eluoituvat piikit saattavat muuten hdiritd mydhempid kromatografia-ajo-
ja.

Kromatografiajérjestelmédn vasteen on oltava lineaarinen toiminta-alu-
eella. Lineaarinen vaste on mitattava siséisen standardin vakiopitoisuu-
della (normaalilla pitoisuudella) ja erilaisilla tryptofaanipitoisuuksilla.
On tdrkedd, ettd sekd tryptofaanin ettd sisdisen standardin piikkien koot
ovat HPLC-fluoresenssijdrjestelmén lineaarisella alueella. Jos joko
tryptofaanin ja/tai sisdisen standardin piikki on liian pieni tai liian suuri
(piikit ovat liian pienet tai suuret), analyysi on toistettava kayttden
erilaista ndytemdardd ja/tai muuttaen lopputilavuutta.

Bariumhydroksidi

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

G. RAAKARASVAN JA RAAKAOLJYN MAARITYS
Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmélld maaritetddn rehuissa olevan raakarasvan ja -6ljyn maéra.

Jéljempédnd kuvattavan kahden menettelytavan kdyttd riippuu rehun
luonteesta ja koostumuksesta sekd madrityksen kéyttotarkoituksesta.

Raakarasvan ja raakadljyn madrittimiseen Oljysiemenistd ja Oljypitoi-
sista hedelmistd sekd rehusta, jonka raakarasva-/raakadljypitoisuus on
yli 15 prosenttia, tulisi uutto tehdd menettelytavan A mukaisesti ja
uudelleen uutto menettelytavan B mukaisesti (5.3).

Menettelytapa A — Suoraan uutettavissa oleva raakarasva ja -0ljy

Tétd menetelmdd voidaan kayttdd kasviperdisiin rehuaineisiin lukuun
ottamatta niitd, jotka kuuluvat menettelytavan B soveltamisalaan.

Menettelytapa B — Raakarasvan ja -6ljyn kokonaisméara

Menetelmdd voidaan soveltaa eldinperiisiin rehuaineisiin sekéd kaikkiin
rehuseoksiin. Sitd kdytetddn kaikkiin sellaisiin aineisiin, joista rasvaa ja
6ljya ei voida tdysin uuttaa ilman sitd edeltdvdd hydrolysointia (esim.
gluteeni, hiiva, perunaproteiinit ja tuotteet, joita on kisitelty muun
muassa ekstrudoimalla, kuumentamalla tai hiutaleiksi tekemaélld).

Tulosten tulkitseminen

Aina, kun menettelytapaa B kidyttden saadaan suurempi tulos kuin me-
nettelytapaa A kiyttden, menettelytavalla B saatua tulosta pidetddn
todellisena arvona.

Periaate
Menettelytapa A

Néyte uutetaan petrolieetterilld. Liuotin tislataan pois ja jadnnos kuiva-
taan ja punnitaan.

Menettelytapa B

Néayte kisitellddn kuumentamalla sitd kloorivetyhapon kanssa. Seos
jéahdytetddn ja suodatetaan. JaannOs pestddn ja kuivataan ja madritysta
jatketaan menettelytavan A mukaisesti.
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Reagenssit

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

Natriumsulfaatti, vedeton.

Kloorivetyhappo, ¢ = 3 mol/l.

Suodatuksen apuaine, esim. Kieselgur, Hyflo-supercel.

Viilineisto

Uuttolaitteisto. Jos kdytetddan Soxhlet-laitteistoa (jossa on sifoni), ref-
luksointinopeuden on oltava sellainen, ettd Soxhlet-véliosan tdyttymi-
nen livottimella ja tyhjeneminen siitd tapahtuvat noin 10 kertaa tunnis-
sa. Jos laitteistoon kuuluu suoramallinen viliosa, refluksointinopeuden
on oltava noin 10 ml minuutissa.

Uuttohylsyjé, joissa ei ole petrolieetteriin liukenevaa materiaalia ja
joiden huokoisuus tdyttdd 4.1 kohdassa esitetyt vaatimukset.

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

Menettely
Menettelytapa A (katso 8.1 kohta)

Néytettd punnitaan 5 g 1 mg:n tarkkuudella uuttohylsyyn (4.2) ja se
peitetdén rasvattomalla puuvillavanulla.

Hylsy asetetaan uuttolaitteeseen (4.1) ja sitd uutetaan kuusi tuntia pet-
rolieetterilld (3.1). Petrolieetteriuute otetaan talteen kuivaan, punnittuun
pulloon, joka sisdltdd kichumakivid (1).

Liuotin tislataan pois. Pullon ja sen sisdltimdn jadnnoksen annetaan
kuivua puolentoista tunnin ajan ldmpdkaapissa (4.3). Pullon jadnnoksi-
neen annetaan jddhtyéd eksikkaattorissa ja se punnitaan. Kuivausta jat-
ketaan edelleen 30 minuutin ajan sen varmistamiseksi, ettd rasvan ja
6ljyn paino pysyy vakiona (kahden perdkkédisen punnituksen vilinen
painoero saa olla enintddn 1 mg).

Menettelytapa B

Néytettd punnitaan 2,5 g 1 mg:n tarkkuudella (ks. 8.2 kohta) 400 ml:n
dekantterilasiin tai 300 ml:n erlenmeyerkolviin ja astiaan lisétddn
100 ml kloorivetyhappoa (3.3) ja kichumakivid. Dekantterilasi peitetddn
kellonlasilla tai erlenmeyerkolvi yhdistetddn palautusjadhdyttimeen.
Seos saatetaan varovasti kiechuvaksi kayttden pientd liekkid tai sdhko-
levyd ja seoksen annetaan kiehua hiljalleen tunnin ajan. Néytteen tart-
tumista astian seindmiin tulee valttaa.

Astian sisdllon annetaan jadhtyd ja lisdtddn suodatuksen apuainetta
(3.4) sen verran, ettei rasvaa ja Oljyd hdvid suodatuksessa. Suodatuk-
seen kdytetddn kostutettua, rasvatonta, kaksinkertaista suodatinpaperia.
Jaannos pestddn kylmailld vedelld, kunnes saadaan neutraali suodos.
Tarkastetaan, ettei suodos sisdlld Oljyd tai rasvaa. Jos sitd esiintyy,
ndyte on ennen hydrolysointia uutettava petrolieetterilld menettelytapaa
A kayttden.

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

(") Jos rasvalle tai Oljylle tehddén vield timédn jilkeen sen laatuun liittyvid médrityksid,

kiehumakivet korvataan lasihelmilla.
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Kuivan jaannoksen sisdltdvd kaksinkertainen suodatinpaperi pannaan
uuttohylsyyn (4.2) ja peitetddn rasvattomalla puuvillavanulla. Hylsy
pannaan uuttolaitteeseen (4.1) ja médritystd jatketaan 5.1 kohdan toi-
sessa ja kolmannessa kappaleessa esitetylld tavalla.

Menettelytapa A ja uudelleen uutto menettelytavan B mukaisesti

Raakarasvan ja raakadljyn maéérittdmiseen Oljysiemenistd ja Oljypitoi-
sista hedelmistd sekd rehusta, jonka raakarasva-/raakadljypitoisuus on
yli 15 prosenttia, tulisi uutto tehdd menettelytavan A mukaisesti ja
uudelleen uutto menettelytavan B mukaisesti.

Tama tarkoittaa, ettd petrolieetterilld uuttamisen (menettelytapa A) jal-
keen jaannos tai osa jadnnoksestd uutetaan uudelleen kloorivetyhapolla
(menettelytapa B). Raakarasvan ja -6ljyn pitoisuus on menettelytapojen
A ja B tuloksen summa.

Tuloksen ilmoittaminen

Jaannoksen paino ilmoitetaan prosentteina nédytteen painosta.

Toistettavuus

Samasta néytteestd saman henkilon tekemidn kahden rinnakkaismaé-
rityksen tulosten vélinen ero ei saa olla yli:

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

— 4,0 %:a suhteellisena arvona suuremmasta tuloksesta, kun raakaras-
va- ja -Oljypitoisuus on 5-10 %,

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

Huomautukset

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

Naytettd punnitaan 20 g 1 mg:n tarkkuudella ja siihen sekoitetaan vi-
hintddn 10 g vedetdntd natriumsulfaattia (3.2). Sitd uutetaan petrolieet-
terilld (3.1) 5.1 kohdassa esitetylld tavalla. Saadun uutteen tilavuus
tdydennetddn 500 ml:ksi petrolieetterilla (3.1) ja se sekoitetaan. Liuosta
otetaan 50 ml ja kaadetaan pieneen, kuivaan, punnittuun pulloon, joka
siséltdd kiehumakivid. Liuotin tislataan pois, jadnnos kuivataan ja maa-
ritystd jatketaan 5.1 kohdan viimeisessd kappaleessa kuvatulla tavalla.

Liuottimen annetaan haihtua hylsyssd olevasta uuttojidnnoksestd, jdan-
nds jauhetaan 1 mm raekokoon ja siirretdéin takaisin hylsyyn (lisdé-
mattd natriumsulfaattia) ja mairitystd jatketaan 5.1 kohdan toisessa ja
kolmannessa kappaleessa kuvatulla tavalla.

Rasvan ja 6ljyn pitoisuus prosentteina néytteestd lasketaan seuraavalla
kaavalla:

(10m1 +m2) x5

jossa:

B
Il

ensimmdisen uuton jilkeen saadun jddnndksen (médrdosa uut-
teesta) paino grammoina,

m, = toisen uuton jilkeen saadun jadnnoksen paino grammoina.
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Joidenkin (esimerkiksi pienid rasva- ja Oljymédrid siséltivien) tuottei-
den osalta ndytteiden madrdd voidaan nostaa.

Lemmikkieldinten ruokiin, joiden vesipitoisuus on suuri, voi olla tar-
vetta sekoittaa vedetdntd natriumsulfaattia ennen hydrolysointia ja uut-
toa, joka suoritetaan menettelytavassa B kuvatulla tavalla.

Edelld 5.2 kohdassa voi olla tehokkaampaa kayttdd kuumaa vettd kyl-
mién veden sijaan jadnnoksen pesemiseksi suodatuksen jalkeen.

Mainittua 1,5 tunnin kuivatusaikaa saatetaan joutua pidentdméin joi-
denkin rehujen osalta. Liiallista kuivaamista on kuitenkin véltettiva,
silld se voi johtaa alhaisempiin tuloksiin. Myds mikroaaltouunia voi-
daan kayttaa.

H. RAAKAKUIDUN MAARITYS
Tarkoitus ja soveltamisala

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

Menetelmdd ei voida soveltaa lignoselluloosan ja kasvihiilen tapauk-
sessa (aines liian hienojakoista).

Periaate

Nayte, josta tarvittaessa on poistettu rasva, kasitellaan perakkain tietyn
vikevyisilld kiehuvilla rikkihappo- ja kaliumhydroksidiliuoksilla. Jadn-
nds erotetaan suodattamalla ndyte lasisintterisuodattimella, se pestdin,
kuivataan, punnitaan ja poltetaan tuhkaksi 475-500 °C:ssa. Tuhkaa-
misesta aiheutuva painohdvid vastaa ndytteen raakakuitupitoisuutta.

Reagenssit

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

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

Asetoni.

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

Viilineisto

Lammityslaitteisto rikkihappoliuoksella tai kaliumhydroksidiliuoksella
tehtdvaan kuumauuttoon; ldmmityslaitteistoon kuuluu suodatinupok-
kaan (4.2) jalusta ja letku, jossa on ilmanpoisto- ja tyhjennysventtiili;
tarvittaessa laitteistoon saadaan paineilmaa. Ennen kutakin paivittdista
kayttoonottoa laitteisto esilammitetddn keittdmélla siind vettd viiden
minuutin ajan.

Lasinen suodatinupokas, jossa on huokoisuudeltaan 40-90 pm:n lasi-
sintterisuodatin. Ennen ensimmdistd kayttokertaa upokasta kuumenne-

taan 500 °C:ssa muutaman minuutin ajan ja jadhdytetdan (8.6).

Vetoisuudeltaan véhintddn 270 ml oleva sylinteri, jossa on kiechumisen
kestévd palautusjadhdytin.

Termostaattisddtéinen lampokaappi.
Termostaattisdatoinen muhveliuuni.

Uuttoyksikko, johon kuuluu suodatinupokkaan jalusta (4.2) ja poisto-
letku, jossa on ilmanpoisto- ja tyhjennysventtiili.
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4.7

Osia ldammityslaitteiston (4.1), upokkaan (4.2) ja sylinterin (4.3) kokoa-
miseen sekd kylmduuttoyksikon (4.6) ja upokkaan liittimiseen.

Menettely

Punnitaan 1 mg:n tarkkuudella 1 g esikdsiteltyd néytettd upokkaaseen
(4.2) (ks. huomautukset 9.1, 9.2 ja 9.3) ja lisdtddn 1 g suodatuksen
apuainetta (3.3).

Liitetddn suodatinupokas (4.2) lammityslaitteistoon (4.1), ja timén jal-
keen liitetdan sylinteri (4.3) upokkaaseen. Sylinteri-upokasyhdistelma
taytetddn 150 ml:lla kiechuvaa rikkihappoa (3.1) ja tarvittaessa lisdtdéan
muutama pisara kuohunestoainetta (3.2).

Neste saatetaan kiehuvaksi 5=+ 2 minuutissa ja annetaan kiehua voi-
makkaasti tarkalleen 30 minuuttia.

Avataan poistoletkun venttiili (4.1), ja suodatetaan rikkihappo tyhjiossa
suodatinupokkaan ldpi ja pestddn jadnnos kolme kertaa perdkkdin
30 ml:lla kichuvaa vettd huolehtien siitd, ettd jddnnds suodatetaan kui-
vaksi jokaisen pesukerran jalkeen.

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

Viimeisen pesun ja kuivauksen jélkeen upokas siséltineen irrotetaan ja
upokas yhdistetddn uudelleen kylméauuttoyksikkoon (4.6). Poistetaan
ilma ja pestdéin jadnnds upokkaassa kolme kertaa perdkkidin 25 ml:lla
asetonia (3.4) huolehtien siitd, ettd jadnnds kuivuu jokaisen pesukerran
jélkeen.

Annetaan upokkaan kuivua vakiopainoon lampokaapissa, jonka lampo-
tila on 130 °C. Jokaisen kuivauksen jélkeen jddhdytetddn eksikkaatto-
rissa ja punnitaan nopeasti. Upokas asetetaan muhveliuuniin, jossa
ndytteen annetaan palaa tuhkaksi vakiopainoon (kahden peridkkdisen
punnituksen vélinen painoero saa olla enintddn 2 mg) 475-500 °C:ssa
véihintddn 30 minuuttia.

Jokaisen kuumennuksen jdlkeen upokkaan annetaan jadhtya ensin uu-
nissa ja tdmén jélkeen eksikkaattorissa ennen punnitusta.

Nollakoe suoritetaan ilman néytettd. Tuhkaamisesta johtuva painohdvio
saa olla enintddn 4 mg.

Tulosten laskeminen

Raakakuitupitoisuus prosentteina niytteestd saadaan seuraavasti:

(I’n() 7m1) x 100
m

X =

jossa:

2
I

ndytteen paino grammoina,

m, = madrityksen aikana ndytteen polttamisesta aiheutuva painoha-
vid grammoina,

m; = nollakokeessa polttamisesta aiheutuva painohdvidé grammoina.
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Toistettavuus

Kahden samasta néytteestd suoritetun médrityksen tulosten vilinen ero
ei saa olla yli:

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

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

Uusittavuus

Samasta ndytteestd eri laboratorioissa tehdyn kahden maéarityksen véli-
nen ero ei saa olla suurempi kuin

— 1,0 %:a absoluuttisena arvona, kun raakakuitupitoisuus on alle
10 %,

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

Huomautukset

Rehuista, jotka sisdltdvit yli 10 prosenttia raakarasvaa, on rasva ennen
madritystd poistettava petrolieetterilld (3.5). Liitetddn suodatinupokas
(4.2) sisaltdineen kylmauuttoyksikkdon (4.6), poistetaan ilma ja pestddan
jaannos kolme kertaa 30 ml:lla petrolieetterid; varmistetaan, ettd jadn-
nés on kuiva. Yhdistetddn upokas sisdltdineen lammityslaitteistoon
(4.1) ja jatketaan 5 kohdassa esitetylld tavalla.

Rehuista, jotka sisdltdvit 6ljyjd ja rasvoja, joita ei voida uuttaa suoraan
petrolieetterilld (3.5), rasva on poistettava 8.1 kohdassa esitetylld ta-
valla ja tdmén jélkeen rasva on poistettava vield uudelleen hapolla
kiehuttamisen jélkeen. Hapolla kichuttamisen ja sitd seuraavien pesujen
jéilkeen upokas sisdltdineen yhdistetddn kylméuuttoyksikkoon (4.6) ja
jaannostd pestddn kolme kertaa 30 ml:lla asetonia ja tdmén jilkeen
kolme kertaa 30 ml:lla petrolieetterid. Suodatetaan tyhjiossd kunnes
jaannos on kuiva ja jatketaan médritystd kaliumhydroksidikasittelylld
5 kohdassa esitetylld tavalla.

Jos nidyte siséltdd yli S prosenttia karbonaatteja kalsiumkarbonaattina
ilmaistuna, upokas (4.2) yhdistetdén punnittuine ndytteineen lammitys-
laitteistoon (4.1). Nayte pestddn kolme kertaa 30 ml:lla kloorivetyhap-
poa (3.6). Jokaisen lisddmiskerran jélkeen odotetaan noin yksi minuutti
ennen suodatuksen aloittamista. Néyte pestddan kerran 30 ml:lla vetté ja
tdmén jilkeen jatketaan 5 kohdassa esitetylld tavalla.

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

Jos kiehuttamisen jdlkeen happamien ja emiksisten liuosten suodatus
osoittautuu vaikeaksi, kéytetddn ldmmityslaitteiston tyhjennysletkun
kautta annettavaa paineilmaa, minka jalkeen jatketaan suodatusta.

Tuhkausldmpdatila ei saa olla yli 500:aa °C lasisten suodatinupokkaiden
kayttoidn pidentdmiseksi. Kuumennus- ja jadhdytysjaksojen aikana on
viéltettdva suuria lampotilanvaihteluita.
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I. SOKERIN MAARITYS
Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmailld voidaan médrittdd pelkistdvien sokerien ja kokonaissoke-
rien midrd invertoinnin jdlkeen glukoosina, tai tarvittaessa sakkaroosina
kédyttden muunnoskerrointa 0,95. Menetelmd soveltuu rehuseoksiin.
Muita rehuja varten on sdddetty erityismenetelmistd. Laktoosi on tar-
vittaessa mitattava erikseen ja otettava huomioon tuloksia laskettaessa.

Menetelmad kaytetdan sokeripitoisuuden madrittdmiseen rehun energia-
sisdllon laskemista varten.

Jos sokeripitoisuus médritetddn muuta tarkoitusta varten, voidaan kéyt-
tdd muita médritysmenetelmid.
Periaate

Sokerit uutetaan laimeaan etanoliin ja liuos kirkastetaan Carrez-liuok-
silla T ja II. Etanolin poiston jidlkeen méidritykset suoritetaan ennen
invertointia ja sen jdlkeen saadut Luff-Schoorl-menetelmalla.

Reagenssit

Etanoli 40 % (v/v), tiheys: 0,948 g/ml 20 °C:ssa, neutraalia fenolftaleii-
nilla mééritettyna.

Carrez-liuos I: liuotetaan veteen 21,9 g sinkkiasetaattia Zn(CH3COO),
2H,0 ja 3 g jadetikkaa. Tédytetddan 100 ml:ksi vedelld.

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

Metyylioranssiliuos 0,1 % (w/v).

Kloorivetyhappo 4 mol/l.

Kloorivetyhappo 0,1 mol/l.

Natriumhydroksidiliuos 0,1 mol/l.

Luff-Schoorl-reagenssi:

Kaadetaan sitruunahappoliuos (3.8.2) natriumkarbonaattiliuokseen
(3.8.3) varovasti sekoittaen. Tdmén jélkeen lisdtdadn kuparisulfaattiliuos
(3.8.1) ja tdytetddn 1 litraksi vedelld. Annetaan seistd yon yli ja suo-
datetaan.

Naiin saadun reagenssin (Cu 0,05 mol/l; Na, CO5 1 mol/l) konsentraatio
tarkistetaan; ks. 5.4 kohdan viimeinen kappale. Liuoksen pH:n on ol-
tava noin 9.4.

Kuparisulfaattiliuos: liuotetaan 25 g raudatonta kuparisulfaattia, CuSOy,
5H,0, 100 ml:aan vettd.

Sitruunahappoliuos: livotetaan 50 g sitruunahappoa, CgHgO,°H,O,
50 ml:aan vettd.

Natriumkarbonaattiliuos: livotetaan 143,8 g vedetontd natriumkarbon-
aattia noin 300 ml:aan ldmmintd vettd. Annetaan jddhtya.

Natriumtiosulfaattiliuvos 0,1 mol/l.

Térkkelysliuos: 5 g liukoista tirkkelysta lisatdan 30 ml:aan vettd, seos
lisatddn 1 litraan kiehuvaa vettd. Keitetddn kolme minuuttia, annetaan
jéahtyd ja tarvittaessa lisdtddn 10 mg elohopeajodidia siilyteaineeksi.
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5.4

Rikkihappo, 3 mol/l.

Kaliumjodidiliuos, 30 % (w/v).

Kiehumakivid, jotka keitetddn kloorivetyhapossa, pestddn vedelld ja
kuivataan.

3-metyylibutan-1-oli.

Viilineisto

Sekoitin: noin 35-40 kierr./min.

Menettely
Ndytteen uutto

Punnitaan 1 mg:n tarkkuudella 2,5 g ndytettd 250 ml:n mittapulloon.
Lisdtdan 200 ml etanolia (3.1) ja sekoitetaan sekoittajassa yhden tunnin
ajan. Lisdtddn 5 ml Carrez-livosta I (3.2) ja sekoitetaan noin 30 sekun-
nin ajan. Lisdtddn 5 ml Carrez-livosta II (3.3) ja sekoitetaan uudelleen
yhden minuutin ajan. Tédytetddn pullo etanolilla (3.1), homogenoidaan
ja suodatetaan. Otetaan 200 ml suodosta ja haihdutetaan se noin puo-
leen tilavuuteen, jotta saadaan poistetuksi suurin osa etanolista. Haih-
dutusjadnnos siirretddn kvantitatiivisesti 200 ml:n mittapulloon kéyttden
lammintd vettd, jadhdytetdédn, tdytetddn vedellda merkkiin asti, homoge-
noidaan ja suodatetaan tarvittaessa. Tétd liuosta kdytetddn pelkistivien
sokerien madrittamiseksi ja invertointireaktion jidlkeen kokonaissoke-
rien madrittamiseksi.

Pelkistivien sokerien mddritys

Pipetoidaan enintddn 25 ml liuosta, joka sisdltdd alle 60 mg glukoosina
ilmoitettuja pelkistavid sokereita. Tarvittaessa tilavuus sdddetdaan 25 ml:
ksi tislatulla vedelld, ja pelkistdvien sokerien pitoisuus madéritetdan
Luff-Schoorl-menetelmélla. Tulos ilmoitetaan glukoosiprosenttina.

Kokonaissokerien mddritys invertointireaktion jdlkeen

Pipetoidaan 50 ml livosta 100 ml:n mittapulloon. Lisdtddan muutama pi-
sara metyylioranssiliuosta (3.4) ja tdman jalkeen lisdtddan varovasti ja
jatkuvasti sekoittaen kloorivetyhappoa (3.5), kunnes neste muuttuu sel-
viésti punaiseksi. Lisdtddn 15 ml kloorivetyhappoa (3.6), pullo upotetaan
voimakkaasti kiehuvaan vesihauteeseen ja pidetddn siind 30 minuutin
ajan. Jadhdytetddn nopeasti noin 20 °C:seen ja lisdtdan 15 ml natrium-
hydroksidiliuosta (3.7). Tilavuus séddetdasan 100 ml:ksi vedelld ja homo-
genoidaan. Otetaan enintddn 25 ml:n erd, joka sisiltdd alle 60 mg glu-
koosina ilmoitettuja pelkistdvid sokereita. Tarvittaessa tilavuus sdd-
detddn 25 ml:ksi tislatulla vedelld, ja pelkistdvien sokerien pitoisuus
madritetddn Luff-Schoorl-menetelmélld. Tulos ilmoitetaan glukoosipro-
senttina tai tarvittaessa sakkaroosina kertomalla kertoimella 0,95.

Titraus Luff-Schoorl-menetelmdlld

Pipetoidaan 25 ml Luff-Schoorl-reagenssia (3.8) 300 ml:n erlenmey-
erkolviin, lisdtddn tarkalleen 25 ml kirkastettua sokeriliuosta. Lisdtddn
kaksi kiehumakived (3.13), ldmmitetddn keskikokoisen liekin yldpuo-
lella kédsin sekoittaen ja kuumennetaan neste kichumapisteeseen noin
kahdessa minuutissa. Erlenmeyerkolvi asetetaan vilittomésti asbestiver-
kolle, jossa on noin 6 cm:n ldpimittainen reikd ja verkon alla on etu-
kiteen sytytetty liekki. Sédadetddn liekki sellaiseksi, ettd erlenmey-
erkolvi kuumenee ainoastaan pohjastaan. Tamén jilkeen erlenmey-
erkolviin kiinnitetddn pystyjdahdytin. Keitetddn tarkalleen 10 minuutin
ajan. Jadhdytetddn vilittomasti kylméssd vedesséd ja noin viiden minuu-
tin kuluttua titrataan seuraavasti:
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Lisétddn 10 ml kaliumjodidilivosta (3.12) ja vélittomésti tdimén jilkeen
(varoen, koska liuos voi vaahdota runsaasti) lisitdan 25 ml rikkihappoa
(3.11). Titrataan natriumtiosulfaattiliuoksella (3.9) kunnes véri muuttuu
samean keltaiseksi, lisatddn tirkkelysindikaattori (3.10) ja titraus suo-
ritetaan loppuun.

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

Tulosten laskeminen

Oheisen taulukon avulla méadritetdan milligrammoissa se glukoosimaa-
rd, joka vastaa ndiden kahden titrauksen erotusta ilmaistuna millilit-
roina natriumtiosulfaattia, 0,1 mol/l. Tulos ilmoitetaan prosentteina
ndytteestd.

Menettely erityistapauksissa

Runsaasti melasseja sisdltdvistd rehuista ja rehuista, jotka eivit ole
homogeenisia, punnitaan 20 g ndyte 1 litran mittapulloon ja lisétdén
500 ml vettd. Sekoitetaan 1 tunti sekoittajassa. Selkeytetddn kayttden
Carrez-liuos I- (3.2) ja Carrez-liuos II (3.3) -reagensseja 5.1 kohdassa
kuvatulla tavalla kuitenkin télld kertaa kdyttden nelinkertaiset méarat
kutakin reagenssia. Téytetddn merkkiin asti 80-prosenttisella (v/v) eta-
nolilla.

Homogenoidaan ja suodatetaan. Poistetaan etanoli 5.1 kohdan mukai-
sesti. Jos yhtddn dekstrinoitua tarkkelystd ei esiinny, tdytetdéin merkkiin
asti tislatulla vedelld.

Melassista ja runsaasti sokeria sisdltdvistd ja tirkkelyskOyhistd rehu-
aineista (kuten johanneksenleipapuun hedelmait, kuivatut sokerijuurikas-
leikkeet) punnitaan 5 gramman ndyte 250 ml:n mittapulloon, lisdtddn
200 ml tislattua vettd ja sekoitetaan ravistelijassa yhden tunnin ajan tai
tarvittaessa kauemmin. Kirkastetaan kéyttden Carrez-liuos I- (3.2) ja
Carrez-liuos II (3.3) -reagensseja 5.1 kohdassa kuvatulla tavalla. Mit-
tapullo tiytetddn vedelld merkkiin, liuvos homogenoidaan ja suodate-
taan. Kokonaissokerien médrdn toteamiseksi suoritusta jatketaan 5.3
kohdan mukaisesti.

Huomautukset

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

Invertoinnin jilkeen saadun glukoosina ilmoitetun kokonaissokeripitoi-
suuden ja glukoosina ilmoitetun pelkistdvien sokerien pitoisuuden vi-
lisestd erosta 0,95:1la kerrottuna saadaan sakkaroosin prosentuaalinen
pitoisuus.

Pelkistdvien sokerien, paitsi laktoosin, pitoisuuden méadrittdmiseksi voi-
daan kdyttdd kahta menetelmaa:

Likimadrdisen arvion laskemiseksi laktoosipitoisuus, joka on saatu eri
analyysimenetelmalld, kerrotaan 0,675:114 ja saatu tulos vdhennetddn
pelkistdvien sokerien pitoisuudesta.

Pelkistdvien sokerien, paitsi laktoosin, méardn tarkkaa laskemista var-
ten on tehtdvd kaksi lopullista mééritystd samasta ndytteestd. Toinen
méadrityksistd suoritetaan liuokselle, joka saadaan osasta 5.1 kohdan
mukaisesti saatua liuosta, ja toinen madrityksistd suoritetaan osasta
livosta, joka saadaan laktoosimédrityksen yhteydessd tdhdn tarkoituk-
seen kehitetyn menetelmédn mukaisesti (sen jalkeen kun muut sokerit on
fermentoitu ja livos kirkastettu).
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Molemmissa tapauksissa sokerin médrd maéritetddn Luff-Schoorl-me-
netelmélld ja lasketaan milligrammoina glukoosia. Arvot vdhennetddn
toisistaan ja erotus ilmoitetaan prosentteina ndytteesti.

Esimerkki

Kaksi tilavuutta vastaa 250 mg:n ndytteestd tehtyjd maarityksia.
Ensimmaisessd tapauksessa on kulunut 17 ml natriumtiosulfaattiliuosta,
0,1 mol/l, joka vastaa 44,2 mg:aa glukoosia; toisessa tapauksessa 11 ml,
joka vastaa 27,6 mg:aa glukoosia.

Erotus on 16,6 mg glukoosia.

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

4% 16,6

= 6,64
10 ,64%

Taulukko 25 ml:lle Luff-Schoorl-reagenssia

Na, S, O3, 0,1 mol/l, millilitroina, kahden minuutin kuumennus,
kymmenen minuutin Keitto

Na, S, Os Gluk"szgtifsr(‘:]l(‘;‘r’i‘;“’ n- Laktoosi Na, S, Os
0,1 mol/l C. Hoy Oy Ci, Hyy Oy 0,1 mol/l
ml mg erotus mg erotus 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 3,9 15
16 41,3 2,9 59,9 3,9 16
17 44,2 2,9 63,8 3,9 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. LAKTOOSIN MAARITYS
Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmalld voidaan maidrittdd laktoosin pitoisuus rehuissa, jotka si-
séltavat yli 0,5 prosenttia laktoosia.

Periaate

Sokerit liuotetaan veteen. Liuokselle suoritetaan fermentointi kdyttden
Saccharomyces cerevisiae -hiivaa, joka ei kuluta laktoosia. Selkeytta-
misen ja suodatuksen jdlkeen maédritetddn suodoksen laktoosipitoisuus
Luff-Schoorl-menetelmalla.
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Reagenssit

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

Carrez-liuos I: liuotetaan veteen 21,9 g sinkkiasetaattia Zn(CH3COO),
2H,0 ja 3 g jadetikkaa. Taytetddn 100 ml:ksi vedelld.

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

Luff-Schoorl-reagenssi:

Kaadetaan sitruunahappoliuos (3.4.2) natriumkarbonaattiliuokseen
(3.4.3) sekoittaen varovasti lisdyksen aikana. Tdmén jilkeen lisdtddn
kuparisulfaattilivos (3.4.1) ja tdytetddn 1 litraksi vedelld. Annetaan
seistd yon yli ja suodatetaan. Nidin saadun reagenssin (Cu 0,05 mol/l;
Na, CO3 1 mol/l) konsentraatio tarkistetaan. Liuoksen pH:n on oltava
noin 9,4.

Kuparisulfaattilivos: livotetaan 25 g raudatonta kuparisulfaattia, CuSOy,
5H,0, 100 ml:aan vetta.

Sitruunahappoliuos: livotetaan 50 g sitruunahappoa, CgHgO,°H,O,
50 ml:aan vettd.

Natriumkarbonaattiliuos: livotetaan 143,8 g vedetontd natriumkarbon-
aattia noin 300 ml:aan ldmmintd vettid. Annetaan jadhtya.

Kiehumakivid, jotka keitetddn kloorivetyhapossa, pestddn vedelld ja
kuivataan.

Kaliumjodidiliuos, 30 % (w/v).

Rikkihappo, 3 mol/l.

Natriumtiosulfaattiliuos, 0,1 mol/l.

Tarkkelysliuos: 5 g liukoista tirkkelystd lisdtdan 30 ml:aan vettd, seos
lisatddn 1 litraan kiehuvaa vetti. Keitetddn kolme minuuttia, annetaan
jadhtyd ja tarvittaessa lisdtddn 10 mg elohopeajodidia siilyteaineeksi.

Viilineisto

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

Menettely

Punnitaan 1 mg:n tarkkuudella 1 g néytettd 100 ml:n mittapulloon. Li-
satddn 25-30 ml vettd. Pullo asetetaan kiehuvaan vesihauteeseen 30
minuutin ajaksi ja tdmén jilkeen se jadhdytetddn noin 35 °C:seen. Li-
sdtddn 5 ml hiivasuspensiota (3.1) ja homogenoidaan. Annetaan pullon
seistd kaksi tuntia vesihauteessa 38—40 °C:n lampdétilassa. Jadhdytetddn
noin 20 °C:seen.

Lisdtdan 2,5 ml Carrez-liuosta 1 (3.2) ja sekoitetaan 30 sekuntia, timén
jélkeen lisdtddn 2,5 ml Carrez-livosta II (3.3) ja sekoitetaan uudelleen
30 sekuntia. Taytetddn 100 ml:ksi vedelld, sekoitetaan ja suodatetaan.
Suodosta pipetoidaan 300 ml:n erlenmeyerkolviin sellainen méaara (kor-
keintaan 25 ml), joka sisdltdd 40—80 mg laktoosia. Tarvittaessa tayte-
tddn vedelld 25 ml:ksi.
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Nollakoe suoritetaan samalla tavoin kédyttden 5 ml hiivasuspensiota
(3.1). Laktoosimadrd madritetddn Luff-Schoorlin mukaan seuraavasti.
Lisdtddn tarkalleen 25 ml Luff-Schoorl-reagenssia (3.4) ja kaksi kiehu-
makived (3.5). Lammitetdadn keskikokoisen liekin yldpuolella késin ra-
vistellen ja kuumennetaan neste kiechumispisteeseen noin kahdessa mi-
nuutissa. Erlenmeyerkolvi asetetaan vilittomasti asbestiverkolle, jossa
on noin 6 cm:n ldpimittainen reikd ja verkon alla on etukdteen sytytetty
liekki. Séadetddn liekki sellaiseksi, ettd erlenmeyerkolvi kuumenee ai-
noastaan pohjastaan. Tdmén jilkeen erlenmeyerkolviin kiinnitetdan
pystyjddhdytin. Keitetddn tarkalleen 10 minuutin ajan. Jadhdytetddn
valittomasti kylméssd vedessé ja noin viiden minuutin kuluttua titrataan
seuraavasti:

Lisdtddn 10 ml kaliumjodidilivosta (3.6) ja valittomaésti tdmén jélkeen
(varovasti, koska liuos voi vaahdota voimakkaasti) lisdtdan 25 ml rik-
kihappoa (3.7). Titrataan natriumtiosulfaattiliuoksella (3.8) kunnes viri
muuttuu samean keltaiseksi, lisdtdan tirkkelysindikaattori (3.9) ja tit-
raus suoritetaan loppuun.

Sama titraus suoritetaan liuoksesta, johon pipetoidaan tarkalleen mitat-
tuna 25 ml Luff-Schoorl-reagenssia (3.4) ja 25 ml vettd, sen jilkeen
kun 10 ml kaliumjodidilivosta (3.6) ja 25 ml rikkihappoa (3.7) on li-
sitty ilman keittdmista.

Tulosten laskeminen

Oheisen taulukon avulla madritetddn milligrammoina se laktoosiméaéra,
joka vastaa ndiden kahden titraustuloksen erotusta ilmaistuna natrium-
tiosulfaattia, 0,1 mol/l, millilitroissa.

Tulos ilmoitetaan vedettomén laktoosin prosentteina néytteesti.

Huomautus

1. Yli 40 prosenttia fermentoituvaa sokeria sisdltdville tuotteille kay-
tetddn yli 5 ml hiivasuspensiota (3.1).

2. Tuotteissa, joissa laktoosin méardd on vahennetty (esim. kissanmai-
to), laktoosi on muunnettu fruktoosiksi, joka ei fermentoidu tiysin
kahdessa tunnissa, miké johtaa korkeampiin tai virheellisesti positii-
visiin tuloksiin (koska uutteessa on jdljelld fruktoosin jaamia).

Taulukko 25 ml:lle Luff-Schoorl-reagenssia

Na, S, O3, 0,1 mol/l, millilitroina, kahden minuutin kuumennus,
kymmenen minuutin Kkeitto

Na, S, Os Gluk"szgtifsr(‘:]l:;‘r’i‘;“’ n- Laktoosi Na, S, Os
0,1 mol/l C. Hoy O Ci; Hyy Oy 0,1 mol/l
ml mg erotus mg erotus 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
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Na, S, O Gluko\(:z;tifsrs]l((:;i(zsh m- Laktoosi Na, S, O
0,1 mol/l Ce Hyy Og Ci> Hy Oy 0,1 mol/l
ml mg erotus mg erotus ml
15 38,5 2,8 56,0 3,9 15
16 41,3 2,9 59,9 3.9 16
17 44,2 2,9 63,8 3.9 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. TARKKELYKSEN MAARITYS
POLARIMETRINEN MENETELMA
Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmalld voidaan maarittad tirkkelyksen ja tarkkelyksen suurimo-
lekyylisten pilkkoutumistuotteiden pitoisuus rehuissa tarkoituksena to-
deta, onko niiden ilmoitettu energiaméard liitteen VII mukainen ja
ovatko ne asetuksen (EY) N:o 767/2009 sadnnosten mukaisia.

Menetelmad kdytetdan tarkkelyspitoisuuden méérittdmiseen rehun ener-
giasisdllon laskemista varten.

Jos tdrkkelyspitoisuus maééritetddn muuta tarkoitusta varten, voidaan
kéyttdd muita médritysmenetelmid.

Periaate

Menetelmd perustuu kahteen médritykseen. Ensimmdisessd madrityk-
sessd ndyte kasitellddn laimealla kloorivetyhapolla. Kun liuos on saatu
kirkkaaksi ja suodatettu, liuoksen optinen kiertokyky mitataan polari-
metrisesti.

Toisessa méadrityksessd ndyte uutetaan 40-prosenttisella etanolilla. Kun
suodos on tehty happamaksi kloorivetyhapolla ja se on saatu kirkkaaksi
ja suodatettu, optinen kiertokyky mitataan kuten ensimmaéisessd maa-
rityksessd.

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

Reagenssit

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

Kloorivetyhappoliuos 1,13 % (w/v)

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

Carrez-liuos I: liuotetaan veteen 21,9 g sinkkiasetaattia Zn(CH3COO),
2H,0 ja 3 g jasdetikkaa. Taytetddn 100 ml:ksi vedelld.
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Carrez-liuos II: Liuotetaan veteen 10,6 g kaliumferrosyanidia K,Fe
(CN)g 3H,0. Téytetadn 100 ml:ksi vedelld.

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

Viilineisto

250 ml:n vakiohioksellinen erlenmeyerkolvi, jossa on palautusjadhdy-
tin.

Polarimetri tai sakkarimetri.

Menettely
Ndpytteen valmistaminen

Néyte jauhetaan niin hienoksi, ettd se ldpdisee kokonaan 0,5 mm:n
pyoreéreikdisen seulan.

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

Punnitaan 2,5 g hienoksi jauhettua ndytettd 1 mg:n tarkkuudella 100 ml:
n mittapulloon. Lisétadn 25 ml kloorivetyhappoa (3.2), ravistellaan
kunnes ndyte on jakaantunut tasaisesti, sen jdlkeen lisdtdan vield
25 ml kloorivetyhappoa (3.2). Pullo pannaan kiechuvaan vesihauteeseen
ja sitd ravistellaan voimakkaasti ja yhtdjaksoisesti ensimmdisten kol-
men minuutin ajan kokkaroitumisen estdmiseksi. Vesihauteen vesimia-
rdn on oltava riittdvdn suuri, jotta haude pysyy kiehuvana kun pullo
upotetaan siihen. Pulloa ravisteltaessa sitd ei saa ottaa pois hauteesta.
Tarkalleen 15 minuutin kuluttua pullo otetaan hauteesta, lisdtddn 30 ml
kylméa vettd ja jadhdytetddn valittomasti 20 °C:een.

Lisatdan 5 ml Carrez-livosta 1 (3.3) ja ravistellaan noin 30 sekunnin
ajan. Lisatddn 5 ml Carrez-livosta II (3.4) ja ravistellaan uudestaan 30
sekunnin ajan. Tdytetddn merkkiin asti vedelld, sekoitetaan ja suodate-
taan. Jos suodos ei ole tdysin kirkas (mikéd tapahtuu harvoin), maaritys
uusitaan kayttden suurempaa maarad Carrez-liuoksia I ja II (esimerkiksi
10 ml).

Liuoksen optinen kiertokyky mitataan 200 mm:n putkessa polarimet-
rilld tai sakkarimetrilld.

’

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

Punnitaan 5 g ndytettd 1 mg:n tarkkuudella 100 ml:n mittapulloon ja
lisatddn noin 80 ml etanolia (3.5) (ks. huomautus 7.2). Mittapullon
annetaan seistd yhden tunnin ajan huoneenldmmossd; ténd aikana sitd
ravistellaan voimakkaasti kuusi kertaa siten, ettd ndyte sekoittuu perus-
teellisesti etanoliin. Tédytetddn merkkiin asti etanolilla (3.5), sekoitetaan
ja suodatetaan.

Pipetoidaan 50 ml suodosta (vastaa 2,5:td grammaa niytettd) 250 ml:n
erlenmeyerkolviin, lisdtddn 2,1 ml kloorivetyhappoa (3.1) ja ravistellaan
voimakkaasti. Erlenmeyerkolviin kiinnitetddn palautusjadhdytin ja kolvi
pannaan kiehuvaan vesihauteeseen. Tarkalleen 15 minuutin kuluttua
erlenmeyerkolvi otetaan hauteesta ja liuos siirretdan 100 ml:n mittapul-
loon huuhtomalla pienelld maéralld kylméa vettd ja jadhdytetddn 20 °C:
een.
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Témain jalkeen ndyteliuos tehdéddn kirkkaaksi Carrez-liuoksilla I (3.3) ja
II (3.4), tdytetadan merkkiin vedelld, sekoitetaan, suodatetaan ja mitataan
optinen kiertokyky 5.2 kohdan toisessa ja kolmannessa alakohdassa
esitetylld tavalla.

Tulosten laskeminen

Térkkelyspitoisuus (%) lasketaan seuraavalla tavalla:

Polarimetriset mittaukset

2000 x (P —P’
Térkkelyspitoisuus (%) = 2000 < (P—P")

[ofy”
P = optinen kokonaiskiertokyky asteina
P’ = 40-prosenttiseen etanoliin (V/V) liukoisten yhdisteiden optinen

kiertokyky asteina

[()L]ZDOc = puhtaan térkkelyksen ominaiskiertokyky. Télle on sovittu seu-
raavat numeeriset arvot:

+ 185,9°: riisitarkkelys

+ 185,7°:  perunatdrkkelys
+ 184,6°: maissitarkkelys
+ 182,7°:  vehnitérkkelys
+ 181,5°:  ohratdrkkelys
+ 181,3°:  kauratdrkkelys

+ 184,0°:  muut tarkkelyslajit sekéd tarkkelysseokset rehuse-
oksissa.

Sakkarimetriset mittaukset

Tarkkelyspitoisuus (%) =

2000 (2N x0,665) x (S—S') 266N x (S—§)

20° 20°
o3 100 o3

S = optinen kokonaiskiertokyky sakkarimetrin asteina

S’ = 40-prosenttiseen (v/v) etanoliin liukoisten yhdisteiden optinen

kiertokyky asteina

N = sellainen sakkaroosin mdérd grammoina, jonka optinen kierto-
kyky on 100 sakkarimetrin astetta 100 ml:ssa vettd ja 200 mm:
n putkessa mitattuna

16,29 g ranskalaisella sakkarimetrilla
26,00 g saksalaisella sakkarimetrilld
20,00 g muilla sakkarimetreilla.

[(Jt]zDOo = puhtaan tirkkelyksen ominaiskiertokyky (ks. 6.1).
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Toistettavuus

Samasta niytteesta tehdyn kahden rinnakkaisméirityksen tulosten véli-
nen ero saa olla enintddn 0,4 absoluuttisena arvona, jos tarkkelyspitoi-
suus on alle 40 prosenttia, ja 1 prosentti suhteessa tarkkelyspitoisuu-
teen, jos tdrkkelyspitoisuus on viahintddn 40 prosenttia.

Huomautukset

Jos niyte sisdltdd yli 6 prosenttia karbonaatteja, kalsiumkarbonaattina
laskettuna, on ne ennen optisen kokonaiskiertokyvyn mdédritystd haj-
otettava juuri tarkalleen sopivalla mdérédlld laimeaa rikkihappoa.

Paljon laktoosia siséltdvien tuotteiden, kuten herajauheen tai rasvatto-
man maitojauheen, méiritystd jatketaan 80 ml:n etanolilisiyksen (3.5)
jalkeen seuraavasti. Palautusjadhdytin kiinnitetdan pulloon ja pullo pan-
naan 50 °C:n vesihauteeseen 30 minuutin ajaksi. Annetaan jddhtyd ja
jatketaan maédritystd 5.3 kohdassa esitetylld tavalla.

Seuraavien rehuissa merkittdvind médérind esiintyvien rehuaineiden tie-
detéédn hdiritsevin tiarkkelyspitoisuuden médritystd polarimetriselld me-
netelmélld ja nidin ollen voidaan saada véérid tuloksia:

— (sokeri)juurikastuotteet, kuten (sokeri)juurikasleike, (sokeri)juu-
rikasmelassi, melassoitu (sokeri)juurikasleike, (sokeri)juurikasrank-
ki, (juurikas)sokeri;

— sitrushedelmémassa;

— pellavansiemenet, pellavansiemenkakku, pellavansiemenrouhe;

— rypsinsiemenet, rypsikakku, rypsirouhe, rypsinsiementen kuoret;

— auringonkukansiemenet, auringonkukkarouhe, auringonkukkarouhe
osaksi kuorituista siemenisti;

— kookoskakku, kookosrouhe;

— perunapulppa;

— kuivahiiva;

— runsaasti inuliinia sisdltdvét tuotteet (esim. maa-artisokkaleike ja
-jauho);

— rasvan sulatuksessa muodostuva valkuaisjdanne;

— soijatuotteet.

Niiden osalta voidaan soveltaa komission asetuksen (EY) N:o 121/2008 (1)
mukaista mééritysmenetelmédd. Kyseistd menetelmdd voi kéyttdd myds re-
huun, jonka tirkkelyspitoisuus on alle 1 prosentti.

(") Komission asetus (EY) N:o 121/2008, annettu 11 pdivdnd helmikuuta 2008, eldinten

ruokintaan kaytettdvien valmisteiden (CN-koodi 2309) tirkkelyspitoisuuden méaéritysme-
netelméstd (EUVL L 37, 12.2.2008, s. 3).
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L. RAAKATUHKAN MAARITYS
Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmilld voidaan méarittdd rehujen raakatuhkapitoisuus.

Periaate

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

Reagenssit

Ammoniumnitraattilivos, 20 % (wW/v).

Vilineisto

Sahkolevy.
Sahkokéyttdinen muhveliuuni, jossa on termostaatti.

Hehkutusupokkaita, jotka on valmistettu kvartsista, posliinista tai pla-
tinasta, joko suorakulmaisia (noin 60 x 40 x 25 mm) tai pyoreitd (l4-
pimitta 60—75 mm, korkeus 20—40 mm).

Menettely

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

Upokas asetetaan kalibroituun muhveliuuniin, joka on sdddetty 550 °C:
seen. Upokasta pidetddn tdssd lampotilassa, kunnes saadaan valkea,
vaaleanharmaa tai punertava tuhka, jossa ei ndytd endd olevan orgaa-
nista ainesta. Upokas asetetaan eksikkaattoriin, sen annetaan jadhtyé ja
se punnitaan valittomasti.

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

Tulosten laskeminen

Jadnnoksen paino lasketaan vdhentdmélld taarapaino.
Tulos ilmoitetaan prosentteina ndytteesta.

Huomautukset

Niille ndytteille, joita on vaikea polttaa tuhkaksi, on alustava tuhkaksi
polttaminen tehtdvéd ainakin kolmen tunnin ajan, jonka jilkeen niyte
jédhdytetddn ja sithen lisdtdan muutama pisara 20-prosenttista ammo-
niumnitraattilivosta tai vettd (varovasti, vélttden tuhkan levidmistd tai
paakkuuntumista). Hehkutusta jatketaan uunissa kuivaamisen jalkeen.
Menettely toistetaan tarvittaessa, kunnes niyte on tuhkaantunut taydel-
lisesti.

Ne aineet, joihin 7.1 kohdan kisittely ei vaikuta, kasitellddn seuraa-
vasti: Kolmen tunnin polttamisen jilkeen tuhkan joukkoon lisétdén
lammintd vettd ja se suodatetaan pienen tuhkattoman suodattimen ldpi.
Suodatin ja sen sisdltd poltetaan tuhkaksi alkuperdisessd upokkaassa.
Suodos siirretddn jadhtyneeseen upokkaaseen, haihdutetaan kuivaksi,
poltetaan tuhkaksi ja punnitaan.

Jos kyse on 6ljyistd ja rasvoista, punnitaan tarkasti 25 g ndytettd sopi-
van kokoiseen upokkaaseen. Néytteen annetaan hiiltyd sytyttdmalld se
tuhkattomalla suodatinpaperiliuskalla. Palamisen jélkeen niytettd kos-
tutetaan mahdollisimman pienelld méaralla vettd. Kuivataan ja polte-
taan tuhkaksi 5 kohdan mukaisesti.
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M. KLOORIVETYHAPPOON LIUKENEMATTOMAN TUHKAN
MAARITYS

Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmélld voidaan maéarittdd kloorivetyhappoon liukenemattomien
kivenndisainesten pitoisuus rehuissa. Nédytteen laadun mukaan voidaan
kéyttdd kahta eri menetelmad.

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

Menetelmd B: soveltuu kivenndisrehuihin ja kivenndisrehuseoksiin sekd
rehuseoksiin, joiden kloorivetyhappoon liukenemattomien ainesten pi-
toisuus menetelmélld A maééritettynd on suurempi kuin 1 prosentti.

Periaate

Menetelmd A: nédyte poltetaan tuhkaksi, tuhka keitetdsin kloorivetyha-
possa ja liukenematon jdédnnds suodatetaan ja punnitaan.

Menetelmd B: naytettd késitelldan kloorivetyhapolla. Liuos suodatetaan,
jéannods poltetaan tuhkaksi ja ndin saatu tuhka késitelldin menetelméin
A mukaan.

Reagenssit

Kloorivetyhappo, 3 mol/l.
Trikloorietikkahappoliuos, 20 % (w/v).
Trikloorietikkahappoliuos, 1 % (w/v).

Viilineisto

Sahkolevy.
Sahkokéyttdinen muhveliuuni, jossa on termostaatti.

Hehkutusupokkaita, jotka on valmistettu kvartsista, posliinista tai pla-
tinasta, joko suorakulmaisia (noin 60 x 40 x 25 mm) tai pyoreitd (la-
pimitta 60—75 mm, korkeus 20—40 mm).

Tuhkattomia suodattimia

Menettely
Menetelmd A:

Néyte poltetaan tuhkaksi raakatuhkan médritystd varten esitettyd mene-
telmédd kdyttden. My0Os tdstd médrityksestd saatua tuhkaa voidaan kayt-
tad.

Tuhka siirretddan 250—400 ml:n dekantterilasiin kayttden 75 ml kloorive-
tyhappoa (3.1). Liuos kuumennetaan hitaasti kichumapisteeseen ja sitd
keitetddn varovasti 15 minuuttia. Ldmmin livos suodatetaan tuhkatto-
man suodatinpaperin ldpi ja jadnnds pestddn lampimalld vedellda kunnes
pesuvesi ei endd ole hapan. Jadnnoksen sisdltdva suodatinpaperi kuiva-
taan ja poltetaan tuhkaksi taaratussa upokkaassa 550—700 °C:n lampo-
tilassa. Sen annetaan jédhtyéd eksikkaattorissa ja se punnitaan.

Menetelmd B:

Punnitaan 5 g néytettd 1 mg:n tarkkuudella 250-400 ml:n dekantteril-
asiin. Siihen lisdtddn ensin 25 ml vettd ja sen jidlkeen 25 ml kloorive-
tyhappoa (3.1), sekoitetaan ja odotetaan kunnes kuohuminen lakkaa.
Lisdtdaan vield 50 ml kloorivetyhappoa (3.1). Kun kaasuja ei endd muo-
dostu, dekantterilasi asetetaan kichuvaan vesihauteeseen ja pidetddn
siind 30 minuuttia tai tarvittaessa pitempaén, jotta mahdollinen jiljelld
oleva tarkkelys tulisi kokonaan hydrolysoiduksi. Liuos suodatetaan
lampiménd kdyttden tuhkatonta suodatinpaperia, joka pestddn 50 ml:lla
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lammintd vettd (ks. 7 kohdan huomautus). Suodatinpaperi jadnnoksi-
neen siirretddn hehkutusupokkaaseen, kuivataan ja poltetaan tuhkaksi
550-700 °C:n ldmpétilassa. Tuhka siirretddn 250—400 ml:n dekantteril-
asiin kéyttden 75 ml kloorivetyhappoa (3.1), jatketaan 5.1 kohdan toi-
sen alakohdan mukaan.

Tulosten laskeminen

Jaannoksen paino lasketaan vdhentdmaélld taarapaino. Tulos ilmoitetaan
prosentteina néytteesta.

Huomautus

Jos suodatus osoittautuu vaikeaksi, suoritetaan maéritys uudelleen kor-
vaamalla 50 ml kloorivetyhappoa (3.1) 50 ml:lla 20-prosenttista trikloo-
rietikkahappoliuosta (3.2) ja suodatinpaperin pesuun kdytetddn lam-
mintd 1-prosenttista trikloorietikkahappoliuosta (3.3).

N. KOKONAISFOSFORIN MAARITYS

Kokonaisfosforin maéritys tehdiédn

— EN 15510 -standardin (Animal feeding stuffs: Methods of sampling
and analysis — Determination of calcium, sodium, phosphorus, mag-
nesium, potassium, iron, zinc, copper, manganese, cobalt, molyb-
denum and lead by ICP-AES), joka koskee kalsiumin, natriumin,
fosforin, magnesiumin, kaliumin, raudan, sinkin, kuparin, mangaa-
nin, koboltin, molybdeenin ja lyijyn médritystd rehusta ICP-AES:
114, mukaisella maaritysmenetelmalld, tai

— EN 15621 -standardin (Animal feeding stuffs: Methods of sampling
and analysis — Determination of calcium, sodium, phosphorus, mag-
nesium, potassium, sulphur, iron, zinc, copper, manganese and co-
balt after pressure digestion by ICP-AES), joka koskee kalsiumin,
natriumin, fosforin, magnesiumin, kaliumin, rikin, raudan, sinkin,
kuparin, mangaanin ja koboltin mééritysta rehusta ICP-AES:114 pai-
nehajoituksen jdlkeen, mukaisella mairitysmenetelmalld, tai

— jéljempénd esitetylla fotometriselld menetelmalla.

FOTOMETRINEN MENETELMA
Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmélld voidaan méérittdd rehujen kokonaisfosforipitoisuus. Se
soveltuu erityisesti alhaisten fosforipitoisuuksien analysoimiseen. Tie-
tyissd tapauksissa (runsaasti fosforia sisiltdvit tuotteet) voidaan kayttda
gravimetristd menetelmaa.

Periaate

Néyte mineralisoidaan joko polttamalla kuivana (orgaaniset rehut) tai
happokeiton avulla (mineraaliyhdisteet ja nestemdiiset rehut), ja se siir-
tamélld se happamaan liuokseen. Liuos kisitellddn molybdovanadaatti-
reagenssilla. Muodostuneen keltaisen liuoksen optinen tiheys mitataan
spektrofotometrissd 430 nm:ssa.

Reagenssit

Kalsiumkarbonaatti.

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

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

Rikkihappo, pyo = 1,84 g/ml.

Molybdovanadaattireagenssi: sekoitetaan 200 ml ammoniumheptamo-
lybdaattilivosta  (3.6.1), 200 ml ammoniummonovanadaattiliuosta
(3.6.2) ja 134 ml typpihappoa (3.4) 1 litran mittapullossa. Taytetddn
merkkiin asti vedelld.
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Ammoniumheptamolybdaattiliuos: liuotetaan 100 g ammoniumhepta-
molybdaattia (NH4) 6Mo0,0,4.4H,0 kuumaan veteen. Lisdtddan 10 ml
ammoniakkia (tiheys 0,91 g/ml) ja tdytetddn 1 litraksi vedelld.

Ammoniumonovanadaattiliuos: liuotetaan 2,35 g ammoniummonova-
nadaattia NH4;VO3; 400 ml:aan kuumaa vettd. Lisdtddn hitaasti, samalla
sekoittaen 20 ml laimeaa typpihappoa (7 ml HNO; (3.4) + 13 ml H,0)
ja tdytetddn 1 litraksi vedella.

Fosforistandardiliuos, 1 mg/ml: liuotetaan 4,387 g kaliumdivetyfosfaat-
tia KH,PO,4 veteen. Taytetddn 1 litraksi vedelld.

Viilineisto

Kvartsi-, posliini- tai platinaupokkaita.

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

250 ml:n Kjeldahl-kolvi.

Mittapulloja ja tarkkuuspipetteja.

Spektrofotometri.

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

Menettely
Liuoksen valmistaminen

Néytteen pitoisuuden mukaan valmistetaan 5.1.1 tai 5.1.2 kohdassa
esitetty liuos.

Tavallinen menettely

Punnitaan vahintddn 1 g néytettd 1 mg:n tarkkuudella. Ndyte pannaan
Kjeldahl-kolviin, lisdtddan 20 ml rikkihappoa (3.5), ravistellaan, jotta
happo imeytyisi aineeseen tdydellisesti eikd aine tarttuisi pullon seiné-
miin, kuumennetaan ja pidetddn kiehuvana 10 minuutin ajan. Annetaan
jéahtyd hieman, lisdtddn 2 ml typpihappoa (3.4), kuumennetaan varo-
vasti, annetaan jadhtyd hieman, lisdtdédn uudelleen hieman typpihappoa
(3.4) ja kohotetaan lampdtila jélleen kiehumispisteeseen. Tdméi menet-
tely toistetaan kunnes saadaan véritén livos. Jadhdytetddn, lisdtddn hie-
man vettd, neste dekantoidaan 500 ml:n mittapulloon huuhtomalla Kjel-
dahl-kolvi kuumalla vedelld. Annetaan jadhtyd, tdytetddn merkkiin asti
vedelld, homogenoidaan ja suodatetaan.

Orgaanisia aineita sisdltdvadt ndytteet, jotka eivat
sisdlld kalsium- ja magnesiumdivetyfosfaatteja

Hehkutusupokkaaseen punnitaan noin 2,5 g ndytettd 1 mg:n tarkkuu-
della. Néaytteeseen lisdtddn 1 g kalsiumkarbonaattia (3.1) ja sekoitetaan
kunnes se on tdysin sekoittunut ndytteeseen. Poltetaan tuhkaksi uunissa
550 °C:ssa kunnes saadaan valkoista tai harmaata tuhkaa (pieni maérad
hiiltd ei hdiritse). Tuhka siirretddn 250 ml:n dekantterilasiin. Lisdtddn
20 ml vettd ja kloorivetyhappoa (3.2) kunnes kuohuminen lakkaa. Li-
sitddn vield 10 ml kloorivetyhappoa (3.2). Dekantterilasi asetetaan
hiekkahauteelle ja haihdutetaan kuivaksi piin saostamiseksi. Jadnnos
liuotetaan uudelleen 10 ml:aan typpihappoa (3.3) ja keitetddn hiekka-
hauteella tai sdhkolevylld 5 minuuttia haihduttamatta sitd kuivaksi.
Neste dekantoidaan 500 ml:n mittapulloon huuhtomalla dekantterilasi
useaan kertaan kuumalla vedelld. Annetaan jadhtyd, tdytetddn merkkiin
asti vedelld, homogenoidaan ja suodatetaan.
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Virin kehitys ja optisen tiheyden mittaus

Laimennetaan 5.1.1 tai 5.1.2 kohdassa saatu suodos siten, ettd fosfori-
pitoisuus on enintddn 40 pg/ml. Pipetoidaan 10 ml titd livosta koeput-
keen (4.6) ja lisdtadn sithen 10 ml molybdovanadaattireagenssia (3.6).
Homogenoidaan ja annetaan seistd ainakin 10 minuuttia 20 °C:ssa. Mi-
tataan optinen tiheys spektrofotometrissd 430 nm:ssd sellaiseen liuok-
seen nihden, joka on saatu lisddmélla 10 ml molybdovanadaattireagens-
sia (3.6) 10 ml:aan vettd.

Kalibrointikdyrd

Standardiliuoksesta (3.7) valmistetaan liuokset, joissa on 5, 10, 20, 30
tai 40 pg fosforia/ml. Kaikista liuoksista otetaan 10 ml:n erd ja sithen
lisdtdan 10 ml molybdovanadaattireagenssia (3.6). Homogenoidaan ja
annetaan seistd ainakin 10 minuuttia 20 °C:ssa. Optinen tiheys mitataan
5.2 kohdan mukaisesti. Kalibrointikdyrd laaditaan piirtdmélld optisia
tiheyksid ja nditd vastaavia fosforimédrid esittdvd kuvaaja. Kdyrd on
lineaarinen vililld 0—40 pg/ml olevien konsentraatioiden osalta.

Tulosten laskeminen

Tutkittavassa néytteessd oleva fosforimadrd madritetddn kalibrointikdy-
rad kayttden.

Tulos ilmoitetaan prosentteina niytteesta.

Toistettavuus

Samasta néytteestd suoritetun kahden rinnakkaismaérityksen tulosten
vilinen ero ei saa olla yli:

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

— 0,15 %:a, absoluuttisena arvona ilmoitettuna, véhintdan 5 % olevien
fosforipitoisuuksien osalta.

0. KLOORIN MAARITYS KLORIDEISTA
Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmélld voidaan maarittdd vesiliukoisten kloridien maaré; tulokset
ilmoitetaan yleensd natriumkloridina. Menetelma soveltuu kaytettdvéksi
kaikkiin rehuihin.

Periaate

Kloridit liuotetaan veteen. Jos tuote sisdltdd orgaanista ainetta, se kir-
kastetaan. Liuos tehdddn hieman happamaksi typpihapolla ja kloridit
saostetaan hopeakloridin muodossa hopeanitraattilivosta kdyttden. Ho-
peanitraatin ylimédara titrataan ammoniumtiosyanaattiliuoksella Volhar-
din menetelmdn mukaan.

Reagenssit

Ammoniumtiosyanaattilivos 0,1 mol/l.

Hopeanitraattiliuos 0,1 mol/l.

Ammoniumferrisulfaattilivos, kyllastetty liuvos (NH4)Fe(SOy),.

Typpihappo, tiheys 1,38 g/ml.
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Dietyylieetteri.

Asetoni.

Carrez-liuos I: liuotetaan veteen 21,9 g sinkkiasetaattia Zn(CH3COO),
2H,0 ja 3 g jadetikkaa. Tédytetddan 100 ml:ksi vedelld.

Carrez-liuos II: liuotetaan veteen 10,6 g kaliumferrosyanidia K,Fe(CN)
6 3H,0. Téytetddn 100 ml:ksi vedella.

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

Viilineisto

Sekoitin: noin 35-40 kierr./min.

Menettely
Liuoksen valmistaminen

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

Samanaikaisesti suoritetaan nollakoe, josta midritettdva niyte on jatetty
pois.

Néytteet, joissa ei ole orgaanista ainesta

Punnitaan 1 mg:n tarkkuudella enintddn 10 g ndytettd, joka sisdltda alle
3 g kloridien muodossa olevaa klooria. Lisdtddan 500 ml:n mittapulloon
nédyte ja 400 ml noin 20 °C:n lampdistd vettd. Sekoitetaan 30 minuuttia
sekoittajassa, tdytetddn merkkiin asti, homogenoidaan ja suodatetaan.

Orgaanista ainesta sisdltdvat ndytteet, paitsi 5.1.3
kohdassa luetellut tuotteet

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

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

Valmistetaan liuos 5.1.2 kohdassa esitetylld tavalla, mutta sitd ei suo-
dateta. Dekantoidaan (tarvittaessa sentrifugoidaan), siirretddan 100 ml
supernatanttia 200 ml:n mittapulloon. Sekoitetaan asetonin (3.6) kanssa
ja téytetddn merkkiin asti asetonilla, homogenoidaan ja suodatetaan.

Titraus

Pipetoidaan erlenmeyerkolviin 25—-100 ml suodosta (oletetun klooripi-
toisuuden mukaan), joka on saatu 5.1.1, 5.1.2 tai 5.1.3 kohdassa esite-
tylld tavalla. Pipetoitu erd saa siséltdd korkeintaan 150 mg klooria (Cl).
Laimennetaan tarvittaessa vidhintddn 50 ml:ksi vedelld, lisdtdan 5 ml
typpihappoa (3.4), 2 ml kylldstettyd ammoniumferrisulfaattiliuosta (3.3)
ja kaksi tippaa ammoniumtiosyanaattilivosta (3.1), joka annostellaan
nollamerkkiin taytetystd byretistd. Byrettid kéyttden lisdtddn hopeanit-
raattilivosta (3.2) siten, ettd saadaan 5 ml:n ylimdédrd. Lisdtddn 5 ml
dietyylieetterid (3.5) ja ravistellaan voimakkaasti saostuman koaguloi-
miseksi. Ylimddrd hopeanitraattia titrataan ammoniumtiosyanaattiliu-
oksella (3.1) kunnes punaruskea véri sdilyy noin yhden minuutin ajan.
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Tulosten laskeminen

Klooriméérd (X), joka ilmoitetaan natriumkloridiprosentteina, lasketaan
seuraavaa kaavaa kiyttden:

5,845 % (V, — 13)
- m

X

jossa:

V, = lisdtyn hopeanitraattilivoksen 0,1 mol/l méard millilitroina

V, = titraukseen kdytetyn ammoniumtiosyanaatin 0,1 mol/l maara
millilitroina.

m = ndytteen madrdosan paino grammoina.

Jos hopeanitraattiliuosta, 0,1 mol/l, on kulunut nollakoetta titrattaessa,
kuluneen liuoksen miard viahennetdédn tilavuudesta (V, — V,).

Huomautukset

Titraus voidaan suorittaa myds potentiometrisesti tai amperometrisesti.

Jos maidritettavit tuotteet siséltdvdt runsaasti Oljyja ja rasvoja, Oljyt ja
rasvat on ensin poistettava dietyylieetterilld tai petroolieetterilla.

Kalajauhon osalta titraus voidaan suorittaa Mohrin menetelmalla.
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LITE IV

REHUJEN SISALTAMIEN SALLITTUJEN LISAAINEIDEN
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33

3.4

3.5

3.6

3.6.

3.7

Q)

VALVONNASSA KAYTETTAVAT MAARITYSMENTELMAT

A. A-VITAMIININ MAARITYS

A-vitamiinin maéritys tehddédn

— EN 17547 -standardin (Animal feeding stuffs: Methods of sampling
and analysis — Determination of vitamin A, E and D (') content —
Method using solid phase extraction (SPE) clean-up and high-per-
formance liquid chromatography (HPLC)), joka koskee A-, E- ja D-
vitamiinipitoisuuden médritystd rehusta kdyttden erotusta kiinteéfa-
asiekstraktiolla (SPE) ja korkean suorituskyvyn nestekromatografiaa
(HPLC), mukaisella médaritysmenetelmalla, tai

— korkean erotuskyvyn kéinteisfaasinestekromatografialla (RP-HPLC)
UV- tai fluoresenssidetektoria kdyttden, kuten jdljempand 1-9 koh-
dassa on kuvattu.

Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmélld voidaan madrittdd A-vitamiinin (retinolin) pitoisuus re-
huissa. A-vitamiini kisittda all-trans-retinyylialkoholin ja sen cis-iso-
meerit, jotka saadaan madritetyiksi tdlla menetelmailld. A-vitamiinipitoi-
suus ilmoitetaan kansainvilisind yksikkoind (ky) kilogrammaa kohti.
Yksi ky vastaa aktiivisuutta, joka on 0,300 pg:lla all-frans-A-vitamii-
nialkoholia tai 0,344 pg:lla all-trans-A-vitamiiniasetaattia tai 0,550 pg:
lla all-trans-A-vitamiinipalmitaattia.

Madritysraja on 2 000 ky A-vitamiinia/kg.

Periaate

Néyte hydrolysoidaan etanoli-kaliumhydroksidiliuoksella, ja A-vita-
miini uutetaan petrolieetteriin. Liuotin haihdutetaan pois, haihdutus-
jéannos livotetaan metanoliin ja laimennetaan tarvittaessa halutulle pi-
toisuusalueelle. A-vitamiinipitoisuus médritetddn korkean erotuskyvyn
kaanteisfaasinestekromatografialla (RP-HPLC) UV- tai fluoresensside-
tektoria kdyttden. Kromatografian ajo-olosuhteet valitaan siten, ettd all-
trans-A-vitamiinialkoholi ja sen cis-isomeerit eivit erotu toisistaan.

Reagenssit

Etanoli, 6 = 96 %.

Petrolieetteri, kichumisldmpétila 40-60 °C.

Metanoli.

Kaliumhydroksidiliuos, ¢ = 50 g/100 ml.

Natriumaskorbaattiliuos, ¢ = 10 g/100 ml (ks. 7.7 huomautukset).

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

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

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

EN 17547 -standardin mukaiseen médritysmenetelméén viitataan vaihtoehtoisena mene-

telménd, jota voidaan kéyttdd virallista valvontaa varten A- ja E-vitamiinien méarityk-
seen A-vitamiinin osalta tdmén liitteen A osassa ja E-vitamiinin osalta timén liitteen B
osassa kuvatun menetelmén sijaan.
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3.11.1

3.12.1

4.2

4.2.1
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4.5

4.6

4.7

4.8

2-Propanoli.

HPLC:ssé kaytettavd liikkuva faasi: metanolin (3.3) ja veden seos,
esim. 980 + 20 (v + v). Tarkka suhde médrdytyy kdytetyn kolonnin
ominaisuuksien perusteella.

Typpi, happivapaa.

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

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

All-trans-A-vitamiinipalmitaatti, erikoispuhdasta, jonka aktiivisuus on
sertifioitu, esim. 1,80 x 10° ky/g.

All-trans-A-vitamiinipalmitaatin kantaliuos: Punnitaan 0,1 milligram-
man tarkkuudella 80 mg A-vitamiinipalmitaattia (3.12) 100 ml:n mitta-
pulloon. Liuotetaan 2-propanoliin (3.8) ja tdytetddn merkkiin asti sa-
malla liuottimella. Taméan liuoksen nimellinen A-vitamiinipitoisuus on
1400 ky/ml. Tarkka pitoisuus médritetddn 5.6.3.2 kohdan mukaisesti.

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

Viilineisto

Vakuumipy6réhaihdutin.
Ruskeita lasiastioita.
Tasapohjaisia kolveja tai erlenmeyerkolveja, 500 ml, joissa on lasihios.

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

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

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

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

HPLC-laitteisto, jossa injektori.

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

Vaihtuva-aallonpituuksinen UV- tai fluoresenssidetektori.
Spektrofotometri ja 10 mm:n kvartsikyvetteja.
Vesihaude, jossa on magneettisekoitin.

Uuttolaitteisto, jossa on (ks. kuva 1):
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4.8.1

4.82

5.1

52

53

5.3.1

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

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

Menettely

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

Ndytteen valmistaminen

Néyte jauhetaan niin ettd se ldpdisee 1 mm:n seulan; ndytteen lampe-
nemistd on viltettdvd. Niytteen jauhaminen on tehtdva vilittomasti
ennen punnitusta ja saippuointia A-vitamiinin hajoamisen vélttamiseksi.
Naytettd (nédytteitd) ei saa jauhaa, jos hiukkaskokojakauma on sopiva
(esim. esiseokset ja rehun lisdaineet).

Saippuointi

A-vitamiinipitoisuudesta riippuen punnitaan 1 mg:n tarkkuudella 2—
25 g ndytettd 500 ml:n tasapohjaiseen kolviin tai erlenmeyerkolviin
(4.2.1). Jos pitoisuus on alhainen, néytteen paino voi olla suurempi,
jotta partikkelien médra testindytteessd on riittdvd. Lisdtddn perdkkdin
kolvia pyorittden 130 ml etanolia (3.1), noin 100 mg BHT:td (3.13),
2 ml natriumaskorbaattilivosta (3.5) ja 2 ml natriumsulfidiliuosta (3.6).
Kiinnitetddn jadhdytin (4.3) kolviin, ja kolvi pannaan vesihauteeseen,
jossa on magneettisekoitin (4.7). Kuumennetaan kichumispisteeseen ja
annetaan kiehua 5 minuuttia. Lisdtddn 25 ml kaliumhydroksidiliuosta
(3.4) jaahdyttimen (4.3) ldpi ja annetaan kichua vield 25 minuuttia
sekoittaen hitaassa typpivirrassa. Jadhdytin huuhdellaan noin 20 ml:lla
vettd ja kolvin sisdlt jadhdytetddn huoneenldmpétilaan.

Uutto

Saippuointiliuos siirretddan dekantoimalla kvantitatiivisesti, huuhtomalla
kaikkiaan 250 ml:lla vettd, 1 000 ml:n erotussuppiloon (4.2.3) tai uut-
tolaitteeseen (4.8). Saippuointikolvi huuhdotaan ensin 25 ml:lla etanolia
(3.1) ja sitten 100 ml:lla petrolieetterid (3.2) ja huuhteluliuos siirretddn
erotussuppiloon tai uuttolaitteeseen. Veden ja etanolin lopputilavuuk-
sien suhteen pitdéd olla noin 2:1. Ravistellaan voimakkaasti 2 minuuttia
ja annetaan laskeutua 2 minuuttia.

Uutto erotussuppiloa (4.2.3) kdyttden

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

Yhdistetyt uutteet pestddn erotussuppilossa, pyorittden varovasti (emul-
sion muodostumisen vélttdmiseksi), kahdesti 100 ml:lla vettd ja sitten
toistuvasti ravistelemalla edelleen 100 ml:lla vettd kerrallaan, kunnes
pesuvesi on viriton lisdttdessd fenolftaleiinilivosta (3.7) (nelja pesuker-
taa riittdd yleensd). Pesty uute suodatetaan suspendoitujen vesijddmien
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5.4

5.5

poistamiseksi kuivan laskostetun suodatinpaperin ldpi (4.4) 500 ml:n
mittapulloon (4.2.2). Erotussuppilo ja suodatinpaperi huuhdotaan
50 ml:lla petrolieetterid (3.2), tdytetddn merkkiin asti petrolieetterilld
(3.2) ja sekoitetaan hyvin.

Uutto uuttolaitteella (4.8)

Kun kerrokset ovat erottuneet (ks. huomautus 7.3), pannaan lasisylin-
terin (4.8.1) tulpan tilalle lasihiosliitin (4.8.2) ja asetetaan liikuteltavan
putken U:n muotoinen alapéi siten, ettd se on juuri faasien rajakohdan
ylédpuolella. Johtamalla paineistettua typped sivuputkeen siirretddn
ylempi petrolieetterikerros 1 000 ml:n erotussuppiloon (4.2.3). Lisétddn
100 ml petrolieetterida (3.2) lasisylinteriin, suljetaan tulpalla ja ravistel-
laan hyvin. Annetaan faasien erottua ja siirretddn ylempi kerros erotus-
suppiloon kuten edelld. Uutto toistetaan vield 100 ml:lla petrolieetterid
(3.2) ja kahdesti 50 ml:lla petrolieetterid (3.2) ja petrolieetterikerrokset
siirretdén erotussuppiloon.

Yhdistetyt petrolieetteriuutteet pestddn kuten 5.3.1 kohdassa ja jatke-
taan kuten kyseisessd kohdassa on kerrottu.

Niytelivoksen valmistaminen HPLC-ajoja varten

Pipetoidaan tietty miéra petrolieetteriliuosta (joka on saatu 5.3.1 tai
5.3.2 kohdassa) 250 ml:n kartiopohjaiseen kolviin (4.2.4). Liuotin haih-
dutetaan ldhes kuiviin pyorohaihduttimella (4.1) alennetussa paineessa;
vesihauteen lampotila saa olla korkeintaan 40 °C. Ilmanpaine palaute-
taan normaaliksi typelld (3.10) ja kolvi otetaan pois pydréhaihduttimes-
ta. Jéljelld oleva liuotin haihdutetaan typpivirrassa (3.10) ja jadnnos
liuotetaan vélittomasti tunnettuun tilavuuteen (10-100 ml) metanolia
(3.3) (A-vitamiinipitoisuuden on oltava vililla 5-30 ky/ml).

Madritys HPLC:lld

A-vitamiini erotetaan C,g-kddnteisfaasikolonnilla (4.5.1) ja sen pitoi-
suus mitataan UV-detektorilla (325 nm) tai fluoresenssidetektorilla (ek-
sitaatio: 325 nm, emissio: 475 nm) (4.5.2).

Injektoidaan tietty méard (esim. 20 pl) 5.4 kohdassa saatua metanoliliu-
osta ja eluoidaan liikkuvalla faasilla (3.9). Lasketaan useiden saman
néyteliuoksen injektioiden sekéd useiden kalibrointiliuosten (5.6.2) in-
jektioiden piikkien korkeuksien (pinta-alojen) keskiarvo.

HPLC-ajo-olosuhteet

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

Nestekromatografiakolonni 250 mm x 4 mm, C,g, hiukkaskoko
(4.5.1): vastaava

5 tai 10 pm, tai

Liikkuva faasi (3.9): Metanolin (3.3) ja veden seos, esim. 980 + 20 (v + v)
Virtausnopeus: 1-2 ml/min
Detektori (4.5.2): UV-detektori (325 nm) tai fluoresenssidetektori (eksi-

taatio: 325 nm, emissio: 475 nm)
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5.6 Kalibrointi
5.6.1 Kéyttostandardiliuosten valmistaminen

Pipetoidaan 20 ml A-vitamiiniasetaatin kantaliuosta (3.11.1) tai 20 ml
A-vitamiinipalmitaatin kantalivosta (3.12.1) 500 ml:n tasapohjaiseen
kolviin tai erlenmeyerkolviin (4.2.1) ja hydrolysoidaan kuten 5.2 koh-
dassa, mutta ilman BHT-lisdystd. Tdmén jélkeen uutetaan petrolieette-
rilld (3.2) 5.3 kohdan mukaisesti ja tdytetiin 500 ml:aan petrolieette-
rilld (3.2). Haihdutetaan 100 ml titd uutetta pydrohaihduttimella
(ks. 5.4) ldhes kuiviin, jdljelld oleva liuotin poistetaan typpivirralla
(3.10) ja jaénnos liuotetaan 10,0 ml:aan metanolia (3.3). Témén liuok-
sen nimellinen A-vitamiinipitoisuus on 560 ky/ml. Tarkka pitoisuus on
madritettdvd 5.6.3.3 kohdan mukaisesti. Kdyttdstandardiliuos valmiste-
taan juuri ennen kdyttod.

Pipetoidaan 2,0 ml titd kayttostandardilivosta 20 ml:n mittapulloon,
taytetddn merkkiin asti metanolilla (3.3) ja sekoitetaan. Tamén laimen-
netun kayttostandardilivoksen nimellinen pitoisuus on 56 ky/ml A-vi-
tamiinia.

562 Kalibrointiliuvosten valmistaminen ja kalibrointi-
kdayra

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

Injektoidaan 20 pl kutakin kalibrointiliuosta useita kertoja ja maéérite-
tdan piikkien korkeuksien (pinta-alojen) keskiarvot. Piirretddn kalib-
rointikdyra kayttden korkeuksien (pinta-alojen) keskiarvoja, ottaen huo-
mioon UV-spektrin tarkistuksen tulokset (5.6.3.3).

5.6.3 Standardiliuosten UV-standardisointi
5.6.3.1 A-vitamiiniasetaattikantaliuos

Pipetoidaan 2,0 ml A-vitamiiniasetaattikantalivosta (3.11.1) 50 ml:n
mittapulloon (4.2.2) ja tdytetdan merkkiin asti 2-propanolilla (3.8). Ta-
min liuoksen nimellinen A-vitamiinipitoisuus on 56 ky/ml. Pipetoidaan
3,0 ml titd laimennettua A-vitamiiniasetaattilivosta 25 ml:n mittapul-
loon ja tdytetddan merkkiin asti 2-propanolilla (3.8). Témén liuoksen
nimellinen pitoisuus on 6,72 ky/ml A-vitamiinia. Mitataan liuoksen
UV-spektri 2-propanolia (3.8) vastaan spektrofotometrilld (4.6) valilla
300—400 nm. Ekstinktiomaksimin on oltava vélilld 325-327 nm.

A-vitamiinipitoisuuden laskeminen:

ky/ml A—vitamiinia = E3p¢ % 19,0

(El%

Lo A — vitamiiniasetaatin osalta = 1530 aallonpituudella 326 nm 2 — propanolissa)

5.6.3.2  A-vitamiinipalmitaattikantaliuos

Pipetoidaan 2,0 ml A-vitamiinipalmitaattikantaliuosta (3.12.1) 50 ml:n
mittapulloon (4.2.2) ja tdytetdan merkkiin asti 2-propanolilla (3.8). Ta-
mén liuoksen nimellinen A-vitamiinipitoisuus on 56 ky/ml. Pipetoidaan
3,0 ml tatd laimennettua A-vitamiinipalmitaattiliuosta 25 ml:n mittapul-
loon ja tdytetddan merkkiin asti 2-propanolilla (3.8). Tédmén liuoksen
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5.633

nimellinen pitoisuus on 6,72 ky/ml A-vitamiinia. Mitataan liuoksen
UV-spektri 2-propanolia (3.8) vastaan spektrofotometrilld (4.6) vélilld
300-400 nm. Ekstinktiomaksimin on oltava vélilld 325-327 nm.

A-vitamiinipitoisuuden laskeminen:

ky/ml A — vitamiinia = E356 x 19,0

(El%

Looy A — vitamiiniasetaatin osalta = 957 aallonpituudella 326 nm 2 — propanolissa)

A-vitamiinin kayttostandardiliuos

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

A-vitamiinipitoisuuden laskeminen:

ky/ml A — vitamiinia = E3s x 18,30

(El%

lan A — vitamiiniasetaatin osalta = 1821 aallonpituudella 326 nm 2 — propanolissa)

Tulosten laskeminen
Néyteliuoksen A-vitamiinipitoisuus (ky/ml) lasketaan néyteliuoksen A-

vitamiinipiikkien korkeuden (pinta-alan) keskiarvosta kalibrointikdyrin
(5.6.2) avulla.

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

500 % ¢ XV x 1000

ky /k
Vi xm [ky/kg]
jossa:
¢ = nayteliuoksen (5.4) A-vitamiinipitoisuus (ky/ml),
V, = néyteliuoksen (5.4) tilavuus (ml),

V, = 5.4 kohdassa otetun néyteliuoksen tilavuus (ml),

2
I

ndyte-erdn paino (g).

Huomautukset

Jos néytteiden A-vitamiinipitoisuus on alhainen, voi olla hyddyllistd
yhdistdd kahden saippuointierin petroliectteriuutteet (punnittu méaéra:
25 g) yhdeksi néyteliuokseksi HPLC-médritystd varten.
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7.2 Analyysid varten otetussa nidytemiérdssd ei saa olla yli 2 g:aa rasvaa.

7.3 Jos faasit eivét erotu, lisdtddn noin 10 ml etanolia (3.1) emulsion ha-
jottamiseksi.

7.4 Kun on kyseessd kalanmaksadljy ja muut puhtaat rasvat, saippuointia-

jan on oltava 45-60 minuuttia.
7.5 Hydrokinonia voi kayttdd BHT:n sijasta.
7.6 Kaytettdessd normaalifaasikolonnia retinoli-isomeerit voivat erottua toi-

sistaan. Siind tapauksessa kaikkien cis- ja trans-isomeeripiikkien kor-
keudet (pinta-alat) on laskettava yhteen.

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

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

7.9 Maidonkorvikkeiden A-vitamiinin méérityksessd on kiinnitettdva eri-

tyistd huomiota

— saippuoinnin (5.2) yhteydessd: ndytteen sisdltdmdn rasvamadran
vuoksi kaliumhydroksidiliuoksen (3.4) méarda voi olla tarpeen li-
sitd;

— uuttamisen (5.3) yhteydessd: emulsioiden esiintymisen vuoksi ve-
den ja etanolin suhdetta 2:1 voi olla tarpeen muuttaa.

Ylimédrdiselld ndyte-erdlld tehtdvilld saantokokeella varmistetaan, ettd
kédytetty menetelmé tuottaa luotettavat tulokset tdlld materiaalilla (mai-
donkorvikkeella). Jos saantoaste on alempi kuin 80 prosenttia, m#a-
rityksen tulosta on korjattava saannon suhteen.

8. Toistettavuus

Kahden rinnakkaismédrityksen vélinen ero samasta ndytteestd saa olla
enintddn 15 prosenttia suuremmasta arvosta.

9. Laboratorioiden vilisen vertailun tulokset (')
Esiseos Esiseosvalmiste Kivenndisrehu Valkuaisrehu Porsasrehu
L 13 12 13 12 13
n 48 45 47 46 49
keskiarvo [ky/kg] 17,02 x 106 1,21 x 106 537 100 151 800 18 070
sr [ky/kg] 0,51 x 106 0,039 x 106 22 080 12 280 682
r [ky/kg] 1,43 x 106 0,109 x 106 61 824 34384 1910
CVr [%] 3,0 35 4,1 8,1 3,8
sR [ky/kg] 1,36 x 106 0,069 x 106 46 300 23 060 3614

(") Vertailun jérjestdjda: Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forsc-
hungsanstalten (VDLUFA), rehuty6ryhma.
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Esiseos Esiseosvalmiste Kivenndisrehu Valkuaisrehu Porsasrehu
R [ky/kg] 3,81 x 106 0,193 x 106 129 640 64 568 10119
CVR [%] 8,0 6,2 8,6 15 20
L: laboratorioiden lukuméara
n: yksittdisten arvojen lukumaéra
SI: toistettavuuden keskihajonta
sR: uusittavuuden keskihajonta
I toistettavuus
R: uusittavuus
CVr: toistettavuuden variaatiokerroin

CVR:  uusittavuuden variaatiokerroin.
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Kuva 1

Uuttolaitteisto, jossa on (4.8)

i

N

Lasihiosliitin (4.8.2)
(pituus noin 45 cm)

Lasisylinteri (4.8.1)
(korkeus noin 48 cm)

\

A
:

--=— Liikuteltava putki

Petrolieetterikerros

Vesifaasi
+

saippuoitu rehu
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33

34

3.5

3.6

3.6.1

3.7

3.8

39

3.10

B. E-VITAMIININ MAARITYS

E-vitamiinin méaritys tehddan

— EN 17547 -standardin (Animal feeding stuffs: Methods of sampling
and analysis — Determination of vitamin A, E and D (') content —
Method using solid phase extraction (SPE) clean-up and high-per-
formance liquid chromatography (HPLC)), joka koskee A-, E- ja D-
vitamiinipitoisuuden maéritystd rehusta kayttden erotusta kiinteédfa-
asiekstraktiolla (SPE) ja korkean suorituskyvyn nestekromatografiaa
(HPLC), mukaisella méaritysmenetelmalld, tai

— korkean erotuskyvyn kéanteisfaasinestekromatografialla (RP-HPLC)
UV- tai fluoresenssidetektoria kdyttden, kuten jdljempand 1-9 koh-
dassa on kuvattu.

Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmailld voidaan maidrittdd E-vitamiinin pitoisuus rehuissa. E-vi-
tamiinipitoisuus ilmoitetaan mg/kg DL-a-tokoferoliasetaattia. 1 mg DL-
a-tokoferoliasetaattia vastaa 0,91 mg:aa DL-a-tokoferolia (E-vitamii-
nia).

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

Periaate

Néyte hydrolysoidaan etanoli-kaliumhydroksidiliuoksella ja E-vitamiini
uutetaan petrolieetteriin. Liuotin haihdutetaan pois, haihdutusjadnnos
liuotetaan metanoliin ja laimennetaan tarvittaessa halutulle pitoisuus-
alueelle. E-vitamiinipitoisuus madéritetdin korkean erotuskyvyn kéan-
teisfaasinestekromatografialla (RP-HPLC) fluoresenssi- tai UV-detekto-
ria kayttden.

Reagenssit

Etanoli, ¢ = 96 %.

Petrolieetteri, kichumislampétila 40—60 °C.

Metanoli.

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

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

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

HPLC:ssd kaytettdava liikkkuva faasi: metanolin (3.3) ja veden seos,
esim. 980 + 20 (v + v). Tarkka suhde méérdytyy kdytetyn kolonnin
ominaisuuksien perusteella.

Typpi, happivapaa.

DL-o-tokoferoliasetaatti, erikoispuhdas, sertifioitu aktiivisuus.

(") EN 17547 -standardin mukaiseen médritysmenetelmdén viitataan vaihtoehtoisena mene-

telménd, jota voidaan kéyttdd virallista valvontaa varten A- ja E-vitamiinien méarityk-
seen A-vitamiinin osalta tdmin liitteen A osassa ja E-vitamiinin osalta timén liitteen B
osassa kuvatun menetelmén sijaan.
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3.10.1

3.11.1

4.2

4.2.1

422

423

424

43

4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

4.8.1

4.82

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

DL-a-tokoferoli, erikoispuhdas, sertifioitu aktiivisuus.

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

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

Viilineisto

Pyorivd kalvohaihdutin.

Ruskeita lasiastioita.

Tasapohjaisia kolveja tai erlenmeyerkolveja, 500 ml, joissa on lasihios.

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

Erotussuppiloita, kartiomaisia, 1 000 ml, joissa on lasihiostulpat.

Kartiopohjaisia kolveja, 250 ml, joissa on lasihios.

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

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

HPLC-laitteisto, jossa injektori.

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

Vaihtuva-aallonpituuksinen fluoresenssi- tai UV-detektori.

Spektrofotometri ja 10 mm:n kvartsikyvetteja.

Vesihaude, jossa on magneettisekoitin.

Uuttolaitteisto, jossa on (ks. kuva 1):

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

Lasihiosliitin, jossa on sivuputki ja keskeltd 1dpi menevé liikuteltava
putki. Liikuteltavassa putkessa on oltava U:n muotoinen alapdi ja toi-
sessa padssd nokka, niin ettd sylinterissd oleva ylempi nestekerros voi-
daan siirtdd erotussuppiloon.
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5.1

52

5.3

Menettely

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

Ndytteen valmistaminen

Néyte jauhetaan niin ettd se ldpdisee 1 mm:n seulan; ndytteen lampe-
nemistd on viltettdvd. Niytteen jauhaminen on tehtdva valittomasti
ennen punnitusta ja saippuointia E-vitamiinin hajoamisen vélttamiseksi.

Saippuointi

E-vitamiinipitoisuudesta riippuen punnitaan 0,01 g:in tarkkuudella 2—
25 g ndytettd 500 ml:in tasapohjaiseen kolviin tai erlenmeyerkolviin
(4.2.1). Lisatddn perdkkdin kolvia pyorittden 130 ml etanolia (3.1),
noin 100 mg BHT:td (3.12), 2 ml natriumaskorbaattiliuosta (3.5) ja 2 ml
natriumsulfidiliuosta (3.6). Kiinnitetdén jaahdytin (4.3) kolviin ja kolvi
pannaan vesihauteeseen, jossa on magneettisekoitin (4.7). Kuumenne-
taan kichumispisteeseen ja annetaan kichua 5 minuuttia. Lisdtddn 25 ml
kaliumhydroksidiliuosta (3.4) jadhdyttimen (4.3) ldpi ja annetaan kie-
hua vield 25 minuuttia sekoittaen hitaassa typpivirrassa. Jadhdytin
huuhdellaan noin 20 ml:1la vettd ja kolvin sisélto jadhdytetdan huoneen-
lampdtilaan.

Uutto

Saippuointiliuos siirretddan dekantoimalla kvantitatiivisesti, huuhtomalla
kaikkiaan 250 ml:lla vettd, 1 000 ml:n erotussuppiloon (4.2.3) tai uut-
tolaitteeseen (4.8). Saippuointikolvi huuhdotaan ensin 25 ml:lla etanolia
(3.1) ja sitten 100 ml:lla petrolieetterid (3.2) ja huuhtelulivos siirretddn
erotussuppiloon tai uuttolaitteeseen. Veden ja etanolin lopputilavuuk-
sien suhteen pitdd olla noin 2:1. Ravistellaan voimakkaasti 2 minuuttia
ja annetaan laskeutua 2 minuuttia.

Uutto erotussuppiloa (4.2.3) kayttden

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

Yhdistetyt uutteet pestddn erotussuppilossa, pyorittden varovasti (emul-
sion muodostumisen vélttdmiseksi), kahdesti 100 ml:lla vettd ja sitten
toistuvasti ravistelemalla edelleen 100 ml:lla vettd kerrallaan, kunnes
pesuvesi on vériton lisdttdessd fenolftaleiinilivosta (3.7) (nelja pesuker-
taa riittdd yleensd). Pesty uute suodatetaan suspendoitujen vesijddmien
poistamiseksi kuivan laskostetun suodatinpaperin ldpi (4.4) 500 ml:n
mittapulloon (4.2.2). Erotussuppilo ja suodatinpaperi huuhdotaan
50 ml:lla petrolieetteria (3.2), tdytetdan merkkiin asti petrolieetterilld
(3.2) ja sekoitetaan hyvin.

Uutto uuttolaitteella (4.8)

Kun kerrokset ovat erottuneet (ks. huomautus 7.3), pannaan lasisylin-
terin (4.8.1) tulpan tilalle lasihiosliitin (4.8.2) ja asetetaan liikuteltavan
putken U:n muotoinen alapéa siten, ettd se on juuri faasien rajakohdan
yladpuolella. Johtamalla paineistettua typped sivuputkeen siirretddn
ylempi petrolieetterikerros 1 000 ml:n erotussuppiloon (4.2.3). Lisétddn
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5.4

5.5

5.6
5.6.1
5.6.1.1

100 ml petrolieetterid (3.2) lasisylinteriin, suljetaan tulpalla ja ravistel-
laan hyvin. Annetaan faasien erottua ja siirretdén ylempi kerros erotus-
suppiloon kuten edelld. Uutto toistetaan vield 100 ml:lla petrolieetterid
(3.2) ja kahdesti 50 ml:lla petrolieetterid (3.2) ja petrolieetterikerrokset
siirretddn erotussuppiloon.

Yhdistetyt petrolieetteriuutteet pestddn kuten 5.3.1 kohdassa ja jatke-
taan kuten kyseisessd kohdassa on kerrottu.

Nayteliuoksen valmistaminen HPLC-ajoja varten

Pipetoidaan tietty médrd petrolieetteriliuosta (joka on saatu 5.3.1 tai
5.3.2 kohdassa) 250 ml:n kartiopohjaiseen kolviin (4.2.4). Liuotin haih-
dutetaan lahes kuiviin pyorohaihduttimella (4.1) alennetussa paineessa;
vesihauteen ldmpdétila saa olla korkeintaan 40 °C. Ilmanpaine palaute-
taan normaaliksi typelld (3.9) ja kolvi otetaan pois pyorohaihduttimesta.
Jéljelld oleva liuotin haihdutetaan typpivirrassa (3.9) ja jadnnds liuote-
taan vilittomasti tunnettuun tilavuuteen (10-100 ml) metanolia (3.3)
(DL-a-tokoferolipitoisuuden on oltava vililla 5-30 pg/ml).

Mdidritys HPLC:lld

E-vitamiini erotetaan Cg-kddnteisfaasikolonnilla (4.5.1) ja sen pitoi-
suus mitataan fluoresenssidetektorilla (eksitaatio: 295 nm, emissio:
330 nm) tai UV-detektorilla (292 nm) (4.5.2).

Injektoidaan tietty méard (esim. 20 pl) 5.4 kohdassa saatua metanoliliu-
osta ja eluoidaan liikkuvalla faasilla (3.8). Lasketaan useiden saman
nédyteliuoksen injektioiden sekd useiden kalibrointiliuosten (5.6.2) in-
jektioiden piikkien korkeuksien (pinta-alojen) keskiarvo.

HPLC-ajo-olosuhteet

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

Nestekromatografiakolonni 250 mm x 4 mm, C;g, hiukkaskoko 5 tai
(4.5.1): 10 um, tai vastaava

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

Virtausnopeus: 1-2 ml/min

Detektori (4.5.2): Fluoresenssidetektori (eksitaatio: 295 nm
/ emissio: 330 nm) tai UV-detektori
(292 nm)

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

Pipetoidaan 25 ml DL-a-tokoferoliasetaattikantaliuosta (3.10.1) 500 ml:
n tasapohjaiseen kolviin tai erlenmeyerkolviin (4.2.1) ja hydrolysoidaan
kuten 5.2 kohdassa. Tadmin jilkeen uutetaan petrolieetterilla (3.2) 5.3
kohdan mukaisesti ja tdytetddn 500 ml:aan petrolieetterilld. Haihdute-
taan 25 ml tatd uutetta pyoréhaihduttimella (ks. 5.4) ldhes kuiviin, jil-
jelld oleva liuotin poistetaan typpivirralla (3.9) ja jadnnos livotetaan
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5.6.1.2

5.6.13

5.6.2
5.6.2.1

5.62.2

5.6.2.3

25,0 ml:aan metanolia (3.3). Tdmén liuoksen nimellinen pitoisuus on
45,5 pg/ml DL-a-tokoferolia, mikd vastaa 50 pg/ml:aa DL-o-tokoferoli-
asetaattia. Kdyttostandardilivos valmistetaan juuri ennen kayttoa.

Kalibrointiliuosten valmistaminen ja kalibrointikdyra

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

Injektoidaan 20 pl kutakin kalibrointiliuosta useita kertoja ja méérite-
tadn piikkien korkeuksien (pinta-alojen) keskiarvot. Piirretddn kalib-
rointikdyrd kayttden piikkien korkeuksien (pinta-alojen) keskiarvoja.

DL-a-tokoferoliasetaattikantaliuoksen (3.10.1) UV-standardisointi

Laimennetaan 5,0 ml DL-a-tokoferoliasetaattikantaliuvosta  (3.10.1)
25,0 ml:ksi etanolilla ja mitataan tdmén liuoksen UV-spektri etanolia
(3.1) vastaan spektrofotometrilla (4.6) valillda 250-320 nm.

Absorptiomaksimin pitdd olla aallonpituudella 284 nm:

E|% = 43,6 aallonpituudella 284 nm etanolissa

Talla laimennuksella pitdd saada ekstinktioarvo 0,84-0,88.

DL-a-tokoferolistandardi
Kayttostandardiliuoksen valmistaminen

Pipetoidaan 2 ml DL-a-tokoferolikantalivosta (3.11.1) 50 ml:n mitta-
pulloon, liuotetaan metanoliin (3.3) ja tdytetddan merkkiin asti metano-
lilla. Tdmén liuoksen nimellinen pitoisuus on 40 pg/ml DL-a-tokofero-
lia, mikd vastaa 44,0 pg/ml:aa DL-a-tokoferoliasetaattia. Kayttostandar-
dilivos valmistetaan juuri ennen kayttoa.

Kalibrointiliuosten valmistaminen ja kalibrointikdyrd

Pipetoidaan 1,0, 2,0, 4,0 ja 10,0 ml kantastandardilivosta 20 ml:n mit-
tapulloihin, tdytetddn merkkiin asti metanolilla (3.3) ja sekoitetaan.
Niiden livosten nimelliset pitoisuudet ovat 2,0, 4,0, 8,0 ja 20,0 pg/ml
DL-a-tokoferolia eli 2,20, 4,40, 8,79 ug/ml ja 22,0 ng/ml DL-a-tokofe-
roliasetaattia.

Injektoidaan 20 pl kutakin kalibrointiliuosta useita kertoja ja méérite-
tadn piikkien korkeuksien (pinta-alojen) keskiarvot. Piirretddn kalib-
rointikdyra kayttden piikkien korkeuksien (pinta-alojen) keskiarvoja.

DL-a-tokoferolikantaliuoksen (3.11.1) UV-standardisointi

Laimennetaan 2,0 ml DL-a-tokoferolikantaliuosta (3.11.1) 25,0 ml:ksi
etanolilla ja mitataan taiméan liuoksen UV-spektri etanolia (3.1) vastaan
spektrofotometrilld (4.6) vélilld 250-320 nm. Absorptiomaksimin pitda
olla aallonpituudella 292 nm:
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7.4

7.5

7.6

7.7

7.8

7.9

El%

lem = 75,8 aallonpituudella 292 nm etanolissa

Talla laimennuksella pitdd saada ekstinktioarvo 0,6.

Tulosten laskeminen

Néyteliuoksen E-vitamiinipitoisuus pg/ml (laskettuna DL-a-tokoferoli-
asetaattina) maédritetddn niyteliuoksen E-vitamiinipiikkien korkeuden
(pinta-alan) keskiarvosta kalibrointikdyran (5.6.1.2 tai 5.6.2.2) avulla.

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

500 x ¢ x V,
== k
Vioxm  me/ke]
jossa:
¢ = ndyteliuoksen (5.4) E-vitamiinipitoisuus (DL-a-tokoferoliaset-

aattina) (ug/ml)
V; = niyteliuoksen (5.4) tilavuus (ml)
V, = pipetoidun liuoksen (5.4) tilavuus (ml)
m = ndyte-erdn paino (g).

Huomautukset

Jos nédytteiden E-vitamiinipitoisuus on alhainen, voi olla hyddyllista
yhdistdd kahden saippuointierin petrolieetteriuutteet (punnittu méaéra:
25 g) yhdeksi néyteliuokseksi HPLC-médritystd varten.

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

Jos faasit eivit erotu, lisdtddn noin 10 ml etanolia (3.1) emulsion ha-
jottamiseksi.

Sen jilkeen, kun DL-a-tokoferoliasetaattiliuoksen pitoisuus on mia-
ritetty 5.6.1.3 kohdan mukaisesti tai DL-a-tokoferoliliuoksen pitoisuus
5.6.2.3 kohdan mukaisesti spektrofotometrisesti, lisdtddn noin
10 mg BHT:tda (3.12) liuokseen (3.10.1 tai 3.10.2); livos siilytetddn
jéakaapissa (enintddn 4 viikkoa).

Hydrokinonia voi kédyttdd BHT:n sijasta.

Kaytettdessd normaalifaasikolonnia a-, -, y- ja d-tokoferolit voivat
erottua toisistaan.

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

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

E-vitamiiniasetaatti hydrolysoituu hyvin nopeasti eméksisissd olosuh-
teissa, ja siksi se hapettuu herkisti eritoten hivenaineiden kuten raudan
tai kuparin ldsnd ollessa. Jos esiseoksessa on E-vitamiinia yli
5000 mg/kg, E-vitamiini saattaa hajota. Téstd syystd varmistuksessa
suositellaan kaytettdviaksi HPLC-menetelmdd, johon kuuluu E-vitamii-
niyhdisteen hajottaminen entsymaattisesti ilman emaéksistd saippuointiv-
aihetta.
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8. Toistettavuus

Kahden rinnakkaismaérityksen vélinen ero samasta néytteestd saa olla
enintddn 15 prosenttia suuremmasta arvosta.

9. Laboratorioiden vilisen vertailun tulokset ()
Esiseos Esiseosvalmiste Kivenndisrehu Valkuaisrehu Porsasrehu

L 12 12 12 12 12
n 48 48 48 48 48
keskiarvo [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 [%] 4,8 5,5 6,0 6,0 12,7
L: laboratorioiden lukuméérd
n: yksittdisten arvojen lukumdéra
Syt toistettavuuden keskihajonta
SR: uusittavuuden keskihajonta
r: toistettavuus
R: uusittavuus
CV.: toistettavuuden variaatiokerroin
CVg: uusittavuuden variaatiokerroin.

(") Vertailun jérjestdjda: Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forsc-
hungsanstalten (VDLUFA), rehuty6ryhma.
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Kuva 2
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C. RAUDAN, KUPARIN, MANGAANIN JA SINKIN MAARITYS

Raudan, kuparin, mangaanin ja sinkin pitoisuuden maééritys tehddén

— EN 15510 -standardin (Animal feeding stuffs: Methods of sampling
and analysis — Determination of calcium, sodium, phosphorus, mag-
nesium, potassium, iron, zinc, copper, manganese, cobalt, molyb-
denum and lead by ICP-AES), joka koskee kalsiumin, natriumin,
fosforin, magnesiumin, kaliumin, raudan, sinkin, kuparin, mangaa-
nin, koboltin, molybdeenin ja lyijyn méaritysti rehusta ICP-AES:
114, mukaisella méaaritysmenetelmalld, tai

— EN 15621 -standardin (Animal feeding stuffs: Methods of sampling
and analysis — Determination of calcium, sodium, phosphorus, mag-
nesium, potassium, sulphur, iron, zinc, copper, manganese and co-
balt after pressure digestion by ICP-AES), joka koskee kalsiumin,
natriumin, fosforin, magnesiumin, kaliumin, rikin, raudan, sinkin,
kuparin, mangaanin ja koboltin mééritysta rehusta ICP-AES:114 pai-
nehajoituksen jdlkeen, mukaisella maéritysmenetelmalld, tai

— EN 17053 -standardin (Rehut. Niytteenotto ja analysointi. Hiven-
aineiden, raskasmetallien ja muiden vastaavien alkuaineiden maia-
rittdminen rehusta ICP-MS:1l1d (multimenetelmd)) mukaisella maa-
ritysmenetelmalld, tai

— ENISO 6869 -standardin (Animal feeding stuffs: Determination of the
contents of calcium, copper, iron, magnesium, manganese, potassium,
sodium and zinc. Method using atomic absorption spectrometry), joka
koskee kalsiumin, kuparin, raudan, magnesiumin, kaliumin, natriumin
jasinkin pitoisuuden médritystd rehusta atomiabsorptiospektrometriaa
kéyttdvin menetelman avulla, mukaisella méaritysmenetelmalld, tai

— liekkiatomiabsorptiospektrometriaan (FAAS) perustuvalla menetel-
maélld, kuten jdljempand 1-8 kohdassa on kuvattu

1. Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmédlld voidaan médrittdd rehuista hivenaineet rauta, kupari,
mangaani ja sinkki ('). Mééritysrajat ovat:

— rauta (Fe): 20 mg/kg

— kupari (Cu): 10 mg/kg
— mangaani (Mn): 20 mg/kg
— sinkki (Zn): 20 mg/kg.

2. Periaate

Naytteet liuotetaan kloorivetyhappoon sen jélkeen, kun siind mahdolli-
sesti esiintyvét orgaaniset aineet on tuhottu. Alkuaineet rauta, kupari,
mangaani ja sinkki médritetddn sopivan laimennuksen jidlkeen atomiab-
sorbtiospektrometrilla.

3. Reagenssit
Alustavat huomautukset

Reagenssien ja analyysiliuosten valmistuksessa kéytetddn maédritettd-
vistd kationeista vapaata vettd, joka on saatu joko tislaamalla se kaksi
kertaa borosilikaattilasista tai kvartsista valmistetussa tislauslaitteessa
tai kasittelemdlld se kaksi kertaa ioninvaihtohartsilla.

Reagenssien on oltava vihintddn analyysilaatua. Nollakokeella tarkiste-
taan, ettei madritettdvad alkuainetta esiinny. Tarvittaessa reagensseja on
puhdistettava lisdi.

(") Menetelmé on validoitu eri rehumatriiseilla tehdylld laboratorioiden viliselld tutkimuk-
sella. Lisdtietoja on saatavilla verkkosivulla https://ec.europa.eu/jrc/en/eurl/feed-additi-
ves/authorisation.



02009R0152 — FI — 04.04.2024 — 009.001 — 93

3.1

32
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3.7.1

3.8

3.8.1

39

39.1

3.10.1

Seuraavassa kuvattujen standardilivosten tilalla voidaan kéyttdd kaupal-
lisesti saatavilla olevia standardiliuoksia, jos ne ovat takuulaatua ja ne
on tarkistettu ennen kayttoa.

Kloorivetyhappo, tiheys 1,19 g/ml.

Kloorivetyhappo, 6 mol/l.

Kloorivetyhappo, 0,5 mol/l.

38-40 % (v/v) fluorivetyhappo, jonka rautapitoisuus on alle 1 mg Fe/l
ja haihdutusjdannos alle 10 mg (sulfaattina)/l.

Rikkihappo, tiheys 1,84 g/ml.

Vetyperoksidi, noin 100 tilavuusosaa happea (30 % (w/v)).

Rautastandardilivos (1 000 pg Fe/ml), joka on valmistettu seuraavasti,
tai vastaava kaupallisesti saatavilla oleva liuos: liuotetaan 1 g rautalan-
kaa 200 ml:aan kloorivetyhappoa, 6 mol/l (3.2) lisdtddn 16 ml vetype-
roksidia (3.6) ja tdytetddn 1 litraksi vedelld.

Rautakéyttostandardiliuvos (100 pg Fe/ml), joka on valmistettu laimen-
tamalla 1 osa standardiliuosta (3.7) 9 osalla vetta.

Kuparistandardiliuos (1 000 pg Cu/ml), joka on valmistettu seuraavasti,
tai vastaava kaupallisesti saatavilla oleva liuos:

— liuotetaan 1 g jauhemaista kuparia 25 ml:aan kloorivetyhappoa,
6 mol/l (3.2) lisdtdan 5 ml vetyperoksidia (3.6) ja tdytetddn 1 lit-
raksi vedelld.

Kuparikayttostandardilivos (10 pg Cu/ml), joka on valmistettu laimen-
tamalla 1 osa standardilivosta (3.8) 9 osalla vettd ja sen jdlkeen lai-
mentamalla 1 osa saatua liuosta 9 osalla vetti.

Mangaanistandardiliuos (1 000 pg Mn/ml), joka on valmistettu seuraa-
vasti, tai vastaava kaupallisesti saatavilla oleva liuos:

— liuotetaan 1 g jauhemaista mangaania 25 ml:aan kloorivetyhappoa,
6 mol/l (3.2) ja taytetdan 1 litraksi vedelld.

Mangaanikiyttostandardilivos (10 pg Mn/ml), joka on valmistettu lai-
mentamalla 1 osa standardiliuosta (3.9) 9 osalla vettd ja sen jilkeen
laimentamalla 1 osa saatua liuosta 9 osalla vetti.

Sinkkistandardiliuos (1 000 ug Zn/ml), joka on valmistettu seuraavasti,
tai vastaava kaupallisesti saatavilla oleva liuos:

— liuotetaan 1 g nauhamaisessa tai lehtimdisessd muodossa olevaa
sinkkid 25 ml:aan kloorivetyhappoa, 6 mol/l (3.2) ja tdytetddn 1
litraksi vedella.

Sinkkikdyttostandardilivos (10 pg Zn/ml), joka on valmistettu laimen-
tamalla 1 osa standardiliuosta (3.10) 9 osalla vettd ja sen jilkeen lai-
mentamalla 1 osa saatua liuosta 9 osalla vettd.

Lantaanikloridiliuos: liuotetaan 12 g lantaanioksidia 150 ml:aan vetta,
lisatddn 100 ml kloorivetyhappoa, 6 mol/l (3.2) ja tdytetddn 1 litraksi
vedelld.
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4.2

43

5.1
5.1

5.1

5.1

Q)
@)

Vilineisto

Muhveliuuni, jossa on lampétilan sdatolaite ja mielellddn myo6s piirturi.

Lasitavaroiden on oltava kestdvéda borosilikaattityyppid, ja on suositel-
tavaa kayttdd vilineitd, jotka on erityisesti tarkoitettu hivenaineiden
méadrityksiin.

Atomiabsorbtiospektrofotometri, jonka herkkyys ja tarkkuus vaaditulla
alueella tdyttivdt menetelmén vaatimukset.

Menettely (')
Orgaanista ainetta sisdltdvdt ndytteet

1 Polttaminen tuhkaksi ja analyysiin tarvittavan
liuoksen valmistaminen (?)

.1.1 Punnitaan 5-10 g ndytettd 0,2 mg:n tarkkuudella, pannaan kvartsi- tai
platinaupokkaaseen (ks. huomautus b), kuivataan ldmpdkaapissa 105 °
C:ssa ja pannaan upokas kylmadidn muhveliuuniin (4.1). Uuni suljetaan
(ks. huomautus c) ja lampétila nostetaan véhitellen 450-475 °C:seen
noin 90 minuutin aikana. Ldmpétila pidetdédn tdssd 4-16 tuntia (esimer-
kiksi yon yli) hiilipitoisen materiaalin poistamiseksi ja uuni avataan ja
sen annetaan jaahtyd (ks. huomautus d).

Tuhka kostutetaan vedelld ja siirretddn 250 ml:n dekantterilasiin. Upo-
kas pestdadn yhteensd noin 5 ml:lla kloorivetyhappoa (3.1), happo lisa-
tddn hitaasti ja varovasti dekantterilasiin (tdll6in voi esiintyd voimakas
reaktio, joka johtuu CO,:n muodostumisesta). Lisdtddn kloorivetyhap-
poa (3.1) pisaroittain samalla sekoittaen kunnes kupliminen on koko-
naan lakannut. Haihdutetaan kuivaksi ajoittain lasisauvalla sekoittaen.

Jaannokseen lisdtddn 15 ml kloorivetyhappoa, 6 mol/l (3.2) ja noin
120 ml vettd. Sekoitetaan lasisauvalla, joka jétetddn dekantterilasiin,
ja peitetddn astia kellonlasilla. Kuumennetaan varovasti kichumispistee-
seen ja pidetddn kichumispisteessd kunnes enempééd tuhkaa ei havaita
liukenevan. Suodatetaan tuhkattomalla suodatinpaperilla ja suodos ke-
ritddn talteen 250 ml:n mittapulloon. Dekantterilasi ja suodatin pestdin
5 ml:lla kuumaa kloorivetyhappoa, 6 mol/l (3.2) seké kaksi kertaa kie-
huvalla vedelld. Mittapullo taytetddn merkkiin asti vedella (HCl-kon-
sentraatio noin 0,5 mol/l).

.1.2 Jos suodatinpaperissa oleva jaannds on ulkonéoltddn mustaa (hiiltd), se
vieddén takaisin uuniin ja poltetaan uudelleen tuhkaksi 450-475 °C:ssa.
Tédmé poltto kestdd vain muutaman tunnin (noin 3-5 tuntia) ja on
suoritettu loppuun silloin, kun tuhka on ulkonddltdén valkeaa tai ldhes

My6s muita hajotusmenetelmid (kuten mikroaaltouunihajotusta paineen alaisena) voi-

daan kayttad silld edellytykselld, ettd niiden on osoitettu antavan samanlaiset tulokset.
Vihreisiin rehuihin (tuoreisiin tai kuivattuihin) oletetaan sisdltyvdn suuria médrid kas-
visperdisid piiyhdisteitd, jotka saattavat sitoa hivenaineita, ja jotka on siksi poistettava.
Sellaisten rehujen tarkastuksessa on siksi sovellettava seuraavaa muutettua menettelya.
Menetelldén 5.1.1.1 alakohdassa esitetylld tavalla aina suodattamisvaiheeseen asti. Pes-
tadn suodatinpaperi, jossa on liukenemattomat jadmait, kahteen kertaan kiehuvalla ve-
delld ja siirretddn ne kvartsi- tai platinaupokkaaseen.

Poltetaan tuhkaksi muhveliuunissa (4.1) alle 550 °C:ssa kunnes kaikki hiilipitoinen aines
on hidvinnyt kokonaan. Annetaan jadhtyd, lisdtddn muutama tippa vettd ja sen jilkeen
10-15 ml fluorivetyhappoa (3.4) ja haihdutetaan kuivaksi noin 150 °C:ssa. Jos jaannok-
seen jdd piiyhdisteitd, se liuotetaan uudelleen muutamaan millilitraan fluorivetyhappoa
(3.4) ja haihdutetaan kuivaksi. Lisdtddn viisi tippaa rikkihappoa (3.5) ja kuumennetaan
kunnes valkoinen savu on haihtunut. Lisdtddn 5 ml kloorivetyhappoa, 6 mol/l (3.2) ja
noin 30 ml vettd, kuumennetaan ja suodatetaan liuos 250 ml:n vetoiseen mittapulloon ja
taytetddn merkkiin asti vedelld (HCl-pitoisuus on noin 0,5 mol/l). Sen jilkeen jatketaan
menettelyd 5.1.2 kohdasta alkaen.
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5.1.2
5.1.2.1

valkeaa. Jadnnos liuotetaan noin 2 ml:aan kloorivetyhappoa (3.1), haih-
dutetaan kuivaksi ja lisdtddn 5 ml kloorivetyhappoa, 6 mol/l (3.2). Kuu-
mennetaan, suodatetaan mittapulloon ja tdytetddn merkkiin asti vedelld
(HCl-konsentraatio noin 0,5 mol/l).

Huomautukset:

a) Hivenaineita médritettdessd on tirkedd pitdd jatkuvasti mielessé eri-
tyisesti sinkistd, kuparista ja raudasta aiheutuvat kontaminaatioriskit.
Téstd syystd ndytteiden valmistuksessa kdytetyt vélineet eivit saa
sisdltdd nditd metalleja.

Yleisen kontaminaatioriskin vidhentimiseksi olisi tyoskenneltiva po-
lyttoméssé tilassa ja kdytettdva huolellisesti puhdistettuja vilineitd ja
lasitavaroita. Sinkin maéritys on erityisen herkkd saastumiselle, joka
aiheutuu erityisesti lasitavaroista, reagensseista, polystd jne.

b) Tuhkaksi poltettavan nédytteen paino lasketaan rehun likimédérdisestd
hivenainepitoisuudesta kaytetyn spektrofotometrin herkkyyteen suh-
teutettuna. Tiettyjen pienid hivenainemddrid sisaltdvien rehujen méa-
ritys on ehké aloitettava 10-20 g:n niytteelld ja valmistettava lopul-
lista livosta vain 100 ml.

c) Tuhkaksi poltto on suoritettava suljetussa uunissa ilmaa tai happea
lisddmatta.

d) Pyrometrin osoittama ldmpétila saa olla enintddn 475 °C.

Spektrofotometrinen médritys
Kalibrointiliuosten valmistaminen

Kutakin madritettavdd alkuainetta varten valmistetaan 3.7.1, 3.8.1,
3.9.1 ja 3.10.1 kohdassa mainituista kayttostandardiliuoksista sarja ka-
librointiliuoksia siten, ettd kunkin kalibrointiliuoksen HCl-konsentraatio
on noin 0,5 mol/l ja (raudan, mangaanin ja sinkin tapauksessa) lantaa-
nikloridikonsentraatio sellainen, joka vastaa 0,1 prosenttia (w/v) lantaa-
nia.

Valittujen hivenainekonsentraatioiden on oltava kéytetyn spektrofoto-
metrin herkkyysalueella. Seuraavissa taulukoissa annetaan esimerkiksi
erilaisia kalibrointiliuoskoostumuksia; kéytetyn spektrofotometrin tyy-
pistd ja herkkyydestd riippuen voi kuitenkin olla tarpeen valita muita
pitoisuuksia.

Rauta
ug Fe/ml 0 0,5 1
Kayttostandardiliuoksen  (3.7.1) ml-méaara 0 0,5 1
(1 ml = 100 pg Fe)
ml HCI (3.2) 7 7 7

+ 10 ml lantaanikloridilivosta (3.11) ja tdytetdan 100 ml:ksi vedelld
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5.1.2.2

5.123

5.1.2.4

Kupari
png Cu/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Kayttostandardiliuoksen  (3.8.1) ml-médérd 0 1 2 4 6 8 10
(1 ml = 10 pg Cu)
ml HCI (3.2) 8 8 8 8 8 8 8

Mangaani

ug Mn/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Kayttostandardiliuoksen  (3.9.1) ml-maara 0 1 2 4 6 8 10
(I ml = 10 pg Mn)
ml HCI (3.2) 7 7 7 7 7 7 7
+ 10 ml lantaanikloridilivosta (3.11) ja tiytetdan 100 ml:ksi vedelld

Sinkki
pg Zn/ml 0 0,05 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8
Kayttostandardiliuoksen (3.10.1) ml-méaéara 0 0,5 1 2 4 6 8
(1 ml = 10 pg Zn)
ml HCI (3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml lantaanikloridilivosta (3.11) ja tdytetddn 100 ml:ksi vedelld

Liuoksen valmistaminen madritystd varten

Kuparin médritystd varten voidaan 5.1.1 kohdassa valmistettua liuosta
kéyttdd yleensd suoraan. Tarvittaessa sen pitoisuus tuodaan kalibrointi-
livosten alueelle, tistd otettu erd voidaan pipetoida 100 ml:n mittapul-
loon ja tayttad merkkiin asti kloorivetyhapolla, 0,5 mol/l (3.3).

Raudan, mangaanin ja sinkin méidritystd varten pipetoidaan erd 5.1.1
kohdassa valmistettua liuosta 100 ml:n mittapulloon, lisdtaan 10 ml
lantaanikloridiliuosta (3.11) ja tdytetddn merkkiin asti kloorivetyhapol-
la, 0,5 mol/l (3.3.) (ks. my6s 8 kohdan huomautus).

Nollakoe

Nollakoe suoritetaan samalla tavalla mutta ilman mééritettdvaa naytettd.
Kalibrointiliuosta ”0” ei saa kdyttdd nollandytteend.

Atomiabsorptiomittaus

Kalibrointiliuosten ja maédritettdvin liuoksen atomiabsorptio mitataan
hapettavalla ilma-asetyleeniliekilld seuraavilla aallonpituuksilla:

Fe: 248,3 nm

Cu: 324,8 nm

Mn: 279,5 nm

Zn: 213,8 nm

Kukin mittaus suoritetaan nelja kertaa.
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5.2

Kivenndisrehut

Jos ndyte ei sisdlld orgaanista ainetta, sitd ei ole tarpeen polttaa tuh-
kaksi. Suoritusta jatketaan 5.1.1.1 kohdan toisesta kappaleesta. Haihdu-
tus fluorivetyhapolla voidaan jattda pois.

Tulosten laskeminen

Madritettavdssd liuoksessa oleva hivenainepitoisuus lasketaan kalibroin-
tikdyrdltd ja tulos ilmoitetaan milligrammoina hivenainetta kilogram-
massa ndytettd (ppm).

Toistettavuus

Samasta nidytteestd saman henkilon tekemdn kahden rinnakkaismdé-
rityksen tulosten vélinen ero ei saa olla yli:

— 5:t4 mg/kg, absoluuttisena arvona, kun hivenainepitoisuus on enin-
taan 50 mg/kg,

— 10 %:a, suurempaan arvoon verrattuna, kun hivenainepitoisuus on
50-100 mg/kg,

— 10:td mg/kg, absoluuttisena arvona, kun hivenainepitoisuus on 100—
200 mg/kg,

— 5 %:a, suurempaan arvoon verrattuna, kun hivenainepitoisuus on yli
200 mg/kg.

Huomautus

Suuret fosfaattimaérit voivat héiritd raudan, mangaanin ja sinkin maa-
ritystd. Tallainen héirid on korjattava lantaanikloridiliuosta (3.11) liséa-
malld. Jos néytteessd painosuhde Ca + Mg / P on > 2, voidaan lantaa-
nikloridiliuoksen (3.11) lisdys médritettavadn liuokseen ja kalibrointili-
uoksiin jattdd pois.

D) HALOFUGINONIN MAARITTAMINEN

DL-trans-7-bromi-6-kloori-3-[3-(3-hydroksi-2-piperidyyli)asetonyyli]-ki-
natsolin-4-(3H)-onihydrobromidi

Halofuginonipitoisuuden maééritys tehddéan

— EN 17299 -standardin (Rehut. Néytteenotto ja analysointi. Lisdaine-
pitoisuustasolla sekd 1 %:n ja 3 %:n ristikontaminaatiotasoilla olevien
sallittujen kokkidiostaattien ja alle lisdainepitoisuustasolla olevien ei-
rekisterdityjen kokkidiostaattien ja yksittdisen antibiootin seulonta ja
madrittiminen rehuseoksesta suuren erotuskyvyn nestekromatografia
— tandemmassaspektrometrilld (LC-MS/MS)) mukaisella méaéritysme-
netelmadlld, tai

— korkean erotuskyvyn kaénteisfaasinestekromatografialla (HPLC) UV-
detektoria kayttden, kuten jdljempand 1-8 kohdassa on kuvattu.

Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmélld voidaan maérittdd halufuginonin pitoisuus rehuissa. Méaa-
ritysraja on 1 mg/kg.

Periaate

Néytettd kisitellddn kuumalla vedelld ja halofuginoni uutetaan tdmén
jilkeen vapaana eméiksend etyyliasetaattiin ja erotetaan hydrokloridina
happamaan vesiliuokseen. Uute puhdistetaan ioninvaihtokromatografial-
la. Halofuginonipitoisuus médritetdédn korkean erotuskyvyn kédnteisfaa-
sinestekromatografialla (HPLC) UV-detektoria kdyttden.
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Reagenssit

Asetonitriili, HPLC-laatua vastaava.
Amberlite XAD-2 -hartsi.
Ammoniumasetaatti.

Etyyliasetaatti.

Jaaetikka.

Halofuginonistandardi  (DL-trans-7-bromi-6-kloori-3-[3-(3-hydroksi-2-
piperidyyli)asetonyyli]-kinatsolin-4-(3H)-onihydrobromidi, E 764)

Halofuginonistandardin kantaliuos, 100 pg/ml

Mitataan 500 ml:n mittapulloon 50 mg (0,1 mg:n tarkkuudella) halofu-
ginonia (3.6), liuotetaan ammoniumasetaattipuskurilivokseen (3.18),
taytetddn merkkiin asti puskuriliuoksella ja sekoitetaan. Tami liuos
sdilyy 5 °C:ssa kolmen viikon ajan, jos sitd sdilytetddn valolta suojat-
tuna.

Kalibrointiliuokset

Mitataan sarjaan 100 ml:n mittapulloja 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 ja 6,0 ml stan-
dardikantaliuosta (3.6.1). Taytetddn merkkiin asti liikkuvalla faasilla
(3.21) ja sekoitetaan. Néiiden liuosten halofuginonipitoisuudet ovat
1,0, 2,0, 3.0, 4,0 ja 6,0 pg/ml. Liuokset on valmistettava juuri ennen
Kiyttod.

Kloorivetyhappo (p2o noin 1,16 g/ml).

Metanoli.

Hopeanitraatti.

Natriumaskorbaatti.

Natriumkarbonaatti.

Natriumkloridi.

EDTA (etyleenidiamiinitetractikkahappo, dinatriumsuola).

Vesi, HPLC-laatua vastaava.

Natriumkarbonaattiliuvos, ¢ = 10 g/100 ml.

Natriumkloridilla kylldstetty natriumkarbonaattiliuos, ¢ = 5 g/100 ml

Liuotetaan 50 g natriumkarbonaattia (3.11) veteen, tdytetddn 1 litraksi
ja lisdtddn natriumkloridia (3.12), kunnes liuos on kylléstetty.

Kloorivetyhappo: noin 0,1 mol/l
Laimennetaan 10 ml kloorivetyhappoa (3.7) vedella 1 litraksi.
Ammoniumasetaattipuskuriliuos, noin 0,25 mol/l

Liuotetaan 19,3 g ammoniumasetaattia (3.3) ja 30 ml etikkahappoa
(3.5) veteen (3.14) ja laimennetaan 1 litraksi.
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5.1
5.1.1

Amberlite XAD-2 -hartsin valmistaminen

Pestdén sopiva mddrd Amberlitea (3.2) vedelld, kunnes pesuun kiyte-
tyssd vesifaasissa hopeanitraatilla (3.20) tehtdvéd koe osoittaa, ettd klo-
ridi-ioneja ei endd ole. Tdmin jélkeen hartsi pestddn 50 ml:lla metano-
lia (3.8), timéd metanoli heitetddn pois ja hartsia sdilytetdén puhtaassa
metanolissa.

Hopeanitraattiliuos, noin 0,1 mol/l

Liuotetaan 0,17 g hopeanitraattia (3.9) 10 ml:aan vetta.

HPLC:n liikkuva faasi

Sekoitetaan 500 ml asetonitriilid (3.1) 300 ml:aan ammoniumasetaatti-
puskurilivosta (3.18) ja 1200 ml:aan vettd (3.14). Séadetddn pH arvoon
4,3 etikkahapolla (3.5). Suodatetaan 0,22 um:n suodattimen (4.8) lépi ja
poistetaan kaasut liuoksesta (esimerkiksi 10 minuutin ultraddnikésitte-
lylld). Témd livos sdilyy yhden kuukauden ajan, jos sitd sdilytetddn
suljetussa astiassa valolta suojattuna.

Viilineisto

Ultradédnihaude.

Pyoérivd kalvohaihdutin.

Sentrifugi.

HPLC-laitteisto, jossa on vaihtuva-aallonpituuksinen UV-detektori tai
diodirividetektori.

Nestekromatografiakolonni, 300 mm x 4 mm, C g, hiukkaskoko 10 pm,
tai vastaava kolonni.

Lasikolonni (300 mm x 10 mm), joka on varustettu lasisintterisuodatti-
mella ja hanalla.

Lasikuitusuodattimia, halkaisija 150 mm.

Kalvosuodattimia, 0,45 pm.

Kalvosuodattimia, 0,22 pm.

Menettely

Huomautus: Vapaana emiksend halofuginoni on epdstabiili alkalisissa
liuoksissa ja etyyliasetaattiliuoksissa. Se ei saa olla etyy-
liasetaatissa yli 30 minuuttia.

Yleistd

Nollandyte on analysoitava, jotta varmistetaan, ettei se sisdlld halofu-
ginonia tai mittausta héiritsevid aineita.

Saanto on médritettdvd analysoimalla nollandyte, johon on tehty néyt-
teen halofuginonipitoisuutta vastaava halofuginonilisdys. Pitoisuuden
3 mg/kg aikaan saamiseksi lisdtdan 300 pl standardikantaliuosta (3.6.1)
10 grammaan nollarehua, sekoitetaan ja annetaan seistd 10 minuuttia
ennen uuttamista (5.2).

Huomautus: Tétd menetelmdd kéytettdessd nollarehun on vastattava
koostumukseltaan néytettd, ja halofuginonia ei saa havaita
médrityksessa.
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Uutto

Punnitaan 0,1 gramman tarkkuudella 10 g valmistettua néytettd 200 ml:
n sentrifugiputkeen, lisdtdan 0,5 g natriumaskorbaattia (3.10), 0,5 g ED-
TA:a (3.13) ja 20 ml vettd; sekoitetaan. Asetetaan putki vesihauteeseen
(80 °C) 5 minuutiksi. Annetaan jédhtyd huoneen ldmpdtilaan, jonka
jdlkeen lisdtddn 20 ml natriumkarbonaattilivosta (3.15) ja sekoitetaan.
Lisdtdan viipymattd 100 ml etyyliasetaattia (3.4) ja ravistellaan késin
voimakkaasti 15 sekunnin ajan. Tédmén jdlkeen putki sijoitetaan kol-
meksi minuutiksi ultradénihauteeseen (4.1) ja korkkia hdllennetéén.
Sentrifugoidaan 2 minuuttia ja dekantoidaan etyyliasetaattifaasi lasikui-
tusuodattimen (4.6) ldpi 500 ml:n erotussuppiloon. Toistetaan néytteen
uutto toisella 100 ml:n etyyliasetaattiannoksella. Pestddn yhdistettyja
uutteita 1 minuutin ajan 50 ml:lla natriumkloridilla kylldstettyd natri-
umkarbonaattiliuosta (3.16) ja poistetaan vesifaasi.

Uutetaan orgaanista kerrosta 50 ml:lla kloorivetyhappoa (3.17) 1 mi-
nuutin ajan. Juoksutetaan alempi happokerros 250 ml:n erotussuppi-
loon. Uutetaan orgaanista kerrosta vield 50 ml:lla kloorivetyhappoa
1,5 minuutin ajan ja yhdistetdsn uutteet. Pestddn yhdistetyt happouut-
teet heiluttamalla niitd noin 10 sekunnin ajan 10 ml:n etyyliasetaatti-
madrdn (3.4) kanssa.

Siirretddn vesikerros kvantitatiivisesti 250 ml:n py6rokolviin ja heite-
tdan orgaaninen faasi pois. Haihdutetaan pyorivilld kalvohaihduttimella
(4.2) kaikki etyyliasetaattijadmait happoliuoksesta. Vesihauteen lampo-
tila saa olla enintdén 40 °C. Noin 25 mbar:n tyhjidssd etyyliasetaattijaa-
mét poistuvat 5 minuutissa 38 °C:ssa.

Puhdistaminen
Amberlite-kolonnin valmistaminen

Kullekin nidyteuutteelle valmistetaan XAD-2-kolonni. Siirretddn meta-
nolilla (3.8) 10 g esikésiteltyd Amberlitea (3.19) lasikolonniin (4.5).
Lisdtdaan pieni lasivillatuppo hartsikerroksen péille. Juoksutetaan meta-
noli kolonnista ja pestddn hartsi 100 ml:lla vettd ja pysédytetddn virtaus,
kun neste yltda hartsikerroksen yldosaan. Annetaan kolonnin stabiloitua
10 minuuttia ennen sen kayttod. Kolonnin ei saa koskaan antaa kuivua.

Nédytteen puhdistaminen

Siirretddan uute (5.2) kvantitatiivisesti valmistetun Amberlite-kolonnin
(5.3.1) yldosaan, eluoidaan ja heitetdén eluaatti pois. Eluointinopeus saa
olla enintddn 20 ml minuutissa. Huuhdellaan py6rokolvi 20 ml:1la kloo-
rivetyhappoa (3.17) ja kédytetddn titd liuosta hartsikolonnin pesemiseen.
Poistetaan happoliuosjdama ilmavirralla. Heitetddn pesuliuokset pois.
Lisdtdan kolonniin 100 ml metanolia (3.8) ja annetaan eluoitua 5—
10 ml ja kerdtddn eluaatti 250 ml:n pyorokolviin. Annetaan jéljelle jaa-
neen metanolin stabiloitua hartsin kanssa 10 minuutin ajan, jatketaan
eluointia alle 20 ml minuutissa olevalla nopeudella ja kerdtddn eluaatti
samaan pyorokolviin. Haihdutetaan metanoli pydréhaihduttimella (4.2)
huolehtien siité, ettd vesihauteen ldmpétila on enintddn 40 °C. Siirre-
tdan jadnnos kvantitatiivisesti 10 ml:n mittapulloon kéyttden liikkuvaa
faasia (3.21). Taytetddn merkkiin asti liikkuvalla faasilla ja sekoitetaan.
Suodatetaan ndyte kalvosuodattimen (4.7) lapi. Siilytetddn tdmé liuos
HPLC-maédritystd (5.4) varten.
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HPLC-mddritys

Muuttujat

Seuraavat edellytykset ovat ohjeellisia; muita mééritysolosuhteita voi-
daan kayttaa silld edellytykselld, ettd niilld saadaan vastaavat tulokset.

Nestekromatografiakolonni (4.4.1)
HPLC:n liikkuva faasi (3.21)
Virtausnopeus: 1,5-2 ml/min
Detektioaallonpituus: 243 nm
Injektiotilavuus: 40—-100 pl.

Kromatografiajirjestelmén stabiilisuus on tarkistettava injektoimalla
useita kertoja kalibrointiliuosta (3.6.2), jonka pitoisuus on 3,0 pg/ml,
kunnes piikkien korkeudet (pinta-alat) ja retentioajat eivdt muutu.

Kalibrointikdyra

Injektoidaan jokaista kalibrointiliuosta (3.6.2) useita kertoja ja mitataan
piikkien korkeudet (pinta-alat) jokaiselle pitoisuudelle. Piirretddn kalib-
rointikdyrd siten, ettd y-akselilla ovat kalibrointilivosten piikkien kor-
keuksien (pinta alojen) keskiarvot ja x-akselilla vastaavat konsentraa-
tiot (ng/ml).

Néyteliuos

Injektoidaan useita kertoja ndyteuutetta (5.3.2) kdyttden samaa tila-
vuutta kuin kalibrointilivoksille ja mairitetdan halofuginonin piikkien
korkeuden (pinta-alan) keskiarvo.

Tulosten laskeminen

Maédritetddn ndyteliuoksen pitoisuus (pg/ml) ndyteliuoksen halofugino-
nin piikkien korkeuden (pinta-alan) keskiarvosta kalibrointikdyrin
(5.4.2) avulla.

Néytteessd olevan halofuginonin mddra w (mg/kg) lasketaan seuraa-
valla kaavalla:

jossa:

c: ndyteliuoksen halofuginonipitoisuus, pg/ml,

m: ndyte-erdn paino grammoina.

Tulosten validointi
Tutkittavan aineen tunnistaminen

Tutkittavan aineen tunnistaminen voidaan varmistaa yhteiskromatogra-
fialla tai kdyttamalld diodirividetektoria, jolla voidaan verrata ndyteuut-
teen ja 6,0 pg/ml halofuginonia sisdltdvin kalibrointiliuoksen (3.6.2)
spektreja.

Yhteiskromatografia

Néyteuutteeseen lisdtddn sopiva maard kalibrointilivosta (3.6.2). Lisa-
tyn halofuginonimdérdn on vastattava ndyteuutteesta todetun halofugi-
nonin arvioitua maara.
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Ainoastaan halofuginonipiikin korkeus saa kasvaa, kun otetaan huomi-
oon sekd lisdtty médrd halofuginonia ettd néyteliuoksen laimeneminen.
Piikin leveys puolivilissd enimmdiiskorkeutta on oltava £+ 10 prosenttia
alkuperdisestd leveydesti.

7.1.2 Diodirividetektoriméadritys

Tulokset arvioidaan seuraavien arviointiperusteiden mukaisesti:

a) kromatogrammin piikkien huipusta mitattujen ndyte- ja standardis-
pektrien maksimiabsorption aallonpituuksien on oltava samat ilmai-
sinjarjestelmdn erotuskyvyn mukaan madrdytyvissd rajoissa. Diodi-
rivimédrityksessd se on yleensd + 2 nm;

b

=

viélilla 225-300 nm kromatogrammin piikin huipun kohdalla ajetut
ndyte- ja standardispektrit eivdt saa erota toisistaan niiltd spektrin
osilta, joiden suhteellinen absorbanssi on 10-100 prosenttia. Tama
edellytys téyttyy, kun maksimit ovat samat ja ndiden kahden spekt-
rin vélilld havaittu poikkeama ei ole missdén kohdassa yli 15 pro-
senttia standardina olevan tutkittavan aineen absorbanssista;

C

~

vililld 225-300 nm néyteliuoksesta ajetut spektrit piikin nousun,
huipun ja laskun kohdalla eivét saa erota toisistaan niiltd spektrin
osilta, joiden suhteellinen absorbanssi on 10-100 prosenttia. Tamé
edellytys tdyttyy, kun samat maksimit esiintyvdt ja kun kaikissa
havaittavissa kohdissa spektrien vilinen poikkeama ei ole suurempi
kuin 15 prosenttia huipun spektrin absorbanssista.

Jos jokin ndistd edellytyksistd ei tdyty, tutkittavan aineen esiintymista
ei ole vahvistettu.

7.2 Toistettavuus

Kahden rinnakkaismédrityksen vélinen ero samasta ndytteestd saa olla
enintddn 0,5 mg/kg, kun halofuginonipitoisuudet ovat enintddn 3 mg/kg.

7.3 Saanto

Sellaisen nollandytteen saannon, johon on lisdtty méadritettdvad ainetta,
on oltava vihintddn 80 prosenttia.

8. Laboratorioiden vilisen vertailun tulokset

Laboratorioiden vilisessi tutkimuksessa (')* analysoitiin kolme niytetti
kahdeksassa laboratoriossa.

Tulokset
Néyte A (nollandyt . . . .
%Y;Ztaangﬁgtt:::s);e) Niyte B (jauhona) Niyte C (rakeina)
Vastaanotettaes- |2 kuukauden ku-| Vastaanotettaes- 2 kuukauden
sa luttua sa kuluttua
Keskiarvo [mg/kg] ND 2,80 2,42 2,89 2,45
Sgr [mg/kg] - 0,45 0,43 0,40 0,42
CVg [%] - 16 18 14 17

(") The Analyst 108, 1983, s. 1252-1256.
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33

34

3.5

Niyte A (nollandyte) . . . .
Vastaanotettacssa Niyte B (jauhona) Niyte C (rakeina)
Vastaanotettaes- |2 kuukauden ku- | Vastaanotettaes- 2 kuukauden
sa luttua sa kuluttua
Rec. [%] 86 74 88 75
ND = ei havaittu
Sk = uusittavuuden keskihajonta
CVy = usittavuuden variaatiokerroin, %
Rec. = saanto (%).

E. ROBENIDIININ MAARITTAMINEN

1,3-bis[(4-klooribentsylideeni)amino]guanidiinihydrokloridi

Robenidiinipitoisuuden maéritys tehdddn

— EN 17299 -standardin (Rehut. Niytteenotto ja analysointi. Lisdai-
nepitoisuustasolla sekd 1 %:n ja 3 %:n ristikontaminaatiotasoilla
olevien sallittujen kokkidiostaattien ja alle lisdainepitoisuustasolla
olevien ei-rekisterdityjen kokkidiostaattien ja yksittdisen antibiootin
seulonta ja médrittiminen rehuseoksesta suuren erotuskyvyn nestek-
romatografia — tandemmassaspektrometrilla (LC-MS/MS)) mukai-
sella madritysmenetelmalla, tai

— korkean erotuskyvyn kédnteisfaasinestekromatografialla (HPLC)
UV-detektoria kayttden, kuten jdljempand 1-8 kohdassa on kuvattu.

Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmilld voidaan midrittdd robenidiinin pitoisuus rehuissa. Maa-
ritysraja on 5 mg/kg.

Periaate

Néyte uutetaan happamoidulla metanolilla. Uute kuivataan ja méirdosa
puhdistetaan alumiinioksidikolonnissa. Robenidiini eluoidaan kolon-
nista metanolilla, konsentroidaan ja saatetaan sopivaksi tilavuudeksi
liikkkuvalla faasilla. Robenidiinipitoisuus maaritetddan korkean erotusky-
vyn kéinteisfaasinestekromatografialla (HPLC) UV-detektoria kdyttden.

Reagenssit

Metanoli.

Happamoitu metanoli

Siirretdén 4,0 ml kloorivetyhappoa (p20= 1,18 g/ml) 500 ml:n mitta-
pulloon, tdytetddn merkkiin asti metanolilla (3.1) ja sckoitetaan.
Témi liuos on valmistettava juuri ennen kéyttod.

Asetonitriili, HPLC-laatua vastaava.

Molekyyliseula

Tyyppid 3A, 8-12 meshin helmid (1,6-2,5 mm:n helmid, kiteistd alu-
miinisilikaattia, huokosten halkaisija 0,3 mm).

Alumiinioksidi, hapan, aktiviteettiluokka I pylvdaskromatografiaa varten
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3.10

Siirretddn 100 grammaa alumiinioksidia sopivaan astiaan ja lisitddn
2,0 ml vettd. Suljetaan ja ravistellaan noin 20 minuutin ajan. Sdilyte-
tddn hyvin suljetussa astiassa.

Kaliumdivetyfosfaattiliuos, ¢ = 0,025 mol/l

Livotetaan 3,40 g  kaliumdivetyfosfaattia ~veteen (HPLC-laatua)
1 000 ml:n mittapullossa, tdytetddn merkkiin asti ja sekoitetaan.

Dinatriumvetyfosfaattiliuos, ¢ = 0,025 mol/l

Liuotetaan 3,55 g vedetdntd (tai 4,45 g dihydraattia tai 8,95 g dodeka-
hydraattia) dinatriumvetyfosfaattia veteen (HPLC-laatua vastaava) lit-
ran mittapullossa, tiytetddn merkkiin asti ja sekoitetaan.

HPLC:n liikkuva faasi

Sekoitetaan seuraavat reagenssit:

650 ml asetonitriilid (3.3),

250 ml vettd (HPLC-laatua vastaava),
50 ml kaliumdivetyfosfaattiliuosta (3.6),
50 ml dinatriumvetyfosfaattiliuosta (3.7).

Suodatetaan 0,22 pm:n suodattimen (4.6) ldpi ja poistetaan kaasut
liuoksesta (esimerkiksi 10 minuutin ultraddnikasittelylld).

Standardiyhdiste

Puhdas robenidiini: 1,3-bis[(4-klooribentsylideeni)amino]guanidiinihyd-
rokloridi.

Robenidiinistandardin kantaliuos: 300 pg/ml

Punnitaan 30 mg 0,1 mg:n tarkkuudella robenidiinin standardiyhdistettd
(3.9). Liuotetaan happamoituun metanoliin (3.2) 100 ml:n mittapullos-
sa, tdytetddan merkkiin asti samalla livottimella ja sekoitetaan. Kédritadn
pullo alumiinifolioon ja sdilytetddn valolta suojattuna.

Robenidiinistandardin vilimuotolivos: 12 pg/ml

Siirretddn 10,0 ml standardikantalivosta (3.9.1) 250 ml:n pulloon, tdy-
tetadn merkkiin asti liikkuvalla faasilla (3.8) ja sekoitetaan. Kéaritdan
pullo alumiinifolioon ja sdilytetdén valolta suojattuna.

Kalibrointiliuokset

Siirretddn sarjassa 50 ml:n mittapulloihin 5,0, 10,0, 15,0, 20,0 ja 25,0 ml
standardin vdlimuotoliuosta (3.9.2). Taytetddn merkkiin asti liikkuvalla
faasilla (3.8) ja sekoitetaan. Ndiden liuosten robenidiinipitoisuudet ovat
vastaavasti 1,2, 2,4, 3,6, 4,8 ja 6,0 pg/ml. Liuokset on valmistettava
juuri ennen kayttod.

Vesi, HPLC-laatua vastaava

Viilineisto

Lasikolonni

Valmistettu ruskeasta lasista, varustettu hanalla ja siiliolld, jonka tila-
vuus on noin 150 ml, sisdhalkaisija 10—15 mm, pituus 250 mm.
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Mekaaninen ravistelija tai magneettisekoitin.

Pyoérivd kalvohaihdutin.

Vaihtuva-aallonpituuksinen HPLC-laitteisto tai diodirividetektori, de-
tektioaallonpituusalue 250—400 nm.

Nestekromatografiakolonni: 300 mm x 4 mm, C;g, hiukkaskoko 10 um,
tai vastaava.

Lasikuitusuodatinpaperia (Whatman GF/A tai vastaava).

Kalvosuodattimia, 0,22 pum.

Kalvosuodattimia, 0,45 pum.

Menettely

Huomautus: Robenidiini on herkkd valolle. Kaikissa toiminnoissa on
kéytettava ruskeaa lasia.

Yleistd

Nollandyte on analysoitava, jotta varmistetaan, ettei se sisélld robenidii-
nia tai mittausta hdiritsevid aineita.

Saanto on médritettdvd analysoimalla nollandyte (5.1.1), johon on li-
sétty nédytteen robenidiinipitoisuutta vastaava miérd robenidiinia. Pitoi-
suuden 60 mg/kg aikaan saamiseksi siirretddn 3,0 ml standardikantaliu-
osta (3.9.1) 250 ml:n erlenmeyerkolviin. Liuos haihdutetaan noin
0,5 ml:ksi typpivirrassa. Lisdtddn 15 g nollarechua, sekoitetaan ja odote-
taan 10 minuuttia ennen siirtymistd uuttovaiheeseen (5.2).

Huomautus: Téatd menetelmdd kaytettdessd nollarehun on vastattava
tyypiltddn néytettd, ja robenidiinia ei saa havaita maarityk-
sessd.

Uutto

Punnitaan 0,01 g:n tarkkuudella noin 15 g valmistettua ndytettd. Siirre-
tddn 250 ml:n erlenmeyerkolviin ja lisdtddan 100,0 ml happamoitua me-
tanolia (3.2), suljetaan astia ja ravistellaan tunnin ajan ravistelijalla
(4.2). Suodatetaan liuos lasikuitusuodatinpaperin (4.5) ldpi ja koko
suodos kerétddn talteen 150 ml:n erlenmeyerkolviin. Lisdtddn 7,5 g mo-
lekyyliseulaa (3.4), suljetaan astia ja ravistellaan viisi minuuttia. Suo-
datetaan vélittomasti lasikuitusuodatinpaperin lapi. Tdma liuos sdilyte-
tdan puhdistusta (5.3) varten.

Puhdistus
Alumiinioksidikolonnin valmistaminen

Lasikolonnin (4.1) alapdédhén laitetaan pieni tuppo lasivillaa ja tiiviste-
tddn se lasisauvaa kdyttden. Punnitaan 11,0 g valmistettua alumiiniok-
sidia (3.5) ja siirretddn kolonniin. Tdssd vaiheessa on pidettdvd huolta
siitd, ettd altistuminen ilmalle on mahdollisimman véhéistd. Taputellaan
tidytetyn kolonnin alapdétd kevyesti, jotta alumiinioksidi tiivistyy sopi-
vasti.
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5.4
5.4.1

542

543

Nédytteen puhdistus

Pipetoidaan kolonniin 5,0 ml valmistettua nayteuutetta (5.2). Annetaan
pipetin kédrjen levdtd kolonnin seindd vasten ja liuoksen absorboitua
alumiinioksidiin. Eluoidaan robenidiini kolonnista 100 ml:lla metanolia
(3.1) virtausnopeudella 2-3 ml/min ja kerdtddn eluaatti 250 ml:n pyo-
rokolviin. Haihdutetaan metanoliliuos kuiviin alipaineessa pydrohaih-
duttimessa (4.3) lampoétilan ollessa 40 °C. Liuotetaan jddnnds uudelleen
3—4 ml:aan liikkuvaa faasia (3.8) ja siirretddn kvantitatiivisesti 10 ml:n
mittapulloon. Huuhdellaan pullo usealla 1-2 ml:n annoksella liikkuvaa
faasia ja siirretddin ndmd huuhtelulivokset mittapulloon. Taytetddn
merkkiin asti samalla livottimella ja sekoitetaan. Suodatetaan niyte
0,45 um:n kalvosuodattimen (4.7) ldpi. Tama livos sdilytetddan HPLC-
madritystd (5.4) varten.

HPLC-mddritys

Muuttujat

Seuraavat olosuhteet ovat ohjeellisia, ja myds muita olosuhteita voi-
daan kéyttdd, jos niilld saadaan vastaavat tulokset:

Nestekromatografiakolonni (4.4.1)

HPLC:n liikkuva faasi (3.8)

Virtausnopeus: 1,5-2 ml/min,

Detektioaallonpituus: 317 nm,

Injektiotilavuus: 2050 pl.

Kromatografisen jérjestelmédn stabiilisuus tarkastetaan injektoimalla
useamman kerran kalibrointiliuosta (3.9.3), jonka pitoisuus on
3,6 pg/ml, kunnes saadaan piikkejd, joiden korkeudet (pinta-alat) ja
retentioajat pysyvat vakioina.

Kalibrointikdyra

Injektoidaan useita kertoja kutakin kalibrointiliuosta (3.9.3) ja mitataan
kunkin pitoisuuden piikkien korkeudet (pinta-alat). Kalibrointikdyra
piirretdédn siten, ettd y-akselilla ovat kalibrointiliuosten piikkien korke-
uksien (pinta alojen) keskiarvot ja x-akselilla vastaavat konsentraa-
tiot pg/ml.

Niyteliuos

Injektoidaan useita kertoja nédyteuutetta (5.3.2) kéyttden samaa madraa
kuin kalibrointiliuoksille, ja maaritetdsn robenidiinipiikkien korkeuden
(pinta-alan) keskiarvo.

Tulosten laskeminen

Nayteliuoksen robenidiinipitoisuus pg/ml lasketaan robenidiinipiikkien
korkeuden (pinta-alan) keskiarvosta kalibrointikdyrdn (5.4.2) avulla.

Néytteen robenidiinipitoisuus w (mg/kg) lasketaan seuraavalla kaavalla:
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72

¢ x 200

jossa:
¢ = niyteliuoksen robenidiinipitoisuus, pg/ml,
m = niyte-erin paino grammoina.

Tulosten validointi
Tutkittavan aineen tunnistaminen

Tutkittavan aineen tunnistaminen voidaan varmistaa yhteiskromatogra-
fialla tai diodirividetektorilla, joka mahdollistaa ndyteuutteen ja 6 ng/ml
robenidiinia siséltivdn kalibrointiliuoksen (3.9.3) spektrien vertailun.

Yhteiskromatografia

Nayteuutteeseen lisdtddn sopiva maard kalibrointiliuosta (3.9.3). Lisa-
tyn robenidiinin méérdn on vastattava ndyteuutteessa olevan robenidii-
nin arvioitua maaraa.

Ainoastaan robenidiinipiikin korkeus saa kasvaa, kun otetaan huomioon
sekd lisdtty méidrd ettd uutteen laimeneminen. Piikin leveys puolivilisséd
enimmdiskorkeutta on oltava noin 10 prosenttia sen alkuperiisestd le-
veydesta.

Diodirividetektoriméadritys

Tulokset arvioidaan seuraavien arviointiperusteiden mukaisesti:

a) kromatogrammin piikkien huipusta mitattujen ndyte- ja standardis-
pektrien maksimiabsorption aallonpituuksien on oltava samat ilmai-
sinjarjestelmdn erotuskyvyn mukaan madrdytyvissd rajoissa. Diodi-
rividetektoriméarityksessa timd on yleensd noin + 2 nm;

b

~

vililld 250-400 nm kromatogrammin piikin huipun kohdalla ajetut
ndyte- ja standardispektrit eivit saa erota toisistaan niiltd spektrin
osilta, joiden suhteellinen absorbanssi on 10-100 prosenttia. Tami
edellytys tdyttyy, kun maksimit ovat samat ja ndiden kahden spekt-
rin valilld havaittu poikkeama ei ole missdén kohdassa yli 15 pro-
senttia standardina olevan tutkittavan aineen absorbanssista;

C

~

vélilla 250—400 nm néyteliuoksesta ajetut spektrit piikin nousun,
huipun ja laskun kohdalla eivét saa erota toisistaan niiltd spektrin
osilta, joiden suhteellinen absorbanssi on 10-100 prosenttia. Tama
edellytys téyttyy, kun samat maksimit esiintyvét ja kun kaikissa
havaittavissa kohdissa spektrien vilinen poikkeama ei ole suurempi
kuin 15 prosenttia huipun spektrin absorbanssista.

Jos jokin ndistd edellytyksistd ei tdyty, tutkittavan aineen esiintymista
ei ole vahvistettu.

Toistettavuus

Kahden rinnakkaisen, samasta ndytteestd tehdyn médrityksen tulosten
vélinen ero saa olla enintddn 10 prosenttia suuremmasta tuloksesta, kun
robenidiinipitoisuus on yli 15 mg/kg.
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7.3 Saanto

Sellaisen nollandytteen saannon, johon on lisdtty méadritettdvad ainetta,
on oltava vihintddn 85 prosenttia.

8. Laboratorioiden vilisen vertailun tulokset

EU:n laboratorioiden vilisessa tarkastelussa 12 laboratoriota maéaritti
neljd jauhon tai rakeiden muodossa olevaa kani- ja siipikarjarchundy-
tettd. Kukin ndyte madritettiin kaksi kertaa. Tulokset esitetddn seuraa-
vassa taulukossa.

Siipikarja Kanit
Jauho Rakeet Jauho Rakeet
Keskiarvo [mg/kg] 27,00 27,99 43,6 40,1
s; [mg/kg] 1,46 1,26 1,44 1,66
CV,; [%] 5.4 4,5 33 4,1
Sk [mg/kg] 4,36 3,36 4,61 391
CVry [%] 16,1 12,0 10,6 9,7
Saanto [%] 90,0 93,3 87,2 80,2

s, = toistettavuuden keskihajonta
CV, = toistettavuuden variaatiokerroin, %
Sg = uusittavuuden keskihajonta

CVy = uusittavuuden variaatiokerroin, %.

F. DIKLATSURIILIN MAARITYS

(+)-4-kloorifenyyli-[2,6-dikloori-4-(2,3,4,5-tetrahydro —3,5-diokso-1,2,4-
triatsin-2-yyli)fenyyli]asetonitriili

Diklatsuriilipitoisuuden maéritys tehdiédn

— EN 17299 -standardin (Rehut. Niytteenotto ja analysointi. Lisdai-
nepitoisuustasolla sekd 1%:m ja 3 %:n ristikontaminaatiotasoilla
olevien sallittujen kokkidiostaattien ja alle lisdainepitoisuustasolla
olevien ei-rekisterdityjen kokkidiostaattien ja yksittdisen antibiootin
seulonta ja méadrittdminen rehuseoksesta suuren erotuskyvyn nestek-
romatografia — tandemmassaspektrometrilla (LC-MS/MS)) mukai-
sella madritysmenetelmailla, tai

— korkean erotuskyvyn kédnteisfaasinestekromatografialla (HPLC)
kéyttden ternaarigradienttia ja UV-detektoria, kuten jaljempand 1-
9 kohdassa on kuvattu.

1. Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmailld voidaan miérittdd diklatsuriilin pitoisuus rehuseoksissa ja
esiseoksissa (!). Toteamisraja on 0,1 mg/kg ja madritysraja 0,5 mg/kg.
Alhaisemmat médritysrajat ovat saavutettavissa, mutta kdyttdjdn on va-
lidoitava ne.

2. Periaate

Sisdisen standardin lisdyksen jdlkeen ndyte uutetaan happamoidulla
metanolilla. Osa rehundytteen uutteesta puhdistetaan C18-kiintedfaasi-
uuttopylvidélld. Diklatsuriili eluoidaan pylvédastd happamoidun metano-
lin ja veden seoksella. Haihdutuksen jélkeen jddnnds liuotetaan
DMF-vesiseokseen. Esiseoksista saadut uutteet haihdutetaan ja jaannos

(") Menetelméd voidaan soveltaa myos diklatsuriilin maéritykseen rehuaineissa.
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32

33

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.8.1

3.8.2

39

39.1

392

393

livotetaan DMF-vesiseokseen. Diklatsuriilipitoisuus maéritetdan kor-
kean erotuskyvyn kéanteisfaasinestekromatografialla (HPLC) kéyttden
ternaarigradienttia ja UV-detektoria.

Reagenssit

Vesi, HPLC-laatua vastaava.
Ammoniumasetaatti.
Tetrabutyyliammoniumvetysulfaatti (TBHS).
Asetonitriili, HPLC-laatua vastaava.
Metanoli, HPLC-laatua vastaava.

N, N-dimetyyliformamidi (DMF).
Kloorivetyhappo, p,o = 1,19 g/ml.

Standardiyhdiste:  diklatsuriili: ~ (+)-4-kloorifenyyli-[2,6-dikloori-4-
(2,3,4,5-tetrahydro—3,5-diokso-1,2,4-triatsin-2-yyli)-fenyyli]asetonitriili,
jonka puhtaus on taattu.

Diklatsuriilistandardin kantaliuos, 500 pg/ml

Punnitaan 0,1 mg:n tarkkuudella noin 25 mg diklatsuriilistandardia
(3.8) 50 ml:n mittapulloon. Liuotetaan DMF:d4n (3.6), tiytetddn merk-
kiin asti DMF:11a (3.6) ja sekoitetaan. Pullo kaaritddn alumiinifolioon
tai kdytetddn tummaa pulloa ja sdilytetddn jadkaapissa. Liuos siilyy
enintédn 4 °C:n ldmpotilassa yhden kuukauden (V).

Diklatsuriilistandardin kantaliuos, 50 pg/ml

Pipetoidaan 5,00 ml standardin kantaliuosta (3.8.1) 50 ml:n mittapul-
loon, tiytetddn merkkiin asti DMF:1l1a (3.6) ja sekoitetaan. Pullo kaa-
ritddn alumiinifolioon tai kdytetddn tummaa pulloa ja sdilytetddn jaa-
kaapissa. Liuos sdilyy enintdéin 4 °C:n lampdtilassa yhden kuukauden.

Sisdinen standardi: 2,6-dikloori-a-(4-kloorifenyyli)-4-(4,5-dihydro—3,5-
diokso-1,2,4-triatsin-2-(3H)-yyli)- a-metyylibentseeniasetonitriili ~ (me-
tyylidiklatsuriili).

Sisdisen standardin kantaliuos, 500 pg/ml

Punnitaan 0,1 mg:n tarkkuudella noin 25 mg sisdistd standardia (3.9)
50 ml:n mittapulloon. Liuotetaan DMF:d4n (3.6), tdytetddn merkkiin
asti DMF:11a (3.6) ja sekoitetaan. Pullo k&aritdan alumiinifolioon tai
kdytetddn tummaa pulloa ja sdilytetddn jadkaapissa. Liuos sdilyy enin-
tdan 4 °C:n lampdotilassa yhden kuukauden.

Sisdisen standardin kantaliuos, 50 pg/ml

Pipetoidaan 5,00 ml sisdisen standardin kantalivosta (3.9.1) 50 ml:n
mittapulloon, tdytetddn merkkiin asti DMF:1ld (3.6) ja sekoitetaan.
Pullo kairitdsn alumiinifolioon tai kdytetddn tummaa pulloa ja sdilyte-
tddn jddkaapissa. Liuos sdilyy enintddn 4 °C:n ldmpdtilassa yhden kuu-
kauden.

Sisdinen standardiliuos esiseoksille, p/1 000 mg/ml (p = diklatsuriilin
nimellispitoisuus esiseoksessa mg/kg)

Punnitaan 0,1 mg:n tarkkuudella 10 mg sisdistd standardia 100 ml:n
mittapulloon, liuotetaan DMF:ddn (3.6) ultradénihauteessa (4.7), tayte-
tdan merkkiin asti DMF:114 ja sekoitetaan. Pullo kéaritddn alumiinifo-
lioon tai kéytetddn tummaa pulloa ja sdilytetddn jédkaapissa. Liuos
sdilyy enintddn 4 °C:n lampdétilassa yhden kuukauden.

(") Pidempi sidilyvyys (yhteen vuoteen asti) voi olla mahdollinen, mutta kyseisen laborato-

rion on vahvistettava se.



02009R0152 — FI — 04.04.2024 — 009.001 — 110

3.10.1

3.10.2

3.10.3

3.10.4

3.10.5

3.11

3.13.1

3.13.2

3.13.3

Kalibrointiliuokset

Kalibrointilivos, 1 pg/ml (diklatsuriilia)

Pipetoidaan 1,00 ml diklatsuriilin standardilivosta (3.8.2) ja 2,00 ml si-
sdistd  standardilivosta  (3.9.2) 50 mlin  mittapulloon.  Lisétddn
17 ml DMF:4a (3.6), taytetddn merkkiin asti vedelld (3.1) ja sekoite-
taan. Tdma liuos on valmistettava juuri ennen kayttoa.

Kalibrointilivos, 2 pg/ml (diklatsuriilia)

Pipetoidaan 2,00 ml diklatsuriilin standardiliuosta (3.8.2) ja 2,00 ml si-
sdistd  standardilivosta  (3.9.2) 50 mlin  mittapulloon.  Liséitdén
16 ml DMF:44a (3.6), tiytetddn merkkiin asti vedelld (3.1) ja sekoite-
taan. Tdma liuos on valmistettava juuri ennen kayttoa.

Kalibrointiliuos, 3 pg/ml (diklatsuriilia)

Pipetoidaan 3,00 ml diklatsuriilin standardilivosta (3.8.2) ja 2,00 ml si-
sdistd  standardilivosta  (3.9.2) 50 mlin  mittapulloon.  Lisétdén
15 ml DMF:4a (3.6), tdytetddn merkkiin asti vedelld (3.1) ja sekoite-
taan. Tdmd liuos on valmistettava juuri ennen kdyttoa.

Kalibrointiliuos, 4 pg/ml (diklatsuriilia)

Pipetoidaan 4,00 ml diklatsuriilin standardilivosta (3.8.2) ja 2,00 ml si-
sdistd  standardilivosta  (3.9.2) 50 mlin  mittapulloon.  Lisétddn
14 ml DMF:4a (3.6), taytetddn merkkiin asti vedelld (3.1) ja sekoite-
taan. Tdma liuos on valmistettava juuri ennen kayttoa.

Kalibrointiliuos, 5 pg/ml (diklatsuriilia)

Pipetoidaan 5,00 ml diklatsuriilin standardilivosta (3.8.2) ja 2,00 ml si-
sdistd  standardilivosta  (3.9.2) 50 ml:n  mittapulloon.  Lisétddn
13 ml DMF:44a (3.6), tiytetddn merkkiin asti vedelld (3.1) ja sekoite-
taan. Tdmé& liuos on valmistettava juuri ennen kayttoa.

Huomautus: Kalibrointilinokset  (3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4,
ja 3.10.5) kattavat nykyistd protokollaa kdytettdessd rehun
diklatsuriilipitoisuudet 0,5-2,5 mg/kg.

C,g-kiintedfaasiuuttopylvds, esim. Mega Bond Elut, koko: 20 ml, sor-
bentin paino: 5 000 mg (esikdsittely toimittajan ohjeiden mukaisesti)

Uuttoliuos: happamoitu metanoli

Pipetoidaan 5,0 ml kloorivetyhappoa (3.7) 1 000 ml:aan metanolia (3.5)
ja sekoitetaan.

HPLC:ssé kéaytettava liikkkuva faasi.

Eluentti A: ammoniumasetaatti-tetrabutyyliammoniumvetysulfaattiliuos.

Liuotetaan 5 g ammoniumasetaattia (3.2) ja 3,4g TBHS:da (3.3)
1 000 ml:aan vettd (3.1) ja sekoitetaan.

Eluentti B: asetonitriili (3.4).

Eluentti C: metanoli (3.5).
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4.2

4.2.1

422
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4.4

4.5

4.6

4.7

5.1
5.1.1

52
5.2.1

Vilineisto

Mekaaninen ravistelija.

Ternaarigradientti HPLC -laitteisto.

Nestekromatografiakolonni, 100 mm x 4,6 mm, Hypersil ODS, hiuk-
kaskoko 3 pm, tai vastaava.

Vaihtuva-aallonpituuksinen UV-detektori tai diodirividetektori.

Pyorivd kalvohaihdutin.

Kalvosuodatin (esim. kemikaalinkestévéd nailon), 0,45 um.

Kertakayttoruisku, 5 ml.

Tyhjiosuodatuslaite.

Ultradénihaude.

Menettely
Yleistd
Nollarehu

Nollandyte on analysoitava, jotta varmistetaan, ettei se sisdlld diklatsu-
riilia tai mittausta héiritsevid aineita. Nollandytteen on oltava néytteen
kaltainen, eiké siind saa olla havaittavia maarid diklatsuriilia tai hairit-
sevid aineita.

Saantokoe

Saanto on maédritettdva analysoimalla nollandyte, johon on lisdtty néyt-
teen diklatsuriilipitoisuutta vastaava maéra diklatsuriilia. Jotta saadaan
konsentraatio, joka vastaa arvoa 1 mg/kg diklatsuriilia, siirretdan 0,1 ml
standardin kantaliuosta (3.8.1) 50 grammaan nollanéytettd, sekoitetaan
perusteellisesti ja annetaan tasoittua 10 minuuttia sekoittaen useita ker-
toja ennen uuttovaiheeseen (5.2) siirtymistd.

Jos saatavilla ei ole ndytteen kaltaista nollandytettd (katso 5.1.1), voi-
daan saantokoe suorittaa vaihtoehtoisesti standardinlisdysmenetelmalla.
Télloin analysoitavaan ndytteeseen lisdtddn suunnilleen naytteiden jo
sisdltdma maara diklatsuriilia. Tdémé nédyte analysoidaan yhdessa varsi-
naisen ndytteen kanssa, ja saanto voidaan laskea vdhennyslaskulla.

Uutto
Rehuseokset

Punnitaan noin 50 g ndytettd 0,01 gramman tarkkuudella. Siirretddn
500 ml:n erlenmeyerkolviin, lisdtddn 1,00 ml sisdistd standardilivosta
(3.9.2), 200 ml uuttolivosta (3.12) ja suljetaan kolvi tulpalla. Seosta
ravistellaan ravistelijalla (4.1) yli yon. Annetaan laskeutua 10 minuut-
tia. Siirretddn 20 ml supernatantista sopivaan lasiastiaan ja laimenne-
taan 20 ml:lla vettd (3.1). Siirretddn liuvos uuttohylsyyn (3.11) ja ime-
tdan livos sen ldpi vakuumilla (4.6). Pestddn hylsy 25 ml:lla uuttoliu-
oksen (3.12) ja veden (3.1) seosta, 65 + 35 (V + V). Kerityt fraktiot
heitetddn pois ja médritettdvit aineet eluoidaan 25 ml:lla uuttoliuoksen
(3.12) ja veden seosta, 80 + 20 (V + V). Tdmi fraktio haihdutetaan
pyorohaihduttimella (4.3) 60 °C:ssa niin, ettd se on juuri ja juuri kui-
vunut. Jadnnos livotetaan 1,0 ml:aan DMF:44 (3.6), lisdtdan 1,5 ml
vettd (3.1) ja sekoitetaan. Suodatetaan kertakdyttoruiskuun (4.5) asen-
netulla kalvosuodattimella (4.4). Tehddan HPLC-maéaritys (5.3).
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522

5.3
53.1

Esiseokset

Punnitaan noin 1 g ndytettd 0,001 gramman tarkkuudella. Siirretddn
500 ml:n erlenmeyerkolviin, lisdtddn 1,00 ml sisdistd standardiliuosta
(3.9.3), 200 ml uuttolivosta (3.12) ja suljetaan kolvi tulpalla. Seosta
ravistellaan yli yon ravistelijalla (4.1). Annetaan laskeutua 10 minuut-
tia. Siirretddn 10 000/p ml:n (p = diklatsuriilin nimellispitoisuus esise-
oksessa mg/kg) erd supernatanttia sopivankokoiseen keittokolviin.
Haihdutetaan alipaineessa pyorohaihduttimella (4.3) 60 °C:ssa niin,
ettd se on juuri ja juuri kuivunut. Jadnnos liuotetaan uudelleen
10,0 ml:aan DMF:d4 (3.6), lisdtdan 15,0 ml vettd (3.1) ja sekoitetaan.
Tehdddn HPLC-madritys (5.3).

HPLC-mddritys
Muuttujat

Seuraavat ajo-olosuhteet ovat ohjeellisia ja niitd voidaan muuttaa, mi-
kali ne antavat vastaavanlaiset tai paremmat tulokset.

— Nestekromatografiakolonni (4.2.1): 100 mm x 4,6 mm, Hypersil
ODS, hiukkaskoko 3 pm, tai vastaava.

— Liikkuva faasi

— Eluentti A (3.13.1): ammoniumasetaatin ja tetrabutyyliammoni-
umvetysulfaatin vesiliuos.

— Eluentti B (3.13.2): asetonitriili.

— Eluentti C (3.13.3): metanoli.

— Eluointi — lineaarinen gradientti

—alkw A+ B +C=60+20+20(V+V+V)

— 10 min kuluttua gradienttieluointi 30 minuutissa: A + B + C =
45+20+35(V+V +V)

— Huuhdotaan B:11d 10 min.

— Virtausnopeus: 1,5-2 ml/min

— Injektiotilavuus: 20 pl.

— Detektioaallonpituus: 280 nm

Kromatografiajéarjestelmén stabiilisuus tarkistetaan injektoimalla useita
kertoja kalibrointiliuosta (3.10.2), jonka konsentraatio on 2 pl/ml dik-
latsuriilia ja sisdistd standardia, kunnes piikkien korkeudet ja retentioa-
jat ovat vakiot.

Kalibrointiliuosten kromatografinen analyysi

Injektoidaan 20 pl kutakin kalibrointilivosta (3.10.1, 3.10.2, 3.10.3,
3.10.4 ja 3.10.5) kaksi kertaa, tunnistetaan ja integroidaan diklatsuriilin
ja sisdisen standardin piikit ja piirretddn kalibrointikdyrd, jonka perus-
tana on diklatsuriilin piikin korkeuden tai pinta-alan keskiarvon ja si-
sdisen standardin piikin korkeuden tai pinta-alan keskiarvon suhde ver-
rattuna kalibrointilivosten diklatsuriilipitoisuuteen (ug/ml).

Nidyteliuosten kromatografinen analyysi

Injektoidaan 20 pl ndyteliuosta (5.2.1 tai 5.2.2) kaksi kertaa ja maa-
ritetddn diklatsuriilin ja sisdisen standardin piikkien korkeuksien tai
pinta-alojen keskiarvot.
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6.2

w

Tulosten laskeminen

Rehuseokset

Naytteen diklatsuriilipitoisuus w (mg/kg) saadaan seuraavasta kaavasta:

Height(d.s) Area(d.s) b
Height(i,s) 107 Area(i,s) 07
= X —tiw="""_ X —
a m a m
jossa:
— Korkeus(d,s) on néyteliuoksen (5.2.1) diklatsuriilin piikin korkeus
— Pinta-ala(d,s) on néyteliuoksen (5.2.1) diklatsuriilin piikin pinta-ala
— Korkeus(i,s) on néyteliuoksen (5.2.1) sisdisen standardin piikin kor-
keus
— Pinta-ala(i,s) on nédyteliuoksen (5.2.1) sisdisen standardin piikin pin-
ta-ala
— b on 5.3.2 kohdan mukaisesti kalibrointiliuoksista (3.10.1, 3.10.2,
3.10.3, 3.10.4 ja 3.10.5) piirretyn kalibrointikdyrdn leikkauspiste.
— a on 5.3.2 kohdan mukaisesti kalibrointiliuoksista (3.10.1, 3.10.2,
3.10.3, 3.10.4 ja 3.10.5) piirretyn kalibrointikdyrdn kulmakerroin.
— m on ndyte-erdn massa grammoina.
— V = néyteuutteen lopullinen tilavuus millilitroina 5.2.1 kohdan mu-
kaisen uudelleen liuotuksen jilkeen (esim. 2,5 ml).
Esiseokset

Naytteen diklatsuriilipitoisuus w (mg/kg) saadaan seuraavasta kaavasta:

Height(d,s) Area(d.s) b
Height(i,s Area(i,s
| Heightlis) 0000y, o Arealis) o 00or
a m a m
jossa:

— Korkeus(d,s) on néyteliuoksen (5.2.2) diklatsuriilin piikin korkeus
— Pinta-ala(d,s) on néyteliuoksen (5.2.2) diklatsuriilin piikin pinta-ala

— Korkeus(i,s) on néyteliuoksen (5.2.2) sisdisen standardin piikin kor-
keus

— Pinta-ala(i,s) on ndyteliuoksen (5.2.2) sisdisen standardin piikin pin-
ta-ala

— b on 5.3.2 kohdan mukaisesti kalibrointiliuoksista (3.10.1, 3.10.2,
3.10.3, 3.10.4 ja 3.10.5) piirretyn kalibrointikdyrdn leikkauspiste.

— a on 5.3.2 kohdan mukaisesti kalibrointiliuoksista (3.10.1, 3.10.2,
3.10.3, 3.10.4 ja 3.10.5) piirretyn kalibrointikdyrdn kulmakerroin.

— m on ndyte-erdn massa grammoina.

— V = néyteuutteen lopullinen tilavuus millilitroina 5.2.2 kohdan mu-
kaisen uudelleen liuotuksen jilkeen (esim. 25 ml).

— p on diklatsuriilin nimellispitoisuus esiseoksessa, mg/kg.



02009R0152 — FI — 04.04.2024 — 009.001 — 114

7.1.2

72

Tulosten validointi
Tutkittavan aineen tunnistaminen

Tutkittavan aineen tunnistaminen voidaan varmentaa yhteiskromatogra-
fialla tai kédyttdmalld diodirividetektoria, jolla verrataan ndyteuutteen
(5.2.1 tai 5.2.2) ja kalibrointiliuoksen (3.10.2) spektreja.

Yhteiskromatografia

Néyteuutteeseen (5.2.1 tai 5.2.2) lisdtddn sopiva médrd kalibrointiliu-
osta (3.10.2). Lisdtyn diklatsuriilin méérdn on oltava samaa suuruus-
luokkaa kuin ndytteessd todettu diklatsuriilin méaéra.

Ainoastaan diklatsuriilin ja sisdisen standardin piikit saavat kasvaa, kun
otetaan huomioon sekd lisdtty maéird ettd uutteen laimentaminen. Piikin
leveys puolivilissd piikin korkeutta on oltava + 10 prosenttia sellaisen
ndyteuutteen alkuperdisen diklatsuriilipiikin tai sisdisen standardin pii-
kin leveydesti, johon ei ole tehty lisdysta.

Diodirividetektoriméadritys

Tulokset arvioidaan seuraavien arviointiperusteiden mukaisesti:

a) Kromatogrammin piikkien huipusta mitattujen ndyte- ja standardis-
pektrien maksimiabsorption aallonpituuksien on oltava samat ilmai-
sinjarjestelman erotuskyvyn mukaan madrdytyvissd rajoissa. Diodi-
rividetektorilla tdiméd on tyypillisesti £ 2 nm.

b) Vililla 230-320 nm kromatogrammin piikkien huipun kohdalla aje-
tut ndyte- ja standardispektrit eivit saa erota toisistaan niiltd spektrin
osilta, joiden suhteellinen absorbanssi on 10-100 prosenttia. Tama
edellytys téyttyy, kun maksimit ovat samat eikd spektrien vilinen
ero ole missddn kohdassa suurempi kuin 15 prosenttia standardiana-
lyytin absorbanssista.

c) Vililld 230-320 nm niyteuutteesta ajetut spektrit piikin nousun,
huipun ja laskun kohdalla eivét saa erota toisistaan niiltd spektrin
osilta, joiden suhteellinen absorbanssi on 10-100 prosenttia. Tamé
edellytys tdyttyy, kun maksimit ovat samat eikd spektrien vélinen
ero ole missddn kohdassa suurempi kuin 15 prosenttia piikin huipun
spektrin absorbanssista.

Jos jokin niistd edellytyksistd ei tdyty, tutkittavan aineen esiintymisti
ei ole vahvistettu.

Toistettavuus

Kahden erillisen médrityksen vélinen ero kahdesta osandytteestd ei saa
olla suurempi kuin

— 30 % suuremmasta rinnakkaistuloksesta, kun diklatsuriilipitoisuus
on 0,5-2,5 mg/kg

— 0,75 mg/kg, kun diklatsuriilipitoisuus on 2,5-5 mg/kg.

— 15 % suuremmasta rinnakkaistuloksesta, kun diklatsuriilipitoisuus
on yli 5 mg/kg.
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7.3

Saanto

Sellaisen nollandytteen saannon, johon on lisdtty maéritettdvda ainetta,
on oltava vihintddn 80 prosenttia.

Laboratorioiden vilisen vertailun tulokset

Laboratorioiden vililld jérjestettiin kaksi vertailua. Ensimmdisen vertai-
lun toteutti toinen laboratorioiden ryhmé vuonna 1994, ja siind analy-
soitiin kaksi esiseosndytettd (O 100, A 100) ja kolme siipikarjan tdyden-
nysrehundytettd (L1, Z1, K1). Toiseen esiscosndytteeseen sekoitettiin
orgaanista materiaalia (O 100) ja toiseen epdorgaanista materiaalia (A
100). Teoreettinen pitoisuus on 100 mg diklatsuriilia kilogrammassa.
Laboratorioita pyydettiin analysoimaan kukin néyte kerran tai kaksois-
madrityksind. (Tarkempia tietoja ensimmdisestd laboratorioiden vilisestd
tutkimuksesta saa julkaisusta Journal of AOAC International, Volume
77, n:o 6, 1994, s. 1359-1361.)

Toisessa laboratorioiden vélisessd vertailussa analysoitiin kolme siipikar-
jan tdydennysrehua, joiden diklatsuriilipitoisuudet olivat 0,9 mg/kg
(MAT 1), 1,5 mg/kg (MAT 2) ja nollandyte (MAT 3). Tarkempia tietoja
toisesta laboratorioiden vélisestd tutkimuksesta saa Yhteisen tutkimus-
keskuksen (JRC) teknisestd raportista (2016) ja julkaisusta Journal of
AOAC International, Volume 102, n:o 2, 2019, s. 646-652. Niiden
kahden laboratorioiden vilisen tutkimuksen tulokset esitetddn seuraa-
vassa taulukossa.

Nayte 1A | Nayte 20 . .. Niyte 5 Nayte 6 Niyte 7 Niyte 8
100 100 | Nivie 3 LI Niyte 4 211y MAT 1 | MAT 2 | MAT 3

L 11 11 11 11 6 10 9 10

n 19 18 19 19 12 20 18 10

Keskiarvo (mg/ 100,8 103,5 0,89 1,15 0,89 1,0 1,5 < LOQ

kg)

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 —

Sk (mg/kg) 7,59 7,64 0,17 0,11 0,12 0,18 0,21 —

CVk (%) 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65 18,1 14,3 —

Nimellispitoi- 100 100 1,0 1,0 1,0 0,9 1,5 —

suus (mg/kg)

Viite (¥) Ensimmai- | Ensimmai- [ Ensimmdi- | Ensimmaéi- |[Ensimmaéi-| Toinen | Toinen | Toinen
nen tutki- | nen tutki- | nen tutki- | nen tutki- [nen tutki- | tutkimus, | tutkimus, | tutkimus,
mus, vuo- | mus, vuo- [ mus, vuo- | mus, vuo- |mus, vuo-| vuodelta | vuodelta | vuodelta
delta 1 994|delta 1 994|delta 1994 |delta 1994 |delta 1994 2015 2015 2015

L = laboratorioiden lukuméird
n = yksittdisten arvojen lukumaérd
S, = toistettavuuden keskihajonta

CV, = toistettavuuden variaatiokerroin
Sk = uusittavuuden keskihajonta
CVy = uusittavuuden variaatiokerroin
LOQ = maédritysraja.

(*) Ensimmdinen tutkimus, vuodelta 1994: Journal of AOAC International, Volume 77, n:o 6, 1994, s. 1359-1361; Toinen
tutkimus, vuodelta 2015: JRC:n tekninen raportti “Re-validation of a method for the determination of diclazuril by
collaborative study” (2016).
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32

33

34

3.5

3.6

3.7

Yleiset huomautukset

Diklatsuriilivasteen lineaarisuus on osoitettava etukdteen ao. konsent-
raatioalueilla.

Ainakin paljon rasvaa siséltdvien rehuseosten (tdssd yhteydessd yli
12 % rasvaa) diklatsuriilin mégrityksessd madritysmenetelmd voidaan
korvata muilla HPLC-menetelmilld, esimerkiksi menetelmélld, joka pe-
rustuu korkean erotuskyvyn nestekromatografiaan yhdessd massaspekt-
rometriadetektion kanssa (HPLC-MS), edellyttden, ettd vaihtoehtoisella
menetelmédlld on vastaavat suorituskykyominaisuudet (saantoaste, tois-
tettavuuden ja uusittavuuden tarkkuus).

G. LASALOSID-NATRIUMIN MAARITTAMINEN

Streptomyces lasaliensis -bakteerin tuottaman polyeetterimonokarbok-
syylihapon natriumsuola

Lasalosid-natriumpitoisuuden maééritys tehdain

— EN 17299 -standardin (Rehut. Niytteenotto ja analysointi. Lisdai-
nepitoisuustasolla sekd 1%:m ja 3 %:n ristikontaminaatiotasoilla
olevien sallittujen kokkidiostaattien ja alle lisdainepitoisuustasolla
olevien ei-rekisterdityjen kokkidiostaattien ja yksittdisen antibiootin
seulonta ja médrittiminen rehuseoksesta suuren erotuskyvyn nestek-
romatografia — tandemmassaspektrometrillda (LC-MS/MS)) mukai-
sella madritysmenetelmalld, tai

— korkean erotuskyvyn kédnteisfaasinestekromatografialla (HPLC)
spektrofluorimetridetektoria (fluoresenssidetektoria) kéyttden, kuten
jéljempand 1-8 kohdassa on kuvattu.

Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmaélld voidaan médrittdd lasalosid-natriumin pitoisuus rehuissa.
Toteamisraja on 5 mg/kg ja madritysraja 10 mg/kg.

Periaate

Lasalosid-natrium uutetaan niytteestd happamoituun metanoliin ja méa-

ritetddn  korkean  erotuskyvyn  kédnteisfaasinestekromatografialla
(HPLC) kiyttden spektrofluorimetridetektoria (fluoresenssidetektoria).

Reagenssit

Kaliumdivetyfosfaatti (KH,POy).

Ortofosforihappo, w (w/w) = 85 %.

Ortofosforihappoliuos, ¢ = 20 %.

Laimennetaan 23,5 ml ortofosforihappoa (3.2) vedelld 100 ml:aan.

6-metyyli-2-heptyyliamiini (1,5-dimetyyliheksyyliamiini), w (w/w) =
99 %.

Metanoli, HPLC-laatua vastaava.

Kloorivetyhappo, tiheys = 1,19 g/ml.

Fosfaattipuskurilivos, ¢ = 0,01 mol/l

Liuotetaan 1,36 g kaliumdivetyfosfaattia (KH,PO,4) (3.1) 500 ml:aan
vettd (3.11), lisatddn 3,5 ml ortofosforihappoa (3.2) ja 10,0 ml 6-metyy-
li-2-heptyyliamiinia (3.4). Saddetdan pH ortofosforihappoliuoksen (3.3)
avulla arvoon 4,0 ja laimennetaan vedelld (3.11) 1 000 ml:aan.
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3.8
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3.10.1

3.10.2

3.10.3

4.2

43

5.1
5.1.1

Happamoitu metanoli

Pipetoidaan 5,0 ml kloorivetyhappoa (3.6) 1000 ml:n mittapulloon,
taytetddn merkkiin asti metanolilla (3.5) ja sckoitetaan. Tami liuos
on valmistettava juuri ennen kayttoa.

HPLC:n liikkuva faasi, fosfaattipuskuri-metanoliliuos 5 + 95 (V + V).

Sekoitetaan 5 ml fosfaattipuskurilivosta (3.7) ja 95 ml metanolia (3.5).

Lasalosid-natriumstandardi, jonka puhtaus on taattu, Cs;4Hs3OgNa
(Streptomyces lasaliensis -bakteerin tuottama polyeetterimonokarbok-
syylihapon natriumsuola), E763.

Lasalosid-natriumstandardin kantaliuos, 500 pg/ml

Punnitaan 50 mg lasalosid-natriumia (3.10) 0,1 mg:n tarkkuudella
100 ml:n mittapulloon, livotetaan happamoituun metanoliin (3.8), tdy-
tetddn merkkiin asti samalla liuottimella ja sekoitetaan. Tdma liuos on
valmistettava vilittomaésti ennen kayttoa.

Lasalosid-natriumstandardin vélimuotoliuos, 50 pg/ml

Pipetoidaan 10,0 ml standardin kantaliuosta (3.10.1) 100 ml:n mittapul-
loon, taytetdan merkkiin asti happamoidulla metanolilla (3.8) ja sekoi-
tetaan. Téama liuos on valmistettava juuri ennen kayttoa.

Kalibrointiliuokset

Pipetoidaan 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 ja 10,0 ml standardin vilimuotoliuosta
(3.10.2) 50 ml:n mittapulloihin. Téytetdan merkkiin asti happamoidulla
metanolilla (3.8) ja sekoitetaan. Nédma liuokset vastaavat konsentraa-
tioita 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 ja 10,0 ng/ml lasalosid-natriumia. Liuokset on
valmistettava juuri ennen kayttod.

Vesi, HPLC-laatua vastaava.

Viilineisto

Ultraddnihaude (tai ravisteleva vesihaude), jossa on ldmpdtilansaato.

Kalvosuodattimia, 0,45 pum.

HPLC-laitteisto, jossa voidaan injektoida 20 upl:n néytteita.

Nestekromatografiakolonni, 125 mm X 4 mm, kédéinteisfaasi C;g, hiuk-
kaskoko 5 pm, tai vastaava.

Spektrofluorimetri, jossa voidaan sditda eksitaatio- ja emissioaallonpi-
tuudet.

Menettely
Yleistdi
Nollarehu

Saantokokeen (5.1.2) suorittamista varten analysoidaan nollandyte, jotta
varmistetaan, ettei se sisédlld lasalosid-natriumia tai mittausta héiritsevid
aineita. Nollandytteen on oltava néytteen kaltainen, eiké siind saa olla
havaittavia maérid lasalosid-natriumia tai héiritsevid aineita.
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5.1.2 Saantokoe

Saanto on maédritettdva analysoimalla nollandyte, johon on lisdtty néyt-
teen lasalosid-natriumia vastaava méérd lasalosid-natriumia. Jotta saa-
daan liuos, jossa on 100 mg/kg lasalosid-natriumia vastaava lisdys,
siirretddn 10,0 ml standardin kantalivosta (3.10.1) 250 ml:n erlenmey-
erkolviin ja haihdutetaan noin 0,5 ml:aan. Lisdtddn 50 g nollandytettd,
sekoitetaan huolellisesti, annetaan tasoittua 10 minuuttia sekoittaen
useita kertoja ennen uuttovaiheeseen (5.2) siirtymista.

Jos saatavilla ei ole ndytteen kaltaista nollandytettd (katso 5.1.1), voi-
daan saantokoe suorittaa vaihtoehtoisesti standardinlisdysmenetelmalla.
Télloin analysoitavaan niytteeseen lisdtddn ndytteiden jo sisdltimdd
madrdd vastaava madrd lasalosid-natriumia. Tdmé ndyte analysoidaan
yhdesséd varsinaisen ndytteen kanssa, ja saanto voidaan laskea vihen-
nyslaskulla.

52 Uutto
5.2.1 Rehut

Punnitaan 5-10 g ndytettd 0,01 gramman tarkkuudella 250 ml:n tulpal-
liseen erlenmeyerkolviin. Lisdtaan pipetilld 100,0 ml happamoitua me-
tanolia (3.8). Suljetaan 16yhisti tulpalla ja sekoitetaan kunnes ndyte on
liuennut. Asetetaan pullo noin 40-asteiseen ultradénihauteeseen (4.1) 20
minuutiksi, otetaan pois ja jidhdytetddn huoneenldmpdiseksi. Annetaan
laskeutua noin tunnin ajan ja suodatetaan méardosa 0,45 um:n kalvo-
suodattimen (4.2) lapi sopivaan astiaan. Tehdddan HPLC-maéaritys (5.3).

522 Esiscokset

Punnitaan 2 g jauhamatonta esiseosta 0,001 gramman tarkkuudella
250 ml:n mittapulloon. Lisdtadn 100,0 ml happamoitua metanolia (3.8)
ja sekoitetaan kunnes esiseos on liuennut. Laitetaan pullo sisdltdineen
noin 40-asteiseen ultradénihauteeseen (4.1) 20 minuutiksi, otetaan pois
ja jaahdytetddn huoneenlampoiseksi. Taytetddan merkkiin asti happamoi-
dulla metanolilla (3.8) ja sekoitetaan hyvin. Annetaan laskeutua tunnin
ajan ja suodatetaan méadrdosa 0,45 um:n kalvosuodattimen (4.2) lapi
sopivaan astiaan. Laimennetaan sopiva méird kirkasta suodosta happa-
moidulla metanolilla (3.8) siten, ettd lopullisessa koeliuoksessa on la-
salosid-natriumia noin 4 pg/ml. Tehdddn HPLC-madritys (5.3).

53 HPLC-mddritys
5.3.1 Muuttujat

Seuraavat ajo-olosuhteet ovat ohjeellisia; ajo voidaan suorittaa muissa
olosuhteissa, jos niilld saadaan samat tulokset:

Nestekromatografia-kolonni (4.3.1): 125 mm X 4 mm, kédénteisfaasi C;g, hiukkas-
koko 5 pm, tai vastaava

Liikkuva faasi (3.9): Fosfaattipuskurilivoksen (3.7) ja metanolin
(3.5) seos, 5 + 95 (V + V)

Virtausnopeus: 1,2 ml/min

Mittausaallonpituudet: Eksitaatio: 310 nm

Emissio: 419 nm

Injektiotilavuus: 20 ul
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6.1

6.2

Kromatografiajirjestelmén stabiilisuus tarkistetaan injektoimalla useita
kertoja 4,0 pg/ml:n kalibrointiliuosta (3.10.3), kunnes piikkien korkeu-
det (tai pinta-alat) ja retentioajat pysyvit vakioina.

Kalibrointikdyré

Injektoidaan kutakin kalibrointiliuosta (3.10.3) useita kertoja ja laske-
taan kutakin konsentraatiota vastaavat piikkien korkeuksien (pinta-alo-
jen) keskiarvot. Piirretdéin kalibrointikdyrd merkiten piikkien korkeuk-
sien (pinta-alojen) keskiarvot y-akselille ja vastaavat konsentraa-
tiot (ug/ml) x-akselille.

Niyteliuos

Injektoidaan 5.2.1 tai 5.2.2 kohdassa saatuja ndyteuutteita useita kertoja
kédyttden samaa tilavuutta kuin kalibrointiliuoksille ja mééritetddn lasa-
losid-natriumpiikkien korkeuksien (pinta-alojen) keskiarvo.

Tulosten laskeminen

Nayteliuosta (5.3.3) injektoimalla saatujen piikkien korkeuksien (pinta-
alojen) keskiarvosta madéritetddn lasalosid-natriumkonsentraatio (pg/ml)
kalibrointikdyrdn avulla.

Rehut

Néytteen lasalosid-natriumpitoisuus w (mg/kg) lasketaan seuraavalla
kaavalla:

cxV;

[mg/kg]

jossa:

c = ndyteliuoksen (5.2.1) lasalosid-natriumkonsentraatio (pug/ml),

V; = 5.2.1 kohdan mukaisesti valmistetun nayteuutteen tilavuus mil-
lilitroina (ts. 100 ml),

m = ndyte-erdin paino (g).

Esiseokset

Naytteen lasalosid-natriumpitoisuus w (mg/kg) lasketaan seuraavalla
kaavalla:

= g kg
jossa:
c = ndyteliuoksen (5.2.2) lasalosid-natriumkonsentraatio (png/ml),
V, = 5.2.2 kohdan mukaisesti valmistetun ndyteuutteen tilavuus mil-
lilitroina (ts. 250 ml),
f = 5.2.2 kohdan mukainen laimennuskerroin,

m = ndyte-erdn paino (g).
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72

7.3

Tulosten validointi
Tutkittavan aineen tunnistaminen

Spektrofluorimetriaan perustuvissa menetelmissd on vihemman hiirio-
mahdollisuuksia kuin UV-mittauksissa. Tutkittavan aineen tunnistami-
nen voidaan varmentaa yhteiskromatografialla.

Yhteiskromatografia

Nayteuutteeseen (5.2.1 tai 5.2.2) lisdtdan sopiva madrd kalibrointiliu-
osta (3.10.3). Lisdtyn lasalosid-natriummaéran on oltava suunnilleen
sama kuin ndyteliuoksesta maddritetty lasalosid-natriummaiérd. Ainoas-
taan lasalosid-natriumpiikin korkeus saa kasvaa, kun otetaan huomioon
sekd lisdtty mdérd lasalosid-natriumia ettd niyteliuoksen laimeneminen.
Piikin leveys puolivilissd korkeutta on oltava = 10 prosenttia sellaisen
ndyteliuoksen piikin leveydestd, johon ei ole tehty lisdysti.

Toistettavuus

Kahden rinnakkaismédrityksen vélinen ero samasta ndytteestd ei saa
olla suurempi kuin

— 15 % suuremmasta tuloksesta, kun lasalosid-natriumpitoisuus on
30-100 mg/kg,

— 15 mg/kg, kun lasalosid-natriumpitoisuus on 100-200 mg/kg,

— 7,5 % suuremmasta tuloksesta, kun lasalosid-natriumpitoisuus on
yli 200 mg/kg.

Saanto

Sellaisen nollandytteen saannon, johon on lisdtty madritettdvad ainetta,
on oltava vihintddn 80 prosenttia. Sellaisen esiseosndytteen saannon,
johon on lisdtty madritettdvad ainetta, saannon on oltava viahintddn
90 prosenttia.

Laboratorioiden vilisen vertailun tulokset

Laboratorioiden vélinen vertailu (*) jérjestettiin siten, ettd 12 laborato-
riossa tutkittiin 2 esiseosta (ndytteet 1 ja 2) ja 5 rehua (ndytteet 3-7).
Kukin ndyte maddiritettiin kaksi kertaa. Tulokset esitetdéin seuraavassa
taulukossa.

Niyte 1 Niyte 2 Niyte 3 Niyte 4 Niyte 5 Niyte 6 Niyte 7
Kananrehun | Kalkkunanre- Kalkkunan- | Kananrehura- | Kalkkunanre- | Siipikarjan- | Siipikarjan-
esiseos hun esiseos rehupelletit keet hu rehu A rehu B
L 12 12 12 12 12 12 12
n 23 23 23 23 23 23 23
Keskiarvo 5050 16 200 76,5 78,4 92,9 48,3 32,6
[mg/ke]
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
CVg [%] 5,66 5,45 5,03 9,34 5,69 7,18 10,70
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32

33

3.4

35

3.6

3.7

Niyte 1 Niyte 2 Niyte 3 Niyte 4 Niyte 5 Niyte 6 Niyte 7
Kananrehun | Kalkkunanre- | Kalkkunan- [Kananrehura- | Kalkkunanre- | Siipikarjan- | Siipikarjan-
esiseos hun esiseos rehupelletit keet hu rehu A rehu B
Nimellispitoi- 5000 (**) 16 000 (**) 80 (**) 105 (**) 120 (**) 50 (+) 35(+)

suus [mg/kg]

L = laboratorioiden lukuméira

n = yksittdisten tulosten lukumaérd

Sy = toistettavuuden keskihajonta

SR = uusittavuuden keskihajonta

CV, = toistettavuuden variaatiokerroin, %

CVy = uusittavuuden variaatiokerroin, %.
*) Analyst, 1995, 120, s. 2175-2180
(**) Valmistajan ilmoittama pitoisuus
+) Laboratoriossa valmistettu rehu.

H. AMPROLIUMHYDROKLORIDIN MAARITYS

1 [(4-amino-2-propyyli-5-pyrimidinyyli)metyyli]-2-metyylipyridiniumklo-
ridihydrokloridi

Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmélld voidaan médrittdd amproliumin pitoisuus rehuissa. Totea-
misraja on 1 mg/kg ja madritysraja 5 mg/kg.

Periaate

Néyte uutetaan metanoli-vesiseoksella. Uute laimennetaan liikkuvalla
faasilla, suodatetaan kalvosuodattimella, ja amprolium mééritetddn kor-
kean erotuskyvyn kationinvaihtonestekromatografialla (HPLC) ja UV-
detektorilla.

Reagenssit

Metanoli.

Asetonitriili, HPLC-laatua vastaava.

Vesi, HPLC-laatua vastaava.

Natriumdivetyfosfaattiliuos, ¢ = 0,1 mol/l.

Liuotetaan 13,80 g natriumdivetyfosfaattimonohydraattia veteen (3.3)
1 000 ml:n mittapullossa, tdytetddn merkkiin asti vedelld (3.3) ja sekoi-
tetaan.

Natriumperkloraattiliuos, ¢ = 1,6 mol/l.

Liuotetaan 224,74 g natriumperkloraattimonohydraattia veteen (3.3)
1 000 ml:n mittapullossa, tidytetddn merkkiin asti vedelld (3.3) ja sekoi-
tetaan.

HPLC:ssé kaytettava liikkkuva faasi (katso huomautus 9.1).

Asetonitriilin (3.2), natriumdivetyfosfaattiliuoksen (3.4) ja natriumperk-
loraattiliuoksen (3.5) seos, 450 + 450 + 100 (v + v + v). Suodatetaan
ennen kayttod 0,22 pm:n kalvosuodattimella (4.3) ja poistetaan kaasut
(esim. ultraddnihauteessa (4.4) véhintddan 15 min).

Standardiyhdiste: puhdas amprolium, 1-[(4-amino-2-propyyli-5-pyrimidi-
nyyli)-metyyli]-2-metyylipyridiniumkloridihydrokloridi, E 750 (katso
9.2 kohta).
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3.7.1
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3.7.3

3.8

4.2
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4.4

4.5

5.1
5.1.1

Amproliumstandardin kantaliuos, 500 pg/ml

Punnitaan 0,1 mg:n tarkkuudella 50 mg amproliumia (3.7) 100 ml:n
mittapulloon, liuotetaan 80 ml:aan metanolia (3.1), ja pullo pannaan
10 minuutiksi ultraddnihauteeseen (4.4). Ultradénikasittelyn jélkeen
liuoksen annetaan jadhtyd huoneenldmpétilaan, tiytetddn merkkiin asti
vedelld ja sekoitetaan. Liuos sdilyy < 4 °C:n ldmpdtilassa yhden kuu-
kauden.

Amproliumstandardin vélimuotoliuos, 50 pg/ml

Pipetoidaan 5,0 ml standardin kantaliuosta (3.7.1) 50 ml:n mittapulloon,
taytetddn merkkiin asti uuttoliuoksella (3.8) ja sekoitetaan. Liuos sdilyy
< 4 °C:n ldmpétilassa yhden kuukauden.

Kalibrointiliuokset

Siirretdaan 0,5, 1,0 ja 2,0 ml standardin valimuotoliuosta (3.7.2) 50 ml:n
mittapulloihin. Téaytetddn merkkiin asti liikkuvalla faasilla (3.6) ja se-
koitetaan. Nama liuokset vastaavat 0,5, 1,0 ja 2,0 pg/ml amproliumia.
Liuokset on valmistettava juuri ennen kayttoa.

Uuttoliuos

Metanoli (3.1) -vesiseos 2 + 1 (v + V).

Viilineisto

HPLC-laitteisto, jossa voidaan injektoida 100 pl:n naytteita.

Nestekromatografiakolonni, 125 mm x 4 mm, kationinvaihtaja Nucleo-
sil 10 SA, hiukkaskoko 5 pm tai 10 pm, tai vastaava.

Vaihtuva-aallonpituuksinen UV-detektori tai diodirividetektori.

Kalvosuodatin, PTFE:td, 0,45 um.

Kalvosuodatin, 0,22 um.

Ultradénihaude.

Mekaaninen ravistelija tai magneettisekoitin.

Menettely
Yleistd
Nollarehu

Saantokokeen (5.1.2) toimivuuden maérittdmiseksi on analysoitava nol-
larehu (nollandyte), jotta varmistetaan, ettei se sisdlld amproliumia tai
mittausta hdiritsevid aineita. Nollandytteen on oltava nédytteen kaltainen,
eikd siind saa olla havaittavia mdarid amproliumia tai héiritsevid ainei-
ta.

Saantokoe

Saanto on maédritettdva analysoimalla nollandyte, johon on lisitty néyt-
teen amproliumia ndytteen amproliumpitoisuutta vastaava méard. Jotta
saadaan 100 mg/kg amproliumia vastaava ndyteliuos, siirretddn 10,0 ml
standardin kantalivosta (3.7.1) 250 ml:n erlenmeyerkolviin, ja liuos
haihdutetaan noin 0,5 ml:ksi. Lisdtddn 50 g nollandytettd, sekoitetaan
huolellisesti ja annetaan tasoittua 10 min sekoittaen useita kertoja en-
nen uuttovaiheeseen (5.2) siirtymista.
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Jos saatavilla ei ole ndytteen kaltaista nollandytettd (katso 5.1.1), voi-
daan saantokoe suorittaa vaihtoehtoisesti standardinlisdysmenetelmélld.
Télloin analysoitavaan ndytteeseen lisdtdén suunnilleen néytteiden jo
sisdltdmd madrd amproliumia. TAm& ndyte analysoidaan yhdessd varsi-
naisen ndytteen kanssa, ja saanto voidaan laskea vdhennyslaskulla.

5.2 Uutto
5.2.1 Esiseokset (amproliumpitoisuus < 1 %) ja rehut

Punnitaan 0,01 gramman tarkkuudella 5-40 g naytettd, riippuen sen
amproliumpitoisuudesta, 500 ml:n erlenmeyerkolviin ja lisdtdan 200 ml
uuttolivosta (3.8). Kolvi pannaan ultradénihauteeseen (4.4) 15 minuu-
tiksi. Otetaan kolvi ultraddnihauteesta, ravistellaan 1 tunnin ajan ravis-
telijassa tai sekoitetaan magneettisekoittimella (4.5). Uutteesta otettu
erd laimennetaan liikkuvalla faasilla (3.6) siten, ettd sen amproliumpi-
toisuus on 0,5-2 pg/ml, ja sekoitetaan (katso 9.3). Suodatetaan 5—10 ml
tata laimennettua livosta kalvosuodattimella (4.2). Tehddan HPLC-maa-
ritys (5.3).

5.2.2 Esiseokset (amproliumpitoisuus > 1 %)

Punnitaan 0,001 gramman tarkkuudella 1-4 g esiseosta, riippuen sen
amproliumpitoisuudesta, 500 ml:n erlenmeyerkolviin ja lisdtdéin 200 ml
uuttolivosta (3.8). Kolvi pannaan ultradénihauteeseen (4.4) 15 minuu-
tiksi. Otetaan kolvi ultraddnihauteesta, ravistellaan 1 minuutin ajan ra-
vistelijassa tai sekoitetaan magneettisekoittimella (4.5). Uutteesta otettu
erd laimennetaan liikkuvalla faasilla (3.6) siten, ettd sen amproliumpi-
toisuus on 0,5-2 pg/ml, ja sekoitetaan. Suodatetaan 5-10 ml titd lai-
mennettua livosta kalvosuodattimella (4.2). Tehddin HPLC-mééritys
(5.3).

53 HPLC-mddritys
5.3.1 Muuttujat:

Seuraavat ajo-olosuhteet ovat ohjeellisia ja niitd voidaan muuttaa, mi-
kéli ne antavat vastaavanlaiset tulokset.

Nestekromatografia-kolonni 125 mm x 4 mm, kationinvaihtaja Nucleosil 10 SA, hiuk-

(4.1.1): kaskoko 5 tai 10 pum, tai vastaava

Liikkuva faasi (3.6): Asetonitriilin (3.2), natrium-divetyfosfaattiliuoksen (3,4)
ja natriumperkloraattiliuoksen (3.5) seos, 450 + 450 + 100
v+ v+v).

Virtausnopeus: 0,7-1 ml/min

Detektioaallonpituus: 264 nm

Injektiotilavuus: 100 pl

Kromatografiajarjestelmén stabiilisuus tarkistetaan injektoimalla useita
kertoja kalibrointiliuosta (3.7.3), jonka konsentraatio on 1,0 pg/ml, kun-
nes piikkien korkeudet ja retentioajat pysyvét vakioina.

532 Kalibrointikdyré

Injektoidaan kutakin kalibrointiliuosta (3.7.3) useita kertoja ja lasketaan
kutakin konsentraatiota vastaavat piikkien korkeuksien (pinta-alojen)
keskiarvot. Piirretddn kalibrointikdyré siten, ettd y-akselilla ovat kalib-
rointilivosten piikkien korkeuksien (pinta alojen) keskiarvot ja x-akse-
lilla vastaavat konsentraatiot (pg/ml).
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7.1.2

Niyteliuos

Injektoidaan nayteliuosta (5.2) useita kertoja kdyttden samaa injektioti-
lavuutta kuin kalibrointiliuoksille ja maééritetddn amproliumpiikkien
korkeuksien (pinta-alojen) keskiarvo.

Tulosten laskeminen

Néyteliuoksen amproliumkonsentraatio (pg/ml) lasketaan piikkien kor-
keuksien (pinta-alan) keskiarvosta kalibrointikdyrdn (5.3.2) avulla.

Naytteen amproliumpitoisuus w (mg/kg) lasketaan seuraavan kaavan
avulla:

w= L g i
jossa:
V = uuttoliuoksen (3.8) tilavuus (ml) 5.2 kohdan mukaisesti
(ts. 200 ml),
¢ = ndyteliuoksen (5.2) amproliumpitoisuus (pg/ml),
f = 5.2 kohdan mukainen laimennuskerroin,
m = ndyte-erdn paino (g).

Tulosten validointi
Tutkittavan aineen tunnistaminen

Tutkittavan aineen tunnistaminen voidaan varmentaa yhteiskromatogra-
fialla tai kéyttdmalld diodirividetektoria, jolla verrataan ndyteuutteen
(5.2) ja 2,0 pg/ml siséltavan kalibrointiliuoksen (3.7.3) spektreja.

Yhteiskromatografia

Nayteuutteeseen (5.2) lisdtddn sopiva madrd kalibrointiliuosta (3.7.3).
Lisdtyn amproliumin médrdn on oltava samaa suuruusluokkaa kuin
ndyteuutteessa todettu amproliumin maara.

Ainoastaan amproliumin piikki saa kasvaa, kun otetaan huomioon seké
lisdtty madra ettd uutteen laimennus. Piikin leveys puolivilissd piikin
korkeutta on oltava £+ 10 prosenttia sellaisen nédyteuutteen alkuperdisen
amproliumpiikin leveydestd, johon ei ole tehty lisdysta.

Diodirividetektoriméadritys

Tulokset arvioidaan seuraavien arviointiperusteiden mukaisesti:

a) Kromatogrammin piikkien huipusta mitattujen ndyte- ja standardis-
pektrien maksimiabsorption aallonpituuksien on oltava samat ilmai-
sinjarjestelmdn erotuskyvyn mukaan madrdytyvissd rajoissa. Diodi-
rividetektorilla tdimé on tyypillisesti £ 2 nm.

b

=

Vililld 210-320 nm kromatogrammin piikkien huipun kohdalla saa-
dut ndyte- ja standardispektrit eivét saa erota toisistaan niiltd spekt-
rin osilta, joiden suhteellinen absorbanssi on 10-100 prosenttia.
Tami edellytys tdyttyy, kun maksimit ovat samat eikd spektrien
vélinen ero ole missddn kohdassa suurempi kuin 15 prosenttia stan-
dardianalyytin absorbanssista.
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c) Vililld 210-320 nm néyteuutteesta saadut spektrit piikin nousun,
huipun ja laskun kohdalla eivét saa erota toisistaan niiltd spektrin
osilta, joiden suhteellinen absorbanssi on 10-100 prosenttia. Tamé
edellytys téyttyy, kun maksimit ovat samat eikd spektrien vélinen
ero ole missddn kohdassa suurempi kuin 15 prosenttia piikin huipun
spektrin absorbanssista.

Jos jokin ndistd edellytyksistd ei tdyty, tutkittavan aineen esiintymista
ei ole vahvistettu.

Toistettavuus

Kahden rinnakkaismédérityksen vilinen ero samasta ndytteesti ei saa
olla suurempi kuin

— 15% suuremmasta tuloksesta, kun amproliumpitoisuus on 25—
500 mg/kg,

— 75 mg/kg, kun amproliumpitoisuus on 500-1 000 mg/kg,

— 7,5 % suuremmasta tuloksesta, kun amproliumpitoisuus on yli
1 000 mg/kg.

Saanto

Sellaisen nollandytteen saannon, johon on lisdtty médritettdvad ainetta,
on oltava vihintddn 90 prosenttia.

Laboratorioiden vilisen vertailun tulokset

Eri laboratorioissa analysoitiin kolme siipikarjan rehua (ndytteet 1-3),
yksi kivenndisrehu (ndyte 4) ja yksi esiseos (ndyte 5). Tulokset esite-
tddn seuraavassa taulukossa.

nédyte I(nollarehu) néyte 2 nédyte 3 néyte 4 nédyte 5
L 14 14 14 14 15
n 56 56 56 56 60
keskiarvo  [mg/ - 45,5 188 5129 25 140
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
CVy [%] - 6,47 6,27 5,19 3,00
nimellispitoi- - 50 200 5000 25000
suus [mg/kg]
L: laboratorioiden lukumaéra
n: yksittdisten arvojen lukumaérd
S toistettavuuden keskihajonta
CV.: toistettavuuden variaatiokerroin
SR: uusittavuuden keskihajonta

CVg:  uusittavuuden variaatiokerroin.
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9.2

9.3

Huomautukset

Jos néytteessd on tiamiinia, tiamiinipiikki ndkyy kromatogrammissa
hiukan ennen amproliumpiikkid. Téssd menetelmdssd amproliumin ja
tiamiinin on erotuttava toisistaan. Jos ne eivit erotu tdssd menetelmassi
kaytetylld kolonnilla (4.1.1), korvataan enintddn 50 prosenttia liikkuvan
faasin (3.6) asetonitriiliosuudesta metanolilla.

British Pharmacopoeian mukaan kloorivetyhappoon (¢ = 0,1 mol/l)
tehdyn amproliumliuoksen (¢ = 0,02 mol/l) spektrissi on maksimit
aallonpituuksilla 246 nm ja 262 nm. Absorbanssin on saavutettava
arvo 0,84 aallonpituudella 246 nm ja 0,80 aallonpituudella 262 nm.

Uute on aina laimennettava liikkuvalla faasilla, koska muuten ampro-
liumpiikin retentioaika voi muuttua merkittdvésti ionivahvuuden muut-
tumisen johdosta.

I. NARASIININ MAARITYS

Narasiinipitoisuuden madiritys tehdddn

— EN 17299 -standardin (Rehut. Niytteenotto ja analysointi. Lisdai-
nepitoisuustasolla sekd 1%:m ja 3 %:n ristikontaminaatiotasoilla
olevien sallittujen kokkidiostaattien ja alle lisdainepitoisuustasolla
olevien ei-rekisterdityjen kokkidiostaattien ja yksittdisen antibiootin
seulonta ja méadrittdminen rehuseoksesta suuren erotuskyvyn nestek-
romatografia — tandemmassaspektrometrilla (LC-MS/MS)) mukai-
sella madritysmenetelmailld, tai

— EN ISO 14183 -standardin (Rehut. Monensiinin, narasiinin ja sali-
nomysiinin pitoisuuksien maééritys. Nestekromatografinen mene-
telmd kayttden kolonnin jilkeistd derivointia) mukaisella menetel-
malla.

J. NIKARBATSIININ MAARITYS

Nikarbatsiinipitoisuuden maédritys tehddén

— EN 17299 -standardin (Rehut. Niytteenotto ja analysointi. Lisdai-
nepitoisuustasolla sekd 1%:m ja 3 %:n ristikontaminaatiotasoilla
olevien sallittujen kokkidiostaattien ja alle lisdainepitoisuustasolla
olevien ei-rekisterdityjen kokkidiostaattien ja yksittdisen antibiootin
seulonta ja médrittiminen rehuseoksesta suuren erotuskyvyn nestek-
romatografia — tandemmassaspektrometrilla (LC-MS/MS)) mukai-
sella maaritysmenetelmalld, tai

— EN 15782 -standardin (Rehut. Nikarbatsiinin médritys. Nestekaasuk-
kromatografimenetelmd) mukaisella menetelmalla.

K. DEKOKINAATIN MAARITYS

Dekokinaattipitoisuuden médritys tehddan

— EN 17299 -standardin (Rehut. Niytteenotto ja analysointi. Lisdai-
nepitoisuustasolla sekd 1 %:m ja 3 %:n ristikontaminaatiotasoilla
olevien sallittujen kokkidiostaattien ja alle lisdainepitoisuustasolla
olevien ei-rekisterdityjen kokkidiostaattien ja yksittdisen antibiootin
seulonta ja médrittiminen rehuseoksesta suuren erotuskyvyn nestek-
romatografia — tandemmassaspektrometrilla (LC-MS/MS)) mukai-
sella madritysmenetelmalld, tai

— EN 16162 -standardin (Rehut. Dekokinaatin mééritys nestekroma-
tografisesti fluoresenssilla toteamalla) mukaisella menetelmalla.
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L. MONENSIININ MAARITYS

Monensiinipitoisuuden maééritys tehdddn

— EN 17299 -standardin (Rehut. Niytteenotto ja analysointi. Lisdai-
nepitoisuustasolla sekd 1%:m ja 3 %:n ristikontaminaatiotasoilla
olevien sallittujen kokkidiostaattien ja alle lisdainepitoisuustasolla
olevien ei-rekisterdityjen kokkidiostaattien ja yksittdisen antibiootin
seulonta ja madrittdiminen rehuseoksesta suuren erotuskyvyn nestek-
romatografia — tandemmassaspektrometrilla (LC-MS/MS)) mukai-
sella madritysmenetelmailld, tai

— EN ISO 14183 -standardin (Rehut. Monensiinin, narasiinin ja sali-
nomysiinin pitoisuuksien maééritys. Nestekromatografinen mene-
telmd kayttden kolonnin jilkeistd derivointia) mukaisella menetel-
malla.

M. SALINOMYSIININ MAARITYS

Salinomysiinipitoisuuden maédritys tehdaan

— EN 17299 -standardin (Rehut. Niytteenotto ja analysointi. Lisdai-
nepitoisuustasolla sekd 1%:m ja 3 %:n ristikontaminaatiotasoilla
olevien sallittujen kokkidiostaattien ja alle lisdainepitoisuustasolla
olevien ei-rekisterdityjen kokkidiostaattien ja yksittdisen antibiootin
seulonta ja méadrittdminen rehuseoksesta suuren erotuskyvyn nestek-
romatografia — tandemmassaspektrometrillda (LC-MS/MS)) mukai-
sella madritysmenetelmalld, tai

— EN ISO 14183 -standardin (Rehut. Monensiinin, narasiinin ja sali-
nomysiinin pitoisuuksien maééritys. Nestekromatografinen mene-
telmé kayttden kolonnin jélkeistd derivointia) mukaisella menetel-
malla.

N. SEMDURAMISIININ MAARITYS

Semduramisiinipitoisuuden médritys tehddin

— EN 17299 -standardin (Rehut. Niytteenotto ja analysointi. Lisdai-
nepitoisuustasolla sekd 1%:m ja 3 %:n ristikontaminaatiotasoilla
olevien sallittujen kokkidiostaattien ja alle lisdainepitoisuustasolla
olevien ei-rekisterdityjen kokkidiostaattien ja yksittdisen antibiootin
seulonta ja médrittiminen rehuseoksesta suuren erotuskyvyn nestek-
romatografia — tandemmassaspektrometrilld (LC-MS/MS)) mukai-
sella mairitysmenetelmalld, tai

— EN 16158 -standardin (Rehut. Semduramisiinipitoisuuden maééritys.
Nestekromatografinen menetelméd kéyttden puuanalyysid) mukai-
sella menetelmalld.

O. EN-STANDARDIT

Seuraavat EN-standardit ovat merkityksellisid sovellettaessa asetuksen
(EU) 2017/625 34 artiklan 2 kohdan a alakohtaa:

EN ISO 30024 Rehut. Fytaasiaktiivisuuden maéaritys

EN 17050 (Animal feeding stuffs — methods of sampling and analysis
— Determination of iodine in animal feed by ICP-MS), joka koskee
jodin maidritystd rehusta ICP-MS:114

EN 17550 (Animal feeding stuffs: Determination of carotenoids in
animal compound feed and premixtures by high performance liquid
chromatography — UV detection (HPLC-UV)), joka koskee karotenoi-
dien médritystd rehuseoksista ja esiseoksista kdyttden korkean suoritus-
kyvyn nestekromatografiaa ja UV-detektiota (HPLC-UV)

EN 15784 (Animal feeding stuffs: Methods of sampling and analysis —
Detection and enumeration of Bacillus spp), joka koskee Bacillus spp
-bakteerin havaitsemista ja madritystd rehusta
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EN 15785 Rehut. Bifidobacterium -suvun bakteerien eristiminen ja
madritys

EN 15786 (Animal feeding stuffs: Methods of sampling and analysis
Detection and enumeration of Pediococcus spp), joka koskee Pedio-
coccus spp -bakteerin havaitsemista ja madritystd rehusta

EN 15787 (Animal feeding stuffs: Methods of sampling and analysis —
Detection and enumeration of Lactobacillus spp. used as feed additive),
joka koskee rehun lisdaineena kéytettidvin Lactobacillus spp -bakteerin
havaitsemista ja maaritysta

EN 15788 (Animal feeding stuffs: Methods of sampling and analysis —
Detection and enumeration of Enterococcus (E. faecium) spp. used as
feed additive), joka koskee rehun lisdaineena kéytettivan Enterococcus
(E. faecium) spp. -bakteerin havaitsemista ja méaaritysta

EN 15789 (Animal feeding stuffs: Methods of sampling and analysis —
Detection and enumeration of Saccharomyces cerevisiae used as feed
additive), joka koskee rehun lisdaineena kiytettivin Saccharomyces
cerevisiae -mikro-organismin havaitsemista ja maaritystd

EN 15510 (Animal feeding stuffs: Methods of sampling and analysis —
Determination of calcium, sodium, phosphorus, magnesium, potassium,
iron, zinc, copper, manganese, cobalt, molybdenum, and lead by ICP-
AES), joka koskee kalsiumin, natriumin, fosforin, magnesiumin, kaliu-
min, raudan, sinkin, kuparin, mangaanin, koboltin, molybdeenin ja lyi-
jyn madritystd rehusta ICP-AES:114, (rehun lisdaineiden koboltti ja mo-
lybdeeni madritystd varten)

EN 15621 (Animal feeding stuffs: Methods of sampling and analysis —
Determination of calcium, sodium, phosphorus, magnesium, potassium,
sulphur, iron, zinc, copper, manganese and cobalt after pressure diges-
tion by ICP-AES), joka koskee kalsiumin, natriumin, fosforin, magne-
siumin, kaliumin, rikin, raudan, sinkin, kuparin, mangaanin ja koboltin
madritystd rehusta ICP-AES:11a painehajoituksen jélkeen, (rehun lisa-
aineen koboltti maéritystd varten)

EN 16159 Rehut. Seleenin méidritys mikroaaltohajotuksen (hajottami-
nen 65-prosenttisella typpihapolla ja 30-prosenttisella vetyperoksidilla)
jilkeen atomiabsorptiospektrometri-vetymenetelmélla (HGAAS), (re-
hun lisdaineen seleeni midritystd varten)

EN 17053: Rehut: Niytteenotto ja analysointi. Hivenaineiden, raskas-
metallien ja muiden vastaavien alkuaineiden maéérittiminen rehusta
ICP-MS:lld (multimenetelmd) (rehun lisdaineiden koboltti, molybdeeni
ja seleeni médritystd varten)
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LIITE V

REHUJEN SISALTAMIEN HAITALLISTEN AINEIDEN
VALVONNASSA KAYTETTAVAT MAARITYSMENETELMAT

A. DIOKSIINIEN (PCDD/PCDF) JA PCB-YHDISTEIDEN PITOISUUKSIEN

MAARITTAMINEN
I LUKU
NAYTTEENOTTOMENETELMAT JA MAARITYSTULOSTEN
TULKINTA
1. Soveltamisala ja midritelmit

Rehussa olevien polykloorattujen dibentso-para-dioksiinien (PCDD-yh-
disteiden), polykloorattujen dibentsofuraanien (PCDF-yhdisteiden), di-
oksiinien kaltaisten polykloorattujen bifenyylien (PCB-yhdisteiden) (')
ja muiden kuin dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden pitoisuuksien
viralliseen tarkastukseen tarkoitetut ndytteet on otettava liitteessa I vah-
vistettujen sddnnosten mukaisesti. Rehuun tasaisesti jakautuneiden ai-
neiden tai tuotteiden valvontaan on sovellettava liitteessd I olevassa 5.1
kohdassa vahvistettuja maédraa koskevia vaatimuksia. Talld tavoin saa-
tujen kokoomandytteiden katsotaan edustavan erid tai osaerid, joista ne
on otettu. Laboratoriondytteistd médritettyjen pitoisuuksien perusteella
arvioidaan, noudattavatko tutkittavat erdt niitd enimmaiismaérid, jotka
on vahvistettu direktiivissd 2002/32/EY.

(") PCDD-yhdisteiden, PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden toksi-
suusekvivalenssikertoimia (Toxic Equivalency Factor, TEF) koskeva taulukko: Ihmisille
atheutuvan riskin arvioinnissa kaytettivit WHO:n toksisuusekvivalenssikertoimet (TEF)
perustuvat Genevessd kesdkuussa 2005 pidetyn Maailman terveysjérjeston (WHO) asi-
antuntijakokouksen padtelmiin (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)).

Kongeneeri TEF-arvo Kongeneeri TEF-arvo
Dibentso-p-dioksii- Dioksiinien kaltaiset PCB-yhdisteetEi-
nit (PCDD:t) ja di- orto-
bentso-p-furaa- PCB-yhdisteet + mono-orto-PCB-yh-
nit (PCDF:t) disteet
2,3,7,8-TCDD 1
1,2,3,7,8-PeCDD 1 Ei-orto-PCB-yh-

disteet
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0,1 PCB 77 0,0001
1,2,3,6,7,8-HxCDD 0,1 PCB 81 0,0003
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0,1 PCB 126 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0,01 PCB 169 0,03
OCDD 0,0003 Mono-orto-PCB-

yhdisteet
2,3,7,8-TCDF 0,1 PCB 105 0,00003
1,2,3,7,8-PeCDF 0,03 PCB 114 0,00003
2,3,4,7,8-PeCDF 0,3 PCB 118 0,00003
1,2,3,4,7,8-HxCDF 0,1 PCB 123 0,00003
1,2,3,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 156 0,00003
1,2,3,7,8,9-HXCDF 0,1 PCB 157 0,00003
2,3,4,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 167 0,00003
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01 PCB 189 0,00003
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01
OCDF 0,0003

Kaytetyt lyhenteet: T = tetra; Pe = penta; Hx = heksa; Hp = hepta; O = okta; CDD =
klooridibentsodioksiini; CDF = klooridibentsofuraani; CB = klooribifenyyli.
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Téssd osassa sovelletaan komission téytdntdonpanoasetuksen (EU)
2021/808 (?) liitteessa I vahvistettuja méaéritelmid.

Kyseisten médritelmien lisdksi tdssd osassa sovelletaan seuraavia méi-
ritelmid:

”Seulontamenetelmilld” tarkoitetaan niiden néytteiden valitsemista,
joissa PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdistei-
den pitoisuudet ylittdvdt enimméisméadrit tai toimintarajat. Seulontame-
netelmien on mahdollistettava suuri nidytteenkdsittelykapasiteetti, joka
on kustannustehokas ja parantaa mahdollisuutta havaita uusia tapauksia,
joihin liittyy merkittdvid altistumis- ja terveysriskejd kuluttajien kan-
nalta. Seulontamenetelmien on perustuttava bioanalyyttisiin tai GC-
MS-menetelmiin. Enimmédisméérin noudattamisen tarkastamiseksi ote-
tuista cut-off-arvon ylittdvistd ndytteistd saadut tulokset on tarkistettava
tekemadlld alkuperdisestd ndytteestd tdydellinen uusi analyysi varmistus-
menetelmad kayttamalla.

”Varmistusmenetelmilld” tarkoitetaan menetelmid, joilla saadaan téy-
delliset tiedot tai lisétietoja, joiden avulla PCDD/PCDEF-yhdisteet ja
dioksiinien kaltaiset PCB-yhdisteet voidaan tunnistaa ja maarittdd yk-
siselitteisesti enimmadistasolla tai tarvittaessa toimintarajalla. Téllaisia
varmistusmenetelmid ovat korkean erotuskyvyn kaasukromatogra-
fia/korkean erotuskyvyn massaspektrometria (GC-HRMS) tai kaasukro-
matografia/tandem-massaspektrometria (GC-MS/MS).

2. Eridn tai osaerin enimmiismiirii koskevien vaatimusten mukai-
suus
2.1 Muut kuin dioksiinien kaltaiset PCB-yhdisteet

Eré tai osaerd on enimmiisméiédrdn mukainen, jos PCB 28:n, PCB 52:n,
PCB 101:n, PCB 138:n, PCB 153:n ja PCB 180:n, jdljempédnd “muut
kuin dioksiinien kaltaiset PCB-yhdisteet”, summaa koskeva mééritys-
tulos ei ylitd direktiivissd 2002/32/EY vahvistettua enimmaismaéras,
kun otetaan huomioon laajennettu mittausepdvarmuus (3). Erd tai osaerd
ei ole direktiivissd 2002/32/EY vahvistetun enimmaéisméédran mukainen,
jos rinnakkaismédritykselld (*) saatujen kahden suurimman maééritystu-
loksen keskiarvo (°) ylittdd enimmdismaérin selviésti, kun otetaan huo-
mioon laajennettu mittausepdvarmuus, toisin sanoen vaatimustenmukai-
suuden arvioinnissa kdytetddn médritettyd pitoisuutta, josta on vihen-
netty laajennettu mittausepavarmuus.

(*>) Komission tdytédntoonpanoasetus (EU) 2021/808, annettu 22 péivind maaliskuuta 2021,
elintarviketuotantoeldimissd kéytettyjen farmakologisesti vaikuttavien aineiden jaémien
madritysmenetelmien suorituskyvystd ja tulosten tulkinnasta sekd ndytteenottomenetel-
mistd ja pditosten 2002/657/EY ja 98/179/EY kumoamisesta (EUVL L 180, 21.5.2021,
s. 84).

Tarvittaessa on noudatettava asiakirjassa "Guidance Document on Measurement Uncer-
tainty for Laboratories performing PCDD/F and PCB Analysis using Isotope Dilution
Mass Spectrometry” (https://food.ec.europa.eu/system/files/2017-05/animal-feed-guidan-
ce_document pcdd-f pcb_en.pdf) kuvattuja periaatteita.

Rinnakkaismédritys: tarkasteltavien analyyttien erillinen mérittiminen kiyttden toista
osaa samasta homogenoidusta ndytteestd. Yleisesti sovelletaan liitteessd II olevan C
luvun 3 kohdassa vahvistettuja rinnakkaismédritystd koskevia vaatimuksia. Kuitenkin
menetelmissi, joissa kiytetiiin '*C-leimattua sisdistd standardia asianomaisten analyyt-
tien osalta, rinnakkaismééritys on tarpeen ainoastaan, jos ensimmdisen mairityksen tulos
ei ole vaatimustenmukainen. Rinnakkaismédritys on tarpeen, jotta voidaan sulkea pois
mahdollinen sisdinen ristikontaminaatio tai néytteiden sekoittuminen vahingossa. Jos
médritys suoritetaan kontaminaatiotapauksen yhteydessd, varmistus rinnakkaismaarityk-
selld voidaan jattda tekemadttd, mikéli médritykseen valitut ndytteet liittyvat jéljitettavyy-
den perusteella kontaminaatiotapaukseen ja havaittu maérd ylittdd huomattavasti enim-
maismaaran.

Suurimmat arvot: kunkin méérittdimattd jddneen kongeneerin arvon oletetaan olevan
médritysrajaa vastaava arvo. Pienimmét arvot: kunkin madrittdméttd jadneen kongeneerin
arvon oletetaan olevan nolla. Viliarvot: kunkin méarittdméttd jaineen kongeneerin arvon
oletetaan olevan puolet médritysrajaa vastaavasta arvosta.

(3

<

(4

=

(5

-
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2.2

Laajennettu mittausepdvarmuus lasketaan kayttden kattavuuskerrointa
2, jolloin luottamustaso on noin 95 prosenttia. Erd tai osaerd ei ole
vaatimustenmukainen, jos mitattujen arvojen keskiarvo, josta on vdhen-
netty keskiarvon laajennettu mittausepdvarmuus, ylittdd enimméaismad-
rén.

Edelléd tdssd kohdassa mainittuja sddntdja sovelletaan virallista valvon-
taa varten otettujen ndytteiden maéritystuloksiin. Toista asiantuntijala-
usuntoa tai vertaamista varten suoritettaviin maéérityksiin sovelletaan
kansallisia sdantoja.

PCDD/PCDF-yhdisteet ja dioksiinien kaltaiset PCB-yhdisteet

Erd tai osaerd on enimmaiisméédrdn mukainen, jos tulos yhdestd analyy-
sistd,

— joka on suoritettu seulontamenetelmailld, jossa véddrien vaatimusten-
mukaisten tulosten osuus on alle 5 prosenttia, osoittaa, ettei pitoi-
suus  ylitd enimmdiismédrdd, joka on vahvistettu direktii-
vissd 2002/32/EY PCDD/PCDF-yhdisteille seki PCDD/PCDF-yh-
disteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden summalle,

— joka on suoritettu varmistusmenetelmalld, ei ylitd enimmaismaéras,
joka on vahvistettu direktiivissd 2002/32/EY PCDD/PCDF-yhdis-
teille sekd PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten
PCB-yhdisteiden summalle, kun otetaan huomioon laajennettu mit-
tausepavarmuus.

Seulontamairitysten osalta on vahvistettava cut-off-arvo sen méaaritta-
miseksi, noudattaako ndyte niitd enimmaismaiérid, jotka on vahvistettu
joko PCDD/PCDF-yhdisteille tai PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksii-
nien kaltaisten PCB-yhdisteiden summalle.

Erd tai osaerd ei ole direktiivissd 2002/32/EY vahvistetun enimmaéis-
madrdn mukainen, jos varmistusmenetelmdd kéyttden rinnakkaismaé-
ritykselld (°) saatujen kahden suurimman maééritystuloksen keskiarvo
(7) ylittdd enimméismaérdn selvisti, kun otetaan huomioon laajennettu
mittausepdvarmuus, toisin sanoen vaatimustenmukaisuuden arvioinnissa
kdytetddn madritettyd pitoisuutta, josta on vidhennetty laajennettu mit-
tausepavarmuus.

Laajennettu mittausepdvarmuus lasketaan kdyttden kattavuuskerrointa
2, jolloin luottamustaso on noin 95 prosenttia. Erd tai osaerd ei ole
vaatimustenmukainen, jos mitattujen arvojen keskiarvo, josta on vdhen-
netty keskiarvon laajennettu mittausepdvarmuus, ylittdd enimmaismaa-
rin.

(°) Yleisesti sovelletaan liitteessé IT olevan C luvun 3 kohdassa vahvistettuja rinnakkaisméa-

(7

~

ritystd koskevia vaatimuksia. Kuitenkin varmistusmenetelmissd, joissa kiytetian '>C-
leimattua sisdistd standardia asianomaisten analyyttien osalta, rinnakkaismééritys on
tarpeen ainoastaan, jos ensimmdisen médrityksen tulos ei ole vaatimustenmukainen.
Rinnakkaismaéritys on tarpeen, jotta voidaan sulkea pois mahdollinen sisdinen ristikon-
taminaatio tai ndytteiden sekoittuminen vahingossa. Jos médritys suoritetaan kontami-
naatiotapauksen yhteydessd, varmistus rinnakkaismaéritykselld voidaan jittdad tekemattd,
mikédli madritykseen valitut néytteet liittyvit jéljitettdvyyden perusteella kontaminaatiota-
paukseen ja havaittu médrd ylittdd huomattavasti enimmaismaérin.

Suurimmat arvot: toksisuusekvivalenttia TEQ laskettaessa oletetaan kunkin maéritté-
mittd jddneen kongeneerin arvoksi mdidritysrajaa vastaava arvo. Pienimmit arvot:
TEQ:ta laskettaessa oletetaan kunkin maédrittaméttd jadneen kongeneerin arvoksi nolla.
Viliarvot: TEQ:ta laskettaessa oletetaan kunkin maédrittimittd jadneen kongeneerin ar-
voksi puolet mééritysrajaa vastaavasta arvosta.
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PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden
erillisten médritystulosten yhteenlaskettua arvioitua laajennettua epdvar-
muutta on kaytettivda PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten
PCB-yhdisteiden pitoisuuksien summana.

Edelléd tdssd kohdassa mainittuja sddntoja sovelletaan virallista valvon-
taa varten otettujen ndytteiden maiéritystuloksiin. Oikeussuojaa ja ver-
taamista varten suoritettaviin méarityksiin sovelletaan kansallisia sddn-
toja.

3. Tulokset, jotka ylittivit direktiivin 2002/32/EY liitteessi II vahvis-
tetut toimintarajat

Toimintarajojen avulla voidaan valita nédytteet niissd tapauksissa, joissa
on tarpeen tunnistaa saastumisen ldhde ja toteuttaa toimia sen vihen-
tdmiseksi tai poistamiseksi. Seulontamenetelmilld médritetddn tarkoi-
tuksenmukaiset cut-off-arvot ndiden ndytteiden valitsemiseksi. Jos ldh-
teen tunnistamiseksi ja saastumisen vdhentdmiseksi tai poistamiseksi
tarvitaan huomattavia ponnistuksia, toimintarajan ylittyminen on aiheel-
lista vahvistaa rinnakkaismadritykselld kdyttden varmistusmenetelmad
ja ottaen huomioon laajennettu mittausepavarmuus (®).

II LUKU

NAYTTEIDEN VALMISTUS JA VAATIMUKSET, JOTKA REHUSSA

OLEVIEN  DIOKSIINIEN  (PCDD/PCDF) JA  DIOKSIINIEN

KALTAISTEN PCB-YHDISTEIDEN PITOISUUKSIEN VIRALLISESSA

VALVONNASSA KAYTETTYJEN MAARITYSMENETELMIEN ON
TAYTETTAVA

1. Soveltamisala

Téssd luvussa vahvistettuja vaatimuksia on sovellettava analysoitaessa
rehua 2,3,7,8-substituoitujen polykloorattujen dibentso-para-dioksii-
nien (PCDD:t) ja polykloorattujen dibentsofuraanien (PCDF:t) ja diok-
siinien kaltaisten polykloorattujen bifenyylien (dioksiinien kaltai-
set PCB:t) pitoisuuksien virallista valvontaa varten ja kun on kyse
ndytteiden valmistuksesta ja mddritysvaatimuksista muita sdéntelytar-
koituksia varten, mihin kuuluu my6s rehualan toimijan suorittama val-
vonta Euroopan parlamentin ja neuvoston asetuksen (EY) N:
0 183/2005 (°) sddnndsten mukaisuuden varmistamiseksi.

PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden
esiintymistd rehussa voidaan valvoa kahdella erityyppiselld maéritys-
menetelmalla:

a) Seulontamenetelmdit

Seulontamenetelmilld  pyritddn valitsemaan ne niytteet, joissa
PCDD/PCDEF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden pi-
toisuudet ylittdvdt enimmdismédrdt tai toimintarajat. Seulontamenetel-
mien on varmistettava suuri nédytteenkdsittelykapasiteetti, joka on kus-
tannustehokas ja parantaa mahdollisuutta havaita uusia tapauksia, joihin
liittyy merkittdvid altistumis- ja terveysriskeja kuluttajien kannalta. Nii-
den soveltamisen tavoitteena on oltava viddrien vaatimustenmukaisten
tulosten vélttdminen. Niihin voi kuulua bioanalyyttisid menetelmid ja
GC-MS-menetelmid.

Seulontamenetelmét perustuvat maééritystuloksen ja cut-off-arvon kes-
kindiseen vertailuun ja antavat myonteisen tai kielteisen viitteen siité,
ylittyykd enimmaismaérd tai toimintaraja. PCDD/PCDF-pitoisuus sekd
PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden
summa ndytteissd, joiden epdillddn olevan enimméiisméirda koskevien
vaatimusten vastaisia, on médritettavé tai vahvistettava varmistusmene-
telmén avulla.

Lisdksi seulontamenetelmdt voivat antaa viitteen PCDD/PCDEF-
yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden pitoisuuksista
ndytteessd. Sovellettaessa bioanalyyttisid seulontamenetelmid tulos il-
maistaan  bioanalyyttisind  ekvivalentteina  (BEQ), kun taas
sovellettaessa fysikaalis-kemiallisia GC-MS-menetelmid se ilmaistaan

(*) Toimintarajojen tarkistukseen liittyvddn rinnakkaismadritykseen sovelletaan samoja kri-
teerejd ja vaatimuksia kuin enimméaismédriin, ks. alaviite 5.

(°) Euroopan parlamentin ja neuvoston asetus (EY) N:o 183/2005, annettu 12 pdivana tam-
mikuuta 2005, rehuhygieniaa koskevista vaatimuksista (EUVL L 35, 8.2.2005, s. 1).
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toksisuusekvivalentteina (TEQ). Seulontamenetelmien numeerisesti il-
moitetut tulokset soveltuvat vaatimustenmukaisuuden, epdillyn vaa-
timustenvastaisuuden tai toimintarajojen ylittymisen osoittamiseen, ja
ne antavat viitteen pitoisuuksien vaihteluvilistd, kun suoritetaan jatko-
toimia varmistusmenetelmin. Ne eivit sovellu esimerkiksi taustapitoi-
suustasojen arvioimiseen, saannin arvioimiseen, pitoisuuksien kehitys-
suuntausten seuraamiseen tai toimintarajojen ja enimméaismédrien uu-
delleenarviointiin.

b) Varmistusmenetelmdit

Varmistusmenetelmét mahdollistavat ndytteessa esiintyvien
PCDD/PCDEF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden yk-
siselitteisen tunnistamisen ja méadrittdimisen ja antavat taydelliset tiedot
yksittdisten kongeneerien tasolla. Sen vuoksi kyseisten menetelmien
avulla voidaan valvoa enimméismédrid ja toimintarajoja sekd vahvistaa
seulontamenetelmilld saadut tulokset. Liséksi tuloksia voidaan kayttda
muihin tarkoituksiin, kuten matalien taustapitoisuustasojen maarittdmi-
seen rehuvalvonnassa, kehityssuuntausten seuraamiseen, véeston altis-
tumisen arvioimiseen ja tietokannan luomiseen enimmdiismédrien ja
toimintarajojen mahdollista uudelleenarviointia varten. Ne ovat merkit-
tdvid myoOs kongeneerijakauman maédrittdimisessd, jotta mahdolliset
saastumisldhteet voidaan kartoittaa. Tillaiset menetelmdt ovat GC-
HRMS-menetelmid. Sen vahvistamiseksi, noudattaako ndyte enimmdis-
madrdd koskevia vaatimuksia, voidaan kdyttdd myos GC-MS/MS-me-
netelméaa.

Tausta

TEQ-pitoisuudet lasketaan siten, ettd tietyssd ndytteessd olevien yksit-
tdisten aineiden pitoisuudet kerrotaan kunkin aineen toksisuusekviva-
lenssikertoimella (TEF) (ks. I luvussa oleva alaviite 1) ja saadut maarat
lasketaan yhteen, jolloin tulokseksi saadaan dioksiinien kaltaisten yh-
disteiden kokonaispitoisuus toksisuusekvivalentteina ilmaistuna.

Tassd A osassa yksittdisen kongeneerin hyviaksytylld maéaritysrajalla
tarkoitetaan matalinta analyytin pitoisuutta, joka voidaan mitata koh-
tuullisella tilastollisella varmuudella ja joka tdyttdd tunnistamista kos-
kevat kriteerit, jotka on kuvattu kansainvélisesti tunnustetuissa standar-
deissa, esimerkiksi standardissa EN 16215:2012 (Animal feed — Deter-
mination of dioxins and dioxin-like PCBs by GC-HRMS and of indi-
cator PCBs by GC-HRMS), joka koskee dioksiinien ja dioksiinien
kaltaisten PCB-yhdisteiden maéritystd rehuissa kdyttden GC-HRMS:aa
ja indikaattori-PCB-yhdisteiden maédritystd kdyttden GC-HRMS:d4,
ja/tai tarkistetuissa EPA-menetelmissd 1613 ja 1668.

Yksittdisen kongeneerin hyviksytty maéritysraja voi olla

a) se ndyteuutteessa olevan analyytin pitoisuus, joka tuottaa kahdelle
mitattavalle ionille mittalaitteessa vasteen, jossa vdhemmén herkén
raakadatasignaalin signaali-kohinasuhde on 3:1; tai

b

=

jos signaali-kohinasuhteen laskelma ei teknisistd syistd tuota luotet-
tavia tuloksia, kalibrointikdyrdlld oleva alin pitoisuus, joka antaa
hyviksyttavin (< 30 %) ja johdonmukaisen (mitattuna véhintddn
nédytesarjan alusta ja lopusta) poikkeaman keskiméardisestd suhteel-
lisesta vastekertoimesta, joka on laskettu kalibrointikdyrin kaikille
pisteille kussakin néytesarjassa. Médritysraja (LOQ) lasketaan alim-
masta pitoisuudesta ottaen huomioon sisdisten standardien saannot
ja ndytteen maara.
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Q)

Bioanalyyttisilld seulontamenetelmilld ei saada tuloksia kongeneerita-
solla, vaan ainoastaan viite ('°) TEQ-tasosta BEQ-arvona ilmaistuna sen
vuoksi, ettd kaikki testivasteen tuottavassa nidyteuutteessa olevat yhdis-
teet eivit tdytd kaikkia TEQ-periaatteen vaatimuksia.

Seulonta- ja varmistusmenetelmid voidaan kéyttdad tietyn matriisin tar-
kastuksessa ainoastaan, jos menetelmét ovat riittdvdt herkkid ja kyke-
nevit luotettavasti havaitsemaan maéérat toimintarajalla tai enimmais-
madralla.

Laadunvarmistusta koskevat vaatimukset

On toimittava ristikontaminaation valttdmiseksi kussakin néytteenoton
ja analyysin vaiheessa.

Niytteet on varastoitava ja kuljetettava varastointiin soveltuvissa lasis-
ta, alumiinista, polypropyleenistd tai polyetyleenistd valmistetuissa séi-
lidissd, jotka eivdt vaikuta PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kal-
taisten PCB-yhdisteiden pitoisuuksiin ndytteissd. Paperipolyjaamadt on
poistettava ndytesdiliostd.

Naytteiden varastointi ja kuljetus on jérjestettdvd niin, ettd rehuniyte
pysyy koskemattomana.

Jokainen laboratoriondyte jauhetaan tarvittaessa hienoksi ja sekoitetaan
huolellisesti kédyttden menetelmdd, jonka on osoitettu homogenoivan
nédytteen tdydellisesti (esim. hienonnus 1 mm:n siivildn ldpdiseviksi
hiukkasiksi). Liian kosteat ndytteet on kuivattava ennen hienontamista.

Reagenssit, lasitavarat ja laitteet on tarkistettava sen varalta, ettd ne
voivat osaltaan vaikuttaa TEQ- ja BEQ-arvoihin perustuviin tuloksiin.

On suoritettava ilman ndytettd tehtdvd nolla-analyysi, jossa kdydddn
lapi kaikki analyysin vaiheet.

Bioanalyyttisten menetelmien osalta méairityksessd kaytettdvat lasitava-
rat ja livottimet on testattava sen toteamiseksi, ettei niissd ole yhdistei-
td, jotka voivat hairitd kohdeyhdisteiden havaitsemista mittausalueella.
Lasitavarat on huuhdeltava livottimilla tai kuumennettava lampétiloi-
hin, jotka soveltuvat PCDD/PCDF-yhdisteiden, dioksiinien kaltaisten
yhdisteiden ja lasitavaroiden pinnalta perdisin olevien héiriditd aiheut-
tavien yhdisteiden poistamiseen.

Uuttamisessa kdytettdvin ndytteen méidrdn on oltava riittdvé, jotta tdy-
tetddn vaatimukset, jotka koskevat riittivdin matalaa mittausaluetta, joka
késittdd enimmdismédrien tai toimintarajojen suuruiset pitoisuudet.

Tarkasteltavien tuotteiden yhteydesséd kaytettdviin ndytteiden valmistus-
menettelyihin on sovellettava kansainvilisesti hyviksyttyja suuntavii-
voja (ts. EN ISO 6498).

Bioanalyyttiset menetelmit eivit kohdistu suoraan TEF-jérjestelmdén siséltyviin konge-
neereihin. Néyteuutteessa voi olla muita rakenteellisesti samankaltaisia AhR-aktiivisia
yhdisteitd, jotka vaikuttavat kokonaisvasteeseen. Sen vuoksi bioanalyyttisilli menetel-
milld saadut tulokset eivit ole arvio nédytteen TEQ-arvosta vaan viite siitd.
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5.2.

Laboratorioita koskevat vaatimukset

Asetuksen (EU) 2017/625 sdanndsten mukaisesti laboratorioiden on
oltava ISO/IEC-oppaan 58 mukaisesti toimivan tunnustetun laitoksen
hyvéksymid, milld varmistetaan, ettd laboratoriot soveltavat analyyttistd
laadunvarmistusta. Laboratorioiden hyvéksyntd on tehtdvd EN ISO/IEC
17025 -standardin mukaisesti. PCDD/PCDEF- ja PCB-yhdisteiden ana-
lyysin mittausepdvarmuuden ja médritysrajojen arviointia koskevissa
teknisissd ohjeissa (') kuvattuja periaatteita on noudatettava.

Laboratorion pitevyys osoitetaan sen osallistumisella jatkuvasti hyvin
tuloksin  laboratorioiden  vélisiin  tutkimuksiin, jotka koskevat
PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden
madrittdmistad asianmukaisissa rehumatriiseissa ja pitoisuusalueilla.

Seulontamenetelmid ndytteiden rutiinitarkastuksissa kéyttdvien labora-
torioiden on tehtdva tiivistd yhteistyotd varmistusmenetelmad kaytta-
vien laboratorioiden kanssa laadunvalvonnan ja vaatimustenvastaisiksi
epdiltyjen ndytteiden midritystuloksen varmistuksen osalta.

Perusvaatimukset dioksiinien (PCDD/PCDF) ja dioksiinien kaltais-
ten PCB-yhdisteiden miiritysmenettelylle

Matala mittausalue ja mddritysrajat

Koska osa PCDD/PCDF-yhdisteistd on erittdin toksisia, ne on pystyt-
tivd havaitsemaan jo femtogrammoina (107'°€) ilmaistavan alueen
ylemmilla arvoilla. Useimpien PCB-kongeneerien osalta maaritysrajaksi
riittdd nanogrammoina (107° &) ilmaistava alue. Toksisempien dioksii-
nien kaltaisten PCB-yhdisteiden (erityisesti non-orto-substituoitujen yh-
disteiden) mittauksessa mittausalueen ala-arvojen on oltava pikogram-
moina (1072 8) ilmaistavan alueen alimpia arvoja. Kaikkien muiden
PCB-yhdisteiden osalta midritysrajaksi riittid nanogrammoina (107 £)
ilmaistava alue.

Hyvid selektiivisyys (spesifisyys)

1 PCDD/PCDF-yhdisteet sekd dioksiinien kaltaiset PCB-yhdisteet on voi-
tava erottaa lukuisista muista uuttamisessa mukana tulevista ja mahdol-
lisesti hairi6itd aiheuttavista yhdisteistd, joiden pitoisuudet voivat olla
moninkertaisia verrattuna tarkasteltavien analyyttien pitoisuuksiin. GC-
MS-menetelmissd on pystyttdvd erottelemaan eri kongeneerit, kuten
toksiset  kongeneerit  (esim.  seitsemédntoista  2,3,7,8-substituoi-
tua PCDD/PCDF-yhdistetta ja kaksitoista dioksiinien kaltaista PCB-
yhdistettd) muista kongeneereista.

522 Bioanalyyttisten menetelmien on kyettdva havaitsemaan kohdeyhdisteet

)

PCDD/PCDF-yhdisteiden ja/tai dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden
summana. Niytteen puhdistamisella pyritddn poistamaan yhdisteet,
jotka voivat aiheuttaa vdérid vaatimustenvastaisia tuloksia, tai yhdisteet,
jotka voivat heikentdd vastetta ja johtaa viariin vaatimustenmukaisiin
tuloksiin.

”Guidance Document on Measurement Uncertainty for Laboratories perfor-

ming PCDD/F and PCB Analysis using Isotope Dilution Mass Spectrometry”
[https://food.ec.europa.eu/system/files/2017-05/animal-feed-guidance_document pcdd-

f peb_en.pdf], ”Guidance Document on the Estimation of LOD and LOQ for Measu-
rements in the Field of Contaminants in Feed and Food” (https://food.ec.europa.eu/sys-
tem/files/2016-10/cs_contaminants sampling_analysis-report 2004 en.pdf).
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Hyvd tarkkuus (oikeellisuus ja tdsmdllisyys, biotestin korjattu saanto)

GC-MS-menetelmien osalta méadrityksessd on pystyttivd antamaan pa-
tevd arvio aineen todellisesta pitoisuudesta ndytteessd. Hyva tarkkuus
on valttdméaton, jotta voidaan valttdd nadytteen maaritystuloksen hylkaa-
minen sen perusteella, ettd mééritetyn TEQ-arvon luotettavuus on heik-
ko. Tarkkuus ilmaistaan oikeellisuutena (sertifioidusta materiaalista mi-
tatun tutkittavan aineen méardn keskiarvon ja sertifioidun arvon erotus
prosentteina tdstd arvosta) ja tasmdllisyytend (RSDy on uusittavissa
olosuhteissa saaduista tuloksista laskettu suhteellinen standardipoikkea-
ma).

Bioanalyyttisten menetelmien osalta on médritettdvd biotestin korjattu
saanto. Biotestin korjatulla saannolla tarkoitetaan BEQ-arvoa, joka on
laskettu TCDD:n tai PCB 126:n kalibrointikdyrédstd korjattuna nollana-
ytteen suhteen ja sen jilkeen jaettu varmistusmenetelmélld maéritetylld
TEQ-arvolla. Silld pyritddn korjaamaan sellaisia tekijoitd kuin
PCDD/PCDEF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten yhdisteiden havikkid
uuttamis- ja puhdistusvaiheissa, sellaisten mukana uuttuneiden yhdis-
teiden vaikutusta, jotka voivat voimistaa tai heikentdd vastetta (agonis-
tiset ja antagonistiset vaikutukset), kdyrdn sovituksen laatua tai TEF-
arvojen ja suhteellisen voimakkuuden (REP) arvojen vilisid eroja. Bio-
testin korjattu saanto lasketaan soveltuvista vertailundytteistd, joissa on
edustava kongeneerijakauma ldhelld merkittdvdnd pidettyd tasoa ole-
vissa pitoisuuksissa.

Validointi enimmdispitoisuusalueella ja yleiset laadunvalvontatoimet

Laboratorioiden on osoitettava menetelman suorituskyky enimmaispi-
toisuuksilla, esimerkiksi 0,5 x, 1 x ja 2 X enimmdiismééré, ja rinnak-
kaismittausten hajonnan on oltava hyvéksyttdvd validointimenettelyn ja
rutiinianalyysin aikana.

Sisdistd laadunvalvontaa varten on analysoitava sdadnnoéllisesti nollana-
ytteitd ja ndytteitd, joihin on lisdtty analyyttid, tai kontrollindytteitd
(mieluiten sertifioiduilla vertailuaineilla, jos niitd on saatavilla). Nolla-
nédytteiden, ndytteiden, joihin on lisdtty analyyttid, tai kontrollindyttei-
den tulokset on kirjattava laadunvalvontakortteihin. Tulosten avulla on
varmistettava, ettd madritysmenetelmien suorituskyky tdyttdd vaatimuk-
set.

Mdiritysraja

Maiéritysrajan (LOQ) vahvistaminen ei ole bioanalyyttisessd seulonta-
menetelméssd valttdmatontd, mutta menetelmailld on pystyttava erotta-
maan toisistaan nolla- ja cut-off-arvo. BEQ-arvon ilmoittamista varten
on vahvistettava raportointipitoisuus, jotta voidaan késitelld naytteits,
joiden vaste alittaa tdtd pitoisuutta vastaavan vasteen. On osoitettava,
ettd raportointipitoisuus eroaa vihintddn kertoimella kolme sellaisen
nollandytteen pitoisuudesta, jonka vaste on mittausalueen alarajan ala-
puolella. Siksi se lasketaan néytteistd, jotka sisdltdvat kohdeyhdisteitd
noin vaaditun vdhimmadispitoisuuden verran, eikd signaali-kohinasuh-
teesta tai nollaméaarityksesta.

Varmistusmenetelmén maédritysrajan (LOQ) on oltava noin yksi vii-
desosa enimmaismaarasta.

Analyyttiset vaatimukset

Varmistus- tai seulontamenetelmistd saatujen luotettavien tulosten
osalta TEQ- tai BEQ-arvon on tiytettdvd seuraavat vaatimukset enim-
maismadrilla, maaritettiin ne sitten TEQ-kokonaisarvoina tai BEQ-ko-
konaisarvoina (eli PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten
PCB-yhdisteiden summana) tai erikseen PCDD/PCDF-yhdisteille ja di-
oksiinien kaltaisille PCB-yhdisteille:
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5.7.2

5.73

5.7.4

5.7.5

5.7.6

Seulonta bioa-
nalyyttisin tai
fysikaalis-kemi- Varmistusmenetelmiit
allisin menetel-
min
Viaidrien vaatimustenmukais- <5%
ten tulosten osuus (*)
Oikeellisuus -20% — +20 %
Toistettavuus (RSD,) <20%
Kohtalainen tarkkuus (RSDg) <25% <15%

(*) enimmdismaérien osalta.

Seulontamenetelmid koskevat erityisvaatimukset

Seulontaan voidaan kiyttdd sekd GC-MS-menetelmid ettd bioanalyytti-
sid menetelmid. GC-MS-menetelmien on tdytettivd 6 kohdassa esitetyt
vaatimukset. Solupohjaisten bioanalyyttisten menetelmien erityisvaa-
timukset esitetddn 7 kohdassa.

Seulontamenetelmid néytteiden rutiinitarkastuksissa kéyttdvien labora-
torioiden on tehtdva tiivistd yhteistyotd varmistusmenetelmad kaytta-
vien laboratorioiden kanssa.

Seulontamenetelmén suorituskyky on tarkistettava rutiinianalyysin ai-
kana analyyttiselld laadunvalvonnalla ja menetelmdn jatkuvalla vali-
doinnilla. Vaatimustenmukaisia tuloksia on valvottava jatkuvalla ohjel-
malla.

Soluvasteen mahdollinen vaimentuminen ja sytotoksisuus on tarkistet-
tava:

Rutiiniseurannassa 20 prosenttia nayteuutteista mitataan sekd siten, ettd
nithin on lisdtty enimmiismaérad tai toimintarajaa vastaava pitoisuus
2,3,7,8-TCDD-yhdistettd, ettd lisidmatta kyseistd yhdistettd, milla tar-
kistetaan, vaimentavatko ndyteuutteessa olevat hdiritsevdt yhdisteet
mahdollisesti mairitysmenetelmén vastetta. Mitattua lisdysndytteen pi-
toisuutta verrataan sellaisen nédytteen pitoisuuden, johon ei ole lisétty
analyyttid, ja lisdtyn pitoisuuden summaan. Jos tdmd mitattu pitoisuus
on enemmén kuin 25 prosenttia matalampi kuin laskettu pitoisuuksien
summa, se on indikaatio mahdollisesta signaalin vaimentumisesta, jol-
loin kyseiselle ndytteelle on tehtivd GC-HRMS-varmistusanalyysi. Tu-
loksia seurataan laadunvalvontakorteilla.

Vaatimustenmukaisten néytteiden laadunvalvonta:

Noin 2—-10 prosenttia vaatimustenmukaisista nédytteistd on varmistettava
GC-HRMS-analyysilld niytematriisista ja laboratoriosta saadun koke-
muksen mukaan.

Vairien vaatimustenmukaisten ndytteiden osuuden maérittiminen laa-
dunvalvontatiedoista:

Enimmaéisméardn tai toimintarajan ylittdvien ja alittavien védrien vaa-
timustenmukaisten tulosten osuus nidytteiden seulonnassa on maééritet-
tavd. Todellisten védrien vaatimustenmukaisten tulosten osuuden on
oltava alle 5 prosenttia. Kun vaatimustenmukaisten néytteiden laadun-
valvonnasta on saatavissa vihintdén 20 vahvistettua tulosta matriisia tai
matriisiryhmdd kohti, védrien vaatimustenmukaisten ndytteiden osuutta
koskevat johtopaatokset on tehtdvd kyseisestd tietokannasta. Viirien
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vaatimustenmukaisten nédytteiden osuuden arviointia varten tarvittavaan
20 tuloksen vdhimmdismddrddn voidaan siséllyttdd myos vertailutes-
teissd tai kontaminaatiotapausten yhteydessd analysoitujen naytteiden
ne tulokset, joissa pitoisuudet ovat enimmillddn esim. 2 x enimmais-
madrd. Naytteiden on katettava eri ndyteldhteitd edustavat yleisimmait
kongeneerijakaumat.

Vaikka seulontamidrityksissd on mieluiten pyrittdvd havaitsemaan toi-
mintarajan ylittdvit ndytteet, vddrien vaatimustenmukaisten néytteiden
osuuden midrittdmisen Kriteerind on enimmaistaso, kun otetaan huomi-
oon laajennettu mittausepdvarmuus varmistusmenetelmassa.

Seulonnan mahdollisesti vaatimustenvastaiset tulokset on aina tarkistet-
tava tekemdlld alkuperdisestd ndytteestd tdydellinen uusi analyysi var-
mistusmenetelmalld. Naitd nédytteitd voidaan myos kdyttdd vadrien vaa-
timustenvastaisten tulosten osuuden arvioimiseen. Seulontamenetelmien
osalta vairien vaatimustenvastaisten tulosten osuuden muodostavat ne
tulokset, joiden on varmistusmenetelmilld vahvistettu olevan vaatimus-
tenmukaisia, vaikka edeltdvdn seulonnan perusteella ndytteen on ilmoi-
tettu olevan mahdollisesti vaatimustenvastainen. Seulontamenetelmén
hy6tyjen arvioinnin on perustuttava siihen, ettd védrien vaatimustenvas-
taisten ndytteiden madrdd verrataan tarkistettujen ndytteiden kokonais-
madrddn. Tdman osuuden pitdd olla niin pieni, ettd seulontavilineen
kéytostd on hyotya.

Bioanalyyttisten menetelmien on validointiolosuhteissa tuotettava pé-
tevéd indikaatio TEQ-tasosta, laskettuna ja ilmaistuna BEQ-arvona.

Bioanalyyttisten menetelmien laboratorionsisdisen RSD,:n tulisi toiste-
tuissa olosuhteissa tyypillisesti olla pienempi kuin uusittavuus (RSDg).

Seulonnassa tai varmistuksessa Kkiytettivia GC-MS-menetelmii
koskevat erityisvaatimukset

WHO-TEQ-tulosten suurimman ja pienimmdn arvon hyvdiksyttivit erot

Enimmdismddrdn tai tarvittaessa toimintarajojen ylityksen varmistuk-
sessa suurimman ja pienimmén arvon ero saa olla enintdén 20 prosent-
tia.

Saantojen valvonta

Maéiritysmenetelmén validoimiseksi on aivan menetelmén alussa eli
esimerkiksi ennen uuttamista lisdttdva 13C—leimattuja 2,3,7,8-kloo-
risubstituoituja sisdisii PCDD/PCDF-standardeja ja '>C-leimattuja di-
oksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden sisdisid standardeja. On lisdttdva
véihintddn yhtd kongeneeria kutakin tetra—oktakloorattua PCDD/PCDEF-
homologiryhméi kohden ja vdhintddn yhtd kongeneeria kutakin dioksii-
nien kaltaisten PCB-yhdisteiden homologiryhmédi kohden (tai vaihtoeh-
toisesti vahintddn yhtd kongeneeria kutakin PCDD/PCDF-yhdisteiden ja
dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden valvonnassa kiytettyd massas-
pektrometrilld mééritettyd ionia kohden). Varmistusmenetelmien yhtey-
dessd on kaytettdva kaikkia 17:44 13C-leimattua 2,3,7,8-kloorisubstitu-
oitua sisdisti PCDD/PCDF-standardia ja kaikkia 12:ta '>C-leimattua
dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden sisdistd standardia.
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Suhteelliset vastekertoimet on asianmukaista kalibrointiliuosta kiyttien
médritettivd mys niille kongeneereille, joiden osalta ei lisatd '>C-lei-
mattua analogia.

Kasviperiisistd rehuista ja alle 10 prosenttia rasvaa sisdltdvistd eldinpe-
rdisistd rehuista otettuihin naytteisiin on lisdttdvad sisdiset standardit
ennen uuttamista. Yli 10 prosenttia rasvaa siséltdvistd eldinperdisistd
rehuista otettuihin naytteisiin ne on lisittdvd joko ennen uuttamista
tai rasvojen uuttamisen jélkeen. Uuttamisen tehokkuus on validoitava
asianmukaisesti sen mukaan, missd vaiheessa sisdiset standardit lisa-
tdan.

Ennen GC-MS-analyysia on lisdttdvd 1 tai 2 saantostandardia.

Saantojen valvonta on vilttimétontd. Varmistusmenetelmissd yksittdis-
ten sisdisten standardien saantojen on oltava 60—120 prosenttia. Yksit-
tdisten kongeneerien pienemmét tai suuremmat saantoarvot voidaan
hyvéksyé erityisesti joidenkin hepta- ja oktakloorattujen dibentso-pa-
ra-dioksiinien ja dibentsofuraanien osalta edellyttden, ettd niiden vaiku-
tus TEQ-arvoon on enintddn 10 prosenttia TEQ-arvon kokonaismaé-
rastd (perustana PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten
PCB-yhdisteiden summa). GC-MS-seulontamenetelmissd saantojen on
oltava 30—140 prosenttia.

Hdiritsevien aineiden poistaminen

— PCDD/PCDF-yhdisteet on erotettava hdiriditd aiheuttavista kloo-
ratuista yhdisteistd — esimerkiksi muista kuin dioksiinien kaltaisista
PCB-yhdisteistd ja klooratuista bifenyylieettereistd — soveltuvilla
kromatografiatekniikoilla (mieluiten florisil-, alumiinioksidi- ja/tai
hiilikolonneilla).

— Isomeerien erotuksen kaasukromatografian avulla on oltava < 25
prosentin laakso 1,2,3,4,7,8-HxCDF:n ja 1,2,3,6,7,8-HxCDF:n vi-
lill4.

Kalibrointi standardikdyrin avulla

Kalibrointikdyrén vaihteluvdlin laajuuden on oltava riittivé kattaakseen
enimmdiismdirien tai toimintarajojen relevantin vaihteluvélin.

Varmistusmenetelmid koskevat erityisvaatimukset

— GC-HRMS:

HRMS-menetelméssd erotuskyvyn on yleensd oltava koko massa-
alueella suurempi kuin 10 000 kéyttden 10 prosentin laakson maa-
ritelmaa.

Tunnistamista ja varmistamista koskevien lisdkriteerien, jotka on
kuvattu kansainvilisesti tunnistetussa standardissa, esim. standar-
dissa EN 16215:2012 (Animal feed — Determination of dioxins
and dioxin-like PCBs by GC-HRMS and of indicator PCBs by
GC-HRMS) ja/tai tarkistetuissa EPA-menetelmissd 1613 ja 1668,
tayttyminen.

— GC-MS/MS:
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Vihintddn kahden spesifisen prekursori-ionin valvonta, joista kum-
mallakin on spesifinen vastaava siirtymétuoteioni kaikilla leima-
tuilla ja leimaamattomilla analyyteilld tutkittavalla alueella.

Suhteellisten ioni-intensiteettien suurin sallittu toleranssi + 15 pro-
osenttia valituilla siirtymétuoteioneilla verrattuna laskettuihin tai
mitattuihin ~ arvoihin (kalibrointistandardien keskiarvo) identti-
sissdé MS/MS-olosuhteissa, etenkin tdrméysenergian ja tormayskaas-
upaineen suhteen, kullakin analyytin siirtymalla.

Kunkin kvadrupolin erotuskyky asetetaan véhintddn yhtd suureksi
tai paremmaksi kuin yksikkomassaresoluutio (yksikkdmassaresoluu-
tio: riittdva resoluutio kahden vierekkdisilla kokonaisilla massalu-
vuilla olevan piikin erottumiseksi) tarkasteltavana oleviin analyyt-
teihin mahdollisesti kohdistuvien hiirididen minimoimiseksi.

Lisdkriteerien, jotka on kuvattu kansainvilisesti tunnistetussa stan-
dardissa, esim. standardissa EN 16215:2012 (Animal feed — Deter-
mination of dioxins and dioxin-like PCBs by GC-HRMS and of
indicator PCBs by GC-HRMS) ja/tai tarkistetuissa EPA-menetel-
missd 1613 ja 1668, tdyttyminen, lukuun ottamatta velvoitetta kdyt-
tdd GC-HRMS-menetelmaa.

Bioanalyyttisia menetelmiii koskevat erityisvaatimukset

Bioanalyyttiset menetelmét ovat menetelmid, jotka perustuvat biologi-
siin periaatteisiin, esimerkiksi solupohjaiset médritykset, reseptorimai-
ritykset tai immunomaédritykset. Tdssd kohdassa vahvistetaan bioana-
lyyttisid menetelmid koskevat yleiset vaatimukset.

Seulontamenetelmén perusteella periaatteessa luokitellaan, onko nayte
vaatimusten mukainen vai epdilladankd, ettei se tdytd vaatimuksia. Las-
kettua BEQ-arvoa verrataan titd varten cut-off-arvoon (ks. 7.3 kohta).
Jos ndytteen arvo on alle cut-off-arvon, sitd pidetddn vaatimustenmu-
kaisena. Jos ndytteen arvo on yhtd suuri tai suurempi kuin raja-arvo,
nédytteen epdillddn olevan vaatimusten vastainen, ja sille on tehtdvi
analyysi varmistusmenetelmailld. Kéytdnnossd cut-off-arvona voidaan
pitdd BEQ-arvoa, joka on kaksi kolmasosaa enimméaismaarastd, edel-
lyttden, ettd védrien vaatimustenmukaisten tulosten osuus jdd alle 5
prosentin ja ettd vadrien vaatimustenvastaisten tulosten osuus on hy-
viaksyttavd. Koska PCDD/PCDF-yhdisteilld sekd PCDD/PCDF-yhdis-
teiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden summalla on erilliset
enimmaismadrat, ndytteiden vaatimustenmukaisuuden tarkistaminen il-
man fraktiointitislausta edellyttdd, ettdi PCDD/PCDF-yhdisteilld on tar-
koituksenmukaiset cut-off-arvot biotesteja varten. Toimintarajat ylitta-
vien ndytteiden tarkastuksen yhteydessa cut-off-arvoksi soveltuu tarkoi-
tuksenmukainen prosenttiosuus kustakin toimintarajasta.

Jos indikatiivinen maérd on ilmaistu BEQ-arvona, néytteiden on sisél-
lyttdva mittausalueelle ja ylitettava raportointiraja (ks. 7.1.1 ja 7.1.6 koh-
ta).

Testivasteen arviointi

Yleiset vaatimukset

— Laskettaessa pitoisuuksia TCDD-kalibrointikdyrdn avulla kéyrdn
ylépéddssd olevissa arvoissa on suurta vaihtelua (korkea variaatio-
kerroin, jaljempénd ”CV”). Mittausalue on alue, jossa timd CV on
alle 15 prosenttia. Mittausalueen ala-arvo (raportointiraja) on ase-
tettava nollandytettd korkeammaksi soveltamalla vihintdan ker-
rointa kolme. Mittausalueen yldarvo esitetddn yleensd EC,p-arvona
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(70 % vaikuttavan pitoisuuden enimmadismédrdstd), mutta se on ma-
talampi, jos CV on suurempi kuin 15 prosenttia tdlld vaihteluvalilla.
Mittausalue on médritettdvd validoinnin aikana. Cut-off-arvojen
(ks. 7.3 kohta) on oltava selvisti mittausalueen sisélla.

— Standardiliuokset ja ndyteuutteet on testattava kolmena tai véhin-
tdén kahtena rinnakkaismédrityksend. Rinnakkaismédrityksid kiytet-
tdessd mikrotitrauslevyn eri osista valituissa 4—6 kuopassa testatun
standardiliuoksen tai varmistusuutteen on tuotettava vaste tai pitoi-
suus (mahdollinen vain mittausalueella), jossa CV < 15 prosenttia.

7.1.2 Kalibrointi

7.1.2.1 Kalibrointi standardikdyrén avulla

— Naytteissd olevat pitoisuudet on arvioitava vertaamalla testivas-
tetta TCDD:n (tai PCB 126:n tai PCDD:n/PCDF:n/dioksiinien kal-
taisen PCB:n standardiseoksen) kalibrointikdyrddn ja laskemalla sen
perusteella BEQ-arvo uutteessa ja sitd kautta ndytteessa.

— Kalibrointikdyriin on sisdllyttdvd 8—12 pitoisuutta (ainakin rinnak-
kaisméarityksind) siten, ettd kdyrdn alapddssd on riittdvésti pitoi-
suuksia (mittausalue). Erityistd huomiota on kiinnitettdvd kayrdn
sovitukseen mittausalueella. R”-arvolla sellaisenaan on vain vihi-
nen tai olematon arvo arvioitaessa epilineaarisen regression sovi-
tusta. Parempi sovitus saadaan aikaan minimoimalla laskettujen ja
havaittujen méérien vélinen ero mittausalueella, esimerkiksi mini-
moimalla nelioon korotettujen jadmien summa.

— Seuraavaksi ndyteuutteen arvioitu pitoisuus on korjattava matriisi-
tai livotin-nollandytteelle lasketun BEQ-arvon (jotta otetaan huomi-
oon epdpuhtaudet kdytetyistd liuottimista ja kemikaaleista) ja kor-
jatun saannon perusteella (lasketaan sellaisten soveltuvien vertailu-
nédytteiden BEQ-arvosta, joissa on edustava kongeneerijakauma la-
helld enimmaiismaérad tai toimintarajaa olevilla pitoisuuksilla). Jotta
saanto voidaan korjata, korjatun saannon on oltava vaadittavan
vaihteluvilin sisédlld (ks. 7.1.4 kohta). Saannon korjaamisessa kay-
tettdvien vertailundytteiden on tdytettdva 7.2 kohdassa esitetyt vaa-
timukset.

7.1.2.2 Kalibrointi vertailundytteiden avulla

Vaihtoehtoisesti voidaan kéyttad kalibrointikdyrdd, joka on tuotettu vé-
hintddn neljan vertailundytteen avulla (ks. 7.2.4 kohta): yksi matrii-
sinolla ja kolme vertailundytettd, joiden pitoisuudet ovat 0,5 x, 1 x
ja 2 x enimmédismadra tai toimintaraja, jolloin nollandytettd ja saantoa
ei tarvitse korjata, jos vertailundytteiden matriisin ominaisuudet ovat
samat kuin tuntemattomien niytteiden. Talloin testivaste, joka vastaa
kaksi kolmasosaa enimmdiismédrdstd (ks. 7.3 kohta), voidaan laskea
suoraan ndistd ndytteistd ja sitd voidaan kdyttdd cut-off-arvona. Toimin-
tarajat ylittdvien néytteiden tarkastuksen yhteydessd cut-off-arvoksi so-
veltuu tarkoituksenmukainen prosenttiosuus kustakin toimintarajasta.
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PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten
PCB-yhdisteiden erillinen maddrittdminen

Uutteet voidaan jakaa PCDD/PCDF-yhdisteitd ja dioksiinien kaltaisia
PCB-yhdisteitd siséltdviin fraktioihin, jotta PCDD/PCDF-yhdisteiden ja
dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden TEQ-arvot (BEQ:ina) voidaan
ilmoittaa erillisind. Dioksiinien kaltaisia PCB-yhdisteitd sisdltdvin frak-
tion tulosten arvioinnissa olisi kéytettivd PCB 126:n standardilla tuo-
tettua kalibrointikdyraa.

Biotestien korjatut saannot

”Biotestin korjattu saanto” on laskettava soveltuvista vertailundytteistd,
joissa kongeneerijakauma on ldhelld enimmaismddrdd tai toimintarajaa,
ja se ilmaistaan prosenttiosuutena BEQ-arvosta verrattuna TEQ-arvoon.
Sen mukaan, minké tyyppistd testid ja TEF-arvoa ('?) kiytetdén, diok-
siinien kaltaisiin PCB-yhdisteisiin sovellettavien TEF- ja REP-kertoi-
mien viliset erot voivat johtaa siihen, ettd dioksiinien kaltaisten PCB-
yhdisteiden korjatut saannot ovat matalia PCDD/PCDF-yhdisteisiin ver-
rattuna. Jos PCDD/PCDEF-yhdisteille ja dioksiinien kaltaisille PCB-yh-
disteille tehdéin erillinen maédritys, biotestien korjatut saannot ovat sen
vuoksi seuraavat: dioksiinien kaltaisille PCB-yhdisteille 20-60 prosent-
tia ja PCDD/PCDF-yhdisteille 50—130 prosenttia (vaihteluvilejd sovel-
letaan TCDD:n kalibrointikdyradn). Koska dioksiinien kaltaisten PCB-
yhdisteiden vaikutus PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten
PCB-yhdisteiden summaan voi vaihdella eri matriisien ja niytteiden
vililld, biotestin korjatut saannot PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksii-
nien kaltaisten PCB-yhdisteiden summan osalta heijastavat niitd vaih-
teluvilejd ja niiden on oltava 30-130 prosenttia. Jos unionin lainsdé-
ddnndsséd ilmenee merkittivasti muutettuja PCDD/PCDF-yhdisteiden ja
dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden TEF-arvoja, kyseiset vaihteluvi-
lit on tarkistettava.

Saantojen valvonta puhdistusta varten

Yhdisteiden hédvikki puhdistuksen aikana on tarkistettava validoinnin
yhteydessd. Nollandyte, johon on lisdtty eri kongeneerien seosta, on
puhdistettava (véhintddn n = 3), ja saanto ja vaihtelevuus on tarkistet-
tava varmistusmenetelmélld. Saannon on oltava 60—120 prosenttia eten-
kin niiden yhdisteiden osalta, joiden vaikutus eri seosten TEQ-arvoon
on enemman kuin 10 prosenttia.

Raportointiraja

BEQ-arvoista raportoimista varten on médritettdvd raportointiraja rele-
vanttien matriisindytteiden perusteella, joilla on tyypillinen kongenee-
rijakauma, mutta ei standardien kalibrointikdyrdn perusteella, koska
kédyrdn ala-arvojen tarkkuus ei ole riittdvd. Uuttamisen ja puhdistuksen
vaikutukset on otettava huomioon. Raportointiraja on asetettava nolla-
ndytettd korkeammaksi soveltamalla védhintdén kerrointa kolme.

Vertailundytteiden kdytté

Vertailundytteiden on edustettava niytematriisia, kongeneerijakaumia ja
pitoisuusalueita PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten
PCB-yhdisteiden osalta ldhelld enimmaismdardd tai toimintarajaa ole-
villa pitoisuuksilla.

Kuhunkin testisarjaan on sisillytettdvd matriisinolla tai, jos se ei ole
mahdollista, nollandyte sekd viitendyte, jonka pitoisuus vastaa enim-
maismadrdd tai toimintarajaa. Namé ndytteet on uutettava ja testattava
samanaikaisesti identtisissd oloissa. Vertailundytteen vasteen on oltava
selvisti kohonnut verrattuna nollandytteeseen, jotta testin soveltuvuus
olisi taattu. Téllaisia néytteitd voidaan kéyttad nolla- ja saantokorjauk-
siin.

("?) Nykyiset vaatimukset perustuvat seuraavassa asiakirjassa julkaistuihin TEF-arvoihin:

M. Van den Berg et al., Toxicol Sci 93 (2), 223-241 (2006).
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723 Saantokorjauksen suorittamiseen valittujen vertailundytteiden on edus-
tettava testindytteitd, eli ndytteiden kongeneerijakaumat eivit saa johtaa
médrien aliarvioimiseen.

7.2.4 Lisdksi voidaan kéyttdd esimerkiksi 0,5- ja 2-kertaista enimmaéismadrda
tai toimintarajaa edustavia ylimdériisid vertailundytteitd, joilla osoite-
taan testin toimivuus halutulla mittausalueella enimméismééréin tai toi-
mintarajan valvontaa varten. Yhdessd nditd néytteitd voidaan kayttda
testindytteiden BEQ-arvojen laskemiseen (ks. 7.1.2.2 kohta).

7.3 Cut-off-arvojen mddrittiminen

BEQ-arvoina ilmaistujen bioanalyyttisten tulosten ja TEQ-arvoina il-
maistujen varmistusmenetelmén tulosten vélinen suhde on maéritettdva
esimerkiksi kalibroinnilla, jossa vertailundytteisiin, joissa on samanlai-
nen matriisi, on lisdtty analyyttid 0 x, 0,5 x, 1 x ja 2 x enimmé&ismaéra,
ja jossa kukin ndyte madaritetdan 6 kertaa (n = 24). Korjauskertoimet
(nolla ja saanto) voidaan arvioida tdmén suhteen perusteella, mutta ne
on tarkistettava 7.2.2 kohdan mukaisesti.

Cut-off-arvot on maédritettdvd sen arvioimiseksi, vastaako ndyte enim-
maismaarid koskevia vaatimuksia, tai tarvittaessa toimintarajojen val-
vontaa varten, ja vastaavat enimméismaarat tai toimintarajat on vahvis-
tettava joko erikseen PCDD/PCDF-yhdisteille ja dioksiinien kaltaisille
PCB-yhdisteille taikka PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltais-
ten PCB-yhdisteiden summalle. Niitd edustaa bioanalyyttisten tulosten
jakauman alempi piste (korjattuna nollan ja saannon suhteen), joka
vastaa varmistusmenetelmdn pédtdsrajaa 95 prosentin luottamusrajalla,
mikd tarkoittaa, ettd véddrien vaatimustenmukaisten tulosten osuus on
< 5 prosenttia ja RSDg < 25 prosenttia. Varmistusmenetelméin paétos-
raja on sama kuin enimmdismédrd, kun otetaan huomioon laajennettu
mittausepdvarmuus.

Cut-off-arvo (BEQ-arvona ilmaistuna) voidaan laskea 7.3.1, 7.3.2 tai
7.3.3 kohdassa esitetyn mallin avulla. (Katso kuva 1.)

7.3.1 Kun kéytetdan 95 prosentin ennustevélin alempaa kaistaa varmistusme-
netelman péatosrajalla

Cut — off —arvo = BEQpL—S yx X tgf—m-2 \/l/n—i- 1/m+ (x; 7x7)2/Qxx

jossa
BEQpL varmistusmenetelmdn paitosrajaa  vastaava
BEQ, joka vastaa enimmiismiidrdd laajen-
nettu mittausepavarmuus huomioon ottaen
Sy.x jaannoksen keskihajonta
toof=m2 Studentin kerroin (a = 5 %, f = vapausasteet,
yksipuoliset)
m kalibrointipisteiden kokonaisméaéra (indeksi j)
n toistojen lukumaard kullakin tasolla
X; nédytteen pitoisuus (TEQ-arvona) kalibrointi-
pisteessd i varmistusmenetelméalld méaritet-
tynd
kaikkien kalibrointindytteiden pitoisuuksien
X keskiarvo (TEQ-arvona)

Qu =20, (xs —~x)?  nelisummamuuttuja, i = kalibrointipisteen i
indeksi.
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7.3.2  Laskeminen (nollan ja saannon suhteen korjatuista) bioanalyyttisistd
tuloksista, kun on analysoitu useita ndytteitd (n > 6), jotka on konta-
minoitu varmistusmenetelmén péitosrajalla, joka on mittaustulosten ja-
kauman alempi piste vastaavalla BEQ:n keskiarvolla:

Cut—off-arvo = BEQpy—1,64xSDg

jossa

SDr biologisten maéritystulosten keskihajonta kohdassa BEQpy, mi-
tattuna laboratorionsisdisissd uusittavuusoloissa

733 Laskeminen bioanalyyttisten tulosten keskiarvona (BEQ-arvona, korjat-
tuna nollan ja saannon suhteen), kun on analysoitu useita néytteitd (n
> 0), jotka on kontaminoitu tasolla kaksi kolmasosaa enimméaismaarasta
tai toimintarajasta. Tdmé perustuu havaintoon siitd, ettd kyseinen pitoi-
suus on 7.3.1 tai 7.3.2 kohdan mukaan maéritetyn cut-off-arvon léhis-
tolla:

95 prosentin luottamustasoon perustuva cut-off-arvon laskenta, miké
tarkoittaa, ettd vddrien vaatimustenmukaisten tulosten osuus on < 5 pro-
senttia ja RSDyr < 25 prosenttia:

1. kun kéytetddn 95 prosentin ennustevilin alempaa kaistaa varmistus-
menetelmén paitosrajalla.

2. kun on analysoitu useita niytteitd (n > 6), jotka on kontaminoitu
varmistusmenetelmin pdétosrajalla, joka on mittaustulosten jakau-
man alempi piste (jota Kuvassa 1 esittdd kellonmuotoinen kayra)

vastaavalla BEQ:n keskiarvolla.

Kuva 1
’l‘
Bioanalyyttiset =4
tulokset (BEQ) e
o
o 0
o
',' QI.’
-~ ,"
HEQp.uImmia ,'- ] r”
- 4 o 7 Regressiosuora
. i 95 %:n ennustevali
Cut-off-arvo sl Q el
) & 2 &
HEQI-\llnil:\:.u.ﬂ.l / ," 8 ?v"
p=5% |,

Toiminta- Enimmais- Pidtis- HRGC/HRMS-tulokset (TEQ)

raja maira raja

734 Cut-off-arvoja koskevat rajoitukset

BEQ-arvoihin perustuvat cut-off-arvot, jotka on laskettu validoinnin
aikana saadusta RSDg-arvosta kiyttdmalld rajallista madrdd naytteitd,
joiden matriisit ja/tai kongeneerijakaumat ovat erilaisia, saattavat olla
korkeammat kuin TEQ-arvoihin perustuvat enimméisméérét tai toimin-
tarajat, koska tarkkuus on tdlloin parempi kuin rutiinitesteissd, kun
mahdollisten kongeneerijakaumien tuntematon spektri on tarkastettava.
Télloin cut-off-arvot on laskettava siten, ettd RSDy = 25 prosenttia, tai
mieluiten on kéytettdva kaksi kolmasosaa enimmaisméérésté tai toimin-
tarajasta.
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7.4
7.4.1

7.4.2

7.4.3

744

7.4.5

7.4.6

7.4.7

7.4.8

7.4.9

8.1
8.1.1

Suorituskykyd koskevat tiedot

Koska bioanalyyttisissd menetelmissd ei voida kayttdd sisédisid standar-
deja, bioanalyyttisten menetelmien toistettavuus on testattava, jotta saa-
daan tietoja yksittdisen koesarjan sisdisestd ja koesarjojen vilisestd
keskihajonnasta. Toistettavuuden on oltava alle 20 prosenttia ja labora-
torionsisdisen uusittavuuden on oltava alle 25 prosenttia. Tédmén on
perustuttava BEQ-arvona ilmaistuihin laskettuihin maéériin nolla- ja
saantokorjauksen jilkeen.

Validointiprosessin yhteydessd on osoitettava, ettd testilld pystytddn
erottamaan toisistaan nolla- ja cut-off-arvo, jolloin vastaavan cut-off-
arvon Yylittdvit ndytteet voidaan tunnistaa (ks. 7.1.2 kohta).

On maédriteltdvd kohdeyhdisteet, mahdolliset hairiot sekd suurimmat
hyvéksyttivit nollatasot.

Vasteen tai vasteesta lasketun pitoisuuden (mahdollista ainoastaan mit-
tausalueella) prosentuaalinen keskihajonta kunkin ndyteuutteen kolmin-
kertaisessa médrityksessd saa olla enintdén 15 prosenttia.

BEQ-arvoina ilmaistuja vertailundytte(id)en korjaamattomia tuloksia
(nollandyte ja enimmdistasolla tai toimintarajalla) kdytetddn bioanalyyt-
tisen menetelmén suorituskyvyn arviointiin vakiomittaisella ajanjaksol-
la.

Nollanéytteille ja kullekin vertailundytetyypille on luotava laadunval-
vontakortit, jotka on tarkastettava. Ndin varmistetaan, ettd analyyttinen
suorituskyky vastaa vaatimuksia. Tama koskee etenkin nollandytteiden
ja mittausalueen ala-arvojen vilistd vahimmadiseroa ja vertailundytteiden
laboratorionsisdistd uusittavuutta. Nollandytteet on tarkastettava huolel-
lisesti, jotta viltetddn vadrat vaatimustenmukaiset tulokset vdhentdmi-
sen yhteydessa.

Vaatimustenvastaisiksi epdillyille néytteille ja 2—10 prosentille vaa-
timustenmukaisista néytteistd (vdhintddn 20 ndytettd matriisia kohden)
tehtyjen varmistusmenetelmien tulokset on koottava, ja niitd on kéytet-
tdvd seulontamenetelmén suorituskyvyn ja BEQ-arvon ja TEQ-arvon
vélisen suhteen arvioimisessa. Tétd tietokantaa voidaan hyodyntda rutii-
nindytteisiin sovellettavien cut-off-arvojen uudelleen arvioinnissa vali-
doitujen matriisien osalta.

Menetelmén hyva suorituskyky voidaan osoittaa myos osallistumalla
vertailutesteihin. Jos laboratorio kykenee osoittamaan hyvéin suoritus-
kykynsd, vertailutesteissd analysoitujen ndytteiden tulokset, joissa pitoi-
suudet ovat enimmilldén esim. 2 X enimmdiismaaré, voidaan sisdllyttda
védrien vaatimustenmukaisten ndytteiden osuuden arviointiin. Nayttei-
den on katettava eri néyteldhteitd edustavat yleisimmét kongeneerija-
kaumat.

Kontaminaatiotapauksissa cut-off-arvot voidaan arvioida uudelleen ot-
taen huomioon nédytematriisi ja tapauksessa esiintyneet kongeneerija-
kaumat.

Tulosten raportointi
Varmistusmenetelmdit

Madritystuloksiin on sisdllyttdva yksittdisten PCDD/PCDF-yhdisteiden
ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden pitoisuudet ja TEQ-arvot on
ilmoitettava pienimpind, suurimpina ja véliarvoina, jotta tulosten rapor-
tointiin saadaan mukaan mahdollisimman paljon tietoja. Ndin tuloksia
pystytddn tulkitsemaan kulloistenkin vaatimusten mukaisesti.
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8.1.4

8.2
8.2.1

8.2.2

823

8.2.4

8.2.5

8.2.6

8.2.7

8.2.8

8.3
8.3.1

Raportissa on my6s ilmoitettava PCDD/PCDEF-yhdisteiden ja dioksii-
nien kaltaisten PCB-yhdisteiden uuttamisessa kaytetty menetelma.

Yksittdisten sisdisten standardien saantotiedot on ilmoitettava, jos saan-
tojen arvot ovat 6.2.5 kohdassa mainitun alueen ulkopuolella tai jos
enimmdismadrd ylittyy (télloin on ilmoitettava jommankumman rinnak-
kaismadrityksen saantotiedot). Muissa tapauksissa ne on toimitettava
pyydettédessa.

Koska laajennettu mittausepdvarmuus on otettava huomioon paétetta-
essd ndytteen vaatimustenmukaisuudesta, tiedot tdstd muuttujasta on
ilmoitettava. Siksi mairitystulos on ilmoitettava muodossa x +/- U,
jossa x on madritystulos ja U on laajennettu mittausepdavarmuus, jossa
kéytetdan kattavuuskerrointa 2, jolloin luottamustaso on noin 95 pro-
senttia. Jos PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yh-
disteiden pitoisuudet médritetddn erikseen, PCDD/PCDF-yhdisteiden ja
dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden erillisten maééritystulosten yh-
teenlaskettua arvioitua laajennettua epdvarmuutta on kidytettivd
PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden pi-
toisuuksien summana.

Tulokset on ilmaistava samoina yksikkéind ja vihintddan yhtd monen
merkitsevidn numeron tarkkuudella kuin direktiivilla 2002/32/EY vah-
vistetut enimmaismadrat.

Bioanalyyttiset seulontamenetelmdit

Seulonnan tuloksen perusteella ndytteen ilmoitetaan olevan “vaatimus-
tenmukainen” tai sen “epdillddn olevan vaatimustenvastainen”.

Lisdksi indikatiivinen tulos voidaan ilmaista PCDD/PCDF-yhdisteiden
ja/tai dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden osalta BEQ-arvona eika
TEQ-arvona.

Jos nédytteen vaste on raportointirajan alapuolella, ndytteelld ilmoitetaan
olevan “raportointirajaa matalampi arvo”. Jos néytteen vaste on mitta-
usalueen yldpuolella, néytteelld ilmoitetaan olevan “mittausalueen ylit-
tdvd arvo” ja mittausalueen yldarvoa vastaava pitoisuus ilmaistaan
BEQ-arvona.

Kunkin nédytematriisityypin osalta raportissa on mainittava enimmaéis-
madrd tai toimintaraja, johon arviointi perustuu.

Raportissa on mainittava kiytetyn testin tyyppi, testin perusperiaate ja
kalibrointimenetelma.

Raportissa on myds ilmoitettava PCDD/PCDEF-yhdisteiden ja dioksii-
nien kaltaisten PCB-yhdisteiden uuttamisessa kdytetty menetelma.

Jos néytteiden epiillddn olevan vaatimusten vastaisia, raporttiin on lii-
tettdva selvitys toteutettavista toimenpiteistd. Jos ndytteissd on merkit-
tavid PCDD/PCDF-pitoisuuksia sekd PCDD/PCDF-yhdisteiden ja diok-
siinien kaltaisten PCB-yhdisteiden summan pitoisuuksia, kohonneet pi-
toisuudet on médritettdva tai vahvistettava varmistusmenetelméin avulla.

Vaatimustenvastaiset tulokset on ilmoitettava vain varmistusmaérityk-
sestd.

Fysikaaliskemialliset seulontamenetelmdit

Seulonnan tuloksen perusteella nédytteen ilmoitetaan olevan vaatimus-
tenmukainen” tai sen “epdillddn olevan vaatimustenvastainen”.

Kunkin ndytematriisityypin osalta raportissa on mainittava enimmais-
madrd tai toimintaraja, johon arviointi perustuu.
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Lisdksi voidaan antaa yksittdisten PCDD/PCDF-kongeneerien ja /tai
dioksiinien kaltaisten PCB-kongeneerien pitoisuudet ja TEQ-arvot il-
moitettuina pienimpind, suurimpina ja véliarvoina. Tulokset on ilmais-
tava samoina yksikkoind ja véhintddn yhtd monen merkitsevin nume-
ron tarkkuudella kuin direktiivilld 2002/32/EY vahvistetut enimmaéis-
madrat.

Yksittdisten sisdisten standardien saantotiedot on ilmoitettava, jos saan-
tojen arvot ovat 6.2.5 kohdassa mainitun alueen ulkopuolella tai jos
enimmiismaird ylittyy (télloin on ilmoitettava jommankumman rinnak-
kaismédrityksen saantotiedot). Muissa tapauksissa ne on toimitettava
pyydettédessa.

Raportissa on mainittava sovellettu GC-MS-menetelma.

Raportissa on myo6s ilmoitettava PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksii-
nien kaltaisten PCB-yhdisteiden uuttamisessa kaytetty menetelma.

Jos néytteiden epiillddn olevan vaatimusten vastaisia, raporttiin on lii-
tettdva selvitys toteutettavista toimenpiteistd. Jos ndytteissd on merkit-
tavia PCDD/PCDF-pitoisuuksia sekd PCDD/PCDF-yhdisteiden ja diok-
siinien kaltaisten PCB-yhdisteiden summan pitoisuuksia, kohonneet pi-
toisuudet on madritettédva tai vahvistettava varmistusmenetelmén avulla.

Vaatimustenvastaisuus voidaan vahvistaa vasta varmistusmaarityksen
jélkeen.

1T LUKU

NAYTTEIDEN VALMISTUS JA VAATIMUKSET, JOTKA REHUSSA
OLEVIEN MUIDEN KUIN DIOKSIINIEN KALTAISTEN PCB-
YHDISTEIDEN VIRALLISESSA VALVONNASSA KAYTETTYJEN

32

33

MAARITYSMENETELMIEN ON TAYTETTAVA

Soveltamisala

Téssd luvussa vahvistettuja vaatimuksia on sovellettava analysoitaessa
rehua muiden kuin dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden pitoisuuksien
virallista valvontaa varten ja kun on kyse ndytteiden valmistuksesta ja
madritysvaatimuksista muita sddntelytarkoituksia varten, mihin kuu-
luvat my6s rehualan toimijan suorittamat tarkastukset asetuksen (EY)
N:o 183/2005 sdénnoésten mukaisuuden varmistamiseksi.

Soveltuvat osoitusmenetelmét

Kaasukromatografia-elektronisieppausdetektio (GC-ECD), GC-LRMS,
GC-MS/MS, GC-HRMS tai vastaavat menetelmat.

Tarkasteltavana olevien analyyttien tunnistus ja varmistus

Suhteellinen retentioaika verrattuna sisdisiin standardeihin tai vertailus-
tandardeihin (hyvéksyttivd poikkeama +/- 0,25 %).

Muiden kuin dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden erottaminen mitta-
usta hdiritsevistd aineista ja eritoten mukana eluoituvista PCB-yhdis-
teistd kaasukromatografian avulla, erityisesti jos ndytteiden pitoisuudet
ovat laillisissa rajoissa, ja vaatimustenvastaisuus on vahvistettava ('3).
GC-MS-tekniikkaa koskevat vaatimukset

Vihintddn seuraavan molekyyli-ionien tai molekyyliklusterin tunnus-
omaisten ionien lukumdéridn valvonta:

a) kaksi spesifistd ionia HRMS-menetelmaissa,

b) kolme spesifistd ionia LRMS-menetelmaissa,

("*) Mukana eluoituvia samantyyppisid kongeneereja ovat usein esimerkiksi PCB 28/31,
PCB 52/69 ja PCB 138/163/164. GC-MS-menetelmien osalta on otettava huomioon
myds mahdolliset useampia klooriatomeja sisdltavien molekyylien osien aiheuttamat
hairiot.
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c) kaksi spesifistd prekursori-ionia, joista kummallakin on yksi spesi-
finen vastaava siirtymétuoteioni, MS-MS-menetelméssa.

Suurimmat sallitut toleranssit valikoitujen massafragmenttien méérien
suhteille:

Valikoitujen massafragmenttien maérasuhteen suhteellinen poikkeama
teoreettisesta médrdstd tai kohdeionin (runsaimmin esiintyvd mitattu
ioni) ja sekundaaris(t)en ioni(e)n kalibrointistandardista: + 15 prosent-
tia.

34 GC-ECD-tekniikoita koskevat vaatimukset

Enimmaismaardn ylittdvat tulokset on varmistettava kahdella kaasukro-
matografikolonnilla, joiden stationddrifaasin polariteetti on erilainen.
4. Menetelmén suorituskyvyn osoittaminen

Menetelmén suorituskyky on validoitava enimmaisméérédn vaihteluva-
lilld (0,5-2 x enimmdismaéri), ja toistettujen mittausten variaatiokertoi-
men on oltava hyviksyttdvd (ks. 9 kohta, kohtalaista tarkkuutta koske-
vat vaatimukset).

5. Midritysraja
Muiden kuin dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden LOQ-arvojen
summa ('4) ei saa olla suurempi kuin kolmasosa enimmaismaérastd (1°).
6. Laadunvalvonta

Nollandytteiden sdannollinen mittaus; sellaisten néytteiden analyysi,
joihin on lisdtty analyyttid; laadunvalvontanidytteet; osallistuminen
asianomaisia matriiseja koskeviin laboratorioiden vélisiin tutkimuksiin.

7. Saantojen valvonta

7.1 On kéytettdva sopivia sisdisid standardeja, joiden fysikaalis-kemialliset
ominaisuudet ovat vastaavat kuin tarkasteltavana olevilla analyyteilla.

7.2 Sisdisten standardien lisddminen:

Lisddminen tuotteisiin (ennen uuttoa ja puhdistusta).

73 Vaatimukset menetelmille, joissa kdytetddn kaikkia kuutta isotooppilei-
mattua muiden kuin dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden kongenee-
ria:

a) tulokset on oikaistava sisdisten standardien saantojen suhteen,

b) isotooppileimattujen sisdisten standardien saantojen on oltava 60—
120 prosenttia;

c) pienemmit tai suuremmat saannot voidaan hyviksyd yksittéisille
kongeneereille, jos niiden osuus muiden kuin dioksiinien kaltaisten
PCB-yhdisteiden yhteismaérdstd on alle 10 prosenttia.

7.4 Vaatimukset menetelmille, joissa ei kdytetd kaikkia kuutta isotooppilei-
mattua sisdistd standardia tai muuta sisdistd standardia:

a) sisdisten standardien saannot on tarkastettava kaikista nidytteistd,
b) sisdisten standardien saantojen on oltava 60—120 prosenttia;

c) tulokset on oikaistava sisdisten standardien saantojen suhteen.

(') Tarvittaessa on noudatettava asiakirjassa “Guidance Document on the Estimation of
LOD and LOQ for Measurements in the Field of Contaminants in Feed and Food”
(https://data.europa.eu/doi/10.2787/8931) kuvattuja periaatteita.

(%) On erittdin suositeltavaa, ettd reagenssinolla vaikuttaa vain vihdn néytteessd olevan
kontaminantin tasoon. Laboratorion on seurattava nollatasojen vaihtelua etenkin, jos
nollatasot vdhennetéddn mittausarvoista.
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7.5 Leimaamattomien kongeneerien saannot tarkastetaan sellaisten niyttei-
den avulla, joihin on lisdtty analyyttid, tai laadunvalvontandytteiden
avulla, joiden pitoisuudet ovat enimméismadrdn vaihteluvalilld. Naiden
yhdisteiden hyviksyttivit saannot ovat 60—120 prosenttia.

8. Laboratorioita koskevat vaatimukset

Asetuksen (EU) 2017/625 saannosten mukaisesti laboratorioiden on ol-
tava ISO/IEC-oppaan 58 mukaisesti toimivan tunnustetun laitoksen hy-
viksymid, milld varmistetaan, ettd laboratoriot soveltavat analyyttistd laa-
dunvarmistusta. Laboratorioiden hyviksyntd on tehtivd EN ISO/IEC
17025 -standardin mukaisesti. PCB-yhdisteiden analyysin mittausepévar-
muuden ja médritysrajojen arviointia koskevissa teknisissd ohjeissa (1°)
kuvattuja periaatteita on noudatettava.

9. Suorituskykyéd koskevat tiedot: Kriteerit, jotka koskevat muiden
kuin dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden summaa enimméis-
miirin tasolla

Isotooppilaimem}usmassaspektro— Muut menctelmit
metria (*)
Oikeellisuus -20 % —+20 % -30% — +30 %
Kohtalainen tarkkuus (RSD <15% <20%
%)
Suurimman ja pienimmén ar- <20% <20%
von erotus

(*) Kaikkien kuuden '*C-leimatun analogin kiyttdi sisdisind standardeina edellytetiidn.

10. Tulosten raportointi

10.1 Maéritystuloksiin on sisdllyttdvd yksittdisten muiden kuin dioksiinien
kaltaisten PCB-yhdisteiden pitoisuudet ja kyseisten PCB-yhdisteiden
pitoisuuksien summa on ilmoitettava pienimpind, suurimpina ja véli-
arvoina, jotta tulosten raportointiin saadaan mukaan mahdollisimman
paljon tietoja. Néin tuloksia pystytddn tulkitsemaan kulloistenkin vaa-
timusten mukaisesti.

10.2 Raportissa on ilmoitettava PCB-yhdisteiden uuttamisessa kéytetty me-
netelmd.

10.3 Yksittdisten sisdisten standardien saantotiedot on toimitettava, jos saan-
tojen arvo on 7 kohdassa tarkoitetun alueen ulkopuolella tai jos enim-
maismédrd ylittyy. Muissa tapauksissa ne on toimitettava pyydettdessa.

10.4 Koska laajennettu mittausepadvarmuus on otettava huomioon paitetta-
essd ndytteen vaatimustenmukaisuudesta, tiedot kyseisestd muuttujasta
on myds ilmoitettava. Siksi mddritystulos on ilmoitettava muodossa
x +/- U, jossa x on mddritystulos ja U on laajennettu mittausepavar-
muus, jossa kdytetddn kattavuuskerrointa 2, jolloin luottamustaso on
noin 95 prosenttia.

10.5 Tulokset on ilmaistava samoina yksikkéind ja vihintddn yhtd monen
merkitsevin numeron tarkkuudella kuin direktiivilld 2002/32/EY vah-
vistetut enimmaismadarat.

B. EN-STANDARDIT

Seuraavat EN-standardit ovat merkityksellisid sovellettaessa  asetuksen
(EU) 2017/625 34 artiklan 2 kohdan a alakohtaa:

(%) Ks. alaviite 9.
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EN 17194: Rehut. Niytteenotto- ja analysointimenetelmédt. Deoksinivalenolin,
aflatoksiini B1:n, fumonisiini Bl:n ja B2:n, T-2- ja HT-2-toksiinien sekd zeara-
leonin ja okratoksiini A:n médrittdminen rehuaineissa ja rehuseoksissa nestekro-
matografi-massaspektrometrisesti (LC-MS/MS)

EN 17270: Rehut. Néytteenotto- ja analysointimenetelmidt. Teobromiinin maé-
rittdminen nestekromatografialla rehuaineissa ja rehuseoksissa kaakaopohjaiset
ainesosat mukaan lukien.

EN 17504 (Animal feeding stuffs: Methods of sampling and analysis. Determi-
nation of gossypol in cotton seed and feeding stuff by LC-MS/MS), joka koskee
gossypolin madritystd puuvillansiemenissd ja rehuissa LC-MS/MS:11a

EN 17362 (Animal feeding stuffs: Methods of sampling and analysis — Deter-
mination of pentachlorophenol (PCP) in feed materials and compound feed
by LCMS/MS), joka koskee pentakloorifenolin (PCP) médritystd rehuissa ja
rehuseoksissa LCMS/MS:11d

EN 16279: Rehut. Fluoridipitoisuuden maéritys suolahappokdsittelyn jilkeen
ionisensitiivistd elektrodimenetelméa (ISE) kéyttden

EN 17053: Rehut: Néytteenotto ja analysointi. Hivenaineiden, raskasmetallien ja
muiden vastaavien alkuaineiden maéérittdminen rehusta ICP-MS:1lda (multimene-
telma)

EN 15550 (Animal feeding stuffs — Methods of sampling and analysis — Deter-
mination of cadmium and lead by graphite furnace atomic absorption spectro-
metry (GF-AAS) after pressure digestion), joka koskee kadmiumin ja lyijyn
médritystd rehustaa grafiittivuniatomiabsorptiospektrometrialla (GF-AAS) paine-
hajoituksen jilkeen

EN 16206 Rehut. Arseenin médritys mikroaaltohajotuksen (hajottaminen 65 %
typpihapolla ja 30 % vetyperoksidilla) jalkeen atomiabsorptiospektrometri-vety-
menetelmalld (HGAAS)

EN 16277 Rehut. Elohopean maééritys mikroaaltohajotuksen (uutto 65 % typpi-
hapolla ja 30 % vetyperoksidilla) jalkeen kylméhdyryatomiabsorptiospektromet-
rimenetelmélla (CVAAS)

EN 16278 Rehut. Epdorgaanisen arseenin madéritys mikroaaltohajotuksen ja kiin-
tedfaasiuuton jélkeen atomiabsorptiospektrometri-vetymenetelmailla (HGAAS)

EN 17374 (Animal feeding stuffs: Methods of sampling and analysis — Deter-
mination of inorganic arsenic in animal feed by anion-exchange HPLC-ICP-
MS), joka koskee epdorgaanisen arseenin maédritystd rehusta anioninvaihto-
HPLC-ICP-MS:11a
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REHUJEN

LIITE VI

SISALTAMIEN ELAINPERAISTEN AINESOSIEN

MAARITYSMENETELMAT REHUJEN VIRALLISTA VALVONTAA

2.1.1

VARTEN

TARKOITUS JA SOVELTAMISALA

Rehujen eldinperdiset ainesosat olisi médritettivd valomikroskopi-
alla tai polymeraasiketjureaktiolla (PCR) tdssé liitteessd vahvistet-
tujen sddnnosten mukaisesti.

Nailld kahdella menetelmélld on mahdollista havaita eldinperdisten
ainesosien esiintyminen esiseoksissa, rehuaineissa ja rehuseoksis-
sa. Niilld ei kuitenkaan ole mahdollista laskea kyseisten ainesosien
madraa esiseoksissa, rehuaineissa ja rehuseoksissa. Kummankin
menetelmédn toteamisraja on alle 0,1 % (w/w).

PCR-menetelmén ansiosta esiseoksissa, rehuaineissa ja rehuseok-
sissa esiintyvien eldinperdisten ainesosien taksonominen ryhmé on
mahdollista tunnistaa.

Néitd menetelmid on kéytettivd valvottaessa Euroopan parlamen-
tin ja neuvoston asetuksen (EY) N:o 999/2001 (') 7 artiklan 1
kohdassa ja liitteessd IV sekd asetuksen (EY) N:o 1069/2009 ()
11 artiklan 1 kohdassa sédddettyjen kieltojen tdytantoonpanoa.

Naiitd menetelmid voidaan kdyttdd joko yksin tai yhdessd testatta-
vasta rehutyypistd riippuen yhden operatiivisen protokollan puit-
teissa rehuissa esiintyvdd eldinproteiinia késittelevan EU:n vertai-
lulaboratorion (EURL-AP) laatimien ja verkkosivuillaan julkaise-
mien toimintaohjeiden (?) (Standard Operating Procedures, SOP)
mukaisesti.

MENETELMAT

Valomikroskopia
Periaate

Madritettavaksi lahetetyissd esiseoksissa, rehuaineissa ja rehuseok-
sissa mahdollisesti esiintyvit eldinperdiset ainesosat tunnistetaan
tyypillisten mikroskooppisesti tunnistettavissa olevien ominaisuuk-
sien, kuten lihassdikeiden ja muiden lihan palojen, ruston, luiden,
sarvien, karvojen, harjasten, selkdrangattomien kutikulan osasten,
hyonteisten ilmaputkiston, verituotteiden, maidon rasvapallosten,
laktoosikiteiden, hoyhenten, munankuorten, kalanluiden ja suomu-
jen, perusteella.

(") Euroopan parlamentin ja neuvoston asetus (EY) N:o 999/2001, annettu 22 pdivdni tou-
kokuuta 2001, tiettyjen tarttuvien spongiformisten enkefalopatioiden ehkdisyé, valvontaa
ja havittdmistd koskevista sddnnoistd (EYVL L 147, 31.5.2001, s. 1).

(®) Euroopan parlamentin ja neuvoston asetus (EY) N:o 1069/2009, annettu 21 pdivané lo-
kakuuta 2009, muiden kuin ihmisravinnoksi tarkoitettujen eldimistd saatavien sivutuot-
teiden ja niistd johdettujen tuotteiden terveyssddnndistd sekd asetuksen (EY) N:
0 1774/2002 kumoamisesta (sivutuoteasetus) (EUVL L 300, 14.11.2009, s. 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

2.12.1.2

21213

2.12.14

2.1.2.1.5

2.1.2.1.6

Mikroskooppitutkimus suoritetaan sen jilkeen, kun ndytteet on
esikdsitelty sedimentaatiolla.

Naytteiden sedimentaatiovaihe toteutetaan seuraavasti:

a) muiden eldinperiisten ainesosien kuin maalla eldvistd selkdran-
gattomista perdisin olevien ainesosien havaitsemiseksi yksittéi-
nen sedimentaatiovaihe tetrakloorietyleenilld (TCE) kohdassa
2.1.3.4.3 kuvatulla tavalla;

b) maalla eldvistd selkdrangattomista perdisin olevien ainesosien
havaitsemiseksi kaksinkertainen sedimentaatiovaihe petrolieet-
terilld / tetrakloorietyleenillda (PE/TCE) kohdassa 2.1.3.4.4 ku-
vatulla tavalla.

Reagenssit ja laitteet

Reagenssit

Konsentrointireagenssi

— Tetrakloorietyleeni (suhteellinen tiheys 1,62).

— Petrolieetteri (PE), kichumispiste 40—60 °C (suhteellinen tiheys
0,65).

Virjdysreagenssi

— Alitsariinipunaliuos (laimennetaan 2,5 ml:aa 1 M:n kloorivety-
happoa 100 ml:aan vettd ja lisdtddn liuokseen 200 mg alitsarii-
nipunaista).

Kiinnitysreagenssit

— Liped (NaOH 2,5 % w/v tai KOH 2,5 % w/v).

— Glyseroli (laimentamaton, viskositeetti: 1 490 cP) tai kiinnitys-
reagenssi, jolla on muun kuin kestopreparaatin valmisteluun
soveltuvat ominaisuudet.

— Norland ® Optical Adhesive 65 (viskositeetti: 1200 cP) tai
hartsi, jolla on kestopreparaatin valmistukseen soveltuvat omi-
naisuudet.

Kiinnitysreagenssit, joilla on vérjdysominaisuuksia
— Lugolin livos (2 g kaliumjodidia liuotetaan 100 ml:aan vettd ja

lisdtddn 1 g jodia ja sekoitetaan useita kertoja).

— Kystiinireagenssi (2 g lyijyasetaattia, 10 g NaOH/100 ml vet-
td).

— Fehlingin livos (valmistetaan ennen kayttod kahdesta saman-
suuruisesta osasta (1/1) varastoliuosta A ja B. Liuos A: liu-
otetaan 6,9 graa kupari(Il)sulfaattipentahydraattia 100 ml:aan
vettd. Liuos B: liuotetaan 34,6 g:aa kaliumnatriumtartraattitet-
rahydraattia ja 12 gitaa NaOH:ta 100 ml:aan vettd).

— Tetrametyylibentsidiini/vetyperoksidi (liuotetaan 1 g 3,3°,5,5’-
tetrametyylibentsidiinia ~ (TMB) 100 ml:aan  jadetikkaa
ja 150 ml:aan vettd. Ennen kéyttod 4 osaa TMB-liuosta sekoi-
tetaan yhteen osaan 3-prosenttista vetyperoksidia.

Pesureagenssit

— Etanoli > 96 % (tekninen laatu).
— Asetoni (tekninen laatu).

Virinpoistoreagenssi

— Kaupallinen natriumhypokloriittiliuos (9-14 % aktiivista kloo-
ria).
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2.1.2.2.

2.1.3
2.1.3.1

Laitteet

— Analyysivaaka, tarkkuus 0,001 g.

— Jauhamisvilineet: veitsimylly tai roottorimylly. Jos kéytetddn
roottorimyllyd, kielletdén seulat, jotka ovat < 0,5 mm.

— Seulat, joissa on nelidnmuotoiset reidt, silmidkoko 0,25 mm
ja I mm. Néytteen esiseulontaa lukuun ottamatta seulojen hal-
kaisija ei saa olla suurempi kuin 10 cm, jotta aineksia ei katoa.
Seuloja ei tarvitse kalibroida.

— Kartiomainen erotussuppilo, lasia, 250 ml, jonka pohjalla on
teflon- tai lasihioshana sulkutulppana. Sulkutulpan halkaisijan
on oltava avattuna > 4 mm. Vaihtoehtoisesti, ainoastaan yksit-
taistd sedimentaatiovaihetta tetrakloorietyleenilld varten, voi-
daan kayttdd kartiopohjaista selkeytysastiaa, jos laboratorio
on osoittanut, ettd toteamisrajat ovat vastaavia kuin lasista
kartionmuotoista erotussuppiloa kaytettdessa.

250 mi

halkaisija 4 mm

Erotussuppilo

— Stereomikroskooppi, jonka suurennusvéli on ainakin 6,5x—40x.

— Lépivalaisumikroskooppi, jonka suurennusvéli on véhintdén
100x—400x%. Lisdksi voidaan kayttdd polarisoitua valomikros-
kopiaa ja differentiaali-interferenssikontrastimikroskopiaa.

— Tavanomaiset laboratorion lasiastiat.

— Objektilasien valmisteluvilineet: tavalliset objektilasit, objekti-
lasit, joissa on syvennys, peitelasit (20 x 20 mm), pinsetit, ohut
spaatteli.

— Laboratoriouuni

— Sentrifugi.

— Suodatinpaperi: Kvalitatiivinen selluloosasuodatin  (huokos-
koko 4-11 pm)

Ndpytteenotto ja ndytteiden valmistus
Naytteenotto

Kaytetdan liitteen I mukaisesti otettua edustavaa néytetta.
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2.1.3.1.1

2.1.3.1.2

2.13.2

2133

2.1.34
2.134.1

21342

Naytteen kuivaus:

Naytteet, joiden kosteuspitoisuus on > 14 %, on kuivattava ennen
liitteen III mukaista késittelya.

Niytteen esiseulonta:

Jotta rehussa olevista mahdollisista ympériston epapuhtauksista
saadaan tietoa, suositetaan, ettd pelletoitu rehu ja jyvdt esiseulo-
taan seulalla, jonka silmdkoko on 1 mm, ja saadut kaksi fraktiota,
joita on pidettava erillisind ndytteind, valmistetaan ja madritetddn
erikseen ja niistd raportoidaan erikseen.

Varotoimenpiteet

Ristikontaminaation vilttdmiseksi laboratoriossa kaikki uudelleen-
kéytettdvat vilineet on puhdistettava huolellisesti ennen kayttoa.
Erotussuppilon osat on irrotettava ennen puhdistusta. Erotussuppi-
lon osat ja lasiastiat on esipestdvd kisin ja sen jilkeen pestivi
astianpesukoneessa. Seulat on puhdistettava jaykkéharjaksisella
synteettiselld harjalla. Rasvaisten ainesten, kuten kalajauhon, seu-
lonnan jélkeen suositetaan, ettd seulat puhdistetaan asetonilla ja
paineilmalla.

Rasvasta tai Oljystd koostuvien niytteiden esikdsittely

Rasvasta koostuvien néytteiden esikésittelyssdé on noudatettava
seuraavaa menettelya:

— Jos rasva on Kkiintedd, sitd lammitetddn uunissa, kunnes se
muuttuu nestemaiseksi.

— 40 ml rasvaa pipetoidaan ndytteen pohjasta sentrifugiputkeen.

— Naytettd sentrifugoidaan 10 minuuttia nopeudella 4 000 kier-
rosta minuutissa (rpm).

— Jos rasva on jahmettynyt sentrifugoinnin aikana, sitd limmite-
td4n uunissa, kunnes se muuttuu nestemaéiseksi.

— Sentrifugoidaan uudestaan 5 minuuttia nopeudella 4 000 kier-
rosta minuutissa (rpm).

— Puolet dekantoiduista epdpuhtauksista siirretddn pienelld lusi-
kalla tai spaattelilla objektilasille mikroskooppista tutkimusta
varten. Kiinnitysreagenssiksi suositetaan glyserolia.

— Loput epédpuhtauksista kédytetddn sedimentin valmisteluun
2.1.3.4.3 kohdan ensimmadisessd luetelmakohdassa kuvatulla
tavalla.

Samaa menettelyd kdytetdéin Oljystd koostuvien ndytteiden esiki-
sittelyyn lukuun ottamatta ensimmadistd ja neljéttd luetelmakohtaa.

Muiden kuin rasva- tai 6ljyndytteiden esikdsittely

Osandytteen otto ja jauhaminen: Osandytteeksi otetaan vihintddn
50 g ndytteestd ja jauhetaan.

Raaka-aineen esikisittely: Valmistetaan véhintdan 5 g:n annos jau-
hettua osandytettd. Se seulotaan seulalla, jonka silmidkoko on
0,25 mm:n, ja saadut kaksi fraktiota tutkitaan.
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2.1.343 Yksittdinen sedimentaatio tetrakloorietyleenilld muiden elédinpe-
rdisten ainesosien kuin maalla eldvistd selkdrangattomista perdisin
olevien ainesosien havaitsemiseksi.

— Sedimentin uutto ja valmistus:

10 gn annos (0,01 g:n tarkkuudella) jauhettua osandytettd siir-
retddn erotussuppiloon tai kartiopohjaiseen selkeytysastiaan,
minkd jdlkeen siihen lisétddn 50 ml tetrakloorietyleenid. Ero-
tussuppiloon siirrettivd annos saa olla enintddn 3 g, jos ky-
seessd on kalajauho tai muu puhtaasti eldintuote, kivenndis-
ainesosa tai esiseos, joka tuottaa yli 10 prosenttia sedimenttid.
Seosta ravistetaan voimakkaasti ainakin 30 sekuntia, minka
jalkeen siihen lisdtdén varovasti 50 ml tetrakloorietyleenid sa-
malla kun suppilon sisdpinta pestdén sithen mahdollisten tart-
tuneiden partikkelien poistamiseksi. Saadun seoksen annetaan
laskeutua astian pohjalle vahintddn viisi minuuttia, minkd jil-
keen sedimentti erotetaan avaamalla sulkutulppa.

Jos kaytetddn kartiopohjasta selkeytysastiaa, seosta sekoitetaan
voimakkaasti vdhintddn 15 sekunnin ajan ja mahdolliset astian
seindmien sisdpintaan tarttuneet partikkelit pestddn huolellisesti
pois véhintddan 10 ml:1la puhdasta tetrakloorietyleenid. Seoksen
annetaan laskeutua kolmen minuutin ajan, minkd jélkeen sitd
sekoitetaan taas 15 sekunnin ajan ja mahdolliset astian seiné-
mien sisdpintaan tarttuneet partikkelit pestddn huolellisesti pois
véhintddn 10 ml:lla puhdasta tetrakloorietyleenid. Saadun seok-
sen annetaan laskeutua vdhintddn 5 minuutin ajan, minkd jil-
keen nestemdinen fraktio poistetaan ja poistetaan huolellisesti
dekantoimalla samalla kun huolehditaan siitd, ettei sedimenttid
menetetd.

Sedimentti kerdtddan suppiloon asetettuun suodatinpaperiin,
jotta jéljelle jadva tetrakloorietyleeni voidaan erottaa ja samalla
viélttdd rasvan laskeutuminen sedimenttiin. Sedimentti kuiva-
taan. Sedimentaatiovaiheen tarkastamiseksi on sen jilkeen suo-
siteltavaa punnita sedimentti (0,001 gramman tarkkuudella).
Lopuksi sedimentti seulotaan seulalla, jonka silmdkoko on
0,25 mm, ja saadut kaksi fraktiota tutkitaan, paitsi jos seulon-
taa ei pidetd tarpeellisena.

— Naytteen kelluvan osan, flotaatin, erottaminen ja esikésittely:

Edelld kuvatulla menetelmélld tehdyn sedimentin talteenoton
jélkeen erotussuppiloon pitdisi jaada kaksi osaa: tetrakloorie-
tyleenistd koostuva nestemiinen osa ja kelluvasta aineksesta
muodostuva kiinted osa. Tétd kiintedd osaa kutsutaan flotaa-
tiksi, ja se otetaan talteen avaamalla suppilon tulppa ja kaa-
tamalla tetrakloorietyleeni pois. Erotussuppilo kadnnetiédn
ylosalaisin ja flotaatti siirretddn suureen petrimaljaan ja kuiva-
taan ilmassa vetokaapissa. Se seulotaan seulalla, jonka silma-
koko on 0,25 mm:n, ja saadut kaksi fraktiota tutkitaan.

— Virjaysreagenssien kaytto:

Eldinperiisten ainesosien oikean tunnistamisen helpottamiseksi
laboratorio voi kdyttdd ndytteen valmistelussa vérjaysreagens-
seja EURL-AP:n laatimien ja verkkosivuillaan julkaisemien
ohjeiden mukaisesti.
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2.1344

Jos sedimentin virjadmiseen kdytetdéin alitsariinipunaliuosta,
noudatetaan seuraavaa menettelyd:

— Kuivattu sedimentti siirretdan lasiseen koeputkeen ja pes-
tadn kahdesti noin 5 ml:lla etanolia (kummallakin kerralla
kéytetddn koeputkisekoitinta 30 sekunnin ajan ja annetaan
livottimen selkeytyd noin yhden minuutin ja 30 sekunnin
ajan ennen sen dekantointia).

— Sedimentti késitellddn vérinpoistoreagenssilla lisdamalla
sedimenttiin  vdhintddn 1 ml natriumhypokloriittiliuosta.
Reaktion annetaan jatkua 10 minuutin ajan. Putki taytetdan
vedelld, sedimentin annetaan laskeutua 2—3 minuutin ajan,
ja sen jalkeen vesi ja suspendoituneet partikkelit dekantoi-
daan kevyesti.

— Sedimentti pestddn vield kahdesti noin 10 ml:lla vettd
(kummallakin kerralla kdytetdan koeputkisekoitinta 30 se-
kunnin ajan, sedimentin annetaan laskeutua putken pohjaan
ja vesi dekantoidaan).

— Lisétddn alitsariinipunaliuosta 2—10 tippaa ja sekoitetaan
seosta koeputkisekoittimella. Sedimentin annetaan reagoida
liuoksen kanssa 30 sekunnin ajan, ja vérjdytynyt sedimentti
pestddn kahdesti noin 5 ml:lla etanolia ja sen jéilkeen ker-
ran asetonilla (joka kerta kiytetddn koeputkisekoitinta 30
sekunnin ajan ja annetaan liuottimen selkeytyéd noin minuu-
tin ajan, mink4 jélkeen liuos dekantoidaan).

— Virjaytynyt sedimentti kuivataan.

Kaksinkertainen sedimentaatio petrolieetterilld / tetrakloorietylee-
nilld maalla eldvistd selkdrangattomista perdisin olevien ainesosien
havaitsemiseksi.

Kaikissa vaiheissa on kiytettdvd 2.1.2.2 kohdan neljannessd lue-
telmakohdassa kuvattua lasista kartionmuotoista 250 ml:n erotus-
suppiloa.

— 10 g:n annos (0,01 g:n tarkkuudella) jauhettua osandytetta siir-

retddn erotussuppiloon ja sille tehddén yksittdinen sedimentaa-
tio tetrakloorietyleenilld 2.1.3.4.3 kohdassa kuvatulla tavalla
mukaan lukien sedimentin kerddminen suppiloon asetettuun
suodatinpaperiin. Téatd sedimenttid voidaan kayttdd samoin
kuin kohdan 2.1.3.4.3 mukaisesti kerdttyd sedimenttid.

Sedimentin kanssa valutettu tetrakloorietyleeni siirretddn astei-
kolliseen mittalasiin. Avataan erotussuppilon sulkutulppa ja
tdytetddn mittalasia, kunnes saadaan 30 ml tetrakloorietyleenid.
Kun méird on saavutettu, sulkutulppa suljetaan.

Keritty tetrakloorietyleenin médérd korvataan lisddmélld erotus-
suppiloon 30 ml petrolieetterid, jonka kiehumispiste on 40—
60 °C. Erotussuppilon sisdltd sekoitetaan huolellisesti, jotta
saadaan seos, jossa on 30 prosenttia petrolieetterid ja 70 pro-
senttia tetrakloorietyleenid (tiheys noin 1,26 g.cm™). Annetaan
aineen laskeutua 10 minuuttia. Kaksi uutta fraktiota erottuu:
toinen sedimentti ja lopullinen flotaatti (< 1,26 g.cm™). Toinen
sedimentti kerdtddn petrimaljaan (tai suppiloon asetettuun suo-
datinpaperiin) avaamalla sulkutulppa kunnes vain véhén liuos-
seosta ja lopullinen flotaatti jadvit erotussuppiloon. Jéljelle
jédnyt neste ja lopullinen flotaatti on keréttiava erikseen suppi-
loon asetettuun suodatinpaperiin. Erotussuppilon seindmit on
huuhdeltava petrolieetterilld, jotta saadaan kerdttyd kaikki lo-
pullisen flotaatin materiaali. Lopullisen flotaatin annetaan kui-
vua. Lopullinen flotaatti seulotaan seulalla, jonka silmikoko
on 0,25 mm, ja saadut kaksi fraktiota tutkitaan maalla eldvistd
selkdrangattomista perdisin olevien ainesosien havaitsemiseksi,
paitsi jos seulontaa ei pidetd tarpeellisena.
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2.1.4
2.1.4.1

2.1.4.2

Mikroskooppinen tutkimus
Objektilasin valmistelu

Objektilasit valmistellaan sedimentistd ja laboratorion valinnan
mukaan joko flotaatista tai raaka-aineesta. Silloin kuin se on ai-
heellista maalla eldvistd selkdrangattomista perdisin olevien aines-
osien havaitsemiseksi, objektilaseja on valmistettava myds lopul-
lisesta flotaatista, joka on kerdtty 2.1.3.4.4 kohdassa kuvatulla
tavalla. Tuloksena saadut kaksi fraktiota (hieno ja karkea) valmis-
tellaan. Objektilasille levitettdvien fraktion testindytteiden on ol-
tava koko fraktiota edustavia.

Objektilaseja on valmisteltava riittdvd médédrd sen varmistamiseksi,
ettd 2.1.4.2 kohdassa sédddettyd tutkimusprotokollaa voidaan nou-
dattaa kokonaisuudessaan.

Objektilaseilla on kéytettdva riittdvésti kiinnitysreagenssia EURL-
AP:n laatimien ja verkkosivuillaan julkaisemien toimintaohjeiden
mukaisesti. Objektilaseilla kdytetddn peitinlaseja.

Vuokaaviot rehuseosten, rehuaineiden ja esiseosten siséltdmien
eldimestd perdisin olevien partikkelien havaitsemiseksi.

Valmisteltuja objektilaseja on tutkittava mikroskoopilla noudattaen
kaavioissa 1 ja 2 esitettyja vuokaavioita.

Mikroskooppitutkimus suoritetaan ldpivalaisumikroskoopilla tutki-
malla sedimenttid ja laboratorion valinnan mukaan flotaattia tai
raaka-ainetta. Lisdksi maalla eldvistd selkdrangattomista perdisin
olevien ainesosien havaitsemiseksi tutkimuksia on suoritettava
myds lopullisesta flotaatista, joka on keritty 2.1.3.4.4 kohdassa
kuvatulla tavalla ja noudattaen kaaviota 3. Karkeita fraktioita voi-
daan ldpivalaisumikroskoopin lisdksi tutkia stereomikroskoopilla.
Jokainen objektilasi tutkitaan ldpikotaisin eri suurennuksilla. Tar-
kat selitykset vuokaavioiden kdytostd annetaan EURL-AP:n laa-
timissa ja verkkosivuillaan julkaisemissa SOP-toimintaohjeissa
(Standard Operating Procedures).

Vuokaavion kussakin vaiheessa havainnoitavien objektilasien vi-
himmdaismddrdd on noudatettava tarkasti, paitsi jos médrdttyd ob-
jektilasimddrad ei ole mahdollista saavuttaa fraktioaineksen koon
vuoksi, esimerkiksi jos sedimenttid ei saada. Partikkelien médéran
kirjaamiseen saa kidyttdd enintddn kuusi objektilasia mdéaritystd
kohti.

Valmisteltaessa lisdobjektilaseja joko flotaatista tai raaka-aineesta
kéyttden 2.1.2.1.4 kohdassa tarkoitettuja erityisid kiinnitysreagens-
seja, joilla on virjdysominaisuuksia, kun pyritdfin saamaan lisdd
tietoa sellaisista rakenteista (kuten sulat, karva, lihas tai veripar-
tikkelit), jotka on havaittu 2.1.2.1.3 kohdassa tarkoitetuilla muilla
kiinnitysreagensseilla valmistelluilla objektilaseilla, partikkelien
maérid lasketaan médritystd kohti kéytettdvien objektilasien méaérin
perusteella, joka voi olla enintddn kuusi, mukaan lukien lisédobjek-
tilasit, joissa kédytetddn erityistd kiinnitysreagenssia. Lisdobjektil-
aseja, jotka on valmistettu 2.1.3.4.4 kohdassa kuvatulla tavalla
kerétystd lopullisesta flotaatista ja tarkoitettu maalla eldvistd sel-
kédrangattomista perdisin olevien ainesosien havaitsemiseksi, ei
tule kdyttdd muuntyyppisten (maalla elavit selkdrankaiset ja kalat)
ainesosien tunnistamiseen.

Jotta partikkelien tyyppi ja alkuperd olisi helpompi tunnistaa, la-
boratorio voi kdyttdd apuvilineitd, esimerkiksi paatoksentekoa tu-
kevia jarjestelmid, kuvakirjastoja ja vertailundytteita.
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Kaavio 1

Vuokaavio tetrakloorietyleenilléi toteutetun yksittiiisen sedimentaation jilkeen rehuseosten, rehuaineiden
ja esiseoksien sisdltimien muista kuin maalla elivisti selkirangattomista perdisin olevien partikkelien
havaitsemiseksi ensimmaiisessd maarityksessi

3 objektilasia sedimentistd, joka on < 0,25 mm
+
1 objektilasi fiotaatista tai raaka-aineesta,
jotka ovat < 0,25 mm Nayte ilmoitetaan
2.1.5.2 kohdan mukaisesti
kyseiselle tyypille

Derdisia partikkeleita®™~_KYLLA
havaittu = 5 kutakin

Nayte ilmoitetaan
2.1.5.3 kohdan mukaisesti
kyseiselle tyypille

nkin partikkelityypin'®!
maara on

1 objektilasi
sedimentista,
joka on > 0,25 mm

Vahvistavatko
eldinperaiset partikkelit
iimoitetun pitoisuuden?

peraisia partikkeleita™'
havaitlu = 5 kutakin

1 objektilasi
flotaatista tai raaka-aineesta,
jotka ovat = 0,25 mm

Onko
kyseisentyyppisia
elainperaisia partikkeleita™
havaittu?

KYLLA

Nayte ilmoitetaan

2.1.5.1 kohdan mukaisesti
kyseiselle tyypille

("D1" ja "D2" viittaavat ensimmaiseen ja toiseen maarnityksean; - maalla elavat
selkarankaiset, kalat)
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Kaavio 2

Vuokaavio tetrakloorietyleenilli toteutetun yksittiisen sedimentaation jilkeen

rehuseosten, rehuaineiden ja esiseoksien sisiltimien muista kuin maalla elivisti

selkdrangattomista perdisin olevien partikkelien havaitsemiseksi toisessa
miirityksessi

3 objektilasia sedimentista, joka on < 0,25 mm

1 objektilasi flotaatista tai raaka-aineesta,
jotka ovat < 0,25 mm

Nayte ilmoitetaan
2.1.5.2 kohdan mukaisesti
kyseiselle tyypille

peraisia partikkeleita'®!
havaittu = 5 kutakin

1 objektilasi
sedimentista,
joka on = 0.25 mm

amantyyppisten partikkeleiden'
summa kaavioissa D1+ D2 on

onko elain-
peraisia partikkeleita’®’
havaittu = 5 kutakin
tyyppia?

Nayte ilmoitetaan
2.1.5.3 kohdan mukaisesti
Kkyseiselle tyypille

1 objekdilasi
flotaatista tai raaka-aineesta,
jotka ovat = 0,25 mm

(*D1 ja “D2" viittaavat ensimmaiseen ja toiseen madaritykseen; #: maalla eldvat
selkarankaiset, kalat)
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Kaavio 3

Vuokaavio petroolieetterilli / tetrakloorietyleenilli toteutetun kaksinkertaisen sedimentaation jilkeen
rehuseosten, rehuaineiden ja esiseoksien sisiltimien maalla elivisti selkirangattomista periisin olevien
ainesosien havaitsemiseksi

(o0
o

- 3 cbjekiilasia
3 objektilasia lopullisesta flolaatista,
lopullisesta flotaatista. joka on = 0,25 mm
joka on < 0,25 mm

Onko maalia

elavista selkarangatiomista
erdisin olevia partikkeleita

havaitiu = 52

elavista selkarangattomista

perdisin olevia partikkeleita

Maalla elanista
selkarangattomista peraisin
olevien partikkeleiden
maara on

1 objektilasi
lopullisesta flolaatista,
joka on = 0,25 mm

1 objeklilasi
lopullisesta flotaatista,
joka on > 0,25 mm

Onko maalla
elavisla selkarangatiomista i =

erdisin olevia partikkeleila Niyte iimoitetaan

2.1.5.3 kohdan mukaisesti

kyseiselle tyypille

Maalla elavista
selkarangatiomista peraisin . O
olevien parikkeleiden summa 2.1.5.2 kohdan mukaisesti
aavioissa D1+ D2 o kyseiselle tyypille

Niayte iimoitetaan
2.1.5.1 kohdan mukaisesti
kyseiselle tyypille

2.1.5.3 kohdan mukaises
e tyypille

('D1" ja “D2" it i ja toiseen maarityk )

2.143 Maéaritysten lukumaara

Madritykset on tehtdva erilaisista 50 gramman osandytteista.

Jos kaaviossa 1 tai tarvittaessa kaaviossa 3 vahvistetun vuokaavion
mukaisesti suoritetun ensimméiisen maédrityksen jdlkeen ei havaita
eldinperdisid partikkeleita, lisaimédritys ei ole tarpeen, ja maérityk-
sen tulos raportoidaan 2.1.5.1 kohdassa vahvistettua vakiomuotoi-
lua kayttéden.

Jos kaaviossa 1 vahvistetun vuokaavion mukaisesti suoritetun en-
simmdisen mdadrityksen jdlkeen Kkyseisentyyppisid eldinperdisid
partikkeleita (esim. maalla elavid selkdrankaisia tai kaloja) havai-
taan yksi tai useampi ja havaitut partikkelit vahvistavat nédytteen
ilmoitetun pitoisuuden, toista médritystd ei tarvita. Jos tdmédn en-
simmdiisen madrityksen aikana havaittujen kyseisentyyppisten
eldinperdisten partikkelien madra on suurempi kuin viisi, méarityk-
sen tulos ilmoitetaan eldintyypeittdin 2.1.5.3 kohdassa vahvistettua
vakiomuotoilua kéyttden. Muussa tapauksessa mdidrityksen tulos
ilmoitetaan eldintyypeittdin 2.1.5.2 kohdassa vahvistettua vakio-
muotoilua kayttden.

Jos kaaviossa 3 vahvistetun vuokaavion mukaisesti suoritetun en-
simméiisen madrityksen jidlkeen havaitaan enemmin kuin viisi
maalla eldvistd selkdrangattomista perdisin olevaa eldinperdistd
partikkelia, toinen médritys ei ole tarpeen, ja maédrityksen tulos
raportoidaan 2.1.5.3 kohdassa téitd tarkoitusta varten vahvistettua
vakiomuotoilua kayttden.
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2.1.5.1

2.1.5.2

Kaikissa muissa tapauksissa, mukaan lukien tilanteet, joissa labo-
ratoriolle ei ole toimitettu pitoisuutta koskevaa ilmoitusta, tehddin
toinen maédritys uudesta osandytteestd. Jos kaaviossa 2 tai tarvit-
tacssa kaaviossa 3 vahvistetun vuokaavion mukaisesti tehdyn toi-
sen madrityksen jalkeen ndissd kahdessa méadrityksessd havaittujen
kyseisentyyppisten eldinperdisten partikkelien summa on yhteensd
suurempi kuin kymmenen, maérityksen tulos ilmoitetaan eldintyy-
peittdin 2.1.5.3 kohdassa vahvistettua vakiomuotoilua kéyttden.
Muussa tapauksessa maérityksen tulos ilmoitetaan eldintyypeittdin
2.1.5.2 kohdassa vahvistettua vakiomuotoilua kéyttden.

Tulosten ilmoittaminen

Laboratorion on tuloksista raportoidessaan ilmoitettava mistd ai-
neksesta médritys on tehty (sedimentti, flotaatti, lopullinen flotaatti
tai raaka-aine). Raportoinnista on kéytivd selvésti ilmi, kuinka
monta madritystd on tehty ja onko fraktioita seulottu edelld olevan
2.1.3.4.3 kohdan ensimmdisen alakohdan kolmannen kappaleen
mukaisesti tai 2.1.3.4.4 kolmannen alakohdan mukaisesti ennen
objektilasin valmistusta.

Laboratorion raportin on sisdllettdvd ainakin tieto maalla eldvistd
selkérankaisista ja kalasta perdisin olevien ainesosien esiintymises-
ta.

Eri tuloksista raportoidaan seuraavasti:

Kyseisentyyppistd eldinperéistd partikkelia ei havaittu:

— ”Laboratorioon toimitetussa néytteessd ei valomikroskoopilla
tehtyjen havaintojen perusteella todettu maalla eldvistd selké-
rankaisista perdisin olevia partikkeleita.”

— ”Laboratorioon toimitetussa niytteessd ei valomikroskoopilla
tehtyjen havaintojen perusteella todettu kalasta perdisin olevia
partikkeleita.”

— ”Laboratorioon toimitetussa néytteessd ei valomikroskoopilla
tehtyjen havaintojen perusteella todettu maalla eldvistd selka-
rangattomista perdisin olevia partikkeleita.”

Kyseisentyyppisid eldinperdisid partikkeleita havaittu 1-5, kun
vain yksi médritys on tehty, tai 1-10, kun kaksi mééritystd on
tehty (havaittujen partikkelien méiédrd on pienempi kuin rehuissa
esiintyvdd eldinproteiinia késittelevin EU:n vertailulaboratorion
(EURL-AP) laatimien ja verkkosivuillaan julkaisemien SOP-toi-
mintaohjeiden mukainen péatosraja):

Kun vain yksi mééritys on tehty:

— ”Laboratorioon toimitetussa ndytteessd todettiin valomikros-
koopilla tehtyjen havaintojen perusteella enintdan viisi maalla
elavistd selkdrankaisista perdisin olevaa partikkelia. Partikkelit
tunnistettiin seuraaviksi ... [luut, rustot, lihas, karva, sarvi,
muu (yksiloiddédn tarvittaessa)]. Tama vdhdinen méara on télle
mikroskooppiselle menetelmille vahvistetun pédtdsrajan ala-
puolella.”

— ”Laboratorioon toimitetussa ndytteessd todettiin valomikros-
koopilla tehtyjen havaintojen perusteella enintédén viisi kalasta
perdisin olevaa partikkelia. Partikkelit tunnistettiin seuraaviksi
... [kalanruoto, kalan suomu, rusto, lihas, otoliitti, kidus, muu
(yksiloiddan tarvittaessa)]. Tama véhdinen méaard on télle mik-
roskooppiselle menetelmille vahvistetun péatosrajan alapuolel-
la.”
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2,153

Kun on tehty kaksi méérityst:

— ”Laboratorioon toimitetussa néytteessd todettiin valomikros-
koopilla tehtyjen havaintojen perusteella kahden maéirityksen
yhteydessd enintddn kymmenen maalla eldvistd selkdrankai-
sista perdisin olevaa partikkelia. Partikkelit tunnistettiin seuraa-
viksi ... [luut, rustot, lihas, karva, sarvi, muu (yksiloiddan
tarvittaessa)]. Tdmé vihdinen médrd on tille mikroskooppiselle
menetelmille vahvistetun pdétdsrajan alapuolella.”

— ”Laboratorioon toimitetussa néytteessd todettiin valomikros-
koopilla tehtyjen havaintojen perusteella kahden maéirityksen
yhteydessd enintddn kymmenen kalasta perdisin olevaa partik-
kelia. Partikkelit tunnistettiin seuraaviksi ... [kalanruoto, kalan
suomu, rusto, lihas, otoliitti, kidus, muu (yksiloiddédn tarvitta-
essa)]. Tdmé vahdinen madrd on tille mikroskooppiselle me-
netelmille vahvistetun pdétosrajan alapuolella.”

— ”Laboratorioon toimitetussa ndytteessd todettiin valomikros-
koopilla tehtyjen havaintojen perusteella kahden maéirityksen
yhteydessd enintddn kymmenen maalla elédvistd selkdrangatto-
mista perdisin olevaa partikkelia. Partikkelit tunnistettiin seu-
raaviksi ... [kutikulan osaset, suuosat, lihas, ilmaputkisto, muu
(yksiloiddén tarvittaessa)]. Tdma vdhdinen madra on télle mik-
roskooppiselle menetelmélle vahvistetun paétdsrajan alapuolel-
la.”

Liséksi:

— Jos ndiyte esiseulotaan, laboratorion on mainittava raportissaan
fraktio (seulottu fraktio, pelletoitu fraktio tai jyvét), josta eldin-
perdiset partikkelit on havaittu, silld jos eldinperiisid partikke-
leita havaitaan ainoastaan seulotusta fraktiosta, kyse saattaa
olla ympdriston epépuhtauksista.

— Jos havaitaan ainoastaan sellaisia eldinperdisid partikkeleita,
joita ei voida luokitella maalla eldviksi selkdrankaisiksi eika
kaloiksi (esim. lihassiikeet), raportissa on mainittava, ettd ai-
noastaan téllaisia eldinperdisid partikkeleita havaittiin ja ettei
voida sulkea pois sitd, ettd ne ovat mahdollisesti perdisin
maalla eldvistd selkdrankaisista.

Kyseisentyyppisid eldinperdisia partikkeleita havaittu enemmén
kuin viisi, kun vain yksi maéritys on tehty, tai enemmén kuin
kymmenen, kun kaksi maéritystd on tehty:

Kun vain yksi maéritys on tehty:

— ”Laboratorioon toimitetussa ndytteessd todettiin valomikros-
koopilla tehtyjen havaintojen perusteella enemméin kuin viisi
maalla eldvistd selkdrankaisista perdisin olevaa partikkelia.
Partikkelit tunnistettiin seuraaviksi ... [luut, rustot, lihas, kar-
va, sarvi, muu (yksiloidddn tarvittaessa)].”

— ”Laboratorioon toimitetussa ndytteessd todettiin valomikros-
koopilla tehtyjen havaintojen perusteella enemméin kuin viisi
kalasta perdisin olevaa partikkelia. Partikkelit tunnistettiin seu-
raaviksi ... [kalanruoto, kalan suomu, rusto, lihas, otoliitti, ki-
dus, muu (yksiloiddéan tarvittaessa)].”

— ”Laboratorioon toimitetussa ndytteessd todettiin valomikros-
koopilla tehtyjen havaintojen perusteella enemmén kuin viisi
maalla eldvistd selkdrangattomista perdisin olevaa partikkelia.
Partikkelit tunnistettiin seuraaviksi ... [kutikulan osaset, suuo-
sat, lihas, ilmaputkisto, muu (yksiloidddn tarvittaessa)].”
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2.2.1

222
2221
222.1.1

22212

Kun on tehty kaksi méérityst:

— ”Laboratorioon toimitetussa ndytteessd todettiin valomikros-
koopilla tehtyjen havaintojen perusteella kahden maérityksen
yhteydessda enemmén kuin kymmenen maalla elédvistd selkdran-
kaisista perdisin olevaa partikkelia. Partikkelit tunnistettiin seu-
raaviksi ... [luut, rustot, lihas, karva, sarvi, muu (yksiloiddan
tarvittaessa)].”

— ”Laboratorioon toimitetussa néytteessd todettiin valomikros-
koopilla tehtyjen havaintojen perusteella kahden maéirityksen
yhteydessd enemmin kuin kymmenen kalasta perdisin olevaa
partikkelia. Partikkelit tunnistettiin seuraaviksi ... [kalanruoto,
kalan suomu, rusto, lihas, otoliitti, kidus, muu (yksiloiddan
tarvittaessa)].”

— ”Laboratorioon toimitetussa ndytteessd todettiin valomikros-
koopilla tehtyjen havaintojen perusteella kahden maérityksen
yhteydessda enemmén kuin kymmenen maalla eldvistd selkdran-
gattomista perdisin olevaa partikkelia. Partikkelit tunnistettiin
seuraaviksi ... [kutikulan osaset, suuosat, lihas, ilmaputkisto,
muu (yksiloiddan tarvittaessa)].”

Liséksi:

— Jos néyte esiseulotaan, laboratorion on mainittava raportissaan
fraktio (seulottu fraktio, pelletoitu fraktio tai jyvét), josta eldin-
perdiset partikkelit on havaittu, silld jos eldinperdisid partikke-
leita havaitaan ainoastaan seulotusta fraktiosta, kyse saattaa
olla ympériston epédpuhtauksista.

— Jos havaitaan ainoastaan sellaisia eldinperdisid partikkeleita,
joita ei voida luokitella maalla eldviksi selkdrankaisiksi eika
kaloiksi (esim. lihassiikeet), raportissa on mainittava, ettd ai-
noastaan téllaisia eldinperdisid partikkeleita havaittiin ja ettei
voida sulkea pois sitd, ettd ne ovat mahdollisesti perdisin
maalla eldvistd selkdrankaisista.

Polymeraasiketjureaktio (PCR)
Periaate

Elédinperdisid deoksiribonukleiinihapon (DNA) fragmentteja, joita
rehuaineissa ja rehuseoksissa saattaa esiintyd, havainnoidaan ge-
neettiselld amplifikaatiotekniikalla (PCR-tekniikalla), joka kohden-
netaan lajikohtaisiin DNA-sekvensseihin.

PCR-menetelmé edellyttdd ensiksi DNA:n eristysvaihetta. Seuraa-
vassa vaiheessa ndin eristetty DNA amplifioidaan maéérityksen
kohteena olevan eldinlajin havaitsemiseksi.

Reagenssit ja vilineet
Reagenssit
Reagenssit DNA:n eristysvaihetta varten

Ainoastaan reagensseja, jotka EURL-AP on hyviksynyt ja verk-
kosivuillaan julkaissut, saa kdyttdd.

Reagenssit geneettistd amplifikaatiovaihetta varten
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222121

222122

222123

2221231
2221232
2221233

2222

22221
22222
22223

22224
22225

22226

22227
223
2231

2232

224

Alukkeet ja koettimet

Ainoastaan alukkeita ja koettimia, joiden oligonukleotidisekvenssit
EURL-AP on validoinut, saa kayttad (1).

Master Mix

Ainoastaan Master Mix -liuoksia, jotka eivit sisdlld reagensseja,
jotka saattavat johtaa eldin-DNA:n esiintymisen vuoksi védriin
tuloksiin, saa kayttda ().

Dekontaminaatioreagenssit.

Suolahappoliuos (0,1N).

Natriumhypokloriittilivos (0,15 % aktiivista klooria).

Syovyttamattomat reagenssit kalliiden laitteiden, kuten anal¥y—
sivaakojen (esim. MP Biomedicals -yrityksen tuote DNA Erase' ™)
dekontaminointiin.

Laitteet
Analyysivaaka, tarkkuus 0,001 g.
Jauhamisvilineet.

Lampoblokki, joka mahdollistaa reaaliaikaisen polymeraasiketjure-
aktion (PCR)

Mikrosentrifugi mikrofugiputkia varten.

Mikropipettejd, joilla voidaan pipetoida tilavuudeltaan 1-1 000 pl:
n naytteitd.

Molekyylibiologiassa kéytettdvit tavanomaiset muoviastiat: mikro-
fugiputket, suodattimelliset mikropipettien muovikérjet, lampdb-
lokkiin soveltuvat levyt.

Pakastimet ndytteiden ja reagenssien siilytystd varten.
Ndpytteenotto ja ndytteiden valmistus

Naytteenotto

Kéytetddn liitteen I sdénndsten mukaisesti otettua edustavaa ndy-
tettd.

Niytteen valmistus

Laboratoriondytteet on esikésiteltivi DNA:n eristdmistd varten
liitteessd 11 vahvistettujen vaatimusten mukaisesti. Véhintddn 50
grammaa ndytettd on jauhettava médritystd varten.

Naytteen valmistus on tehtévé eri huoneissa kuin DNA:n eristys ja
geneettinen amplifikaatioreaktio ISO 24276 -standardissa kuva-
tulla tavalla.

Valmistetaan vdhintdan kaksi 100 mg:n suuruista testindytetta.

DNA:n eristiminen

DNA eristetddn ndytteistd, jotka on esikdsitelty EURL-AP:n laa-
timien ja verkkosivuillaan julkaisemien toimintaohjeiden mukai-
sesti.

Jokaista DNA:n eristyskertaa kohti tehdddn kaksi eristyskontrollia
ISO 24276 -standardissa kuvatulla tavalla:

— negatiivinen DNA-eristyskontrolli,

— positiivinen DNA-eristyskontrolli.

(") Luettelo niistd madrityksen kohteena oleville kullekin eldinlajille vahvistetuista koetti-

mista ja alukkeista on saatavana EURL-AP:in verkkosivustolla.
(») Esimerkkejd toimivista Master Mix -liuoksista on saatavana EURL-AP:n verkkosivus-

tolla.
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2.2.5

22.6

2.2.6.1

2.2.6.2

Geneettinen amplifikaatio

Geneettinen amplifikaatio suoritetaan kullekin tunnistettavalle la-
jille validoitua menetelmdd kdyttden. Namad menetelmit on vah-
vistettu EURL-AP:n laatimissa ja verkkosivullaan julkaisemissa
toimintaohjeissa. Kukin eristetty DNA on maédritettdva vahintddn
kahtena eri laimennoksena, jotta inhibitio voidaan arvioida.

Jokaista kohdelajia kohti tehddén kaksi amplifikaatiokontrollia
ISO 24276 -standardissa kuvatulla tavalla:

— kohteen positiivinen DNA-kontrolli kullekin PCR-ajolle tai
PCR-testisarjalle,

— amplifikaation reagenssikontrolli (ilman DNA-templaattia
NTC) kullekin PCR-ajolle tai PCR-testisarjalle.

Tulosten tulkinta ja esittdminen

Laboratorion on tuloksista raportoidessaan ilmoitettava ainakin
kéytettyjen testindytteiden paino, kiytetty eristystekniikka, suori-
tettujen médritysten madrd ja menetelman toteamisraja.

Tuloksia ei saa tulkita eikd raportoida, jos testin kohteesta ei
positiivisessa DNA-eristyskontrollissa ja kohteen positiivisessa
DNA-kontrollissa saada positiivisia tuloksia kun taas amplifikaa-
tion reagenssikontrolli on negatiivinen.

Jos kahdesta testindytteestd saadut tulokset eivit ole yhdenmukai-
sia, ainakin geneettinen amplifikaatio on toistettava. Jos laborato-
rio epdilee, ettd epdyhdenmukaisuus voi johtua eristetysti DNA:
sta, DNA:n eristys ja geneettinen amplifikaatio on tehtdvéd uudel-
leen ennen tulosten tulkitsemista.

Lopullisten raportoitavien tulosten on perustuttava kyseisestd kah-
desta testindytteestd saatujen tulosten yhdistdmiseen ja tulkintaan
EURL-AP:n laatimien ja verkkosivuillaan julkaisemien toiminta-
ohjeiden mukaisesti.

Negatiivinen tulos

Negatiivinen tulos on raportoitava seuraavasti:

Laboratorioon toimitetussa ndytteessa ei todettu yhtddn X:n DNA:
ta (X on testin kohteena oleva eldinlaji tai eldinlajiryhmd).
Positiivinen tulos

Positiivinen tulos raportoidaan seuraavasti:

Laboratorioon toimitetussa naytteessd todettiin X:n DNA:ta (X on
testin kohteena oleva eldinlaji tai eldinlajiryhmai).



02009R0152 — FI — 04.04.2024 — 009.001 — 166

LITE VII

SITPIKARJAN REHUJEN R ENERGIA-ARVON
LASKENTAMENETELMA

1. ENERGIA-ARVON LASKENTAMENETELMA JA ILMOITTAMINEN

Siipikarjan rehuseosten energia-arvo on laskettava jiljempédnd olevan kaavan
mukaisesti tiettyjen rehun ravintoaineiden prosenttiosuuksien perusteella.
Energia-arvo ilmoitetaan typen suhteen korjattuna muuntokelpoisena ener-
giana (ME) kéyttden yksikkod megajoule (MJ) rehuseoskiloa kohti:

MlJ/kg ME:td = 0,1551 x raakavalkuaisprosentti + 0,3431 x raakarasvapro-
sentti + 0,1669 x tarkkelysprosentti + 0,1301 x kokonaissokeriprosentti (sak-
karoosina ilmaistuna).

2. SALLITUT POIKKEAMAT ILMOITETUISTA ENERGIA-ARVOISTA

Jos virallisessa tarkastuksessa kdy ilmi, ettd tarkastuksen perusteella saatu ja
ilmoitettu energia-arvo poikkeavat toisistaan (pienempi tai suurempi kuin
ilmoitettu energia-arvo), sallitaan ME:ssd 0,4 MJ/kg:n suuruinen poikkeama.

3. TULOKSEN ILMOITTAMINEN

Edelld olevan laskukaavan mukaisesti saatu energia-arvo ilmoitetaan yhden
desimaalin tarkkuudella.

4. NAYTTEENOTTO- JA MAARITYSMENETELMAT

Niytteenotto rehuseoksesta ja laskentakaavassa esiintyvien ravintoainepitoi-
suuksien mddrittiminen on suoritettava unionin niytteenottomenetelmien ja
virallisen rehuvalvonnan maéiritysmenetelmien mukaisesti.

Seuraavia menetelmid on kaytettiava:

— raakarasvapitoisuuden maéérittdminen: raakarasvan ja -0ljyn méarityksessd
kéytettavd menettelytapa B sellaisena kuin se on vahvistettu liitteessa 111
olevassa G osassa,

— tirkkelyspitoisuuden maéérittdminen: polarimetrinen menetelmd, joka on
vahvistettu liitteessd 111 olevassa K osassa.

KISSOILLE JA KOIRILLE TARKOITETTUJEN REHUAINEIDEN JA
REHUSEOSTEN ENERGIA-ARVON LASKENTAMENETELMA

Kissoille ja koirille tarkoitettujen rehuaineiden ja rehuseosten energia-arvo las-
ketaan EN 16967 -standardin (Rehut. Niytteenotto ja analysointi. Laskentaka-
avat kissan- ja koiranruuan ja niiden raaka-aineiden sisédltdimin metaboloituvan
energian arvioimiseksi, mukaan lukien dieettiruuat) mukaisesti.
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6 ARTIKLASSA TARKOITETUT VASTAAVUUSTAULUKOT

Direktiivi 71/250/ETY

Direktiivi 71/250/ETY

Tadmé asetus

1 artiklan ensimmdéinen alakohta

1 artiklan toinen alakohta
2 artikla

3 artikla

Liitteessd oleva 1 osa
Liitteessd oleva 2 osa
Liitteessd oleva 3 osa
Liitteessd oleva 4 osa
Liitteessd oleva 5 osa
Liitteessd oleva 6 osa
Liitteessd oleva 7 osa
Liitteessd oleva 9 osa
Liitteessd oleva 10 osa
Liitteessd oleva 11 osa
Liitteessd oleva 12 osa
Liitteessd oleva 14 osa

Liitteessd oleva 16 osa

3 artikla
2 artikla

Liite 11

Liitteessd III oleva O osa
Liitteessd III oleva M osa
Liitteessd III oleva N osa
Liitteessd III oleva Q osa

Liitteessd III oleva K osa

Liitteessd III oleva J osa

Liitteessd III oleva D osa

Direktiivi 71/393/ETY

Direktiivi 71/393/ETY

Tadmé asetus

1 artikla

2 artikla

3 artikla

Liitteessd oleva I osa

Liitteessd oleva II osa
Liitteessd oleva III osa

Liitteessd oleva IV osa

3 artikla

Liitteessd III oleva A osa
Liitteessd III oleva E osa
Liitteessd III oleva P osa

Liitteessd III oleva H osa

Direktiivi 72/199/ETY

Direktiivi 72/199/ETY

Tami asetus

1 artikla

2 artikla

3 artikla

4 artikla

Liitteessd 1 oleva 1 osa
Liitteessd 1 oleva 2 osa
Liitteessd 1 oleva 3 osa
Liitteessd I oleva 4 osa
Liitteessd I oleva 5 osa
Liite 11

3 artikla

Liitteessd III oleva L osa

Liitteessd III oleva C osa

Liitteessd V oleva A osa
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Direktiivi 73/46/ETY

Direktiivi 73/46/ETY

Tamé asetus

1 artikla
3 artikla
4 artikla
Liitteessd I oleva 1 osa
Liitteessd I oleva 2 osa

Liitteessd I oleva 3 osa

3 artikla

Liitteessa III oleva B osa

Liitteessd III oleva I osa

Direktiivi 76/371/ETY

Direktiivi 76/371/ETY

Tamé asetus

1 artikla
2 artikla
3 artikla
Liite

1 artikla

Liite I

Direktiivi 76/372/ETY

Direktiivi 76/372/ETY

Tadmé asetus

1 artikla
2 artikla
3 artikla

Liite

Direktiivi 78/633/ETY

Direktiivi 78/633/ETY

Tadmé asetus

1 artikla
2 artikla
3 artikla
Liitteessd oleva 1 osa
Liitteessd oleva 2 osa

Liitteessd oleva 3 osa

3 artikla

Liitteessd IV oleva C osa

Direktiivi 81/715/ETY

Direktiivi 81/715/ETY

Tadmé asetus

1 artikla
2 artikla
3 artikla

Liite

Direktiivi 84/425/ETY

Direktiivi 84/425/ETY

Tadmé asetus

1 artikla
2 artikla
3 artikla
Liite
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10.

11.

12.

14.

Direktiivi 86/174/ETY

Direktiivi 86/174/ETY

Tamé asetus

1 artikla
2 artikla
3 artikla
Liite

4 artikla

Liite VII

Direktiivi 93/70/ETY

Direktiivi 93/70/ETY

Tadmé asetus

1 artikla
2 artikla
3 artikla

Liite

3 artikla

Liitteessd IV oleva D osa

Direktiivi 93/117/EY

Direktiivi 93/117/EY

Tadmé asetus

1 artikla
2 artikla
3 artikla
Liitteessd oleva 1 osa

Liitteessd oleva 2 osa

3 ja 5 artikla

Liitteessd IV oleva E osa

Liitteessd VIII oleva A osa

Direktiivi 98/64/EY

Direktiivi 98/64/EY

Tadmé asetus

1 artikla
2 artikla
3 artikla
4 artikla
Liitteessd oleva A osa

Liitteessd oleva C osa

3 ja 5 artikla

Liitteessd III oleva F osa

Liitteessd VIII oleva B osa

Direktiivi 1999/27/EY

Direktiivi 1999/27/EY

Tadmi asetus

1 artikla
artikla

artikla

2

3

4 artikla
5 artikla

6 artikla

7 artikla

Liitteessd oleva A osa
Liitteessd oleva B osa

Liitteessd oleva C osa

3 ja 5 artikla

Liitteessd VIII oleva C osa
Liitteessd IV oleva F osa

Liitteessd VIII oleva D osa
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15.

16.

17.

18.

Direktiivi 1999/76/EY

Direktiivi 1999/76/EY

Tamé asetus

1 artikla
2 artikla
3 artikla
4 artikla
Liite

3 artikla

Liitteessd IV oleva G osa

Direktiivi 2000/45/EY

Direktiivi 2000/45/EY

Tadmé asetus

1 artikla
2 artikla
3 artikla
4 artikla
Liitteessd oleva A osa
Liitteessd oleva B osa

Liitteessd oleva C osa

3 artikla

Liitteessd IV oleva A osa
Liitteessd IV oleva B osa

Liitteessd III oleva G osa

Direktiivi 2002/70/EY

Direktiivi 2002/70/EY

Tamé asetus

artikla
artikla
artikla
artikla
5 artikla
Liite I

R S

Liite II

1 artikla
2 ja 3 artikla

Liite I ja liitteessd V olevan B osan
I luku

Liite II ja liitteessd V olevan B osan
I luku

Direktiivi 2003/126/EY

Direktiivi 2003/126/EY

Tadmé asetus

artikla
artikla
artikla
artikla
artikla
artikla
Liite

[ Y R I

3 artikla

Liite VI
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