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Sis dokuments ir tikai informativs, un tam nav juridiska spéka. Eiropas Savienibas iestades neatbild par ta saturu. Attiecigo
tiestbu aktu un to preambulu autentiskas versijas ir publicétas Eiropas Savienibas “Oficialaja Véstnes1” un ir pieejamas
datubazeé “Eur-Lex”. Sie oficiali speka esoSie dokumenti ir tiesi pieejami, nokliks§kinot uz $aja dokumenta iegultajam saitém

»>B KOMISIJAS REGULA (EK) Nr. 152/2009
(2009. gada 27. janvaris),
ar ko nosaka paraugu nemsanas un analizes metodes baribas oficialajai kontrolei
(Dokuments attiecas uz EEZ)
(OV L 54, 26.2.2009., 1. lpp.)
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KOMISIJAS REGULA (EK) Nr. 152/2009
(2009. gada 27. janvaris),

ar ko nosaka paraugu nemsanas un analizes metodes baribas
oficialajai kontrolei

(Dokuments attiecas uz EEZ)

1. pants

Paraugu nemsanu baribas oficialai kontrolei, Tpasi saistiba ar sastavdalu
noteik$anu, ieskaitot materialu, kas satur genétiski modificétus organi-
smus (GMO) vai sastav no tadiem organismiem, vai ir no tiem razots,
baribas piedevas, kas definétas Eiropas Parlamenta un Padomes Regula
(EK) Nr. 1831/2003 (1), nevélamas vielas, kas definétas Eiropas Parla-
menta un Padomes Direktiva 2002/32/EK (%), veic saskana ar I pieli-
kuma aprakstitajam metodém, iznemot paraugu nemsanu mikrobiologi-
skas kontaminacijas kontrolei.

Paraugu nemsSanas metode, kas aprakstita I pielikuma, ir piem&rojama
baribas kontrolei saistiba ar pesticidu atlieku noteiksanu, kas definéta
Eiropas Parlamenta un Padomes Regula (EK) Nr. 396/2005 (3), un
parbaudot atbilstibu Regulai (ES) Nr. 619/2011.

2. pants

Paraugus analizei sagatavo un rezultatus izsaka saskana ar metodem,
kas izklastitas II pielikuma.

3. pants

Analizes baribas oficialajai kontrolei veic, izmantojot metodes, kas iz-
klastitas III pielikuma (Analizes metodes, lai kontrol&tu baribas lidzeklu
un baribas maisfjumu sastavu), IV pielikuma (Analizes metodes, lai
kontrol&tu atlauto piedevu koncentraciju bariba), V pielikuma (Analizes
metodes, lai kontrolétu nevElamas vielas bariba) un VI pielikuma
(Analizes metodes, lai noteiktu dzivnieku izcelsmes sastavdalas baribas
oficialajai kontrolei).

4. pants

Majputnu baribas maisijumu energ@tisko vértibu aprékina saskana ar
VII pielikumu.

(") Eiropas Parlamenta un Padomes Regula (EK) Nr. 1831/2003 (2003. gada

22. septembris) par dzivnicku &dinasana lietotam piedevam (OV L 268,
18.10.2003., 29. Ipp.).
(?) Eiropas Parlamenta un Padomes Direktiva 2002/32/EK (2002. gada 7. maijs)
par nevélamam vielam dzivnieku bariba (OV L 140, 30.5.2002., 10. lpp.).
(®) OV L 70, 16.3.2005., 1. Ipp.
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5. pants

VIII pielikuma izklastitas analizes metodes, lai kontrolétu vairs neat-
lautu piedevu nelikumigu atraSanos bariba, izmanto apstiprinasanas
nolikos.

6. pants

Direktivu  71/250/EEK,  71/393/EEK, 72/199/EEK, 73/46/EEK,
76/371/EEK, 76/372/EEK, 78/633/EEK, &81/715/EEK, 84/425/EEK,
86/174/EEK,  93/70/EEK, 93/117/EK, 98/64/EK, 1999/27/EK,
1999/76/EK, 2000/45/EK, 2002/70/EK un 2003/126/EK atcel.

Atsauces uz atceltajam direktivam uzskata par atsaucem uz So regulu
un lasa saskana ar atbilstibas tabulam IX pielikuma.

7. pants
St regula stajas speka divdesmitaja diena péc tas publicgsanas Eiropas
Savienibas Oficialaja Vestnest.
To pieméro no 2009. gada 26. augusta.

ST regula uzliek saistibas kopuma un ir tie$i piemérojama visas dalib-
valstTs.
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1 PIELIKUMS

PARAUGU NEMSANAS METODES

1. MERKIS UN TVERUMS

Paraugus, kas paredzéti baribas oficialajai kontrolei, nem saskana ar
talak aprakstitajam metodém. Tada veida iegiitus paraugus uzskata par
reprezentativiem attieciba uz parauga nemsanas vienibu.

Reprezentativas paraugu nemsanas mérkis ir ieglit mazu dalinu no
partijas tada veida, ka jebkura konkréta S§is dalinas raksturlieluma
noteik$ana atainotu visas partijas raksturlieluma vid&jo vértibu. Paraugu
no partijas iegist, dazadas atseviskas partijas vietas atkartoti nemot
elementarparaugus. Sos elementarparaugus apvieno sajaucot un izvei-
dojot kopparaugu, no kura, reprezentativi sadalot, sagatavo reprezenta-
tivus galigos paraugus.

Ja, p&c vizualas apskates vai pamatojoties uz citu attiecigu informaciju,
kadas parbaudamas baribas dalas kvalitativi atSkiras no pargjas baribas
taja pasa partija, $adas dalas atdala no par€jas baribas un apstrada ka
atsevisku apakspartiju. Ja baribu nav iesp&jams sadalit atseviskas apak-
$partijas, to parbauda ki vienu partiju. Sados gadijumos to norada
paraugu nemsanas pierakstos.

Ja bariba, no kuras paraugi nemti saskana ar $is regulas noteikumiem,
ir atzita par ES prasibam neatbilstoSu un ir dala no tas pasas kategorijas
vai apraksta baribas partijas, tad uzskata, ka $adi trakumi piemit visai
baribai Saja partija, iznemot gadijumu, ja péc sika izveért€juma nav
atrasti pieradfjumi, ka pargja partijas dala neatbilst ES prasibam.

Paraugus var nemt arT no baribas, ko partikas aprité iesaistiti uznémeji
pardod distancialas sazinas veida saskana ar Eiropas Parlamenta un
Padomes Regulas (EK) Nr. 767/2009 (') 11. panta 3. punktu. Batiba
paraugu nems$anai no baribas, ko pardod distancialas sazinas veida,
piem&ro $aja pielikuma izklastitos punktus. Konkréti paraugu nemsanas
aspekti attieciba uz distances pardoSanu ir aprakstiti 11. punkta.

2. DEFINICIJAS

— Partija: konkretiz&ts baribas daudzums, kam ir kopigi raksturlie-
lumi, pieméram, izcelsme, veids, iesainojuma tips, fasétajs, izplati-
tajs vai mark&jums, un — attieciba uz razoSanas procesu — razosanas
vieniba viena un taja pa$a ripnica, kas izmanto nemainigus razo-
Sanas parametrus, vai vairakas $adas vienibas, ja tas tiek razotas
secigi un uzglabatas kopa.

— Parauga nemsSanas vieniba: partija vai konkretizéta partijas vai
apakspartijas dala.

— Aizplombéts paraugs: paraugs, kas ir noslégts tada veida, lai nepie-
lautu piekluvi paraugam, nesalauzot vai nenonemot plombu.

(") Eiropas Parlamenta un Padomes Regula (EK) Nr. 767/2009 (2009. gada 13. julijs), par

baribas lai$anu tirgd un lietoSanu un ar ko groza Eiropas Parlamenta un Padomes Regulu
(EK) Nr. 1831/2003, un atce] Padomes Direktivu 79/373/EEK, Komisijas Direk-
tivu  80/511/EEK, Padomes Direktivas 82/471/EEK, 83/228/EEK, 93/74/EEK,
93/113/EK un 96/25/EK un Komisijas Lémumu 2004/217/EK (OV L 229, 1.9.2009.,
1. Ipp.).
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— Elementarparaugs: daudzums, kas panemts viena parauga nemsanas
vienibas punkta.

— Kopparaugs: visu elementarparaugu kopums, kas nemti no vienas
parauga nemsanas vienibas.

— Samazinatais paraugs: kopparauga dala, kas no ta iegiita reprezen-
tatTva samazinajuma procesa.

— QGaligais paraugs: kopparauga (jaukta), samazinata parauga vai
homogenizéta kopparauga dala atkariba no kontroles veida (sk.
9.4. punktu).

— Laboratorijas paraugs: paraugs, kas paredz&ts laboratorijai (kads
sanemts laboratorija) un kas var bat galigais paraugs, samazinatais
paraugs vai kopparaugs.

— Distancialas pardoSanas paraugs: tadas baribas partijas vai s€rijas
paraugs, kas piedavata tirdzniecibai distancialas sazinas veida.

VISPARIGI NOTEIKUMI

— Paraugus nem darbinieki, kurus kompetentas iestades ir norikojusas
§a darba veikSanai.

— Lai panemtu distancialas pardosanas paraugu, kompetenta iestade ar
distances sazinas Itdzekliem noteiktu baribas daudzumu pieprasa no
partikas aprit€ iesaistita uznémeja.

— Paraugs janoplombé tada veida, lai nepielautu piekluvi paraugam,
nesalauzot vai nenonemot plombu.

Plombas apzim&umam jabut skaidri atpazistamam un skaidri
redzamam.

— Parauga identifikacija: paraugs neizdz&Sami jamarke un jaidentificé
ta, lai raditu neparprotamu saikni ar parauga nemsanas pierakstiem.

— No katra kopparauga panem vismaz divus galigos paraugus: vismaz
vienu kontrolei (prasibu izpildei) un vienu partikas aprité iesaistita
uznémeja vajadzibam (aizstavibai). Vajadzibas gadijuma vienu
galigo paraugu var panemt atsaucei. Ja viss kopparaugs ir homoge-
niz&ts, galigos paraugus nem no homogeniz&ta kopparauga, ja vien
Sada procediira nav pretruna dalibvalsts noteikumiem par partikas
aprité iesaistita uznémeja tiesibam.

— Saskana ar Regulas (ES) 2017/625 15. panta 1. un 2. punktu, ja tas
ir nepiecieSams oficialai paraugu nemsanai, partikas aprité iesaistiti
uznémeji, ja to pieprasa kompetentas iestades:

— nodroSina kompetento iestazu darbiniekiem piekluvi apriko-
jumam, ko tie kontrolg, tostarp vajadzibas gadijuma nodroSinot
atbilstoSu paraugu nemsanas aprikojumu un individualos aizsar-
dzibas lidzeklus,

— palidz kompetento iestazu darbiniekiem un sadarbojas ar tiem,
lai nodroSinatu paraugu nemsanu, tostarp darot baribu pieejamu
kompetento iestazu darbiniekiem.
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4.2.
4.2.1.
4.2.1.1.

42.1.2.

4.2.2.

4.2.3.

IEKARTAS

Paraugu nemsanas iericém jabiit izgatavotam no materialiem, kas nevar
kontamin&t produktus, no kuriem nem paraugus. lekartam, ko paredzéts
izmantot vairakkart, jabuit viegli tiramam, lai noveérstu jebkadu sker-
skontaminaciju.

Iekartas, ko iesaka cietas baribas paraugu nemsSanai
Manuala paraugu npemsana

Plakandibena lapstina ar vertikalam malam.

Paraugu nemsanas zonde ar garenisku izgriezumu vai nodalfjumiem.
Paraugu nemsSanas zondes izm@riem jaatbilst paraugu nemsanas
vienibas raksturlielumiem (konteinera dzilumam, maisa izmériem utt.)
un baribas dalinu lielumam.

Ja paraugu nemsanas zondei ir vairaki atveres, tam jabut atdalitam ar
starpsienam vai izvietotam pakapienveida, lai nodroSinatu, ka paraugu
panem dazadas vietas zondes garuma.

Mehaniska paraugu nemsana

Piem@rotu mehanisku ierici var izmantot, lai panemtu paraugus no
baribas, kuru taja bridi parvieto. Piem@rota ierice nozimé to, ka, izman-
tojot to, paraugs tiek panemts vismaz no visa plismas Sk&rsgriezuma.

Paraugu pemsanu no baribas, kuru taja bridi parvieto (liela kustibas
atruma), var veikt ar automatiskdm paraugu nemsanas iericém.

Parauga dalitajs

Ja tas ir iesp&jams un lietderigi, reprezentativai samazinato paraugu
sagatavoSanai izmanto ierici, kas paredz&ta paraugu sadaliSanai
apméram vienadas dalas.

KVANTITATIVAS PRASIBAS ATTIECIBA UZ ELEMENTARPA-
RAUGU SKAITU

— Kvantitativas prasibas, kas noteiktas 5.1. un 5.2. punkta attieciba uz
elementarparaugu skaitu, ir piem@rojamas parauga nemsSanas
vienibam, kuras neparsniedz 500 tonnu un no kuram iesp&ams
panemt paraugus reprezentativa veida. lepriek§ aprakstita paraugu
nemsanas procediira ir vienlidz deriga ari daudzumiem, kas ir
lielaki par noteikto maksimalo parauga nemsanas vienibas lielumu,
ja vien nenem véra 5.1.1., 5.1.3. un 5.1.5. punkta dotajas tabulas
noteikto maksimalo elementarparaugu skaitu, elementarparaugu
skaitu nosakot peéc kvadratsaknes formulas, kas noradita attiecigaja
procediiras dala (sk. 5.3. punktu), un proporcionali palielinot mini-
malo kopparauga lielumu. Tas neliedz lielu partiju sadalit mazakas
apakspartijas un no katras apak$partijas nemt paraugus saskana ar
5.1. un 5.2. punkta aprakstito procediru.

— Parauga nemsSanas vienibas lielumam jabit tadam, lai vargtu
panemt paraugu no katras tas dalas.

— Loti lielam partijam vai apak$partijam (> 500 tonnu) un partijam,
kuras parvieto vai glaba tada veida, ka paraugu nemsana nav iespé-
jama saskana ar §a punkta 5.1. un 5.2. punktad aprakstito procediiru,
japieméro 5.3. punkta aprakstita paraugu nemsanas procedira.
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5.1

— Distancialas pardoSanas paraugu gadfjuma kompetenta iestade
parasti nezina tas partijas lielumu, no kuras paraugs tiek pieprasits.
Tapéc 5.1. un 5.2. punktd mingto procediru izmantot nevar. Saja
gadijuma pieméro 11. punkta aprakstito procediru.

— Ja normativie akti nosaka, ka partikas aprit€ iesaistitam uzn@méejam
§T regula jaievero saistiba ar obligatu monitoringa sisteému, partikas
aprit€ iesaistitais uznéméjs pec kompetentas iestades atlaujas
sanemsanas no $aja punkta paredzetajam kvantitativajam prasibam
var atkapties, lai nemtu veéra darbibas raksturlielumus, ja vien
partikas aprité iesaistitais uzn@mejs kompetentajai iestadei ir piera-
dijis paraugu nemsSanas procediiras atbilstibu attiectba uz reprezen-
tativitati.

— Izp@muma gadijumos, ja aprakstito paraugu nemsanas metodi nav
iesp&jams Tstenot attieciba uz kvantitativajam prasibam partijas
nepielaujamas komercialas sabojasanas dé| (iesainojuma veida,
transportéSanas veida, glabasanas veida utt. d€l), var izmantot
paraugu nemsanas alternativu metodi, ja vien ta ir p&c iesp&jas
reprezentativaka un tiek pilniba aprakstita un dokument&ta.

Kvantitativas prasibas attieciba uz elementarparaugiem saistiba ar
tadu vielu vai produktu kontroli, kas vienmérigi izkliedéti visa
bariba

Neiesainota cieta bariba

Parauga nemsanas vienibas _ . ..
Elementarparaugu skaita minimums

lielums
< 2,5 tonnas 7
> 2,5 tonnas V' (20 reiz tonnu skaits, kas veido

parauga nemsanas vienibu) (*), maksi-
mums 40 elementarparaugi

(*) Ja iegitais skaitlis ir dalskaitlis, to noapalo 11idz tuvakajam veselajam skaitlim.

Neiesainota skidra bariba

Parauga nemsanas vienibas - . ..
e Elementarparaugu skaita minimums
lielums
< 2,5 tonnas vai | 4 (%)
< 2500 litru
> 2,5 tonnas vai | 7 (%)
> 2500 litru

(*) Ja nav iesp&jams Skidrumu padarit homogénu, elementarparaugu skaits japa-
lielina.

lesainota bartba

Bariba (cieta un $kidra) var biit iesainota somas, maisos, burkas, mucas
utt., kuras tabula apzimé&tas ka vienibas. No lielam vienibam (> 500 kg
vai litru) paraugi janem saskana ar neiesainotai baribai paredz&tajiem
noteikumiem (sk. 5.1.1. un 5.1.2. punktu).

Parauga nemsanas vienibas Vientbu skaita minimums, no kura janem
lielums (vismaz) viens elementarparaugs (*)
no 1 lidz 20 vienibam 1 vieniba (**)

no 21 lidz 150 vienibam 3 vienibas (**)
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5.2.

Parauga nemsanas vienibas Vienibu skaita minimums, no kura janem
lielums (vismaz) viens elementarparaugs (*)
no 151 lidz 400 vienibam 5 vienibas (**)
> 400 vienibam Y no V (vienibu skaits, kas veido
parauga  nemsSanas  vienibu) (**¥),
maksimums 40 vienibas

(*)  Gadijuma, ja vienibas atveérSana var ietekmét analizi (piem&ram, atrbojigas
mitras baribas gadijuma), elementarparaugs ir neatverta vieniba.

(**) Attieciba uz vienibam, kuru saturs neparsniedz 1 kg vai vienu litru, elemen-
tarparaugs ir vienas originalas vienibas saturs.

(***) Ja iegitais skaitlis ir dalskaitlis, to noapalo Iidz tuvakajam veselajam
skaitlim.

Baribas bloki un mineralvielu briketes

Par paraugu janem vismaz viens bloks vai brikete no parauga nemsanas
vienibas, kas sastav no 25 vienibam, bet ne vairak ka cetri bloki.

Attiectba uz blokiem vai briketém, kuru svars neparsniedz 1 kg,
elementarparaugs ir viena bloka vai briketes saturs.

Rupja bariba/lopbariba

Parauga nemsanas vienibas

- . . "
liclums Elementarparaugu skaita minimums (*)

< 5 tonnas 5

> 5 tonnas V' (5 reiz tonnu skaits, kas veido
parauga nemsanas vienibu) (¥*), maksi-
mums 40 elementarparaugi

(*) Ir atzits, ka noteiktas situacijas (piemé&ram, attieciba uz skabbaribu) nav
iesp&jams panemt vajadzigos elementarparaugus, neradot partijai nepielau-
jamus bojajumus. Sadas situacijas var piemérot paraugu nemsanas alterna-
tivu metodi, un norades paraugu nemsanai no $adam partijam ir izstradatas
un pieejamas vietn& https:/food.ec.europa.cu/system/files/2016-10/animal-
feed-guidance_documents_691_2013_en.pdf.

(**) Ja iegutais skaitlis ir dalskaitlis, to noapalo lidz tuvakajam veselajam
skaitlim.

Kvantitativas prasibas attieciba uz elementarparaugiem saistiba ar
tadu sastavdalu vai vielu kontroli, kuras varétu biit nevienm@erigi
izkliedetas bariba

Sis kvantitativas prasibas attieciba uz elementarparaugiem izmanto-
jamas $adas situacijas:

— aflatoksTnu, rudzu melno graudu, citu mikotoksinu un kaitigu bota-
nisku piemaisijumu kontrole baribas sastavdalas,

— kontrole attiectba uz Skérskontaminaciju ar kadu sastavdalu
(ieskaitot genétiski modific€tu materialu) vai vielu, kura bariba
varétu but izkliedéta nevienmérigi.

Ja kontroles iestadei ir nopietnas aizdomas, ka $ada nevienmériga
izkliede ir arT gadijumos, kad baribas maisijumos ir $k&rskontaminacija
ar kadu sastavdalu vai vielu, var piemérot kvantitativas prasibas, kas
paredzgtas tabula.
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5.3.

Parauga nemsanas vienibas _ . ..
. Elementarparaugu skaita minimums
lielums
< 80 tonnu Skatit kvantitatTvas prasibas 5.1. punkta.
Nemamo elementarparaugu skaits jarei-
zina ar 2,5.
> 80 tonnu 100

Kvantitativas prasibas attieciba uz elementarparaugiem loti lielu
partiju gadijuma

Attieciba uz loti lielam parauga nemsSanas vienibam (parauga nemsanas
vienibas > 500 tonnu), nemamo elementarparaugu skaits = 40 elemen-
tarparaugu + \ tonnu skaita (attiecibd uz tadu vielu vai produktu
kontroli, kas vienmerigi izkliedétas visa bariba) vai 100 elementarpa-
raugu + \ tonnu skaita (attieciba uz tadu sastavdalu vai vielu kontroli,
kas bariba varétu but izkliedétas nevienmérigi).

KVANTITATIVAS PRASIBAS ATTIECIBA UZ KOPPARAUGU

Vajadzigs viens kopparaugs uz katru parauga nemsanas vienibu

- . Kopparauga minimalais
Baribas veids lielums (*) (**)
6.1. Neiesainota bariba 4 kg
6.2. Iesainota bariba 4 kg (***)
6.3. Skidra vai pusikidra bariba | 4 litri
6.4. Baribas bloki vai mineralvielu briketes,
6.4.1. kas katrs sver vairak neka | 4 kg
1 kg
6.4.2. kas katrs sver ne vairak | Cetru originalo bloku vai
neka 1 kg brikeSu svars
6.5. Rupja bariba/lopbariba 4 kg (F***)
(*) Ja bariba, no kuras nem paraugus, ir vertiga, var nemt mazaku kopparauga
daudzumu, ja vien to skaidri apraksta un dokumentE paraugu nemsanas
pierakstos.

(**)  Saskana ar Komisijas Regulu (ES) Nr. 619/2011 (2011. gada 24. jiinijs),
ar ko nosaka paraugu nemsanas un analizes metodes baribas oficialajai
kontrolei attieciba uz tada gen&tiski modificéta materiala klatbitni, kura
atlaujas pieskirSanas procedira nav pabeigta vai kura atlaujas termin§ ir
beidzies (OV L 166, 25.6.2011., 9. Ipp.), kopparaugam gené&tiski modi-
ficéta materiala klatbiitnes kontrolei jasatur vismaz 35 000 s€klu/graudu.
Tas nozimé, ka kukuriizai kopparauga lielumam jabut vismaz 10,5 kg un
sojas pupinam — vismaz 7 kg. Citam s€klam un graudiem, piem&ram,
mieziem, prosai, auzam, risiem, rudziem, kvieSiem un rapSiem, 4 kg
kopparaugs atbilst vairak neka 35 000 s€klu/graudu.

(***) Tesainotas baribas gadijuma var ar nebit iesp&jams sasniegt kopparauga
lielumu 4 kg atkariba no atsevisko vienibu lieluma.

(****) Rupjas baribas vai lopbaribas ar zemu specifisko blivumu (piemé&ram,
sienu, salmiem) gadijuma kopparauga liclumam jabiit vismaz 1 kg.
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8.1.

8.2.
8.2.1.

KVANTITATIVAS PRASIBAS ATTIECIBA UZ GALIGAJIEM
PARAUGIEM

Galigie paraugi

Javeic vismaz viena galiga parauga analize. Daudzums analizei pare-
dzetaja galigaja parauga nedrikst biit mazaks par turpmak noradito.

Cieta bariba 500 g (¥) (¥¥) (¥*¥) (FrH¥)

Skidra vai pusikidra bariba | 500 ml (*)

(*) Saskana ar Regulas (ES) Nr. 619/2011 noteikumiem galigajam paraugam
genétiski modificéta materiala klatbutnes kontrolei jasatur vismaz
10 000 seklu/graudu. Tas nozimé, ka attieciba uz kukuriizu galigajam
parauga lielumam jabat vismaz 3 000 g un sojas pupinam — vismaz
2 000g. Citam seklam un graudiem, piem&ram, mieziem, prosai,
auzam, risiem, rudziem, kvieSiem un rapS$iem, 500 g galigais paraugs
atbilst vairak neka 10 000 seklu/graudu.

(**)  Ja kopparauga lielums ir ievérojami mazaks par 4 kg vai litriem (sk.
6. punkta zemsvitras piezimes), var nemt mazaku daudzumu ari galigaja
parauga, ja vien to skaidri apraksta un dokumenté paraugu nemsanas
pierakstos.

(***) Ja paraugus nem no pakSaugiem, graudaugiem un koku riekstiem pesti-
cidu atliecku noteikSanai, minimalais galiga parauga lielums ir 1kg
saskana ar noteikumiem Komisijas Direktiva Nr. 2002/63/EK
(2002. gada 11. jalijs), ar ko nosaka Kopienas paraugu nemsanas metodes
pesticidu atlicku oficialajai kontrolei augu un dzivnieku izcelsmes
produktos un uz to virsmas un ar ko atce] Direktivu 79/700/EEK
(OV L 187, 16.7.2002., 30. Ipp.).

(*¥***) Gadijumos, kad parbaudi veic, vizuali apskatot vai ar mikroskopu, parbau-
damais galiga parauga daudzums ir 1 kg.

PARAUGU NEMSANAS METODE LOTI LIELAM PARTIJAM VAI
PARTIJAM, KO GLABA VAI TRANSPORTE TADA VEIDA, KA
PARAUGU NEMSANA VISA PARTIJA NAV IESPEJAMA

Visparigi principi

Ja partijas transporté$anas vai glabasanas veids nelauj panemt elemen-
tarparaugus no visas partijas, paraugu nemsana no $adam partijam péc
iesp&jas javeic, kad partija ir kustiba.

Attieciba uz lielam noliktavam, kas paredz&tas baribas glabasanai, to
operatori jamudina uzstadit noliktava iekartas, kas lauj (automatiski)
panemt paraugus no visas glabatas baribas.

Ja pieméro S$aja punkta paredzEtas paraugu nemsSanas proceddras,
partikas aprit€ iesaistito uznémeju vai ta parstavi informé par paraugu
nemsanas procediiru. Ja partikas aprit€ iesaistitais uznémejs vai ta
parstavis apSauba $o paraugu nemsanas procediiru, tad partikas aprité
iesaistitais uznémejs par saviem lidzekliem nodrosina iesp&ju kompe-
tentajai iestadei panemt paraugus no visas partijas.

Lielas partijas, ko parvada ar kugi
Dinamiska paraugu nemsana no lielam partijam, ko parvada ar kugi

Paraugu pem$anu no lielam partijam kugos vélams veikt, kamer
produkts ir kustiba (dinamiska paraugu nemsana).

Paraugu nemsana javeic no katra kausa (vienibas, ko iesp&jams fiziski
nodalit). Kausus tomer iztuk$o dal&ji citu péc cita ta, ka p&c parvieto-
Sanas uz glabasanas telpam sakotngjais fiziskais dalijums vairs nepa-
stav. Paraugu nemsanu tapec var veikt sakotngjas fiziskas nodaliSanas
darbibas laika vai nodaliSanas laika p&c parvietoSanas uz glabasanas
telpam.
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8.2.2.

8.3.

8.4.
8.4.1.

Kuga izkrau$ana var ilgt vairakas dienas. Parasti paraugu nemS$ana
javeic regulari visas izkrauSanas laika. Tom@r ne vienmér ir iesp&ams
vai ir piem&roti oficialam inspektoram but klat paraugu nemsanai visu
izkrau$anas darbibu laiku. Tapéc ir pielaujams paraugus nemt no
veselas partijas dalas (parauga nemsSanas vieniba). Elementarparaugu
skaitu nosaka, nemot véra parauga nemsanas vienibas lielumu.

Ja paraugus nem no dalas no tas pasas kategorijas vai apraksta baribas
partijas un konstaté, ka ST partijas dala neatbilst ES prasibam, tad
uzskata, ka $adi trikumi piemit visai baribai Saja partija, iznemot gadi-
jumu, ja pec sika izvertéjuma nav atrasti pieradfjumi, ka pargja partijas
dala neatbilst ES prasibam.

Pat ja oficialos paraugus nem automatiski, nepiecieSama inspektora
klatbitne. Tom@r gadijuma, ja automatisko paraugu nemsanu veic ar
ieprieks iestatitiem parametriem, kurus paraugu nemsanas laika nevar
mainit, un elementarparaugus savac aizzimogota tvertn€, noverSot
jebkadu iesp&jamu krapsanu, tad inspektora klatblitne nepiecieSama
tikai paraugu nemSanas sakuma, katru reizi, kad jamaina paraugu
tvertne, un paraugu nemsanas beigas.

Paraugu nemsana no kugi parvadatam partijam ar statisko paraugu
nemsanu

Ja paraugu nemsanu veic statiski, japieméro tada pati procediira, kada
paredz&ta glabasanas telpam (tvertn&m), kuram var pieklit no augSas
(sk. 8.4.1. punktu).

Paraugu nemsana javeic partijas/kausa pieejamaja dala (no augsas).
Elementarparaugu skaitu nosaka, nemot v&ra parauga nemsSanas
vienibas lielumu. Ja paraugus nem no dalas no tas pasas kategorijas
vai apraksta baribas partijas un konstaté, ka $1 partijas dala neatbilst ES
prasibam, tad uzskata, ka $adi trikumi piemit visai baribai $aja partija,
iznemot gadijumu, ja p&c sika izvert€juma nav atrasti pieradijumi, ka
pargja partijas dala neatbilst ES prasibam.

Paraugu nems$ana no lielam partijam, ko glaba noliktavas

Paraugu nems$ana javeic partijas pieejamaja dala. Elementarparaugu
skaitu nosaka, nemot vEra parauga nemsanas vienibas lielumu. Ja
paraugus nem no dalas no tas pasas kategorijas vai apraksta baribas
partijas un konstaté, ka ST partijas dala neatbilst ES prasibam, tad
uzskata, ka $adi trikumi piemTt visai baribai Saja partija, iznemot gadi-
jumu, ja pec sika izvert€juma nav atrasti pieradijumi, ka pargja partijas
dala neatbilst ES prasibam.

Paraugu nemsana no glabasanas vietam (silosiem)
Paraugu pemsana no silosiem, kuriem var (viegli) pieklit no augsas

Paraugu nemsSana javeic partijas pieejamaja dala. Elementarparaugu
skaitu nosaka, nemot v&ra parauga nems$anas vienibas lielumu. Ja
paraugus nem no dalas no tas pasas kategorijas vai apraksta baribas
partijas un konstaté, ka ST partijas dala neatbilst ES prasibam, tad
uzskata, ka $adi trikumi piemit visai baribai $aja partija, iznemot gadi-
jumu, ja péc sika izvertéjuma nav atrasti pieradijumi, ka pargja partijas
dala neatbilst ES prasibam.
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8.4.2.

8.4.2.1.

8.4.2.2.

8.5.

9.1.

9.2.

Paraugu nemsana no silosiem, kuriem nevar pieklit no augsas (slég-
tiem silosiem)

Silosi, kuriem nevar pieklit no augSas (slégti
silosi) ar lielumu > 100 tonnam

No sados silosos glabatas baribas nav iespgjams panemt paraugus
statiski. Tap&c gadijuma, ja no baribas $ada silosa janem paraugi un
nav iesp&as So sltfjumu parvietot, javienojas ar uznéméju, ka tam
jainform@ inspektors par to, kad Sis siloss tiks izkrauts, lai vargtu
veikt paraugu nemsanu, kad bariba biis kustiba.

Silosi, kuriem mnevar pieklit no aug$as (slégti
silosi) ar lielumu < 100 tonnam

Paraugu nems$ana nozimé to, ka kada tvertné ieber 50 Iidz 100 kg
baribas un nem paraugus no 3§ daudzuma. Sads kopparauga lielums
atbilst visai partijai, un elementarparaugu skaits attiecas uz daudzumu
silosa, no kura bariba iebérta trauka paraugu nemsanai. Ja paraugus
nem no dalas no tas paSas kategorijas vai apraksta baribas partijas un
konstatg, ka §T partijas dala neatbilst ES prasibam, tad uzskata, ka $adi
trokumi piemit visai baribai $aja partija, iznemot gadijumu, ja péc sika
izvertejuma nav atrasti pieradijumi, ka pargja partijas dala neatbilst ES
prasibam.

Paraugu nemsana no neiesainotas baribas lielos, slégtos traukos

No $adam partijam paraugus biezi vien var panemt tikai tad, kad tas
izkrauj. Noteiktos gadijumos nav iesp&jams tas izkraut ieveSanas vai
kontroles bridi, tapéc paraugu nemsana javeic tad, kad sadus kontei-
nerus izkrauj.

INSTRUKCIJAS PARAUGU NEMSANAIL, SAGATAVOSANAI UN
IESAINOSANAI

Vispariga informacija
Paraugi janem un jasagatavo bez liekas kav@Sanas, iev@rojot piesar-
dzibu, kas vajadziga, lai nodrosinatu, ka produkts netick nedz mainits,

nedz kontaminéts. Instrumentiem, tapat arl virsmam un paraugiem
paredzg&tajiem traukiem jabut tiriem un sausiem.

Elementarparaugi

Elementarparaugi janem nejausas izlases veida, vienmérigi izkliedi no
visas parauga npemsanas vienibas, un tiem jabiit aptuveni vienada
lieluma.

Elementarparauga lielums ir vismaz 100 gramu vai 25 grami rupjai
baribai vai lopbaribai ar zemu specifisko blivumu.

Gadijuma, ja saskana ar noteikumiem par paraugu nemsanas procediru,
kas paredzeti 8. punkta, janem mazak neka 40 elementarparaugu,
elementarparaugu lielumu nosaka atkariba no kopparauga vajadziga
lieluma (skatit 6. punktu).

Gadijuma, ja nem paraugus no mazam iesainotas baribas partijam, kur
saskana ar kvantitativajam prasibam janem ierobezots elementarpa-
raugu skaits, elementarparaugs ir vienas originalas vienibas saturs,
kuras saturs neparsniedz 1 kg vai vienu litru.

Nemot paraugus no iesainotas baribas, ko veido mazas vienibas
(pieméram, < 250 g), elementarparauga lielums ir atkarigs no vienibas
lieluma.
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9.2.1.

9.2.2.

9.2.3.

9.24.

9.2.5.

9.3.

9.4.

9.4.1.

Distancialas pardosanas paraugu gadijuma elementarparauga lielums ir
atkarigs no vienibas lieluma un atseviSkos gadijumos var neparsniegt
100 g vai 100 ml.

Neiesainota bariba

Attiecigd gadfjuma paraugu var nemt laika, kad parauga nemsanas
vienibu parvieto (iekrauj vai izkrauj).

lesainota bartba

P&c tam, kad atlasits 5. punkta noraditais paraugu nemsanai vajadzigais
vienibu skaits, ar zondi vai lapstinu panem dalu no katras vienibas
satura. Vajadzibas gadijuma paraugus var nemt péc tam, kad katra
vieniba atseviski ir iztukSota.

Homogéna vai homogenizéjama Skidra vai pusskidra baritba

Pé&c tam, kad atlasits 5. punkta noraditais paraugu nemsanai vajadzigais
vienibu skaits, to saturu vajadzibas gadijuma homogeniz& un panem
noteiktu daudzumu no katras vienibas.

Elementarparaugus var nemt laika, kad saturu nem lauka no traukiem.

Nehomogenizéjama Skidra vai pusskidra bariba

P&c tam, kad atlasits 5. punkta noraditais paraugu nemsanai vajadzigais
vienibu skaits, paraugus panem no dazadiem limeniem.

Paraugus var arT nemt laika, kad saturu nem lauka no traukiem, bet
pirmas frakcijas izmet.

Abos gadijumos kop&jam panemtajam tilpumam jabiit ne mazakam ka
10 litri.

Baribas bloki un mineralvielu briketes

P&c tam, kad atlasits 5. punkta noraditais paraugu nemsanai vajadzigais
vienibu skaits, paraugus nem no katra bloka vai briketes. Ja pastav
aizdomas, ka bloks vai brikete nav homogéna, par paraugu var nemt
visu bloku vai briketi.

Attiectba uz blokiem vai briketém, kuru svars neparsniedz 1 kg,
elementarparaugs ir viena bloka vai briketes saturs.

Kopparaugu sagatavo$ana

Elementarparaugus samaisa, lai izveidotu vienu kopparaugu.

Galigo paraugu sagatavoSana

Materialu katra kopparauga rupigi samaisa (').

Katru paraugu ievieto piemérota trauka vai tvertné. Veic visus vaja-
dzigos piesardzibas pasakumus, lai novérstu jebkadas paraugu satura
izmainas, to kontaminaciju vai atSkaidiSanu, kas var€tu rasties parva-
dasanas vai uzglabasanas laika.

Vienmerigi izkliedétas vielas

Visa bariba vienmerigi izklied&tu sastavdalu vai vielu kontroles gadi-
juma kopparaugu var reprezentativi samazinat lidz vismaz 2,0 kg vai
2,0 litriem (samazinatais paraugs) (*), vélams, izmantojot mehanisko
vai automatisko paraugu dalitaju. Pesticidu atlieku klatbiitnes kontrolei

(") Visus gabalus sadala dalas (vajadzibas gadijuma atdalot tos un pievienojot atpakal

paraugam).
(») Iznemot rupjo baribu vai lopbaribu ar zemu specifisko blivumu.
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9.4.2.

9.5.

9.6.

10.

paksaugos, graudaugos un koku riekstos samazinata parauga lieluma
minimums ir 3 kg. Ja baribas veids nepielauj paraugu dalitaja lietoSanu
vai ja dalitajs nav pieejams, paraugu var samazinat ar kvarté$anas
metodi.

No kopparauga vai samazinatajiem paraugiem tad sagatavo aptuveni
vienada lieluma galigos paraugus (kontrolei, aizstavibai un iesp&amai
atsaucei), kuri atbilst 7. punkta noraditajam kvantitativajam prasibam.

Nevienmerigi izkliedetas vielas

Sastavdalu kontroles gadijuma, ieskaitot genétiski modific&tu materialu,
vai tadu vielu kontroles gadijuma, kuras var&tu bt nevienmérigi izklie-
detas bariba, ar kopparaugu rikojas sadi:

i) pilnigi homogenizgé. Péc tam homogeniz&to kopparaugu sadala aptu-
veni vienada licluma galigajos paraugos (kontrolei, aizstavibai un
iespgjamai atsaucei), kuri atbilst 7. punkta noraditajam kvantitati-
vajam prasibam; vai

ii) samazina lidz vismaz 2 kg vai 2 litriem ('), izmantojot mehanisko
vai automatisko paraugu dalitaju. Tikai tada gadijuma, ja baribas
veids nepielauj paraugu dalitaja lietoSanu, paraugu nepieciesamibas
gadfjuma var samazinat ar kvartéSanas metodi. Gen&tiski modificéta
materiala klatblitnes kontrolei atbilstigi Regulas (ES) Nr. 619/2011
noteikumiem samazinatajam paraugam jasatur vismaz 35 000
seklu/graudu, lai vardtu iegiit galigos paraugus prasibu izpildei,
aizstavibai un atsaucei vismaz 10 000 seklu/graudu apjoma (skatit
zemsvitras piezimi (¥*) 6. punkta un zemsvitras piezimi (*)
7. punkta).

P&c tam no samazindta parauga sagatavo aptuveni vienada lieluma
galigos paraugus, kuri atbilst 7. punktd noraditajam kvantitativajam
prasibam.

Paraugu iesainosana

Traukus vai pakas aizplomb& un uz tiem uzliek etiketes ta, lai tos
nevartu atvért, nesabojajot plombu. Visa etikete jaiestrada plomba.
Vai arT paraugu var ievietot uztvergja, kuru var aizvert ta, lai to neva-
rétu atvert, neatgriezeniski nesabojajot tvertni vai konteineru, izvairo-
ties no tvertnes vai konteinera atkartotas izmantoSanas.

Paraugu nosiitiSana uz laboratoriju

Paraugu p&c iesp&jas drizak nosiita pilnvarotajai analizu laboratorijai,
lidzi nosiitot arT laborantam vajadzigo informaciju.

PARAUGU NEMSANAS PIERAKSTI

Par katru paraugu javeic pieraksti, kas lauj neparprotami identificet
katru parauga nemsanas vienibu un tas lielumu.

Sajos pierakstos janorada arT jebkuras atkapes no 3aja regula paredz&tas
paraugu nemsanas proceduras.

Papildus So pierakstu nodoSanai oficialajai kontroles laboratorijai,
pierakstus nodod partikas aprité iesaistitajam uzp€méjam un/vai
partikas aprit iesaistita uznéméja noraditajai laboratorijai.

(") Iznemot rupjo baribu vai lopbaribu ar zemu specifisko blivumu.
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11. DISTANCIALAS PARDOSANAS PARAUGS

— Lai panemtu distancialas pardoSanas paraugu, attiecigo baribu
distancialas sazinas veida pieprasa no partikas aprit€ iesaistita uzné-
mé&ja. Sada gadijuma, pieprasot baribu, kompetentajai iestadei nav
pienakuma atklat partikas aprit€ iesaistitajam uznémgjam savu
oficialo identitati, un ta var izmantot citu identitati.

— Distancialas pardosanas kopparaugu un galigos paraugus sagatavo,
tiklidz siiffjumu ir sap@musas §im nolikam pilnvarotas personas.
Lai sagatavotu kopparaugu, izlases veida vienmé@rigi no kopgja
ieglita daudzuma nem atbilstoSu elementarparaugu skaitu un
ripigi  jasajauc/homogeniz€, péc iespgjams ievErojot 5.,
9.2. un 9.3. punkta noteiktos principus. Ja bariba ir iesainota atse-
viskas vienibas, jaieglist vismaz Cetras vienibas, no kuram janem
vismaz viens elementarparaugs. Ja katra atseviska gadijuma tiek
pieradits, ka iegltas vienibas ir no dazadam partijam, vienibu
skaits, no kuram npem paraugu, ir jasamazina tiktal, lai tas biitu
no vienas partijas. Lai distancialas pardoSanas parauga analiz&tu
sastavdalas vai vielas, kas bariba ir izklied@tas nevienmerigi,
elementarparaugu skaitam ir jabut vismaz 2,5 reizes lielakam par
to paraugu skaitu, kuros analiz€ bariba vienmérigi izkliedétas
vielas.

No kopparauga nem atbilstosus galigos paraugus (kontrolei, aizsta-
vibai un iesp&amai atsaucei) saskana ar 9.4. punkta noteiktajiem
principiem, ciktal iesp&jams, un paraugu nemsanas pierakstos
norada, ka paraugs ir distancialas pardoSanas paraugs. P&c tam
kompetenta iestade nekav€joties inform& partikas aprité iesaistito
uznéméju par paraugu nemsanu. Partikas aprit€ iesaistito uznéméju
informé arT par to, ka, ja iesp&jams, kompetenta iestade vienu
paraugu (aizstavibai) patur sava riciba noteikta vieta vai nosiita
partikas aprité iesaistitajam uznémé&jam vai laboratorijai, kuru izrau-
dzijies partikas aprité iesaistitais uznémejs saskana ar spéka esoSa-
jiem valsts noteikumiem.

Ja paraugu nosuta tieSi oficialajai laboratorijai, galigais paraugs
jasagatavo un janoplombé& laboratorija Sim nolukam pilnvarotam
personam vai $im nolikam pilnvarotu personu klatbiitné. Uzreiz
pec galigo paraugu noforméSanas distancialas pardosSanas paraugu
nemsanas pieraksti janostita kompetentajai iestadei, kas par paraugu
nemsanu informé& partikas aprité iesaistito uznémeju.

Uzskata, ka daudzums, ko partikas aprite iesaistitais uznéméjs
piegada kompetentajai iestadei, ir dala no vienai un tai paSai
baribas klasei vai aprakstam piederoSas baribas partijas. Saskana
ar Eiropas Parlamenta un Padomes Regulas (EK) Nr. 178/2002 (')
15. pantu, ja partijas dalu identificé ka neatbilstigu ES prasibam,
tad — arT distancialas pardoSanas parauga gadijuma — piepem, ka
visa bariba $aja partija ir neatbilstiga, ja vien p&c riipiga noverté-
juma (kas attiecigd gadijuma ir inspekcija uz vietas) nav pieradi-
jumu, ka atlikust partija atbilst ES prasibam.

(') Eiropas Parlamenta un Padomes Regula (EK) Nr. 178/2002 (2002. gada 28. janvaris), ar
ko paredz partikas aprites tiesibu aktu visparigus principus un prasibas, izveido Eiropas
Partikas nekaitiguma iestadi un paredz procediras saistiba ar partikas nekaitigumu
(OV L 31, 1.2.2002., 1. Ipp.).
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1I PIELIKUMS

VISPARIGI NOTEIKUMI PAR BARIBAS ANALIZES METODEM

A. PARAUGU SAGATAVOSANA ANALIZEI
Merkis

Saja pielikuma aprakstita procediira attiecas uz tadu paraugu sagatavo-
Sanu analizei, kuri nosiititi uz kontroles laboratoriju péc paraugu
nemsanas saskana ar I pielikuma paredz&tajiem noteikumiem.

Laboratorijas paraugi jasagatavo ta, lai analizes metodés noteiktie iesvara
daudzumi biitu homog@ni un reprezentativi attieciba uz galigajiem parau-
giem.

Papildus $aja pielikuma aprakstitajam procedtiram jaievéro EN ISO 6498
paredz&tie noradijumu par paraugu sagatavoSanu.

Piesardzibas pasakumi, kas jaievéro

Paraugu sagatavosanas procediira, kas jaieveéro, ir atkariga no ta, kadas
analizes metodes tiks izmantotas un kadas sastavdalas vai vielas tiks
kontrol&tas. Tapéc ir arkartigi svarigi nodro§inat, lai iev€rota paraugu
sagatavos$anas procediira biitu atbilsto$a izmantotajai analizes metodei
un nosakamajam sastavdalam vai vielam.

Visas vajadzigas darbibas javeic ta, lai péc iesp&jas izvairitos no parauga
kontaminacijas un noveérstu izmainas ta sastava.

Lai péc iesp&jas samazinatu gaisa un gaismas iedarbibu uz paraugiem, to
samalSanu, samaisiSanu un sijasanu veic nekavégjoties. Neizmanto dzir-
navas un dzirnavinas, kuras paraugs var jutami sakarst.

Baribu, kas ir Tpasi jutiga pret karstumu, ieteicams samalt manuali. Veic
arT visu iesp&jamo, lai nodrosinatu, ka pasas ierices nav kontaminacijas
avots.

Ir pieradits, ka noteiktos gadijumos, ja paraugus homogenizg, pie lieliem
maisitaja apgriezieniem pievienojot paraugam udeni, var ieglit viendabi-
gakus apak$paraugus, neka veicot sauso homogenizé$anu/samalSanu, jo
ipasi, ja kimiskas vielas ir izkliedétas heterogéni. Tomér viendabigus
apak$paraugus var ari, ja homogenizéSanu veic ar pietickamu sausu
samalSanu.

Dazos gadijumos, piem@ram, lai noteiktu rudzu melno graudu, kaitigus
botaniskus piemaisijumus utt., paraugu nevar homogeniz&t ar malSanu,
taCu to var homogeniz&t pietickami sajaucot paraugu.

Ja paraugu nevar sagatavot, ievérojami nemainot mitruma saturu taja, tad
mitruma saturu nosaka pirms un péc parauga sagatavoSanas atbilstosi
III pielikuma A dala noteiktajai metodei.

Procediira
Vispariga procediira

Testa alikvotu nem no homogeniz&ta galiga parauga. DaliSana konusa un
kvarté$ana nav ieteicama, jo tad testa alikvotas var bt augsta parauga
daliSanas kluda.
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3.2.

Bariba, ko var samalt dabiga stavoklT

— Galigo paraugu samaisa un savac piemérota tira, sausa un hermétiski
noslédzama trauka. Lai nodro$inatu pilnigu homogenizaciju, paraugu
velreiz samaisa tie$i pirms iesvara (testa alikvotas) nemsSanas
analizém.

Bariba, ko var samalt péc kaltéSanas

— Ja analizes metod@s nav noteikts citadi, tad galigo paraugu izkalte
atbilstosi sakotngjas kalt€Sanas procediirai, kas aprakstita 4.3. punkta
II pielikuma A dala minétaja mitruma noteik$anas metodg, 1idz ta
mitruma saturs samazinds un sasniedz 8-12 %. P&c tam rikojas, ka
noteikts 3.1.1. punkta.

Skidra vai pusikidra bariba

— Galigo paraugu savac piemérota tira, sausa un hermétiski noslédzama
traukda. Lai nodro$inatu pilnigu homogenizaciju, paraugu ripigi
samaisa tie$i pirms iesvara (testa alikvotas) nemsSanas analizEém.

Cita bariba

— Galigos paraugus, kurus nevar sagatavot atbilstosi kadai no iepriek-
Sminétajam procedtram, apstrada, izmantojot jebkuru citu procediiru,
ar kuru var nodrosinat, ka analiz€m nemtais iesvars (testa alikvota) ir
homog@ns un reprezentativs attiectba uz galigajiem paraugiem.

Ipasa procediira gadijumos, kad parbaudi veic, vizuali apskatot vai ar
mikroskopu, vai gadijumos, kad viss kopparaugs ir homogenizéts

— Ja parbaudi veic, vizuadli apskatot (neizmantojot mikroskopu),
parbaudei izmanto visu kopparaugu vai galigo paraugu.

— Ja parbaudi veic ar mikroskopu, laboratorija var samazinat koppa-
raugu vai talak samazinat samazinato paraugu. Galigos paraugus
aizstavibas un attieciga gadijuma atsauces vajadzibam nem, ievérojot
procediiru, kas lidzvertiga prasibu izpildei izmantota galiga parauga
nemsana izmantotajai procedirai.

— Gadijuma, ja viss kopparaugs ir homogenizé&ts, galigos paraugus nem
no homogenizéta kopparauga.

— Lai noteiktu rudzu melno graudu un kaitigos botaniskus piemaisi-
jumus, galigais paraugs jasadala divos apaks$paraugos, kuru svars ir
aptuveni 500 grami. Parbauda vienu apaksparaugu. Ja apaksSparaugu
rezultats ir vienads ar vai mazaks par 50 % (analitiska robezvertiba)
no maksimalda ITmena, paraugs atbilst maksimalajam ITmenim. Ja
rezultats parsniedz 50 % no maksimala Iimena, ir japarbauda vél
viens apakSparaugs un, lai parbauditu atbilstibu maksimalajam
ITmenim, izmanto divu apaksSparaugu vid&jo rezultatu.

Paraugu glabasana

Paraugi jauzglaba temperattira, kura nemainas to sastavs. Paraugus, kuros
paredz@&ts analiz&t vitaminus vai vielas, kas ir pasi jutigas pret gaismu,
uzglaba tados apstaklos, lai paraugam nekaitétu gaisma.
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B. NOTEIKUMI ATTIECIBA UZ REAGENTIEM UN IERICEM, KO

IZMANTO ANALIZES METODES

Ja vien analizes metodés nav noteikts citadi, tad visiem analitiskajiem
reagentiem jabat analitiski tiriem (a. t.). Nosakot mikroelementus,
reagentu tiriba japarbauda ar tuk$a parauga analizi. Atkariba no iegita-
jiem rezultatiem var bit vajadziga reagentu papildu attiriSana.

Visas darbibas, kas ietver Skidumu gatavoSanu, atSkaidisanu, skaloSanu
vai mazgaSanu un kas analizes metodés minétas, nenoradot izmantojamo
skidinataju vai atSkaiditaju, jalieto Gdens. Parasti izmanto demineraliz&tu
vai destiletu tideni. Atseviskos gadijumos, kas noraditi analizes metodgs,

Tdens attiriSanai izmanto paSas procediras.

Nemot véra kontroles laboratoriju standarta aprikojumu, analizes metodés
noraditi tikai specifiski instrumenti un ierices vai to Ipass izmanto$anas
veids. Tiem jabit tiriem, Tpasi gadijumos, kad janosaka loti mazi vielu
daudzumi.

C. ANALIZES METOZU PIEMEROSANA UN REZULTATU IZTEIKSANA

1.

EkstrahéSanas procediira

Vairakas metodes nosaka specifisku ekstrah&$anas procediiru. Parasti var
izmantot citu ekstrah&anas procediru, kas nav minéta konkrétaja
metodg, ja ir pieradits, ka izmantotajai ekstrah&Sanas procediirai ir tada
pati ekstrah&sanas efektivitate ka metodé minétajai procedirai.

Attiri$anas procediira

Vairakas metodes nosaka specifisku attiriSanas procediiru. Parasti var
izmantot citu attiriSanas procediiru, kas nav minéta konkrétaja metodg,
ja ir pieradits, ka izmantota attiriSanas procediira dod tadus pasus anali-

tiskos rezultatus ka metode@ minéta procediira.

NoteikSanu skaits

Nevélamu vielu analizes gadijuma, ja pirmaja noteikSana rezultats ir
ievérojami (> 50 %) zemaks neka kontrolgjama specifikacija, nav vaja-
dzigs veikt papildu noteiksanu, ja vien tiek piemérotas atbilstosas kvali-
tates procediiras. Citos gadijumos nepiecie$ama otrreiz€ja analize (otra
noteik$ana), lai izslégtu ieks€jas Sk&rskontaminacijas iesp&ju vai paraugu
nejaus$u samainiSanu. Atbilstibas parbaudei izmanto divu noteikSanu
vidgjo aritmétisko.

Baribas piedevu minimala un maksimala Iimena kontroles gadijuma, ja
pirmaja noteik$ana rezultats parsniedz minimalo limeni vai ir zemaks par
maksimalo Iimeni, nav vajadzigs veikt papildu noteikSanu, ja vien tiek
piemérotas atbilstosas kvalitates proceddras. Citos gadijumos nepiecie-
Sama otrreiz&ja analize (otra noteikSana), lai izslégtu ieks&jas Skérskon-
taminacijas iesp&u vai paraugu nejauSu samainiSanu. Atbilstibas
parbaudei izmanto divu noteikSanu vid&jo aritmétisko.

Ja kontrol€ vielas vai sastavdalas deklar&to saturu un pirmaja noteikSana
rezultats apstiprina deklaréto saturu, t. i., analitiskais rezultats atbilst
pienemamajam deklaréta satura variaciju diapazonam, tad nav vajadzigs
veikt papildu noteikSanu, ja pieméro atbilstoSas kvalitates procediras.
Citos gadijumos nepiecieSama otrreizja analize (otra noteikSana), lai
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izslégtu iek$&jas Sk&rskontaminacijas iesp&ju vai paraugu nejausu samai-
niSanu. Atbilstibas parbaudei izmanto divu noteikSanu vid&jo aritm@tisko
(vidgjais analitiskais rezultats ietilpst vai neietilpst pielaujama deklaréta
satura variaciju diapazona).

Dazos gadijumos min&tais pienemamais variaciju diapazons ir noteikts
tiesibu aktos, pieméram, Eiropas Parlamenta un Padomes Regula (EK)
Nr. 767/2009 un Regula (ES) 2019/4 (").

4. ZinoSana par izmantoto analizes metodi

Analizes zinojuma norada izmantoto analizes metodi.

5. ZinoSana par analitisko rezultatu

Analitisko rezultatu izsaka veida, kas noteikts analizes metodg, Iidz attie-
cigam butisko skaitlu skaitam un vajadzibas gadijuma korigé lidz
mitruma saturam, kas galigajam paraugam bija pirms sagatavosanas.

Lielaka dala regulativo Itmenu (piemé&ram, maksimalais ITmenis, minima-
lais Itmenis), kas noteikti ES tiesibu aktos par dzivnieku baribu, ir
noteikti attieciba uz baribu ar mitruma saturu 12 %. Tadél Sajos gadi-
jumos, lai noveértétu parauga izmérito analitisko rezultatu salidzinajuma
ar tiestbu aktos noteikto ITmeni, analitiskais rezultats vispirms ir jadala ar
parauga sausnas saturu (%), kas reizinats ar 88, ka noradits nakamaja

formula:
88 x Rana
Ripyy =—
2% 7100 - Me
kur:
Mec: parauga mitruma saturs (%). Tadgjadi 100 — Mc apzimé

parauga sausnas saturu (%).
R izm@ritais parauga analitiskais rezultats:

R;> 05 rezultats baribai ar mitruma saturu 12 %; janoverté salidzina-
juma ar tiesibu aktos noteikto Iimeni.

Turklat, ja ir izpilditi $adi nosacTjumi:

— analizes rezultats ir ievérojami (> 50 %) zemaks vai augstaks neka
kontrolgjama mark&juma informacija/specifikacija (atkariba no ta, vai
mark&juma informacija/specifikacija ir maksimalais vai minimalais
limenis),

— ir zinams baribas, no kuras nem paraugu, mitruma saturs un var
konstatét, ka mitruma satura korekcija nemainTs novertgjumu,

tad ar nosactjumu, ka tiek piem@rotas atbilstoSas kvalitates procediiras
un analizi veic tikai, lai parbauditu atbilstibu tiesibu normam,
mitruma satura korekciju var nepemt veéra (pieméram, ja nav speci-
fikacijas vai tiesibu aktos noteikta limena), ja vien ta nav nepiecie-
Sama interpretacijai.

Ja analitisko rezultatu korige atbilstosi mitruma saturam, taja pasa proce-
dara jakorigeé ar atbilsto§a mérijjuma nenoteiktiba.

(") Eiropas Parlamenta un Padomes Regula (ES) 2019/4 (2018. gada 11. decembris) par
arstnieciskas baribas izgatavosanu, laiSanu tirgh un lietoSanu, ar ko groza Eiropas Parla-
menta un Padomes Regulu (EK) Nr. 183/2005 un atce] Padomes Direktivu 90/167/EEK
(OV L 4, 7.1.2019., 1. Ipp.).



02009R0152 — LV — 04.04.2024 — 009.001 — 20

Lai noteiktu rudzu melno graudu vai kaitigus botaniskus piemaisijumus,
vizuali apskatot vai izmantojot mikroskopu, mitruma satura korekcija nav
nepiecieSama.

6. Analitisko mérijumu nenoteiktiba un atgiistamibas procents neve-
lamu vielu analizes gadijuma

Attiectba uz nevélamam vielam Direktivas 2002/32/EK nozime dziv-
nieku baribai paredz&tu produktu uzskata par neatbilstigu noteiktajam
So vielu maksimalajam ITmenim [maksimali pielaujamam saturam], ja
secina, ka analttiskais rezultats (izteikts ka divu neatkarTgu noteikSanu
vidgjais aritmétiskais) attiectba uz barlbu ar mitruma saturu 12 % par-
sniedz maksimali pielaujamo saturu, nemot v&ra analitisko mérjjumu
paplasinato nenoteiktibu, izmantojot parklasanas koeficientu 2, kas
nodro$ina aptuveni 95 % ticamibas pakapi, un nemot vera atgiistamibas
korekciju. Tas nozimé, ka, lai nove@rtétu atbilstibu, izmanto analizes
rezultata iegiito koncentraciju, kas korigéta atbilstosi atgiistamibai un
samazinata atbilstosi paplasinatajai analitisko me&rfjumu nenoteiktibai.
So procediiru pieméro tikai tad, ja saskana ar analizes metodi ir iespe-
jams apl@st analitisko m&rjjumu paplasinato nenoteiktibu un atgiistamibas
korekciju. (pieméram, to neizmanto, vizuali apskatot vai izmantojot
mikroskopu).

Ja aizstavibas vajadzibam nemta parauga analitiskais rezultats parsniedz
maksimalo saturu (nenemot veéra analitisko mérfjumu paplasinato neno-
teikttbu), tas apstiprina konstateto kontroles paraugam neatbilstibu, ja
Saja saistiba nav pasu valsts noteikumu.

Analitisko rezultatu pazino $adi (ciktal izmantota analizes metode lauj
apl@st analitisko mérfjjumu paplasinato nenoteiktibu):

a) attiecigos un atbilstigos gadijumos ar atglistamibas korekciju, un, ja ir
veikta korekcija, ta janorada. Janorada atglistamibas ltmenis, ja vien
iek$gja novirzes korekcija nav dala no procediiras, kur novirze ir
starpiba starp izmérito veértibu un atsauces koncentraciju. Atglsta-
mibas korekcija nav vajadziga, ja atglistamibas procents ir 90-110 %;

b) ka “x +/— U”, kur x ir analttiskais rezultats un U — analitisko m&rjjumu
paplasinata nenoteiktiba, izmantojot parklasanas koeficientu 2 (1), kas
nodrosina aptuveni 95 % ticamibas pakapi.

Tomeér, ja analizes rezultats ir ievérojami (> 50 %) zemaks neka kontro-
Igjama specifikacija un ja pieméro atbilstosas kvalitates procediiras un
analizes noliks ir tikai parbaudit atbilstibu tiesibu normam, tad analizu
rezultatu var pazinot bez atgilistamibas korekcijas un paplasinatas anali-
tisko mé&rfjumu nenoteiktibas (pieméram, ja nav specifikacijas vai tiesibu
aktos noteikta lTmena), ja vien mérjjumu nenoteiktiba nav nepiecie$ama
interpretacijai.

7. Analitisko mérijumu nenoteiktiba un atgiistamibas procents baribas
piedevu satura analizes gadijuma

Lai parbauditu atbilstibu atlautajam minimalajam un maksimalajam
baribas piedevu saturam, baribas piedevu daudzumu uzskata par neatbil-
stigu noteiktajam minimalajam un maksimalajam saturam, ja péc anali-
tiska rezultata (kas izteikts ka divu neatkarigu noteikSanu vid&jais arit-
métiskais) attieciba uz baribu ar mitruma saturu 12 % secina, ka:

— mingto piedevu maksimali pielaujamais saturs ir parsniegts, nemot véra
analitisko mérfjumu paplasinato nenoteiktibu un atglistamibas korek-
ciju. Tas nozimg, ka, lai novertétu atbilstibu, izmanto analizes rezultata

(") 95 % ticamibas pakapi var sasniegt, izmantojot citu faktoru, pieméram, t faktoru.
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ieglito koncentraciju (t. i., divas noteiksanas ieglito vidgjo aritmétisko),
kas korig@ta atbilstosi atgiistamibai un samazinata atbilstosi paplasina-
tajai analitisko mérijumu nenoteiktibai,

— mingto piedevu saturs ir mazaks par minimali pielaujamo saturu,
nemot vera analitisko mérfjumu paplasinato nenoteiktibu un atglista-
mibas korekciju. Tas nozimé, ka, lai noveértétu atbilstibu, izmanto
analizes rezultata ieglito koncentraciju (t. i., divas noteik$anas iegiito
vidgjo aritmétisko), kas korigéta atbilstosi atgiistamibai un palielinata
atbilstosi paplasinatajai analitisko mérjjumu nenoteiktibai.

Ja aizstavibas vajadzibam nemta parauga analitiskais rezultats parsniedz
maksimalo saturu (nepemot veéra analitisko mérjjumu paplasinato neno-
teiktibu), tas apstiprina konstatéto kontroles paraugam neatbilstibu, ja
Saja saistiba nav Ipasu valsts noteikumu.

Analttisko rezultatu pazino $adi (ciktal izmantota analizes metode lauj
aplést analitisko m@Tjumu paplasinato nenoteiktibu):

a) attiecigos un atbilstigos gadijumos ar atglistamibas korekciju, un, ja ir
veikta korekcija, ta janorada. Janorada atglistamibas Itmenis, ja vien
ick§€ja novirzes korekcija nav dala no procediiras, kur novirze ir
starpiba starp izmé&rito vértibu un atsauces koncentraciju. Atgusta-
mibas korekcija nav vajadziga, ja atglistamibas procents ir 90-110 %;

b) ka “x +/— U”, kur x ir analttiskais rezultats (divu noteikSanu vidgjais
aritm@tiskais) un U — paplasinata analitisko mérfjumu nenoteiktiba,
izmantojot parklasanas koeficientu 2 ('), kas nodroSina aptuveni
95 % ticamibas pakapi.

(") 95 % ticamibas pakapi var sasniegt, izmantojot citu faktoru, pieméram, t faktoru.
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111 PIELIKUMS

ANALIZES METODES, AR KO KONTROLE BARIBAS SASTAVDALU
UN BARIBAS MAISIJUMU SASTAVU

A. MITRUMA NOTEIKSANA
1. Mérkis un tvérums

ST metode lauj noteikt mitruma saturu bariba. Ja bariba satur gaistoSas
vielas, pieméram, organiskas skabes, tad jaievero, ka kopa ar mitruma
saturu nosaka ari ievérojamu daudzumu gaistoso vielu.

Ta neaptver piena produktu ka baribas sastavdalu analizi, mineralvielu
un galvenokart no piena produktiem sastavoSu baribas maisijumu
analizi, dzivnieku un augu tauku un ellu un ellas augu s€klu un
auglu analizi.

Ellas augu séklu mitruma saturs janosaka ar metodi, kas paredzéta
standarta EN ISO 665 “Mitruma un gaistoSo vielu satura noteik3ana”,
saprotot, ka pirms mitruma satura noteik$anas sojas pupas ir jasamal.

2. Princips

Paraugu zavé noraditajos apstaklos, kas mainds atkariba no baribas
Tpasibam. Svara zudumu nosaka sverot. Ja analiz€ cietu baribu, kurai
ir augsts mitruma saturs, tad javeic sakotngja kaltéSana.

3. Iekartas

3.1. Drupinatajs no materiala, kas neabsorbé mitrumu un ir viegli tirams,
lauj atri un vienmerigi sasmalcinat produktu, butiski to nesakarsgjot,
un, cik iesp€jams, nover§ saskari ar apkart€jo gaisu, ka ari atbilst
4.1.1. un 4.1.2. punktd min&tajam prasibam (pieméram, amurdzirna-
vinas vai amurdzirnavinas ar Gdens dzes€Sanu, salickamas konusveida
dzirnavinas, pal@ninatu apgriezienu vai zobratu rupja maluma dzirna-

vinas).
3.2. Analitiskie svari ar precizitati lidz 1 mg.
3.3. Sausi konteineri no neriiséjosa metala vai stikla ar vakiem, kas nodro-

Sina hermétisku noslégsanu; darba virsma, kas lauj izklat testa paraugu
aptuveni 0,3 g/cm? slani.

3.4. Elektriska izotermiska krasns (+ 2 °C), kas tiek pienacigi ventiléta un
nodroSina iesp&ju atri regulét temperatiiru (').

3.5. Regulgjams elektriskais vakuumzavésanas skapis, kas aprikots ar ellas
sikni un vai nu ar mehanismu karsta, sausa gaisa ievadiSanai, vai ar
vielu, kas uzsiic mitrumu (pieméram, kalcija oksidu).

3.6. Eksikators ar biezu, perforétu metdla vai porcelana plaksni, kura ir
viela, kas efektivi uzslic mitrumu.

(') Labibas, miltu, putraimu un rupja maluma miltu kaltéSanai krasns termiskajai jaudai

jabut tadai, lai, kad ta iestatita uz 131 °C, ta atgrieztos mingtaja temperatira mazak
neka 45 miniit€s p&c tam, kad taja vienlaikus kalt€Sanai ir salikts maksimali iesp&jamais
testa paraugu skaits. VentiléSanai jabut tadai, lai tad, kad krasni divas un Cetras stundas
ir kaltéts maksimali iesp&jamais kvieSu paraugu daudzums, abi rezultati atSkirtos mazak
neka par 0,15 %.
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4.1.

4.1.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

Procediira

NB! Saja iedala aprakstitas darbibas javeic tilit péc paraugu iesaino-
jumu atvérSanas. Analizes jaatkarto vismaz divas reizes.

Sagatavosana

Bariba, iznpemot to, kas miné&ta 4.1.2. un
4.1.3. punkta

Nem vismaz 50 g parauga. Vajadzibas gadijuma sasmalcina vai sadala
ta, lai novérstu mitruma satura izmainas (skatit 6. punktu).

Labiba un putraimi

Nem vismaz 50 g parauga. Samal dalinas, no kuram vismaz 50 %
izsijajas caur sietu ar 0,5 mm acim, un atlikums sietd ar 1 mm apalu
acojumu neparsniedz 10 %

Bariba $kidra vai pastas veida un bariba, kas
galvenokart sastav no ellam un taukiem

Nem aptuveni 25 g parauga, nosver ar precizitati lidz 10 mg, pievieno
atbilstigu daudzumu beztdens smilts, kas nosvérta ar precizitati lidz
10 mg, un maisa, lidz iegist homogénu produktu.

Kaltesana

Kalte konteinera (3.3. punkts) ar vaku krasni, kas sakarséta lidz 103 °C,
30 min +/— 1 min. Iznem no krasns un lauj eksikatora (3.6. punkts)
atdzist 1idz apkartgjas vides temperatirai.

Bariba, iznemot to, kas minéta 4.2.2. un
4.2.3. punkta

Nosver konteineru ar vaku ar precizitati Iidz 1 mg. Nosvertaja kontei-
nerd ar precizitati [idz 1 mg iesver aptuveni 5 g parauga un izlidzina.
Konteineru bez vaka ieliek krasni, kas ieprieks sakarséta lidz 103 °C.
Lai nove@rstu krasns temperatliras parmérigu samazinasanos, konteineru
ievieto pec iespgjas atri. Atstaj kaltSties Cetras stundas, skaitot no briza,
kad krasns temperattra atkal sasniedz 103 °C. Krasni atver, kontei-
neram tulit atkal uzliek vaku, iznem konteineru no krasns, 30 lidz
45 minites atdzesé eksikatora (3.6. punkts) un nosver ar precizitati
Iidz 1 mg.

Baribu, kas galvenokart (> 50 %)sastav no dzivnieku un augu valsts
izcelsmes ellam un taukiem, kalté krasni vél papildu 30 miniites 103 °C
temperatlird. Abu svérSanas rezultatu starpiba nedrikst parsniegt 0,1 %
mitruma.

Labiba, milti, putraimi un rupja maluma milti

Nosver konteineru ar vaku ar precizitati lidz 0,5 mg. Nosvértaja kontei-
nera ar precizitati lidz 1 mg iesver aptuveni 5 g sasmalcinata parauga
un izlidzina. Konteineru bez vaka ielick krasni, kas ieprieks§ sakarséta
lidz 130 °C. Lai novérstu krasns temperatiiras parmérigu samazina-
Sanos, konteineru ievieto péc iespEjas atri. Atstaj kaltéties divas
stundas, skaitot no briza, kad krasns temperatira atkal sasniedz 130 °
C. Krasni atver, konteineram tulit atkal uzliek vaku, iznem konteineru
no krasns, 30 Iidz 45 minates atdzesé eksikatora (3.6. punkts) un
nosver ar precizitati 1idz 1 mg.
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4.2.3.

4.3.

Baribas maisTjumi, kas satur vairak neka 4 % saha-
rozes vai laktozes: baribas sastavdalas, piemé&ram,
ceratoniju augli, hidroliz&ti graudaugu produkti,
iesala séklas, kaltéti bieSu graizijumi, zivju un
cukura $kistoSie produkti

Nosver konteineru ar vaku ar precizitati [1dz 0,5 mg. Nosvertaja kontei-
nera ar precizitati Iidz 1 mg iesver aptuveni 5 g parauga un izlidzina.
Konteineru bez vaka ieliek vakuuma krasni (3.5. punkts), kas ieprieks
sakars@ta 80 °C I1dz 85 °C temperattird. Lai nov@rstu krasns tempera-
tiras parm&rigu samazinasanos, konteineru ievieto p&c iespg&jas atri.

Palielina spiedienu Iidz 100 toriem un zem $ada spiediena kalté Cetras
stundas — vai nu karsta, sausa gaisa pliisma, vai izmantojot vielu, kas
uzslic mitrumu (aptuveni 300 g uz 20 paraugiem). Pedgja gadijuma péc
paredz&ta spiediena sasniegSanas vakuumsikni atvieno. Kalt&Sanas
laiku skaita no briza, kad krasns temperatiira atkal sasniedz 80 °C
lidz 85°C. Krasnl uzmanigi atjauno atmosféras spiedienu. Krasni
atver, konteineram talit atkal uzliek vaku, iznem konteineru no krasns,
30 Iidz 45 minates atdzese eksikatora (3.6. punkts) un nosver ar preci-
zitati lidz 1 mg. V&l 30 mindtes kalté vakuuma krasni 80 °C lidz 85 °C
temperatira un vélreiz nosver. Abu svérSanas rezultatu starpiba
nedrikst parsniegt 0,1 % mitruma.

Sakotnéja (dajéja) kaltésana

Lai veiktu stabilo vielu analizi, pirms smalkas sasmalcinasanas “mitra”
bariba, kuras sausnas masas dala ir mazaka par 85 % (piemé&ram, lopba-
riba, kopgja jaukta bariba, (ne-)skidra bariba), ir dalgji jaizkalte; nesta-
bilas vielas nav iesp&jams dalgji izkaltet.

Dalgju kaltéSanu var veikt, izmantojot mehaniskas gaisa cirkulacijas
krasni vai mikrovilnpu krasni vai ar veicot kalt€Sanu ar saldéSanas
metodi. Iznemot dalju kalte€Sanu ar saldéSanas metodi, meérkis ir
izkaltét baribu, saglabajot parauga temperatiiru zem 60 °C, lai minimali
ietekm&tu kimisko sastavu. Ja kaltéSanas temperatiira parsniedz 60 °C,
bariba notiek kimiskas izmainas (piem&ram, olbaltumvielu noardi-
Sanas). lIzkaltéto baribu lidzsvaro istabas temperatira apméram
15 mintites pirms dalgji sausa atlikuma mériSanas, lai samazinatu iespé-
jamas mitruma izmainas, kas var rasties malSanas un uzglabasanas
laika. Ja kaltéSanas temperatiira ir zemaka par 60 °C, netiek likvidéts
viss bariba esoSais Tidens; tapéc (sakotn&ja) dal&ja kaltéSana neatspo-
gulo kopgjo sausnu bariba. Péc kaltéSanas apakS$paraugu samal un
dalgji izkaltétaja parauga (atlikuSais mitrums 3 % lidz 15 %) analizg
(galigo) sausnu, kad nosaka citas kimiskas sastavdalas.

Tapéc sausnas satura noteikSanai ir ieteicama divpakapju procedira.
Vispirms nosaka dal€ji sauso atlikumu (ja sausnas masas dala ir
mazaka par 85 %), pec tam nosaka atlikuso sauso atlikumu sasmalci-
nataja testa parauga un reizina dalgji sauso atlikumu ar atlikuSo sausnu,
lai noteiktu kop€jo sausnas saturu.

Rezultatu apréekinasana

Mitruma saturu (X), izteiktu procentos no parauga, aprékina, izman-
tojot $adas formulas:
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5.1. Kaltésana bez sakotnéjas kaltésanas

X = (m) % 100
m

kur:
m = testa parauga sakotngjais svars gramos,
m, = izkaltéta testa parauga svars gramos.

5.2. Kaltesana ar sakotnéjo kaltésanu (V)

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

2
I

testa parauga sakotngjais svars gramos,

m; = testa parauga svars gramos péc sakotngjas kaltéSanas,

m, = testa parauga svars gramos p&c sasmalcinaSanas vai samalSanas,
m, = izkalteta testa parauga svars gramos.

5.3. Atkartojamiba

Starpiba starp rezultatiem, kas iegiiti divas paral€las noteiksanas, kuras
veiktas ar vienu paraugu, neparsniedz 0,2 % mitruma absolatas
vertibas, iznemot mitras lolojumdzivnieku baribas un sunu koslajamo
rotallietu gadijuma, kad starpiba neparsniedz 0,5 % mitruma absoliitas
vertibas.

6. Novérojums

Ja sasmalcinaSana ir vajadziga un ja tas rezultata mainas produkta
mitruma saturs, tad baribas sastavdalu analizes rezultati jakorigé, pama-
tojoties uz parauga mitruma saturu ta sakotngja stavokli.

B. MITRUMA NOTEIKSANA DZIVNIEKU UN AUGU TAUKOS UN
ELLAS

1. Meérkis un tvérums

Si metode lauj noteikt fidens un gaistoo vielu saturu dzivnieku un
augu taukos un ellas.

2. Princips

Paraugu zavé lidz konstantam svaram (svara zudumam starp diviem
secigiem svérumiem jabiit mazakam par vai vienadam ar 1 mg) 103 °
C temperattira. Svara zudumu nosaka sverot.

3. Iekartas

3.1. Plakandibena trauks, izgatavots no materiala, kas izturigs pret koroziju,
apméram 3 cm augsts un 8-9 cm diametra.

3.2. Apmé@ram 10 cm gar§ termometrs ar pastiprindtu bumbinu un izple-
§anas mégeni augSgala, kas graduéts apméram no 80 °C Iidz vismaz
110 °C.

3.3. Smil$u vanna vai elektriska plitina.

(") Sikaku informaciju par aprékinu skatit EN ISO 6498 “Dzivnieku bariba. Paraugu saga-

tavoSanas vadlinijas”.
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34, Eksikators ar vielu, kas efektivi uzstic mitrumu.
3.5. Analitiskie svari.
4. Procediira

Sausa, nosverta trauka (3.1. punkts), kurd ir termometrs (3.2. punkts),
ar precizitati lidz tuvakajam mg iesver apméram 20 g homogeniz&ta
parauga. Pastavigi maisot ar termometru, smilSu vanna vai uz elektri-
skas plitinas (3.3. punkts) silda ta, lai apméram septinas minites
temperatiira paaugstinatos lidz 90 °C.

Karstumu samazina, sekojot tam, cik biezi no trauka dibena pacelas
burbuli. Temperatiira nedrikst parsniegt 105 °C. Turpina maisit, skra-
p&jot gar trauka dibenu, lidz parstaj veidoties burbuli.

Lai pilniba izdalttos viss mitrums, vairakas reizes temperatiiru paaug-
stina Iidz 103 °C + 2 °C, starplaikos starp karséSanam atdzesgjot lidz
93 °C. Péc tam eksikatora (3.4. punkts) lauj atdzist 1idz istabas tempe-
ratlrai un nosver. Minéto darbibu atkarto tikmér, kamér svara zudums
starp diviem secigiem svérumiem vairs neparsniedz 2 mg.

NB! Ja parauga svars péc atkartotas kars€Sanas palielinas, tas liecina
par tauku oksidéSanos, un tada gadijuma rezultatu apréekina,
nemot véra svérumu, kas izdarits pirms tam, kad svars saka palie-
linaties.

5. Rezultatu aprékinasana

Mitruma saturu (X), izteiktu procentos no parauga, aprékina, izmantojot
sadu formulu:

100
X = (m1 —mz) X —
m

kur:

3
I

testa parauga svars gramos,
m; = trauka un ta satura kop&jais svars gramos pirms karsgSanas,
m, = trauka un ta satura kopgjais svars gramos péc karséSanas.

Ja rezultats ir mazaks par 0,05 %, tad tas jaregistré ka “mazaks par
0,05 %”.

Atkartojamiba

Mitruma satura starpiba starp rezultatiem, kas iegiti divas paralélas
noteikSanas, kuras veiktas ar vienu paraugu, nedrikst parsniegt 0,1 %
absollitas veértibas.

C. SLAPEKLA SATURA NOTEIKSANA UN JELPROTEINA SATURA
APREKINASANA

1. Mérkis un tvérums

Ar 80 metodi var noteikt jélproteina daudzumu bariba, pamatojoties uz
slapekla saturu, ko nosaka saskana ar Kjeldala metodi (').

(') N saturu var noteikt jebkura bariba, tacu parrékina koeficients 6,25 jelproteina satura
aprékinasanai var neblt piemé&rojams kukainu baribas sastavdalam (zemaks parrékina
koeficients) un noteiktai lolojumdzivnieku baribai un asins plazmas olbaltumvielam
(augstaks parrékina koeficients).
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

Princips

Paraugu Skel ar sérskabi katalizatora klatbiitné. Skabes Skidumu neitra-
liz& un noregul@ ta reakciju lidz baziskai ar natrija hidroksida skidumu.
Amonjaku destilé un uztver noteikta sérskabes daudzuma, kuras parpa-
likumu titré ar natrija hidroksida standart$kidumu.

Alternativi — atbrivoto amonjaku destilé borskabes $kiduma parpali-
kuma, p&c tam titré ar salsskabes vai s€rskabes $kidumu.

Reagenti

Kalija sulfats.

Katalizators: vara (II) oksids (CuO) vai vara (II) sulfata pentahidrats
(CuSO,4 5H,0).

Granul@tais cinks.

Seérskabe, p20 = 1,84 g/ml.

Sérskabe, standarta volumetriskais $kidums, c(H,SO4) = 0,25 mol/l.
Sérskabe, standarta volumetriskais $kidums, c(H,SO4) = 0,10 mol/l.
Sérskabe, standarta volumetriskais $kidums, c¢(H,SO4) = 0,05 mol/l.

Metilsarkanais indikators; iz8kidina 300 mg metilsarkana 100 mililitros
etanola, o = 95-96 % (V/v).

Natrija  hidroksida  $kidums (var izmantot tehnisko) f
40 g/100 ml (m/v: 40 %).

Natrija hidroksids, standarta volumetriskais S$kidums c(NaOH)
0,25 mol/l.

Natrija hidroksids, standarta volumetriskais Skidums c(NaOH)
0,10 mol/l.

Salsskab& mazgati, izkarséti pumeka gabalini.

Acetanilids (kusanas temp. = 114 °C, N-saturs = 10,36 %).
Saharoze (nesatur slapekli).

Borskabe (H3BO3).

Metilsarkana indikatora $kidums: izSkidina 100 mg metilsarkana
100 mililitros etanola vai metanola.

Bromkrezolzala $kidums: iz§kidina 100 mg bromkrezolzala 100 milili-
tros etanola vai metanola.

Borskabes $kidums (10 g/l 1idz 40 g/l atkaribda no izmantotas ierices).

Ja izmanto kolorimetrisko galarezultata noteikSanu, tad metilsarkanais
un bromkrezolzalais indikators japievieno borskabes Skidumiem. Ja
sagatavo vienu litru borskabes $kiduma, tad pirms tilpuma korekcijas
pievieno 7 ml metilsarkana indikatora $kiduma (3.16. punkts) un 10 ml
bromkrezolzala $kiduma (3.17. punkts).

Atkariba no izmantota Gdens borskabes $kiduma pH limenis dazadas
partijas var but atSkirigs. Borskabes $kiduma pH ir jabit no 4.3 lidz
4.7. Biezi vien, lai ieglitu pozitivu tukSo analizi, $kidums jakorigg,
pievienojot nelielu sarma daudzumu.



02009R0152 — LV — 04.04.2024 — 009.001 — 28

5.2.

5.2.1.

5.2.2.

Piezime. Parasti var iegit labus korekcijas rezultatus, ja vienam litram
10 g/l borskabes pievieno apméram 3 ml lidz 4 ml NaOH
(3.11. punkts). Skidumu uzglaba istabas temperatiira un
uzglabasanas laika sarga no gaismas un no amonjaka tvaiku
avotiem.

Salsskabes standarta volumetriskais $kidums c(HCI) = 0,10 mol/l.

Piezime. Var izmantot citas volumetrisko Skidumu koncentracijas (3.5.,
3.6., 3.7., 3.10., 3.11. un 3.19. punkts), ja aprékinos veic
attiecigas korekcijas. Koncentraciju vienmér izsaka Iidz
Cetriem cipariem aiz komata.

Iekartas

lerices, kas piem@&rotas Skel$anai, destiléSanai un titréSanai saskana ar
Kjeldala metodi.

Procediira
Skelsana

No parauga ar precizitati [idz 0,001 g nem 1 g lielu iesvaru, ko parnes
skelsanas aparata kolba. Pievieno 15 g kalija sulfata (3.1. punkts), atbil-
stoSu daudzumu katalizatora (3.2. punkts) (0,3 lidz 0,4 g vara (II)
oksida vai 0,9 lidz 1,2 g vara (II) sulfata pentahidrata), 25 ml sérskabes
(3.4. punkts) un, ja vajadzigs, dazus pumeka gabalinus (3.12. punkts)
un kolbas saturu samaisa.

Kolbu sakuma karsé uzmanigi, ja vajadzigs, laiku pa laikam maisot,
I1dz masa ir karboniz&ta un vairs neputo; tad karse€Sanu pastiprina, lidz
Skidrums sak pastavigi varities. Pietiek karsdt, kad verdosa skabe
kondensg&jas uz kolbas sienam. Nedrikst pielaut kolbas parkarSanu un
organisko vielu dalinu pielipSanu pie tas sienam.

Kad Skidums klast dzidrs un gaiSi zal§, to turpina varit vél divas
stundas, tad lauj atdzist.

Destilesana

Uzmanigi pievieno vajadzigo tdens daudzumu, lai nodroSinatu, ka
sulfati pilniba izskist. Lauj atdzist, tad, ja vajadzigs, pievieno dazas
cinka granulas (3.3. punkts). Tad rikojas, ka noteikts 5.2.1. vai
5.2.2. punkta.

DestiléSana sérskabé

Atkariba no sagaidama slapekla satura destilacijas aparata uztveréj-
kolba precizi ieméra 25 ml sérskabes (3.5. punkts vai 3.7. punkts).
Pievieno dazus pilienus metilsarkana indikatora (3.8. punkts).

Skeldanas kolbu pievieno destilacijas aparata kondensatoram un
kondensatora galu iemérc Skidruma, kas ir uztvérgjkolba, vismaz
1 cm dzili (skatit 8.3. Novérojumu punktu). Nepielaujot amonjaka
zudumus (skatt 8.1. Noverojumu punktu), SkelSanas kolba Ieénam
ielej 100 ml natrija hidroksida $kiduma (3.9. punkts). Kolbu karsg,
Iidz destilgjas amonjaks.

DestiléSana borskabé

Ja destilata amonjaka saturu titré manuali, tad izmanto talak min&to
procediiru. Ja destiléSanas vieniba ir pilniba automatizéta un ietver ari
destilata amonjaka satura titréSanu, tad jaievéro razotaja noradijumi
attieciba uz destiléSanas vienibas darbinasanu.
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5.3.

5.4.

Savacgjkolbu, kura ir 25ml Iidz 30ml borskabes $kiduma
(3.18. punkts), novieto zem kondensatora izpludes ta, lai padeves
caurule atrastos zem borskabes $kiduma parakuma virsmas. Destilacijas
vienibu korigé, lai ta izdalitu 50 ml natrija hidroksida $kiduma
(3.9. punkts). Destilacijas vienibu darbina saskana ar razotaja noradi-
jumiem un atbrivoto amonjaku destilg, pievienojot natrija hidroksida
Skidumu. Destilatu uztver borskabg, kura uzpem Skidumu. Destilata
apjoms (destilacijas ar tvaiku laiks) ir atkarigs no slapekla daudzuma
parauga. levéro razotaja noradijumus.

Piezime. Pusautomatiskaja destiléSanas vientba natrija hidroksida
parpalikumu pievieno un tvaiku destilé automatiski.

Titrésana

Rikojas, ka noteikts 5.3.1. vai 5.3.2. punkta.

Sérskabe

Seérskabes parpalikumu savacgjkolba titré ar natrija hidroksida skidumu
(3.10. vai 3.11. punkts) atkariba no izmantotas sérskabes koncentra-
cijas, lidz tiek sasniegts galapunkts.

Borskabe

Savacgjkolbas saturu titré ar salsskabes standarta volumetrisko $kidumu
(3.19. punkts) vai ar s€rskabes standarta volumetrisko skidumu
(3.6. punkts), izmantojot bireti, un nolasa izmantota titranta daudzumu.

Ja pieméro kolorimetrisko galapunkta noteik$anu, tad galapunkts ir
sasniegts, kad paradas pirmas sartas krasas zimes. Provizoriski nosaka
biretes radijumu ar precizitati lidz 0,05 ml. Izgaismots magné&tiska
maisitaja trauks vai fotometrisks detektors var palidzet ieraudzit gala-
punktu.

To var izdarit automatiski, izmantojot tvaika destilétaju ar automatisko
titréSanu.

Jaieveéro razotdja noradijumi attiectba uz konkréta destilétaja vai desti-
|8taja/titrétaja izmantoSanu.

Piezime. Ja izmanto automatisko titréSanas sistému, tad titréSana sakas
taltt pec destilacijas sakSanas un kad ir izmantots 1 %
borskabes skidums (3.18. punkts).

Ja izmanto pilniba automatiz&tu destilacijas vienibu, tad amonjaka
automatisko titréSanu var veikt ari, ja galapunktu nosaka, izmantojot
potenciometrisko pH sisteému.

Tada gadijuma izmanto automatisko titrétaju ar pH meritaju. pH méri-
tajs ir attiecigi kalibréts pH 4 lidz pH 7 diapazona, ievérojot parastas
laboratorijas pH kalibrésanas procediras.

TitréSanas pH galapunktu sasniedz pie pH 4,6, kas ir stavakais punkts
titréSanas 1ikn€ (parlickuma punkts).

Tuksa parauga analize

Lai apstiprinatu, ka reagenti nesatur slapekli, veic tuk$a parauga analizi
(8kelSanu, destiléSanu un titréSanu), parauga vieta izmantojot 1 g saha-
rozes (3.14. punkts).
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6.1.

6.2.
6.2.1.

6.2.2.

Rezultatu aprekinasana

Aprekinus veic atbilstosi 6.1. vai 6.2. punktam.
Titrésanas aprékins atbilstosi 5.3.1. punktam

Jelproteina saturu, kas izteikts procentos no svara, aprékina péc $adas
formulas:

(Vo — V1) % ¢ % 0,014 x 100 x 6,25
m

kur:

Vo = NaOH tilpums (ml) (3.10. vai 3.11. punkts), ko izmanto tuksa
parauga analizg,

V; = NaOH tilpums (ml) (3.10. vai 3.11. punkts), ko izmanto parauga
titrésana,

o
Il

natrija hidroksida (3.10. vai 3.11. punkts) koncentracija (mol/l),
m = parauga svars (g).

Titrésanas aprékins atbilstosi 5.3.2. punktam

TitréSana ar salsskabi

Jelproteina saturu, kas izteikts procentos no svara, aprékina pec $adas
formulas:

(Vi— Vo) xcx 1,4%625

m
kur:
m = analiz§ama parauga svars (g),
¢ = salsskabes (3.19. punkts) standarta volumetriska $kiduma
koncentracija (mol/l),
Vo = tuksa parauga analizé izmantotas salsskabes tilpums (ml),
V, = analiz§jamam paraugam izmantotds salsskabes tilpums (ml).

TitréSana ar sérskabi

Jelproteina saturu, kas izteikts procentos no svara, aprékina péc $adas
formulas:

(V)= Vo) xcx28%625

m
kur:
m = analiz€ama parauga svars (g),
¢ = s@rskabes standarta volumetriska $kiduma (3.6. punkts) koncen-

tracija (mol/l),

Vo = tuksa parauga analizei izmantotas s€rskabes (3.6. punkts)
tilpums (ml),

V; = analiz€amam paraugam izmantotas s€rskabes (3.6. punkts)
tilpums (ml).
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7.2.

7.3.

8.2.

8.3.

8.4.

Metodes verifikacija

Atkartojamiba

No viena parauga divas paral€las noteikSanas iegilito rezultatu starpiba
nedrikst parsniegt:

— 0,4 % absolutaja vertiba, ja jelproteina saturs ir mazaks par 20 %,

— 2,0 % no lielakas vértibas, ja jelproteTna saturs ir no 20 % lidz
40 %,

— 0,8 % absoliitaja vertiba, ja jelproteina saturs ir lielaks par 40 %.

Reproducejamiba

Starpiba starp rezultatiem, kurus divas noteikSanas iegiist ar vienu
paraugu, bet dazadas laboratorijas, nedrikst parsniegt:

— 1,8 % absolutaja vertiba, ja jelproteina saturs ir mazaks par 20 %,

— 9,0 % no lielakas vertibas, ja jelproteina saturs ir no 20 % Iidz
40 %,

— 3,6 % absoliitaja vertiba, ja jélproteina saturs ir lielaks par 40 %.

Precizitate

Analizg (veicot skelSanu, destiléSanu un titréSanu) piemé&rota acetanilida
daudzuma (3.13. punkts) (pieméram, 0,2-0,3g) 1g saharozes
(3.14. punkts) klatbuitne; 1 g acetanilida patéré 14,80 ml serskabes
(3.5. punkts). Atgtstamibai jabut vismaz 99 %.

Noverojumi

lerice var biit manuala, pusautomatiska vai automatiska. Ja paraugs péc
SkelSanas japarvieto destiléSanai, tad parnesana javeic bez zudumiem.
Ja destilacijas aparata kolba nav aprikota ar pilinamo piltuvi, tad natrija
hidroksidu, [énam lejot gar kolbas sienu, pievieno tieSi pirms tas savie-
nosSanas ar kondensatoru.

Ja skelSanas produkts sacieté, tad noteikSanu atkarto, lietojot lielaku
daudzumu sérskabes (3.4. punkts), neka noradits 5.1. punkta.

Analiz&jot produktus ar zemu slapekla saturu, vajadzibas gadijuma
sérskabes (3.7. punkts) tilpumu uztvérgjkolba var samazinat Iidz
10 ml vai 15 ml un papildina lidz 25 ml ar Gdeni.

Regularai analizei, lai noteiktu j€lproteinu, var izmantot alternativas
analizes metodes, bet $aja C dala aprakstita Kjeldala metode ir stan-
dartmetode. Ar alternativo metodi (pieméram, DUMAS) iegiito rezul-
tatu lidzvértiba salidzinajuma ar standartmetodi japierada attieciba uz
katru matrici atseviski. Ta ka ar alternativo metodi iegiitie rezultati pat
péc lidzvertibas verifikacijas var nedaudz atskirties no rezultatiem, kas
iegliti ar standartmetodi, analizu zinojuma japiemin analizes metode,
kas izmantota j€lproteina noteikSanai.
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.

4.2.

43.

5.2

D. URINVIELAS NOTEIKSANA
Meérkis un tvérums

$i metode lauj noteikt tadas urinvielas daudzumu, ko izmanto ka
baribas piedevu atgremotaju bariba.

Princips

Paraugu kopa ar dzidrinasanas agentu iejauc Gdeni. Suspensiju filtre.
Urinvielas saturu filtrata nosaka péc 4-dimetilaminobenzaldehida (4-
DMAB) pievienosanas, me&rot optisko blivumu pie 420 nm vilpu
garuma.

Reagenti

4-dimetilaminobenzaldehida $kidums: iz8kidina 1,6 g 4-DAMB
100 mililitros 96 % ctanola un picvieno 10ml salsskabes (p2o
1,19 g/ml). So reagentu var glabat ne ilgak par divam nedélam.

Karesa I skidums: tdent izskidina 21,9 g cinka acetata, Zn(CH3COO),
2H,0, un 3 g ledus etikskabes. Papildina ar Gdeni Iidz 100 ml.

Karesa II skidums: tdent izskidina 10,6 g kalija ferocianida, K4 Fe(CN)g
3H,0. Papildina ar tideni [1dz 100 ml.

Aktiva ogle, kas neabsorb& urinvielu (japarbauda).

Urinviela, 0,1 % skidums (w/v).

Iekartas

Rotacijas tipa maisitdjs (tumblers): aptuveni 35 lidz 40 apgr./min.

Mgégenes: 160 x 16 mm ar pieslipéta stikla aizbazniem.

Spektrofotometrs.

Procediira
Parauga analize

Nosver 2 g parauga ar precizitati Iidz tuvakajam mg un kopa ar 1g
aktivas ogles (3.4. punkts) parnes 500ml tilpuma merkolba.
Pievieno 400 ml tdens un 5ml Karesa I $kiduma (3.2. punkts),
maisa apméram 30 sekundes un pievieno 5 ml Karesa II Skiduma
(3.3. punkts). Trisdesmit miniites maisa tumblera. Papildina ar tdeni
lidz tilpumam, sakrata un filtre.

Nonem 5 ml caurspidiga, bezkrasaina filtrata, parnes mégenés ar piesli-
péta stikla aizbazniem, pievieno 5 ml 4-DMAB skiduma (3.1. punkts)
un samaisa. Mégenes ievieto Gidens vanna 20 °C (+/— 4 °C) tempera-
tara. P&c piecpadsmit minGtém ar spektrofotometru pie 420 nm méra
parauga $kiduma optisko blivumu. Salidzina ar reagentu tuk$a parauga
analizes Skidumu.

Kalibrésanas likne

Nem pa 1, 2, 4, Sun 10 ml urinvielas Skiduma (3.5. punkts), parnes
100 ml tilpuma mérkolbas un papildina ar tdeni lidz tilpumam. Nem
Sml no katra S$kiduma, pievieno pa 5ml 4-DMAB $kiduma
(3.1. punkts), homogeniz€ un iepriek$ aprakstitaja veida méra optisko
blivumu pret kontrolskidumu, kas sastav no 5 ml 4-DMAB un 5 ml
tudens, kur$ nesatur urinvielu. Konstrué kalibréSanas Iikni.
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7.2.

Rezultatu aprekinasana

Urinvielas daudzumu parauga nosaka, izmantojot kalibréSanas likni.
Rezultatu izsaka procentos no parauga masas.

Metodes novértéjums

Atkartojamiba

Starpiba starp rezultatiem, kurus iegist divas noteikSanas, ko ar vienu
paraugu viena un taja pasa laboratorija veic tas pats operators, nedrikst
parsniegt:

— pie 420 nm

— 50 % no lielakas noteiktds vertibas, ja urinvielas saturs ir no
3 000 mg/kg I1dz 5 000 mg/kg,

— 25 % no lielakas noteiktas vertibas, ja urinvielas saturs ir no
5000 mg/kg lidz 7 000 mg/kg,

— 20 % no lielakas noteiktas veértibas, ja urinvielas saturs ir
vismaz 7 000 mg/kg;

— pie 435 nm

— 40 % no lielakas noteiktds vertibas, ja urinvielas saturs ir no
3 000 mg/kg I1dz 5 000 mg/kg,

— 25 % no lielakas noteiktas vertibas, ja urinvielas saturs ir no
5000 mg/kg lidz 9 000 mg/kg,

— 5% no lielakas noteiktas vértibas, ja urinvielas saturs ir vismaz
9 000 mg/kg.

Reproducéjamiba

Starpiba starp rezultatiem, kurus iegiist divas noteikSanas, ko veic ar
vienu paraugu, bet dazadas laboratorijas un/vai dazadi operatori,
nedrikst parsniegt:

— pie 420 nm

— 3000 mg/kg absoliitaja vertiba, ja urinvielas saturs ir no
3 000 mg/kg lidz 12 000 mg/kg,

— 4500 mg/kg absolutaja vértiba, ja urinvielas saturs ir vismaz
12 000 mg/kg;

— pie 435 nm

— 50 % no lielakas noteiktas vértibas, ja urinvielas saturs ir no
3 000 mg/kg I1dz 8 000 mg/kg,

— 25% no lielakas noteiktas vértibas, ja urinvielas saturs ir
vismaz 8 000 mg/kg.

Salidzino$a pétijuma rezultati

Tika organizéts ES starplaboratoriju salidzindjums, kura piedalijas
18 laboratorijas. Tika analiz&ti (viena analize) pieci pozitivi atgremo-
taju baribas paraugi (1. un 2. tabula apziméti “MAT”) aklas dubulta-
naliz€s, bet viens tukSais atgremotaju baribas paraugs tika analiz&ts
viena analizg.

Atkartojamibas (r) un reproducgjamibas (R) robezveértibu aprékini, ka
noteikts starptautiskajas vadlinijas, tika veikti péc galgjo punktu likvi-
désanas, izmantojot derigo vértibu dispersijas analizi.
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Aprékinatie metodes snieguma raditaji (atkartojamiba, reproducéja-
miba) ir redzami nakamajas tabulas. Neviena testétaja parauga, tostarp
tukSaja materiala, netika konstateti viltus pozitivi vai viltus negativi

rezultati.

1. tabula

Metodes snieguma raksturlielumi attiectba uz urinvielu, ko méra pie L = 420 nm visas baribas

sastavdalas

MAT 2 MAT 5 MAT 3 MAT 4 MAT 6

Aitas Govis Aitas Aitas Govis
Mérka masas dala (mg kg™) 3000 5000 7001 9036 11 000
Vidgja masas dala (mg kg™") 4241 6993 7 830 9962 12 071
Reproducgjamibas standartnovirze 1141 1303 985 994 1711
sk (mg kg™
Atkartojamibas standartnovirze 723 601 549 712 737
sy (mg kg™
Reproducgjamibas  relativa  standartnovirze 27 19 13 10 14
RSDr (%)
Atkartojamibas relativa standartnovirze RSD, 17 9 7 7 6
(%)
Reproducgjamibas robeza, R 3195 3 649 2759 2784 4790
[R = 2,8 x sg]
Atkartojamibas robeza, r 2024 1 684 1536 1994 2 064
[r =28xs,]

2. tabula
Metodes snieguma raksturlielumi attiectba uz urinvielu, ko méra pie A = 435 nm visas baribas
sastavdalas

MAT 2 MAT 5 MAT 3 MAT 4 MAT 6

Aitas Govis Aitas Aitas Govis
Mérka masas dala (mg kg™) 3000 5000 7001 9036 11 000
Vidgja masas dala (mg kg™ 4101 6 467 7 890 10 062 11 642
Reproducgjamibas standartnovirze 706 1194 675 745 1378
sr (mg kg™
Atkartojamibas standartnovirze 570 628 613 196 167
s (mg kg'')
Reproducgjamibas  relativa  standartnovirze 17 18 9 7 12
RSDg (%)
Atkartojamibas relativa standartnovirze RSD, 14 10 8 2 1
(7o)
Reproducgjamibas robeza, R 1977 3344 1 889 2087 3 859
[R = 2,8 % sg]
Atkartojamibas robeza, r 1596 1759 1715 549 467
[r=28xs]
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9.2.

9.3.

2.2.

Q)
Q)

Noveérojumi

Ja urinvielas saturs parsniedz 3 %, tad paraugu samazina Iidz 1 g vai
sakotngji pagatavoto Skidumu atSkaida ta, lai 500 mililitros nebiitu
vairak par 50 mg urinvielas.

Ja urinvielas saturs ir zems, tad parauga iesvara masu palielina, ievé-
rojot nosacijumu, ka no ta iegitais filtrats paliek caurspidigs un bezkra-
sains.

Ja paraugs satur tadus vienkarSus slapekla savienojumus ka amino-
skabes, tad optisko blivumu mera pie 420 nm vai 435 nm.

E. AMINOSKABJU (IZNEMOT TRIPTOFANU) NOTEIKSANA

Analizes metodes aminoskabju (iznemot triptofanu) noteikSanai ir
sadas:

— EN ISO 13903 “Dzivnieku bariba. Aminoskabju satura noteik$ana”,

— EN ISO 17180 “Dzivnieku bariba. Lizina, metionina un treonina
noteik$ana komercialos aminoskabju produktos un premiksos” (1),

— analizes metode, ka aprakstits turpmak 1.—10. punkta.

Meérkis un tvérums

ST metode lauj noteikt brivas (sinttiskas un dabigas) un kopgjas (ar
peptidsaitém saistitas un brivas) aminoskabes bariba, baribas maisi-
jumos un premiksos, kas satur mazak neka 10 % (*) katras amino-
skabes, izmantojot aminoskabju analizétaju. To izmanto, lai noteiktu
sadas aminoskabes: cist(e)ins, metionins, lizins, treonins, alanins, argi-
nins, aspartamskabe, glutaminskabe, glicins, histidins, izoleicins,
leicins, fenilalanins, prolins, serins, tirozins un valins.

Sis metode neskir dazadus aminoskabju salus un nediferencé amino-
skabju D un L formas. To nevar izmantot, lai noteiktu triptofana un
aminoskabju hidroksianalogus.

Princips
Brivas aminoskabes

Brivas aminoskabes ekstrahe ar atSkaiditu salsskabi. Lidzekstrah&tas
slapekla makromolekulas izgulsn@ ar sulfosalicilskabi un atdala
filtrgjot. Filtréto $kidumu korigé lidz pH 2,20. Aminoskabes sadala ar
jonu apmainas hromatografiju un péc reakcijas ar ninhidrinu nosaka
fotometriski pie 570 nm.

Kopéjas aminoskabes

Procediiru izvelas atkariba no nosakamajam aminoskabém. Pirms
hidrolizes cist(e)ins un metionins jaoksidé attiecigi lidz cisteinskabei
un metiontna sulfonam. Tirozins janosaka neoksid&tu paraugu hidro-
lizatos. Visas pargjas 1. punkta (Merkis un tvérums) min&tas amino-
skabes var noteikt oksidéta vai neoksidéta parauga.

EN 17180 paredzeta analizes metode ir alternativa metode, kas izmantojama, lai, veicot
oficialu kontroli, noteiktu aminoskabes bariba, kas satur vairak neka 10 % aminoskabju.
ST metode nav validéta kopiga izm@ginajuma attieciba uz premiksiem, kas satur vairak
neka 10 % baribas sastavdalu. Tomér ta ir izmantojama arT STm matricam ar atbilstosam
nelielam modifikacijam, ja metode p&c tam tiek validéta uzn@muma. Plagaku informaciju

skatit vietné https://ec.europa.eu/jrc/en/eurl/feed-additives/authorisation.
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.16.1.

3.16.2.

3.16.3.

Oksidésanu veic 0 °C temperatira ar peroksiskudrskabes/fenola maisi-
jumu. OksidéSanas reagenta parpalikumu sadala ar natrija disulfitu.
Oksidéto vai neoksidéto paraugu 23 stundas hidrolizé ar salsskabi
(3.20. punkts). Hidrolizatu korigé lidz pH 2,20. Aminoskabes sadala
ar jonu apmainas hromatografiju un péc reakcijas ar ninhidrinu nosaka
fotometriski pie 570 nm (440 nm prolinam).

Reagenti

Jaizmanto tGdens bidestilats vai lidzvertigas kvalitates Gidens (vaditspgja
< 10 uS).

Udenraza peroksids, w (w/w) = 30 %.
Skudrskabe, w (w/w) = 98-100 %.
Fenols.

Natrija disulfits.

Natrija hidroksids.

S-sulfosalicilskabes dihidrats.
Salsskabe, blivums apméram 1,18 g/ml.
Trinatrija citrata dihidrats.
2,2’-tiodietanols (tiodiglikols).

Natrija hlorids.

Ninhidrins.

Petroléteris, virSanas diapazons 40-60 °C.

Norleicins vai cits savienojums, kas piemérots izmantoSanai par iek$gjo
standartu.

Slapekla gaze (< 10 ppm skabekla).
1-oktanols.
Aminoskabes.

Standartvielas, kas min&tas 1. punkta (M&rkis un tvérums). Tiri savie-
nojumi, kuri nesatur kristalizacijas tdeni. Zavé vakuuma virs P,0s vai
H,SO,4 vienu nedélu pirms izmantoS$anas.

Cisteinskabe.
Metioninsulfons.
Natrija hidroksida skidums, ¢ = 7,5 mol/l:

tdent atsSkaida 300 g NaOH (3.5. punkts) un papildina 1idz vienam
litram.

Natrija hidroksida skidums, ¢ = 1 mol/l:

tdent at$kaida 40 g NaOH (3.5. punkts) un papildina lidz vienam
litram.

Skudrskabes—fenola $kidums:

samaisa 889 g skudrskabes (3.2. punkts) ar 111 g dudens un
pievieno 4,73 g fenola (3.3. punkts).
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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.

Hidrolizes maisijums, ¢ = 6 mol HCl/, kas satur 1 g fenola/l:

pievieno 1g fenola (3.3. punkts) uz 492 ml HCl (3.7. punkts) un
papildina lidz vienam litram ar tdeni.

Ekstrakcijas maistjums, ¢ = 0,1 mol HCI/l, kas satur 2 % tiodiglikola:
82ml HCl (3.7. punkts) atSkaida apméram ar 900 ml ddens,
pievieno 20 ml tiodiglikola (3.9. punkts) un papildina Iidz vienam
litram ar Gdeni (3.7. un 3.9. punkta minétas vielas tiesi nejaukt).

5-sulfosalicilskabe, B = 6 %:

izskidina 60 g 5-sulfosalicilskabes (3.6. punkts) Gident un papildina lidz
vienam litram ar Gdeni.

Oksidésanas maisijums (peroksiskudrskabe—fenols):

neliela varglazé samaisa 0,5 ml Gidenraza peroksida (3.1. punkts) ar
4,5 ml skudrskabes un fenola $kiduma (3.19. punkts). Iztur 20-30 °C
temperatfira vienu stundu, lai izveidojas peroksiskudrskabe, tad atdzesé
ledusvanna (15 min), pirms pievieno paraugam.

Uzmanibu: izvairities no saskares ar adu un valkat aizsargapgérbu!
Citrata buferskidums, ¢ = 0,2 mol Na'/l, pH 2,20:

iz8kidina 19,61 g natrija citrata (3.8. punkts), 5ml tiodiglikola
(3.9. punkts), 1 g fenola (3.3. punkts) un 16,50 ml HCI (3.7. punkts)
apméram 800 mililitros tidens. Korigé pH limeni lidz 2,20. Papildina ar
ddeni I1dz vienam litram.

Eluacijas buferskidumi, sagatavoti atbilsto§i izmantota analiz&taja
(4.9. punkts) apstakliem.

Ninhidrina reagents, sagatavots atbilstosi izmantota analizétaja apstak-
liem (4.9. punkts).

Aminoskabju standarta $kidumi. Min&tos skidumus uzglaba tempera-
tara zem 5 °C.

Aminoskabju rezerves standartSkidums (3.16.1. punkts).
¢ = 2,5 umol/ml no katra salsskabg.
Var iegit komerciali.

Cisteinskabes un metionina sulfona rezerves standartskidums, ¢ =
1,25 pmol/ml.

1zskidina 0,2115 g cistetnskabes (3.16.2. punkts) un 0,2265 g metionina
sulfona (3.16.3. punkts) citrata buferskiduma (3.24. punkts) viena litra
mérkolba un papildina I1dz zimei ar citrata buferSkidumu. Uzglaba
temperatiird, kas zemaka par 5 °C, ne ilgak ka 12 me&neSus. Min&to
Skidumu neizmanto, ja rezerves standartskidums (3.27.1. punkts) satur
cisteTnskabi un metiontna sulfonu.

Ieksgja standarta rezerves standartSkidums, piem&ram, norleicins, ¢ =
20 pmol/ml.

Iz8kidina 0,6560 g norleicina (3.13. punkts) citrata buferskiduma
(3.24. punkts) mérkolba un papildina Iidz 250 ml ar citrata buferski-
dumu. Uzglaba temperatira, kas zemaka par 5 °C, ne ilgak ka seSus
meénesus.
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3.27.4.

3.27.5.

4.2.

4.3.

44.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

Standarta aminoskabju kalibrésanas $kidums izmantoSanai ar hidroliza-
tiem, ¢ = 5 nmol/50 pl cisteinskabes un metioninsulfona un ¢ =
10 nmol/50 pl pargjo aminoskabju. Izskidina 2,2 g natrija hlorida
(3.10. punkts) 100 ml tilpuma varglazé ar 30 ml citrata buferskiduma
(3.24. punkts). Pievieno 4,00 ml aminoskabju rezerves standart$kiduma
(3.27.1. punkts), 4,00 ml cisteinskabes un metioninsulfona rezerves
standart§$kiduma (3.27.2. punkts) un 0,50 ml iek$gja standarta rezerves
standartskiduma (3.27.3. punkts), ja to izmanto. Korigé pH limeni lidz
2,20, izmantojot natrija hidroksidu (3.18. punkts).

Kvantitativi parnes 50 ml mérkolba un papildina lidz zimei ar citrata
buferskidumu (3.24. punkts), un samaisa.

Uzglaba temperatiira, kas zemaka par 5 °C, ne ilgak ka 3 meéneSus.

Skatit arT 9.1. Noveérojumu punktu.

Standarta aminoskabju kalibrésanas $kidums izmantoSanai ar hidroliza-
tiem, kas sagatavoti atbilstosi 5.3.3.1. punktam, un izmantoSanai ar
ekstraktiem (5.2. punkts). Kalibrésanas skidumu sagatavo saskana ar
3.27.4. punktu, tikai nepievieno natrija hloridu.

Uzglaba temperatiira, kas zemaka par 5 °C, ne ilgak ka 3 menesSus.

Iekartas

100 vai 250 ml apalkolba ar atteces kondensatoru.

100 ml borsilikata stikla pudele ar skrav&jamu korki ar gumijas/teflona
drivéjumu (piem&ram, Duran, Schott) izmantoSanai krasni.

Krasns ar mehanisko ventilaciju un temperatiiras regulatoru, kura preci-
zitate ir augstaka par = 2 °C.

pH méritajs (trTs skaitli aiz komata).

Membranfiltrs (0,22 pm).

Centrifuga.

Rotacijas vakuumiztvaicetajs.

Mehaniskais kratitajs vai magnétiskais maisitajs.

Aminoskabju analiz&tajs vai HPLC iekarta ar jonu apmainas kolonnu,
ierice ninhidrinam, p&ckolonnas derivatizacija un fotometrs.

Kolonnu piepilda ar sulfon&tiem polistirola svekiem, kas spg&j atdalit
aminoskabes citu no citas un no pargjiem ninhidrinpozitiviem materia-
liem. Plismu bufera un ninhidrina Iinija nodrosina stkni, kuru plismas
stabilitate ir = 0,5 % perioda, kas ietver gan standarta kalibréSanas
norisi, gan parauga analizi.

Ar daziem aminoskabju analiz&tajiem var izmantot hidrolizes proce-
daras, kuras hidrolizata natrija koncentracija ir ¢ = 0,8 mol/l un hidro-
lizats satur visu atliku$o skudrskabi no oksidacijas posma. Pargjas
pietickami labi neatdala dazas aminoskabes, ja hidrolizats satur skudr-
skabes parpalikumu un/vai augstu natrija jonu koncentraciju. Tada
gadijuma skabes tilpumu samazina, p&c hidrolizes un pirms pH limena
korekcijas iztvaicgjot apméram lidz 5 ml. Iztvaic€Sanu veic vakuuma
augstakais 40 °C temperatira.
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5.2.

5.3.
53.1.

Procedura
Parauga sagatavosana

Paraugu samal, lai tas izsijatos caur sietu ar 0,5 mm acojumu. Paraugi,
kuros ir liels mitruma saturs, pirms malSanas vai nu jaizkalté tempera-
kuros ir liels tauku saturs, pirms malSanas ekstrah& ar petrol&teri
(3.12. punkts).

Brivo aminoskabju noteiksana bariba un premiksos

Attiecigu daudzumu (1-5 g) sagatavota parauga (5.1. punkts) ar preci-
zitati 1idz 0,2 mg iesver koniska kolba un pievieno 100,0 ml ekstra-
kcijas maisijuma (3.21. punkts). Maisfjumu 60 miniites krata, izman-
tojot mehanisko kratitaju vai magnétisko maisitaju (4.8. punkts). Lauj
nogulsném nogulsnéties un 10,0 ml Skiduma aug$gja slana ar pipeti
iepilina 100 ml varglaze.

Pievieno 5,0 ml sulfosalicilskabes skiduma (3.22. punkts), vienlaikus
maisot, un turpina maistt ar magn&tisko maisitaju piecas minites.
Skiduma auggjo slani filtrg vai centrifugg, lai atdalitu visas nogulsnes.
Ievieto 10,0 ml iegtta $kiduma 100 ml varglazé un korigé pH limeni
lidz 2,20, izmantojot natrija hidroksida $kidumu (3.18. punkts), parnes
uz attieciga tilpuma mérkolbu, izmantojot citrata buferSkidumu
(3.24. punkts), un papildina Iidz zimei ar buferskidumu (3.24. punkts).

Ja izmanto ieks€jo standartu, tad pievieno 1,00 ml ieks€ja standarta
(3.27.3. punkts) uz katriem 100 ml galiga Skiduma un papildina lidz
zimei ar buferskidumu (3.24. punkts).

Veic nakamo hromatografijas posmu atbilstosi 5.4. punktam.

Ja ekstraktus neparbauda taja pasa diena, tad tie jauzglaba temperatiira,
kas zemaka par 5 °C.

Kopéjo aminoskabju noteiksana
Oksidacija

No 0,1 Iidz 1 g sagatavota parauga (5.1. punkts) ar precizitati lidz
0,2 mg iesver:

— 100 ml apalkolba (4.1. punkts) valgjai hidrolizei (5.3.2.3. punkts)
vai

— 250 ml apalkolba (4.1. punkts), ja ir prasita zema natrija koncentra-
cija (5.3.3.1. punkts), vai

— 100 ml pudelg ar skruvejamu korki (4.2. punkts) sl&gtai hidrolizei
(5.3.2.4. punkts).

Nosveértaja apjoma, no kura nem paraugu, slapekla saturam jabut
apm&ram 10 mg un mitruma saturam — ne vairak par 100 mg.

Kolbu/pudeli ievieto ledusvanna un atdzesé lidz 0 °C, pievieno 5 ml
oksidéSanas maisTjuma (3.23. punkts) un samaisa, izmantojot stikla
lapstinu ar liektu galu. Kolbu/pudeli, kura ir lapstina, cie$i noslédz ar
hermétisku plévi, ievieto ledusvannu ar noslégto trauku ledusskapi 0 °C
temperatlira un atstaj uz 16 stundam. P&éc 16 stundam iznem no ledus-
skapja un sadala oksidéSanas reagenta parpalikumu, pievienojot 0,84 g
natrija disulfita (3.4. punkts).

Rikojas, ka noteikts 5.3.2.1. punkta.
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53.2.
53.2.1.

53.22.

5.3.2.3.

53.2.4.

5.33.1.

Hidrolize

Oksidéto paraugu hidrolize

Oksidétajam paraugam, kas sagatavots atbilsto$i 5.3.1. punktam,
pievieno 25 ml hidrolizes maisijuma (3.20. punkts), raugoties, lai
tiktu noskalotas visas parauga atlickas, kas pielipusas trauka malam
un lapstinai.

Atkariba no izmantotas hidrolizes procediras rikojas, ka noteikts
5.3.2.3. vai 5.3.2.4. punkta.

Neoksid@to paraugu hidrolize

100 ml vai 250 ml apalkolba (4.1. punkts) vai 100 ml pudelg, kas apri-
kota ar skriivgjamu vacinu (4.2. punkts), ar precizitati lidz 0,2 mg
iesver no 0,1 lidz 1g sagatavota parauga (5.1. punkts). Slapekla
saturam iesveértaja analiz€jama parauga jabit apméram 10 mg. Uzma-
nigi pievieno 25 ml hidrolizes maisijuma (3.20. punkts) un samaisa ar
paraugu. Rikojas, ka noteikts 5.3.2.3. vai 5.3.2.4. punkta.

Atverta hidrolize

Maistjumam  kolba (kas sagatavots atbilstosi 5.3.2.1.  vai
5.3.2.2. punktam) pievieno tris stikla lodites un vara, maisijumam
attecé nepartraukti burbulojot 23 stundas. P&c hidrolizes pabeigSanas
kondensatoru noskalo ar 5ml citrata buferSkiduma (3.24. punkts).
Kolbu atvieno un atdzesé ledusvanna.

Rikojas, ka noteikts 5.3.3. punkta.
Slegta hidrolize

Pudeli ar maisfjumu, kas sagatavots saskana ar 5.3.2.1. wvai
5.3.2.2. punktu, ievieto krasni (4.3. punkts) 110 °C temperatiira.
Pirmaja stunda, lai novérstu spiediena uzkraSanos (kas notiek gazveida
vielu veidoSanas d€l) un lai novérstu spradzienu, uz trauka augsas
uzliek skriivéjamu vacinu. Trauku neaizver ar vacinu. P&c vienas
stundas trauku aizver ar vacinu un atstaj krasnt (4.3. punkts) 23 stundas.
P&c hidrolizes pabeigSanas pudeli iznem no krasns, uzmanigi atver
pudeles vacinu un pudeli ieliek ledusvanna. Atstaj atdzist.

Atkariba no procediiras, kadu izmanto pH Ilimena korekcijai
(5.3.3. punkts), kvantitativi parnes pudeles saturu 250 ml varglazg vai
250 ml apalkolba, izmantojot citrata buferskidumu (3.24. punkts).

Rikojas, ka noteikts 5.3.3. punkta.

pH IlTmena korekcija

Lai korigétu pH limeni, atkariba no aminoskabes analizétaja
(4.9. punkts) natrija tolerances rikojas atbilstosi 5.3.3.1. wvai
5.3.3.2. punktam.

Hromatografijas sisttmam (4.9. punkts), kuram nepiecieSama zema
natrija koncentracija

Ja izmanto aminoskabju analiz&tajus, kuriem nepiecieSama zema natrija
koncentracija (kad skabes tilpums jasamazina), ieteicams izmantot
ieksgjas rezerves standartskidumu (3.27.3. punkts).

Tada gadijuma hidrolizatam pirms iztvaic€Sanas pievieno 2,00 ml
ieks€jas rezerves standartSskiduma (3.27.3. punkts).

Pievieno divus pilienus 1-oktanola (3.15. punkts) hidrolizatam, kas
iegits saskana ar 5.3.2.3. vai 5.3.2.4. punktu.
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53.3.2.

5.4.

Izmantojot rotacijas iztvaicétaju (4.7. punkts), vakuuma un 40 °C gradu
temperatlird samazina tilpumu Iidz 5-10 ml. Ja tilpumu nejausi sama-
zina lidz mazak neka 5 ml, tad hidrolizats jaizmet un analize jasak no
jauna.

Ar natrija hidroksida Skidumu (3.18. punkts) korigé pH Iimeni lidz
2,20 un rikojas, ka noteikts 5.3.4. punkta.

Visiem par€jiem aminoskabju analizétajiem (4.9. punkts)

Hidrolizatus, kas iegiiti saskana ar 5.3.2.3. vai 5.3.2.4. punktu, dal&ji
neitraliz€ un, uzmanigi maisot, pievieno 17 ml natrija hidroksida
Skiduma (3.17. punkts), un nodrosina, lai temperatiira biitu zem 40 °C.

Korigé pH Iimeni lidz 2,20 istabas temperatlird, izmantojot natrija
hidroksida $kidumu (3.17. punkts) un visbeidzot — natrija hidroksida
Skidumu (3.18. punkts). Pariet pie 5.3.4. punkta.

Parauga S$kidums hromatografijai

Kvantitativi parnes pH korig€to hidrolizatu (5.3.3.1. vai 5.3.3.2. punkts)
ar citrata buferskidumu (3.24. punkts) 200 ml tilpuma mérkolba un
papildina I1dz zimei ar buferskidumu (3.24. punkts).

Ja ieks$@jais standarts nav jau izmantots, tad pievieno 2,00 ml ieksgja
standarta (3.27.3. punkts) un papildina Iidz zimei ar citrata buferski-
dumu (3.24. punkts). Ripigi samaisa.

Pariet pie hromatografijas posma (5.4. punkts).

Ja parauga Skidumus neparbauda taja pasa diena, tad tie jauzglaba
temperattira, kas zemaka par 5 °C.

Hromatografija

Pirms hromatografijas ekstraktu (5.2. punkts) vai hidrolizatu
(5.3.4. punkts) sasilda lidz istabas temperattirai. Maisjjumu sakrata un
piemérotu daudzumu izfiltré caur 0,22 pm membranfiltru (4.5. punkts).
leglito dzidro $kidumu paklauj jonu apmainas hromatografijai, izman-
tojot aminoskabju analiz&taju (4.9. punkts).

Injekciju var veikt manuali vai automatiski. Ir svarigi, lai kolonna
standartu un paraugu analizei tiktu pievienots vienads S$kiduma
daudzums + 0,5 %, iznemot gadijumus, kad izmanto ieksgjo standartu,
un lai natrija/aminoskabes proporcijas standarta un parauga Skidumos
butu péc iesp&jas lidzigakas.

Parasti kalibréSanas posmu bieZzums ir atkarigs no ninhidrina reagenta
stabilitates un analizu sistémas. Standartu vai paraugu atSkaida ar
citrata buferskidumu (3.24. punkts), lai uzraditu standarta smailes
laukumu 30-200 % apméra no parauga aminoskabes smailes laukuma.

Aminoskabju hromatografija nedaudz atskirsies atkartba no izmantota
analiz&taja tipa un svekiem. IzvEl&tajai sistémai jaspgj atdalit amino-
skabes citu no citas un no ninhidrinpozitiviem materialiem. Darbibas
diapazona hromatografiskajai sistémai jasniedz lineara atbilde uz
parmainam to aminoskabju daudzumos, ko pievieno kolonna.

Kad analizé (nosakamo aminoskabju) ekvimolaru skidumu, tad hroma-
tografijas posma laika pieméro talak minétds minimuma un maksi-
muma attiecibas. Tadam ekvimolaram $kidumam jasatur vismaz 30 %
no katras aminoskabes maksimalas slodzes, ko var precizi izmeérit,
izmantojot aminoskabju analiz&taja sist€ému (4.9. punkts).
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6.1.

Lai atdalitu treoninu-serinu, minimuma un maksimuma attieciba zema-
kajai no divam aminoskab&m, kuras parklajas hromatogramma, nedrikst
parsniegt 2:10 (ja nosaka tikai cist(e)inu, metioninu, treoninu un lizinu,
tad nepietickama atdaliS8ana no blakusesoSajam smailém negativi
ieteckm@s noteikSanu). Visam pargjam aminoskabém atdalijumam
jabut precizakam par 1:10.

Sist€mai janodroS$ina, lai lizins tiktu atdalits no “lizina artefaktiem” un
ornitina.

Rezultatu apréekinasana

Parauga un standarta smailu laukumu meéra katrai atseviskai amino-
skabei un aprékina aminoskabes (X) daudzumu gramos uz kilogramu
parauga.

_AxcxMxV
" B xm x 1000

Ja izmanto iek$€jo standartu, reizina ar: g

A = smailes laukums, hidrolizats vai ekstrakts,
B = smailes laukums, kalibrésanas standartskidums,
C = smailes laukums, iek$&jais standarts hidrolizata vai ekstrakta,

D = smailes laukums, ieksgjais standarts, kalibréSanas standartSki-
dums,

M = nosakamas aminoskabes molmasa,
¢ = standarta koncentracija pmol/ml,

m = parauga svars (g) (korigéts lidz sakotn&am svaram, ja kaltéts vai
attaukots),

V = ml kopgja hidrolizata (5.3.4. punkts) vai ml ekstrakta aprékinata
kopgja atSkaidTjuma tilpuma (6.1. punkts).

Cisttnu un cistetnu nosaka ka cistetnskabi oksid&ta parauga hidroli-
zatos, bet aprékina ka cistinu (CgH1,N,O4S,, M 240, g/mol), izman-
tojot M 120,15 g/mol (= 0,5 x 240,30 g/mol).

Metioninu nosaka ka metionina sulfonu oksidéta parauga hidrolizatos,
bet aprékina ka metionTnu, izmantojot metiontna M: 149,21 g/mol.

Pievienoto brivo metioninu nosaka péc tam, kad tas ekstrahéts ka
metionins, aprékinam izmanto to pasu M.

Ekstraktu kopgjo atskaidijuma tilpumu (F), lai noteiktu brivas amino-
skabes (5.2. punkts), aprékina $adi:

p_100mix (10ml+5ml) Vv

10 ml 10

V = galiga ekstrakta tilpums.

Metodes novértéjums

Minéto metodi parbaudija starptautiska limeni 1990. gada, salidzinot
rezultatus starp laboratorijam, izmantojot Cetras dazadas baribas
(baribas maisfjumu cikam, baribas maisijumu broileriem, proteinu
koncentratu un premiksu).
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7.1.

7.2.

Piezime. Metode ir parbaudita otra starptautiska petjjuma 2003. gada,
salidzinot rezultatus starp laboratorijam, izmantojot broileru
nobaro$anas beigu posma baribas, broileru nobaroSanas
sakuma posma baribas, kukuriizas, zivju miltu un majputnu
miltu neatpazistamu paraugu parus. Sikaku informaciju skatit

EN ISO 13903.

1990. gada veiktas salidzinasanas vid&o un standartnovirzu rezultati,
kas iegiiti péc galgjo punktu likvidéSanas, ir noraditi tabulas Saja

punkta.

Vidgjie lielumi g/kg

Aminoskabe
Standart-materials
Treonins Cist(e)Ins Metionins Lizins
Baribas maisfjums cikam 6,94 3,01 3,27 9,55
n =15 n =17 n=17 n=13
Baribas maisijums broileriem 9,31 3,92 5,08 13,93
n =16 n =18 n =18 n =16
Proteinu koncentrats 22,32 5,06 12,01 47,74
n =16 n =17 n =17 n=15
Premikss 58,42 — 90,21 98,03
n =16 n =16 n =16
n = iesaistito laboratoriju skaits.
Atkartojamiba
Iepriek§ minéta savstarp&ja salidzinajuma atkartojamiba, kas izteikta ka
“laboratorijas standartnovirze”, ir noradita talak tabula.
Variacijas koeficients (%) atkartojamibai (CV,)
Aminoskabe
Standart- materials
Treonins Cist(e)ins Metionins Lizins
Baribas maisfjums cikam 1,9 3,3 34 2,8
n=15 n =17 n =17 n=13
Baribas maisijums broileriem 2,1 2,8 3,1 2,1
n =16 n =18 n =18 n =16
Proteinu koncentrats 2,7 2,6 2,2 2,4
n =16 n=17 n=17 n=15
Premikss 2,2 — 2,4 2,1
n =16 n =16 n =16

n = iesaistito laboratoriju skaits.

Reproducejamiba

Starplaboratoriju standartnovirzu rezultati, kas iegati iepriek§ minétaja
savstarpgja salidzinajuma, ir noraditi talak tabula.
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9.2.

9.3.

10.

10.1.

Variacijas koeficients (%) reproducéjamibai (CVg)

Aminoskabe
Standart- materials
Treonins Cist(e)ins Metionins Lizins
Baribas maisTjums cikam 4,1 9,9 7,0 3,2
n =15 n=17 n=17 n=13
Baribas maistjums broileriem 5,2 8,8 10,9 5,4
n =16 n =18 n =18 n =16
Proteinu koncentrats 3,8 12,3 13,0 3,0
n =16 n =17 n =17 n=15
Premikss 43 — 6,9 6,7
n =16 n =16 n =16

n = iesaistito laboratoriju skaits.

Standartmaterialu izmantoSana

Metodes pareizu piem&roSanu verificg, atkartoti mérot sertificétus stan-
dartmaterialus, kad tie ir pieejami. Ir ieteicama kalibr&Sana ar sertificétu
aminoskabes kalibrésanas skidumu.

Novérojumi

Ta ka starp aminoskabju analiz&tajiem ir atSkiribas, tad par pamatnos-
tadni nem standarta aminoskabju (skatit 3.27.4. un 3.27.5. punktu) un
hidrolizata (skattt 5.3.4. punktu) kalibrésanas $kidumu galigas koncen-
tracijas.

Aparata linearas reakcijas diapazons japarbauda attiectba uz visam
aminoskabém.

Standartskidumu atSkaida ar citrata buferskidumu, lai uzraditu smailes
laukumus diapazona vida.

Ja izmanto augstas izSkirtsp&jas Skidruma hromatografijas aprikojumu,
lai analiz&tu hidrolizatus, tad eksperimenta apstakli jaoptimize saskana
ar razotdja ieteikumiem.

Saskana ar So metodi analizgjot baribu, kas satur vairak par 1 % hlorida
(koncentratu, mineralbaribu, papildbaribu), var iegiit pazeminatus rezul-
tatus attiectba uz metioninu, un tap&c ta jaapstrada Tpasi.

Izpildijuma kriteriji

Apkopojot rezultatus (iznemot tirozinu), kas iegiiti divos salidzinoSajos
petijumos (1990. gada, par kuru zinots ieprieks 7. punkta, un 2005. gada,
par kuru zinots EN/ISO 13903), ir iegtti $adi atkartojamibas un repro-
ducgjamibas kritériji. Vertibas, kas ieglitas Sajos divos starplaboratoriju
testos, var nebiit piemérojamas nenoraditiem koncentracijas diapazo-
niem un matricam.

Atkartojamiba

Starpiba starp rezultatiem, kurus iegiist divas noteikSanas, ko ar vienu
paraugu viena un tai pasa laboratorija veic tas pats operators, nedrikst
parsniegt:

— attieciba uz glicinu, analinu, lizinu, prolinu, glutaminskabi, izolei-
cinu un histidinu — 6 % no lielakas kopgjo aminoskabju vértibas,

— attieciba uz treoninu, fenilalaninu, metioninu, aspartamskabi un
leicinu — 8 % no lielakas kop&jo aminoskabju vértibas,
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10.2.

— attieciba uz argininu un valinu — 10 % no lielakas kop&jo amino-
skabju vertibas,

— 12 % no liclakas kopgjas serina aminoskabes vértibas,
— 15 % no lielakas kopgjas cist(e)ina aminoskabes vertibas.

Reproducejamiba
Starpiba starp rezultatiem, kurus iegiist divas noteikSanas, ko veic ar

vienu paraugu, bet dazadas laboratorijas un/vai dazadi operatori,
nedrikst parsniegt:

— attieciba uz glicinu, analinu un treoninu — 15 % no lielakas kopgjo
aminoskabju vertibas,

— attiectba uz lizinu, prolmu, fenilalaninu, metiontnu un aspartam-
skabi — 20 % no lielakas kop&jo aminoskabju vértibas,

— attiectba uz glutaminskabi un leicinu — 22 % no lielakas kopgjo
aminoskabju vertibas,

— 27 % no lielakas kop@jas arginina aminoskabes vértibas,
— 32 % no lielakas kop@jas izoleicina aminoskabes vertibas,

— attieciba uz valinu un serinu — 35 % no lielakas kop&jo amino-
skabju vértibas,

— 40 % no lielakas kopgjas histidina aminoskabes vértibas,

— 50 % no lielakas kopgjas cist(e)ina aminoskabes vertibas.

F. TRIPTOFANA NOTEIKSANA

Analizes metodes triptofana noteikSanai ir Sadas:
— EN ISO 13904 “Dzivnieku bariba. Triptofana satura noteiksana”,
— analizes metode, ka aprakstits turpmak 1.-9. punkta.

Meérkis un tvérums

ST metode lauj noteikt kop&jo un brivo triptofanu bariba. Taja neizskir
D un L formu.

Princips

Lai noteiktu kopgjo triptofanu, paraugu hidroliz€ sarmainos apstaklos
ar piesatinatu barija hidroksida skidumu un 20 stundas karse Iidz 110 °©
C temperattirai. Pec hidrolizes pievieno ieks€jo standartu.

Lai noteiktu brivo triptofanu, paraugu ekstrah& nedaudz skaba vide
iek$gja standarta klatbiitng.

Triptofanu un ieksgjo standartu hidrolizata vai ekstrakta nosaka, izman-
tojot augstas izSkirtsp&jas Skidruma hromatografiju (//PLC) ar fluores-
cences noteikSanu.

Reagenti

Jaizmanto tdens bidestilats vai lidzvértigas kvalitates tidens (vaditsp&ja
< 10 pS/cm).
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3.2.

3.3.

3.4

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.11.

Standartviela: triptofans (tiriba/saturs > 99 %), kas izzavéts vakuuma
virs fosfora pentoksida.

Ieksgja standartviela: a-metil-triptofans (tiriba/saturs > 99 %), kas izza-
véts vakuuma virs fosfora pentoksida.

Barija hidroksida oktahidrats (jartpgjas, lai Ba(OH),.8 H,O parmérigi
nepaklautu gaisa iedarbibai, lai izvairitos no BaCOj; veidoSanas, kas
var€tu traucét noteikSanu) (skatit 9.3. Noveérojumu punktu).

Natrija hidroksids.

Ortofosforskabe, w (w/w) = 85 %.
Salsskabe, py 1,19 g/ml.

Metanols, ekvivalents HPLC tiribas pakapei.
Petroléteris, virSanas diapazons 40-60 °C.
Natrija hidroksida $kidums, ¢ = 1 mol/l

Uden1 at$kaida 40,0 g NaOH (3.5. punkts) un papildina lidz vienam
litram ar @ideni (3.1. punkts).

Salsskabe, ¢ = 6 mol/l.

492 ml HCI (3.7. punkts) papildina Iidz vienam litram ar fideni.
Salsskabe, ¢ = 1 mol/l.

82 ml HCI (3.7. punkts) papildina Iidz vienam litram ar Gdeni.

Salsskabe, ¢ = 0,1 mol/l.

8,2 ml HCI (3.7. punkts) papildina lidz vienam litram ar Gdeni.
Ortofosforskabe, ¢ = 0,5 mol/l.

Panem 34 ml ortofosforskabes (3.6. punkts) un papildina 1idz vienam
litram ar Gdeni (3.1. punkts).

Koncentréts triptofana skidums (3.2. punkts), ¢ = 2,50 pumol/ml.

500 ml tilpuma merkolba izSkidina 0,2553 g triptofana (3.2. punkts)
salsskabé (3.13. punkts) un papildina lidz zimei ar salsskabi
(3.13. punkts). Uzglaba —18 °C temperatiira ne ilgak ka cetras ned¢las.

Koncentréts ieksgjais standartskidums, ¢ = 2,50 umol/ml.

500 ml tilpuma mérkolba salsskabé (3.13. punkts) izskidina 0,2728 g a-
metil-triptofana (3.3. punkts) un papildina Iidz zimei ar salsskabi
(3.13. punkts). Uzglaba —18 °C temperatira ne ilgak ka cetras ned¢las.

Triptofana kalibrésanas standart$kidums un ieks$gjais standarts.

Nem 2,00 ml koncentréta triptofana (3.15. punkts) Sskiduma un 2,00 ml
koncentréta  ieksgja standarta (a-metil-triptofana) skiduma
(3.16. punkts). Atskaida ar tdeni (3.1. punkts) un metanolu
(3.8. punkts) aptuveni lidz tadam paSam tilpumam un aptuveni tadai
pasai metanola koncentracijai (10-30 %) ka gatavajam hidrolizatam.

Mingtais $kidums jasagatavo svaigs pirms izmanto$anas.

Sagatavosanas laika jauzmana, lai nepieklust tieSa saules gaisma.
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3.20.

3.21.

3.22.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

5.2.

Etikskabe.
1,1,1-trihlor-2-metil-2-propanols.
Etanolamins w (w/w) > 98 %.

1 g 1,1,1-trihlor-2-metil-2-propanola (3.19. punkts) §kidums 100 milili-
tros metanola (3.8. punkts).

Kustiga faze priek§ HPLC: 3,00 g etikskabes (3.18. punkts) + 900 ml
ddens (3.1. punkts) + 50,0 ml 1,1,1-trihlor-2-metil-2-propanola
(3.19. punkts) skiduma (3.21. punkts) metanola (3.8. punkts)
(1 g/100 ml). pH limeni korigé Iidz 5,00 (3.20. punkts). Papildina ar
tdeni lidz 1 000 ml (3.1. punkts).

Iekartas

HPLC iekarta ar spektrofluorimetra detektoru.

Skidrumu hromatografa kolonna, 125 x 4 mm, Cyg, 3 um iesainojums,
vai lidzvertiga.

pH méritajs.

Polipropiléna kolba, 125 ml tilpums, ar platu kaklu un skrav&amu
korki.

Membranfiltrs, 0,45 um.

Autoklavs, 110 (+ 2) °C, 1,4 (+ 0,1) bari.
Mehaniskais kratitajs vai magné&tiskais maisitajs.
Virpulmikseris.

Procediira
Paraugu sagatavosana

Paraugu samal, lai tas izsijatos caur sietu ar 0,5 mm acojumu. Paraugi,
kuros ir liels mitruma saturs, pirms malSanas vai nu jaizkalté tempera-
kuros ir liels tauku saturs, pirms malSanas ekstrah& ar petroléteri
(3.9. punkts).

Briva triptofana noteiksSana (ekstrakts)

AttiecTgu apjomu (1-5 g) sagatavota parauga (5.1. punkts) ar precizitati
Iidz 1mg iesver koniskd kolba. Pievieno 100,0 ml salsskabes
(3.13. punkts) un 5,00 ml koncentréta iekseja standartSkiduma
(3.16. punkts). Krata vai maisa 60 mindtes, izmantojot mehanisko
kratitaju vai magnétisko maisitaju (4.7. punkts). Lauj nogulsném
nogulsnéties un 10,0 ml Skiduma augsgja slana ar pipeti iepilina
varglazé. Pievieno 5 ml ortofosforskabes (3.14. punkts). Korigé pH
Itmeni lidz 3, izmantojot natrija hidroksidu (3.10. punkts). Pievieno
pietickami daudz metanola (3.8. punkts), lai galigaja tilpuma metanola
koncentracija biitu no 10% Iidz 30 %. Parnes attieciga tilpuma kolba un
atSkaida ar Gdeni lidz tilpumam, kas vajadzigs hromatografijai (aptu-
veni tikpat, cik ir kalibréSanas standart§kidums (3.17. punkts)).

1zfiltre dazus ml skiduma caur 0,45 um membranfiltru (4.5. punkts),
pirms $kidumu injice HPLC kolonna. Veic nakamo hromatografijas
posmu atbilstosi 5.4. punktam.

Standartskidums un ekstrakti jasarga no tieSas saules gaismas. Ja
ekstraktus nav iesp&jams analiz&t taja pasa diena, tad tos var uzglabat
5 °C temperattira ne ilgak ka tris dienas.
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5.3.

5.4.

Kopeéja triptofana (hidrolizata) noteikSana

No 0,1 lidz 1 g sagatavota parauga (5.1. punkts) ar precizitati lidz
0,2 mg iesver polipropiléna kolba (4.4. punkts). Slapekla saturs iesveér-
taja analiz€jama parauga ir apméram 10 mg. Pievieno 8,4 g barija
hidroksida oktahidrata (3.4. punkts) un 10 ml @idens. Samaisa virpul-
mikserT (4.8. punkts) vai ar magnétisko maisttaju (4.7. punkts). Atstaj
maisTjuma ar teflonu parklatu magnétu. Trauka sienas noskalo ar 4 ml
tdens. Uzliek skrivéjamu korki un valigi aiztaisa kolbu. Parvieto uz
autoklavu (4.6. punkts) ar verdoSu tdeni un tvaicé 30-60 minites.
Aizver autoklavu un tur karsé 110 (£ 2) °C temperatiira 20 stundas.

Pirms autoklava atvérSanas temperatiiru samazina, lai ta bltu nedaudz
zem 100 °C. Lai novérstu Ba(OH),.8 H,O kristalizaciju, siltajam maisi-
jumam pievieno 30 ml istabas temperatiiras tdens. Viegli sakrata vai
samaisa. Pievieno 2,00 ml koncentréta iek$gja standarta (a-metil-tripto-
fana) Skiduma (3.16. punkts). Atdzesé traukus tdeni/ledusvanna
15 minttes.

Tad pievieno 5 ml ortofosforskabes (3.14. punkts). Trauku tur dzesé-
Sanas vanna un neitraliz€ ar HCI (3.11. punkts), vienlaikus maisot, un
pH limeni korigé lidz 3,0, izmantojot HCl (3.12. punkts). Pievieno
pietickami daudz metanola, lai galigaja tilpuma metanola koncentracija
bitu no 10% Iidz 30 %. Parnes atbilstosa tilpuma kolba un atSkaida ar
tdeni Iidz tilpumam, kas noteikts hromatografijas vajadzibam
(piem&ram, 100 ml). Pievienojot metanolu, neveidojas nogulsnes.

Pirms §kidumu injice HPLC kolonna, izfiltré dazus ml $kiduma caur
0,45 um membranfiltru (4.5. punkts). Veic nakamo hromatografijas
posmu atbilstosi 5.4. punktam.

Standartskidums un hidrolizati jasarga no tieSas saules gaismas. Ja
hidrolizatus nav iesp&jams izanalizét taja pasa diena, tad tos var
uzglabat 5 °C temperattira ne ilgak ka trts dienas.

HPLC noteiksana

Orientgjosi izokratiskajai eludcijai piedava S$adus parametrus; var
izmantot citus parametrus, ja tie nodroSina Iidzvertigus rezultatus
(skatit arT 9.1. un 9.2. Novérojumu punktu).

HPLC kolonna (4.2. punkts): 125 x 4mm, C;3, 3 um iesainojums,
vai lidzvertiga

Kolonnas temperatiira: istabas temperatiira

Kustiga faze (3.22. punkts): 3,00 g etikskabes (3.18. punkts) +
900 ml tdens (3.1. punkts) + 50,0 ml
1,1,1-trihlor-2-metil-2-propanola
(3.19. punkts) skidums (3.21. punkts)
metanola (3.8. punkts) 1 g/100 ml). pH
limeni  korigé lidz 5,00, izmantojot
etanolamtu (3.20. punkts). Papildina
ar tdeni 1idz 1 000 ml (3.1. punkts)

Plusmas atrums: 1 ml/min
Kopgjais norises laiks: apméram 34 min
NoteikSanas vilpa garums: ierosa 280 nm, emisija 356 nm

Injekcijas tilpums: 20 ul
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Rezultatu aprekinasana

Apréekina triptofana (X) daudzumu gramos uz 100 g parauga.

7A><B><V1><C><V2 x M
T CxDx V3% 10000 x m

A = ieksgja standarta smailes laukums, kalibréSanas standartSskidums
(3.17. punkts),

B = triptofana smailes laukums, ekstrakts (5.2. punkts) vai hidroli-
zats (5.3. punkts),

V; = koncentréta triptofana Skiduma (3.15. punkts) tilpums mililitros
(2 ml), ko pievieno kalibrésanas $kidumam (3.17. punkts),

¢ = koncentréta triptofana Skiduma (3.15. punkts) koncentra-
cija pumol/ml (= 2,50), ko pievieno kalibrésanas Skidumam
(3.17. punkts),

V, = koncentréta ieksgja standartsktiduma (3.16. punkts) tilpums mili-
litros, ko pievieno ekstrah&anas laika (5.2. punkts) (= 5,00 ml)
vai hidrolizatam (5.3. punkts) (= 2,00 ml),

C = ick$gja standarta smailes laukums, ekstrakts (5.2. punkts) vai
hidrolizats (5.3. punkts),

D = triptofana smailes laukums, kalibréSanas standartskidums
(3.17. punkts),

V; = koncentréta ieksgja standartskiduma (3.16. punkts) tilpums mili-
litros (= 2,00 ml), ko pievieno kalibréSanas standartSkidumam
(3.17. punkts),

m = parauga svars gramos (korigéts lidz sakotnéjam svaram, ja
kaltéts un/vai attaukots),

M = triptofana molmasa (= 204,23 g/mol).

Atkartojamiba

Starpiba starp rezultatiem, kas iegiiti divas paralélas noteiksanas, kuras
veiktas ar vienu paraugu, nedrikst parsniegt 10 % attieciba pret lielako
rezultatu.

Salidzino$a pétijuma rezultati

Tika organizéts ES salidzinosais pétijums (ceturtais salidzinajums starp
laboratorijam), kura lidz 12 laboratorijam analiz€ja tris paraugus, lai
sertificétu hidrolizes metodi. Ar katru paraugu tika veiktas atkartotas
(5) analizes. Rezultati ir noraditi Saja tabula.

2. paraugs 3. paraugs
1. paraugs e
Bariba ciikam,
- . e - Baribas koncen-
Bariba ctikam |papildinata ar L- trdits cika

triptofanu rats ctkam
L 12 12 12
n 50 55 50
Vidgjais [g/kg] 2,42 3,40 4,22
s [g/ke] 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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1. paraugs

Bariba cikam

2. paraugs

Bariba ctikam,
papildinata ar L-

3. paraugs

Baribas koncen-
trats cikam

triptofanu
R [g/kg] 0,42 0,56 0,25
CVr [%] 6,3 6,0 2,2
L = to laboratoriju skaits, kas iesniedza rezultatus,
n = atsevisko rezultatu skaits, kas iegiits pec galjo punktu likvideSanas (iden-
tifice ar Kohrana, Diksona gal&jo punktu testu),
s, = atkartojamibas standartnovirze,
Sk = reproducg&jamibas standartnovirze,
r = atkartojamiba,
R = reproducgjamiba,

CV, = atkartojamibas variacijas koeficients (%),
CVyg = reproducgjamibas variacijas koeficients (%).

Tika noorganizéts cits ES salidzino$ais pétijums (tresais salidzinajums

starp laboratorijam), kura lidz

13 laboratorijam analiz&ja divus

paraugus, lai sertificEtu briva triptofana ekstrah&Sanas metodi. Ar
katru paraugu tika veiktas atkartotas (5) analizes. Rezultati ir noraditi

Saja tabula.

4. paraugs 3. paraugs
. . KvieSu un sojas maisijums
KvieSu un sojas | Lo
- (= 4. paraugs), kam pievie-
maisTjums .
nots triptofans (0,457 g/kg)
L 12 12
n 55 60
Vidgjais [g/kg] 0,391 0,931
s, [g/kg] 0,005 0,012
r [g/kg] 0,014 0,034
CV,; [%] 1,34 1,34
Sr [g/kg] 0,018 0,048
R [g/kg] 0,050 0,134
CVr [%] 4,71 511
L = to laboratoriju skaits, kas iesniedza rezultatus,
n = atsevisko rezultatu skaits, kas ieglits pec gal&jo punktu likvidesanas (iden-
tifice ar Kohrana, Diksona gal&jo punktu testu),
s, = atkartojamibas standartnovirze,
Sg = reproducgjamibas standartnovirze,
r = atkartojamiba,
R = reproducgjamiba,

CV, = atkartojamibas variacijas koeficients (%),

CVyr = reproducgjamibas variacijas koeficients (%).

Tika organizéts cits ES starplaboratoriju pétijums starp laboratorijam,
kura lidz septinam laboratorijam analiz€ja Cetrus paraugus, lai sertifi-
cétu triptofanu hidrolizei. Rezultati ir noraditi talak. Ar katru paraugu
tika veiktas atkartotas (5) analizes.
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9.2.

2. paraugs
1. paraugs o . 3. paraugs 4. paraugs
) Zivju milti ar
Baribas maisi- zemu tauku Sojas milti Sausais vajpiens
jums cukam saturu
(CRM 117) (CRM 119) (CRM 120)
(CRM 118)
L 7 7 7 7
n 25 30 30 30
Vidgjais [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
Sk [g/kg] 0,031 0,413 0,283 0,221
R [g/kg] 0,087 1,156 0,792 0,619
CVy [%] 1,48 4,69 4,11 4,22
L = to laboratoriju skaits, kas iesniedza rezultatus,

atsevisko rezultatu skaits, kas iegiits péc galjo punktu likvideSanas (identificé ar Kohrana,

Diksona gal&o punktu testu),

n =
s =
Sg =

¥ atkartojamiba,
R reproducé&jamiba,

atkartojamibas standartnovirze,
reproduc€jamibas standartnovirze,

CV, = atkartojamibas variacijas koeficients (%),
CVy = reproducgjamibas variacijas koeficients (%).

Novérojumi

levérojot $adus Tpasus hromatografijas apstaklus, var labak atdalit trip-
tofanu un a-metil-triptofanu.

Izokratiska eluacija, péc kuras notiek gradienta kolonnas tiriSana:

HPLC kolonna:

Kolonnas temperatiira:

Kustiga faze:

Gradienta programma:

Plasmas atrums:

Kopgjais norises laiks:

125 x 4 mm, C;g, 5um iesaino-
jums, vai lidzvertiga

32°C

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

B: metanols

0 min 100% A 0% B
15 min 100% A 0% B
17 min 60% A 40% B
19 min 60% A 40% B
21 min 100% A 0% B
33 min 100% A 0% B
1,2 ml/min

apméram 33 min

Hromatografijas rezultati atSkiras atkariba no HPLC veida un izmantota
kolonnas iesainojuma materiala. Izvél&tajai sist€émai janodroSina tripto-

fana un iek$gja standarta bazes linijas atdaliSanas. Turklat ir loti svarigi
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9.3.

1.1.

1.2.

1.3.

2.2.

noardiSanas produktus atdalit no triptofana un ieks$gja standarta. Lai
parbaudttu, vai iek$&jais standarts nesatur piemaisjumus, izmanto
hidrolizatus bez iek$gja standarta. Norises ilgumam jabit pietickamam,
lai eluétu visus noardisanas produktus, citadi pedgjas smailes, kas
elugjas, var traucét turpmako hromatografijas norisi.

Darbibas diapazona hromatografijas sisttma uzrada linearu reakciju.
Linearo reakciju méra nemainiga (normala) ieksgja standarta koncen-
tracija un mainigas triptofana koncentracijas. Svarigi, lai gan triptofana,
gan iek$gja standarta smailes biitu HPLC/fluorescences sistémas lined-
raja intervala. Ja triptofana un/vai iek$gja standarta smaile(-es) ir parak
maza(-as) vai liela(-as), analizi atkarto ar cita lieluma paraugu un/vai
citu galigo tilpumu.

Barija hidroksids

Laika gaita barija hidroksida Skidiba samazinds. Lidz ar to HPLC
noteiktais Skidums ir neskaidrs un var uzradit zemu triptofana saturu.

G. JELELLU UN JELTAUKU NOTEIKSANA
Mérkis un tvérums

Ar $o metodi nosaka jelellas un jeltaukus bariba.

Abu turpmak aprakstito procediiru izmantoSana ir atkariga no baribas
Tpasibam un sastdva, ka arT no iemesla, kadg] tiek veikta analize.

Lai noteiktu jelellas un jeltaukus ellas augu seklas un auglos, ka art
bartba, kura jelellas/jeltauku saturs ir lielaks par 15 %, ekstrakcija
javeic saskana ar A procediiru, bet atkartota ekstrakcija saskana ar B
procediiru (5.3. punkts).

A procedira. Tiesi ekstrahgjamas jélellas un jeltauki

So metodi piem&ro augu izcelsmes baribas sastavdalam, iznemot tas,
kas ieklautas B procediiras tvéruma.

B procediira. Jelellas un jeltauki kopa

So metodi pieméro dzivnieku izcelsmes baribas sastavdalam un visiem
baribas maistjumiem. Ta jaizmanto visam baribas sastavdalam, no
kuram bez ieprieks€jas hidrolizes nevar pilniba ekstrah&t ellas un
taukus (piem&ram, kvieSu lipeklim, raugam, kartupelu proteTniem un
produktiem, kas parstradati ar ekstrizijas panémienu parslojot vai
karsgjot).

Rezultatu interpretésana

Visos gadijumos, kad, izmantojot B procediiru, ieglist augstaku rezul-
tatu, neka izmantojot A procediiru, par patieso vertibu uzskata B proce-
diara iegiito rezultatu.

Princips
A procediira

Paraugu ekstrah@ ar petrol&teri. Péc $kidinataja atdestiléSanas atlikumu
izZav€ un nosver.

B procediira

Paraugu apstrada ar salsskabi karsgjot. MaisTjumu atdzes€ un filtré.
Atlikumu skalo, zavé un veic noteikSanu saskana ar A procediru.
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3.2

3.3.

3.4.

4.2.

4.3.

5.2.

Reagenti

Petroléteris, virSanas diapazons 40-60 °C. Broma vertibai jabut
mazakai par 1, un negaistoSajam atlikumam — mazakam par
2 mg/100 ml.

Bezudens natrija sulfats.

Salsskabe, ¢ = 3 mol/l.

FiltréSanas paligmaterials, piem&ram, kizelgtirs, Hyflo-supercel.

Iekartas

Ekstrakcijas aparats. Ekstraktoros ar sifonu (Soksleta aparatos) atteces
atrums ir tads, lai tas nodroSinatu apméram 10 ciklus stunda; ekstra-
ktoros bez sifona atteces atrums ir apm&ram 10 ml minate.

Ekstrakcijas kapsulas, kuras nesatur petrol&terT $kistosas vielas un kuru
porozitate atbilst 4.1. punkta prasibam.

Uz 75+ 3 °C iereguléts vakuuma zavéSanas skapis vai uz 100 + 3 °C
ieregul@ts parastais zavéSanas skapis.

Procediira
A procediira (skatit 8.1. punktu)

Ar precizitati IiJdz 1 mg iesver 5 g parauga, parnes to uz ekstrakcijas
kapsulu (4.2. punkts) un nosedz ar attaukotas kokvilnas vates tamponu.

Kapsulu ieliek ekstraktora (4.1. punkts) un ekstrah& seSas stundas ar
petroléteri (3.1. punkts). Petrolétera ekstraktu savac sausa, nosverta
kolba, kura atrodas pumeka gabalini (!).

Atdestile skidinataju. Atlikumu izzave, turot kolbu pusotras stundas
zaveSanas skapi (4.3. punkts). Atstdj atdzist eksikatora un nosver.
Atkartoti zavé 30 mindtes, lai nodroSinatu, ka ellu un tauku svars
nemainas (divos secigi veiktos sv€rumos svara zudumam jabut
mazakam par vai vienadam ar 1 mg).

B procediira

Nosver 2,5 g parauga ar precizitati Iidz 1 mg (skatit 8.2. punktu),
ievieto 400 ml varglazg vai 300 ml koniska kolba un pievieno 100 ml
salsskabes (3.3. punkts) un pumeka gabalinus. Varglazi nosedz ar pulk-
stenstiklu vai koniskajai kolbai pievieno atteces kondensatoru. Maisi-
jumu uzkarsé Iidz virSanas temperatiirai un vienu stundu I&ni vara uz
nelielas gazes degla liesmas vai elektriskas plitinas. Nelauj produktam
pielipt pie konteinera sienam.

Atdzes€ un pievieno tadu filtréSanas paligmateriala (3.4. punkts)
daudzumu, kas ir pietickams, lai noveérstu ellas un tauku zudumus
filtréSanas laika. Izfiltr& caur samitrinatu, attaukotu, dubultu filtrpapiru.
Atlikumu mazga auksta aident lidz filtrata neitralai reakcijai. Parbauda,
vai filtrata nav ellu vai tauku. To klatblitne liecina, ka paraugs pirms
hidrolizes jaekstrah€& ar petroléteri, izmantojot A procediiru.

Dubulto filtrpaptru ar atlikumu novieto uz pulkstenstikla un Zzave
pusotras stundas zavésanas skapi (4.3. punkts) 100 £+ 3 °C temperatiira.

(") Ja ellai vai taukiem javeic turpmakas kvalitates kontroles, tad pumeka gabalinus aizstaj

ar stikla loditem.



02009R0152 — LV — 04.04.2024 — 009.001 — 54

5.3.

Dubulto filtrpapiru ar sauso atlikumu ievieto ekstrakcijas kapsula
(4.2. punkts) un nosedz ar attaukotas kokvilnas vates tamponu. Kapsulu
ievieto ekstraktora (4.1. punkts) un rikojas, ka noradits 5.1. punkta
otraja un tresaja dala.

A procediira un atkartota attirisana saskana ar B procediiru.

Lai noteiktu j€lellas un jeltaukus ellas augu s€klas un auglos, ka arT
bartba, kura jelellas/jeltauku saturs ir lielaks par 15 %, ekstrakcija
javeic saskana ar A procediru, bet atkartota ekstrakcija saskana ar
B procediiru.

Tas nozimé, ka péc ekstrakcijas ar petroléteri (A procedira) atlikumu
vai atlikuma dalu atkartoti ekstrah& ar salsskabi (B procedira).
Jelnaftas un jéltauku saturs ir A un B procediras rezultatu summa.

Rezultata izteik§ana

Atlikuma svaru izsaka procentos no parauga.

Atkartojamiba

Viena laboranta divas paral€las noteikSanas no viena parauga iegitu
rezultatu starpiba neparsniedz:

— 0,2 % no absoliitas vertibas, ja jélellu un jeltauku saturs ir mazaks
par 5 %,

— 4,0 % no lielaka rezultata skaitliskas vértibas, ja saturs ir no 5 lidz
10 %,

— 0,4 % no absoluitas vertibas, ja saturs parsniedz 10 %.

Noverojumi

Attieciba uz produktiem ar augstu ellu un tauku saturu, ko ir griiti
sasmalcinat vai no ka nevar sagatavot homogénu samazinatu testa
paraugu, rikojas $adi.

Ar precizitati [1dz 1 mg nosver 20 g parauga un samaisa ar 10 g vai
vairak gramiem beztdens natrija sulfata (3.2. punkts). Ekstrahg ar
petroléteri (3.1. punkts), ka noradits 5.1. punkta. legiito ekstraktu papil-
dina lidz 500 ml ar petrol&teri (3.1. punkts) un samaisa. No $kiduma
panem 50 ml un ielej maza, sausa, nosverta kolba, kura atrodas pumeka
gabalini. Atdestilg $kidinataju, izzave un rikojas, ka noradits 5.1. punkta
pedgja dala.

Izdala $kidinataju no kapsula palikuSajiem ekstrakcijas atlikumiem, ko
sasmalcina lidz 1 mm un péc tam ievieto atpakal ekstrakcijas kapsula
(nepievieno natrija sulfatu), un rikojas, ka noradits 5.1. punkta otraja un
tresaja dala.

Ellu un tauku saturu aprékina procentos no parauga, izmantojot $adu
formulu:

(101’111 +m2) x5

kur:

B
Il

atlikuma svars gramos péc pirmas ekstrakcijas (ekstrakta
alikvota dala),

m, = atlikuma svars gramos péc otras ekstrakcijas.
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8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

4.2.

4.3.

44.

4.5.

4.6.

Noteiktiem produktiem (tadiem ar zemu ellu un tauku saturu) testa
paraugu drikst palielinat.

Bariba lolojumdzivniekiem ar augstu tidens saturu pirms hidrolizes un
ekstrakcijas var but jasamaisa ar bezidens natrija sulfatu, ka noteikts
B procediira.

5.2. punkta mingtaja gadijuma var bt lietderigak atlikumu péc filtré-
Sanas mazgat ar karstu, nevis aukstu Gdeni.

Daziem baribas veidiem, iesp&jams, japagarina 1%, stundas zaveSanas
laiks. Nedrikst parkaltét, jo tadgjadi var iegit pazeminatus rezultatus.
Zavesanai var izmantot arT mikrovilnu krasni.

H. JELSKIEDRAS NOTEIKSANA
Mérkis un tvérums
ST metode lauj noteikt bariba tadas skabgs un sarmos neskistosas orga-

niskas vielas, kas nesatur taukus un ko parasti sauc par jelskiedru.

Metode nav piemérojama lignocelulozes un augu oglekla gadijuma
(dalinas ir parak smalkas).
Princips

Paraugu, ko attieciga gadijuma attauko, secigi apstrada ar noteiktas
koncentracijas verdoSiem s€rskabes un kalija hidroksida skidumiem.
Atlikumu ar filtraciju atdala uz keramiska stikla filtra, mazga, izzave,
nosver un parpelno temperatiiras diapazona no 475 Iidz 500 °C. Svara
zudums parpelnojot atbilst testa parauga jelskiedras saturam.
Reagenti

Sérskabe, ¢ = 0,13 mol/l.
Pretputosanas viela (pieméram, n-oktanols).

Filtrésanas paligmaterials (celits 545 vai lidzvertigs), ko Cetras stundas
karsé 500 °C temperatiira (8.6. punkts).

Acetons.

Petroléteris, virSanas diapazons no 40 lidz 60 °C.
Salsskabe, ¢ = 0,5 mol/l.

Kalija hidroksida $kidums, ¢ = 0,23 mol/l.

Iekartas

Kars@Sanas vieniba SkelSanai ar sérskabi un kalija hidroksida skidumu,
kas aprikota ar pamatni filtrtigelim (4.2. punkts) un ar izpliides cauruli
ar kranu $kidrumu izpludei un vakuumstikni, var bt ar saspiestu gaisu.
Pirms izmantos$anas katru dienu vienibu iepriek$ sakarsé ar verdoSu
tdeni piecas minites.

Stikla filtrtigelis ar kaus€tu keramiska stikla filtra $kivi, kura poru
lielums ir 40-90 um. Pirms pirmas izmantoSanas dazas minites sakarse
lidz 500 °C un atdzes€ (8.6. punkts).

Vismaz 270 ml cilindrs ar atteces kondensatoru, kas piemérots vari-
Sanai.

Zavesanas skapis ar termostatu.
Mufelkrasns ar termostatu.

Ekstrakcijas vieniba ar pamatni filtrtigelim (4.2. punkts) un izplides
cauruli ar vakuuma un $kidruma izplades kranu.
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4.7.

Savienotajgredzeni, lai samont&tu karséSanas vienibu (4.1. punkts),
tigeli (4.2. punkts) un cilindru (4.3. punkts) un savienotu auksto ekstra-
kcijas vienibu (4.6. punkts) un tigeli.

Procediira

Ar precizitati Iidz 1 mg iesver 1 g sagatavota parauga un ievieto to
tigelt (4.2. punkts) (skatit 9.1., 9.2. un 9.3. Novérojumu punktu), un
pievieno 1 g filtréSanas paligmateriala (3.3. punkts).

Samonté karséSanas vienibu (4.1. punkts) un filtrtigeli (4.2. punkts), tad
tigeli savieno ar cilindru (4.3. punkts). Ielej 150 ml verdosas sérskabes
(3.1. punkts) samontétaja cilindra un tigell un vajadzibas gadijuma
pievieno dazus pilienus pretputoSanas vielas (3.2. punkts).

5+ 2 minatés $kidrumu uzvara un lauj energiski varities precizi
30 minites.

Atver izpludes caurules (4.1. punkts) kranu un vakuuma filtré sérskabi
caur filtrtigeli, un mazga atlikumu ar tiis secigam 30 ml verdoSa Gidens
devam, nodrosinot, lai atlikums uz filtra péc katras mazgasSanas tiktu
izzavets sauss.

Aizver izplides kranu un ielej 150 ml verdoSa kalija hidroksida
$kiduma (3.7. punkts) samontétaja cilindra un tigeli, pievienojot
dazus pilienus pretputoSanas vielas (3.2. punkts). 5+ 2 minites
Skidrumu uzvara un lauj energiski varities precizi 30 mindtes. Filtré
un atkarto mazgasanas procediiru, kas izmantota s€rskabes posmam.

P&éc peédgjas mazgaSanas un ZaveSanas atvieno tigeli un ta saturu un
atkal savieno to ar auksto ekstrakcijas vienibu (4.6. punkts). Atlikumu
tigell mazga vakuuma ar tifs secigam 25 ml acetona (3.4. punkts)
devam, nodrosinot, lai atlikums uz filtra pec katras mazgasanas tiktu
izZavets sauss.

Tigeli zave krasni 130 °C temperattira lidz konstantam svaram. P&c
katras zaveSanas atdzes¢ eksikatora un atri nosver. Tigeli ievieto mufel-
krasnT un vismaz 30 miniites 475-500 °C temperatira parpelno Iidz
konstantam svaram (divu secigu sv@rumu svara zuduma starpibai
jabiit mazakai par vai vienadai ar 2 mg).

P&c katras kars€Sanas un pirms svérSanas vispirms atdzes¢ krasni un
tad — eksikatora.

Veic tuk$o analizi bez parauga. Svara zudums parpelnoSanas rezultata
nedrikst parsniegt 4 mg.

Rezultatu apréekinasana

Jelskiedras saturu, izteiktu procentos no parauga, aprékina, izmantojot
§adu formulu:

(mg —my) * 100
m

X =

kur:

2
I

parauga svars gramos,

my = svara zudums gramos péc parpelnos$anas noteikSanas laika,

= svara zudums gramos péc parpelnosanas tuksa parauga analizes
laika.

B
[
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9.2.

9.3.

9.4.

9.5.

9.6.

Atkartojamiba

No viena parauga divas paralélas noteikSanas iegiito rezultatu starpiba
nedrikst parsniegt:

— 0,6 % no absollitas vértibas jelskiedru saturam, kas mazaks par
10 %,

— 6% no augstaka rezultata, ja jElSkiedras saturs ir vienads ar vai
lielaks par 10 %.

Reproducéjamiba

Starpiba starp rezultatiem, kurus divas noteikSanas ieglist ar vienu
paraugu, bet dazadas laboratorijas, nedrikst parsniegt:

— 1,0 % no absoliitas vértibas jelSkiedru saturam, kas mazaks par
10 %,

— 10 % no augstaka rezultata, ja jélskiedras saturs ir vienads ar vai
lielaks par 10 %.

Novérojumi

Bariba, kas satur vairak par 10 % jeltauku, pirms analizes jaattauko ar
petrol&teri (3.5. punkts). Filtrtigeli (4.2. punkts) un ta saturu savieno ar
auksto ekstrakcijas vienibu (4.6. punkts), un atlikumu mazga vakuuma
ar trTs secigam 30 ml petrolétera devam, nodroSinot, lai atlikums tiktu
izzavéts sauss. Tigeli un ta saturu savieno ar karséSanas vienibu
(4.1. punkts) un rikojas, ka aprakstits 5. punkta.

Bariba, kas satur taukus, kurus nevar ekstrah&t tieSi ar petrol&teri
(3.5. punkts), jaattauko, ka noradits 8.1. punkta, un vélreiz jaattauko
péc variSanas ar skabi. P&c variSanas ar skabi un turpmakas mazgasanas
tigeli un ta saturu savieno ar auksto ekstrakcijas vienibu (4.6. punkts)
un tris reizes mazga ar 30 ml acetona, un tad tris reizes mazga ar 30 ml
petrolétera devam. Filtré vakuuma, Iidz paraugs ir sauss, un turpina
analizi, ka aprakstits 5. punkta, vispirms apstradajot ar kalija hidro-
ksidu.

Ja bariba satur vairak par 5 % karbonatu, kas izteikti ka kalcija karbo-
nats, tad tigeli (4.2. punkts) ar iesvérto paraugu savieno ar karsé$anas
vienibu (4.1. punkts). Paraugu tris reizes mazga ar 30 ml salsskabes
(3.6. punkts). Pec katras pievienoSanas paraugam lauj vienu miniti
pastavet, pirms to filtré. Mazga vienu reizi ar 30 ml Gdens, tad rikojas,
ka aprakstits 5. punkta.

Ja izmanto stendveida aparatu (vairaki tigeli savienoti ar vienu un to
pasu kars€Sanas vienibu), tad viena seansa nedrikst veikt divas indivi-
dualas noteikSanas ar vienu analizes paraugu.

Ja péc variSanas ir grati filtrét skabos un sarmainos $kidumus, tad caur
kars€Sanas vienibas izplides cauruli izpG§ saspiestu gaisu un tad
turpina filtréSanu.

Lai pagarinatu stikla filtrtigelu kalpoSanas laiku, parpelno$anas tempe-
ratira neparsniedz 500 °C. KarséSanas un dzes€Sanas ciklos nedrikst
pielaut parmérigas termiskas svarstibas.



02009R0152 — LV — 04.04.2024 — 009.001 — 58

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.8.1.

3.8.2.

3.8.3.

3.9.

I. CUKURU NOTEIKSANA
Meérkis un tvérums

Si metode lauj noteikt reducgjoo cukuru daudzumu un, izdarot inver-
siju, kop€jo cukuru daudzumu, ko izsaka glikoze vai attieciga gadijuma
saharozg, parveidojot ar koeficientu 0,95. To piem@ro baribas maisiju-
miem. Pargjas baribas analizém ir paredz&tas Ipasas metodes. Vaja-
dzibas gadijuma laktozi m@ra atseviSki un nem véra rezultatu apré-
kinos.

ST metode ir jaizmanto cukuru satura noteikSanai, lai aprékinatu baribas
energétisko vertibu.

Ja cukuru saturs ir janosaka citiem mérkiem, var izmantot citas analizes
metodes.

Princips

Cukurus ekstrah& at$kaidita etanola; S$kidumu dzidrina ar Karesa
I skidumu un Karesa II Skidumu. P&c etanola atdaliSanas ar Lufa-
Sorla metodi nosaka cukuru daudzumu pirms un p€c inversijas.

Reagenti

Etanola skidums 40 % (v/v), blivums 0,948 g/ml 20 °C temperatiira,
neitralizéts lidz fenolftaletnam.

Karesa I skidums: GdenT izSkidina 21,9 g cinka acetata Zn(CH;COO),
2H,0, un 3 g ledus etikskabes. Papildina ar tideni lidz 100 ml.

(CN)g 3H,0. Papildina ar adeni lidz 100 ml.
Metiloranzais, 0,1 % $kidums (w/v).
Salsskabe 4 mol/l.

Salsskabe 0,1 mol/l.

Natrija hidroksida skidums 0,1 mol/l.
Lufa-Sorla reagents.

Uzmanigi maisot, citronskabes skidumu (3.8.2. punkts) ielej natrija
karbonata skiduma (3.8.3. punkts). Pievieno vara sulfata skidumu
(3.8.1. punkts) un papildina ITdz vienam litram ar Gdeni. Pa nakti atstaj
nogulsn&ties un filtre.

Parbauda tadgjadi iegiita reagenta koncentraciju (vCu 0,05 mol/litra; Na,
COj3; 1 mol/litra), skatit 5.4. punkta pedejo dalu. Skiduma pH Iimenis ir
apméram 9.,4.

Vara sulfata skidums: izSkidina 25 g vara sulfata, Cu SO4 5H,O, bez
dzelzs 100 mililitros tdens.

Citronskabes $kidums: iz§kidina 50 g citronskabes, CgHgO7°H,O,
50 mililitros tdens.

Natrija karbonata $kidums: iz8kidina 143,8 g beziidens natrija karbo-
nata apméram 300 mililitros silta Gdens. Atstaj atdzist.

Natrija tiosulfata $kidums 0,1 mol/l.

Cietes Skidums: 5 g $kidinamas cietes, kas iemaisita 30 mililitros
tdens, pievieno vienam litram verdosa tidens. Vara tris minites, atstaj
atdzist un vajadzibas gadijuma pievieno ka konservantu 10 mg dzivsu-
draba jodidu.
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5.2.

5.3.

5.4.

Seérskabe 3 mol/l.

Kalija jodids, 30 % skidums (w/v).

Pumeka gabalini, variti salsskab&, nomazgati GidenT un izzavéti.

3-metilbutan-1-ols.

Iekartas

Rotacijas tipa maisitajs (tumblers): aptuveni 35 lidz 40 apgr./min.

Procediira
Parauga ekstrahésana

2,5 g parauga ar precizitati Ilidz mg iesver 250 ml tilpuma mérkolba.
Pievieno 200 ml etanola (3.1. punkts) un maisa tumblera vienu stundu.
Pievieno 5ml Karesa I $kiduma (3.2. punkts) un maisa apméram
30 sekundes. Pievieno 5 ml Karesa II $kiduma (3.3. punkts) un
maisa vél vienu mintti. Papildina ar etanolu (3.1. punkts) lidz vajadzi-
gajam tilpumam, homogenizé un filtré. Lai likvidétu lielako dalu
etanola, atdala 200 ml filtrata un tvaicg, lidz palieck apm&ram puse
tilpuma. Izmantojot siltu Gdeni, iztvaic€Sanas atlikumu kvantitativi
parnes 200 ml tilpuma mérkolba, atdzes€, uzpilda lidz vajadzigajam
tilpumam ar Gideni, homogenizé un vajadzibas gadijuma filtrd. So
Skidumu izmantos, lai noteiktu reduc€joso cukuru daudzumu un péc
inversijas veikSanas — kopg&jo cukuru daudzumu.

Reducéjoso cukuru noteikSana

Ar pipeti nem ne vairak ka 25 ml $kiduma, kura, izsakot glikozg, ir ne
vairak ka 60 mg reducgjoso cukuru. Vajadzibas gadijuma papildina lidz
25 ml ar destilétu Gdeni un nosaka reducgjoso cukuru saturu, izmantojot
Lufa-Sorla metodi. Rezultatu izsaka ka glikozes procentudlo saturu
parauga.

Kopéjo cukuru noteiksana péc inversijas

Ar pipeti npem 50 ml Skiduma un parnes 100 ml tilpuma mérkolba.
Pievieno dazus pilienus metiloranza skiduma (3.4. punkts), tad, nepar-
traukti maisot, uzmanigi pievieno salsskabi (3.5. punkts), lidz skidrums
klust izteikti sarkans. Pievieno 15 ml salsskabes (3.6. punkts), uz tris-
desmit minitém iegremd& kolbu vanna ar @ideni, kas strauji varas.
Strauji atdzes€ apme@ram Iidz 20 °C temperatlrai un pievieno 15 ml
natrija hidroksida Skiduma (3.7. punkts). Papildina ar tdeni Iidz
100 ml un homogeniz&. Atdala daudzumu, kas neparsniedz 25 ml un
satur mazak neka 60 mg reducgjoso cukuru, izteiktu ka glikoze. Vaja-
dzibas gadfjuma papildina 1idz 25 ml ar destilétu Gdeni un nosaka
reducgjoso cukuru saturu, izmantojot Lufa-Sorla metodi. Rezultatu
izsaka glikozes vai attieciga gadijuma saharozes procentos, reizinot ar
koeficientu 0,95.

Titrésana, izmantojot Lufa-Sorla metodi

Ar pipeti nem 25ml Lufa-Sorla reagenta (3.8. punkts) un parnes
300 ml Erlenmeijera kolba; pievieno precizi 25 ml dzidrinata cukura
Skiduma. Pievieno divus gabalinus pumeka (3.13. punkts), ar roku
maisot, uz vidgja augstuma valgjas liesmas Skidumu apméram divas
miniités uzkarsé lidz varisanas temperatirai. Erlenmeijera kolbu neka-
vEjoties novieto uz metala sieta, kas parklats ar azbestu un kam ir
apméram 6 cm liels caurums, zem kura iedegta liesma. Liesmu nore-
gulg ta, lai Erlenmeijera kolba tiktu kars€ta tikai no apaksas. Erlenmei-
jera kolbai pievieno atteces kondensatoru. Vara precizi desmit miniites.

Talit atdzesé auksta Giden un apm@ram péc piecam mindtém titré $adi.
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7.2.

8.2.

8.3.

Pievieno 10 ml kalija jodida skiduma (3.12. punkts) un talit péc tam
(uzmanigi, jo iesp&ama ieverojama putu veidosanas) pievieno 25 ml
sérskabes (3.11. punkts). Titré ar natrija tiosulfata $kidumu
(3.9. punkts), lidz paradas blavi dzeltens krasojums, pievieno cietes
indikatoru (3.10. punkts) un pabeidz titréSanu.

Bez varfSanas tada pasa veida titré 25 ml precizi mérita Lufa-Sorla
reagenta (3.8. punkts) un 25 ml @dens maisfjumu, kam pievienoti
10 ml kalija jodida $kiduma (3.12. punkts) un 25 ml sérskabes
(3.11. punkts).

Rezultatu aprékinasana

P&c tabulas nosaka glikozes daudzumu miligramos, kas atbilst abu
titr@Sanu vertibu starpibai un ko izsaka ml natrija tiosulfata 0,1 mol/l.
Rezultatu izsaka procentos no parauga.

Ipasas procediiras

Ja analiz€ baribu, kura ir daudz melases, ka arT citu baribu, kas nav
Ipasi homogena, tad iesver 20 g un ievieto viena litra mérkolba kopa ar
500 ml fdens. Vienu stundu maisa tumblera. Dzidrina, izmantojot
reagentus — Karesa I $kidumu (3.2. punkts) un Karesa II $kidumu
(3.3. punkts), ka aprakstits 5.1. punkta, katru reagentu nemot Cetrkar-
tiga daudzuma. Uzpilda lidz vajadzigajam tilpumam ar 80 %
etanolu (v/v).

Homogenize un filtré. Atdala etanolu, ka aprakstits 5.1. punkta. Ja nav
dekstrinétas cietes, tad uzpilda Iidz tilpumam ar destilétu Gdeni.

Analizgjot melasi un baribas sastavdalas, kas satur daudz cukura un
kuras gandriz nemaz nav cietes (ceratonijas, zaveti bieSu graizijumi
u. c.), iesver 5 g un ievieto 250 ml tilpuma mérkolba, pievieno 200 ml
destiléta idens un maisa tumblera vienu stundu vai, ja vajadzigs, ilgak.
Dzidrina, izmantojot reagentus — Karesa 1 $kidumu (3.2. punkts) un
Karesa II skidumu (3.3. punkts), ka aprakstits 5.1. punkta. Uzpilda lidz
tilpumam ar aukstu @ideni, homogenizé un filtré. Lai noteiktu kopgjo
cukuru daudzumu, rikojas, ka aprakstits 5.3. punkta.

Novérojumi

Lai novérstu putu veidodanos, pirms varisanas ar Lufa-Sorla reagentu
ieteicams pievienot (neatkarigi no tilpuma) apméram 1 ml 3-metil-
butan-1-ola (3.14. punkts).

Starpiba starp kop&jo cukuru saturu péc inversijas, kas izteikts ka
glikoze, un reducgjoso cukuru saturu, kas izteikts ka glikoze, un kas
reizinata ar koeficientu 0,95, norada saharozes satura procentualo
daudzumu.

Lai noteiktu reducgjoso cukuru saturu, iznemot laktozi, var izmantot
divas metodes.

Lai veiktu aptuvenu aprékinu, laktozes saturu reizina ar 0,675, kas
noteikts ar citu analizes metodi, un ieglito rezultatu atnem no reducé-
joSo cukuru satura.

Lai precizi aprékinatu reducgoSos cukurus, iznemot laktozi, abas
galigas noteikSanas jaizmanto tas pats paraugs. Vienai analizei nem
dalu skiduma, kas iegiits saskana ar 5.1. punkta doto aprakstu, bet
otrai analizei — dalu $kiduma, ko iegiist laktozes noteik$ana, izmantojot
$im nolikam paredzéto metodi (péc citu cukuru fermentacijas un
dzidrinasanas).
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Abos gadijumos klateso$a cukura daudzumu nosaka, izmantojot Lufa-
Sorla metodi, un aprékina glikozes miligramos. Vienu vértibu atnem no
otras un starpibu izsaka procentos no parauga.

Piemérs
Abi katra noteikSana nemtie $kidumu tilpumi atbilst 250 mg paraugam.
Pirmaja gadijuma pat@ré 17 ml natrija tiosulfata skiduma 0,1 mol/l, kas
atbilst 44,2 mg glikozes; otrd gadfjuma — 11 ml, kas atbilst 27,6 mg
glikozes.

Starpiba ir 16,6 mg glikozes.

Lidz ar to reducgjoso cukuru saturs (iznemot laktozi), kas aprékinats ka
glikoze, ir $ads:

4 % 16,6

= 6,649
0 6,64%

25 ml Lufa-Sorla reagenta vértibu tabula

Na, S, O3 0,1 mol/l mililitri, karsé divas minites, vara desmit

miniites
Na, S; O3 Gllkoze;t frﬁktgze, Laktoze Na, S; O3
0,1 mol/l IEZCHC; SZ‘ Ci» Hy, Oy 0,1 mol/l

ml mg starpiba mg starpiba ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 1

2 4.8 2,4 7,3 3,7 2

3 7,2 2,5 11,0 3,7 3

4 9,7 2,5 14,7 3,7 4

5 12,2 2,5 18,4 3,7 5

6 14,7 2,5 22,1 3,7 6

7 17,2 2,6 25,8 3,7 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 8

9 22,4 2,6 33,2 3,8 9
10 25,0 2,6 37,0 3,8 10
11 27,6 2,7 40,8 3,8 11
12 30,3 2,7 44,6 3,8 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 14
15 38,5 2,8 56,0 39 15
16 41,3 2,9 59,9 39 16
17 44,2 2,9 63,8 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. LAKTOZES NOTEIKSANA
Mérkis un tvérums

ST metode lauj noteikt laktozes daudzumu bariba, kas satur vairak par
0,5 % laktozes.

Princips

Cukurus izskidina Gdeni. Skidumu fermenté ar Saccharomyces cerevi-
siae raugu, kas laktozi atstaj neskartu. P&c dzidrinasanas un filtréSanas
laktozes saturu filtrata nosaka, izmantojot Lufa-Sorla metodi.
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3.2.

3.3.

3.4.

34.1.

3.4.2.

3.43.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

Reagenti

Saccharomyces cerevisiae suspensija: 25 g svaiga rauga iemaisa
100 mililitros Gdens. Suspensiju var uzglabat ledusskapi ne ilgak ka
vienu nedglu.

Karesa 1 $kidums: Gdend izskidina 21,9 g cinka acetata Zn(CH;COO),
2H,0, un 3 g ledus etikskabes. Papildina ar Gdeni lidz 100 ml.

(CN)g 3H,0. Papildina ar adeni lidz 100 ml.
Lufa-Sorla reagents.

Uzmanigi maisot, citronskabes skidumu (3.4.2. punkts) ielej natrija
karbonata skiduma (3.4.3. punkts). Pievieno vara sulfata skidumu
(3.4.1. punkts) un papildina ITdz vienam litram ar Gdeni. Pa nakti atstaj
nogulsnéties un filtré. Parbauda tadgjadi iegiita reagenta koncentraciju
(Cu 0,05 mol/litra; Na, CO; 1 mol/litra). Skiduma pH Iimenis ir
apméram 9.4.

Vara sulfata skidums: iz$kidina 25 g vara sulfata, Cu SO4 5H,O, bez
dzelzs 100 mililitros Gdens.

Citronskabes $kidums: iz§kidina 50 g citronskabes, CgHgO-°H,O,
50 mililitros tdens.

Natrija karbonata $kidums: izSkidina 143,8 g beziuidens natrija karbo-
nata apméram 300 mililitros silta Gidens. Atstaj atdzist.

Pumeka gabalini, variti salsskabé, nomazgati GidenT un izzavéti.
Kalija jodids, 30 % skidums (w/v).

Sérskabe 3 mol/l.

Natrija tiosulfata skidums 0,1 mol/l.

Cietes Skidums: 5 g skidinamas cietes, kas iemaisita 30 mililitros
ddens, pievieno vienam litram verdoSa Gdens. Vara tris miniites, atstaj
atdzist, un vajadzibas gadijuma pievieno ka konservantu 10 mg dziv-
sudraba jodidu.

Iekartas

Udens vanna ar termostatu, kas iestatits uz 3840 °C.

Procediira

Iesver 1 g parauga ar precizitati 1idz mg un ievieto $o parauga dalu
100 ml tilpuma mérkolba. Pievieno 25-30 ml Gdens. Uz trisdesmit
minitém ievieto kolbu verdosa Gidens vanna, tad atdzes€ lidz apméram
35 °C. Pievieno 5 ml rauga suspensijas (3.1. punkts) un homogenizg.
Atstaj kolbu uz divam stundam tdens vanna 38-40 °C temperatiira.
Atdzesg lidz aptuveni 20 °C.

Pievieno 2,5 ml Karesa I §kiduma (3.2. punkts) un maisa trisdesmit
sekundes, tad pievieno 2,5 ml Karesa II $kiduma (3.3. punkts) un
maisa vél trisdesmit sekundes. Papildina ar tideni lidz 100 ml, samaisa
un filtré. Ar pipeti atdala ne vairak ka 25 ml filtrata, kas, ja iesp&jams,
satur 40-80 mg laktozes, un parnes to 300 ml Erlenmeijera kolba.
Vajadzibas gadijuma papildina lidz 25 ml ar Gdeni.
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Tada pasa veida veic tuk$a parauga analizi ar 5 ml rauga suspensijas
(3.1. punkts). Sadi nosaka laktozes saturu atbilstosi Lufa-Sorla metodei:
pievieno precizi 25 ml Lufa-Sorla reagenta (3.4. punkts) un divus
pumeka gabalinus (3.5. punkts). Ar roku maisot, uz vidgja augstuma
valgjas liesmas $kidumu apméram divas miniités uzkarsé lidz variSanas
temperatiirai. Erlenmeijera kolbu nekavgjoties novieto uz metala sieta,
kas parklats ar azbestu un kam ir apm&ram 6 cm liels caurums, zem
kura iedegta liesma. Liesmu noregulé ta, lai Erlenmeijera kolba tiktu
karséta tikai no apaksas. Erlenmeijera kolbai pievieno atteces konden-
satoru. Vara precizi desmit miniites. Talit atdzesé auksta Gdeni un
apméram péc piecam minat€m titré $adi.

Pievieno 10 ml kalija jodida Skiduma (3.6. punkts) un tilit p&c tam
(uzmanigi jo iesp&ama ievérojama putu veidoSanas) pievieno 25 ml
sérskabes (3.7. punkts ). Titr€ ar natrija tiosulfata skidumu (3.8. punkts),
Iidz paradas blavi dzeltens krasojums, pievieno cietes indikatoru
(3.9. punkts) un pabeidz titréSanu.

Bez variSanas tada pasa veida titré 25 ml precizi mérita Lufa-Sorla
reagenta (3.4. punkts) un 25 ml @dens maisjjumu, kam pievienoti
10 ml kalija jodida skiduma (3.6. punkts) un 25 ml sérskabes
(3.7. punkts).

Rezultatu apréekinasana

Izmantojot pievienoto tabulu, nosaka laktozes daudzumu miligramos,
kas atbilst abu titréSanu rezultatu starpibai un ko izsaka ml natrija
tiosulfata 0,1 mol/l.

Rezultatu izsaka beztdens laktoz& ka parauga procentualo dalu.

Novérojums
1. Produktiem, kuri satur vairak neka 40 % ferment&ama cukura,

izmanto vairak neka 5 ml rauga suspensijas (3.1. punkts).

2. Bariba “ar samazinatu laktozes daudzumu” (pieméram, kaku piena)
laktoze tiek parveidota par fruktozi, kas netiek pilniba raudzéta
2 stundas, kas izraisa augstakus vai kltidaini pozitivus rezultatus
(jo ekstrakta paliek fruktozes atlickas).

25 ml Lufa-Sorla reagenta vértibu tabula

Na, S, O3 0,1 mol/l mililitri, karsé divas miniites, vara desmit

miniites
Na, S, Os Gl‘:‘;’f:;tcfﬁﬁfze’ Laktoze Na, S, Os
0,1 mol/l Cq Hyp Og Cia Hyy Oy 0,1 mol/l
ml mg starpiba mg starpiba 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
9 224 2,6 33,2 3,8 9
10 25,0 2,6 37,0 3,8 10
11 27,6 2,7 40,8 3,8 11
12 30,3 2,7 44,6 3,8 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 14
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3.2

3.3.

Na, S; O3 Ghﬁvzee;tciiﬁ?ze’ Laktoze Na; S; O3
0,1 mol/l Ce Hyy Og Ci> Hy Oy 0,1 mol/l
ml mg starpiba mg starpiba 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. CIETES NOTEIKSANA
POLARIMETRISKA METODE
Meérkis un tvérums

ST metode lauj noteikt cietes un lielmolekulara svara cietes noardisanas
produktu daudzumus bariba, lai parbauditu atbilstibu deklarétajai ener-
getiskajai  vertibai (VII pielikuma noteikumi) un Regulai (EK)
Nr. 767/20009.

ST metode ir jaizmanto cietes satura noteikSanai, lai aprékinatu baribas
energétisko vértibu.

Ja cietes saturs ir janosaka citiem mérkiem, var izmantot citas analizes
metodes.

Princips

S1 metode ietver divas noteikSanas. Pirmaja paraugu apstrada ar atkai-
ditu salsskabi. P&c dzidrinasanas un filtréSanas $kiduma optisko rotaciju
meéra, izmantojot polarimetriju.

Otraja paraugu ekstrah& ar 40 % etanolu. P&c tam, kad filtrats ir paska-
binats ar salsskabi, dzidrinats un filtréts, optisko rotaciju méra tapat ka
pirmaja noteik$ana.

No abu mérjjumu starpibas, reizinot ar zinamu koeficientu, ieglst
parauga cietes saturu.

Reagenti

Salsskabe, 25 % skidums (w/v); blivums 1,126 g/ml.

Salsskabe, 1,13 % skidums (w/v).

Koncentracija japarbauda, titrgjot ar 0,1 mol/l natrija hidroksida
skidumu 0,1 % (w/v) metilsarkana klatbutné 94 % (v/v) etanola. Lai
neitralizétu 10 ml, vajag 30,94 ml NaOH 0,1 mol/l.

Karesa 1 skidums: GdenT izskidina 21,9 g cinka acetata, Zn(CH3COO),
2H,0, un 3 g ledus etikskabes. Papildina ar tGdeni Iidz 100 ml.
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3.4.

3.5.

4.2.

5.2.

5.3.

Karesa II $kidums: tdenT iz§kidina 10,6 g kalija ferocianida, K4 Fe(CN)
6 3H,0. Papildina ar @ideni lidz 100 ml.

Etanola skidums 40 % (v/v), blivums 0,948 g/ml 20 °C temperatira.

Iekartas

250 ml Erlenmeijera kolba ar standarta pieslipétu stikla savienojumu un
ar atteces kondensatoru.

Polarimetrs vai saharimetrs.

Procediira
Parauga sagatavoSana

Paraugu sasmalcina, lidz tas ir pietickami smalks, lai izsijatos caur
sietu ar 0,5 mm apalu acojumu.

Kopgjas optiskas rotacijas (P vai S) noteikSana (skatit 7.1. Novérojumu
punktu)

2,5 g sasmalcinata parauga ar precizitati lidz mg iesver 100 ml
mérkolba. Pievieno 25 ml salsskabes (3.2. punkts), krata, lai panaktu
vienmérigu izkliedi testa parauga, un pievieno vél 25 ml salsskabes
(3.2. punkts). Iegremdé kolbu verdosa tidens vanna, pirmas tris mintites
energiski un nepartraukti kratot, lai novérstu aglomeratu veidoSanos.
Udens daudzumam {idens vanna jabiit pietickamam, lai vanna turpinatu
varities, kad taja ieliek kolbu. Kolbu no vannas nedrikst iznemt, kad ta
tiek krattta. Precizi p& 15 miniitdm kolbu izpem no vannas,
pievieno 30 ml auksta Gdens un talit atdzesé lidz 20 °C.

Pievieno 5ml Karesa I $kiduma (3.3. punkts) un krata apméram
30 sekundes. Tad pievieno 5 ml Karesa II $kiduma (3.4. punkts) un
atkal krata apméram 30 sekundes. Papildina ar Gdeni lidz tilpumam,
samaisa un filtré. Ja filtrats nav pilnigi dzidrs (kas notiek reti), tad
atkarto noteikSanu, izmantojot lielaku daudzumu Karesa 1 un
II $kiduma, piem&ram, 10 ml.

Ar polarimetru vai saharimetru izméra S$kiduma optisko rotaciju
200 mm mégene.

Optiskas rotacijas (P’ vai S’) noteiksana vielam, kuras skist 40 %
etanola

Ar precizitati lidz mg iesver 5 g parauga, ievieto 100 ml mérkolba un
pievieno apméram 80 ml etanola (3.5. punkts) (skatit 7.2. Novérojumu
punktu). Atstaj kolbu vienu stundu istabas temperatiira; Saja laika sesas
reizes kartigi sakrata ta, lai testa paraugs labi sajauktos ar etanolu.
Papildina lidz tilpumam ar etanolu (3.5. punkts), samaisa un filtre.

Ar pipeti 50 ml filtrata (kas atbilst 2,5 g parauga) iepilina 250 ml Erlen-
meijera kolba, pievieno 2,1 ml salsskabes (3.1. punkts) un kartigi
sakrata. Erlenmeijera kolbai pievieno atteces kondensatoru un kolbu
iegremd@ verdosa tidens vanna. Tie$i pec 15 minGtém iznem Erlenmei-
jera kolbu no vannas, saturu parnes 100 ml meérkolba, skalojot ar
nelielu daudzumu auksta Gidens, un atdzesé lidz 20 °C.
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Dzidrina, izmantojot Karesa I Skidumu (3.3. punkts) un II skidumu
(3.4. punkts), papildina Iidz tilpumam ar tdeni, samaisa, filtré un
izméra optisko rotaciju, ka noradits 5.2. punkta otraja un tre$aja dala.

6. Rezultatu aprékinasana

Cietes saturu (%) aprékina Sadi.

6.1. Meérisana ar polarimetru

. 2000 x (P — P’
Cietes saturs (%) = #
[o]p
P = kopgja optiska rotacija lenka grados,
P’ = 40% (V/V) etanola skistosu vielu optiska rotacija lenka

grados,

[ot]zDO0 = tTrag pietes speciﬁsk? optiskﬁ. rotﬁcijg. Visparigi pienemtas
skaitliskas veértibas §im koeficientam ir $adas:

+ 185,9°: risu ciete

+ 185,7°: Kkartupelu ciete
+ 184,6°: kukuriizas ciete
+ 182,7°:  kviesu ciete

+ 181,5°: miezu ciete

+ 181,3°: auzu ciete

+ 184,0°:  pargjie cietes un cietes maisfjumu veidi baribas
maisTjumos

6.2. Merisana ar saharimetru

2000 (2N x0,665)x(S—S) 26,6Nx (S-§)

Cietes saturs(%) =

oy 100 [ofy”
S = kopgja optiska rotacija saharimetra grados,
S’ =40 % (v/v) etanola $kistoSu vielu optiska rotacija saharimetra
grados,
N = saharozes svars (g) 100 mililitros Udens, kas, izm@rot ar

200 mm mé&geni, dod 100 saharimetra gradu optisko rotaciju
16,29 g Francijas saharimetriem,

26,00 g Vacijas saharimetriem,

20,00 g jauktajiem saharimetriem.

[(Jt]zDOo = tiras cietes specifiska optiska rotacija (skatit 6.1. punktu).
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6.3. Atkartojamiba

Starpiba starp rezultatiem, kas iegiiti divas paralélas noteiksanas, kuras
veiktas ar vienu paraugu, nedrikst parsniegt 0,4 no absolata lieluma, ja
cietes saturs ir mazaks par 40 %, un 1 % no relativa lieluma, ja cietes
saturs ir vienads ar vai lielaks par 40 %.

7. Novérojumi

7.1. Ja paraugs satur vairdk neka 6 % karbonatu, rékinot kalcija karbonata
izteiksmg, tad tie pirms kop&jas optiskas rotacijas noteikSanas ir jaiz-
nicina, apstradajot ar precizi atbilstigu atSkaiditas sérskabes daudzumu.

7.2. Ja produktos ir liels laktozes saturs, pieméram, piena seruma pulverl
vai sausaja vajpiena, tad pievieno 80 ml etanola (3.5. punkts) un rikojas
sadi. Kolbai pievieno atteces kondensatoru un kolbu uz 30 minGtem
iegremdé Udens vanna 50 °C temperatiira. Atstaj atdzist un turpina
analizi, ka noradits 5.3. punkta.

7.3. Ir zinams, ka $adas baribas sastavdalas, ja tas bariba ir ievérojama
daudzuma, rada traucgjumus, nosakot cietes saturu ar polarimetrisko
metodi, un Iidz ar to var ieglit nepareizus rezultatus:

— tadi (cukur)bieSu produkti ka (cukur)bieSu mikstums, (cukur)biesu
melase, melasi saturo$s (cukur)biesu mikstums, (cukur)biesu
vinaze, (bie$u) cukurs,

— citrusauglu mikstums,
— linséklas, linséklu rausi, linséklu izvilkums,

— rapsSu s€klas, rapSu s€klu rausi, rapsu séklu izvilkums, rapsu seklu
Caulas,

— saulespuku s€klas, saulespuku s€klu izvilkums, dalgji lobitas,
ekstrahétas saulespuku sé€klas,

— kopras rausi, kopras izvilkums,

— kartupelu mikstums,

— sausais raugs,

— ar inultnu bagati produkti (piem&ram, topinambiru ¢ipsi un milti),
— gribas,

— sojas pupinu produkti.

Sados gadijumos var piemérot Komisijas Regula (EK) Nr. 121/2008 (1)
paredz&to analizes metodi. So metodi var izmantot arl attieciba uz
baribu, kas satur mazak par 1 % cietes.

(") Komisijas Regula (EK) Nr. 121/2008 (2008. gada 11. februaris), ar kuru nosaka analizes
metodi cietes satura noteikSanai izstradajumos, kas izmantojami dzivnieku bariba (KN
kods 2309) (OV L 37, 12.2.2008., 3. Ipp.).
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4.2.

4.3.

5.1

5.2.

7.2.

7.3.

L. JELPELNU NOTEIKSANA
Meérkis un tvérums

ST metode lauj noteikt jlpelnu saturu bariba.

Princips

Paraugu parpelno 550 °C temperattrd; atlikumu nosver.

Reagenti

Amonija nitrats, 20 % skidums (w/v).

Iekartas

Elektriska plitina.
Elektriska mufelkrasns ar termostatu.

Parpelnosanai paredz&ti kvarca, porcelana vai platina tigeli, kas ir vai
nu taisnstirveida (apméram 60 x 40 x 25 mm), vai apali (diametrs
60 lidz 75 mm, augstums 20 lidz 40 mm).

Procediira

Ar precizitati lidz mg iesver apméram 5 g parauga (2,5 g produktiem,
kam ir tendence uzbriest) un ievieto parpelnosanai tigeli, kas ieprieks
uzkarséts Iidz 550 °C, atdzes&ts un nosvérts. Novieto tigeli uz elektri-
skas plitinas un pakapeniski kars€, lidz viela paroglojas. Parpelno atbil-
stosi S5.1. vai 5.2. punktam.

Tigeli ievieto kalibrétda mufelkrasni, kas iestatita uz 550 °C. Iztur $aja
temperattird, 1idz ieglst baltus, gaiSpelékus vai sarkanigas nokrasas
pelnus, kuros nav acim redzamu ogles dalinu. Tigeli ievieto eksikatora,
atdzes€ un talit nosver.

Tigeli ievieto kalibrétaja mufelkrasni, kas iestatita uz 550 °C. Parpelno
tris stundas. Tigeli ievieto eksikatora, atdzesé un talit nosver. Atkartoti
parpelno 30 minites, lai nodroSinatu, ka pelnu svars nemainas (divos
secigi veiktos svérumos svara zudumam jabut mazakam par vai
vienadam ar 1 mg).

Rezultatu apréekinaSana

Aprékina atlikuma masu, atpemot taras masu.
Rezultatu izsaka procentos no parauga.

Noverojumi

Griti parpelnojamam vielam javeic vismaz tris stundas ilga sakotngja
parpelnosana, péc kuras paraugu atdzes€, tam pievieno dazus pilienus
20 % amonija nitrata $kiduma vai Gidens (uzmanigi, lai pelni nedisper-
getos vai nesakeptu gabalos). PEc izzavéSanas krasni kalcinéSanu
turpina. Vajadzibas gadijuma darbibu atkarto, lidz parpelnoSana ir
pabeigta.

Vielam, ko nevar apstradat, ka aprakstits 7.1. punkta, rikojas $adi: péc
tris stundu parpelnosanas pelnus ievieto silta GidenT un filtré caur nelielu
bezpelnu filtru. Taja pasa tigell parpelno filtru kopa ar ta saturu.
Filtratu ievieto atdzesétaja tigeli, iztvaic€, lidz tas ir sauss, parpelno
un nosver.

Analizgjot e/las un taukus, precizi iesver 25 g parauga piemérota
izm@ra tigeli. Paroglo, vielu aizdedzinot ar bezpelnu filtrpapira stré-
meli. Péc sadedzinasanas samitrina ar iesp&ami mazu tidens daudzumu.
Izzaveé un parpelno, ka aprakstits 5. punkta.
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1.1.

1.2.

2.2.

3.2.

3.3.

4.2.

4.3.

44.

5.2

M. SALSSKABE NESKISTOSU PELNU NOTEIKSANA
Meérkis un tvérums

Si metode lauj noteikt tadu mineralvielu daudzumu bariba, kuras
neskist salsskabe. Atkartba no parauga Ipasibam var izmantot divas
metodes.

A metode: piem@rojama organiskam baribas sastavdalam un lielakajai
dalai bartbas maisTjumu.

B metode: piemérojama tadiem mineralu savienojumiem un maisTju-
miem un baribas maisijumiem, kuros salsskab& neskistoso vielu saturs,
ka noteikts ar A metodi, parsniedz 1 %.

Princips

A metode: paraugu parpelno, pelnus uzvara salsskabé un neskistoSo
atlikumu filtré un nosver.

B metode: paraugu apstrada ar silsskabi. Skidumu filtrg, atlikumu
parpelno un tadgjadi iegiitos pelnus apstrada saskana ar A metodi.

Reagenti

Salsskabe 3 mol/l.
Trihloretikskabe, 20 % skidums (w/v).
Trihloretikskabe, 1 % skidums (w/v).

Iekartas

Elektriska plitina.
Elektriska mufelkrasns ar termostatu.

Parpelnosanai paredzéti kvarca, porcelana vai platina tigeli, kas ir vai
nu taisnstiirveida (apméram 60 x 40 x 25 mm), vai apali (diametrs
60 Iidz 75 mm, augstums 20 lidz 40 mm).

Filtri bez pelniem.

Procediira
A metode

Paraugu parpelno, izmantojot metodi, kas aprakstita jElpelnu noteik-
Sanai. Var izmantot arT pelnus, kas iegiiti no min&tas analizes.

Pelnus ievieto 250—400 ml varglazé, izmantojot 75 ml salsskabes
(3.1. punkts). Léni uzvara un piecpadsmit mintites l&éni vara. Silto
Skidumu izfiltr@ caur bezpelnu filtrpapTru un atlikumu mazga ar siltu
tdeni, I1dz skabes reakcija vairs nav redzama. Filtru ar atlikumu izzave
un parpelno nosvertaja tigell temperatiira, kas nav zemaka par 550 °C
un nav augstaka par 700 °C. Atdzes€ eksikatora un nosver.

B metode

5 g parauga ar precizitati lidz mg iesver 250-400 ml varglaze. Secigi
pievieno 25 ml adens un 25 ml salsskabes (3.1. punkts), samaisa un
gaida, lidz parstaj izdalities burbuli. Pievieno v&l 50 ml salsskabes
(3.1. punkts). Pagaida, lidz gaze parstaj izdalities, tad ievieto varglazi
verdoSa tdens vanna un tur atstdj trisdesmit mindtes vai ilgak, ja
vajadzigs, lai rapigi hidrolizétu jebkuru tur iesp&jami klatesoSu cieti.
Siltu izfiltré caur bezpelnu filtru un filtru izmazga 50 ml silta Gdens
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

(skatit 7. punktu ‘“Noveérojums”). Filtru ar atlikumu ievieto tigeli
parpelnoSanai, izzavé un parpelno temperatiira, kas nav zemaka par
550°C un nav augstaka par 700 °C. Pelnus ievieto 250-400 ml
varglazg, izmantojot 75 ml salsskabes (3.1. punkts); turpina, ka aprak-
stits 5.1. punkta otraja dala.

Rezultatu aprékinasana

Aprékina atlikuma masu, atnpemot taras masu. Rezultatu izsaka
procentos no parauga.

Noverojums

Ja atlikums filtr&jas slikti, tad analizi sak velreiz, 50 ml salsskabes
(3.1. punkts) vieta nemot 50ml 20 % trihloretikskabes Skidumu
(3.2. punkts) un filtru mazgajot ar siltu 1 % trihloretikskabes skidumu
(3.3. punkts).

N. KOPEJA FOSFORA DAUDZUMA NOTEIKSANA

Kopgjais fosfora daudzums janosaka saskana ar:

— analizes metodi, kas paredzéta standarta EN 15510 “Dzivnieku
bariba. Paraugu nemsanas un analizes metodes — Kalcija, natrija,
fosfora, magnija, kalija, dzelzs, cinka, vara, mangana, kobalta,
molibdéna un svina noteikSana, izmantojot /CP-AES metodi”, vai

— analizes metodi, kas paredz&ta standarta EN 15621 “Dzivnieku
bariba. Paraugu nems$anas un analizes metodes — Kalcija, natrija,
fosfora, magnija, kalija, s€ra, dzelzs, cinka, vara, mangana un
kobalta noteikSana péc spiediena sadaliSanas, izmantojot /CP-AES
metodi”, vai

— fotometrisko metodi, ka aprakstits turpmak.

FOTOMETRISKA METODE
Meérkis un tvérums

S1 metode lauj noteikt kopgjo fosfora saturu bariba. Ta ir Ipasi piemé-
rota tadu produktu analizei, kuros ir mazs fosfora daudzums. Dazos
gadijumos (ja produkta ir daudz fosfora) var izmantot gravimetrijas
metodi.

Princips

Paraugu mineralizé, izmantojot vai nu sauso dedzinasanu (organiskas
baribas gadijuma), vai skabes $kelSanu (kombin&to mineralu un $kidras
baribas gadijuma), un ievieto skdbes $kiduma. Skidumu apstrada ar
molibdovanadata reagentu. Tadgjadi iegata dzeltena $kiduma optisko
blivumu méra spektrofotometra pie 430 nm.

Reagenti

Kalcija karbonats.

Salsskabe, pog = 1,10 g/ml (apméram 6 mol/l).
Slapeklskabe, p,o = 1,045 g/ml.

Slapeklskabe, p,o = 1,38 iesniedz 1,42 g/ml.
Serskabe, pyo = 1,84 g/ml.

Molibdovanadata reagents: 200 ml amonija heptamolibdata $kiduma
(3.6.1. punkts), 200 ml amonija monovanadata $kiduma (3.6.2. punkts)
un 134 ml slapeklskabes (3.4. punkts) samaisa viena litra mérkolba.
Papildina lidz vajadzigajam tilpumam ar @deni.
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3.6.1.

3.6.2.

3.7.

4.2.

4.3.

44.

4.5.

4.6.

S5.1.1.

5.1.2.

Amonija heptamolibdata $kidums: iz8kidina karsta Gden 100 g amonija
heptamolibdata (NH4) 6Mo0,0,4.4H,0. Pievieno 10 ml amonjaka
(blivums 0,91 g/ml) un papildina lidz vienam litram ar Gdeni.

Amonija monovanadata Skidums: 2,35g amonija monovanadata
NH4VO; izskidina 400 mililitros karsta Gdens. Pastavigi maisot, 1&ni
pievieno 20 ml atSkaidttas slapeklskabes (7 ml HNO; (3.4. punkts) +
13 ml H,O) un papildina Iidz vienam litram ar @ideni.

1 mg fosfora uz ml standart$kidums: Gdeni iz8kidina 4,387 g kalija
dihidrogénfosfata KH,PO,. Papildina ar tdeni Iidz vienam litram.

Iekartas

Kvarca, porcelana vai platina tigeli parpelnosanai.

Elektriska mufelkrasns ar termostatu, kas iestatits uz 550 °C.

250 ml Kjeldala kolba.

Merkolbas un precizijas pipetes.

Spektrofotometrs.

Apméram 16 mm diametra mégenes ar aizbazpiem un iedalam lidz
14,5 mm; tilpums: tilpums 25 Iidz 30 ml.

Procediira
Skiduma sagatavosana

Atkar1ba no parauga Ipasibam sagatavo Skidumu, ka noradits 5.1.1. vai
5.1.2. punkta.

Parasta procedira

Ar precizitati 11dz 1 mg nosver 1 g vai vairak parauga. Testa paraugu
ievieto Kjeldala kolba, pievieno 20 ml sérskabes (3.5. punkts), sakrata,
lai vielu pilniba piesiicinatu ar skabi un nelautu tai pielipt pie kolbas
sienam, uzkarsé un uztur virSanas temperatiru 10 miniites. Nedaudz
atdzesg, pievieno 2 ml slapeklskabes (3.4. punkts), lénam uzkarsg,
nedaudz atdzes€, pievieno vél nedaudz slapeklskabes (3.4. punkts) un
atjauno virSanas temperatiiru. Procediiru atkarto, lidz iegiist bezkrasainu
Skidumu. Atdzesg, pievieno mazliet Gdens, dekanté Skidrumu 500 ml
meérkolba, izskalojot Kjeldala kolbu ar karstu Gdeni. Lauj atdzist, papil-
dina lidz vajadzigajam tilpumam ar Gdeni, homogeniz€ un filtré.

Paraugi, kuros ir organiskas vielas un nav kalcija
un magnija dihidrogénfosfatu

Apméram 2,5 g parauga ar precizitati lidz 1 mg iesver tigell parpelno-
Sanai. Maisa testa paraugu, lidz tas pilniba sajaucies ar 1 g kalcija
karbonata (3.1. punkts). Parpelno krasni 550 °C temperatira, Iidz iegtst
baltus vai pelekus pelnus (var but ari nedaudz oglu). Pelnus parnes
250 ml varglaze. Pievieno 20 ml Gdens un salsskabes (3.2. punkts),
lidz parstaj veidoties burbuli. Pievieno vél 10ml salsskabes
(3.2. punkts). Varglazi novieto smilSu vanna un tvaicg, lidz ta ir
sausa, lai kvarcu padaritu neskistosu. Atlikumu atkartoti $kidina 10 mili-
litros slapeklskabes (3.3. punkts) un piecas miniites vara smilSu vanna
vai uz elektriskds plitinas netvaicgjot, lidz tas ir sauss. Skidrumu
dekanté 500 ml mérkolba, vairakas reizes izskalojot varglazi ar karstu
tdeni. Lauj atdzist, papildina lidz vajadzigajam tilpumam ar tdeni,
homogenizé un filtrg.
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5.2.

5.3.

3.2.

3.3.

3.4.

Krasojuma attistiba un optiska blivuma mérijums

Saskana ar 5.1.1. vai 5.1.2. punktu iegata filtrata alikvoto dalu atSkaida,
lai iegiitu fosfora koncentraciju, kas neparsniedz 40 pg/ml. 10 ml $a
$kiduma ielej mégené (4.6. punkts) un pievieno 10 ml molibdovanadata
reagenta (3.6. punkts). Homogeniz€ un atstaj 20 °C temperatiira vismaz
10 minttes. Spektrofotometra pie 430 nm izméra optisko blivumu pret
$kidumu, ko iegst, pievienojot 10 mililitrus molibdovanadata reagenta
(3.6. punkts) 10 mililitriem tdens.

Kalibrésanas likne

No standartSkiduma (3.7. punkts) sagatavo Skidumus, kas satur attiecigi
5, 10, 20, 30 un 40 pg fosfora uz 1 ml. Nem 10 ml no katra minéta
§kiduma un pievieno 10 ml molibdovanadata reagenta (3.6. punkts).
Homogeniz& un atstdj 20 °C temperatiird vismaz 10 minites. Optisko
blivumu méra ta, ka noradits 5.2. punkta. Veido kalibr&Sanas Iikni,
atzim&jot optiskos blivumus un atbilstigos fosfora daudzumus. Ja
koncentracija ir no 0 lidz 40 pg/ml, tad likne bus lineara.

Rezultatu apréekinaSana

Fosfora daudzumu testa parauga nosaka, izmantojot kalibréSanas likni.

Rezultatu izsaka procentos no parauga.

Atkartojamiba

No viena parauga divas paral€las noteikSanas ieglito rezultatu starpiba
nedrikst parsniegt:

— 3 % no lielaka rezultata skaitliskas vertibas, ja fosfora saturs ir lidz
5 %,

— 0,15 % absolutaja vertiba, ja fosfora saturs parsniedz 5 %.

0. HLORIDU HLORA NOTEIKSANA
Meérkis un tvérums

ST metode lauj noteikt hlora saturu tidenT 8kistogos hloridos, ko parasti
izsaka ka natrija hloridu. To piemé&ro visai baribai.

Princips

Hloridus izskidina @ideni. Ja produkts satur organisku vielu, tad to
dzidrina. Skidumu nedaudz paskabina ar slapeklskabi un hloridus ar
sudraba nitrata skidumu izgulsné sudraba hlorida veida. Sudraba nitrata
parpalikumu attitré ar amonija tiocianata skidumu, izmantojot Volharda
metodi.

Reagenti

Amonija tiocianata $kidums 0,1 mol/l.

Sudraba nitrata $kidums 0,1 mol/l.

Piesatinats amonija dzelzs sulfata $kidums, (NH,)Fe(SOy),.

Slapeklskabe, blivums 1,38 g/ml.
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3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

5.2

Dietiléteris.
Acetons.

Karesa I Skidums: @denT izSkidina 21,9 g cinka acetata, Zn (CH;COO)
22H,0, un 3 g ledus etikskabes. Papildina ar Gdeni Iidz 100 ml.

Karesa II skidums: @ident izskidina 10,6 g kalija ferocianida K4 Fe(CN)
6 3H,0. Papildina ar @ideni lidz 100 ml.

Aktiva ogle, kura nav hloridu un kura tos neabsorbg.

Iekartas

Rotacijas tipa maisitdjs (tumblers): aptuveni 35 lidz 40 apgr./min.

Procedura
Skiduma sagatavosana

Atkariba no parauga Ipasibam sagatavo Skidumu, ka noradits 5.1.1.,
5.1.2. vai 5.1.3. punkta.

Vienlaikus veic tuksa parauga analizi, neizmantojot analiz€amo
paraugu.

Paraugi, kuros nav organisku vielu

Ar precizitati 1idz mg iesver ne vairak ka 10 g parauga, kura ir ne
vairdk par 3 g hlora hloridu veida. Kopa ar 400 ml tdens iepilda
500 ml tilpuma kolba apméram 20 °C temperatiira. Trisdesmit miniites
maisa tumblerd, papildina lidz vajadzigajam tilpumam, homogenizé un
filtre.

Paraugi, kuros ir organiskas vielas, izpemot
5.1.3. punkta min&tos produktus

Ar precizitati lidz mg iesver apméram 5 g parauga, ko kopa ar 1 g
aktivas ogles ievieto 500 ml tilpuma kolba. Pievieno 400 ml apméram
20°C udens un Sml Karesa I S$kiduma (3.7. punkts), maisa
30 sekundes, tad pievieno 5 ml Karesa II $kiduma (3.8. punkts). Tris-
desmit miniites maisa tumblera, papildina lidz vajadzigajam tilpumam,
homogenizé un filtre.

Termiski apstradata bariba, linu raus$i un milti,
produkti, kuros ir daudz linu miltu, un citi
produkti, kuros ir daudz glotvielu vai koloidu
vielu (piemé&ram, dekstrinéta ciete)

Sagatavo Skidumu, ka aprakstits 5.1.2. punkta, bet nefiltré. Dekante
(vajadzibas gadijuma centrifuge), atdala 100 ml no Skiduma augsgja
slana un parnes 200 ml mérkolba. Samaisa ar acetonu (3.6. punkts)
un ar So skidinatdju papildina I1dz vajadzigajam tilpumam, homogenize
un filtre.

Titresana

Ar pipeti Erlenmeijera kolba parnes 25 ml lidz 100 ml filtrata (atkariba
no sagaidama hloridu satura), ko ieglist péc apraksta 5.1.1., 5.1.2. vai
5.1.3. punkta. Alikvota dala nedrikst saturét vairak par 150 mg hlora
(Cl). Vajadzibas gadijuma atSkaida lidz vismaz 50 ml tilpumam ar
ddeni, pievieno 5 ml slapeklskabes (3.4. punkts), 2 ml piesatinata
amonija dzelzs sulfata §kiduma (3.3. punkts) un divus pilienus amonija
tiocianata $kiduma (3.1. punkts), ko nem ar bireti, kas uzpildita lidz
nulles atzimei. Ar bireti parnes sudraba nitrata $kidumu (3.2. punkts)
ta, lai tas batu 5 ml parakuma. Pievieno 5 ml dietilétera (3.5. punkts)
un stipri sakrata, lai koagul&tu nogulsnes. Sudraba nitrata parakumu
titré ar amonija tiocianata $kidumu (3.1. punkts), lidz veidojas sarkan-
brans krasojums, kas saglabajas vienu minti.
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7.2.

7.3.

Rezultatu aprekinasana

Hlora daudzumu (X), izteiktu % no natrija hlorida, aprékina, izmantojot
$adu formulu:

5,845 % (V, — 13)
- m

X

kur:
V, = pievienota 0,1 mol/l sudraba nitrata Skiduma tilpums ml,

V, = titréSanai izmantotais 0,1 mol/l amonija tiocianata S$kiduma
tilpums ml,

m = parauga svars gramos alikvota.

Ja tuksa parauga analize norada, ka ir patéréts 0,1 mol/l sudraba nitrata
Skidums, tad minéto lielumu atskaita no tilpuma (V,—V,).

Novérojumi

TitréSanu var veikt, arT izmantojot potenciometriju.

Analizgjot produktus ar loti lielu ellu un tauku saturu, tos vispirms
attauko ar dietiléteri vai petroléteri.

Zivju miltus var titrét, izmantojot Mora metodi.
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1V PIELIKUMS

ANALIZES METODES, AR KO KONTROLE ATLAUTO PIEDEVU

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.

3.7.

Q)

DAUDZUMU BARIBA

A. A VITAMINA NOTEIKSANA

A vitamins janosaka saskana ar:

— analizes metodi, kas paredz&ta standarta EN 17547 “Dzivnieku
bariba. Paraugu nemsanas un analizes metodes — A, E un D vita-
mina satura noteik$ana (') — Metode, kura izmanto cietds fazes
ekstrakciju (SPE) un attiriSanu, ka arT augstas izSkirtsp&jas
Skidruma hromatografiju (HPLC)”, vai

— saskana ar apgrieztas fazes augstas izskirtspgjas Skidruma hromato-
grafijas metodi (RP-HPLC) ar UV vai fluorescences detektoru, ka
aprakstits turpmak no 1. I1dz 9. punktam.

Meérkis un tvérums

ST metode lauj noteikt A vitamina (retinola) daudzumu bariba. Ar
A vitaminu saprot all-trans-retinilspirtu un ta cis-izomérus, ko nosaka
ar So metodi. A vitamina saturu izsaka starptautiskajas vienibas (SV)
uz kg. Viena SV atbilst 0,300 pg all-trans-A vitamina spirta vai
0,344 ng all-trans-A vitamina acetata, vai 0,550 pg all-trans-A vita-
mina palmitata aktivitatei.

Kvantitativas noteikSanas robeza ir 2 000 SV A vitamina/kg.

Princips

Paraugu hidrolizé kalija hidroksida $kiduma etanola, un A vitaminu
ekstrah& petrol&tert. Skidinatdju atdala iztvaicgjot, atlikumu izskidina
metanola un vajadzibas gadijuma atskaida 1idz nepiecieSamajai koncen-
tracijai. A vitamina saturu nosaka ar apgrieztds fazes augstas izSkirt-
sp&jas Skidruma hromatografiju (P-HPLC), izmantojot UV vai fluores-

cences detektoru. Hromatografijas parametrus izvélas ta, lai all-frans-A
vitamina spirts neatdalitos no ta cis-izomériem.

Reagenti

Etanols, ¢ = 96 %.

Petrol&teris, virSanas diapazons 40-60 °C.
Metanols.

Kalija hidroksida $kidums, ¢ = 50 g/100 ml.

Natrija askorbata §kidums, ¢ = 10 g/100 ml (skattt 7.7. Nov&rojumu
punktu).

Natrija sulfids, Na,S - x H,O (x =7 - 9)

1. Natrija sulfida skidums, ¢ = 0,5 mol/l glicertna, 8 = 120 g/l, (ja x = 9)
(skattt 7.8. Noverojumu punktu).

Fenolftaletna $kidums, ¢ = 2 g/100 ml etanola (3.1. punkts).

Analizes metode, kas paredzéta standarta EN 17547, tiek saukta par metodi, ko izmanto

oficialas kontrol@s, lai noteiktu A un E vitaminu, ka alternativu §a pielikuma A dala
aprakstitajai A vitamina noteik$anas metodei un $a pielikuma B dala aprakstitajai E vita-
mina noteikSanas metodei.
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3.8.

3.9.

3.11.1.

3.12.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

4.3.

44,

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

2-propanols.

Kustiga faze priek§ HPLC: metanola (3.3. punkts) un @idens maisfjums,
pieméram, 980 + 20 (v + v). Precizu attiecibu nosaka izmantotas
kolonnas raksturlielumi.

Slapeklis, bez skabekla.

Ipasi tirs all-trans-A vitamina acetats ar sertificétu aktivitati, piemeram,
2,80 x 10° SV/g.

All-trans-A vitamIna acetata rezerves standartSkidums: ar precizitati
Iidz 0,1 mg 100 ml merkolba iesver 50 mg A vitamina acetata
(3.11. punkts). Izskidina 2-propanola (3.8. punkts) un papildina Iidz
Zimei ar to pa$u $kidinataju. Sa $kiduma nominala koncentracija ir
1400 SV A vitamina/ml. Precizais saturs janosaka atbilstosi
5.6.3.1. punktam.

Ipasi ftirs all-rans-A vitamina palmitats ar sertificétu aktivitati,
pieméram, 1,80 x 106 SV/g.

All-trans-A vitamina palmitata rezerves standart§kidums: ar precizitati
lidz 0,1 mg 100 ml mérkolba iesver 80 mg A vitamina palmitata
(3.12. punkts). Izskidina 2-propanola (3.8. punkts) un papildina lidz
zimei ar to pa$u $kidinataju. Sa $kiduma nominala koncentracija ir
1400 SV A vitamina/ml. Precizais saturs janosaka atbilstosi
5.6.3.2. punktam.

2,6-Di-tert-butil-4-metilfenols (BHT) (skatit 7.5. Novérojumu punktu).

Iekartas

Rotacijas vakuumiztvaic@tajs.
Briina stikla trauki.
500 ml plakandibena vai koniskas kolbas ar pieslipéta stikla uzmavu.

10, 25, 100 un 500 ml Saurkakla mérkolbas ar pieslipéta stikla aizbaz-
niem.

1 000 ml koniskas dalampiltuves ar pieslipéta stikla aizbazniem.
250 ml bumbierveida kolbas ar pieslipéta stikla uzmavam.

Alma kondensators, apvalka garums 300 mm, ar pieslipéta stikla savie-
nojumu un adapteri gazu padeves caurulei.

185 mm diametra kroku filtrs fazu atdaliSanai (pieméram, Schleicher &
Schuell 597 HY 1/2).

HPLC iekarta ar injekcijas sistému.

Skidrumu hromatografa kolonna, 250 x 4 mm, Cg, 5 vai 10 um iesai-
nojums, vai lidzvertiga (izpildes kritérijs: viena smaile visiem retinola
izomériem HPLC apstaklos).

UV vai fluorescences detektors ar regul€jamu vilpu garumu.
Spektrofotometrs ar 10 mm kvarca Stinam.
Udens vanna ar magnétisko maisTtaju.

Ekstrakcijas aparats (skatit 1. att€lu), kura ietilpst:
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4.8.1.

4.8.2.

5.1

5.2.

5.3.

viena litra tilpuma stikla cilindrs ar pieslipétu kaklu un aizbazni;

pieslipéta stikla ieliktnis, kas aprikots ar sanu nozarojumu un regulé-
jamu cauruli, kura iet caur centru. Regul&amajai caurulei ir U veida
apaks$€jais gals un sprausla pretéja gala, lai virsgjo Skidruma slani
cilindra varétu novadit uz dalampiltuvi.

Procediira

Piezime. A vitamins ir jutigs pret (UV) gaismu un oksidaciju. Visas
darbibas veic, izvairoties no gaismas klatbiitnes (izmantojot
briina stikla traukus vai stikla traukus, kas ir aizsargati ar
aluminija foliju), ka arT no skabekla klatbiitnes (noskalo ar
slapekli). Ekstrakcijas laika gaisu virs Skidruma aizstaj ar
slapekli (periodiski atbrivojot aizbazni, lai izvairitos no
parmériga spiediena).

Parauga sagatavosana

Paraugu samal ta, lai tas izietu caur sietu ar | mm acojumu un lai
malSanas laika nerastos siltums. Paraugs jasamal pirms svérSanas un
parziepjosanas, lai novérstu A vitamina zudumus. Paraugu(-us) nemal,
ja dalinu izméra sadalfjums ir atbilstoSs (piem@ram, premiksus un
baribas piedevas).

Parziepjosana

Atkariba no A vitamina satura svara 500 ml plakandibena vai koniska
kolba (4.2.1. punkts) ar precizitati lidz 1 mg iesver 2g lidz 25¢g
parauga. Zemas koncentracijas gadijuma parauga svaru var palielinat,
lai testa dala butu pietickami daudz dalinpu. Svarstot pakapeniski
pievieno 130 ml etanola (3.1. punkts), apm&ram 100 mg BHT
(3.13. punkts), 2 ml natrija askorbata skiduma (3.5. punkts) un 2 ml
natrija sulfida $kiduma (3.6. punkts). Kolbai pievieno kondensatoru
(4.3. punkts) un kolbu iegremdé Gidens vanna ar magné&tisko maisitaju
(4.7. punkts). Uzvara un lauj notikt attecei piecas minites. Tad caur
kondensatoru (4.3. punkts) pievieno 25 ml kalija hidroksida $kiduma
(3.4. punkts) un, maisot léna slapekla plisma, lauj notikt attecei vél
25 minttes. Tad noskalo kondensatoru apméram ar 20 ml @idens un
atdzes@ kolbas saturu I1dz istabas temperatiirai.

Ekstrakcija

Parziepjoto skidumu dekant&jot kvantitativi parnes uz 1 000 ml dalam-
piltuvi (4.2.3. punkts) vai ekstrakcijas aparatu (4.8. punkts), noskalojot
kopuma ar 250 ml Gdens. Parziepjosanas kolbu secigi noskalo ar 25 ml
etanola (3.1. punkts) un 100 ml petrolétera (3.2. punkts) un noskalo-
jumus parnes uz dalampiltuvi vai ekstrakcijas iekartu. Udens un etanola
attieciba kombinétajos $kidumos ir apm&ram 2:1. Kartigi sakrata divas
mindtes un lauj nogulsnéties divas miniites.

Ekstrakcija, izmantojot dalampiltuvi
(4.2.3. punkts)

Kad slani ir atdalfjusies (skatit 7.3. Novérojumu punktu), petrol&tera
slani parnes uz citu dalampiltuvi (4.2.3. punkts). Tadu ekstrakciju divas
reizes atkarto ar 100 ml petrol&tera (3.2. punkts) un divas reizes — ar
50 ml petrolétera (3.2. punkts).

Kombingtos ekstraktus divas reizes mazga dalampiltuvé ar 100 ml
tudens devam, viegli svarstot, lai neveidotos emulsijas, tad, atkartoti
kratot, ar jaunam 100 ml Gdens devam, lidz tdens, pievienojot fenolf-
taleina Skidumu (3.7. punkts), klast bezkrasains (parasti pietiek ar
Cetram mazgaSanas reizém). Lai atdalitu suspend&tu tdeni, mazgato
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5.4.

5.5.

ekstraktu caur sausu kroku filtru fazu atdaliSanai (4.4. punkts) filtré
500 ml mérkolba (4.2.2. punkts). Dalampiltuvi un filtru noskalo ar
50 ml petrol&tera (3.2. punkts), papildina lidz zimei ar petrol&teri
(3.2. punkts) un ripigi samaisa.

Ekstrakcija, izmantojot ekstrakcijas aparatu
(4.8. punkts)

Kad slani ir atdalijusies (skatit 7.3. Novérojumu punktu), stikla cilindra
aizbazni (4.8.1. punkts) nomaina ar pieslipeta stikla ieliktni
(4.8.2. punkts) un regulgjamas caurules U veida apaksgjo galu novieto
ta, lai tas atrastos tieSi virs slanu saskares Iimena. levadot slapekli caur
sanu nozarojumu, parnes augsgjo petroltera slani uz 1 000 ml dalam-
piltuvi (4.2.3. punkts). Stikla cilindra ievieto 100 ml petrol&tera
(3.2. punkts), noslédz ar aizbazni un kartigi sakrata. Lauj slaniem atda-
Iities un parnes augs€jo slani uz dalampiltuvi ka ieprieks. Atkarto
ekstrakciju ar papildu 100 ml petrol&tera (3.2. punkts), tad divas reizes
ar 50 ml petrol&tera (3.2. punkts) devam un parnes petroltera slanus uz
dalampiltuvi.

Mazga kombing&tos petrol&tera ekstraktus, ka aprakstits 5.3.1. punkta,
un turpina rikoties saskana ar minéto punktu.

Parauga skiduma sagatavosana prieks HPLC

Alikvoto dalu petrolétera Skiduma (no 5.3.1. vai 5.3.2. punkta) ar pipeti
parnes 250 ml bumbierveida kolba (4.2.4. punkts). Rotacijas iztvaice-
taja (4.1. punkts) samazinata spiediena tdens vannas temperatiira, kas
neparsniedz 40 °C, iztvaicgé $kidinataju, lidz tas ir gandriz sauss.
Atjauno atmosferas spiedienu, pievienojot slapekli (3.10. punkts), un
iznem kolbu no rotacijas iztvaicétaja. Atlikuso Skidinataju atdala ar
slapekla (3.10. punkts) plismu un taltt izSkidina atlikumu noteikta
tilpuma (10-100 ml) metanola (3.3. punkts) (A vitamina koncentracijai
jabuit diapazona no 5 SV/ml Iidz 30 SV/ml).

Noteiksana ar HPLC

A vitaminu atdala C;g apgrieztas fazes kolonna (4.5.1. punkts) un
koncentraciju izméra, izmantojot UV detektoru (325 nm) vai fluores-
cences detektoru (ierosa 325 nm, emisija 475 nm) (4.5.2. punkts).

Injice alikvoto dalu (pieméram, 20 pl) skiduma metilspirta, kas iegiits
5.4. punkta, un elug€ ar kustigo fazi (3.9. punkts). Aprekina vairaku
viena parauga Skiduma injekciju vid€jo smailes augstumu (platibu) un
vairaku kalibré$anas Skidumu (5.6.2. punkts) injekciju vidgjos smailes
augstumus (platibas).

HPLC nosactjumi

Orient&josi piedava $adus parametrus; var izmantot citus parametrus, ja
tie nodro$ina lidzvertigus rezultatus.

Slgidrumu hromatografa kolonna 250 X 4mm, Cig, 5 vai 10 um iesainojums, vai

(4.5.1. punkts): lidzvertiga

Kustiga faze (3.9. punkts): metanola  (3.3. punkts) un ddens

pieméram, 980 + 20 (v + v).

Plasmas atrums: 1-2 ml/min

Detektors (4.5.2. punkts): UV detektors (325 nm) vai fluorescences detektors

(ierosa 325 nm/emisija 475 nm)
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5.6.
5.6.1.

5.6.2.

5.6.3.
5.6.3.1.

5.6.3.2.

Kalibrésana
Darba standartSkidumu sagatavo$ana

20 ml A vitamina acetata rezerves standartSkiduma (3.11.1. punkts) vai
20 ml A vitamina palmitata rezerves standartskiduma (3.12.1. punkts)
ar pipeti parnes 500 ml plakandibena vai koniska kolba (4.2.1. punkts)
un hidrolizé, ka noradits 5.2. punkta, tacu nepievienojot BHT. Tad
ekstrah@ ar petrol&teri (3.2. punkts) saskana ar 5.3. punktu un papildina
Itidz 500 ml ar petrol&teri (3.2. punkts). Rotacijas iztvaic&taja iztvaice
100 ml tada ekstrakta (skatit 5.4. punktu), lidz tas ir gandriz sauss, ar
slapekla plusmu (3.10. punkts) atdala atlikuso $kidinataju un atkartoti
iz8kidina atlikumu 10,0 mililitros metanola (3.3. punkts). Sa skiduma
nominala koncentracija ir 560 SV A vitamina/ml. Precizais saturs jano-
saka atbilstosi 5.6.3.3. punktam. Darba standartskidums jasagatavo
svaigs pirms izmantoSanas.

2,0 ml tada darba standartSkiduma ar pipeti parnes 20 ml merkolba,
papildina 1idz zimei ar metanolu (3.3. punkts) un samaisa. Sa at$kaidita
darba standart§kiduma nominala koncentracija ir 56 SV A vitamina/ml.

Kalibrésanas Skidumu wun kalibr&Sanas grafika
sagatavoSana

1,0, 2,0, 5,0un 10,0 ml atskaidita darba standartS$kiduma ar pipeti
parnes 20 ml mérkolbas, papildina 1idz zimei ar metanolu (3.3. punkts)
un samaisa. Minéto Skidumu nominalas koncentracijas ir 2,8, 5,6,
14,0 un 28,0 SV A vitamina/ml.

20 ul katra kalibrésanas Skiduma injice vairakas reizes un nosaka
vidgjos smailes augstumus (laukumus). Izmantojot vid€jos smailes
augstumus (laukumus), izveido kalibré$anas grafiku, kas satur UV
kontroles rezultatus (5.6.3.3. punkts).

Standartskidumu UV standartizacija
A vitamina acetata rezerves standartSkidums

2,0 ml A vitamina acetata rezerves standartskiduma (3.11.1. punkts) ar
pipeti parnes 50 ml mérkolba (4.2.2. punkts) un papildina ITdz zimei ar
2-propanolu (3.8. punkts). Sa §kiduma nominala koncentracija ir 56 SV
A vitamina/ml. 3,0 ml $a atSkaidita A vitamina acetata Skiduma ar
pipeti parnes 25 ml mérkolba un papildina Iidz zimei ar 2-propanolu
(3.8. punkts). Sa §kiduma nominala koncentracija ir 6,72 SV A vitami-
na/ml. $a §kiduma UV spektru spektrofotometra (4.6. punkts) salidzina
ar 2-propanola (3.8. punkts) spektru intervala no 300 nm Iidz 400 nm.
Ekstinkcijas maksimumam jabiit robezas starp 325 nm un 327 nm.

A vitamina satura aprékinaSana:

A vitamina SV/ml = Esj6 x 19,0

(E}% A vitamina acetatam = 1 530 pie 326 nm 2 — propanola)

A vitamina palminata rezerves standartS$ktidums

2,0 ml A vitamina palminata rezerves standartSkiduma (3.12.1. punkts)
ar pipeti parnes 50 ml mérkolba (4.2.2. punkts) un papildina lidz zimei
ar 2-propanolu (3.8. punkts). Sa $kiduma nominaldi koncentracija
ir 56 SV A vitamina/ml. 3,0 ml $a atSkaidita A vitamina palminata
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5.6.3.3.

Skiduma ar pipeti parnes 25 ml mérkolba un papildina lidz zimei ar 2-
propanolu (3.8. punkts). Sa Skiduma nominala koncentracija ir 6,72 SV
A vitamina/ml. S3 §kiduma UV spektru spektrofotometra (4.6. punkts)
salidzina ar 2-propanola (3.8. punkts) spektru intervala no 300 nm lidz
400 nm. Ekstinkcijas maksimumam jabiit robezas starp 325 nm
un 327 nm.

A vitamina satura aprékinasana:

A vitamina SV/ml = Ejzj6 x 19,0

(E]%

Lo A Vitamina palminatam = 957 pie 326 nm 2 — propanola)

A vitamina darba standart§skidums

3,0 ml A vitamina neatskaidita darba standartskiduma, kas sagatavots
saskana ar 5.6.1. punktu, ar pipeti parnes 50 ml mérkolba (4.2.2. punkts)
un papildina I1dz zimei ar 2-propanolu (3.8. punkts). 5,0 ml §a skiduma
ar pipeti parnes 25 ml merkolba un papildina I1dz zimei ar 2-propanolu
(3.8. punkts). Sa §kiduma nominala koncentracija ir 6,72 SV A vitami-
na/ml. Sa §kiduma UV spektru spektrofotometra (4.6. punkts) salidzina
ar 2-propanola (3.8. punkts) spektru intervala no 300 nm Iidz 400 nm.
Ekstinkcijas maksimumam jabiit robezas starp 325 nm un 327 nm.

A vitamina satura aprékinasana:

A vitamina SV /ml = Es;s x 18,30

(El%

Iem

A vitamina spirtam = 1 821 pie 325 nm 2 — propanola)

Rezultatu aprékinasana
Nemot véra parauga Skiduma A vitamina smailu vid&o augstumu

(laukumu), nosaka parauga Skiduma koncentraciju SV/ml, izmantojot
kalibré$anas grafiku (5.6.2. punkts).

A vitamina saturu w (SV/kg) parauga aprékina, izmantojot S§adu
formulu:

500 x ¢ x V, x 1000

SV/k
Voo [V /el
kur:
¢ = A vitamina koncentracija SV/ml parauga skiduma (5.4. punkts),
V, = parauga Skiduma (5.4. punkts) tilpums mililitros,

V, = 5.4. punkta panemtas alikvotas dalas tilpums ml,
m = analiz€jama parauga svars gramos.

Noverojumi

Paraugiem ar zemu A vitamina koncentraciju var bit lietderigi apvienot
divu parziepjoSanas reizu petrolétera ekstraktus (svértais daudzums
25 g) viena parauga $kiduma HPLC noteikSanai.
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7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

7.6.

7.7.

7.8.

7.9.

Analizei panemta parauga svara nav vairak par 2 g tauku.

Ja fazes neatdalas, tad pievieno apméram 10 ml etanola (3.1. punkts),
lai izjauktu emulsiju.

Mencu aknu ellai un citiem tiriem taukiem parziepjoSanas laiku paga-
rina I1dz 45-60 minttem.

BHT vieta var izmantot hidrohinonu.

Izmantojot normalas fazes kolonnu, var atdalit retinola izom@rus.
Tomér tada gadijuma, lai veiktu aprékinus, jasummeé visu cis un
trans izoméru smailu augstumi (laukumi).

Natrija askorbata $kiduma vieta var izmantot apméram 150 mg askor-
binskabes.

Natrija sulfida $kiduma vieta var izmantot apméram 50 mg EDTA.
Analiz&jot A vitamInu piena aizstdj&jbariba, Ipasa uzmaniba japievers:

— parziepjosanas laika (5.2. punkts): nemot veéra parauga esoso tauku
daudzumu, var bat japalielina kalija hidroksida skiduma daudzums
(3.4. punkts),

— ekstrakcijas laika (5.3. punkts): nemot véra emulsiju klatbiitni, var
but jakorigé tdens/etanola 2:1 attieciba.

Lai parbaudttu, vai izmantota analizes metode rada ticamus rezultatus
par konkréto matrici (piena aizstaj&jbaribu), papildu analiz&jamam
paraugam veic atglistamibas testu. Ja atglistamibas procents nepar-
sniedz 80 %, analitiskais rezultats jakorigé, nemot véra atgistamibu.

Atkartojamiba

Starpiba starp rezultatiem, kas iegiiti divas paralélas noteikSanas, kuras
veiktas ar vienu paraugu, nedrikst parsniegt 15 % attieciba pret lielako
rezultatu.

Salidzino$a pétijjuma rezultati (')

Premikss Premiksa barba kgf:cn:;glauts ProteTnu barfba | Sivénu bartba
L 13 12 13 12 13
n 48 45 47 46 49
vidéjais [SV/kg] 17,02 x 106 1,21 x 106 537 100 151 800 18 070
s [SV/kgl 0,51 x 106 0,039 x 106 22 080 12 280 682
r [SV/kg] 1,43 x 106 0,109 x 106 61 824 34384 1910
CV, [%] 3,0 35 41 8,1 3.8
sr [SV/kg] 1,36 x 106 0,069 x 106 46 300 23 060 3614

(") Veica Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsan-

stalten (VDLUFA) Baribas darba grupa.
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Premikss Premiksa bariba Mmerél_u Protetnu bariba Sivénu bariba
koncentrats
R [SV/kg] 3,81 x 106 0,193 x 106 129 640 64 568 10119
CVy [%] 8,0 6,2 8,6 15 20
L: laboratoriju skaits,
n: atsevisko vertibu skaits,
S atkartojamibas standartnovirze,
SR: reproducgjamibas standartnovirze,
r: atkartojamiba,
R: reproducgjamiba,
CV.: atkartojamibas variacijas koeficients,

CVg:  reproducgjamibas variacijas koeficients.
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1. attels

Ekstrakcijas aparats (4.8. punkts)

=

Pieslipéta stikla ieliktnis (4.8.2)

Stikla cilindrs (4.8.1)
(augstums aptuveni 48 cm)

(garums aptuveni 45 cm)

A
:

-%— Reguléjama caurule

Petrolétera lampa

Udens slanis
+

parziepjota bariba
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.1.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.

B. E VITAMINA NOTEIKSANA

E vitamins janosaka saskana ar:

— analizes metodi, kas paredzeta standarta EN 17547 “Dzivnieku
bariba. Paraugu nemsanas un analizes metodes — A, E un D vita-
mina satura noteik$ana (') — Metode, kurd izmanto cietas fazes
ekstrakciju (SPE) un attiriSanu, ka arT augstas izSkirtsp€jas
skidruma hromatografiju (HPLC)”, vai

— saskana ar apgrieztas fazes augstas iz8kirtsp&jas Skidruma hromato-
grafijas metodi (RP-HPLC) ar UV vai fluorescences detektoru, ka
aprakstits turpmak no 1. lidz 9. punktam.

Meérkis un tvérums

S$1 metode lauj noteikt E vitamina daudzumu bariba. E vitamina saturu
izsaka ka DL-a-tokoferola acetatu mg/kg. 1 mg DL-a-tokoferola
acetata atbilst 0,91 mg DL-o-tokoferola (E vitamina).

Kvantitattvas noteikSanas robeza ir 2 mg E vitamTna/kg. Min&to kvan-
titativas noteikSanas robezu var sasniegt tikai ar fluorescences detek-
toru. Ar UV detektoru kvantitativas noteikSanas robeza ir 10 mg/kg.

Princips

Paraugu hidrolizé kalija hidroksida skiduma etanola, un E vitaminu
ekstrah& petroléteri. Skidinataju atdala iztvaicgjot, atlikumu izskidina
metanola un vajadzibas gadijuma atSkaida lidz nepiecieSamajai koncen-
tracijai. E vitamina saturu nosaka ar apgrieztas fazes augstas izskirt-
sp&jas skidruma hromatografiju (P-HPLC), izmantojot fluorescences
vai UV detektoru.

Reagenti

Etanols, 6 = 96 %.

Petrol&teris, virsanas diapazons 40—60 °C.
Metanols.

Kalija hidroksida $kidums, ¢ = 50 g/100 ml.

Natrija askorbata $kidums, ¢ = 10 g/100 ml (skatit 7.7. Novérojumu
punktu).

Natrija sulfids, Na,S - x H,O (x =7 - 9)

Natrija sulfida $kidums, ¢ = 0,5 mol/l glicerina, f = 120 g/l, ja x = 9)
(skatit 7.8. Noverojumu punktu).

FenolftaleTna skidums, ¢ = 2 g/100 ml etanola (3.1. punkts).

Kustiga faze priek§ HPLC: metanola (3.3. punkts) un @idens maisijums,
pieméram, 980 + 20 (v + v). Precizu attiecibu nosaka izmantotas
kolonnas raksturlielumi.

Slapeklis, bez skabekla.

Ipasi tirs DL-a-tokoferola acetats ar sertificétu aktivitati.

(') Analizes metode, kas paredzéta standarta EN 17547, tiek saukta par metodi, ko izmanto
oficialas kontrol@s, lai noteiktu A un E vitaminu, ka alternativu $a pielikuma A dala
aprakstitajai A vitamina noteik$anas metodei un 3a pielikuma B dala aprakstitajai E vita-
mina noteikSanas metodei.
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3.10.1.

3.11.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

4.3.

4.4.

4.5.

4.5.1.

4.6.

4.7.

4.8.

4.8.1.

4.8.2.

DL-a-tokoferola acetata rezerves standart§skidums: ar precizitati lidz
0,1 mg 100 ml mérkolba iesver 100 mg DL-a-tokoferola acetata
(3.10. punkts). Iz8kidina etanola (3.1. punkts) un papildina lidz zimei
ar to paSu $kidinataju. 1 ml $a Skiduma satur 1 mg DL-a-tokoferola
acetata. (Par UV kontroli skatit 5.6.1.3. punktu; par stabilizaciju skatit
7.4. Novérojumu punktu).

Ipasi tirs DL-a-tokoferols ar sertificétu aktivitati.

DL-o-tokoferola rezerves standart§kidums: ar precizitati lidz 0,1 mg
100 ml mérkolba iesver 100 mg DL-a-tokoferola (3.11. punkts). I1z8ki-
dina etanola (3.1. punkts) un papildina Iidz zimei ar to paSu $kidinataju.
1 ml 53 Skiduma satur 1 mg DL-o-tokoferola. (Par UV kontroli skattt
5.6.2.3. punktu; par stabilizaciju skatit 7.4. Noveérojumu punktu).

2,6-Di-tert-butil-4-metilfenols (BHT) (skatit 7.5. Noverojumu punktu).

Iekartas

Rotacijas iztvaic&tajs.
Briina stikla trauki.
500 ml plakandibena vai koniskas kolbas ar pieslip&ta stikla uzmavu.

10, 25, 100 un 500 ml Saurkakla mérkolbas ar pieslipéta stikla aizbaz-
niem.

1 000 ml koniskas dalampiltuves ar pieslipéta stikla aizbazniem.
250 ml bumbierveida kolbas ar pieslipéta stikla uzmavam.

Alina kondensators, apvalka garums 300 mm, ar pieslip&ta stikla savie-
nojumu un adapteri gazu padeves caurulei.

185 mm diametra kroku filtrs fazu atdaliSanai (pieméram, Schleicher &
Schuell 597 HY 1/2).

HPLC iekarta ar injekcijas sistému.

glgidrumu hromatografa kolonna, 250 x 4 mm, Cg, 5 vai 10 pm iesai-
nojums, vai lidzvertiga.

Fluorescences vai UV detektors ar regul&jamu vilpu garumu.
Spektrofotometrs ar 10 mm kvarca S§tnam.

Udens vanna ar magnétisko maisitaju.

Ekstrakcijas aparats (skatit 2. att€lu), kura ietilpst:

viena litra tilpuma stikla cilindrs ar pieslipétu kaklu un aizbazni;

pieslipéta stikla ieliktnis, kas aprikots ar sanu nozarojumu un regulé-
jamu cauruli, kura iet caur centru. Regul&amajai caurulei ir U veida
apaks$gjais gals un sprausla pretéja gala, lai virsgjo Skidruma slani
cilindra varétu novadit uz dalampiltuvi.
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5.1.

5.2.

5.3.

Procediira

Piezime. E vitamins ir jutigs pret (UV) gaismu un oksidaciju. Visas
darbibas veic, izvairoties no gaismas klatblitnes (izmantojot
briina stikla traukus vai stikla traukus, kas ir aizsargati ar
aluminija foliju), ka arT no skabekla klatbttnes (noskalo ar
slapekli). Ekstrakcijas laika gaisu virs Skidruma aizstaj ar
slapekli (periodiski atbrivojot aizbazni, lai izvairitos no
parmériga spiediena).

Parauga sagatavosana

Paraugu samal ta, lai tas izietu caur sietu ar 1 mm acojumu un lai
malSanas laika nerastos siltums. Paraugs jasamal pirms svérSanas un
parziepjosanas, lai novérstu E vitamina zudumus.

Parziepjosana

Atkariba E vitamina satura svara 500 ml plakandibena vai koniska
kolba (4.2.1. punkts) ar precizitati lidz 0,01 g iesver 2 g lidz 25 ¢g
parauga. Svarstot pakapeniski pievieno 130 ml etanola (3.1. punkts),
apméram 100 mg BHT (3.12. punkts), 2 ml natrija askorbata $kiduma
(3.5. punkts) un 2 ml natrija sulfida skiduma (3.6. punkts). Kolbai
pievieno kondensatoru (4.3. punkts) un kolbu iegremdé tGdens vanna
ar magnétisko maisttaju (4.7. punkts). Uzvara un lauj notikt attecei
piecas miniites. Tad caur kondensatoru (4.3. punkts) pievieno 25 ml
kalija hidroksida $kiduma (3.4. punkts) un, maisot 1éna slapekla
plisma, lauj notikt attecei v&l 25 mintites. Tad noskalo kondensatoru
apméram ar 20 ml Gdens un atdzes€ kolbas saturu lidz istabas tempe-
ratiirai.

Ekstrakcija

Parziepjoto $kidumu dekant&jot kvantitativi parnes uz 1 000 ml dalam-
piltuvi (4.2.3. punkts) vai ekstrakcijas aparatu (4.8. punkts), noskalojot
kopuma ar 250 ml tdens. ParziepjoSanas kolbu secigi noskalo ar 25 ml
etanola (3.1. punkts) un 100 ml petrol&tera (3.2. punkts) un noskalo-
jumus parnes uz dalampiltuvi vai ekstrakcijas iekartu. Udens un etanola
attieciba kombiné&tajos $kidumos ir apm&ram 2:1. Kartigi sakrata divas
mindtes un lauj nogulsnéties divas miniites.

Ekstrakcija, izmantojot dalampiltuvi (4.2.3.
punkts)

Kad slani ir atdalijusies (skatit 7.3. Novérojumu punktu), petrolétera
slani parnes uz citu dalampiltuvi (4.2.3. punkts). Tadu ekstrakciju divas
reizes atkarto ar 100 ml petrolétera (3.2. punkts) un divas reizes — ar
50 ml petrolétera (3.2. punkts).

Kombingtos ekstraktus divas reizes mazga dalampiltuvé ar 100 ml
tdens devam, viegli svarstot, lai neveidotos emulsijas, tad, atkartoti
kratot, ar jaunam 100 ml Gidens devam, Iidz @dens, pievienojot fenolf-
talema skidumu (3.7. punkts), klist bezkrasains (parasti pietiek ar
Cetram mazgasanas reiz€m). Lai atdalftu suspend@tu tdeni, mazgato
ekstraktu caur sausu kroku filtru fazu atdaliSanai (4.4. punkts) filtré
500 ml mérkolba (4.2.2. punkts). Dalampiltuvi un filtru noskalo ar
50 ml petrol&tera (3.2. punkts), papildina [idz zimei ar petrol&teri
(3.2. punkts) un riipigi samaisa.

Ekstrakcija, izmantojot ekstrakcijas aparatu (4.8. punkts)

Kad slani ir atdalijusies (skatit 7.3. Novérojumu punktu), stikla cilindra
aizbazni (4.8.1. punkts) nomaina ar pieslipéta stikla ieliktni (4.8.2. punkts)
un regul&jamas caurules U veida apaksgjo galu novieto ta, lai tas atrastos
tieSi virs slanu saskares ltmena. levadot slapekli caur sanu nozarojumu,
parnes augsgjo petrol&tera slani uz 1 000 ml dalampiltuvi (4.2.3. punkts).
Stikla cilindra ievieto 100 ml petrol&tera (3.2. punkts), noslédz ar aizbazni
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5.4.

5.5.

5.6.
5.6.1.
5.6.1.1.

un kartigi sakrata. Lauj slaniem atdalities un parnes aug$&jo slani uz
dalampiltuvi ka ieprieks. Atkarto ekstrakciju ar papildu 100 ml petrolg-
tera (3.2. punkts), tad divas reizes ar 50 ml petrolétera (3.2. punkts)
devam un parnes petrol&tera slanus uz dalampiltuvi.

Mazga kombinétos petrolétera ekstraktus, ka aprakstits 5.3.1. punkta,
un turpina rikoties saskana ar minéto punktu.

Parauga skiduma sagatavosana prieks HPLC

Alikvoto dalu petrolétera $kiduma (no 5.3.1. vai 5.3.2. punkta) ar pipeti
parnes 250 ml bumbierveida kolba (4.2.4. punkts). Rotacijas iztvaicé-
taja (4.1. punkts) samazinata spiediena Gidens vannas temperatiira, kas
neparsniedz 40 °C, iztvaicé $kidinataju, lidz tas ir gandriz sauss.
Atjauno atmosféras spiedienu, pievienojot slapekli (3.9. punkts), un
iznem kolbu no rotacijas iztvaic&taja. AtlikuSo Skidinataju atdala ar
slapekla (3.9. punkts) plismu un talit izSkidina atlikumu noteikta
tilpuma (10-100 ml) metanola (3.3. punkts) (DL-a-tokoferola koncen-
tracijai jabut diapazona no 5 pg/ml lidz 30 pg/ml).

Noteiksana ar HPLC

E vitaminu atdala C;3 apgrieztas fazes kolonna (4.5.1. punkts) un
koncentraciju izm@ra, izmantojot fluorescences detektoru (ierosa
295 nm, emisija 330 nm) vai UV detektoru (292 nm) (4.5.2. punkts).

Injicg alikvoto dalu (pieméram, 20 ul) skiduma metilspirta, kas iegiits
5.4. punkta, un elu¢ ar kustigo fazi (3.8. punkts). Aprékina vairaku
viena parauga Skiduma injekciju vid€jo smailes augstumu (platibu) un
vairaku kalibréSanas $kidumu (5.6.2. punkts) injekciju vid&jos smailes
augstumus (platibas).

HPLC nosacijumi

Orientgjosi piedava $adus parametrus; var izmantot citus parametrus, ja
tie nodro$ina Iidzvertigus rezultatus.

§l,<idrumu hromatografa 250 x 4 mm, Cg, 5 vai 10 pm iesaino-
kolonna (4.5.1. punkts): jums, vai lidzvertiga

Kustiga faze (3.8. punkts): metanola (3.3. punkts) un tdens maisi-
jums, pieméram, 980 + 20 (v + v)

Plasmas atrums: 1-2 ml/min

Detektors (4.5.2. punkts): fluorescences detektors (ierosa 295 nm/
emisija 330nm) vai UV detektors
(292 nm)

Kalibrésana (DL-a-tokoferola acetats vai DL-a-tokoferols)
DL-a-tokoferola acetata standarts
Darba standartskiduma sagatavosana

25 ml DL-o-tokoferola acetata rezerves standartskiduma (3.10.1. punkts)
ar pipeti parnes 500 ml plakandibena vai koniska kolba (4.2.1. punkts)
un hidrolizé, ka aprakstits 5.2. punkta. Tad ekstrah& ar petrol&teri
(3.2. punkts) saskana ar 5.3. punktu un papildina Iidz 500 ml ar petro-
Ieteri. Rotacijas iztvaicétaja iztvaicé 25 ml tada ekstrakta (skatit
5.4. punkts), lidz tas ir gandriz sauss, ar slapekla plasmu (3.9. punkts)
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5.6.1.2.

5.6.1.3.

5.6.2.
5.6.2.1.

5.6.2.2.

5.6.2.3.

atdala atlikuSo $kidinataju un atkartoti izskidina atlikumu 25,0 mililitros
metanola (3.3. punkts). Sa Skiduma nominala koncentracija ir 45,5 pg
DL-a-tokoferola/ml, kas atbilst 50 pg DL-o-tokoferola acetata/ml.
Darba standart§kidums jasagatavo svaigs pirms izmantoS$anas.

Kalibrésanas $kidumu un kalibréSanas grafika sagatavosana

1,0, 2,0, 4,0 un 10,0 ml darba standartskiduma ar pipeti parnes 20 ml
mérkolbas, papildina 11dz zimei ar metanolu (3.3. punkts) un samaisa.
Minéto  Skidumu  nominalas  koncentracijas ir 2,5, 5,0,
10,0 un 25,0 pg/ml  DL-o-tokoferola acetata, t. i, 2,28, 4,55,
9,10 pg/ml un 22,8 pg/ml DL-a-tokoferola.

20 pl katra kalibréSanas Skiduma injicé vairakas reizes un nosaka
vidgjos smailes augstumus (laukumus). Izmantojot vid&jos smailes
augstumus (laukumus), veido kalibrésanas grafiku.

DL-a-tokoferola acetata rezerves standartSkiduma (3.10.1. punkts) UV
standartizacija

5,0 ml DL-a-tokoferola acetata rezerves standart§skiduma
(3.10.1. punkts) atSkaida ar etanolu lidz 25,0 ml un §a $kiduma UV
spektru spektrofotometra (4.6. punkts) salidzina ar etanola (3.1. punkts)
spektru intervala no 250 nm lidz 320 nm.

Absorbcijas maksimums ir 284 nm:

El%

lem

= 43,6 284 nm etanola

Tada atSkaidTjuma jaiegiist ekstinkcijas vértiba no 0,84 Iidz 0,88.

DL-a-tokoferola standarts
Darba standartSkiduma sagatavos$ana

Ar pipeti parnes 2ml DL-a-tokoferola rezerves standartSkiduma
(3.11.1. punkts) 50 ml merkolba, izSkidina metanola (3.3. punkts) un
papildina 1idz zimei ar metanolu. $a ¥kiduma nominala koncentracija
ir 40 pg DL-o-tokoferola/ml, kas atbilst 44,0 ng DL-o-tokoferola aceta-
ta/ml. Darba standart§kidums jasagatavo svaigs pirms izmanto$anas.

Kalibrésanas $kidumu un kalibréSanas grafika sagatavos$ana

1,0, 2,0, 4,0 un 10,0 ml darba standartskiduma ar pipeti parnes 20 ml
mérkolbas, papildina lidz zimei ar metanolu (3.3. punkts) un samaisa.
Mingto $kidumu nominalas koncentracijas ir 2,0, 4,0, 8,0 un 20,0 ug/ml
DL-o-tokoferola, t. i., 2,20, 4,40, 8,79 pg/ml un 22,0 pg/ml DL-a-toko-
ferola acetata.

20 pl katra kalibréSanas sSkiduma injic® vairakas reizes un nosaka
vidgjos smailes augstumus (laukumus). Izmantojot vidgjos smailes
augstumus (laukumus), veido kalibrésanas grafiku.

DL-a-tokoferola rezerves standartSkiduma (3.11.1. punkts) UV standar-
tizacija

2,0 ml DL-o-tokoferola rezerves standart§skiduma (3.11.1. punkts)
atSkaida ar etanolu Iidz 25,0 ml un §a $kiduma UV spektru spektrofo-

tometra (4.6. punkts) salidzina ar etanola (3.1. punkts) spektru intervala
no 250 nm lidz 320 nm. Absorbcijas maksimums ir 292 nm:
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7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

7.6.

7.7.

7.8.

7.9.

El%

lem

= 75,8 292 nm etanola

Tada atSkaidijuma jaiegist ekstinkcijas vértiba 0,6.

Rezultatu aprékinasana

Nemot véra parauga Skiduma E vitamina smailu vidgjo augstumu
(laukumu), nosaka parauga Skiduma koncentraciju pg/ml (aprékinatu
ka a-tokoferola acetatu), izmantojot kalibrésanas grafiku (5.6.1.2 vai
5.6.2.2. punkts).

E vitamina saturu w (mg/kg) parauga aprékina, izmantojot Sadu

formulu:

_SOOXCXVZ
N Vi Xm

w [mg/kg]

kur:

¢ = E vitammna koncentracija (ka o-tokoferola acetats) parauga
Skiduma (5.4. punkts) pug/ml,

V| = parauga $kiduma (5.4. punkts) tilpums mililitros,

V, = panemtas alikvotas dalas tilpums (5.4. punkts) ml,

m = analiz&ama parauga svars gramos.

Novérojumi

Paraugiem E vitamina koncentraciju var but lietderigi apvienot divu
parziepjosanas reizu petrolétera ekstraktus (svertais daudzums 25 g)
viena parauga $kiduma HPLC noteikSanai.

Analizei panemta parauga svard nav vairak par 2 g tauku.

Ja fazes neatdalas, tad pievieno apméram 10 ml etanola (3.1. punkts),
lai izjauktu emulsiju.

Kad ir veikti DL-o-tokoferola acetata vai DL-a-tokoferola $kiduma
spektrofotometriskie me&rjjumi (saskana ar attiecigi 5.6.1.3. vai
5.6.2.3. punktu), Skidumam (3.10.1. vai 3.10.2. punkts) pievieno
apméram 10 mg BHT (3.12. punkts) un tur $kidumu ledusskapi (ne
ilgak par cetram ned€lam).

BHT vieta var izmantot hidrohinonu.

Izmantojot normalas fazes kolonnu, var atdalit a-, -, y- un d-tokofe-
rolu.

Natrija askorbata Skiduma vieta var izmantot apm&ram 150 mg askor-
binskabes.

Natrija sulfida $kiduma vieta var izmantot apméram 50 mg EDTA.

E vitamina acetats sarmainos apstaklos hidroliz&jas loti atri, tapéc ir
loti jutigs pret oksidaciju, jo pasi tadu mikroelementu klatbiitné ka
dzelzs vai var§. Ja E vitaminu nosaka premiksos, kuros vitamina
daudzums parsniedz 5 000 mg/kg, tad rezultata E vitamins var noardi-
ties. Tapéc apstiprindgjumam jaiesaka metode, kura ietilpst E vitamina
preparata enzimatiska SkelSana, neveicot sarmainas parziepjo$anas
posmu.
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8. Atkartojamiba

Starpiba starp rezultatiem, kas iegiiti divas paralélas noteiksanas, kuras
veiktas ar vienu paraugu, nedrikst parsniegt 15 % attieciba pret lielako

rezultatu.
9. Salidzino$a pétijuma rezultati (')
Premikss Premiksa bariba MinerﬁlP Protenu bariba | Sivénu bariba
koncentrats
L 12 12 12 12 12
n 48 48 48 48 48
vidgjais [mg/kg] 17 380 1187 926 315 61,3
s, [mg/kg] 384 45,3 25,2 13,0 2,3
r [mg/kg] 1075 126,8 70,6 36,4 6,4
CV, [%] 2,2 3.8 2,7 4,1 3.8
sr [mg/kg] 830 65,0 55,5 18,9 7,8
R [mg/kg] 2324 182,0 1554 52,9 21,8
CVg [%] 4,8 5,5 6,0 6,0 12,7
L: laboratoriju skaits,
n: atsevisko vertibu skaits,
Sy atkartojamibas standartnovirze,
SR: reproducgjamibas standartnovirze,
r: atkartojamiba,
R: reproduc&jamiba,
CV.: atkartojamibas variacijas koeficients,
CVg: reproduc&jamibas variacijas koeficients.

(") Veica Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsan-
stalten (VDLUFA) Baribas darba grupa.
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2. attéls

Ekstrakcijas aparats (4.8. punkts)

A
(

i Pieslipéta stikla ieliktnis (4.8.2)

(garums aptuveni 45 cm)

Stikla cilindrs (4.8.1)
(augstums aptuveni 48 cm)

]

-.— Regul&jama caurule

Petrolétera lampa

Udens slanis
3

parziepjota bariba
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C. MIKROELEMENTU — DZELZS, VARA, MANGANA UN CINKA —
NOTEIKSANA

Dzelzs, vara, mangana un cinka saturs janosaka saskana ar:

— analizes metodi, kas paredzéta standarta EN 15510 “Dzivnicku
bariba. Paraugu nemsSanas un analizes metodes — Kalcija, natrija,
fosfora, magnija, kalija, dzelzs, cinka, vara, mangana, kobalta,
molibdéna un svina noteik$ana, izmantojot /CP-AES metodi”, vai

— analizes metodi, kas paredzéta standarta EN 15621 “Dzivnieku
bariba. Paraugu nemsanas un analizes metodes — Kalcija, natrija,
fosfora, magnija, kalija, séra, dzelzs, cinka, vara, mangana un
kobalta noteik$ana pec spiediena sadali$anas, izmantojot /CP-AES
metodi, vai

— analizes metodi, kas paredz&ta standarta EN 17053 “Dzivnieku
bariba. Paraugu nems$anas un analizes metodes — Mikroelementu,
smago metalu un citu elementu noteiksana bariba, izmantojot /CP-
MS metodi (multimetodi)”, vai

— analizes metodi, kas paredzeta standarta EN ISO 6869 “Dzivnieku
bariba. Kalcija, vara, dzelzs, magnija, mangana, kalija, natrija un
cinka noteikSana. Metode, kura izmanto atomu absorbcijas spektrome-
triju”, vai

— atomu absorbcijas spektrometrijas (F44S) metodi, kas aprakstita
no 1. lidz 8. punktam.

1. Mérkis un tvérums

S$i metode lauj noteikt bariba mikroelementus — dzelzi, varu, manganu
un cinku ('). Kvantitativas noteik$anas robezas ir $adas:

— dzelzs (Fe): 20 mg/kg,
— var$ (Cu): 10 mg/kg,

— mangans (Mn): 20 mg/kg,
— cinks (Zn): 20 mg/kg.

2. Princips

P&c organisko vielu noardisanas, ja tadas ir, paraugu izskidina sals-
skabg. Dzelzi, varu, manganu un cinku p&c attiecigas atSkaidiSanas
nosaka atomu absorbcijas spektrometrija.

3. Reagenti
levadpiezimes

Reagentu un analitisko $kidumu gatavoSana lieto dejoniz&tu tdeni, ko
ieglst, divreiz destilgjot Tideni borsilikatstikla destilacijas iekarta vai
kvarca destilacijas iekarta vai divreiz apstradajot ar jonu apmainas
svekiem.

Reagentiem jabut vismaz analitiski tiriem. Tas, ka nosakama elementa
nav, japarbauda tuksaja eksperimenta. Vajadzibas gadijuma reagenti vél
jaattira.

(") ST metode ir validéta kopiga izméginajuma attieciba uz dazadam baribas matricam.
Plasaku informaciju skatit vietn€ https://ec.europa.eu/jrc/en/eurl/feed-additives/authorisa-
tion.
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3.1

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.7.1.

3.8.

3.8.1.

3.9.

3.9.1.

3.10.1.

Turpmak aprakstito standartSkidumu vieta var izmantot komercialus
standart§ktdumus, ja tiem ir garantija un tie pirms izmantoSanas ir
parbauditi.

Salsskabe (blivums 1,19 g/ml).
Salsskabe (6 mol/l).
Salsskabe (0,5 mol/l).

Fluortdenrazskabe (38-40 % (v/v)), kura dzelzs (Fe) saturs ir mazaks
par 1 mg/litra un atlikums péc iztvaic€Sanas ir mazaks par 10 mg
(ka sulfata)/litra.

Seérskabe (blivums 1,84 g/ml).
Udenraza peroksids (apméram 100 skabekla tilpumi (30 % no svara)).

Sadi sagatavots standarta dzelzs Skidums (1 000 ug Fe/ml) vai lidzver-
tigs tirdznieciba pieejams Skidums: izSkidina 1g dzelzs stieples
200 mililitros 6 mol/l salsskabes (3.2. punkts), pievieno 16 ml tidenraza
peroksida (3.6. punkts) un papildina lidz vienam litram ar tdeni.

Darba standarta dzelzs $kidums (100 ug Fe/ml), kas sagatavots,
atSkaidot 1 dalu standarta $kiduma (3.7. punkts) ar 9 dalam tdens.

Sadi sagatavots standarta vara $kidums (1 000 ug Cu/ml) vai lidzvertigs
tirdznieciba pieejams Skidums:

— iz8kidina 1g vara pulvera 25 mililitros 6 mol/l salsskabes
(3.2. punkts), pievieno 5 ml Gdenraza peroksida (3.6. punkts) un
papildina Iidz vienam litram ar fideni.

Darba standarta vara $kidums (10 pg Cu/ml), kas sagatavots, atSkaidot
1 dalu standarta $kiduma (3.8. punkts) ar 9 dalam tdens un tad
atSkaidot 1 dalu iegtta Skiduma ar 9 dalam Gdens.

Sadi sagatavots standarta mangana $kidums (1 000 ug Mn/ml) vai lidz-
vertigs tirdznieciba pieejams skidums:

— iz8kidina 1 g mangana pulvera 25 mililitros 6 mol/l salsskabes
(3.2. punkts) un papildina Iidz vienam litram ar Gideni.

Darba standarta mangana $kidums (10 pg Mn/ml), kas sagatavots,
atSkaidot 1 dalu standarta $kiduma (3.9. punkts) ar 9 dalam tdens un
tad atSkaidot 1 dalu iegiita Skiduma ar 9 dalam tdens.

Sadi sagatavots standarta cinka $kidums (1 000 pg Zn/ml) vai lidzvér-
tigs tirdznieciba pieejams Skidums:

— iz8kidina 1g cinka pulvera 25 mililitros 6 mol/l salsskabes
(3.2. punkts) un papildina lidz vienam litram ar @ideni.

Darba standarta cinka Skidums (10 pg Zn/ml), kas sagatavots, atSkaidot
1 dalu standarta $kiduma (3.10. punkts) ar 9 dalam #dens un tad
atSkaidot 1 dalu iegtta Skiduma ar 9 dalam tdens.

Lantana hlorida $kidums: izskidina 12 g lantana oksida 150 mililitros
tdens, pievieno 100 ml 6 mol/l salsskabes (3.2. punkts) un papildina
lidz vienam litram ar Gdeni.
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4.2.

4.3.

5.1.

5.1
5.1

5.1

Q)
@)

Iekartas

Mufelkrasns ar regul€jamu temperatiiru un, vélams, pasrakstitaju.

Jalieto izturigi borsilikatstikla trauki, un ieteicams lietot iekartu, kas
paredzéta tikai mikroelementu noteik$anai.

Atomu absorbcijas spektrofotometrs, kas atbilst tam metodes prasibam,
kuras attiecas uz jutibu un precizitati vajadzigaja intervala.

Procediira (')
Paraugi, kas satur organisku vielu
d. ParpelnosSana un Skiduma sagatavosSana analizei (%)

.1.1. Paraugu, kura svars ir 5-10 g un kas nosverts ar 0,2 mg precizitati, lick
kvarca vai platina tigeli (skatit b) piezimi), zavé zavéSanas skapi 105 °
C temperatira un liek tigeli aukstaja mufelkrasni (4.1. punkts). Krasni
aizver (skatit c¢) piezimi) un apméram 90 minttes pakapeniski paaug-
stina temperatiru lidz 450-475°C. So temperatiru uztur 4 lidz
16 stundas, piem€ram, atstajot pa nakti, lai atdalitu oglekli saturosas
vielas, tad atver krasni un lauj atdzist (skatit d) piezimi).

Samitrina pelnus ar @ideni un parnes tos 250 ml tilpuma varglaze. Tigeli
izmazga ar apm&ram 5 ml salsskabes (3.1. punkts), ko 1&ni un uzmanigi
pievieno varglazes saturam (CO, veidoSanas var izraisit sp&cigu reak-
ciju). Sakratot pa pilienam pievieno salsskabi (3.1. punkts), lidz parsta;j
veidoties burbuli. Iztvaicg, Iidz tas ir sauss, pa laikam apmaisot ar
stikla stientti.

Tad atlikumam pievieno 15 ml 6 mol/l salsskabes (3.2. punkts) un péc
tam apméram 120 ml Gdens. Maisa ar stikla stientti, ko atstaj varglazg,
un nosedz varglazi ar pulkstenstiklu. L&ni uzvara un uztur virSanas
temperattird, [idz vairs neredz, ka pelni izskistu. Filtreé uz bezpelnu
filtrpapira un filtratu savac 250 ml tilpuma kolba. Izmazga varglazi
un filtru ar 5 ml karstas 6 mol/l salsskabes (3.2. punkts) un divreiz
ar verdoSu udeni. Uzpilda tilpuma kolbu lidz zimei ar @ideni (HCI
koncentracija apméram 0,5 mol/l).

.1.2. Ja atlikums filtra izskatas melns (ogleklis), tad to liek atpakal krasni un
parpelno vélreiz 450-475 °C temperatira. ST parpelnogana, kurai ir
vajadzigas tikai dazas (apméram tris lidz piecas) stundas, ir pabeigta,
kad pelni izskatds balti vai gandriz balti. IzSkidina atlikumu

Var izmantot citas SkelSanas metodes, ja ir pieradits, ka tas uzrada Iidzigus rezultatus

(pieméram, SkelSana mikrovilnu spiediena).

Rupja lopbariba zalmasa (svaiga vai kaltéta), kura var saturét lielus daudzumus darzenu
kvarca, kas var aiztur&t mikroelementus un tap&c ir jaatdala. Min&to baribu paraugiem
lidz ar to jaievéro $ada korigéta procedira. Veic 5.1.1.1. punkta minéto procediiru lidz
filtrEsanai.

Divreiz ar verdosu tideni nomazga filtrpapiru, kas satur neskisto$o atlikumu, un ievieto
to kvarca vai platina tigeli. lededzina mufelkrasni (4.1. punkts) temperatiira, kas ir zem
550 °C, Iidz viss oglekla materials ir pilniba izzudis. Lauj atdzist, pievieno dazus
pilienus @idens un tad 10-15 ml fluoriidenrazskabes (3.4. punkts) un iztvaicg, lidz tas
ir sauss, apméram 150 °C temperatiira. Ja atlikuma paliek kvarcs, tad to atkartoti iz8ki-
dina dazos mililitros fluoriidenrazskabes (3.4. punkts) un iztvaicg, I1idz tas ir sauss.
Pievieno dazus pilienus s€rskabes (3.5. punkts) un karsg, lidz vairs nepacelas balti
dimi. Pievieno 5ml 6 mol/l salsskabes (3.2. punkts), tad apm&am 30 ml #dens,
karsg, Skidumu filtr€ un ievieto 250 ml tilpuma kolba, un papildina lidz zimei ar
tdeni (HCl koncentracija apméram 0,5 mol/l). P& tam noteikSanu turpina
no 5.1.2. punkta.
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ar apméram 2 ml salsskabes (3.1. punkts), iztvaicg, Iidz tas ir sauss, un
pievieno 5 ml 6 mol/l salsskabes (3.2. punkts). Sakarse, Skidumu filtré
un iepilda tilpuma kolba, un papildina 1idz zimei ar Gideni (HCI koncen-
tracija apméram 0,5 mol/l).

Piezimes:

a) nosakot mikroelementus, ir svarigi nemt véra kontaminacijas riskus,
jo Tpasi ar cinku, varu un dzelzi. Tap&c paraugu gatavosSanas iekartai
jabit bez min&tajiem metaliem.

Lai mazinatu vispargjo kontaminacijas risku, strada bezputeklu
atmosfeéra ar loti tiram iekartam un kartigi izmazgatiem stikla trau-
kiem. Cinka noteikSana ir Tpasi jutiga pret daudzu veidu kontami-
naciju, pieméram, no stikla traukiem, reagentiem, putekliem u. tml.;

b

=

parpelnojama parauga svaru aprékina no aptuvena mikroelementa
satura bariba attieciba pret izmantojama spektrofotometra jutibu.
Ja baribas mikroelementu saturs ir neliels, tad var but jasak ar
10-20 g paraugu un galigais $kidums japapildina tikai Iidz 100 ml;

c) parpelnosana javeic slégta krasni bez gaisa vai skabekla piepludes;

d) pirometra radita temperatiira nedrikst parsniegt 475 °C.

5.1.2. Spektrofotometriska noteikSana
5.1.2.1. Kalibrésanas skidumu sagatavoSana

Lai noteiktu katru elementu, no darba standartskidumiem, kas aprakstiti
3.7.1, 3.8.1,, 3.9.1. un 3.10.1. punkta, pagatavo kalibréSanas Skidumus,
kuru HCI koncentracija ir 0,5 mol/l, un (dzelzij, manganam un cinkam)
lantana hlorida koncentracija ir lidzvértiga 0,1 % La (w/v).

Izvéletajam mikroelementu koncentracijam jaatrodas izmantota spektro-
fotometra jutiguma intervala. Talak tabulas ar piemériem paradits
tipisku kalibréSanas Skidumu sastavs; tomér atkariba no spektrofoto-
metra jutibas var bt jaizv€las citas koncentracijas.

Dzelzs
ug Fe/ml 0 0,5 1 2 3 4 5
ml darba standartskiduma (3.7.1. punkts) 0 0,5 1 2 3 4 5
(1 ml = 100 pg Fe)
ml HCI (3.2. punkts) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml lantana hlorida $kiduma (3.11. punkts) un papildina I1dz 100 ml ar Gideni
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Var§
png Cu/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
ml darba standartS8kiduma (3.8.1. punkts) 0 1 2 4 6 8 10
(1 ml = 10 pg Cu)
ml HCI (3.2. punkts) 8 8 8 8 8 8 8

Mangans

ug Mn/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
ml darba standartskiduma (3.9.1. punkts) 0 1 2 4 6 8 10
(I ml = 10 pg Mn)
ml HCI (3.2. punkts) 7 7 7 7 7 7 7
+ 10 ml lantana hlorida $kiduma (3.11. punkts) un papildina lidz 100 ml ar Gdeni

Cinks
ug Zn/ml 0 0,05 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8
ml darba standartskiduma (3.10.1. punkts) 0 0,5 1 2 4 6 8
(1 ml = 10 pg Zn)
ml HCI (3.2. punkts) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml lantana hlorida $kiduma (3.11. punkts) un papildina Iidz 100 ml ar Gideni

5.1.2.2. Skiduma sagatavo$ana analizei

Vara noteikSanai parasti var tieSi izmantot Skidumu, kas sagatavots
saskana ar 5.1.1. punktu. Ja ta koncentracija janoregul@ atbilstigi kali-
brésanas Skidumu intervalam, tad alikvoto dalu ar pipeti var iepilinat
100 ml tilpuma kolba un papildinat lidz zimei ar 0,5 mol/l salsskabi
(3.3. punkts).

Dzelzs, mangana un cinka noteik$anai saskapa ar 5.1.1. punktu gata-
vota $kiduma alikvoto dalu ar pipeti iepilina 100 ml tilpuma kolba,
pievieno 10 ml lantana hlorida Skiduma (3.11. punkts) un papildina
lidz zimei ar 0,5 mol/l salsskabi (3.3. punkts) (skatit ari 8. punktu
“Noverojums”).

5.1.2.3. TukSais eksperiments
TukSajam eksperimentam jaietver visi iepriek§ paredzétie procediiras

posmi, iznemot to, ka nav parauga materiala. Kalibrésanas skidumu
“0” nedrikst lietot ka tuk$o Skidumu.

5.1.2.4. Atomu absorbcijas mé&risana

Izméra kalibréSanas $kidumu un analiz€jama $kiduma atomu absorb-
ciju, izmantojot oksid€josu gaisa-acetiléna liesmu $ados vilpu garumos:

Fe: 248,3 nm
Cu: 324,8 nm
Mn: 279,5 nm
Zn: 213,8 nm

Katru mérfjumu veic Cetras reizes.
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5.2.

Mineralbariba

Ja parauga nav organisko vielu, tad ieprieks€ja parpelnoSana nav vaja-
dziga. Rikojas, ka aprakstits 5.1.1.1. punkta, sakot no otras dalas.
Iztvaic&Sanu ar fluortidenrazskabi var neveikt.

Rezultatu aprékinasana

Izmantojot kalibré$anas likni, aprékina mikroelementu koncentraciju
analiz&jamaja $kiduma un rezultatu izsaka mikroelementa miligramos
uz parauga kilogramu (ppm).

Atkartojamiba

Viena laboranta divas paral€las noteikSanas no viena parauga iegiitu
rezultatu starpiba neparsniedz:

— 5 mg/kg no absoliita lieluma, ja attieciga mikroelementa saturs ir
lidz 50 mg/kg,

— 10% no lielaka rezultata, ja attiecigd mikroelementa saturs ir
no 50 Iidz 100 mg/kg,

— 10 mg/kg no absolita lieluma, ja attieciga mikroelementa saturs ir
no 100 Iidz 200 mg/kg,

— 5 % no lielaka rezultata, ja attiecigd mikroelementa saturs parsniedz
200 mg/kg.

Noveérojums

Ja bariba ir daudz fosfatu, tas var trauc@t noteikt dzelzi, manganu un
cinku. Tadu traucGjumu var korigét, pievienojot lantana hlorida
Skidumu (3.11. punkts). Ja tom@r parauga svara attieciba Ca + Mg/P
ir > 2, tad lantana hlorida Skidumu (3.11. punkts) analiz&amajam
Skidumam un kalibréSanas Skidumiem var nepievienot.

D. HALOFUGINONA NOTEIKSANA

DL-trans-7-brom-6-hlor-3-[3-(3-hidroksi-2-piperidil)acetonil]-hinazol in-
4-(3H)-ona hidrobromids

Halofuginona saturs janosaka saskana ar:

— analizes metodi, kas paredzéta standarta EN 17299 “Dzivnieku
bariba. Paraugu nemsanas un analizes metodes — Atlauto kokcidios-
tatu skrinings un noteikSana piedevu, ka art 1 % un 3 % sk&rskon-
taminacijas ITmenT un neregistrétu kokcidiostatu un vienas antibio-
tikas skrinings un noteikSana subpiedevu ITmenT baribas maisT-
jumos, izmantojot augstas izskirtsp&jas skidruma hromatografiju —
NoteikSana, izmantojot tandéma masspektrometriju (LC-MS/MS)”,
vai

— saskana ar apgrieztas fazes augstas izSkirtsp&jas Skidruma hromato-
grafijas metodi (HPLC) ar UV noteikSanu, ka aprakstits turpmak
no 1. lidz 8. punktam.

Meérkis un tvérums

ST metode lauj noteikt halofuginona daudzumu bariba. Kvantitativas
noteikSanas robeza ir 1 mg/kg

Princips

P&éc apstrades ar karstu tdeni halofuginonu ka brivu bazi ekstrahé
etilacetata un péc tam atdala ka hidrohloridu skabes tidens $kiduma.
Ekstraktu attira, izmantojot jonu apmainas hromatografiju. Halofugi-
nona saturu nosaka apgrieztas fazes augstas izSkirtsp&jas Skidruma
hromatografija (HPLC), izmantojot UV detektoru.
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.1.

3.6.2.

3.7.

3.8.

3.9.

Reagenti

Acetonitrils, ekvivalents HPLC tiribas pakapei.
Amberlita XAD-2 sveki.

Amonija acetats.

Etilacetats.

Ledus etikskabe.

Halofuginona standartviela (DL-trans-7-brom-6-hlor-3-[3-(3-hidroksi-2-
piperidil)acetonil]-hinazolin-4-(3H)-ona hidrobromids, E 764).

Halofuginona rezerves standartskidums, 100 pg/ml

Ar 0,1 mg precizitati 500 ml mé&rkolba iesver 50 mg halofuginona
(3.6. punkts), izSkidina amonija acetata buferskiduma (3.18. punkts),
papildina 1idz zimei ar bufer§kidumu un samaisa. Tumsa vieta 5 °C
temperatlira tadu $kidumu var glabat tris nedglas.

Kalibrésanas skidumi

100 ml mérkolbas iepilda attiecigi 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 un 6,0 ml rezerves
standartskiduma (3.6.1. punkts). Papildina lidz zimei ar kustigo fazi
(3.21. punkts) un samaisa. Min&to $kidumu koncentracija ir attiecigi
1,0, 2,0, 3,0, 4,0 un 6,0 pg/ml halofuginona. Minétie $kidumi jasaga-
tavo svaigi pirms izmantoSanas.

Salsskabe (pyo apméram 1,16 g/ml).

Metanols.

Sudraba nitrats.

Natrija askorbats.

Natrija karbonats.

Natrija hlorids.

EDTA (etiléndiamintetraacetatskabe, dinatrija sals).

Udens, ekvivalents HPLC tiribas pakapei.

Natrija karbonata skidums, ¢ = 10 g/100 ml.

Ar hloru piesatinats natrija karbonata Skidums, ¢ = 5 g/100 ml.

Uden1 izskidina 50 g natrija karbonata (3.11. punkts), atSkaida Iidz
vienam litram un pievieno natrija hloridu (3.12. punkts), lidz $kidums
ir piesatinats.

Salsskabe, apmé&ram 0,1 mol/l.
Ar Udeni atskaida 10 ml HCI (3.7. punkts) Iidz vienam litram.
Amonija acetata buferskidums, apméram 0,25 mol/l.

Udeni (3.14. punkts) izskidina 19,3 ¢ amonija acetata (3.3. punkts)
un 30 ml etikskabes (3.5. punkts) un atskaida lidz vienam litram.
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3.20.

3.21.

4.2.

4.3.

4.4.

44.1.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

5.1

5.1.1.

Amberlita XAD-2 sveku sagatavoSana.

Attiecigu daudzumu amberlita (3.2. punkts) mazga ar Gdeni, lidz visi
hlorida joni ir atdaliti, par ko liecina nolietas idens fazes sudraba
nitrata (3.20. punkts) tests. P&c tam svekus mazga ar 50 ml metanola
(3.8. punkts), metanolu nolej un svekus glaba svaiga metanola.

Sudraba nitrata $kidums, apméram 0,1 mol/l.
1z8kidina 0,17 g sudraba nitrata (3.9. punkts) 10 mililitros Gidens.
HPLC kustiga faze.

500 ml acetonitrila (3.1. punkts) samaisa ar 300 ml amonija acetata
buferskiduma (3.18. punkts) un 1 200 ml @dens (3.14. punkts). Izman-
tojot etikskabi (3.5. punkts), korigé pH Iimeni lidz 4,3. Skidumu filtrg
caur 0,22 um filtru (4.8. punkts) un atgazo (pieméram, 10 minites
apstradajot ar ultraskanu). Slégta konteinera tumsa tadu skidumu var
glabat vienu menesi.

Iekartas

Ultraskanas vanna.
Rotacijas iztvaic@tajs.
Centrifuga.

HPLC iekarta, kurai ir ultravioletais detektors ar mainamu vilnu
garumu vai diodes matricu detektors.

Skidrumu hromatografa kolonna, 300 x 4 mm, C,g, 10 pum iesainojums,
vai lidzvertiga.

Stikla kolonna (300 x 10 mm), kas aprikota ar keramiska stikla filtru
un kranu.

150 mm diametra stikla Skiedras filtri.
Membranfiltri, 0,45 pm.
Membranfiltri, 0,22 pm.

Procediira

Piezime. Halofuginons ka briva baze ir nestabils sarmainos un etilace-
tata Skidumos. To neatstdj etilacetata ilgak par 30 minttem.

Vispariga informacija

Lai parbauditu, ka bariba nav halofuginona un traucgjosu vielu, analizé
tukSo baribas paraugu.

Atgustamibas testu veic, analizgjot tukSo baribas paraugu, kas pastipri-
nats, pievienojot tik daudz halofuginona, cik ir parauga. Lai stiprinatu
paraugu 3 mg/kg Itment, 300 pl rezerves standart§kiduma (3.6.1. punkts)
pievieno 10 gramiem tuksa baribas parauga, samaisa un gaida
10 minttes, tad pariet pie ekstrakcijas posma (5.2. punkts).

Piezime. Sis metodes nolikos tukSais baribas paraugs ir tada pasa
veida ka analiz€amais paraugs, un analiz€ neuzradas halofu-
ginons.
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5.2.

5.3.
5.3.1

Ekstrakcija

Ar precizitati lidz 0,1 g iesver 10 g sagatavota parauga 200 ml centri-
figas mégené, pievieno 0,5 g natrija askorbata (3.10. punkts), 0,5 g
EDTA (3.13. punkts) un 20 ml Gdens un samaisa. M&geni uz piecam
minitém ielick Gdens vanna (80 °C). Atdzes€ lidz istabas temperatiirai,
tad pievieno 20 ml natrija karbonata Skiduma (3.15. punkts) un
samaisa. Talit pievieno 100 ml etilacetata (3.4. punkts) un ar roku
kartigi sakrata 15 sekundes. Tad m&geni uz tris minatém ieliek ultra-
skanas vanna (4.1. punkts) un atbrivo aizbazni. Centrifugé divas
mintites un caur stikla Skiedras filtru (4.6. punkts) etilacetata fazi
dekanté 500 ml dalampiltuvé. Parauga ekstrakciju atkarto ar otru
100 ml etilacetata devu. Apvienotos ekstraktus vienu miniiti mazga ar
50 ml natrija karbonata $kiduma, kas piesatinats ar natrija hloridu
(3.16. punkts), un nolej tdens slani.

Organisko slani ekstrahé vienu mintti ar 50ml salsskabes
(3.17. punkts). Apaksgjo skabes slani nolaiz 250 ml dalampiltuve.
Pusotru miniditi ar v&l vienu 50 ml salsskabes devu atkartoti ekstrah&
organisko slani un to pievieno pirmajam ekstraktam. Apvienotos skabes
ekstraktus mazga ar 10 ml etilacetata (3.4. punkts), svarstot apméram
10 sekundes.

Udens slani kvantitativi parnes 250 ml apalkolba un nolaiZz organisko
fazi. Izmantojot rotacijas iztvaic&taju (4.2. punkts), iztvaic€ visu atli-
kuso etilacetatu no skabes $kiduma. Udens vanna temperatiira nedrikst
parsniegt 40 °C. Apméram 25 mbar vakuuma 38 °C viss etilacetata
atlikums atdalisies apm@ram piecas minates.

AttiriSana
Amberlita kolonnas sagatavoSana

Katram parauga ekstraktam sagatavo XAD-2 kolonnu. 10 g sagatavota
amberlita (3.19. punkts) parnes uz stikla kolonnu (4.5. punkts) ar meta-
nolu (3.8. punkts). Sveku slana virspusé pieliek nelielu stikla vates
tamponu. Notecina metanolu no kolonnas un svekus mazga ar 100 ml
tdens, plismu apturot, kad Skidrums sasniedz sveku slana virsu.
Desmit miniites pirms izmantoSanas lauj kolonnai nostabiliz&ties.
Kolonna nedrikst iztecét sausa.

Parauga attiriSana

Ekstraktu (5.2. punkts) kvantitativi parnes uz sagatavotas amberlita
kolonnas (5.3.1. punkts) augSgalu un elug, nolejot eluatu. Eluacijas
atrums nedrikst parsniegt 20 ml/min. Apalkolbu izskalo ar 20 ml sals-
skabes (3.17. punkts) un ar saskalojumu mazga sveku kolonnu. Skabes
$kiduma atlikumu izpa§ ar gaisa striiklu. Nolej saskalojumus. Kolonnai
pievieno 100 ml metanola (3.8. punkts) un 5-10 ml lauj elug&ties, savac
eluatu 250 ml apalkolba. AtlikuSo metanolu atstdj 10 minites, lai nosta-
bilizéjas ar svekiem, un turpina eludciju ar atrumu, kas neparsniedz
20 ml/min, eluatu savac taja pasa apalkolba. Ar rotacijas iztvaic&taju
(4.2. punkts) iztvaicé metanolu, Gdens vanna temperatira nedrikst par-
sniegt 40 °C. Atlikumu kvantitativi parnes 10 ml mérkolba, izmantojot
kustigo fazi (3.21. punkts). Papildina lidz zimei ar kustigo fazi un
samaisa. Alikvotu izfiltré caur membranfiltru (4.7. punkts). So $kidumu
pataupa HPLC noteikSanai (5.4. punkts).
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5.4.
5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

HPLC noteiksana

Parametri

Orientgjosi piedava $adus parametrus; var izmantot citus parametrus, ja
tie nodro$ina lidzveértigus rezultatus:

Skidrumu hromatografa kolonna (4.4.1. punkts),
HPLC kustiga faze (3.21. punkts),

pluismas atrums: 1,5-2 ml/min,

noteikSanas vilpa garums: 243 nm,

injekcijas tilpums 40 lidz 100 pl.

Parbauda hromatografiskas sisteémas stabilitati, vairakas reizes injicgjot
kalibré$anas Skidumu (3.6.2. punkts) ar koncentraciju 3,0 pg/ml, lidz
sasniedz nemainigus smailes augstumus (vai laukumus) un aizturlaikus.

Kalibrésanas grafiks

Katru kalibré$anas Skidumu (3.6.2. punkts) injicé vairakas reizes un
izmé@ra katrai koncentracijai atbilstoSos smailes augstumus (laukumus).
Izveido kalibréSanas grafiku, uz ordinatu ass atzimgjot kalibréSanas
Skidumu vidgjos smailes augstumus vai laukumus un uz abscisu
ass — atbilstigas koncentracijas pg/ml.

Parauga $kidums

Injice parauga ekstraktu (5.3.2. punkts) vairakas reizes, izmantojot to
pasu tilpumu, kads bija kalibrésanas skidumiem, un nosaka halofugi-
nona smailu vidgjo smailes augstumu (laukumu).

Rezultatu aprékinasana

Nosaka parauga Skiduma koncentraciju pg/ml, nemot véra parauga
Skiduma halofuginona smailu vid&o augstumu (laukumu), izmantojot
kalibrésanas grafiku (5.4.2. punkts).

Halofuginona saturu w (mg/kg) parauga aprékina, izmantojot S§adu
formulu:

cx 10
W =
m

kur:
c¢: halofuginona koncentracija parauga $kiduma pg/ml,
m: analiz€jama parauga svars gramos.

Rezultatu validacija
Identitate

Nosakamas vielas identitati var apstiprinat paraléla hromatografiskaja
analiz& vai izmantojot diodes matricu detektoru, ar kura palidzibu sali-
dzina parauga ekstrakta spektru ar ta kalibréSanas $kiduma
(3.6.2. punkts) spektru, kura koncentracija ir 6,0 pg/ml.

Paraléla hromatografiska analize

Parauga ekstraktu stiprina, pievienojot attiecigu daudzumu kalibrésanas
Skiduma (3.6.2. punkts). Pievienota halofuginona daudzumam jabit
tadam paSam ka apléstajam halofuginona daudzumam, kas atrasts
parauga ekstrakta.
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Tikai halofuginona smailes augstumu palielina, nemot véra gan pievie-
noto daudzumu, gan ekstrakta atSkaidfjumu. Smailes platumam pusé no
tas maksimala augstuma jabut = 10 % no sakotngja platuma.

7.1.2. Diodes matricu noteikSana

Rezultatus novérte atbilstosi sadiem kriterijiem:

a) parauga maksimalas absorbcijas vilpa garumam un standarta spek-
triem, ko registré pika smailé hromatogramma, atklasanas sisteémas
iz8kirtsp&jas noteiktajas robezas jabut vienadiem. Diodes matricu
detektoram min&tas robezas parasti ir £ 2 nm;

b) no 225 lidz 300 nm parauga un standartspektri, ko registré pika
smailé hromatogramma, nedrikst atSkirties tajas spektra dalas, kas
ir no 10% Iidz 100 % relativas absorbcijas diapazona. Atbilstiba Sim
kritérijam ir ievérota, ja maksimumi sakrit un neviena noveérojumu
punkta novirze starp abiem spektriem neparsniedz 15 % no nosa-
kamas vielas standarta absorbcijas;

¢) no 225 lidz 300 nm parauga ekstrakta kapuma, smailes un krituma
spektri cits no cita nedrikst atSkirties tajas spektra dalas, kuras
relativa absorbcija ir no 10% lidz 100 %. Atbilstiba Sim krit€rijam
ir ieverota, ja maksimumi sakrit un neviena novérojumu punkta
novirze starp abiem spektriem neparsniedz 15 % no spektra absorb-
cijas pika smailg.

Ja nav atbilstibas kadam no Siem kritérijiem, tad nosakamas vielas
klatblitne nav apstiprinajusies.

7.2. Atkartojamiba

Rezultatu starpiba starp divam paralélam noteikSanam, kas veiktas ar
vienu paraugu, nedrikst parsniegt 0,5 mg/kg, ja halofuginona saturs ir
lidz 3 mg/kg.

7.3. Atgiistamiba

Stiprinata tuks$a parauga atglistamiba ir vismaz 80 %.

8. Salidzino$a pétijuma rezultati

Tika organiz&ts salidzino$ais pétijums ('), kura astonas laboratorijas
analiz€ja tris paraugus.

Rezultati
(tuk?ail:)arsa;rimot B paraugs (rupja maluma milti) C paraugs (granulas)
Péc diviem Pec diviem
Sanemot - Sanemot -
menesiem ménesiem
Vidgjais [mg/kg] NN 2,80 2,42 2,89 2,45
Sgr [mg/kg] — 0,45 0,43 0,40 0,42
CVr [%] — 16 18 14 17

(') Analyst 108, 1983. gads, 1252.-1256. Ipp.
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

A paraugs . i
(tuksais) sanemot B paraugs (rupja maluma milti) C paraugs (granulas)
Péc diviem Péc diviem
Sanemot s Sanemot R
menesiem ménesiem
Atg. [%] 86 74 88 75

NN = nav noteikts,
Sk = reproducgjamibas standartnovirze,
CVy = reproduc&jamibas variacijas koeficients (%),

Atg. = atglstamiba (%).

E. ROBENIDINA NOTEIKSANA
1,3-bis [(4-hlorbenzilidén)amino]guanidina — hidrohlorids

Robenidina saturs janosaka saskana ar

— analizes metodi, kas paredzéta standarta EN 17299 “Dzivnieku
bariba. Paraugu nemsanas un analizes metodes — Atlauto kokcidios-
tatu skrinings un noteik$ana piedevu, ka ar 1 % un 3 % Skérskon-
taminacijas lITmenT un neregistrétu kokcidiostatu un vienas antibio-
tikas skrinings un noteikSana subpiedevu limeni baribas maisi-
jumos, izmantojot augstas izSkirtsp&jas Skidruma hromatografiju —
Noteik$ana, izmantojot tandéma masspektrometriju (LC-MS/MS)”,
vai

— saskana ar apgrieztas fazes augstas izSkirtsp&jas Skidruma hromato-
grafijas metodi (HPLC) ar UV noteik$anu, ka aprakstits turpmak
no 1. lidz 8. punktam.

Meérkis un tvérums

Si metode lauj noteikt robenidina daudzumu bariba. Kvantitativas
noteikSanas robeza ir 5 mg/kg

Princips

Paraugu ekstrah& ar paskabinatu metanolu. Ekstraktu zavé un alikvoto
dalu attira uz aluminija oksida kolonnas. Robenidinu no kolonnas elué
ar metanolu, kas ir koncentr&ts un papildinats 1dz attiecigam tilpumam
ar kustigo fazi. Robenidina saturu nosaka apgrieztas fazes augstas
iz8kirtsp&jas Skidruma hromatografija (HPLC), izmantojot UV detek-
toru.

Reagenti

Metanols.
Paskabinats metanols.

4,0 ml salsskabes (p20 = 1,18 g/ml) parnes 500 ml mérkolba, papildina
lidz zimei ar metanolu (3.1. punkts) un samaisa. Min&to $kidumu saga-
tavo svaigu pirms izmantoSanas.

Acetonitrils, ekvivalents HPLC tiribas pakapei.
Molekularais siets.

3A tips, ar 8 lidz 12 acojuma graudiniem (1,6 Iidz 2,5 mm graudini,
kristalisks alumosilikats, poru diametrs 0,3 mm).

I aktivitates pakapes skabs aluminija oksids kolonnu hromatografijai.
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3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.9.1.

3.9.2.

3.93.

100 ml aluminija oksida parnes piemé&rota konteinera un pievieno 2,0 ml
tdens. Noslédz ar aizbazni un krata apméram 20 miniites. Glaba ciesi
noslégta konteinera.

Kalija dihidrogénfosfata skidums, ¢ = 0,025 mol/l.

Iz8kidina 3,40 g kalija dihidrogénfosfata tirtbas pakapes tident (HPLC
tirtbas pakape) 1 000 ml mérkolba, papildina Iidz zimei un samaisa.

Dinatrija hidrogénfosfata skidums, ¢ = 0,025 mol/l.

1z8kidina 3,55 g bezlidens (vai 4,45 g dihidrata, vai 8,95 g dodekahi-
drata) dinatrija hidrogénfosfata tiribas pakapes tident (lidzveértiga HPLC
tirtbas pakapei) viena litra mérkolba, papildina Iidz zimei un samaisa.

HPLC kustiga faze.

Samaisa kopa ar $adiem reagentiem:

650 ml acetonitrila (3.3. punkts),

250 ml tdens (ekvivalents HPLC ftiribas pakapei),

50 ml kalija dihidrogénfosfata skiduma (3.6. punkts),
50 ml dinatrija hidrogénfosfata skiduma (3.7. punkts).

Skidumu filtré caur 0,22 um filtru (4.6. punkts) un atgazo (piemé&ram,
10 miniites apstradajot ar ultraskanu).

Standartviela.

Tirs robenidins: 1,3-bis [(4-hlorbenzilidén)amino]guanidina-hidrohlo-
rids.

Robenidina rezerves standartskidums: 300 pg/ml

Ar precizitati lidz 0,1 mg iesver 30 mg robenidina standartvielas
(3.9. punkts). Izskidina paskabinata metanola (3.2. punkts) 100 ml
mérkolba, papildina lidz zimei ar to paSu $kidinataju un samaisa.
Ietin kolbu aluminija folija un glaba tumsa vieta.

Robenidina starpposma standart$kidums: 12 pg/ml

10,0 ml rezerves standart§skiduma (3.9.1. punkts) parnes 250 ml
mérkolba, papildina lidz zimei ar kustigo fazi (3.8. punkts) un samaisa.
Ietin kolbu aluminija folija un glaba tumsa vieta.

Kalibrésanas skidumi

50 ml merkolbas parnes 5,0, 10,0, 15,0, 20,0 un 25,0 ml starpposma
standart§kiduma (3.9.2. punkts). Papildina lidz zimei ar kustigo fazi
(3.8. punkts) un samaisa. Minétie Skidumi atbilst attiecigi 1,2, 2,4,
3,6, 4,8un 6,0 pg/ml robenidina. Mingtie skidumi jasagatavo svaigi
pirms izmantoS$anas.

Udens ekvivalents HPLC tiribas pakapei.

Iekartas
Stikla kolonna.
Izgatavota no brina stikla, aprikota ar kranu un rezervuaru, kura

tilpums ir apm&ram 150 ml, ick$gjais diametrs no 10 Iidz 15 mm,
garums 250 mm.
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4.2.

4.3.

4.4.

44.1.

4.5.

4.6.

4.7.

5.1.
S.1.1.

5.2.

5.3.
5.3.1.

Mehaniskais kratitajs vai magnétiskais maisitajs.

Rotacijas iztvaic&tajs.

HPLC iekarta, kurai ir ultravioletais detektors ar mainamu vilpu
garumu vai diodes matricu detektors, kas darbojas 250 Iidz 400 mm
diapazona.

gl,(idrumu hromatografa kolonna, 300 x 4 mm, C;g, 10 um iesainojums,
vai lidzvertiga.

Stikla $kiedras filtrpapirs (GF/A Vatmans vai lidzvertigs).

Membranfiltri, 0,22 pm.

Membranfiltri, 0,45 pm.

Procediira

Piezime. Robenidins ir gaismjutigs. Visas darbibas izmanto brina
stikla traukus.

Vispariga informacija

Lai parbauditu, ka bariba nav robenidina un traucgjosu vielu, analizg
tukSo baribas paraugu.

Atglstamibas  testu veic, analizgot tukSo barlbas paraugu
(5.1.1. punkts), kas pastiprinats, pievienojot tik daudz robenidina, cik
ir paraugd. Lai pastiprinatu paraugu lidz Iimenim 60 mg/kg, 3,0 ml
rezerves standartSkiduma (3.9.1. punkts) parnes 250 ml koniska
kolba. Slapekla plisma $kidumu iztvaicé lidz apméram 0,5 ml. Pirms
ekstrakcijas (5.2. punkts) pievieno 15 g tuk3a baribas parauga, samaisa
un atstdj uz 10 minGt€m.

Piezime. Sis metodes noliikos tukSais baribas paraugs ir tada pasa
veida ka analiz&jamais paraugs, un analiz& neuzradas robeni-
dins.

Ekstrakcija

Ar precizitati 1idz 0,01 g iesver apméram 15 g sagatavota parauga.
Parnes 250 ml koniska kolba un pievieno 100,0 ml paskabinata meta-
nola (3.2. punkts), aiztaisa ar aizbazni un krata vienu stundu kratitaja
(4.2. punkts). Izfilre sSkidumu caur stikla Skiedras filtrpapiru
(4.5. punkts) un visu filtratu savac 150 ml koniska kolba. Pievieno 7,5 g
molekulara sieta (3.4. punkts), aiztaisa ar aizbazni un krata piecas
mindtes. Taltt izfiltré caur stikla Skiedras filtrpaptru. Min&to $kidumu
saglaba attiriSanas posmam (5.3. punkts).

Attirisana
Aluminija oksTda kolonnas sagatavoSana

Nelielu stikla vates tamponu ieliek stikla kolonnas (4.1. punkts) apak-
§€ja gala un saspiez ar stikla spiekiti. lesver 11,0 g sagatavota aluminija
oksida (3.5. punkts) un parnes kolonna. Saja posma péc iesp&jas sama-
zina gaisa iedarbibu. Viegli uzsit pa uzpildito kolonnu tas apaksgja
gala, lai aluminija oksids sablivétos.
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5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

Parauga attiriSana

Ar pipeti parnes kolonna 5,0 ml parauga ekstrakta, kas sagatavots
saskana ar (5.2. punkts). Pipetes galu pieliek klat kolonnas sienai un
lauj, lai Skidums absorb&jas uz aluminija oksida. Robenidinu no
kolonnas elué ar 100 ml metanola (3.1. punkts) ar plismas atrumu
no 2 lidz 3 ml/miniité un savac eluatu 250 ml apalkolba. Ar rotacijas
iztvaicétaju (4.3. punkts) iztvaic€ metanola $kidumu Iidz sausam stavo-
klim 40 °C temperatiira pazeminata spiediena. Atlikumu no jauna izski-
dina 3 lidz 4 mililitros kustigas fazes (3.8. punkts) un kvantitativi
parnes 10 ml mérkolba. Kolbu izskalo ar vairakam 1 lidz 2 ml kustigas
fazes devam un saskalojumus parnes uz mérkolbu. Papildina lidz zimei
ar to paSu Skidinataju un samaisa. Alikvotu izfiltré caur 0,45 pm
membranfiltru  (4.7. punkts). So &kidumu pataupa noteik3anai
(5.4. punkts).

HPLC noteiksana

Parametri

Orientgjosi piedava $adus parametrus; var izmantot citus parametrus, ja
tie nodro$ina lidzveértigus rezultatus:

skidrumu hromatografa kolonna (4.4.1. punkts),

HPLC kustiga faze (3.8. punkts),

plusmas atrums: plismas atrums 1,5 [idz 2 ml/min,

detektora vilna garums 317 nm,

injekcijas tilpums 20 lidz 50 pl.

Parbauda hromatografiskas sisteémas stabilitati, vairakas reizes injicgjot
kalibrésanas Skidumu (3.9.3. punkts) ar koncentraciju 3,6 pg/ml, lidz
sasniedz nemainigus smailes augstumus un aizturlaikus.

Kalibrésanas grafiks

Katru kalibréSanas $kidumu (3.9.3. punkts) injicé vairakas reizes un
izméra katrai koncentracijai atbilstoSos smailes augstumus (laukumus).
Izveido kalibréSanas likni, uz ordinatu ass atzim&jot kalibr&Sanas
Skidumu vidg€jos smailes augstumus vai laukumus un uz abscisu ass
— atbilstigas koncentracijas pg/ml.

Parauga Skidums

Injice parauga ekstraktu (5.3.2. punkts) vairakas reizes, izmantojot to
pasu tilpumu, kads bija kalibréSanas skidumiem, un nosaka robenidina
smailu vidgjo smailes augstumu (laukumu).

Rezultatu apréekinasana

Nemot véra parauga Skiduma robenidina smailu vid&o augstumu
(laukumu), nosaka parauga $kiduma koncentraciju pg/ml, izmantojot
kalibré$anas grafiku (5.4.2. punkts).

Robenidina saturu w (mg/kg) parauga aprékina, izmantojot S§adu
formulu:
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7.2.

c x 200
W =

kur:
¢ = robenidina koncentracija parauga skiduma pg/ml,
m = analiz§ama parauga svars gramos.

Rezultatu validacija
Identitate

Nosakamas vielas identitati var apstiprinat paraléla hromatografiskaja
analiz€ vai izmantojot diodes matricu detektoru, ar kura palidzibu sali-
dzina parauga ekstrakta spektru ar ta kalibréSanas S$kiduma
(3.9.3. punkts) spektru, kura koncentracija ir 6 pg/ml.

Paral@la hromatografiska analize

Parauga ekstraktu stiprina, pievienojot attiecigu daudzumu kalibrésanas
Skiduma (3.9.3. punkts). Pievienota robenidina daudzumam jabit tadam
pasam ka apléstajam robenidina daudzumam, kas atrasts parauga
ekstrakta.

Tikai robenidina smailes augstumu palielina, nemot véra gan pievie-
noto daudzumu, gan ekstrakta atSkaidijumu. Smailes platumam pusg no
tas maksimala augstuma jabut apm&ram 10 % no sakotngja platuma.

Diodes matricu noteikSana

Rezultatus noverte atbilstosi sadiem kriterijiem:

a) parauga maksimalas absorbcijas vilna garumam un standarta spek-
triem, ko registré pika smailé hromatogramma, atklasanas sistemas
iz8kirtsp&jas noteiktajas robezas jabiit vienadiem. Diodes matricu
detektoram ming&tas robezas parasti ir apméram 2 nm;

b) no 250 lidz 400 nm parauga un standartspektri, ko registré pika
smailé hromatogramma, nedrikst atSkirties tajas spektra dalas, kas
ir no 10% Iidz 100 % relativas absorbcijas diapazona. Atbilstiba Sim
kritérijam ir ievérota, ja maksimumi sakrit un neviena novérojumu
punktd novirze starp abiem spektriem neparsniedz 15 % no nosa-
kamas vielas standarta absorbcijas;

¢) no 250 lidz 400 nm parauga ekstrakta kapuma, smailes un krituma
spektri cits no cita nedrikst atskirties tajas spektra dalas, kuras
relativa absorbcija ir no 10% lidz 100 %. Atbilstiba $im kriterijam
ir ieverota, ja maksimumi sakrit un neviena noveérojumu punkta
novirze starp abiem spektriem neparsniedz 15 % no spektra absorb-
cijas pika smail@.

Ja nav atbilstibas kadam no Siem kritérijiem, tad nosakamas vielas
klatbtitne nav apstiprinajusies.

Atkartojamiba

Starpiba starp rezultatiem, kas iegiiti divas paral€las noteiksanas, kuras
veiktas ar vienu paraugu, nedrikst parsniegt 10 % no lielaka rezultata
attieciba uz robenidinu, kura saturs ir lielaks par 15 mg/kg.
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7.3.

Atgitstamiba
Stiprinata tuk$a parauga atgilistamiba ir vismaz 85 %.
Salidzino$a pétijuma rezultati

ES liment tika noorganizéts salidzinoSais pétijums, kura 12 laboratorijas
analiz€ja Cetrus saberztas vai granulu formas majputnu un trusu baribas
paraugus. Visus paraugus analiz€ja divas reizes. Rezultati ir noraditi
Saja tabula.

Majputnu bariba Trusu bariba

Rupja maluma milti Granulas Rupja maluma milti Granulas
Vidgjais [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
Sg [mg/kg] 4,36 3,36 4,61 3,91
CVy [%] 16,1 12,0 10,6 9,7
Atglistamiba [%] 90,0 93,3 87,2 80,2
s, = atkartojamibas standartnovirze,
CV, = atkartojamibas variacijas koeficients, %,
Sk = reproducgjamibas standartnovirze,

CVyg = reproducgjamibas variacijas koeficients,%.

F. DIKLAZURILA NOTEIKSANA

(+)-4-hlorfenil [2,6-dihlor-4-(2,3,4,5-tetrahidro—3,5-diokso-1,2,4-
triazin-2-il)fenil] acetonitrils

Diklazurila saturs janosaka saskana ar:

— analizes metodi, kas paredz&ta standarta EN 17299 “Dzivnieku
bariba. Paraugu nemsanas un analizes metodes — Atlauto kokcidios-
tatu skrinings un noteikSana piedevu, ka ari 1 % un 3 % Skérskon-
taminacijas Iimeni un neregistrétu kokcidiostatu un vienas antibio-
tikas skrinings un noteikSana subpiedevu ITmeni baribas maisi-
jumos, izmantojot augstas izSkirtsp&jas Skidruma hromatografiju —
Noteik$ana, izmantojot tandéma masspektrometriju (LC-MS/MS)”,
vai

— trispakapju gradienta apgrieztas fazes augstas efektivitates Skidruma
hromatografiju (HPLC) ar UV detektoru, ka aprakstits turpmak
no 1. [idz 9. punktam.

Meérkis un tvérums

Si metode lauj noteikt diklazurila daudzumu baribas maisfjumos un
premiksos (!). NoteikSanas robeza ir 0,1 mg/kg, kvantitativas noteik-
Sanas robeza ir 0,5 mg/kg. Kvantitativas noteikSanas apak$gjas robezas
ir sasniedzamas, taCu tas javalide lietotdjam.

Princips

Pievieno ieksgjo standartu, tad paraugu ekstrah@ ar paskabinatu metanolu.
Baribas ekstrakta alikvotu attira, izmantojot C18 cietas fazes ekstrakcijas
kolonnu. Diklazurilu no kolonnas elug ar paskabinata metanola un tidens

(1) So metodi var izmantot ari diklazurila noteikSanai baribas sastavdalas.
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.8.

3.8

3.9.

3.9.

39

3.9.

Q)

maistjumu. P&c iztvaicéSanas atlikumu iz$kidina DMF/tdeni. Premik-
siem ekstraktu iztvaicé un atlikumu izSkidina DMF/tiden1. Diklazurila
saturu nosaka trispakapju gradienta apgrieztas fazes augstas izskirtsp&jas
Skidruma hromatografija (HPLC), izmantojot UV detektoru.

Reagenti

Udens, ekvivalents HPLC tiribas pakapei.
Amonija acetats.

Tetrabutilamonija hidrogénsulfats (TBHS).
Acetonitrils, ekvivalents HPLC tiribas pakapei.
Metanols, ekvivalents HPLC tiribas pakapei
N, N-dimetilformamids (DMFA).

Salsskabe, pyo = 1,19 g/ml

Standartviela: diklazurils: (+)-4-hlorfenil [2,6-dihlor-4-(2,3,4,5-tetra-
hidro—3,5-diokso-1,2,4-triazin-2-il)fenil] acetonitrils ar garantétu tiribu.

1. Diklazurila rezerves standartskidums, 500 pg/ml.

Ar precizitati lidz 0,1 mg 50 ml mérkolba iesver 25 mg diklazurila
standartvielas (3.8. punkts). Iz8kidina DMF (3.6. punkts), papildina
lidz zimei ar DMF (3.6. punkts) un samaisa. letin kolbu aluminija folija
vai izmanto kolbu no brina stikla, uzglaba ledusskapi. Temperatiira,
kas ir < 4 °C, $kidumu var glabat vienu ménesi (').

2. Diklazurila standartskidums, 50 pg/ml.

5,00 ml rezerves standartskiduma (3.8.1. punkts) parnes 50 ml
mérkolba, papildina lidz zimei ar DMF (3.6. punkts) un samaisa.
Ietin kolbu aluminija folija vai izmanto kolbu no briina stikla, uzglaba
ledusskapl. Temperattra, kas ir < 4 °C, Skidumu var glabat vienu
menesi.

Ieksgja standartviela: 2,6 dihlor-a-(4-hlorfenil)-4-(4,5 dihidro-3,5-
diokso-1,2,4-triazin-2 (3H) — il) a-metilbenzol-acetonitrils.

1. Ieksgjas rezerves standartskidums, 500 pg/ml.

Ar precizitati 11dz 0,1 mg 50 ml m@rkolba iesver 25 mg ieksgjas stan-
dartvielas (3.9. punkts). Izskidina DMF (3.6. punkts), papildina lidz
zimei ar DMF (3.6. punkts) un samaisa. letin kolbu aluminija folija
vai izmanto kolbu no briina stikla, uzglaba ledusskapi. Temperatiira,
kas ir < 4 °C, skidumu var glabat vienu ménesi.

2. leksgjais standartskidums, 50 pg/ml

5,00 ml ieksgjas rezerves standartS$kiduma (3.9.1. punkts) parnes 50 ml
mérkolba, papildina 1idz zimei ar DMF (3.6. punkts) un samaisa. letin
kolbu aluminija folija vai izmanto kolbu no briina stikla, uzglaba ledus-
skapl. Temperatiira, kas ir < 4 °C, $kidumu var glabat vienu ménesi.

3. leksgjais standartskidums premiksiem, p/1 000 mg/ml (p = diklazurila
nominalais saturs premiksa mg/kg)

Ar precizitati 1idz 0,1 mg iesver p/10 mg ieksgjas standartvielas 100 ml
mérkolba, iz§kidina DMF (3.6. punkts) ultraskanas vanna (4.7. punkts),
papildina lidz zimei ar DMF un samaisa. letin kolbu aluminija folija
vai izmanto kolbu no briina stikla, uzglaba ledusskapi. Temperatiira,

kas ir < 4 °C, $kidumu var glabat vienu ménesi.

Var biit iesp&jams uzglabat ilgak (Iidz 1 gadam), tacu tas jaapstiprina katrai laboratorijai

atseviski.
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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.

Kalibrésanas $kidumi
Kalibrésanas skidums, 1 pg/ml (diklazurils)

Ar pipeti parnes 1,00 ml diklazurila standart§kiduma (3.8.2. punkts)
un 2,00 ml ieksgja standartskiduma (3.9.2. punkts) 50 ml meérkolba.
Pievieno 17ml DMF (3.6. punkts), papildina lidz zimei ar tdeni
(3.1. punkts) un samaisa. Minétais Skidums jasagatavo svaigs pirms
izmantoSanas.

Kalibrésanas skidums, 2 pg/ml (diklazurils)

Ar pipeti parnes 2,00 ml diklazurila standart§kiduma (3.8.2. punkts)
un 2,00 ml ieksgja standartskiduma (3.9.2. punkts) 50 ml meérkolba.
Pievieno 16 ml DMF (3.6. punkts), papildina lidz zimei ar tdeni
(3.1. punkts) un samaisa. Mingtais Skidums jasagatavo svaigs pirms
izmantoSanas.

Kalibrésanas skidums, 3 pg/ml (diklazurils)

Ar pipeti parnes 3,00 ml diklazurila standart§kiduma (3.8.2. punkts)
un 2,00 ml iek$gja standartskiduma (3.9.2. punkts) 50 ml mérkolba.
Pievieno 15ml DMF (3.6. punkts), papildina lidz zimei ar Gdeni
(3.1. punkts) un samaisa. Mingtais Skidums jasagatavo svaigs pirms
izmantoSanas.

Kalibrésanas skidums, 4 pg/ml (diklazurils)

Ar pipeti parnes 4,00 ml diklazurila standart§kiduma (3.8.2. punkts)
un 2,00 ml iek$gja standartskiduma (3.9.2. punkts) 50 ml mérkolba.
Pievieno 14 ml DMF (3.6. punkts), papildina lidz zimei ar Gdeni
(3.1. punkts) un samaisa. Minétais Skidums jasagatavo svaigs pirms
izmantoSanas.

Kalibrésanas skidums, 5 pg/ml (diklazurils)

Ar pipeti parnes 5,00 ml diklazurila standartskiduma (3.8.2. punkts)
un 2,00 ml ieks$gja standartskiduma (3.9.2. punkts) 50 ml mérkolba.
Pievieno 13 ml DMF (3.6. punkts), papildina Iidz zimei ar tdeni
(3.1. punkts) un samaisa. Minétais Skidums jasagatavo svaigs pirms
izmantoSanas.

Piezime. lzmantojot pasreiz&jo protokolu, kalibréSanas Skidumi
(3.10.1., 3.10.2., 3.10.3., 3.10.4. un 3.10.5. punkts) aptver
diklazurila koncentraciju bariba diapazona no 0,5 lidz
2,5 mg/kg.

C,g cietas fazes ekstrakcijas kolonna, pieméram, Mega Bond Elut,
kuras izmérs ir 20 cc, sorbenta svars — 5000 mg (priekSnoteikums
saskana ar piegadataja vadlinijam).

Ekstrakcijas $kidinatajs: paskabinats metanols.

Ar pipeti iepilina 5,0 ml salsskabes (3.7. punkts) 1 000 mililitros meta-
nola (3.5. punkts) un samaisa.

Kustiga faze priek§ HPLC
A eluents: amonija acetata-tetrabutilamonija hidrogénsulfata skidums.

1z8kidina 5 g amonija acetata (3.2. punkts) un 3,4 ¢ TBHS (3.3. punkts)
1 000 mililitros Gdens (3.1. punkts) un samaisa.

B eluents: acetonitrils (3.4. punkts).

C eluents: metanols (3.5. punkts).
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4.2.

4.2.1.

4.2.2.

43.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

5.1
5.1.1.

5.1.2.

5.2.
5.2.1.

Iekartas

Mehaniskais kratitajs.
Iekarta trispakapju gradienta HPLC.

Skidrumu hromatografa kolonna, Hypersil ODS, 3 pm iesainojums,
100 x 4,6 mm, vai lidzvertiga.

UV detektors ar mainamu vilnpu garumu vai diodes matricu detektors
Rotacijas iztvaicétajs.

Membranfiltrs 0,45 pm.

Vienreizgjas lietoSanas §lirce, 5 ml

Vakuumlinija

Ultraskanas vanna.

Procediira
Vispariga informacija
Baribas tukSais paraugs

Lai parbauditu, ka bariba nav diklazurila un traucgjoSu vielu, analizé
tukSo baribas paraugu. TukSais baribas paraugs péc veida ir lidzigs
analiz€jamajam paraugam, un, parbaudot to, neuzradas diklazurils vai
noteikSanu traucgjosas vielas.

Atgustamibas tests

Atgiistamibas testu veic, analiz&jot tukSo baribas paraugu, kas pastipri-
nats, pievienojot tik daudz diklazurila, cik ir parauga. Lai paraugu
pastiprinatu  Iidz 1 mgkg, 50g tukSajam baribas paraugam
pievieno 0,1 ml rezerves standartSkiduma (3.8.1. punkts), ripigi
samaisa un atstdqj uz 10 minatém, pirms ekstrakcijas (5.2. punkts)
vairakas reizes riipigi samaisot.

Ja nav analiz&jamajam paraugam Iidziga tuksa baribas parauga (skatit
5.1.1. punktu), tad atgiistamibas testu var veikt, izmantojot standarta
piedevu metodi. Tada gadijuma analiz€amo paraugu pastiprina ar
diklazurila daudzumu, kas ir lidzigs analiz€amaja parauga jau
esoSajam daudzumam. Tadu paraugu analizé kopa ar nepastiprinato
paraugu un atgiistamibu aprékina péc starpibas.

Ekstrakcija
Baribas maisTjumi

Ar precizitati I1dz 0,01 g iesver apméram 50 g parauga. Parnes 500 ml
koniska kolba, pievieno 1,00 ml ieks&a standarta $kiduma
(3.9.2. punkts), 200 ml ekstrakcijas $kidinataja (3.12. punkts), kolbu
noslédz ar aizbazni. Maisfjumu krata kratitaja (4.1. punkts) visu
nakti. Lauj nogulsnéties 10 minttes. Parnes $kiduma aug$gja slana
20 ml alikvotu piemérota stikla trauka un atskaida ar 20 ml Gdens
(3.1. punkts). Mingto Skidumu parnes uz ekstrakcijas kolonnu
(3.11. punkts) un izlaiz cauri, izmantojot vakuumu (4.6. punkts).
Kolonnu mazga ar 25 ml ekstrakcijas $kidinatdja (3.12. punkts) un
tdens (3.1. punkts) maisijumu tilpuma attiecibas 65 + 35 (V + V).
Savaktas frakcijas izlej un savienojumus elué ar 25 ml ekstrakcijas
skidinataja (3.12. punkts) un tdens maisjjumu tilpuma attiecibas
80 + 20 (V + V). So frakciju iztvaicé sausu ar rotacijas iztvaicétaja
(4.3. punkts) palidzibu 60 °C. temperatira. Atlikumu iz§kidina 1,0 ml
DMF (3.6. punkts), pievieno 1,5 ml tdens (3.1. punkts) un samaisa.
Izfiltré caur membranfiltru (4.4. punkts), kas uzstadits uz vienreizgjas
lietoSanas Slirces (4.5. punkts). Pariet pie noteikSanas (5.3. punkts).
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52.2.

5.3.

5.3.1.

Premiksi

Ar precizitati Iidz 0,001 g iesver apméram | g parauga. Parnes 500 ml
koniska kolba, pievieno 1,00 ml ieks&ja standarta Skiduma
(3.9.3. punkts), 200 ml ekstrakcijas $kidinataja (3.12. punkts), kolbu
noslédz ar aizbazni. MaisTjumu krata kratitaja (4.1. punkts) visu
nakti. Lauj nogulsndties 10 miniites. Skiduma augsgja slana alikvotu
10 000/p ml (p = diklazurila nominalais saturs premiksa mg/kg) parnes
piemérota izméra apalkolba. Iztvaic€ to sausu, izmantojot rotacijas
iztvaicétaju (4.3. punkts), 60 °C temperattira. Atlikumu no jauna izski-
dina 10,0 ml DMF (3.6. punkts), pievieno 15,0 ml @idens (3.1. punkts)
un samaisa. Pariet pie noteikSanas (5.3. punkts).

HPLC noteiksana

Parametri

Orient&josi piedava $adus parametrus; var izmantot citus parametrus, ja
tie nodro$ina lidzveértigus rezultatus.

— Skidrumu hromatografa kolonna (4.2.1. punkts): 100 x 4,6 mm,
Hypersil ODS, 3 pm iesainojums, vai lidzvertiga

— Kustiga faze:

— A cluents (3.13.1. punkts): amonija acetata un tetrabutil-
amonija hidrogénsulfata skidums tdent,

— B eluents (3.13.2. punkts): acetonitrils,
— C eluents (3.13.3. punkts): metanols.
— Eluacijas veids — linears gradients
— sakotngjie parametri: A + B+ C =60 + 20 + 20 (V + V + V),

— pec 10 min gradienta eluacijas 30 mindtes lidz: A + B + C =
45 +20+35(V+V+V),

— pé&c tam 10 mindtes skalo ar B.
— Plusmas atrums: 1,5-2 ml/min
— Injekcijas tilpums 20 pl
— Detektora vilna garums 280 nm

Parbauda hromatografiskas sisteémas stabilitati, vairakas reizes injicgjot
kalibré$anas skidumu (3.10.2. punkts), kas satur 2 pg/ml diklazurila un
iek$€ja standarta, lidz sasniedz nemainigus smailes augstumus un
aizturlaikus.

Kalibrésanas §kidumu hromatografiska analize

Divas reizes injicé pa 20 ul no katra kalibréSanas Skiduma (3.10.1.,
3.10.2., 3.10.3., 3.10.4. un 3.10.5. punkts), identificé un integré dikla-
zurila un ieksgja standarta pikus un uzzim@ kalibréSanas Itkni, pama-
tojoties uz diklazurila vid&ja smailes augstuma vai laukuma attiectbu
pret ieksgja standarta smailes vidgjo augstumu vai laukumu pretstata
diklazurila koncentracijai kalibrésanas skidumos (pg/ml).

Paraugu Skidumu hromatografiska analize

Divas reizes injicé 20 pl parauga Skiduma (5.2.1. vai 5.2.2. punkts) un
nosaka diklazurila vid€jo smailes augstumu vai laukumu un ieks$gja
standarta smailes.
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6. Rezultatu aprékinasana
6.1. Baribas maistjumi
Diklazurila saturu w (mg/kg) parauga aprékina, izmantojot sadu
formulu:
Height(d,s) Area(d,s) b
Height(i,s) 107 Area(i,s) %
w=" " X —vaiw= X ==
a m a m
kur:
— augstums (d,s) ir diklazurila smailes augstums parauga $kiduma
(5.2.1. punkts),
— laukums (d,s) ir diklazurila smailes laukums parauga $kiduma
(5.2.1. punkts),
— augstums (i,s) ir iekS€ja standarta smailes augstums parauga
skiduma (5.2.1. punkts),
— laukums (i,s) ir iek$&ja standarta smailes laukums parauga $kiduma
(5.2.1. punkts),
— b ir tadas kalibrésanas Itknes krustpunkts, kas uzzimé&ta, pamatojo-
ties uz kalibrésanas Skidumiem (3.10.1., 3.10.2., 3.10.3.,
3.10.4. un 3.10.5. punkts) saskana ar 5.3.2. punktu,
— a ir tadas kalibréSanas liknes slipums, kas uzzimé&ta, pamatojoties
uz  kalibrésanas Skidumiem (3.10.1., 3.10.2., 3.10.3,,
3.10.4. un 3.10.5. punkts) saskana ar 5.3.2. punktu,
— m ir analiz€jama parauga masa gramos,
— V ir parauga ekstrakta galigais tilpums mililitros p&c atkartotas
izskidinasanas saskana ar 5.2.1. punktu (t. i., 2,5 ml).
6.2. Premiksi
Diklazurila saturu w (mg/kg) parauga aprékina, izmantojot Sadu
formulu:
Height(d,s) Area(d,s)
Height(i,s) Area(i,s)
o Hetghtlis) o 00or e, Areals) o e0r
a m a m
kur:

— augstums (d,s) ir diklazurila smailes augstums parauga $kiduma
(5.2.2. punkts),

— laukums (d,s) ir diklazurila smailes laukums parauga Skiduma
(5.2.2. punkts),

— augstums (i,s) ir ieks€ja standarta smailes augstums kalibréSanas
skiduma (5.2.2. punkts),

— laukums (i,s) ir ieks€ja standarta smailes laukums parauga Skiduma
(5.2.2. punkts),

— b ir tadas kalibrésanas Itknes krustpunkts, kas uzziméeta, pamatojo-
ties uz kalibrésanas Skidumiem (3.10.1, 3.10.2., 3.10.3., 3.10.4.
un 3.10.5. punkts) saskana ar 5.3.2. punktu,

— a ir tadas kalibréSanas liknes slipums, kas uzzimé&ta, pamatojoties
uz kalibrésanas Skidumiem (3.10.1., 3.10.2., 3.10.3., 3.10.4.
un 3.10.5. punkts) saskana ar 5.3.2. punktu,

— m ir analiz&ama parauga masa gramos,

— V ir parauga ckstrakta galigais tilpums mililitros péc atkartotas

— p ir diklazurila nominalais saturs mg/kg premiksa.
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7.2.

Rezultatu validacija
Identitate

Nosakamas vielas identitati var apstiprinat paraléla hromatografiskaja
analizg vai izmantojot diodes matricu detektoru, ar kura palidzibu sali-
dzina parauga ekstrakta spektru (5.2.1. vai 5.2.2. punkts) ar kalibré-
Sanas Skiduma (3.10.2. punkts) spektru.

Paraléla hromatografiska analize

Parauga ekstraktu (5.2.1. vai 5.2.2. punkts) stiprina, pievienojot attie-
cigu daudzumu kalibrésanas skiduma (3.10.2. punkts). Pievienota dikla-
zurila daudzumam jabut tddam paSam ka apléstajam diklazurila dau-
dzumam, kas atrasts parauga ekstrakta.

Tikai diklazurila smailes augstumu un ieks€ja standarta smailes
augstumu palielina, nemot vera gan pievienoto daudzumu, gan
ekstrakta atSkaidijumu. Smailes platumam pusé no tas augstuma
jabut £ 10 % robezas no diklazurila smailes sakotngja platuma vai

nepastiprinata parauga ekstrakta iek$gja standarta smailes sakotn&ja
platuma.

Diodes matricu noteikSana

Rezultatus novérte atbilstosi $adiem kriterijiem:

a) parauga maksimalas absorbcijas vilna garumam un standarta spek-
triem, ko registré pika smailé hromatogramma, atklasanas sisteémas
iz8kirtsp&jas noteiktajas robezas jabiit vienadiem. Diodes matricu
detektoram ming&tas robezas parasti ir = 2 nm;

b) no 230 lidz 320 nm parauga un standartspektri, ko registré pika
smailé hromatogramma, nedrikst atSkirties tajas spektra dalas, kas
ir no 10 % lidz 100 % relativas absorbcijas diapazona. Atbilstiba
§im krit8rijam ir iev@rota, ja maksimumi sakrit un neviena novéro-
jumu punkta novirze starp abiem spektriem neparsniedz 15 % no
nosakamas vielas standarta;

C

~

no 230 I1dz 320 nm parauga ekstrakta kapuma, smailes un krituma
spektri cits no cita nedrikst atskirties tajas spektra dalas, kuras
relativa absorbcija ir no 10 % I1dz 100 %. Atbilsttba Sim kriterijam
ir ieverota, ja maksimumi sakrit un neviena noveérojumu punkta
novirze starp abiem spektriem neparsniedz 15 % no absorbcijas
vertibas pika smailg.

Ja nav atbilstibas kadam no Siem kritérijiem, tad nosakamas vielas
klatblitne nav apstiprinajusies.

Atkartojamiba

No diviem apaks$paraugiem divos neatkarigos mérijumos iegiito rezul-
tatu starpiba nedrikst parsniegt:

— 30% no lielakds noteiktas vertibas, ja diklazurila saturs ir
no 0,5 mg/kg lidz 2,5 mg/kg,

— 0,75 mg/kg, ja diklazurila saturs ir no 2,5 mg/kg Iidz 5 mg/kg,

— 15 % no lielakas noteiktas vértibas, ja diklazurila saturs parsniedz
5 mg/kg.
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7.3.

Atgitstamiba

Stiprinata (tuks$a parauga atglistamiba ir vismaz 80 %.

Salidzino$a pétijuma rezultati

Tika organizéti divi salidzinoSie pétijumi. Pirmaja péetjjuma, ko
1994. gada veica cita laboratoriju grupa, tika analizéti divi premiksu
(O 100, A 100) paraugi un tris majputnu papildbaribas (L1, Z1, K1)
paraugi. Viens premiksa paraugs tika sajaukts ar organisku matricu
(O 100), bet otrs ar neorganisku matricu (A 100). Teorétiskais saturs
ir 100 mg diklazurila uz kg. Laboratorijam tika uzdots analiz&t katru
paraugu vienu reizi vai divos eksemplaros. (Sikaka informacija par

pirmo salidzinoSo ir pieejama zurnala Journal of AOAC International,
77. s€jums, Nr. 6, 1994. gads, 1359.-1361. Ipp.).

Otraja salidzino$aja pétijuma tika analiz&ti trTs majputnu baribas maisi-
jumi, kuros diklazurila koncentracija bija 0,9 mg/kg (MAT 1),
1,5 mg/kg (MAT 2), un tukSais baribas paraugs (MAT 3). Sikaka
informacija par otro pétijumu ir pieejama JRC tehniskaja zinojuma
(2016) un zurnala AOAC International, 102. s€ums, Nr. 2,
2019. gads, 646.—652. lpp. Abu salidzinoSo pétfjumu rezultati ir nora-
diti $aja tabula.

1. paraugs | 2. paraugs | 3. paraugs | 4. paraugs | 5. paraugs | 6. paraugs | 7. paraugs | 8. paraugs
A 100 O 100 L1 Z1 K1 MAT 1 MAT 2 MAT 3

L 11 11 11 11 6 10 9 10

n 19 18 19 19 12 20 18 10

Vidgjais (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 —

Sgr (mg/kg) 7,59 7,64 0,17 0,11 0,12 0,18 0,21 —

CVg (%) 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65 18,1 14,3 —

Nominalais 100 100 1,0 1,0 1,0 0,9 1,5 —

saturs (mg/kg)

Atsauce (*) Pirmais Pirmais Pirmais Pirmais Pirmais Otrais Otrais Otrais
petijums, | peétijums, | pétljums, | petijums, | petijums, | petijums, | petijums, | petijums,
kas veikts | kas veikts | kas veikts | kas veikts |kas veikts [kas veikts|kas veikts|kas veikts
1 994. gadall 994. gada|l 994. gada|l 994. gada|l 994 gada-2 015. gad-2 015. gad-2 015 gada-

da da

L = laboratoriju skaits,
n = atsevi§ko vertibu skaits,
S, = atkartojamibas standartnovirze,

CV, = atkartojamibas variacijas koeficients,
Sg = reproduc&jamibas standartnovirze,
CVyr = reproducgjamibas variacijas koeficients (%),

LOQ = kvantitativas noteik$anas robeza.

(*) Pirmais pétjjums, kas veikts 1994. gada: Journal of AOAC International,

77. sgjums, Nr. 6, 1994. gads, 1359.-1361. Ipp.; otrais pétfjums, kas veikts 2015. gada: JRC tehniskais zinojums Re-
validation of a method for the determination of diclazuril by collaborative study (2016).
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

Visparigas piezimes

Vispirms japarada, ka diklazurila signala izmainas méramo koncentra-
ciju diapazona ir linearas.

Vismaz diklazurila analizei baribas maisijuma ar augstu tauku saturu
(ja tauku saturs parsniedz 12 %) analitisko metodi var aizstat ar citam
metodém, kuru pamata ir HPLC, pieméram, augstas izskirtsp&jas
skidruma hromatografiju apvienojuma ar masspektrometrijas (HPLC-
MS) metodi, ja alternativajai metodei ir lidzvertigi veiktsp&jas raditaji
(atglistamibas procents, atkartojamibas precizitate un reproduc&jamibas
nosactjumi).

G. LAZALOCIDNATRIJA NOTEIKSANA

Polietera monokarbonskabes natrija sals, kuru razo Streptomyces lasa-
liensis

Lazalocidnatrija saturs janosaka saskana ar

— analizes metodi, kas paredzéta standarta EN 17299 “Dzivnieku
bariba. Paraugu nemsanas un analizes metodes — Atlauto kokcidios-
tatu skrTnings un noteikSana piedevu, ka arT 1 % un 3 % Sk&rskon-
taminacijas limeni un neregistrétu kokcidiostatu un vienas antibio-
tikas skrinings un noteik$ana subpiedevu limeni baribas maisi-
jumos, izmantojot augstas izSkirtsp&jas Skidruma hromatografiju —
NoteikSana, izmantojot tandéma masspektrometriju (LC-MS/MS)”,
vai

— saskana ar apgrieztas fazes augstas iz8kirtsp&jas Skidruma hromato-
grafijas metodi (HPLC), izmantojot spektrofluorimetra (fluores-
cences) detektoru, ka aprakstits turpmak no 1. lidz 8. punktam.

Mérkis un tvérums

ST metode lauj noteikt lazalocidnatrija daudzumu bariba. Noteik$anas

robeza ir 5 mg/kg, kvantitativas noteikSanas robeza ir 10 mg/kg.

Princips

Lazalocidnatriju no parauga ekstrah& ar paskabinatu metanolu un
nosaka ar apgrieztas fazes augstas izskirtsp&as Skidruma hromatogra-
fiju (HPLC), izmantojot spektrofluorimetra (fluorescences) detektoru.

Reagenti

Kalija dihidrogénfosfats (KH,POy,).
Ortofosforskabe, w (w/w) = 85 %.
Ortofosforskabes Skidums, ¢ = 20 %.

Atskaida 23,5 ml ortofosforskabes (3.2. punkts) lidz 100 ml tilpumam
ar tdeni.

6-metil-2-heptilamins (1,5-dimetilheksilamins), w (w/w) = 99 %.
Metanols, ekvivalents HPLC tiribas pakapei

Salsskabe, blivums 1,19 g/ml.

Fosfata buferskidums, ¢ = 0,01 mol/l.

Izskidina 1,36 g KH,PO, (3.1. punkts) 500 mililitros @dens
(3.11.  punkts), pievieno 3,5ml ortofosforskabes (3.2. punkts)
un 10,0 ml 6-metil-2-heptilamina (3.4. punkts). Korigé pH lidz 4,0 ar
ortofosforskabes Skidumu (3.3. punkts) un atskaida Iidz 1 000 ml
tilpumam ar @deni (3.11. punkts).
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3.8.

3.9.

3.10.1.

3.10.2.

3.10.3.

4.2.

43.

5.1.1.

Paskabinats metanols.

5,0 ml salsskabes (3.6. punkts) parnes 1000 ml mérkolba, papildina
lidz zimei ar metanolu (3.5. punkts) un samaisa. Ming&tais $kidums
jasagatavo svaigs pirms izmantoSanas.

HPLC kustiga faze, fosfata bufera-metanola Skidums 5 + 95 (V + V).

Samaisa 5 ml fosfata buferskiduma (3.7. punkts) ar 95 ml metanola
(3.5. punkts).

Lazalocidnatrija standartviela ar garantétu tiribu, C;4Hs30gNa (polie-
tera monokarbonskabes natrija sals, kuru razo Streptomyces lasa-
liensis), E 763.

Lazalocidnatrija rezerves standartSkidums, 500 pg/ml.

Ar 0,1 mg precizitati 100 ml mérkolba iesver 50 mg lazalocidnatrija
(3.10. punkts), iz8kidina paskabinata metanola (3.8. punkts), papildina
lidz zimei ar to pasu §kidinataju un samaisa. Mingtais Skidums jasaga-
tavo svaigs pirms izmantoSanas.

Lazalocidnatrija starpposma standartSkidums, 50 pg/ml.

10,0 ml rezerves standartSskiduma (3.10.1. punkts) ar pipeti parnes
100 ml merkolba, papildina lidz zimei ar paskabinato metanolu
(3.8. punkts) un samaisa. Mingtais Skidums jasagatavo svaigs pirms
izmantoSanas.

Kalibrésanas $kidumi

50 ml merkolbas iepilda attiecigi 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 un 10,0 ml starp-
posma standartskiduma (3.10.2. punkts). Papildina lidz zimei ar paska-
binato metanolu (3.8. punkts) un samaisa. Min&tie $kidumi atbilst attie-
cigi $adam lazalocidnatrija  koncentracijam: 1,0, 2,0, 4,0,
5,0 un 10,0 ug. Minétie $kidumi jasagatavo svaigi pirms izmanto$anas.

Udens, ekvivalents HPLC tiribas pakapei.

Iekartas

Ultraskanas vanna (vai vibr&josa Gidens vanna) ar temperatiiras kontroli.
Membranfiltri, 0,45 pm.
HPLC iekarta ar injekcijas sistému, piemérota 20 pl tilpumu injekcijai.

Skidrumu hromatografa kolonna, 125 x 4 mm, apgrieztas fazes Cig,
5 um iesainojums, vai lidzvertiga.

Spektrofluorimetrs ar mainamu ierosas un emisijas vilpu garumu.

Procedura
Vispariga informdacija
Baribas tukSais paraugs

Lai veiktu atpaziSanas testu (5.1.2. punkts), analiz€ tukSo baribas
paraugu, lai parbauditu, ka bariba nav ne lazalocidnatrija, ne noteikSanu
traucgjosu vielu. TukSais baribas paraugs péc veida ir lidzigs analizé-
jamajam paraugam, un, parbaudot to, neuzradas lazalocidnatrijs vai
noteikSanu traucgjosas vielas.
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5.12. Atgustamibas tests

Atguistamibas testu veic, analiz&jot tukSo baribas paraugu, kas pastipri-
nats, pievienojot tik daudz lazalocidnatrija, cik ir parauga. Lai paraugu
pastiprinatu lidz ItTmenim 100 mg/kg, 10,0 ml rezerves standart$kiduma
(3.10.1. punkts) parnes 250 ml koniska kolba un skidumu iztvaicg lidz
apméram 0,5 ml. Pirms ekstrakcijas (5.2. punkts) pievieno 50 g tuksa
baribas parauga, vairakas reizes kartigi samaisa un atstdq uz
10 minatém.

Ja nav analiz€jamajam paraugam lidziga tuksa baribas parauga (skatit
5.1.1. punktu), tad atglistamibas testu var veikt, izmantojot standarta
piedevu metodi. Tada gadijuma analiz€jamo paraugu pastiprina ar laza-
locidnatrija daudzumu, kas ir Iidzigs analiz€jamaja parauga jau
esoSajam daudzumam. Tadu paraugu analizé kopa ar nepastiprinato
paraugu, un atglistamibu aprékina p€c starpibas.

5.2. Ekstrakcija
52.1. Bariba

Ar precizitati [idz 0,01 mg iesver 5-10 g parauga 250 ml koniska kolba
ar aizbazni. Ar pipeti pievieno 100,0 ml paskabinata metanola
(3.8. punkts). Valigi aizkorké korki un pasvarsta, lai disperggjas.
Kolbu uz 20 minitém ieliek ultraskanas vanna (4.1. punkts) apm&ram
40 °C temperattira, tad iznem un atdzes€ lidz istabas temperatiirai. Lauj
nostaties apméram vienu stundu, kamér suspendéta viela nogulsngjas,
tad alikvoto devu izfiltré caur 0,45 pm membranfiltru (4.2. punkts)
piemérota trauka. Pariet pie noteikSanas (5.3. punkts).

522. Premiksi

Ar precizitati lidz 0,001 g iesver apméram 2 g nesamalta premiksa
250 ml mérkolba. Ar pipeti pievieno 100,0 ml paskabinata metanola
(3.8. punkts) un pasvarsta, lai disperggjas. Kolbu ar tas saturu uz
20 minitém ieliek ultraskanas vanna (4.1. punkts) apméram 40 °C
temperatlird, tad iznem un atdzes€ lidz istabas temperatiirai. AtSkaida
lidz zimei ar paskabinato metanolu (3.8. punkts) un riipigi samaisa.
Lauj nostaties vienu stundu, kamér suspendéta viela nogulsng&jas, tad
alikvoto devu izfiltré caur 0,45 pm membranfiltru (4.2. punkts).
AtSkaida atbilstosu tilpumu tira filtrata ar paskabinatu metanolu
(3.8. punkts), izveidojot galiga testa Skidumu, kas satur apméram
4 pg/ml lazalocidnatrija. Pariet pie noteikSanas (5.3. punkts).

5.3. HPLC noteiksana
53.1. Parametri
Orientgjosi piedava $adus parametrus; var izmantot citus parametrus, ja

tie nodro$ina lidzveértigus rezultatus.

HPLC kolonna (4.3.1. punkts): 125 x 4 mm, apgrieztas fazes C;g, 5 um iesai-
nojums, vai Itdzvertiga

Kustiga faze (3.9. punkts): fosfata buferskiduma (3.7. punkts) un meta-

nola (3.5. punkts) maisijums, 5 + 95 (V + V)

Plasmas atrums: 1,2 ml/min

NoteikSanas vilpa garums: ierosa: 310 nm,

emisija: 419 nm,

Injekcijas tilpums: 20 pl
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6.1.

6.2.

Parbauda hromatografiskas sistémas stabilitati, vairakas reizes injicgjot
kalibrésanas skidumu (3.10.3. punkts) ar koncentraciju 4,0 ug/ml, Iidz
sasniedz nemainigus smailes augstumus (vai laukumus) un aizturlaiku.

Kalibrésanas grafiks

Katru kalibrésanas $kidumu (3.10.3. punkts) injicé vairakas reizes un
izm@ra katrai koncentracijai atbilstoSos smailes augstumus (laukumus).
Izveido kalibré$anas likni, uz ordinatu ass atzimgjot vid€jos smailes
augstumus (laukumus) un uz abscisu ass — atbilstigas koncentra-
cijas pg/ml.

Parauga Skidums

Vairakas reizes injic€ parauga ekstraktus, kas ieglti saskana ar
5.2.1. vai 5.2.2. punktu, izmantojot to pasu tilpumu, kads bija kalibré-
Sanas Skidumam, un nosaka lazalocidnatrija smailes vidgjos augstumus
(laukumus).

Rezultatu aprekinasana

Lazalocidnatrija $kiduma koncentraciju (pug/ml) nosaka péc parauga
Skiduma (5.3.3. punkts) vid&ja smailes augstuma (laukuma), salidzinot
ar kalibrésanas grafiku.

Bariba

Lazalocidnatrija saturu w (mg/kg) parauga aprékina, izmantojot $adu
formulu:

cxV;
W= [mg/kg]
kur:
c = lazalocidnatrija koncentracija parauga Skiduma
(5.2.1. punkts) pg/ml,
V; = parauga eckstrakta tilpums ml atbilsto$i 5.2.1. punktam (t. i.,
100 ml),
m = analiz§ama parauga svars gramos.
Premiksi

Lazalocidnatrija saturu w (mg/kg) parauga aprékina, izmantojot Sadu
formulu:

c XV, xf
—— 'z k
w ——— [mg/kg]
kur:
¢ = lazalocidnatrija  koncentracija  parauga  $kiduma  (5.2.2.

punkts) pg/ml,

V, = parauga ekstrakta tilpums ml atbilstosi 5.2.2. punktam (t. i,
250 ml),

f = atSkaidijjuma pakape atbilstosi 5.2.2. punktam,

m = analiz€ama parauga svars gramos.
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7.2.

7.3.

Rezultatu validacija
Identitate

Metodes, kuru pamata ir spektrofluorimetrija, interference ietekmé&
mazak neka tas, kur izmanto UV staru detektoru. Nosakamas vielas
identitati var apstiprinat ar paralélu hromatografisko analizi.

Paraléla hromatografiska analize

Parauga ekstraktu (5.2.1. vai 5.2.2. punkts) stiprina, pievienojot attie-
cigu daudzumu A kalibréSanas Skiduma (3.10.3. punkts). Pievienota
lazalocidnatrija daudzumam jabut tadam pasam ka apléstajam lazalo-
cidnatrija daudzumam, kas atrasts parauga ekstrakta. Tikai lazalocidna-
trija smailes augstumu palielina, nemot v&ra pievienoto lazalocidnatrija
daudzumu un ekstrakta atSkaidijumu. Smailes platumam pusé no ta
augstuma jabiit = 10 % robezas no nepastiprinata parauga ekstrakta
sakotngjs smailes.

Atkartojamiba

No viena parauga divas paral€las noteikSanas ieglito rezultatu starpiba
nedrikst parsniegt:

— 15% no lielakas noteiktas vertibas, ja lazalocidnatrija saturs ir
no 30 mg/kg Iidz 100 mg/kg,

— 15 mg/kg, ja lazalocidnatrija saturs ir no 100 mg/kg 1idz 200 mg/kg,

— 7,5 % no lielakas noteiktas vértibas, ja lazalocidnatrija saturs par-
sniedz 200 mg/kg.

Atgiistamiba

Stiprinata (tuksa) baribas parauga atglistamiba ir vismaz 80 %. Stipri-
natu premiksu paraugu atglistamiba ir vismaz 90 %.

Salidzino$a pétijuma rezultati

Tika organizéts salidzinosais p&tijums (¥), kura 12 laboratorijas anali-
z&ja divus premiksus (1. un 2. paraugs) un piecus baribas paraugus
(3. Iidz 7. paraugs). Visus paraugus analiz€ja divas reizes. Rezultati
ir noraditi Saja tabula.

1. paraugs 2. paraugs 3. paraugs 4. paraugs 5. paraugs 6. paraugs | 7. paraugs
Premikss Premikss Granulas Drupatas Bariba A bariba B bariba
vistam titariem titariem vistam titariem majputniem | majputniem
L 12 12 12 12 12 12 12
n 23 23 23 23 23 23 23
Vidgjais [mg/ 5050 16 200 76,5 78,4 92,9 48,3 32,6
kg]
s, [mg/kg] 107 408 1,71 2,23 2,27 1,93 1,75
CV, [%] 2,12 2,52 2,24 2,84 2,44 4,00 5,37
sr [mg/kg] 286 883 3,85 7,32 5,29 3,47 3,49
CVr [%] 5,66 5,45 5,03 9,34 5,69 7,18 10,70
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

1. paraugs 2. paraugs 3. paraugs 4. paraugs 5. paraugs 6. paraugs | 7. paraugs
Premikss Premikss Granulas Drupatas Bariba A bariba B bariba
vistam titariem titariem vistam titariem majputniem | majputniem

Nominalais 5000 (*%) 16 000 (**) 80 (**) 105 (*%) 120 (**) 50(+) 35(+)

saturs [mg/kg]

L = laboratoriju skaits,

n = atseviSko rezultatu skaits,

Sy = atkartojamibas standartnovirze,

sg = reproduc&amibas standartnovirze,

CV, = atkartojamibas variacijas koeficients, %,

CVr = reproducgjamibas variacijas koeficients,%.

*) Analyst, 1995. gads, 120, 2175.-2180. Ipp.

(**) Razotdja deklarétais saturs.

) Laboratorija sagatavota bariba.

H. AMPROLIJA HIDROHLORIDA NOTEIKSANA

1-[(4-amino-2-propil-5-pirimidinil)metil]-2-metilpirid ina hlorida mono-
hidrohlorids

Meérkis un tvérums

ST metode lauj noteikt amprolija daudzumu bariba. Noteiksanas robeza
ir 1 mg/kg, kvantitativas noteikSanas robeza ir 5 mg/kg.

Princips

Paraugu ekstrah& ar metanola un fidens maisTjumu. P&c atSkaidiSanas ar
kustigo fazi un membranfiltracijas amprolija saturu nosaka ar katjonu
apmainas augstas efektivitates Skidrumu hromatografijas metodi
(HPLC), izmantojot UV detektoru.

Reagenti

Metanols.

Acetonitrils, ekvivalents HPLC tiribas pakapei.
Udens, ekvivalents HPLC tiribas pakapei.
Natrija dihidrog@nfosfata Skidums, ¢ = 0,1 mol/l.

Iz8kidina 13,80 g natrija dihidrog@nfosfata ident (3.3. punkts) 1 000 ml
mérkolba, papildina Iidz zimei ar @ideni (3.3. punkts) un samaisa.

Natrija perhlorata $skidums, ¢ = 1,6 mol/l.

Iz8kidina 224,74 g natrija perhlorata monohidrata Gideni (3.3. punkts)
1 000 ml mérkolba, papildina lidz zimei ar tdeni (3.3. punkts) un
samaisa.

Kustiga faze priek§ HPLC (skatit 9.1. Novérojumu punktu).

Acetonitrila  (3.2.  punkts), natrija dihidrogénfosfata $kiduma
(3.4. punkts) un natrija perhlorata Skiduma (3.5. punkts) maisTjums
450 + 450 + 100 (v + v + v). Pirms lietosanas filtré& caur 0,22 pm
membranfiltru (4.3. punkts) un Skidumu atgazo (pieméram, ultraskanas
vanna (4.4. punkts) vismaz 15 mindtes).

Standartviela: tirs amprolijs 1-[(4-amino-2-propil-5-pirimidinil)metil]-2-
metilpiridina hlorids, E 750 (skatit 9.2. punktu).
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3.7.1.

3.7.2.

3.7.3.

3.8.

4.
43.
4.4,

s

4.5.

5.1.

5.1.1.

Amprolija rezerves standartskidums, 500 pg/ml.

Ar precizitati 1idz 0,1 mg iesver 50 mg amprolija (3.7. punkts) 100 ml
mérkolba, izSkidina 80 mililitros metanola (3.1. punkts) un kolbu uz
10 minGtém ievieto ultraskanas vanna (4.4. punkts). P&c apstrades ar
ultraskanu $kidumu atdzes€ Iidz istabas temperatiirai, papildina lidz
zimei ar Gdeni un samaisa. Temperattira, kas ir < 4 °C, skidumu var
glabat vienu ménesi.

Amprolija starpposma standartskidums, 50 pg/ml.

5,0 ml rezerves standartSkiduma (3.7.1. punkts) ar pipeti iepilina 50 ml
meérkolba, papildina 1idz zimei ar ekstrakcijas Skidinataju (3.8. punkts)
un samaisa. Temperatra, kas ir < 4 °C, skidumu var glabat vienu
ménesi.

Kalibrésanas $kidumi

Parnes 0,5, 1,0 un 2,0 ml starpposma standartskiduma (3.7.2. punkts)
50 ml mérkolbu komplektos. Papildina lidz zimei ar kustigo fazi
(3.6. punkts) un samaisa. Tadi skidumi atbilst attiecTgi $adam koncen-
tracijam: 0,5, 1,0 un 2,0 pg/ml amprolija. Miné&tie $kidumi jasagatavo
svaigi pirms izmantoS$anas.

Ekstrakcijas $kidinatajs.
Metanola (3.1. punkts) un Gdens maistjums 2 + 1 (v + v).

Iekartas

HPLC iekarta ar injekcijas sistému, piemérota 100 ul tilpumu

Skidrumu hromatografa kolonna, 125 x 4 mm, katjonu apmaina
Nucleosil 10 S4, 5 vai 10 um iesainojums, vai lidzvertiga.

UV detektors ar mainamu vilnpu garumu vai diodes matricu detektors
Membranfiltrs, PTFE materials, 0,45 pm.

Membranfiltrs, 0,22 pm.

Ultraskanas vanna.

Mehaniskais kratitajs vai magnétiskais maisitajs.

Procediira
Vispariga informacija
Baribas tukSais paraugs

Lai veiktu atgiistamibas testu (5.1.2. punkts), analiz€ tukSo baribas
paraugu, lai parbauditu, ka bariba nav ne amprolija, ne noteiksanu
traucgjosu vielu. TukSais baribas paraugs péc veida ir 1idzigs analizé-
jamajam paraugam, un, parbaudot to, nav jauzradas amprolijam vai
noteikSanu traucgjosam vielam.

Atgilstamibas tests

Atgustamibas testu veic, analiz&jot tukSo baribas paraugu, kas pastipri-
nats, pievienojot tik daudz amprolija, cik ir parauga. Lai paraugu pasti-
prinatu lidz Iimenim 100 mg/kg, 10,0 ml rezerves standart$kiduma
(3.7.1. punkts) parnes 250 ml koniska kolba un $kidumu iztvaicg lidz
apméram 0,5 ml. Pirms ekstrakcijas (5.2. punkts) pievieno 50 g tuksa
baribas parauga, vairakas reizes kartigi samaisa un atstdqj uz
10 minGteém.
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5.2.

5.2.1.

522

5.3.

53.1.

Ja nav analiz&jamajam paraugam lidziga tuksa baribas parauga (skatit
5.1.1. punktu), tad atgilistamibas testu var veikt, izmantojot standarta
piedevu metodi. Tada gadijuma analiz€amo paraugu pastiprina ar
amprolija daudzumu, kas ir lidzigs analiz€jamaja parauga jau eso$ajam
daudzumam. Tadu paraugu analizé kopa ar nepastiprinato paraugu un
atglistamibu aprékina pec starpibas.

FEkstrakcija
Premiksi (satur < 1 % amprolija) un bariba.

Atkariba no amprolija satura ar precizitati Iidz 0,01 g iesver 5 lidz 40 g
parauga, ko parnes 500 ml koniska kolba, un pievieno 200 ml ekstra-
kcijas $kidinataja (3.8. punkts). Kolbu ievieto ultraskanas vanna
(4.4. punkts) un atstdj uz 15 minitém. Kolbu iznem no ultraskanas
vannas un vienu stundu krata kratitaja vai maisa ar magné&tisko maisi-
taju (4.5. punkts). Ekstrakta alikvotu atSkaida ar kustigo fazi
(3.6. punkts), lidz amprolija koncentracija sasniedz 0,5-2 pg/ml, un
samaisa (skatit 9.3. Novérojumu punktu). Si atskaidita $kiduma
5 lidz 10 ml filtré ar membranfiltru (4.2. punkts). Pariet pie noteikSanas
(5.3. punkts).

Premiksi (satur > 1 % amprolija).

Atkariba no amprolija satura ar precizitati Iidz 0,001 g iesver 1 lidz 4 g
premiksa, ko parnes 500 ml koniska kolba, un pievieno 200 ml ekstra-
kcijas skidinataja (3.8. punkts). Kolbu ievieto ultraskanas vanna
(4.4. punkts) un atstdj uz 15 minitém. Kolbu iznem no ultraskanas
vannas un vienu stundu krata kratitdaja vai maisa ar magné&tisko maisi-
taju (4.5. punkts). Ekstrakta alikvotu atSkaida ar kustigo fazi
(3.6. punkts), Iidz amprolija koncentracija sasniedz 0,5-2 pg/ml, un
samaisa. Sa atskaidita $kiduma 5 Iidz 10 ml filtr'd ar membranfiltru
(4.2. punkts). Pariet pie noteikSanas (5.3. punkts).

HPLC noteiksana

Parametri.

Orientgjosi piedava $adus parametrus; var izmantot citus parametrus, ja
tie nodro$ina Iidzvertigus rezultatus.

HPLC kolonna (4.1.1. 125 x 4mm, katjonu apmaina Nucleosil 10 SA, 5 vai
punkts): 10 um iesainojums, vai lidzvertiga

Kustiga faze (3.6. punkts): acetonitrila  (3.2. punkts), natrija dihidrogénfosfata
skiduma (3.4. punkts) un natrija perhlorata $kiduma
(3.5. punkts) maistjums 450 + 450 + 100 (v + v + V)

Plusmas atrums: 0,7—-1 ml/min
NoteikSanas vilna garums: 264 nm,
Injekcijas tilpums: 100 ul

Parbauda hromatografiskas sisteémas stabilitati, vairakas reizes injicgjot
kalibré$anas Skidumu (3.7.3. punkts) ar koncentraciju 1,0 pg/ml, lidz
sasniedz nemainigus smailes augstumus un aizturlaiku.

Kalibrésanas grafiks

Katru kalibréSanas $kidumu (3.7.3. punkts) injicé vairakas reizes un
méra katrai koncentracijai atbilstoSos smailes augstumus (laukumus).
Izveido kalibréSanas grafiku, uz ordinatu ass atzimgjot kalibr&Sanas
Skidumu vidgjos smailes augstumus (laukumus) un uz abscisu ass —
atbilstigas koncentracijas pg/ml.
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Parauga §kidums

Injice parauga ekstraktu (5.2. punkts) vairakas reizes, izmantojot to
pasu tilpumu, kads bija kalibréSanas $kidumiem, un nosaka amprolija
smailes vidgjo smailes augstumu (laukumu).

Rezultatu aprékinasana

Nemot véra parauga Skiduma amprolija smailu vidgjo augstumu
(laukumu), nosaka parauga Skiduma koncentraciju pg/ml, izmantojot
kalibrésanas grafiku (5.3.2. punkts).

Amprolija saturu w (mg/kg) parauga aprékina, izmantojot sadu
formulu:

mg/kg]

Vxexf
w=——+]|
m

kur:

V = ekstrakcijas $kidinataja (3.8. punkts) tilpums mililitros atbilstosi
5.2. punktam (t. i, 200 ml),

¢ = amprolija koncentracija parauga ekstrakta (5.2. punkts) pg/ml,

f = atSkaidfjuma pakape atbilstosi 5.2. punktam,

2
I

analiz&ama parauga svars gramos.

Rezultatu validacija
Identitate

Nosakamas vielas identitati var apstiprinat paraléla hromatografiskaja
analiz& vai izmantojot diodes matricu detektoru, ar kura palidzibu sali-
dzina parauga ekstrakta (5.2. punkts) spektru ar ta kalibréSanas
Skiduma (3.7.3. punkts) spektru, kura koncentracija ir 2,0 pg/ml.

Paral€la hromatografiska analize

Parauga ekstraktu (5.2. punkts) stiprina, pievienojot attiecigu daudzumu
kalibrésanas Skiduma (3.7.3. punkts). Pievienota amprolija daudzumam
jabut tadam paSam ka apléstajam amprolija daudzumam, kas atrasts
parauga ekstrakta.

Tikai amprolija smailes augstumu palielina, nemot vera gan pievienoto
daudzumu, gan ekstrakta atSkaidljumu. Smailes platumam pusé no tas
augstuma jabut £ 10 % robezas no nepastiprinata parauga ekstrakta
amprolija smailes sakotngja platuma.

Diodes matricu noteikSana

Rezultatus noverte atbilstosi sadiem krit@rijiem:

a) parauga maksimalas absorbcijas vilna garumam un standarta spek-
triem, ko registré pika smailé hromatogramma, atklasanas sistemas
iz8kirtsp&jas noteiktajas robezas jabut vienadiem. Diodes matricu
detektoram ming&tas robezas parasti ir = 2 nm;

b) no 210 lidz 320 nm parauga un standartspektri, ko registré pika
smailé hromatogramma, nedrikst atSkirties tajas spektra dalas, kas
ir 10 % Iidz 100 % relativas absorbcijas diapazona. Atbilstiba Sim
krit€rijam ir ievérota, ja maksimumi sakrit un neviena novérojumu
punkta novirze starp abiem spektriem neparsniedz 15 % no nosa-
kamas vielas standarta;
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7.2.

7.3.

¢) no 210 lidz 320 nm parauga ekstrakta kapuma, smailes un krituma
spektri cits no cita nedrikst atSkirties tajas spektra dalas, kuras
relativa absorbcija ir 10 % lidz 100 %. Atbilstiba $im krit€rijam ir
ievérota, ja maksimumi sakrit un neviena novérojumu punkta
novirze starp abiem spektriem neparsniedz 15 % no absorbcijas
vertibas pika smailg.

Ja nav atbilstibas kadam no Siem kritérijiem, tad nosakamas vielas
klatbttne nav apstiprinajusies.

Atkartojamiba

No viena parauga divas paral€las noteikSanas iegiito rezultatu starpiba
nedrikst parsniegt:

— 15% no lielakas noteiktas véertibas, ja amprolija saturs ir
no 25 mg/kg lidz 500 mg/kg,

— 75 mg/kg, ja amprolija saturs ir no 500 mg/kg Iidz 1 000 mg/kg,

— 7,5 % no lielakas noteiktas vertibas, ja amprolija saturs ir vairak par
1 000 mg/kg.

Atgitstamiba

Stiprinata (tuks$a parauga atglistamiba ir vismaz 90 %.

Salidzino$a pétijjuma rezultati

Tika organizets salidzinoSais pétijums, kura analiz€ja trls majputnu
baribas paraugus (1. Iidz 3. paraugs), vienu mineralbaribas paraugu
(4. paraugs) un vienu premiksu (5. paraugs). Rezultati ir noraditi $aja
tabula.

L parugs (b | g 3pumes | 4 poauss | 5. porauss

L 14 14 14 14 15

n 56 56 56 56 60
vidgjais [mg/kg] — 45,5 188 5129 25140
s, [mg/kg] — 2,26 3,57 178 550
CV, [%] — 4,95 1,90 3,46 2,20
sg [mg/kg] — 2,95 11,8 266 760
CVR [%] — 6,47 6,27 5,19 3,00
Nominalais — 50 200 5000 25 000
saturs [mg/kg]

L: laboratoriju skaits,

n: atsevisko vertibu skaits,

Sp atkartojamibas standartnovirze,

CV,: atkartojamibas variacijas koeficients,
SR: reproduc&jamibas standartnovirze,

CVg:  reproduc&jamibas variacijas koeficients.
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9.2.

9.3.

Noveérojumi

Ja paraugs satur tiaminu, tad tiamina smaile hromatogramma paradas
neilgi pirms amprolija smailes. Izmantojot $o metodi, amprolijs un
tiamins jaatdala. Ja $aja metodé izmantota kolonna (4.1.1. punkts)
amproliju un tiaminu neatdala, tad Iidz 50 % acetonitrila devas kusti-
gaja faze (3.6. punkts) aizstaj ar metanolu.

Saskana ar britu farmakopeju amprolija skiduma (¢ = 0,02 mol/l)
spektrs salsskabes skiduma (¢ = 0,1 mol/l) sasniedz maksimumu pie
246 nm un 262 nm. Absorbcija pie 246 nm ir 0,84, bet pie 262 nm —
attiecigi 0,80.

Ekstrakts vienmé@r jaatSkaida tikai ar kustigo fazi, citadi amprolija
smailes aizturlaiks var ievérojami mainities jonu spéka izmainu del.

I. NARAZINA NOTEIKSANA

Narazina saturs janosaka saskana ar

— analizes metodi, kas paredzéta standarta EN 17299 “Dzivnieku
bariba. Paraugu nemsanas un analizes metodes — Atlauto kokcidios-
tatu skrinings un noteikSana piedevu, ka arT 1 % un 3 % Sk&rskon-
taminacijas ITmenT un neregistrétu kokcidiostatu un vienas antibio-
tikas skrinings un noteikSana subpiedevu ITmenT baribas maisT-
jumos, izmantojot augstas izskirtsp&jas skidruma hromatografiju —
NoteikSana, izmantojot tandéma masspektrometriju (LC-MS/MS)”,
vai

— metodi, kas paredz&ta standarta EN ISO 14183 “Dzivnieku bariba.
Monensina, narazina un salinomicina satura noteik$ana — Skidruma
hromatografijas metode, izmantojot péckolonnas derivatizaciju”.

J. NIKARBAZINA NOTEIKSANA

Nikarbazina saturs janosaka saskana ar:

— analizes metodi, kas paredzéta standarta EN 17299 “Dzivnieku
bariba. Paraugu nemsanas un analizes metodes — Atlauto kokcidios-
tatu skrinings un noteikSana piedevu, ka art 1 % un 3 % sk&rskon-
taminacijas ITmenT un neregistrétu kokcidiostatu un vienas antibio-
tikas skrinings un noteikSana subpiedevu ITmenT baribas maisT-
jumos, izmantojot augstas izSkirtsp&jas Skidruma hromatografiju —
NoteikSana, izmantojot tandéma masspektrometriju (LC-MS/MS)”,
vai

— metodi, kas paredz&ta standarta EN 15782 “Dzivnieku bariba.
Nikarbazina noteikSana — Augstas izskirtsp&jas $kidruma hromato-
grafijas metode”.

K. DEKOKVINATA NOTEIKSANA

Dekokvinata saturs janosaka saskana ar:

— analizes metodi, kas paredzéta standarta EN 17299 “Dzivnieku
bariba. Paraugu nemsanas un analizes metodes — Atlauto kokcidios-
tatu skrTnings un noteikSana piedevu, ka arT 1 % un 3 % Sk&rskon-
taminacijas Iimeni un neregistrétu kokcidiostatu un vienas antibio-
tikas skrinings un noteikSana subpiedevu Iimeni baribas maisi-
jumos, izmantojot augstas izSkirtsp&jas Skidruma hromatografiju —
NoteikSana, izmantojot tandéma masspektrometriju (LC-MS/MS)”,
vai

— metodi, kas paredzéta standarta EN ISO 16162 “Dzivnieku bariba.
Nikarbazina noteikSana, izmantojot HPLC ar fluorescences noteik-
Sanu”.
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L. MONENZINA NOTEIKSANA

Monenzina saturs janosaka saskana ar

— analizes metodi, kas paredzéta standarta EN 17299 “Dzivnicku
bariba. Paraugu nemsanas un analizes metodes — Atlauto kokcidios-
tatu skrinings un noteikSana piedevu, ka arT 1 % un 3 % Skérskon-
taminacijas ITmenT un neregistrétu kokcidiostatu un vienas antibio-
tikas skrinings un noteikSana subpiedevu Iimeni baribas maisi-
jumos, izmantojot augstas izSkirtsp&jas Skidruma hromatografiju —
Noteik$ana, izmantojot tandéma masspektrometriju (LC-MS/MS)”,
vai

— metodi, kas paredzéta standarta EN ISO 14183 “Dzivnieku bariba.
Monensina, narazina un salinomicina satura noteik$ana — Skidruma
hromatografijas metode, izmantojot péckolonnas derivatizaciju”.

M. SALINOMICINA NOTEIKSANA

Salinomicina saturs janosaka saskana ar

— analizes metodi, kas paredzéta standarta EN 17299 “Dzivnicku
bariba. Paraugu nemsanas un analizes metodes — Atlauto kokcidios-
tatu skrinings un noteik$ana piedevu, ka ar 1 % un 3 % Skérskon-
taminacijas ITmenT un neregistrétu kokcidiostatu un vienas antibio-
tikas skrinings un noteik$ana subpiedevu limeni baribas maisi-
jumos, izmantojot augstas izSkirtsp&jas Skidruma hromatografiju —
NoteikSana, izmantojot tandéma masspektrometriju (LC-MS/MS)”,
vai

— metodi, kas paredzéta standarta EN ISO 14183 “Dzivnieku bariba.
Monensina, narazina un salinomicina satura noteik$ana — Skidruma
hromatografijas metode, izmantojot péckolonnas derivatizaciju”.

N. SEMDURAMICINA NOTEIKSANA

Semduramicina saturs janosaka saskana ar:

— analizes metodi, kas paredzéta standarta EN 17299 “Dzivnieku
bariba. Paraugu nemsanas un analizes metodes — Atlauto kokcidios-
tatu skrinings un noteik$ana piedevu, ka ari 1 % un 3 % Skérskon-
taminacijas ITmenT un neregistrétu kokcidiostatu un vienas antibio-
tikas skrinings un noteik$ana subpiedevu limeni baribas maisi-
jumos, izmantojot augstas izSkirtsp&jas Skidruma hromatografiju —
Noteik$ana, izmantojot tandéma masspektrometriju (LC-MS/MS)”,
vai

— metodi, kas paredz&ta standarta EN 16158 “Dzivnieku bariba.
SemduramicTna satura noteikS8ana — Skidruma hromatografijas
metode, izmantojot “koka” analizes metodi”.

O. EN STANDARTI

Piemérojot Regulas (ES) 2017/625 34. panta 2. punkta a) apak$punktu,
ir atbilstigi $adi EN standarti:

EN ISO 30024 “Dzivnieku bariba. Fitazes aktivitates noteikSana”;

EN 17050 “Dzivnieku bariba. Paraugu nemsanas un analizes metodes —
Joda noteikSana dzivnieku bariba, izmantojot /CP-MS metodi”;

EN 17550 “Dzivnieku bariba. Karotinoidu noteikSana dzivnieku
baribas maisijumos un premiksos ar augstas izskirtsp&jas Skidruma
hromatografiju, izmantojot UV detekciju (HPLC-UV)”;

EN 15784 “Dzivnieku bariba. Paraugu nemsanas un analizes metodes —
Bacillus spp noteikSana un skaitiSana”;
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EN 15785 “Dzivnieku bariba. Paraugu nemsanas un analizes metodes —
Bifidobacterium spp izoléSana un skaitiSana”;

EN 15786 “Dzivnieku bariba. Paraugu nemsanas un analizes metodes —
Pediococcus spp noteikSana un skaitiSana”;

EN 15787 “Dzivnieku bariba. Paraugu nemsanas un analizes metodes —
Lactobacillus spp, ko izmanto ka baribas piedevu, noteikSana un skai-
tiSana”’;

EN 15788 “Dzivnieku bariba. Paraugu nemsanas un analizes metodes —
Enterococcus (E. faecium) spp, ko izmanto ka baribas piedevu, noteik-
Sana un skaitiSana”;

EN 15789 “Dzivnieku bariba. Paraugu nemsanas un analizes metodes —
Saccharomyces cerevisiae, ko izmanto ka baribas piedevu, noteikSana
un skaitiSana”;

EN 15510 “Dzivnieku bariba. Paraugu nemsanas un analizes metodes —
Kalcija, natrija, fosfora, magnija, kalija, dzelzs, cinka, vara, mangana,
kobalta, molibdéna un svina noteikSana, izmantojot /CP-AES metodi”
(tadu partikas piedevu analizei ka kobalts un molibdéns);

EN 15621 “Dzivnieku bariba. Paraugu nemsanas un analizes metodes —
Kalcija, natrija, fosfora, magnija, kalija, séra, dzelzs, cinka, vara,
mangana un kobalta noteikSana péc spiediena sadali$anas, izmantojot
ICP-AES metodi (tadu partikas piedevu analizei ka kobalts);

EN 16159 “Dzivnieku bariba. Seléna noteikSana ar hidrida gener&sanas
atomu absorbcijas spektrometriju (HGAAS) pec skelSanas mikrovilnu
spiediena (SkelSana ar 65 % slapeklskabi un 30 % tdenraza peroksidu)”
(tadu partikas piedevu analizei ka seléns);

EN 17053 “Dzivnieku bariba. Paraugu nemsanas un analizes metodes —
Mikroelementu, smago metalu un citu elementu noteikSana bariba,
izmantojot /CP-MS metodi (multimetodi)” (tadu partikas piedevu
analizei ka kobalts, molibdéns un seléns).
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V PIELIKUMS

ANALIZES METODES, AR KO KONTROLE NEVELAMAS VIELAS
BARIBA

A. DIOKSINU (PCBPCDD/PCDF) UN PCB DAUDZUMU NOTEIKSANA

I NODALA

PARAUGU NEMSANAS UN ANALITISKO REZULTATU
INTERPRETACIJAS METODES

1. Tvérums un definicijas

Polihlordibenzo-p-dioksinu (PCDD), polihlordibenzofuranu (PCDF),
diokstniem lidzigu polihlorbifenilu (PCB) (') un tadu PCB, kas nav
lidzigi dioksiniem, paraugus, kas paredzgti baribas oficialajai kontrolei,
nem saskana ar I pielikuma noteikumiem. Attieciba uz tadu vielu vai
produktu kontroli, kas vienmerigi izklied&ti visa bariba, pieméro I pieli-
kuma 5.1. punkta paredz&tas kvantitativas prasibas. Minétaja veida
iegiitos kopparaugus uzskata par raksturigiem tam partijam vai apak-
$partijam, no kuram tie nemti. Atbilstibu Direktiva 2002/32/EK noteik-
tajiem maksimalajiem Iimeniem [maksimali pielaujamajiem daudzu-
miem] konstaté, pamatojoties uz laboratorijas paraugos noteiktajiem
Iimeniem.

(") TEF (= toksiskas ekvivalences faktoru) tabula PCDD, PCDF un dioksiniem lidzigiem
PCB: PVO-TEF riska novertgjumam attieciba uz cilvéku veselibu, kura pamata ir seci-
najumi, kas sagatavoti Pasaules Veselibas organizacijas (PVO) Starptautiskas kimiskas
dro3ibas programmas (/PCS) ekspertu sanaksmé, kura notika 2005. gada jinija Zengva
(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)).

Radnieciga viela TEF vartiba Radnieciga viela TEF vertiba
Polihlordibenzo-p- “Dioksiniem lidzigie” PCB
dioksini (PCDD) un Neorto PCB + mono-orto PCB
polihlordibenzofurani
(PCDF)
2,3,7,8-TCDD 1
1,2,3,7,8-PeCDD 1 Neorto PCB
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
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

Lietotie saisindjumi: “7” = tetra; “Pe” = penta; “Hx” = heksa; “Hp” = hepta; “O” = okta;
“CDD” = hlordibenzdioksins; “CDF” = hlordibenzfurans; “CB” = hlorbifenils.
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Saja dala pieméro Komisijas Istenoanas Regulas (ES) 2021/808 (%)
I pielikuma sniegtas definicijas.

Papildus minétajam definicijam $aja dala piemé&ro ar turpmak min&tas
definicijas.

“Skrininga metodes” ir metodes, ko izmanto tadu paraugu atlasei, kuros
PCDD/F un dioksiniem lidzigu PCB limenis parsniedz maksimalo
Itmeni vai intervences limeni. Tas nodro$ina iesp&ju izmaksu zina liet-
derigi apstradat lielu daudzumu paraugu, tadgjadi uzlabojot izredzes
atklat jaunus incidentus ar augstu patérétaju eksponétibu un apdraudé-
jumu to veselibai. Skrininga metozu pamata ir bioanalizes vai GC-MS
metodes. Rezultatus no paraugiem, kas parsniedz robezvértibu, kuru
izmanto, lai parbauditu atbilstibu maksimalajam limenim, verificé ar
pilnigu atkartotu analizi no sakotn&ja parauga, izmantojot apstipri-
nasanas metodi.

“Apstiprinasanas metodes” ir metodes, ar kuram iegtst pilnigu infor-
maciju vai papildu informaciju, kas vajadziga PCDD/F un dioksiniem
lidzigu PCB precizai kvalitativai un kvantitativai noteikSanai maksima-
laja vai (vajadzibas gadfjumad) intervences limeni. Sadas metodes
izmanto gazu hromatografiju/augstas izskirtsp&jas masspektrometriju
(GC-HRMS) vai gazu hromatografiju/tandéma masas spektrometriju

(GC-MS/MS).
2. Partijas vai apaksSpartijas atbilstiba maksimalajam limenim
2.1. Attieciba uz PCB, kas nav lidzigi dioksiniem

Partija vai apakSpartija atbilst maksimalajam limenim, ja PCB 28,
PCB 52, PCB 101, PCB 138, PCB 153 un PCB 180 (turpmak teksta
PCB, kas nav lidzigi dioksiniem) analitiskais rezultats neparsniedz maksi-
malo limeni [maksimali pielaujamo daudzumu], kas noteikts Direk-
tiva 2002/32/EK, nemot véra mérijjumu paplasinato nenoteiktibu (3).
Partija vai apakSpartija neatbilst maksimalajam limenim, kas noteikts
Direktiva 2002/32/EK, ja divu lielako analitisko rezultatu vidgjais arit-
métiskais (%), kas iegiits otrreiz€ja analizé (°), péc mérijjuma paplasinatas
nenoteiktibas atnemsanas neapSaubami parsniedz maksimalo ITmeni,
proti, atbilstibas novértésanai izmanto analizg iegtto koncentraciju, no
kuras atnemta paplasinata mérijumu nenoteiktiba.

(3 Komisijas Istenosanas regula (ES) 2021/808 (2021. gada 22. marts) par produktiviem

dzivniekiem izmantotu farmakologiski aktivo vielu atlicku analizes metozu veiktsp&ju un
rezultatu interpretéSanu, ka ari par paraugu nems$anas metodém un ar ko atcel
Leémumus 2002/657/EK un 98/179/EK (OV L 180, 21.5.2021., 84. Ipp.).

Attieciga gadijuma pieméro principus, kas aprakstiti dokumenta Guidance Document on
Measurement Uncertainty for Laboratories performing 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 pcb_en.pdf).

Saistiba ar “lielaka analitiska rezultata” jédzienu jaizmanto kvantitativas noteikSanas
robeza, lai aprékinatu katras kvantitativi nenoteiktas radniecigas vielas devumu. Saistiba
ar “mazaka analitiska rezultata” jédzienu jaizmanto nulle, lai aprékinatu katras kvanti-
tativi nenoteiktas radniecigas vielas devumu. Saistiba ar “vid&ja analitiska rezultata”
jedzienu jaizmanto puse no kvantitativas noteikSanas robezas, lai aprékinatu katras
kvantitativi nenoteiktas radniecigas vielas devumu.

Otrreizgja analize: atseviska interesgjoSo analizjamo vielu analize, izmantojot otru ta
pasa homogenizeéta parauga alikvotu. Parasti piemérojamas II pielikuma C nodalas
3. punkta noteiktas prasibas attieciba uz otrreiz&jo analizi. Toméer attieciba uz metodém,
kuras attieciba uz attiecigajam analiz&jamajam vielam izmanto ar *C iezimétus iek3gjos
standartus, otrreizgja analize ir vajadziga tikai tad, ja rezultats, ko iegiist pec pirmas
noteik$anas, ir neatbilsto$s. Otrreiz&ja analize ir nepiecieSama, lai izslégtu ieks€jas Sker-
skontaminacijas iesp&ju vai paraugu nejausu samainiSanu. Ja analizi veic kontaminacijas
incidenta laika, tad apstiprinaSanu ar otrreiz&u analizi var neveikt, ja vien analizei
atlasTtie paraugi izsekojama veida ir saistiti ar So kontaminacijas incidentu un konstaté-
tais limenis ievérojami parsniedz maksimalo limeni.

(3

N

(4

=

(5

-~
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Meérfjumu paplasinato nenoteiktibu aprékina, izmantojot parklasanas
koeficientu 2, kas nodroSina apmé&ram 95 % ticamibas Iimeni. Partija
vai apak$partija ir neatbilsto$a, ja no izmérito vertibu vid&ja aritmétiska
atskaitot vidgja lieluma paplaSinato nenoteiktibu, iegiist starpibu, kas
parsniedz maksimalo limeni.

Noteikumus, kas minéti iepriekSminétajas $a punkta dalas, pieméro
analitiskajam rezultatam, kas ieglits parauga oficialaja kontrolé. Ja
analize vajadziga aizstavibas vai arbitrazas nolikos, pieméro valsts
tiestbu aktus.

2.2. Attiectba uz PCDD/F un dioksiniem lidzigiem PCB

Partija vai apakSpartija atbilst maksimalajam Iimenim, ja tadas atsevis-
kas analizes rezultats:

— kas veikta, izmantojot skrininga metodi ar Skietamas atbilstibas
attiectbu mazaku par 5 %, liecina par to, ka limenis neparsniedz
attiecigo PCDD/PCDF maksimalo limeni un PCDD/PCDF un
dioksiniem  lidzigo PCB  summu, kas noteikta Direk-
tiva 2002/32/EK,

— kas veikta, izmantojot apstiprinasanas metodi, neparsniedz attiecigo
PCDD/PCDF maksimalo Iimeni un PCDD/PCDF un dioksTniem
lidzigu PCB summu, kas noteikta Direktiva 2002/32/EK, nemot
vera merjumu paplasinato nenoteiktibu.

Veicot skriningu, janosaka robezvertiba, kas janem véra testos piené-
mumu izteikSanai par parauga atbilstibu attiecigajam maksimalajam
limenim, kas noteikts attieciba uz PCDD/PCDF vai attieciba uz
PCDD/PCDF un dioksiniem Iidzigu PCB summu.

Partija vai apaks$partija neatbilst maksimalajam limenim, kas noteikts
Direktiva 2002/32/EK, ja divu lielako analitisko rezultatu (°) vid&jais
aritmétiskais, kas iegiits otrreiz&ja analizé (7) ar apstiprina$anas metodi
un nemot v&ra mérfjumu paplasindto nenoteiktibu, neapSaubami par-
sniedz maksimalo limeni, proti, atbilstibas novérté$anai izmanto analizé
ieglito koncentraciju péc tam, kad no tas atnemta mérjjuma paplasinata
nenoteiktiba.

Paplasinato mérfjjuma nenoteiktibu aprékina, izmantojot parklasanas
koeficientu 2, kas nodroSina apméram 95 % ticamibas ITmeni. Partija
vai apak$partija ir neatbilstosa, ja no izmé&rito vertibu vidgja aritmé&tiska
atskaitot vidgja lieluma paplasinato nenoteiktibu, ieglist starpibu, kas
parsniedz maksimalo Itmeni.

Atsevisko PCDD/F un dioksiniem lidzigu PCB analitiska rezultata
aprekinata paplasinatas nenoteiktibas summa ir jaizmanto ka PCDD/F
un dioksTniem lidzigu PCB summa.

(°) Saistiba ar “lielaka analitiska rezultata” jeédzienu jaizmanto kvantitativas noteikSanas
robeza, lai aprékinatu katras kvantitativi nenoteiktas radniecigas vielas devumu toksici-
tates ekvivalenta (TEQ). Saistiba ar “mazaka analitiska rezultata” jédzienu jaizmanto
nulle, lai aprékinatu katras kvantitativi nenoteiktas radniecigas vielas devumu TEQ.
Saistiba ar “vid&ja analitiska rezultata” jédzienu jaizmanto puse no kvantitativas noteik-
Sanas robezas, lai aprékinatu katras kvantitativi nenoteiktas radniecigas vielas devumu
TEQ.

Parasti piem@rojamas II pielikuma C nodalas 3. punkta noteiktas prasibas attieciba uz
otrreiz&jo analizi. Toméer attieciba uz apstiprinaSanas metodem, kuras attieciba uz attie-
cigajam analiz&jamajam vielam izmanto ar '>C ieziméetus iekiGjos standartus, otrreizgja
analize ir vajadziga tikai tad, ja rezultats, ko ieglist pec pirmas noteikSanas, ir neatbil-
stoss. Otrreiz&ja analize ir nepiecie$ama, lai izsleégtu iek$gjas Sk&rskontaminacijas iesp&ju
vai paraugu nejaus$u samainiSanu. Ja analizi veic kontaminacijas incidenta laika, tad
apstiprinasanu ar otrreiz&u analizi var neveikt, ja vien analizei atlasitie paraugi izseko-
jama veida ir saistiti ar So kontaminacijas incidentu un konstatétais ltTmenis ievérojami
parsniedz maksimalo limeni.

(7

-
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Noteikumus, kas min&ti iepriek§ minétajas §a punkta dalas, piem&ro
analitiskajam rezultatam, kas iegiits parauga oficialaja kontrolg. Ja
analize vajadziga aizstavibas vai arbitrazas noliikos, piem&ro valsts
tiestbu aktus.

3. Rezultati, kas parsniedz intervences Iimenus [iedarbibas robeZlie-
lumus], ka noteikts Direktivas 2002/32/EK II pielikuma

Intervences limeni paredzeti izmantoSanai paraugu atlasei gadijumos,
kad ir jaidentificé kontaminacijas avots un javeic pasakumi tas samazi-
nasanai vai likvidéSanai. Skrininga metodes nosaka $o paraugu atlasei
piemérotas robezvertibas. Ja avota identificéSanai un kontaminacijas
samazinaSanai vai novérSanai javeic plaSas darbibas, ir lietderigi apstip-
rinat intervences lTmena parsniegsanu, veicot otrreiz&ju analizi ar apstip-
rina$anas metodi un nemot v&ra paplasinato mérfjjuma nenoteiktibu (*).

II NODALA

PARAUGU GATAVOSANA UN PRASIBAS ATTIECIBA UZ ANALIZES

METODEM, KO IZMANTO DIOKSINU (PCDD/PCDF) UN

DIOKSINIEM LIDZIGU PCB DAUDZUMU OFICIALAI KONTROLEI
BARIBA

1. PieméroSanas joma

Saja nodala noteiktas prasibas pieméro, ja baribu analizg, lai veiktu
2,3,7,8-aizvietoto PCDD/F un dioksiniem Iidzigu PCB daudzumu
oficialu kontroli, un attieciba uz paraugu gatavoSanu un analitiskajam
prasibam citiem regulativiem m@&rkiem, tostarp kontroli, ko veic
partikas aprité iesaistits uznémgjs, lai nodroSinatu atbilstibu Eiropas
Parlamenta un Padomes Regulas (EK) Nr. 183/2005 (°) noteikumiem.

PCDD/F un dioksiniem lidzigu PCB klatbiitnes monitoringu bariba var
veikt, izmantojot divus dazadus analitisko metozu veidus.

a) Skrininga metodes

Skrininga metozu izmantoSanas mérkis ir atlasit paraugus, kuros
PCDD/F un dioksiniem lidzigu PCB limenis parsniedz maksimalo
ITmeni vai intervences ltmeni. Skrininga metodém ir janodrosina iespgja
izmaksu zina lietderigi apstradat lielu daudzumu paraugu, tadgjadi uzla-
bojot izredzes atklat jaunus incidentus ar augstu patérétaju eksponétibu
un apdraud@umu to veselibai. Tas ir japieméro ar méerki nepielaut
Skietami atbilstoSu rezultatu iegiiSanu. Tas var ietvert bioanalizes
metodes un GC-MS metodes.

Ar skrininga metodém salidzina analitisko rezultatu un robezvértibu,
sniedzot apstiprinoSu/neapstiprinoSu 1€mumu attieciba uz maksimala
Iimena vai intervences limena parsniegSsanu. PCDD/F koncentracija
un PCDD/F un diokstniem Iidzigu PCB summa paraugos, kas, iespé-
jams, neatbilst maksimalajam limenim, ir janosaka/jaapstiprina ar ap-
stiprinasanas metodi.

Turklat, izmantojot skrininga metodes, var iegiit norades par PCDD/F
un dioksiniem lidzigu PCB limeni parauga. Ja pieméro bioanalizes
skrininga metodes, rezultatu izsaka bioanalizes ekvivalentos (BEQ),
savukart, ja piemé&ro fizikali kimiskas GC-MS metodes, to izsaka toksi-
citates ekvivalentos (TEQ). Ar skrininga metodém iegiitie rezultati, kas
izteikti skaitliski, ir piem@roti, lai pieraditu atbilstibu vai iesp&amu

(®) Skaidrojums un prasibas attieciba uz otrreizjo analizi intervences ITmena kontrolei ir

identiski 5. zemsvitras piezimé attieciba uz maksimalo limeni noraditajiem.
(°) Eiropas Parlamenta un Padomes Regula (EK) Nr. 183/2005 (2005. gada 12. janvaris), ar
ko paredz baribas higi€nas prasibas (OV L 35, 8.2.2005., 1. Ipp.).
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neatbilstibu, vai intervences limenu parsniegSanu un lai noraditu
koncentracijas atbilstoSo diapazonu, ja turpmak tiks izmantotas apstip-
rinaSanas metodes. Tas nav piemérotas tadiem noliikiem ka fona
Itmenu izvertésana, uznemta daudzuma aplésana, limenu tendencu izse-
kosSana laika vai un maksimala Iimena atkartota izvertéSana.

b) Apstiprindsanas metodes

Ar apstiprinaSanas metodém var neparprotami identificét un kvantitativi
noteikt PCDD/F un dioksiniem lidzigo PCB klatbiitni parauga, un tas
sniedz pilnu informaciju atsevisku radniecigo vielu Iimeni. Tadgjadi ar
§im metodém var kontrolét maksimalos Ilimenus un intervences
Itmenus, tostarp apstiprinat ar skrininga metodém iegiitus rezultatus.
Turklat rezultati var tikt izmantoti citiem nolikiem, piem&ram, lai
noteiktu zemus fona Iimenus partikas monitoringa, uzraudzitu
tendences laika, novértétu eksponétibu un izveidotu datubazi inter-
vences limenu un maksimalo ITmenu iesp&jamai atkartotai izvertesanai.
Turklat tiem ir butiska nozime ari radniecigo struktiiru noteiksana, lai
identificétu iespgjamas kontaminacijas avotu. Sajas metodés izmanto
GC-HRMS. Lai apstiprinatu atbilstibu vai neatbilstibu maksimalajam
limenis, var izmantot ari GC-MS/MS.

Vispariga informacija

Lai aprékinatu toksicitates ekvivalenta koncentraciju (TEQ), katras
vielas koncentraciju konkrétaja parauga reizina ar vielas attiecigo toksi-
skas ekvivalences faktoru (7EF) (sk. 1. zemsvitras piezimi I nodala),
péc tam Sos reizindjumus summé, lai iegiitu dioksiniem lidzigu savie-
nojumu kopgjo koncentraciju, kas izteikta toksicitates ekvivalentos

(TEQ).

Saja A dala atseviskas radniecigds vielas kvantitativds noteiksanas
pienemta specifiska robeza ir zemaka analiz€jamas vielas koncentracija,
ko var izm@rit ar pietickamu statistisku ticamibu, kas atbilst identifika-
cijas kriterijiem, kuri aprakstiti starptautiski atzitos standartos,
pieméram, standarta EN 16215:2012 (Dzivnieku bariba. Dioksinu un
dioksiniem lidzigu PCB noteiksana ar GC-HRMS metodi un PCB indi-
katoru  noteikSana ar GC-HRMS  metodi) un/vai  EPA
1613. un 1668. metodes parskatitaja redakcija.

Atseviskas radniecigas vielas kvantitativas noteik$anas robezu var iden-
tificet ka:

a) analiz€jamas vielas koncentraciju parauga ckstrakta, kas izraisa
atbilstoSu reakciju pie diviem dazadiem joniem, kurus monitoré
ar signala/troks$na attiecibu 3:1 mazak jutigam izejas datu signalam;
vai

b) ja tehnisku iemeslu d&| signala/troksna attiecibas aprékins nenodro-
Sina ticamus rezultatus, zemakais koncentracijas punkts kalibrésanas
likng, kas dod pienemamu (< 30 %) un pastavigu (mérot vismaz
analitisko paraugu sériju sakuma un beigas) novirzi no vidgjas
signala relativas attiecibas pret masas vienibu, kuru aprékina visiem
kalibrésanas liknes punktiem katra paraugu sérija. Kvantitativas
noteik$anas robezu (LOQ) aprékina péc zemaka koncentracijas
punkta, nemot véra ieks$gjos standartus un parauga daudzumu.
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

Q)

Bioanalizu skrininga metodes radniecigas vielas ltmenT nesniegs rezul-
tatus, bet vienigi noradi ('°) par TEQ limeni, kas izteikts BEQ, lai
apstiprinatu faktu, ka ne visi parauga ekstrakta esoSie savienojumi,
kas testa rada signalu, var atbilst visam 7EQ principa prasibam.

SkrTninga un apstiprinaSanas metodes var piemérot tikai konkr&tas
matrices kontroles vajadzibam, ja metodes ir pietickami jutigas, lai
ticami noteiktu ITmeni pie intervences limena vai maksimala ltmena.

Kvalitates nodrosinasanas prasibas

Javeic pasakumi, lai neviena no paraugu nemsanas un analizes proce-
diras posmiem nepielautu paraugu Sk&rskontaminaciju.

Paraugi jaglaba un jatransporteé stikla, aluminija, polipropiléna vai
polietiléna traukos, kas pieméroti glabasanai un neietekm& PCDD/F
un diokstniem lidzigu PCB koncentraciju paraugos. No parauga kontei-
nera jaaizvac papira puteklu p&das.

Paraugi jauzglaba un jatransportg ta, lai saglabatu baribas parauga in-
tegritati.

Vajadzibas gadijuma katru laboratorijas paraugu riipigi sasmalcina un
samaisa, izmantojot apstradi, kas nodroSina pilnigu homogenizaciju
(piem@ram, samal ta, lai paraugs pilniba izietu caur 1 mm sietu).
Parlieku mitri paraugi pirms sasmalcinaSanas jaizzave.

Javeic reagentu, stikla trauku un aprikojuma kontrole, lai nepielautu ar
TEQ vai BEQ pamatoto rezultatu ietekmé&Sanu.

Javeic tuksa analize, visu analitisko procediiru izpildot bez analiz&jama
parauga.

Attieciba uz bioanalizu metodém japarbauda visi analiz€ izmantotie
stikla trauki un $kidinataji, vai tajos nav savienojumi, kas trauc€ notei-
camo savienojumu konstatéSanu darba diapazona. Stikla trauki jaskalo
ar $kidinatajiem vai jakars€ temperatiira, kas piemé&rota tam, lai notiritu
PCDD/F, diokstnam lidzigu savienojumu un traucgjo$o savienojumu
pedas no to virsmas.

Ekstrakcijai izmantojama parauga daudzumam jabit pietickami lielam,
lai tiktu ieve@rotas prasibas attieciba uz pietiekami zemu darba diapa-
zonu, tostarp maksimalo ITmenu vai intervences limena koncentraciju.

Ipasajam paraugu sagatavosanas procediiram, ko izmanto attiecigajiem
produktiem, ir jabuit apstiprinatam saskana ar starptautiski pienemtam
vadlinijam, pieméram, EN ISO 6498.

Bioanalizu metodes nav Tpasi paredz&tas tam radniecigajam vielam, kas ieklautas TEF
shéma. Citi strukturali radniecigi AhR aktivi savienojumi var but parauga ekstrakta, kas
ietekmé vispargjo signalu. Tadel TEQ limeni parauga nevar noteikt ar bioanalitiskajiem
rezultatiem un tos var vienigi izmantot ka noradi.
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4. Prasibas laboratorijam

4.1. Saskana ar Regulas (EK) 2017/625 noteikumiem laboratorijas akredité
atzita iestade, kas darbojas saskana ar standartu ISO/IEC Guide 58, lai
nodro$inatu to, ka laboratorijas pieméro analizu kvalitates nodro§ina-
Sanu. Laboratorijas akredité, ievérojot EN ISO/IEC 17025 standartu.
Piem@ro principus, kas aprakstiti dokumenta Technical Guidelines for
the estimation of measurement uncertainty and limits of quantification
for PCDD/F and PCB analysis ().

4.2. Laboratoriju kompetence ir japierada ar pastavigu un sekmigu piedali-
Sanos starplaboratoriju pétijumos, kuros nosaka PCDD/F un diokstniem
lidzigus PCB attiecigas baribas matricas un koncentracijas diapazonos.

4.3. Laboratorijas, kuras paraugu regularai kontrolei izmanto skrininga
metodes, izveido cieSu sadarbibu ar laboratorijam, kas izmanto apstip-
rinaSanas metodi, gan attiectba uz kvalitates kontroli, gan iesp&jami
infic8tu paraugu analitiska rezultata apstiprinasanu.

5. Pamatprasibas, kas jaievero attiectba uz dioksinu (PCDD/F) un
diokstniem lidzigu PCB analitisko procediiru

5.1. Zems darba diapazons un kvantitativas noteikSanas robezas

PCDD/F nosakamajiem daudzumiem jabut augsgjo femtogramu
(107"5g) robezas, jo dazi no tadiem savienojumiem ir arkartigi toksiski.
Attiectba uz lielako dalu PCB radniecigo vielu kvantitativas noteik-
Sanas robeza nanogramu (10°g) robeZas ir pictickama. Lai izméritu
toksiskakas diokstniem lidzigu PCB radniecigas vielas (jo Tpasi neorto
aizvietotas radniecigas vielas), darba diapazona zemakais punkts atbilst
zemakajam pikogramu (107'%g) Iimenim. Attiecibd uz visam pargjam
PCB radniecigam vielam kvantitativas noteikSanas robeza nanogramu
(10g) robezas ir pictickama.

5.2. Augsta selektivitate (specifiskums)

5.2.1.  Jaatskir PCDD/F un dioksTniem lidzigi PCB no daudziem citiem vien-
laikus ekstrah&tiem savienojumiem un varbiitgji trauc€josiem savieno-
jumiem, kuru koncentracija lidz vairakam kartam parsniedz nosakamas
vielas koncentraciju. Attieciba uz GC-MS metodém ir jadiferencé tadas
atSkirigas radniecigas vielas ka toksiskas vielas (piem&ram, septinpad-
smit 2,3,7,8-aizvietotie PCDD/F un divpadsmit dioksiniem lidzigi
PCB) un citas radniecigas vielas.

5.2.2.  Izmantojot bioanalizes metodes, nosakamos savienojumus jaspgj
konstatét ka PCDD/F un/vai dioksiniem lidzigo PCB summu. Paraugu
attira, lai likvidétu savienojumus, kas rada Skietami neatbilstoSus rezul-
tatus, vai savienojumus, kas var mazinat signalu, radot skietami atbil-
stosus rezultatus.

(MY Guidance Document on Measurement Uncertainty for Laboratories performing 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 pcb_en.pdf),

Guidance Document on the Estimation of LOD and LOQ for Measurements in the Field
of Contaminants in Feed and Food (https://food.ec.europa.eu/system/files/2016-
10/cs_contaminants sampling_analysis-report 2004 en.pdf).
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5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.5.

5.5.1.

5.6.

Liela precizitate (ticamiba un precizitdte, biotesta acimredzamd atgii-
stamiba)

Attieciba uz GC-MS metodém ir janodroSina pareizs patiesas koncen-
tracijas novertéjums parauga. Liela precizitate ir vajadziga, lai noteikta
TEQ limena mazas ticamibas dél nevarétu noraidit parauga analizes
rezultatus. Precizitati izsaka ka ticamibu (starpiba starp vidgjo aritmeé-
tisko rezultatu, kas analitam noteikts sertificéta materiala, un ta serti-
ficto vertibu, izsakot procentuali) un precizitati (RSDy relativa stan-
dartnovirze, ko aprékina no rezultatiem, kuri iegiiti saskana ar repro-
ducgjamibas nosacijumiem).

Attieciba uz bioanalizu metodém ir janosaka biotesta acimredzama
atgistamiba. Biotesta acimredzama atglstamiba ir BEQ limenis, kas
aprekinats no 7CDD vai PCB 126 kalibrésanas liknes, kas korigéta
atbilstigi tukSajam paraugam, péc tam dalot ar TEQ limeni, kas noteiks,
izmantojot apstiprina$anas metodi. Ta rezultata jakorigé tadi koeficienti
ka PCDD/F un dioksiniem lidzigu savienojumu zudums ekstrakcijas
laika un attiriSanas posmos, vienlaikus ekstrah&ti savienojumi, kas
palielina vai samazina signalu (agonistiska un antagonistiska iedarbiba),
liknes atbilstibas kvalitate vai atskiribas starp 7EF un relativas potences
(REP) véertibam. Biotesta acimredzama atgiistamiba tiek aprékinata no
piemérotiem standartparaugiem ar dazadam reprezentativam radnie-
cigam vielam aptuveni interes€josa koncentracija.

Validesana maksimala limena diapazonda un visparigi kvalitates
kontroles pasakumi

Validésanas procediiras un regularas analizes gaita laboratorijas pierada
metodes veiktsp&u maksimala ITmena diapazona, piem&ram, maksima-
lais Iimenis 0,5x, 1x un 2x ar atbilsto$u variacijas koeficientu atkartotai
analizei.

Kvalitates ieksgjas kontroles noliikos regulari izdara tukSo paraugu
analizes un kontrolparaugu analizes ar standartvielu piedevas analizi
vai kontrolparaugu analizi (ja iesp&jams, ieteicams izmantot sertificétu
standartmaterialu). Lai parliecinatos, ka analizes veiktsp&ja atbilst
prasibam, izveido un parbauda tukSo paraugu analizu, kontrolparaugu
analizu ar standartvielu piedevas analizi vai kontrolparaugu analizu
kvalitates kontroles grafikus.

Kvantitativas noteikSanas robeza

Attieciba uz bioanalizu skrininga metodém kvantitativas noteikSanas
robezas (LOQ) nav obligati janosaka, tacu metodei ir japierada, ka ta
var diferenc@t tuksa parauga vertibu un robezveértibu. Lai noteiktu BEQ
limeni, janosaka zinojama limena robeza to paraugu analiz&Sanai, kuros
uzraditais signals ir zem $a limena. Ir japierada, ka zinojamais limenis
atSkiras no procediiras tukSajiem paraugiem vismaz ar koeficientu trTs
un ta signals ir zemaks par darba diapazonu. Tade€] tas jaaprékina no
paraugiem, kuros noteicamie savienojumi aptuveni atbilst vajadzigajam
obligatajam limenim, un nevis no S/T attiecibas vai tuk$as analizes.

Kvantitativas noteikSanas robezai apstiprinasanas metodg€ ir jabit aptu-
veni vienai piektdalai no maksimala limena.

Analitiskie kritéeriji

Lai ieglitu uz ticamus rezultatus ar apstiprinaSanas vai skrininga
metodém, attiecigi 7EQ vai BEQ vértibai maksimala limena diapazona
ir jaatbilst turpmak minétajiem kriterijiem atkariba no ta, vai vértiba
tiek noteikta ka kopgjais TEQ vai kopgjais BEQ (ka PCDD/F un diok-
siniem lidzigu PCB summa) vai atseviski PCDD/F un dioksiniem Iidzi-
giem PCB:
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5.7.

5.7.1.

5.7.2.

5.7.3.

5.7.4.

5.7.5.

5.7.6.

Skrinings ar
%Z?E;?Egil Apstiprinasanas metodes
skam metodém
glgietami atbilstoSaattieciba (*) <5%
Ticamiba no —20 % lidz +20 %
Atkartojamiba (RSD,) <20 %
Starpprecizitate (RSDR) <25% <15%

(*) Attiectba uz maksimalo ITmeni.

Ipasas prasibas skrininga metodém

Skrininga var izmantot gan GC-MS, gan bioanalitiskas metodes. Attie-
ciba uz GC-MS metodém jaievéro 6. punkta noteiktas prasibas. Ipasas
prasibas attieciba uz $tnu bioanalizu metodém tiek noteiktas 7. punkta.

Laboratorijas, kas paraugu regularai kontrolei izmanto skiTninga
metodes, izveido cieSu sadarbibu ar laboratorijam, kas izmanto apstip-
rinaSanas metodi.

Skrininga metodes veiktsp&jas verifikacija ir vajadziga regularas
analizes laika, veicot analizes kvalitates kontroli un metozu pastavigu
validésanu. AtbilstoSu rezultatu kontrolei ir vajadziga ilgstosa
programma.

Parbaude uz $tnas signala iesp&jamo slapésanu un citotoksicitati:

regulara skrininga gaita 20 % no paraugu ekstraktiem veic merfjjumus,
pievienojot 2,3,7,8-TCDD, kas atbilst maksimalajam limenim vai inter-
vences limenim, un bez tiem, lai parbauditu, vai parauga ckstrakta
eso$as traucgjosas vielas iesp&jami neslapé signalu. Parauga ar standart-
vielu piedevu izmérito koncentraciju salidzina ar parauga ekstrakta,
kam nav pievienota standartviela, koncentracijas summu, pieskaitot
standartvielu piedevu koncentraciju. Ja §1 izmérita koncentracija par-
sniedz aprékinato (summu) koncentraciju vairak neka par 25 %, tas
norada uz iesp&jamo signala slap&Sanu un attiecigo paraugu iesniedz,
lai veiktu GC-HRMS apstiprino$u analizi. Rezultatus monitorg, izman-
tojot kvalitates kontroles grafikus.

AtbilstoSu paraugu kvalitates kontrole:

atkariba no parauga matrices un laboratorijas pieredzes aptuveni no 2%
Iidz 10 % atbilstoSo paraugu apstiprina ar GC/HRMS metod@m.

Skietami atbilsto$o paraugu proporcijas noteik3ana, izmantojot kvali-
tates kontroles datus:

ir janosaka tadu Skietami atbilstoSu rezultatu proporcija, kas iegiti,
veicot skriningu paraugiem, kuros ir parsniegts maksimalais limenis
vai intervences limenis. Faktiski, Skietami atbilstoSo rezultatu propor-
cijai jabut mazakai par 5 %. Ja atbilstoSo paraugu kvalitates kontroles
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5.7.7.

5.7.8.

6.1.

6.2.

6.2.1.

gaita no vienas matrices/matricu grupas var iegit vismaz 20 apstipri-
natus rezultatus, secindjumus par Skietami atbilstoSo rezultatu propor-
ciju ieglst no §is datubazes. Rezultatus no paraugiem, kas analiz&ti
starplaboratoriju pétijumos vai kontaminacijas incidentu laika un ka
koncentracijas diapazons ir, pieméram, 2x lielaks par maksimalo limeni
(ML), arT var ieklaut obligatajos 20 rezultatos, kuri javerté attieciba uz
Skietamo atbilstibu. Paraugos ieklauj visbiezak izmantojamas radnie-
cigas vielas, kas iegiitas no dazadiem avotiem.

Lai gan skrininga testus ieteicams veikt, lai noteiktu paraugus, kuros
parsniegts intervences limenis, krit€rijs Skietami atbilstoSo rezultatu
proporcijas noteikSanai ir maksimalais lTmenis, nemot véra apstipri-
nasanas metodes paplaSinato mérijuma nenoteiktibu.

Potenciali neatbilstoSos paraugus, kas iegiti, veicot skriningu, vienmér
verific€ ar pilnu atkartotu sakotngja parauga analizi, izmantojot apstip-
rind$anas analizes metodi. Sos paraugus var izmantot arT, lai novértétu
Skietami neatbilstoSu rezultatu proporciju. Attieciba uz skrTninga
metodém Skietami neatbilstoSu rezultatu proporcija ir to rezultatu frak-
cija, kas atziti par atbilstoS§iem ar apstiprinasanas analizi, arT tad, ja
iepriek$gja skrininga iegiitais paraugs tika uzskatits par iesp&jami neat-
tami neatbilstoSu paraugu un parbaudito paraugu kopgja skaita salidzi-
ndjumam. Sai attiecibai jabiit pietickami mazai, lai skrininga metodi
izmantotu lietderigi.

Bioanalizu metodes saskana ar validéSanas nosacljumiem nodroSina
atbilstoSu noradi par 7EQ ltmeni, kas aprékinats un izteikts ka BEQ.

A1 to bioanalizes metozu gadijuma, kas tiek piemé&rotas atkartojamibas
apstaklos, laboratorijas RSD, parasti butu mazaka par reproducgjamibas
nosactjumos ieglitu RSDg.

Ipasas prasibas, kas jaievéro attieciba uz GC-MS metodém, kuras
izmanto skriningam vai apstiprinaSanai

Pielaujama starpitba starp PVO TEQ lielako un mazako analitisko
rezultatu

Lai apstiprinatu, ka ir parsniegts maksimalais ITmenis vai (vajadzibas
gadijuma) intervences ITmeni, starpiba starp lielako un mazako anali-
tisko rezultatu nedrikst parsniegt 20 %.

Atgustamibas kontrole

Lai validétu analitisko proceduru, sakot analizi, piem&ram, pirms
ekstrakcijas, japievieno ar '*C ieziméti 2,3,7,8-hloraizvietoti iek3gjie
PCDD/F standarti un ar '3C ieziméti dioksiniem lidzigu PCB icksgjie
standarti. Katrai tetra- lidz oktahloratvasinato PCDD/F homologu
grupai japievieno vismaz viena radnieciga viela, un vismaz viena
radnieciga viela japievieno katrai dioksiniem lidzigu PCB homologu
grupai (alternativi japievieno vismaz viena radnieciga viela uz katru
masspektrometrijai izraudzito registréjamo jonu funkciju, ko izmanto
PCDD/F un dioksiniem lidzigu PCB monitoringam). Attieciba uz ap-
stiprinasanas metodém tiek izmantoti visi 17 ar 13C jezimeti 2,3,7,8-
aizvietoti PCDD/F iek3gjie standarti un visi 12 ar '*C-iezimati dioksi-
niem lidzigu PCB ieks$gjie standarti.
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6.2.2.

6.2.3.

6.24.

6.2.5.

6.3.

6.4.

6.5.

Izmantojot attiecigus kalibréSanas $kidumus, nosaka relativa signala
koeficientus tam radniecigajam vielim, kurdm nav pievienots ar '*C
ieziméts analogs.

Pirms ekstrakcijas iek$€jie standarti obligati japievieno augu un dziv-
nieku izcelsmes baribai, kura ir mazak neka 10 % tauku. Dzivnieku
izcelsmes baribas, kas satur vairak par 10 % tauku, analiz&Sanai
iek$€jos standartus pievieno pirms vai péc tauku ekstrakcijas. Atkariba
no ta, kura analizes posma sak izmantot iek$€jos standartus, javeic
atbilstiga ekstrakcijas efektivitates validacija.

Pirms GC-MS analizes japievieno 1 vai 2 atglistamibas (surogata) stan-
darts(-1).

Nepieciesams veikt atgiistamibas kontroli. Attieciba uz apstiprinasanas
metodém atsevisku iek$€jo standartu atglistamibai jabut intervala
no 60 % Iidz 120 %. Lielaka vai mazaka atsevisku radniecigo vielu,
jo ipasi dazu hepta- un oktahloratvasinato dibenzo-p-dioksinu un diben-
zofuranu atglistamiba ir pienemama ar nosacijumu, ka to dala TEQ
vertiba neparsniedz 10 % no kopgjas TEQ vertibas (kuras pamata ir
PCDD/F un dioksiniem lidzigu PCB summa). Ja pieméro GC-MS skri-
ninga metodes, atglistamibai jabiit diapazona no 30 % lidz 140 %.

Traucéjosu vielu likvidésana

— No tadiem traucgjosiem hloratvasinatiem savienojumiem ka PCB,
kas nav lidzigi dioksiniem, un hloratvasinatiem difenil&teriem
PCDD/F jaatdala ar piemérotam hromatografijas metodeém (ietei-
cams, ar florisila, aluminija oksida un/vai aktivas ogles kolonnu).

— Izoméru atdaliSana ar gazu hromatografiju neparsniedz 25 % pilnas
amplitidas robezas starp 1,2,3,4,7,8-HxCDF un 1,2,3,6,7,8-HxCDF.

Kalibrésana ar standartlikni

Kalibrésanas Iiknes diapazons ietver maksimalajam ITmenim vai inter-
vences Itmenim atbilstoSo diapazonu.

Ipasi kritériji apstiprindsanas metodem

— GC/HRMS:

augstas izskirtspgjas masspektrometrija (HRMS) izskirtsp&ja parasti
ir lielaka par 10 000 visam masas diapazonam 10 % atstarpe starp
signaliem.

Papildu identifikacijas un apstiprinaSanas kriteriju ieveroSana, ka
aprakstits starptautiski atzitos standartos, piemé&ram, standarta
EN 16215:2012 (Dzivnieku bariba. Diokstnu un diokstniem lidzigu
PCB noteikSana ar GC-HRMS metodi un PCB indikatoru noteik-
Sana ar GC-HRMS metodi) un/vai EPA 1613. un 1668. metodes
parskatitaja redakcija.

— GC-MS/MS:
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7.1.
7.1.1.

vismaz divu Tpasu prekursoru jonu, kuriem ir viens konkréts atbil-
stoss parejas produkta jons, monitorings visam mark&tajam un
nemarkétajam analiz€jamajam vielam analizes tvéruma.

Maksimala atlauta + 15 % pielaide relativajai jonu intensitatei, atla-
sitiem produkta parejas joniem salidzindjuma ar aprékinatajam vai
noteiktajam vertibam (kalibréSanas standarta vidgjais raditajs),
piemérojot identiskus MS/MS apstaklus, jo Tpasi sadursmes ener-
giju un sadursmes gazes spiedienu katrda analiz&jamas vielas pareja.

Katra Cetrpola izskirtsp&ja janosaka vienada ar vai augstaka par
masas vienibas izSkirtsp&ju (masas vienibas izskirtsp&ja — pietie-
kama iz8kirtspgja, lai atdalitu vienas masas vienibas divas smailes),
lai mazinatu iesp&jamos traucjumus interesgjosajam analiz€ja-
majam vielam.

Papildu identifikacijas un apstiprinasanas kritériju ievérosana, ka
aprakstits starptautiski atzitos standartos, piem&ram, standarta
EN 16215:2012 (Dzivnieku bariba. Dioksinu un dioksiniem lidzigu
PCB noteik§ana ar GC-HRMS metodi un PCB indikatoru noteik-
Sana ar GC-HRMS metodi) un/vai EPA 1613. un 1668. metodes
parskatitaja redakcija.

Ipasas prasibas bioanalizes metodeém

Bioanalizes metodes ir metodes, kuru pamata ir tadu biologisko prin-
cipu izmantoSana ka S§Gnu testi, receptoru testi vai imintesti. Ar $o
punktu tiek noteiktas prasibas attieciba uz bioanalizes metodém
kopuma.

Skrininga metode faktiski paraugu klasificé ka atbilstoSu vai iesp&jami
neatbilstosu. Tadel aprekinatais BEQ limenis tiek salidzinats ar robez-
vertibu (sk. 7.3. punktu). Paraugi, kuros nosakama koncentracija ir zem
robezvertibas, tiek uzskatiti par atbilstigiem, savukart paraugi, kuros
nosakama koncentracija ir vienada ar robezvertibu vai virs tas, tiek
uzskatiti par iesp&jami neatbilstigiem, kas jaanaliz& ar apstiprinasanas
metodi. Praksg par robezvértibu var tikt izmantots BEQ Iimenis, kas
atbilst divam treSdalam maksimala ITmena, ja vien tiek nodroSinats, ka
Skietama atbilstiba ir mazaka par 5 %, ka arT neatbilstigie rezultati ir
pienemama Ipatsvard. Attiectba uz atseviskiem PCDD/F maksimala-
jiem Itmeniem un PCDD/F un dioksiniem lidzigu PCB summu, veicot
paraugu atbilstibas parbaudi bez frakcionéSanas, PCDD/F' ir vajadzigas
atbilstoSas biotesta robezvertibas. Attieciba uz tadu paraugu parbaudi,
kuros ir parsniegti intervences Iimeni, piemérota robezvertiba ir attie-
ciga intervences limena atbilsto$a procentuala dala.

Ja paredzama koncentracija ir izteikta BEQ, paraugiem jabut darba
diapazona un tiem japarsniedz zinojama Iimena robeza (sk.
7.1.1. un 7.1.6. punktu).

Testa signala novértéjums

Visparigas prasibas

— Apréekinot koncentraciju no 7CDD kalibré$anas liknes, liknes varia-
ciju koeficients augstakaja punkta bis krasi atskirigs (augsts varia-
cijas koeficients (CV))). Darba diapazons ir zona, kura CV ir mazaks
par 15%. Darba diapazona zemakais punkts (zinojama Iimena
robeza) ir janosaka vismaz ar koeficientu tris virs tuks$a parauga
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procediira iegiita rezultata. Darba diapazona augstako punktu parasti
apzimé ar EC,, vertibu (70 % no maksimali efektivas koncentra-
cijas), bet zemako norada, ja CV $aja diapazona ir augstaks par
15 %. Darba diapazonu nosaka validéSanas laika. Robezveértibam
(sk. 7.3. punktu) jaatbilst darba diapazonam.

— Standartskidumi un parauga ekstrakti jaanaliz& tris vai vismaz divas
reizes. Izmantojot divreiz analizéta parauga ekstraktu, standartSki-
dums vai Kkontrolekstrakta analize, ko sadala Cetras lidz sesas
porcijas uz plaksnes, atbilst signalam vai koncentracijai (iesp&jams
tikai darba diapazona), kura CV < 15 %.

7.12. Kalibrésana

7.1.2.1. KalibréSana ar standartlikni

— Koncentraciju paraugos aprékina, salidzinot testa signalu ar 7CDD
(vai PCB 126 vai PCDD/PCDF/dioksiniem lidzigu PCB standart-
maistjuma) kalibréSanas Iikni BEQ limena noteikSanai ekstrakta un
p€c tam parauga.

— Kalibrésanas liknes ietver no 8 lidz 12 koncentracijam (kas parbau-
ditas vismaz divas reizes), ar pietickamu skaitu koncentraciju liknes
zemakaja dala (darba diapazons). Ipasa uzmaniba japiever§ Iiknes
atbilstibas kvalitatei darba diapazona. Nelineara regresija R>
vertibai pasai par sevi nav butiskas nozimes atbilstibas ticamibas
noteikSana. Piemé@rotaku atbilstibu sasniedz, samazinot atSkirtbu
starp aprékinatajam un novérojamajam koncentracijam liknes
darba diapazona, piem&ram, samazinot atlikuSo pakapes summu.

— Aplésto limeni parauga ekstrakta péc tam korigé atbilstigi BEQ
Iimenim, ko aprékina atbilstigi matrices/skidinataja tukSajam
paraugam (nemot veéra lietoto skidinataju un kimikaliju piemaisi-
jumus), un acimredzamajai atglistamibai (ko aprékina péc BEQ
Iimena piemérotos standartparaugos ar reprezentativajiem radnieci-
giem paraugiem ap maksimalo ITmeni vai intervences ITmeni). Lai
veiktu atglistamibas korekciju, acimredzamajai atglistamibai jabut
vajadzigaja diapazona (sk. 7.1.4. punktu). Standartparaugiem,
kurus izmanto atgiistamibas korekcijai, jaatbilst 7.2. punkta noteik-
tajam prasibam.

7.1.2.2. Kalibrgsana ar standartparaugiem

Var izmantot ari tadu kalibréSanas likni, kas sagatavota no vismaz
Cetriem standartparaugiem (sk. 7.2.4. punktu): vienu negativas
kontroles paraugu kopa ar tris standartparaugiem, kuros ir 0,5x, 1x
un 2x maksimalais ITmenis vai intervences limenis, tadgjadi likvidgjot
nepiecieSamibu veikt ar tukSo paraugu un atgiistamibu saistitas korek-
cijas, ja standartparaugu matricas Ipasibas atbilst nezinamajiem parau-
giem. Saja gadijuma testa signalu, kas atbilst divam tre¥dalam no
maksimala Iimena (sk. 7.3. punktu), var aprékinat tie$i no Siem parau-
giem un izmantot par robezvértibu. Tadu paraugu parbaudei, kuros
parsniegti intervences limeni, par robezvertibu jauzskata So intervences
Itmenu atbilstiga procentuala dala.
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7.2.

7.2.1.

7.2.2.

PCDD/F un dioksiniem 1idzigu PCB atseviSka
noteikSana

Ekstraktus var saskelt frakcijas, kas satur PCDD/F un diokstniem
lidzigus PCB, laujot noteikt PCDD/F un dioksiniem lidzigu PCB atse-
viskus TEQ limenus (BEQ). PCB 126 standarta kalibréSanas likni
velams izmantot, lai novértétu diokstniem lidzigu PCB saturosas frak-
cijas rezultatus.

Biotesta acimredzama atglistamiba

“Biotesta acimredzamo atglistamibu” aprékina no piem&rotiem standart-
paraugiem, kuros reprezentativas radniecigas vielas ir aptuveni maksi-
malaja ItmenT vai intervences Iimend, izsakot ka BEQ limena procen-
tudlo dalu salidzinajuma ar 7EQ ltmeni. Atkariba no izmantota testa
veida un TEF ('?) atSkiribas starp TEF un REP koeficientiem, ko
piemero attiectba uz diokstniem lidzigiem PCB, var radit zemu acim-
redzamo atgiistamibu diokstniem Iidzigajiem PCB salidzindjuma ar
PCDD/F. Tapéc, ja PCDD/F un dioksiniem lidzigu PCB noteikSanu
veic atseviski, biotesta acimredzama atgiistamiba dioksTniem I1dzigiem
PCB ir intervala no 20 % lidz 60 %, PCDD/F — intervala no 50 % lidz
130 % (diapazoni attiecas uz TCDD kalibrésanas likni). Ta ka dioksI-
niem lidzigu PCB daJa PCDD/F un dioksiniem lidzigu PCB summa
var biit izteikta ar dazadam matricdm un paraugiem, biotesta acTmre-
dzama atglistamiba attiectba uz PCDD/F un dioksiniem lidzigu PCB
summu atspogulo $o sastavu un atglistamibai jablit intervala no 30 %
lidz 130 %. Ja TEF vertibas Savienibas tiesibu aktos attieciba uz i un
diokstniem Iidzigiem PCB tiek butiski parskatitas, Sie diapazoni ir
japarskata.

Atgiustamibas kontrole attiriSanai

Veicot attiriSanu, savienojumu zudumu parbauda validéSanas laika.
TukSais paraugs, kam pievienots standarts ar dazadu radniecigo vielu
maisTjumu, jaiesniedz attiriSanai (vismaz n = 3), parbaudot atglistamibu
un atSkirtbu ar apstiprinaSanas metodi. Atglistamibai jabtt 60 % lidz
120 % intervala, jo Tpasi attieciba uz radniecigam vielam, kuru devums
TEQ limenim dazados maisTjumos parsniedz 10 %.

Zinojama limena robeza

Zinojot par BEQ Iimeniem, zinojama ltmena robezu nosaka no attiecI-
gajiem matrices paraugiem, tostarp parastam radniecigam vielam, un
nevis no standartu kalibrésanas Iiknes tas zemas precizitates dél Iiknes
zemakaja diapazona. Janem verad ekstrakcijas un attiriSanas procediiras
ietekme. Zinojama ItTmena robeZu nosaka ar koeficientu ne mazaku

par 3 virs procediiras tukSajiem paraugiem.

Standartparaugu izmantoSana

Standartparaugi ietver parauga matrici, radniecigas vielas un PCDD/F
un dioksiniem lidzigu PCB koncentracijas diapazonus aptuveni maksi-
malaja limenT vai intervences limeni.

Katra analizu s@rija ir jaieklauj negativas kontroles paraugs un, ja tas
nav iesp&jams, procediiras tukSais paraugs un standartparaugs pie
maksimala Iimena vai intervences limena. Sos paraugus ekstrahé un
analiz€ vienlaikus identiskos apstaklos. Standartparauga signalam ieve-
rojami japarsniedz tuk$a parauga signals, lai nodro§inatu testa piemé-
rotibu. Sos paraugus var izmantot tuk$ajam korekcijam un atgiistamibas
korekcijam.

('?) Speka esoso prasibu pamata ir TEF, kas publicéti M. Van den Berg et al, Toxicol Sci

93 (2), 223.-241. Ipp. (2006).
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7.2.3.

7.2.4.

7.3.

Standartparaugi, kas izvéleti atglistamibas korekcijai, ir reprezentativi
attieciba uz testa paraugiem, kas nozimé, ka radniecigas vielas nevar
radit pazeminatus koncentracijas rezultatus.

Papildu standartparaugus, kuros maksimalais limenis vai intervences
Itmenis ir, piem&ram, 0,5un 2 reizes lielaks par maksimalo limeni,
var ieklaut, lai pieraditu testa veiktsp&ju vajadzigaja diapazona maksi-
mala [Tmena vai intervences Itmena kontrolei. Lai testa paraugos apré-
kinatu BEQ limenus, Sos paraugus var kombiné&t (sk. 7.1.2.2. punktu).

Robezvertibu noteiksana

Janosaka saistiba starp bioanalitiskajiem rezultatiem BEQ un apstipri-
nasanas metodes izmantojuma rezultata ieglitajiem rezultatiem TEQ,
piem@ram, veicot ar matrici iezim&tas kalibréSanas eksperimentus,
kuros izmanto standartparaugus ar standartvielu piedevu, kas ir 0,
0,5, 1 un 2 reizes lielaka par ML, atkartojot seSas reizes katra liment
(n = 24). Korekcijas koeficientus (tukSais paraugs un atgiistamiba) var
aprekinat no §Ts saistibas, tacu tie japarbauda saskana ar 7.2.2. punktu.

Lai piepemtu I@mumu par parauga atbilstibu maksimala ITmena vai
intervences ltmena kontroles krit€rijiem, ir janosaka robezvertibas, ja
nepieciesams, nosakot maksimalos ITmenus vai intervences ITmeni attie-
ciba uz PCDD/F un diokstniem Iidzigiem PCB katram atseviski, vai
PCDD/F un dioksiniem lidzigu PCB summai. Tos atspogulo bioanali-
tisko rezultatu izkliedes zemakais beigu punkts (korigéts atbilstigi
tukSajam paraugam un atglstamibai), kas atbilst apstiprinasanas
metodes izskirSanas robezai, kuras pamata ir 95 % ticamibas Iimenis,
nosakot, ka Skietamas atbilstibas attieciba ir mazaka par 5 % un RSDg
ir mazaka par 25 %. Apstiprinasanas metodes izSkirSanas robeza ir
maksimalais ITmenis, nemot véra paplasinato mérijuma nenoteiktibu.

Robezvertibu (ka BEQ) var aprékinat atbilstigi vienai no 7.3.1.,
7.3.2. un 7.3.3. punkta noteiktajam pieejam (sk. 1. attclu).

Prognozgjama intervala zemakas 95 % robezas izmantoSana pie apstip-
rinasanas metodes izSkirSanas robezas:

Ty amoxomfig = BEQpL — sy x X ta7f:m—2\/1/n +1/m+ (x; *E)Z/Qxx

kur:

BEQpL BEQ atbilst apstiprinaSanas metodes izskir-
Sanas robezai, kas ir maksimalais Iimenis,
nemot vera paplasinato mérfjjuma nenoteiktibu;

Sy.x atlikusT standartnovirze;

toaf = m2 parbaudamais koeficients (a = 5 %, f = vien-
pus&ja brivibas pakape);

m kalibracijas punktu kopgjais skaits (raditajs j);

n atkartoto merijumu skaits katra IimenT;

X; ar apstiprinasanas metodi noteikta kalibrésanas
punkta “i” parauga koncentracija (TEQ);

P visu kalibrésanas paraugu koncentraciju vide-

jais aritmétiskais (TEQ);

Q=21 (xr —x > kvadratu summas parametrs, i = kalibracijas
punkta i raditajs.
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Aprekina$ana no bioanalitiskajiem rezultatiem (kas korigéti atbilstigi
tukSajam paraugam un atglistamibai), kuri iegliti no apstiprinasanas
metodes iz§kirSanas robezas limeni kontaminétu paraugu (n > 6)
vairakkartgjas analizes, izsakot tos ka datu izkliedes zemako beigu
punktu attiecigaja vidgja BEQ vértiba:

Robezvertiba = BEQp, — 1,64 x SDy

kur:

SDr ir biotesta rezultatu standartnovirze ar BEQp;, kas izmérita

saskana ar starplaboratorijas reproducgjamibas nosacijumiem.

Bioanalitisko rezultatu vidgja aritmé&tiska rezultdta aprékinasana (BEQ
korigeta atbilstigi tuk$ajam paraugam un atglstamibai), vairakkartgji
analiz€jot paraugus (n > 6), kuri kontaminéti par 2/3 no maksimala
Itmena vai intervences Itmena, balstoties uz noveérojumu, ka §is ITmenis
aptuveni atbildis 7.3.1. punkta vai 7.3.2. punkta noteiktajai robezveér-
tibai.

Robezvertibu aprékina ar 95 % ticamibas limeni, kur Skietami atbil-
stoSo paraugu proporcija nav lielaka par 5 %, un RSDg < 25 %:

1) no 95 % prognozes intervala zemdakas robezas pie apstiprinasanas
metodes izSkirSanas robezas;

2) no apstiprinaSanas metodes izskirSanas robezas IimenT kontamin&tu
paraugu (n > 6) vairakkartgjas analizes, kura izteikta ka datu
izkliedes zemakais beigu punkts (1. Attela att€lota zvanveida liknes
forma) atbilstosaja videja BEQ vertiba.

1. attéls.
Bioanafizes
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Intervenc Maks. IZg\E0  LRGCHRMS rez ultdti (TEQ)
es pielauj. beza
fments  kone

Robezvertibu ierobezojumi

Ar BEQ pamatotas robezvertibas, kas aprékinatas no validéSanas laika
ieglitajam RSDg, izmantojot nelielu skaitu paraugu ar at$kirigam matri-
cu/radniecigo vielu pasibam, var but augstakas par maksimalajiem
Itmeniem vai intervences Itmeniem, kuru pamata ir TEQ, to lielakas
precizitates del, ko nevar iegiit regularaja analizg, ja ir jakontrolé nezi-
nams iesp&jami radniecigo vielu ipasibu spektrs. Sados gadijumos
robezvertibas aprékina no RSDg = 25 % vai ieteicams izmantot divas
treSdalas no maksimala Iimena vai intervences ITmena.
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7.4.

7.4.1.

7.4.2.

7.4.3.

7.4.4.

7.4.5.

7.4.6.

7.4.7.

7.4.8.

7.4.9.

8.1.

8.1.1.

Veiktspéjas raditaji

Ta ka attieciba uz bioanalizu metodém nav iesp&jams izmantot iek$gjos
standartus, bioanalizu metozu atkartojamibas testus veic, lai iegitu
informaciju par standartnovirzi testa s€riju ietvaros un to starplaika.
Atkartojamibai jabut mazakai par 20 %, un reproducgjamibai laborato-
rija jabuit mazakai par 25 %. To pamata ir aprékinatie Itmeni BEQ péc
tuksa parauga un atgiistamibas korekcijas.

Validésanas procediiras ietvaros jauzrada tests, ar ko atskir tukso
paraugu no parauga ar koncentraciju pie robezvértibas, laujot veikt
paraugu identific€Sanu virs atbilsto$as robezvertibas (sk. 7.1.2. punktu).

Jadefing@ nosakamie savienojumi, iesp&amie traucgjumi un maksimali
pielaujama tuksa parauga koncentracija.

Parauga ekstrakta, ja to nosaka trijos atkartojumos, procentuala stan-
dartnovirze signala vai koncentracija, kas aprékinata no signala (iesp&-
jams tikai darba diapazona), nedrikst parsniegt 15 %.

Standartparauga(-u) nekorigétos rezultatus, kas izteikti BEQ (tukSais
paraugs un maksimalais lTmenis vai intervences limenis), izmanto bioa-
nalizu metodes veiktsp&jas novertéSanai konstanta perioda.

Izveido un parbauda proceduiras tuksos paraugus un katra veida stan-
dartparauga kvalitates kontroles grafikus, lai parliecinatos, ka analizu
veiktsp&ja atbilst prasibam, jo Tpasi attieciba uz procediiras tukSajiem
paraugiem un, konkr&ti, vajadzigo minimalo atSkirtbu darba diapazona
zemakaja punkta un standartparaugiem attieciba uz reproduc&jamibu
laboratorija. Procedtiras tuksie paraugi jakontrole ta, lai paraugu atda-
I18anas laika nepielautu Skietami atbilstoSu rezultatu iegliSanu.

Rezultatus, kas ar apstiprinasanas metodém iegiiti no iesp&jami inficé-
tiem paraugiem, un 2 % lidz 10 % atbilstoSu paraugu (ne mazak ka
20 paraugi uz vienu matrici) apkopo un izmanto, lai noveértétu skri-
ninga metodes veiktsp&ju un BEQ un TEQ saistibu. So datubazi var
izmantot to robezvertibu atkartotam noveértéjumam, kas piemérojamas
regularajiem paraugiem attieciba uz validétam matricam.

Metodes sekmigu izpildi var ari pieradit, piedaloties starplaboratoriju
pétijumos. Rezultatus no paraugiem, kuri analiz&ti starplaboratoriju
pétijumos un kuru koncentracijas diapazons ir, piem&ram, 2x lielaks
par maksimalo ITmeni, var ieklaut Skietami atbilstoSas attiecibas nover-
t&juma, ja laboratorija var pieradit sekmigu izpildi. Paraugos ieklauj
visbiezak izmantojamas radniecigas vielas, kas ieglitas no dazadiem
avotiem.

Incidentu laika robezvértibas var atkartoti novertet, atspogulojot $a
konkréta incidenta IpaSo matrici un radniecigo vielu Ipasibas.

Rezultatu pazino$ana
Apstiprinasanas metodes

Analitiskajos rezultatos ieklauj atsevisku PCDD/F un dioksiniem
lidzigu PCB radniecigo vielu koncentracijas, zinojot par mazako,
lielako un vidgjo analitisko rezultatu, lai rezultatu zinojuma ieklautu
péc iesp&jas pilnigaku informaciju un tadgjadi dotu iesp&ju interpretét
rezultatus saskana konkrétam prasibam.
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8.2.

8.2.1.

8.2.2.

8.2.3.

8.2.4.

8.2.5.

8.2.6.

8.2.7.

8.2.8.

8.3.

8.3.1.

Zinojuma norada PCDD/F un dioksiniem lidzigu PCB ekstrah&$ana
izmantoto metodi.

Gadijumos, kad ir parsniegts maksimalais limenis ($ada gadijuma —
atglistamiba attieciba uz vienu no divam otrreiz&jam analiz€m) un
citos gadijumos péc pieprasijuma, ir janorada atsevisku ieks$gjo stan-
dartu atgiistamiba, ja ta nav 6.2.5. punkta noraditaja diapazona.

Lemjot par parauga atbilstibu, ir janem véra paplasinata mérijjuma
nenoteiktiba, tapéc ir jasniedz ari Sis parametrs. Lidz ar to analitiskos
rezultatus pazino ka “x +/— U”, kur x ir analitiskais rezultats un U —
mérTjuma paplasinata nenoteiktiba, izmantojot parklasanas koeficientu 2,
kas nodroSina aptuveni 95 % ticamibas limeni. Ja PCDD/F un dioksi-
niem lidzigus PCB nosaka atseviski, tad atsevisko PCDD/F un dioksi-
niem lidzigu PCB analitisko rezultatu aplésta paplasinatas nenoteiktibas
summa jaizmanto ka PCDD/F un dioksiniem Iidzigu PCB summa.

Rezultati jaizsaka tadas pasas vienibas un ar vismaz tadu pasu nozi-
migo raditaju skaitu ka maksimalais ITmenis, kas noteikts Direk-
tiva 2002/32/EK.

Bioanalizu skrininga metodes

Skrininga rezultats jaizsaka ka “atbilstigs” vai “iesp&ami neatbilstigs”.

Paraugi, kuros signals ir zem zinojama Iimena robezas, jaizsaka ka
paraugi “zem zinojama limena robezas”.

Paraugi, kuros signals ir zem zinojama Iimena robezas, jaizsaka ka
paraugi “zem zinojama ltmena robezas”. Paraugus, kuros signals ir
virs zinojama ITmena robezas, pazino ka tadus, kas “parsniedz darba
diapazonu”, un Itmeni, kas atbilst darba diapazona augstakajam
punktam, izsaka BEQ.

Attieciba uz visiem parauga matrices veidiem zinojuma norada nover-
téjuma pamata esoSo maksimalo ltmeni vai intervences ITmeni.

Zinojuma norada izmantota testa veidu, testa pamatprincipus un kali-
brésanas veidu.

Zinojuma norada PCDD/F un dioksiniem lidzigu PCB ekstrah&$ana
izmantoto metodi.

Attieciba uz paraugiem, par kuriem ir aizdomas, ka tie nav atbilstosi,
zinojuma jaieklauj piezime par veicamajiem pasakumiem. PCDD/F
koncentracija un PCDD/F un dioksiniem lidzigu PCB summa $ajos
paraugos ar paaugstinatu limeni ir janosaka/jaapstiprina ar apstipri-
nasanas metodi.

Neatbilstosus rezultatus pazino tikai no apstiprinasanas analizes.

Skrininga fizikali kimiskas metodes

Skrininga rezultats jaizsaka ka “atbilstigs” vai “iesp&ami neatbilstigs”.

Attieciba uz visiem parauga matrices veidiem zinojuma norada nover-
t&juma pamata esoSo maksimalo limeni vai intervences Iimeni.
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Turklat var sniegt atsevisku PCDD/F un dioksiniem lidzigu PCB
radniecigo vielu koncentracijas, zinojot par mazako, lielako un vid&jo
analitisko rezultatu. Rezultati jaizsaka tadas pasas vienibas un ar
vismaz tadu pasu nozimigo raditaju skaitu ka maksimalais ITmenis,
kas noteikts Direktiva 2002/32/EK.

Gadijumos, kad ir parsniegts maksimalais Iimenis ($aja gadijuma —
atglistamiba attieciba uz vienu no divam otrreiz€jam analiz€m) un
pargjos gadijumos péc pieprasijuma, ir janorada atsevisku iek$gjo stan-
dartu atgiistamiba, ja ta nav 6.2.5. punkta noraditaja diapazona.

Zinojuma norada izmantoto GC-MS metodi.

Zinojuma norada PCDD/F un dioksiniem Iidzigu PCB ekstrah&Sana
izmantoto metodi.

Attieciba uz paraugiem, par kuriem ir aizdomas, ka tie nav atbilstosi,
zinojuma jaieklauj piezime par veicamajiem pasakumiem. PCDD/F
koncentracija un PCDD/F un dioksiniem lidzigu PCB summa $ajos
paraugos ar paaugstinatu Itmeni ir janosaka/jaapstiprina ar apstipri-
nasanas metodi.

Par neatbilstoSiem rezultatiem izlemj tikai p&c apstiprinasanas analizes.

III NODALA

PARAUGU GATAVOSANA UN PRASIBAS ATTIECIBA UZ ANALIZES
METODEM, KO IZMANTO PCB, KAS NAV LIDZIGI DIOKSINIEM,

3.2

3.3.

DAUDZUMU OFICIALAI KONTROLEI BARIBA

PieméroSanas joma

Saja nodala noteiktas prasibas pieméro, ja baribu analizg, lai oficiali
kontrolétu PCB, kas nav lidzigi dioksiniem, limeni, un attieciba uz
paraugu sagatavoSanu un analitiskajam prasibam citiem regulativiem
mérkiem, tostarp kontroli, ko veic partikas aprité iesaistits uznémgjs,
lai nodrosinatu atbilstibu Regulas (EK) Nr. 183/2005 noteikumiem.

Piemérojamas noteik§anas metodes

Gazu hromatografija/elektronu satveres detektors (GC-ECD), GC-
LRMS, GC-MS/MS, GC-HRMS vai lidzvertigas metodes.

Nosakamas vielas identificéSana un apstiprinasana
Relativais aizturlaiks attieciba uz iek$gjiem standartiem vai etalonstan-

dartiem (pienemama novirze no +/— 0,25 %).

PCB, kas nav Iidzigi diokstniem, atdaliSana no trauc&josSajam vielam,
izmantojot gazu hromatografiju, tostarp vienlaikus elugjot ar PCB, jo
pasi, ja paraugu koncentracija atbilst atlautajai robezkoncentracijai un
ja ir jaapstiprina neatbilstiba ('3).

Prasibas GC-MS panémieniem

Monitorét vismaz $adu skaitu molekularo jonu vai raksturigo jonu no
molekulu klastera:

a) divus konkrétus jonus HRMS gadijuma;

b) trTs konkr&tus jonus LRMS gadijuma;

(13) Radniecigas vielas, kuras bieZi vienlaikus elug ir, pieméram, PCB 28/31, PCB 52/69 un
PCB 138/163/164. Attieciba uz GC-MS metodém jaapsver ari iesp&jamie traucgjumi, ko
rada izteikti hloratvasinato radniecigo vielu fragmenti.
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¢) divus 1pasus prekursoru jonus, kuriem katram ir viens konkréts
atbilstoSs parejas produkta jons MS-MS gadijuma.

Maksimali pielaujama pielaide attieciba uz atlasito masas fragmentu
kopigo koncentraciju.

Atlastto masas fragmentu kopigas koncentracijas relativa novirze no
teorctiskas kopigas koncentracijas vai kalibréSanas standarta attieciba
uz nosakamo jonu (monitore jonus, kuros ir vislielaka kopiga koncen-
tracija) un jona(-u) apzimétaju: + 15 %.

3.4. Prasibas GC-ECD panémieniem

Rezultatus, kas parsniedz maksimalo limeni, apstiprina ar divam GC
kolonnam, kuru stacionaras fazes ir ar atSkirigu polaritati.

4. Metodes veiktspéjas pieradiSana

Metodes veiktspgja tiek validéta maksimala Iimena diapazona (maksi-
malais ITmenis reiz 0,5 11dz 2) ar piem&rotu atkartotas analizes variaciju
koeficientu (sk. 9. punktu par starpprecizitates prasibam).

5. Kvantitativas noteikSanas robeza

PCB, kas nav lidzigi dioksiniem, LOQ ('*) summa neparsniedz vienu
tresdalu no maksimala Iimena ('°).

6. Kvalitates kontrole

Regulari javeic tukSo paraugu kontrole, analizes ar inficéto paraugu un
kvalitates kontrolparaugu, lidzdaliba starplaboratoriju pétijjumos par
attiecigajam matric€m.

7. Atgiistamibas kontrole

7.1. Jaizmanto pieméroti iek$¢jie standarti ar fizikali kimiskam Ipasibam,
kas lidzvertigas nosakamas vielas Tpasibam.

7.2. Ieksgjo standartu pievieno$ana
Pievienosana produktiem (pirms ekstrakcijas un attiriSanas procesa).

7.3. Prasibas metodeém, kurds izmanto visas seSas ar izotopiem mark®&tas
PCB, kas nav lidzigi dioksiniem, radniecigas vielas:

a) rezultatus korigé atbilstigi iek$€jo standartu atgiistamibai;

b) ar izotopu iezim&tu iek$€jo standartu atglistamibai jabut intervala
no 60 % lidz 120 %,

c) zemaka vai augstaka atglistamiba atseviskam radniecigdm vielam,
kuru veidota dala PCB, kas nav Iidzigi dioksIniem, summa ir
mazaka par 10 %, ir pienemama.

7.4. Prasibas attieciba uz metodém, kuras neizmanto visus seSus ar izotopu
iezim&tus iek$€jos standartus vai citus iek$€jos standartus:

a) ieksgja(-o) standarta(-u) atgiistamibas kontroli veic attieciba uz
visiem paraugiem;

b) icksgja(-o) standarta(-u) atglistamibai jabiit intervala no 60 % lidz
120 %;

¢) rezultatus korigé atbilstigi iek$&jo standartu atgiistamibai.

(') Attieciga gadijuma piem&ro principus, kas aprakstiti dokumenta 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).

(15) Loti ieteicams, lai reagenta tuk$a parauga koncentracijas dala parauga kontaminanta
koncentracija butu iesp&jami zemaka. Laboratorija ir atbildiga par tuk$a parauga
koncentracijas vertibu mainas kontroli, jo Tpasi, ja tuksa parauga koncentracijas vértibas
tiek atskaititas.
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7.5. Neiezimétu radniecigo vielu atglistamiba japarbauda, izmantojot
paraugus ar standartvielu piedevu vai kvalitates kontrolparaugus maksi-
mala limena diapazona. So radniecigo vielu atgiistamiba ir uzskatama
par pienemamu, ja ta ir intervala no 60 % lidz 120 %.

8. Prasibas laboratorijam

Saskana ar Regulas (EK) 2017/625 noteikumiem laboratorijas akredité
atzita iestade, kas darbojas saskana ar standartu ISO/IEC Guide 58, lai
nodro$inatu to, ka laboratorijas pieméro analizu kvalitates nodroSina-
Sanu. Laboratorijas akredité, ievérojot EN ISO/IEC 17025 standartu.
Turklat attieciga gadijuma pieméro principus, kas aprakstiti dokumenta
Technical Guidelines for the estimation of measurement uncertainty
and limits of quantification for PCB analysis ('°).

9. Veiktspéjas raditaji: kriteriji tadu PCB, kas nav lidzigi dioksiniem
un ir maksimalaja Iimeni, summas noteikSanai

Izotopu atskaidiSanas masspek-

.. Citi panémieni
trometrija (*) pan

Ticamiba no — 20 lidz + 20 % no — 30 Iidz + 30 %
Starpprecizitate (RSD %) <15% <20%
Starpiba starp lielaka un <20% <20%
mazaka analitiska rezultata

aprékiniem

(%) Jalieto visi se§i ar '>C iezimétie analogi, ka icksgjie standarti.

10. Rezultatu pazino$ana

10.1. Analitiskajos rezultatos janorada atsevisku PCB, kas nav lidzigi diok-
siniem, koncentracijas un tadu PCB radniecigo vielu koncentracija,
noradot mazako, lielako un vid€jo analitisko rezultatu, lai zinojuma
ieklautu maksimali daudz informacijas par rezultatiem un tadgjadi
dotu iesp€ju tos interpretét saskana ar ipasam prasibam.

10.2.  Zinojuma norada PCB ckstrah&Sana izmantoto metodi.

10.3. Gadijumos, kad ir parsniegts maksimalais ITmenis un citos gadijumos
péc pieprasTjuma, ir janorada atsevisku iek$&jo standartu atgilistamiba,
ja ta nav 7. punktd noraditaja diapazona.

10.4. Ta ka, lemjot par parauga atbilstibu, ir janem véra mérijjuma paplasi-
nata nenoteiktiba, ir jasniedz arl Sis parametrs. Lidz ar to analitiskos
rezultatus pazino ka “x +/— U”, kur x ir analitiskais rezultats un U —
merTjuma paplasinata nenoteiktiba, izmantojot parklasanas koeficientu 2,
kas nodrosina aptuveni 95 % ticamibas ITmeni.

10.5. Rezultati jaizsaka tadas pasas vienibas un ar vismaz tadu paSu nozi-
migo raditaju skaitu ka maksimalais Itmenis, kas noteikts Direk-
tiva 2002/32/EK.

B. EN STANDARTI

Piemé@rojot Regulas (ES) 2017/625 34. panta 2. punkta a) apakSpunktu, ir atbil-
stigi $adi EN standarti:

('%) Skatit 9. zemsvitras piezimi.
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EN 17194 “Dzivnieku bariba. Paraugu nemsanas un analizes metodes — Dezok-
sinivalenola, aflatoksina B1, fumonizina Bl un B2, toksinu T-2 un HT-2, zeara-
lenona un ohratoksina A noteikSana baribas sastavdalas un baribas maisijumos
ar LC-MS/MS;

EN 17270 “Dzivnieku bariba. Paraugu nemsanas un analizes metodes — Teobro-
mina noteikSana baribas sastavdalas un baribas maisijumos, tostarp no kakao
ieglitas sastavdalas, ar skidruma hromatografiju”;

EN 17504 “Dzivnieku bariba. Paraugu nems$anas un analizes metodes — Gosi-
pola noteikSana kokvilnas sgklas un bariba ar LC-MS/MS;

EN 17362 “Dzivnieku bariba. Paraugu nemsanas un analizes metodes — Pentah-
lorfenola (PCP) noteikSana baribas sastavdalas un baribas maisTjumos ar
LCMS/MS”;

EN 16279 “Dzivnieku bariba. Fluorida satura noteikSana péc apstrades ar sals-
skabi, izmantojot jonu jutigo elektrodu metodi (/SE)”;

EN 17053 “Dzivnieku bariba. Paraugu nemsanas un analizes metodes — Mikro-
elementu, smago metalu un citu elementu noteik§ana bariba, izmantojot /CP-MS
metodi (multimetodi)”;

EN 15550 “Dzivnieku bariba. Paraugu nemsanas un analizes metodes — Kadmija
un svina noteikSana ar grafita kivetes atomabsorbcijas spektrometriju (GF-AA4S)
péc augstspiediena mineralizacijas”;

EN 16206 “Dzivnieku bariba. Arséna noteikSana ar hidrida generg$anas atomu
absorbcijas spektrometriju (HGAAS) péc skelsanas mikrovilnu spiediena (Skel-
Sana ar 65 % slapeklskabi un 30 % udenraza peroksidu)”;

EN 16277 “Dzivnieku bariba. Dzivsudraba noteik$ana ar aukstd tvaika atomu
absorbcijas spektrometriju (CVAAS) péc SkelSanas mikrovilnos (SkelSana ar 65 %
slapeklskabi un 30 % Gidenraza peroksidu;

EN 16278 “Dzivnieku bariba. Neorganiska arséna noteikSana ar hidrida generé-
Sanas atomu absorbcijas spektrometriju (HG-4AS) pec SkelSanas mikrovilnos un
atdaliSanas ar cietas fazes ekstrakciju (SPE);

EN 17374 “Dzivnieku bariba. Paraugu nemsanas un analizes metodes — Neor-
ganiska arséna noteikSana dzivnieku bariba ar jonu apmainas hromatografiju
HPLC-ICP-MS
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VI PIELIKUMS

ANALIZES METODES, LAI NOTEIKTU DZIVNIEKU IZCELSMES

2.1.1.

SASTAVDALAS BARIBAS OFICIALAI KONTROLEI

MERKIS UN DARBIBAS JOMA

Lai bariba noteiktu dzivnieku izcelsmes sastavdalas, saskana ar
pielikuma izklastitajiem noteikumiem izmanto gaismas mikrosko-
piju vai polimerazes k&des reakciju (PKR).

Sis divas metodes lauj noteikt dzivnieku izcelsmes sastavdalu
klatbutni premiksos, baribas sastavdalas un baribas maisijumos.
Tomér ar tam nevar aprékinat minéto sastavdalu daudzumu
premiksos, baribas sastavdalas un baribas maisjjumos. Abam
metodém noteikSanas robeza ir mazaka par 0,1 % (masas).

PKR metode lauj noteikt premiksos, baribas sastavdalas un baribas
maistjumos klatesoSo dzivnieku izcelsmes sastavdalu taksono-
misko grupu.

Sis metodes pieméro Eiropas Parlamenta un Padomes Regulas
(EK) Nr. 999/2001 (") 7. panta 1. punkta, miné&tas regulas IV pieli-
kuma un Eiropas Parlamenta un Padomes Regulas (EK)
Nr. 1069/2009 (?) 11. panta 1. punkta noteikto aizliegumu piemé-
roSanas kontrolei.

Atkariba no test€jamas baribas veida min&tas metodes atseviski
vai kopa var izmantot viena operativa protokola ietvaros atbilstigi
standarta darbibas procediram (SOP), ko izveidojusi un sava
timekla vietn& (°) publicgjusi ES references laboratorija attieciba
uz dzivnieku proteiniem bariba (EURL-AP).

METODES

Gaismas mikroskopija
Princips

Dzivnieku izcelsmes sastavdalas, kuras var bt analizei nosutitajos
premiksos, baribas sastavdalas un baribas maisijumos, identificé
péc raksturigiem un ar mikroskopu nosakamiem elementiem,
piem&ram, muskulu $kiedram un citam galas dalinpam, skrimsliem,
kauliem, ragiem, matiem, sariem, bezmugurkaulnieku kutikulas
fragmentiem, kukainu trahejas struktliram, asins produktiem,
piena tauku loditém, laktozes kristaliem, spalvam, olu ¢aumalam,
asakam un zvipam.

(") Eiropas Parlamenta un Padomes Regula (EK) Nr. 999/2001 (2001. gada 22. maijs), ar

ko paredz noteikumus dazu transmisivo suiklveida encefalopatiju profilaksei, kontrolei un
apkarosanai (OV L 147, 31.5.2001., 1. lpp.).

(?) Eiropas Parlamenta un Padomes Regula (EK) Nr. 1069/2009 (2009. gada 21. oktobris),
ar ko nosaka veselibas aizsardzibas noteikumus attieciba uz dzivnieku izcelsmes blaku-
sproduktiem un atvasinatajiem produktiem, kuri nav paredzeti cilvéku pat€rinam, un ar
ko atcel Regulu (EK) Nr. 1774/2002 (Dzivnieku izcelsmes blakusproduktu regula) (OV
L 300, 14.11.2009., 1. Ipp.).

() https://www.eurl.craw.eu/legal-sources-and-sops/method-of-reference-and-sops/
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2.1.2.
2.1.2.1.
2.1.2.1.1.

2.1.2.1.2.

2.1.2.1.3.

2.1.2.1.4.

2.1.2.1.5.

2.1.2.1.6.

Mikroskopiskas parbaudes péc paraugu sagatavoSanas veic izguls-
ngjot.

Paraugu izgulsn&Sanas posmu veic $adi:

a) lai noteiktu dzivnieku izcelsmes sastavdalas, kas nav saus-
zemes bezmugurkaulnieku izcelsmes sastavdalas, veic vien-
karSu izgulsnéSanu ar tetrahloretilenu (TCE), un to dara, ka
noradits 2.1.3.4.3. punkta;

b) lai noteiktu sauszemes bezmugurkaulnieku izcelsmes sastav-
dalas, veic divkarSu izgulsnéSanu ar petrol&teri/tetrahloretilénu
(PE/TCE), un to dara, ka noradits 2.1.3.4.4. punkta.

Reagenti un aprikojums

Reagenti

Koncentrésanas agents

— Tetrahloretiléns (relativais blivums 1,62).

— Petroléteris (PE), virSanas temperatira 40-60 °C (relativais
blivums 0,65).

Kraso$anas reagents

— Alizarinsarkanais $kidums (atSkaida 2,5 ml 1M salsskabes
100 mililitros Gidens un pievieno §im $kidumam 200 mg aliza-
rinsarkana).

letvarvide
— Sarms (NaOH 2,5 % (m/V) vai KOH 2,5 % (m/V)).
— Glicerins (neatskaidits, viskozitate: 1 490 cP) vai ietvarvide ar

identiskam Tpasibam nepastaviga priekSmetstiklina sagatavo-
Sanai.

— Norland ® Optical Adhesive 65 (viskozitate: 1200 cP) vai
ietvarvide ar identiskam TpaSibam pastaviga priekSmetstiklina
sagatavosanai.

Krasojosa ietvarvide

— Lugola $kidums (izS8kidina 2 g kalija jodida 100 mililitros
ddens un pievieno 1 g joda, bieZi sakratot).

— Cistina reagents (2 g svina acetata, 10 g NaOH/100 ml tdens).

— Felinga reagents (pirms lietoSanas sagatavo no divu izejas
standartskidumu A un B vienadam dalam (1/1): A $kidums
(6,9 g vara (II) sulfata pentahidrata izskidina 100 ml @idens);
B skidums (34,6 g kalija natrija tartrata tetrahidrata un 12 g
NaOH izskidina 100 ml ddens).

— Tetrametilbenzidina/tdenraza peroksids (1 g 3,3°,5,5 tetrame-
tilbenzidina (TMB) izskidina 100 ml ledus etikskabes un 150 ml
tdens. Pirms izmantoSanas 4. dalas $a 7MB skiduma sajauc ar
1. dalu 3 % tudenraza peroksida).

Skalo$anas agenti

— Etanols > 96 % (tehniskais).
— Acetons (tehniskais).

Balinasanas reagents

— Komercials natrija hipohlorita skidums (9—-14 % aktiva hlora).
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2.1.2.2.

2.1.3.
2.1.3.1.

Aprikojums

— Analitiskie svari ar precizitati lidz 0,001 g.

— SmalcinaSanas ierice: naza vai rotora dzirnavas. Rotora dzir-
navas aizliegts izmantot dzirnavu sietus ar < 0,5 mm acim.

— Sieti ar 0,25 mm un | mm platam kvadratveida acim. Lai
izvairitos no materialu zudumiem, sietu diametrs (iznemot
parauga priekssijasanai) neparsniedz 10 cm. Sietu kalibré$ana
nav vajadziga.

— Konusveida dalampiltuve ar 250 ml tilpumu, aprikota ar
teflona vai slipéta stikla kranu konusa pamatné. Krana atvé-
ruma diametrs ir > 4 mm. Var izmantot (tikai vienkarSas
izgulsnésanas posmam ar TCE) ari izgulsnéSanas varglazi ar
konisku dibenu, ja laboratorija ir pieradijusi, ka noteikSanas
robezas ir identiskas tam, ko ieglist, izmantojot konusveida
dalampiltuvi.

250 ml

4 mm diametrs

Dalampiltuve

— Stereomikroskops ar kopgja palielinajuma amplitidu vismaz
no 6,5x lidz 40x.

— Optiskais mikroskops ar kop&ja palielinajuma amplitidu
vismaz no 100x lidz 400x un atstarotas gaismas gaiSo lauku.
Papildus var izmantot polariz&to gaismu un diferencialas inter-
ferences kontrastu.

— Laboratorijas standarta stikla trauki.

— Aprikojums priekSmetstiklinu sagatavoSanai: parasti mikro-
skopa prieksmetstiklini, priekSmetstiklini ar iedobi, segstiklini
(20 x 20 mm), pincete, smalka lapstina.

— Laboratorijas krasns.

— Centrifuga.

— Filtrpapirs: kvalitativs celulozes filtrs (poru lielums: 4-11 pm).

Paraugu nemsana un paraugu sagatavosana
Atlase

Izmanto reprezentativu paraugu, kas nemts saskana ar I pielikumu.
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2.1.3.1.1.

2.1.3.1.2.

2.1.3.2.

2.1.3.3.

2.134.
2.1.3.4.1.

2.1.3.4.2.

Paraugu zavesana

Paraugus, kuru mitruma saturs ir > 14 %, pirms izmantoSanas
zave saskana ar III pielikumu.

Paraugu priekssijasana

Lai savaktu informaciju par iesp&amo vidiskas izcelsmes piesar-
nojumu bariba, granulétu baribu un kodolus ieteicams priekssijat
Iidz 1 mm izm@ram un tad iegiitas divas frakcijas, kuras jauzskata
par atseviSskiem paraugiem, sagatavot un analiz&t atseviski, ka arT
atseviski zinot par tam.

Veicamie piesardzibas pasakumi

Lai laboratorija novérstu savstarp&ju piesarnoSanu, visu vairakkart
izmantojamo aprikojumu pirms izmantoSanas ripigi notira.
Dalampiltuvi pirms tiriSanas sadala pa dalam. Dalampiltuves
dalas un stikla traukus no sakuma mazga ar rokam un tad mazga-
Sanas iericé. Sietus tira, izmantojot suku ar cietiem, sintStiskiem
sariem. Ja sijati taukaini lidzekli, piem@ram, zivju milti, sietu
galigo tiriSanu ieteicams veikt ar acetonu un saspiestu gaisu.

Tauku vai ellas paraugu sagatavoSana

So protokolu izmanto, sagatavojot tauku paraugus:

— ja tauki ir cieti, tos sasilda krasni, lidz tie klast 8kidri,

— izmantojot pipeti, 40 ml tauku no parauga apakSpuses parnes
uz centrifugé$anas mégeni,

— paraugu centrifugé 10 miniites ar 4 000 apgr./min,

— ja péc centrifugéS$anas tauki ir cieti, tos sasilda krasni, lidz tie
klast $kidri,

— centrifugéSanu atkarto 5 mindtes ar 4 000 apgr./min,

— izmantojot nelielu karoti vai lapstinu, pusi no dekantéta
piemaisTjuma parbaudiSanai parnes uz mikroskopa priekSmet-
stikliniem; Ka ietvarvidi ieteicams izmantot glicerinu,

— atlikuSos piemaisijumus izmanto nogul$nu sagatavoSana, ka
aprakstits 2.1.3.4.3. punkta pirmaja ievilkuma.

To pasu protokolu (iznemot pirmo un ceturto ievilkumu) pieméro,
lai sagatavotu ellas paraugus.

Tadu paraugu sagatavoSana, kas nav tauku vai ellas paraugi

Pakartotu paraugu nems$ana un smalcinasana: vismaz 50 g parauga
nem pakartota parauga analizei un tad sasmalcina.

Izejvielu sagatavoSana: sagatavo vismaz 5 g samalta pakartota
parauga. To sija lidz 0,25 mm lielumam un parbauda abas iegttas
frakcijas.
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2.1.3.4.3. Vienkar$a izgulsné$ana ar TCE, lai noteiktu dzivnieku izcelsmes
sastavdalas, kas nav sauszemes bezmugurkaulnieki.

— Nogulsnu ekstrakcija un sagatavosana:

10 g (ar precizitati Iidz 0,01 g) smalcinata pakartota parauga
parnes dalampiltuvé vai izgulsnéSanas varglazé ar konisku
dibenu un pievieno 50 ml TCE. Attieciba uz zivju miltiem
vai citiem tiriem dzivnieku izcelsmes produktiem, minerdlu
sastavdalam vai premiksiem, kas rada vairak neka 10 %
nogul$nu, piltuvé parnesto daudzumu samazina lidz 3 g.
Maistfjumu vismaz 30 sekundes spé&cigi krata un uzmanigi
pievieno vél vismaz 50 ml TCE, noskalojot piltuves ieksgjo
virsmu, lai atdalttu jebkadas pielipusas dalinas. legiito maisi-
jumu nostadina vismaz piecas miniites, pirms atver kranu
nogul$nu atdaliSanai.

Ja izmanto izgulsn&Sanas varglazi ar konisku dibenu, maisI-
jumu specigi maisa vismaz 15 sekundes un jebkadas dalinas,
kas pielipusas varglazes malam, uzmanigi noskalo no ieksgjas
virsmas ar vismaz 10 ml tira TCE. MaisTjumu nostadina tris
minttes un tad atkal maisa 15 sekundes, un jebkadas varglazes
malinam pielipusas dalinas uzmanigi noskalo no ieks&jas
virsmas ar vismaz 10 ml TCE. MaisTjumu nostadina vismaz
piecas minites un tad, uzmanigi dekant&jot, skidro frakciju
atdala un atmet, cenSoties saglabat visas nogulsnes.

Nogulsnes savac uz filtrpapira, kas ievietots piltuve, lai varétu
atdaltt atlikuso TCE, vienlaikus izvairoties no tauku nogulsne-
Sanas nogulsn@s. Nogulsnes izzavé. Lai kontrolétu nogulsne-
Sanas posmu, nogulsnes pec tam ieteicams nosvert (ar precizi-
tati Iidz 0,001 g). Visbeidzot, nogulsnes sija lidz 0,25 mm
lielumam un parbauda divas iegiitas frakcijas, ja vien netiek
atzits, ka sijasana nav vajadziga.

— Flotatu ekstrakcija un sagatavoSana:

péc tam, kad ar iepriek$ aprakstito metodi atglitas nogulsnes,
dalampiltuvé paliek divas fazes: no TCE sastavosa Skidra faze
un no flotgjosa materiala sastavosai cieta faze. Cieta faze ir
flotats, ko atglist, ja no piltuves, atverot kranu, pilniba nolej
TCE. Apgriezot dalampiltuvi, flotatu parnes Petri traucina un
ar gaisu zave velkmes skapi. To sija lidz 0,25 mm lielumam
un parbauda abas iegitas frakcijas.

— Kraso$anas reagentu izmanto$ana:

Lai atvieglotu dzivnieku izcelsmes sastavdalu noteiksanu,
laborants paraugu sagatavoSanas laika var izmantot reagentus
saskana ar pamatnostadném, ko EURL-AP izstradajusi un
publicgjusi sava timekla vietng.
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2.1.3.44.

Ja nogulsnes krasotas ar alizarinsarkano $kidumu, pieméro
$adu protokolu:

— Izzavétas nogulsnes parnes stikla mégené un divreiz
noskalo ar apm@ram 5 ml etanola (katru reizi virpulmikseri
izmanto 30 sekundes, $kidinataju nostadina apméram
pusotras miniites un nolej).

— Nogulsnes balina, pievienojot vismaz 1 ml natrija hipohlo-
rita $kiduma. Reakcijai lauj turpinaties 10 mintites. Mégeni
piepilda ar Gideni, nogulsnes nostadina 2—3 mindites un l&éni
nolej Gdeni un suspendétas dalinas.

— Nogulsnes noskalo veél divas reizes ar apméram 10 ml
tdens (katru reizi virpulmikseri izmanto 30 sekundes,
lauj nogulsnéties un nolej tideni).

— pievieno 2-10 pilienus alizarinsarkana Skiduma un maisi-
jumu ievieto virpulmikserl. Reakcijai lauj notikt 30
sekundes un iekrdsotas nogulsnes divreiz noskalo ar
apm@am 5 ml etanola un tad vienreiz ar acetonu (katru
reizi virpulmikseri izmanto 30 sekundes, $kidumu nosta-
dina apm@ram | mindti un nolej).

— lekrasotas nogulsnes zave.

Divkarsa izgulsné$ana ar PE/TCE sauszemes bezmugurkaulnieku
izcelsmes sastavdalu noteikSanai.

Visus posmus veic 250 ml konusveida dalampiltuve, ka aprakstits
2.1.2.2. punkta ceturtaja ievilkuma.

— 10 g (ar precizitati 1idz 0,01 g) smalcinata pakartota parauga

parnes dalampiltuvé un tam vispirms veic vienkarSu izgulsné-
Sanu ar TCE, ka aprakstits 2.1.3.4.3. punkta, ieskaitot nogulsnu
atgiisanu uz filtrpapira, kas novietots uz piltuves. Sis nogulsnes
var izmantot tapat ka ar 2.1.3.4.3. punkta aprakstito procediiru
iegiitas nogulsnes.

Nelielo daudzumu TCE, kas notecinats kopa ar nogulsném,
parnes meércilindra. Atverot dalampiltuves kranu, turpina
piepildit mércilindru, lidz iegiist 30 ml TCE. Kad S$is tilpums
ir sasniegts, kranu aizver.

So savakto TCE tilpumu aizstaj, dalampiltuvé pievienojot
30 ml petrolétera ar 40—60 °C virSanas temperatiru. Dalam-
piltuves saturu rlipigi samaisa, lai iegttu 30 % PE/70 % TCE
maisTjumu (ar blivumu aptuveni 1,26 g/cm®). Lauj materialam
nogulsnéties 10 mindtes. Atdalisies divas jaunas frakcijas:
otras nogulsnes un galigais flotats (< 1,26 g/em®). Otras
nogulsnes paredzgts atgiit Petri traucina (vai uz piltuves uzlikta
filtrpapira), atverot kranu, Iidz dalampiltuvé paliek tikai
nedaudz $kidinataja maisijuma un galigais flotats. AtlikuSo
Skidrumu un galigo flotatu savac atseviski uz filtrpapira, kas
novietots uz piltuves. Dalampiltuves sienu skalo ar PE, lai
savaktu visu materialu no galiga flotata. Gala flotatam lauj
izzat. Galigo flotatu sija lidz 0,25 mm lielumam, un parbauda
divas iegttas frakcijas, lai noteiktu sauszemes bezmugurkaul-
nieku izcelsmes sastavdalas, ja vien netiek atzits, ka sijaSana
nav vajadziga.
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2.1.4.
2.1.4.1.

2.1.4.2.

Mikroskopiska parbaude
Prieksmetstiklina sagatavoSana

Mikroskopa priekSmetstiklinus sagatavo no nogulsném un, atka-
riba no laboranta izvéles, no flotata vai izejvielas. Vajadzibas
gadijuma, lai noteiktu tikai sauszemes bezmugurkaulnieku
izcelsmes sastavdalas, no iegiita galiga flotata sagatavo arT priek-
Smetstiklinus, ka aprakstits 2.1.3.4.4. punkta. Sagatavo divas
iegitas frakcijas (smalko un rupjo). Uz priekSmetstikliniem
uznestie frakciju paraugi raksturo visu frakciju.

Lai nodroSinatu pilnigu parbaudes protokola izpildi, ka noteikts
2.1.4.2. punkta, sagatavo pietickamu skaitu priekSmetstiklinu.

Saskana ar SOP, ko izstradajusi un sava timekla vietné publicgjusi
EURL-AP, mikroskopa priekSmetstiklinus parklaj ar atbilstoSu
ietvarvidi. Priek$metstiklinus parklaj ar segstikliniem.

Noveérojumu plismkarte dzivnieku izcelsmes dalinu noteikSanai
baribas maisTjumos, baribas sastavdalas un premiksos.

Sagatavotos mikroskopa priek$metstiklinus novéro saskana ar 1.
un 2. diagramma noraditajam nove@rojumu plismkartem.

Nogul$nu un, atkariba no laboranta izvéles, flotatu vai izejvielu
mikroskopiskos noveérojumus veic, izmantojot optisko mikroskopu.
Turklat, lai noteiktu sauszemes bezmugurkaulnieku izcelsmes
sastavdalas, novérojumus veic ari attieciba uz galigo flotatu, kas
iegits, ka aprakstits 2.1.3.4.4. punkta, saskana ar 3. diagrammu.
Attieciba uz rupjajam frakcijam papildus optiskajam mikroskopam
var izmantot stereomikroskopu. Katru priekSmetstiklinu pilniba
parbauda dazados palielinajumos. Precizi skaidrojumi par to, ka
izmantot plismkartes, ir siki izklastiti SOP, ko izstradajusi un sava
timekla vietn€ publicgjusi EURL-AP.

Stingri ieveéro katra noverojumu plismkartes posma noteikto mini-
malo novérojamo priekSmetstiklinu skaitu, iznemot gadijumus, kad
frakcijas materiala kopums ir nepietickams noteikta priekSmetsti-
klinu skaita nodroSinaSanai, piem&ram, ja nogulsnes neieglst.
Dalinu skaita registréSanai viena noteik$ana izmanto ne vairak
ka 6 prieksmetstiklinus.

Ja uz flotata vai izejvielas sagatavo papildu priekSmetstiklinus ar
specifiskaku krasojosu ietvarvidi, ka aprakstits 2.1.2.1.4. punkta,
lai stkak raksturotu struktiiras (pieméram, spalvas, mati, muskuli
vai asins dalinas), kas noteiktas uz priek$metstikliniem, kuri saga-
tavoti ar citam ietvarvidém, ka aprakstits 2.1.2.1.3. punkta, tad
dalinu skaitu aprékina, pamatojoties uz viena noteik§ana izmantoto
priekSmetstiklinu skaitu, kas neparsniedz 6, ieskaitot papildu
priekSmetstiklinus ar specifiskaku ietvarvidi. Papildu priekSmetsti-
klinus, kuri sagatavoti no galiga flotata, kas iegits, ka aprakstits
2.1.3.4.4. punkta, lai noteiktu sauszemes bezmugurkaulnieku
izcelsmes sastavdalas, nenem véra citu dalinu veidu (sauszemes
mugurkaulnieku un zivju izcelsmes) noteikSanai.

Lai atvieglotu dalinu veida un izcelsmes identificéSanu, laborants
var izmantot tadus paliginstrumentus ka, pieméram, lémumatbalsta
sistéma, att€lu bibliotékas un standartparaugi.
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1. diagramma

Pirmas noteikSanas novérojumu plismkarte péc vienkarsas izgulsnéSanas ar TCE dzivnieku
izcelsmes dalinu, kas nav no sauszemes bezmugurkaulniekiem, noteikSanai baribas
maisijumos, baribas sastavdalas un premiksos

3 priekdmetstiklini ar < 0,25 mm nogulénu

+
1 priek&metstikling ar < 0,25 mm flotata vai izejvielas
P e vallzepe paraugs deklaréts
saskand ar 2.1.5.2. punktu
Sim veidam

Noteiktas > 5 katra JA

veida'® dzivnieku izcel
dalinas?

paraugs deklaréts
saskand ar 2.1.5.3. punktu
£im veidam

katra veida™!
dalinu skaits?

1 priekimetstiklind

no
> 0,25 mm nogulinu

Noteikias = 5 katra
veida's dzivnieku izcelsmes
dalinas?

Vai dzivnieku izcelsmes dalinas
apstiprina deklaréto saturu?

1 priek&metstikling

no
> 0,25 mm flotita vai izejvielas

Moteiklas
veida'! d
izcelsmes dalinas?

paraugs deklaréts
saskand ar 2.1.5.1. punktu
Sim veidam

{"D1" un "D2" attiecas uz pirmo un otro noteiksanu; : sauszemes mugurkaulnieki, zivis)
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2. diagramma

Otras noteikSanas novérojumu pliismkarte péc vienkarSas izgulsnéSanas ar TCE dzivnieku
izcelsmes dalinu, kas nav no sauszemes bezmugurkaulniekiem, noteikSanai baribas
maisijumos, baribas sastavdalas un premiksos

3 priekSmetstiklini ar < 0,25 mm nogulénu
+
1 priekdmetstikling ar < 0,25 mm flotata vai izejvielas

paraugs deklaréts

JA saskana ar 2.1.5.2. punktu
Sim veidam

Noteiktas > 5 katra
veidal™ dzivnieku izcelsmes
dalinas?

1 priekdmetstikling
no
= 0,25 mm noguldnu

1a pasa veida '@

dalinu summa no D1+ D27

JA

Noteiktas > 5 katra
veidal® dzivnieku izcelsmes
dalinas? paraugs deklaréts

saskana ar 2.1.5.3. punktu

5im veidam

1 priekdmetstikling
no
> 0,25 mm flotata vai izejvielas

(*D1" un “D2" attiecas uz pirmo un otro noteik$anu; ¥: sauszemes mugurkaulnieki, zivis)
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Novérojumu

bezmugurkaulnieku

plismkarte
izcelsmes

3 prioksmatstikin

na
0,25 mm galigh fiotia

Noteiins > 5 A0S
berugurinisky
dafinas?

1 peiokémetstiing

> 0,25 mm galiga flotien

2.1.4.3.

SSURE. Bermuguekaulnishy

NoteikSanu skaits

péc

Nolgiklas > 5

3. diagramma

PE/TCE
maisijumos,

divkarSas  izgulsnésanas ar
sastavdalu noteikSanai baribas
sastavdalas un premiksos

sauszemes
baribas

3 prasidmatstikdini

no
< 10,25 mm galigh ficthta

Noteikias = § sausz
bermugurkaulraku
dajinas?

1 priekimatstikling
Sausz. bozmugurkauinioky

no
dalinas? > 0,25 mm gafigh fotila

deklarbts

parau
Sausz. besmugurkaulrisky dalin saad
summa na D14+ 027

Notehsas = 10

D17 un “DE" atliecas Lz prma un ofro noteikkany.)

NoteikSanas veic dazadiem pakartotiem paraugiem, kur katra
parauga svars ir 50 g.

Ja p&c pirmas noteikSanas, kas veikta attiecigi saskana ar 1. vai 3.
diagramma noradito noverojumu plasmkarti, dzivnieku izcelsmes
dalinas nav noteiktas, papildu noteikSana nav javeic, un analizes
rezultatu pazino, lietojot 2.1.5.1. punkta izklastito formul&umu.

Ja peéc pirmas noteikSanas, kas veikta saskanpa ar 1. diagramma
noradito novérojumu plasmkarti, ir noteiktas viena vai vairakas
konkréta veida (t. i., sauszemes mugurkaulnieku vai zivju) dziv-

nieku izcelsmes dalinas un
deklargtajam saturam, otra
izcelsmes
noteikSanas laika, ir lielaks

veida dzivnieku

atklato dalinu veids atbilst parauga
noteik§ana nav javeic. Ja konkr&ta
dalinu skaits, kas noteikts pirmas
par 5, analizes rezultatu pazino par

katru dzivnieku veidu, lietojot 2.1.5.3. punkta izklastito formulé-
jumu. Pretgja gadijuma analizes rezultatu pazino par katru dziv-
nieku veidu, lietojot 2.1.5.2. punkta izklastito formul&jumu.

Ja péc pirmas noteikSanas, kas veikta saskana ar 3. diagramma
noradito novérojumu plasmkarti, ir noteiktas vairak neka 5 saus-
zemes bezmugurkaulnieku izcelsmes dalinas, otra noteikSana nav
javeic, un analizes rezultatu pazino, lietojot 2.1.5.3. punkta izklas-
tito formul&umu $im veidam.
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2.1.5.1.

2.1.5.2.

Visos citos gadijumos — ari tad, ja laboratorijai nav iesniegta
satura deklaracija, — veic otru noteikSanu, izmantojot jaunu pakar-
toto paraugu. Ja pec otras noteik3anas, kas veikta attiecigi saskana
ar 2. vai 3. diagramma noradito novérojumu plasmkarti, So divu
noteikSanu laika noteikto konkréta veida dzivnieku izcelsmes
dalinu summa ir lielaka par 10, analizes rezultatu pazino par
katru dzivnieku veidu, lietojot 2.1.5.3. punkta izklastito formulé-
jumu. Pretgja gadijuma analizes rezultatu pazino par katru dziv-
nieku veidu, lietojot 2.1.5.2. punkta izklastito formulg&jumu.

Rezultatu izteiksana

Pazinojot rezultatus, laboratorija norada, kada veida materials ir
analiz&ts (nogulsnes, flotats, galigais flotats vai izejviela). Zino-
juma skaidri janorada, cik noteiksanas ir veiktas un vai nav veikta
frakciju sijasana pirms priekSmetstiklinu sagatavosanas saskana ar
2.1.3.4.3. punkta pirma ievilkuma treSo dalu vai 2.1.3.4.4. punkta
treso ievilkumu.

Laboratorijas zinojuma jabiit vismaz informacijai par sauszemes
mugurkaulnieku vai zivju izcelsmes sastavdalu klatbitni.

Par dazadajam situacijam pazino kada no talak minétajiem
veidiem.

Nav noteikta neviena konkréta veida dzivnieku izcelsmes dalina:

— “Cik bija iespgjams saskatit ar gaismas mikroskopu, iesniegtaja
parauga nav noteikta neviena sauszemes mugurkaulnieku
izcelsmes dalina.”

— “Cik bija iesp&jams saskatit ar gaismas mikroskopu, iesniegtaja
parauga nav noteikta neviena zivju izcelsmes dalina.”

— “Cik bija iesp&jams saskatt ar gaismas mikroskopu, iesniegtaja
parauga nav noteikta neviena sauszemes bezmugurkaulnieku
izcelsmes dalina.”

Veicot tikai vienu noteikSanu, ir noteiktas 1 Iidz 5 konkréta veida
dzivnieku izcelsmes dalinas, vai divu noteikSanu gadfjuma ir
noteiktas 1 Iidz 10 konkréta veida dalinas (noteikto dalinu skaits
neparsniedz izskirSanas robezu, kas paredzéta SOP, kuras izstra-
dajusi un sava timekla vietn& public€jusi EURL-AP):

Ja ir veikta tikai viena noteikSana:

— “Cik bija iesp&jams saskatit ar gaismas mikroskopu, iesniegtaja
parauga ir noteiktas ne vairak ka 5 dalinas, kuru izcelsme ir no
sauszemes mugurkaulniekiem. Dalinas tika identifictas ka ...
[kauls, skrimslis, muskulis, spalva, rags, cits (precizét)]. ST
nieciga klatblitne nesasniedz Sai mikroskopiskajai metodei
paredzeto izskirSanas robezu.”

— “Cik bija iesp&jams saskatit ar gaismas mikroskopu, iesniegtaja
parauga ir noteiktas ne vairak ka 5 dalinas, kuru izcelsme ir no
zivim. Dalinas tika identific&tas ka ... [asaka, zvina, skrimslis,
muskulis, otolits, Zaunas, cits (precizét)]. ST nieciga klatbiitne
nesasniedz $ai mikroskopiskajai metodei paredzéto izskirSanas
robezu.”



02009R0152 — LV — 04.04.2024 — 009.001 — 162

2.1.5.3.

Ja ir veiktas divas noteikSanas:

— “Cik bija iesp&jams saskatit ar gaismas mikroskopu, iesniegtaja
parauga divas noteikSanas ir noteiktas ne vairak ka 10 dalinas,
kuru izcelsme ir no sauszemes mugurkaulniekiem. Dalinas tika
identificétas ka ... [kauls, skrimslis, muskulis, spalva, rags,
cits (precizét)]. ST nieciga klatbiitne nesasniedz $ai mikrosko-
piskajai metodei paredz&to izSkirSanas robezu.”

— “Cik bija iesp&jams saskatit ar gaismas mikroskopu, iesniegtaja
parauga divas noteikSanas ir noteiktas ne vairak ka 10 dalinas,
kuru izcelsme ir no zivim. Dalinas tika identificétas ka ...
[asaka, zvina, skrimslis, muskulis, otolits, Zaunas, cits
(precizét)]. ST nieciga klatbiitne nesasniedz 3ai mikroskopi-
skajai metodei paredzéto izskirSanas robezu.”

— “Cik bija iesp&jams saskatit ar gaismas mikroskopu, iesniegtaja
parauga divas noteikSanas ir noteiktas ne vairak ka 10 dalinas,
kuru izcelsme ir no sauszemes bezmugurkaulniekiem. Dalinas
tika identificetas ka ... [kutikulas fragmenti, mutes dalas,
muskuli, trahejas struktiiras, cits (precizét)]. ST nieciga klat-
blitne nesasniedz S$ai mikroskopiskajai metodei paredzeto
izskirSanas robezu.”

Turklat:

— ja paraugs bijis priekssijats, laboratorijas zinojuma min, kada
veida frakcija (sijata frakcija, granuléta frakcija vai kodolos)
dzivnieku izcelsmes dalinas ir noteiktas, jo tikai sijataja frak-
cija noteiktas dzivnieku izcelsmes dalinas var liecinat par vidi-
skas izcelsmes piesarnojumu.

— Ja ir noteiktas tikai tadas dzivnieku izcelsmes dalinas, kuras
nav klasificgjamas ne ka sauszemes mugurkaulnieki, ne zivis
(piem., muskulu skiedras), zinojuma norada, ka ir noteiktas
tikai $adas dzivnieku izcelsmes dalinas un ka nav iesp&ams
izslegt, ka to izcelsme ir no sauszemes mugurkaulniekiem.

Veicot tikai vienu noteikSanu, ir noteiktas vairak neka 5 konkréta
veida dzivnieku izcelsmes dalinas, vai divu noteikSanu gadfjuma ir
noteiktas vairak neka 10 konkréta veida dalinas:

Ja ir veikta tikai viena noteikSana:

— “Cik bija iesp&jams saskatit ar gaismas mikroskopu, iesniegtaja
parauga ir noteiktas vairak neka 5 dalinas, kuru izcelsme ir no
sauszemes mugurkaulniekiem. Dalinas tika identificétas ka ...
[kauls, skrimslis, muskulis, spalva, rags, cits (precizét)].”

— “Cik bija iesp&jams saskatit ar gaismas mikroskopu, iesniegtaja
parauga ir noteiktas vairak neka piecas dalinas, kuru izcelsme
ir no zivim. Dalinas tika identificétas ka ... [asaka, zvina,
skrimslis, muskulis, otolits, Zaunas, cits (precizét)].”

— “Cik bija iesp&jams saskatit ar gaismas mikroskopu, iesniegtaja
parauga ir noteiktas vairak neka 5 dalinas, kuru izcelsme ir no
sauszemes bezmugurkaulniekiem. Dalinas tika identificétas ka
... [kutikulas fragmenti, mutes dalas, muskuli, trahejas struk-
taras, cits (precizét)].”
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2.2.1.

222.
22.2.1.
222.1.1.

22.2.1.2.

Ja ir veiktas divas noteikSanas:

— “Cik bija iesp&jams saskatit ar gaismas mikroskopu, iesniegtaja
parauga divas noteikSanas ir noteiktas vairak neka 10 dalinas,
kuru izcelsme ir no sauszemes mugurkaulniekiem. Dalinas tika
identificétas ka ... [kauls, skrimslis, muskulis, spalva, rags,
cits (precizét)].”

— “Cik bija iespgjams saskatit ar gaismas mikroskopu, iesniegtaja
parauga divas noteikSanas ir noteiktas vairak neka 10 dalinas,
kuru izcelsme ir no zivim. Dalinas tika identificétas ka ...
[asaka, zvina, skrimslis, muskulis, otolits, Zzaunas, cits
(precizet)].”

— “Cik bija iesp&jams saskatit ar gaismas mikroskopu, iesniegtaja
parauga divas noteikSanas ir noteiktas vairak neka 10 dalinas,
kuru izcelsme ir no sauszemes bezmugurkaulniekiem. Dalinas
tika identificétas ka ... [kutikulas fragmenti, mutes dalas,
muskuli, trahejas struktiiras, cits (precizét)].”

Turklat:

— ja paraugs bijis priekssijats, laboratorijas zinojuma min, kada
veida frakcija (sijata frakcija, granuléta frakcija vai kodolos)
dzivnieku izcelsmes dalinas ir noteiktas, jo tikai sijataja frak-
cija noteiktas dzivnieku izcelsmes dalinas var liecinat par vidi-
skas izcelsmes piesarnojumu.

— Ja ir noteiktas tikai tadas dzivnieku izcelsmes dalinas, kuras
nav klasificgjamas ne ka sauszemes mugurkaulnieki, ne zivis
(piem., muskulu skiedras), zinojuma norada, ka ir noteiktas
tikai $adas dzivnieku izcelsmes dalinas un ka nav iesp&jams
izslégt, ka to izcelsme ir no sauszemes mugurkaulniekiem.

PKR
Princips

Dzivnieku izcelsmes dezoksiribonukleinskabes (DNS) fragmentus,
kas var biit baribas sastavdalas un baribas maisijumos, nosaka ar
PKR, izmantojot génu amplifikacijas tehniku, kas vérsta uz sugam
raksturigam DNS sekvencém.

Lai pielietotu PKR metodi, no sakuma javeic DNS ekstrakcija.
Péc tam iegitajam DNS ekstraktam pieméro amplifikaciju, lai
noteiktu dzivnieku sugas, uz kuram vérsta analize.

Reagenti un aprikojums
Reagenti:
Reagenti DNS ekstrakcijai

Izmanto tikai tos reagentus, ko apstiprindjusi un sava timekla
vietn& public&jusi EURL-AP.

Reagenti génu amplifikacijai
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2.2.2.1.2.1. Praimeri un zondes

Izmanto tikai EURL-AP apstiprinatus oligonukleotidu sekvencu
praimerus un zondes ().

2.2.2.1.2.2. Master Mix

Izmanto tikai tos Master Mix $kidumus, kas nesatur reagentus,
kuri dzivnieku izcelsmes DNS klatbhtnes ietekmé varétu radit
nepareizus rezultatus ().

2.2.2.1.2.3.  Reagenti piesarnojuma attiriSanai
2.2.2.1.2.3.1. Salsskabes skidums (0,1 N)
2.2.2.1.2.3.2. Balinatajs (natrija hipohlorita §kidums ar 0,15 % aktiva hlora)

2.2.2.1.2.3.3. Nekodigi reagenti tadu dargu ickartu ka analitisko svaru
(piemé&ram, MP Biomedicals razotais DNA Erase™) attirisanai
no piesarnojuma

2222, Aprikojums

2222.1. Analitiskie svari ar precizitati lidz 0,001 g

22222, Smalcinasanas ierice

22223. Termoprocesors reallaika PKR

22224, Mikrocentrifigas mégenu centrifuga

2222.5. Mikropipesu komplekts 1 pl lidz 1 000 pl lieliem pilieniem

2.2.22.6. Molekularas biologijas standarta plastmasas izstradajumi: mikro-
centrifigas mégenes, mikropipeSu plastmasas uzgali ar filtru,
termoprocesoram piemérotas plates

2222.7. Saldétavas paraugu un reagentu glabasanai
2.2.3. Paraugu pemSana un paraugu sagatavosana
2.23.1. Paraugu nemsSana

Izmanto reprezentativu paraugu, kas nemts saskana ar I pielikuma
izklastitajiem noteikumiem.

223.2. Paraugu sagatavoSana

Laboratorijas paraugu sagatavo$ana lidz pat DNS ekstrakcijai
atbilst Il pielikuma noraditajam prasibam. Vismaz 50 g parauga
nem pakartota parauga analizei un tad samal.

Paraugu sagatavo atseviska telpa, ko neizmanto DNS ekstrakcijai
un génu amplifikacijas reakcijam, ka aprakstits ISO 24276.

Sagatavo divus paraugus, no kuriem katrs sver vismaz 100 mg.

2.2.4. DNS ekstrakcija

DNS ekstrakeiju veic katram paraugam, kas sagatavots, izmantojot
SOP, ko izveidojusi un sava timekla vietné publicgjusi EURL-AP.

Saskana ar ISO 24276 katrai ekstrakcijas partijai veic divas ekstra-
kcijas kontroles:

— ckstrakcijas tuksa parauga kontroli,

— DNS ekstrakcijas pozitivo kontroli.

(") Saraksts ar Siem praimeriem un zondém katrai dzivnieku sugai, uz kuru ir vérsta analize,
ir pieejams EURL-AP timekla vietng.
(?) Funkcionalu Master Mix pieméri ir pieejami EURL-AP timekla vietng.
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2.2.5.

2.2.6.

2.2.6.1.

2.2.6.2.

Génu amplifikacija

Génu amplifikaciju veic, izmantojot katrai identific€jamajai sugai
apstiprinatas metodes. Minétas metodes ir noteiktas SOP, ko izvei-
dojusi un sava timekla vietné public&jusi EURL-AP. Lai novértétu
inhibiciju, katru DNS ekstraktu analizé vismaz divos dazados
atSkaidijumos.

Saskana ar ISO 24276 katrai mérka sugai veic divas amplifikacijas
kontroles:

— katrai PKR analizu partijai vai platei izmanto mérka DNS
pozitivo kontroli,

— katrai PKR analizu platei vai partijai izmanto amplifikacijas
reagenta kontroli (saukta arT par bezmatricas kontroli).

Rezultatu interpretésana un izteikSana

Zinojot par rezultatiem, laboratorija nordda vismaz analiz&to
paraugu svaru, izmantoto ekstrakcijas metodi, noteikSanas reizu
skaitu un metodes noteikSanas robezu.

Rezultatus neinterpreté un par tiem nezino, ja DNS ekstrakcijas
pozitiva kontrole un mérka DNS pozitivas kontroles nesniedz
pozitivus rezultatus par analiz€to mérki, bet amplifikacijas
reagenta kontrole ir negativa.

Ja divu paraugu rezultati ir nekonsekventi, atkarto vismaz génu
amplifikaciju. Ja laboratorijai ir aizdomas par to, ka nekonse-
kvences iemesls var bt DNS ekstrakti, pirms rezultatu interpre-
téSanas veic jaunu DNS ekstrakciju, kam seko génu amplifikacija.

Galigos rezultatus izsaka, integréjot un interpretéjot So divu
paraugu rezultatus saskana ar SOP, ko izstradajusi un sava timekla
vietné public&jusi EURL-AP.

Negativs rezultats
Par negativu rezultatu zino $adi:

iesniegtaja paraugd netika konstatéts X DNS (X ir dzivnieku suga
vai dzivnieku sugas grupa, uz kuru versta analize).

Pozitivs rezultats
Par pozitivu rezultatu zino $adi:

iesniegtaja parauga netika konstatéts X DNS (X ir dzivnieku suga
vai dzivnieku sugas grupa, uz kuru vérsta analize).
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Vil PIELIKUMS

METODE MAJPUTNU BARIBAS ENERGETISKAS VERTIBAS
APREKINASANAI

1. METODE ENERGETISKAS VERTIBAS APREKINASANAI UN IZTEIK-
SANAI

Majputnu baribas maisTjumu energétiska vértiba jaaprékina, izmantojot talak
izklastito formulu, pamatojoties uz noteiktu baribas analitisko komponentu
procentudlajam attiecibam. So vértibu izsaka megadzoulos (MJ) no viel-
mainas rezultata parveidotas energijas (ME), koriggjot to slapeklim, uz
vienu kilogramu baribas maisijuma:

MJ/kg ME = 0,1551 x % kopprotetna + 0,3431 x % jeltauku + 0,1669 x
% cietes + 0,1301 x % kop&jo cukuru (kas izteikti ka saharoze).

2. DEKLARETAJAM VERTIBAM PIEMEROJAMAS PIELAIDES

Ja oficiala parbaudé atklaj neatbilstibu (lielaku vai mazaku baribas energe-
tisko vértibu) starp parbaudes rezultatu un deklaréto energétisko veértibu, tad
minimala pielaujama pielaide ir 0,4 MJ/kg ME.

3. REZULTATA IZTEIKSANA

Pec ieprieks minétas formulas piemé&rosanas iegitais rezultats janorada lidz
vienam ciparam aiz komata.

4. PARAUGU NEMSANAS UN ANALIZES METODES

Baribas maisTjumu paraugu nemsana un analitisko komponentu satura noteik-
Sana, kas noradita aprékinasanas metodg, javeic attiecigi atbilstoSi Kopienas
paraugu nemsanas metodém un analizes metodém baribas oficialas kontroles
veiksanai.

Japieméro:

— jeltauku satura noteikSanai: III pielikuma H dala noteikta B procediira
jelellu un jeltauku noteikSanas metodei,

— cietes satura noteikSanai: III pielikuma L dala noteikta polarimetrijas
metode.

METODE KAKU UN SUNU BARIBAS SASTAVDALU UN BARIBAS
MAISIJUMU ENERGETISKAS VERTIBAS APREKINASANAI

Majputnu baribas sastavdalu un baribas maisijumu energgtiska vertiba jaaprékina
saskana ar EN 16967 “Dzivnieku bariba. Paraugu nemsSanas un analizes
metodes — Prognozgjosie vienadojumi vielmainas rezultata parveidotas energijas
aprekinasanai kaku un sunu baribas sastavdalas un baribas maistjumos (lolojum-
dzivnieku bariba), tostarp digtiskaja bariba
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IX PIELIKUMS

6. PANTA MINETAS ATBILSTIBAS TABULAS

Direktiva 71/250/EEK

Direktiva 71/250/EEK ST regula
1. panta pirma dala 3. pants
1. panta otra dala 2. pants

2. pants

3. pants

Pielikuma 1. dala
Pielikuma 2. dala
Pielikuma 3. dala
Pielikuma 4. dala
Pielikuma 5. dala
Pielikuma 6. dala
Pielikuma 7. dala
Pielikuma 9. dala
Pielikuma 10. dala
Pielikuma 11. dala
Pielikuma 12. dala
Pielikuma 14. dala
Pielikuma 16. dala

II pielikums

I pielikuma O dala
I pielikuma M dala
1I pielikuma N dala
I pielikuma Q dala
I pielikuma K dala

I pielikuma J dala
I pielikuma D dala

Direktiva 71/393/EEK

Direktiva 71/393/EEK $T regula
1. pants 3. pants
2. pants —
3. pants —

Pielikuma I dala

Pielikuma II dala
Pielikuma III dala
Pielikuma IV dala

I pielikuma A dala
I pielikuma E dala
I pielikuma P dala
I pielikuma H dala

Direktiva 72/199/EEK

Direktiva 72/199/EEK S1 regula
1. pants 3. pants
2. pants —
3. pants —
4. pants —

I pielikuma 1. dala
I pielikuma 2. dala
I pielikuma 3. dala
I pielikuma 4. dala
I pielikuma 5. dala
II pielikums

IIT pielikuma L dala
I pielikuma C dala

V pielikuma A dala
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Direktiva 73/46/EEK

Direktiva 73/46/EEK

Si regula

1. pants
3. pants
4. pants
I pielikuma 1. dala
I pielikuma 2. dala
I pielikuma 3. dala

3. pants

I pielikuma B dala

I pielikuma I dala

Direktiva 76/371/EEK

Direktiva 76/371/EEK

ST regula

1. pants
2. pants
3. pants

Pielikums

1. pants

I pielikums

Direktiva 76/372/EEK

Direktiva 76/372/EEK

St regula

1. pants
2. pants
3. pants

Pielikums

Direktiva 78/633/EEK

Direktiva 78/633/EEK

Si regula

1. pants
2. pants
3. pants
Pielikuma 1. dala
Pielikuma 2. dala
Pielikuma 3. dala

3. pants

IV pielikuma C dala

Direktiva 81/715/EEK

Direktiva 81/715/EEK

St regula

1. pants
2. pants
3. pants

Pielikums

Direktiva 84/425/EEK

Direktiva 84/425/EEK

Si regula

1. pants
2. pants
3. pants

Pielikums
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10.

11.

12.

13.

14.

Direktiva 86/174/EEK

Direktiva 86/174/EEK

ST regula

1. pants
2. pants
3. pants
Pielikums

4. pants

VII pielikums

Direktiva 93/70/EEK

Direktiva 93/70/EEK

St regula

1. pants
2. pants
3. pants

Pielikums

3. pants

IV pielikuma D dala

Direktiva 93/117/EK

Direktiva 93/117/EK

ST regula

1. pants
2. pants
3. pants
Pielikuma 1. dala

Pielikuma 2. dala

3. un 5. pants

IV pielikuma E dala

VIII pielikuma A dala

Direktiva 98/64/EK

Direktiva 98/64/EK

St regula

1. pants
2. pants
3. pants
4. pants
Pielikuma A dala

Pielikuma C dala

3. un 5. pants

I pielikuma F dala

VIII pielikuma B dala

Direktiva 1999/27/EK

Direktiva 1999/27/EK

Si regula

. pants
pants
pants
pants
pants

pants

e

. pants

Pielikuma A dala
Pielikuma B dala
Pielikuma C dala

3. un 5. pants

VIII pielikuma C dala
IV pielikuma F dala
VIII pielikuma D dala
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15.

16.

17.

Direktiva 1999/76/EK

Direktiva 1999/76/EK

ST regula

1. pants
2. pants
3. pants
4. pants

Pielikums

3. pants

IV pielikuma G dala

Direktiva 2000/45/EK

Direktiva 2000/45/EK

ST regula

1. pants
2. pants
3. pants
4. pants
Pielikuma A dala
Pielikuma B dala
Pielikuma C dala

3. pants

IV pielikuma A dala
IV pielikuma B dala
1I pielikuma G dala

Direktiva 2002/70/EK

Direktiva 2002/70/EK

St regula

1. pants
2. pants
3. pants
4. pants
5. pants
I pielikums

II pielikums

1. pants
2. un 3. pants

I pielikums un V pielikuma B dalas
I punkts

II pielikums un V pielikuma B dalas
II punkts

Direktiva 2003/126/EK

Direktiva 2003/126/EK

St regula

. pants
. pants
pants
pants
pants
. pants
Pielikums

N

3. pants

VI pielikums
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