Euroopa Liidu ET
Teataja L-seeria

2024[771 15.3.2024

KOMISJONI RAKENDUSMAARUS (EL) 2024/ 771,
29. veebruar 2024,

millega muudetakse méirust (EU) nr 152/2009, milles sitestatakse proovivétu- ja analiiiisimeetodid
s66da ametlikuks kontrolliks

(EMPs kohaldatav tekst)

EUROOPA KOMISJON,
vottes arvesse Euroopa Liidu toimimise lepingut,

vottes arvesse Euroopa Parlamendi ja ndukogu 15. martsi 2017. aasta médrust (EL) 2017/625, mis kasitleb ametlikku
kontrolli ja muid ametlikke toiminguid, mida tehakse eesmirgiga tagada toidu- ja soodaalaste Sigusnormide ning
loomatervise ja loomade heaolu, taimetervise- ja taimekaitsevahendite alaste &igusnormide kohaldamine, millega
muudetakse Euroopa Parlamendi ja ndukogu mairuseid (EU) nr 999/2001, (EU) nr 396/2005, (EU) nr 1069/2009, (EU)
nr 1107/2009, (EL) nr 1151/2012, (EL) nr 652/2014, (EL) 2016/429 ja (EL) 2016/2031, ndukogu méiruseid (EU)
nr 1/2005 ja (EU) nr 1099/2009 ning ndukogu direktiive 98/58/EU, 1999/74/EU, 2007/43/EU, 2008/119/EU
ja 2008/120/EU ning millega tunnistatakse kehtetuks Euroopa Parlamendi ja ndukogu méérused (EU) nr 854/2004 ja (EU)
nr 882/2004, ndukogu direktiivid 89/608/EMU, 89/662/EMU, 90/425/EMU, 91/496/EMU, 96/23/EU, 96/93/EU
ja 97/78[EU ja ndukogu otsus 92/438/EMU (ametliku kontrolli marus), (') eriti selle artikli 34 1diget 6,

ning arvestades jargmist:

(1)  Komisjoni madruses (EU) nr 152/2009 () on sitestatud proovivdtu- ja analiiiisimeetodid s66da ametlikuks
kontrolliks.

(2)  Mddrusega (EU) nr 152/2009 kehtestatud proovivdtu- ja analiiiisimeetodeid tuleks kohandada teadus- ja
tehnikaalaste teadmiste arengut silmas pidades. Kdesoleva miirusega tuleks teha mitu viikest muudatust, vottes
arvesse analiiiisimeetodi kohaldamisel saadud kogemusi, voi selgitada teatavaid sitteid.

(3)  Mddruses (EU) nr 152/2009 kirjeldatud proovivdtumeetod ei ole mikrobioloogilise saastumise kontrolliks sobiv ja
seetdttu jaetakse see médruse kohaldamisalast vilja. Kuna seda aga parast komisjoni maarusega (EL) nr 691/2013 (%)
tehtud muudatust enam kohaldamisalast sdnaselgelt vilja ei jaetud, tekitas see mdningast segadust ning seetdttu on
asjakohane see jille sdnaselgelt kohaldamisalast vilja jatta.

(4)  Pidades silmas seda, et sooda miuitik sidevahendite kaudu suureneb, on asjakohane kehtestada erisitted proovide
votmiseks soodakiitlejate poolt sel viisil miitigiks pakutavast soodast. Lisaks sitetele, mis kisitlevad analiiiitilist
modtemadramatust ja saagist soovimatute ainete suhtes analtitisimisel, tuleks sellised sitted kehtestada ka
soodalisandite sisalduse analiiiisimiseks, pidades silmas, et ka need sitted on sel juhul asjakohased. Vottes arvesse
téendeid selle kohta, et uurea médramiseks kasutatava analiiisimeetodi kohaldamine muudel juhtudel kui
soodalisandina kasutada lubatud uurea puhul annab valesid analuisitulemusi, tuleks tipsustada selle meetodi
kohaldamisala ja lisada teave meetodi hindamise ja vordlusuuringu tulemuste kohta.

(5)  Mitu madrusega (EU) nr 152/2009 kehtestatud analiiiisimeetodit tuleks vilja jitta, sest need ei kehti enam ettenihtud
otstarbel. Lenduvate limmastikaluste madramise analiiiisimeetod ja karbonaatide mairamise meetod tuleks vilja
jatta, sest liidu soodaalastes digusaktides ei ole enam Oiguslikku nduet sellist nduetele vastavust kontrollida.
Olemasolev diklasuriili madramise analiiiisimeetod sisaldab tehnilisi vigu ja seetdttu ei anna see usaldusvéirseid
analitisitulemusi. Seepdrast tuleks see asendada kohandatud meetodiga, mis on ndidanud usaldusvaarseid tulemusi.
Uued vaba gossiipoli ja gossiipoli iildsisalduse maidramise analiiiisimeetodid tdendasid, et mairusega (EU)

() ELTL95,7.4.2017,1k 1.

() Komisjoni 27. jaanuari 2009. aasta méarus (EU) nr 152/2009, milles sitestatakse proovivdtu- ja analiiiisimeetodid s66da ametlikuks
kontrolliks (ELT L 54, 26.2.2009, 1k 1).

() Komisjoni 19. juuli 2013. aasta mairus (EL) nr 691/2013, millega muudetakse miirust (EU) nr 152/2009 proovivdtu- ja
analiiiisimeetodite osas (ELT L 197, 20.7.2013, 1k 1).
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nr 152/2009 kehtestatud analiiiisimeetod, millega méaratakse vaba gossiipoli ja gossiipoli tildsisaldus, ei anna
usaldusvédrseid tulemusi ning tuleks seetdttu vilja jitta ja asendada viitega Euroopa standarditele (EN-standardid).
Analiitisimeetodid selliste lisandite ebaseadusliku sisalduse kontrollimiseks, mida ei ole enam lubatud séodas
kasutada, tuleks vilja jitta, sest sellest ajast alates on vélja todtatud tundlikumad sdelumis- ja analtitisimeetodid.

(6)  Lisaks kdesoleva mdiidruse lisades kirjeldatud analiiiisimeetoditele tuleks ametliku kontrolli puhul viidata
EN-standarditele.

(7)  Kuna komisjoni rakendusmadrusega (EL) 2021/2047 (‘) on lubatud kasutada uut s6ddalisandit amprooliumi, tuleks
midruse (EU) nr 152/2009 1V lisasse lisada analiiiisimeetod amprooliumi madramiseks.

(8)  Kuna midruse (EU) nr 152/2009 muudatused on olulised ja seotud selle lisade mitme sittega, on selguse huvides
asjakohane need lisad tervikuna asendada.

(9)  Kdesoleva mairusega ettendhtud meetmed on kooskdlas alalise taime-, looma-, toidu- ja s6dakomitee arvamusega,

ON VASTU VOTNUD KAESOLEVA MAARUSE:

Artikkel 1

Miiruse (EU) nr 152/2009 muutmine

Maéirust (EU) nr 152/2009 muudetakse jargmiselt.

(1) Artikli 1 esimene 16ik asendatakse jargmisega:
,S66da ametlikuks kontrolliks (vilja arvatud mikrobioloogilise saastumise kontrolliks), eriti sooda koostisosade
médramiseks, sealhulgas geneetiliselt muundatud organisme (GMO) sisaldavate vdi neist toodetud koostisosade,
Euroopa Parlamendi ja ndukogu méiruses (EU) nr 1831/2003 (*) maaratletud s66dalisandite ning Euroopa Parlamendi

ja ndukogu direktiivis 2002/32/EU (**) madratletud soovimatute ainete médramiseks, tuleb proove votta I lisas esitatud
meetoditega.

(*) Euroopa Parlamendi ja ndukogu 22. septembri 2003. aasta méirus (EU) nr 1831/2003 loomasddtades
kasutatavate so0dalisandite kohta (ELT L 268, 18.10.2003, k 29).

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

(2) Ilisa asendatakse kdesoleva méiruse I lisas esitatud tekstiga.

(3) IIlisa asendatakse kidesoleva maaruse II lisas esitatud tekstiga.
(4) I lisa asendatakse kdesoleva maaruse III lisas esitatud tekstiga.
(5) IV lisa asendatakse kdesoleva mairuse IV lisas esitatud tekstiga.
(6) V lisa asendatakse kdesoleva mddruse V lisas esitatud tekstiga.
(7) VI lisa asendatakse kidesoleva mairuse VI lisas esitatud tekstiga.
(8) VII lisa jdetakse vilja.

(*) Komisjoni 23. novembri 2021. aasta rakendusmdairus (EL) 2021/2047, millega antakse luba kasutada amprooliumvesinikkloriidi
(COXAM) broilerkanade ja noorkanade soodalisandina (loa hoidja: HuvePharma NV) (ELT L 418, 24.11.2021, lk 13).
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Artikkel 2

Joustumine

Kéesolev maarus joustub kahekiimnendal paeval parast selle avaldamist Euroopa Liidu Teatajas.

Kéesolev mdarus on tervikuna siduv ja vahetult kohaldatav kéikides litkmesriikides.

Briissel, 29. veebruar 2024

Komisjoni nimel
president
Ursula VON DER LEYEN
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ILISA

J LISA

PROOVIVOTUMEETODID

1. EESMARK JA KOHALDAMISALA

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

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

Kui vaatlusel vdi muu asjakohase teabe pdhjal ilmneb, et osa samast soodapartiist on erineva kvaliteediga,
eraldatakse sellised osad ja neid kisitletakse kui alampartiisid. Kui so6dapartiid ei ole voimalik jagada
alampartiideks, tuleb seda kisitada tihe partiina, kuid selle kohta tuleb teha mirkus proovivotuaruandesse.

Kui tehakse kindlaks, et kdesoleva mairuse sitete kohaselt vdetud s66daproov ei vasta ELi nduetele ja kui tegemist
on sama tooteklassi voi -liigi soodapartii osaga, siis tuleb eeldada, et kogu selle partii s66t ei vasta nduetele, vilja
arvatud juhul, kui iiksikasjaliku hindamise kiigus ei ilmne tdendeid selle kohta, et iilejadnud osa partiist ei vasta
ELi nduetele.

Proovivott voib hdlmata ka so6ta, mida soodakiitlejad pakuvad miitigiks sidevahendite kaudu vastavalt Euroopa
Parlamendi ja ndukogu mddruse (EU) nr 767/2009 () artikli 11 Idikele 3. Sidevahendite kaudu miiiigiks
pakutavast soodast voetakse proove pohimotteliselt vastavalt kidesolevas lisas esitatud punktidele. Konkreetseid
kaugmiitigitoodetest proovi votmise aspekte kirjeldatakse 11. punktis.

2. MOISTED

— Partii: identifitseeritav sd6dakogus, millel on ithised tunnused nditeks piritolu, sort, pakendi tiiiip, pakendaja,
kaubasaatja vdi mdrgistus; tootmisprotsessi kontekstis on partii toodanguithik, mida toodetakse samas
ettevottes ithesuguseid tootmisparameetreid jirgides, voi mitu sellist ihikut, kui need on toodetud jirjest ja
koos ladustatud.

— Proovipartii: partii voi identifitseeritav osa partiist voi alampartiist.

— Pitseeritud proov: proov, mis on pitseeritud niimoodi, et on vilistatud juurdepdis proovile ilma pitserit
purustamata vdi eemaldamata.

— Uksikproov: proovipartii ithest punktist voetud kogus.
— Koondproov: iihe ja sama proovipartii itksikproovidest kogutud proov.
— Vihendatud proov: koondproovi osa, mis on saadud koondproovi esindava vahendamise teel.

— Lopp-proov: (segatud) koondproovi, vihendatud proovi vdi homogeenitud koondproovi osa, soltuvalt
kontrolli liigist (vt punkt 9.4).

— Laboratoorne proov: laboris kasutamiseks ettendhtud proov (mis on toimetatud laborisse), mis voib olla 16pp-
proov, vihendatud proov v&i koondproov.

— Kaugmiitigitoote proov: sidevahendite kaudu miiiigiks pakutava so6da partiist voetud proov.

() Euroopa Parlamendi ja ndukogu 13. juuli 2009. aasta médrus (EU) nr 767/2009 sddda turuleviimise ja kasutamise kohta, millega

muudetakse Euroopa Parlamendi ja ndukogu mddrust (EU) nr 1831/2003 ning tunnistatakse kehtetuks ndukogu
direktiivid 79/373/EMU, 82/471/EMU, 83/228/EMU, 93/74/EMU, 93/113[EU ja 96/25/EU, komisjoni direktiiv 80/511/EMU ning
komisjoni otsus 2004/217EU (ELT L 229, 1.9.2009, Ik 1).
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4.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.1.1.

4.2.1.2.

4.2.2.

4.2.3.

ULDSATTED
— Proove peavad votma isikud, keda on selleks volitanud padev asutus.
— Kaugmiitigitoote proovi jaoks palub pidev asutus soodakiitlejalt sidevahendite kaudu teatavat soodakogust.

— Proov tuleb pitseerida niimoodi, et oleks vilistatud juurdepdds proovile ilma pitserit purustamata voi
eemaldamata.

Pitser peab olema selgelt identifitseeritav ja hasti ndhtav.

— Proovi tunnusandmed: proov tuleb kustumatult mérgistada ja niimoodi identifitseerida, et see oleks selgelt
seostatav proovivotuaruandega.

— Igast koondproovist voi vihendatud proovist tuleb votta vihemalt jirgmised 16pp-proovid: iiks proov
kontrollimiseks (tditemenetluseks) ja iiks so6dakiitlejale (apellatsiooniks). Lisaks voib votta veel ithe
vordlusproovi. Kui kogu koondproov homogeenitakse, voetakse 16pp-proovid homogeenitud koondproovist,

vilja arvatud juhul, kui see on vastuolus litkmesriikides s66dakiitleja diguste kohta kehtivate eeskirjadega.

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

— voimaldavad pidevate asutuste tootajatele juurdepddsu nende kontrolli all olevatele seadmetele, tehes
sealhulgas vajaduse korral kittesaadavaks nduetekohased proovivotuseadmed ja isikukaitsevahendid;

— abistavad pidevate asutuste tOGtajaid ja teevad nendega koostood, et vdimaldada proovide votmist,
sealhulgas tagades padevate asutuste tootajatele juurdepddsu soodale.

SEADMED

Proovivotuseadmed peavad olema materjalist, mis ei saasta tooteid, millest proove vdetakse. Korduvaks
kasutamiseks ettendhtud seadmed peavad olema kergesti puhastatavad, et hoida 4ra ristsaastumist.

Soovitatavad seadmed proovide votmiseks tahkest s6odast.

Kdsitsi proovivotmine

Lamedapdhjaline piististe servadega proovivotukiihvel.

Proovivotupuur pika ava voi lahtritega. Proovivitupuuri mddtmed peavad vastama proovipartii niitajatele
(mahuti siigavus, koti mddtmed jms) ja soodaosakeste suurusele.

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

Mehaaniline proovivotmine

Laaditavast sodast proovide votmiseks voib kasutada asjakohaseid mehaanilisi proovivotuseadmeid. Mehaanilisi
proovivituseadmeid loetakse sobivaks, kui proove vdetakse kogu s66davoo labildikest.

Suure kiirusega litkuvast s66dast vdib proove votta automaatse seadmega.

Jaotur

Esindavalt vihendatud proovide valmistamiseks tuleks vdimaluse ja vajaduse korral kasutada seadet, millega
jagatakse proov ligikaudu vordseteks osadeks.
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5. UKSIKPROOVIDE ARVU NOUDED

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

— Proovipartii suurus peab olema selline, et proove oleks vdimalik vdtta kdikidest proovipartii osadest.

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

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

— Kui s66dakiitleja peab kehtivate digusaktide kohaselt tditma kdesoleva méddruse ndudeid seoses kohustusliku
seirega, voib ta kalduda korvale kidesolevas punktis esitatud koguselistest nduetest, et vStta arvesse tegevuse
iseloomulikke nditajaid, tingimusel et soodakditleja on pidevale asutusele rahuldavalt tdendanud, et
kdnealune proovivotumenetlus on sama esindav, ja kui ta on saanud padevalt asutuselt sellekohase loa.

— Kui koguselisi ndudeid silmas pidades ei ole voimalik kasutada kirjeldatud proovivotumeetodit, kuna partii
kahjustamise tttu kaasneksid sellega vastuvdetamatud kaubanduslikud tagajirjed (seoses pakkimisviisiga,
veovahendiga, ladustamisviisiga vms), vdib erandjuhul kohaldada teistsugust proovivotumeetodit, kui see on
sama esindav ning kui kogu menetlust tapselt kirjeldatakse ja dokumenteeritakse.

5.1. So6das iihtlaselt jaotunud ainete voi toodete kontrollimiseks vdetavate iiksikproovide arvu nduded

5.1.1.  Lahtine tahke soot

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

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

5.1.2.  Lahtine vedel soit

Proovipartii suurus Viahim tiksikproovide arv
< 2,5 tonni vi < 2 500 lijtrit 4%
> 2,5 tonni voi > 2 500 liitrit 7 ()

(*) Kui vedelikku ei saa homogeenida, tuleb votta rohkem iiksikproove.
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5.1.4.

5.2.

Pakendatud soot

Soot (tahke ja vedel) voib olla pakendatud kottidesse, kanistritesse, mahutitesse jne, millele jirgmises tabelis
viidatakse kui pakkeithikutele. Suurtest pakkeiihikutest (> 500 kg voi liitrit) tuleb vdtta proove lahtise sooda
kohta kehtivate sitete kohaselt (vt punktid 5.1.1 ja 5.1.2).

P N Vihim pakkeiihikute arv, millest tuleb votta (vahemalt) ks
rOOleartll suurus ﬁkSikprOOV (*)
1-20 pakkeithikut 1 pakkeiihik (**)
21-150 pakkeiihikut 3 pakkeiihikut (**)
151-400 pakkeithikut 5 pakkeiihikut (**)
> 400 pakkeiithikut 14 korda \ (proovipartii moodustavate pakkeiihikute arv) (**), kuid
kuni 40 pakkeiihikut

(*)  Kui pakkeithiku avamine voib analiiiisi tulemust mdjutada (nt riknevad vedelad s66dad), loetakse avamata iihik itheks
iiksikprooviks.

(**)  Kui pakkeithiku netomass on kuni 1 kg vdi 1 liiter, loetakse iiksikprooviks ithe originaalithiku sisu.

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

Soodabriketid ja lakukivid

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

Kui iga briketi v6i lakukivi kaal on kuni 1 kg, loetakse iiksikprooviks iihe kivi voi briketi sisu.

Koresoot
Proovipartii suurus Vihim iiksikproovide arv (*)
< 5 tonni 5
> 5 tonni V (5 korda proovipartii suurus tonnides) (*), kuid kuni 40
iiksikproovi

(*) Margitakse, et teatavatel juhtudel (nt silo korral) ei ole véimalik vdtta ndutavat arvu iiksikproove, ilma et sellega ei tekitataks
partiile vastuvdetamatut kahju. Sel juhul v6ib kasutada muud proovivotumeetodit ning juhised sellistest partiidest proovide
votmiseks on vilja tootatud ning kittesaadavad jargmisel veebiaadressil: https://food.ec.europa.cu/system/files/2016-10/
animal-feed-guidance_documents_691_2013_en.pdf

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

Uksikproovide arvu nduded juhul, kui kontrollitavad koostisosad v6i ained on sdddas tdenioliselt
ebaiihtlaselt jaotunud

Kdnealused iiksikproovide proovide arvu nduded kehtivad jargmistel kontrollijuhtudel:

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

— ristsaastumine, mille on pShjustanud koostisosa, sealhulgas geneetiliselt muundatud materjal, voi aine, mis
eeldatavasti voib olla s66das ebaiihtlaselt jaotunud.

Kui kontrollival asutusel on tugev kahtlus, et selline ebaiihtlane jaotumine esineb segasooda koostisosa voi aine
ristsaastumise korral, vdib vdtta proove jargmises tabelis esitatud arvul.
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Proovipartii suurus Viahim iiksikproovide arv
< 80 tonni Vt arvunduded punktis 5.1. Uksikproovide arv tuleb korrutada
2,5-ga.
> 80 tonni 100
5.3. Proovide arvu nduded viga suurte partiide iiksikproovide korral

Viga suurte proovipartiide korral (proovipartii > 500 tonni) on vdetavate iiksikproovide arv 40 iksikproovi + v
tonnide arv, kui ained voi tooted on iihtlaselt jaotunud kogu so6das, voi 100 iiksikproovi + V tonnide arv, kui

koostisosad voi ained on ebaiihtlaselt jaotunud kogu s66das.

6. KOONDPROOVI KOGUSELISED NOUDED

Noutav on itks koondproov proovipartii kohta.

Sooda liik

Koondproovi vihim kogus (¥) (**)

6.1. Lahtine s66t 4 kg;

6.2. Pakendatud soot: 4 kg ()

6.3. Vedel voi poolvedel s66t: 4 liitrit

6.4. Soodabriketid voi lakukivid:

6.4.1. igaiiks kaaluga iile 1 kg 4 kg;

6.4.2. igaiiks kaaluga kuni 1 kg Nelja originaalbriketi v6i -kivi kaal

6.5. Koreso6t/kuivs66t 4 kg (%)

* Kui s66t, millest vOetakse proove, on viga véirtuslik, voib votta vdiksema arvu koondproove, tingimusel, et see on
proovivdtuaruandes kirjeldatud ja dokumenteeritud.

(**)  Vastavalt komisjoni 24. juuni 2011. aasta mdirusele (EL) nr 619/2011, milles sitestatakse proovivdtu- ja
analiiisimeetodid sooda ametlikuks kontrolliks sitetele seoses sellise geneetiliselt muundatud materjali olemasoluga,
mille loa taotlemine on menetlemisel voi mille luba on aegunud (ELT L 166, 25.6.2011, Ik 9), peab geneetiliselt
muundatud materjali leidumise kontrollimise koondproovis sisalduma vihemalt 35 000 seemet/tera. Seega peab maisi
puhul olema koondproov vahemalt 10,5 kg ja sojaoa puhul 7 kg. Teiste seemnete ja terade puhul, nagu oder, hirss, kaer,
riis, nisu ja raps, on koondproov 4 kg ja sisaldab rohkem kui 35 000 seemetjtera.

**¥)  Pakendatud s66da puhul, soltuvalt pakkeiihikute suurusest, ei tarvitse olla vdimalik saada 4 kg suurust koondproovi.

(***¥) Madala eritihedusega kores66da (nt hein, pohk) puhul ei tohi koondproov olla vdiksem kui 1 kg.

7. LOPP-PROOVI KOGUSELISED NOUDED

Lopp-proovid

Analiiiisida tuleb vdhemalt tiht 16pp-proovi. Analiiiisitavas 16pp-proovis sisalduv kogus ei tohi olla viiksem
jargmistest nditajatest:
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8.1.

8.2.

8.2.1.

Vedel vi poolvedel soot 500 ml (¥

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

(*  Kui koondproov on marksa viiksem kui 4 kg voi liitrit (vt punkti 6 allmédrkus), voib votta ka vdiksema 16pp-proovi,
tingimusel, et seda kirjeldatakse ja see dokumenteeritakse proovivotuaruandes.

(***)  Pestitsiidijadkide madramiseks kaunviljas, teraviljas ja pdhklipuu viljades peab 16pp-proovi miinimumkogus olema
komisjoni 11. juuli 2002. aasta direktiivi 2002/63/EU (millega kehtestatakse ithenduse proovivétumeetodid taimsetes ja
loomsetes saadustes sisalduvate ja nende pinnal esinevate pestitsiidide jidkide ametlikuks kontrollimiseks ning
tunnistatakse kehtetuks direktiiv 79/700/EMU (EUT L 187, 16.7.2002, Ik 30)) sitete kohaselt 1 kg.

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

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

Uldpohimétted

Kui partii ladustamine vi transportimine ei voimalda votta iiksikproove kogu partiist, tuleks eelistatult votta
sellisest partiist proove laadimise ajal.

Suurtesse so0da hoidmiseks ettendhtud ladudesse tuleks soovitada soodakditlejatel paigaldada (automaatsed)
proovivituseadmed, millega on voimalik vdtta proove kogu ladustatud partiist.

Kui proove vdetakse kdesolevas punktis kirjeldatud viisil, tuleb soodakditlejat voi tema esindajat teavitada
proovivotumenetlusest. Kui soodakditleja voi tema esindaja seab kahtluse alla kdnealuse proovivétumeetodi, peab
soodakditleja voi tema esindaja lubama padeval asutusel votta proove kogu partiist soodakaitleja kulul.

Laevaga transporditavad suured partiid

Laevaga transporditavast partiist liikuvast tootest proovide votmine
Suurtest partiidest, mida transporditakse laevaga, voetakse eelistatult proove laadimise ajal (kui toode on litkuv).

Proove vdetakse igast lastiruumi osast, mida on voimalik fuisiliselt eraldada. Selliseid lastiruumi osi aga
tithjendatakse osaliselt iiksteise jarel nii, et hoidlasse laadimisel kaob partii osade algne fuiisiline eraldatus. Proove
voib votta kas algse fiiiisilise eraldatuse olukorras voi parast lattu viimist.

Laeva lossimine voib kesta mitu pdeva. Proove tuleks tavaliselt votta korraparaste ajavahemike jirel kogu lossimise
ajal. Alati ei ole aga mdistlik ega asjakohane, et ametlik inspektor on proovivétuks kohal kogu lossimise ajal.
Seepérast on lubatud vdtta proove kogu partii mingist osast. Uksikproovide arv mairatakse vastavalt proovipartii
suurusele.

Kui proovid vdetakse soodast, mis on sama klassi voi sama kirjeldusega soodapartii osa ja kui on kindlaks tehtud,
et kdnealune alampartii ei vasta ELi nduetele, tuleb eeldada, et kogu partii s66t on tihesugune, vilja arvatud juhul,
kui iiksikasjaliku hindamise kiigus selgub, et puuduvad tdendid selle kohta, et iilejadnud osa partiist ei vasta ELi
nduetele.

Ka siis, kui ametlikud proovid vdetakse automaatselt, on inspektori kohalolek vajalik. Kui proovid vdetakse
automaatselt ja vastavalt eelnevalt kindlaks mairatud niitajatele, mida ei saa muuta proovide vdtmise ajal, ning
kui tiksikproovid kogutakse pitseeritavasse anumasse, nii et sedasi hoitakse dra igasugused pettused, peab
inspektor olema kohal ainult proovivatu alguses, iga kord, kui proovianumat vahetatakse, ja proovivotu 18pus.
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8.2.2.  Laevaga transporditavast partiist liikumatust tootest proovide votmine

Kui proove voetakse liikkumatust tootest, tuleb kasutada sama menetlust, mis on ette nahtud iilalt ligipddsetavatest
ladudest (s66da tornhoidlatest) proovide votmiseks (vt punkti 8.4.1).

Proove tuleb vdtta partii (lastiruumi) ligipddsetavast osast (iilalt). Uksikproovide arv maiiratakse vastavalt
proovipartii suurusele. Kui proovid vdetakse soodast, mis on sama klassi v&i sama kirjeldusega soodapartii osa ja
kui on kindlaks tehtud, et kdnealune alampartii ei vasta ELi nduetele, tuleb eeldada, et kogu partii s6ot on
tthesugune, vilja arvatud juhul, kui iiksikasjaliku hindamise kaigus selgub, et puuduvad tdendid selle kohta, et
iilejadnud osa partiist ei vasta ELi nduetele.

8.3. Proovide votmine laos hoitavast suurest partiist

Proove tuleb vdtta partii ligipddsetavast osast. Uksikproovide arv méiratakse vastavalt proovipartii suurusele. Kui
proovid vdetakse s60dast, mis on sama klassi voi sama kirjeldusega sd6dapartii osa ja kui on kindlaks tehtud, et
konealune alampartii ei vasta ELi nduetele, tuleb eeldada, et kogu partii soot on tihesugune, vilja arvatud juhul,
kui iiksikasjaliku hindamise kiigus selgub, et puuduvad tdendid selle kohta, et iilejééinud osa partiist ei vasta ELi
nduetele.

8.4. Proovide votmine hoidlatest (tornhoidlad)

8.4.1.  Proovide votmine iilalt (kergesti) ligipddsetavatest mahutitest

Proove tuleb vdtta partii ligipadsetavast osast. Uksikproovide arv méératakse vastavalt proovipartii suurusele. Kui
proovid vdetakse soodast, mis on sama klassi voi sama kirjeldusega soodapartii osa ja kui on kindlaks tehtud, et
kdnealune alampartii ei vasta ELi nouetele, tuleb ecldada, et kogu partii s66t on ithesugune, vilja arvatud juhul,
kui iiksikasjaliku hindamise kiigus selgub, et puuduvad tdendid selle kohta, et iilejddnud osa partiist ei vasta ELi
nduetele.

8.4.2.  Proovide vdtmine hoidlatest, millele puudub juurdepdds iilalt (suletud mahutid)

8.4.2.1. Hoidlad, millele puudub juurdepiis iilalt (suletud mahutid), mahuga > 100 tonni

Sellistest mahutitest ei ole vdimalik paigalseisvast s69dast proove votta. Kui on vaja proove votta mahutis olevast
soodast, mida ei saa liigutada, tuleb kiitlejaga kokku leppida, et ta teatab, kui mahutist hakatakse s66ta vilja
laadima, et siis soodast proove votta.

8.4.2.2. Hoidlad, millele puudub juurdepiis ilalt (suletud mahutid), mahuga < 100 tonni

Proovivotuks tuleb anumasse votta 50-100 kg toodet ja proove tuleb votta sellest kogusest. Koondproovi suurus
soltub kogu partii suurusest ning iiksikproovide arv sdltub proovivdtuks anumasse vdetud toote kogusest. Kui
proovid voetakse s66dast, mis on sama klassi voi sama kirjeldusega so6dapartii osa ja kui on kindlaks tehtud, et
kdnealune alampartii ei vasta ELi nduetele, tuleb eeldada, et kogu partii soot on tihesugune, vilja arvatud juhul,
kui iiksikasjaliku hindamise kiigus selgub, et puuduvad tdendid selle kohta, et iilejddnud osa partiist ei vasta ELi
nouetele.

8.5. Proovide votmine suurtes suletud mahutites olevast lahtisest soodast

Sellistest partiidest saab sageli proove votta alles siis, kui toode on vilja laaditud. Monikord ei ole vdimalik toodet
vilja laadida impordi- v6i kontrollipunktis ja proove tuleb vdtta viljalaadimiskohas.

9. PROOVIDE VOTMISE, ETTEVALMISTAMISE JA PAKENDAMISE JUHISED

9.1. Uldsitted

Proovid tuleb votta ja ette valmistada liigse viivituseta ning vdtta toote muutumise ja saastumise valtimiseks
vajalikud ettevaatusabindud. Toovahendid ja -pinnad ning proovide hoidmiseks ettendhtud anumad peavad
olema puhtad ja kuivad.
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9.2.

9.2.1.

9.2.2.

9.2.3.

9.2.4.

9.2.5.

9.3.

9.4.

Uksikproovid

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

Uksikproov peab olema vihemalt 100 g vdi madala eritihedusega koresdda puhul 25 g.

Kui punktis 8 sitestatud proovivotueeskirjade kohaselt tuleb votta vihem kui 40 iiksikproovi, madratakse
tiksikproovi suurus vastavalt ndutava koondproovi suurusele (vt punkti 6).

Kui proove vetakse viikestest pakendatud s66da partiidest, mille puhul on vaja vdtta viike arv iiksikproove, peab
tiksikproov olema iihe originaalpakkeiihiku sisu, kui pakkeiihik ei ole suurem kui 1 kg voi 1 1.

Kui s66dapakendid on viikesed (nt < 250 g), sdltub iiksikproovi suurus pakendi suurusest.

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

Lahtine soot

Vajaduse korral voib proove votta partii liitkumise (peale- vdi mahalaadimise) ajal.

Pakendatud so6t
Pirast seda, kui proovivdtmiseks on 5. punkti kohaselt vajalik arv pakendeid vilja valitud, vdetakse puuri voi

kithvli abil osa iga pakendi sisust. Vajaduse korral vdetakse proovid pirast seda, kui pakendid on iikshaaval
tithjendatud.

Homogeenne vdi homogeenitav vedel vdi poolvedel siot

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

Uksikproove vdib vtta mahutite tiihjendamise ajal.

Mittehomogeenitav vedel vdi poolvedel soot

Pirast seda, kui proovivdtmiseks on 5. punkti kohaselt vajalik arv mahuteid vilja valitud, vdetakse proovid eri
tasemetelt.

Proove voib vdtta ka mahutite tithjendamise ajal, kuid mitte esimestest kihtidest.

Mdlemal juhul peab vdetav kogus olema vahemalt 10 liitrit.

Soodabriketid ja lakukivid
Pirast seda, kui proovivétmiseks on 5. punkti kohaselt vajalik arv brikette voi kive vélja valitud, vdetakse osa igast
briketist voi kivist. Kui on kahtlusi, et kivi voi brikett ei ole iihtlase koostisega, voetakse prooviks kogu brikett voi

kivi.

Kui iga briketi v&i lakukivi kaal on kuni 1 kg, loetakse tiksikprooviks ithe kivi voi briketi sisu.

Koondproovide ettevalmistamine

Uhtne koondproov saadakse iiksikproovide kokkusegamise abil.

Lopp-proovide ettevalmistamine

Koondproovi materjal segatakse hoolega (2).

() Koik titkid purustatakse (vajaduse korral voetakse need proovist vilja ja pannakse parast purustamist tagasi).
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Iga proov pannakse sobivasse mahutisse/anumasse. Tuleb votta kdik vajalikud ettevaatusabindud, et viltida
muutusi proovi koostises, saastumist voi voltsimist, mis voivad tekkida transportimise voi ladustamise ajal.

9.4.1.  Uhtlaselt jaotunud ained

Kui kontrollitakse soota, milles koostisosad voi ained on iihtlaselt jaotunud, vdib koguda esindava vihendatud
koondproovi, mille suurus on viahemalt 2,0 kg vdi 2,0 | (vihendatud proov), (*) kasutades eelistatult mehaanilist
vOi automaatjaoturit. Et kontrollida pestitsiidide jadke kaunviljades, teravilja terades ja pahklipuu viljades, peab
vihendatud proovi suurus olema vihemalt 3 kg. Kui s66da olemus ei vdimalda jaoturit kasutada vdi kui jaoturit
ei ole, tuleb proovi vihendada kvarteerimismeetodil.

Koondproovist voi vihendatud proovidest voetakse enam-vihem ithesuurused ja 7. punkti koguselistele nduetele
vastavad 10pp-proovid (kontrollproov, apellatsiooniproov ja véimalik vordlusproov).
9.4.2.  Ebaiihtlaselt jaotunud ained

Kui kontrollitakse koostisosi, sealhulgas geneetiliselt muundatud materjali, vdi aineid, mis vdivad olla soodas
ebaiihtlaselt jaotunud, peab koondproov olema:

i) tdielikult homogeenitud. Seejdrel voetakse homogeenitud koondproovidest enam-vihem iihesuurused ja 7.
punkti koguselistele nduetele vastavad 16pp-proovid (kontrollproov, apellatsiooniproov ja vdimalik
vordlusproov); voi

ii) vdhendatud suuruseni vihemalt 2 kg voi 2 1 () mehaanilise voi automaatjaoturiga; kui sd6da olemuse tottu ei
ole vdimalik jaoturit kasutada, voib proovi vihendada ka kvarteerimismeetodil. Et kindlaks teha geneetiliselt
muundatud materjali olemasolu vastavalt méirusele (EL) nr 619/2011, peab vihendatud proovis olema
vihemalt 35000 seemet/tera, et sellest saaks vihemalt 10 000 seemet/tera sisaldava kontrollproovi,
apellatsiooniproovi ja véimaliku vordlusproovi (vt 6. punkti allmérkus (**) ja 7. punkti allmarkus (¥)).

Vahendatud proovist vdetakse enam-vihem ithesuurused ja 7. punkti koguselistele nduetele vastavad 16pp-
proovid.

9.5. Proovi pakendamine

Mahutid ja pakendid peavad olema pitseeritud niimoodi, et ilma pitserit I16hkumata ei oleks voimalik neid avada.
Pitser peab hdlmama kogu margist. Teine vGimalus on, et pitser pannakse sellisesse anumasse v3i mahutisse,
mille saab sulgeda nii, et seda ei ole vdimalik purustamata avada, ja millega vilditakse mahutifanuma korduvat
kasutamist.

9.6. Proovide saatmine laborisse

Proov koos analiiiisiks vajaliku teabega tuleb viivitamata saata kindlaksmaaratud laborisse analiitisimiseks.

10. PROOVIVOTUARUANNE
Iga proovivdtu kohta tuleb teha aruanne, mis vdimaldab iga proovipartiid ja selle suurust itheselt kindlaks teha.
Aruandesse tuleb kanda ka koik kdrvalekalded kdesolevas maidruses sitestatud proovivotumenetlusest.

Aruanne tuleb teha kittesaadavaks nii ametlikule kontrollilaborile kui ka soodakiitlejale jafvdi soodakiitleja
mdiratud laborile.

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

— Kaugmiiiigitoote proovi jaoks palutakse soodakiitlejalt so6ta sidevahendite kaudu. Sel juhul ei pea padev

asutus so6ta kiisides end soodakiitleja jaoks ametlikult identifitseerima ning vdib esineda variisikuna.

Kaugmiitigitoote koondproovi ja 16pp-proovid peavad votma selleks volitatud isikud kohe parast saadetise
kittesaamist. Koondproovi moodustamiseks tuleb kogu saadud kogusest juhuslikult ja sihtlaselt votta sobiv
arv iiksikproove ja hoolikalt segada/homogeenida, jargides nii palju kui vdimalik punktis 5 ning punktides
9.2 ja 9.3 esitatud pShimotteid. Kui so6t on iiksikpakendites, tuleks saada vahemalt neli pakendit, millest
tuleb votta vahemalt iiks iiksikproov. Kui monel juhul peaks selguma, et saadud pakendid on pirit eri
partiidest, tuleb prooviks valitavate pakendite arvu vihendada ja piirduda nende pakenditega, mis on pirit
samast partiist. Kui kaugmiiiigitoote proovi analiiiisitakse s6odas ebaiihtlaselt jaotunud koostisosade voi
ainete suhtes, peab iiksikproovide arv olema vihemalt 2,5 korda suurem s66das thtlaselt jaotunud ainete
suhtes analiiiisitavate proovide arvust.

Koondproovist vietakse vastavad 16pp-proovid (kontrollproov, apellatsiooniproov ja vdimalik vordlusproov),
jargides nii palju kui vdimalik punktis 9.4 esitatud pdhimdtteid, ning proovivétuaruandes margitakse, et
tegemist on kaugmiiiigitoote prooviga. Seejdrel teavitab padev asutus soodakditlejat kohe proovide votmisest.
Soodakditlejat teavitatakse ka sellest, et padev asutus sdilitab kindlaksmairatud kohas vdimaluse korral ithe
proovi (apellatsiooniproov) apellatsiooniks vdi saadab selle soodakiitlejale voi soodakiitleja madratud
laborile vastavalt kehtivatele siseriiklikele digusnormidele.

Kui proov saadetakse otse ametlikku laborisse, peavad 16pp-proovi laboris ette valmistama ja pitseerima
selleks volitatud isikud v6i tuleb seda teha selliste isikute juuresolekul. Kaugmiiiigitoodet kisitlev
proovivdtuaruanne tuleb saata kohe pérast 10pp-proovi moodustamist padevale asutusele, kes teavitab
soodakditlejat proovide votmisest.

Ollakse seisukohal, et soodakiitleja poolt padevale asutusele tarnitud kogus kujutab endast sama tooteklassi
voi -liigi s6ddast koosneva partii osa. Vastavalt Euroopa Parlamendi ja ndukogu méaruse (EU) nr 178/2002 ()
artiklile 15 eeldatakse ka kaugmiiiigitoote proovi puhul, et kui soodachutusnduetele mittevastavaks
tunnistatud s66t on sama tooteklassi voi -liigi soodast koosneva partii voi kaubasaadetise osa, siis ei vasta
kogu selle partii vdi kaubasaadetise s66t nduetele, vilja arvatud juhul, kui tiksikasjaliku hindamise jdrel
puuduvad tdendid selle kohta, et iillejddnud osa partiist voi saadetisest ei vasta soodaohutusnduetele.”

() Euroopa Parlamendi ja ndukogu 28. jaanuari 2002. aasta méérus (EU) nr 178/2002, millega sitestatakse toidualaste Sigusnormide
iildised pohimotted ja nduded, asutatakse Euroopa Toiduohutusamet ja kehtestatakse toidu ohutusega seotud menetlused (EUT L 31,
1.2.2002, Ik 1).
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II'LISA

JILISA
SOODA ANALUUSIMEETODITE ULDSATTED
A. PROOVIDE ETTEVALMISTAMINE ANALUUSIKS

1. Eesmirk

Kéesolevas lisas kirjeldatud menetlused on ette ndhtud kontrollilaboritesse saadetud proovide ettevalmistamiseks
analiiiisiks parast proovi votmist kooskolas I lisa sitetega.

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

Lisaks kiesolevas lisas kirjeldatud menetlustele jargitakse standardiga EN ISO 6498 ette nihtud proovide
ettevalmistamise suuniseid.
2. Ettevaatusabindud

Proovide ettevalmistamine soltub kasutatavatest analiiiisimeetoditest ning koostisosadest ja ainetest, mida on vaja
uurida. Seepdrast on vidga oluline, et proov valmistataks ette vastavalt kasutatavale analiiisimeetodile ning
koostisosadele ja ainetele, mida on vaja uurida.

Kaik vajalikud toimingud tuleb teha nii, et valtida proovi saastumist ja selle koostise muutumist.

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

Kuumuse suhtes eriti tundlikku soo6ta soovitatakse jahvatada kisitsi. Samuti tuleb tagada, et seadmed ise ei oleks
saastumisallikaks.

Proovi homogeenimine viisil, mil sellest valmistatakse suurel nihkekiirusel koos veega puderjas mass, on teatavatel
juhtudel, eriti ebaiihtlaselt jaotunud keemiliste ainete korral, andnud homogeensemaid osaproove kui
kuivhomogeenimine/jahvatamine. Ka piisava kuivjahvatamise teel homogeenimine v6ib anda homogeenseid
osaproove.

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

Kui proovi ei ole vdimalik ette valmistada nii, et selle niiskusesisalduses oluliselt ei muutu, mdairatakse
niiskusesisaldus enne ja parast ettevalmistamist III lisa A osas sitestatud meetodil.

3. To66 kiik

3.1.  Uldmenetlus

Uuritav kogus vdetakse homogeenitud 16pp-proovist. Jagamiseks ei soovitata koonusekujulist proovijagajat ega nn
jagamisristi, s 0 neljaks jagamise (kvarteerimise) meetodit, sest sellega vdib kaasneda alamproovide jaotuses suur
viga.

3.1.1. S66t, mida saab kohe jahvatada

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

3.1.2. S60t, mida saab jahvatada parast kuivatamist

— Kui analiiiisimeetodites ei ole teisiti ette ndhtud, tuleb 16pp-proovi kuivatada vastavalt III lisa A osas nimetatud
niiskusmadramismeetodi punktis 4.3 kirjeldatud eelkuivatamisele niiskusesisalduseni 8-12 %. Jitkatakse
punktis 3.1.1 kirjeldatud viisil.
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3.1.3.

3.2.

Vedel voi poolvedel s66t

— Lopp-proov kogutakse sobivasse puhtasse ja kuiva dhukindlalt suletavasse ndusse. Tdielikuks homogeenimiseks
tuleb proovi vahetult enne analiiiisikoguse viljakaalumist pdhjalikult segada (uuritav kaalutis).

. Muu so0t

— Selliseid 16pp-proove, mida ei saa ette valmistada mdnel eespool nimetatud viisil, tuleb t66delda mis tahes muul
viisil, mis tagab, et analiiiisiks kaalutud kogused (uuritav kaalutis) on homogeensed ja esindavad 16pp-proove.

Erimenetlus uurimiseks vaatluse teel voi mikroskoobiga vdi juhul, kui kogu koondproov on homogeenitud
— Vaatluse teel (kui ei kasutata mikroskoopi) uuritakse kogu koondproovi véi 16pp-proovi.

— Mikroskoobiga uurimiseks vdib labor vdhendada koondproovi voi vdhendatud proovi. Ldpp-proovid
apellatsiooniks ja voimalikuks vordluseks voetakse sama menetlusega kui 16pp-proov kontrollimiseks.

— Kui homogeenitakse kogu koondproov, voetakse 16pp-proovid homogeenitud koondproovist.

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

Proovide hoidmine

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

B. SATTED ANALUUSIMEETODITES KASUTATAVATE REAKTIIVIDE JA SEADMETE KOHTA

Kui analiiiisimeetodites ei ole teisiti sdtestatud, peavad kdik analiiiitilised reaktiivid olema analiiiitilise puhtusega
(a.p.). Mikroelementide mairamisel tuleb reaktiivide puhtust kontrollida pimekatsega. Sdltuvalt saadud tulemustest
voib olla vaja reaktiive tdiendavalt puhastada.

Iga lahuste valmistamise, lahjendamise, loputamise vdi pesemise toiming, mida on analiiiisimeetodites nimetatud
ilma kasutatava lahusti v3i lahjendi laadile viitamata, eeldab vee kasutamist. Uldjuhul peab vesi olema deminerali-
seeritud voi destilleeritud. Teatavatel juhtudel, millele analiiisimeetodites viidatakse, tuleb veega teha erilised
puhastusprotseduurid.

Kontrollilaborites tavaliselt leiduvaid seadmeid silmas pidades viidatakse analiiiisimeetodites ainult nendele
instrumentidele ja vahenditele, mis on erilised v6i nduavad erilist kasutamisviisi. Seadmed peavad olema puhtad,
eriti viga viikeste ainekoguste mairamisel.

C. ANALUUSIMEETODITE KASUTAMINE JA TULEMUSTE ESITAMINE

Ekstraktsioonimenetlus

Mitmete meetodite puhul on midratud eraldi ekstraktsioonimenetlus. Uldjuhul vdib peale meetodis viidatud
menetluse teisi ekstraktsioonimenetlusi kasutada juhul, kui on tdendatud, et kasutatav ekstraktsioonimenetlus on
pohiaine analiiiisiks sama tohus kui meetodis nimetatud menetlus.
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2. Puhastusmenetlus

Mitme meetodi puhul on mairatud eraldi puhastusmenetlus. Uldjuhul véib peale meetodis viidatud menetluse teisi
puhastusmenetlusi kasutada juhul, kui on tdendatud, et kasutatav puhastusmenetlus annab uuritava aine
analiiisimisel meetodis nimetatud menetlusega samavairsed analiiiisitulemused.

3. Miidramiste arv

Kui soovimatute ainete analiiiisimisel on esimese madramise tulemus oluliselt (> 50 %) viiksem kui kontrollitavas
tootekirjelduses, ei ole vaja teha enam tdiendavaid madramisi, juhul kui kasutatakse asjakohaseid kvaliteedi-
menetlusi. Muudel juhtudel on vajalik kordusanaliiiis (teistkordne maidramine), et vilistada sisemise ristsaastumise
ja juhusliku proovide segunemise voimalust. Kahe madramise keskmist kasutatakse edasiseks hindamiseks.

Kui soodalisandite miinimum- v8i maksimumsisalduse kontrollimisel on esimese midramise tulemus ile
maksimaalse voi alla minimaalse, ei ole vaja teha enam tiiendavaid méddramisi, juhul kui kasutatakse asjakohaseid
kvaliteedimenetlusi. Muudel juhtudel on vajalik kordusanaliiiis (teistkordne mdairamine), et vilistada sisemise
ristsaastumise ja juhusliku proovide segunemise voimalust. Kahe mdairamise keskmist kasutatakse edasiseks
hindamiseks.

Kui aine vi koostisosa deklareeritud sisalduse kontrollimisel kinnitab esimese maaramise tulemus deklareeritud
sisaldust, st analiiiisitulemus jddb deklareeritud sisalduse lubatud korvalekalde piiresse, ei ole vaja teha enam
tiiendavaid mddramisi, juhul kui kasutatakse asjakohaseid kvaliteedimenetlusi. Muudel juhtudel on vajalik
kordusanaliiiis (teistkordne médramine), et vilistada sisemise ristsaastumise ja juhusliku proovide segunemise
voimalust. Kahe madramise keskmist kasutatakse edasiseks hindamiseks (keskmine analiiiisitulemus jaab voi ei jad
deklareeritud sisalduse lubatud korvalekalde piiresse).

Teatavatel juhtudel on lubatud kdrvalekalde vahemik kindlaks mddratud &igusaktis, niiteks madruses (EU)
nr 767/2009 ja Euroopa Parlamendi ja ndukogu maaruses (EL) 2019/4 ().

4, Kasutatavast analiiiisimeetodist teatamine

Analiiisiaruandes peab olema nimetatud, millist analiitisimeetodit kasutatakse.

5. Aruandlus analiiiisitulemuste kohta

Analiiiisitulemused esitatakse analiiiisimeetodis kehtestatud viisil sobiva arvu tiivenumbritega ja vajaduse korral
parandatakse seda vastavalt 16pp-proovi niiskusesisaldusele enne ettevalmistamist.

Enamik ELi loomasoodaalaste digusaktide regulatiivseid tasemeid (nt maksimumsisaldus, miinimumsisaldus) on
kehtestatud 12 % niiskusesisaldusega sooda suhtes. Seepérast tuleb neil juhtudel proovi analiiisimise tulemuste
hindamiseks vorrelduna regulatiivse tasemega kdigepealt jagada analiiiisi tulemus proovi kuivainesisaldusega (%) ja
korrutada 88ga, nagu on esitatud jirgmises valemis:

— 88 Rana
R = Too-hie
kus:
Mc: proovi niiskusesisaldus (%). 100 — Mc néitab seega proovi kuivainesisaldust (%).
Rona: proovi analiiiisimisel mdddetud tulemus
Ri,o  tulemus 12 % niiskusesisaldusega sooda puhul; hinnata vorreldes regulatiivse tasemega.

() Euroopa Parlamendi ja ndukogu 11. detsembri 2018. aasta méadrus (EL) 2019/4, mis kasitleb ravimsooda tootmist, turuleviimist ja
kasutamist, millega muudetakse Euroopa Parlamendi ja ndukogu méarust (EU) nr 183/2005 ning tunnistatakse kehtetuks ndukogu
direktiiv 90/167/EMU (ELT L 4, 7.1.2019, 1k 1).

16/129 ELL http://data.europa.eufelijreg_impl/2024/771/oj



ELT L, 15.3.2024 ET

Kui tdidetud on jargmised tingimused:

— analiiiisi tulemus on oluliselt (> 50 %) vdiksem vdi suurem kui kontrollitavas mirgistusteabes/spetsifikatsioonis
(soltuvalt sellest, kas margistusteave/spetsifikatsioon kiib maksimaalse vdi minimaalse sisalduse kohta);

— proovivdtu objektiks oleva s66da niiskusesisaldus on teada ja on vdimalik kindlaks teha, et niiskusesisalduse
korrigeerimine ei muuda hinnangut,

voib tingimusel, et kasutatakse asjakohaseid kvaliteedimenetlusi ning analiiiisi eesmark on vaid kontrollida vastavust
digusnormidele, niiskusesisalduse korrigeerimise dra jitta (nt juhul, kui puudub spetsifikatsioon voi regulatiivne
tase), v.a juhul, kui seda vajatakse tdlgendamiseks.

Kui analiitisitulemust korrigeeritakse niiskusesisalduse osas, tuleb sama menetluse kiigus korrigeerida ka vastavat
modotemadramatust.

Hariliku tungaltera voi ohtlike botaaniliste lisandite mairamisel vaatluse/mikroskoobiga uurimise teel ei ole
niiskusesisaldust vaja korrigeerida.

6. Analiiiitiline mddtemairamatus ja saagis soovimatute ainete analiiiisil

Silmas pidades direktiivi 2002/32/EU tihenduses soovimatuid aineid, loetakse soddaks ettenihtud tooted
kehtestatud piirnormile mittevastavaks, kui 12 % niiskusesisaldusele, vastav kahe s6ltumatu médramise keskmine
analiiiisitulemus {iletab piirmaira, vottes arvesse laiendatud analiiiitilist mddtemadramatust, mille arvutamiseks
kasutatakse usaldusnivoole umbes 95 % vastavat kattetegurit 2, ja saagise parandit. See tihendab, et vastavuse
hindamiseks kasutatakse analiiiisiga mairatud ja saagise parandiga parandatud sisaldust, millest on lahutatud
laiendatud analiiiitiline mddtemadramatus. Seda menetlust voib kasutada vaid juhul, kui analiiiisimeetod voimaldab
hinnata laiendatud analiiitilist mo6teméddramatust ja saagise parandit (nt ei ole vaja vaatluse/mikroskoobiga
uurimise korral).

Kui apellatsiooniks vdetud proovi analiiiisi tulemus iiletab maksimumsisaldust (vétmata arvesse laiendatud
analiiiitilist modtemadramatust), kinnitab see kontrollproovi puhul kindlakstehtud mittevastavust nduetele, kui
konkreetsed siseriiklikud digusnormid selle kohta puuduvad.

Analiiiisitulemus esitatakse jargmiselt (kuivord kasutatud analiiiisimeetod vdimaldab hinnata laiendatud analiiitilist
mootemaidramatust):

a) saagise suhtes korrigeerituna, kui see on vajalik ja asjakohane; paranduse kohaldamise korral tuleb teha
sellekohane mirge. Tuleb mirkida saagise méidr, vilja arvatud juhul, kui siistemaatilise hilbe suhtes
korrigeerimine on meetodi osa, kusjuures hilve on moddetud vairtuse ja vordluskontsentratsiooni vahe.
Saagise parandit ei ole vaja, kui saagis on 90-110 %;

b) kujul ,x £ U*, kus x on analiiisitulemus ja U on laiendatud analiiiitiline mddtemaidramatus, kui kasutatakse
kattetegurit 2, (%) millele vastab usaldusvéirsuse tase 95 %.

Kui analiiiisitulemus on oluliselt (> 50 %) vdiksem kui kontrollitava nditaja vairtus ja kui kasutatakse asjakohaseid
kvaliteedimenetlusi ning analiiiisi eesmark on vaid kontrollida vastavust digusnormidele, ei ole vaja esitada saagise
mdéira ega laiendatud analiiiitilist modtemadramatust (nt juhtudel, kui puudub spetsifikatsioon vdi regulatiivne
tase), v.a juhul, kui médtemairamatust vajatakse tolgendamiseks.

7. Modtemidiramatus ja saagis soodalisandite sisalduse analiiiisil

Selleks et kontrollida vastavust soodalisandite lubatud miinimum- ja maksimumsisaldusele, tuleb so6dalisandi
esinemist kisitada kehtestatud miinimum- ja maksimumsisaldusele mittevastavana, kui leitakse, et 12 % niiskusesi-
saldusega soodale vastav analiitisitulemus, mis on saadud kahe sdltumatu méaramise keskmisena:

() Usaldusvédrsusvahemik 95 % on voimalik saavutada teisi tegureid, nt t-tegurit kasutades.
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— on maksimumsisaldusest suurem, vottes arvesse laiendatud analiiitilist mddtemadramatust ja saagise parandit.
See tahendab, et vastavuse hindamiseks kasutatakse analiiiisiga maaratud (st ka madramise keskmist) ja saagise
parandiga parandatud sisaldust, millest on lahutatud laiendatud analiiitiline médtemaaramatus;

— on miinimumsisaldusest viiksem, vottes arvesse laiendatud analiiiitilist mddtemadramatust ja saagise parandit.
See tihendab, et vastavuse hindamiseks kasutatakse analiiiisiga méiratud ja saagise parandiga parandatud
sisaldust, millele on liidetud laiendatud analiiiitiline modtemaaramatus.

Kui apellatsiooniks voetud proovi analiiisi tulemus iletab maksimumsisaldust (votmata arvesse laiendatud
analiiiitilist modtemadramatust), kinnitab see kontrollproovi puhul kindlakstehtud mittevastavust nduetele, kui
konkreetsed siseriiklikud digusnormid selle kohta puuduvad.

Analtiisitulemus esitatakse jargmiselt (kuivord kasutatud analiiiisimeetod vdimaldab hinnata laiendatud analiiiitilist
modtemadramatust):

a) saagise suhtes korrigeerituna, kui see on vajalik ja asjakohane; paranduse kohaldamise korral tuleb teha
sellekohane mairge. Tuleb markida saagise médr, vilja arvatud juhul, kui siistemaatilise hilbe suhtes
korrigeerimine on meetodi osa, kusjuures hilve on mdddetud vairtuse ja vordluskontsentratsiooni vahe.
Saagise parandit ei ole vaja, kui saagis on 90-110 %;

b) kujul ,x £ U“ kus x on analiisitulemus (kahe mairamise keskmine) ja U on laiendatud analiiiitiline
mddtemadramatus, kui kasutatakse kattetegurit 2, (°) millele vastab usaldusvéirsuse tase 95 %.”

() Usaldusvédrsusvahemik 95 % on voimalik saavutada teisi tegureid, nt t-tegurit kasutades.
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III LISA
JIILISA
SOODAMATERJALI JA SEGASOODA KOOSTISE KONTROLLIMISE ANALUUSIMEETODID
A. NIISKUSESISALDUSE MAARAMINE

1. Eesmiirk ja kohaldamisala
Selle meetodiga on voimalik médrata s66da niiskusesisaldust. Lenduvaid aineid, niiteks orgaanilisi happeid
sisaldava s60da puhul tuleb jalgida, et koos niiskusesisaldusega méaarataks ka oluline osa lenduvatest ainetest.
See ei holma piimatoodete kui soodamaterjali ja valdavalt piimatoodetest koosneva segasooda analiiiisi, loomsete
ja taimsete rasvade ja 6lide analiiiisi ega Oliseemnete ja -viljade analiiiisi.
Oliseemnete niiskusesisaldus mdiratakse vastavalt meetodile, mis on esitatud standardis EN ISO 665
,Niiskusesisalduse ja lenduvate ainete sisalduse mairamine, vottes arvesse, et sojaoad tuleb enne niiskusesisalduse
madramist jahvatada.

2. Pohimdte
Proov kuivatatakse kindlaksméaratud tingimustel, mis varieeruvad sdltuvalt s66da laadist. Massikadu mairatakse
kaalumise teel. Suure niiskusesisaldusega tahket s66ta tuleb eelnevalt kuivatada.

3. Seadmed

3.1. Niiskust mitteneelavast materjalist purusti, mis vastab punktides 4.1.1 ja 4.1.2 sitestatud nouetele, mida on lihtne
puhastada ning millega on véimalik kiiresti ja tihtlaselt purustada nii, et ei tekiks margatavat kuumenemist ja et
proov puutuks vdimalikult vihe kokku viliskeskkonnaga (nt vasarpurustaja voi vesijahutusega mikropurustaja,
kokkupandav koonusveski, aeglustatud litkumisega purustaja vdi hammasratastega purustaja).

3.2. Analiriitilised kaalud tipsusega 1 mg.

3.3. Ohukindlalt suletavad roostevabast metallist vdi klaasist kuivad anumad pdhjaga, millele saab analiiiisitavat
proovi laotada tihedusega 0,3 g/cm?.

3.4, Reguleeritava temperatuuriga (+ 2 °C) elektriline kuivatuskapp, mis on nduetekohaselt ventileeritav ja véimaldab
temperatuuri kiiresti reguleerida ().

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

3.6. Eksikaator, millel on paks avadega metall- v&i portselanalus ning mis sisaldab tdhusat kuivatusainet.

4. To66 kiik
NB! Kiesolevas punktis kirjeldatud toimingud tuleb teha kohe pérast proovi sisaldavate pakendite avamist.

()

Tuleb teha vihemalt kaks analiiiisi.

Teravilja, jahu, tangude ja manna kuivatamisel peab kuivatuskapi soojusmahutavus olema selline, et seatuna temperatuurile 131 °C
saavutab kuivatuskapp pérast maksimaalse arvu uuritavate proovide iiheaegselt kuivatuskappi kuivama panemist selle temperatuuri
uuesti vihem kui 45 minuti jooksul. Ventilatsioon peab olema selline, et kui kuivatuskapis on kahe tunni jooksul kuivatatud nii suurel
arvul pehme nisu proove, kui kapp neid mahutab, erinevad saadud tulemused neljatunnise kuivatamise tulemustest vihem kui 0,15 %.
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4.1. Ettevalmistus

4.1.1. Muu s66t kui punktides 4.1.2 ja 4.1.3 nimetatud s66t

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

4.1.2.  Teravili ja tangud

Voetakse vihemalt 50 g proovi. Proov jahvatatakse osakesteks, millest vihemalt 50 % pudeneb 14bi sdela, mille
avade suurus on 0,5 mm, ja sdelale, mille tmmarguste avade suurus on 1 mm, ei jad rohkem kui 10 %.

4.1.3.  Vedel voi pastataoline so6t, peamiselt dlidest ja rasvadest koosnev s66t

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

4.2. Kuivatamine

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

4.2.1.  Muu s60t kui punktides 4.2.2 ja 4.2.3 nimetatud s606t

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

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

4.2.2.  Teravili, jahu, tangud ja manna

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

4.2.3. Segasoot, mis sisaldab iile 4 % sahharoosi véi laktoosi: s66datooraine, nt jaanikaunad,
hidroluusitud teraviljasaadused, linnaseseemned, kuivatatud peediliistakud, kalast ja
suhkrust valmistatud lahustuvsoot

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

20/129 ELL http://data.europa.eufelijreg_impl/2024/771/oj



ELT L, 15.3.2024

ET

4.3.

5.1.

5.2.

Rohk tdstetakse 100 torrini ja proovil lastakse sellise rShu all kas kuuma ja kuiva 6hu voolus vdi kuivatusaine
juuresolekul (umbes 300 g 20 proovi kohta) umbes neli tundi kuivada. Kui kasutatakse kuivatusainet,
tthendatakse vaakumpump pirast ettendhtud rdhu saavutamist lahti. Kuivamisaega arvestatakse alates hetkest,
mil kuivatuskapi temperatuur on jille 80-85 °C. Ettevaatlikult taastatakse kuivatuskapis atmosfddrirohk.
Kuivatuskapp avatakse, kaas asetatakse kohe anumale, anum vdetakse kapist vilja, lastakse jahtuda eksikaatoris
(punkt 3.6) 30-45 minutit ja kaalutakse 1 mg tdpsusega. Kuivatatakse veel 30 minutit vaakumkuivatuskapis
temperatuuril 80-85 °C ning kaalutakse uuesti. Kahe kaalumistulemuse erinevus ei tohi olla suurem kui 0,1 %
niiskust.

(Osaline) eelkuivatamine

Alla 85 massiprotsendise kuivainesisaldusega ,mirga“ soota (nt haljassoot, tdisratsiooniline segasoot, tahkesoot,
vedelsoot) on vaja enne peenjahvatamist osaliselt eelkuivatada, et nende stabiilseid aineid analiiiisida;
ebastabiilsete ainete osaline kuivatamine ei ole vdimalik.

Osaline kuivatamine vo6ib toimuda kas sundShuringlusega kuivatuskapis vdi mikrolaineahjus véi
kiilmkuivatamise teel. Muude meetodite kui kiilmkuivatamise puhul on osalise kuivatamise eesmirk kuivatada
s66ta, hoides selle temperatuuri alla 60 °C, nii et selle keemiline koostis vdimalikult vihe muutuks. Ule 60 °C
kuivatamine p&hjustab s66das keemilisi muudatusi (nt valkude lagunemist). Kuivatatud s66dal lastakse enne
osalise kuivainesisalduse modtmist umbes 15 minutit toatemperatuuril seista, et minimeerida jahvatamise ja
ladustamise ajal toimuda vdivat niiskusesisalduse voimalikku muutumist. Alla 60 °C kuivatamine ei kdrvalda
soodast kogu vett; seepdrast ei ndita (esialgne) osaline kuivatamine sodda kogu kuivainesisaldust. Pirast
kuivatamist osaproov jahvatatakse ja analiiiisitakse osaliselt kuivanud (jarelejaanud 3-15 % niiskust) proovi
(I6plikku) kuivainesisaldust, kui muud keemilised koostisosad on méiratud.

Seepdrast soovitatakse kuivainesisalduse méddramiseks kaheastmelist menetlust. Kdigepealt maidratakse osaline
kuivainesisaldus (kui kuivainet on vihem kui 85 %), seejirel mdiratakse proovi pdhjal jdrelejadnud

kuivainesisaldus ja korrutatakse osaline kuivainesisaldus jdrelejidnud kuivainesisaldusega, et mairata kogu
kuivainesisaldus.

Tulemuste arvutamine

Niiskusesisaldus (X) arvutatakse protsendiméddrana proovist jargmiste valemite abil.

Kuivatamine ilma eelkuivatamiseta

kus:
m= analiiiisitava proovi esialgne mass grammides,
my = kuiva analiiiisitava proovi mass grammides.

Kuivatamine koos eelkuivatamisega ()

X = erm,ml} x %ZIOOX <1im1xm0)

» mo mxmo
kus:
m= analiiiisitava proovi esialgne mass grammides,
m; = analiiiisitava proovi mass grammides parast eelkuivatamist,
m, = analiiiisitava proovi mass grammides pérast purustamist voi jahvatamist,
my = kuiva analiiiisitava proovi mass grammides.

? Uksikasjad arvutamise kohta on kittesaadavad standardis EN ISO 6498 ,Loomasdot — Proovi ettevalmistamise suunised*.
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5.3.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

Korduvus
Sama prooviga tehtud kahe samaaegse madramise tulemuste erinevus ei tohi olla suurem kui 0,2 % niiskuse

absoluutvéddrtusest, vilja arvatud lemmikloomade margtoit ja koerte ndrimiskondid, mille puhul ei tohi erinevus
olla suurem kui 0,5 % niiskuse absoluutvéirtusest.

Tahelepanek

Kui purustamine osutub vajalikuks ja kui sellega muutub toote niiskusesisaldus, tuleb s66da koostisosade
analiiiiside tulemusi korrigeerida esialgsel kujul proovi niiskusesisalduse pdhjal.

B. LOOMSETE JA TAIMSETE RASVADE JA OLIDE NIISKUSESISALDUSE MAARAMINE

Eesmiirk ja kohaldamisala

Selle meetodiga on véimalik mairata loomsete ja taimsete rasvade ja olide veesisaldust ja lenduvate ainete
sisaldust.

Pohimote

Proov kuivatatakse temperatuuril 103 °C piisimassini (massikadu kahe jarjestikuse kaalumise vahel peab olema
1 mg vdi alla selle). Massikadu maaratakse kaalumise teel.

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

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

Liivavann voi elektriline kuumutusplaat.
Tohusat kuivatusainet sisaldav eksikaator.
Analiiiitilised kaalud.

To6o kiik
1 mg tdpsusega kaalutud umbes 20 g homogeenitud proovi pannakse kuiva kaalutud anumasse (punkt 3.1),
milles on termomeeter (punkt 3.2). Kuumutatakse liivavannil vdi kuumutusplaadil (punkt 3.3) termomeetriga

pidevalt segades, nii et temperatuur tduseb umbes 7 minutiga 90 °C-ni.

Kuumust vihendatakse, jilgides anuma pdhjast kerkivate mullide sagedust. Temperatuur ei tohi tdusta tile 105 °C.
Segamist jitkatakse anuma pdhja kaapides, kuni mullide tekkimine 16peb.

Niiskuse téielikuks korvaldamiseks kuumutatakse proovi mitu korda temperatuurini 103 + 2 °C, jahutades

kuumutamiste vahel proovi temperatuurini 93 °C. Lastakse jahtuda eksikaatoris (punkt 3.4) toatemperatuurini ja
kaalutakse. Protseduuri korratakse, kuni massikadu kahel jirjestikusel kaalumisel ei ole iile 2 mg.

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

Tulemuste arvutamine

Niiskusesisaldus (X) arvutatakse protsendiméirana proovist jirgmise valemi abil:

X = (m,—m,) x 10
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3.1

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

kus:

m= analiiiisitava proovi mass grammides;

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

Tulemused, mis on viiksemad kui 0,05 %, tuleb registreerida kujul ,alla 0,05 %*.

Korduvus

Sama prooviga tehtud kahel paralleelsel méddramisel saadud niiskusesisalduste erinevus ei tohi {iiletada
absoluutvaartuses 0,1 %.

C. LAMMASTIKUSISALDUSE MAARAMINE JA TOORVALGUSISALDUSE ARVUTAMINE

Eesmiirk ja kohaldamisala

See meetod vdimaldab mdirata toorvalgusisaldust soodas limmastikusisalduse alusel, mis médaratakse Kjeldahli
meetodiga ().

Pohimote
Proov lagundatakse vidvelhappega kataliisaatori manulusel. Happelahus leelistatakse naatriumhiidroksiidi

lahusega. Ammoniaak destilleeritakse ja kogutakse mdddetud vidvelhappekogusesse, mille tlejddk tiitritakse
naatriumhiidroksiidi standardlahusega.

Teise voimalusena destilleeritakse vabanenud ammoniaak boorhappe lahuse iilejadki, millele jargneb tiitrimine
soolhappe voi viddvelhappe lahusega.

Reaktiivid

Kaaliumsulfaat.

Kataliisaator: vask(Il)oksiid CuO voi vask(Il)sulfaatpentahiidraat CuSO, 5H,O0.

Granuleeritud tsink.

Vidvelhape, p20 = 1,84 g/ml.

Vaavelhape, standardne tiitrimislahus, ¢(H,SO4) = 0,25 mol/l.

Vaavelhape, standardne tiitrimislahus, ¢(H,SO,) = 0,10 mol/l.

Vaavelhape, standardne tiitrimislahus, ¢(H,SO4) = 0,05 mol/l.

Metiiilpunane indikaator: 300 mg metiiiilpunast lahustatakse 100 ml etanoolis, 0 = 95-96 % (v/v).
Naatriumbhiidroksiidi lahus (vdib kasutada tehnilise puhtusega reaktiivi) f = 40 g/100 ml (m/v: 40 %).
Naatriumhiidroksiid, standardne tiitrimislahus, c(NaOH) = 0,25 mol/l.

Naatriumhiidroksiid, standardne tiitrimislahus, ¢(NaOH) = 0,10 mol/l.

Soolhappes pestud ja labikuumutatud pimsskivigraanulid.

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

Sahharoos (limmastikuvaba).

Boorhape (H;BO;).

() Liammastikusisaldust saab mairata koigis sootades, kuid toorvalgu arvutamise teisendustegurit 6,25 ei pruugi olla véimalik kohaldada
putuksooda (vdiksem teisendustegur) ja teatava lemmikloomatoidu ning vereplasma valkude (suurem teisendustegur) suhtes.
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3.16.  Metiiiilpunase indikaatorlahus: 100 mg metiitilpunast lahustatakse 100 ml etanoolis vdi metanoolis.

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

3.18.  Boorhappe lahus (10 g/l kuni 40 g/l olenevalt kasutatavatest vahenditest).
Kui rakendatakse kolorimeetrilist 16pp-punkti leidmist, tuleb metiiiilpunase ja bromokresoolrohelise indikaatorid
lisada boorhappe lahustesse. Kui 1 liiter boorhappe lahust on ette valmistatud, tuleb enne vajaliku mahuni
korrigeerimist lisada 7 ml metitiilpunase indikaatorlahust (punkt 3.16) ja 10 ml bromokresoolrohelise lahust
(punkt 3.17).

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

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

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

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

4, Seadmed

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

5. To66 kiik

5.1. Lagundamine

1 g proovi kaalutakse 0,001 g tdpsusega ja pannakse see mineraliseerimisaparaadi kolbi. Lisatakse 15 g
kaaliumsulfaati (punkt 3.1), sobiv kogus kataliisaatorit (punkt 3.2) (0,3-0,4 g vask(I)oksiidi v&i 0,9-1,2 g vask(I)
sulfaadi pentahiidraati), 25 ml vdavelhapet (punkt 3.4) ja vajaduse korral méned pimsskivigraanulid (punkt 3.12)
ning segatakse.

Kolbi kuumutatakse esialgu moddukalt, aeg-ajalt loksutades, kuni mass on sdestunud ja vaht kadunud; seejdrel
kuumutatakse intensiivsemalt vedeliku piisiva keemiseni. Kuumutamine on killaldane, kui keev hape

kondenseerub kolvi seinale. Tuleb viltida seinte liigset kuumutamist ja orgaanilise aine kleepumist seintele.

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

5.2. Destilleerimine

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

5.2.1. Destilleerimine vddvelhappeks

Destilleerimisaparaadi kogumiskolbi pannakse tipselt méddetud 25 ml vadvelhapet (punkt 3.5) voi (punkt 3.7),
soltuvalt eeldatavast limmastikusisaldusest. Lisatakse mdni tilk metiiiilpunast indikaatorit (punkt 3.8).

Mineraliseerimiskolb iihendatakse destilleerimisaparaadi jahutiga ja jahuti ots viiakse kogumiskolvis olevasse
vedelikku vihemalt 1 cm stigavusele (vt tihelepanekute punkt 8.3). Mineraliseerimiskolbi valatakse aeglaselt
100 ml naatriumhiidroksiidi lahust (punkt 3.9), viltides ammoniaagi kadu (vt tihelepanekute punkt 8.1). Kolbi
kuumutatakse, kuni ammoniaak on tile destilleeritud.
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5.2.2.

5.3.

5.4.

6.1.

Destilleerimine boorhappeks

Kui destillaadi ammoniaagisisalduse tiitrimine toimub kisitsi, siis rakendatakse allpool nimetatud menetlust. Kui
destilleerimisseade on tdisautomaatne ning holmab ka destillaadi ammoniaagisisalduse tiitrimist, siis jargitakse
tootja koostatud destilleerimisseadme kasutusjuhendit.

Kogumiskolb, mis sisaldab 25-30 ml boorhappe lahust (punkt 3.18), pannakse jahuti viljalaskeava alla selliselt, et
sissevoolutoru jadb allapoole boorhappe lahuse iilejadgi pinda. Destilleerimisseade korrigeeritakse 50 ml
naatriumhiidroksiidi lahuse (punkt 3.9) viljastamiseks. Destilleerimisseadet kasutatakse vastavalt tootja
kasutusjuhendile ja destilleeritakse naatriumhiidroksiidi lahuse lisamisel vabanenud ammoniaak vilja. Destillaat

kogutakse boorhappe vastuvdtulahusesse. Destillaadi kogus (veeaurdestillatsiooni aeg) sdltub proovis sisalduva
lammastiku hulgast. Jargitakse tootja kasutusjuhendit.

Markus: poolautomaatses destilleerimisseadmes toimuvad naatriumhiidroksiidi iilejdégi lisamine ja veeaurdestil-
latsioon automaatselt.

Tiitrimine

Edasi toimida vastavalt punktile 5.3.1 voi 5.3.2.

Vidiavelhape

Viddvelhappe iilejadk tiitritakse kogumiskolvis naatriumhiidroksiidi lahusega (punkt 3.10 vdi 3.11), soltuvalt
kasutatud vddvelhappe kontsentratsioonist, kuni on saavutatud tiitrimise 1dpp-punkt.

Boorhape

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

Kui rakendatakse kolorimeetrilist 16pp-punkti leidmist, on 16pp-punkt saavutatud, kui ainesse ilmuvad esimesed
roosa virvi jiljed. Biireti nditu hinnatakse 0,05 ml tidpsusega. Lopp-punkti ndhtavust voib parandada valgustatud
magnetseguri plaadi voi valgusmodturi abil.

Seda voib teha automaatselt, kasutades automaatselt tiitrivat veeaurdestillaatorit.

Eri destillaatori voi destillaatori/titraatori kasutamisel jargitakse tootja kasutusjuhendeid.

Mirkus: kui kasutatakse automaatset tiitrimissiisteemi, algab tiitrimine vahetult pérast destilleerimise algust ja
kasutatakse 1 % boorhappe lahust (punkt 3.18).

Kui kasutatakse tdisautomaatset destilleerimisseadet, vdib ammoniaagi automaatset tiitrimist ldbi viia ka 15pp-
punkti madramisega, kasutades potentsiomeetrilist pH-siisteemi.

Sel juhul kasutatakse pH modtjaga automaatset titraatorit. PH-meeter tuleb korralikult kalibreerida vahemikus pH
4 kuni pH 7, jdrgides tavapirast laboratoorset pH kalibreerimise protseduuri.

Tiitrimise pH 10pp-punkt saavutatakse pH 4,6 juures, mis on titreerimiskovera kdige jarsem punkt (murdepunkt).

Pimekatse

Et kontrollida, kas reaktiivid on limmastikuvabad, viiakse ldbi pimekatse (lagundamine, destilleerimine ja
tiitrimine), kasutades proovi asemel 1 g sahharoosi (punkt 3.14).

Tulemuste arvutamine

Arvutused tehakse vastavalt punktile 6.1 voi 6.2.

Tiitrimise arvutamine vastavalt punktile 5.3.1

Toorvalgu sisaldus, viljendatuna protsendina massist, arvutatakse jargmise valemi jirgi:
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6.2.

6.2.1.

6.2.2.

7.1.

7.2.

(Vo - V1) X x 0,014 x 100 x 6,25
m

kus:

Vo = pimekatses kasutatud NaOH (punkt 3.10 voi 3.11) maht (ml),
V, = proovi tiitrimisel kasutatud NaOH (punkt 3.10 v6i 3.11) maht (ml),
c= naatriumhtidroksiidi (punkt 3.10 vdi 3.11) kontsentratsioon (mol/l),

m= proovi mass (g).

Tiitrimise arvutamine vastavalt punktile 5.3.2

Tiitrimine soolhappega

Toorvalgu sisaldus, viljendatuna protsendina massist, arvutatakse jirgmise valemi jargi:

(V1 -Vg) xex1,4%6,25
m

kus:

m= kaalutise mass grammides,
c= soolhappe (punkt 3.19) standardse tiitrimislahuse kontsentratsioon (mol/l),
Vo = pimekatses kasutatud soolhappe maht (ml),

V, = kaalutises kasutatud soolhappe maht (ml).

Tiitrimine vddvelhappega

Toorvalgu sisaldus, viljendatuna protsendina massist, arvutatakse jargmise valemi jirgi:

(V1 -Vg) X x28%6,25

m

kus:

m= kaalutise mass grammides,

c= vddvelhappe (punkt 3.6) standardse tiitrimislahuse kontsentratsioon (mol/l),
Vo = pimekatses kasutatud vaivelhappe (punkt 3.6) maht (ml),

V, = kaalutises kasutatud vdavelhappe (punkt 3.6) maht (ml).

Meetodi kontrollimine

Korduvus

Sama prooviga tehtud kahe paralleelse mairamise tulemuste erinevus ei tohi iiletada:
— absoluutvddrtusena viljendatult 0,4 %, kui toorvalgusisaldus on vaiksem kui 20 %.
— 2,0 % suuremast vaartusest, kui toorvalgusisaldus on 20-40 %;

— absoluutvdirtusena viljendatult 0,8 %, kui toorvalgusisaldus on suurem kui 40 %.

Korratavus

Sama prooviga eri laborites tehtud kahe madramise tulemuste erinevus ei tohi iiletada:
— absoluutviidrtusena viljendatult 1,8 %, kui toorvalgusisaldus on viiksem kui 20 %.
— 9,0 % suuremast vaartusest, kui toorvalgusisaldus on 20-40 %;

— absoluutvdirtusena viljendatult 3,6 %, kui toorvalgusisaldus on suurem kui 40 %.
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7.3.

8.1.

8.2.

8.3.

8.4.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

4.1.

4.2.

4.3.

Tépsus

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

Tahelepanekud

Seade voib olla manuaalset, poolautomaatset vdi automaatset tiiipi. Kui seade nduab proovi iilekandmist
lagundamise ja destilleerimise vahel, tuleb see iilekandmine teostada ilma kadudeta. Kui destillatsiooniaparaadi
kolb ei ole varustatud tilklehtriga, lisatakse naatriumhiidroksiid vahetult enne kolvi thendamist jahutiga, valades
vedelikku aeglaselt mooda kolvi kiilge.

Kui proov lagundamisel tahkestub, alustatakse méddramist uuesti, kasutades punktis 5.1 nididatust suuremat
vadvelhappekogust (punkt 3.4).

Viikese limmastikusisaldusega toodete puhul vdib kogumiskolbi viidava vddvelhappe (punkt 3.7) mahtu
vajadusel vihendada 10-15 ml-ni ja tdiendada veega 25 ml-ni.

Tavapdraste analiiiside kdigus voib toorvalgu midramiseks kasutada alternatiivseid analiiiisimeetodeid, kuid
standardmeetodiks on kdesoleva lisa C osas kirjeldatud Kjeldahli meetod. Alternatiivmeetodi (nt DUMAS) abil
saadud tulemuste samavddrsust standardmeetodiga vorreldes tuleb tdestada iga pohiaine kohta eraldi. Et
alternatiivmeetodiga saadud tulemused vdivad isegi pdrast samavéirsuse kontrolli veidi erineda
standardmeetodiga saadud tulemustest, tuleb analiiiisiaruandes markida, millist analiiiisimeetodit on toorvalgu
mairamiseks kasutatud.

D. KARBAMIIDI MAARAMINE

Eesmiirk ja kohaldamisala

Selle meetodiga on vdimalik mairata maletsejaliste s66das lisandina kasutatava karbamiidi sisaldust.

P6himote

Proov suspendeeritakse vees selitava ainega. Suspensioon filtritakse. Filtraadi karbamiidisisaldus méiratakse

pdrast 4-dimetiiiilaminobensaldehiitidi (punkt 4-DMAB) lisamist optilise tiheduse md6tmise teel lainepikkusel
420 nm.

Reaktiivid

4-dimetiiiilaminobensaldehiiiidi lahus: 1,6 g 4-dimetiiiilaminobensaldehtiiidi lahustatakse 100 ml 96 % etanoolis
ja lisatakse 10 ml soolhapet (p,o 1,19 g/ml). See reaktiiv sdilib maksimaalselt kaks nidalat.

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

Carrezi lahus II: vees lahustatakse 10,6 g kaaliumferrotsiianiidi K,Fe(CN)s3H,O. Téidetakse veega
100 milliliitrini.

Karbamiidi mitte absorbeeriv aktiivsiisi (kontrollida).
Karbamiidi 0,1 % lahus (w/v).

Seadmed

Segisti (trummel): ligikaudu 35-40 p/min
Lihvkorgiga katseklaasid: 160 x 16 mm.

Spektrofotomeeter
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5.1.

5.2.

7.1.

7.2.

To66 kiik

Proovi analiiiis

1 mg tdpsusega kaalutud 2 g proovi pannakse 1 g aktiivsoega (punkt 3.4) 500 ml mootekolbi. Lisatakse 400 ml
vett ja 5 ml Carrezi lahust I (punkt 3.2), segatakse umbes 30 sekundit ja lisatakse 5 ml Carrezi lahust II (punkt
3.3). Segatakse trumlis kolmkiimmend minutit. Tdidetakse veega kuni mérgini, loksutatakse ja filtritakse.
Eemaldatakse 5 ml labipaistvat varvitut filtraati, pannakse see lihvkorgiga katseklaasidesse, lisatakse 5 ml 4-DMAB
lahust (punkt 3.1) ja segatakse. Katseklaasid asetatakse 20 °C (+/- 4 °C) veetemperatuuriga veevanni.

Viieteistkiimne minuti parast moddetakse proovilahuse optiline tihedus spektrofotomeetriga lainepikkusel
420 nm. Vorreldakse reaktiivide kontroll-lahustega.

Kalibreerimiskaver
Voetakse 1, 2, 4, 5 ja 10 ml kogused karbamiidilahust (punkt 3.5), pannakse 100 ml mddtekolbidesse ja
tdidetakse veega kuni mdrgini. Igast lahusest vOetakse dra 5 ml, lisatakse 5 ml 4-DMAB lahust (punkt 3.1),

homogeenitakse ja mdddetakse eespool kirjeldatud viisil optiline tihedus vérrelduna kontroll-lahusega, mis
sisaldab 5 ml 4-DMAB lahust ja 5 ml karbamiidivaba vett. Koostatakse kalibreerimiskéver.

Tulemuste arvutamine
Proovis sisalduv karbamiidikogus méaratakse kalibreerimiskdvera abil.

Tulemust viljendatakse karbamiidisisaldusena milligrammides iihe kilogrammi proovi kohta.
Meetodi hindamine

Korduvus
Sama analiiiisija poolt sama prooviga samas laboris tehtud kahe madramise tulemuste erinevus ei tohi iiletada:
— 420 nm
— 50 % suuremast tulemusest karbamiidisisalduse vahemikus 3 000 mg/kg kuni alla 5 000 mg/kg;
— 25 % suuremast tulemusest karbamiidisisalduse vahemikus 5 000 mg/kg kuni alla 7 000 mg/kg;
— 20 % suuremast tulemusest, kui karbamiidisisaldus on iile 7 000 mg/kg;
— 435nm
— 40 % suuremast tulemusest karbamiidisisalduse vahemikus 3 000 mg/kg kuni alla 5 000 mg/kg;
— 25 % suuremast tulemusest karbamiidisisalduse vahemikus 5 000 mg/kg kuni alla 9 000 mg/kg;

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

Korratavus
Sama prooviga eri laborites ja/voi eri analiiiisijate poolt tehtud kahe madramise tulemuste erinevus ei tohi tiletada:
— 420 nm
— 3000 mg/kg absoluutvdirtusena karbamiidisisalduse vahemikus 3 000 mg/kg kuni alla 12 000 mg/kg;
— 4 500 mg/kg absoluutvddrtusena, kui karbamiidisisaldus on ile 12 000 mg/kg.
— 435nm
— 50 % suuremast tulemusest karbamiidisisalduse vahemikus 3 000 mg/kg kuni alla 8 000 mg/kg;

— 25 % suuremast tulemusest, kui karbamiidisisaldus on iile 8 000 mg/kg.
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Vordlusuuringu tulemused

Toimus ELi laboritevaheline vordluskatse, millest vottis osa 18 laborit. Analiiiisiti (iks analiiiis) viit positiivset
miletsejaliste segasoodamaterjali proovi (tabelites 1 ja 2 tdhistatud kui MAT) pimedate kordusproovidena ja ks

kord iiht vdrdlussoodaks olevat miletsejaliste segasoota.

Rahvusvaheliste suuniste kohaselt mairatletud korduvuse (r) ja korratavuse (R) piirnormide arvutused tehti parast
voOrvadrtuste viljajatmist, kasutades kehtivate vairtuste variatsioonanaliiiisi.

Arvutatud analiiiitilise toimivuse nditajad (korduvus, korratavus) on esitatud jirgmistes tabelites. Ukski
analiiiisitud proov, sh vordlusmaterjal, ei olnud valepositiivne ega valenegatiivne.

Tabel 1

Analiiiitilise toimivuse niitajad karbamiidi puhul, md6detuna \ = 420 nm juures kdigis materjalides

MAT 2 MAT 5 MAT 3 MAT 4 MAT 6
Lambad Veised Lambad Lambad Veised
Sihtmassiprotsent (mg kg™') 3000 5000 7001 9036 11000
Keskmine massiprotsent (mg kg™) 4241 6993 7 830 9962 12071
Korratavuse standardhilve s (mg 1141 1303 985 994 1711
k)
Korduvuse standardhilve s, (mg kg™) 723 601 549 712 737
Korratavuse suhteline standardhilve 27 19 13 10 14
RSDy (%)
Korduvuse suhteline standardhilve 17 9 7 7 6
RSD, (%)
Korratavuse piirnorm, R 3195 3649 2759 2784 4790
[R = 2,8 x SR]
Korduvuse piirnorm, r 2024 1684 1536 1994 2064
[r=2,8xs]
Tabel 2
Analiiiitilise toimivuse niitajad karbamiidi puhul, md6detuna \ = 435 nm juures kdigis materjalides
MAT 2 MAT 5 MAT 3 MAT 4 MAT 6
Lambad Veised Lambad Lambad Veised
Sihtmassiprotsent (mg kg™') 3000 5000 7001 9036 11000
Keskmine massiprotsent (mg kg™) 4101 6467 7 890 10062 11 642
Korratavuse standardhilve sy (mg 706 1194 675 745 1378
kg")
Korduvuse standardhilve s, (mg kg™) 570 628 613 196 167
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Korratavuse suhteline standardhilve 17 18 9 7 12
RSDy (%)
Korduvuse suhteline standardhilve 14 10 8 2 1
RSD, (%)
Korratavuse piirnorm, R 1977 3344 1889 2087 3859
[R = 2,8 x SR]
Korduvuse piirnorm, r 1596 1759 1715 549 467
[r=2,8xs]

9. Tihelepanekud

9.1. Ule 3 % karbamiidisisalduse puhul vihendatakse proovi 1 grammini vdi lahjendatakse esialgset lahust, nii

et 500 ml-s ei oleks karbamiidi tile 50 mg.

9.2. Viikese karbamiidisisalduse puhul vdetakse suurem proov, tingimusel et filtraat jaab labipaistvaks ja virvituks.
9.3. Eespool esitatud vordlusuuringutulemused ei ndita olulist tdpsuse erinevust 420 nm vdi 435 nm juures mdéddetud
karbamiidi puhul.

E. AMINOHAPETE (VALJA ARVATUD TRUPTOFAAN) MAARAMINE
Aminohapete (vilja arvatud triiptofaan) maaramiseks kasutatavad analiiiisimeetodid on jargmised.
— ENISO 13903 Loomasd6t — Aminohapete sisalduse mddramine

— EN ISO 17180 Loomasdot — Liisiini, metioniini ja treoniini maddramine kaubanduslikes aminohappe-
toodetes ja eelsegudes (*)

— Analuisimeetodit kirjeldatakse jargnevalt punktides 1-10.

1. Eesmirk ja kohaldamisala

See meetod voimaldab aminohappeanaliisaatoriga madrata vabade aminohapete (siinteetilisi ja looduslikke)
sisaldust ning aminohapete (peptiidsidemetega ja vabade) iildsisaldust so6damaterjalis, segasoodas ja eelsegudes,
mis sisaldavad iga aminohapet vihem kui 10 % (°). Meetodit saab kasutada jargmiste aminohapete puhul: tsiist(e)
iin, metioniin, liisiin, treoniin, alaniin, arginiin, asparagiinhape, glutamiinhape, gliitsiin, histidiin, isoleutsiin,
leutsiin, feniiiilalaniin, proliin, seriin, tiirosiin ja valiin.

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

2. Pohimote

2.1 Vabad aminohapped

Vabad aminohapped ekstraheeritakse lahjendatud soolhappega. Kaasa ekstraheerunud limmastikku sisaldavad
makromolekulid sadestatakse sulfosalitsiiiilhappega ning eemaldatakse filtrimise teel. Filtritud lahuse pH
korrigeeritakse  2,20-le. Aminohapped eraldatakse ioonvahetuskromatograafia teel ning madratakse
fotomeetrilise maddramise teel reaktsioonis ninhiidriiniga lainepikkusel 570 nm.

(*) Standardis EN 17180 esitatud analiiiisimeetodile viidatakse kui alternatiivmeetodile, mida kasutatakse ametlikuks kontrolliks, kui
mddratakse aminohappeid s66das, mis sisaldab iile 10 % aminohappeid.

() Seda meetodit ei ole vordlusuuringuga valideeritud eelsegude puhul, mis sisaldavad iile 10 % s66dalisandeid. Asjakohaste viikeste
kohandustega saab seda siiski kohaldada ka nende maatriksite suhtes, eeldusel et meetod seejirel laborisiseselt valideeritakse.
Taiendava teabe jaoks vaadake https:|[ec.europa.eufjrc/en/eurl/feed-additives/authorisation.
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2.2.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.

3.16.1.

3.16.2.

3.16.3.

Aminohapete iildsisaldus

Valitav protseduur sdltub uuritavatest aminohapetest. Tsiist(e)iin ja metioniin tuleb enne hiidroliiiisi oksiideerida
vastavalt tsiisteiinhappeks ja metioniinsulfooniks. Tiirosiin tuleb médrata oksiideerimata proovide
hiidroliisaatides. Koiki teisi punktis 1 (Eesmirk ja kohaldamisala) osutatud aminohappeid saab midrata kas
okstideeritud voi oksiideerimata proovides.

Oksiideerimine viiakse 1dbi persipelghappe ja fenooli seguga 0 °C juures. Ulemiirane oksiidatsioonireaktiiv
lagundatakse naatriumdisulfitiga. Oksiideeritud vdi oksiideerimata proovi hiidroliiiisitakse soolhappega (punkt
3.20) 23 tundi. Hidroliisaadi pH korrigeeritakse 2,20-le. Aminohapped eraldatakse ioonvahetuskromatograafia
teel ning médratakse fotomeetriliselt reaktsioonis ninhiidriiniga lainepikkusel 570 nm (proliini puhul 440 nm).
Reaktiivid

Tuleb kasutada bidestilleeritud voi samavairse kvaliteediga vett (juhtivus < 10 pS).

Vesinikperoksiid, w (w/w) = 30 %

Aéddikhape, w (w/w) = 98-100 %

Fenool

Naatriumdisulfit

Naatriumhiidroksiid

5-sulfosalitsiiiilhappe dihiidraat

Soolhape (tthedus umbes 1,18 g/ml)

Trinaatriumtsitraadi dihiidraat

2,2'- tiodietanool (tiodigliikool)

Naatriumkloriid

Ninhiidriin

Petrooleeter, keemisvahemik 40-60 °C

Norleutsiin v8i muu sisestandardina kasutamiseks sobiv tihend

Gaasiline limmastik (< 10 ppm hapnikku)

1-oktanool

Aminohapped:

Aminohapete standardained, mis on loetletud punktis 1 (Eesmark ja kohaldamisala). Kristallisatsioonivett mitte
sisaldavad puhtad ithendid. Kuivatakse vaakumis P,Os v6i H,SO, kohal iihe nddala jooksul enne kasutamist.

Tsiisteiinhape
Metioniinsulfoon

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

300 g NaOH (punkt 3.5) lahustatakse vees ja tdidetakse veega 1 liitrini.

Naatriumhiidroksiidi lahus, ¢ = 1 mol/l:

40 g NaOH (punkt 3.5) lahustatakse vees ja tdidetakse veega 1 liitrini.

Sipelghappe-fenoolilahus:
889 g sipelghapet (punkt 3.2) segatakse 111 g veega ja lisatakse 4,73 g fenooli (punkt 3.3).
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3.20.  Hudroliiisisegu, ¢ = 6 mol HC/], mis sisaldab 1 g fenooli/l:
1 g fenooli (punkt 3.3) lisatakse 492 ml HCl-le (punkt 3.7) ja tdidetakse veega 1 liitrini.
3.21.  Ekstraheerimissegu, ¢ = 0,1 mol HCl/l, mis sisaldab 2 % tiodiglitkooli. Vdetakse 8,2 ml HCl (punkt 3.7),

lahjendatakse umbes 900 ml veega, lisatakse 20 ml tiodiglitkooli (punkt 3.9) ja tdidetakse veega 1 liitrini (punkt
3.7 ja 3.9 mitte segada otse omavahel).

3.22.  5-sulfosalitsiiiilhape, £ = 6 %:

60 g 5-sulfosalitsiiiilhapet (punkt 3.6) lahustatakse vees ja tiidetakse veega 1 liitrini.

3.23.  Oksiidatsioonisegu (persipelghape — fenool):

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

Ettevaatust: viltida kokkupuudet nahaga ja kanda kaitserdivaid.

3.24.  Tsitraatpuhver, ¢ = 0,2 mol ™'/, pH 2,20:

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

3.25.  Elutsioonipuhvrid, mis on valmistatud vastavalt kasutatud analiisaatori tingimustele (punkt 4.9).
3.26.  Ninhiidriini reaktiiv, mis on valmistatud vastavalt kasutatud analiisaatori tingimustele (punkt 4.9).
3.27.  Aminohapete standardlahused. Neid lahuseid tuleks hoida temperatuuril alla 5 °C.

3.27.1. Aminohapete pdhistandardlahus (punkt 3.16.1).
¢ = 2,5 pmol/ml iga lahuse kohta soolhappes.

On voimalik osta.

3.27.2. Tsisteiinhappe ja metioniinsulfooni péhistandardlahus, ¢ = 1,25 pmol/ml.

0,2115 g tsiisteiinhapet (punkt 3.16.2) ja 0,2265 g metioniinsulfooni (punkt 3.16.3) lahustatakse tsitraatpuhvris
(punkt 3.24) 1 | mddtekolbis ning tdidetakse kolb tsitraatpuhvriga miérgini. Siilitatakse temperatuuril alla 5 °C
mitte iile 12 kuu. Seda lahust ei kasutata, kui pohistandardlahus (punkt 3.27.1) sisaldab tsiisteiinhapet ja
metioniinsulfooni.

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

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

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

Kallatakse kvantitatiivselt 50 ml mddtekolbi, kolb tdidetakse tsitraatpuhvriga (punkt 3.24) kuni mirgini ja
segatakse.

Sailitatakse temperatuuril alla 5 °C mitte tile 3 kuu.

Vaata ka punkti 9.1 tdhelepanekuid.

3.27.5. Standardaminohapete kalibreerimislahus, mis on mdeldud kasutamiseks vastavalt punktile 5.3.3.1 valmistatud
hiidroliisaatidega ja ekstraktidega (punkt 5.2). Kalibreerimislahus valmistatakse vastavalt punktile 3.27.4, jittes
vilja naatriumkloriidi.

Sailitatakse temperatuuril alla 5 °C mitte ile 3 kuu.
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4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

5.1.

5.2.

Seadmed
Piistjahutiga varustatud 100 voi 250 ml timarkolb

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

Sundventilatsiooniga ja termoregulaatoriga kuivatuskapp, mille tipsus on parem kui + 2 °C.
pH-meeter (kolme kiimnendkoha tipsusega)

Membraanfilter (0,22 pm)

Tsentrifuug.

Vaakumrotaatoraurusti

Mehaaniline loksuti vdi magnetsegur

Aminohappe analiisaator voi HPLC-seade ioonvahetuskolonni, ninhiidriini kolonnijirgse derivatiseerimise
seadme ja valgusmooturiga.

Kolonn tdidetakse sulfoneeritud poliistiireenvaikudega, mis on voimelised eraldama aminohappeid iiksteisest ja
teistest ninhiidriinpositiivsetest materjalidest. Puhvri ja ninhidriini jadas tekitatakse vool pumpadega, mille
vooluiihtlus on £ 0,5 % nii standardkalibreerimise kui proovi analiiiisi ajal.

Mdnede aminohapete analiisaatoritega vdib kasutada hiidroliiisimenetlusi, mille puhul on hiidroliisaadi
naatriumikontsentratsioon ¢ = 0,8 mol/l ja mis sisaldab oksiidatsioonietapi koiki sipelghappe jddke. Teised
analiisaatorid ei vdimalda teatavaid aminohappeid rahuldaval maaral eraldada, kui hiidroliisaat sisaldab liigselt
sipelghapet ja/vdi kui naatriumioonide kontsentratsioon on kdrge. Sellisel juhul vihendatakse parast hiidroliiiisi
ja enne pH korrigeerimist happe mahtu aurustamisega kuni umbes 5 milliliitrini. Aurustamine peab toimuma
vaakumitingimustes temperatuuril kuni 40 °C.

To66 kiik

Proovi ettevalmistamine

Proov jahvatatakse nii peeneks, et see ldheks labi 0,5-millimeetriste avadega sdela. Suure niiskusesisaldusega
proovid tuleks enne jahvatamist kas kuivatada ohu kies temperatuuril kuni 50 °C voi kiilmkuivatada. Suure
rasvasisaldusega proove tuleb enne jahvatamist ekstraheerida petrooleetriga (punkt 3.12).

Vabade aminohapete mddramine

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

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

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

Jatkatakse kromatograafiaga vastavalt punktile 5.4.

Kui ekstrakte ei analiiiisita samal pdeval, tuleb neid siilitada temperatuuril alla 5 °C.
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5.3. Aminohapete iildsisalduse madramine

5.3.1.  Oksiideerimine
0,2 mg tdpsusega kaalutakse 0,1-1 g ettevalmistatud proovi (punkt 5.1):
— 100 ml @imarkolbi (punkt 4.1) lahtise hiidroluisi (punkt 5.3.2.3) puhul voi
— 250 ml timarkolbi (punkt 4.1), kui on ndutav madal naatriumikontsentratsioon (punkt 5.3.3.1), voi
— 100 ml keermestatud korgiga pudelisse (punkt 4.2) (suletud htidroluitisi, punkt 5.3.2.4 puhul).
Kaalutud proovi limmastikusisaldus peab olema umbes 10 mg ja niiskusesisaldus kuni 100 mg.
Kolb/pudel asctatakse jddveevanni ja jahutatakse kuni temperatuurini 0 °C, lisatakse 5 ml oksiidatsioonisegu
(punkt 3.23) ning segatakse painutatud otsaga klaasspaatli abil. Spaatlit sisaldav kolb/pudel pitseeritakse
ohukindla kilega, pitseeritud ndud sisaldav jadveevann asetatakse 16 tunniks kiilmikusse temperatuuril 0 °C.
16 tunni moodudes voetakse see kiilmikust vilja ja iileméirane oksiidatsioonireaktiiv lagundatakse, lisades

0,84 g naatriumdisulfitit (punkt 3.4).

Jatkatakse vastavalt punktile 5.3.2.1.

5.3.2. Hiidroliiiis

5.3.2.1. Oksiideeritud proovide hiidroliiis

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

Olenevalt sellest, millist hiidroliiisimenetlust kasutatakse, jatkatakse vastavalt punktile 5.3.2.3 voi 5.3.2.4.

5.3.2.2. Oksiideerimata proovide hiidroliiiis

100 ml vdi 250 ml iimarkolbi (punkt 4.1) voi 100 ml keermestatud korgiga pudelisse (punkt 4.2) kaalutakse
0,2 mg tdpsusega 0,1-1 g ettevalmistatud proovi (punkt 5.1). Kaalutud proovipartii limmastikusisaldus peab
olema umbes 10 mg. Lisatakse hoolikalt 25 ml hidroliiisisegu (punkt 3.20) ja segatakse prooviga. Jitkatakse
vastavalt punktile 5.3.2.3 vdi 5.3.2.4.

5.3.2.3. Lahtine hiidroliiiis

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

Jatkatakse vastavalt punktile 5.3.3.

5.3.2.4. Kinnine hiidroliiiis

Vastavalt punktile 5.3.2.1 v&i 5.3.2.2 valmistatud segu sisaldav pudel asetatakse kuivatuskappi (punkt 4.3)
temperatuuril 110 °C. Et viltida rdhu suurenemist (gaasiliste ainete tekkimise tottu) ja dra hoida plahvatust,
asetatakse esimeseks tunniks surveanuma peale keermestatud kork. Surveanumat ei tohi korgiga sulgeda. Uhe
tunni mooddudes suletakse surveanum korgiga ja jdetakse 23 tunniks kuivatuskappi (punkt 4.3). Pirast
hiidroliiiisi 16puleviimist vdetakse pudel kuivatuskapist vilja, avatakse ettevaatlikult pudelikork ja asetatakse
pudel jadveevanni. Jahutatakse.

Olenevalt sellest, millist pH korrigeerimise menetlust (punkt 5.3.3) kasutatakse, valatakse pudeli sisu
kvantitatiivselt 250 ml keeduklaasi v&i 250 ml iimarkolbi, kasutades tsitraatpuhvrit (punkt 3.24).

Jatkatakse vastavalt punktile 5.3.3.
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5.3.3.1.

5.3.3.2.

5.4.

pH korrigeerimine

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

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

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

Sellisel juhul lisatakse enne aurustamist hiidroliisaadile 2,00 ml sisestandardi pohistandardlahust (punkt 3.27.3).
Vastavalt punktile 5.3.2.3 v&i 5.3.2.4 saadud hiidroliisaadile lisatakse 2 tilka 1-oktanooli (punkt 3.15).

Hiidroliisaadi kogust vahendatakse vaakumrotaatoraurusti (punkt 4.7) abil 5-10 milliliitrini vaakumitingimustes
temperatuuril 40 °C. Kui kogust vihendatakse kogemata vihem kui 5 milliliitrini, tuleb hiidroliisaat vilja
praakida ja analiiiisi tuleb uuesti alustada.

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

K&ik teised aminohappe analiisaatorid (punkt 4.9)

Vastavalt punktile 5.3.2.3 vdi 5.3.2.4 saadud hidroliisaadid neutraliseeritakse osaliselt, lisades hoolikalt
loksutades 17 ml naatriumhiidroksiidi lahust (punkt 3.17), jalgides, et temperatuur piisiks allpool 40 °C.

pH korrigeeritakse 2,20-ni toatemperatuuril, kasutades naatriumhiidroksiidi lahust (punkt 3.17) ja Idpuks
naatriumhiidroksiidi lahust (punkt 3.18). Jatkatakse vastavalt punktile 5.3.4.

Proovilahus kromatograafia jaoks

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

Kui sisestandardit ei ole veel kasutatud, lisatakse 2,00 ml sisestandardit (punkt 3.27.3) ja tdidetakse
tsitraatpuhvriga (punkt 3.24) margini. Segatakse hoolikalt.

Seejdrel alustatakse kromotograafiat (punkt 5.4).

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

Kromatograafia

Enne kromotograafiat viiakse ekstrakt (punkt 5.2) vdi hiidroliisaat (punkt 5.3.4) toatemperatuurile. Segu
loksutatakse ja filtritakse sobiv kogus ldbi 0,22 pm membraanfiltri (punkt 4.5). Saadud selge lahusega tehakse
ioonvahetuskromatograafia, kasutades aminohappe analiisaatorit (punkt 4.9).

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

Uldiselt sdltub kalibreerimiskatsete sagedus ninhiidriini reaktiivi stabiilsusest ja analiiiitilisest siisteemist. Standard
v0i proov lahjendatakse tsitraapuhvriga (punkt 3.24), et saavutada standardi piigipindalaks 30-200 % proovi
aminohappe piigipindalast.

Aminohapete kromatograafia varieerub kergelt vastavalt sellele, millist tiitipi analiisaatorit ja millist vaiku
kasutatakse. Valitud siisteem peab suutma eraldada aminohapped iiksteisest ja ninhtdriinpositiivsetest
materjalidest. Kasutatavate kontsentratsioonide vahemikus peavad kromatograafilise siisteemiga saadavad
tulemused soltuma lineaarselt kolonni lisatud aminohapete muutustest.
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Kromatograafia etapil kehtivad (méiratavate aminohapete) ekvimolaarlahuse analiiisimisel allpool esitatud
miinimumtaseme ja piigi kdrguse vahekorrad. Ekvimolaarlahus peab sisaldama vidhemalt 30 % iga aminohappe
maksimumkogusest, mida on vdimalik tdpselt mddta aminohappe analiiiisisiisteemi (punkt 4.9) abil.

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

Siisteem peab tagama lissiini eraldamise ,lusiini artefaktidest” ja ornitiinist.

6. Tulemuste arvutamine

Proovi ja standardi piikide pindala m&ddetakse iga tiksiku aminohappe kohta ning arvutatakse kogus (X) ithes
grammis aminohappes proovi kilo kohta.

_ A XcxMxV
X= B xm x 1000

Kui kasutatakse sisestandardit, korrutatakse tulemus likmega 2

A= piigipindala, hiidroliisaat voi ekstrakt

B= piigipindala, kalibreerimisstandardlahus

C= piigipindala, sisestandard hiidroliisaadis voi ekstraktis

D= piigipindala, sisestandard, kalibreerimisstandardlahus

M= madratava aminohappe molaarmass

c= standardi kontsentratsioon pmol/ml

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

V= hiidroliisaat (punkt 5.3.4) kokku milliliitrites vdi ekstrakti (punkt 6.1) lahjenduse koguruumala
milliliitrites

Tsiistiin ja tsiisteiin médratakse molemad tsiisteiinhappena oksiideeritud proovide hiidroliisaatides, kuid
arvutatakse tsiistiiniks (C¢H1,N,0,S, M 240,30 g/mol), kasutades M vairtust 120,15 g/mol (= 0,5 x
240,30 g/mol).

Metioniin mairatakse metioniinsulfoonina oksiideeritud proovi hiidroliisaatides, kuid arvutatakse metioniinina,
kasutades metioniini M véirtust: 149,21 g/mol.

Lisatud vaba metioniin maaratakse parast ekstraheerimist metioniinina, arvutamisel kasutatakse sama M viaartust.

6.1. Ekstraktide lahjenduse koguruumala (F) vabade aminohapete (punkt 5.2) mairamiseks arvutatakse jirgmiselt:

_ 100 ml x (10 ml45 ml) \Y
F= 10 ml * 15

V= 16ppekstrakti ruumala

7. Meetodi hindamine

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

Markus: Meetodit katsetati teise rahvusvahelise vordlusuuringu kiigus 2003. aastal, kasutades broilerite 1dppfaasi
s60da, broilerite algfaasi s06da, maisi, kalajahu ja kodulindude tapajadtmejahu pimedaid kordusproove.
Uksikasjalik teave standardis EN ISO 13903.
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7.1.

7.2.

1990. aasta vordlusuuringu tulemuste keskviidrtused ja standardhilbed parast voorvaartuste elimineerimist on

esitatud kidesoleva punkti tabelis.

Keskviirtused g/kg
Aminohape
Viide Materjal

Treoniin Tsiist(e)iin Metioniin Liisiin
Sigade segasoot 6,94 3,01 3,27 9,55

n=15 n=17 n=17 n=13
Broilerite segas66t 9,31 3,92 5,08 13,93

n=16 n=18 n=18 n=16
Valgukontsentraat 22,32 5,06 12,01 47,74

n=16 n=17 n=17 n=15
Eelsegu 58,42 — 90,21 98,03

n=16 n=16 n=16

n = osalenud laborite arv

Korduvus

Eelmises tabelis esitatud vordluskatse korduvus on viljendatud laborisisese standardhilbena ja esitatud jargmistes

tabelites: n = osalenud laborite arv

Korduvuse variatsioonikordaja (CV,)(%)

Aminohape
Viide Materjal
Treoniin Tsiist(e)iin Metioniin Liisiin
Sigade segasoot 1,9 3,3 3,4 2,8
n=15 n=17 n=17 n=13
Broilerite segas66t 2,1 2,8 3,1 2,1
n=16 n=18 n=18 n=16
Valgukontsentraat 2,7 2,6 2,2 2,4
n=16 n=17 n=17 n=15
Eelsegu 2,2 — 2,4 2,1
n=16 n=16 n=16

n = osalenud laborite arv

Korratavus

Eespool nimetatud vordluskatse laboritevahelise standardhilbe tulemused on esitatud jirgmises tabelis:

Korratavuse variatsioonikordaja (CVy)(%)

Aminohape
Viide Materjal
Treoniin Tsiist(e)iin Metioniin Liisiin
Sigade segasoot 4,1 9,9 7,0 3,2
n=15 n=17 n=17 n=13
Broilerite segas66t 52 8,8 10,9 5,4
n=16 n=18 n=18 n=16
Valgukontsentraat 3,8 12,3 13,0 3,0
n=16 n=17 n=17 n=15
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Eelsegu 4,3 - 6,9 6,7

n = osalenud laborite arv

8. Etalonainete kasutamine

Meetodi dige rakendamise kontrollimiseks tehakse korduvaid modtmisi sertifitseeritud etalonainetega, kui need
ained on kittesaadavad. Soovitatav on kalibreerida aminohapete sertifitseeritud kalibreerimislahusega.

9. Tahelepanekud

9.1. Aminohappeanaliisaatorite erinevustest tingituna tuleb standardaminohapete kalibreerimislahuste (vt punktid
3.27.4 ja 3.27.5) ja hiidroliisaadi (vt punkt 5.3.4) Idppkontsentratsioone vaadelda suunistena.

Kdigi aminohapete puhul tuleb kontrollida aparatuuri lineaarse ala vahemikku.

Standardlahus lahjendatakse tsitraatpuhvriga, et piigialad oleksid vahemiku keskel.

9.2. Kui hiidroliisaatide analiiiisiks kasutatakse kdrgefektiivse vedelikkromatograafia aparatuuri, tuleb katsetingimused
optimeerida vastavalt tootja soovitustele.

9.3. Meetodi rakendamisel segas6dda voi eelsegude suhtes, mille kloriidisisaldus on suurem kui 1 % (kontsentraadid,
mineraalsoodad, tiiends66dad), voib analiiiis ndidata tegelikust vdiksemat metioniinisisaldust ning tuleb kasutada
eritootlust.

10. Tulemuslikkuse niitajad

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

10.1.  Korduvus
Sama analiiiisija poolt sama prooviga samas laboris tehtud kahe madramise tulemuste erinevus ei tohi iiletada:

— 6 % suuremast vaartusest aminohapete iildsisalduse puhul, kui tegemist on gliitsiini, alaniini, liisiini, proliini,
glutaamhappe, isoleutsiini ja histidiiniga;

— 8 % suuremast véirtusest aminohapete tldsisalduse puhul, kui tegemist on treoniini, feniiiilalaniini,
metioniini, asparagiinhappe ja leutsiiniga;

— 10 % suuremast vadrtusest aminohapete iildsisalduse puhul, kui tegemist on arginiini ja valiiniga;
— 12 % suuremast vaartusest aminohappe seriini iildsisalduse puhul;

— 15 % suuremast vaartusest aminohappe tsiist(e)iini iildsisalduse puhul.

10.2.  Korratavus
Sama prooviga eri laborites ja/vdi eri analiiiisijate poolt tehtud kahe maaramise tulemuste erinevus ei tohi iiletada:
— 15 % suuremast vadrtusest aminohapete iildsisalduse puhul, kui tegemist on gliitsiini, alaniini ja treoniiniga;

— 20 % suuremast vddrtusest aminohapete tildsisalduse puhul, kui tegemist on liisiini, proliini, feniiiilalaniini,
metioniini ja asparagiinhappega;

— 22 % suuremast vaartusest aminohapete iildsisalduse puhul, kui tegemist on glutaamhappe ja leutsiiniga;
— 27 % suuremast vddrtusest aminohappe arginiini iildsisalduse puhul;

— 32 % suuremast vaartusest aminohappe isoleutsiini iildsisalduse puhul;
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

— 35 % suuremast vaartusest aminohapete iildsisalduse puhul, kui tegemist on valiini ja seriiniga;
— 40 % suuremast vaartusest aminohappe histidiini tildsisalduse puhul;

— 50 % suuremast vairtusest aminohappe tsiist(e)iini tildsisalduse puhul.

F. TRUPTOFAANI MAARAMINE
Triiptofaani madramiseks kasutatavad analiiisimeetodid on jargmised.
— EN ISO 13904 Loomaso6t — Triiptofaanisisalduse maaramine

— Analiitisimeetodit kirjeldatakse jargnevalt punktides 1-9.

Eesmiirk ja kohaldamisala

Selle meetodiga on vdimalik méirata triiptofaani iildsisaldust ja vaba triiptofaani sisaldust soodas. Meetod ei erista
D- ja L-vormi.

Pohimote

Triiptofaani iildsisalduse maidramiseks hiidroliiiisitakse proovi leeliselises keskkonnas kiillastunud baariumhii-
droksiidi lahusega ja kuumutatakse 110 °C juures 20 tundi. Parast hiidroliiiisimist lisatakse sisestandard.

Vaba triiptofaani maaramiseks ekstraheeritakse proovi ndrgalt happelistes tingimustes sisestandardi juuresolekul.

Triiptofaan ja sisestandard méiratakse hiidroliisaadis vi ekstraktis HPLC-ga fluorestsentsdetektori abil.
Reaktiivid

Tuleb kasutada bidestilleeritud vdi samavdirse kvaliteediga vett (juhtivus < 10 pS/cm).

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

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

Baariumbhiidroksiidi oktahiidraat (viltida Ba(OH),.8 H,O iilemddrast kontakti 8huga, kuna see voib viia BaCO;
moodustumiseni, mis voib méd4ramist segada) (vt tahelepanek, punkt 9.3).

Naatriumhiidroksiid

Ortofosforhape, w (w/w) = 85 %
Soolhape, po = 1,19 g/ml.
HPLC-puhtusastmega metanool
Petrooleeter, keemisvahemik 40-60 °C

Naatriumhiidroksiidi lahus, ¢ = 1 mol/l

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

Soolhape, ¢ = 6 mol/l

Voetakse 492 ml HCI (punkt 3.7) ja tiidetakse veega 1 liitrini.

Soolhape, ¢ = 1 mol/l

Voetakse 82 ml HCI (punkt 3.7) ja tdidetakse veega 1 liitrini.
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3.13.  Soolhape, ¢ = 0,1 mol/l

Voetakse 8,2 ml HCI (punkt 3.7) ja tdidetakse veega 1 liitrini.

3.14.  Ortofosforhape, ¢ = 0,5 mol/l:

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

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

500 ml modtkolvis lahustatakse 0,2553 g triiptofaani (punkt 3.2) soolhappes (punkt 3.13) ja tdidetakse
soolhappega (punkt 3.13) mirgini. Séilitatakse temperatuuril =18 °C kuni neli nddalat.

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

500 ml mootkolvis lahustatakse 0,2728 g a-metiiiiltriiptofaani (punkt 3.3) soolhappes (punkt 3.13) ja taidetakse
soolhappega (punkt 3.13) mirgini. Sailitatakse temperatuuril =18 °C kuni neli nadalat.

3.17.  Triiptofaani ja sisestandardi kalibreerimisstandardlahus:
Voetakse 2,00 ml triiptofaani kontsentreeritud lahust (punkt 3.15) ja 2,00 ml sisestandardi (a-metiiiltriiptofaani)
kontsentreeritud lahust (punkt 3.16). Lahjendatakse veega (punkt 3.1) ja metanooliga (punkt 3.8) umbes sama
ruumalani ja umbes sama metanooli kontsentratsioonini (10-30 %), nagu on valmis hiidroliisaadil.

Lahus tuleb valmistada vahetult enne kasutamist.

Valmistamise ajal valtida otsest paikesevalgust.
3.18.  Addikhape
3.19.  1,1,1-trikloro-2-metiiiil-2-propanool
3.20.  Etanoolamiin w (w/w) > 98 %
3.21. 1 grammi 1,1,1-trikloro-2-metiiiil-2-propanooli (punkt 3.19) lahus 100 ml metanoolis (punkt 3.8).

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

4. Seadmed
4.1. HPLC-seadmed spektrofluorimeetrilise detektoriga
4.2. Vedelikkromatograafia kolonn, 125 mm x 4 mm, C,, tdidise terasuurus 3 pm, vdi samavéirne

4.3. pH-meeter

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

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

4.7. Mehaaniline loksuti v6i magnetsegur

4.8. Poorissegaja
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5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

To66 kiik

Proovide ettevalmistamine

Proov jahvatatakse nii peeneks, et see ldheks labi 0,5-millimeetriste avadega sdela. Suure niiskusesisaldusega
proovid tuleks enne jahvatamist kas kuivatada Shu kies temperatuuril kuni 50 °C voi kiilmkuivatada. Suure
rasvasisaldusega proove tuleb enne jahvatamist ekstraheerida petrooleetriga (punkt 3.9).

Vaba triiptofaani médramine (ekstrakt)

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

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

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

Triiptofaani iildsisalduse madramine (hiidroliisaat).

0,1-1 g ettevalmistatud proovi (punkt 5.1) kaalutakse 0,2 mg tdpsusega poliiropiileenkolbi (punkt 4.4). Kaalutud
proovipartii limmastikusisaldus peab olema umbes 10 mg. Lisatakse 8,4 g baariumhiidroksiidi oktahiidraati
(punkt 3.4) ja 10 ml vett. Segatakse poorissegajaga (punkt 4.8) v6i magnetseguriga (punkt 4.7). Tefloniga kaetud
magnet jdetakse segusse. Nou seinad loputatakse iile 4 ml veega. Keeratav kork pannakse peale ja kolb suletakse
16dvalt. Kolb pannakse keeva veega autoklaavi (punkt 4.6) ja kuumutatakse aurus 30—-60 minutit. Autoklaav
suletakse ja kuumutatakse 20 tundi 110 ( 2) °C juures.

Enne autoklaavi avamist langetatakse temperatuur natuke alla 100 °C kraadi. Ba(OH),.8 H,O kristalliseerumise
viltimiseks lisatakse soojale segule 30 ml toatemperatuuril olevat vett. Raputatakse voi segatakse kergelt.
Lisatakse 2,00 ml sisestandardi (a-metiiiiltriiptofaani) kontsentreeritud lahust (punkt 3.16). Nousid
jahutatakse vee-[jddvannis 15 minutit.

Secjirel lisatakse 5 ml ortofosforhapet (punkt 3.14). Nou hoitakse jahutusvannis ja neutraliseeritakse segamisel
HCl-iga (punkt 3.11) ning pH korrigeeritakse 3,0-ni HCl (punkt 3.12) abil. Lisatakse piisavalt metanooli, et viia
metanooli kontsentratsioon 18pplahuses 10-30 %ni. Viiakse iile sobiva suurusega modtekolbi ja lahjendatakse
veega kindla, kromatograafiaks sobiva ruumalani (nditeks 100 ml). Metanooli lisamine ei tohi tekitada sadenemist.

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

Standardlahust ja hiidroliisaate tuleb kaitsta otsese pidikesevalguse eest. Kui hiidroliisaate ei ole vdimalik samal
pdeval analiiiisida, siis v&ib neid hoida temperatuuril 5 °C kuni kolm paeva.

HPLC mddramine

Soovitatakse juhinduda jargmistest isokraatilise elueerimise tingimustest. Muid tingimusi vib kasutada juhul, kui
need tagavad samaviirsed tulemused (vt ka tdhelepanekute punkte 9.1 ja 9.2):
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Vedelikkromatograafia kolonn voi 125 mm x 4 mm, Cs, tdidise terasuurus 3 pm samavairne

kolonn (punkt 4.2):

Kolonni temperatuur: Ruumitemperatuur

Liikuv faas (punkt 3.22): 3,00 g dadikhapet (punkt 3.18) + 900 ml vett (punkt 3.1) + 50,0 ml

1,1,1-trikloro-2-metiiil-2-propanooli (punkt 3.19) lahust (punkt 3.21)
1 g/100 ml metanoolis (punkt 3.8). Etanoolamiini (punkt 3.20) abil
korrigeeritakse pH 5,00-le. Tdidetakse veega (punkt 3.1) 1 000 ml-ni.

Voolukiirus: 1 ml/min
Summaarne voolutamisaeg: umbes 34 min
Avastamise lainepikkus: ergastamine: 280 nm, emissioon: 356 nm.
Sissesiistitav ruumala 20 pl
6. Tulemuste arvutamine

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

A XBXVxexVyxM

X = Drry <0007 m

A= sisestandardi piipindala, kalibreerimisstandardlahus (punkt 3.17)

B= triiptofaani piigipindala, ekstrakt (punkt 5.2) v&i hiidroliisaat (punkt 5.3)

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

c= kalibreerimislahusele (punkt 3.17) lisatud kontsentreeritud triiptofaani lahuse (punkt 3.15)
kontsentratsioon, pmol/ml (= 2,50)

V,= kontsentreeritud sisestandardlahuse (punkt 3.16) kogus milliliitrites, mis on lisatud ekstraheerimisel
(punkt 5.2) (= 5,00 ml) v&i hiidroliisaadile (punkt 5.3) (= 2,00 ml)

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

D= triiptofaani piigipindala, kalibreerimisstandardlahus (punkt 3.17)

V; = kalibreerimisstandardlahusele (punkt 3.17) lisatud kontsentreeritud sisestandardlahuse (punkt 3.16)
kogus milliliitrites (= 2,00 ml)

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

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

7. Korduvus

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

8. Vordlusuuringu tulemused

Korraldati liidusisene vordlusuuring (neljas vordlusuuring), mille kiigus kuni 12 laborit analiiisisid
hidroliiisimeetodi - sertifitseerimiseks kolme proovi. Kdigile proovidele tehti kordusanaliiiisid (punkt 5).
Tulemused on esitatud jargmises tabelis:
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Proov 1 Proov 2 Proov 3
Seasoot L-trﬁptofaanig‘zf rikastatud Seasoodakontsentraat
seasoot
L 12 12 12
n 50 55 50
Keskviirtus 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
v, [%] 1,9 1,6 1,9
Sk [g/ke] 0,15 0,20 0,09
R [g/kg] 0,42 0,56 0,25
CVi [%] 6,3 6,0 22
L= tulemused esitanud laborite arv
n= tiksiktulemuste arv pdrast vodrvadrtuste viljajatmist (Cochrani-Dixoni védrviirtuste testi alusel)
S, = korduvust iseloomustav standardhilve
Sk = korratavust iseloomustav standardhilve
r= korduvus
= korratavus
CV,=  korduvuse variatsioonikordaja, %
CVr =  korratavuse variatsioonikordaja, %

Teise liidusisese vordlusuuringu (kolmanda vordlusuuringu) kiigus analiiiisisid kuni 13 laborit vaba triiptofaani
ekstraheerimise meetodi sertifitseerimiseks kahte proovi. Koigile proovidele tehti kordusanaliiiisid (punkt 5).
Tulemused on esitatud jargmises tabelis:

Proov 4

Nisu ja soja

segu

Proov 5

Nisu ja soja segu (= proov 4), millele on
lisatud triiptofaani (0,457 g/kg)

L

n

Keskvaartus g/kg

CVr [%]

12

55

0,391

0,005

0,014

0,018
0,050

4,71

12

60

0,931

0,012

0,034

0,048
0,134

511
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CVR =

tulemused esitanud laborite arv

tiksiktulemuste arv pdrast vodrvadrtuste viljajatmist (Cochrani-Dixoni vddrvéirtuste testi alusel)

korduvust iseloomustav standardhilve
korratavust iseloomustav standardhilve
korduvus

korratavus

korduvuse variatsioonikordaja, %

korratavuse variatsioonikordaja, %

Veel iihe liidusisese vordlusuuringu kiigus analiiiisisid kuni seitse laborit triiptofaani hiidroliiiisi sertifitseerimise
eesmirgiga nelja proovi. Tulemused on esitatud allpool. Kdigile proovidele tehti kordusanaliiiisid (punkt 5).

Proov 2
Proov 1 Viitkese Proov 3 Proov 4
Sigade segasoot rasvasisgldusega Sojajahu Lossipulber
(CRM 117) Kalajahu (CRM 119) (CRM 120)
(CRM 118)
L 7 7 7 7
n 25 30 30 30
Keskvairtus g/kg 2,064 8,801 6,882 5,236
s: lg/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
S [g/kg] 0,031 0,413 0,283 0,221
R [g/kg] 0,087 1,156 0,792 0,619
CVy [%] 1,48 4,69 411 4,22
L= tulemused esitanud laborite arv
n= iiksiktulemuste arv parast vodrvairtuste viljajatmist (Cochrani-Dixoni vOdrvéartuste testi alusel)
S, = korduvust iseloomustav standardhilve
Sk = korratavust iseloomustav standardhilve
r= korduvus
= korratavus
CV,=  korduvuse variatsioonikordaja, %
CVr =  korratavuse variatsioonikordaja, %
9. Tihelepanekud
9.1. Jargmised kromatograafia eritingimused voivad tagada triiptofaani ja a-metiiiiltriiptofaani parema eraldumise
teineteisest.
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9.2

9.3.

1.1.

Isokraatiline elueerimine, millele jargneb kolonni gradientpuhastus:

Vedelikkromatograafia kolonn: 125 mm x 4 mm, C,, tdidise terasuurus 5 pm voi samavairne
Kolonni temperatuur: 32°C
Liikuv faas: A: 0,01 mol/l KH,PO,/metanool, 95 + 5 (V+V).
B: Metanool
Gradientprogramm: 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
Voolukiirus: 1,2 ml/min
Summaarne voolutamisaeg: umbes 33 min

Kromatograafiline mairamine oleneb HPLC tiiiibist ja kasutatavast kolonnitiidisest. Valitud siisteem peab tagama
triiptofaani ja sisestandardi piikide tdieliku eraldumise (kuni alusjooneni). Lisaks sellele on oluline, et lagunemis-
produktid eralduksid histi triiptofaanist ja sisestandardist. Kolonni tuleb siistida hiidroliisaate ilma
sisestandardita, kontrollimaks, et sisestandardi piigi kohal ei moonutaks alusjoont lisandite viljumine. On
oluline, et voolutamisaeg oleks piisavalt pikk koigi lagunemisproduktide elueerimiseks, vastasel juhul voivad
hiljem elueeruvad piigid segada jirgnevaid kromatograafilisi madramisi.

Kasutatavate kontsentratsioonide vahemikus peavad kromatograafilise siisteemiga saadavad tulemused sdltuma
kontsentratsioonist lineaarselt. Tulemuste lineaarsust tuleks kontrollida sisestandardi konstantsel (normaalsel)
kontsentratsioonil erinevate triiptofaani kontsentratsioonidega. On oluline, et nii triiptofaani kui ka sisestandardi
piigid oleksid HPLC-/fluorestsentssiisteemi lineaarses alas. Kui triiptofaani voi sisestandardi piigid on liiga
viikesed voi liiga suured, siis tuleks analiiisi korrata teistsuguse proovi suurusega ja/vOi teistsuguse
16ppruumalaga.

Baariumhiidroksiid

Baariumbhiidroksiidi lahustamine raskeneb baariumhiidroksiidi vananemisel. Selle tulemusel saadakse HPLC-ga
médramiseks hagune lahus, mis voib vihendada triiptofaani miiramisel saadavaid tulemusi.

G. TOOROLIJA -RASVA MAARAMINE

Eesmirk ja kohaldamisala
See meetod voimaldab madrata toordli ja -rasva sisaldust s66das.
Allpool kirjeldatud kahe meetodi kasutamine sdltub s66da laadist ja koostisest ning analiiiisi tegemise pdhjusest.

Toordli ja -rasva mddramiseks Sliseemnetes ja -viljades ning iile 15 % toordli-|toorrasvasisaldusega soodas tuleks
ekstraheerimine teha menetluse A kohaselt ja uuesti ekstraheerimine menetluse B kohaselt (punkt 5.3).

Meetod A — otse ekstraheeritav toordli ja -rasv

Seda meetodit kohaldatakse taimse soodamaterjali puhul, vélja arvatud meetodiga B hdlmatud ainete puhul.
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1.2. Meetod B — kogu toordli ja -rasv
Seda meetodit kohaldatakse loomse so6damaterjali ja koigi segasdotade puhul. Seda kasutatakse koigi ainete

puhul, millest ei ole ilma eelneva hiidroliitisita voimalik 6li ja rasva ekstraheerida (nt gluteen, parm, kartulivalgud
ning tooted, mille puhul kasutatakse muu hulgas pressimist, helvestamist voi kuumutamist).

1.3. Tulemuste tolgendamine

Koigil juhtudel, kui meetodiga B saadakse suurem tulemus kui meetodiga A, loetakse meetodiga B saadud tulemus
digeks vairtuseks.

2. Pohimote

2.1. Meetod A

Proov ekstraheeritakse petrooleetriga. Solvent destilleeritakse vilja ning jadk kuivatatakse ja kaalutakse.

2.2. Meetod B

Proovi toodeldakse kuumalt soolhappega. Segu jahutatakse ja filtritakse. Jddk pestakse, kuivatatakse ja médratakse
vastavalt meetodile A.

3. Reaktiivid

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

3.2 Veevaba naatriumsulfaat.

3.3. Soolhape, ¢ = 3 mol/l.

3.4. Filteraine, nt Kieselguhr, Hyflo-supercel.
4. Seadmed
4.1. Ekstraheerimisaparaat. Kui see on varustatud sifooniga (Soxhleti aparaat), siis peab tagasivoolu kiirus olema

selline, et tekiks umbes 10 tsiiklit tunnis; kui aparaat on ilma sifoonita, siis peab tagasivoolu kiirus olema
ligikaudu 10 ml minutis.

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

4.3, Kuivatuskapp: kas vaakumkuivatuskapp, mis on seatud temperatuurile 75 * 3 °C, vdi 6hkkuivatuskapp, mis on
seatud temperatuurile 100 % 3 °C.

5. T66 kiik

5.1. Meetod A (vt punkt 8.1)
5 g proovi kaalutakse 1 mg tdpsusega, pannakse ekstraheerimishiilssi (punkt 4.2) ja kaetakse rasvavaba vatiga.

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

Solvent destilleeritakse vilja. Jadk koos kolviga asetatakse poolteiseks tunniks kuivatuskappi (punkt 4.3) kuivama.

Lastakse eksikaatoris jahtuda ning kaalutakse. Kuivatatakse veel 30 minutit, et veenduda, et 6li ja rasva mass jadb
samaks (massikadu kahe jdrjestikuse kaalumise vahel peab olema 1 mg vdi alla selle).

(®) Kui hiljem tuleb kontrollida 6li vi rasva kvaliteeti, asendatakse pimsskivitiikid klaashelmestega.
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5.2.

5.3.

8.1.

Meetod B

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

Jahutatakse ja lisatakse selline kogus filterainet (punkt 3.4), mis on piisav 0li- ja rasvakao valtimiseks filtrimisel.
Lahus filtritakse 14bi niisutatud rasvavaba kahekordse filterpaberi. Jadki pestakse kiilmas vees kuni filtraadi
neutraalse reaktsioonini. Kontrollitakse, et filtraat ei sisalda dli ega rasva. Kui filtraat sisaldab 6li voi rasva, tuleb
proov enne hiidroliiiisi petrooleetriga ekstraheerida, kasutades meetodit A.

Kahekordne filterpaber koos jidgiga asetatakse kellaklaasile ja kuivatatakse poolteist tundi ventileeritavas
kuivatuskapis (punkt 4.3) 100 = 3 °C juures.

Kahekordne filterpaber koos kuivjddgiga asetatakse ekstraheerimishiilssi (punkt 4.2) ja kaetakse rasvavaba vatiga.
Hiilss asetatakse ekstraheerimisaparaati (punkt 4.1) ja jatkatakse vastavalt punkti 5.1 teisele ja kolmandale 16igule.

Menetlus A ja uuesti ekstraheerimine menetluse B kohaselt.

Toordli ja -rasva mddramiseks dliseemnetes ja -viljades ning iile 15 % toordli-|toorrasvasisaldusega sdodas tuleks
ekstraheerimine teha menetluse A kohaselt ja uuesti ekstraheerimine menetluse B kohaselt.

See tihendab, et pérast petrooleetriga ekstraheerimist (menetlus A) ekstraheeritakse jadki voi osa jadgist uuesti
soolhappega (menetlus B). Toordli- ja toorrasvasisaldus on menetluste A ja B tulemuste summa.

Tulemuste viljendamine

Jddgi mass viljendatakse protsendimairana proovist.

Korduvus

Sama analiiiisija poolt sama prooviga tehtud kahe paralleelse madramise tulemuste erinevus ei tohi iiletada:
— absoluutvdirtusena viljendatult 0,2 %, kui 8li ja rasva iildsisaldus on alla 5 %;

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

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

Tihelepanekud

Suure 0li- ja rasvasisaldusega toodete puhul, mida on keeruline peenestada voi millest ei saa vtta homogeenset
vihendatud proovi, toimitakse jargmiselt.

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

Hilssi jadnud ekstraheerimisjadgist eemaldatakse solvent, peenestatakse jadk 1 mm osakesteks, pannakse see
tagasi ekstraheerimishiilssi (ilma naatriumsulfaati lisamata) ning jtkatakse vastavalt punkti 5.1 teisele ja
kolmandale 15igule.
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Oli- ja rasvasisaldus arvutatakse protsendimairana proovist jargmise valemi abil:

(I0m, +m,) x 5

kus:
m,; = jadgi mass grammides pérast esimest ekstraheerimist (alikvootne osa ekstraktist),
m, = jadgi mass grammides parast teist ekstraheerimist.

8.2. Madne toote (nt viikese 0li- ja rasvasisaldusega tooted) puhul v6ib uuritava proovi massi suurendada.

8.3. Suure veesisaldusega lemmikloomatoite vdib olla vaja segada veevaba naatriumsulfaadiga enne hiidroliiiisi ja
ekstraheerimist vastavalt meetodile B.

8.4. Punktis 5.2 voib olla tdhusam kasutada jdadgi pesemiseks parast filtrimist kiilma vee asemel sooja vett.

8.5. Méne s66da puhul vaib olla vaja pikendada 1,5 tunnist kuivamisaega. Tuleb viltida liigset kuivatamist, kuna see
voib pohjustada madalaid tulemusi. Kasutada vdib ka mikrolaineahju.

H. KOGUKIU MAARAMINE

1. Eesmiirk ja kohaldamisala
Selle meetodiga on vdimalik mairata s6odas happelises ja leeliselises keskkonnas lahustumatuid rasvavabu
orgaanilisi aineid, mida harilikult nimetatakse kogukiuks.
Meetodit ei kasutata lignotselluloosi ja taimse soe puhul (liiga viikesed osakesed).

2. Pohimote
Proovi, mis on vajaduse korral rasvatustatud, toodeldakse mitu korda jdrjest teatava kontsentratsiooniga
védvelhappe ja kaaliumhiidroksiidi keevate lahustega. Jadk eraldatakse filtrimisega 14bi paagutatud klaasfiltri ning
pestakse, kuivatatakse, kaalutakse ja tuhastatakse temperatuuril vahemikus 475-500 °C. Tuhastamisest tulenev
massikadu vastab uuritavas proovis sisalduvale kogukiule.

3. Reaktiivid

3.1. Vidvelhape, ¢ = 0,13 mol/l

3.2. Vahutamisvastane aine (nt n-oktanool)

3.3. Filteraine (Celite 545 voi samavairne toode), mida soojendatakse temperatuuril 500 °C neli tundi (punkt 8.6)

3.4. Atsetoon.

3.5. Petrooleeter, keemistemperatuur 40—60 °C

3.6. Soolhape, ¢ = 0,5 mol/l

3.7. Kaaliumhiidroksiidi lahus, ¢ = 0,23 mol/l

4. Seadmed

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

4.2. Paagutatud kvartsklaasist filterplaadiga klaasist filtertiigel, poori suurus 40-90 pm. Enne esimest kasutamist
kuumutatakse mdni minut kuni temperatuurini 500 °C ja jahutatakse (punkt 8.6).
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4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

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

Ekstraheerimisseade, mis koosneb filtertiigli (punkt 4.2) tugiplaadist ja viljalasketorust, millel on klapp vaakumi ja
vedeliku viljavoolu peatamiseks.

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

To66 kiik

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

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

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

Viljalasketoru (punkt 4.1) klapp avatakse, vddvelhape filtritakse vaakumitingimustel ldbi filtertiigli ning jadki
pestakse kolm korda jdrjest 30 ml keeva veega, tagades, et parast iga pesemist filtritakse jadk kuivaks.

Aravooluklapp suletakse ning ithendatud silindrisse ja tiiglisse valatakse 150 ml keevat kaaliumhiidroksiidi lahust
(punkt 3.7) ning lisatakse mdned tilgad vahutamisvastast ainet (punkt 3.2). Vedelik actakse keema 5 * 2 minutiga
ja keedetakse tugevalt tapselt 30 minutit. Filtritakse ja korratakse pesemisprotseduuri, mida kasutati vadvelhappe
juures.

Pirast 16plikku pesemist ja kuivatamist thendatakse tiigel ja selle sisu lahti ning ithendatakse see kiilmekstraheeri-
misseadmega (punkt 4.6). Jadki pestakse tiiglis vaakumitingimustel kolm korda jérjest 25 ml atsetooniga (punkt
3.4), tagades, et pdrast iga pesemist filtritakse jadk kuivaks.

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

Pirast iga kuumutamist jahutatakse tiiglit enne kaalumist kdigepealt ahjus ja seejdrel eksikaatoris.

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

Tulemuste arvutamine

Kogu kiu sisaldus arvutatakse protsendiméddrana proovist jargmise valemi abil:

(mg —mq) x 100

X =
m
kus:
m = proovi mass grammides;
mg = massikadu pérast tuhastamist madramise ajal, grammides;
m; = massikadu parast tuhastamist pimekatse ajal, grammides.
Korduvus

Sama prooviga tehtud kahe paralleelse médramise tulemuste erinevus ei tohi iiletada:
— absoluutvéirtuses viljendatult 0,6 %, kui kogukiu sisaldus on alla 10 %;

— 6 % suuremast tulemusest, kui kogukiu sisaldus on 10 % vdi suurem.
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8. Korratavus
Sama prooviga eri laborites tehtud kahe maadramise tulemuste erinevus ei tohi iiletada:
— absoluutviirtuses viljendatult 1,0 %, kui kogukiu sisaldus on alla 10 %;

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

9.1. S66t, mis sisaldab iile 10 % rasva, tuleb enne analiiisimist petrooleetriga (punkt 3.5) rasvatustada. Filtertiigel
(punkt 4.2) ja selle sisu ithendatakse kiilmekstraheerimisseadmega (punkt 4.6) ja pestakse jaaki vaakumitin-
gimustel kolm korda jdrjest 30 ml petrooleetriga, tagades, et jadk oleks kuiv. Tiigel ja selle sisu tthendatakse
kuumutusseadmega (punkt 4.1) ja jatkatakse vastavalt punktile 5.

9.2. So0t, mis sisaldab rasva ja mida ei saa ekstraheerida petrooleetriga (punkt 3.5) otse, tuleb rasvatustada vastavalt
punktile 8.1 ja rasvatustada veel iiks kord parast happega keetmist. Pdrast happega keetmist ja jargnevat pesemist
tthendatakse tiigel ja selle sisu kiillmekstraheerimisseadmega (punkt 4.6) ja pestakse jadki kolm korda jarjest 30 ml
atsetooniga ning seejdrel veel kolm korda 30 ml petrooleetriga. Filtritakse vaakumitingimustel kuivaks ja
jatkatakse analiiiisi vastavalt punktile 5, alustades to6tlemisest kaaliumhiidroksiidiga.

9.3. Kui soot sisaldab iile 5 % karbonaati, mis on viljendatud kaltsiumkarbonaadina, ithendatakse tiigel (punkt 4.2)
kaalutud prooviga kuumutusseadme (punkt 4.1) kiilge. Proovi pestakse kolm korda 30 ml soolhappega (punkt
3.6). Parast iga lisamist lastakse proovil enne filtrimist umbes iiks minut seista. Pestakse iiks kord 30 ml veega ja
jatkatakse seejirel vastavalt punktile 5.

9.4, Kui kasutatakse statiivitaolist seadet (mitu tiiglit on kinnitatud sama kuumutusseadme kiilge), ei vdi sama
analiiiisitava proovi suhtes teostada kahte tiksikut madramist samas sarjas.

9.5. Kui pirast keetmist on happelisi ja aluselisi lahuseid raske filtrida, kasutatakse kuumutusseadme viljalasketoru
kaudu lastavat surudhku ja jatkatakse seejdrel filtrimist.

9.6. Tuhastamistemperatuur ei tohi olla tile 500 °C, et pikendada klaasfiltertiiglite eluaega. Tuleb jalgida, et kuumutus-
ja jahutustsiiklite ajal ei tekiks liigset termolooki.

I. SUHKRU MAARAMINE

1. Eesmiirk ja kohaldamisala
Selle meetodiga on vdimalik mdirata redutseerivate suhkrute hulka ja parast inversiooni tildsuhkru hulka,
viljendatuna glitkoosina voi soltuvalt olukorrast sahharoosina, kasutades timberarvestustegurit 0,95. Seda
meetodit kasutatakse segasootade puhul. Muude sootade puhul on sitestatud erimeetodid. Vajaduse korral tuleb
laktoosi hulk mdota eraldi ja tulemuste arvutamisel seda arvesse votta.

Seda meetodit tuleb kasutada suhkrusisalduse mairamiseks sooda energiavddrtuse arvutamisel.

Kui suhkrusisaldust maaratakse muudel eesmirkidel, voib kasutada muid analiiiisimeetodeid.

2. Pohimote
Suhkrud ekstraheeritakse lahjendatud etanoolis; lahus selitatakse Carrezi lahustega I ja II Pdrast etanooli
eemaldamist maaratakse kogused enne ja parast inversiooni Luff-Schoorli meetodi abil.

3. Reaktiivid

3.1. 40 % etanoolilahuse (v/v) tihedus: 0,948 g/ml 20 °C juures, fenoolftaleiini suhtes neutraalne
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.8.1.

3.8.2.

3.8.3.

3.9.

5.1.

5.2.

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

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

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

Soolhape, 0,1 mol/l.
Naatriumhiidroksiidi lahus, 0,1 mol/l

Luff-Schoorli reaktiiv

Ettevaatlikult segades valatakse sidrunhappe lahus (punkt 3.8.2) naatriumkarbonaadi lahusesse (punkt 3.8.3).
Lisatakse vasksulfaadi lahus (punkt 3.8.1) ja tdidetakse veega 1 liitrini. Lastakse 66 ldbi settida ja filtritakse.

Selliselt saadud reaktiivi kontsentratsiooni (Cu 0,05 mol/l; Na,CO; 1 mol[l) kontrollitakse, vt punkti 5.4 viimast
16iku. Lahuse pH on umbes 9,4.

Vasksulfaadi lahus: 25 g rauavaba vasksulfaati (CuSO, 5H,0) lahustatakse 100 ml vees.
Sidrunhappe lahus: 50 g sidrunhapet (CsHzO, H,0) lahustatakse 50 ml vees.

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

Naatriumtiosulfaadilahus, 0,1 mol/l

Tarkliselahus: 1 liitrile keevale veele lisatakse 5 g lahustuva tirklise ja 30 ml vee segu. Keedetakse kolm minutit,
lastakse jahtuda ja vajaduse korral lisatakse siilitusainena 10 mg elavhdbejodiidi.

Viivelhape, 3 mol/l.

Kaaliumjodiidi lahus, 30 % (w/v)

Pimsskivigraanulid, mis on keedetud soolhappes, pestud vees ning kuivatatud.
3-metiiiilbutaan-1-ool

Seadmed

Segisti (trummel): ligikaudu 35-40 p/min
To6 kiik
Proovi ekstraheerimine

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

Redutseerivate suhkrute mddramine

Pipetiga eemaldatakse kuni 25 ml lahust, mis sisaldab alla 60 mg redutseerivaid suhkruid, mis on viljendatud
glitkoosina. Vajaduse korral tdidetakse destilleeritud veega 25 ml-ni ja maaratakse redutseerivate suhkrute hulk
Luff-Schoorli meetodi abil. Tulemus véljendatakse glitkkoosisisalduse protsendimédirana proovist.
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5.3. Uldsuhkru méddramine pdrast inversiooni

Pipetiga vdetakse 50 ml lahust ja kantakse see 100 ml mddtekolbi. Lisatakse mdni tilk metiiiiloranzi lahust (punkt
3.4) ning seejirel lisatakse hoolikalt ja samal ajal pidevalt segades soolhapet (punkt 3.5), kuni vedelik varvub
selgelt punaseks. Lisatakse 15 ml soolhapet (punkt 3.6), asetatakse kolb tugevalt keeva veega vanni ning hoitakse
seal 30 minutit. Jahutatakse kiiresti umbes 20 °C-ni ja lisatakse 15 ml naatriumhiidroksiidi lahust (punkt 3.7).
Taidetakse veega 100 ml-ni ja homogeenitakse. Eemaldatakse kuni 25 ml lahust, mis sisaldab alla 60 mg
redutseerivaid suhkruid, mis on viljendatud glitkoosina. Vajaduse korral tdidetakse destilleeritud veega 25 ml-ni
ja madratakse redutseerivate suhkrute hulk Luff-Schoorli meetodi abil. Tulemus viljendatakse glitkoosi
protsendiméadrana voi sdltuvalt olukorrast sahharoosi protsendiméddrana, korrutades tulemuse teguriga 0,95.

5.4. Tiitrimine Luff-Schoorli meetodi jargi

Pipetiga vdetakse 25 ml Luff-Schoorli reaktiivi (punkt 3.8) ja kantakse see 300 ml koonilisse kolbi; lisatakse tapselt
25 ml selitatud suhkrulahust. Lisatakse 2 pimsskivigraanulit (punkt 3.13), kuumutatakse kisitsi segades keskmise
korgusega lahtise leegi kohal ja segu kuumutatakse keemiseni umbes kahe minuti jooksul. Kooniline kolb
asetatakse viivitamatult asbestkattega traatvorgule, milles on umbes 6 cm libimddduga auk ning mille all on
eelnevalt siiiidatud leek. Leeki reguleeritakse nii, et kuumutataks iiksnes koonilise kolvi pdhja. Koonilise kolvi
kiillge pannakse piistjahuti. Keedetakse tdpselt kiimme minutit. Jahutatakse kohe kiilmas vees ja umbes viie
minuti méodudes tiitritakse jirgmiselt.

Lisatakse 10 ml kaaliumjodiidi lahust (punkt 3.12) ja kohe seejirel lisatakse (intensiivse vahutamise ohu tdttu
ettevaatlikult) 25 ml vaavelhapet (punkt 3.11). Tiitritakse naatriumtiosulfaadi lahusega (punkt 3.9) kuni
kahvatukollase virvuse tekkimiseni, lisatakse tirkliseindikaator (punkt 3.10) ja viiakse tiitrimine l&pule.

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

6. Tulemuste arvutamine

Tabeli abil médratakse glitkoosi hulk milligrammides, mis vastab erinevusele kahe tiitrimise tulemuste vahel
viljendatuna naatriumtiosulfaadi milliliitrites (0,1 mol/l). Tulemus viljendatakse protsendimairana proovist.

7. Erimenetlused

7.1. Melassirikaste s66tade ja muude mitte eriti homogeensete s66tade puhul kaalutakse 20 g proovi ja pannakse see
500 ml veega tiheliitrisse mddtekolbi. Segatakse trumlis tund aega. Selitatakse Carrezi lahustega I (punkt 3.2) ja II
(punkt 3.3) punkti 5.1 kohaselt, kasutades sealjuures iga reaktiivi neljakordset kogust. Tdidetakse kuni margini
80 % etanooliga (v[v).

Homogeenitakse ja filtritakse. Etanool eemaldatakse punkti 5.1 kohaselt. Kui dekstriinitud tarklist ei ole,
tdidetakse destilleeritud veega kuni margini.

7.2. Suhkrurikaste, kuid praktiliselt tirklisevabade melasside ja s66damaterjalide puhul (jaanikaunad, kuivatatud
peedipealsed jne) kaalutakse 5 g proovi, pannakse see 250 ml mddtekolbi, lisatakse 200 ml destilleeritud vett ja
segatakse trumlis tund aega voi vajaduse korral kauem. Selitatakse Carrezi lahustega I (punkt 3.2) ja II (punkt 3.3)
punkti 5.1 kohaselt. Tdidetakse killma veega kuni mairgini, homogeenitakse ja filtritakse. Uldsuhkru hulga
madramiseks jitkatakse vastavalt punktile 5.3.

8. Tahelepanekud

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

8.2. Sahharoosisisalduse protsendimdir on glitkoosina viljendatud inversioonijargse iildsuhkrute sisalduse ja
glitkoosina viljendatud redutseerivate suhkrute sisalduse vahe, mis on korrutatud 0,9 5-ga.

8.3. Redutseerivate suhkrute (v.a laktoosi) sisalduse maaramiseks voib kasutada kahte meetodit:
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8.3.1.  Ligikaudseks arvutamiseks korrutatakse muu meetodi abil saadud laktoosisisaldus 0,67 5ga ja lahutatakse saadud
tulemus redutseerivate suhkrute sisaldusest.

8.3.2.  Redutseerivate suhkrute (v.a laktoosi) tipseks arvutamiseks tuleb sama prooviga teha kaks 16plikku maaramist.
Uks analiiiis tehakse punkti 5.1 kohaselt saadud lahuse iihe osaga, teine analiiiis sellise lahuse ithe osaga, mis on
saadud laktoosi madramise kaigus selleks ettendhtud meetodiga (parast muude suhkruliikide fermenteerimist ja
selitamist).

Mélemal juhul madratakse proovis sisalduv suhkur Luff-Schoorli meetodi abil ja arvutatakse glitkoosi
milligrammideks. Uks vairtus lahutatakse teisest ja vahe viljendatakse protsendimédirana proovist.

Nuiide
Voetud kogused vastavad molema madramise puhul 250 mg massiga proovile.

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

Vahe on 16,6 mg glitkoosi.

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

4x16,6 __
158 — 6,64 %

Vidrtuste tabel 25 ml Luff-Schoorli reaktiivi jaoks

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

Na, S, O; Gliikoos, fruktoos invertsuhkrud Laktoos Na, S, Os
0,1 mol/l Ce Hy» O Cy» Hy, Oy 0,1 mol/l
ml mg vahe mg vahe ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 1
2 4.8 2,4 7,3 3,7 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 8
9 22,4 2,6 33,2 3,8 9
10 25,0 2,6 37,0 3,8 10
11 27,6 2,7 40,8 3,8 11
12 30,3 2,7 44,6 3,8 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 14
15 38,5 2,8 56,0 3,9 15
16 41,3 2,9 59,9 3,9 16
17 442 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. LAKTOOSI MAARAMINE

1. Eesmiirk ja kohaldamisala

Selle meetodiga on vdimalik mairata laktoosi sisaldust s66das, mis sisaldab laktoosi iile 0,5 %.
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2. Pohimote

Suhkrud lahustatakse vees. Lahus kidritatakse Saccharomyces cerevisiae parmiga, mis jitab laktoosi esialgsele kujule.
Pirast selitamist ja filtrimist médratakse filtraadi laktoosisisaldus Luff-Schoorli meetodi abil.

3. Reaktiivid

3.1. Saccharomyces cerevisiae suspensioon: 25 g virsket parmi suspendeeritakse 100 ml vees. Suspensioon siilib
kiilmikus kdige rohkem iihe nidala.

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

3.3. Carrezi lahus II: vees lahustatakse 10,6 g kaaliumferrotsiianiidi K, Fe (CN)s 3H,O. Tiidetakse veega
100 milliliitrini.
3.4, Luff-Schoorli reaktiiv

Ettevaatlikult segades valatakse sidrunhappe lahus (punkt 3.4.2) naatriumkarbonaadi lahusesse (punkt 3.4.3).
Lisatakse vasksulfaadi lahus (punkt 3.4.1) ja tdidetakse veega 1 liitrini. Lastakse 60 labi settida ja filtritakse. Selliselt
saadud reaktiivi kontsentratsiooni (Cu 0,05 mol/l; Na, CO; 1 mol/l) kontrollitakse. Lahuse pH on umbes 9,4.

3.4.1.  Vasksulfaadilahus: 25 g rauavaba vasksulfaati (Cu SO, 5H,0) lahustatakse 100 ml vees.
3.4.2.  Sidrunhappe lahus: 50 g sidrunhapet (CsHzO; - H,O) lahustatakse 50 ml vees.

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

3.5. Pimsskivigraanulid, mis on keedetud soolhappes, pestud vees ning kuivatatud.
3.6. Kaaliumjodiidi lahus, 30 % (w/v)

3.7. Viavelhape, 3 mol/l.

3.8. Naatriumtiosulfaadi lahus, 0,1 mol/l.

3.9. Tarkliselahus: 1 liitrile keevale veele lisatakse 5 g lahustuva tirklise ja 30 ml vee segu. Keedetakse kolm minutit,
lastakse jahtuda ja vajaduse korral lisatakse sdilitusainena 10 mg elavhdbejodiidi.

4. Seadmed

Temperatuurile 38-40 °C seatud termostaadiga veevann.

5. To66 kiik

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

Lisatakse 2,5 ml Carrezi lahust I (punkt 3.2) ja segatakse kolmkiimmend sekundit, seejdrel lisatakse 2,5 ml Carrezi
lahust II (punkt 3.3) ja segatakse veel kolmkiimmend sekundit. Tdidetakse veega 100 milliliitrini, segatakse ja
filtritakse. Pipetiga eemaldatakse filtraadikogus, mis ei tileta 25 ml ja mis soovitavalt sisaldab 40-80 mg laktoosi,
ning kantakse see 300 ml koonilisse kolbi. Vajaduse korral tdidetakse veega 25 ml-ni.

5 ml parmisuspensiooniga (punkt 3.1) tehakse samal viisil pimekatse. Laktoosisisaldus maaratakse Luff-Schoorli
meetodi abil jirgmiselt: lisatakse tipselt 25 ml Luff-Schoorli reaktiivi (punkt 3.4) ja kaks pimsskivigraanulit
(punkt 3.5). Segatakse kisitsi keskmise korgusega lahtise leegi kohal ja segu kuumutatakse keemiseni umbes kahe
minuti jooksul. Kooniline kolb asetatakse viivitamatult asbestkattega traatvorgule, milles on umbes 6 cm
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ldbimddduga auk ning mille all on eelnevalt siiiidatud leek. Leeki reguleeritakse nii, et kuumutataks tiksnes
koonilise kolvi p&hja. Koonilise kolvi kiillge pannakse piistjahuti. Keedetakse tdpselt kiimme minutit. Jahutatakse
kohe kiilmas vees ja umbes viie minuti moodudes tiitritakse jargmiselt.

Lisatakse 10 ml kaaliumjodiidi lahust (punkt 3.6) ja kohe seejdrel lisatakse (intensiivse vahutamise ohu tottu
ettevaatlikult) 25 ml védvelhapet (punkt 3.7). Tiitritakse naatriumtiosulfaadi lahusega (punkt 3.8) kuni
kahvatukollase varvuse tekkimiseni, lisatakse tarkliseindikaator (punkt 3.9) ja viiakse tiitrimine 16pule.

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

6. Tulemuste arvutamine

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

Veevabale laktoosile vastav tulemus viljendatakse protsendiméddrana proovist.
7. Tihelepanek

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

2. Vahendatud laktoosisisaldusega soodas (nt kassipiim) muundatakse laktoos fruktoosiks, mis ei
fermenteeru téielikult kahe tunni jooksul ja mille tulemusena saadakse suuremad niitajad voi
valepositiivsed tulemused (sest ekstrakti jadvad fruktoosijadgid).

Vidrtuste tabel 25 ml Luff-Schoorli reaktiivi jaoks

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

Na, S, O; Gliikoos, fruktoos invertsuhkrud Laktoos Na, S, O;
0,1 mol/l C¢ Hy, Og Cy, Hyy Oy 0,1 mol/l
ml mg vahe mg vahe ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 1
2 4,8 2,4 7,3 3,7 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 8
9 22,4 2,6 33,2 3,8 9
10 25,0 2,6 37,0 3,8 10
11 27,6 2,7 40,8 3,8 11
12 30,3 2,7 44,6 3,8 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 14
15 38,5 2,8 56,0 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
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K. TARKLISE MAARAMINE

POLARIMEETRILINE MEETOD

1. Eesmiirk ja kohaldamisala
Selle meetodi abil on vdimalik kindlaks maérata tarklise ja suure molekulmassiga tarklise lagunemisproduktide
sisaldust soodas, et kontrollida deklareeritud energiasisalduse (VII lisa sitted) ja mairuse (EU) nr 767/2009
jargimist.
Seda meetodit tuleb kasutada tarklisesisalduse maaramiseks s66da energiavairtuse arvutamisel.

Kui tirklisesisaldust mairatakse muudel eesmirkidel, voib kasutada muid analiiiisimeetodeid.

2. Pohimdote

Meetod hélmab kahte madramist. Esimese juhul to6deldakse proovi lahjendatud soolhappega. Pirast selitamist ja
filtrimist mdddetakse polarimeetrilisel teel lahuse optiline poorang.

Teisel madramisel ekstraheeritakse proovi 40 % etanooliga. Pirast filtraadi hapestamist soolhappega, selitamist ja
filtrimist mdddetakse lahuse optiline po6rang esimese mairamisega analoogsel viisil.

Proovi tirklisesisaldus saadakse nimetatud kahe maaramise vahe korrutamisel teadaoleva koefitsiendiga.
3. Reaktiivid
3.1. Soolhappe 25 % lahus (w/w), tihedus: 1,126 g/ml

3.2. Soolhappe 1,13 % lahus, (w/v)

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

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

3.4. Carrezi lahus I vees lahustatakse 10,6 g kaaliumferrotsiianiidi K, Fe (CN)s 3H,0. Tdidetakse veega
100 milliliitrini.

3.5. Etanooli 40 % lahus (v[v), tihedus: 0,948 g/ml 20 °C juures
4. Seadmed

4.1. Standardse lihvithenduse ja piistjahutiga 250 ml kooniline kolb.

4.2. Polarimeeter voi sahharimeeter.
5. To66 kiik
5.1. Proovi ettevalmistamine

Peenestada proov ni, et see labib téielikult 0,5 mm timaravadega sdela.
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5.2.

5.3.

6.1.

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

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

Lisatakse 5 ml Carrezi lahust I (punkt 3.3) ja loksutatakse umbes 30 sekundit. Seejirel lisatakse 5 ml Carrezi II
lahust (punkt 3.4) ja jitkatakse loksutamist veel 30 sekundi jooksul. Tédidetakse veega margini, segatakse ja
filtritakse. Kui filtraat ei ole tdiesti selge (seda juhtub harva), korratakse maaramist, kasutades rohkem Carrezi I ja
Il lahust (nditeks 10 ml).

Lahuse optiline pd6rang méddetakse 200 mm torus polarimeetri voi sahharimeetri abil.

40 % etanoolis lahustuvate ainete optilise péorangu (P’ vdi S') méddramine

5 g proovi kaalutakse 1 mg tdpsusega, pannakse see 100 ml mddtekolbi ning lisatakse umbes 80 ml etanooli
(punkt 3.5) (vt tdhelepanekute punkt 7.2). Kolb jdetakse itheks tunniks toatemperatuurile seisma; selle aja jooksul
loksutatakse kolbi kuus korda tugevasti, nii et proov seguneks pdhjalikult etanooliga. Tiidetakse etanooliga
(punkt 3.5) mirgini, segatakse ja filtritakse.

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

Selitatakse Carrezi I (punkt 3.3) ja II (punkt 3.4) lahuse abil, tdidetakse veega mirgini, segatakse, filtritakse ja

mdddetakse optiline pddrang punkti 5.2 teises ja kolmandas 16igus kirjeldatud viisil.

Tulemuste arvutamine

Tarklisesisaldus (%) arvutatakse jargmiselt:

Maétmine polarimeetriga

Térklisesisaldus (%) = 2200 (-P)

jalpy
p= optiline kogupdorang kraadides
p= 40 % etanoolis (v/v) lahustuvate ainete optiline p66rang kraadides;
[a]; =  puhta tarklise optiline eripoorang. Selle teguri puhul on tavaliselt aktsepteeritavad arvulised vaartused
jargmised:

+185,9°: riisitirklis
+185,7°:  kartulitirklis
+184,6°: maisitirklis
+182,7%  nisutirklis
+181,5%  odratirklis
+181,3%  kaeratirklis

+184,0°  muud tarkliseliigid ja tirklisesegud segasoodas

ELL http://data.europa.eu/elijreg_impl/2024/771/oj

57/129



ET ELT L, 15.3.2024

6.2. Modtmine sahharimeetriga

!
Térklisesisaldus (%) = 2000, x 2N~ 0,665) % (S-S ) _ 266Nx(S-§)

w2’ 100 L
S= optiline kogupoorang sahharimeetri kraadides
§= 40 % etanoolis (v[v) lahustuvate ainete optiline po6rang sahharimeetri kraadides
N= sahharoosi mass (grammides) 100 ml vees, mis annab optiliseks pooranguks 100 sahharimeetri kraadi,

kui modtmisel kasutatakse 200 mm toru:
16,29 g prantsuse sahharimeetrite puhul;
26,00 g saksa sahharimeetrite puhul;
20,00 g muude sahharimeetrite puhul;
[0]" = puhta tirklise optiline eripdrang (vt punkt 6.1).

6.3. Korduvus

Sama prooviga ldbi viidud kahe paralleelse madaramise tulemuste erinevuse absoluutvairtus ei tohi alla 40 %
tirklisesisalduse puhul tiletada 0,4 ning suhteline erinevus 40 % voi suurema térklisesisalduse puhul 1 %.

7. Tihelepanekud

7.1. Kui proov sisaldab iile 6 % karbonaate, arvutatuna kaltsiumkarbonaadina, tuleb need enne optilise kogupoorangu
médramist tipselt sobiva koguse lahjendatud vadvelhappega toodeldes lagundada.

7.2. Suure laktoosisisaldusega toodete, niiteks pulbrilise piimavadaku v6i 16ssipulbri puhul tuleb pdrast 80 ml etanooli
(punkt 3.5) lisamist toimida jirgmiselt. Kolviga iithendatakse piistjahuti ning kolb asetatakse 30 minutiks 50 °C
veevanni. Lastakse maha jahtuda ja jatkatakse analiiiisi punktis 5.3 kirjeldatud viisil.

7.3. Jargmised soodamaterjalid voivad juhul, kui neid sisaldub loomasoddas méarkimisviirses koguses, polarimeetrilise
meetodiga tirklisesisalduse mairamisel esile kutsuda haireid, mis vdivad viia ebadigetele tulemustele:

— (suhkru)peedisaadused, niiteks (suhkru)peedipulp, (suhkru)peedimelass, melasseeritud (suhkru)peedipulp,
(suhkru)peedimelassi raba, (peedi)suhkur;

— tsitruspulp;

— linaseeme; linakook; linasrott;

— rapsiseeme; rapsikook; rapsisrott; rapsiseemnekestad;

— pdevalilleseemned; pdevalillesrott; osaliselt kooritud paevalillesrott;
— koprakook; koprasrott;

— kartulipulp;

— veetustatud parm;

— inuliinirikkad tooted (nt maapirniliistakud voi -jahu);

— rasvakdrned;

— sojatooted.

Neil juhtudel vdib kohaldada komisjoni méaruses (EU) nr 121/2008 ()) esitatud analiiiisimeetodit. Seda meetodit
voib kasutada ka alla 1 % térklisesisaldusega s66da puhul.

() Komisjoni 11. veebruari 2008. aasta maarus (EU) nr 121/2008, millega sitestatakse loomasdddana kasutatavate toodete (valmististe)
(CN-kood 2309) tirklisesisalduse madramisemeetod (ELT L 37, 12.2.2008, 1k 3).
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4.1.

4.2.

4.3.

5.1.

5.2.

7.1.

7.2.

7.3.

L. KOGUTUHA MAARAMINE

Eesmirk ja kohaldamisala

Selle meetodiga on vdimalik maarata s66da kogutuha sisaldust.
Pohiméte

Proov tuhastatakse 550 °C juures; jadk kaalutakse.

Reaktiivid

Ammooniumnitraadi 20 % lahus (w/v)
Seadmed

Kuumutusplaat.

Elektriline termostaadiga muhvelahi.

Nelinurksed (umbes 60 x 40 x 25 mm) vdi immargused (ldbimdot: 60-75 mm, kdrgus: 20-40 mm) kvarts-,
portselan- voi plaatinatiiglid tuhastamiseks.

To66 kiik

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

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

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

Tulemuste arvutamine
Jadgi massi arvutamiseks lahutatakse néu mass.

Tulemus viljendatakse protsendimédirana proovist.
Tihelepanekud

Raskesti tuhastatavate ainete tuhka tuleb eelnevalt tuhastada vihemalt kolm tundi, seejirel jahutada ja lisada moned
tilgad 20 % ammooniumnitraadi lahust voi vett (ettevaatlikult, et viltida tuha hajumist ja tompude tekkimist).
Pirast kuivatuskapis kuivatamist jitkatakse kaltsineerimist. Korratakse seni, kuni aine on tiielikult tuhastunud.

Ainetega, mille puhul punktis 7.1 kirjeldatud meetod ei anna tulemust, toimitakse jargmiselt: parast kolmetunnilist
tuhastamist pannakse tuhk sooja vette ja filtritakse 1abi vdikese tuhavaba filtri. Filter ja selle sisu tuhastatakse
esialgses tiiglis. Filtraat pannakse jahtunud tiiglisse, aurustatakse kuivaks, tuhastatakse ja kaalutakse.

Olide ja rasvade puhul pannakse sobiva suurusega tiiglisse 25 g suurune tipselt kaalutud proov. Aine siiiidatakse
tuhavaba filterpaberi ribaga ja soestatakse. Parast polemist niisutatakse voimalikult vihese veega. Kuivatatakse ja
tuhastatakse punkti 5 kohaselt.

M. SOOLHAPPES LAHUSTUMATU TUHA MAARAMINE

Eesmiirk ja kohaldamisala

Selle meetodiga on vdimalik méirata soolhappes lahustumatute mineraalainete sisaldust soodas. Proovi laadist
soltuvalt voib kasutada kahte meetodit.
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1.1.

1.2.

2.1.

2.2.

3.1.

3.2.

3.3.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

5.1.

5.2.

Meetod A: kasutatakse orgaanilise soodamaterjali ja enamuse segasooda puhul.

Meetod B: kasutatakse mineraalsootade ja so6dasegude puhul ning selliste segasootade puhul, kus soolhappes
lahustumatute ainete sisaldus, mis mairatakse meetodiga A, on iile 1 %.

Pohimote
Meetod A: proov tuhastatakse, tuhk keedetakse soolhappes ning lahustumatu jéik filtritakse ja kaalutakse.

Meetod B: proovi toodeldakse soolhappega. Lahus filtritakse, jadk tuhastatakse ja selliselt saadud tuhk todeldakse
meetodi A jargi.

Reaktiivid

Soolhape, 3 mol/l.
Triklorodadikhappe 20 % lahus (w/v).
Triklorodddikhappe 1 % lahus (w/v).
Seadmed

Kuumutusplaat.

Elektriline termostaadiga muhvelahi.

Nelinurksed (umbes 60 x 40 x 25 mm) vdi immargused (labimd6t: 60-75 mm, kdrgus: 20-40 mm) kvarts-,
portselan- voi plaatinatiiglid tuhastamiseks.

Tuhavabad filtrid
To66 kiik

Meetod A:

Proov tuhastatakse kogutuha mairamiseks ettendhtud meetodi jirgi. Kasutada voib ka konealusel analiiiisil
saadud tuhka.

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

Meetod B

Umbes 5 g proovi kaalutakse 1 mg tdpsusega ja pannakse 250-400 ml keeduklaasi. Lisatakse iiksteise jarel 25 ml
vett ja 25 ml soolhapet (punkt 3.1), segatakse ning oodatakse, kuni kihisemine on 16ppenud. Lisatakse veel 50 ml
soolhapet (punkt 3.1). Oodatakse gaaside eraldumise 15ppemiseni, seejdrel asetatakse keeduklaas keeva vee vanni
ja hoitakse seal kolmkiimmend minutit vdi vajaduse korral kauem lahuses sisalduva tirklise tiielikuks
hidroliiiisiks. Filtritakse soojalt 1dbi tuhavaba filtri ning filter pestakse 50 ml soojas vees (vt tdhelepanekute
punkt 7). Filter jddgiga asetatakse tuhastamiseks ettendhtud tiiglisse, kuivatatakse ja tuhastatakse temperatuuril
mitte alla 550 °C ja mitte iile 700 °C. Tuhk pannakse 250-400 ml keeduklaasi, kasutades 75 ml soolhapet (punkt
3.1); jatkatakse vastavalt punkti 5.1 teisele 1digule.

Tulemuste arvutamine

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

60/129

ELL http://data.europa.eufelijreg_impl/2024/771/oj



ELT L, 15.3.2024 ET

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.1.

3.6.2.

3.7.

Tahelepanek

Kui filtrimine osutub raskeks, tehakse analiiiis uuesti, sealjuures asendatakse 50 ml soolhapet (punkt 3.1) 50 ml
triklorodddikhappe 20 % lahusega (w/v) (punkt 3.2) ja pestakse filter soojas 1 % triklorodddikhappe lahuses
(punkt 3.3).

N. ULDFOSFORI MAARAMINE

Uldfosfori sisaldus mairatakse

— standardis EN 15510 ,Loomaso6t: proovivdtu- ja analitiisimeetodid — Kaltsiumi, naatriumi, fosfori,
magneesiumi, kaaliumi, raua, tsingi, vase, mangaani, koobalti, moliibdeeni ja plii mddramine induktiivsi-
destunud plasma aatomiemissioonspektromeetria (ICP-AES) abil“ esitatud analiiiisimeetodiga voi

— standardis EN 15621 ,Loomasd6t: proovivdtu- ja analitiisimeetodid — Kaltsiumi, naatriumi, fosfori,
magneesiumi, kaaliumi, vdavli, raua, tsingi, vase, mangaani ja koobalti médramine pérast rohu all
lagundamist induktiivsidestunud plasma aatomiemissioonspektromeetria (ICP-AES) abil“ esitatud
analiiiisimeetodiga voi

— jargnevalt kirjeldatud fotomeetrilise meetodi abil.

FOTOMEETRILINE MEETOD

Eesmirk ja kohaldamisala

Selle meetodiga on vdimalik médrata iildfosfori sisaldust sootades. See sobib eriti hésti vdikese fosforisisaldusega
toodete analiitisimiseks. Teatavatel juhtudel (suure fosforisisaldusega toodete puhul) v&ib kasutada gravimeetrilist
meetodit.

Pohimote
Proov mineraliseeritakse kas kuivtuhastamise (orgaanilise s66da puhul) v&i mirgtuhastamise (mineraalsete

iihendite ja vedelsooda puhul) teel ja pannakse happelahusesse. Lahust toodeldakse moliibdovanadaatreaktiiviga.
Sel viisil saadud kollase lahuse optilist tihedust mdddetakse spektrofotomeetriga lainepikkusel 430 nm.

Reaktiivid

Kaltsiumkarbonaat.

Soolhape, pao = 1,10 g/ml (umbes 6 mol/l).
Lammastikhape, p,o = 1,045 g/ml.
Limmastikhape, po = 1,38-1,42 g/ml.
Vaavelhape, p,o = 1,84 g/ml.

Moliibdovanadaatreaktiiv: 1 | mddtekolvis segatakse 200 ml ammooniumheptamolitbdaadi lahust (punkt 3.6.1),
200 ml ammooniummonovanadaadi lahust (punkt 3.6.2) ja 134 ml limmastikhapet (punkt 3.4). Kolb tdidetakse
veega margini.

Ammooniumheptamoliibdaadi lahus: 100 g ammooniumheptamoliibdaati (NH,) 6Mo,0,,.4H,0 lahustatakse
soojas vees. Lisatakse 10 ml ammooniumhiidroksiidi (tihedus: 0,91 g/ml) ja tiidetakse veega kuni 1 liitrini.

Ammooniummonovanadaadi lahus: 2,35 g ammooniummonovanadaati NH,VO; lahustatakse 400 ml kuumas
vees. Pidevalt segades lisatakse aeglaselt 20 ml lahjendatud limmastikhapet (7 ml HNO; (punkt 3.4) + 13 ml
H,O0) ja tdidetakse veega kuni 1 liitrini.

Fosfori standardlahus, 1 mg/ml: vees lahustatakse 4,387 grammi kaaliumdivesinikfosfaati KH,PO,. Tdidetakse
veega 1 liitrini.
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4. Seadmed
4.1. Kvarts-, portselan- voi plaatinatiiglid tuhastamiseks.
4.2. Temperatuurile 550 °C seatud termostaadiga elektriline muhvelahi.

4.3. 250 ml Kjeldahli kolb.

4.4. Mdotelkolvid ja gradueeritud pipetid.

4.5. Spektrofotomeeter

4.6. 16 mm diameetriga katseklaasid, millel on 14,5 mm diameetriga korgid; maht: 25-30 ml.
5. To6o kiik

5.1. Lahuse valmistamine

Soltuvalt proovi laadist valmistatakse lahus punkti 5.1.1 v6i 5.1.2 kohaselt.

5.1.1. Tavaline menetlus

1 g vdi rohkem proovi kaalutakse 1 mg tipsusega. Uuritav proov pannakse Kjeldahli kolbi, lisatakse 20 ml
vadvelhapet (punkt 3.5), raputatakse, et aine seguneks tdielikult happega ja et see ei sadestuks kolvi seinte kiilge,
kuumutatakse ja hoitakse 10 minutit keemistemperatuuril. Lastakse veidi jahtuda, lisatakse 2 ml limmastikhapet
(punkt 3.4), kuumutatakse kergelt, lastakse veidi jahtuda, lisatakse veel veidi limmastikhapet (punkt 3.4) ja
viiakse tagasi keemistemperatuurile. Menetlust korratakse virvusetu lahuse saamiseni. Jahutatakse, lisatakse veidi
vett, vedelik dekanteeritakse 500 ml modtekolbi, loputades Kjeldahli kolbi sooja veega. Lastakse jahtuda,
tdidetakse kuni margini veega, homogeenitakse ja filtritakse.

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

Tuhastustiiglisse pannakse umbes 2,5 g proovi, mis on kaalutud 1 mg tipsusega. Uuritavat proovi segatakse, kuni
see on taielikult segunenud 1 g kaltsiumkarbonaadiga (punkt 3.1). Tuhastatakse temperatuurile 550 °C seatud
kuivatuskapis kuni valge voi halli tuha saamiseni (v3ib sisaldada veidi siitt). Tuhk pannakse 250 ml keeduklaasi.
Lisatakse 20 ml vett ja soolhapet (punkt 3.2) kuni kihisemise lakkamiseni. Lisatakse veel 10 ml soolhapet (punkt
3.2). Keeduklaas pannakse liivavannile ja aurustatakse kuivaks, et silikaadid muutuksid lahustumatuks. Jadk
lahustatakse uuesti 10 ml limmastikhappes (punkt 3.3) ja keedetakse liivavannil v6i kuumutusplaadil 5 minutit,
ilma et see kuivaks aurustuks. Vedelik dekanteeritakse 500 ml mddtekolbi, loputades keeduklaasi mitu korda
kuuma veega. Lastakse jahtuda, tdidetakse kuni margini veega, homogeenitakse ja filtritakse.

5.2. Virvuse arendamine ja optilise tiheduse maotmine

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

5.3. Kalibreerimiskdver

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

6. Tulemuste arvutamine

Uuritavas proovis sisalduv fosforikogus mairatakse kalibreerimiskovera abil.
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ET

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

5.1.

5.1.1.

Tulemus viljendatakse protsendiméddrana proovist.

Korduvus
Sama prooviga tehtud kahe paralleelse madramise tulemuste erinevus ei tohi iletada:
— 3 % suuremast védrtusest fosforisisalduse puhul, mis on vaiksem kui 5 %;

— absoluutviirtusena valjendatult 0,15 % fosforisisalduse puhul, mis on vihemalt 5 %.

0. KLORIIDIDEST PARIT KLOORI MAARAMINE

Eesmirk ja kohaldamisala

Selle meetodiga on vdimalik madrata kloori kogust vees lahustuvates kloriidides, mida harilikult viljendatakse
naatriumkloriidina. Meetodit kasutatakse kdigi sootade puhul.

Pohimote
Kloriidid lahustatakse vees. Kui toode sisaldab orgaanilisi aineid, see selitatakse. Lahus hapestatakse kergelt

lammastikhappega ja kloriidid sadestatakse h&bekloriidina hobenitraadilahuse abil. Hobenitraadi iilekogus
tiitritakse ammooniumtiotsiianaadi lahusega, kasutades Volhardi meetodit.

Reaktiivid

Ammooniumtiotsiianaadi lahus, 0,1 mol/l.

Hobenitraadi lahus, 0,1 mol/l.

Ammooniumraudsulfaadi (NH,)Fe(SO,), kiillastunud lahus.
Limmastikhape, tihedus: 1,38 g/ml.

Dietiiiileeter.

Atsetoon.

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

Carrezi lahus I vees lahustatakse 10,6 g kaaliumferrotsianiidi K,Fe(CN)s3H,0O. Téidetakse veega
100 milliliitrini.

Kloriidivaba ja kloriide mitte absorbeeriv aktiivsisi.

Seadmed

Segisti (trummel): ligikaudu 35-40 p/min
T66 kiik
Lahuse valmistamine

Soltuvalt proovi laadist valmistatakse lahus punkti 5.1.1, 5.1.2 v6i 5.1.3 kohaselt.

Samal ajal tehakse pimekatse, jittes vilja analiiiisitava proovi.

Proovid, mis ei sisalda orgaanilisi aineid

Alla 10 g proovi, mis ei sisalda kloriididena rohkem kui 3 g kloori, kaalutakse 1 mg tdpsusega. See pannakse
400 ml veega 500 ml mddtekolbi temperatuuril ligikaudu 20 °C. Segatakse trumlis kolmkiimmend minutit,
tdidetakse veega kuni margini, homogeenitakse ja filtritakse.
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5.2.

7.1.
7.2.

7.3.

Orgaanilist ainet sisaldavad proovid, vilja arvatud punktis 5.1.3 loetletud tooted

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

Kuumt66deldud soodad, linakoogid ja -jahu, linajahurikkad tooted ja muud taimeliimi- v&i
kolloidaineterikkad tooted (nditeks dekstriinitud tarklis)

Lahus valmistatakse punkti 5.1.2 kohaselt, kuid seda ei filtrita. Dekanteeritakse (vajaduse korral tsentrifuugitakse),
eemaldatakse 100 ml supernatanti ja kantakse 200 ml mddtekolbi. Segatakse atsetooniga (punkt 3.6), tdidetakse
lahustiga kuni méargini, homogeenitakse ja filtritakse.

Tiitrimine

Soltuvalt arvatavast kloorisisaldusest kantakse pipeti abil koonilisse kolbi 25-100 ml punkti 5.1.1, 5.1.2 v&i 5.1.3
kohaselt saadud filtraati. Alikvoot ei tohi sisaldada rohkem kui 150 mg kloori (Cl). Vajaduse korral lahjendatakse
vihemalt 50 ml veega, lisatakse 5 ml limmastikhapet (punkt 3.4), 2 ml ammooniumraudsulfaadi kiillastunud
lahust (punkt 3.3) ja nullmirgini tdidetud bireti abil kaks tilka ammooniumtiotsiianaadi lahust (punkt 3.1).
Biireti abil lisatakse hdbenitraadi lahust (punkt 3.2), nii et saadakse iilekogus 5 ml. Lisatakse 5 ml dietiiiileetrit

(punkt 3.5) ja loksutatakse tugevalt sademe koaguleerimiseks. Hobenitraadi iilekogus tiitritakse ammooniumtiot-
stianaadi lahusega (punkt 3.1), kuni punakaspruun vérvus piisib ithe minuti.

Tulemuste arvutamine

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

X = 28500 -Vy)
m
kus:
V, = lisatud 0,1 mol/l hdbenitraadi lahuse kogus milliliitrites;
V, = tiitrimiseks kasutatud 0,1 mol/l ammooniumtiotsiianaadi lahuse kogus milliliitrites;
m = proovi mass grammides alikvoodis.

Kui pimekatse naitab 0,1 mol/l hobenitraadi lahuse tarbimist, lahutatakse see vdartus kogusest (V, — V).
Tihelepanekud

Tiitrida voib ka potentsiomeetriliselt voi amperomeetriliselt.

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

Kalajahu puhul voib tiitrida Mohri meetodi abil.
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ET

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.1.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.

IV LISA

WV LISA
SOODAS LUBATUD SOODALISANDITE SISALDUSE KONTROLLIMISE ANALUUSIMEETODID

A. A-VITAMIINI SISALDUSE MAARAMINE
A-vitamiini sisaldus mairatakse

— standardis EN 17547 ,Loomaso6t: proovivotu- ja analiiiisimeetodid — A-, E- ja D-vitamiini (') sisalduse
médramine — Tahke faasi ekstraheerimisega (SPE) puhastamist ja korgefektiivset vedelikkromatograafiat
(HPLC) kasutav meetod“ esitatud analiiisimeetodiga voi

— korgefektiivse poordfaasilise vedelikkromatograafia (RP-HPLC) abil, kasutades UV- v&i fluorestsentsde-
tektorit, nagu on kirjeldatud jargnevates punktides 1-9.

Eesmirk ja kohaldamisala

Selle meetodiga on vdimalik mairata A-vitamiini (retinooli) kogust soodas. A-vitamiini all mdistetakse taielikult
trans-konfiguratsioonis retiniiiilalkoholi ja selle cis-isomeere, nii nagu need mairatakse kdesoleva meetodiga.
A-vitamiini sisaldust viljendatakse rahvusvahelistes ithikutes (RU) kilogrammi kohta. Uks RU vastab 0,300 pg
tdielikult trans-konfiguratsioonis A-vitamiini alkoholi v&i 0,344 pg tidielikult trans-konfiguratsioonis A-vitamiini
atsetaadi voi 0,550 pg tdielikult trans-konfiguratsioonis A-vitamiini palmitaadi aktiivsusele.

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

Pohimote

Proov hiidroliiiisitakse kaaliumhiidroksiidi etanoolilahusega ja A-vitamiin ekstraheeritakse petrooleetrisse.
Lahusti aurustatakse ja jadk lahustatakse metanoolis ning vajadusel lahjendatakse ndutud kontsentratsioonini.
A-vitamiini sisaldus mdéératakse pooratud faasi korgefektiivse vedelikkromatograafia (RP-HPLC) meetodiga,

kasutades UV- voi fluorestsentsdetektorit. Kromatograafilised parameetrid valitakse nii, et tdielikult trans-
konfiguratsioonis A-vitamiini alkohol ja selle cis-isomeerid jadksid lahutamata.

Reaktiivid

Etanool, 6 = 96 %.

Petrooleeter, keemisvahemik 40-60 °C.

Metanool.

Kaaliumhiidroksiidi lahus, ¢ = 50 g/100 ml.

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

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

Naatriumsulfiidi lahus, ¢ = 0,5 mol/l gliitseroolis, £ = 120 g/l (kui x = 9) (vt tdhelepanekute punkt 7.8).
Fenoolftaleiini lahus, ¢ = 2 g/100 ml etanoolis (punkt 3.1).

2-propanool.

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

Hapnikuvaba limmastik.

(") Standardis EN 17547 esitatud analiiisimeetodile viidatakse kui alternatiivsele meetodile, mida kasutatakse A- ja E-vitamiini sisalduse
médramiseks tehtava ametliku kontrolli kdigus A-vitamiini sisalduse méddramiseks kiesoleva lisa A osas kirjeldatud meetodi asemel ja
E-vitamiini sisalduse mairamiseks kdesoleva lisa B osas kirjeldatud meetodi asemel.
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3.11.1.

3.12.

3.12.1.

4.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.8.1.

4.8.2.

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

Tiielikult trans-konfiguratsioonis A-vitamiini atsetaadi pohilahus: 50 mg A-vitamiini atsetaati (punkt 3.11)
kaalutakse 0,1 mg tipsusega ja pannakse see 100 ml mddtekolbi. Lahustatakse 2-propanoolis (punkt 3.8) ja
tdidetakse sama lahustiga mérgini. Selle lahuse nominaalne kontsentratsioon on 1 400 RU A-vitamiini milliliitri
kohta. Tdpne sisaldus méiratakse vastavalt punktile 5.6.3.1.

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

Taielikult trans-konfiguratsioonis A-vitamiini palmitaadi pdhilahus: 80 mg A-vitamiini palmitaati (punkt 3.12)
kaalutakse 0,1 mg tipsusega ja pannakse see 100 ml mddtekolbi. Lahustatakse 2-propanoolis (punkt 3.8) ja
tdidetakse sama lahustiga mérgini. Selle lahuse nominaalne kontsentratsioon on 1 400 RU A-vitamiini milliliitri
kohta. Tdpne sisaldus mairatakse vastavalt punktile 5.6.3.2.

2,6-di-tert-butiitil-4-metiiiilfenool (BHT) (vt tahelepanekute punkt 7.5).

Seadmed

Vaakumrotaatoraurusti.

Tumedast klaasist noud.

Lihvavaga lamedapdhjalised v6i koonilised kolvid, 500 ml.

Lihvkorgiga kitsakaelalised mddtkolvid 10, 25, 100 ja 500 ml.

Lihvkorgiga koonilised jaotuslehtrid, 1 000 ml.

Lihvavaga pirnkolvid, 250 ml.

Lihvithendusega Allihni tagasivoolujahuti, iimbrise pikkus 300 mm, gaasitoru adapteriga.
Kurdfilterpaber faaside eraldamiseks, diameeter 185 mm (nt Schleicher & Schuell 597 HY 1/2).
HPLC-seadmed sissepritsesiisteemiga.

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

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

Ekstraktsiooniseade (vt joonis 1), mis koosneb:
1-liitrisest lihvava ja lihvkorgiga klaassilindrist;

lihviga klaasotsakust, mis on varustatud korvaltoruga ja keskelt libi mineva iles-alla nihutatava toruga.
Nihutataval torul peab olema U-kujuline alumine ots ja teises otsas diiiis, nii et silindris oleva vedeliku iilemist
kihti oleks vimalik viia iile jaotuslehtrisse.
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5.

5.1.

5.2.

5.3.

To66 kiik

Mirkus:  A-vitamiin on tundlik (UV-) valguse ja oksiideerumise suhtes. K&ik toimingud tuleb teostada valguse ja
hapniku juurdepédisuta (kasutades tumedast klaasist vdi alumiiniumfooliumiga kaetud ndusid ja
voolutades lammastikuga). Ekstraheerimise ajal tuleb vedeliku kohal olev 6hk asendada limmastikuga
(ilerdhu viltimiseks tuleb korki aeg-ajalt kergitada).

Proovi ettevalmistamine

Proov jahvatatakse kuumenemist viltides nii peeneks, et see laheks labi 1 mm avadega sdela. Jahvatamine peab
toimuma vahetult enne kaalumist ja seebistamist, vastasel juhul vib esineda A-vitamiini kadusid. Proovi (proove)
ei jahvatata, kui osakeste suurusjaotus on sobiv (nt eelsegud ja s6odalisandid).

Seebistamine

500 ml lamedapdhjalisse voi koonilisse kolbi (punkt 4.2.1) kaalutakse 1 mg tdpsusega 2-25 g proovi, sdltuvalt
A-vitamiini sisaldusest. Viikese kontsentratsiooni korral v&ib proovi massi suurendada, et kaalutises oleks
piisavalt osakesi. Seejirel lisatakse ringliigutustega segades 130 ml etanooli (punkt 3.1), umbes 100 mg BHT
(punkt 3.13), 2 ml naatriumaskorbaadi lahust (punkt 3.5) ja 2 ml naatriumsulfiidi lahust (punkt 3.6). Kolvi otsa
tthendatakse tagasivoolujahuti (punkt 4.3) ja kolb pannakse magnetseguriga veevanni (punkt 4.7). Kuumutatakse
keemiseni ja keedetakse tagasivoolujahuti all 5 minutit. Seejdrel lisatakse 1abi jahuti (punkt 4.3) 25 ml kaaliumhii-
droksiidi lahust (punkt 3.4) ja lastakse segamisel keeda tagasivoolujahuti all veel 25 minutit, voolutades ndrgalt
lammastikuga. Seejérel loputatakse jahutit umbes 20 ml veega ja jahutatakse kolvi sisu toatemperatuurini.

Ekstraheerimine

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

Ekstraheerimine jaotuslehtriga (punkt 4.2.3)

Kui kihid on eraldunud (vt tahelepanekute punkt 7.3), kantakse petrooleetri kiht ile teise jaotuslehtrisse (punkt
4.2.3). Seda ekstraheerimist korratakse kaks korda 100 ml petrooleetriga (punkt 3.2) ja kaks korda 50 ml
petrooleetriga (punkt 3.2).

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

Ekstraheerimine ekstraktsiooniseadmega (punkt 4.8)

Kui kihid on eraldunud (vt tihelepanekute punkt 7.3), pannakse klaassilindri (punkt 4.8.1) korgi asemele lihviga
klaasotsak (punkt 4.8.2) ja seatakse nihutatava toru U-kujuline alumine ots nii, et see oleks tdpselt faaside
eralduspinna kohal. Tdstes gaasivooliku kaudu korvaltorusse juhitava limmastiku réhku, viiakse ilemine
petrooleetri kiht iile 1 000 ml jaotuslehtrisse (punkt 4.2.3). Klaassilindrisse lisatakse 100 ml petrooleetrit (punkt
3.2), suletakse korgiga ja raputatakse tugevasti. Kihtidel lastakse eralduda ja dilemine kiht viiakse dile
jaotuslehtrisse nagu ennegi. Ekstraheerimist korratakse jirgmise 100 ml petrooleetriga (punkt 3.2), siis kaks
korda 50 ml petrooleetri (punkt 3.2) kogustega ja viiakse petrooleetri kihid iile jaotuslehtrisse.

Uhendatud petrooleetri ekstrakte pestakse, nagu on kirjeldatud punktis 5.3.1, ja jitkatakse, nagu selles punktis on
kirjeldatud.
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5.4, Proovilahuse valmistamine HPLC jaoks

Petrooleetri lahuse (punktist 5.3.1 vdi 5.3.2) alikvoot viiakse pipetiga 250 ml pirnkolbi (punkt 4.2.4).
Vaakumrotaatoraurustiga (punkt 4.1) aurustatakse lahusti vaakumis peaaegu kuivaks veevanni temperatuuril
mitte iile 40 °C. Kolbi lastakse limmastik (punkt 3.10) kuni atmosfadrirhuni ja kolb eemaldatakse vaakumrotaa-
toraurustist. Jarelejddnud lahusti eemaldatakse limmastikuga (punkt 3.10) voolutades ja jiik lahustatakse kohe
teadaoleva koguse (10-100 ml) metanooliga (punkt 3.3) (A-vitamiini kontsentratsioon peab jadma vahemikku
5-30 RU/ml).

5.5. Mdramine HPLC-ga

A-vitamiin eraldatakse C,3 poordfaaskolonnil (punkt 4.5.1) ja méddetakse selle kontsentratsioon UV-detektori
(punkt 325 nm) voi fluorestsentsdetektori (ergastamine: 325 nm, emissioon: 475 nm) (punkt 4.5.2) abil.

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

HPLC tingimused

Soovitatakse juhinduda jdrgmistest tingimustest (muid tingimusi voib kasutada juhul, kui need tagavad
samaviirsed tulemused).

Vedelikkromatograafia kolonn (punkt 4.5.1): 250 mm x 4 mm, Cg, tdidise terasuurus 5 voi 10 pm voi
samaviirne

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

Voolukiirus: 1-2 ml/min

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

325 nm/emissioon: 475 nm)

5.6. Kalibreerimine

5.6.1. Standardtoolahuste ettevalmistamine

20 ml A-vitamiini atsetaadi pohilahust (punkt 3.11.1) voi 20 ml A-vitamiini palmitaadi pohilahust (punkt 3.12.1)
pipetitakse 500 ml lamedapdhjalisse voi koonilisse kolbi (punkt 4.2.1) ja hiidroliiiisitakse vastavalt punktile 5.2,
kuid ilma BHT-d lisamata. Seejirel ekstraheeritakse petrooleetriga (punkt 3.2) vastavalt punktile 5.3 ja tdidetakse
kuni 500 ml-ni petrooleetriga (punkt 3.2). 100 ml seda ekstrakti aurustatakse vaakumrotaatoraurustil (vt punkt
5.4) peaaegu kuivaks, jdrelejadnud lahusti eemaldatakse limmastikuga (punkt 3.10) voolutades ja jddk
lahustatakse uuesti 10,0 ml metanooliga (punkt 3.3). Selle lahuse nominaalne kontsentratsioon on 560 RU
A-vitamiini milliliitri kohta. Tdpne sisaldus mdiratakse vastavalt punktile 5.6.3.3. Standardtoolahus tuleb
valmistada vahetult enne kasutamist.

2,0 ml konealust standardtoolahust pipetitakse 20 ml mddtekolbi, tdidetakse metanooliga (punkt 3.3) kuni
margini ja segatakse. Selle lahjendatud standardtoolahuse nominaalne kontsentratsioon on 56 RU A-vitamiini ml
kohta.

5.6.2. Kalibreerimislahuste valmistamine ja kalibreerimisgraafiku koostamine

1,0, 2,0, 5,0 ja 10,0 ml lahjendatud standardtoolahust viiakse iile 20 ml mddtekolbidesse, tdidetakse metanooligg
(punkt 3.3) mirgini ja segatakse. Nende lahuste nominaalsed kontsentratsioonid on 2,8, 5,6, 14,0 ja 28,0 RU
A-vitamiini ml kohta.

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

68/129 ELL http://data.europa.eufelijreg_impl/2024/771/oj



ELT L, 15.3.2024

ET

5.6.3.

5.6.3.1.

5.6.3.2.

5.6.3.3.

Standardlahuste UV-standardiseerimine

A-vitamiini atsetaadi pohilahus

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

A-vitamiini sisalduse arvutamine:
RU A — vitamiini milliliitri kohta = E,,, x 19,0
(E!” A —vitamiini atsetaadi puhul = 1530 lainepikkusel 326 nm 2 — propanoolis)

A-vitamiini palmitaadi p&hilahus

2,0 ml A-vitamiini palmitaadi pohilahust (punkt 3.12.1) pipetitakse 50 ml mddtekolbi (punkt 4.2.2) ja tdidetakse
2-propanooliga (punkt 3.8) margini. Selle lahuse nominaalne kontsentratsioon on 56 RU A-vitamiini milliliitri
kohta. 3,0 ml A-vitamiini palmitaadi péhilahust pipetitakse 25 ml mdodtekolbi ja tdidetakse 2-propanooliga
(punkt 3.8) mérgini. Selle lahuse nominaalne kontsentratsioon on 6,72 RU A-vitamiini milliliitri kohta. Spektrofo-
tomeetriga (punkt 4.6) mdddetakse selle lahuse UV-spekter 2-propanooli (punkt 3.8) suhtes vahemikus
300-400 nm. Ekstinktsioonimaksimum peab olema vahemikus 325-327 nm.

A-vitamiini sisalduse arvutamine:
RU A — vitamiini milliliitri kohta = E,,; x 19,0
(E;” A —vitamiini palmitaadi puhul = 957 lainepikkusel 326 nm 2 — propanoolis)

A-vitamiini standardtéolahus

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

A-vitamiini sisalduse arvutamine:
RU A — vitamiini milliliitri kohta = E,,; x 18,30

(E!”" A — vitamiini alkoholi puhul = 1821 lainepikkusel 325 nm 2 — propanoolis)

1cm

Tulemuste arvutamine

Proovilahuse A-vitamiini piigi keskmisest kdrgusest (pindalast) maaratakse kalibreerimisgraafiku (punkt 5.6.2)
jargi proovilahuse kontsentratsioon RU-des milliliitri kohta.

Proovi A-vitamiini sisaldus w RU-des kilogrammi kohta arvutatakse jirgmise valemi jérgi:

500 X ¢ X Vo x 1000 [pp"
= \%1 ><2m [RU/ kg]
kus:
c= A-vitamiini kontsentratsioon proovilahuses (punkt 5.4) RU/ml;
v, = proovilahuse (punkt 5.4) kogus milliliitrites;
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7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

7.6.

7.7.

7.8.

7.9.

V, = vastavalt punktile 5.4 vdetud alikvoodi kogus milliliitrites;
m= kaalutise mass grammides.
Tahelepanekud

Madala A-vitamiini kontsentratsiooniga proovides v&ib olla kasulik ithendada kahe seebistamiseks voetud koguse
(kaalutud kogus: 25 g) petrooleetri ekstraktid iitheks proovilahuseks, mida maaratakse HPLC-ga.

Analiiiisiks voetud proov ei tohi sisaldada iile 2 g rasva.

Faaside halva eraldumise puhul lisatakse emulsiooni l6hkumiseks umbes 10 ml etanooli (punkt 3.1).
Kalamaksadli ja muude puhaste rasvade puhul tuleb seebistamise aega pikendada 45-60 minutini.
BHT asemel vib kasutada hiidrokinooni.

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

Naatriumaskorbaadi lahuse asemel v5ib kasutada umbes 150 mg askorbiinhapet.
Naatriumsulfiidi lahuse asemel v3ib kasutada umbes 50 mg etiileendiamiintetraatsetaati.

A-vitamiini analiiiisimisel piimaasendajates tuleb erilist tdhelepanu p6orata

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

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

Et kontrollida rakendatud analiiiisimeetodi tulemuste usaldusvairsust konealuse spetsiifilise pdohiaine

(piimaasendaja) puhul, tuleb tdiendava kaalutisega teha saagisekatse. Kui saagise méir on alla 80 %, esitatakse
analiiiisi tulemus saagisekorrektsiooniga.

Korduvus

Sama proovi kahe paralleelse méddramise tulemuste erinevus ei tohi tiletada 15 % suuremast tulemusest.

Vordlusuuringu tulemused ()

Eelsegu Sooda eelsegu k(I)VrllitI;z;atiat Valgurikas s66t Porsasoot
L 13 12 13 12 13
n 48 45 47 46 49
keskmine [RU/kg] 17,02 x 106 1,21 x 106 537100 151 800 18070
st [RU/kg] 0,51 x 106 0,039 x 106 22080 12280 682
r [RU/kg] 1,43 x 106 0,109 x 106 61824 34384 1910
CVr [%] 3,0 3,5 4,1 81 3,8
sR [RU/kg] 1,36 x 106 0,069 x 106 46 300 23060 3614
R [RU/kg] 3,81 x 106 0,193 x 106 129 640 64568 10119

() Mdédramised viis 14bi tihenduse Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA) s66tade
uurimisgrupp.
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B. E-VITAMIINI SISALDUSE MAARAMINE
E-vitamiini sisaldus miiratakse

— standardis EN 17547 ,Loomaso6t: proovivotu- ja analiiiisimeetodid — A-, E- ja D-vitamiini () sisalduse
médramine — Tahke faasi ekstraheerimisega (SPE) puhastamist ja korgefektiivset vedelikkromatograafiat
(HPLC) kasutav meetod“ esitatud analiiisimeetodiga voi

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

1. Eesmiirk ja kohaldamisala

Selle meetodiga on vdimalik mairata E-vitamiini kogust s66das. E-vitamiini sisaldust viljendatakse DL-a-
tokoferoolatsetaadi milligrammides kilogrammi kohta. 1 mg DL-a-tokoferoolatsetaati vastab 0,91 mg DL-a-
tokoferoolile (E-vitamiin).

Kvantifitseerimispiir on 2 mg E-vitamiini kilogrammi kohta. See kvantifitseerimispiir on saavutatav vaid
fluorestsentsdetektoriga. UV-detektoriga on kvantifitseerimispiir 10 mg/kg.

2. Po6himote

Proov hiidroliiiisitakse kaaliumhiidroksiidi etanoolilahusega ja E-vitamiin ekstraheeritakse petrooleetrisse. Lahusti
aurustatakse ja jadk lahustatakse metanoolis ning vajadusel lahjendatakse ndutud kontsentratsioonini. E-vitamiini
sisaldus méiratakse poordfaasilise korgefektiivse vedelikkromatograafia (RP-HPLC) meetodiga, kasutades UV- voi
fluorestsentsdetektorit.

3. Reaktiivid

3.1. Etanool, 6 = 96 %.

3.2. Petrooleeter, keemisvahemik 40-60 °C.

3.3. Metanool.

3.4. Kaaliumhiidroksiidi lahus, ¢ = 50 g/100 ml.

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

3.6. Naatriumsulfiid, Na,S~ x H,O (x = 7 - 9).

3.6.1.  Naatriumsulfiidi lahus, ¢ = 0,5 mol/l gliitseroolis, p = 120 g/l (kui x = 9) (vt tdhelepanekute punkt 7.8).
3.7. Fenoolftaleiini lahus, ¢ = 2 g/100 ml etanoolis (punkt 3.1).

3.8. HPLC liikuv faas: metanooli (punkt 3.3) ja vee segu, nt 980 + 20 (v + v). Tdpne vahekord méaratakse kasutatava
kolonni parameetrite jargi.

3.9. Hapnikuvaba lammastik.
3.10.  DL-a-tokoferoolatsetaat, eriti puhas, kontrollitud aktiivsusega.

3.10.1. DL-a-tokoferoolatsetaadi pdhilahus: 100 ml mo&tekolbi kaalutakse 0,1 mg tipsusega 100 mg DL-a-tokoferoo-
latsetaati (punkt 3.10). Lahustatakse etanoolis (punkt 3.1) ja tdidetakse sama lahustiga margini. 1 ml seda lahust
sisaldab 1 mg DL-a-tokoferoolatsetaati. (UV-kontrolli kohta vt punkt 5.6.1.3; stabiliseerimise kohta vt
tihelepanekute punkt 7.4).

() Standardis EN 17547 esitatud analiiiisimeetodile viidatakse kui alternatiivsele meetodile, mida kasutatakse ametlikuks kontrolliks A- ja
E-vitamiini sisalduse médaramisel A-vitamiini sisalduse mddramiseks kdesoleva lisa A osas kirjeldatud meetodi asemel ja E-vitamiini
sisalduse mddramiseks kaesoleva lisa B osas kirjeldatud meetodi asemel.
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4.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

4.3.

4.4.

4.5.

4.7.

4.8.

4.8.1.

4.8.2.

5.1.

DL-a-tokoferool, eriti puhas, kontrollitud aktiivsusega.

DL-a-tokoferooli pdhilahus: 100 ml mddtkolbi kaalutakse 0,1 mg tipsusega 100 mg DL-a-tokoferooli (punkt
3.11). Lahustatakse etanoolis (punkt 3.1) ja tdidetakse sama lahustiga margini. 1 ml seda lahust sisaldab 1 mg

DL-a-tokoferooli. (UV-kontrolli kohta vt punkt 5.6.2.3; stabiliseerimise kohta vt tihelepanekute punkt 7.4).

2,6-di-tert-butiiiil-4-metiiiilfenool (BHT) (vt tihelepanekute punkt 7.5).

Seadmed

Rotaatorkileaurusti

Tumedast klaasist noud

Lihvavaga lamedapdhjalised voi koonilised kolvid, 500 ml

Lihvkorgiga kitsakaelalised mootkolvid 10, 25, 100 ja 500 ml

Lihvkorgiga koonilised jaotuslehtrid, 1 000 ml

Lihvavaga pirnkolvid, 250 ml

Lihvithendusega Allihni tagasivoolujahuti, imbrise pikkus 300 mm, gaasitoru adapteriga
Kurdfilterpaber faaside eraldamiseks, diameeter 185 mm (nt Schleicher & Schuell 597 HY 1/2)
HPLC-seadmed sissepritsesiisteemiga

Vedelikkromatograafia kolonn, 250 mm x 4 mm, C,, tdidise terasuurus 5 vdi 10 pm v&i samaviirne
Muudetava lainepikkusega UV- v&i fluorestsentsdetektor

Spektrofotomeeter 10 mm kvartskiivettidega

Magnetseguriga veevann

Ekstraktsiooniseade (vt joonis 1), mis koosneb:

1-liitrisest lihvava ja lihvkorgiga klaassilindrist;

lihviga klaasotsakust, mis on varustatud korvaltoruga ja keskelt libi mineva iles-alla nihutatava toruga.
Nihutataval torul peab olema U-kujuline alumine ots ja teises otsas diiiis, nii et silindris oleva vedeliku tilemist

kihti oleks vimalik viia iile jaotuslehtrisse.

To66 kiik

Mrkus:  E-vitamiin on tundlik (UV-) valguse ja oksiideerumise suhtes. Kik toimingud tuleb teostada valguse ja
hapniku juurdepéisuta (kasutades tumedast klaasist vdi alumiiniumfooliumiga kaetud ndusid ja
voolutades limmastikuga). Ekstraheerimise ajal tuleb vedeliku kohal olev 8hk asendada limmastikuga

(tilerdhu viltimiseks tuleb korki aeg-ajalt kergitada).

Proovi ettevalmistamine

Proov jahvatatakse kuumenemist viltides nii peeneks, et see laheks ldbi 1 mm avadega sdela. Jahvatamine peab

toimuma vahetult enne kaalumist ja seebistamist, vastasel juhul v&ib esineda E-vitamiini kadusid.
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5.2. Seebistamine

500 ml lamedap®hjalisse vdi koonilisse kolbi (punkt 4.2.1) kaalutakse 0,01 g tdpsusega 2-25 g proovi, soltuvalt
E-vitamiini sisaldusest. Seejdrel lisatakse ringliigutustega segades 130 ml etanooli (punkt 3.1), umbes 100 mg
BHT (punkt 3.12), 2 ml naatriumaskorbaadi lahust (punkt 3.5) ja 2 ml naatriumsulfiidi lahust (punkt 3.6). Kolvi
otsa iithendatakse jahuti (punkt 4.3) ja kolb pannakse magnetseguriga veevanni (punkt 4.7). Kuumutatakse
keemiseni ja keedetakse tagasivoolujahuti all 5 minutit. Seejdrel lisatakse labi jahuti (punkt 4.3) 25 ml kaaliumhii-
droksiidi lahust (punkt 3.4) ja lastakse segamisel keeda tagasivoolujahuti all veel 25 minutit, voolutades ndrgalt
lammastikuga. Seejdrel loputatakse jahutit umbes 20 ml veega ja jahutatakse kolvi sisu toatemperatuurini.

5.3. Ekstraheerimine

Seebistamislahus viiakse dekanteerimise teel kvantitatiivselt iile 1000 ml jaotuslehtrisse (punkt 4.2.3) vdi
ekstraktsiooniseadmesse (punkt 4.8), loputades kokku 250 ml veega. Seebistamiskolbi loputatakse jdrjest 25 ml
etanooli (punkt 3.1) ja 100 ml petrooleetriga (punkt 3.2) ja viiakse ka need vedelikukogused iile jaotuslehtrisse
voi ekstraktsiooniseadmesse. Vee ja etanooli vahekord tihendatud lahuses peab olema umbes 2:1. Raputatakse
tugevasti kaks minutit ja lastakse kaks minutit selgineda.

5.3.1. Ekstraheerimine jaotuslehtriga (punkt 4.2.3)

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

Uhendatud ekstrakte pestakse jaotuslehtris kergelt loksutades (et viltida emulsiooni tekkimist) kaks korda 100 ml
veekogustega ja seejirel korduval raputamisel veel 100 ml veekogustega, kuni vesi ei muuda enam virvust
fenoolftaleiini lahuse (punkt 3.7) lisamisel (tavaliselt piisab neljakordsest pesemisest). Emulgeerunud vee
korvaldamiseks filtritakse pestud ekstrakt 1abi kuiva faasieraldusfiltri (punkt 4.4) 500 ml mddtekolbi (punkt
4.2.2). Jaotuslehtrit ja filtrit loputatakse 50 ml petrooleetriga (punkt 3.2), tiidetakse petrooleetriga (punkt 3.2)
margini ja segatakse histi.

5.3.2.  Ekstraheerimine ekstraktsiooniseadmega (punkt 4.8)

Kui kihid on eraldunud (vt tihelepanekute punkt 7.3), pannakse klaassilindri (punkt 4.8.1) korgi asemele lihviga
klaasotsak (punkt 4.8.2) ja seatakse nihutatava toru U-kujuline alumine ots nii, et see oleks tdpselt faaside
eralduspinna kohal. Tdstes gaasivooliku kaudu korvaltorusse juhitava limmastiku rohku, viiakse iilemine
petrooleetri kiht iile 1 000 ml jaotuslehtrisse (punkt 4.2.3). Klaassilindrisse lisatakse 100 ml petrooleetrit (punkt
3.2), suletakse korgiga ja raputatakse tugevasti. Kihtidel lastakse eralduda ja iilemine kiht viiakse dile
jaotuslehtrisse nagu ennegi. Ekstraheerimist korratakse jirgmise 100 ml petrooleetriga (punkt 3.2), siis kaks
korda 50 ml petrooleetri (punkt 3.2) kogustega ja viiakse petrooleetri kihid iile jaotuslehtrisse.

Uhendatud petrooleetri ekstrakte pestakse, nagu on kirjeldatud punktis 5.3.1, ja jitkatakse, nagu seal on
kirjeldatud.

5.4. Proovilahuse valmistamine HPLC jaoks

Petrooleetri lahuse (punktist 5.3.1 v&i 5.3.2) alikvoot viiakse pipetiga 250 ml pirnkolbi (punkt 4.2.4).
Vaakumrotaatoraurustiga (punkt 4.1) aurustatakse lahusti vaakumis peaaegu kuivaks veevanni temperatuuril
mitte iile 40 °C. Kolbi lastakse lammastik (punkt 3.9) kuni atmosféirirdhuni ja kolb eemaldatakse vaakumrotaato-
raurustist. Jarelejadnud lahusti eemaldatakse limmastikuga (punkt 3.9) voolutades ja jddk lahustatakse kohe
teadaoleva koguse (10-100 ml) metanooliga (punkt 3.3) (DL-a-tokoferooli kontsentratsioon peab jiima
vahemikku 5-30 pg/ml).

5.5. Mdramine HPLC-ga

E-vitamiin eraldatakse C,y poordfaasikolonnil (punkt 4.5.1) ja mdddetakse selle kontsentratsioon fluorestsents-
detektori (ergastamine: 295 nm, emissioon: 330 nm) (punkt 4.5.2) abil vdi UV-detektoriga (292 nm) (punkt
4.5.2).
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5.6.

5.6.1.

5.6.1.1.

5.6.1.2.

5.6.1.3.

5.6.2.

5.6.2.1.

Punktis 5.4 saadud metanoolilahuse alikvoot (nt 20 pl) siistitakse kolonni ja elueeritakse litkuva faasiga (punkt
3.8). Arvutatakse sama proovilahuse erinevate siistide keskmine piigi kdrgus (pindala) ja kalibreerimislahuste
(punkt 5.6.2) mitme siisti keskmised piigi kdrgused (pindalad).

HPLC tingimused

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

Vedelikkromatograafia kolonn (punkt 4.5.1): 250 mm x 4 mm, C,g, tdidise terasuurus 5 vdi 10 pm voi
samavairne

Liikuv faas (punkt 3.8): Metanooli (punkt 3.3) ja vee segu, nt 980 + 20 (v + v).

Voolukiirus: 1-2 ml/min

Detektor (punkt 4.5.2): Fluorestsentsdetektor ~ (ergastamine: 295 nm/emissioon:

330 nm) voi UV-detektor (292 nm)

Kalibreerimine (DL-a-tokoferoolatsetaat voi DL-a-tokoferool)
DL-a-tokoferoolatsetaadi standard

Standardtoolahuse valmistamine

25 ml DL-a-tokoferoolatsetaadi pohilahust (punkt 3.10.1) viiakse pipetiga 500 ml lamedapdhjalisse voi koonilisse
kolbi (punkt 4.2.1) ja hiidroliiiisitakse vastavalt punktis 5.2 kirjeldatule. Seejirel ekstraheeritakse petrooleetriga
(punkt 3.2) vastavalt punktis 5.3 kirjeldatule ja tdidetakse petrooleetriga 500 milliliitrini. 25 ml seda ekstrakti
aurustatakse vaakumrotaatoraurustil (vt punkt 5.4) peaaegu kuivaks, jirelejidnud lahusti eemaldatakse
lammastikuga (punkt 3.9) voolutades ja jdik lahustatakse uuesti 25,0 ml metanooliga (punkt 3.3). Selle lahuse
nominaalne kontsentratsioon on 45,5 pg DL-a-tokoferooli ml kohta, mis on ekvivalentne 50 pg DL-a-tokoferoo-
latsetaadiga ml kohta. Standardt6olahus valmistatakse vahetult enne kasutamist.

Kalibreerimislahuste valmistamine ja kalibreerimisgraafiku koostamine

1,0, 2,0, 4,0 ja 10,0 ml standardtoolahust viiakse iile 20 ml mddtkolbidesse, tdidetakse metanooliga (punkt 3.3)
mirgini ja segatakse. Nende lahuste nominaalsed kontsentratsioonid on 2,5, 5,0, 10,0 ja 25,0 pg/ml DL-a-
tokoferoolatsetaati, s.0 2,28, 4,55, 9,10 ja 22,8 pg/ml DL-a-tokoferooli.

Igast kalibreerimislahusest siistitakse 20 pl mitu korda kolonni ja maaratakse keskmised piigi korgused (pindalad).
Kasutades keskmisi piigi korgusi (pindalasid), koostatakse kalibreerimisgraafik.
DL-a-tokoferoolatsetaadi pohilahuse (punkt 3.10.1) UV-standardiseerimine

5,0 ml DL-a-tokoferoolatsetaadi pohilahust (punkt 3.10.1) lahjendatakse etanooliga 25,0 milliliitrini ja
moddetakse spektrofotomeetriga (punkt 4.6) selle lahuse UV-spekter vahemikus 250-320 nm etanooli (punkt
3.1) suhtes.

Neeldumismaksimum peaks olema 284 nm:

E!'” = 43,6 etanoolis 284 nm juures

1cm

Sellisel lahjendusel peaks ekstinktsiooni véartus olema vahemikus 0,84-0,88.
DL-a-tokoferooli standard

Standardtoolahuse valmistamine

2 ml DL-o-tokoferooli pdhilahust (punkt 3.11.1) viiakse pipetiga 50 ml mddtekolbi, lahustatakse metanoolis
(punkt 3.3) ja tdidetakse metanooliga margini. Selle lahuse nominaalne kontsentratsioon on 40 pg DL-a-
tokoferooli ml kohta, mis on ekvivalentne 44,0 pg DL-a-tokoferoolatsetaadiga ml kohta. Standardtoolahus
valmistatakse vahetult enne kasutamist.
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5.6.2.2. Kalibreerimislahuste valmistamine ja kalibreerimisgraafiku koostamine

1,0, 2,0, 4,0 ja 10,0 ml standardtoolahust viiakse iile 20 ml mddtkolbidesse, tiidetakse metanooliga (punkt 3.3)
mirgini ja segatakse. Nende lahuste nominaalsed kontsentratsioonid on 2,0, 4,0, 8,0 ja 20,0 pg/ml DL-a-
tokoferooli, s.0 2,20, 4,40, 8,79 ja 22,0 ug/ml DL-a-tokoferoolatsetaati.

Igast kalibreerimislahusest siistitakse 20 ul mitu korda kolonni ja midratakse keskmised piigi korgused (pindalad).
Kasutades keskmisi piigi kdrgusi (pindalasid), koostatakse kalibreerimisgraafik.

5.6.2.3. DL-a-tokoferooli pohilahuse (punkt 3.11.1) UV-standardiseerimine

2,0 ml DL-a-tokoferooli pdhilahust (punkt 3.11.1) lahjendatakse etanooliga 25,0 milliliitrini ja moddetakse
spektrofotomeetriga (punkt 4.6) selle lahuse UV-spekter vahemikus 250-320 nm etanooli (punkt 3.1) suhtes.
Neeldumismaksimum peaks olema 292 nm:

E!” = 75,8 etanoolis 292 nm juures

1em

Sellisel lahjendusel peab ekstinktsiooni vddrtus olema 0,6.

6. Tulemuste arvutamine

Proovilahuse E-vitamiini piikide keskmisest kérgusest (pindalast) maaratakse kalibreerimisgraafiku (punkt 5.6.1.2
vOi 5.6.2.2) jirgi proovilahuse kontsentratsioon pg-des milliliitri kohta (arvutatuna DL-a-tokoferoolatsetaadina).

Proovi E-vitamiini sisaldus w mg-des kilogrammi kohta arvutatakse jargmise valemi jargi:

500 % ¢ X V
= [mg/ke]
kus:
c= E-vitamiini (DL-a-tokoferoolatsetaadina) kontsentratsioon (ug/ml) proovilahuses (punkt 5.4);
V, = proovilahuse (punkt 5.4) kogus milliliitrites;
V,= vastavalt punktile 5.4 véetud alikvoodi kogus milliliitrites;
m = kaalutise mass grammides.
7. Tihelepanekud
7.1. Madala E-vitamiini kontsentratsiooniga proovides vib olla kasulik ithendada kahe seebistamiseks voetud koguse

(kaalutud kogus: 25 g) petrooleetri ekstraktid iiheks proovilahuseks, mida maaratakse HPLC-ga.

7.2. Analiiiisiks voetud proov ei tohi sisaldada tile 2 g rasva.
7.3. Faaside halva eraldumise puhul lisatakse emulsiooni 16hkumiseks umbes 10 ml etanooli (punkt 3.1).
7.4. Pirast DL-a-tokoferoolatsetaadi v6i DL-a-tokoferooli lahuste spektrofotomeetrilist mdotmist vastavalt punktile

5.6.1.3 vdi 5.6.2.3 lisatakse lahusele (punkt 3.10.1 v&i 3.10.2) umbes 10 mg BHT-d (punkt 3.12) ja hoitakse
lahust kiilmkapis (kdlblikkusaeg maksimaalselt neli nidalat).

7.5. BHT asemel voib kasutada hiidrokinooni.

7.6. Normaalfaasikolonni kasutamisel on vdimalik a-, -, y- ja 8-tokoferooli eraldumine.
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7.7.
7.8.

7.9.

Naatriumaskorbaadi lahuse asemel voib kasutada umbes 150 mg askorbiinhapet.

Naatriumsulfiidi lahuse asemel v6ib kasutada umbes 50 mg etiileendiamiintetraatsetaati.

E-vitamiini atsetaat hiidrolitiisub aluselises keskkonnas viga kiiresti ning on seeparast viga tundlik oksiideerumise
suhtes, eriti selliste mikrolementide nagu raua ja vase olemasolul. Kui eelsegudes mairatud E-vitamiini kogus on
suurem kui 5000 mg/kg, voib selle tagajirjeks olla E-vitamiini lagunemine. Seepirast soovitatakse kindluse
mottes kasutada HPLC meetodit, mis hlmab E-vitamiini vormi ensiimaatilist mineraliseerimist ilma aluselise

seebistamise sammuta.

Korduvus

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

Vordlusuuringu tulemused (%)

Eelsegu S66da eclsegu kgf:;i; a:r‘ia . Valgurikas s66t Porsasoot
L 12 12 12 12 12
n 48 48 48 48 48
Keskmine [mg/kg] 17 380 1187 926 315 61,3
st [mg/kg] 384 453 25,2 13,0 2,3
r [mg/kg] 1075 1268 70,6 36,4 6,4
CVr [%)] 2,2 3,8 2,7 41 3,8
sR [mg/kg] 830 65,0 55,5 18,9 7.8
R [mg/ke] 2324 182,0 155,4 52,9 21,8
CVR [%] 4,8 5,5 6,0 6,0 12,7
L: laborite arv
n: iiksikmadramiste arv
Se: korduvust iseloomustav standardhilve
Sk korratavust iseloomustav standardhilve
r korduvus
R: korratavus
(' korduvuse variatsioonikordaja
CVg: korratavuse variatsioonikordaja

(*) Médramised viis 14bi tihenduse Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA) s66tade

uurimisgrupp.
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Joonis 2

Ekstraktsiooniseade (punkt 4.8)

N

Lihviga kiaasotsak (4.8.2)
(pikkus umbes 45 cm)

Klaassilinder (4.8.1)
(kdrgus umbes 48 cm)

|

-——  Ules-alla nihutatav toru

T |

Petrooleetri kiht

Veekiht
-

seebistatud soo6t
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

C. MIKROELEMENTIDE RAUA, VASE, MANGAANI JA TSINGI MAARAMINE
Raua-, vase-, mangaani- ja tsingisisaldus maaratakse

— standardis EN 15510 ,Loomasodt: proovivotu- ja analiisimeetodid — Kaltsiumi, naatriumi, fosfori,
magneesiumi, kaaliumi, raua, tsingi, vase, mangaani, koobalti, moliibdeeni ja plii midramine induktiivsi-
destunud plasma aatomiemissioonspektromeetria (ICP-AES) abil“ esitatud analiiiisimeetodiga voi

— standardis EN 15621 ,Loomasd6t: proovivdtu- ja analitiisimeetodid — Kaltsiumi, naatriumi, fosfori,
magneesiumi, kaaliumi, vaavli, raua, tsingi, vase, mangaani ja koobalti mddramine pérast rohu all
lagundamist induktiivsidestunud plasma aatomiemissioonspektromeetria (ICP-AES) abil“ esitatud
analiiiisimeetodiga voi

— standardis EN 17053 ,Loomasoot: proovivotu- ja analiiiisimeetodid — Mikroelementide, raskmetallide ja
muude elementide midramine s66das induktiivsidestunud plasma massispektromeetria (ICP-MS) abil“
(erinevad meetodid) voi

— standardis EN 6869 ,Loomaso6t. Kaltsiumi, vase, raua, magneesiumi, mangaani, kaaliumi, naatriumi ja
tsingi mddramine. Aatomiabsorptsioonspektromeetriat kasutav meetod* analiiiisimeetodiga v6i

— leckaatomiabsorptsioonspektromeetria (FAAS) meetodiga, mida on kirjeldatud jirgnevates punktides
1-8.
Eesmirk ja kohaldamisala

Selle meetodiga on voimalik mairata s66das mikroelemente: rauda, vaske, mangaani ja tsinki (). Kvantifikatsioo-
nipiirid on:

— raud (Fe): 20 mg/kg;

— vask (Cu): 10 mg/kg;

— mangaan (Mn): 20 mg/kg;
— tsink (Zn): 20 mg/kg.

Pohimote

Proov lahustatakse soolhappes parast vdimaliku orgaanilise aine hdvitamist. Elemendid raud, vask, mangaan ja
tsink médratakse aatomiabsorptsioonspektromeetriaga parast asjakohast lahjendamist.

Reaktiivid
Sissejuhatavad markused

Reaktiivide ja analtiitiliste lahuste ettevalmistamiseks kasutatakse katioonivaba vett, mis on saadud kas vee
bidestilleerimisel borosilikaat- v6i kvartsklaasist destillaatoris v6i kahekordsel to6tlemisel ioonvahetusvaikudega.

Reaktiivid peavad olema vihemalt analiiiitiliselt puhtad. Mairatava elemendi puudumist tuleb kontrollida
pimekatse abil. Vajaduse korral tuleb reaktiive tdiendavalt puhastada.

Allpool kirjeldatud standardlahuste asemel v&ib kasutada miitigil olevaid standardlahuseid, tingimusel, et neil on
garantii ning neid on enne kasutamist kontrollitud.

Soolhape (d: 1,19 g/ml).
Soolhape (6 mol/l).
Soolhape (0,5 mol/l).

38-40 % vesinikfluoriidhape (v/v), mille raua (Fe) sisaldus on alla 1 mg/l ning jddk parast aurustamist alla 10 mg/l
(sulfaadina).

() See meetod on valideeritud vordlusuuringuga mitmesuguste sdodamaatriksite puhul. Tdiendava teabe jaoks vaadake https:/[ec.europa.

eufjrc/en/eurl/feed-additives/authorisation.
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3.5. Vaavelhape (d: 1,84 g/ml).

3.6. Vesinikperoksiid (ligikaudu 100 mahuosa hapnikku (30 massiprotsenti)).

3.7. Raua standardlahus (1 000 pg Fe/ml), mis on valmistatud jirgmiselt (voi kasutatakse samavédrset miidigil olevat
lahust): 1 g raudtraati lahustatakse 200 ml 6 mol/l soolhappes (punkt 3.2), lisatakse 16 ml vesinikperoksiidi
(punkt 3.6) ning tdidetakse veega iihe liitrini.

3.7.1.  Raua standardtoslahus (100 pg Fe/ml), mis on valmistatud, lahjendades standardlahust (punkt 3.7) veega
vahekorras 1: 9.

3.8. Vase standardlahus (1 000 pg Cu/ml), mis on valmistatud jargmiselt (voi kasutatakse samavaarset miitigil olevat
lahust):

— 1 g vasepulbrit lahustatakse 25 ml 6 mol/l soolhappes (punkt 3.2), lisatakse 5 ml vesinikperoksiidi (punkt 3.6)
ning tdidetakse veega iihe liitrini.

3.8.1.  Vase standardtoolahus (10 pg Cu/ml), mis on valmistatud, lahjendades standardlahust (punkt 3.8) veega
vahekorras 1: 9 ning seejdrel lahjendades saadud lahust veega vahekorras 1: 9.

3.9. Mangaani standardlahus (1 000 pg Mn/ml), mis on valmistatud jargmiselt (voi kasutatakse samavéarset miiigil
olevat lahust):

— 1 g mangaanipulbrit lahustatakse 25 ml 6 mol/l soolhappes (punkt 3.2) ning tdidetakse veega iihe liitrini.

3.9.1. Mangaani standardt6olahus (10 pg Mn/ml), mis on valmistatud, lahjendades standardlahust (punkt 3.9) veega
vahekorras 1: 9 ning seejdrel lahjendades saadud lahust veega vahekorras 1: 9.

3.10.  Tsingi standardlahus (1 000 pg Zn/ml), mis on valmistatud jargmiselt (v3i kasutatakse samaviirset miitigil olevat
lahust):

— 1 g riba- v&i lehttsinki lahustatakse 25 ml 6 mol/l soolhappes (punkt 3.2) ning tdidetakse veega ithe liitrini.

3.10.1. Tsingi standardtodlahus (10 pg Zn/ml), mis on valmistatud, lahjendades standardlahust (punkt 3.10) veega
vahekorras 1: 9 ning seejirel lahjendades saadud lahust veega vahekorras 1: 9.

3.11.  Lantaankloriidi lahus: 12 g lantaanoksiidi lahustatakse 150 ml vees, lisatakse 100 ml 6 mol/l soolhapet (punkt
3.2) ning tdidetakse veega iihe liitrini.

4. Seadmed
4.1. Temperatuuriregulaatori ja voimalusel salvestiga muhvelahi.
4.2. Klaasndud peavad olema vastupidavast borosilikaatklaasist ning on soovitav kasutada vahendeid, mida

kasutatakse iiksnes mikroelementide miiramiseks.

4.3. Aatomiabsorptsioonispektrofotomeeter, mis vastab kasutatava meetodi nouetele, vottes arvesse tundlikkust ning
tapsust ndutud ulatuses.
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5.

5.1.

5.1.1.1.

5.1.1.2.

T66 kiik ()

Orgaanilist ainet sisaldavad proovid

Tuhastamine ja lahuse analiiiisiks ettevalmistamine ()

0,2 mg tipsusega kaalutakse 5-10 g proovi, asetatakse kvarts- voi plaatinatiiglisse (vt markus b), kuivatatakse
kuivatuskapis 105 °C juures ning tiigel asetatakse kiilma muhvelahju (punkt 4.1). Ahi suletakse (vt mirkus c)
ning jirk-jargult tostetakse ligikaudu 90 minuti jooksul temperatuur 450-475 °C-ni. Kénealust temperatuuri
hoitakse 4-16 tundi (nt 66 jooksul), et eemaldada séeosakesed, ning seejdrel ahi avatakse ning lastakse jahtuda
(vt markus d).

Tuhka niisutatakse veega ja viiakse tile 250 ml keeduklaasi. Tiigel pestakse ligikaudu 5 ml soolhappega (punkt 3.1)
ning soolhape lisatakse aeglaselt ja ettevaatlikult keeduklaasi (CO, moodustumise tdttu vdib tekkida tugev
reaktsioon). Soolhape (punkt 3.1) lisatakse tilkhaaval ja loksutades kuni kihisemise lakkamiseni. Aurustatakse
kuivaks, aeg-ajalt klaaspulgaga segades.

Jargmisena lisatakse jadgile 15 ml 6 mol/l soolhapet (punkt 3.2) ning ligikaudu 120 ml vett. Segatakse
klaaspulgaga, mis jaetakse keeduklaasi, ning keeduklaas kaetakse kellaklaasiga. Segu lastakse aeglaselt keema ning
hoitakse keemistemperatuuril, kuni lahustuvat tuhka ei ole enam naha. Filtritakse 1abi tuhavaba filterpaberi ning
filtraat kogutakse 250 ml mddtekolbi. Keeduklaas ja filter pestakse 5 ml kuuma 6 mol/l soolhappega (punkt 3.2)
ning kaks korda keeva veega. Mootekolb tididetakse kuni mirgini veega (HCl kontsentratsioon ligikaudu
0,5 mol/l).

Kui filtris olev jadk on must (siisinik), pannakse see tagasi ahju ning tuhastatakse uuesti 450-475 °C juures.
Konealune tuhastamine, mis votab aega vaid mdne tunni (3-5 tundi), on 18ppenud, kui tuhk on valge vdi
peaaegu valge. Jaik lahustatakse ligikaudu 2 ml soolhappega (punkt 3.1), aurustatakse kuivaks ning sellele
lisatakse 5 ml 6 mol/l soolhapet (punkt 3.2). Segu kuumutatakse, lahus filtritakse mddtekolbi ning tdidetakse
kuni margini veega (HCl kontsentratsioon ligikaudu 0,5 mol/l).

Markused

a) Mikroelementide mairamisel on oluline poorata tihelepanu saastamisohule, eriti tsingi, vase ja rauaga.
Seetdttu ei tohi proovide ettevalmistamisel kasutatavad vahendid sisaldada kdnealuseid metalle.

Uldise saastamisohu vihendamiseks tuleb tootada tolmuvabas keskkonnas hoolikalt puhastatud vahendite ja
korralikult pestud klaasndudega. Tsingi mddramine on eriti tundlik mitmete saasteallikate suhtes, nt
klaasndud, reaktiivid, tolm jne.

b) Tuhastatava proovi mass arvutatakse sooda ligikaudse mikroelemendisisalduse pohjal vastavalt kasutatava
spektrofotomeetri tundlikkusele. Teatavate viikese mikroelementide sisaldusega sootade puhul alustatakse
10-20 g proovist, mille [dpplahus tdidetakse vaid kuni 100 ml lahuse saamiseni.

¢) Tuhastamine peab toimuma suletud ahjus dhu vdi hapniku juurdepéisuta.

d) Puiromeetri temperatuuri ndit ei tohi iletada 475 °C.

() Kasutada voib ka teisi lagundamismeetodeid, kui on kindlaks tehtud, et nendega saadakse samaviirsed tulemused (nditeks rohu all
mikrolainelagundamine).

() Haljassoot (virske voi kuivatatud) voib sisaldada suurel hulgal taimset rani, mis voib hoida kinni mikroelemente ning tuleb eemaldada.
Kdnealuse so6da proovide korral tuleb seega jirgida jargmist muudetud menetlust. Sooritada punktis 5.1.1.1 osutatud toiming kuni
filtrimiseni. Lahustumatut jadki sisaldav filterpaber pestakse kaks korda keeva veega ning asetatakse kvarts- voi plaatinatiiglisse.
Poletatakse muhvelahjus (punkt 4.1) temperatuuril alla 550 °C, kuni koik soeosakesed on taielikult kadunud. Lastakse jahtuda, lisatakse
moned tilgad vett ning 10-15 ml vesinikfluoriidhapet (punkt 3.4) ning aurustatakse kuivaks ligikaudu 150 °C juures. Kui jadkides on
siiski rani, lahustatakse see uuesti paaris milliliitris vesinikfluoriidhappes (punkt 3.4) ning aurustatakse kuivaks. Lisatakse viis tilka
vadvelhapet (punkt 3.5) ning kuumutatakse, kuni enam ei eraldu valget auru. Pdrast 5 ml 6 mol/l soolhappe (punkt 3.2) ja ligikaudu
30 ml vee lisamist kuumutatakse, lahus filtritakse 250 ml mootekolbi ning tdidetakse kuni miérgini veega (HCl kontsentratsioon
ligikaudu 0,5 mol/l). Mikroelementide maaramist jatkatakse punktist 5.1.2.
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5.1.2.1.

5.1.2.2.

Spektrofotomeetriline mddramine

Kalibreerimislahuste valmistamine

Iga méddratava elemendi jaoks valmistatakse punktides 3.7.1, 3.8.1, 3.9.1 ja 3.10.1 osutatud standardtoolahustest
kalibreerimislahused, millest iga lahuse HCl kontsentratsioon on ligikaudu 0,5 mol/l ning (raua, mangaani ja tsingi
korral) lantaankloriidi kontsentratsioon on samavéirne 0,1 % lantaaniga (w/v).

Valitud mikroelementide kontsentratsioonid peavad jadma kasutatava spektrofotomeetri tundlikkuse piiresse.
Jargmistes tabelites on nditena esitatud tavapiraste kalibreerimislahuste koostised, kuid séltuvalt kasutatava
spektrofotomeetri tiiiibist ja tundlikkusest vdib osutuda vajalikuks valida muud kontsentratsioonid.

Raud
pg Fe/ml 0 0,5 1 2 3 4 5
ml standardtoolahust (punkt 3.7.1) (1 ml = 0 0,5 1 2 3 4 5
100 pg Fe)
ml HCl (punkt 3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml lantaankloriidi lahust (punkt 3.11) ning tdidetakse veega 100 ml lahuse saamiseni.

Vask

pg Cu/ml 0 0,1 02 | 04 | 06 | 08 1,0
ml standardtoolahust (punkt 3.8.1) (1 ml = 0 1 2 4 6 8 10
10 pg Cu)

ml HCI (punkt 3.2) 8 8 8 8 8 8 8

Mangaan

yig Mn/ml 0 0,1 02 | 04 | 06 | 08 1,0
ml standardtoolahust (punkt 3.9.1) (1 ml = 0 1 2 4 6 8 10
10 pg Mn)

ml HCl (punkt 3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml lantaankloriidi lahust (punkt 3.11) ning tdidetakse veega 100 ml lahuse saamiseni.

Tsink
yg Zn/ml 0 005 | 01 | 02 | 04 | 06 0,8
ml standardtoolahust (punkt 3.10.1) (1 ml = 0 0,5 1 2 4 6 8
10 pg Zn)
ml HCI (punkt 3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml lantaankloriidi lahust (punkt 3.11) ning tdidetakse veega 100 ml lahuse saamiseni.

Lahuse ettevalmistamine analiiiisiks

Vase médramiseks saab vastavalt punktile 5.1.1 valmistatud lahust tavaliselt kohe kasutada. Kui lahuse
kontsentratsioon on vaja viia kalibreerimislahuste piiresse, voib lahuse alikvoodi pipettida 100 ml mo6tekolbi
ning tdita margini 0,5 mol/l soolhappega (punkt 3.3).
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5.1.2.3.

5.1.2.4.

5.2.

Raua, mangaani ja tsingi méddramiseks pipetitakse vastavalt punktile 5.1.1 valmistatud lahuse alikvoot 100 ml
modtekolbi, lisatakse 10 ml lantaankloriidilahust (punkt 3.11) ning tdidetakse mérgini 0,5 mol/l soolhappega
(punkt 3.3) (vt ka punkt 8 ,Tahelepanek®).

Pimekatse

Pimekatse peab hdlmama koiki protseduuri ettendhtud etappe, vilja arvatud see, et proovimaterjal jaetakse vilja.
Pimekatsel ei tohi kasutada kalibreerimislahust 0.

Aatomiabsorptsiooni mddtmine

Kalibreerimislahuste ja analiiiisitava lahuse aatomiabsorptsiooni mdddetakse oksiideerivat 6hk-atsetiileenleeki
kasutades jargmistel lainepikkustel:

Fe: 248,3 nm

Cu: 324,8 nm
Mn: 279,5 nm
Zn: 213,8 nm

Iga mootmist tuleb teha neli korda.

Mineraalséot

Kui proov ei sisalda orgaanilist ainet, ei ole eelnev tuhastamine vajalik. Toimitakse vastavalt punktile 5.1.1.1,
alustades teisest 16igust. Vesinikfluoriidhappega aurustamise voib ira jdtta.

Tulemuste arvutamine

Mikroelementide kontsentratsioon analiiiisitavas lahuses arvutatakse kalibreerimiskdverat kasutades ning tulemus
viljendatakse mikroelementide milligrammides ithe kilogrammi proovi kohta (miljondikkudes).

Korduvus

Sama analiiiisija poolt sama prooviga tehtud kahe paralleelse madramise tulemuste erinevus ei tohi iiletada:
— absoluutvdirtusena viljendatult 5 mg/kg, kui asjaomase mikroelemendi sisaldus on kuni 50 mg/kg;

— 10 % suuremast tulemusest, kui asjajomase mikroelemendi sisaldus on 50-100 mg/kg;

— absoluutvdirtusena viljendatult 10 mg/kg, kui asjaomase mikroelemendi sisaldus on 100-200 mg/kg;

— 5 % suuremast tulemusest, kui asjaomase mikroelemendi sisaldus on iile 200 mg/kg.

Tihelepanek

Suure koguse fosfaadi sisaldus voib takistada raua, mangaani ja tsingi méddramist. See takistus tuleb korvaldada,
lisades proovi lantaankloriidilahust (punkt 3.11). Kuid kui proovis on massi vahekord Ca + Mg/P > 2, siis v5ib
lantaankloriidilahuse (punkt 3.11) lisamise analiiiisitavale lahusele ja kalibreerimislahusele dra jitta.
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.1.

3.6.2.

3.7.

3.8.

3.9.

D. HALOFUGINOONI MAARAMINE

DL-trans-7-bromo-6-kloro-3-[ 3-(3-hiidroksii-2-piperidiiiil Jatsetoniiiil ]-kinasoliin-4-( 3H)-oon-vesinikbromiid
Halofuginoonisisaldus médaratakse

— standardis EN 17299 ,Loomaso6t: proovivotu- ja analiiisimeetodid — Lubatud koktsidiostaatikumide
seire ja méddramine aditiivsel ja 1 % ja 3 % ristsaastumise tasemel ning registreerimata koktsidiostaa-
tikumide ja ithe antibiootikumi seire ja madramine subaditiivsel tasandil segas66das korgefektiivse
vedelikkromatograafia abil koos tandemmassispektromeetriaga (LC-MS/MS)“ esitatud analiiiisimeetodiga
voi

— korgefektiivse poordfaasilise vedelikkromatograafia (HPLC) abil, kasutades UV-detektorit, nagu on
kirjeldatud jargnevates punktides 1-8.

Eesmirk ja kohaldamisala

Selle meetodiga on vdimalik méddrata halofuginooni kogust s6odas. Mdaramispiir on 1 mg/kg.

Pohimote

Pirast kuuma veega tootlemist ekstraheeritakse halofuginoon vaba alusena etiiiilatsetaati ning eraldatakse

hiidrokloriidina happe vesilahusesse. Ekstrakt puhastatakse ioonvahetuskromatograafia abil. Halofuginooni-
sisaldus maaratakse poordfaasilise korgefektiivse vedelikkromatograafia (HPLC) abil, kasutades UV-detektorit.

Reaktiivid

HPLC-puhtusastmega atsetonitriil.
Amberlite XAD-2 vaik.
Ammooniumatsetaat.
Etiitilatsetaat.

Jad-dadikhape.

Halofuginooni standardaine (DL-trans-7-bromo-6-kloro-3-[3-(3-hiidroksii-2-piperidiiil)atsetoniiiil]-kinasoliin-
4-(3H)-oon-vesinikbromiid, E 764).

Halofuginooni pdhistandardlahus, 100 pg/ml

50 mg halofuginooni (punkt 3.6) kaalutakse 0,1 mg tdpsusega 500 ml modtekolbi, lahustatakse
ammooniumatsetaadi puhverlahuses (punkt 3.18), tdidetakse kuni mdirgini puhverlahusega ja segatakse. See
lahus siilib pimedas 5 °C juures kolm nddalat.

Kalibreerimislahused

100 ml mddtekolbidesse kantakse 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 ja 6,0 ml pdhistandardlahust (punkt 3.6.1). Taidetakse kuni
margini liikuva faasiga (punkt 3.21) ja segatakse. Lahuste halofuginooni kontsentratsioonid on vastavalt 1,0, 2,0,
3,0, 4,0 and 6,0 pg/ml. Lahused tuleb valmistada vahetult enne kasutamist.

Soolhape (p,o umbes 1,16 g/ml).
Metanool.

Hobenitraat.
Naatriumaskorbaat.
Naatriumkarbonaat.

Naatriumkloriid.
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3.17.

3.20.

3.21.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.4.1.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

5.1.

5.1.1.

EDTA (etiileendiamiintetraiddikhape, dinaatriumsool).
HPLC-puhtusastmega vesi.
Naatriumkarbonaadi lahus, ¢ = 10 g/100 ml.

Naatriumkloriidiga kiillastatud naatriumkarbonaadi lahus, ¢ = 5 g/100 ml

50 g naatriumkarbonaati (punkt 3.11) lahustatakse vees, lahjendatakse 1 liitrini ja lisatakse kuni lahuse
kiillastumiseni naatriumkloriidi (punkt 3.12).

Soolhape, umbes 0,1 mol/l

10 ml soolhapet (punkt 3.7) lahjendatakse veega kuni 1 liitrini.

Ammooniumatsetaadi puhverlahus, umbes 0,25 mol/l

19,3 g ammooniumatsetaati (punkt 3.3) ja 30 ml dddikhapet (punkt 3.5) lahustatakse vees (punkt 3.14) ja
lahjendatakse kuni 1 liitrini.

Amberlite XAD-2 vaigu ettevalmistamine

Asjakohane kogus Amberlite’i (punkt 3.2) pestakse veega, kuni dravalatud vesifaasile tehtud hdbenitraadi (punkt
3.20) test niitab, et koik klooriioonid on eemaldatud. Vaiku pestakse 50 ml metanooliga (punkt 3.8), metanool
valatakse dra ja vaik sdilitatakse virskes metanoolis.

Hobenitraadi lahus, umbes 0,1 mol/l

0,17 g hobenitraati (punkt 3.9) lahustatakse 10 ml vees.

HPLC liikuv faas

500 ml atsetonitriili (punkt 3.1) segatakse 300 ml ammooniumatsetaadi puhverlahusega (punkt 3.18) ja 1 200 ml
veega (punkt 3.14). Addikhappe (punkt 3.5) abil korrigeeritakse pH 4,3-le. Filtritakse 1dbi 0,22 um filtri (punkt
4.8) ja lahus degaseeritakse (nt toodeldes ultraheliga 10 minutit). See lahus siilib suletud mahutis pimedas
hoituna tiks kuu.

Seadmed

Ultrahelivann.

Rotaatorkileaurusti.

Tsentrifuug.

HPLC-seade muudetava lainepikkusega ultraviolett-detektoriga voi dioodireadetektoriga.

Vedelikkromatograafia kolonn, 300 mm x 4 mm, C,s, tdidise terasuurus 10 pm, v3i samavéirne.

Klaaskolonn (300 mm x 10 mmy), millel on paagutatud klaasfilter ja korkkraan.

Klaaskiudfiltrid diameetriga 150 mm.

Membraanfiltrid, 0,45 pum.

Membraanfiltrid, 0,22 pm.

To606 kiik

Markus: halofuginoon on vaba alusena leelistes ja etiiiilatsetaadi lahustes ebastabiilne. Seda ei tohi hoida
etiriilatsetaadis iile 30 minuti.

Uldsdtted

Tuleb analiiiisida vordlussoota, veendumaks, et selles ei ole halofuginooni ega segavaid aineid.
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5.1.2.  Saagisekatses analiiiisitakse vordlussoota, millele on lisatud proovis oleva kogusega ligilihedane kogus
halofuginooni. Kontsentratsiooni 3 mg/kg saamiseks lisatakse 10 g vordlussoodale 300 pl pohistandardlahust
(punkt 3.6.1), segatakse ja oodatakse enne ekstraheerimise (punkt 5.2) alustamist 10 minutit.

Markus: selle meetodi puhul peab vordlussoot olema prooviga samalaadne ja analiitisimisel ei tohi selles leiduda
halofuginooni.

5.2. Ekstraheerimine

10 g ettevalmistatud proovi kaalutakse 0,1 g tdpsusega 200 ml tsentrifuugikiivetti, lisatakse 0,5 g naatriumas-
korbaati (punkt 3.10), 0,5 g¢ EDTAd (punkt 3.13) ja 20 ml vett ning segatakse. Kiivett asetatakse 5 minutiks
veevanni (80 °C). Pirast toatemperatuurini jahutamist lisatakse 20 ml naatriumkarbonaadi lahust (punkt 3.15) ja
segatakse. Lisatakse kohe 100 ml etiiiilatsetaati (punkt 3.4) ja loksutatakse kies tugevalt 15 sekundit. Kiivett
asetatakse kolmeks minutiks ultrahelivanni (punkt 4.1) ning avatakse kork. Tsentrifuugitakse kaks minutit ja
dekanteeritakse etiiiilatsetaadi faas 1abi klaaskiudfiltri (punkt 4.6) 500 ml jaotuslehtrisse. Proovi ekstraheerimist
korratakse teise 100 ml etiiiilatsetaadi kogusega. Kogutud ekstrakte pestakse itks minut 50 ml naatriumkloriidiga
kiillastatud naatriumkarbonaadi lahusega (punkt 3.16) ja veekiht valatakse éra.

Orgaanilist kihti ekstraheeritakse 1 minut 50 ml soolhappega (punkt 3.17). Alumine happekiht kallatakse 250 ml
jaotuslehtrisse. Orgaanilist kihti ekstraheeritakse uuesti 1,5 minutit tdiendava 50 ml soolhappega ja lisatakse
esimesele ekstraktile. Kogutud happeekstrakte pestakse 10 ml etiiiilatsetaadiga (punkt 3.4) loksutades umbes
10 sekundit.

Veekiht kantakse kvantitatiivselt 250 ml iimarkolbi ja orgaaniline faas valatakse dra. Happelahusest aurustatakse
rotaatorkileaurusti (punkt 4.2) abil kogu allesjadnud etiiiilatsetaat. Veevanni temperatuur ei tohi olla iile 40 °C.
Umbes 25-millibaarises vaakumis eemaldatakse 5 minutiga temperatuuril 38 °C kogu allesjdinud etiiiilatsetaat.

5.3. Puhastamine

5.3.1. Amberlite’i kolonni ettevalmistamine

XAD-2 kolonn valmistatakse ette eraldi iga proovi ekstrakti jaoks. 10 g valmistatud Amberlite’i (punkt 3.19)
kantakse metanooliga (punkt 3.8) klaaskolonni (punkt 4.5). Vaigukihi peale pannakse viike klaasvillatropp.
Metanool kallatakse kolonnist vilja ja vaiku pestakse 100 ml veega, peatades voolu, kui vedelik jouab vaigukihi
tilemise piirini. Kolonnil lastakse enne kasutamist 10 minutit tasakaalustuda. Kolonni ei tohi kunagi lasta dra
kuivada.

5.3.2.  Proovi puhastamine

Ekstrakt (punkt 5.2) kantakse kvantitatiivselt ettevalmistatud Amberlite’i kolonni (punkt 5.3.1), elueeritakse,
valades eluaadi dra. Elueerimiskiirus ei tohi iiletada 20 ml/min. Umarkolb loputatakse 20 ml soolhappega (punkt
3.17) ja seda lahust kasutatakse vaigukolonni pesemiseks. Allesjadnud happelahus kdrvaldatakse dhuvoolu abil.
Pesulahused valatakse dra. Kolonni lisatakse 100 ml metanooli (punkt 3.8) ja lastakse elueerida 5-10 ml, kogudes
eluaadi 250 ml timarkolbi. Allesjiinud metanoolil lastakse 10 minutit vaiguga tasakaalustuda ja jitkatakse
elueerimist kiirusel kuni 20 ml/min, kogudes eluaadi samasse timarkolbi. Metanool aurustatakse rotaatorki-
leaurusti (punkt 4.2) abil, veevanni temperatuur ei tohi olla iile 40 °C. Jaik kantakse liikuva faasi (punkt 3.21) abil
kvantitatiivselt 10 ml mdotekolbi. Tdidetakse litkuva faasiga kuni mirgini ja segatakse. Alikvootne osa filtritakse
1abi membraanfiltri (punkt 4.7). See lahus hoitakse HPLC maaramise (punkt 5.4) jaoks.

5.4. HPLC mddaramine
5.4.1. Parameetrid

Soovitatakse juhinduda jargmistest tingimustest (muid tingimusi voib kasutada juhul, kui need tagavad
samavidrsed tulemused):
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5.4.2.

5.4.3.

7.1.

7.1.1.

Vedelikkromatograafia kolonn (punkt 4.4.1)
HPLC liikuv faas (punkt 3.21)

Voolukiirus: 1,5-2 ml/min

Avastamise lainepikkus: 243 nm
Sissesiistitav ruumala: 40-100 pl

Kromatograafiaseadme tasakaalustatust kontrollitakse, siistides korduvalt kalibreerimislahust (punkt 3.6.2)
kontsentratsiooniga 3,0 pg/ml, kuni saavutatakse konstantsed piigi korgused (pindalad) ja retentsiooniajad.

Kalibreerimisgraafik
Iga kalibreerimislahust (punkt 3.6.2) siistitakse korduvalt ja moddetakse igale kontsentratsioonile vastavad piigi

korgused (pindalad). Koostatakse kalibreerimisgraafik, kandes ordinaatteljele kalibreerimislahuste keskmised piigi
korgused (pindalad) ja abstsissteljele vastavad kontsentratsioonid (ug/ml).

Proovilahus

Prooviekstrakti (punkt 5.3.2) siistitakse mitu korda samas mahus kui kalibreerimislahuste puhul ja mairatakse
halofuginoonipiikide keskmine kdrgus (pindala).

Tulemuste arvutamine

Proovilahuse halofuginoonipiikide keskmise korguse (pindala) alusel méddratakse kalibreerimisgraafiku (punkt
5.4.2) abil proovilahuse kontsentratsioon (pg/ml).

Halofuginoonisisaldus w (mg/kg) proovis arvutatakse jargmise valemi jirgi:

w =Xl
kus:

c proovilahuse halofuginoonikontsentratsioon (ug/ml);
m: kaalutise mass grammides.

Tulemuste kehtivase kontroll

Identsus

Uuritava aine identsust saab kinnitada tdiendava kromatograafiakatse abil v6i kasutades dioodireadetektorit, mille
puhul vorreldakse prooviekstrakti ja 6,0 pg/ml sisaldusega kalibreerimislahuse (punkt 3.6.2) spektreid.

Tdiendav kromatograafia

Prooviekstraktile lisatakse vajalik kogus kalibreerimislahust (punkt 3.6.2). Lisatud halofuginoonikogus peab
olema ligikaudu sama suur nagu prooviekstraktist leitud halofuginoonikogus.

Vattes arvesse nii lisatud kogust kui ka ekstrakti lahjendust, peab tdusma iiksnes halofuginoonipiigi korgus. Piigi

laius poolel kdrgusel ei tohi erineda rohkem kui 10 % kontsentreerimata prooviekstrakti halofuginoonipiigi
laiusest.

Dioodireadetektori kasutamine
Tulemusi hinnatakse jargmiste kriteeriumide kohaselt:

a) proovi ja standardi kromatogrammidel oleva piigi tipu spektri suurima neeldumise lainepikkused peavad
analiiisiseadme lahutusvdime piires ithte langema. Dioodireadetektori lahutusvdime on tavaliselt + 2 nm;
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b) lainepikkustel 225-300 nm ning suhtelise neeldumise vahemikus 10-100 % peavad proovi ja standardi piigi
tipu spektrid kromatogrammil iihte langema. Seda nduet peetakse tdidetuks, kui nimetatud spektrites
esinevad ithed ja samad maksimumid ning erinevused kahe spektri koigis uuritud punktides ei iileta 15 %
standardainele vastavatest neeldumistest;

c) lainepikkustel 225-300 nm ei tohi prooviekstrakti kromatogrammi piigi iilespoole suunduvas osas, tipus ja
allapoole suunduvas osas registreeritud spektrid erineda iiksteisest nende spektriosade puhul, mis jadvad
10-100 % suhtelise neeldumise piirkonda. Seda nduet peetakse tdidetuks, kui mainitud spektrites esinevad
ithed ja samad maksimumid ning erinevused koigis uuritud punktides ei ileta 15 % piigi tipu spektri
vastavatest neeldumistest.

Kui m&ni nendest nduetest ei ole tiidetud, ei peeta otsitava aine olemasolu tdestatuks.

7.2. Korduvus

Sama prooviga tehtud kahe paralleelse médramise tulemuste erinevus ei tohi kuni 3 mg/kg suuruste halofuginoo-
nisisalduste puhul iiletada 0,5 mg/kg.

7.3. Saagis

Suurendatud kontsentratsiooniga fooniproovi puhul peab saagis olema vihemalt 80 %.

8. Vordlusuuringu tulemused

Korraldati vordlusuuring, (*) mille kdigus kaheksas laboris analiiiisiti kolme proovi.

Tulemused
Proov A
(vordlusproov) Proov B (jahu) Proov C (graanulid)
Algul
Algul Kahe kuu pirast Algul Kahe kuu pirast
Keskmine [mg/kg] ND 2,80 2,42 2,89 2,45
Sx [mg/kg] — 0,45 0,43 0,40 0,42
CVi [%] — 16 18 14 17
Rec. [%] 86 74 88 75
ND=  allpool avastamislive
Sk= korratavust iseloomustav standardhilve
CVyx=  korratavuse variatsioonikordaja (%)

Rec.=  saagis: (%)

E. ROBENIDIINI MAARAMINE

1,3-bis[(p-klorobensiilideen)amino Jguanidiinhiidrokloriid
Robenidiinisisaldus maaratakse

— standardis EN 17299 ,Loomas66t: proovivotu- ja analiiiisimeetodid — Lubatud koktsidiostaatikumide
seire ja méddramine aditiivsel ja 1 % ja 3 % ristsaastumise tasemel ning registreerimata koktsidiostaa-
tikumide ja ithe antibiootikumi seire ja méddramine subaditiivsel tasandil segasoodas korgefektiivse
vedelikkromatograafia abil koos tandemmassispektromeetriaga (LC-MS/MS)“ esitatud analiiiisimeetodiga
voi

— korgefektiivse poordfaasilise vedelikkromatograafia (HPLC) abil, kasutades UV-detektorit, nagu on
kirjeldatud jargnevates punktides 1-8.

(*) The Analyst 108, 1983, 1k 1252-1256.
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.9.1.

Eesmirk ja kohaldamisala
Selle meetodiga on vdimalik mairata robenidiini kogust s66das. Mddramispiir on 5 mg/kg.
Pohimote

Proov ekstraheeritakse hapestatud metanooliga. Ekstrakt kuivatatakse ja selle alikvootne osa puhastatakse
alumiiniumoksiidi kolonnis. Robenidiin elueeritakse kolonnist metanooliga, kontsentreeritakse ja viiakse liikuva
faasiga sobiva mahuni. Robenidiinisisaldus mdiratakse poordfaasilise korgefektiivse vedelikkromatograafia
(HPLC) abil, kasutades UV-detektorit.

Reaktiivid
Metanool

Hapestatud metanool

4,0 ml soolhapet (p20 = 1,18 g/ml) viiakse 500 ml mddtekolbi, kolb tdidetakse kuni margini metanooliga (punkt
3.1) ja segatakse. See lahus tuleb valmistada vahetult enne kasutamist.

HPLC-puhtusastmega atsetonitriil

Molekulaarsdel

Tiip 3A, 8-12 messi (1,6-2,5 mm osakesed, kristalne alumosilikaat, pooride 14bimot 0,3 mm)

Alumiiniumoksiid, happeline aktiivsusaste 1, kolonnkromatograafia jaoks

100 g alumiiniumoksiidi viiakse sobivasse anumasse ja lisatakse 2,0 ml vett. Suletakse ja loksutatakse ligikaudu
20 minutit. Hoitakse korralikult suletud anumas.

Kaaliumdivesinikfosfaadi lahus, ¢ = 0,025 mol/l

1000 ml modtekolvis lahustatakse 3,40 g kaaliumdivesinikfosfaati vees (HPLC-puhtusastmega), kolb tdidetakse
mdrgini ja segatakse.

Dinaatriumvesinikfosfaadi lahus, ¢ = 0,025 mol/l

1 1 mddtekolvis lahustatakse 3,55 g veevaba dinaatriumvesinikfosfaati (voi 4,45 ¢ dihiidraati voi 8,95 g
dodekahiidraati) vees (HPLC-puhtusastmega), kolb tdidetakse margini veega ja segatakse.

HPLC liikuv faas

Segada jargmised reaktiivid:

650 ml atsetonitriili (punkt 3.3),

250 ml vett (HPLC-puhtusastmega),

50 ml kaaliumdivesinikfosfaadi lahust (punkt 3.6),
50 ml kaaliumdivesinikfosfaadi lahust (punkt 3.7).

Filtritakse ldbi 0,22 pm filtri (punkt 4.6) ja lahus degaseeritakse (nt toodeldes ultraheliga 10 minutit).

Standardaine

Puhas robenidiin: 1,3-bis[(4-klorobensiilideen) amino]guanidiinhiidrokloriid.

Robenidiini pdhistandardlahus: 300 pg/ml

30 mg robenidiini standardainet (punkt 3.9) kaalutakse 0,1 mg tdpsusega. Lahustatakse hapestatud metanooliga
100 ml modtekolvis (punkt 3.2), tdidetakse kolb margini sama lahustiga ja segatakse. Kolb mahitakse alumiinium-
fooliumi ja hoitakse pimedas kohas.
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3.9.2.

3.9.3.

3.10.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.4.1.

4.5.

4.6.

4.7.

5.1.

5.1.1.

5.1.2.

5.2.

Robenidiini vahestandardlahus: 12 pg/ml

Valatakse 10,0 ml pohistandardlahust (punkt 3.9.1) 250 ml mddtekolbi, tdidetakse see liikkuva faasiga (punkt 3.8)
kuni mérgini ja segatakse. Kolb mahitakse alumiiniumfooliumi ja hoitakse pimedas kohas.

Kalibreerimislahused

50 ml mootekolbidesse viiakse 5,0, 10,0, 15,0, 20,0 ja 25,0 ml vahestandardlahust (punkt 3.9.2). Tdidetakse kuni
mirgini liikkuva faasiga (punkt 3.8) ja segatakse. Lahuste robenidiinisisaldused on vastavalt 1,2; 2,4; 3,6;
4,8 ja 6,0 pg/ml. Lahused tuleb valmistada vahetult enne kasutamist.

HPLC-puhtusastmega vesi
Seadmed

Klaaskolonn

Valmistatud tumedast klaasist, korkkraaniga, ligikaudu 150 ml reservuaariga, sisemine 1abimdot 10-15 mm,
kdrgus 250 mm.

Mehaaniline loksuti v6i magnetsegur.
Rotaatorkileaurusti.

HPLC-seadmed erinevatel lainepikkustel registreeriva ultraviolettdetektoriga voi dioodireadetektoriga, mis to6tab
vahemikus 250-400 nm

Vedelikkromatograafia kolonn: 300 mm x 4 mm, Cj, tdidise terasuurus 10 pm vdi samavédirne
Klaaskiudfilterpaber (Whatman GF/A voi selle analoog).

Membraanfiltrid, 0,22 pm.

Membraanfiltrid, 0,45 pum.

To6 kiik

Mirkus:  robenidiin on valgustundlik. Kdikide operatsioonide puhul tuleb kasutada tumedast klaasist anumaid.
Uldsdtted

Tuleb analiiiisida vordlussoota, veendumaks, et selles ei ole robenidiini ega teisi segavaid aineid.

Tuleb teha saagisekatse, analiiiisides vordlussoota (punkt 5.1.1), mida on rikastatud ligikaudu sama koguse
robenidiiniga, nagu seda sisaldab proov. Et saada kontsentratsiooni 60 mg/kg, kantakse 3,0 ml pdhistandardlahust
(punkt 3.9.1) 250 ml koonilisse kolbi. Lahus aurustatakse limmastikuvoolus kuni ligikaudu 0,5 ml-ni. Lisatakse
15 g vordlussoota, segatakse ja jaetakse enne ekstraheerima (punkt 5.2) asumist 10 minutiks seisma.

Markus: selle meetodi puhul peab vordluss66t olema prooviga samalaadne ja analiiiisimisel ei tohi selles leiduda
halofuginooni.

Ekstraheerimine

Umbes 15 g ettevalmistatud proovi kaalutakse 0,01 g tdpsusega. Proov pannakse 250 ml koonilisse kolbi ja
lisatakse 100,0 ml hapestatud metanooli (punkt 3.2), kolb suletakse ja loksutatakse iiks tund loksutil (punkt 4.2).
Lahus filtritakse labi klaaskiudfilterpaberi (punkt 4.5) ja kogu filtraat kogutakse 150 ml koonilisse kolbi. Lisatakse
7,5 g molekulaarsdela (punkt 3.4), suletakse ja loksutatakse viis minutit. Filtritakse kohe 14bi klaaskiudfilterpaberi.
See lahus siilitatakse puhastamiseks (punkt 5.3).

90/129

ELL http://data.europa.eufelijreg_impl/2024/771/oj



ELT L, 15.3.2024

ET

5.3.

5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

Puhastamine

Alumiiniumoksiidi kolonni ettevalmistamine
Klaaskolonni (punkt 4.1) pohja asetatakse vdike klaasvatist tropp ja surutakse see klaaspulka kasutades kokku.
Kaalutakse 11,0 g ettevalmistatud alumiiniumoksiidi (punkt 3.5) ja pannakse kolonni. Tuleb jilgida, et

kokkupuutumine 6huga oleks selles etapis minimaalne. Koputatakse kergelt vastu kolonni alumist otsa, et
alumiiniumoksiid paigutuks tihtlaselt.

Proovi puhastamine

Kolonni pipetitakse 5,0 ml vastavalt punktile 5.2 ettevalmistatud prooviekstrakti. Pipeti ots asetatakse tihedalt
kolonni seina vastu ja lastakse lahusel absorbeeruda alumiiniumoksiidi. Robenidiin elueeritakse kolonnist,
kasutades 100 ml metanooli (punkt 3.1) voolukiirusel 2-3 ml/min, ja eluaat kogutakse 250 ml timarkolbi.
Metanoolilahus aurustatakse rotaatorkileaurusti (punkt 4.3) abil kuivaks vihendatud rohul, temperatuuril 40 °C.
Jaak lahustatakse uuesti 3-4 ml liikuvas faasis (punkt 3.8) ja viiakse kvantitatiivselt 10 ml md&tekolbi. Kolbi
loputatakse mitme 1-2 ml koguse litkuva faasiga ja pannakse need loputusvedelikud maatekolbi. Kolb tiidetakse

sama lahustiga margini ja segatakse. Alikvootne osa filtritakse ldbi 0,45 um membraanfiltri (punkt 4.7). Seda
lahust hoitakse HPLC mairamiseks (punkt 5.4).

HPLC mddaramine

Parameetrid

Soovitatakse juhinduda jirgmistest tingimustest (muid tingimusi voib kasutada juhul, kui need annavad
samavadrsed tulemused):

Vedelikkromatograafia kolonn (punkt 4.4.1)
HPLC liikuv faas (punkt 3.8)

Voolukiirus: 1,5-2 ml/min

Detektori lainepikkus: 317 nm

Sissesiistitav ruumala: 20-50 pl

Kromatograafilise siisteemi stabiilsust kontrollitakse, siistides 3,6 pg/ml sisaldavat kalibreerimislahust (punkt
3.9.3) mitu korda, kuni saavutatakse konstantsed piigi kdrgused ja retentsiooniajad.

Kalibreerimisgraafik
Iga kalibreerimislahust (punkt 3.9.3) siistitakse mitu korda ja méddetakse igale kontsentratsioonile vastavad piigi

korgused (pindalad). Koostatakse kalibreerimiskover, kasutades kalibreerimislahuste keskmisi piigi kdrgusi voi
pindalasid ordinaatidena ja vastavaid kontsentratsioone pg/ml abstsissidena.

Proovilahus

Prooviekstrakti (punkt 5.3.2) siistitakse mitu korda, kasutades sama mahtu nagu kalibreerimislahuste puhul, ja
médratakse robenidiini piikide keskmine kdrgus (pindala).

Tulemuste arvutamine

Proovilahuse robenidiini piikide keskmise kdrguse (pindala) jargi maaratakse proovilahuse kontsentratsioon pg/ml,
kasutades kalibreerimisgraafikut (punkt 5.4.2).

Robenidiini sisaldus w (mg/kg) proovis arvutatakse jirgmise valemi jargi:

¢ x 200

W = m
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kus:
c= proovilahuse robenidiinikontsentratsioon (pg/ml);
m= kaalutise mass grammides.

7. Tulemuste kehtivuse kontroll

7.1. Identsus

Uuritava aine identsust saab kinnitada tdiendava kromatograafiakatse abil voi kasutades dioodireadetektorit, mille
puhul vorreldakse prooviekstrakti ja 6 pg/ml sisaldusega kalibreerimislahuse (punkt 3.9.3) spektreid.

7.1.1. Tiiendav kromatograafia

Prooviekstraktile lisatakse vajalik kogus kalibreerimislahust (punkt 3.9.3). Lisatav robenidiinikogus peab olema
ligikaudu vordne prooviekstrakti analiiiisimisel leitud robenidiini kogusega.

Vottes arvesse nii lisatud kogust kui ka ekstrakti lahjendust, peab tdusma ainult robenidiinipiigi korgus. Piigi laius
selle poolel korgusel ei tohi erineda rohkem kui 10 % kontsentreerimata prooviekstrakti karbadoksipiigi laiusest.

7.1.2. Dioodireadetektori kasutamine
Tulemusi hinnatakse jargmiste kriteeriumide kohaselt:

a) proovi ja standardi kromatogrammidel oleva piigi tipu spektri suurima neeldumise lainepikkused peavad
analiiisiseadme lahutusvdime piires iihte langema. Dioodireadetektori puhul on see tavaliselt ligikaudu 2 nm;

b) lainepikkustel 250-400 nm ning suhtelise neeldumise vahemikus 10-100 % peavad proovi ja standardi piigi
tipu spektrid kromatogrammil iihte langema. Seda nduet peetakse tdidetuks, kui nimetatud spektrites
esinevad ithed ja samad maksimumid ning erinevused kahe spektri kdigis uuritud punktides ei ileta 15 %
standardainele vastavatest neeldumistest;

¢) lainepikkustel 250-400 nm ei tohi prooviekstrakti kromatogrammi piigi iilespoole suunduvas osas, tipus ja
allapoole suunduvas osas registreeritud spektrid erineda iiksteisest nende spektriosade puhul, mis jadvad
10-100 % suhtelise neeldumise piirkonda. Seda néuet peetakse tdidetuks, kui mainitud spektrites esinevad
ithed ja samad maksimumid ning erinevused kdigis uuritud punktides ei ileta 15 % piigi tipu spektri
vastavatest neeldumistest.

Kui m&ni nendest nduetest ei ole tdidetud, ei peeta otsitava aine olemasolu tdestatuks.

7.2. Korduvus

Robenidiinisisalduse puhul, mis on suurem kui 15 mg/kg, ei tohi sama proovi kahe paralleelse mairamise
tulemuste erinevus iiletada 10 % suuremast tulemusest.

7.3. Saagis

Suurendatud kontsentratsiooniga fooniproovi puhul peab saagis olema vihemalt 85 %.

8. Vordlusuuringu tulemused

Korraldati liidu vordlusuuring, milles 12 laborit analiiiisisid nelja kodulindude ja kiiiilikute soodajahu voi
-graanulite proovi. Iga proovi puhul tehti kaks analiiiisi. Tulemused on esitatud jargmises tabelis:

Kodulinnud Kiiiilikud
Jahu Graanulid Jahu Graanulid
Keskmine [mg/kg] 27,00 27,99 43,6 40,1
s, [mg/kg] 1,46 1,26 1,44 1,66
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

v, [%] 5,4 4,5 3,3 41

Sk [mg/ke] 436 3,36 4,61 3,91
CVe [%] 16,1 12,0 10,6 9,7

Saagis [%] 90,0 93,3 87,2 80,2
§:= korduvust iseloomustav standardhilve

CV,=  korduvuse variatsioonikordaja (%)

Sk= korratavust iseloomustav standardhilve

CVg=  korratavuse variatsioonikordaja (%)

F. DIKLASURIILI MAARAMINE

(+)-4-klorofeniiiil [2,6-dikloro-4-(2,3,4, 5-tetrahiidro-3, 5-diokso- 1,2,4-triasiin- 2-iliil) feniiiil ] atsetonitriil
Diklasuriilisisaldus maaratakse

— standardis EN 17299 ,Loomasdét: proovivotu- ja analiiiisimeetodid — Lubatud koktsidiostaatikumide
seire ja méddramine aditiivsel ja 1 % ja 3 % ristsaastumise tasemel ning registreerimata koktsidiostaa-
tikumide ja tihe antibiootikumi seire ja madramine subaditiivsel tasandil segasoodas korgefektiivse
vedelikkromatograafia abil koos tandemmassispektromeetriaga (LC-MS/MS)“ esitatud analiiiisimeetodiga
voi

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

Eesmiirk ja kohaldamisala

Selle meetodiga on vdimalik madrata diklasuriili kogust segasoodas ja eelsegudes (°). Avastamispiir on 0,1 mg/kg,
médramispiir 0,5 mg/kg. Saavutada voib veel madalamaid maaramispiire, aga kasutaja peab selle valideerima.

Pohiméote

Pirast sisestandardi lisamist ekstraheeritakse proov hapestatud metanooliga. S66tade puhul puhastatakse ekstrakti
alikvoot tahkefaasilises C18-ekstraktsioonihiilsis. Diklasuriil elueeritakse ekstraheerimishiilsist vilja hapestatud
metanooli ja vee seguga. Pdrast lahuse aurustamist lahustatakse jadk N, N-dimetiiilformamiidi vesilahuses.
Eelsegude puhul aurustatakse ekstrakt kohe ja jaik lahustatakse N, N-dimetiiiilformamiidi vesilahuses. Diklasurii-

lisisaldus médratakse poordfaasilise korgefektiivse vedelikkromatograafia (HPLC) abil, kasutades kolmekompo-
nendilist gradienti ja UV-detektorit.

Reaktiivid

HPLC-puhtusastmega vesi
Ammooniumatsetaat
Tetrabutiiiilammooniumvesiniksulfaat (TBHS)
HPLC-puhtusastmega atsetonitriil
HPLC-puhtusastmega metanool

N, N-dimetiiiilformamiid (DMF).

Soolhape, p,o = 1,19 g/ml

Standardaine: diklasuriil: garanteeritud puhtusega (+)-4-klorofeniiiil
[2,6-dikloro-4-(2,3,4,5-tetrahiidro— 3,5-diokso-1,2,4-triasiin-2-iiiil) feniiiil] atsetonitriil

(®) Meetodit voib kasutada ka diklasuriili mddramiseks soodamaterjalis.
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3.8.1.  Diklasuriili pohistandardlahus, 500 pg/ml

25 mg diklasuriili standardainet (punkt 3.8) kaalutakse 0,1 mg tipsusega ja vilakse 50 ml mddtekolbi.
Lahustatakse N, N-dimetiiiilformamiidis (punkt 3.6), kolb tdidetakse N, N-dimetiiiilformamiidiga (punkt 3.6)
kuni margini ja segatakse. Kolb mihitakse alumiiniumfooliumi vdi kasutatakse tumedat kolbi ja siilitatakse
kiilmikus. Temperatuuril kuni 4 °C sdilib lahus muutumatuna ithe kuu (*°).

3.8.2.  Diklasuriili standardlahus, 50 pg/ml

5,00 ml pohistandardlahust (punkt 3.8.1) pannakse 50 ml modtekolbi, kolb tdidetakse N, N-dimetiiilfor-
mamiidiga (punkt 3.6) kuni mirgini ja segatakse. Kolb mahitakse alumiiniumfooliumi voi kasutatakse tumedat
kolbi ja sdilitatakse kiilmikus. Temperatuuril kuni 4 °C sdilib lahus muutumatuna iihe kuu.

3.9. Sisestandardaine:
2,6-dikloro-a-(4-klorofeniiiil)-4-(4,5-dihiidro— 3,5-diokso-1,2,4-triasiin-2 (3H)-iiiil)-a-metiiiilbenseenatsetonitriil
(metiiiildiklasuriil)

3.9.1.  Sisestandard poéhistandardlahus, 500 pg/ml
25 mg sisestandardainet (punkt 3.9) kaalutakse 0,1 mg tdpsusega ja pannakse 50 ml mootekolbi. Lahustatakse N,
N-dimetiitilformamiidis (punkt 3.6), kolb tdidetakse N, N-dimetiiiilformamiidiga (punkt 3.6) kuni margini ja

segatakse. Kolb mihitakse alumiiniumfooliumi voi kasutatakse tumedat kolbi ja sdilitatakse kiilmikus.
Temperatuuril kuni 4 °C sdilib lahus muutumatuna ithe kuu.

3.9.2.  Sisestandardlahus, 50 pg/ml
5,00 ml sisestandardi pdhistandardlahust (punkt 3.9.1) pannakse 50 ml mddtekolbi, kolb tdidetakse N,N-

dimetitiilformamiidiga (punkt 3.6) kuni mirgini ja segatakse. Kolb mihitakse alumiiniumfooliumi voi
kasutatakse tumedat kolbi ja silitatakse kiilmikus. Temperatuuril kuni 4 °C siilib lahus muutumatuna ithe kuu.

3.9.3.  Sisestandardlahus eelsegude jaoks, p/1 000 mg/ml (p = diklasuriili nominaalsisaldus eelsegus (mg/kg))
p/10 mg sisestandardlahust kaalutakse 0,1 mg tdpsusega, pannakse 100 ml mdodtekolbi, lahustatakse
ultrahelivannis (punkt 4.7) N, N-dimetiiiilformamiidis (punkt 3.6), kolb tdidetakse N, N-dimetiiiilformamiidiga

kuni maérgini ja segatakse. Kolb mihitakse alumiiniumfooliumi voi kasutatakse tumedat kolbi ja siilitatakse
kiilmikus. Temperatuuril kuni 4 °C sdilib lahus muutumatuna ithe kuu.

3.10.  Kalibreerimislahused

3.10.1. Kalibreerimislahus, 1 pg/ml (diklasuriil)
1,00 ml diklasuriili standardlahust (punkt 3.8.2) ja 2,00 ml sisestandardlahust (punkt 3.9.2) pipetitakse 50 ml

modtekolbi. Lisatakse 17 ml N,N-dimetiiiilformamiidi (punkt 3.6), tdidetakse kolb veega kuni mirgini (punkt
3.1) ja segatakse. Lahus tuleb valmistada vahetult enne kasutamist.

3.10.2. Kalibreerimislahus, 2 pg/ml (diklasuriil)
2,00 ml diklasuriili standardlahust (punkt 3.8.2) ja 2,00 ml sisestandardlahust (punkt 3.9.2) pipetitakse 50 ml

modtekolbi. Lisatakse 16 ml N,N-dimetiitilformamiidi (punkt 3.6), tdidetakse kolb veega kuni margini (punkt
3.1) ja segatakse. Lahus tuleb valmistada vahetult enne kasutamist.

3.10.3. Kalibreerimislahus, 3 pg/ml (diklasuriil)
3,00 ml diklasuriili standardlahust (punkt 3.8.2) ja 2,00 ml sisestandardlahust (punkt 3.9.2) pipetitakse 50 ml
modtekolbi. Lisatakse 15 ml N,N-dimetiiiilformamiidi (punkt 3.6), tdidetakse kolb veega kuni mirgini (punkt

3.1) ja segatakse. Lahus tuleb valmistada vahetult enne kasutamist.

(") Pikaajalisem stabiilsus (kuni iiks aasta) on voimalik, kuid konkreetne labor peab seda kinnitama.
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3.10.4.

3.10.5.

3.13.1.

3.13.2.

3.13.3.

4.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

Kalibreerimislahus, 4 pg/ml (diklasuriil)

4,00 ml diklasuriili standardlahust (punkt 3.8.2) ja 2,00 ml sisestandardlahust (punkt 3.9.2) pipetitakse 50 ml
mddtekolbi. Lisatakse 14 ml N,N-dimetiiiilformamiidi (punkt 3.6), tdidetakse kolb veega kuni mirgini (punkt
3.1) ja segatakse. Lahus tuleb valmistada vahetult enne kasutamist.

Kalibreerimislahus, 5 pg/ml (diklasuriil)

5,00 ml diklasuriili standardlahust (punkt 3.8.2) ja 2,00 ml sisestandardlahust (punkt 3.9.2) pipetitakse 50 ml
modtekolbi. Lisatakse 13 ml N,N-dimetiitilformamiidi (punkt 3.6), tdidetakse kolb veega kuni margini (punkt
3.1) ja segatakse. Lahus tuleb valmistada vahetult enne kasutamist.

Markus: kdesoleva protokolli kasutamisel holmavad kalibreerimislahused (punkt 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3,
3.10.4 ja 3.10.5) so0das leiduva diklasuriili kontsentratsioone vahemikus 0,5 to 2,5 mg/kg.

Tahkefaasiline C,g-ekstraktsioonihiilss (nt Mega Bond Elut), suurus: 20 cm’, sorbendi mass: 5000 mg
(katseseisundisse viimine tarnija juhiste kohaselt).

Ekstrahent: hapestatud metanool.

5,0 ml soolhapet (punkt 3.7) pipetitakse 1 000 ml metanooli (punkt 3.5) ja segatakse.
HPLC liikuv faas

Eluent A: ammooniumatsetaadi ja tetrabutiiiilammooniumvesiniksulfaadi lahus.

5 g ammooniumatsetaati (punkt 3.2) ja 3,4 g tetrabutiiiilammooniumvesiniksulfaati (punkt 3.3) lahustatakse
1000 ml vees (punkt 3.1) ja segatakse.

Eluent B: atsetonitriil (punkt 3.4).

Eluent C: metanool (punkt 3.5).

Seadmed

Mehaaniline loksuti.

HPLC seadmed, mis vdimaldavad kasutada kolmekomponendilist gradienti:
Vedelikkromatograafia kolonn 100 x 4,6 mm, tdidis: Hypersil ODS, 3 um vdi samaviirne.
Muudetava lainepikkusega UV-detektor voi dioodireadetektor.
Rotaatorkileaurusti.

Membraanfilter (nt kemikaalikindel nailon), 0,45 pm.

Uhekorrasiistal, 5 ml.

Vaakumkollektor.

Ultrahelivann.

To66 kiik

Uldsdtted

Vordlussoot

Tuleb analiiisida vordlussoota, veendumaks, et selles ei ole ei diklasuriili ega segavaid aineid. Vordlussoot peab
olema prooviga samalaadne ja selles tohi leiduda diklasuriili ega segavaid aineid.
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5.1.2. Saagisekatse

Saagisekatses analiiiisitakse vordlussoota, millele on lisatud proovis oleva kogusega ligilihedane kogus diklasuriili.
Et saada kontsentratsiooni 1 mg/kg, kantakse 50 g vordluss6odale 0,1 ml pdhistandardlahust (punkt 3.8.1),
segatakse hoolikalt ja jietakse 10 minutiks seisma, segades veel mitu korda enne katse jitkamist vastavalt
punktile 5.2.

Juhul kui prooviga samalaadne vordlussoot puudub (vt punkt 5.1.1), vdib saagisekatse teha standardsel
lisamismeetodil. Sel juhul lisatakse analiiiisitavale proovile ligikaudu sama suur diklasuriilikogus, mis on proovis
juba olemas. Seda proovi analiiiisitakse koos kontsentreerimata prooviga ja saagis leitakse lahutamise teel.

5.2. Ekstraheerimine

5.21. Segasoot

Umbes 50 g proovi kaalutakse 0,01 g tdpsusega. See pannakse 500 ml koonilisse kolbi, lisatakse 1,00 ml
sisestandardlahust (punkt 3.9.2) ja 200 ml ekstrahenti (punkt 3.12) ning korgitakse kolb kinni. Segu loksutatakse
606 jooksul loksutil (punkt 4.1). Lastakse 10 minutit settida. Kantakse 20 ml supernatandi alikvooti sobivasse
klaasanumasse ja lahjendatakse 20 ml veega (punkt 3.1). Lahus kantakse ekstraktsioonihiilsile (punkt 3.11) ja
juhitakse sellest ldbi vaakumi abil (punkt 4.6). Hiilssi pestakse 25 ml ekstrahendi (punkt 3.12) ja vee (punkt 3.1)
seguga, 65 + 35 (v + v). Kogutud fraktsioonid visatakse dra ning elueeritakse iithendid, kasutades 25 ml
ekstrahendi (punkt 3.12) ja vee segu 80 + 20 (v + v). Seda fraktsiooni aurustatakse 60 °C juures poordaurustil
(punkt 4.3), kuni see saab kuivaks. Jadk lahustatakse 1,0 ml N, N-dimetiiiilformamiidis (punkt 3.6), lisatakse
1,5 ml vett (punkt 3.1) ja segatakse. Filtritakse 14bi thekorrasiistlale (punkt 4.5) kinnitatud membraanfiltri (punkt
4.4). Seejdrel alustatakse HPLC méddramist (punkt 5.3).

5.2.2. Eelsegud
Umbes 1 g proovi kaalutakse 0,001 g tdpsusega. See pannakse 500 ml koonilisse kolbi, lisatakse 1,00 ml
sisestandardlahust (punkt 3.9.3) ja 200 ml ekstrahenti (punkt 3.12) ning korgitakse kolb kinni. Segu loksutatakse
60 jooksul loksutil (punkt 4.1). Lastakse 10 minutit settida. Kantakse 10000/p ml (p = diklasuriili
nominaalsisaldus eelsegus mg/kg) supernatandi alikvooti sobiva suurusega {imarkolbi. Aurustatakse
poordaurustis (punkt 4.3) alandatud rdhu ja 60 °C juures, kuni proov saab kuivaks. Jadk lahustatakse uuesti

10,0 ml N, N-dimetiiiilformamiidis (punkt 3.6), lisatakse 15,0 ml vett (punkt 3.1) ja segatakse. Seejirel
alustatakse HPLC méddramist (punkt 5.3).

5.3. HPLC mddaramine

5.3.1. Parameetrid

Soovitatakse juhinduda jdrgmistest tingimustest (muid tingimusi voib kasutada juhul, kui need tagavad
samavairsed voi paremad tulemused).

— Vedelikkromatograafia kolonn (punkt 4.2.1): 100 mm x 4,6 mm, Hypersil ODS, téidise terasuurus 3 pum voi
samavadrne

— Liikuv faas
— Eluent A (punkt 3.13.1): ammooniumatsetaadi ja tetrabutiiiil- ammooniumvesiniksulfaadi vesilahus.
— Eluent B (punkt 3.13.2): atsetonitriil.
— Eluent C (punkt 3.13.3): metanool.
— Elueerimisviis - lineaarne gradient
— algtingimused: A+ B + C=60+20 + 20 (V+V +V);
— 10 minuti pérast gradientelueerimine 30 minutit: A + B+ C =45 + 20 + 35 (V + V + V);
— Elueeritakse Bga 10 minutit.

— Voolukiirus: 1,5-2 ml/min
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6.1.

6.2.

— Sissesiistitav ruumala: 20 pl
— Detektori lainepikkus: 280 nm.
Kromatograafiaseadme tasakaalustatust kontrollitakse, siistides mitu korda kolonni kalibreerimislahust (punkt

3.10.2), mis sisaldab 2 pg/ml diklasuriili ja sisestandardlahust, kuni saavutatakse konstantsed piigikdrgused ja
retentsiooniajad.

Kalibreerimislahuste kromatograafiline analiiiis

20 pl iga kalibreerimislahust (punkt 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4 ja 3.10.5) siistitakse kaks korda, tehakse
kindlaks ja integreeritakse diklasuriili ja sisestandardi piigid ning koostatakse kalibreerimisk&ver, mis p&hineb
diklasuriili keskmiste piigi kdrguste v&i pindalade ja sisestandardi keskmiste piigi kdrguste vdi pindalade suhtel
diklasuriili kontsentratsiooni kalibreerimislahustes (pg/ml).

Proovilahuste kromatograafiline analiiis

Proovilahusest (punkt 5.2.1 v&i 5.2.2) siistitakse 20 pl kaks korda kolonni ja méidratakse diklasuriili ning
sisestandardi piikide keskmine kdrgus voi pindala.

Tulemuste arvutamine

Segasoot

Diklasuriilisisaldus w (mg/kg) proovis arvutatakse jargmise valemi jargi:

Height(d,s) , Area(ds) ,
W Height(i,s) 10V 051 4 — Area(i,s) —  1or
a m a m’

kus:

— korgus (d,s) on diklasuriili piigi kdrgus proovilahuses (punkt 5.2.1);
— pindala (d,s) on diklasuriili piigi pindala proovilahuses (punkt 5.2.1);
— korgus (i,5) on sisestandardi piigi kérgus proovilahuses (punkt 5.2.1);
— pindala (i,s) on sisestandardi piigi pindala proovilahuses (punkt 5.2.1);

— b on kalibreerimislahuste (punktid 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4 ja 3.10.5) pdhjal vastavalt punktile 5.3.2
saadud kalibreerimiskdvera vabaliige;

— a on kalibreerimislahuste (punktid 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4 ja 3.10.5) pdhjal vastavalt punktile 5.3.2
saadud kalibreerimiskdvera tdus;

— m on kaalutise mass grammides;

— Von prooviekstrakti 16plik maht milliliitrites parast uuesti lahustamist vastavalt punktile 5.2.1 (s.0 2,5 ml).

Eelsegud
Diklasuriilisisaldus w (mg/kg) proovis arvutatakse jirgmise valemi jargi:

Height(d.s) , Area(d,s)
W Height(i,s) _ Area(i,s)

- xﬂ-(r’nﬂxlgvaiw_—a x%xn
kus:

— korgus (d,s) on diklasuriili piigi kdrgus proovilahuses (punkt 5.2.2);

— pindala (d,s) on diklasuriili piigi pindala proovilahuses (punkt 5.2.2);

— korgus (i,5) on sisestandardi piigi kdrgus proovilahuses (punkt 5.2.2);

— pindala (i,s) on sisestandardi piigi pindala proovilahuses (punkt 5.2.2);
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— b on kalibreerimislahuste (punktid 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4 ja 3.10.5) pdhjal vastavalt punktile 5.3.2
saadud kalibreerimiskdvera vabaliige;

— a on kalibreerimislahuste (punktid 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4 ja 3.10.5) pdhjal vastavalt punktile 5.3.2
saadud kalibreerimiskdvera tous;

— m on kaalutise mass grammides;
— V on prooviekstrakti 16plik maht milliliitrites parast uuesti lahustamist vastavalt punktile 5.2.2 (s.0 25 ml).

— p on diklasuriili nominaalsisaldus eelsegus (mg/kg).

7. Tulemuste kehtivuse kontroll

7.1. Identsus

Uuritava aine identsust saab kinnitada tdiendava kromatograafiakatse abil voi kasutades dioodireadetektorit, mille
puhul vdrreldakse prooviekstrakti (punkt 5.2.1 vdi 5.2.2) ja kalibreerimislahuse (punkt 3.10.2) spektreid.

7.1.1. Tiiendav kromatograafia

Prooviekstraktile (punkt 5.2.1 vdi 5.2.2) lisatakse vajalik kogus kalibreerimislahust (punkt 3.10.2). Lisatud
diklasuriilikogus peab olema ligikaudu sama suur nagu prooviekstraktist leitud diklasuriilikogus.

Vottes arvesse nii lisatud kogust kui ka ekstrakti lahjendust, peab tdusma iiksnes diklasuriilipiigi ja sisestandardi
piigi korgus. Piigi laius selle poolel kdrgusel ei tohi erineda rohkem kui 10 % kontsentreerimata prooviekstrakti
diklasuriili piigi voi sisestandardi piigi laiusest.

7.1.2. Dioodireadetektori kasutamine

Tulemusi hinnatakse jargmiste kriteeriumide kohaselt:

a) proovi ja standardi kromatogrammidel oleva piigi tipu spektri suurima neeldumise lainepikkused peavad
analiiiisiseadme lahutusvoime piires iihte langema. Dioodireadetektori lahutusvéime on tavaliselt + 2 nm;

b) Lainepikkustel 230-320 nm ning suhtelise neeldumise vahemikus 10-100 % peavad proovi ja standardi piigi
tipu spektrid kromatogrammil iihte langema. Seda nduet peetakse tdidetuks, kui mainitud spektrites esinevad
tthed ja samad maksimumid ning erinevused kahe spektri koigis uuritud punktides ei tleta 15 %
standardainele vastavatest neeldumistest;

¢) lainepikkustel 230-320 nm ei tohi prooviekstrakti kromatogrammi piigi iilespoole suunduvas osas, tipus ja
allapoole suunduvas osas registreeritud spektrid erineda iiksteisest nende spektriosade puhul, mis jadvad
10-100 % suhtelise neeldumise piirkonda. Seda nduet peetakse tdidetuks, kui nimetatud spektrites esinevad
tihed ja samad maksimumid ning erinevused kdigis uuritud punktides ei ileta 15 % piigi tipu spektri
vastavatest neeldumistest.

Kui moni nendest nduetest ei ole tdidetud, ei peeta otsitava aine olemasolu tdestatuks.

7.2. Korduvus
Kahe osaprooviga tehtud kahe soltumatu mdtmise tulemuste erinevus ei tohi iiletada:
— 30 % suuremast tulemusest diklasuriilisisalduse vahemikus 0,5-2,5 mg/kg;
— 0,75 mg/kg diklasuriilisisalduse vahemikus 2,5-5 mg/kg;

— 15 % suuremast tulemusest, kui diklasuriilisisaldus on suurem kui 5 mg/kg.

7.3. Saagis

Suurendatud kontsentratsiooniga (fooni)proovi puhul peab saagis olema vihemalt 80 %.
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8. Vordlusuuringu tulemused

Korraldati kaks vordlusuuringut. 1994. aastal tegi iiks laborite rithm esimese uuringu, mille kiigus analiiiisis kaht
eelsegu proovi (O 100, A 100) ja kolme kodulindude tiiends6dda proovi (L1, Z1, K1). Uht eelsegu segati
orgaanilise maatriksiga (O 100) ja teist anorgaanilise maatriksiga (A 100). Teoreetiline diklasuriilisisaldus on
100 mg/kg. Laboritele tehti iilesandeks iga proovi iiks kord vdi kaks korda analiiiisida. (Uksikasjalikumat teavet
esimese vordlusuuringu kohta voib leida ajakirjas Journal of AOAC International, koide 77, nr 6, 1994,
lk 1359-1361.)

Teise vordlusuuringu kdigus analiiiisiti kolme kodulindude segasoota — ithe diklasuriilisisaldus oli 0,9 mg/kg (MAT
1), teisel 1,5 mgfkg (MAT 2) ning kolmas oli vordlussodt (MAT 3). Uksikasjalikumat teavet teise uuringu kohta
vdib leida Teadusuuringute Uhiskeskuse 2016. aasta tehnilises aruandes ja ajakirjas Journal of AOAC
International, koide 102, nr 2, 2019, lk 646—652.) Kahe vordlusuuringu tulemused on esitatud jargmises tabelis.

Proov 1A Proov 20 Proov 6 Proov 7 Proov 8
100 100 Proov 3 L1 Proov 4 Z1 Proov 5 K1 MAT 1 MAT 2 MAT 3
L 11 11 11 11 6 10 9 10
n 19 18 19 19 12 20 18 10
Keskmine (mg/kg) 100,8 103,5 0,89 1,15 0,89 1,0 1,5 < Méiramis-
piir
S, (mg/kg) 5,88 7,64 0,15 0,02 0,03 0,11 0,07 —
CV, (%) 5,83 7,38 17,32 1,92 3,34 11,2 4,5 —
Sk (mg/kg) 7,59 7,64 0,17 0,11 0,12 0,18 0,21 —
CVr (%) 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65 18,1 14,3 —
Nominaalsisal- 100 100 1,0 1,0 1,0 0,9 1,5 —
dus (mg/kg)
Viide (¥) Esimene Esimene Esimene Esimene Esimene Teine Teine Teine uuring
uuring uuring uuring uuring uuring uuring uuring (2015)
(1994) (1994) (1994) (1994) (1994) (2015) (2015)
L= laborite arv
n= itksikmaidramiste arv
S, = korduvust iseloomustav standardhilve
CV,=  korduvuse variatsioonikordaja
Sk = korratavust iseloomustav standardhilve
CVr =  korratavuse variatsioonikordaja

LOQ = mdédramispiir

(*)  1994. aastal tehtud esimene uuring: ]gurnal of AOAC International, koide 77, nr 6, 1994, 1k 1359-1361; 2015. aastal
tehtud teine uuring: Teadusuuringute Uhiskeskuse tehniline aruanne ,Re-validation of a method for the determination of
diclazuril by collaborative study“ (2016).

9. Uldised mirkused

Eelnevalt peab olema niidatud, et diklasuriili piigi kérgus (pindala) on mdoddetavas vahemikus lineaarses
soltuvuses kontsentratsioonist.

Vihemalt suure rasvasisaldusega (antud juhul dle 12 %) segas66da diklasuriilisisalduse madramiseks voib
analiiisimeetodi asendada méne muu HPLC-] pdhineva meetodiga, nt kdrgefektiivne vedelikkromatograafia koos
tandemmassispektromeetriaga (LC-MS/MS), eeldusel et alternatiivmeetodil on samavéirsed tulemuslikkusniitajad
(saagis, tdpsus korduvuse ja korratavuse tingimustel).
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G. NAATRIUMLASALOTSIIDI MAARAMINE

Poliieetermonokarboksiiiilhappe naatriumsool, saadud Streptomyces lasaliensis’est
Naatriumlasalotsiidisisaldus mairatakse

— standardis EN 17299 ,Loomasoot: proovivdtu- ja analiiisimeetodid — Lubatud koktsidiostaatikumide
seire ja méddramine aditiivsel ja 1 % ja 3 % ristsaastumise tasemel ning registreerimata koktsidiostaa-
tikumide ja tihe antibiootikumi seire ja mddramine subaditiivsel tasandil segasoodas korgefektiivse
vedelikkromatograafia abil koos tandemmassispektromeetriaga (LC-MS/MS)“ esitatud analiiiisimeetodiga
voi

— korgefektiivse poordfaasilise vedelikkromatograafia (HPLC) abil, kasutades spektrofluorimeetrilist
(fluorestsents)detektorit, nagu on kirjeldatud jargnevates punktides 1-8.

1. Eesmiirk ja kohaldamisala

Selle meetodiga on vdimalik médrata naatriumlasalotsiidi kogust soodas. Avastamiskiinnis on 5 mg/kg,
médramispiir 10 mg/kg.

2. Pohimote

Naatriumlasalotsiid ekstraheeritakse proovist hapestatud metanooliga ja mairatakse poordfaasilise korgefektiivse
vedelikkromatograafia (HPLC) abil, kasutades spektrofluoromeetrilist (fluorestsents)detektorit.

3. Reaktiivid
3.1. Kaaliumdivesinikfosfaat (KH,PO,)
3.2. Ortofosforhape, w (w/w) = 85 %

3.3. Ortofosforhappe lahus, ¢ = 20 %

23,5 ml ortofosforhapet (punkt 3.2) lahjendatakse veega 100 milliliitrini.
3.4. 6-metiitil-2-heptiitilamiin ehk 1,5-dimetiiilheksiiilamiin, w (w/w) = 99 %
3.5. HPLC-puhtusastmega metanool
3.6. Soolhape, tihedus = 1,19 g/ml

3.7. Fosfaatpuhverlahus, ¢ = 0,01 mol/l

1,36 g KH,PO, (punkt 3.1) lahustatakse 500 ml vees (punkt 3.11), lisatakse 3,5 ml ortofosforhapet (punkt 3.2)
ja 10,0 ml 6-metiiiil-2-heptiiiilamiini (punkt 3.4). pH korrigeeritakse ortofosforhappe lahusega (punkt 3.3) 4,0-ni
ja lahjendatakse veega (punkt 3.11) 1 000 milliliitrini.

3.8. Hapestatud metanool

5,0 ml soolhapet (punkt 3.6) pannakse 1000 ml mddtekolbi, tdidetakse kolb metanooliga (punkt 3.5) kuni
mdrgini ja segatakse. Lahus tuleb valmistada vahetult enne kasutamist.

3.9. HPLC liikuv faas, fosfaatpuhverlahus + metanoolilahus: 5 + 95 (V + V)

5 ml fosfaatpuhverlahust (punkt 3.7) segatakse 95 ml metanooliga (punkt 3.5).

3.10.  Garanteeritud puhtusega naatriumlasalotsiidi standardaine C;,Hs;04Na  (poliieetermonokarboksiiiilhappe
naatriumsool, saadud Streptomyces lasaliensis’est), E763

3.10.1. Naatriumlasalotsiidi pohistandardlahus, 500 pg/ml

50 mg naatriumlasalotsiidi (punkt 3.10) kaalutakse 0,1 mg tdpsusega ja pannakse 100 ml mddtekolbi,
lahustatakse hapestatud metanoolis (punkt 3.8), tiidetakse kolb sama lahustiga kuni mérgini ja segatakse. See
lahus tuleb valmistada vahetult enne kasutamist.
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3.10.2.

3.10.3.

4.1.

4.2.

4.3.

5.1.

5.1.1.

5.2.

5.2.1.

Naatriumlasalotsiidi vahestandardlahus, 50 pg/ml

10,0 ml pohistandardlahust (punkt 3.10.1) pipetitakse 100 ml modtekolbi, tdidetakse kolb hapestatud
metanooliga (punkt 3.8) kuni mérgini ja segatakse. Lahus tuleb valmistada vahetult enne kasutamist.

Kalibreerimislahused
1,0, 2,0, 4,0, 5,0 ja 10,0 ml vahestandardlahust pannakse (punkt 3.10.2) 50 ml mddtekolbidesse. Kolvid

tdidetakse hapestatud metanooliga (punkt 3.8) kuni mirgini ja segatakse. Nende lahuste naatriumlasalotsiidi-
sisaldus on vastavalt 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 ja 10,0 pg/ml. Lahused tuleb valmistada vahetult enne kasutamist.

HPLC-puhtusastmega vesi

Seadmed

Temperatuuri reguleerimise seadmetega ultrahelivann (voi loksutiga veevann).
Membraanfiltrid, 0,45 pum.

HPLC seade koos sissepritsesiisteemiga, mis vdimaldab siistida mahus 20 pl.

Vedelikkromatograafia kolonn 125 x 4 mm, poordfaasiline C,s-ekstraktsioonihiilss, tdidise terasuurus 5 pm voi
samavadrne.

Spektrofluorimeeter, mis véimaldab ergastuse ja emissiooni lainepikkusi muuta.
To6 kiik
Uldsdtted

Vordlussoot

Selleks et teha saagisekatset (punkt 5.1.2), tuleb eelnevalt teha vordlussddda analiiiis, veendumaks, et selles ei ole
naatriumlasalotsiidi ega segavaid aineid. Vordluss6t peab olema prooviga samalaadne ning selles ei tohi leiduda
naatriumlasalotsiidi ega segavaid aineid.

Saagisekatse

Saagisekatses analiiiisitakse vOrdlussoota, millele on lisatud proovis oleva kogusega ligilihedane kogus
naatriumlasalotsiidi. Et saada kontsentratsiooni 100 mg/kg, kantakse 10,0 ml pdhistandardlahust (punkt 3.10.1)
250 ml koonilisse kolbi ja aurustatakse lahus ligikaudu 0,5 milliliitrini. Lisatakse 50 g vordlussoota, segatakse
pohjalikult ja jdetakse 10 minutiks seisma, segades enne ekstraheerima (punkt 5.2) asumist veel mitu korda.

Juhul kui prooviga samalaadne vordlussoot puudub (vt punkt 5.1.1), vdib saagisekatse teha standardsel
lisamismeetodil. Sel juhul lisatakse analiiiisitavale proovile ligikaudu sama suur naatriumlasalotsiidikogus, mis on
proovis juba olemas. Seda proovi analiiiisitakse koos kontsentreerimata prooviga ja saagis leitakse lahutamise teel.

Ekstraheerimine

Soot

5-10 g proovi kaalutakse 0,01 g tdpsusega ja pannakse 250 ml koonilisse korgiga kolbi. Lisatakse pipetiga
100,0 ml hapestatud metanooli (punkt 3.8). Korgitakse kinni ja raputatakse segi. Kolb pannakse 20 minutiks
ligikaudu 40 °C ultrahelivanni (punkt 4.1), seejirel voetakse sealt vilja ja jahutatakse toatemperatuurini. Lastakse
umbes 1 tund seista, kuni heljuv aine on settinud, siis filtritakse alikvoot 1dbi 0,45 pm membraanfiltri (punkt 4.2)
sobivasse anumasse. Seejirel alustatakse HPLC maaramist (punkt 5.3).
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5.2.2.  Eelsegud

Umbes 2 g jahvatamata eelsegu kaalutakse 0,001 g tdpsusega ja pannakse 250 ml mddtekolbi. Lisatakse 100,0 ml
hapestatud metanooli (punkt 3.8) ja raputatakse segi. Kolb koos sisuga pannakse 20 minutiks ligikaudu 40 °C
ultrahelivanni (punkt 4.1), seejirel vOetakse sealt vilja ja jahutatakse toatemperatuurini. Lahjendatakse
hapestatud metanooliga (punkt 3.8) kuni mirgini ja segatakse hoolikalt. Lastakse tund aega seista, kuni heljuv
aine on settinud, siis filtritakse alikvoot ldbi 0,45 ym membraanfiltri (punkt 4.2). Vajalik kogus selginud filtraati
lahjendatakse hapestatud metanooliga (punkt 3.8), et saada 16plik katselahus, mis sisaldab umbes 4 pg/ml
naatriumlasalotsiidi. Seejirel alustatakse HPLC maaramist (punkt 5.3).

5.3. HPLC mddaramine

5.3.1. Parameetrid

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

Vedelikkromatograafia kolonn 125 mm x 4 mm, poordfaasiline C,g, tdidise terasuurus 5 pm voi

(punkt 4.3.1): samavéirne

Liikuv faas (punkt 3.9): Fosfaatpuhverlahuse (punkt 3.7) ja metanooli (punkt 3.5) segu, 5 + 95
(V+V)

Voolukiirus: 1,2 ml/min

Avastamise lainepikkused: Ergastamine: 310 nm

Emissioon: 419 nm

Sissesiistitav ruumala: 20l

Kromatograafiaseadme tasakaalustatust kontrollitakse, siistides kolonni mitu korda kalibreerimislahust (punkt
3.10.3) kontsentratsiooniga 4,0 pg/ml, kuni saavutatakse konstantsed piigikdrgused (pindalad) ja retentsiooniajad.

5.3.2.  Kalibreerimisgraafik

Iga kalibreerimislahust (punkt 3.10.3) siistitakse mitu korda ja médratakse igale kontsentratsioonile vastavad
keskmised piigikdrgused (pindalad). Koostatakse kalibreerimisgraafik, kandes ordinaatteljele keskmised piigi
korgused (pindalad) ja abstsissteljele vastavad kontsentratsioonid (ug/ml).

5.3.3.  Proovilahus

Punktide 5.2.1 v3i 5.2.2 kohaselt saadud prooviekstrakte siistitakse mitu korda samas mahus, mis kalibreeri-
mislahuse puhul, ja mairatakse naatriumlasalotsiidipiikide keskmine kdrgus (pindala).

6. Tulemuste arvutamine

Proovilahuse (punkt 5.3.3) siistimisega saadud piikide keskmise korguse (pindala) alusel leitakse kalibreerimis-
graafiku abil naatriumlasalotsiidi kontsentratsioon (ug/ml).

6.1. Soot

Naatriumlasalotsiidi sisaldus w (mg/kg) proovis arvutatakse jirgmise valemi jargi:

x vV
w =" [mg/kg]
kus:
c= naatriumlasalotsiidi kontsentratsioon (pug/ml) proovilahuses (punkt 5.2.1);
V, = prooviekstrakti maht milliliitrites vastavalt punktile 5.2.1 (s.0 100);
m = kaalutise mass grammides.
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6.2.

7.1.

7.1.1.

7.2.

7.3.

Eelsegud

Naatriumlasalotsiidi sisaldus w (mg/kg) proovis arvutatakse jirgmise valemi jargi:

x V. x f
w = [mg/ke]
kus:
c= naatriumlasalotsiidi kontsentratsioon (pug/ml) proovilahuses (punkt 5.2.2);
V,= prooviekstrakti maht milliliitrites vastavalt punktile 5.2.2 (s.0 250);
f= punkti 5.2.2 kohane lahjendusfaktor;
m= kaalutise mass grammides.

Tulemuste kehtivuse kontroll

Identsus

Spektrofluoromeetrilised meetodid on vihem tundlikud korvaliste lisandite suhtes kui UV-meetodid.
Analiiiisitava proovi identsust saab kinnitada tdiendava kromatograafiakatse abil.

Tdiendav kromatograafia

Prooviekstraktile (punkt 5.2.1 vdi 5.2.2) lisatakse vajalik kogus kalibreerimislahust (punkt 3.10.3). Lisatud
naatriumlasalotsiidikogus peab olema ligikaudu sama suur nagu prooviekstraktist leitud naatriumlasalotsiidi
kogus. Vottes arvesse nii lisatud kogust kui ka ekstrakti lahjendust, peab tdusma iiksnes naatriumlasalotsiidipiigi

korgus. Piigi laius poolel korgusel ei tohi erineda rohkem kui # 10 % kontsentreerimata prooviekstrakti
naatriumlasalotsiidipiigi laiusest.

Korduvus

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

— 15 % suuremast tulemusest, kui naatriumlasalotsiidi sisaldus on vahemikus 30-100 mg/kg;
— 15 mg/kg, kui naatriumlasalotsiidi sisaldus on vahemikus 100-200 mg/kg;

— 7,5 % suuremast tulemusest, kui naatriumlasalotsiidisisaldus on suurem kui 200 mg/kg.

Saagis

Suurendatud kontsentratsiooniga (fooni)sé6daproovi puhul peab saagis olema vidhemalt 80 %. Suurendatud
kontsentratsiooniga eelseguproovi puhul peab saagis olema viahemalt 90 %.

Vordlusuuringu tulemused

Korraldati vordlusuuring (*), mille kdigus 12 laboris analiiiisiti kahte eelsegu (proovid 1 ja 2) ja viit s66ta (proovid
3-7). Iga proovi puhul tehti kaks analiiiisi. Tulemused on esitatud jargmises tabelis:

Proov 1 Proov 2 Proov 3 Proov 4 Proov 5 Proov 6 Proov 7
Kanasooda | Kalkunisooda | Kalkunite Ka.nf'ide Kalkuni- KOduh}l.._ Kodulin-
. kuiviku- e dude s66t o
eelsegu eelsegu graanulid SO0t dude so6t B
puru A
L 12 12 12 12 12 12 12
n 23 23 23 23 23 23 23
Kesk- 5050 16 200 76,5 78,4 92,9 48,3 32,6
mine [mg/kg]
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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
Sk [mg/kg] 286 883 3,85 7,32 5,29 3,47 3,49
CVg [%] 5,66 5,45 5,03 9,34 5,69 7,18 10,70
Nominaalsisal- o - ok ok Kok + +
dus [mgke] 5000 (%) | 16000 (%) | 80 (%) 105 (%) | 120 (= 50 () 35 ()

L= laborite arv

n= iiksiktulemuste arv

$,= korduvust iseloomustav standardhilve
Spi= korratavust iseloomustav standardhilve
CV,=  korduvuse variatsioonikordaja (%)
CVg=  korratavuse variatsioonikordaja (%)

* Analyst, 1995,120,1k 2175-2180

(**%) Tootja deklareeritud sisaldus

() Laboris valmistatud s66t

H. AMPROOLIUMVESINIKKLORIIDI MAARAMINE

1-[(4-amino-2-propiliil- 5-piirimidiniiiil)metiiiil |- 2-metiiiilpiiridiiniumkloriid-monovesinikkloriid

1. Eesmiirk ja kohaldamisala
Selle meetodiga on véimalik méidrata amprooliumi sisaldust soodas. Avastamiskiinnis on 1 mg/kg, méiramispiir
5 mg/kg.

2. PGhimote

Proov ekstraheeritakse metanooli vesilahuses. Pidrast lilkuva faasiga lahjendamist ja membraanfiltrimist
médratakse amprooliumisisaldus korgefektiivse katioonvahetus-vedelikkromatograafia (HPLC) abil, kasutades

UV-detektorit.
3. Reaktiivid
3.1. Metanool
3.2. HPLC-puhtusastmega atsetonitriil

3.3. HPLC-puhtusastmega vesi

3.4. Naatriumdivesinikfosfaadi lahus, ¢ = 0,1 mol/l

1 000 ml mdotekolvis lahustatakse vees (punkt 3.3) 13,80 g naatriumdivesinikfosfaadi monohiidraati, tiidetakse
kolb veega (punkt 3.3) kuni mérgini ja segatakse.

3.5. Naatriumperkloraadi lahus, ¢ = 1,6 mol/l

1 000 ml mddtekolvis lahustatakse vees (punkt 3.3) 224,74 g naatriumperkloraadi monohiidraati, tiidetakse kolb
veega (punkt 3.3) kuni margini ja segatakse.

3.6. HPLC liikuv faas (vt tahelepanekute punkt 9.1).

atsetonitriili (punkt 3.2), naatriumi, divesiniksulfaadi lahuse (punkt 3.4) ja naatriumperkloraadi (punkt 3.5) segu,
450 + 450 + 100 (v+v+v) Enne kasutamist filtritakse lahus ldbi 0,22 pum membraanfiltri (punkt 4.3) ja
degaseeritakse (nt ultrahelivannis (punkt 4.4) vihemalt 15 minutit).

3.7. Standardaine: puhas amproolium, 1-[(4-amino-2-propiiiil-5-ptirimidiniiil)metiil]-2-metiiilptiridiiniumkloriid,
E 750 (vt punkt 9.2).
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3.8.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

Amprooliumi pdhistandardlahus, 500 pg/ml
50 mg amprooliumi (punkt 3.7) kaalutakse 0,1 mg tipsusega, pannakse see 100 ml mddtekolbi, lahustatakse
80 ml metanoolis (punkt 3.1) ja asetatakse kolb 10 minutiks ultrahelivanni (punkt 4.4). Pirast ultraheliga

mdjutamist viiakse lahuse temperatuur toatemperatuurini, tdidetakse kolb veega kuni mirgini ja segatakse.
Temperatuuril < 4 °C sdilib lahus muutumatuna ihe kuu.

Amprooliumi vahestandardlahus, 50 pg/ml

5,0 ml pdhistandardlahust (punkt 3.7.1) pipetitakse 50 ml mddtekolbi, tdidetakse see ekstrahendiga (punkt 3.8)
kuni mdrgini ja segatakse. Temperatuuril < 4 °C siilib lahus muutumatuna tthe kuu.

Kalibreerimislahused
0,5, 1,0 ja 2,0 ml vahestandardlahust (punkt 3.7.2) pannakse 50 ml modtekolbidesse. Kolvid tdidetakse litkuva

faasiga (punkt 3.6) mdrgini ja segatakse. Nende lahuste amprooliumisisaldus on 0,5, 1,0 ja 2,0 pg/ml. Lahused
tuleb valmistada vahetult enne kasutamist.

Ekstrahent

Metanooli (punkt 3.1) ja vee segu 2 + 1 (v+v)
Seadmed
HPLC seade koos sissepritsesiisteemiga, mis vdimaldab siistida mahus 100 pl.

Vedelikkromatograafia kolonn 125 x 4 mm, katioonvahetaja Nucleosil 10 SA, tiidise terasuurus 5 v6i 10 pm voi
samavadrne

Muudetava lainepikkusega UV-detektor vdi dioodireadetektor
Membraanfilter, poliitetrafluoroetiileenist, 0,45 pm
Membraanfilter, 0,22 um

Ultrahelivann

Mehaaniline loksuti vdi magnetsegur

To66 kiik

Uldsiitted

Vordlussoot

Selleks et teha saagisekatse (punkt 5.1.2), tuleb eelnevalt teha vordluss6oda analiiils, veendumaks, et selles ei ole ei
amprooliumi ega segavaid aineid. Vordlussoot peab olema prooviga samalaadne ja selles ei tohi leiduda
amprooliumi voi segavaid aineid.

Saagisekatse

Saagisekatses analiiiisitakse vOrdlussoota, millele on lisatud proovis oleva kogusega ligilihedane kogus
amprooliumi. Et saada kontsentratsiooni 100 mg/kg, viiakse 10,0 ml pdhistandardlahust (punkt 3.7.1) 250 ml
koonilisse kolbi ja aurustatakse lahus ligikaudu 0,5 milliliitrini. Lisatakse 50 g vordluss6ota, segatakse hoolikalt ja
jaetakse 10 minutiks seisma, segades enne ekstraheerima (punkt 5.2) asumist veel mitu korda.

Juhul kui prooviga samalaadne vordlussoot puudub (vt punkt 5.1.1), vdib saagisekatse teha standardsel
lisamismeetodil. Sel juhul lisatakse analiiiisitavale proovile ligikaudu sama suur amprooliumikogus, mis on
proovis juba olemas. Seda proovi analiiiisitakse koos kontsentreerimata prooviga ja saagis leitakse lahutamise teel.
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5.2. Ekstraheerimine

5.2.1. Eelsegud (amprooliumisisaldus < 1 %) ja s66dad

Olenevalt amprooliumisisaldusest kaalutakse 5-40 g proovi 0,01 g tipsusega, kantakse see 500 ml koonilisse
kolbi ja lisatakse 200 ml ekstrahenti (punkt 3.8). Kolb asetatakse ultrahelivanni (punkt 4.4) ja jdetakse
15 minutiks seisma. Kolb vdetakse ultrahelivannist vilja ja loksutatakse loksutil voi segatakse magnetseguril
(punkt 4.5) tiks tund. Ekstrakti alikvoot lahjendatakse liikuva faasiga (punkt 3.6) amprooliumisisalduseni
0,5-2 pg/ml ja segatakse (vt tihelepanekute punkt 9.3). 5-10 ml lahjendatud lahust filtritakse labi
membraanfiltri (punkt 4.2). Seejdrel alustatakse HPLC médramist (punkt 5.3).

5.2.2. Eelsegud (amprooliumisisaldus = 1 %)

Olenevalt amprooliumisisaldusest kaalutakse 1-4 g proovi 0,001 g tipsusega, kantakse see 500 ml koonilisse
kolbi ja lisatakse 200 ml ekstrahenti (punkt 3.8). Kolb asetatakse ultrahelivanni (punkt 4.4) ja jdetakse
15 minutiks seisma. Kolb vdetakse ultrahelivannist vilja ja loksutatakse loksutil voi segatakse magnetseguril
(punkt 4.5) tiks tund. Ekstrakti alikvoot lahjendatakse liikuva faasiga (punkt 3.6) amprooliumisisalduseni
0,5-2 pg/ml ja segatakse. 5-10 ml lahjendatud lahust filtritakse libi membraanfiltri (punkt 4.2). Seejdrel
alustatakse HPLC méddramist (punkt 5.3).

5.3. HPLC mddaramine

5.3.1. Parameetrid

Soovitatakse juhinduda jargmistest tingimustest (muid tingimusi voib kasutada juhul, kui need tagavad
samavairsed tulemused):

Vedelikkromatograafia kolonn (punkt 125 mm x 4 mm, katioonvahetaja Nucleosil 10 SA, tdidise terasuurus 5 vi

4.1.1): 10 pm voi samavaidrne

Liikuv faas (punkt 3.6): atsetonitriili (punkt 3.2), naatriumi, divesiniksulfaadi lahuse (punkt 3.4) ja
naatriumperkloraadi (punkt 3.5) segu, 450 + 450 + 100 (v + v +v)

Voolukiirus: 0,7-1 ml/min

Avastamise lainepikkus: 264 nm

Sissesiistitav ruumala: 100 pl

Kromatograafiaseadme tasakaalustatust kontrollitakse, siistides kolonni mitu korda kalibreerimislahust (punkt
3.7.3) kontsentratsiooniga 1,0 ug/ml, kuni saavutatakse konstantsed piigikdrgused ja retentsiooniajad.

5.3.2. Kalibreerimisgraafik
Iga kalibreerimislahust (punkt 3.7.3) siistitakse mitu korda ja mdddetakse igale kontsentratsioonile vastavad

keskmised piigikorgused (pindalad). Koostatakse kalibreerimisgraafik, kandes ordinaatteljele kalibreerimislahuste
keskmised piigi kdrgused (pindalad) ja abstsissteljele vastavad kontsentratsioonid (pg/ml).

5.3.3.  Proovilahus

Prooviekstrakti (punkt 5.2) siistitakse mitu korda, kasutades sama mahtu, mis kalibreerimislahuste puhul, ja
midratakse amprooliumipiikide keskmine korgus (pindala).

6. Tulemuste arvutamine

Proovilahuse amprooliumipiikide keskmise kdrguse (pindala) alusel leitakse kalibreerimisgraafiku (punkt 5.3.2)
abil proovilahuse kontsentratsioon (pg/ml).

Proovi amprooliumisisaldus w (mg/kg) arvutatakse jargmise valemi jargi:

\% f
xn.ix[

W= mg/kg]
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kus:
V= punkti 5.2 kohane ekstrahendi (punkt 3.8) maht milliliitrites (s.0 200 ml);
c= amprooliumi kontsentratsioon (ug/ml) prooviekstraktis (punkt 5.2);
f= punkti 5.2 kohane lahjendusfaktor;
m= kaalutise mass grammides.
7. Tulemuste kehtivuse kontroll
7.1. Identsus

Uuritava aine identsust saab kinnitada tdiendava kromatograafiakatse abil voi kasutades dioodireadetektorit, mille
puhul vorreldakse prooviekstrakti (punkt 5.2) ja 2,0 pg/ml sisaldusega kalibreerimislahuse (punkt 3.7.3)
spektreid.

7.1.1. Tiiendav kromatograafia

Prooviekstraktile (punkt 5.2) lisatakse vajalik kogus kalibreerimislahust (punkt 3.7.3). Lisatud amprooliumikogus
peab olema ligikaudu sama suur nagu prooviekstraktist leitud amprooliumikogus.

Vottes arvesse nii lisatud kogust kui ka ekstrakti lahjendust, peab tdusma iiksnes amprooliumipiigi kdrgus. Piigi
laius selle poolel kdrgusel ei tohi erineda rohkem kui 10 % kontsentreerimata prooviekstrakti amprooliumipiigi
laiusest.

7.1.2.  Kontrollimine dioodireadetektori abil

Tulemusi hinnatakse jargmiste kriteeriumide kohaselt:

a) proovi ja standardi kromatogrammidel oleva piigi tipu spektri suurima neeldumise lainepikkused peavad
analiiiisiseadme lahutusvdime piires iithte langema. Dioodireadetektori lahutusvime on tavaliselt + 2 nm;

b) lainepikkustel 210-320 nm ning suhtelise neeldumise vahemikus 10-100 % peavad proovi ja standardi piigi
tipu spektrid kromatogrammil ithte langema. Seda néuet peetakse tdidetuks, kui mainitud spektrites esinevad

tihed ja samad maksimumid ning erinevused kahe spektri kdigis uuritud punktides ei tleta 15 %
standardainele vastavatest neeldumistest;

¢) lainepikkustel 210-320 nm ei tohi prooviekstrakti kromatogrammi piigi tilespoole suunduvas osas, tipus ja
allapoole suunduvas osas registreeritud spektrid erineda iiksteisest nende spektriosade puhul, mis jadvad
10-100 % suhtelise neeldumise piirkonda. Seda nduet peetakse tdidetuks, kui nimetatud spektrites esinevad

ithed ja samad maksimumid ning erinevused kdigis uuritud punktides ei ileta 15 % piigi tipu spektri
vastavatest neeldumistest.

Kui m&ni nendest nduetest ei ole tdidetud, ei peeta otsitava aine olemasolu tdestatuks.

7.2 Korduvus
Sama prooviga tehtud kahe paralleelse madramise tulemuste erinevus ei tohi {iletada:
— 15 % suuremast tulemusest, kui amprooliumisisaldus on vahemikus 25-500 mg/kg;
— 75 mg/kg, kui amprooliumisisaldus on vahemikus 500-1 000 mg/kg;

— 7,5 % suuremast tulemusest, kui amprooliumisisaldus on suurem kui 1 000 mg/kg.

7.3. Saagis

Suurendatud kontsentratsiooniga (fooni)proovi puhul peab saagis olema vihemalt 90 %.

8. Vordlusuuringu tulemused

Korraldati vordlusuuring, mille kdigus analiiiisiti kolme kodulindude so66ta (proovid 1-3), ithte mineraalsoota
(proov 4) ja iihte eelsegu (proov 5). Tulemused on esitatud jargmises tabelis:
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(vfifﬁg:s ;m) proov 2 proov 3 proov 4 proov 5

L 14 14 14 14 15
n 56 56 56 56 60
Keskmine [mg/kg] — 45,5 188 5129 25140
s, [me]kg] — 2,26 3,57 178 550
CVr [%] — 4,95 1,90 3,46 2,20
s [mg/kg] — 2,95 11,8 266 760
CVi [%] — 6,47 6,27 519 3,00
nominaalsisaldus [mg/kg] — 50 200 5000 25000
L: laborite arv
n tiksikmédaramiste arv
Sy korduvust iseloomustav standardhilve
CV.: korduvuse variatsioonikordaja
Skl korratavust iseloomustav standardhilve
CVg: korratavuse variatsioonikordaja

9. Tihelepanekud

9.1. Kui proov sisaldab tiamiini, ilmub kromatogrammil tiamiinipiik veidi enne amprooliumipiiki. Selle meetodi

kohaselt peavad amproolium ja tiamiin teineteisest eralduma. Kui amproolium ja tiamiin selle meetodi puhul
kasutatavas kolonnis (punkt 4.1.1) teineteisest siiski ei eraldu, tuleb kuni 50 % liikuva faasi (punkt 3.6)
atsetonitriilist asendada metanooliga.

9.2. Briti farmakop6a andmetel on soolhappelahuses (c = 0,1 mol/l) amprooliumi lahuse (c = 0,02 mol/l) neeldumis-
maksimumid 246 ja 262 nm juures. Neelduvus on 246 nm juures 0,84 ja 262 nm juures 0,80.

9.3. Ekstrakt tuleb iga kord liikuva faasiga lahjendada, sest vastasel korral vdib amprooliumipiigi retentsiooniaeg
ioontugevuse muutuste tdttu oluliselt nihkuda.

I. NARASIINI MAARAMINE
Narasiinisisaldus mairatakse

— standardis EN 17299 ,Loomasoot: proovivotu- ja analiiiisimeetodid — Lubatud koktsidiostaatikumide
seire ja mddramine aditiivsel ja 1 % ja 3 % ristsaastumise tasemel ning registreerimata koktsidiostaa-
tikumide ja ithe antibiootikumi seire ja méiramine subaditiivsel tasandil segasoodas korgefektiivse
vedelikkromatograafia abil koos tandemmassispektromeetriaga (LC-MS/MS)* esitatud analiiiisimeetodiga
voi

— standardis EN ISO 14183 ,Loomas6t — Monesiini-, narasiini- ja salinomiitsiinisisalduse mairamine —
Kolonnijirgset derivaatimist kasutav vedelikkromatograafia meetod* esitatud analiiisimeetodiga.

J. NIKARBASIINI MAARAMINE
Nikarbasiinisisaldus mairatakse

— standardis EN 17299 ,Loomasoot: proovivotu- ja analiiiisimeetodid — Lubatud koktsidiostaatikumide
seire ja mddramine aditiivsel ja 1 % ja 3 % ristsaastumise tasemel ning registreerimata koktsidiostaa-
tikumide ja ithe antibiootikumi seire ja médramine subaditiivsel tasandil segasoodas korgefektiivse
vedelikkromatograafia abil koos tandemmassispektromeetriaga (LC-MS/MS)“ esitatud analiiiisimeetodiga
voi
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— standardis EN 15782 ,Loomasoot — Nikarbasiinisisalduse maaramine — Kdrgefektiivne vedelikkroma-
tograafia“ esitatud analiiisimeetodiga.
K. DEKOKVINAADI MAARAMINE
Dekokvinaadisisaldus méaratakse

— standardis EN 17299 ,Loomasoot: proovivotu- ja analiiiisimeetodid — Lubatud koktsidiostaatikumide
seire ja mddramine aditiivsel ja 1 % ja 3 % ristsaastumise tasemel ning registreerimata koktsidiostaa-
tikumide ja ithe antibiootikumi seire ja médramine subaditiivsel tasandil segasoodas korgefektiivse
vedelikkromatograafia abil koos tandemmassispektromeetriaga (LC-MS/MS)“ esitatud analiiiisimeetodiga
voi

— standardis EN 16162 ,Loomasoot — Dekokvinaadisisalduse mdaramine HPLC-ga fluorestsentsdetektori
abil“ esitatud analiitisimeetodiga.

L. MONESIINI MAARAMINE
Monesiinisisaldus mairatakse

— standardis EN 17299 ,Loomasoot: proovivotu- ja analiiiisimeetodid — Lubatud koktsidiostaatikumide
seire ja méddramine aditiivsel ja 1 % ja 3 % ristsaastumise tasemel ning registreerimata koktsidiostaa-
tikumide ja tihe antibiootikumi seire ja madramine subaditiivsel tasandil segasoodas korgefektiivse
vedelikkromatograafia abil koos tandemmassispektromeetriaga (LC-MS/MS)* esitatud analiiiisimeetodiga
voi

— standardis EN ISO 14183 ,Loomas66t — Monesiini-, narasiini- ja salinomiitsiinisisalduse méaramine —
Kolonnijargset derivaatimist kasutav vedelikkromatograafia meetod* esitatud analiiisimeetodiga.

M. SALINOMUTSIINI MAARAMINE
Salinomiitsiinisisaldus mairatakse

— standardis EN 17299 ,Loomasoot: proovivdtu- ja analiiisimeetodid — Lubatud koktsidiostaatikumide
seire ja mddramine aditiivsel ja 1 % ja 3 % ristsaastumise tasemel ning registreerimata koktsidiostaa-
tikumide ja ithe antibiootikumi seire ja midramine subaditiivsel tasandil segasoodas korgefektiivse
vedelikkromatograafia abil koos tandemmassispektromeetriaga (LC-MS/MS)“ esitatud analiiiisimeetodiga
voi

— standardis EN ISO 14183 ,Loomas66t — Monesiini-, narasiini- ja salinomiitsiinisisalduse méaramine —
Kolonnijirgset derivaatimist kasutav vedelikkromatograafia meetod” esitatud analiiiisimeetodiga.

N. SEMDURAMUTSIINI MAARAMINE
Semduramiitsiinisisaldus mairatakse

— standardis EN 17299 ,Loomasoot: proovivotu- ja analiiiisimeetodid — Lubatud koktsidiostaatikumide
seire ja méddramine aditiivsel ja 1 % ja 3 % ristsaastumise tasemel ning registreerimata koktsidiostaa-
tikumide ja ithe antibiootikumi seire ja médramine subaditiivsel tasandil segasoodas korgefektiivse
vedelikkromatograafia abil koos tandemmassispektromeetriaga (LC-MS/MS)“ esitatud analiiiisimeetodiga
voi

— standardis EN 16158 ,Loomasoot — Semduramiitsiinisisalduse méddramine — Otsustuspuu pdhist
analiiiitilist ldhenemisviisi kasutav vedelikkromatograafia meetod” esitatud analiiiisimeetodiga.

0. EN STANDARDID
Méiruse (EL) 2017/625 artikli 34 16ike 2 punkti a kohaldamisel on asjakohased jargmised EN standardid:
EN ISO 30024 Loomasoét — Fiitaasi aktiivsuse maddramine

EN 17050 Loomasoot: proovivdtu- ja analiiiisimeetodid — Joodi méddramine loomasoodas induktiivsidestunud
plasma massispektromeetria (ICP-MS) abil

EN 17550 Loomaso6t: karotenoidide mddramine loomade segasoodas ja eelsegudes kdrgefektiivse vedelikkroma-
tograafia abil koos UV-kiirguse madramisega (HPLC-UV)

EN 15784 Loomaso6t: proovivotu- ja analiiiisimeetodid — Bacillus spp. kindlakstegemine ja loendamine

EN 15785 Loomas66t: proovivdtu- ja analiiiisimeetodid — Bifidobacterium spp. eraldamine ja loendamine

ELL http://data.europa.eu/elijreg_impl/2024/771/oj 109/129



ET ELT L, 15.3.2024

EN 15786 Loomas66t: proovivotu- ja analiiiisimeetodid — Pediococcus spp. kindlakstegemine ja loendamine

EN 15787 Loomasoot: proovivitu- ja analiliisimeetodid — So6dalinsandina kasutatava Lactobacillus spp.
kindlakstegemine ja loendamine

EN 15788 Loomasd6t: proovivdtu- ja analiiiisimeetodid — S66dalinsandina kasutatava Enterococcus (E. faecium)
sp.p kindlakstegemine ja loendamine

EN 15789 Loomasoot: proovivdtu- ja analiiiisimeetodid — Soodalinsandina kasutatava Saccharomyces cerevisiae
kindlakstegemine ja loendamine

EN 15510 Loomasoot: proovivotu- ja analtiisimeetodid — Kaltsiumi, naatriumi, fosfori, magneesiumi, kaaliumi,
raua, tsingi, vase, mangaani, koobalti, moliibdeeni ja plii midramine induktiivsidestunud plasma aatomiemis-
sioonspektromeetria (ICP-AES) abil (s66dalisandite koobalti ja moliibdeeni analiiiisimiseks)

EN 15621 Loomasoot: proovivotu- ja analiiisimeetodid — Kaltsiumi, naatriumi, fosfori, magneesiumi, kaaliumi,
védavli, raua, tsingi, vase, mangaani ja koobalti médramine pirast rohu all lagundamist induktiivsidestunud
plasma aatomiemissioonspektromeetria (ICP-AES) abil (soodalisandi koobalti analiiiisimiseks)

EN 16159 Loomas66t — Seleeni madramine hiidriidide tekitamisega aatomiabsorptsioonspektromeetria (HGAAS)
abil parast mikrolainete toimel lagundamist (lagundamine 65 % limmastikhappe ja 30 % vesinikperoksiidiga)
(s66dalisandi seleeni analiiiisimiseks)

EN 17053 Loomasoot: proovivdtu- ja analiiiisimeetodid — Mikroelementide, raskmetallide ja muude elementide
médramine soodas induktiivsidestunud plasma massispektromeetria (ICP-MS) abil (erinevad meetodid)
(s6odalisandite koobalti, moliibdeeni ja seleeni analiiiisimiseks)”
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V LISA

»V LISA

SOODAS SOOVIMATUTE AINETE SISALDUSE KONTROLLIMISE ANALUUSIMEETODID

A) DIOKSIINIDE (PCDD/PCDF) JA PCBde SISALDUSE MAARAMINE

I PEATUKK

PROOVIVOTUMEETODID JA ANALUUSITULEMUSTE TOLGENDAMINE

Kohaldamisala ja mdisted

Proovid poliiklorodibenso-p-dioksiinide (PCDDd), poliiklorodibensofuraanide (PCDFid), dioksiinitaoliste
poliiklooritud bifeniiiilide (PCBd) (*) ja mittedioksiinitaoliste PCBde sisalduse ametlikuks kontrolliks s66das
voetakse I lisa sitete kohaselt. S66das tihtlaselt jaotunud ainete vdi toodete kontrollimise kvantitatiivseid ndudeid
kohaldatakse vastavalt I lisa punktile 5.1. Selliselt vdetud koondproove kisitatakse selle partii voi osapartii suhtes
esindavate proovidena, millest need on vdetud. Direktiivis 2002/32/EU sitestatud piirnormidele vastavust

kontrollitakse laboratoorsete proovides médaratud sisalduste alusel.

Kéesolevas osas kohaldatakse komisjoni rakendusmaaruse (EL) 2021/808 () I lisas esitatud mdisteid.

Lisaks neile mdistetele kasutatakse kiesolevas osas jargmisi mdisteid.

() PCDDde, PCDFide ja dioksiinitaoliste PCBde toksilisusfaktorite (TEF) tabel Inimestele avalduva riski hindamisel kasutatavad WHO-
TEFid p&hinevad 2005. aasta juunis Genfis peetud Maailma Terviseorganisatsiooni rahvusvahelise kemikaaliohutuse programmi (IPCS)
ekspertkohtumise jareldustel (Martin van den Berg et al., ,The 2005 World Health Organization Re-evaluation of Human and
Mammalian Toxic Equivalency Factors for Dioxins and Dioxin-like Compounds®, Toxicological Sciences 93(2), 223-241 (2006)).

Analoog TEFi vddrtus Analoog TEFi vdartus
Dibenso-p-dioksiinid (PCDDd) ja Dioksiinitaolised PCBd
dibenso-p-furaanid (PCDFid) ortoasendamata PCBd + orto-monoasendatud PCBd
2,3,7,8-TCDD 1
1,2,3,7,8-PeCDD 1 Ortoasendamata PCBd
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0,1 PCB 77 0,0001
1,2,3,6,7,8-HxCDD 0,1 PCB 81 0,0003
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0,1 PCB 126 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0,01 PCB 169 0,03
OCDD 0,0003 Orto-monoasendatud PCBd
2,3,7,8-TCDF 0,1 PCB 105 0,00003
1,2,3,7,8-PeCDF 0,03 PCB 114 0,00003
2,3,4,7,8-PeCDF 0,3 PCB 118 0,00003
1,2,3,4,7,8-HxCDF 0,1 PCB 123 0,00003
1,2,3,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 156 0,00003
1,2,3,7,8,9-HxCDF 0,1 PCB 157 0,00003
2,3,4,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 167 0,00003
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01 PCB 189 0,00003
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01
OCDF 0,0003

Kasutatud lithendid: T = tetra; Pe = penta; Hx = heksa; Hp = hepta; O = okta; CDD = klorodibensodioksiin; CDF = klorodibensofuraan;

CB = klorobifeniiiil.

(*) Komisjoni 22. mirtsi 2021. aasta rakendusmairus (EL) 2021/808, milles kisitletakse toiduloomadel kasutatavate farmakoloogiliste
toimeainete jddkide analiiiisimise meetodeid ja tulemuste tdlgendamist ning proovivotumeetodeid ning millega tunnistatakse
kehtetuks otsused 2002/657/EU ja 98/179/EU (ELT L 180, 21.5.2021, lk 84).
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,Soeluuringumeetodid“ on meetodid selliste proovide tuvastamiseks, mille PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde
sisaldus iiletab piirnormi voi héiretaseme. Need meetodid voimaldavad kulutdhusalt analiiisida suurt arvu
proove ning see suurendab vdimalusi avastada uusi juhtumeid, mis on tarbijate jaoks suure kokkupuute- ja
terviseriskiga. Soeluuringumeetodid peavad pdhinema bioanaliiiitilistel voi GC-MS meetoditel. Proovide tulemusi,
mis iletavad piirnormile vastavuse kontrolli lavivddrtust, tuleb tle kontrollida esialgse proovi tiieliku
kordusanaliiiisiga kinnitaval meetodil.

,Kinnitavad meetodid“ on meetodid, mis annavad tdielikku vdi tdiendavat teavet, mis voimaldab PCDD/Fid ja
dioksiinitaolised PCBd tuvastada ja méirata iiheselt nende sisaldus piirnormile vdi vajaduse korral hiiretasemele
vastaval lavivaartusel. Nende meetodite puhul kasutatakse gaasikromatograafiat koos koérglahutus-massispektro-
meetriaga (GC-HRMS) voi gaasikromatograafiat koos tandemmassispektromeetriaga (GC-MS/MS).

2. Partii v0i osapartii vastavus piirnormile

2.1. Mittedioksiinitaoliste PCBde puhul

Partii vOi osapartii vastab piirnormile, kui PCB 28, PCB 52, PCB 101, PCB 138, PCB 153 ja PCB 180 (edaspidi
,mittedioksiinitaolised PCBd“) summaarse sisalduse analiiiisi tulemus ei iileta direktiivis 2002/32/EU sitestatud
piirnormi, vdttes arvesse mddtmise laiendmadramatust (). Partii voi osapartii ei vasta direktiivis 2002/32/EU
sitestatud piirnormile, kui {lemise tdkke pohimdtte kohase () kahe analiiiisitulemuse pdhjal on
kordusanaliiiisiga (°) saadud aritmeetiline keskmine, mis iletab mddtmise laiendmadramatust arvesse vottes
kahtluseta piirnormi, st vastavuse hindamiseks kasutatakse analiiiisiga mairatud kontsentratsiooni véirtust,
millest on lahutatud mddtmise laiendméddramatus.

Mootmise laiendmddramatuse arvutamiseks kasutatakse kattetegurit 2, millega tagatakse umbes 95 %
usaldusnivoo. Partii vOi osapartii ei vasta nduetele, kui mddtmistulemuste keskvairtusest laiendmidramatuse
lahutamisega saadud viirtus iiletab piirnormi.

Kéesoleva punkti eespool esitatud 16ikudes nimetatud eeskirju kohaldatakse ametlikuks kontrolliks ette nahtud
proovide analiiiisitulemuste suhtes. Teise eksperdiarvamuse saamiseks vdi vahekohtumenetluse eesmargil tehtud
analiiiiside suhtes kohaldatakse siseriiklikke eeskirju.

2.2. PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde puhul
Partii vOi osapartii vastab piirnormile, kui ithe analiiiisi tulemus,

— mis on saadud sdeluuringumeetodiga, mille valenegatiivsete tulemuste osakaal on alla 5 %, niitab, et sisaldus ei
iileta asjaomast direktiivis 2002/32/EU sitestatud PCDD/Fide piirnormi ega PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste
PCBde summa piirnormi;

— mis on saadud kinnitava meetodiga, niitab, et sisaldus ei ileta asjaomast direktiivis 2002/32/EU
sitestatud PCDD/Fide piirnormi ega PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde summa piirnormi, kui vGetakse
arvesse mootmise laiendmairamatust.

() Vajaduse korral jirgitakse dokumendis ,Guidance Document on Measurement Uncertainty for Laboratories performing PCDD/F and
PCB Analysis using Isotope Dilution Mass Spectrometry* (Juhend mddtemadramatuse kohta laboritele, kus tehakse PCDDde/PCDFide
ja PCBde analiiiise isotooplahjendusega massispektromeetria abil) (https://food.ec.europa.eu/system/files/2017-05/animal-feed-
guidance_document_pcdd-f_pcb_en.pdf) kirjeldatud pdhimatteid.

(9 Ulemise tokke pdhimétte kohaselt vastab iga kvantitatiivselt madramata analoogi panus méadramispiiri vddrtusele. Alumise tdkke
pohimdtte kohaselt vastab iga kvantitatiivselt méddramata analoogi panus nullile. Vahevéirtuse pohimdtte kohaselt vastab iga
kvantitatiivselt maaramata analoogi panus poolele madramispiiri vaartusest.

() Kordusanaliiiis — huvipakkuvate analiiiitide eraldi analiiiis sama homogeniseeritud proovi teise alikvoodi pohjal. Uldiselt kohaldatakse
kordusanaliiiisi suhtes II lisa C peatiiki punktis 3 satestatud ndudeid. Meetodite puhul, milles kasutatakse asjaomaste analiiiitide jaoks
BC-mirgistatud sisestandardit, on kordusanaliiiis vajalik ainult siis, kui esimese madramise tulemus ei vasta nduetele. Kordusanaliiiis
on vajalik, et vilistada sisemise ristsaastumise vdi proovide juhusliku segiajamise vdimalus. Kui analiiiis tehakse seoses saastamis-
juhtumiga, v6ib kinnitava kordusanaliiiisi jitta tegemata, kui analiiiisiks valitud proovid on jilgitavuse alusel seostatavad asjaomase
saastamisjuhtumiga ning tuvastatud saasteainete sisaldus iiletab oluliselt piirnormi.
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Soeluuringu puhul médratakse lavivddrtus, mille alusel otsustatakse, kas proov vastab PCDD/Fide jaoks
kehtestatud piirnormile voi PCDD/|Fide ja dioksiinitaoliste PCBde summa jaoks kehtestatud piirnormile.

Partii vOi osapartii ei vasta direktiivis 2002/32/EU sitestatud piirnormile, kui kinnitava meetodiga tehtud
kordusanaliiiisiga () on ilemise tokke pohimdtte (') kohase kahe analiiiisitulemuse pdhjal saadud aritmeetiline
keskmine, mis iiletab mddtmise laiendmadramatust arvesse vottes kahtluseta piirnormi, st vastavuse hindamiseks
kasutatakse analiiiisiga médratud kontsentratsiooni véirtust, millest on lahutatud modtmise laiendmairamatus.

Modtmise laiendmidramatuse arvutamiseks kasutatakse kattetegurit 2, millega tagatakse umbes 95 %
usaldusnivoo. Partii vOi osapartii ei vasta nduetele, kui mddtmistulemuste keskvairtusest laiendmadramatuse
lahutamisega saadud véirtus iletab piirnormi.

PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde summa puhul tuleb kasutada PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde eraldi
médramise analitiisitulemuste hinnanguliste laiendmédramatuste summat.

Kiesoleva punkti eespool esitatud 16ikudes nimetatud eeskirju kohaldatakse ametlikuks kontrolliks ette nihtud
proovide analiitisitulemuste suhtes. Kaitse- voi vahekohtumenetluse eesmirgil tehtud analiiiiside suhtes
kohaldatakse siseriiklikke eeskirju.

Direktiivi 2002/32/EU Il lisas sitestatud hiiretasemeid iiletavad tulemused

Hiiretasemeid kasutatakse proovide valimiseks juhul, kui on vaja kindlaks teha saasteallikas ja votta meetmeid
saastumise vihendamiseks vdi korvaldamiseks. Soeluuringumeetoditega tehakse kindlaks selliste proovide
valimiseks sobivad lavivdartused. Kui saasteallika kindlakstegemiseks ja saaste vihendamiseks v6i kdrvaldamiseks
on vaja suuri pingutusi, on asjakohane kontrollida héiretaseme {iletamist kinnitaval meetodil kordusanaliiiisiga ja
votta seejuures arvesse mootmise laiendmédramatust (%).

Il PEATUKK

Proovi ettevalmistamine JA NOUDED analiiiisimeetoditele, MIDA KASUTATAKSE DIOKSIINIDE (PCDD|Fide) JA DIOKSIINI-

TAOLISTE PCBde SISALDUSE AMETLIKUKS KONTROLLIKS SOODAS

Kohaldamisala

Kéesolevas peatiikis sitestatud ndudeid kohaldatakse sooda analtiisimisel 2,3,7,8-asendatud PCDD/Fide ja
dioksiinitaoliste PCBde sisalduse ametlikuks kontrolliks, samuti seoses proovide -ettevalmistamise ja
analiiiisimisega muul regulatiivsel eesmirgil, sealhulgas kontrollide puhul, mida soodakiitlejad teevad, et tagada
vastavus Euroopa Parlamendi ja ndukogu méaruse (EU) nr 1832005 () sitetele.

PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde esinemist so6das voib kontrollida kaht liiki analiiiisimeetoditega:

Uldiselt kohaldatakse kordusanaliiiisi suhtes I lisa C peatiiki punktis 3 sitestatud ndudeid. Kinnitavate meetodite puhul, milles
kasutatakse asjaomaste analiiiitide jaoks C-margistatud sisestandardit, on kordusanaliiiis vajalik ainult siis, kui esimese maaramise
tulemus ei vasta nouetele. Kordusanaliiiis on vajalik, et vilistada sisemise ristsaastumise voi proovide juhusliku segiajamise vdimalus.
Kui analiiiis tehakse seoses saastamisjuhtumiga, voib kinnitava kordusanaliiiisi jitta tegemata, kui analiiisiks valitud proovid on
jalgitavuse alusel seostatavad asjaomase saastamisjuhtumiga ning tuvastatud saasteainete sisaldus iiletab oluliselt piirnormi.

Ulemise tdkke pohimdtte kohaselt vastab toksilisusekvivalendi (TEQ) arvutamisel iga kvantitatiivselt mé4ramata analoogi panus
médramispiiri véddrtusele. Alumise tokke pdhimdtte kohaselt vastab TEQ arvutamisel iga kvantitatiivselt mddramata analoogi panus
nullile. Vahevidrtuse pshimdtte kohaselt vastab TEQ arvutamisel iga kvantitatiivselt mddramata analoogi panus poolele méddramispiiri
vaartusest.

Hiiretaseme kontrollimise kordusanaliiiisi suhtes kehtivad samad selgitused ja nduded, mis on esitatud joonealuses mirkuses 5
piirnormide kohta.

Euroopa Parlamendi ja ndukogu 12. jaanuari 2005. aasta méirus (EU) nr 183/2005, millega kehtestatakse soddahiigieeni nduded
(ELT L 35, 8.2.2005, 1k 1).
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a) Soeluuringumeetodid

Soeluuringumeetoditega tuvastatakse sellised proovid, mille PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde sisaldus iiletab
piirnormi voi héiretaseme. Sdeluuringumeetodid peavad voimaldama kulutdhusalt analiiisida suurt arvu proove
ning see suurendab voimalusi avastada uusi juhtumeid, mis on tarbijate jaoks suure kokkupuute- ja terviseriskiga.
Nende kasutamise eesmirk on valenegatiivsete tulemuste valtimine. Nende hulka kuulub bioanaliiitilisi ja GC-MS-
meetodeid.

Soeluuringumeetoditega vorreldakse analiiiisitulemusi lavivddrtusega ning saadakse jaatav voi eitav vastus
piirnormi voi hdiretaseme vdimaliku tletamise kohta. Piirnormile mittevastavuse kahtlusega proovides
tuleb PCDD/Fide kontsentratsioon ning PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde summaarne kontsentratsioon
mdirata voi kinnitada kinnitava meetodi abil.

Peale selle vbivad sdeluuringumeetod anda teavet proovis leiduvate PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde sisalduse
kohta. Bioanaliiiitiliste sdeluuringumeetodite kasutamise korral viljendatakse tulemus bioanaliiiitilistes
ekvivalentides (BEQdes), fiiiisikalis-keemiliste GC-MS-meetodite kasutamise korral toksilisusekvivalentides (TEQ).
Soeluuringumeetodite numbrilised tulemused sobivad nduetekohasuse vdi nduetele mittevastavuse kahtluse voi
hiiretaseme iiletamise tdendamiseks ning kinnitavate meetoditega jarelanaliiiisi jaoks asjaomase kontsentratsioo-
nivahemiku hindamiseks. Need meetodid ei sobi taustsisalduse ja soodaga saadavate annuste hindamiseks,
sisalduse ajatrendide jilgimiseks ega hdiretaseme ja piirnormi iimberhindamiseks.

b) Kinnitavad meetodid

Kinnitavate meetoditega on vdimalik proovis leiduvaid PCDD/|Fe ja dioksiinitaolisi PCBsid iiheselt tuvastada ja
médrata nende sisaldus ning saada tiielikud andmed iiksikanaloogide sisalduse kohta. Seega saab selliste
meetoditega kontrollida piirnorme ja hiiretasemeid, sealhulgas kinnitada seluuringumeetoditega saadud
tulemusi. Lisaks voib tulemusi kasutada muudel eesmirkidel, nagu s66da seires viikese taustsisalduse madramine,
ajatrendide jilgimine, kokkupuute hindamine ning andmebaasi koostamine hiiretasemete ja piirnormide
voimalikuks iimberhindamiseks. Need meetodid on olulised ka analoogide kombinatsioonide kindlakstegemiseks,
et tuvastada vdimalik saasteallikas. Nende meetodite puhul kasutatakse GC-HRMSi. Piirnormile vastavuse voi
mittevastavuse kinnitamiseks v3ib kasutada ka GC-MS/MSi.

2. Taustteave

Toksilisusekvivalentides (TEQdes) viljendatud kontsentratsioonide arvutamiseks korrutatakse iiksikainete
kontsentratsioonid asjaomases proovis vastava toksilisusfaktoriga (TEF) (vt I peatiiki allmidrkus 1) ja liidetakse
secjdrel kokku, et saada TEQdes viljendatud dioksiinitaoliste ithendite iildkontsentratsioon.

Kiesolevas A osas tahendab iiksikanaloogi aktsepteeritav madramispiir viikseimat analiiiidisisaldust, mida saab
moistliku statistilise usaldusvddrsusega modta ning mis vastab madramiskriteeriumidele, mis on sitestatud
rahvusvaheliselt tunnustatud standardites, nagu standard EN 16215:2012 ,Animal feed — Determination of
dioxins and dioxin-like PCBs by GC-HRMS and of indicator PCBs by GC-HRMS* (Loomas66t — dioksiinide ja
dioksiinitaoliste PCBde sisalduse mddramine gaasikromatograafia ja korglahutus-massispektromeetria (GC-HRMS)
abil ning indikaator-PCBde sisalduse médramine GC-HRMSi abil) ja/vdi EPA meetodid 1613 ja 1668
(libivaadatud).

Uksikanaloogi mddramispiiri voib madratleda jérgmiselt:

a) prooviekstraktis leiduva analiiidi selline kontsentratsioon, mis annab kahe erineva jilgitava iooni puhul
mdodteseadmes mddtmistulemuse, mille puhul ndrgema to6tlemata andmesignaali signaali ja miira suhe on 3:
1 voi

b) viikseima kontsentratsiooni punkt kalibreerimiskoveral, mille puhul saadakse vastuvdetav (< 30 %) ja
jarjepidev (moddetud vihemalt proovide analiiiisiseeria alguses ja lopus) hilve keskmisest suhtelisest
kalibreerimistegurist, mis on arvutatud iga prooviseeria kalibreerimiskdvera koikide punktide jdrgi, kui
tehniliste] pdhjustel signaali ja mira suhte arvutus ei anna usaldusvéirset tulemust. Médramispiir LOQ
arvutatakse viikseima kontsentratsiooni jirgi, vOttes arvesse sisestandardite saagist ja proovikogust.
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Bioanaliiiitilised sdeluuringumeetodid ei anna tulemusi analoogi tasemel, vaid naitavad (') tiksnes TEQ véartust,
viljendatuna BEQdes, millega vdetakse arvesse asjaolu, et kdik prooviekstraktis leiduvad ithendid, mis katses
vastuse annavad, ei tarvitse vastata kdikidele TEQ-p&himdtte nduetele.

Soeluuringu- ja kinnitavaid meetodeid voib teatavas maatriksis sisalduse kontrollimiseks kasutada vaid juhul, kui
konealused meetodid on piisavalt tundlikud, et hiiretasemele v&i piirnormile vastavat sisaldust usaldusvéirselt
mdarata.

Kvaliteedi tagamise nduded
Igas proovivotu- ja analuiiisietapis tuleb votta meetmed ristsaastumise véltimiseks.

Proove tuleb siilitada ja transportida siilitamiseks sobivates klaas-, alumiinium-, poliipropiileen- voi
poliietileenndudes, mis ei mdjuta proovide PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde sisaldust. Paberitolmu jaagid
tuleb proovindust eemaldada.

Proove tuleb siilitada ja transportida nii, et sdodaproovi koostis ei muutuks.

Vajaduse korral jahvatatakse iga laboratoorne proov peeneks ja segatakse pdohjalikult meetodil, mis tagab
toendatult tdielikult homogeense proovi (nditeks jahvatatakse proov nii peeneks, et see labiks 1 mm suuruste
avadega sdela). Liiga suure niiskusesisaldusega proove tuleb enne jahvatamist kuivatada.

Oluline on kontrollida, et reaktiivid, klaasndud ja seadmed ei mdjutaks TEQdes v&i BEQdes viljendatud tulemusi.
Tuleb teha tithikatse, mille puhul tehakse 1abi koik analitiisietapid ilma proovita.

Bioanaliiitiliste meetodite puhul tuleb kontrollida, et {ikski analiiiisis kasutatav klaasndu voi lahusti ei sisaldaks
tthendeid, mis segavad uuritavate ithendite avastamist meetodi to6vahemikus. Klaasndu tuleb loputada lahustiga
voi kuumutada temperatuuril, mis sobib selle pinnalt PCDD/Fide, dioksiinitaoliste ithendite ja segavate ihendite
jaakide eemaldamiseks.

Ekstraheeritava proovi kogus peab olema piisav, et see vastaks nduetele, mida kohaldatakse piisavalt viikestele
kontsentratsioonidele vastavas toovahemikus, sh piirnormile ja hiiretasemele vastavas kontsentratsioonide
vahemikus.

Uuritavatest toodetest vdetud proovide ettevalmistamiseks kasutatavate konkreetsete meetodite puhul tuleb
jargida rahvusvaheliselt tunnustatud suuniseid, st standardit EN ISO 6498.

Nouded laboritele

Vastavalt méirusele (EL) 2017/625 peavad laborid olema ISO[IEC juhendi 58 kohaselt tegutseva tunnustatud
asutuse poolt akrediteeritud, millega tagatakse, et laborid kohaldavad analiiiisimisel kvaliteeditagamissiisteemi.
Laborid tuleb akrediteerida standardi EN ISO/IEC 17025 kohaselt. Jargitakse pohimétteid, mida on kirjeldatud
tehnilistes suunistes, milles kasitletakse modtemdiramatuse ja madramispiiride hinnangulise vddrtuse
leidmist PCDD|Fide ja PCBde analiiiisimisel ().

Labori paddevust tuleb tdendada pideva eduka osalemisega laboritevahelistes uuringutes, mida
korraldatakse PCDD|Fide ja dioksiinitaoliste ~PCBde kontsentratsiooni —mdadramiseks —asjakohastes
soodamaatriksites ja kontsentratsioonivahemikes.

Bioanaliiitiliste meetodid ei ole spetsiifilised toksilisusfaktori (TEF) siisteemi analoogide suhtes. Prooviekstrakt voib sisaldada muid
sarnase struktuuriga AhR-aktiivseid ithendeid, mis mdjutavad iildist tulemust. Seega ei saa bioanaliiiitilist tulemust pidada TEQ
taseme hinnanguks, pigem viitab see proovi TEQ vdimalikule tasemele.

»Guidance Document on Measurement Uncertainty for Laboratories performing PCDD/F and PCB Analysis using Isotope Dilution
Mass Spectrometry“ (Juhend mddteméddramatuse kohta laboritele, kus tehakse PCDDde/PCDFide ja PCBde analiiiise isotooplah-
jendusega  massispektromeetria  abil)  (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“ (Juhend avastamispiiri ja madramispiiri hinnangulise vdartuse méadramiseks soodas ja toidus esinevate saasteainete modtmisel)
[https://food.ec.europa.eu/system/files/2016-10/cs_contaminants_sampling_analysis-report_2004_en.pdf].
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4.3. Laborid, kus kasutatakse proovide tavakontrolliks sdeluuringumeetodeid, peavad tegema nii kvaliteedi
kontrollimisel kui ka saastekahtlusega proovide analiiiisitulemuste kinnitamisel tihedat koost66d kinnitavat
meetodit kasutavate laboritega.

5. Pohinduded dioksiinide (PCDDde/PCDFide) ja dioksiinitaoliste PCBde analiiiisile

5.1. Viikeste kontsentratsioonidega toovahemik ja mddramispiirid

Kuna osa konealustest ithenditest on ddrmiselt toksilised, peavad tuvastatavad PCDD|Fide kogused olema
femtogrammi (10-" ¢ iilemises vahemikus. Enamiku PCBde analoogide puhul piisab nanogrammi tdpsusega
(10-° ¥ madramispiirist. Toksilisemate dioksiinitaoliste PCBde analoogide (eriti ortoasendamata analoogide)
sisalduse madramiseks peab toovahemiku alumine osa ulatuma pikogrammi (10-'2#) alumiste véirtusteni. Koigi
muude PCBde analoogide puhul piisab nanogrammi (10-'¢) tdpsusega madramispiirist.

5.2. Suur selektiivsus (spetsiifilisus)

5.2.1. PCDD/Fisid ja dioksiinitaolisi PCBsid peab olema voimalik eristada paljudest muudest kaasa ekstraheeruvatest ja
segada voivatest ithenditest, mille kontsentratsioon vdib olla mitu suurusjarku suurem kui uuritavate analiiitide
kontsentratsioon. GC-MS-meetodite korral peab olema vdimalik eristada eri analooge, niiteks toksilisi analooge
(nt seitseteist 2,3,7,8-asendatud PCDD/Fi ning kaksteist dioksiinitaolist PCBd) muudest analoogidest.

5.2.2. Bioanaliiiitiliste meetoditega peab olema v&imalik méirata uuritavaid ithendeid PCDD/Fide ja/vdi dioksiinitaoliste
PCBde summana. Proove tuleb puhastada, et kérvaldada valepositiivseid tulemusi pdhjustavad iihendid ja
ithendid, mis vdivad signaali vihendada, pShjustades valenegatiivseid tulemusi.

5.3. Suur madtetdpsus (tdesus ja kordustdpsus, bioanaliliisi ndiline saagis)

5.3.1.  GC-MS-meetodite puhul peab médramine tagama kehtiva hinnangu aine tegeliku kontsentratsiooni kohta proovis.
Suur modtetipsus on vajalik, et viltida analiiisitulemuse tagasiliikkamist maidratud TEQ véirtuse vihese
usaldusviidrsuse tdttu. Modtetdpsust viljendatakse tdesuse (sertifitseeritud materjalis sisalduva analiiiidi méddetud
keskmise vairtuse ja analiiiidi sertifitseeritud vaartuse erinevus protsentides) ja kordustipsusena (RSDy on suhteline
standardhilve, mis arvutatakse korratavuse tingimustes saadud tulemuste pdhjal).

5.3.2.  Bioanaliiiitiliste meetodite korral maaratakse bioanaliiiisi niiline saagis. ,Bioanaliiiisi ndiline saagis” tihendab BEQ
vadrtust, mis arvutatakse 2,3,7,8-tetraklorodibenso-p-dioksiini (TCDD) v&i PCB 126 kaliibrimiskdvera alusel,
mida korrigeeritakse tithiprooviga ja jagatakse seejirel kinnitava meetodi abil mairatud TEQ védrtusega. Sellega
puiitakse korrigeerida selliseid tegureid nagu PCDD/(Fide ja dioksiinitaoliste ithendite kadu ekstraheerimisel ja
puhastamisel, kaasa ekstraheeruvad ithendid, mis suurendavad voi vdhendavad tulemust (agonistlik ja
antagonistlik moju), kalibreerimiskdvera sobivus ning toksilisusfaktori (TEF) ja suhtelise potentsuse (REP)
védrtuste erinevused. Bioanaliiiisi néiline saagis arvutatakse sobivate vordlusproovide alusel, milles analoogide
kombinatsioon on esindav ja nende sisaldus vastab ligikaudu huvipakkuvale sisalduste vahemikule.

5.4. Valideerimine piirnormi vahemikus ja kvaliteedikontrolli iildmeetmed

5.4.1. Labor peab tdendama valideerimismenetluse ja tavaanaliiiisiga meetodi tulemuslikkust piirnormi hdlmavas
vahemikus, nt piirnormi 0,5-, 1- ja 2-kordsele vairtusele vastava sisalduse juures, kordusanaliiiisi puhul peab
variatsioonikordaja vaartus olema vastuvdetav.

5.4.2.  Sisemiste kvaliteedikontrolli meetmetena tuleb teha regulaarseid tithiproovidega ja rikastatud proovidega katseid
voi analiiisida kontrollproove (vdimaluse korral tuleb eelistada sertifitseeritud etalonaineid). Tithiproovide ja
rikastatud proovidega katsete ning kontrollproovide analiiiisi kohta tuleb koostada kvaliteedikontrolli kaardid,
mille alusel kontrollitakse, kas analiiiiside tulemuslikkus vastab nduetele.
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5.5.

5.5.1.

5.6.

5.7.

Mddramispiir

Bioanaliiiitilise sdeluuringumeetodi puhul ei ole médramispiiri tingimata vaja kindlaks mddrata, kuid tuleb
tdendada, et meetodiga on voimalik eristada tithiproovi védrtust lavivddrtusest. BEQ véddrtuse esitamise korral
mdiratakse kindlaks teatamiskiinnis, et oleks vdimalik eristada proove, mille puhul saadud vdirtus on sellest
kiinnisest viiksem. Tuleb tdendada, et teatamiskiinnis erineb tithiproovide vairtusest vihemalt kolm korda ja
tulemus jadb to6vahemikust allapoole. Seepirast arvutatakse see proovide alusel, mis sisaldavad uuritavaid
ithendeid ligikaudu ndutud miinimumkoguses, mitte signaali-miira suhte vdi tithikatse pdhjal.

Kinnitava meetodi puhul peab médramispiir olema ligikaudu ks viiendik piirnormist.

Analiiiisikriteeriumid

Kinnitava meetodi vdi sdeluuringumeetodi abil usaldusvddrsete tulemuste saamiseks peavad piirnormile
vastavasse vahemikku jadva TEQ véirtuse ja vastava BEQ vdartuse puhul olema tdidetud jargmised kriteeriumid,
olenemata sellest, kas TEQ voi BEQ méidratakse summaarsena (PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde summaarse
sisalduse alusel) vdi PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde kohta eraldi.

Valenegatiivsete tulemuste osakaal (¥) <5%

Toesus —20 % kuni + 20 %
Korduvus (RSD,) <20%

Vahepealne korduvustipsus (RSD %) <25% <15%

(*) Piirnormide puhul.

Sdeluuringumeetodi erinuded

Soeluuringuks voib kasutada nii GC-MS-meetodeid kui ka bioanaliiiitilisi meetodeid. GC-MS-meetodite suhtes
kohaldatakse punktis 6 sitestatud ndudeid. Rakupdhiste bioanaliiiitiliste meetodite erinduded on sitestatud
punktis 7.

Laborid, kus proovide tavakontrolliks kasutatakse sdeluuringumeetodeid, peavad tegema tihedat koostood
kinnitavat meetodit kasutavate laboritega.

Tavaanaliiiiside kiigus tuleb kontrollida sdeluuringumeetodi tulemuslikkust analiiiisi kvaliteedi kontrollimise ja
meetodi pideva valideerimise teel. Nuetele vastavate tulemuste kontrollimiseks peab olema kehtestatud pidev
kava.

Raku reaktsiooni voimaliku parssimise ja tsiitotoksilisuse kontroll

20 % prooviekstraktidest tuleb kontrollida tavapirase sdeluuringuga, lisades neile voi jdttes lisamata piirnormile
voi hiiretasemele vastavas koguses 2,3,7,8-TCDDd, et kontrollida, kas prooviekstraktis esinevad segavad ained
voivad reaktsiooni parssida. Rikastatud proovis mdddetud kontsentratsiooni vorreldakse rikastamata ekstraktis
maédratud kontsentratsiooni ja rikastamisel kasutatud kontsentratsiooni summaga. Kui kdnealune moddetud
kontsentratsioon on arvutatud (summaarsest) kontsentratsioonist iile 25 % viiksem, viitab see signaali
voimalikule parssimisele ning asjaomast proovi tuleb analiiisida GC-HRMS-meetodil tehtava kinnitava
analiiiisiga. Tulemusi kontrollitakse kvaliteedikontrolli kaartide pohjal.

Nouetele vastavate proovide kvaliteedikontroll

Ligikaudu 2-10 % nouetele vastavate proovide tulemustest tuleb olenevalt proovi maatriksist ja labori
kogemustest kinnitada GC-HRMS-meetodiga.
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5.7.6.  Valenegatiivsete tulemuste osakaalu arvutamine kvaliteedikontrolli andmete pohjal

Méiratakse, kui suur on valenegatiivsete tulemuste osakaal, mis on saadud alla- ja ilespoole piirnormi voi
héiretaset jadvate proovide sdeluuringul. Valenegatiivsete tulemuste tegelik osakaal peab jidma alla 5 %. Kui
proovi maatriksi vdi maatriksite rithma kohta on olemas vihemalt 20 nduetele vastava proovi kvaliteedikon-
trolliga kinnitatud tulemused, arvutatakse nende andmete pdhjal valenegatiivsete tulemuste osakaal.
Valenegatiivsete tulemuste osakaalu hindamiseks vajaliku 20 tulemuse hulka v&ib arvata ka laboritevahelistes
vordluskatsetes vOi seoses saastamisjuhtumiga analiiiisitud proovide tulemused, milles mddratava aine
kontsentratsioon {iiletab piirnormi niiteks kuni kaks korda. Proovid peavad hdélmama kéige levinumaid
analoogide kombinatsioone, mis esindavad eri allikaid.

Ehkki sGeluuringu esmane eesmirk on teha kindlaks hiiretaset iiletava sisaldusega proovid, ldhtutakse
valenegatiivsete tulemuste osakaalu kindlakstegemisel piirnormist ning seejuures vdetakse arvesse kinnitava
meetodi kohast md6tmise laiendmaaramatust.

5.7.7.  Sdeluuringuga tuvastatud voimalikke nduetele mittevastavaid tulemusi tuleb alati kontrollida esialgse proovi
tdieliku kordusanaliiiisiga, kasutades kinnitavat meetodit. Neid proove voib kasutada ka valepositiivsete tulemuste
osakaalu hindamiseks. Séeluuringumeetodite puhul on valepositiivsete tulemuste osakaal selliste tulemuste
osakaal, mis tunnistatakse kinnitava analiiiisiga nduetele vastavaks, kuigi varasemal sdeluuringul on proov
osutunud nduetele mittevastavuse kahtlusega prooviks. Sdeluuringumeetodi eeliste hindamisel tuleb
valepositiivse tulemuse andnud proovide arvu vorrelda kontrollitud proovide koguarvuga. See osakaal peab
olema piisavalt viike, et sdeluuringumeetodit oleks motet kasutada.

5.7.8.  Bioanaliiiitilised meetodid peavad valideerimistingimustes voimaldama usaldusvéirselt, arvutatud ja viljendatud
BEQna.

Ka korduvuse tingimustes kasutatavate bioanaliiitiliste meetodite puhul peaks laborisisene RSD, olema iildjuhul
viiksem kui korratavuse tingimustes (RSDg).

6. GC-MS-meetodite erinduded, mida tuleb tiita sdeluuringu voi kinnitava analiiiisi puhul

6.1. WHO-TEQ tulemuste iilemise tokke ja alumise tokke vaheline vastuvdetav erinevus

Ulemise ja alumise tdkke vaheline erinevus ei tohi piirnormi ja vajaduse korral hiiretaseme iiletamise
kinnitamiseks olla suurem kui 20 %.

6.2. Saagiste kontroll

6.2.1.  Analiiiisimeetodi valideerimiseks tuleb "C-mirgistatud 2,3,7,8-klooritud PCDD|Fide sisestandardid ja

BC-margistatud dioksiinitaoliste PCBde sisestandardid lisada kohe analiiiisi alguses, niiteks enne ekstraheerimist.
Iga tetra- kuni oktaklooritud PCDD/[Fide homoloogilise rithma kohta ning iga dioksiinitaoliste PCBde
homoloogilise rithma kohta tuleb lisada vihemalt iiks analoog (alternatiivina voib lisada vihemalt ithe analoogi
iga valitud iooni massispektromeetrilise registreerimise funktsiooni kohta, mida kasutatakse PCDD/Fide ja
dioksiinitaoliste PCBde sisalduse kontrolliks). Kinnitavate meetodite puhul tuleb kasutada koiki seitsetteist

BC-mirgistatud 2,3,7,8-asendatud PCDD/Fide sisestandardit ja koiki kahtteist PC-mirgistatud dioksiinitaoliste
PCBde sisestandardit.

6.2.2.  Asjakohaseid kalibreerimislahuseid kasutades tuleb maarata suhtelised kalibreerimistegurid ka neile analoogidele,
mille puhul ®C-mirgistatud analoogi ei lisata.

6.2.3.  Alla 10 % rasvasisaldusega taimse ja loomse s66da puhul tuleb sisestandardid kindlasti lisada enne ekstraheerimist.
Ule 10 % rasvasisaldusega loomse sodda puhul tuleb sisestandardid lisada kas enne voi pérast rasva
ekstraheerimist. Ekstraheerimise tdhusus tuleb valideerida sobival viisil olenevalt sellest, millises etapis
sisestandardid lisatakse.

6.2.4.  Enne GC-MS-analiiiisi tuleb lisada 1 vdi 2 saagise (surrogaat)standardit.
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6.2.5.

6.3.

6.4.

6.5.

Saagise kogust tuleb kontrollida. Kinnitava meetodi puhul peavad individuaalsete sisestandardite saagised olema
vahemikus 60-120 %. Individuaalsete analoogide, eriti mdne hepta- voi oktaklooritud dibenso-p-dioksiini ja
dibensofuraani puhul on lubatud viiksemad v&i suuremad saagised, kui nende panus TEQ véirtusesse ei iileta
10 % TEQ koguviirtusest (PCDD/(Fide ja dioksiinitaoliste PCBde summa alusel). GC-MS-sdeluuringumeetodite
puhul peavad saagised olema vahemikus 30-140 %.

Segavate ainete eemaldamine

— PCDDJFid eraldatakse segavatest klooritud tihenditest, nditeks mittedioksiinitaolistest PCBdest ja klooritud
difeniiiileetritest, sobiva kromatograafilise meetodiga (eelistada tuleks florisil-, alumiiniumoksiid- ja/voi
siisinikkolonne).

— Isomeeride gaasikromatograafiline lahutus peab olema selline, et 1,2,3,4,7,8-HxCDFi ja 1,2,3,6,7,8-HxCDFi
piikide kattuvus on alla 25 %.

Kalibreerimine standardkoveraga

Kalibreerimiskdvera vahemik peab hdlmama asjakohast piirnormi voi héiretaset.

Kinnitavate meetodite erikriteeriumid
— GC-HRMSi puhul:

HRMSi puhul peab lahutusvéime kogu massivahemikus olema iildjuhul vahemalt 10 000, kui piikidevahelise
ala korgus jddb alla 10 %;

jargitakse rahvusvaheliselt tunnustatud standardites, nditeks standardis EN 16215:2012 ,Animal feed —
Determination of dioxins and dioxin-like PCBs by GC-HRMS and of indicator PCBs by GC-HRMS*
(Loomasoot — dioksiinide ja dioksiinitaoliste PCBde midramine GC-HRMSiga ning indikaator-PCBde
mddramine GC-HRMSiga) ja/vdi USA Keskkonnakaitseameti meetodite 1613 ja 1668 ldbivaadatud
versioonides kirjeldatud tuvastamise ja kinnitamise lisakriteeriume.

— GC-MS/MSi puhul:

jalgitakse vihemalt 2 spetsiifilist eellasiooni, millest kummalgi on vastav spetsiifiline @ilemineku-jérglasioon
koikide margistatud ja médrgistamata analiiiitide jaoks analiiiisitavas vahemikus;

valitud tilemineku-jarglasioonide suhteliste signaalitugevuste suurim lubatud hilve voib olla £ 15 % vorreldes
arvutatud voi moddetud vidrtustega (kaliibrimisstandardite keskmine), identsetes MS/MSi tingimustes,
eelkdige pdrkeenergia ja pdrkegaasi rohu osas, iga analiiiidi tilemineku puhul;

iga kvadrupooli lahutusvdime peab olema vdrdne ithikmassilahutusvdimega voi sellest parem (ithikmassilahu-
tusvdime: lahutusvdime, mis on piisav kahe teineteisest the massiithiku kaugusel asuva piigi eristamiseks), et
minimeerida vdimalikku segavat mdju uuritavatele analiititidele;

jargitakse rahvusvaheliselt tunnustatud standardites, nditeks standardis EN 16215:2012 ,Animal feed —
Determination of dioxins and dioxin-like PCBs by GC-HRMS and of indicator PCBs by GC-HRMS*
(Loomasoot — dioksiinide ja dioksiinitaoliste PCBde médramine GC-HRMSiga ning indikaator-PCBde
médramine GC-HRMSiga) ja/vdi USA Keskkonnakaitseameti meetodite 1613 ja 1668 muudetud versioonides
kirjeldatud tuvastamise ja kinnitamise lisakriteeriume, vilja arvatud kohustust kasutada GC-HRMSi.

BIOANALUUTILISTELE MEETODITELE ESITATAVAD ERINOUDED

Bioanaliiiitilised meetodid on bioloogilistele pdhimdtetele tuginevad meetodid, nagu rakupdhine, retseptor- ja
immuunanaliiiis. Kdesolevas punktis sitestatakse bioanaliiiitiliste meetodite ildnduded.

Soeluuringumeetodiga liigitatakse proov pohimotteliselt nduetele vastavaks vdi nduetele mittevastavuse
kahtlusega prooviks. Sel otstarbel vorreldakse arvutatud BEQ vadrtust lavivddrtusega (vt punkt 7.3).
Lavivddrtusest allapoole jddvad proovid tunnistatakse nduetele vastavaks, ldvivddrtusega vordsed voi seda
iiletavad proovid loetakse mittevastavuse kahtlusega proovideks ning neid tuleb analiiiisida kinnitava meetodiga.
Praktikas voib koige sobivamaks lavivadirtuseks olla BEQ véirtus, mis vastab 2/3 piirnormist, eeldusel, et on
tagatud valenegatiivsete tulemuste osakaal alla 5 % ja vastuvdetav valepositiivsete tulemuste osakaal.
Kui PCDD|Fide piirnorm ning PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde summa piirnorm on erinevad, on proovide
nouetele vastavuse kontrollimiseks ilma fraktsioneerimata vaja PCDD/[Fide jaoks asjakohaseid bioanaliiiisi
lavivaartusi. Héiretaset iletavate proovide kontrollimisel on sobivaks lavivdartuseks asjakohane protsent
vastavatest hdiretasemetest.
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Kui hinnangulist sisaldust viljendatakse BEQna, peavad proovi analitiisitulemused jadma to6vahemikku ja tiletama
teatamiskiinnise (vt punktid 7.1.1 ja 7.1.6).

7.1. Andaliiiisitulemuste hindamine

7.1.1. Uldised nduded

— Kui kontsentratsioone arvutatakse TCDD kalibreerimiskdvera alusel, iseloomustab kdvera iilemise osa viartusi
suur hajuvus (variatsioonikordaja CV suur véirtus). Toévahemik on ala, kus CV on alla 15 %. To6vahemiku
alumine piir (teatamiskiinnis) peab olema vihemalt kolm korda suurem tithikatsete tulemusest. T66vahemiku
tilemine piir esitatakse tavaliselt EC;, véddrtusena (70 % suurimast efektiivsest kontsentratsioonist), kuid see on
viiksem, kui CV on selles vahemikus iile 15 %. Toovahemik mairatakse valideerimise kdigus. Lavivddrtused (vt
punkt 7.3) peavad kindlalt jaédma toovahemikku.

— Standardlahuste ja prooviekstraktide analiiiisimisel tehakse kolm vdi vdhemalt kaks kordusmodtmist.
Kordusanaliiiisi korral annab 4-6 iile plaadi jaotatud kannus analiiiisitav standardlahus voi kontrollekstrakt
tulemuse voi kontsentratsiooni (vdimalik ainult to6vahemikus), mis pShineb CV-1, mis on viiksem kui 15 %.

7.1.2. Kalibreerimine

7.1.2.1. Kalibreerimine standardkdveraga

— Proovide dioksiinisisalduse hindamiseks vorreldakse analiiiisitulemust TCDD (vi PCB 126 v6i PCDD/PCDFi/
dioksiinitaolise PCB standardsegu) kalibreerimiskdveraga, millest arvutatakse ekstrakti ja seejirel proovi BEQ
vadrtus.

— Kalibreerimiskdver peab holmama 8-12 kontsentratsiooni (vihemalt kahe kordusm&dtmisega), nii et kdvera
alumises osas (to6vahemikus) oleks piisavalt kontsentratsioonipunkte. Erilist tihelepanu tuleb poorata kdvera
sobivusele to6vahemikus. Mittelineaarse regressiooni korral ei ole R? véirtusest regressiooni sobivuse
hindamisel eriti voi tildse abi. Parem mudeli sobivus saavutatakse arvutatud sisalduse ja mdddetud sisalduse
vahe (nt ruuthilvete summa) minimeerimisega td6vahemikule vastavas kdvera osas.

— Seejirel tuleb korrigeerida prooviekstrakti hinnangulist dioksiinisisaldust uuritava maatriksiga voi lahustiga
tithiproovi kohta arvutatud BEQ véirtuse pdhjal (et vdtta arvesse kasutatud lahustites ja kemikaalides
esinevaid lisandeid) ning niilise saagise pdhjal (arvutatakse sellise sobiva vordlusproovi BEQ véirtuse alusel,
mille esindav analoogide kombinatsioon vastab ligikaudu piirnormile voi héiretasemele). Saagise
korrigeerimiseks peab ndiline saagis alati olema ndutavas vahemikus (vt punkt 7.1.4). Saagise
korrigeerimiseks kasutatavad vordlusproovid peavad vastama punktis 7.2 sitestatud nduetele.

7.1.2.2. Kalibreerimine vérdlusproovide abil

Teise vdimalusena voib kasutada vihemalt nelja vordlusproovi alusel koostatud kalibreerimiskdverat (vt punkt
7.2.4): iiks maatriksiga tithiproov ning kolm vordlusproovi sisaldustega, mis vorduvad 0,5-, 1,0- ja 2,0-kordse
piirnormi voi hiiretasemega; kui vordlusproovide maatriksi omadused kattuvad tundmatute proovide maatriksi
omadustega, ei ole vaja arvestada tithikatse ja saagise parandit. Sellisel juhul v&ib otse nende proovide alusel
arvutada analiiiisitulemuse, mis vastab 2/3 piirnormist (vt punkt 7.3), ja kasutada seda lavivddrtusena. Hiiretaset
iiletavate proovide kontrollimisel on sobivaks lavivddrtuseks asjakohane protsent sellistest hiiretasemetest.

7.1.3. PCDD|Fide ja dioksiinitaoliste PCBde eraldi mddramine

Ekstraktid voib jagada PCDD/Fisid ja dioksiinitaolisi PCBsid sisaldavateks fraktsioonideks, mis vdimaldab eraldi
médrata PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde TEQ vairtused (vdljendatuna BEQna). Dioksiinitaolisi PCBsid
sisaldava fraktsiooni analiiisimise tulemuste hindamiseks tuleb eelistatavalt kasutada standardiga PCB 126
saadud kalibreerimiskdverat.
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7.1.4.

7.2.

7.2.1.

7.2.2.

7.2.3.

7.2.4.

7.3.

Bioanaliiiisi ndilised saagised

Bioanaliiiisi niiline saagis arvutatakse sobivate vordlusproovide alusel, mille esindav analoogide kombinatsioon
vastab ligikaudu piirnormile v6i hdiretasemele, ja seda viljendatakse BEQ véirtuse protsendina TEQ véirtusest.
Olenevalt analiiiisi liigist ja kasutatud TEFidest ('} voib dioksiinitaoliste PCBde TEF- ja REP-kordajate erinevuse
tottu  dioksiinitaoliste PCBde niiline saagis olla PCDD/Fide niilise saagisega vorreldes viike. Seepirast
peab PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde eraldi mairamisel bioanaliiiisi niiline saagis olema jargmine: dioksiini-
taoliste PCBde puhul 20-60 % ja PCDD|Fide puhul 50-130 % (vahemik kehtib TCDD kalibreerimiskdvera
kasutamisel). Dioksiinitaoliste PCBde osakaal PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde summas vdib eri maatriksite ja
proovide puhul erineda; need vahemikud kajastuvad PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde summa bioanaliiiisi
ndilises saagises, mis peab olema 30-130 %. Kui liidu digusaktides muudetakse oluliselt PCDD/Fide ja dioksiini-
taoliste PCBde TEFide viirtusi, tuleb need vahemikud 1ibi vaadata.

Saagiste kontroll puhastamisel

Valideerimise kiigus kontrollitakse iithendite kadu puhastamisel. Analoogide seguga rikastatud tithiproov
(korduskatsete arv n on vihemalt 3) puhastatakse ning saagist ja varieeruvust kontrollitakse kinnitava meetodiga.
Saagis peab olema vahemikus 60-120 %, eelkdige selliste analoogide puhul, mis moodustavad eri segude TEQ
védrtusest iile 10 %.

Teatamiskiinnis

BEQ viirtustest teatamisel tuleb teatamiskiinnis kindlaks méirata tiitipilisi analoogide kombinatsioone sisaldavast
asjakohasest maatriksist voetud proovide alusel, mitte standarditel pdhineva kalibreerimiskdvera alusel, kuna
kovera alumises osas on tdpsus vdike. Arvestada tuleb ekstraheerimise ja puhastamise mdju. Teatamiskiinnis peab
olema tithikatsete tulemusest vihemalt kolm korda suurem.

Vérdlusproovide kasutamine

Vordlusproovid peavad esindama proovi maatriksit, analoogide kombinatsioone ning PCDD/Fide ja dioksiini-
taoliste PCBde kontsentratsioone vahemikus, mis vastab piirnormile v&i hiiretasemele.

Igas katseseerias tuleb kasutada tithikatset, eelistatavalt maatriksiga tithiproovi, ja piirnormile v&i hiiretasemele
vastava sisaldusega vordlusproovi. Neid proove tuleb ekstraheerida ja analiiisida samal ajal ja samades
tingimustes. Vordlusprooviga saadud viirtus peab olema selgelt suurem tithiprooviga saadud véirtusest, mis
tdendab katsemeetodi sobivust. Kdnealuseid proove voib kasutada tithikatset ja saagist arvestava parandi
tegemisel.

Saagist arvestava parandi tegemiseks valitud vordlusproovid peavad olema analiiiisitava proovi suhtes esindavad,
st analoogide kombinatsioonid ei tohi pShjustada sisalduse alahindamist.

Et tdendada analiiiisi nduetekohast tulemuslikkust huvipakkuvas sisalduste vahemikus piirnormi voi hdiretaseme
kontrollimiseks, vdib kasutada tdiendavaid vordlusproove, milles uuritava aine sisaldus vastab nditeks piirnormi
voi hiiretaseme 0,5- ja 2-kordsele viirtusele. Uheskoos vaib neid proove kasutada analiiiisitavate proovide BEQ
védrtuste arvutamiseks (vt punkt 7.1.2.2).

Lavivddrtuste mdaramine

Tuleb teha kindlaks BEQ védrtustes viljendatud bioanaliiiitiliste tulemuste ja TEQ vaartustes viljendatud kinnitava
meetodi tulemuste vaheline seos (nt asjakohase maatriksiga tehtud kalibreerimiskatsetega, milles kasutatakse
vordlusproove, mille rikastustasemed on 0, 0,5-, 1- ja 2-kordne piirnorm, ja mida korratakse igal tasemel 6 korda
(n = 24)). Selle seose alusel saab hinnata (tithiproovi ja saagise) parandeid, kuid neid tuleb kontrollida punkti 7.2.2
kohaselt.

(") Kehtivad nduded pdhinevad TEFidel, mis on avaldatud artiklis: M. van den Berg et al, Toxicol Sci 93 (2), 223-241 (2006).
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Lavivdartused tuleb maarata selleks, et otsustada, kas proov vastab piirnormile, voi vajaduse korral hdiretaseme
kontrollimiseks, kusjuures asjaomased piirnormid voi héiretasemed on kehtestatud kas ainult PCDD/Fide voi
dioksiinitaoliste PCBde jaoks vdi PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde summa jaoks. Lavivddrtus on bioanaliiiisi
tulemuste (mida on parandatud tithikatse ja saagise arvestamiseks) jaotuse alumine piir, mis vastab 95 %
usaldusnivooga kinnitava meetodi otsustuspiirile (eeldades, et valenegatiivsete tulemuste osakaal on < 5 % ja
RSDg < 25 %). Kinnitava meetodi otsustuspiir on piirnorm, mille puhul on arvesse voetud mddtmise laiendmaa-
ramatust.

Lavivairtuse (BEQdes) voib arvutada, kasutades itht punktides 7.3.1, 7.3.2 ja 7.3.3 sitestatud ldhenemisviisidest
(vt joonis 1).

7.3.1. 95 % usaldusnivoole vastava usaldusvahemiku alumise piiri kasutamine, mis vastab kinnitava meetodi

otsustuspiirile
Laviviirtus = BEQ,, —s,, X tym \/1/n+1/m+ (x, —X)’/0.,

kus

BEQp. on BEQ, mis vastab kinnitava meetodi otsustuspiirile, mis on piirnorm, mille puhul on
arvesse voetud modtmise laiendmairamatust,

Syx on jadkstandardhalve,

tof-ma on Studenti tegur (a = 5 %, f = vabadusastmete arv, thepoolse piiranguga),

m on kalibreerimispunktide koguarv (indeks j),

n on korduste arv igal tasemel,

X; on kinnitava meetodiga midratud, TEQna viljendatud kontsentratsioon proovis
kaliibrimispunktis i,

; on koikide kaliibrimisproovide kontsentratsioonide keskvairtus (TEQdes),

Q. = Zm (x, —X)’ on ruutude summa parameeter, i — kalibreerimispunkti i indeks.

i -

7.3.2.  Arvutamine kinnitava meetodi otsustuspiirile vastava saastumisega proovide korduval analiiiisimisel (n > 6)
saadud (tuhikatse ja saagise arvestamiseks parandatud) bioanaliiiitiliste tulemuste pdhjal; see on jaotuse alumine
piir vastava keskmise BEQ vaartuse korral:

Lévivédrtus = BEQ, — 1,64 x SD,

kus

SDx on bioanaliiiisi tulemuste standardhilve BEQp, korral, mdddetuna laborisisese korratavuse tingimustes.

7.3.3.  Arvutamine 2/3 piirnormi v3i hiiretaseme véirtusele (pShineb tihelepanekul, et kdnealune tase vastab
umbkaudu punkti 7.3.1 v&i 7.3.2 alusel kindlaks médratud lavivdidrtusele) vastava saastumisega proovide
korduval analiiiisimisel (n > 6) saadud bioanaluiitiliste tulemuste (BEQdes, parandatud tithikatse ja saagise
arvestamiseks) keskvéirtusena:

Lavivddrtuste arvutamine 95 % usaldusnivoo korral eeldusel, et valenegatiivsete tulemuste osakaal on < 5 % ja
RSDR < 25 %:

1. 95 % usaldusnivoole vastava usaldusvahemiku alumise piiri alusel, mis vastab kinnitava meetodi otsustuspiirile.

2. kinnitava meetodi otsustuspiirile vastava saastumisega proovide korduva analiiiisimise (n > 6) alusel saadud
tulemuste jaotuse (Joonisel 1 kellukesekujuline kdver) alumise piiri jirgi sellekohase keskmise BEQ viddrtuse
juures.
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Lavivairtustele kehtestatud piirangud

BEQ-pdhised lavivddrtused, mis on arvutatud valideerimise kdigus saadud RSDy alusel, kasutades piiratud arvu
proove erinevate maatriksite ja analoogide kombinatsiooniga, vdivad olla suuremad kui TEQ-pShised piirnormile
voi héiretasemele vastavad sisaldused, kuna valideerimisel saavutatakse suurem kordustipsus kui tavaolukorras,
kus tuleb kontrollida vdimalike analoogide kombinatsioonide tundmatut spektrit. Sellisel juhul voetakse
lavivaartuse arvutamisel aluseks kas RSDy = 25 % voi eelistatakse sisaldust, mis on 2/3 piirnormi vdi hdiretaseme
vaartusest.

Tulemuslikkuse naitajad

Bioanaliiiitiliste meetodite puhul ei ole vdimalik kasutada sisestandardeid, mistottu tuleb katseseeriasisese ja
katseseeriatevahelise standardhilbe kohta andmete saamiseks teha katsed bioanaliiitiliste meetodite korduvuse
kohta. Korduvus peab jdima alla 20 % ja laborisisene korratavus alla 25 %. See peab pdhinema arvutatud BEQ
védrtustel parast tithikatse- ja saagiseparandi arvessevotmist.

Valideerimise kdigus tdendatakse, et analiiiis voimaldab eristada tithiproovi ja lavivdartusele vastavat sisaldust, mis
voimaldab kindlaks teha proovid, milles asjaomane lavivéirtus on tletatud (vt punkt 7.1.2).

Méiratakse uuritavad ithendid, véimalikud segavad tegurid ja tithiproovi suurimad lubatud véirtused.

Uhe prooviekstrakti kolmekordsel analiiisimisel ei tohi protsentides viljendatud standardhélve olla suurem kui
15 % analiiiisitulemusest voi selle alusel arvutatud sisaldusest (vdimalik iiksnes toovahemikus).

Bioanaliiiitilise meetodi tulemuslikkuse hindamiseks kindlas ajavahemikus kasutatakse vordlusproovi(de)
(tihiproov ning piirnormile ja hiiretasemele vastava sisaldusega proov) korrigeerimata tulemusi, mis on
viljendatud BEQdes.
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7.4.6.  Tihiproovide ja iga tiiiipi vordlusproovide kohta tuleb koostada kvaliteedikontrolli kaardid ja kontrollida, kas
analiiiisi tulemuslikkus vastab néuetele; eelkdige on ndutav teatava miinimumerinevuse olemasolu tithiproovide
ja toovahemiku alumise piiri vahel ning vdrdlusproovide puhul on ndutav laborisisene korratavus. Tithikatseid
tuleb pohjalikult kontrollida, et viltida valenegatiivsete tulemuste saamist pérast tithiproovi tulemuse lahutamist.

7.4.7. Nouetele mittevastavuse kahtlusega proovide ja 2-10 % nduetekohaste proovide (vihemalt 20 proovi iga
maatriksi kohta) kinnitava meetodiga saadud tulemused tuleb koondada ning kasutada sdeluuringumeetodi
tulemuslikkuse ning BEQ ja TEQ vahelise seose hindamiseks. Neid andmeid vdib kasutada asjaomase valideeritud
maatriksiga tavaproovide suhtes kohaldatavate lavivdidrtuste imberhindamiseks.

7.4.8.  Meetodi tulemuslikkust voib tdendada ka laboritevahelistes vordluskatsetes osalemisega. Vordluskatsete kdigus
analiiiisitud proovid hdlmavad nt kuni kahekordse piirnormini ulatuvat kontsentratsioonide vahemikku ja nende
tulemusi vdib kasutada valenegatiivsete tulemuste osakaalu hindamisel, kui labor suudab tdendada meetodi
tulemuslikkust asjaomases laboris. Proovid peavad holmama kdige levinumaid analoogide kombinatsioone, mis
esindavad eri allikaid.

7.4.9.  Saastumisjuhtumite korral vGidakse lavivddrtused imber hinnata, vttes arvesse asjaomase juhtumiga seotud
konkreetse maatriksi omadusi ja esinevaid analoogide kombinatsioone.

8. TULEMUSTE ESITAMINE
8.1. Kinnitavad meetodid

8.1.1.  Analtiisitulemused peavad hdlmama iga iiksiku PCDDJF ja dioksiinitaolise PCB analoogi sisaldusi ning TEQ
véirtus tuleb esitada nii alumise ja tilemise tokke kui ka vaheviirtuse pohisena, et tagada vdimalikult suure hulga
andmete olemasolu katseprotokollis ja vdimaldada tulemuste tdlgendamist lahtuvalt konkreetsetest nduetest.

8.1.2.  Protokollis esitatakse PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde ekstraheerimiseks kasutatud meetod.

8.1.3.  Uksikute sisestandardite saagised tuleb esitada juhul, kui need jidvad viljapoole punktis 6.2.5 nimetatud
vahemikku ja kui on tiletatud piirnorm (sellisel juhul ithe korduskatse saagised) voi kui ndutakse neist teatamist.

8.1.4.  Kuna proovi nduetekohasuse hindamisel tuleb arvestada mo6tmise laiendmédramatust, esitatakse ka see niitaja.
Analtisitulemused tuleb seega esitada kujul x +/- U, kus x on analiiisitulemus ja U on mdo&tmise
laiendmaédramatus, kusjuures arvutamisel kasutatakse kattetegurit 2, mis annab usaldusnivoo ligikaudu 95 %.
Kui PCDD/Fid ja dioksiinitaolised PCBd méiratakse eraldi, tuleb PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde summa
kohta kasutada PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde eraldi saadud analiiiisitulemuste hinnanguliste laiendmaa-
ramatuste summat.

8.1.5. Tulemused tuleb esitada samades iihikutes ja vihemalt sama tiivenumbrite arvuga, nagu on
direktiiviga 2002/32/EU sitestatud piirnormid.

8.2. Bioanaliiiitilised séeluuringumeetodid

8.2.1.  Soeluuringu tulemus esitatakse jirgmisel kujul: nduetele vastav vdi nduetele mittevastavuse kahtlusega
(wkahtlane®).

8.2.2.  Lisaks sellele voib PCDDde[Fide ja/voi dioksiinitaoliste PCBde esialgse sisalduse esitada BEQdes, mitte TEQdes.

8.2.3.  Allapoole teatamiskiinnist jdiva tulemusega proovi kohta margitakse ,allpool teatamiskiinnist“. Téovahemiku
tilempiirist suurema sisaldusega proovi puhul esitatakse tulemus kujul ,iletab to6vahemiku iilempiiri“ ning
mirgitakse toovahemiku iilempiirile vastav BEQ védrtus.

8.2.4.  Katseprotokollis tuleb iga proovimaatriksi tiiiibi kohta esitada piirnorm vdi héiretase, millel hindamine pdhineb.
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8.2.5.

8.2.6.

8.2.7.

8.2.8.

8.3.

Protokollis esitatakse kasutatud analiiiisimeetodi liik, analiiiisimise aluspdhimadtted ja kalibreerimise viis.
Protokollis esitatakse PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde ekstraheerimiseks kasutatud meetod.

Mittevastavuse kahtlusega proovide puhul tuleb protokolli lisada markus vdetavate meetmete kohta. Suurema
sisaldusega proovides tuleb PCDD/Fide kontsentratsioon ning PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde summaarne
kontsentratsioon maarata/kinnitada kinnitava meetodi abil.

Esitatakse iiksnes kinnitava analiiiisiga saadud nduetele mittevastavad tulemused.
Fiiiisikalis-keemilised sdeluuringumeetodid

Soeluuringu tulemus esitatakse jirgmisel kujul: nduetele vastav vdi nduetele mittevastavuse kahtlusega
(wkahtlane®).

Katseprotokollis tuleb iga proovimaatriksi tiitibi kohta esitada piirnorm vdi héiretase, millel hindamine phineb.

Peale selle voib esitada iga itksiku PCDD/Fi ja dioksiinitaolise PCB analoogi sisalduse ning TEQ véirtuse alumise
tokke, iilemise tokke ja vahevairtuse jirgi. Tulemused tuleb esitada samades iihikutes ja vihemalt sama
tiivenumbrite arvuga, nagu on direktiiviga 2002/32/EU sitestatud piirnormid.

Uksikute sisestandardite saagised tuleb esitada juhul, kui need jddvad viljapoole punktis 6.2.5 nimetatud
vahemikku ja kui on tiletatud piirnorm (sellisel juhul ithe korduskatse saagised) voi kui ndutakse neist teatamist.

Katseprotokollis mirgitakse, millist GC-MSi meetodit kasutati.
Protokollis esitatakse PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde ekstraheerimiseks kasutatud meetod.

Mittevastavuse kahtlusega proovide puhul tuleb protokolli lisada mirkus vdetavate meetmete kohta. Suurema
sisaldusega proovides tuleb PCDD/Fide kontsentratsioon ning PCDD/Fide ja dioksiinitaoliste PCBde summaarne
kontsentratsioon mairata/kinnitada kinnitava meetodi abil.

Otsuse nduetele mittevastavuse kohta vdib teha iiksnes parast kinnitavat analiiiisi.

11 PEATUKK

PROOVI ETTEVALMISTAMINE JA NOUDED ANALUUSIMEETODITELE, MIDA KASUTATAKSE MITTEDIOKSIINITAOLISTE

3.1.

PCBDE SISALDUSE AMETLIKUKS KONTROLLIKS SOODAS

Kohaldamisala
Kéesolevas peatiikis sitestatud ndudeid kohaldatakse s66da analiiiisimisel mittedioksiinitaoliste PCBde sisalduse

ametlikuks kontrolliks, samuti seoses proovide ettevalmistamise ja analiiiisimisega muul regulatiivsel eesmargil,
sealhulgas kontrollide puhul, mida soodakaitlejad teevad maaruse (EU) nr 183/2005 sitetele vastavuse tagamiseks.

Kasutatavad tuvastamismeetodid

Gaasikromatograafia koos elektronhaarde detekteerimisega (GC-ECD), GC-LRMS, GC-MS/MS, GC-HRMS vdi
samavairsed meetodid.

Uuritavate analiiiitide méiramine ja kinnitamine

Suhteline retentsiooniaeg vastavalt sisestandarditele vai vordlusstandarditele (lubatud hilve +/- 0,25 %).
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3.2. Mittedioksiinitaoliste PCBde gaasikromatograafiline lahutamine segavatest ainetest, eelkdige nendega koos
elueeruvatest PCBdest, eriti juhul, kui sisaldus proovis on ligikaudselt vorreldav kehtiva piirnormiga, ning on vaja
kinnitada nouetele mittevastavust (*).

3.3. Nouded GC-MSi meetoditele

Vahemalt jirgmise arvu molekulaarioonide voi asjaomasesse molekulirithma kuuluvate iseloomulike ioonide
jalgimine:

a) HRMSi puhul kaks spetsiifilist iooni;
b) LRMSi puhul kolm spetsiifilist iooni;

¢) MS-MSi puhul kaks spetsiifilist eellasiooni, millest kummalgi on iiks neil vastav tileminekul tekkinud
spetsiifiline jarglasioon.

Valitud massiga fragmentide isotoopsuhte suurimad lubatud hilbed:

valitud massiga fragmentide isotoopsuhte suhteline hilve teoreetilisest isotoopide kogusest vdi uuritava iooni
(kdige levinum jélgitav ioon) ja iseloomuliku iooni (iseloomulike ioonide) kalibreerimisstandardist: £ 15 %.

3.4. Nouded GC-ECD meetoditele

Piirnormi iiletavaid tulemusi tuleb kinnitada kahe GC-kolonniga, millel on eri polaarsusega statsionaarne faas.

4, Meetodi tulemuslikkuse tdendamine

Meetodi tulemuslikkus valideeritakse piirnormile vastava sisalduse vahemikus (0,5- kuni 2-kordsele piirnormile
vastava sisaldusega); tdendatakse, et korduvanaliiiisi variatsioonikordaja on vastuvdetav (vt vahetdpsuse nduded,
punkt 9).

5. Midramispiir
Mittedioksiinitaoliste PCBde médramispiiride summa (**) ei tohi iletada {ithte kolmandikku piirnormi
vadrtusest ().

6. Kvaliteedikontroll

Korrapdrane tithiproovide, rikastatud proovide ja kvaliteedikontrolli proovide analiiiisimine, osalemine
asjaomaste maatriksitega tehtavates laboritevahelistes uuringutes.

7. Saagiste kontroll

7.1. Kasutatakse sobivaid sisestandardeid, mille fiiiisikalis-keemilised omadused on vorreldavad uuritavate analiiiitide
omadega.

7.2. Sisestandardite lisamine:

lisamine toodetele (enne ekstraheerimist ja puhastamist).

7.3. Nouded meetoditele, mille puhul kasutatakse kdiki kuut isotoopmirgistatud mittedioksiinitaolise PCB analoogi:
a) tulemustesse viiakse sisse sisestandardite saagiseid arvestav parand;
b) isotoopmargistatud sisestandardi saagis peab olema 60-120 %;

¢) individuaalsetel analoogidel, mille osatdhtsus mittedioksiinitaoliste PCBde summas on alla 10 %, v&ivad olla
viiksemad voi suuremad saagised.

(") Sageli koos elueeruvad analoogid on nt PCB 28/31, PCB 52/69 ja PCB 138/163/164. GC-MSi puhul tuleb arvestada ka suuremal
méiral klooritud analoogide fragmentide vdimalikku segavat mdju.

(*) Vajaduse korral jirgitakse dokumendis ,Guidance Document on the Estimation of LOD and LOQ for Measurements in the Field of
Contaminants in Feed and Food“ (Juhend avastamispiiri ja méddramispiiri hinnangulise vdartuse médramiseks s6ddas ja toidus
esinevate saasteainete modtmisel) (https://data.europa.eu/doi/10.2787/8931) kirjeldatud pShimatteid.

(**) On viga soovitatav, et reaktiiviga tithiproovi tulemus oleks viike vorreldes proovis leiduva saasteaine sisaldusega. Labor on
kohustatud kontrollima tithiproovi tulemuste varieeruvust, eriti siis, kui tithiproovi tulemus tuleb lahutada.
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7.4.

7.5.

10.

10.1.

10.2.

10.3.

10.4.

10.5.

Nouded meetoditele, mille puhul ei kasutata koiki kuut isotoopmargistatud sisestandardit voi kasutatakse muid
sisestandardeid:

a) kontrollitakse iga proovi sisestandardi(te) saagist;
b) sisestandardi(te) saagis peab olema 60-120 %;

¢) tulemustesse viiakse sisse sisestandardite saagiseid arvestav parand.

Mirgistamata analoogide saagiseid kontrollitakse rikastatud proovide vdi kvaliteedikontrolli proovidega, milles
uuritava aine kontsentratsioon on piirnormi ldhedane. Selliste analoogide aktsepteeritavad saagised on 60-120 %.

Nouded laboritele

Vastavalt madrusele (EL) 2017/625 peavad laborid olema ISO[IEC juhendi 58 kohaselt tegutseva tunnustatud
asutuse poolt akrediteeritud, millega tagatakse, et laborid kohaldavad analiiiisimisel kvaliteeditagamissiisteemi.
Laborid tuleb akrediteerida standardi EN ISO/IEC 17025 kohaselt. Peale selle jargitakse pohimdtteid, mida on
kirjeldatud tehnilistes suunistes, milles kisitletakse mddtemadramatuse ja médramispiiride hinnangulise vdartuse
madramist PCBde analiiiisimisel (*f).

Tulemuslikkuse nditajad: piirnormile vastava mittedioksiinitaoliste PCBde summaarse sisalduse suhtes
kohaldatavad kriteeriumid

Isotooplahjendusega

- o Muud meetodid
massispektromeetria (*)

Tdesus —20 kuni +20 % - 30 kuni + 30 %
Vahetdpsus (RSD %) <15% <20%
Ulemise ja alumise tdkke erinevus <20% <20%

(*) Noutav on koigi kuue C-ga margistatud analoogi kasutamine sisestandardina.

Tulemuste esitamine

Selleks et katseprotokoll sisaldaks vdimalikult palju andmeid ja véimaldaks tulemuste tdlgendamist konkreetsetest
nduetest ldhtuvalt, peavad analtiisitulemused hdlmama iga iiksiku mittedioksiinitaolise PCB sisaldust ja nende
PCB analoogide summaarset sisaldust ning olema esitatud alumise ja iillemise tdkke ning vahevaartusena.

Protokollis esitatakse PCBde ekstraheerimiseks kasutatud meetod.

Uksikute sisestandardite saagised tuleb esitada juhul, kui need jadvad viljapoole punktis 7 nimetatud vahemikku,
kui on iiletatud piirnorm v6i muudel juhtudel, kui ndutakse teatamist.

Kuna proovi nduetekohasuse hindamisel tuleb arvestada mootmise laiendméddramatust, esitatakse ka see nditaja.
Analiiiisitulemused  tuleb seega esitada kujul x +/- U, kus x on analiisitulemus ja U on mddtmise
laiendmadramatus, kusjuures arvutamisel kasutatakse kattetegurit 2, mis annab usaldusnivoo ligikaudu 95 %.

Tulemused tuleb esitada samades ihikutes ja vidhemalt sama tiivenumbrite arvuga, nagu on
direktiiviga 2002/32/EU sitestatud piirnormid.

(") Vtjoonealune markus 9.
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B. EN STANDARDID
Mairuse (EL) 2017/625 artikli 34 16ike 2 punkti a kohaldamisel on asjakohased jirgmised EN standardid:

EN 17194 ,Loomasdot: proovivotu- ja analiiiisimeetodid — Desoksiinivalenooli, aflatoksiin B1, fumonisiin B1 ja B2,
toksiinide T-2 ja HT-2, zearalenooni ja ohratoksiin A mairamine soodamaterjalis ja segasoodas LC-MS/MS abil

EN 17270 ,Loomasodt: proovivotu- ja analiiiisimeetodid — Teobromiini méiramine sdodamaterjalis ja segasoodas, sh
kakaost saadud koostisainetes, vedelikkromatograafia abil

EN 17504 Loomaso6t: proovivotu- ja analiiiisimeetodid — Gossiipoli mddramine puuvillaseemnetes ja loomasoddas
LC-MS/MS abil

EN 17362 Loomaso6t: proovivotu- ja analiiiisimeetodid — Pentaklorofenooli (PCP) mairamine so6damaterjalis ja
segasoodas LCMS/MS abil

EN 16279 Loomasoot — Fluoriidisisalduse madramine pérast soolhappega tootlemist ioonitundliku elektroodi meetodi (ISE)
abil

EN 17053 Loomaso6t: proovivotu- ja analiiiisimeetodid — Mikroelementide, raskmetallide ja muude elementide madramine
soodas ICP-MS abil (erinevad meetodid)

EN 15550 Loomasot: proovivétu- ja analiiiisimeetodid — Kaadmiumi ja plii méddramine grafiitahi-aatomiabsorptsioons-
pektromeetria (GF-AAS) abil pirast rdhu all lagundamist

EN 16206 Loomasoot — Arseeni madramine hiidriidide tekitamisega aatomiabsorptsioonspektromeetria (HGAAS) abil
parast rohu all mikrolainete toimel lagundamist (lagundamine 65 % limmastikhappe ja 30 % vesinikperoksiidiga)

EN 16277 Loomaso6t — Elavhdbeda méddramine kiilmauru aatomiabsorptsioonspektromeetria (CVAAS) abil pérast rohu all
mikrolainete toimel lagundamist (lagundamine 65 % limmastikhappe ja 30 % vesinikperoksiidiga)

EN 16278 Loomasdot — Anorgaanilise arseeni madramine hiidriidide tekitamisega aatomiabsorptsioonspektromeetria
(HG-AAS) abil mikrolainete toimel ekstraheerimist ja tahkefaasilise ekstrakstiooni (SPE) abil eraldamist

EN 17374 Loomas66t: proovivitu- ja analiliisimeetodid — Anorgaanilise arseeni madramine loomasoodas aniooniva-
hetusega HPLC-ICP-MS abil*
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VI LISA

LVII LISA

KODULINDUDE SOODA ENERGIASISALDUSE ARVUTAMISE MEETOD

1. Energiasisalduse arvutamine ja vdljendamine

Kodulindude segas6oda energiasisaldus tuleb arvutada teatavate soodas sisalduvate analiiiitiliste koostisosade
protsendiméidra pohjal vastavalt jargmisele valemile. Energiasisaldus véljendatakse ainevahetuses tekkiva energiana (ME)
(lammastiku suhtes korrigeerituna) megadzaulides (M]) segasooda kilogrammi kohta:

Ainevahetuses tekkiv energia (MJ/kg) = 0,1551 x kogu valgu protsent + 0,3431 x kogu rasva protsent + 0,1669 x
tarklise protsent + 0,1301 x sahharoosina viljendatud tildsuhkru protsent
2. Avaldatud viirtuse lubatud hilbed

Kui ametlikul kontrollimisel ilmneb erinevus (s66da energiasisaldus on suurem vdi vdiksem) kontrollitulemuste ja
avaldatud energiasisalduse vahel, on ainevahetuses tekkiva energia lubatud hilve 0,4 MJ/kg.

3. Tulemuste viljendamine

Eespool esitatud valemit kasutades saadud tulemus tuleb esitada ithe kiimnendkoha tipsusega.

4. Proovivotu- ja analiiisimeetodid

Proovid tuleb segasoodast votta ja arvutusmeetodis mérgitud analiiiitiliste koostisosade sisaldus tuleb kindlaks maarata
vastavalt sooda ametlikuks kontrolliks ettendhtud liidu proovivotu- ja analiiiisimeetoditele.

Kasutatakse jargmisi meetodeid:
— kogu rasvasisalduse madramiseks: III lisa G osas sitestatud meetod B toordli- ja -rasvasisalduse maaramiseks;

— térklisesisalduse maaramiseks: III lisa K osas sdtestatud polarimeetriline meetod.

SOODAMATERJALI NING KASSIDE JA KOERTE SEGASOODA ENERGIAVAARTUSE ARVUTAMISE MEETOD

Soodamaterjali ning kasside ja koerte segasooda energiavddrtust tuleb arvutada vastavalt standardile EN 16967
,Loomasd6t: proovivotu- ja analiiiisimeetodid — Prognostilised vorrandid ainevahetuses tekkiva energia arvutamiseks
soodamaterjalis ning kasside ja koerte segasoodas (lemmikloomatoit), sh dieettoidus”.
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