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KOMISSION TAYTANTOONPANOASETUS (EU) 2024771,
annettu 29 piivini helmikuuta 2024,

niytteenotto- ja mairitysmenetelmisti rehujen virallista valvontaa varten annetun asetuksen (EY)
N:o 152/2009 muuttamisesta

(ETA:n kannalta merkityksellinen teksti)

EUROOPAN KOMISSIO, joka
ottaa huomioon Euroopan unionin toiminnasta tehdyn sopimuksen,

ottaa huomioon virallisesta valvonnasta ja muista virallisista toimista, jotka suoritetaan elintarvike- ja rehulainsdddannon ja
eldinten terveyttd ja hyvinvointia, kasvien terveyttd ja kasvinsuojeluaineita koskevien sddntojen soveltamisen
varmistamiseksi, sekd Euroopan parlamentin ja neuvoston asetusten (EY) N:o 999/2001, (EY) N:o 396/2005, (EY)
N:o 1069/2009, (EY) N:o 1107/2009, (EU) Nio 1151/2012, (EU) Nio 652/2014, (EU) 2016/429 ja (EU) 2016/2031,
neuvoston asetusten (EY) N:o 1/2005 ja (EY) N:o 1099/2009 ja neuvoston direktiivien 98/58/EY, 1999/74/EY,
2007/43/EY, 2008/119/EY ja 2008/120/EY muuttamisesta ja Euroopan parlamentin ja neuvoston asetusten (EY)
N:o 854/2004 ja (EY) N:o 882/2004, neuvoston direktiivien 89/608/ETY, 89/662/ETY, 90/425/ETY, 91/496/ETY,
96/23[EY, 96/93[EY ja 97/78/EY ja neuvoston pddtoksen 92[438/ETY kumoamisesta 15 piivind maaliskuuta 2017
annetun Euroopan parlamentin ja neuvoston asetuksen (EU) 2017/625 (') (virallista valvontaa koskeva asetus) ja erityisesti
sen 34 artiklan 6 kohdan,

sekd katsoo seuraavaa:

(1)  Komission asetuksessa (EY) N:o 152/2009 (3 vahvistetaan nédytteenotto- ja mairitysmenetelmit rehujen virallista
valvontaa varten.

(2)  Asetuksessa (EY) N:o 152/2009 vahvistettuja ndytteenotto- ja médritysmenetelmid olisi mukautettava tieteellisen ja
teknisen tietimyksen kehityksen perusteella. Tilld asetuksella olisi tehtdvd useita pienid muutoksia, joilla otetaan
huomioon méiritysmenetelmin soveltamisesta saadut kokemukset tai selvennetddn tiettyjd sddnnoksid.

(3)  Asetuksessa (EY) N:o 152/2009 kuvattu niytteenottomenetelmi ei sovellu naytteenottoon mikrobiologisen
saastumisen valvontaa varten, minkd vuoksi se ei kuulu soveltamisalaan. Komission asetuksella (EU)
N:o 691/2013 () tehdyn muutoksen jilkeen sitd ei kuitenkaan ole endd nimenomaisesti jitetty soveltamisalan
ulkopuolelle, mikd on aiheuttanut epivarmuutta, ja timan vuoksi on aiheellista jattdd se jilleen nimenomaisesti
soveltamisalan ulkopuolelle.

(4)  On aiheellista ottaa kdyttoon erityissddnnoksid sellaisen rehun ndytteenoton osalta, jota rehualan toimijat tarjoavat
myyntiin etdviestintdvalineiden vilitykselld, koska rehun myynti etdviestintavalineiden valitykselld on kasvussa.
Niiden sdannosten lisdksi, jotka koskevat mittausepdvarmuutta ja saantoa haitallisten aineiden mdadrityksessd,
vastaavia saannoksid olisi otettava kdytt66n myos rehun lisdaineiden pitoisuuden analysoimisessa, koska kyseiset
sdannokset ovat merkityksellisid myos tdssd tapauksessa. Koska on ndyttod siitd, ettd urean madritysmenetelman
kaytto muuhun tarkoitukseen kuin urean kaytt6d rehun lisdaineena koskevan hyviksynnin soveltamisalaan tuottaa
virheellisid analyysituloksia, olisi tismennettivd kyseisen menetelmin soveltamisala ja lisdttdvd tiedot menetelmin
arvioinnista ja laboratorioiden vilisen tutkimuksen tuloksista.

(5)  Useat asetuksessa (EY) N:o 152/2009 vahvistetut maaritysmenetelmit olisi poistettava, koska ne eivit enda sovellu
tarkoitukseensa. Haihtuvien typpipitoisten emisten méiritysmenetelmi ja karbonaattien maaritysmenetelmad olisi
poistettava, koska unionin rehulainsdddannossd ei endé edellytetd vaatimustenmukaisuuden valvontaa. Diklatsuriilin
nykyisessd maaritysmenetelmassd on muotoiluvirheiti, joten se ei tuota luotettavia méddritystuloksia. Sen vuoksi se
olisi korvattava mukautetulla menetelmalld, jonka on osoitettu tuottavan luotettavia tuloksia. Uudet vapaan
gossypolin ja kokonaisgossypolin mdiritysmenetelmit ovat antaneet ndytt6d siitd, ettd asetuksessa (EY) N:o

() EUVLL95,7.42017,s. 1.

() Komission asetus (EY) N:o 152/2009, annettu 27 pdivind tammikuuta 2009, ndytteenotto- ja médritysmenetelmistd rehujen virallista
valvontaa varten (EUVL L 54, 26.2.2009, s. 1).

() Komission asetus (EU) N:o 691/2013, annettu 19 pdivind heindkuuta 2013, asetuksen (EY) N:o 152/2009 muuttamisesta
nidytteenotto- ja maaritysmenetelmien osalta (EUVL L 197, 20.7.2013, 5. 1).
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152/2009 vahvistettu vapaan gossypolin ja kokonaisgossypolin mairitysmenetelmi ei tuota luotettavia tuloksia,
minkd vuoksi se olisi poistettava ja korvattava viittauksella eurooppalaisiin standardeihin (EN-standardit).
Médritysmenetelmit sellaisten laittomien lisdaineiden osoittamiseksi, jotka eivit endd ole sallittuja rehuissa, olisi
poistettava, koska sittemmin on kehitetty herkempia seulontatapoja ja maaritysmenetelmia.

Tamin asetuksen liitteissd kuvattujen maaritysmenetelmien lisaksi olisi viitattava virallisessa valvonnassa kiytettaviin
EN-standardeihin.

Komission tdytintoonpanoasetuksella (EU) 2021/2047 (*) on hyviksytty uusi rehun lisdaine amprolium, joten
asetuksen (EY) N:o 152/2009 liitteeseen IV olisi lisattdvd maaritysmenetelma amproliumin maarittdmiseksi.

Koska asetukseen (EY) N:o 152/2009 tehtdvit muutokset ovat merkittavid ja liittyvat useisiin sen liitteissd oleviin
saannoksiin, on selkeyden vuoksi aiheellista korvata kyseiset liitteet kokonaisuudessaan.

Téssd asetuksessa sdddetyt toimenpiteet ovat pysyvdn kasvi-, eldin-, elintarvike- ja rehukomitean lausunnon
mukaiset,

ON HYVAKSYNYT TAMAN ASETUKSEN:

1 artikla

Asetuksen (EY) N:o 152/2009 muuttaminen

Muutetaan asetus (EY) N:o 152/2009 seuraavasti:

1)

Korvataan 1 artiklan ensimmdinen kohta seuraavasti:

"Rehujen virallisessa valvonnassa suoritettava ndytteenotto, erityisesti rehun sisiltimien ainesosien, mukaan lukien
ainekset, jotka sisiltivit muuntogeenisii organismeja (GMO) tai koostuvat tai on valmistettu niistd, Euroopan
parlamentin ja neuvoston asetuksessa (EY) N:o 1831/2003 (¥) maddriteltyjen rehun lisdaineiden ja Euroopan
parlamentin ja neuvoston direktiivissdi 2002/32/EY (**) maddriteltyjen haitallisten aineiden médrittimiseksi, on

suoritettava liitteessd I vahvistettujen menetelmien mukaisesti, lukuun ottamatta ndytteenottoa mikrobiologisen
saastumisen valvontaa varten.

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

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

Korvataan liite I timin asetuksen liitteessa I olevalla tekstilla.

Korvataan liite II timin asetuksen liitteessi Il olevalla tekstilla.

Korvataan liite III timin asetuksen liitteessa Il olevalla tekstilla.

Korvataan liite IV timin asetuksen liitteessd IV olevalla tekstilla.

Korvataan liite V timin asetuksen liitteessd V olevalla tekstilld.

Korvataan liite VII timin asetuksen liitteessd VI olevalla tekstilld.

Kumotaan liite VIIL.

Komission tdytintd6énpanoasetus (EU) 2021/2047, annettu 23 pdivind marraskuuta 2021, amproliumhydrokloridin (COXAM)
hyviksymisestd broilerien ja kananuorikoiden rehun lisdaineena (hyvaksynnan haltija HuvePharma NV) (EUVL L 418, 24.11.2021,
s. 13).
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2 artikla
Voimaantulo

T4mad asetus tulee voimaan kahdentenakymmenentend pdivini sen jalkeen, kun se on julkaistu Euroopan unionin virallisessa
lehdessd.

Tamid asetus on kaikilta osiltaan velvoittava, ja sitd sovelletaan sellaisenaan kaikissa
jasenvaltioissa.

Tehty Brysselissd 29 pdivand helmikuuta 2024.

Komission puolesta
Puheenjohtaja
Ursula VON DER LEYEN
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LITEI

"LIITE I

NAYTTEENOTTOMENETELMAT

1. TARKOITUS JA SOVELTAMISALA

Rehujen virallisessa valvonnassa kiytettdvit ndytteet on otettava seuraavassa esitettyjen menetelmien mukaisesti.
Niin saatujen ndytteiden katsotaan edustavan koko tutkittavaa erda.

Edustavan ndytteenoton tarkoituksena on ottaa erédstd pieni osaerd siten, ettd osaerdstd madritettavi tekijd edustaa
keskimadriisesti koko tutkittavaa rehuerad. Erdstd tulee ottaa osandytteitd kauttaaltaan useista kohdista erdd. Nama
osandytteet yhdistetddn sekoittamalla kokoomandytteeksi, josta muodostetaan edustavan jakomenettelyn avulla
erdd edustavat lopulliset naytteet.

Jos rehuerin visuaalisessa tarkastuksessa tai muun asiaankuuluvan tiedon perusteella todetaan, ettd néytteenoton
kohteena oleva rehuerdn osa eroaa laadultaan muusta rehusta niin se késitellddn erillisend osaerdna. Jos rehua ei
ole mahdollista jakaa erillisiin osaeriin, sitd kasitelldan yhteni erdna. Talloin asia mainitaan néytteenottoraportissa.

Jos todetaan, ettd rehu, josta on otettu néytteet tdimdan asetuksen sadnnosten mukaisesti, ei tdytd EU:n vaatimuksia
ja kyseinen rehu on osa samaan luokkaan kuuluvaa tai samaa kuvausta vastaavaa rehuerii, on oletettava, ettd
timd sdddostenvastaisuus koskee koko rehuerid, ellei yksityiskohtaisesta arvioinnista ilmene, ettd ei ole mitdin
ndyttod siitd, ettd loppuosa erdstd ei tayttdisi EU:n vaatimuksia.

Niytteenotto voi koskea myos rehua, jota rehualan toimijat tarjoavat myytaviksi etaviestintavilineiden vilitykselld
Euroopan parlamentin ja neuvoston asetuksen (EY) N:o 767/2009 (') 11 artiklan 3 kohdan mukaisesti. Etdviestin-
tavalineiden vilitykselld myytaviksi tarjottavan rehun niytteenottoon sovelletaan periaatteessa tissd liitteessd
vahvistettuja kohtia. Etimyyntindytteiden niytteenottoa koskevat erityisnakokohdat kuvataan 11 kohdassa.

2. MAARITELMAT

— Erd: tunnistettava madrd rehua, jolla on maddritetty olevan yhteisid ominaisuuksia kuten alkuperd, lajike,
pakkaustapa, pakkaaja, ldhettdja tai pakkausmerkinnit, jos kyse on tuotantoprosessista, yksittdisessd
laitoksessa samoja tuotantoparametreja kéyttden tuotettu tuotantoeri tai useita tillaisia tuotantoerid, jos ne on
tuotettu yhtdjaksoisesti ja varastoidaan yhdessa.

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

— Sinetdity ndyte: ndyte, joka on sinetoity siten, ettei ndytteeseen paase kasiksi rikkomatta tai poistamatta sinettia.
— Osandyte: maird, joka on otettu tutkittavan erdn yhdesti kohdasta.

— Kokoomandyte: tutkittavan erdn eri kohdista otetuista osandytteistd muodostettu yhteisnayte.

— Supistettu niyte: kokoomanéytteen osa, joka on saatu kokoomandytteestd edustavasti supistamalla.

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

— Laboratorionéyte: laboratoriolle tarkoitettu néyte (laboratorion vastaanottama néyte), joka voi olla lopullinen
ndyte, supistettu ndyte tai kokoomanayte.

— Etdmyyntindyte: ndyte etdviestintdvilineilld myytavaksi tarjottavasta rehuerésta.

(!) Euroopan parlamentin ja neuvoston asetus (EY) N:o 767/2009, annettu 13 paivind heindkuuta 2009, rehun markkinoille saattamisesta
ja kaytostd, Euroopan parlamentin ja neuvoston asetuksen (EY) N:o 1831/2003 muuttamisesta sekd neuvoston direktiivin 79/373/ETY,
komission direktiivin 80/511/ETY, neuvoston direktiivien 82/471/ETY, 83/228/ETY, 93/74/ETY, 93/113/EY ja 96/25/EY ja komission
padtoksen 2004/217/EY kumoamisesta (EUVL L 229, 1.9.2009, s. 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

YLEISET SAANNOKSET
— Niytteitd ottavat toimivaltaisen viranomaisen tdhdn tehtdvddn valtuuttamat henkil6t.

— Etdmyyntindytettd varten toimivaltainen viranomainen pyytdd rehualan toimijalta tietyn mdirdn rehua
etiviestintdvalineiden valityksell.

— Niyte on sinetditdvi siten, ettei ndytteeseen padse kasiksi rikkomatta tai poistamatta sinettia.
Sinetin merkin olisi oltava selvisti tunnistettavissa ja selvisti nakyvilla.

— Niytteen tunnistaminen: ndyte on merkittdva pysyvisti ja siten, ettd yhteys naytteenottopoytakirjaan on selva.

— Kustakin kokoomandytteestd tai supistetusta ndytteestd otetaan seuraavat lopulliset ndytteet: yksi valvontaa
(valvontatoimenpiteitd) varten ja yksi rehualan toimijaa varten (oikeuksien suojaamiseen tarkoitettu ndyte).
Niiden lisdksi yksi lopullinen néyte voidaan ottaa vertailuniytteeksi. Jos kokoomaniyte homogenoidaan
kokonaisuudessaan, niin lopulliset niytteet otetaan homogenoidusta kokoomaniytteestd edellyttden, ettd
tallainen menettely on jisenvaltiossa noudatettavien rehualan toimijoiden oikeuksia koskevien sidntdjen

mukainen.

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

— annettava toimivaltaisen viranomaisen henkilostolle péidsy toimijoiden valvonnassa oleviin laitteisiin,
mukaan lukien mahdollisuus asianmukaisten ndytteenottovilineiden ja henkilosuojainten kayttoon;

— avustettava toimivaltaisen viranomaisen henkilostod ndytteenoton mahdollistamiseksi, mukaan lukien
rehun asettaminen toimivaltaisen viranomaisen henkil9ston saataville.

VALINEISTO

Niytteenottovilineiden on oltava valmistettu materiaaleista, jotka eivit aiheuta kontaminaatiota tuotteista
otettuihin ndytteisiin. Vilineiden, joita kdytetddn useita kertoja, tulee olla ristiinkontaminaation valttimiseksi
helppoja puhdistaa.

Kiinteiden rehujen niytteenottoon suositellut vilineet
Manuaalinen ndytteenotto
Tasapohjainen ndytteenottokauha, jossa on pystysuorat sivuseindmat.

Naytteenottokaira, jossa on pitkd ura tai osastoja. Kairan mittojen on oltava oikeassa suhteessa tutkittavaan erdin
(esim. sdilién syvyys, sikin mitat) sekd rehun rackokoon.

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

Mekaaninen néytteenotto

Asianmukaista mekaanista laitetta voidaan kiyttdd otettaessa néytteitd liikkeessd olevasta rehueristd. Mekaanista
laitetta pidetddn asianmukaisena, kun ndytettd otetaan ainakin litkkeessd olevan rehun koko kerrostumasta.

Rehun ollessa liikkeessd (voimakkaasti virtaavana) rehuerdn ndytteenotossa voidaan kiyttdd automaattisia
ndytteenkeradjid.
Niytteenjakolaite

Supistettujen ndytteiden valmistukseen edustavasti olisi kéytettdvi laitetta, joka on suunniteltu jakamaan ndyte
suunnilleen yhtd suuriin osiin, jos se on mahdollista ja asianmukaista.
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5.

5.1

OSANAYTTEIDEN LUKUMAARAA KOSKEVAT MAARALLISET VAATIMUKSET

— Osandytteiden lukumairad koskevia 5.1 ja 5.2 kohdan maarallisid vaatimuksia sovelletaan tutkittaviin eriin,
joiden koko on enintddn 500 tonnia ja joista voidaan ottaa niyte edustavasti. Kuvattu néytteenottomenettely
pitee my0s rehumdiriin, jotka ovat suurempia kuin tutkittavalle erille maaritty enimmadiskoko edellyttden,
ettd jaljempdnd 5.1.1, 5.1.3 ja 5.1.5 kohdan taulukoissa esitetty osandytteiden enimmiismadrd jitetddn
huomiotta ja osandytteiden lukumidrd mddritetdin menettelyn asianomaisessa osassa (katso 5.3 kohta)
annetulla nelidjuurikaavalla ja kokoomandytteen vihimmiiskokoa korotetaan suhteessa tarkastettavaan
rehumdirddn. TAmd ei estd suuren rehuerdn jakamista pienempiin osaeriin, joista kustakin otetaan ndytteet
5.1 ja 5.2 kohdassa kuvatun menettelyn mukaisesti.

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

— Hyvin suuriin eriin tai osaeriin (> 500 tonnia) sekd eriin, jotka kuljetetaan tai varastoidaan siten, ettd
ndytteenottoa ei voida suorittaa timin kohdan 5.1 ja 5.2 kohdassa esitetyn niytteenottomenettelyn
mukaisesti, sovelletaan 5.3 kohdan mukaista niytteenottomenettelya.

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

— Jos lainsddadidnnossd edellytetdin, ettd rehualan toimija noudattaa titd asetusta pakollisen laadunvarmistusme-
nettelynsi puitteissa, rehualan toimija voi toiminnallisia ominaisuuksia huomioon ottaakseen poiketa tissi
kohdassa sdddetyistd mdaarallisistd vaatimuksista, jos rehualan toimija on toimivaltaista viranomaista
tyydyttavalli tavalla osoittanut ndytteenottomenettelyn vastaavuuden edustavuuden osalta ja jos
toimivaltainen viranomainen on antanut sithen luvan.

— Jos edelld kuvattua naytteenottomenetelmai ei poikkeustapauksissa ole mahdollista mairallisten vaatimusten
osalta soveltaa ilman erille aiheutuvaa kaupallista vahinkoa (esimerkiksi pakkausmuotojen tai kuljetus- tai
varastointitapojen vuoksi), joka ei ole hyviksyttivissd, voidaan soveltaa vaihtoehtoista ndytteenottome-
netelmai edellyttien, ettd se on mahdollisimman edustava sekd tarkkaan kuvattu ja dokumentoitu.

Osandytteitd koskevat miirilliset vaatimukset sellaisten aineiden tai tuotteiden valvonnan osalta, jotka
ovat tasaisesti jakautuneina rehussa

Kiinted irtorehu

Tutkittavan erdn koko Pienin vaadittu osandytteiden lukuméara
< 2,5 tonnia 7
>2,5 tonnia V(20 x tutkittavan erin tonnimiard) (*), kuitenkin enintiin 40
osandytettad

(*) Jos saatu luku ei ole kokonaisluku, se pyoristetdan ylospdin lahimpéin kokonaislukuun.

Nestemdinen irtorehu

Tutkittavan erdn koko Pienin vaadittu osandytteiden lukumaird
< 2,5 tonnia tai < 2 500 litraa 4"
> 2,5 tonnia tai > 2 500 litraa 7 (%)

(*) Jos nestettd ei saada homogeeniseksi, osanéytteiden lukumairad on korotettava.
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5.2

Pakattu rehu

Rehu (kiinted ja nestemdinen) voidaan pakata pusseihin, sikkeihin, t6lkkeihin, tynnyreihin jne., joihin viitataan
seuraavassa taulukossa yksikkoind. Ndytteet suurista yksikoistd (> 500 kiloa tai litraa) on otettava irtorehua
koskevien sddnnosten mukaisesti (katso 5.1.1 ja 5.1.2 kohta).

Pienin vaadittu yksikoiden lukumdird, joista on otettava (vdhintddn) yksi

Tutkittavan erdn koko L
osandyte (*)

1-20 yksikkod 1 yksikko (**)

21-150 yksikkod 3 yksikkod (*¥)

151-400 yksikkod 5 yksikkoi (%)

> 400 yksikkoa Vi sellaisten yksikoiden V lukumdiristd, joista tutkittava erd

koostuu (***), kuitenkin enintddn 40 yksikk6d

() Jos yksikon avaaminen saattaa vaikuttaa analyysiin (esim. herkdsti pilaantuvat kosteat rehut), osandyte on avaamaton
yksikko.

(**)  Jos yksikon sisdllon paino on enintéén 1 kilo tai yksi litra, osandyte on yhden alkuperdisyksikon sisalto.

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

Rehukakut ja nuolukivet

Ndyte on otettava vihintddn yhdestd rehukakusta tai yhdestd nuolukivesti tutkittavan erdn jokaista 25:td yksikkod
kohti, kuitenkin enintiin 4 rehukakusta tai nuolukivesta.

Jos rehukakun tai nuolukiven paino on enintddn yksi kilo, osanéyte on yhden rehukakun tai yhden nuolukiven
sisalto.

Karkearehu/nurmirehu
Tutkittavan erdn koko Pienin vaadittu osandytteiden lukumdiird (¥)
< 5 tonnia 5
> 5 tonnia V (5 x tutkittavan erdn tonniméird) (**) , kuitenkin enintidn 40
osandytettad

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

(**) Jos saatu luku ei ole kokonaisluku, se pydristetddn ylospiin lihimpain kokonaislukuun.

Osandytteitd koskevat miirilliset vaatimukset sellaisten ainesosien tai aineiden valvonnan osalta, jotka
todennikoisesti ovat epitasaisesti jakautuneina rehussa

Niitd osandytteitd koskevia madrallisid vaatimuksia kaytetddn seuraavissa tilanteissa:

— rehuaineiden sisdltimien aflatoksiinien, torajyvdn, muiden mykotoksiinien ja haitallisten kasviperdisten
epapuhtauksien valvonta

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

Jos valvontaviranomaisella on vahva epiilys siité, ettd tillaista epétasaista jakautumista tapahtuu myos rehuseoksen
sisiltdmdn ainesosan tai aineen ristikontaminaatiotapauksessa, voidaan soveltaa seuraavassa taulukossa olevia
médrallisid vaatimuksia.
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Tutkittavan erdn koko Pienin vaadittu osandytteiden lukumaird

< 80 tonnia Katso 5.1 kohdan madirilliset vaatimukset. Otettavien
osandytteiden lukumaird on kerrottava 2,5:114.

> 80 tonnia 100

5.3 Osandytteitd koskevat miirilliset vaatimukset hyvin suurten erien osalta

Jos kyseessi ovat suuret tutkittavat erit (tutkittavat erdt > 500 tonnia), otettavien osandytteiden lukumdaird = 40
osandytettd + Vtonnimairi sellaisten aineiden tai tuotteiden valvonnan osalta, jotka ovat tasaisesti jakautuneina
rehussa, tai 100 osandytettd + Vtonnimiiri sellaisten ainesosien tai aineiden valvonnan osalta, jotka ovat
todennikoisesti epdtasaisesti jakautuneina rehussa.

6. KOKOOMANAYTETTA KOSKEVAT MAARALLISET VAATIMUKSET

Tutkittavaa erdd kohti riittad yksi kokoomandyte.

Rehujen tyyppi Kokoomaniytteen vihimmiiskoko (*) (%)
6.1 Irtorehu 4kg
6.2 Pakattu rehu 4 kg (")
6.3 Nestemdinen tai puolijuokseva rehu 4 litraa
6.4 Rehukakut ja nuolukivet:
6.4.1 yksikkopaino yli 1 kg 4 kg
6.4.2 yksikkopaino enintddn 1 kg nel.jé'm alkuperdisen rehukakun tai nuolukiven
paino
6.5 Karkearehu/nurmirehu 4 kg (¥***)

(*)  Jos néytteenoton kohteena oleva rehu on arvokasta, kokoomandytteen méird voi olla pienempi, jos asia kuvataan ja
dokumentoidaan ndytteenottopdytikirjassa.

(**)  Rehun virallisessa valvonnassa kdytettdvistd ndytteenotto- ja maaritysmenetelmista tutkittaessa sellaisen muuntogeenisen
aineksen esiintymistd, jota koskeva lupamenettely on kesken tai jonka lupa ei ole endd voimassa, 24 piivind kesakuuta
2011 annetun komission asetuksen (EU) N:o 619/2011 (EUVL L 166, 25.6.2011, s. 9) sddnndsten mukaisesti
muuntogeenisen  aineksen  esiintymisen valvomiseksi otetussa kokoomandytteessi on oltava vidhintddn
35 000 siementd/jyvdd. Ndin ollen maissin osalta kokoomandytteen koon on oltava vahintdin 10,5 kg ja sojjapavun
osalta 7 kg. Muiden siementen ja jyvien, kuten ohran, hirssin, kauran, riisin, rukiin ja vehnin sekd rapsinsiementen
osalta 4 kg:n kokoinen kokoomaniyte vastaa yli 35 000:ta siementd/jyvaa.

(***)  Pakatun rehun osalta kokoomandytteen 4 kg:n kokoa ei ehkd ole mahdollista saavuttaa johtuen yksittdisten yksikoiden
koosta.

(****)  Jos kyse on karkearchusta tai nurmirehusta, jonka ominaistiheys on pieni (esim. hein, olki), kokoomaniytteen koon on
oltava vahintddn 1 kg.

7. LOPULLISIA NAYTTEITA KOSKEVAT MAARALLISET VAATIMUKSET

Lopulliset ndytteet

Analyysi tehddin vahintddn yhdestd lopullisesta ndytteestd. Analyysia varten valmistetun lopullisen ndytteen
madrdn on oltava vdhintdan:
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8.1

8.2

8.2.1

Kiintei rehu 500 g () (**) (*¥) (**)

Nestemdinen tai puolijuokseva rehu 500 ml (%)

*) Asetuksen (EU) N:o 619/2011 sddnnosten mukaisesti muuntogeenisen aineksen esiintymisen valvomiseksi otetussa
lopullisessa néytteessd on oltava vdhintdin 10 000 siementd/[jyvda. Néin ollen maissin osalta lopullisen ndytteen koon on
oltava vihintdan 3 000 g ja sojjapavun osalta 2 000 g. Muiden siementen ja jyvien, kuten ohran, hirssin, kauran, riisin,
rukiin ja vehnin sekd rapsinsiementen osalta 500 g:n kokoinen lopullinen néyte vastaa yli 10 000:ta siementd/jyvaa.

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

(***)  Jos niytteet otetaan palkokasveista, viljanjyvistd ja pahkinoistd torjunta-ainejddmien mddrittelemiseksi, lopullisen
ndytteen on oltava vihintddn 1 kg komission direktiivin 2002/63/EY, annettu 11 péivind heindkuuta 2002, yhteison
ndytteenottomenettelyisti kasvi- ja eldinperdisten tuotteiden torjunta-ainejddmien virallisessa tarkastuksessa ja
direktiivin 79/700/ETY kumoamisesta (EYVL L 187, 16.7.2002, s. 30), sddnndsten mukaisesti.

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

NAYTTEENOTTOMENETELAMAA ERITTAIN SUURIA ERI[} TAI SELLAISIA ERIA VARTEN, JOTKA VARASTOIDAAN TAI
KULJETETAAN SITEN, ETTA NAYTTEENOTTO KOKO ERASTA EI OLE TOTEUTETTAVISSA

Yleiset periaatteet

Jos erdn kuljetus- tai varastointitapa on sellainen, ettei osandytettd voida ottaa koko erdsti, suositetaan ndytteenotto
tehtdviksi silloin kuin rehuera on litkkeessa.

Jos kyse on suurista rehun varastointiin tarkoitetuista varastoista, toimijoita olisi rohkaistava asentamaan varastoon
sellaiset laitteet, joilla on mahdollista ottaa naytteet (koneellinen ndytteenottolaite) koko varastoidusta erdsta.

Jos sovelletaan tdssd kohdassa sdddettyjd ndytteenottomenettelyjd, rehualan toimijalle tai sen edustajalle on
ilmoitettava ndytteenottomenettelystd. Jos rehualan toimija tai sen edustaja kyseenalaistaa timan néytteenottome-
nettelyn, rehualan toimijan tai sen edustajan on annettava toimivaltaiselle viranomaiselle mahdollisuus ottaa
ndytteet koko erdstd toimijan kustannuksella.

Laivalla kuljetettavat suuret erit

Dynaaminen ndytteenotto laivalla kuljetettavista suurista eristd

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

Niytteenotto suoritetaan lastiruumakohtaisesti (yksikko, joka voidaan erottaa fyysisesti). Lastiruumat tyhjennetdan
kuitenkin osittain yksi toisensa jilkeen siten, ettd alkuperdinen fyysinen erottelu ei enda varastotiloihin siirron
jilkeen ole voimassa. Naytteenotto voidaan sen vuoksi suorittaa alkuperiisen fyysisen erottamisen mukaan tai
varastotiloihin siirron jilkeisen erottamisen mukaan.

Laivan lastin purku voi kestdd useita piivid. Ndytteenotto on yleensd suoritettava sddnn6llisin viliajoin koko
purkamisen keston ajan. Virallisen tarkastajan lisndolo ndytteenotossa koko purkamisen keston ajan ei kuitenkaan
vilttdmattd aina ole toteutettavissa tai tarkoituksenmukaista. Naytteet voidaan sen vuoksi ottaa koko erdn osasta
(tutkittava erd). Osandytteiden lukumédard maaritetdan tutkittavan erdn koon mukaan.

Jos ndyte otetaan osasta samaan luokkaan kuuluvaa tai samaa kuvausta vastaavaa rehuerdd ja on todettu, ettd
kyseinen erdn osa ei taytd EU:n vaatimuksia, on oletettava, ettd sama koskee koko rehuerii, ellei yksityiskohtaisesta
arvioinnista ilmene, etti ei ole mitddn ndyttoa siitd, ettd loppuosa erdsti ei tdyttdisi EU:n vaatimuksia.

Vaikka virallinen niyte otettaisiin automaattisesti, tarkastajan ldsndolo on tarpeen. Jos automaattisessa
ndytteenotossa kdytetddn kuitenkin ennalta asetettuja parametreja, joita ei voida muuttaa ndytteenoton aikana ja
jos osandytteet kerdtddn sinetityyn astiaan, joka estdd mahdolliset vddrinkaytokset, tarkastajan lisndolo vaaditaan
ainoastaan ndytteenoton alussa, aina kun astia on tarpeen vaihtaa ja ndytteenoton lopussa.
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8.2.2  Staattinen ndytteenotto laivalla kuljetettavista eristd

Jos ndytteenotossa kiytetddn staattista tapaa, on sovellettava samaa menettelyd kuin ylhéiltd késin pddstiviin
varastointitiloihin (siilot) on sdddetty kaytettavaksi (katso 8.4.1 kohta).

Niytteenotto on suoritettava erdn/lastiruuman siitd osasta, johon on paisy (yldpuolelta). Osanaytteiden lukumaira
madritetddn tutkittavan erdn koon mukaan. Jos ndyte otetaan osasta samaan luokkaan kuuluvaa tai samaa kuvausta
vastaavaa rehuerid ja on todettu, ettd kyseinen erdn osa ei tdytd EU:n vaatimuksia, on oletettava, ettd sama koskee
koko rehueri, ellei yksityiskohtaisesta arvioinnista ilmene, etté ei ole mitddn ndyttod siitd, ettd loppuosa eréstd ei
tayttdisi EU:n vaatimuksia.

8.3 Niytteenotto varastoihin sijoitetuista suurista eristi

Niytteenotto on suoritettava erén siitd osasta, johon on paisy. Osandytteiden lukumaird maaritetddn tutkittavan
erdn koon mukaan. Jos néyte otetaan osasta samaan luokkaan kuuluvaa tai samaa kuvausta vastaavaa rehuerad ja
on todettu, ettd kyseinen erdn osa ei tdytd EU:n vaatimuksia, on oletettava, ettd sama koskee koko rehuerds, ellei
yksityiskohtaisesta arvioinnista ilmene, ettd ei ole mitddn nayttod siitd, ettd loppuosa erdstd ei tdyttdisi EU:n
vaatimuksia.

8.4 Niytteenotto varastotiloista (siilot)

8.4.1  Niytteenotto siiloista, joihin on (helppo) pddsy yldpuolelta

Niytteenotto on suoritettava erdn siitd osasta, johon on paisy. Osandytteiden lukumadird maaritetddn tutkittavan
erdn koon mukaan. Jos néyte otetaan osasta samaan luokkaan kuuluvaa tai samaa kuvausta vastaavaa rehuerii ja
on todettu, ettd kyseinen erdn osa ei tdytd EU:n vaatimuksia, on oletettava, ettd sama koskee koko rehuerds, ellei
yksityiskohtaisesta arvioinnista ilmene, ettd ei ole mitddn nayttod siitd, ettd loppuosa erdstd ei tayttdisi EU:n
vaatimuksia.

8.4.2  Naytteenotto siiloista, joihin ei ole pddsyd yldapuolelta (suljetut siilot)

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

Téllaisiin siiloihin varastoiduista rehuista ei voida ottaa niytteitd staattisesti. Jos siilossa olevasta rehusta on otettava
ndyte, eikd lahetystd ole mahdollista siirtdd, on sovittava toimijan kanssa siitd, ettd toimija ilmoittaa tarkastajalle,
milloin siilo tyhjennetddn, jotta ndytteenotto voidaan suorittaa liikkkuvasta rehusta.

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

Menettelyssd ndyte otetaan kaatamalla 50-100 kilon suuruinen médrd astiaan, josta ndyte otetaan.
Kokoomandytteen koko vastaa koko erdd ja osandytteiden lukumiird on suhteessa siilosta astiaan ndytteenottoa
varten kaadettuun mdadrddn. Jos ndyte otetaan osasta samaan luokkaan kuuluvaa tai samaa kuvausta vastaavaa
rehuerédd ja on todettu, ettd kyseinen erdn osa ei tiytd EU:n vaatimuksia, on oletettava, ettd sama koskee koko
rehuerdd, ellei yksityiskohtaisesta arvioinnista ilmene, ettd ei ole mitddn ndyttod siitd, ettd loppuosa erdstd ei
tayttdisi EU:n vaatimuksia.

8.5 Niytteenotto suurissa suljetuissa siilidissd olevasta irtorehusta

Tallaisista eristd voidaan usein ottaa naytteet vain purkamisen yhteydessd. Joissakin tapauksissa, kun rehuerdn
purkua ei ole mahdollista suorittaa tuonti- ja tarkastuspaikassa, olisi néytteet otettava tillaisten siilididen purun

yhteydessa.
9. NAYTTEIDEN OTTAMISTA, VALMISTAMISTA JA PAKKAAMISTA KOSKEVAT OHJEET
9.1 Yleisti

Niytteet on otettava ja valmistettava viipymdttd noudattaen varotoimenpiteité, joilla varmistetaan, ettei tuote
muutu tai saastu. Kaikkien néytteiden kanssa kosketuksiin joutuvien vilineiden, pintojen ja séilididen on oltava
puhtaita ja kuivia.
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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

Osandytteet

Osandytteet on otettava satunnaisesti ja tasaisesti kaikkialta koko tutkittavasta erdstd, ja niiden on oltava
suunnilleen samansuuruisia.

Osaniytteen koon on oltava vihintddn 100 grammaa tai karkearehun/nurmirehun tapauksessa vihintdan 25
grammaa johtuen tallaisen rehun pienestd ominaistiheydesta.

Jos 8 kohdassa vahvistetun ndytteenottomenettelyn sddntdjen mukaisesti on otettava alle 40 osandytettd, niin
osandytteiden koon on oltava suhteessa vaadittuun kokoomaniytteen vihimmaiskokoon (katso 6 kohta).

Jos kyse on pakattujen rehujen ndytteenotosta pienisti eristd, jolloin maaréllisten vaatimusten mukaan on otettava
rajallinen maird osandytteitd, osandyte on yhden alkuperiisen yksikon sisdltd, joka ei ylitd yhti kiloa tai yhti litraa.

Jos kyse on pakattujen rehujen néytteenotosta pienistd yksikoistd (esim. < 250 g), niin osandytteen koko riippuu
yksikon koosta.

Jos kyse on etimyyntindytteistd, osandytteen koko riippuu yksikon koosta ja voi yksittdisissd tapauksissa olla
pienempi kuin 100 g tai 100 ml.

Irtorehu

Niytteenotto voidaan tarvittaessa tehdd rehuerdd siirrettdessd (lastauksen tai purkamisen yhteydessd).

Pakattu rehu

Kun 5 kohdan mukainen lukumaird yksikoitd on valittu ndytteenottoa varten, kunkin yksikon sisillostd otetaan
osa kairaa tai kauhaa kdyttden. Tarvittaessa ndytteet otetaan vasta, kun yksikot on erikseen tyhjennetty.

Hormogeeniset ja homogenoituvat nestemdiset tai puolijuoksevat rehut

Kun 5 kohdan mukainen lukumdird yksikoitd on valittu néytteenottoa varten, sisiltd on tarvittaessa
homogenoitava ja vaadittava madra naytettd otettava kustakin yksikosta.

Osandytteet voidaan ottaa myds sisdltod tyhjennettdessa.

Nestemdiset tai puolijuoksevat rehut, joita ei voi homogenoida

Kun 5 kohdan mukainen lukumiird yksikoitd on valittu ndytteenottoa varten, on ndytettd otettava rehun eri
kerroksista.

Osandytteet voidaan ottaa myo0s sisdltod tyhjennettdessd, kuitenkin siten, ettd ensimmdisid fraktioita ei oteta
talteen.

Kummassakin tapauksessa niytteen kokonaismédarin on oltava vihintddn 10 litraa.

Rehukakut ja nuolukivet

Kun 5 kohdan mukainen lukumairad rehukakkuja tai nuolukivid on valittu néytteenottoa varten, niin jokaisesta
kakusta tai kivestd voidaan ottaa pala. Jos epdillddn, ettd rehukakku tai nuolukivi on epizhomogeeninen, ndytteeksi
voidaan ottaa koko rehukakku tai nuolukivi.

Jos rehukakun tai nuolukiven paino on enintddn yksi kilo, osandyte on yhden rehukakun tai yhden nuolukiven
sisdlto.

Kokoomaniytteen koostaminen

Kokoomaniyte muodostetaan sekoittamalla osaniytteet keskendan.

Lopullisen niytteen valmistaminen

Kokoomandytteen sisdltimi niytemateriaali on sekoitettava huolellisesti (2).

(%) Kaikki kokkareet on hienonnettava (tarvittaessa ottamalla ne erilleen ndytteesté ja panemalla ne hienonnettuna néytteeseen takaisin).
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Kukin néyte laitetaan asianmukaiseen siilioon/astiaan. On toteutettava kaikki tarvittavat varotoimenpiteet, jotta
viltetddn ndytteen koostumuksen muuttuminen, saastuminen tai turmeltuminen kuljetuksen tai varastoinnin
aikana.

9.4.1 Tasaisesti jakautuneet aineet

Jos kyse on rehuun tasaisesti jakautuneiden ainesosien tai aineiden valvonnasta, kokoomaniyte voidaan edustavasti
supistaa vdhintddn 2,0 kiloon tai 2,0 litraan (supistettu ndyte) (°) ensisijaisesti kdyttdmalld joko koneellista tai
automaattista ndytteenjakolaitetta. Jos valvotaan torjunta-ainejddmien esiintymistd palkokasveissa, viljanjyvissi ja
pahkindissd, supistetun néytteen vihimmaiskoko on 3 kiloa. Jos rehutyyppi on sellaista, ettd niytteenjakolaitetta
ei voida kdyttid tai laitetta ei ole kéytettdvissd, ndyte voidaan supistaa neljannesmenetelmalla.

Kokoomandytteestd tai supistetuista ndytteistd otetaan sen jilkeen lopulliset néytteet (valvontaa, oikeussuojaa ja
mahdollisesti vertaamista varten), jotka ovat likimddrin saman kokoisia ja tdyttavdt 7 kohdassa vahvistetut
madrélliset vaatimukset.

9.4.2  Epdtasaisesti jakautuneet aineet

Jos kyse on sellaisten ainesosien, muuntogeeninen aines mukaan lukien, tai aineiden valvonnasta, jotka ovat
todennidkoisesti epdtasaisesti jakautuneina rehussa, kokoomandytteen on oltava:

i) tdydellisesti homogenoitu. Homogenoidusta kokoomaniytteestd otetaan sen jilkeen lopulliset ndytteet
(valvontaa, oikeussuojaa ja mahdollisesti vertaamista varten), jotka ovat likimaarin saman kokoisia ja tayttavat
7 kohdassa vahvistetut mairilliset vaatimukset. tai

i) supistettu vdhintddn 2 kiloksi tai 2 litraksi () kdyttimélld mekaanista tai automaattista niytteenjakolaitetta.
Vain siind tapauksessa, ettd rehutyyppi on sellainen, ettei niytteenjakolaitetta voida kdyttdd, ndyte voidaan
tarvittaessa supistaa neljinnesmenetelmalld. Asetuksen (EU) N:o 619/2011 puitteissa suoritettavan
muuntogeenisen aineksen esiintymisen valvontaa varten supistetussa ndytteessd on oltava vahintddn 35000
siementi/jyvdd, jotta olisi mahdollista ottaa vihintdan 10 000 siemenen/jyvin lopulliset ndytteet valvontatoi
menpiteitd, oikeussuojaa ja mahdollisesti vertaamista varten (katso 6 kohdan alaviite (**) ja 7 kohdan alaviite

(*))-

Supistetusta néytteestd otetaan sen jilkeen lopulliset néytteet, jotka ovat likimaarin saman kokoisia ja tdyttavit 7
kohdassa vahvistetut méaralliset vaatimukset.

9.5 Niytteiden pakkaaminen
Sailiot tai pakkaukset sinetdidédn ja varustetaan etiketilld siten, ettei niitd voi avata vahingoittamatta sinettid. Koko

etiketin on oltava suljettu sinetilld. Vaihtoehtoisesti ndyte voidaan panna astiaan, joka voidaan sulkea siten, ettei sitd
voi avata ilman, ettd astia tai sdilio rikkoutuu pysyvisti; ndin estetddn astian tai sailion kaytto uudelleen.

9.6 Niytteiden toimittaminen laboratorioon

Niyte lahetetddn viipymattd nimettyyn viralliseen laboratorioon yhdessi analyysin suorittajan tarvitsemien tietojen
kanssa.

10. NAYTTEENOTTOPOYTAKIRJA

Jokaisesta niytteenotosta on laadittava niytteenottopoytakirja, josta jokainen tutkittava erd ja sen maird voidaan
yksiselitteisesti tunnistaa.

Niytteenottopoytikirjassa on mainittava myos mahdolliset poikkeamat tdssé asetuksessa sdddetystd ndytteenotto-
menettelysti.

Sen lisdksi, ettd niytteenottopoytikirja toimitetaan virallisen tutkimuslaboratorion saataville, se toimitetaan
rehualan toimijan saataville ja/tai rehualan toimijan nimedmaén laboratorion saataville.

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

ETAMYYNTINAYTE

— Etdmyyntindytettd varten rehu pyydetddn rehualan toimijalta etdviestintavilineiden vélitykselld. Toimivaltaisen

viranomaisen ei tdssd tapauksessa ole rehua pyydettdessd ilmoitettava rehualan toimijalle virallista henkilolli-
syyttddn, ja se voi myos kayttad valehenkilollisyytta.

Tehtdvddn valtuutetun henkilon on otettava etimyyntindytteestd kokoomanidyte ja lopulliset néytteet
vélittomasti sen jilkeen, kun ldhetys on vastaanotettu. Kokoomanéytteen valmistamiseksi on otettava riittava
médrd osandytteitd sattumanvaraisesti ja tasaisesti koko vastaanotetusta ja huolellisesti sekoitetusta/
homogenoidusta maaristd, mahdollisuuksien mukaan 5 kohdassa sekd 9.2 ja 9.3 kohdassa vahvistettujen
periaatteiden mukaisesti. Jos rehu on pakattu yksittaisiksi yksikoiksi, olisi hankittava vahintdan nelja yksikkod,
joista on otettava vihintédin yksi osandyte. Mikdli tapauskohtaisesti ilmenee, ettd hankitut yksikot ovat perdisin
eri eristd, tutkittavien yksikoiden lukumairad on vihennettivi ja rajoitettava samasta eréstd perdisin oleviin
yksikoihin. Jos kyseessd on rehuun epitasaisesti jakautuneiden ainesosien tai aineiden mddrittiminen
etimyyntindytteestd, osandytteiden lukumdirdn on oltava vihintddn 2,5 kertaa suurempi kuin rehuun
tasaisesti jakautuneiden aineiden madrittdmiseen tarvittavien ndytteiden lukumaaira.

Kokoomandytteestd otetaan sitd vastaavat lopulliset niytteet (valvontaa, oikeussuojaa ja mahdollisesti
vertaamista varten) 9.4 kohdassa vahvistettujen periaatteiden mukaisesti siind mairin kuin on mahdollista, ja
ndytteenottopoytikirjasta ilmenee, ettd ndyte on etimyyntindyte. Toimivaltainen viranomainen ilmoittaa
timdn jdlkeen vilittomisti rehualan toimijalle ndytteen ottamisesta. Rehualan toimijalle ilmoitetaan myos, ettd
toimivaltainen viranomainen sailyttds, aina kun mahdollista, yhden niytteen (oikeussuojaa varten) toimijan
saatavilla madritellyssd paikassa, tai ettd niyte on ldhetetty rehualan toimijalle tai timin nimeimdin
laboratorioon voimassa olevien kansallisten sddntojen mukaisesti.

Jos niyte lahetetddn suoraan viralliseen laboratorioon, lopullisen néytteen valmistuksen ja sinetdinnin tekevit
tihdn tehtdvadin valtuutetut henkilot tai se tehdddn tihdn tehtdvddn valtuutettujen henkiliden ldsniollessa.
Lopullisten néytteiden muodostamisen jilkeen etimyyntindytteiden ndytteenottopdytikirja on valittomasti
lahetettdvi toimivaltaiselle viranomaiselle, joka ilmoittaa rehualan toimijalle ndytteen ottamisesta.

Méirin, jonka toimivaltainen viranomainen on hankkinut rehualan toimijalta, katsotaan edustavan samaan
luokkaan kuuluvan tai samaa kuvausta vastaavan rehuerin osaa. Jos kyseinen erdn osa ei tdytdi EU:n
vaatimuksia, Euroopan parlamentin ja neuvoston asetuksen (EY) N:o 178/2002 (*) 15 artiklan mukaisesti on
oletettava — my0s etimyyntindytteen osalta —, ettd sama koskee koko rehuerds, ellei yksityiskohtaisesta
arvioinnista (tarvittaessa paikan piilld tehtdvissi tarkastuksessa) ilmene, etti ei ole mitddn ndytt6d siitd, ettd
loppuosa erdsti ei tdyttdisi EU:n vaatimuksia.”

() Euroopan parlamentin ja neuvoston asetus (EY) N:o 178/2002, annettu 28 pdivind tammikuuta 2002, elintarvikelainsdadantoad

koskevista yleisistd periaatteista ja vaatimuksista, Euroopan elintarviketurvallisuusviranomaisen perustamisesta seki elintarvikkeiden
turvallisuuteen liittyvistd menettelyistd (EYVLL 31, 1.2.2002, s. 1).
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LITE I

"LIITE II
REHUJEN MAARITYSMENETELMIA KOSKEVAT YLEISET SAANNOKSET
A. NAYTTEIDEN VALMISTAMINEN MAARITYSTA VARTEN

1. Tarkoitus

Tassd liitteessd esitettdvat menettelyt koskevat ndytteiden valmistusta mdédritystd varten; ndytteet ldhetetddn
tutkimuslaboratorioihin sen jilkeen, kun ne on otettu liitteessi I vahvistettujen sddnnosten mukaisesti.

Laboratoriondytteet on valmistettava siten, ettd médritysmenetelmdd varten punnittava mdadrd ndytettd on
homogeeninen ja edustaa tutkittavaa lopullista ndytetta.

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

2. Varotoimenpiteet

Niytteen valmistuksessa noudatettava menettely riippuu kaytettavistd maaritysmenettelyistd ja valvonnan kohteena
olevista ainesosista tai aineista. Tdstd syystd on olennaisen tirkedd, ettd ndytteiden esikdsittely on kaytettdvien
madritysmenettelyjen ja valvonnan kohteena olevien ainesosien tai aineiden kannalta asianmukainen.

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

Nayte on jauhettava, sekoitettava ja seulottava viipymitti siten, ettd se altistuu ilmalle ja valolle mahdollisimman
vihin. Sellaisia myllyjd ja jauhatuslaitteita, joissa ndytteen huomattava limpeneminen on todennikdistd, ei pidd
kayttaa.

On suositeltavaa jauhaa erityisen limmonarat rehut kisin. Lisdksi on huolehdittava siité, ettei itse vilineistd ole
kontaminaation lihde.

On osoittautunut, ettd tietyissd tapauksissa ndytteen homogenointi siten, ettd siitd valmistetaan liete veden kanssa
kayttamalld korkean leikkausvoiman sekoitusta, tuottaa homogeenisempid osandytteitd kuin kuivana homogenointi
tai jauhaminen, etenkin kun kyseessi ovat heterogeenisesti jakautuneet kemialliset aineet Myds homogenointi
riittavalla kuivajauhamisella voi kuitenkin tuottaa homogeenisid alindytteita.

Joissain tapauksissa, kuten torajyvin ja haitallisten kasviperdisten epdpuhtauksien mdarityksessd, néytteen
homogenointia ei voi tehdd jauhamalla, vaan se on tehtavé sekoittamalla naytettd riittavésti.

Jos ndytettd ei voida valmistaa ilman, ettdi sen kosteuspitoisuus muuttuu merkittivasti, on kosteuspitoisuus
madritettdvd ennen valmistusta ja sen jalkeen liitteessd IIl olevassa A osassa sdddetyn menetelman mukaisesti.

3. Menettely

3.1  Yleinen menettely
Nayte madritysmenetelmai varten otetaan lopullisesta homogenoidusta niytteestd. Kartiomurskaimen ja neljannes-
menetelmén kayttod ei suositella, koska ne saattavat aiheuttaa suuren jakovirheriskin.

3.1.1 Sellaisenaan jauhettavat rehut

— Lopullinen niyte sekoitetaan ja keritddn tarkoituksenmukaiseen puhtaaseen, kuivaan ja ilmatiiviisti suljettavaan
sdilioon. Nayte sekoitetaan uudelleen tdydellisen homogenoinnin varmistamiseksi valittomasti ennen
madritysmenetelmaa varten tehtdvaa ndytteen punnitsemista.

3.1.2 Kuivauksen jdlkeen jauhettavat rehut

— Jollei madritysmenetelmissd toisin mainita, lopullinen néyte kuivataan kosteuspitoisuuteen 8-12 prosenttia
kiyttien esikuivatusmenettelyd, joka esitetddn liitteessé IIl olevan A osan 4.3 kohdassa kuvatun kosteudenmaari-
tysmenettelyn yhteydessd. Taman jilkeen kisittelyd jatketaan edelld 3.1.1 kohdassa esitetylld tavalla.
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3.1.3

3.2

Nestemdinen tai puolijuokseva rehu

— Lopullinen ndyte keritddn sopivaan puhtaaseen, kuivaan ja ilmatiiviisti suljettavaan siilioon. Niyte sekoitetaan
perusteellisesti tdydellisen homogenoinnin varmistamiseksi vilittomasti ennen maédritystd varten tehtdvad
madardosan punnitsemista.

Muut rehut

— Jos lopullista ndytetti ei voida valmistaa jollain edelld esitetylld tavalla, se on valmistettava sellaisella menettelyll,
jolla varmistetaan, ettd médritysmenetelmdd varten punnitut ndytteet ovat homogeenisia ja edustavat lopullisia
ndytteita.

Erityismenettely, jos kyse on visuaalisesta tarkastuksesta tai mikroskooppitutkimuksesta tai jos koko kokoomandyte
homogenoidaan

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

— Jos kyse on mikroskooppitutkimuksesta, laboratorio saa supistaa kokoomandytetti tai siitd supistettua ndytettd
edelleen. Lopulliset niytteet toimijan oikeussuojan takaamiseksi ja mahdollisesti vertailumittauksia varten
otetaan samalla ndytteenjakomenettelylld kuin otetaan vastaavasti lopullinen néyte valvontatoimenpiteitd varten.

— Jos koko kokoomaniyte homogenoidaan, lopulliset néytteet otetaan homogenoidusta kokoomaniytteesta.

— Torajyvin ja haitallisten kasviperiisten epapuhtauksien méaritystd varten lopullinen ndyte on jaettava kahdeksi
samanpainoiseksi alindytteeksi, joiden koko on noin 500 grammaa. Yksi alindyte tutkitaan. Jos alindytteestd
saatu tulos on enintddn 50 prosenttia enimmaispitoisuudesta (analyyttinen kynnysarvo), ndyte on enimmaispi-
toisuusvaatimuksen mukainen. Jos tulos on yli 50 prosenttia enimmdispitoisuudesta, my0s toinen alindyte on
tutkittava, ja ndiden kahden alindytteen tulosten keskiarvoa on kiytettivd sen tarkastamiseen, onko niyte
enimmiispitoisuusvaatimuksen mukainen.

Niytteiden siilytys

Naytteet on sdilytettivd lampotilassa, jossa niiden koostumus ei muutu. Vitamiinien tai valolle erityisen herkkien
aineiden mdédritykseen tarkoitetut nidytteet on varastoitava olosuhteissa, joissa valo ei padse vaikuttamaan niihin
haitallisesti.

B. MAARITYSMENETELMISSA KAYTETTAVIA REAGENSSEJA JA VALINEITA KOSKEVAT SAANNOKSET

Jollei médritysmenetelmissd toisin mainita, kaikkien reagenssien on oltava analyysilaatua (p.a.). Hivenainejadmia
médritettdessd reagenssien puhtaus on tarkistettava nollandytteelld. Saatujen tuloksien mukaan voi reagenssien
lisdpuhdistus olla tarpeen.

Mairitysmenetelmén tyovaiheissa, joihin liittyy liuosten valmistusta, laimennusta, huuhtelua tai pesua ja joissa
kéytettdvan liuottimen tai laimennusliuoksen laatua ei ole mainittu, on kéytettivi vettd. Pddsddntoisesti timédn veden
on oltava demineralisoitua tai tislattua. Tietyissd erityistapauksissa, jotka on mainittu maaritysmenetelmissa, on vesi
puhdistettava erityisilld puhdistusmenettelyilla.

Tutkimuslaboratorioissa kiytettdvistd vilineistd madritysmenetelmissd mainitaan ainoastaan erikoisinstrumentit ja
-vilineet tai erityiskdyttoon tarkoitetut instrumentit ja vilineet. Niiden on oltava puhtaita etenkin maritettiessd
hyvin pienid ainemdaaria.

C. MAARITYSMENETELMIEN KAYTTO JA TULOSTEN ILMOITTAMINEN

Uuttomenettely

Useat menetelmédt edellyttivdt erityistd uuttomenettelyd. Padsddntoisesti voidaan soveltaa my6s muita
uuttomenettelyja kuin menetelmdn kuvauksessa tarkoitettu menettely, jos voidaan osoittaa, ettd kiytetyn
menettelyn uuttoteho on analysoitavan materiaalin osalta samantasoinen kuin menetelmdassi kuvatun menettelyn
uuttoteho.
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2. Puhdistusmenettely

Useat menetelmit edellyttavit erityistd puhdistusmenettelyd. Padsddntoisesti voidaan soveltaa my6s muita puhdistus-
menettelyjd kuin menetelmidn kuvauksessa tarkoitettu menettely, jos voidaan osoittaa, ettd kaytetty puhdistus-
menettely johtaa tutkittavaa materiaalia analysoitaessa analyysituloksiin, jotka vastaavat menetelméssd mainittua
menettelya kiytettdessd saatuja tuloksia.

3. Miiritysten lukuméiri

Jos haitallisten aineiden médrityksessd ensimmdisen médrityksen tulos on merkittavisti (> 50 %) valvottavaa arvoa
alempi, lisimédritykset eivit ole tarpeen edellyttien, ettd asianmukaisia laatumenettelyjd on sovellettu. Muissa
tapauksissa rinnakkaismadritys (toinen mddritys) on tarpeen, jotta voidaan sulkea pois mahdollinen sisdinen
ristikontaminaatio tai néytteiden sekoittuminen vahingossa. Tarkempaan arviointiin kaytetddn niiden kahden
madrityksen keskiarvoa.

Jos rehun lisdaineiden vdhimmiis- tai enimmadispitoisuuksien valvonnassa ensimmdiisen mddrityksen tulokset
ylittdvdt vahimmadispitoisuuden tai alittavat enimmaispitoisuuden, lisimadritykset eivit ole tarpeen edellyttden, ettd
asianmukaisia laatumenettelyja on sovellettu. Muissa tapauksissa rinnakkaismairitys (toinen mdritys) on tarpeen,
jotta voidaan sulkea pois mahdollinen sisdinen ristikontaminaatio tai ndytteiden sekoittuminen vahingossa.
Tarkempaan arviointiin kéytetddn niiden kahden mairityksen keskiarvoa.

Jos kyse on aineen tai ainesosan ilmoitetun pitoisuuden valvonnasta ja jos ensimmaisen madrityksen tulos vahvistaa
ilmoitetun pitoisuuden eli mdirityksen tulos on ilmoitetun pitoisuuden hyviksyttavilld vaihteluvalilld,
lisimadritykset eivit ole tarpeen edellyttden, ettd asianmukaisia laatumenettelyjd on sovellettu. Muissa tapauksissa
rinnakkaismadritys (toinen mddritys) on tarpeen, jotta voidaan sulkea pois mahdollinen sisdinen ristikontaminaatio
tai ndytteiden sekoittuminen vahingossa. Tarkempaan arviointiin kdytetdan ndiden kahden mairityksen keskiarvoa
(keskimddrdinen médritystulos on tai ei ole ilmoitetun pitoisuuden hyviksyttavilld vaihteluvalilla).

Joissain tapauksissa hyvaksyttava vaihteluvdli maaritellddn lainsdddannossi, esimerkiksi Euroopan parlamentin ja
neuvoston asetuksessa (EY) N:o 767/2009 ja (EU) 2019/4 ().

4. Kiytetyn miiritysmenetelmin ilmoittaminen

Tutkimustodistuksessa on mainittava kdytetty méddritysmenetelma.

5. Miiritystuloksen ilmoittaminen

Médritystulos on ilmaistava méiritysmenetelméssd vahvistetulla tavalla asianmukaisella merkitsevien numeroiden
tarkkuudella, ja tulos on tarvittaessa korjattava sen mukaan, mika lopullisen ndytteen kosteuspitoisuus oli ennen
ndytteen valmistamista.

Useimmat EU:n rehulainsddddnnossd sddnnellyt tasot (esim. enimmdispitoisuus ja vidhimmadispitoisuus) on
vahvistettu rehulle, jonka kosteuspitoisuus on 12 prosenttia. Jotta ndytteestd mitattua mdadritystulosta voidaan
arvioida suhteessa sddnneltyyn tasoon, madritystulos on sen vuoksi ensin jaettava ndytteen kuiva-ainepitoisuudella
(prosentteina) ja kerrottava luvulla 88, kuten seuraavassa yhtalossd esitetddn:

_ 88%Rana
Rivi = Too—hie
Téssd yhtalossi:
Mc: ndytteen kosteuspitoisuus (prosentteina). 100 — Mc vastaa ndin ollen néytteen kuiva-ainepitoisuutta
(prosentteina).
R ndytteestd mitattu médritystulos
R4 tulos rehussa, jonka kosteuspitoisuus on 12 prosenttia; arvioidaan suhteessa sddnneltyyn tasoon.

(") Euroopan parlamentin ja neuvoston asetus (EU) 2019/4, annettu 11 péivind joulukuuta 2018, lddkerehun valmistuksesta,
markkinoille saattamisesta ja kaytostd sekd Euroopan parlamentin ja neuvoston asetuksen (EY) N:o 183/2005 muuttamisesta ja
neuvoston direktiivin 90/167/ETY kumoamisesta (EUVLL 4, 7.1.2019, s. 1).
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Lisaksi, jos seuraavat edellytykset tayttyvit:

— madrityksen tulos on merkittdvisti (> 50 %) tuotemerkint6ja | valvottavia arvoja alempi tai korkeampi (sen
mukaan, onko tuotemerkintd/arvo enimmidispitoisuus vai vahimmdispitoisuus);

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

siind tapauksessa — edellyttden, ettd asianmukaisia laatumenettelyjd on sovellettu ja mairityksen ainoana
tarkoituksena on todeta sddnnosten noudattaminen — kosteuspitoisuuden korjaus voidaan jdttdd tekemittd
(esimerkiksi tapauksissa, joissa arvoa tai sdddeltyd tasoa ei ole), ellei se ole tarpeen tulkintaa varten.

Jos madritystulos korjataan kosteuspitoisuuden mukaan, myos vastaava mittauksen epdvarmuus on korjattava
saman menettelyn mukaisesti.

Jos kyseessd on torajyvdn tai haitallisten kasviperdisten epdpuhtauksien mddritys visuaalisen tarkastuksen tai
mikroskooppitutkimuksen avulla, kosteuspitoisuuden korjaus ei ole tarpeen.

6.  Mittauksen analyyttinen epivarmuus ja saanto haitallisten aineiden miirityksessi

Direktiivissd 2002/32/EY tarkoitettujen haitallisten aineiden ollessa kyseessd eldinten rehuksi tarkoitettua tuotetta ei
pidetd vahvistetun enimmaispitoisuuden mukaisena, kun kyse on kosteuspitoisuudeltaan 12 prosentin rehusta, jos
kahden toisistaan riippumattoman médritystuloksen keskiarvon katsotaan ylittdvin enimmdispitoisuuden, kun
otetaan huomioon mittaukseen liittyvd laajennettu analyyttinen epavarmuus, joka saadaan kdyttimalld kattavuus-
kerrointa 2 ja jolla saadaan noin 95 prosentin luottamustaso, sekd korjaus saannon suhteen. Tama tarkoittaa, ettd
vaatimustenmukaisuuden arvioinnissa kéytetddn médritettyd pitoisuutta, joka on korjattu saannon suhteen ja josta
on vihennetty mittaukseen liittyvd laajennettu analyyttinen epdvarmuus. Tdtd menettelyd voidaan soveltaa
ainoastaan tapauksiin, joissa méiritysmenetelma on sellainen, ettd mittaukseen liittyvd laajennettu analyyttinen
epavarmuus sekd korjaus saannon suhteen voidaan arvioida (ei esimerkiksi vaadita, jos kyse on visuaalisesta
tarkastuksesta | mikroskooppitutkimuksesta).

Jos oikeussuojaa varten otetusta ndytteestd saatu madritystulos ylittdd enimmdispitoisuuden (ottamatta huomioon
mittaukseen liittyvdd laajennettua analyyttistd epavarmuutta), se vahvistaa virallista valvontaa varten otetun néytteen
vaatimustenvastaisuuden, ellei asiasta ole annettu erityisid kansallisia sadntoja.

Médritystulos on esitettdvd seuraavalla tavalla (sikili kuin kéytetty maaritysmenetelmé sallii mittaukseen liittyvin
analyyttisen epavarmuuden arvioinnin):

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

b) muodossa x +/- U, jossa x on méiritystulos ja U on mittaukseen liittyvé laajennettu analyyttinen epdvarmuus,
kiyttden kattavuuskerrointa 2 (), jolloin luottamustaso on noin 95 prosenttia.

Jos méirityksen tulos on kuitenkin merkittavisti (> 50 %) valvottavaa arvoa alempi ja edellyttden, ettd asianmukaisia
laatumenettelyja on sovellettu ja mddrityksen ainoana tarkoituksena on todeta sddnndsten noudattaminen,
saantoasteen ja mittaukseen liittyvin laajennetun analyyttisen epdvarmuuden ilmoittaminen voidaan jdttdd pois
(esimerkiksi tapauksissa, joissa arvoa tai sdddeltyd tasoa ei ole), ellei se ole tarpeen tulkintaa varten.

7. Mittauksen analyyttinen epdvarmuus ja saanto rehun lisdaineiden mairityksessi

Rehun lisdaineiden hyviksyttyjen vahimmdis- ja enimmaispitoisuuksien noudattamisen toteamista varten lisdaineen
méidrdd ei pidetd vahvistettujen vdhimmdis- ja enimmdispitoisuuksien mukaisena, jos katsotaan, ettd kahden
toisistaan riippumattoman maaritystuloksen keskiarvo, suhteutettuna kosteuspitoisuudeltaan 12 prosentin rehuun,
on:

() Luottamusvili 95 prosenttia voidaan saavuttaa kdyttimailld muuta kerrointa, kuten Studentin kerrointa.

ELL http://data.europa.eu/elijreg_impl/2024/771/oj 17/129



FI EUVL L, 15.3.2024

— suurempi kuin enimmdispitoisuus, kun otetaan huomioon mittaukseen liittyvd laajennettu analyyttinen
epavarmuus sekd korjaus saannon suhteen. Tdmi tarkoittaa, ettd vaatimustenmukaisuuden arvioinnissa
kéytetddn madritettya pitoisuutta (eli kahden maarityksen keskiarvoa), joka on korjattu saannon suhteen ja josta
on vihennetty mittaukseen liittyvi laajennettu analyyttinen epavarmuus.

— pienempi kuin vihimmdispitoisuus, kun otetaan huomioon mittaukseen liittyvd laajennettu analyyttinen
epavarmuus sekd korjaus saannon suhteen. Tamd tarkoittaa, ettd vaatimustenmukaisuuden arvioinnissa
kdytetddn mdaritettyd pitoisuutta (eli kahden mddarityksen keskiarvoa), joka on korjattu saannon suhteen ja
johon on lisitty mittaukseen liittyvé laajennettu analyyttinen epavarmuus.

Jos oikeussuojaa varten otetusta ndytteestd saatu madritystulos ylittdd enimmdispitoisuuden (ottamatta huomioon
mittaukseen liittyvaa laajennettua analyyttistd epavarmuutta), se vahvistaa virallista valvontaa varten otetun ndytteen
vaatimustenvastaisuuden, ellei asiasta ole annettu erityisid kansallisia sadntja.

Médritystulos on esitettdva seuraavalla tavalla (sikili kuin kéytetty maaritysmenetelmé sallii mittaukseen liittyvin
analyyttisen epdvarmuuden arvioinnin):

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

b) muodossa x +/- U, jossa x on mdiritystulos (kahden médrityksen keskiarvo) ja U on mittaukseen liittyvé
laajennettu analyyttinen epdvarmuus, kayttden kattavuuskerrointa 2 (), jolloin luottamustaso on noin 95
prosenttia.”

() Luottamusvili 95 prosenttia voidaan saavuttaa kdyttimailld muuta kerrointa, kuten Studentin kerrointa.

18/129 ELL http://data.europa.eufelijreg_impl/2024/771/oj



EUVL L, 15.3.2024

FI

LITE III

"LIITE 11

REHUAINEIDEN JA REHUSEOSTEN KOOSTUMUKSEN VALVONNASSA KAYTETTAVAT MAARITY SME-

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

NETELMAT
A. KOSTEUDEN MAARITYS

Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmilld voidaan madrittdd rehun kosteuspitoisuus. Jos rehu sisaltdd haihtuvia aineita, kuten orgaanisia
happoja, on huolehdittava siitd, ettd kosteuspitoisuuden kanssa médritetidn myos merkittdvid maarid
haihtuvia aineita.

Menetelmi ei koske padidasiassa maitotuotteista koostuvien rehuaineiden ja rehuseosten analyysid, eldin- ja
kasvirasvojen ja -6ljyjen analyysid eikd 6ljysiementen ja oljypitoisten hedelmien analyysia.

Oljysiementen kosteuspitoisuuden madritys tehddén kosteuspitoisuuden ja haihtuvien aineiden pitoisuuden
madritystd koskevan EN ISO 665 -standardin (Determination of moisture and volatile matter content)
mukaisen menetelmidn mukaisesti silld oletuksella, ettd soijapavut on jauhettava ennen kosteuspitoisuuden
maaritysta.

Periaate

Nayte kuivataan mdédrityissd olosuhteissa, jotka vaihtelevat rehun laadun mukaan. Painohdvié mdadritetddn
punnitsemalla. Hyvin kosteat, kiintedt rehundytteet on syyta esikuivata ennen varsinaista kosteusmaaritysta.

Vilineist6

Kosteutta imemattomastd materiaalista valmistettu mylly, joka on helppo puhdistaa ja jolla saadaan aikaan
nopea, tasainen jauhautuminen mutta jolla viltetddn havaittavissa oleva kuumentuminen ja ulkopuolisen
ilman vaikutus mahdollisimman hyvin ja joka on 4.1.1 ja 4.1.2 kohdassa sdddettyjen vaatimusten mukainen
(esimerkiksi vasaramyllyt, vesijadhdytteiset pienoismyllyt, kartiomyllyt, hitaasti liikkkuvat tai hammaspy6rilld
varustetut hienonnuslaitteet).

Analyysivaaka, jonka tarkkuus on 1 mg.

Lasisia tai korroosionkestavistd metallista valmistettuja kuivausastioita, jotka voidaan sulkea ilmatiiviisti
kannella; tyotaso, jolle testattava niyte voidaan levittdd niin, ettd sitd on noin 0,3 g/cm?

Sahkolammitteinen, tasalimpoinen ja nopeasti sdddettavissd oleva lampokaappi (¢ 2 °C), jossa on tuuletusjér-
jestelma ().

Sédddettdva sahkolimmitteinen vakuumildimpdokaappi, jossa on 6ljypumppu ja johon voidaan johtaa kuumaa,
kuivaa ilmaa tai jossa voidaan kéyttdd kuivausainetta (kuten kalsiumoksidia).

Eksikkaattori, jossa on paksu ref'itetty metalli- tai posliinilevy ja joka sisiltdd tehokasta kuivausainetta.
Menettely

Huom. Téssd jaksossa kuvatut toimenpiteet on suoritettava valittomasti ndyteldhetyksen avaamisen
jalkeen. Madritykset on suoritettava ainakin kahtena rinnakkaisméarityksena.

() Viljan, jauhojen, suurimoiden ja rouheiden kuivaamiseen limpokaapin limpokapasiteetin on oltava sellainen, ettd 131 °C:seen
etukiteen sdddettynd kaapin limpotila palautuu ennalleen alle 45 minuutissa sen jilkeen, kun sielli on samanaikaisesti suurin
mahdollinen méard ndytteitd. Kaapin tuuletuksen on oltava sellainen, ettd kun siind kahden tunnin ajan kuivataan niin monta
vehnéndytettd kuin sinne mahtuu, tulokset eroavat neljan tunnin ajan suoritetun kuivauksen tuloksista alle 0,15 %.
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4.1 Valmistaminen

411 Muut kuin 4.1.2 ja 4.1.3 kohdassa tarkoitetut rehut

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

412 Vilja ja suurimot

Punnitaan vahintddn 50 g ndytettd. Se jauhetaan niin hienoksi, ettd vdhintddn 50 prosenttia niytteestd
lapiisee seulan, jonka reikien koko on 0,5 mm, ja enintddn 10 prosenttia ndytteestd ei lipdise 1 mm:n
pyoredreikdistd seulaa.

4.1.3 Nestemdiset ja liisterimdiset rehut sekd pddasiassa 0ljyistd ja rasvoista koostuvat rehut

Punnitaan noin 25 g ndytettd 10 mg:n tarkkuudella, lisitdan sopiva maird 10 mg:n tarkkuudella punnittua
vedetontd hiekkaa ja sekoitetaan kunnes saadaan homogeeninen seos.

4.2 Kuivaus

Niyteastia (3.3) kuivataan kansineen 103 °C:seen asetetussa limpokaapissa 30 minuuttia +/- 1 minuutti. Astia
poistetaan limpokaapista ja annetaan jadhtyd ympériston lampotilaan eksikkaattorissa (3.6).

4.2.1 Muut kuin 4.2.2 ja 4.2.3 kohdassa tarkoitetut rehut

Niyteastia punnitaan kansineen 1 mgin tarkkuudella. Sithen punnitaan 1 mg:n tarkkuudella noin 5 g
hienonnettua néytettd, joka levitetddn tasaisesti. Astia asetetaan ilman kantta 103 °Cissa olevaan
lampokaappiin. Kaapin limpétilan tarpeettoman laskun valttimiseksi astia viedddn sen sisddn
mahdollisimman nopeasti. Annetaan kuivua neljan tunnin ajan laskettuna siitd hetkestd, kun limpokaapin
lampotila on uudelleen saavuttanut 103 °C. Limpokaappi avataan, astia suljetaan valittomasti kannella,

otetaan pois limpokaapista, annetaan jadhtyd 30-45 minuuttia eksikkaattorissa (3.6) ja punnitaan 1 mg:n
tarkkuudella.

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

4.2.2 Vilja, jauhot, suurimot ja rouheet

Nayteastia punnitaan kansineen 0,5 mg:n tarkkuudella. Sithen punnitaan 1 mgn tarkkuudella noin 5 g
hienonnettua ndytettd, joka levitetddn tasaisesti. Astia asetetaan ilman kantta 130 °Cissa olevaan
lampokaappiin. Kaapin ldmpoétilan tarpeettoman laskun vilttdmiseksi astia viedddn sen sisddn
mahdollisimman nopeasti. Annetaan kuivua kahden tunnin ajan laskettuna siitd hetkestd, kun limpokaapin
lampotila on uudelleen saavuttanut 130 °C. Limpokaappi avataan, astia suljetaan valittomasti kannella,

otetaan pois limpokaapista, annetaan jadhtyd 30-45 minuuttia eksikkaattorissa (3.6) ja punnitaan 1 mg:n
tarkkuudella.

423 Rehuseokset, jotka sisdltivdt yli 4 prosenttia sakkaroosia tai laktoosia: rehuaineet,
kuten johanneksenleipdpuun palot, hydrolysoidut viljatuotteet, maltaat, kuivatut
juurikasleikkeet, kala ja liukoisia sokereita sisdltdvit rehut

Nayteastia punnitaan kansineen 0,5 mg:n tarkkuudella. Sithen punnitaan 1 mg:n tarkkuudella noin 5 g
hienonnettua naytettd, joka levitetddn tasaisesti. Astia asetetaan ilman kantta vakuumilimpokaappiin (3.5),
joka on kuumennettu 80-85 °C:seen. Kaapin lampétilan tarpeettoman laskun valttimiseksi astia viedddn sen
sisddn mahdollisimman nopeasti.
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4.3

5.1

5.2

Paine sdddetddn 100 torriksi ja annetaan kuivua vield neljan tunnin ajan tdssd paineessa joko kuumassa,
kuivassa ilmavirrassa tai kuivausainetta kéyttien (noin 300 g 20:td ndytettd kohden). Jalkimmadisessd
tapauksessa vakuumipumppu kytketddn pois paaltd, kun vaadittu paine on saavutettu. Kuivausaika lasketaan
siitd hetkestd, kun limpokaapin limpétila on uudelleen saavuttanut 80-85 °C. Kuivausajan pdityttyd
lampokaapin paine palautetaan varovasti normaalipaineeseen. Limpokaappi avataan, astia suljetaan
vélittomasti kannella, otetaan pois limpokaapista, annetaan jadhtyd 30-45 minuuttia eksikkaattorissa (3.6)
ja punnitaan 1 mgn tarkkuudella. Néytteen annetaan kuivua vield 30 minuuttia vakuumilimpokaapissa
80-85 °C:ssa ja se punnitaan uudelleen. Kahden punnituksen vilinen ero saa olla enintddn 0,1 prosenttia
kosteudesta.

Esikuivaus (osittainen kuivaus)

Alle 85 prosenttia kuiva-ainetta sisdltdvit "mardt” rehut (esim. nurmirehu, seosrehut, (ei)-nestemdiset rehut)
on tarpeen kuivata osittain, ennen kun ne jauhetaan pysyvien aineiden mairitystd varten; hajoavien aineiden
osalta osittainen kuivaus ei ole mahdollista.

Osittainen kuivaus voidaan suorittaa kdyttamalld kiertoilma- tai mikroaaltouunia tai pakastekuivaamalla.
Tarkoitus on — pakastekuivaamalla tehtdvaa osittaista kuivausta lukuun ottamatta — kuivattaa rehua siten,
ettd ndytteen lampotila pysyy alle 60 °C:ssa, jotta vaikutus kemialliseen koostumukseen on mahdollisimman
vihiinen. Kuivaus yli 60 °C:n limpotiloissa aiheuttaa kemiallisia muutoksia rehussa (esimerkiksi proteiinien
hajoamista). Kuivattu rehu tasapainotetaan huoneenldmpdtilassa noin 15 minuutin ajan ennen osittaisen
kuiva-ainepitoisuuden mittaamista, jotta jauhamisen ja siilyttimisen aikana tapahtuvan kosteuspitoisuuden
muutoksen mahdollisuus on mahdollisimman vihiinen. Kuivaus alle 60 °C:n limpétiloissa ei poista rehusta
kaikkea vettd; sen vuoksi (alustava) osittainen kuivaus ei anna kuvaa rehun kuiva-aineen kokonaispitoi-
suudesta. Kuivauksen jilkeen alindyte jauhetaan ja analysoitavan aineen (lopullinen) kuiva-ainepitoisuus
osittain kuivatusta niytteestd (jaljelld oleva kosteuspitoisuus 3—-15 %) analysoidaan ja siitd madritetddn muut
kemialliset ainesosat.

Sen vuoksi kuiva-aineen mddritykseen suositellaan kaksivaiheista menettely4. Ensin médritetddn osittainen
kuiva-ainepitoisuus (jos kuiva-ainepitoisuus on alle 85 %), sen jilkeen mdiritetddn jiljelld olevan kuiva-

aineen pitoisuus jauhetusta ndytteestd. Kuiva-aineen kokonaispitoisuuden madrittdmiseksi osittainen kuiva-
ainepitoisuus kerrotaan jéljelld olevan kuiva-aineen pitoisuudella.

Tulosten laskeminen

Kosteuspitoisuus (X), joka ilmoitetaan prosentteina ndytteestd, lasketaan kdyttien seuraavia kaavoja:

Kosteuspitoisuus ilman esikuivausta

X = (7m) 100

jossa:
m= ndytteen alkuperdinen paino grammoina,
my = ndytteen paino grammoina kuivauksen jilkeen.

Kosteuspitoisuus esikuivausta kdyttden ()

X, = [0y gy | 10— 100 ¢ (1 2LEm)

P m2 m mx n12
jossa:
m= ndytteen alkuperdinen paino grammoina,
m; = ndytteen paino grammoina esikuivauksen jilkeen,
m, = ndytteen paino grammoina hienontamisen tai jauhamisen jilkeen,
my = ndytteen paino grammoina kuivauksen jélkeen.

(%) Laskennan lisitietojen osalta viitataan EN ISO 6498 -standardiin (Rehut. Néytteen valmistusta koskevat ohjeet).
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5.3 Toistettavuus

Samasta néytteestd tehdyn kahden rinnakkaismaarityksen tulosten vilinen ero ei saa olla suurempi kuin 0,2
prosenttia kosteuden absoluuttisesta arvosta, paitsi lemmikkieldinten markiruoan ja koiran puruluiden
osalta, jolloin ero ei saa olla suurempi kuin 0,5 prosenttia kosteuden absoluuttisesta arvosta.

6. Huomautus

Jos jauhaminen on tarpeen ja sen havaitaan muuttavan tuotteen kosteuspitoisuutta, rehun komponenttien
madritystulokset on korjattava alkuperiisen ndytteen kosteuspitoisuuden perusteella.

B. ELAIN-JA KASVIRASVOJEN JA -OLJYJEN KOSTEUDEN MAARITYS

1. Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmilld voidaan maédrittdd eldin- ja kasvirasvojen ja -6ljyjen vesipitoisuus ja haihtuvien aineiden
pitoisuus.

2. Periaate

Nayte kuivataan vakiopainoon 103 °C:ssa (kahden perikkidisen punnituksen vilisen painoeron on oltava
enintddn 1 mg). Painohdvio médritetddn punnitsemalla.

3. Vilineisto

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

3.2 Lampomittari, jossa on vahvistettu siilio ja ylipddssi oleva paisuntaputki ja joka on varustettu asteikolla noin
80 °C:sta ainakin 110 °C:seen ja jonka pituus on noin 10 cm.

3.3 Hiekkahaude tai sahkolevy.

3.4 Eksikkaattori, jossa on tehokasta kuivausainetta.
3.5 Analyysivaaka.

4. Menettely

Punnitaan 1 mg:n tarkkuudella noin 20 g homogenoitua ndytettd kuivaan punnittuun astiaan (3.1), jossa on
lampomittari (3.2). Néytettd kuumennetaan hiekkahauteella tai sihkolevylld (3.3), sekoittaen jatkuvasti
lampomittarilla niin, ettd limpatila saavuttaa 90 °C:n noin 7 minuutissa.

Limpod vihennetidn pitden silmalld lautasen pohjasta nousevien kuplien syntymisnopeutta. Limpétila ei saa
nousta yli 105 °C:n. Sekoittamista jatketaan astian pohjaa raaputtaen, kunnes kuplien muodostus lakkaa.

Kosteuden tdydellisen poistumisen varmistamiseksi kuumennetaan useita kertoja 103 # 2 °C:seen jadhdyttden
perdkkdisten kuumennusten vililld 93 °C:seen. Sen jilkeen astian sisdltéineen annetaan jadhtyd huoneen
lampotilaan eksikkaattorissa (3.4) ja punnitaan. Timi menettely toistetaan niin monta kertaa, ettd kahden
perdkkiisen punnituksen vilinen ero ei ole yli 2 mg:aa.

Huomautus: Naytteen painon kasvu toistettujen kuumennusten jilkeen viittaa rasvan hapettumiseen, ja
tallaisessa tapauksessa tulos lasketaan siitd punnituksesta, joka on tehty vilittomasti ennen
kuin paino on alkanut kasvaa.

5. Tulosten laskeminen

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

X = (m, —m,) x 10

m
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3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

3.15

jossa:

m= ndytteen paino grammoina;

m; = astian paino sisdltoineen grammoina ennen kuumennusta;
my = astian paino sisdltoineen grammoina kuumennuksen jilkeen.

Tulokset, jotka ovat pienempia kuin 0,05 prosenttia, on varustettava merkinnilld "alle 0,05 %”.

Toistettavuus

Samasta niytteestd suoritetun kahden samanaikaisen rinnakkaisméirityksen ero absoluuttisena arvona
ilmoitettuna saa olla enintén 0,1 prosenttia.

C. TYPPIPITOISUUDEN MAARITYS JA RAAKAVALKUAISPITOISUUDEN LASKENTA

Tarkoitus ja soveltamisala

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

Periaate

Niyte hajotetaan rikkihapolla katalyytin ldsnd ollessa. Hapan liuos tehdédin emaksiseksi natriumhydroksidi-
liuoksella. Ammoniakki tislataan ja kerdtddn mitattuun mairddn rikkihappoa, ja ylimadrdinen rikkihappo
titrataan natriumhydroksidin standardiliuoksella.

Vapautunut ammoniakki voidaan vaihtoehtoisesti tislata ylimddrddn boorihappoliuosta, jonka jilkeen se
titrataan kloorivetyhappo- tai rikkihappoliuoksella.

Reagenssit

Kaliumsulfaatti.

Katalyytti: kupari(Il)oksidi CuO tai kupari(Il)sulfaattipentahydraatti, CuSO4 5H, O.

Sinkki, rakeinen.

Rikkihappo, p20 = 1,84 g/ml.

Rikkihappo, standardiliuos, ¢(H,SO,) = 0,25 mol/L.

Rikkihappo, standardiliuos, ¢(H,SO,) = 0,10 mol/L.

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

Metyylipunaindikaattori: 300 mg metyylipunaista liuotetaan 100 ml:aan etanolia, o = 95-96 % (v/v)
Natriumhydroksidiliuos (teknisen laadun kaytto mahdollista) f = 40 g/100 ml (m/v: 40 %).
Natriumhydroksidi, standardiliuos ¢(NaOH) = 0,25 mol/l.

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

Kiehumakivid, kloorivetyhapossa pestyjd ja hehkutettuja.

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

Typet6n sakkaroosi.

Boorihappo (H;BO3).

() Typpipitoisuus voidaan méirittdd kaikissa rehuissa, mutta raakavalkuaispitoisuuden laskentaan kiytettdvd muuntokerroin 6,25 ei
valttimattd sovellu hyonteisistd saatuihin (matala muuntokerroin) eiké tiettyihin lemmikkieldinruokiin ja plasmaproteiineihin (korkea
muuntokerroin).

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

23/129



FI EUVL L, 15.3.2024

3.16 Metyylipunaindikaattoriliuos: liuotetaan 100 mg metyylipunaa 100 ml:aan etanolia tai metanolia.
3.17 Bromikresolivihreiliuos: liuotetaan 100 mg bromikresolivihredd 100 ml:aan etanolia tai metanolia.
3.18 Boorihappoliuos (10-40 g/l, kidytettavien laitteiden mukaan)

Jos loppupisteen toteamiseksi kaytetddn kolorimetristd menetelmidd, boorihappoliuoksiin on lisdttiva
metyylipuna- ja bromikresoli-indikaattoreita. Kun boorihappoliuosta valmistetaan 1 litra, sithen on ennen
tilavuuden sddtamistd lisattdvad 7 ml metyylipunaindikaattoriliuosta (3.16) ja 10 ml bromikresolivihrealiuosta
(3.17).

Sen mukaan, millaista vettd on kaytetty, boorihappoliuoksen pH saattaa vaihdella erien vililld. Boorihappo-
liuoksen pH:n on oltava 4,3-4,7. Usein on lisittdva vihdn emistd, jotta nollandyte saadaan positiiviseksi.

Huomautus: Sddtdminen onnistuu yleensd lisddmalld noin 3-4 ml NaOH:ta (3.11) 1 litraan boorihappoa,
jonka pitoisuus on 10 g/l. Liuos siilytetidn huoneen limpétilassa suojattuna valolta ja
ammoniakkihoyryilta.

3.19 Kloorivetyhapon standardiliuos ¢(HCI) = 0,10 mol/L.

Huomautus: Myos muita standardiliuosten konsentraatioita (3.5, 3.6, 3.7, 3.10, 3.11 ja 3.19) voidaan
kiyttad, jos konsentraatio korjataan laskelmissa. Konsentraatiot on aina ilmaistava neljin
desimaalin tarkkuudella.

4. Vilineisto

Vilineet niytteen hajottamista, tislausta ja titrausta varten Kjeldahlin menetelméin mukaan.
5. Menettely

5.1 Hajotus

Punnitaan 1 g ndytettd 1 mgn tarkkuudella Kjeldahl-kolviin hajotuspolttoa varten. Lisitddn 15 g
kaliumsulfaattia (3.1), sopiva miidrd katalyyttid (3.2) (0,3-0,4 g kupari(ll)oksidia tai 0,9-1,2 g kupari(Il)
sulfaattipentahydraattia, 25 ml rikkihappoa (3.4) ja tarvittaessa muutamia kiehumakivid (3.12) ja sekoitetaan.

Kolvia kuumennetaan varovasti tarvittaessa ajoittain pyorittden, kunnes massa on hiiltynyt ja kuohu havinnyt.
Tdman jilkeen kuumennetaan voimakkaammin, kunnes neste kichuu tasaisesti. Kuumennus on sopiva, jos
kiehuva happo tiivistyy kolvin seinimiin. Kolvin seinimien ylikuumennusta ja orgaanisen aineksen
tarttumista kolvin seindmiin on véltettava.

Kun livos on muuttunut kirkkaaksi ja kirkkaanvihredksi, keittimistd jatketaan vield kahden tunnin ajan;
timan jilkeen kolvin annetaan jadhtya.

5.2 Tislaus

Kolviin lisitddn varovasti riittdvd madra vettd, jotta sulfaatit liukenisivat tdysin. Annetaan jddhtyd ja listddn
tarvittaessa muutama sinkkirae (3.3). Jatketaan 5.2.1 tai 5.2.2 kohdan mukaisesti.

5.2.1 Tislaus rikkihappoon

Tislauslaitteen keriilyastiaan lisitddn oletetun typpipitoisuuden mukaan 25 ml rikkihappoa (3.5) tai (3.7)
tarkasti mitattuna. Lisdtddn muutama pisara metyylipunaindikaattoria (3.8).

Kolvi yhdistetddn tislauslaitteen jddhdyttimeen ja jddhdyttimen pdd upotetaan kerdilyastiassa olevaan
liuokseen vahintddn 1 cm:n syvyyteen (ks. huomautus 8.3). Kolviin lasketaan hitaasti 100 ml natriumhydrok-
sidiliuosta (3.9) siten, ettei ammoniakkia katoa (ks. 8.1 huomautus). Kolvia kuumennetaan siten, ettd
ammoniakki tislautuu kokonaan.
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5.2.2

5.3

5.4

6.1

Tislaus boorihappoon

Kun tisleestd titrataan ammoniakki manuaalisesti, noudatetaan alla olevaa menettelyd. Jos tislauslaite on
tdysin automaattinen ja suorittaa ammoniakin titraamisen tisleestd, noudatetaan valmistajan kdyttoohjeita.

Keriilyastia, joka sisiltad 25-30 ml boorihappoliuosta (3.18), asetetaan jadhdyttimen ulostulon alle siten, ettd
poistoputki jdd boorihappoliuoksen pinnan alapuolelle. Tislauslaite sdddetddn annostelemaan 50 ml
natriumhydroksidiliuosta (3.9). Tislauslaitetta kdytetidn valmistajan ohjeiden mukaan ja tislataan pois
natriumhydroksidiliuoksen lisdyksen tuloksena vapautunut ammoniakki. Tisle kerdtddn boorihappoa

sisdltavddn vastaanottoliuokseen. Tisleen maird (vesihoyrytislauksen aika) riippuu néytteen sisaltimén typen
madrastd. Valmistajan ohjeita noudatetaan.

Huomautus:  Puoliautomaattisessa tislauslaitteessa natriumhydroksidiylimairan lisiys ja vesihGyrytislaus
tapahtuvat automaattisesti.

Titraus

Jatketaan 5.3.1 tai 5.3.2 kohdan mukaisesti.

Rikkihappo

Kerdilyastiassa oleva rikkihappoylimdri titrataan kdytetyn rikkihapon konsentraation mukaan natriumhyd-
roksidiliuoksella (3.10 tai 3.11), kunnes loppupiste saavutetaan.

Boorihappo

Keriilyastian sisalto titrataan kloorivetyhapon standardiliuoksella (3.19) tai rikkihapon standardiliuoksella
(3.6) byrettid kayttden ja todetaan kdytetyn titrausliuoksen maara.

Jos loppupisteen toteamiseksi kiytetddn kolorimetristd menetelmad, loppupiste on saavutettu, kun sisdlt66n
alkaa ilmestyd vaaleanpunaista virid. Byretin lukema arvioidaan 0,05 mln tarkkuudella. Loppupisteen
havaitseminen saattaa olla helpompaa valaistun magneettisekoittimen tai fotometrisen detektorin avulla.

Tdmad voidaan tehdd automaattisesti vesihoyrytislaimella, jossa on automaattinen titraus.

Tislauslaitteen tai tislaus-/titrauslaitteen kdytossd noudatetaan valmistajan ohjeita.

Huomautus:  Kun kéytetddn automaattista titrausjdrjestelma, titraus alkaa valittomasti tislauksen alettua ja
kun 1-prosenttinen boorihappoliuos (3.18) on kulunut.

Kiytettdessd tdysin automaattista tislausyksikk6d ammoniakki voidaan titrata automaattisesti ja loppupiste
detektoida kayttaimalld potentiometristd pH-jarjestelmaa.

Tassd tapauksessa kdytetddn automaattista titrauslaitetta, jossa on pH-mittari. pH-mittari on kalibroitava
asianmukaisesti vlille pH 4-7 noudattaen tavanomaisia laboratorioiden pH-kalibrointimenettelyja.

Titrauksen pH-loppupiste saavutetaan, kun pH on 4,6, mikd on titrauskdyrin jyrkin kohta (kddnnekohta).

Nollakoe

Reagenssien typettomyyden varmistamiseksi suoritetaan nollakoe (hajotus, tislaus ja titraus) kayttamalld 1 g
sakkaroosia (3.14) néytteen sijasta.

Tulosten laskeminen

Tulokset lasketaan 6.1 tai 6.2 kohdan mukaisesti.

Tuloksen laskeminen 5.3.1 kohdan mukaisessa titrauksessa

Raakavalkuaispitoisuus ilmaistuna painoprosentteina lasketaan seuraavalla kaavalla:
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(Vo - V1) x¢x 0,014 x 100 x 6,25
m

jossa:
Vo = nollakokeessa kulunut NaOH:n (3.10 tai 3.11) madrd (ml),
V, = ndytteen titrauksessa kulunut NaOH:n (3.10 tai 3.11) madrd (ml),
c= natriumhydroksidin (3.10 tai 3.11) konsentraatio (mol/l),
m= ndytteen paino (g).
6.2 Tuloksen laskeminen 5.3.2 kohdan mukaisessa titrauksessa
6.2.1 Titraus kloorivetyhapolla

Raakavalkuaispitoisuus ilmaistuna painoprosentteina lasketaan seuraavalla kaavalla:

(V1 V) xex14%625
m

jossa:

m= ndytteen paino (g),

c= kloorivetyhapon standardiliuoksen (3.19) konsentraatio (mol/l),

Vo = nollakokeessa kuluneen kloorivetyhapon méari (ml),

V, = ndytteen titrauksessa kuluneen kloorivetyhapon méari (ml).
6.2.2 Titraus rikkihapolla

Raakavalkuaispitoisuus ilmaistuna painoprosentteina lasketaan seuraavalla kaavalla:

(V1 -Vg) X x28%6,25

m

jossa:
m= ndytteen paino (g),
c= rikkihapon standardiliuoksen (3.6) konsentraatio (mol/l),
Vo = nollakokeessa kuluneen rikkihapon (3.6) maira (ml),
V, = ndytteen titrauksessa kuluneen rikkihapon (3.6) maira (ml).
7. Menetelmiin varmistus
7.1 Toistettavuus

Kahden rinnakkaismairityksen vilinen ero samasta néytteestd saa olla suurempi kuin
— 0,4 % absoluuttisena arvona, kun raakavalkuaispitoisuus on alle 20 %,
— 2,0 %, suhteellisena arvona suuremmasta tuloksesta, kun raakavalkuaispitoisuus on 20-40 %,

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

7.2 Uusittavuus
Samasta naytteestd eri laboratorioissa tehdyn kahden maérityksen vilinen ero ei saa olla suurempi kuin
— 1,8 % absoluuttisena arvona, kun raakavalkuaispitoisuus on alle 20 %,
— 9,0 %, suhteellisena arvona suuremmasta tuloksesta, kun raakavalkuaispitoisuus on 20-40 %,

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

Tarkkuus
Madritys (hajotus, tislaus ja titraus) tehdddn riittavélld maarélld asetanilidia (3.13) (esim. 0,2-0,3 g) siten, ettd

lasnd on 1 gramma sakkaroosia (3.14); 1 g asetanilidia kuluttaa 14,80 ml rikkihappoa (3.5). Saannon on
oltava vahintddn 99 prosenttia.

Huomautukset

Vilineet voivat olla kasikdyttoisid, puoliautomaattisia tai automaattisia. Jos liuos joudutaan siirtimaén astiasta
toiseen hajotuksen ja tislauksen vililld, siirto on suoritettava siten, ettei havioitd tapahdu. Jos tislauslaitteen
kolvissa ei ole tiputussuppiloa, lisitddn natriumhydroksidi vilittomasti ennen kolvin liittdmistd
jadhdyttimeen kaataen liuos hitaasti kolvin seindmad myoten.

Jos hajotettu tuote kiinteytyy, madritys on aloitettava alusta kdyttimalld suurempaa maarad rikkihappoa (3.4)
kuin 5.1 kohdassa on mainittu.

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

Raakavalkuaisen rutiinimaarityksissd voidaan kéyttda vaihtoehtoisia menetelmia, mutta vertailumenetelmina
on kisilld olevassa C osassa kuvailtu Kjeldahlin menetelma. Vaihtoehtoisilla menetelmilld (kuten Dumas-
menetelmilld) saatujen tulosten vastaavuus on osoitettava erikseen kunkin analysoitavan materjaalin osalta.
Koska vaihtoehtoisilla menetelmilld saadut tulokset saattavat vastaavuuden varmistamisesta huolimatta
hieman poiketa vertailumenetelmalld saaduista tuloksista, maéiritysselosteessa on mainittava, mitd
menetelméd raakavalkuaisen madrityksessd on kéytetty.

D. UREAN MAARITYS

Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmilld voidaan madrittdd mérehtijéiden rehussa lisiaineena kdytetyn urean pitoisuus.

Periaate

Nayte suspendoidaan veteen sellaisen aineen lisnd ollessa, joka saa suspension kirkastumaan. Suspensio
suodatetaan. Suodoksen ureamdird mddritetddn sen jilkeen kun siihen on lisitty 4-dimetyyliaminobent-
saldehydid (4-DMAB) mittaamalla liuoksen absorbanssi 420 nm:n aallonpituudella.

Reagenssit

4-Dimetyyliaminobentsaldehydiliuos: 1,6 g 4-DMAB:ta liuotetaan 100 ml:aan 96-prosenttista etanolia ja
sithen lisatddn 10 ml kloorivetyhappoa (pyo 1,19 g/ml). Tdma reagenssi sdilyy korkeintaan kahden viikon ajan.

Carrez-liuos I: liuotetaan veteen 21,9 g sinkkiasetaattia Zn(CH;COO), 2H,0 ja 3 g jddetikkaa. Tilavuus
sdadetdan 100 ml:ksi vedelld.

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

Aktiivihiili, joka ei absorboi ureaa (tarkastettava).
Urealiuos 0,1 % (w/v).

Vilineisto

Sekoitin: noin 35-40 kierr./min.
Lasihiostulpallisia koeputkia 160 x 16 mm.

Spektrofotometri.
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5. Menettely

5.1 Ndytteen mddritys

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

Lapinakyvistd, vdrittoméstd suodoksesta pipetoidaan 5 ml lasihiostulpallisiin koeputkiin, lisitddn 5 ml
4-DMAB -liuvosta (3.1) ja sekoitetaan. Putket asetetaan 20 °C:ssa (+/- 4 °C) olevaan vesihauteeseen.

Viidentoista minuutin kuluttua mitataan néyteliuoksen absorbanssi spektrofotometrilli 420 nm:n
aallonpituudella. Lukemaa verrataan reagensseista valmistettuun nollakoeliuokseen.

5.2 Kalibrointikdyrd

Pipetoidaan 100 mln mittapulloihin 1, 2, 4, 5 ja 10 ml urealiuosta (3.5) ja tdytetddn merkkiin asti vedelld.
Kutakin livosta pipetoidaan koeputkiin 5 ml, lisitddan 5 ml 4-DMAB -liuosta (3.1), homogenoidaan ja niiden
absorbanssi mitataan edelld kuvatulla tavalla verrattuna kontrolliliuokseen, joka sisiltdd 5 ml 4-DMAB:ta ja 5
ml vettd ja jossa ei ole ureaa. Piirretddn kalibrointikdyra.

6. Tulosten laskeminen
Urean médré niytteessd madritetddn kalibrointikdyraa kdyttien.

Tulokset ilmoitetaan milligrammoina ureaa naytekiloa kohti.
7. Menetelmiin arviointi

7.1 Toistettavuus

Samasta ndytteestd saman henkil6n samassa laboratoriossa tekeman kahden miirityksen tulosten vilinen ero
ei saa olla suurempi kuin:

— 420 nm:ssa
— 50 % suuremmasta tuloksesta, kun ureapitoisuus on vihintdan 3 000 mg/kg mutta alle 5 000 mg/kg.
— 25 % suuremmasta tuloksesta, kun ureapitoisuus on vihintdan 5 000 mg/kg mutta alle 7 000 mg/kg.
— 20 % suuremmasta tuloksesta, kun ureapitoisuus on vihintddn 7 000 mg/kg;

— 435 nm:ssa
— 40 % suuremmasta tuloksesta, kun ureapitoisuus on vihintdan 3 000 mg/kg mutta alle 5 000 mg/kg.
— 25 % suuremmasta tuloksesta, kun ureapitoisuus on vihintdan 5 000 mg/kg mutta alle 9 000 mg/kg.

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

7.2 Uusittavuus

Samasta néytteestd eri laboratorioissa tehdyn ja/tai eri henkildiden tekemdn kahden médrityksen tulosten
vilinen ero ei saa olla suurempi kuin

— 420 nm:ssd

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

— 4500 mg/kg absoluuttisena arvona, kun ureapitoisuus on vihintdidn 12 000 mg/kg;
— 435 nm:ssd
— 50 % suuremmasta tuloksesta, kun ureapitoisuus on vihintddn 3 000 mg/kg mutta alle 8 000 mg/kg.

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

EU:n laboratorioiden vililld jirjestettyyn vertailuun osallistui 18 laboratoriota. Viisi positiivista marehtijéille
tarkoitettua rehuseosndytettd (taulukoissa 1 ja 2 'MAT) analysoitiin (1 analyysi) kaksoissokkondytteind, ja
yksi nollandyte analysoitiin kerran.

Kansainvilisten ohjeistuksien mukaiset toistettavuuden (r) ja uusittavuuden (R) raja-arvojen laskelmat
suoritettiin sen jilkeen, kun poikkeavat arvot oli poistettu patevien arvojen varianssianalyysin avulla.

Seuraavissa taulukoissa esitetidn menetelmin suorituskyvylle lasketut arvot (toistettavuus ja uusittavuus)
Testatuista naytteistd, nollandyte mukaan lukien, ei saatu yhtakaan virheellisesti positiivista tai virheellisesti
negatiivista tulosta.

Taulukko 1

Menetelmiin suorituskykyominaisuudet urean osalta, mitattu A = 420 nm kaikissa aineissa

Aine 2 Aine 5 Aine 3 Aine 4 Aine 6
Lampaat Nautaeldi- Lampaat Lampaat | Nautaeldimet
met
Tavoitemassaosuus (mg kg™) 3000 5000 7001 9036 11 000
Keskimadrdinen massaosuus 4241 6993 7 830 9962 12071
(mg k)
Uusittavuuden keskihajonta sg 1141 1303 985 994 1711
(mg kg')
Toistettavuuden keskihajonta s, 723 601 549 712 737
(mg kg
Uusittavuuden suhteellinen 27 19 13 10 14
keskihajonta RSDy, (%)
Toistettavuuden suhteellinen 17 9 7 7 6
keskihajonta RSD, (%)
Uusittavuuden raja-arvo, R 3195 3649 2759 2784 4790
[R =2,8 x 5]
Toistettavuuden raja-arvo, r 2024 1684 1536 1994 2064
[r=2,8 xs]
Taulukko 2

Menetelmin suorituskykyominaisuudet urean osalta, mitattu A = 435 nm kaikissa aineissa

Aine 2 Aine 5 Aine 3 Aine 4 Aine 6
Lampaat Nautaeldi- Lampaat Lampaat | Nautaeldimet
met

Tavoitemassaosuus (mg kg™) 3000 5000 7001 9036 11000
Keskiméddrdinen massaosuus 4101 6467 7 890 10062 11 642
(mg kg")
Uusittavuuden keskihajonta sy 706 1194 675 745 1378
(mg kg")
Toistettavuuden keskihajonta s, 570 628 613 196 167
(mg kg")
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9.1

9.2

9.3

2.1

Uusittavuuden suhteellinen 17 18 9 7 12
keskihajonta RSDy, (%)

Toistettavuuden suhteellinen 14 10 8 2 1
keskihajonta RSD, (%)

Uusittavuuden raja-arvo, R 1977 3344 1889 2087 3859
[R=12,8 x 5]

Toistettavuuden raja-arvo, r 1596 1759 1715 549 467
[r=2,8 xs]

Huomautukset

Kun urean mddri ylittdd 3 prosenttia, niytteen médard vihennetddn 1 giksi tai alkuperdinen liuos laimennetaan
siten, ettei siind ole yli 50 mg ureaa 500 ml:ssa.

Kun ureapitoisuus on alhainen, niytteen kokoa suurennetaan, kunhan suodos siilyy lipindkyvind ja
varittdmand.

Edelld olevat laboratorioiden vilisen vertailun tulokset eivdt viittaa merkittdvian tarkkuuseroon urean
médrityksessd 420 nm:ssd ja 435 nm:ssi.

E. AMINOHAPPOJEN MAARITYS (TRYPTOFAANIA LUKUUN OTTAMATTA)
Aminohappojen mairitykseen (tryptofaania lukuun ottamatta) kdytettdvit menetelmat ovat

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

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

— jaljempani 1-10 kohdassa kuvattu maaritysmenetelma.

Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmilld voidaan médrittdd vapaat aminohapot (synteettiset ja luonnon aminohapot) ja kokonaisa-
minohapot (peptideihin kiinnittyneet ja vapaat) aminohappoanalysaattorilla rehuaineissa, rehuseoksissa ja
esiseoksissa, joissa kutakin aminohappoa on alle 10 prosenttia (). Se sopii seuraaviin aminohappoihin:
kyst(e)iini, metioniini, lysiini, treoniini, alaniini, arginiini, asparagiinihappo, glutamiinihappo, glysiini,
histidiini, isoleusiini, leusiini, fenyylialaniini, proliini, seriini, tyrosiini ja valiini.

Menetelmi ei erota toisistaan aminohappojen eri suoloja eikd aminohappojen D- ja L-muotoja. Se ei sovellu
tryptofaanin eikd aminohappojen hydroksianalogien maaritykseen.

Periaate

Vapaat aminohapot

Vapaat aminohapot uutetaan laimealla kloorivetyhapolla. Mukana uuttuneet typpipitoiset makromolekyylit
saostetaan sulfosalisyylihapolla ja poistetaan suodattamalla. Suodatetun liuoksen pH sdddetddn arvoon 2,20.
Aminohapot erotetaan ioninvaihtokromatografialla ja maddritetddn fotometrilli ninhydriinijohdoksina
aallonpituudella 570 nm.

EN 17180 -standardin mukaiseen miiritysmenetelméin viitataan vaihtoehtoisena menetelmina kaytettiviksi virallisessa valvonnassa
aminohappojen médrittdmiseen rehusta, jonka aminohappopitoisuus on yli 10 prosenttia.

Menetelmii ei ole validoitu laboratorioiden viliselld tutkimuksella sellaisten esiseosten osalta, jotka sisiltdvit rehun lisdaineita yli 10
prosenttia. Sitd voidaan kuitenkin soveltaa ndihin matriiseihin asianmukaisin pienin muutoksin edellyttden, ettd menetelma
validoidaan sisdisesti. Lisitietoja on saatavilla verkkosivulla 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

3.16.1

3.16.2

3.16.3

Kokonaisaminohapot

Menetelméd valitaan tutkittavien aminohappojen mukaan. Kyst(e)iini ja metioniini on hapetettava
kysteiinihapoksi ja metioniinisulfoniksi ennen hydrolyysid. Tyrosiini on médritettdvd naytteistd, joita ei
hapeteta ennen hydrolyysid. Kaikki muut 1 kohdassa (Tarkoitus ja soveltamisala) mainitut aminohapot
voidaan mddrittdd joko hapetetusta tai hapettamattomasta ndytteestd.

Hapettaminen tapahtuu 0 °C:ssa permuurahaishapon ja fenolin seoksella. Hapetusreagenssin ylimaard
hajotetaan natriumdisulfiitin avulla. Hapetettu tai hapettamaton niyte hydrolysoidaan kloorivetyhapolla
(3.20) 23 tunnin ajan. Hydrolyysituotteen pH sdddetddn arvoon 2,20. Aminohapot erotetaan ioninvaihtokro-
matografialla ja madritetddn fotometrilld ninhydriinijohdoksina aallonpituudella 570 nm (proliini 440 nm).

Reagenssit

Veden on oltava kaksoistislattua tai vastaavan laatuista (johtokyky < 10 pS).
Vetyperoksidi, w (w/w) = 30 %.

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

Fenoli.

Natriumdisulfiitti.

Natriumhydroksidi.

5-Sulfosalisyylihappodihydraatti.

Kloorivetyhappo, tiheys noin 1,18 g/ml.

Trinatriumsitraattidihydraatti.

2,2"-Tiodietanoli (tiodiglykoli).

Natriumkloridi.

Ninhydriini.

Petrolieetteri, kiehumislimpétila 40-60 °C.

Norleusiini tai muu yhdiste, jota voidaan kdyttdd sisdisend standardina.
Typpikaasu (< 10 ppm happea).

1-Oktanoli.

Aminohapot.

Edelld 1 kohdassa (Tarkoitus ja soveltamisala) lueteltujen aminohappojen standardina kaytettavit yhdisteet.
Puhtaat yhdisteet, jotka eivit sisilld kidevettd. Kuivataan tyhjiossd P,Os:n tai H,SO.n pdalld viikon ajan
ennen kayttoa.

Kysteiinihappo.

Metioniinisulfoni.

Natriumhydroksidiliuos, ¢ = 7,5 mol/l:

liuotetaan 300 g NaOH:ta (3.5) veteen ja laimennetaan 1 litraksi.

Natriumhydroksidiliuos, ¢ = 1 mol/l:

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

Muurahaishappo-fenoliliuos:

sekoitetaan 889 g muurahaishappoa (3.2) ja 111 g vettd ja lisitddn 4,73 g fenolia (3.3).
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3.20 Hydrolyysiseos, ¢ = 6 mol HCl [ 1ja 1 g fenolia litrassa:
lisitddn 1 g fenolia (3.3) 492 ml:aan HCI (3.7) ja tdytetddn 1 litraksi vedella.

3.21 Uuttoseos, ¢ = 0,1 mol HCl | 1 ja 2 % tiodiglykolia: laimennetaan 8,2 ml HCl:44 (3.7) noin 900 ml:aan vettd,
lisitdaan 20 ml tiodiglykolia (3.9) ja tdytetddn vedelld yhdeksi litraksi (ei sekoiteta suoraan aineita 3.7 ja 3.9).

3.22 5-Sulfosalisyylihappo, £ = 6 %:
Liuotetaan 60 g 5-sulfosalisyylihappoa (3.6) veteen ja laimennetaan vedelld litraksi.

3.23 Hapetusseos (permuurahaishappo-fenoli):
sekoitetaan 0,5 ml vetyperoksidia (3.1) 4,5 mlaan muurahaishappo-fenoliliuosta (3.19) pienessd
dekantterilasissa. Inkuboidaan 20-30 °C:ssa tunnin ajan, jotta saadaan permuurahaishappoa, annetaan sitten
jadhtyd jadvesihauteessa (15 min) ennen ndytteeseen lisddmista.
Varoitus: viltettava ihokosketusta ja kéytettdva suojavaatteita.

3.24 Sitraattipuskuriliuos, ¢ = 0,2 mol Na* [ I, pH 2,20:
liuotetaan 19,61 g natriumsitraattia (3.8), 5 ml tiodiglykolia (3.9), 1 g fenolia (3.3) ja 16,50 ml HCL:44 (3.7)
noin 800 ml:aan vettd. Sdddetddn pH arvoon 2,20. Tdytetddn 1 litraksi vedelld.

3.25 Eluointipuskurit, valmistetaan analysaattorin vaatimusten mukaisesti (4.9).

3.26 Ninhydriinireagenssi, valmistetaan analysaattorin vaatimusten mukaisesti (4.9).

3.27 Aminohappojen standardiliuokset. Nama liuokset siilytetddn alle 5 °C:n limpétilassa.

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

3.27.2 Kysteiinihapon ja metioniinisulfonin standardin kantaliuos, ¢ = 1,25 pmol/ml.
Liuotetaan 0,2115 g kysteiinihappoa (3.16.2) ja 0,2265 g metioniinisulfonia (3.16.3) sitraattipuskuriin (3.24)
litran mittapullossa ja tdytetddn merkkiin asti sitraattipuskurilla. Sdilytetddn alle 5 °C:n ldimpotilassa enintddn
12 kuukautta. Tdtd liuosta ei tarvita, jos standardin kantaliuos (3.27.1) sisaltdd kysteiinihappoa ja metioniini-
sulfonia.

3.27.3 Sisdisen standardin kantaliuos, esimerkiksi norleusiini, ¢ = 20 umol/ml.
Liuotetaan 0,6560 g norleusiinia (3.13) sitraattipuskuriin (3.24) mittapullossa ja tdytetddn 250 mlksi
sitraattipuskurilla. Siilytetddn alle 5 °C:n lampétilassa enintddn 6 kuukautta.

3.27.4 Aminohappojen kalibrointiliuos hydrolysaateille: kysteiinihappo ja metioniinisulfoni, ¢ = 5 nmol/50 pl, muut
aminohapot ¢ = 10 nmol/50 pl. Liuotetaan 2,2 g natriumkloridia (3.10) 30 ml:aan sitraattipuskuria (3.24)
100 mln dekantterilasissa. Lisdtddn 4,00 ml aminohappojen standardin kantaliuosta (3.27.1), 4,00 ml
kysteiinihapon ja metioniinisulfonin standardin kantaliuosta (3.27.2) ja tarvittaessa 0,50 ml sisdisen
standardin kantaliuosta (3.27.3). Sdddetddn pH arvoon 2,20 natriumhydroksidilla (3.18).
Siirretddn kvantitatiivisesti 50 mln mittapulloon, tiytetidn merkkiin asti sitraattipuskurilla (3.24) ja
sekoitetaan.
Séilytetddn alle 5 °C:n lampétilassa enintddn 3 kuukautta.
Katso my6s huomautus 9.1.

3.27.5 Aminohappojen kalibrointiliuos 5.3.3.1 kohdan mukaisesti valmistetuille hydrolysaateille ja uutteille (5.2).
Kalibrointiliuos valmistetaan 3.27.4 kohdan mukaisesti kuitenkin jattden natriumkloridi pois.
Sailytetddn alle 5 °C:n lampétilassa enintddn 3 kuukautta.
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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

Vilineisto
100 ml:n tai 250 ml:n pydrokolvi, joka on varustettu palautusjaghdyttimella.

Borosilikaattilasinen 100 mln pullo, jossa on kumifteflontiivisteinen kierrettdvd uuninkestdvd korkki
(esimerkiksi Duran, Schott).

Koneellisella ilmanvaihdolla varustettu ja limpétilaltaan sdddettdava kuivausuuni, jonka tarkkuus on parempi
kuin + 2 °C.

pH-mittari (lukemat kolmen desimaalin tarkkuudella).
Kalvosuodatin (0,22 pm).

Sentrifugi.

Vakuumipy6réhaihdutin.

Mekaaninen ravistelija tai magneettisekoitin.

Aminohappoanalysaattori tai HPLC-laitteisto, jossa on ioninvaihtokolonni, vilineistd kolonnin jilkeistd
ninhydriiniderivointia varten ja fotometri.

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

Tietyissd aminohappoanalysaattoreissa voidaan kdyttdd hydrolyysimenetelmidd, jossa hydrolysaatin
natriumpitoisuus on ¢ = 0,8 mol/l ja se sisiltdd ndin kaiken hapetuksessa jiljelle jadneen muurahaishapon.
Muut laitteet eivdt erota tyydyttdvdsti tiettyja aminohappoja, jos hydrolysaatti sisiltdd liikaa
muurahaishappoa jaftai natriumionipitoisuus on suuri. Tdssd tapauksessa hapon mairdd vihennetddn
haihduttamalla hydrolysaatti noin 5 ml:aan ennen pH:n sddtimistd. Haihduttamisen on tapahduttava
tyhjiossd enintddn 40 °C:ssa.

Menettely

Niytteen valmistaminen

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

Vapaiden aminohappojen mddritys

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

Lisatddn koko ajan sekoittaen 5,0 ml sulfosalisyylihappoliuosta (3.22) ja jatketaan sekoittamista 5 minuutin
ajan magneettisekoittimella. Suodatetaan tai sentrifugoidaan liuos mahdollisen sakan erottamiseksi.
Pipetoidaan 10,0 ml saatua liuosta 100 ml:n dekantterilasiin, sdddetddn pH arvoon 2,20 natriumhydroksidi-
liuoksella (3.18), huuhdotaan sopivan kokoiseen mittapulloon sitraattipuskurilla (3.24) ja taytetddn merkkiin
asti puskuriliuoksella (3.24).

Jos kdytetddn sisistd standardia (3.27.3), sitd lisitdan 1,00 ml lopullisen liuoksen kutakin 100 ml:aa kohden
ja taytetadn merkkiin asti puskuriliuoksella (3.24).

Siirrytddn kromatografiavaiheeseen 5.4 kohdan mukaisesti.

Jos kromatografiaa ei tehdd samana pdivind, uutteet siilytetddn alle 5 °C:n laimpétilassa.

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

33/129



FI EUVL L, 15.3.2024

5.3 Kokonaisaminohappojen mdaritys

531 Hapettaminen
Punnitaan 0,2 mg:n tarkkuudella 0,1-1 g valmistettua ndytettd (5.1):
— 100 ml:n pydrokolviin (4.1) avointa hydrolyysiid (5.3.2.3) varten, tai
— 250 ml:n pyorokolviin (4.1), jos tarvitaan alhaista natriumpitoisuutta (5.3.3.1), tai
— 100 ml:n kierrekorkilliseen pulloon (4.2) suljettua hydrolyysia (5.3.2.4) varten.
Punnitun niytemadrin typpipitoisuuden on oltava noin 10 mg ja kosteuspitoisuuden enintddn 100 mg.

Asetetaan pyorokolvi tai pullo jad-vesihauteeseen ja jadhdytetddn 0 °C:seen, lisitddn 5 ml hapetusseosta (3.23)
ja sekoitetaan kaarevakirkiselld lasilastalla. Suljetaan kolvi/pullo lastoineen ilmatiiviin kalvon avulla, asetetaan
jdd-vesihaude niin suljettuine astioineen jidkaappiin, jonka ldampétila on 0 °C, ja jitetddn sinne 16 tunniksi.
Tamin jilkeen se otetaan jadkaapista ja hajotetaan hapetusreagenssin ylimaard lisiamalld 0,84 g natriumdi-
sulfiittia (3.4).

Siirrytddn 5.3.2.1 kohtaan.

5.3.2 Hydrolyysi

5.3.2.1 Hapetettujen ndytteiden hydrolyysi

Edelld 5.3.1. kohdan mukaisesti valmistettuun hapetettuun néytteeseen lisitdan 25 ml hydrolyysiseosta (3.20)
huolehtien siité, ettd astian seindmiin ja lastaan jadnyt ndyte huuhdellaan pois.

Jatketaan valitun hydrolyysimenetelman mukaan 5.3.2.3 tai 5.3.2.4 kohdasta.

53.2.2 Hapettamattomien ndytteiden hydrolyysi

Punnitaan 100 ml:n tai 250 mln pyorokolviin (4.1) tai 100 mln kierrekorkilliseen pulloon (4.2) 0,1-1,0 g
valmistettua ndytettd (5.1) 0,2 mg:n tarkkuudella. Punnitun niytemairin typpipitoisuuden on oltava noin 10
mg. Lisdtdan varovasti 25 ml hydrolyysiseosta (3.20) ja sekoitetaan ndytteeseen. Jatketaan joko 5.3.2.3 tai
5.3.2.4 kohdasta.

5.3.2.3 Avoin hydrolyysi
Lisatddn kolme lasihelmed kolvissa olevaan seokseen (valmistettu 5.3.2.1 tai 5.3.2.2 kohdan mukaisesti) ja
keitetddn tasaisesti kuplittaen palautusjddhdyttimen alla 23 tuntia. Hydrolyysin jilkeen huuhdellaan

jadhdytin 5 ml:la sitraattipuskuria (3.24). Kolvi irrotetaan ja jadhdytetddn jidhauteessa.

Jatketaan 5.3.3 kohdan mukaisesti.

5.3.2.4 Suljettu hydrolyysi

Asetetaan 5.3.2.1 tai 5.3.2.2 kohdan mukaisesti valmistettua niyteseosta sisdltdvi pullo uuniin (4.3) 110 °C:
seen. Ensimmdisen tunnin aikana pidetddn kierrekorkki sulkematta pullon pdilld, jottei kaasun
muodostuksen vuoksi syntyisi painetta ja jotta valtyttiisiin rdjahdyksiltd. Pulloa ei saa sulkea korkilla. Tunnin
kuluttua pullo suljetaan kierrekorkilla ja sen annetaan olla uunissa (4.3) 23 tunnin ajan. Hydrolyysin jilkeen
pullo otetaan uunista, avataan korkki varovasti ja asetetaan pullo jid-vesihauteeseen. Annetaan jadhtya.

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

Jatketaan 5.3.3 kohdan mukaisesti.
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5.3.3.1

5.3.3.2

5.4

pH:n sddtiminen

Aminohappoanalysaattorin (4.9) natriuminsietokyvyn mukaan noudatetaan 5.3.3.1 tai 5.3.3.2 kohtaa pH:n
sdatamiseksi.

Kromatografit (4.9), jotka edellyttivit alhaista natriumpitoisuutta

On suositeltavaa kdyttdd sisdisen standardin kantaliuosta (3.27.3), jos kéytetddn aminohappoanalysaattoreita,
jotka edellyttdvit alhaista natriumpitoisuutta (kun hapon mairdd on vihennettdva).

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

Lisdtddn 2 tippaa 1-oktanolia (3.15) 5.3.2.3 tai 5.3.2.4 kohdan mukaisesti saatuun hydrolysaattiin.

Haihdutetaan ndyte 5-10 ml:aan pyorohaihduttimella (4.7), jonka hauteen limpétila on 40 °C. Jos tilavuus
pienenee vahingossa alle viiden millilitran, hydrolysaatti on hyldttavi ja analyysi aloitettava uudelleen.

pH sidddetddn arvoon 2,20 natriumhydroksidiliuoksella (3.18) ja jatketaan 5.3.4 kohdasta.

Muut aminohappoanalysaattorit (4.9):

Kohdan 5.3.2.3 tai 5.3.2.4 mukaisesti saatu hydrolysaatti neutraloidaan osittain lisidmalld varovasti koko
ajan sekoittaen 17 ml natriumhydroksidiliuosta (3.17) ja huolehditaan siitd, ettd limpéotila on alle 40 °C.

Lopullinen pH:n sddtdminen 2,20:een tapahtuu huoneen limpétilassa 3.17 kohdan mukaisen natriumhyd-
roksidiliuvoksen avulla ja lopuksi 3.18 kohdan mukaisella natriumhydroksidiliuoksella. Siirrytdin
5.3.4 kohtaan.

Niytelivos kromatografiaa varten

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

Jos sisdistd standardia ei ole vield kiytetty, lisitddn sitd 2,00 ml (3.27.3) ja tdytetidn merkkiin asti sitraatti-
puskurilla (3.24). Sekoitetaan huolellisesti.

Siirrytddn kromatografiavaiheeseen (5.4).

Jos kromatografiaa ei tehdd samana pdivind, ndyteliuokset sailytetddn alle 5 °C:n limpotilassa.

Kromatografia

Annetaan uutteen (5.2) tai hydrolysaatin (5.3.4) tasoittua huoneenlimpoisiksi ennen kromatografiaa.
Ravistellaan seosta ja suodatetaan sopiva méddrd 0,22 pm:n kalvosuodattimen (4.5) lipi. Saatu kirkas liuos
analysoidaan aminohappoanalysaattorilla kiyttden ioninvaihtokromatografiaa (4.9).

Injektio voidaan suorittaa kidsin tai automaattisesti. On tdrkedd, ettd kolonniin lisitddn aina sama mdird
(£ 0,5 %) vertailu- tai ndyteliuosta, paitsi silloin kun kéytetddn sisdistd standardia, ja ettd natriumin ja
aminohappojen suhde standardi- ja ndyteliuoksissa on mahdollisimman lihell toisiaan.

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

Aminohappojen kromatografia vaihtelee jonkin verran kiytetyn analysaattorin tyypin ja kéytetyn hartsin
mukaan. Valitun menetelmdn on mahdollistettava aminohappojen erottaminen toisistaan ja muista
ninhydriinin kanssa reagoivista aineista. Pylvddseen ruiskutettujen yhdisteiden pitoisuuden muutosten on
kayttoalueella annettava lineaarinen vaste.
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Analysoitaessa aminohappojen ekvimolaarisia liuoksia sovelletaan seuraavassa kappaleessa maddriteltyjd
laakson ja piikin vilisid suhteita. Ekvimolaarisen liuoksen tulee sisdltdd vihintddn 30 prosenttia kunkin
aminohapon siitd enimmaismadristd, joka voidaan mairittad tarkasti kdytetylld aminohappoanalysaattorilla
(4.9).

Kromatogrammissa treoniinin ja seriinin osittain paillekkiisten piikkien vilisen laakson suhde matalamman
piikin korkeuteen ei saa olla suurempi kuin 2:10. (Jos mddritetddn ainoastaan kyst(e)iinid, metioniinid,
treoniinid ja lysiinid, vierekkdisten piikkien riittimaton erottuminen toisistaan hdiritsee médritystd.) Muiden

aminohappojen osalta erottumisen on oltava parempi kuin 1:10.

Kromatografiajirjestelmén on pystyttiva erottamaan lysiini lysiiniartefaktoista ja ornitiinista.

6. Tulosten laskeminen

Naytteen ja vertailuliuoksen piikkien pinta-ala mitataan kunkin yksittdisen aminohapon osalta ja maira (X)
lasketaan seuraavan kaavan mukaisesti; tulos ilmoitetaan grammoina aminohappoa ndytekiloa kohden.

_ A XecxMxV
X = B x'm x 1000

Jos sisiistd standardia kiytetdan, kerrotaan kaava vield termilld 2

A= analysoitavan piikin pinta-ala, hydrolysaatti tai uute

B= analysoitavan piikin pinta-ala, standardiliuos

C= sisdisen standardin piikin pinta-ala hydrolysaatissa tai uutteessa

D= sisdisen standardin piikin pinta-ala kalibrointiliuoksessa

M= analysoitavan aminohapon molekyylipaino

c= standardin konsentraatio pmol/ml

m = ndytteen paino grammoina (korjataan alkuperidiseen painoon, jos kuivattu tai rasva poistettu)
V= ml kokonaishydrolysaattia (5.3.4) tai ml uutteen laskettua kokonaislaimennosta (6.1).

Sekd kystiini ettd kysteiini mdairitetddn kysteiinihappona hapetetun naytteen hydrolysaateista, mutta ne
lasketaan kystiiniksi (C¢H;,N,04S,, M 240,30 g/mol) kdyttden molekyylipainoa 120,15 g/mol (= 0,5 x
240,30 g/mol).

Metioniini mddritetddn metioniinisulfonina hapetetun néytteen hydrolysaateista, mutta lasketaan
metioniiniksi kdyttden metioniinin molekyylipainoa 149,21 g/mol.

Lisitty vapaa metioniini médritetdidn uuttamisen jilkeen metioniinina; laskennassa kaytetddn samaa

molekyylipainoa.
6.1 Uutteiden kokonaislaimennoksen tilavuus (F) vapaiden aminohappojen méarittimistd varten (5.2) lasketaan
seuraavasti:
F = 100 ml x (10 ml4+5 ml) « v
10 ml 10
V= lopullisen uutteen maara.
7. Menetelmin arviointi

Menetelmi on testattu vuonna 1990 tehdyssa kansainvilisessd laboratorioiden vilisessa vertailussa kayttden
neljdd eri rehua (sikojen tdysrehu, broilereiden tdysrehu, valkuaistiiviste ja esiseos).

Huomautus: Menetelmd on testattu toisen kansainvilisen vertailututkimuksen aikana vuonna 2003 kiyttien
kaksoissokkopareja, joissa néytteet olivat broilereiden loppukasvatusrehusta, broilereiden
aloitusrehusta, maissista, kalajauhosta ja siipikarjasta valmistetusta jauhosta. Lisitietoja varten
katso EN ISO 13903 -standardi.
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7.1

7.2

Vuoden 1990 vertailututkimuksen tulosten keskiarvo ja standardipoikkeama poikkeavien arvojen
poissulkemisen jalkeen on esitetty timin kohdan taulukoissa.

Keskiarvot g/kg
Aminohappo
Vertailuaine

Treoniini Kyst(e)iini Metioniini Lysiini
Sikojen tdysrehu 6,94 3,01 3,27 9,55

n=15 n=17 n=17 n=13
Broilereiden tdysrehu 9,31 3,92 5,08 13,93

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

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

n=16 n=16 n=16

n = osallistuneiden laboratorioiden lukumairi.

Toistettavuus

Edelld olevassa taulukossa esitetyn laboratorioiden vilisen vertailun toistettavuus on ilmaistu

taulukoissa muodossa “laboratorion sisdinen standardipoikkeama”:

Variaatiokerroin (%) laskettuna toistettavuudesta (CV,)

alla olevissa

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

n = osallistuneiden laboratorioiden lukumairi.

Uusittavuus

Laboratorioiden vilisten standardipoikkeamien tulokset edelld mainitussa vertailussa on esitetty seuraavassa

taulukossa.
Variaatiokerroin (%) laskettuna uusittavuudesta (CVy)
Aminohappo
Vertailuaine
Treoniini Kyst(e)iini Metioniini Lysiini
Sikojen tdysrehu 4,1 9,9 7,0 3,2
n=15 n=17 n=17 n=13
Broilereiden tdysrehu 52 8,8 10,9 5,4
n=16 n=18 n=18 n=16
Valkuaistiiviste 3,8 12,3 13,0 3,0
n=16 n=17 n=17 n=15
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Esiseos 4,3 - 6,9 6,7
n=16 n=16 n=16

n = osallistuneiden laboratorioiden lukumairi.

8. Vertailumateriaalin kiytto
Menetelmin oikea soveltaminen tarkistetaan sertifioidulla vertailumateriaalilla, jos sellainen on saatavilla,
tehdylld kaksoisméaritykselld. Kalibrointi sertifioidulla aminohappojen kalibrointiliuoksella on suotavaa.

9. Huomautukset

9.1 Aminohappoanalysaattoreiden vilisten erojen vuoksi annettuja aminohappojen kalibrointiliuosten
(ks. 3.27.4 ja 3.27.5 kohta) ja hydrolysaattien (ks. 5.3.4 kohta) lopullisia konsentraatioita on pidettiva
suuntaa antavina.

Laitteiston lineaarisen vasteen alue on tarkistettava kaikkien aminohappojen osalta.
Standardiliuos laimennetaan sitraattipuskurilla siten, ettd piikit sijoittuvat alueen keskivaiheille.

9.2 Kun hydrolysaattien analysointiin kdytetdin suuren erotuskyvyn nestekromatografialaitteistoa, koeolosuhteet
on optimoitava valmistajan suositusten mukaisesti.

9.3 Jos menetelmdd sovelletaan rehuseoksiin tai esiseoksiin, jotka sisltdvit enemmén kuin yhden prosentin
kloridia (tiiviste, kivenndisaineita sisiltdvit ravinteet tai tdydennysrehut), silld saatetaan saada metioniinille
liian pienid arvoja, ja erityiskdsittely on tarpeen.

10. Suorituskykyvaatimukset

Yhdistimalld tulokset (muiden kuin tyrosiinin osalta) nidistd kahdesta vertailututkimuksesta (edelld 7
kohdassa esitetystd vuoden 1990 tutkimuksesta ja EN/ISO 13903 -standardissa esitetystd vuoden 2005
tutkimuksesta) saadaan seuraavat toistettavuutta ja uusittavuutta koskevat vaatimukset. Niistd kahdesta
laboratorioiden vilisestd testistd saatuja arvoja ei valttdimattd voi soveltaa muihin kuin esitettyihin pitoisuusa-
lueisiin ja -matriiseihin.

10.1 Toistettavuus

Samasta néytteestd saman henkilon samassa laboratoriossa tekeman kahden miirityksen tulosten vélinen ero
ei saa olla suurempi kuin:

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

— 8 % suuremmasta tuloksesta, kun kyse on aminohappojen kokonaismairistd treoniinin, fenyylialaniinin,
metioniinin, asparagiinihapon ja leusiinin osalta.

— 10 % suuremmasta tuloksesta, kun kyse on aminohappojen kokonaismaarista arginiinin ja valiinin osalta.
— 12 % suuremmasta tuloksesta, kun kyse on aminohapon seriini kokonaismairasta.

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

10.2 Uusittavuus

Samasta néytteestd eri laboratorioissa tehdyn ja/tai eri henkildiden tekemin kahden méirityksen tulosten
vilinen ero ei saa olla suurempi kuin

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

— 20 % suuremmasta tuloksesta, kun kyse on aminohappojen kokonaismiirdstd lysiinin, proliinin,
fenyylialaniinin, metioniinin ja asparagiinihapon osalta.

— 22 % suuremmasta tuloksesta, kun kyse on aminohappojen kokonaismdirdstd glutamiinihapon ja
leusiinin osalta.

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

— 32 % suuremmasta tuloksesta, kun kyse on aminohapon isoleusiini kokonaismédrasta.
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3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

3.11

— 35 % suuremmasta tuloksesta, kun kyse on aminohappojen kokonaismaarastd valiinin ja seriinin osalta.
— 40 % suuremmasta tuloksesta, kun kyse on aminohapon histidiini kokonaismaarasta.

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

F. TRYPTOFAANIN MAARITYS
Tryptofaanin méaritykseen kiytettdvit menetelmit ovat

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

— jaljempanid 1-9 kohdassa kuvattu maaritysmenetelma.

Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmin avulla voidaan madrittdd rehuissa olevan tryptofaanin kokonaismaird ja vapaan tryptofaanin
madrd. Menetelmilld ei voi erottaa D- ja L-muotoja toisistaan.

Periaate

Tryptofaanin kokonaismédrdn madrittimiseksi ndyte hydrolysoidaan kylldstetylld bariumhydroksidiliuoksella
emiksisissd olosuhteissa ja kuumennetaan 110 °C:ssa 20 tuntia. Hydrolyysin jilkeen lisdtdin sisdinen
standardi.

Vapaan tryptofaanin mddrittdmiseksi néytettd uutetaan lievdsti happamissa olosuhteissa yhdessi sisdisen
standardin kanssa.

Tryptofaani ja sisdinen standardi hydrolysaatissa tai uutteessa maaritetidan HPLC:1l4 kdyttden fluoresensside-
tektoria.

Reagenssit
Veden on oltava kaksoistislattua tai vastaavan laatuista (johtokyky < 10 uS/cm).
Standardiyhdiste: tryptofaani (puhtaus/pitoisuus > 99 %), kuivattu tyhjiossi fosforipentoksidin paalla.

Sisdinen standardi: a-metyylitryptofaani (puhtaus/pitoisuus = 99 %), kuivattu tyhjiossd fosforipentoksidin
palla.

Bariumhydroksidioktahydraatti (on varottava, ettei Ba(OH), 8 H,O joudu liiaksi kosketuksiin ilman kanssa;
tall6in muodostuisi BaCOj:a, joka voi héiritd maaritystd) (ks. huomautus 9.3).

Natriumhydroksidi.

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

Metanoli, HPLC-laatua vastaava.
Petrolieetteri, kiehumislimpétila 40-60 °C.

Natriumhydroksidiliuos, ¢ = 1 mol/l:

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

Kloorivetyhappo, ¢ = 6 mol/l:
Mitataan 492 ml HCL:d4 (3.7) ja tdytetddn 1 litraksi vedelld.

Kloorivetyhappo, ¢ = 1 mol/l:

Mitataan 82 ml HCL:4d (3.7) ja tdytetddn 1 litraksi vedelld.
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3.13 Kloorivetyhappo, ¢ = 0,1 mol/l:

Mitataan 8,2 ml HCL:44 (3.7) ja tdytetddn 1 litraksi vedella.

3.14 Ortofosforihappo, ¢ = 0,5 mol/l:

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

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

Liuotetaan 500 mlin mittapullossa 0,2553 g tryptofaania (3.2) kloorivetyhappoon (3.13) ja tdytetddn
merkkiin asti kloorivetyhapolla (3.13). Sdilyy —18 °C:ssa enintdén 4 viikkoa.

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

Liuotetaan 500 ml:in mittapullossa 0,2728 g a-metyylitryptofaania (3.3) kloorivetyhappoon (3.13) ja
taytetddn merkkiin asti kloorivetyhapolla (3.13). Sailyy —18 °C:ssa enintdin 4 viikkoa.

3.17 Tryptofaanin ja sisdisen standardin kalibrointistandardiliuos:
Mitataan 2,00 ml konsentroitua tryptofaaniliuosta (3.15) ja 2,00 ml konsentroitua sisdisen standardin
(a-metyylitryptofaanin) liuosta (3.16). Laimennetaan vedelld (3.1) ja metanolilla (3.8) siten, ettd liuoksen
tilavuus ja metanolipitoisuus on suunnilleen sama kuin valmiin hydrolysaatin (metanolia 10-30 %).

Tami liuos on valmistettava juuri ennen kayttoa.

Liuos suojataan suoralta auringonvalolta valmistuksen aikana.

3.18 Etikkahappo.

3.19 1,1,1-Trikloori-2-metyyli-2-propanoli.

3.20 Etanoliamiini w (w/w) > 98 %.

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

3.22 HPLC:ssd kaytettava liikkuva faasi: 3,00 g etikkahappoa (3.18) + 900 ml vettd (3.1) + 50,0 ml livosta (3.21),

jossa on 1,1,1-trikloori-2-metyyli-2-propanolia (3.19) metanolissa (3.8) (1 g | 100 ml). pH sdddetéin arvoon
5,00 etanoliamiinilla (3.20). Taytetddn 1 000 mlksi vedelld (3.1).

4. Vilineisto

4.1 HPLC-laitteisto, jossa on spektrofluorimetri-detektori.

4.2 Nestekromatografiakolonni, 125 mm x 4 mm, C,g, hartsin (pakkausaineen) hiukkaskoko 3 pm, tai vastaava.
4.3 pH-mittari.

4.4 Polypropyleenipullo, tilavuus 125 ml, jossa on leved kaula ja kierretulppa.

4.5 Kalvosuodatin, 0,45 pum.

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

4.7 Mekaaninen ravistelija tai magneettisekoitin.

4.8 Vortex-sekoitin.
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5.1

5.2

5.3

5.4

Menettely

Niytteiden valmistaminen

Nayte jauhetaan siten, ettd se lapdisee 0,5 mm:n seulan. Néytteet, joiden kosteuspitoisuus on suuri, on
ilmakuivattava enintddn 50 °C:ssa tai pakastekuivattava ennen jauhamista. Néytteet, joiden rasvapitoisuus on
suuri, on uutettava petrolieetterilld (3.9) ennen jauhamista.

Vapaan tryptofaanin mddritys (uutteesta)

Punnitaan 1 mg:n tarkkuudella sopiva médrd (1-5 g) valmistettua néytettd (5.1) erlenmeyerkolviin. Lisdtddn
100,0 ml kloorivetyhappoa (3.13) ja 5,00 ml konsentroitua sisdisen standardin liuosta (3.16). Ravistellaan
tai sekoitetaan 60 minuuttia mekaanisella ravistelijalla tai magneettisekoittimella (4.7). Annetaan sakan
laskeutua ja pipetoidaan 10,0 ml supernatanttilivosta dekantterilasiin. Lisdtddn 5 ml ortofosforihappoa
(3.14). Saddetddn pH arvoon 3 natriumhydroksidilla (3.10). Lisdtddn metanolia (3.8) niin ettd lopputila-
vuudessa on 10-30 prosenttia metanolia. Siirretddn liuos sopivankokoiseen mittapulloon ja laimennetaan
vedelld sopivaan tilavuuteen kromatografiaa varten (suunnilleen sama tilavuus kuin kalibrointistandardi-
liuoksella (3.17)).

Suodatetaan muutama ml liuosta 0,45 pm:n kalvosuodattimen (4.5) ldpi ennen HPLC-kolonniin injektointia.
Siirrytddn kromatografiavaiheeseen 5.4 kohdan mukaisesti.

Standardiliuos ja uutteet suojataan suoralta auringonvalolta. Jos nayteliuoksia ei voida analysoida samana
pdivind, uutteita voi sdilyttdd 5 °C:ssa enintddn 3 pdivaa.

Tryptofaanin kokonaismddran mddritys (hydrolysaatista)

Punnitaan 0,2 mg:n tarkkuudella 0,1-1 g valmistettua néytettd (5.1) polypropyleenipulloon (4.4). Punnitun
ndytemddran typpipitoisuuden on oltava noin 10 mg. Lisitddn 8,4 g bariumhydroksidioktahydraattia (3.4)
ja 10 ml vettd. Sekoitetaan vortex-sekoittimella (4.8) tai magneettisekoittimella (4.7). Teflon-paallystetty
magneetti jdtetddn seokseen. Huuhdotaan pullon seinimit 4 mllla vettd. Pullo suljetaan 16yhisti
kierrekorkilla. Pullo pannaan autoklaaviin (4.6), jossa on kiehuvaa vettd, ja autoklavoidaan 30-60 minuutin
ajan. Suljetaan autoklaavi ja autoklavoidaan 110 ( 2) °C:ssa 20 tuntia.

Limpotila on laskettava juuri alle 100 °Cieen ennen kuin autoklaavi avataan. Jotta Ba(OH),.8 H,O ei
kiteytyisi, limpimadn seokseen lisdtddn 30 ml huoneenlimpdisti vettd. Ravistellaan tai sekoitetaan varovasti.
Lisitdan 2,00 ml konsentroitua sisdisen standardin liuosta (a-metyylitryptofaania, 3.16). Jaihdytetddn
pulloja vesi/jadhauteessa 15 minuuttia.

Lisitddn 5 ml ortofosforihappoa (3.14). Pullo pidetddn jadhdytyshauteessa ja liuos neutraloidaan HCLIld
(3.11) sekoittaen samalla, ja pH sdddetddn arvoon 3,0 HCLIl4 (3.12). Lisdtddn metanolia niin ettd lopputila-
vuudessa on 10-30 prosenttia metanolia. Siirretddn liuos sopivankokoiseen mittapulloon ja laimennetaan
vedelld tiettyyn sopivaan tilavuuteen kromatografiaa varten (esim. 100 ml). Metanolin lisidminen ei saa
aiheuttaa saostumista.

Suodatetaan muutama ml liuosta 0,45 pm:n kalvosuodattimen (4.5) lipi ennen HPLC-kolonniin injektointia.
Siirrytaan kromatografiavaiheeseen 5.4 kohdan mukaisesti.

Standardiliuos ja hydrolysaatit suojataan suoralta auringonvalolta. Jos hydrolysaatteja ei voida analysoida
samana pdivind, niitd voi sdilyttdd 5 °C:ssa enintddn 3 pdivaa.
HPLC-mddritys

Seuraavat isokraattisen erotuksen olosuhteet ovat ohjeellisia; ajo voidaan suorittaa muissa olosuhteissa, jos
niilld saadaan samanlaiset tulokset (ks. myds huomautukset 9.1 ja 9.2):
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Nestekromatografia- kolonni (4.2):

Kolonnin limpétila:

Liikkuva faasi (3.22):

Virtausnopeus:
Kokonaisajoaika:
Detektioaallonpituus:

Injektiotilavuus:

Tulosten laskeminen

125 mm x 4 mm, C5, hiukkaskoko 3 pm, tai vastaava
huoneenlimpétila

3,00 g etikkahappoa (3.18) + 900 ml vettd (3.1) + 50,0 ml liuosta
(3.21), jossa on 1,1,1-trikloori-2-metyyli-2-propanolia (3.19)
metanolissa (3.8)(1 g/100 ml). Saddetddan pH arvoon 5,00
etanoliamiinilla (3.20). Tdytetddn 1 000 mlksi vedelld (3.1).

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

20 pl

Lasketaan tryptofaanin médird (X) grammoina 100 grammassa niytetta.

_A ><B><V1><c><V2><M

X =Dy <0007 m

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

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

V, = kalibrointiliuokseen (3.17) lisityn konsentroidun tryptofaaniliuoksen (3.15) tilavuus ml (2 ml)

c= i{alibroi)ntiliuokseen (3.17) listyn konsentroidun tryptofaaniliuoksen (3.15) pitoisuus pmol/ml
=2,50

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

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

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

Vs = kalibrointiliuokseen (3.17) lisityn konsentroidun sisdisen standardiliuoksen (3.16) tilavuus ml
(= 2,00 ml)

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

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

Toistettavuus

Kahden rinnakkaismédrityksen vilinen ero samasta ndytteestd ei saa olla suurempi kuin 10 prosenttia

suuremmasta tuloksesta.

Laboratorioiden vilisen vertailun tulokset

Jarjestetyssd EU-vertailussa (4. vertailututkimus) 12 laboratoriota analysoi kolme néytettd hydrolyysime-
netelmdn varmentamiseksi. Kustakin ndytteestd tehtiin viisi rinnakkaismaaritystd. Tulokset esitetddn

seuraavassa taulukossa.
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Nayte 1 Nyte 2 Niyte 3
Sian rehu Sian 1‘611:1- ltlr )j;tlz)?;agg lisétty Sian rehutiiviste
L 12 12 12
n 50 55 50
Keskiarvo [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 2,2
L= laboratorioiden lukumaara
n= keskiarvoon mukaan otettujen yksittdisten tulosten lukumdird, kun on poistettu poikkeavat
arvot (tunnistettu Cochranin ja Dixonin poikkeavien arvojen testill)
S, = toistettavuuden keskihajonta
Sk = uusittavuuden keskihajonta
r= toistettavuus
= uusittavuus
CV, = toistettavuuden variaatiokerroin, %
CVg = uusittavuuden variaatiokerroin, %.

Toisessa EU-vertailussa (3. vertailututkimus) 13 laboratoriota analysoi kaksi ndytettd vapaan tryptofaanin
uuttomenetelmin varmentamiseksi. Kustakin néytteesta tehtiin viisi rinnakkaisméaritystd. Tulokset esitetddn

seuraavassa taulukossa.

Nayte 5

Vehni-soijaseos (= néyte 4), johon on
lisatty tryptofaania (0,457 g/kg)

Nayte 4
Vehni-soijaseos

L 12
n 55
Keskiarvo [g/kg] 0,391
s: [g/kg] 0,005
r [g/kg] 0,014
CV, [%] 1,34
Sk [g/kg] 0,018
R [g/kg] 0,050
CVg [%] 4,71

12

60
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L= laboratorioiden lukumaira

n= keskiarvoon mukaan otettujen yksittdisten tulosten lukumdéird, kun on poistettu poikkeavat
arvot (tunnistettu Cochranin ja Dixonin poikkeavien arvojen testill)

S, = toistettavuuden keskihajonta

Sg = uusittavuuden keskihajonta

r= toistettavuus

R = uusittavuus

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

Vield jarjestettiin EU-vertailututkimus, jossa seitsemin laboratoriota analysoi neljd néytettd, tarkoituksena
tryptofaanin varmentaminen hydrolyysissi. Tulokset esitetty seuraavassa taulukossa. Kustakin niytteestd
tehtiin viisi rinnakkaismaaritysta.

Niyte 1 Nayte 2 Niyte 3 Niyte 4
Sikarehuseos Vaﬁfj}i‘fﬁge“ Soijajauho Rasvaton maitojauhe
(CRM 117) (CRM 118) (CRM 119) (CRM 120)
L 7 7 7 7
n 25 30 30 30
Keskiarvo [g/kg] 2,064 8,801 6,882 5,236
s, [g/kg] 0,021 0,101 0,089 0,040
r [g/kg] 0,059 0,283 0,249 0,112
v, [%] 1,04 1,15 1,30 0,76
Sk [g/ke] 0,031 0,413 0,283 0,221
R [g/kg] 0,087 1,156 0,792 0,619
CVi [%] 1,48 4,69 411 422
L= laboratorioiden lukumaara
n= keskiarvoon mukaan otettujen yksittdisten tulosten lukumaiird, kun on poistettu poikkeavat
arvot (tunnistettu Cochranin ja Dixonin poikkeavien arvojen testilld)
S, = toistettavuuden keskihajonta
Sk = uusittavuuden keskihajonta
r= toistettavuus
R = uusittavuus
CV. = toistettavuuden variaatiokerroin, %
CVg = uusittavuuden variaatiokerroin, %.
9. Huomautukset
9.1 Seuraavilla  erityisilli ~ kromatografiaolosuhteilla ~ voidaan  erottaa  paremmin  tryptofaani ja

a-metyylitryptofaani.
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9.2

9.3

1.1

Isokraattinen erotus, jonka jilkeen kolonni puhdistetaan gradienteilla:

Nestekromatografiakolonni: 125 mm x 4 mm, C;, hiukkaskoko 5 pm, tai vastaava
Kolonnin lampétila: 32°C
Liikkuva faasi: A: 0,01 mol/l KH,PO,/metanoli, 95 + 5 (V+V).
B: Metanoli.
Gradientti: 0 min 100 % A
15 min 100 % A
17 min 60 % A
19 min 60 % A
21 min 100% A
33 min 100 % A
Virtausnopeus: 1,2 ml/min
Kokonaisajoaika: noin 33 min.

Kromatografia vaihtelee HPLC-laitetyypin ja kiytetyn kolonnin tdytemateriaalin mukaan. Valitun jirjestelman
on pystyttdva erottamaan tryptofaanin piikki ja sisdisen standardin piikki pohjaviivalle asti. Lisaksi on tirkedd,
ettd hajoamistuotteet eroavat hyvin tryptofaanista ja sisdisestd standardista. Hydrolysaatteja on ajettava myos
ilman sisdistd standardia, jotta voidaan tarkistaa epdpuhtauksien esiintyminen sisdisen standardin kohdalla
olevan pohjaviivan avulla. On tirkeid, ettd ajoaika on riittdvan pitkd, jotta kaikki hajoamistuotteet eluoituvat;
myohdin eluoituvat piikit saattavat muuten hdiritd my6hempid kromatografia-ajoja.

Kromatografiajarjestelmdn vasteen on oltava lineaarinen toiminta-alueella. Lineaarinen vaste on mitattava
sisdisen standardin vakiopitoisuudella (normaalilla pitoisuudella) ja erilaisilla tryptofaanipitoisuuksilla. On
tarkedd, ettd sekd tryptofaanin ettd sisdisen standardin piikkien koot ovat HPLC-fluoresenssijarjestelman
lineaarisella alueella. Jos joko tryptofaanin ja/tai sisdisen standardin piikki on lilan pieni tai liian suuri (piikit
ovat lilan pienet tai suuret), analyysi on toistettava kdyttden erilaista ndytemddrdd jaftai muuttaen
lopputilavuutta.

Bariumhydroksidi

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

G. RAAKARASVAN JA RAAKAOLJYN MAARITYS

Tarkoitus ja soveltamisala
Menetelmilld maaritetdan rehuissa olevan raakarasvan ja -6ljyn maara.

Jaljempédnd kuvattavan kahden menettelytavan kdytt riippuu rehun luonteesta ja koostumuksesta sekd
madrityksen kdyttotarkoituksesta.

Raakarasvan ja raakaoljyn mddrittimiseen oljysiemenistd ja Oljypitoisista hedelmistd sekd rehusta, jonka
raakarasva-|raakadljypitoisuus on yli 15 prosenttia, tulisi uutto tehdd menettelytavan A mukaisesti ja
uudelleen uutto menettelytavan B mukaisesti (5.3).

Menettelytapa A — Suoraan uutettavissa oleva raakarasva ja -6ljy

Titd menetelmidd voidaan kiyttdd kasviperdisiin rehuaineisiin lukuun ottamatta niitd, jotka kuuluvat
menettelytavan B soveltamisalaan.
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1.2 Menettelytapa B — Raakarasvan ja -0ljyn kokonaismaira

Menetelmid voidaan soveltaa eldinperdisiin rehuaineisiin seké kaikkiin rehuseoksiin. Sitd kdytetdin kaikkiin
sellaisiin aineisiin, joista rasvaa ja Oljyd ei voida tdysin uuttaa ilman sitd edeltdvad hydrolysointia (esim.
gluteeni, hiiva, perunaproteiinit ja tuotteet, joita on kasitelty muun muassa ekstrudoimalla, kuumentamalla
tai hiutaleiksi tekemalld).

1.3 Tulosten tulkitseminen

Aina, kun menettelytapaa B kiyttden saadaan suurempi tulos kuin menettelytapaa A kdyttien,
menettelytavalla B saatua tulosta pidetiin todellisena arvona.

2. Periaate

2.1 Menettelytapa A

Nayte uutetaan petrolieetterilld. Liuotin tislataan pois ja jadnnos kuivataan ja punnitaan.

22 Menettelytapa B

Niyte kasitellddn kuumentamalla sitd kloorivetyhapon kanssa. Seos jadhdytetddn ja suodatetaan. Jadnnos
pestddn ja kuivataan ja madritystd jatketaan menettelytavan A mukaisesti.

3. Reagenssit

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

3.2 Natriumsulfaatti, vedeton.

3.3 Kloorivetyhappo, ¢ = 3 mol/l.

3.4 Suodatuksen apuaine, esim. Kieselgur, Hyflo-supercel.

4. Vilineisto

4.1 Uuttolaitteisto. Jos kiytetddn Soxhlet-laitteistoa (jossa on sifoni), refluksointinopeuden on oltava sellainen,

ettd Soxhlet-viliosan tdyttyminen liuottimella ja tyhjeneminen siitd tapahtuvat noin 10 kertaa tunnissa. Jos
laitteistoon kuuluu suoramallinen viliosa, refluksointinopeuden on oltava noin 10 ml minuutissa.

4.2 Uuttohylsyjd, joissa ei ole petrolieetteriin liukenevaa materiaalia ja joiden huokoisuus tdyttad 4.1 kohdassa
esitetyt vaatimukset.

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

5. Menettely

5.1 Menettelytapa A (katso 8.1 kohta)
Naytettd punnitaan 5 g 1 mg:n tarkkuudella uuttohylsyyn (4.2) ja se peitetddn rasvattomalla puuvillavanulla.

Hylsy asetetaan uuttolaitteeseen (4.1) ja sitd uutetaan kuusi tuntia petrolieetterilld (3.1). Petrolieetteriuute
otetaan talteen kuivaan, punnittuun pulloon, joka sisdltdd kiehumakivid ().

Liuotin tislataan pois. Pullon ja sen sisdltimidn jadnnoksen annetaan kuivua puolentoista tunnin ajan
lampokaapissa (4.3). Pullon jddnnoksineen annetaan jaahtya eksikkaattorissa ja se punnitaan. Kuivausta
jatketaan edelleen 30 minuutin ajan sen varmistamiseksi, ettd rasvan ja 6ljyn paino pysyy vakiona (kahden
perdkkiisen punnituksen vilinen painoero saa olla enintddn 1 mg).

() Jos rasvalle tai 6ljylle tehdddn vield timén jilkeen sen laatuun liittyvid méarityksid, kichumakivet korvataan lasihelmilla.
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5.2

5.3

8.1

Menettelytapa B

Naytettd punnitaan 2,5 g 1 mgn tarkkuudella (ks. 8.2 kohta) 400 mln dekantterilasiin tai 300 mln
erlenmeyerkolviin ja astiaan lisdtddn 100 ml kloorivetyhappoa (3.3) ja kichumakivid. Dekantterilasi peitetddn
kellonlasilla tai erlenmeyerkolvi yhdistetddn palautusjadhdyttimeen. Seos saatetaan varovasti kiehuvaksi
kéyttien pientd liekkid tai sahkolevyd ja seoksen annetaan kiehua hiljalleen tunnin ajan. Ndytteen tarttumista
astian seindmiin tulee vélttda.

Astian sisdllon annetaan jadhtya ja lisdtddn suodatuksen apuainetta (3.4) sen verran, ettei rasvaa ja oljyd havid
suodatuksessa. Suodatukseen kdytetddn kostutettua, rasvatonta, kaksinkertaista suodatinpaperia. Jadnnos
pestddn kylmalld vedelld, kunnes saadaan neutraali suodos. Tarkastetaan, ettei suodos sisilld oljy4 tai rasvaa.
Jos sitd esiintyy, ndyte on ennen hydrolysointia uutettava petrolieetterilld menettelytapaa A kayttden.

Jaannoksen sisaltdva kaksinkertainen suodatinpaperi asetetaan kellonlasille ja sen annetaan kuivua puolitoista
tuntia 100 £ 3 °C:ssa liampokaapissa (4.3).

Kuivan jaannoksen sisiltdvd kaksinkertainen suodatinpaperi pannaan uuttohylsyyn (4.2) ja peitetddn

rasvattomalla puuvillavanulla. Hylsy pannaan uuttolaitteeseen (4.1) ja médritystd jatketaan 5.1 kohdan
toisessa ja kolmannessa kappaleessa esitetylld tavalla.

Menettelytapa A ja uudelleen uutto menettelytavan B mukaisesti

Raakarasvan ja raakaoljyn mddrittimiseen oljysiemenistd ja Oljypitoisista hedelmistd sekd rehusta, jonka
raakarasva-|raakadljypitoisuus on yli 15 prosenttia, tulisi uutto tehdd menettelytavan A mukaisesti ja
uudelleen uutto menettelytavan B mukaisesti.

Tdama tarkoittaa, ettd petrolieetterilld uuttamisen (menettelytapa A) jalkeen jddnnos tai osa jadnnoksestd
uutetaan uudelleen kloorivetyhapolla (menettelytapa B). Raakarasvan ja -6ljyn pitoisuus on menettelytapojen
A ja B tuloksen summa.

Tuloksen ilmoittaminen

Jadnnoksen paino ilmoitetaan prosentteina niytteen painosta.

Toistettavuus

Samasta ndytteestd saman henkilon tekeman kahden rinnakkaismaarityksen tulosten vilinen ero ei saa olla
yli:

— 0,2 %:a absoluuttisena arvona, kun raakarasva- ja -6ljypitoisuus on alle 5 %,
— 4,0 %:a suhteellisena arvona suuremmasta tuloksesta, kun raakarasva- ja -6ljypitoisuus on 5-10 %,

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

Huomautukset

Runsaasti rasvaa ja 6ljyd sisdltdvid tuotteita, joita on hankala jauhaa tai joista on vaikea saada homogeenista
ndytettd, kisitellddn seuraavasti:

Naytettd punnitaan 20 g 1 mg:n tarkkuudella ja sithen sekoitetaan vahintddn 10 g vedetontd natriumsulfaattia
(3.2). Sitd uutetaan petrolieetterilld (3.1) 5.1 kohdassa esitetylld tavalla. Saadun uutteen tilavuus tdydennetddn
500 mlksi petrolieetterilld (3.1) ja se sekoitetaan. Liuosta otetaan 50 ml ja kaadetaan pieneen, kuivaan,
punnittuun pulloon, joka sisiltdd kichumakivid. Liuotin tislataan pois, jadnnds kuivataan ja mdadritystd
jatketaan 5.1 kohdan viimeisessd kappaleessa kuvatulla tavalla.

Livottimen annetaan haihtua hylsyssd olevasta uuttojadnnoksestd, jaidannos jauhetaan 1 mm raekokoon ja
siirretddn takaisin hylsyyn (lisddmaittd natriumsulfaattia) ja mdaritystd jatketaan 5.1 kohdan toisessa ja
kolmannessa kappaleessa kuvatulla tavalla.
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8.2

8.3

8.4

8.5

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

3.7

4.1

4.2

Rasvan ja 6ljyn pitoisuus prosentteina ndytteestd lasketaan seuraavalla kaavalla:

(10m, +m,) x 5

jossa:
m; = ensimmadisen uuton jilkeen saadun jadnnoksen (médrdosa uutteesta) paino grammoina,
m, = toisen uuton jilkeen saadun jadnnoksen paino grammoina.

Joidenkin (esimerkiksi pienid rasva- ja oljymaarid sisdltdvien) tuotteiden osalta ndytteiden mairdd voidaan
nostaa.

Lemmikkieldinten ruokiin, joiden wvesipitoisuus on suuri, voi olla tarvetta sekoittaa vedetontd
natriumsulfaattia ennen hydrolysointia ja uuttoa, joka suoritetaan menettelytavassa B kuvatulla tavalla.

Edelld 5.2 kohdassa voi olla tehokkaampaa kdyttdd kuumaa vettd kylmdn veden sijaan jidnnoksen
pesemiseksi suodatuksen jélkeen.

Mainittua 1,5 tunnin kuivatusaikaa saatetaan joutua pidentimddn joidenkin rehujen osalta. Liiallista
kuivaamista on kuitenkin valtettdvi, silld se voi johtaa alhaisempiin tuloksiin. Myds mikroaaltouunia voidaan
kayttda.

H. RAAKAKUIDUN MAARITYS

Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmilld voidaan mddrittdd rehusta sen rasvaton orgaaninen aines, joka ei liukene happo- ja
emdsliuoksen kanssa keitettdessd ja jota kutsutaan sovitusti raakakuiduksi.

Menetelmii ei voida soveltaa lignoselluloosan ja kasvihiilen tapauksessa (aines liian hienojakoista).

Periaate

Nayte, josta tarvittaessa on poistettu rasva, kisitellddn perdkkiin tietyn vikevyisilld kiehuvilla rikkihappo- ja
kaliumhydroksidiliuoksilla. Jddnnos erotetaan suodattamalla niyte lasisintterisuodattimella, se pestéin,
kuivataan, punnitaan ja poltetaan tuhkaksi 475-500 °C:ssa. Tuhkaamisesta aiheutuva painohdvi6 vastaa
ndytteen raakakuitupitoisuutta.

Reagenssit

Rikkihappo, ¢ = 0,13 mol/l.

Kuohunestoaine (esimerkiksi n-oktanoli).

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

Asetoni.

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

Limmityslaitteisto  rikkihappoliuoksella tai kaliumhydroksidiliuoksella tehtdvdin kuumauuttoon;
lammityslaitteistoon kuuluu suodatinupokkaan (4.2) jalusta ja letku, jossa on ilmanpoisto- ja tyhjennys-
venttiili; tarvittaessa laitteistoon saadaan paineilmaa. Ennen kutakin pdivittdistd kdyttoonottoa laitteisto
esilimmitetddn keittdmalla siind vettd viiden minuutin ajan.

Lasinen suodatinupokas, jossa on huokoisuudeltaan 40-90 pm:n lasisintterisuodatin. Ennen ensimmadistd
kiyttokertaa upokasta kuumennetaan 500 °C:ssa muutaman minuutin ajan ja jadhdytetddn (8.6).
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4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

Vetoisuudeltaan vahintdan 270 ml oleva sylinteri, jossa on kichumisen kestiva palautusjadhdytin.
Termostaattisddtoinen limpokaappi.
Termostaattisadtéinen muhveliuuni.

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

Osia lammityslaitteiston (4.1), upokkaan (4.2) ja sylinterin (4.3) kokoamiseen sekd kylmauuttoyksikon (4.6) ja
upokkaan liittimiseen.

Menettely

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

Liitetdidn suodatinupokas (4.2) limmityslaitteistoon (4.1), ja tdmdn jilkeen liitetddn sylinteri (4.3)
upokkaaseen. Sylinteri-upokasyhdistelmé tédytetddn 150 mllla kiehuvaa rikkihappoa (3.1) ja tarvittaessa
lisitddn muutama pisara kuohunestoainetta (3.2).

Neste saatetaan kichuvaksi 5 * 2 minuutissa ja annetaan kiehua voimakkaasti tarkalleen 30 minuuttia.

Avataan poistoletkun venttiili (4.1), ja suodatetaan rikkihappo tyhjiossi suodatinupokkaan ldpi ja pestdin
jaannos kolme kertaa perdkkain 30 mllla kiehuvaa vettd huolehtien siité, ettd jaidnnos suodatetaan kuivaksi
jokaisen pesukerran jalkeen.

Suljetaan tyhjennysventtiili, kaadetaan 150 ml kiehuvaa kaliumhydroksidiliuosta (3.7) sylinteriupokasyh-
distelmadn ja lisdtddan muutama pisara kuohunestoainetta (3.2). Neste saatetaan kiehuvaksi 5 + 2 minuutissa
ja annetaan kiehua voimakkaasti tarkalleen 30 minuuttia. Suodatetaan ja toistetaan pesumenettelyt samalla
tavoin kuin rikkihapon kanssa.

Viimeisen pesun ja kuivauksen jilkeen upokas sisdltdineen irrotetaan ja upokas yhdistetdin uudelleen
kylmauuttoyksikkoon (4.6). Poistetaan ilma ja pestddn jadnnos upokkaassa kolme kertaa perdkkdin 25 ml:lla
asetonia (3.4) huolehtien siitd, ettd jadnnos kuivuu jokaisen pesukerran jilkeen.

Annetaan upokkaan kuivua vakiopainoon limpokaapissa, jonka limpétila on 130 °C. Jokaisen kuivauksen
jalkeen jaahdytetddn eksikkaattorissa ja punnitaan nopeasti. Upokas asetetaan muhveliuuniin, jossa ndytteen
annetaan palaa tuhkaksi vakiopainoon (kahden perakkiisen punnituksen vilinen painoero saa olla enintdin
2 mg) 475-500 °C:ssa vahintddn 30 minuuttia.

Jokaisen kuumennuksen jilkeen upokkaan annetaan jadhtyd ensin uunissa ja timén jilkeen eksikkaattorissa
ennen punnitusta.

Nollakoe suoritetaan ilman ndytettd. Tuhkaamisesta johtuva painohavio saa olla enintddn 4 mg.

Tulosten laskeminen

Raakakuitupitoisuus prosentteina niytteestd saadaan seuraavasti:

_ (mg—mq) > 100
X = m
jossa:
m = ndytteen paino grammoina,
my = madrityksen aikana ndytteen polttamisesta aiheutuva painohdvié grammoina,
m; = nollakokeessa polttamisesta aiheutuva painohdvié grammoina.
Toistettavuus

Kahden samasta ndytteestd suoritetun maarityksen tulosten vilinen ero ei saa olla yli:
— 0,6 %:a absoluuttisena arvona, kun raakakuitupitoisuus on alle 10 %,

— 6 %:a suhteellisena arvona suuremmasta tuloksesta, kun raakakuitupitoisuus on vihintdan 10 %.
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8. Uusittavuus
Samasta ndytteestd eri laboratorioissa tehdyn kahden maarityksen vilinen ero ei saa olla suurempi kuin
— 1,0 %:a absoluuttisena arvona, kun raakakuitupitoisuus on alle 10 %,

— 10 %:a suhteellisena arvona suuremmasta tuloksesta, kun raakakuitupitoisuus on vihintdin 10 %.

9. Huomautukset

9.1 Rehuista, jotka sisiltavit yli 10 prosenttia raakarasvaa, on rasva ennen madritystd poistettava petrolieetterilld
(3.5). Liitetddn suodatinupokas (4.2) sisiltoineen kylmauuttoyksikkoon (4.6), poistetaan ilma ja pestddn
jaannos kolme kertaa 30 mllla petrolieetterid; varmistetaan, ettd jidnnds on kuiva. Yhdistetidn upokas
sisdltoineen limmityslaitteistoon (4.1) ja jatketaan 5 kohdassa esitetylld tavalla.

9.2 Rehuista, jotka sisiltavit 6ljyjd ja rasvoja, joita ei voida uuttaa suoraan petrolieetterilld (3.5), rasva on
poistettava 8.1 kohdassa esitetylld tavalla ja timin jilkeen rasva on poistettava vield uudelleen hapolla
kiehuttamisen jdlkeen. Hapolla kiechuttamisen ja sitd seuraavien pesujen jilkeen upokas sisiltéineen
yhdistetddn kylmauuttoyksikkoon (4.6) ja jadnnostad pestddn kolme kertaa 30 ml:la asetonia ja timin jilkeen
kolme kertaa 30 mllla petrolieetterid. Suodatetaan tyhjiossa kunnes jadnnos on kuiva ja jatketaan mairitystd
kaliumhydroksidikasittelylld 5 kohdassa esitetylla tavalla.

9.3 Jos ndyte sisdltdd yli 5 prosenttia karbonaatteja kalsiumkarbonaattina ilmaistuna, upokas (4.2) yhdistetddn
punnittuine ndytteineen limmityslaitteistoon (4.1). Niyte pestddn kolme kertaa 30 ml:lla kloorivetyhappoa
(3.6). Jokaisen lisadmiskerran jilkeen odotetaan noin yksi minuutti ennen suodatuksen aloittamista. Néyte
pestddn kerran 30 mlla vettd ja timén jilkeen jatketaan 5 kohdassa esitetylld tavalla.

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

9.5 Jos kiehuttamisen jilkeen happamien ja emdksisten liuosten suodatus osoittautuu vaikeaksi, kiytetddn
lammityslaitteiston tyhjennysletkun kautta annettavaa paineilmaa, minkd jilkeen jatketaan suodatusta.

9.6 Tuhkausldmpétila ei saa olla yli 500:aa °C lasisten suodatinupokkaiden kayttoidn pidentdmiseksi.
Kuumennus- ja jadhdytysjaksojen aikana on véltettdva suuria limpatilanvaihteluita.

I. SOKERIN MAARITYS

1. Tarkoitus ja soveltamisala
Menetelmilld voidaan maédrittdd pelkistivien sokerien ja kokonaissokerien mdird invertoinnin jilkeen
glukoosina, tai tarvittaessa sakkaroosina kayttden muunnoskerrointa 0,95. Menetelma soveltuu rehuseoksiin.
Muita rehuja varten on sdddetty erityismenetelmistd. Laktoosi on tarvittaessa mitattava erikseen ja otettava
huomioon tuloksia laskettaessa.

Menetelmii kiytetdan sokeripitoisuuden maarittimiseen rehun energiasisdllon laskemista varten.

Jos sokeripitoisuus madritetddn muuta tarkoitusta varten, voidaan kiyttdd muita médritysmenetelmia.

2. Periaate

Sokerit uutetaan laimeaan etanoliin ja liuos kirkastetaan Carrez-liuoksilla I ja II. Etanolin poiston jilkeen
madritykset suoritetaan ennen invertointia ja sen jilkeen saadut Luff-Schoorl-menetelmalla.

3. Reagenssit

3.1 Etanoli 40 % (v/v), tiheys: 0,948 g/ml 20 °C:ssa, neutraalia fenolftaleiinilla maaritettyna.
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3.8

3.8.1

3.8.2

3.8.3

3.9

5.1

5.2

Carrez-liuos I: liuotetaan veteen 21,9 g sinkkiasetaattia Zn(CH;COO), 2H,0 ja 3 g jaddetikkaa. Téytetddn
100 ml:ksi vedella.

Carrez-liuos II: Liuotetaan veteen 10,6 g kaliumferrosyanidia K,Fe(CN)s 3H,O. Tdytetdan 100 mlksi vedella.
Metyylioranssiliuos 0,1 % (w/v).

Kloorivetyhappo 4 mol/l.

Kloorivetyhappo 0,1 mol/l.

Natriumhydroksidiliuos 0,1 mol/l.

Luff-Schoorl-reagenssi:

Kaadetaan sitruunahappoliuos (3.8.2) natriumkarbonaattiliuokseen (3.8.3) varovasti sekoittaen. Tamin
jalkeen lisitddn kuparisulfaattilivos (3.8.1) ja tdytetddn 1 litraksi vedelld. Annetaan seistd yon yli ja
suodatetaan.

Niin saadun reagenssin (Cu 0,05 mol/l; Na, CO; 1 mol/l) konsentraatio tarkistetaan; ks. 5.4 kohdan
viimeinen kappale. Liuoksen pH:n on oltava noin 9,4.
Kuparisulfaattiliuos: liuotetaan 25 g raudatonta kuparisulfaattia, CuSO4 5H,0, 100 ml:aan vetta.

Sitruunahappoliuos: liuotetaan 50 g sitruunahappoa, CsHgO,*H,0, 50 ml:aan vetti.

Natriumkarbonaattiliuos: liuotetaan 143,8 g vedetontid natriumkarbonaattia noin 300 ml:aan limminté vetta.
Annetaan jadhtya.

Natriumtiosulfaattiliuos 0,1 mol/l.

Tarkkelyslivos: 5 g liukoista tirkkelystd lisitddn 30 ml:aan vettd, seos lisitddn 1 litraan kiehuvaa vettd.
Keitetddn kolme minuuttia, annetaan jadhtyd ja tarvittaessa lisitddn 10 mg elohopeajodidia siilyteaineeksi.

Rikkihappo, 3 mol/l.

Kaliumjodidiliuos, 30 % (w/v).

Kiehumakivid, jotka keitetddn kloorivetyhapossa, pestddn vedelld ja kuivataan.
3-metyylibutan-1-oli.

Vilineisto

Sekoitin: noin 35-40 kierr./min.
Menettely

Ndytteen uutto

Punnitaan 1 mg:n tarkkuudella 2,5 g ndytettd 250 mln mittapulloon. Lisitddn 200 ml etanolia (3.1) ja
sekoitetaan sekoittajassa yhden tunnin ajan. Lisitddn 5 ml Carrez-liuosta I (3.2) ja sekoitetaan noin 30
sekunnin ajan. Lisitddn 5 ml Carrez-liuosta II (3.3) ja sekoitetaan uudelleen yhden minuutin ajan. Taytetddn
pullo etanolilla (3.1), homogenoidaan ja suodatetaan. Otetaan 200 ml suodosta ja haihdutetaan se noin
puoleen tilavuuteen, jotta saadaan poistetuksi suurin osa etanolista. Haihdutusjddnnos siirretddn
kvantitatiivisesti 200 ml:n mittapulloon kéyttden limmintd vettd, jadhdytetddn, tdytetddn vedelld merkkiin
asti, homogenoidaan ja suodatetaan tarvittaessa. Tété liuosta kiytetddn pelkistivien sokerien madrittamiseksi
ja invertointireaktion jdlkeen kokonaissokerien maarittimiseksi.

Pelkistivien sokerien mddritys

Pipetoidaan enintddn 25 ml liuosta, joka sisdltdd alle 60 mg glukoosina ilmoitettuja pelkistdvid sokereita.
Tarvittaessa tilavuus sdddetddn 25 mlksi tislatulla vedelld, ja pelkistivien sokerien pitoisuus maaritetdan Luff-
Schoorl-menetelmalld. Tulos ilmoitetaan glukoosiprosenttina.
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5.3 Kokonaissokerien midritys invertointireaktion jalkeen

Pipetoidaan 50 ml liuosta 100 ml:n mittapulloon. Lisdtddn muutama pisara metyylioranssiliuosta (3.4) ja
timédn jdlkeen lisitddn varovasti ja jatkuvasti sekoittaen kloorivetyhappoa (3.5), kunnes neste muuttuu
selvasti punaiseksi. Lisitddn 15 ml kloorivetyhappoa (3.6), pullo upotetaan voimakkaasti kiehuvaan
vesihauteeseen ja pidetdin siind 30 minuutin ajan. Jadhdytetddn nopeasti noin 20 °C:seen ja lisitddn 15 ml
natriumhydroksidiliuosta (3.7). Tilavuus sdddetddn 100 mlksi vedelld ja homogenoidaan. Otetaan enintdin
25 mln erd, joka sisdltdd alle 60 mg glukoosina ilmoitettuja pelkistivid sokereita. Tarvittaessa tilavuus
sdddetddn 25 mlksi tislatulla vedelld, ja pelkistavien sokerien pitoisuus mddritetddn Luff-Schoorl-
menetelmélld. Tulos ilmoitetaan glukoosiprosenttina tai tarvittaessa sakkaroosina kertomalla kertoimella
0,95.

5.4 Titraus Luff-Schoorl-menetelmalld

Pipetoidaan 25 ml Luff-Schoorl-reagenssia (3.8) 300 mln erlenmeyerkolviin, lisitddn tarkalleen 25 ml
kirkastettua sokeriliuosta. Lisdtddn kaksi kichumakived (3.13), limmitetddn keskikokoisen liekin ylapuolella
kisin sekoittaen ja kuumennetaan neste kiehumapisteeseen noin kahdessa minuutissa. Erlenmeyerkolvi
asetetaan valittomasti asbestiverkolle, jossa on noin 6 cm:n ldpimittainen reiké ja verkon alla on etukéteen
sytytetty liekki. Sdddetddn liekki sellaiseksi, ettd erlenmeyerkolvi kuumenee ainoastaan pohjastaan. Timin
jalkeen erlenmeyerkolviin kiinnitetddn pystyjadhdytin. Keitetddn tarkalleen 10 minuutin ajan. Jidhdytetdin
valittomasti kylmissid vedessi ja noin viiden minuutin kuluttua titrataan seuraavasti:

Lisatdan 10 ml kaliumjodidilivosta (3.12) ja valittomasti tdmén jilkeen (varoen, koska liuos voi vaahdota
runsaasti) lisitddn 25 ml rikkihappoa (3.11). Titrataan natriumtiosulfaattiliuoksella (3.9) kunnes viri
muuttuu samean keltaiseksi, lisitdan tirkkelysindikaattori (3.10) ja titraus suoritetaan loppuun.

Sama titraus suoritetaan liuoksesta, jossa on tarkasti mitattuna 25 ml Luff-Schoorl-reagenssia (3.8) ja 25 ml
vettd, sen jilkeen kun 10 ml kaliumjodidiliuosta (3.12) ja 25 ml rikkihappoa (3.11) on lisitty kohottamatta
lampotilaa kiehumispisteeseen.

6. Tulosten laskeminen

Oheisen taulukon avulla mdédritetddn milligrammoissa se glukoosimdird, joka vastaa ndiden kahden
titrauksen erotusta ilmaistuna millilitroina natriumtiosulfaattia, 0,1 mol/l. Tulos ilmoitetaan prosentteina

ndytteestd.
7. Menettely erityistapauksissa
7.1 Runsaasti melasseja sisdltivistd rehuista ja rehuista, jotka eivdt ole homogeenisia, punnitaan 20 g ndyte 1

litran mittapulloon ja lisitddn 500 ml vettd. Sekoitetaan 1 tunti sekoittajassa. Selkeytetddn kdyttden Carrez-
liuos I (3.2) ja Carrez-liuos II (3.3) -reagensseja 5.1 kohdassa kuvatulla tavalla kuitenkin tdlld kertaa kdyttien
nelinkertaiset maarit kutakin reagenssia. Tdytetddan merkkiin asti 80-prosenttisella (v/v) etanolilla.

Homogenoidaan ja suodatetaan. Poistetaan etanoli 5.1 kohdan mukaisesti. Jos yhtddn dekstrinoitua
tarkkelystd ei esiinny, taytetddn merkkiin asti tislatulla vedella.

7.2 Melassista ja runsaasti sokeria sisltdvistd ja tirkkelyskoyhistd rehuaineista (kuten johanneksenleipdpuun
hedelmat, kuivatut sokerijuurikasleikkeet) punnitaan 5 gramman néyte 250 ml:n mittapulloon, lisitddn 200
ml tislattua vettd ja sekoitetaan ravistelijassa yhden tunnin ajan tai tarvittaessa kauemmin. Kirkastetaan
kiyttden Carrez-liuos I- (3.2) ja Carrez-liuos II (3.3) -reagensseja 5.1 kohdassa kuvatulla tavalla. Mittapullo
taytetddn vedelld merkkiin, liuos homogenoidaan ja suodatetaan. Kokonaissokerien médrin toteamiseksi
suoritusta jatketaan 5.3 kohdan mukaisesti.

8. Huomautukset

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

8.2 Invertoinnin jilkeen saadun glukoosina ilmoitetun kokonaissokeripitoisuuden ja glukoosina ilmoitetun
pelkistdvien sokerien pitoisuuden vilisestd erosta 0,95:lla kerrottuna saadaan sakkaroosin prosentuaalinen
pitoisuus.

8.3 Pelkistavien sokerien, paitsi laktoosin, pitoisuuden mairittimiseksi voidaan kiyttdd kahta menetelmaa:
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8.3.1 Likimaardisen arvion laskemiseksi laktoosipitoisuus, joka on saatu eri analyysimenetelmalld,
kerrotaan 0,675:114 ja saatu tulos vdhennetddn pelkistdvien sokerien pitoisuudesta.

8.3.2 Pelkistdvien sokerien, paitsi laktoosin, maaran tarkkaa laskemista varten on tehtdva kaksi lopullista maaritystd
samasta ndytteestd. Toinen maédrityksistd suoritetaan liuokselle, joka saadaan osasta 5.1 kohdan mukaisesti
saatua liuosta, ja toinen mddrityksistd suoritetaan osasta liuosta, joka saadaan laktoosimdarityksen
yhteydessd tahdn tarkoitukseen kehitetyn menetelmin mukaisesti (sen jilkeen kun muut sokerit on
fermentoitu ja liuos kirkastettu).

Molemmissa tapauksissa sokerin méddra médritetddn Luff-Schoorl-menetelmalld ja lasketaan milligrammoina
glukoosia. Arvot vihennetiin toisistaan ja erotus ilmoitetaan prosentteina ndytteesta.

Esimerkki
Kaksi tilavuutta vastaa 250 mg:n naytteestd tehtyja maarityksid.

Ensimmdisessd tapauksessa on kulunut 17 ml natriumtiosulfaattiliuosta, 0,1 mol/l, joka vastaa 44,2 mg:aa
glukoosia; toisessa tapauksessa 11 ml, joka vastaa 27,6 mg:aa glukoosia.

Erotus on 16,6 mg glukoosia.

Pelkistdvien sokerien, laktoosia lukuun ottamatta, glukoosina laskettu maard on:

4x16,6
166 _ 6,64 9%

Taulukko 25 ml:lle Luff-Schoorl-reagenssia

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

Na, S, O; Glukoosi, fruktoosi, inverttisokerit Laktoosi Na, S, O,
0,1 mol/l Cs Hy, Oy Ci2 Hyy, Oy 0,1 mol/l
ml mg erotus mg erotus ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 1
2 4,8 2,4 7,3 3,7 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 8
9 22,4 2,6 33,2 3,8 9
10 25,0 2,6 37,0 3,8 10
11 27,6 2,7 40,8 3,8 11
12 30,3 2,7 44,6 3,8 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 14
15 38,5 2,8 56,0 3,9 15
16 41,3 2,9 59,9 3,9 16
17 44,2 2,9 63,8 3,9 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 18
19 50,0 3,0 71,7 4,0 19
20 53,0 3,0 75,7 4,1 20
21 56,0 3,1 79,8 4,1 21
22 59,1 3,1 83,9 4,1 22
23 62,2 88,0 23

J. LAKTOOSIN MAARITYS

1. Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmilld voidaan madrittda laktoosin pitoisuus rehuissa, jotka sisaltavit yli 0,5 prosenttia laktoosia.
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2. Periaate

Sokerit liuotetaan veteen. Liuokselle suoritetaan fermentointi kdyttden Saccharomyces cerevisiae -hiivaa, joka ei
kuluta laktoosia. Selkeyttimisen ja suodatuksen jilkeen mddritetddn suodoksen laktoosipitoisuus Luff-
Schoorl-menetelmalla.

3. Reagenssit

3.1 Saccharomyces cerevisiae -suspensio: suspendoidaan 25 g tuoretta hiivaa 100 ml:aan vettd. Suspensio sailyy
jadkaapissa enintddn yhden viikon ajan.

3.2 Carrez-liuos I: liuotetaan veteen 21,9 g sinkkiasetaattia Zn(CH;COO), 2H,0 ja 3 g jddetikkaa. Tiytetddn
100 mlksi vedella.

3.3 Carrez-liuos II: Liuotetaan veteen 10,6 g kaliumferrosyanidia K Fe(CN)s 3H,O. Taytetddan 100 ml:ksi vedelld.

3.4 Luff-Schoorl-reagenssi:

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

3.4.1 Kuparisulfaattiliuos: liuotetaan 25 g raudatonta kuparisulfaattia, CuSO, 5H,0, 100 ml:aan vetta.
3.4.2 Sitruunahappoliuos: liuotetaan 50 g sitruunahappoa, CsHgO;*H,0, 50 ml:aan vetta.
3.4.3 Natriumkarbonaattiliuos: liuotetaan 143,8 g vedetontd natriumkarbonaattia noin 300 ml:aan limminta vetta.

Annetaan jadhtya.

3.5 Kiehumakivid, jotka keitetddn kloorivetyhapossa, pestdin vedelld ja kuivataan.

3.6 Kaliumjodidiliuos, 30 % (w/v).

3.7 Rikkihappo, 3 mol/l.

3.8 Natriumtiosulfaattiliuos, 0,1 mol/l.

3.9 Tarkkelysliuos: 5 g liukoista tarkkelystd lisitddn 30 ml:aan vettd, seos lisitddn 1 litraan kiehuvaa vettd.

Keitetddn kolme minuuttia, annetaan jahty ja tarvittaessa lisdtdin 10 mg elohopeajodidia sdilyteaineeksi.

4. Vilineist6

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

5. Menettely

Punnitaan 1 mg:n tarkkuudella 1 g néytettd 100 ml:n mittapulloon. Lisitddn 25-30 ml vetti. Pullo asetetaan
kiehuvaan vesihauteeseen 30 minuutin ajaksi ja timdn jilkeen se jadhdytetddn noin 35 °C:seen. Lisdtddn 5 ml
hiivasuspensiota (3.1) ja homogenoidaan. Annetaan pullon seistd kaksi tuntia vesihauteessa 38-40 °C:n
lampétilassa. Jadhdytetdan noin 20 °C:seen.

Lisdtddn 2,5 ml Carrez-liuosta I (3.2) ja sekoitetaan 30 sekuntia, tdman jilkeen lisdtddn 2,5 ml Carrez-liuosta
I (3.3) ja sekoitetaan uudelleen 30 sekuntia. Taytetidn 100 mlksi vedelld, sekoitetaan ja suodatetaan.
Suodosta pipetoidaan 300 ml:n erlenmeyerkolviin sellainen maara (korkeintaan 25 ml), joka sisaltdd 40-80
mg laktoosia. Tarvittaessa tdytetdin vedelld 25 mlksi.

Nollakoe suoritetaan samalla tavoin kéyttden 5 ml hiivasuspensiota (3.1). Laktoosimddrd mdaaritetdan Luff-
Schoorlin mukaan seuraavasti. Lisitddn tarkalleen 25 ml Luff-Schoorl-reagenssia (3.4) ja kaksi kichumakived
(3.5). Lammitetadn keskikokoisen liekin yldpuolella kisin ravistellen ja kuumennetaan neste
kiehumispisteeseen noin kahdessa minuutissa. Erlenmeyerkolvi asetetaan vilittomasti asbestiverkolle, jossa
on noin 6 cm:n ldpimittainen reikd ja verkon alla on etukiteen sytytetty liekki. Sdddetddn liekki sellaiseksi,
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ettd erlenmeyerkolvi kuumenee ainoastaan pohjastaan. Tamdin jilkeen erlenmeyerkolviin kiinnitetddn
pystyjadhdytin. Keitetddn tarkalleen 10 minuutin ajan. Jadhdytetddn valittomasti kylmissd vedessd ja noin
viiden minuutin kuluttua titrataan seuraavasti:

Lisitddn 10 ml kaliumjodidiliuosta (3.6) ja valittomasti timén jilkeen (varovasti, koska liuos voi vaahdota
voimakkaasti) lisitddan 25 ml rikkihappoa (3.7). Titrataan natriumtiosulfaattiliuoksella (3.8) kunnes viri
muuttuu samean keltaiseksi, lisataan tarkkelysindikaattori (3.9) ja titraus suoritetaan loppuun.

Sama titraus suoritetaan liuoksesta, johon pipetoidaan tarkalleen mitattuna 25 ml Luff-Schoorl-reagenssia
(3.4) ja 25 ml vettd, sen jilkeen kun 10 ml kaliumjodidiliuosta (3.6) ja 25 ml rikkihappoa (3.7) on lisitty
ilman keittdmista.

6. Tulosten laskeminen

Oheisen taulukon avulla médritetddn milligrammoina se laktoosimiird, joka vastaa ndiden kahden
titraustuloksen erotusta ilmaistuna natriumtiosulfaattia, 0,1 mol/l, millilitroissa.

Tulos ilmoitetaan vedettoman laktoosin prosentteina ndytteesta.

7. Huomautus
1. Yli 40 prosenttia fermentoituvaa sokeria sisdltiville tuotteille kéytetian yli 5 ml
hiivasuspensiota (3.1).
2. Tuotteissa, joissa laktoosin médrad on vihennetty (esim. kissanmaito), laktoosi on muunnettu

fruktoosiksi, joka ei fermentoidu tdysin kahdessa tunnissa, mikd johtaa korkeampiin tai
virheellisesti positiivisiin tuloksiin (koska uutteessa on jiljella fruktoosin jadmid).

Taulukko 25 ml:lle Luff-Schoorl-reagenssia

Na, S, 03, 0,1 mol/l, millilitroina, kahden minuutin kuumennus, kymmenen minuutin keitto

Na, S, O; Glukoosi, fruktoosi, inverttisokerit Laktoosi Na, S, O;
0,1 mol/l Cs Hy, Og Cy, Hyy Oy 0,1 mol/l
ml mg erotus mg erotus ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 1
2 4.8 2,4 7,3 3,7 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 8
9 22,4 2,6 33,2 3,8 9
10 25,0 2,6 37,0 3,8 10
11 27,6 2,7 40,8 3,8 11
12 30,3 2,7 44,6 3,8 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 14
15 38,5 2,8 56,0 3,9 15
16 41,3 2,9 59,9 3,9 16
17 44,2 2,9 63,8 3,9 17
18 471 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. TARKKELYKSEN MAARITYS

POLARIMETRINEN MENETELMA

1. Tarkoitus ja soveltamisala
Menetelmilld voidaan mddrittdd tirkkelyksen ja tirkkelyksen suurimolekyylisten pilkkoutumistuotteiden
pitoisuus rehuissa tarkoituksena todeta, onko niiden ilmoitettu energiamdira liitteen VII mukainen ja ovatko
ne asetuksen (EY) N:o 767/2009 sddnnosten mukaisia.

Menetelmii kdytetddn tirkkelyspitoisuuden médrittdmiseen rehun energiasisillon laskemista varten.

Jos tirkkelyspitoisuus madritetddn muuta tarkoitusta varten, voidaan kdyttdd muita maaritysmenetelmia.

2. Periaate

Menetelmd perustuu kahteen mdiritykseen. Ensimmdisessd maédrityksessd ndyte kasitellddn laimealla
kloorivetyhapolla. Kun liuos on saatu kirkkaaksi ja suodatettu, liuoksen optinen kiertokyky mitataan
polarimetrisesti.

Toisessa mddrityksessd niyte uutetaan 40-prosenttisella etanolilla. Kun suodos on tehty happamaksi
kloorivetyhapolla ja se on saatu kirkkaaksi ja suodatettu, optinen kiertokyky mitataan kuten ensimmdisessd

madrityksessa.

Kun niiden kahden mittauksen erotus kerrotaan tunnetulla kertoimella, saadaan niytteen tirkkelyspitoisuus.

3. Reagenssit
3.1 Kloorivetyhappoliuos 25 % (w/w) tiheys: 1,126 g/ml.
3.2 Kloorivetyhappoliuos 1,13 % (w/v)

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

3.3 Carrez-liuos I: liuotetaan veteen 21,9 g sinkkiasetaattia Zn(CH;COO), 2H,0 ja 3 g jddetikkaa. Téytetddn
100 ml:ksi vedella.

3.4 Carrez-liuos II: Liuotetaan veteen 10,6 g kaliumferrosyanidia K,Fe(CN)4 3H,0. Tdytetddn 100 mlksi vedella.

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

4. Vilineisto

4.1 250 ml:n vakiohioksellinen erlenmeyerkolvi, jossa on palautusjadhdytin.

4.2 Polarimetri tai sakkarimetri.

5. Menettely

5.1 Niytteen valmistaminen

Nayte jauhetaan niin hienoksi, etti se lipaisee kokonaan 0,5 mm:n pyéreireikdisen seulan.
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5.2

53

6.1

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

Punnitaan 2,5 g hienoksi jauhettua ndytettd 1 mg:n tarkkuudella 100 mln mittapulloon. Lisdtddn 25 ml
kloorivetyhappoa (3.2), ravistellaan kunnes ndyte on jakaantunut tasaisesti, sen jilkeen lisdtdan vield 25 ml
kloorivetyhappoa (3.2). Pullo pannaan kiehuvaan vesihauteeseen ja sitd ravistellaan voimakkaasti ja
yhtijaksoisesti ensimmiisten kolmen minuutin ajan kokkaroitumisen estimiseksi. Vesihauteen vesimairin
on oltava riittdvdn suuri, jotta haude pysyy kiehuvana kun pullo upotetaan siihen. Pulloa ravisteltaessa siti ei
saa ottaa pois hauteesta. Tarkalleen 15 minuutin kuluttua pullo otetaan hauteesta, lisitddn 30 ml kylmai vettd
ja jadhdytetddn valittomisti 20 °C:een.

Lisatdan 5 ml Carrez-livosta I (3.3) ja ravistellaan noin 30 sekunnin ajan. Listddn 5 ml Carrez-liuosta I (3.4)
ja ravistellaan uudestaan 30 sekunnin ajan. Tdytetddn merkkiin asti vedelld, sekoitetaan ja suodatetaan. Jos
suodos ei ole tdysin kirkas (mikd tapahtuu harvoin), madritys uusitaan kdyttden suurempaa médrdd Carrez-
liuoksia I ja II (esimerkiksi 10 ml).

Liuoksen optinen kiertokyky mitataan 200 mm:n putkessa polarimetrilld tai sakkarimetrilla.

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

Punnitaan 5 g néytettd 1 mg:n tarkkuudella 100 ml:n mittapulloon ja lisdtdin noin 80 ml etanolia (3.5) (ks.
huomautus 7.2). Mittapullon annetaan seistd yhden tunnin ajan huoneenlimmdssd; tind aikana sitd
ravistellaan voimakkaasti kuusi kertaa siten, ettd nayte sekoittuu perusteellisesti etanoliin. Taytetddn merkkiin
asti etanolilla (3.5), sekoitetaan ja suodatetaan.

Pipetoidaan 50 ml suodosta (vastaa 2,5:t4 grammaa ndytettd) 250 mln erlenmeyerkolviin, lisitddn 2,1 ml
kloorivetyhappoa (3.1) ja ravistellaan voimakkaasti. Erlenmeyerkolviin kiinnitetdin palautusjaihdytin ja kolvi
pannaan kiehuvaan vesihauteeseen. Tarkalleen 15 minuutin kuluttua erlenmeyerkolvi otetaan hauteesta ja
livos siirretddn 100 ml:n mittapulloon huuhtomalla pienelld mdarilld kylmaa vettd ja jadhdytetdan 20 °C:een.

Tamin jilkeen nayteliuos tehdddn kirkkaaksi Carrez-liuoksilla I (3.3) ja II (3.4), tdytetddn merkkiin vedelld,
sekoitetaan, suodatetaan ja mitataan optinen kiertokyky 5.2 kohdan toisessa ja kolmannessa alakohdassa
esitetylld tavalla.

Tulosten laskeminen

Tarkkelyspitoisuus (%) lasketaan seuraavalla tavalla:

Polarimetriset mittaukset

Tarkkelyspitoisuus (%) = %2(&51”)
o
D
p= optinen kokonaiskiertokyky asteina
P= 40-prosenttiseen etanoliin (V/V) liukoisten yhdisteiden optinen kiertokyky asteina
[a]2” = puhtaan tarkkelyksen ominaiskiertokyky. Talle on sovittu seuraavat numeeriset arvot:

+185,9% riisitdrkkelys
+185,7%:  perunatirkkelys
+184,6°  maissitirkkelys
+182,7°:  vehnitirkkelys
+181,5%  ohratirkkelys
+181,3%  kauratdrkkelys

+184,0°:  muut tirkkelyslajit seki tarkkelysseokset rehuseoksissa.
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6.2 Sakkarimetriset mittaukset

!
2000 , (2Nx0,665)x(S-S') _ 266N x(S-§)

Tarkkelyspitoisuus (%) = <556 100 500
MD MD
S= optinen kokonaiskiertokyky sakkarimetrin asteina
S = 40-prosenttiseen (v[v) etanoliin liukoisten yhdisteiden optinen kiertokyky asteina
N= sellainen sakkaroosin mdird grammoina, jonka optinen kiertokyky on 100 sakkarimetrin astetta

100 ml:ssa vettd ja 200 mm:n putkessa mitattuna
16,29 g ranskalaisella sakkarimetrilld

26,00 g saksalaisella sakkarimetrilld

20,00 g muilla sakkarimetreilla.

[0]" = puhtaan tirkkelyksen ominaiskiertokyky (ks. 6.1).

6.3 Toistettavuus
Samasta néytteestd tehdyn kahden rinnakkaismadrityksen tulosten vilinen ero saa olla enintddn 0,4

absoluuttisena arvona, jos tirkkelyspitoisuus on alle 40 prosenttia, ja 1 prosentti suhteessa tirkkelyspi-
toisuuteen, jos tirkkelyspitoisuus on vihintdidn 40 prosenttia.

7. Huomautukset

7.1 Jos nayte sisdltdd yli 6 prosenttia karbonaatteja, kalsiumkarbonaattina laskettuna, on ne ennen optisen
kokonaiskiertokyvyn madritystd hajotettava juuri tarkalleen sopivalla méiralld laimeaa rikkihappoa.

7.2 Paljon laktoosia sisdltivien tuotteiden, kuten herajauheen tai rasvattoman maitojauheen, maaritysta jatketaan
80 ml:n etanolilisiyksen (3.5) jilkeen seuraavasti. Palautusjadhdytin kiinnitetd4n pulloon ja pullo pannaan
50 °C:n vesihauteeseen 30 minuutin ajaksi. Annetaan jdahtyi ja jatketaan madritystd 5.3 kohdassa esitetylld
tavalla.

7.3 Seuraavien rehuissa merkittdvind méérind esiintyvien rehuaineiden tiedetdin hdiritsevin tarkkelyspitoisuuden
madritystd polarimetriselld menetelmalli ja ndin ollen voidaan saada véirid tuloksia:

— (sokeri)juurikastuotteet, kuten (sokeri)juurikasleike, (sokeri)juurikasmelassi, melassoitu (sokeri)
juurikasleike, (sokeri)juurikasrankki, (juurikas)sokeri;

— sitrushedelmimassa;

— pellavansiemenet, pellavansiemenkakku, pellavansiemenrouhe;

— rypsinsiemenet, rypsikakku, rypsirouhe, rypsinsiementen kuoret;

— auringonkukansiemenet, auringonkukkarouhe, auringonkukkarouhe osaksi kuorituista siemenist;
— kookoskakku, kookosrouhe;

— perunapulppa;

— kuivahiiva;

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

— rasvan sulatuksessa muodostuva valkuaisjddnne;

— soijatuotteet.

Niiden osalta voidaan soveltaa komission asetuksen (EY) N:o 121/2008 (') mukaista maaritysmenetelmaa.
Kyseistd menetelmad voi kdyttdd myos rehuun, jonka tirkkelyspitoisuus on alle 1 prosentti.

(') Komission asetus (EY) N:o 121/2008, annettu 11 pdivind helmikuuta 2008, eldinten ruokintaan kiytettivien valmisteiden (CN-koodi
2309) tarkkelyspitoisuuden maaritysmenetelméstd (EUVLL 37, 12.2.2008, s. 3).
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L. RAAKATUHKAN MAARITYS

Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmilld voidaan maarittdd rehujen raakatuhkapitoisuus.

Periaate

Nayte poltetaan tuhkaksi 550 °C:ssa, jadnnds punnitaan.

Reagenssit

Ammoniumnitraattiliuos, 20 % (w/v).

Vilineisto

Sahkolevy.

Sahkokayttoinen muhveliuuni, jossa on termostaatti.

Hehkutusupokkaita, jotka on valmistettu kvartsista, posliinista tai platinasta, joko suorakulmaisia (noin 60 x
40 x 25 mm) tai pyoreitd (ldpimitta 60-75 mm, korkeus 20-40 mm).

Menettely

Noin 5 grammaa ndytetti (2,5 g sellaisia tuotteita, joilla on pyrkimys turvota) punnitaan 1 mg:n tarkkuudella
hehkutusupokkaaseen, joka on ensin hehkutettu 550 °Cseen, jadhdytetty ja taarattu. Upokas asetetaan
sdhkolevylle ja sitd kuumennetaan vahitellen kunnes aine hiiltyy. Tuhkataan 5.1 tai 5.2 kohdan mukaisesti.

Upokas asetetaan kalibroituun muhveliuuniin, joka on sdddetty 550 °C:seen. Upokasta pidetddn tissd
lampotilassa, kunnes saadaan valkea, vaaleanharmaa tai punertava tuhka, jossa ei ndytd endd olevan
orgaanista ainesta. Upokas asetetaan eksikkaattoriin, sen annetaan jidhty4 ja se punnitaan valittomasti.

Upokas asetetaan kalibroituun muhveliuuniin, joka on sdddetty 550 °C:seen. Poltetaan tuhkaksi 3 tunnin
ajan. Upokas asetetaan eksikkaattoriin, sen annetaan jadhtyd ja se punnitaan valittomasti. Kuivausta jatketaan
edelleen 30 minuutin ajan sen varmistamiseksi, ettd tuhkan paino pysyy vakiona (kahden perikkdisen
punnituksen vélinen painoero saa olla enintddn 1 mg).

Tulosten laskeminen
Jadnnoksen paino lasketaan vihentdmalld taarapaino.

Tulos ilmoitetaan prosentteina ndytteestd.
Huomautukset

Niille naytteille, joita on vaikea polttaa tuhkaksi, on alustava tuhkaksi polttaminen tehtdva ainakin kolmen tunnin
ajan, jonka jilkeen néyte jadhdytetddn ja siihen lisitddn muutama pisara 20-prosenttista ammoniumnitraat-
tiliuosta tai vettd (varovasti, valttien tuhkan levidmistd tai paakkuuntumista). Hehkutusta jatketaan uunissa
kuivaamisen jilkeen. Menettely toistetaan tarvittaessa, kunnes ndyte on tuhkaantunut tiydellisesti.

Ne aineet, joihin 7.1 kohdan kdsittely ei vaikuta, kisitellddn seuraavasti: Kolmen tunnin polttamisen jilkeen
tuhkan joukkoon lisdtdan limminti vettd ja se suodatetaan pienen tuhkattoman suodattimen ldpi. Suodatin
ja sen sisdlto poltetaan tuhkaksi alkuperiisessd upokkaassa. Suodos siirretddn jadhtyneeseen upokkaaseen,
haihdutetaan kuivaksi, poltetaan tuhkaksi ja punnitaan.

Jos kyse on dljyistd ja rasvoista, punnitaan tarkasti 25 g ndytettd sopivan kokoiseen upokkaaseen. Naytteen
annetaan hiiltyd sytyttimalld se tuhkattomalla suodatinpaperiliuskalla. Palamisen jilkeen niytettd
kostutetaan mahdollisimman pienelld maarélld vettd. Kuivataan ja poltetaan tuhkaksi 5 kohdan mukaisesti.

M. KLOORIVETYHAPPOON LIUKENEMATTOMAN TUHKAN MAARITYS

Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmilld voidaan mairittad kloorivetyhappoon liukenemattomien kivennaisainesten pitoisuus rehuissa.
Naytteen laadun mukaan voidaan kéyttid kahta eri menetelmaa.
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1.1 Menetelmd A: soveltuu orgaanista ainetta oleviin rehuaineisiin ja useimpiin rehuseoksiin;

1.2 Menetelmd  B:  soveltuu  kivenndisrehuihin ja  kivenndisrehuseoksiin ~ sekd rehuseoksiin, joiden
kloorivetyhappoon liukenemattomien ainesten pitoisuus menetelmélld A maéritettynd on suurempi kuin 1
prosentti.

2. Periaate

2.1 Menetelmd A: ndyte poltetaan tuhkaksi, tuhka keitetidn kloorivetyhapossa ja liukenematon jiinnos

suodatetaan ja punnitaan.

2.2 Menetelmd B: ndytettd kasitellddn kloorivetyhapolla. Livos suodatetaan, jadnnos poltetaan tuhkaksi ja niin
saatu tuhka kisitelldin menetelmidn A mukaan.

3. Reagenssit

3.1 Kloorivetyhappo, 3 mol/l.

3.2 Trikloorietikkahappoliuos, 20 % (w/v).

3.3 Trikloorietikkahappoliuos, 1 % (w/v).

4. Vilineisto

4.1 Sahkolevy.

4.2 Sahkokayttoinen muhveliuuni, jossa on termostaatti.

4.3 Hehkutusupokkaita, jotka on valmistettu kvartsista, posliinista tai platinasta, joko suorakulmaisia (noin 60 x

40 x 25 mm) tai pyoreitd (ldpimitta 60-75 mm, korkeus 20-40 mm).

4.4 Tuhkattomia suodattimia
5. Menettely
5.1 Menetelmd A:

Niyte poltetaan tuhkaksi raakatuhkan mairitystd varten esitettyd menetelmdd kdyttden. My0s téstd
médrityksestd saatua tuhkaa voidaan kayttda.

Tuhka siirretddn 250-400 ml:n dekantterilasiin kiyttden 75 ml kloorivetyhappoa (3.1). Liuos kuumennetaan
hitaasti kichumapisteeseen ja sitd keitetddn varovasti 15 minuuttia. Limmin liuos suodatetaan tuhkattoman
suodatinpaperin ldpi ja jadnnos pestddn limpimalld vedelld kunnes pesuvesi ei endi ole hapan. Jadnnoksen
sisltavd suodatinpaperi kuivataan ja poltetaan tuhkaksi taaratussa upokkaassa 550-700 °C:n limpétilassa.
Sen annetaan jadhtyi eksikkaattorissa ja se punnitaan.

5.2 Menetelmd B:

Punnitaan 5 g néytettd 1 mg:n tarkkuudella 250-400 ml:n dekantterilasiin. Siihen lisdtddn ensin 25 ml vettd
ja sen jdlkeen 25 ml kloorivetyhappoa (3.1), sekoitetaan ja odotetaan kunnes kuohuminen lakkaa. Lisdtddn
vield 50 ml kloorivetyhappoa (3.1). Kun kaasuja ei endd muodostu, dekantterilasi asetetaan kiehuvaan
vesihauteeseen ja pidetddn siind 30 minuuttia tai tarvittaessa pitempdin, jotta mahdollinen jiljelld oleva
tarkkelys tulisi kokonaan hydrolysoiduksi. Liuos suodatetaan limpimind kayttden tuhkatonta
suodatinpaperia, joka pestddn 50 mllla limmintd vettd (ks. 7 kohdan huomautus). Suodatinpaperi
jaannoksineen siirretddn hehkutusupokkaaseen, kuivataan ja poltetaan tuhkaksi 550-700 °C:n limpétilassa.
Tuhka siirretddn 250-400 ml:n dekantterilasiin kdyttden 75 ml kloorivetyhappoa (3.1), jatketaan 5.1 kohdan
toisen alakohdan mukaan.

6. Tulosten laskeminen

Jaannoksen paino lasketaan vihentdmilld taarapaino. Tulos ilmoitetaan prosentteina ndytteesta.
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Huomautus

Jos suodatus osoittautuu vaikeaksi, suoritetaan méaritys uudelleen korvaamalla 50 ml kloorivetyhappoa (3.1)
50 ml:lla 20-prosenttista trikloorietikkahappoliuosta (3.2) ja suodatinpaperin pesuun kiytetdin limminta
1-prosenttista trikloorietikkahappoliuosta (3.3).

N. KOKONAISFOSFORIN MAARITYS

Kokonaisfosforin mairitys tehddin

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

— EN 15621 -standardin (Animal feeding stuffs: Methods of sampling and analysis — Determination of
calcium, sodium, phosphorus, magnesium, potassium, sulphur, iron, zinc, copper, manganese and
cobalt after pressure digestion by ICP-AES), joka koskee kalsiumin, natriumin, fosforin,
magnesiumin, kaliumin, rikin, raudan, sinkin, kuparin, mangaanin ja koboltin madaritystd
rehusta ICP-AES:1l4 painehajoituksen jalkeen, mukaisella mairitysmenetelmilld, tai

— jaljempani esitetylld fotometriselld menetelmalla.

FOTOMETRINEN MENETELMA

Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmilld voidaan médrittdd rehujen kokonaisfosforipitoisuus. Se soveltuu erityisesti alhaisten fosforipi-
toisuuksien analysoimiseen. Tietyissd tapauksissa (runsaasti fosforia sisdltavit tuotteet) voidaan kayttdd
gravimetristd menetelmaa.

Periaate

Niyte mineralisoidaan joko polttamalla kuivana (orgaaniset rehut) tai happokeiton avulla (mineraaliyhdisteet
ja nestemdiset rehut), ja se siirtimalld se happamaan liuokseen. Liuos kisitelldin molybdovanadaattirea-
genssilla. Muodostuneen keltaisen liuoksen optinen tiheys mitataan spektrofotometrissd 430 nm:ss.

Reagenssit

Kalsiumkarbonaatti.

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

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

Rikkihappo, p,o = 1,84 g/ml.

Molybdovanadaattireagenssi: sekoitetaan 200 ml ammoniumheptamolybdaattilivosta (3.6.1), 200 ml
ammoniummonovanadaattiliuosta (3.6.2) ja 134 ml typpihappoa (3.4) 1 litran mittapullossa. Tdytetddn
merkkiin asti vedelld.

Ammoniumheptamolybdaattiliuos: liuotetaan 100 g ammoniumheptamolybdaattia (NH,) 6Mo;0,,.4H,0
kuumaan veteen. Lisitddn 10 ml ammoniakkia (tiheys 0,91 g/ml) ja taytetddn 1 litraksi vedelld.

Ammoniumonovanadaattiliuos: liuotetaan 2,35 g ammoniummonovanadaattia NH,VO; 400 ml:aan
kuumaa vettd. Lisdtddn hitaasti, samalla sekoittaen 20 ml laimeaa typpihappoa (7 ml HNO; (3.4) + 13 ml
H,0) ja tdytetddn 1 litraksi vedelld.

Fosforistandardiliuos, 1 mg/ml: liuotetaan 4,387 g kaliumdivetyfosfaattia KH,PO, veteen. Téytetddn 1 litraksi
vedella.
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4. Vilineisto

4.1 Kvartsi-, posliini- tai platinaupokkaita.

4.2 Sihkolammitteinen muhveliuuni, jossa on 550 °Ciseen sdddetty termostaatti.

4.3 250 ml:n Kjeldahl-kolvi.

4.4 Mittapulloja ja tarkkuuspipetteja.

4.5 Spektrofotometri.

4.6 Ncl)in 16 mm:n ldpimittaisia koeputkia, joissa on 14,5 mm:n ldpimittaiset tulpat ja joiden vetoisuus on 25-30
ml.

5. Menettely

5.1 Liuoksen valmistaminen

Naytteen pitoisuuden mukaan valmistetaan 5.1.1 tai 5.1.2 kohdassa esitetty liuos.

5.1.1 Tavallinen menettely

Punnitaan vihintddn 1 g ndytettd 1 mg:n tarkkuudella. Niyte pannaan Kjeldahl-kolviin, lisitddn 20 ml
rikkihappoa (3.5), ravistellaan, jotta happo imeytyisi aineeseen tdydellisesti eikd aine tarttuisi pullon
seindmiin, kuumennetaan ja pidetddn kiehuvana 10 minuutin ajan. Annetaan jadhtyd hieman, lisitddn 2 ml
typpihappoa (3.4), kuumennetaan varovasti, annetaan jdihtyd hieman, lisitddn uudelleen hieman
typpihappoa (3.4) ja kohotetaan limpdtila jalleen kiehumispisteeseen. Tdma menettely toistetaan kunnes
saadaan viritén livos. Jadhdytetddn, lisitddn hieman vettd, neste dekantoidaan 500 mln mittapulloon
huuhtomalla Kjeldahl-kolvi kuumalla vedelld. Annetaan jidhtyd, tdytetddn merkkiin asti vedelld,
homogenoidaan ja suodatetaan.

5.1.2 Orgaanisia aineita sisdltdvit ndytteet, jotka eivit sisdlld kalsium- ja magnesiumdivety-
fosfaatteja

Hehkutusupokkaaseen punnitaan noin 2,5 g néytettdi 1 mgn tarkkuudella. Niytteeseen lisitddn 1 g
kalsiumkarbonaattia (3.1) ja sekoitetaan kunnes se on tdysin sekoittunut ndytteeseen. Poltetaan tuhkaksi
uunissa 550 °C:ssa kunnes saadaan valkoista tai harmaata tuhkaa (pieni maard hiiltd ei hiiritse). Tuhka
siirretddn 250 mln dekantterilasiin. Lisdtddn 20 ml vettd ja kloorivetyhappoa (3.2) kunnes kuohuminen
lakkaa. Lisdtddn vield 10 ml kloorivetyhappoa (3.2). Dekantterilasi asetetaan hiekkahauteelle ja haihdutetaan
kuivaksi piin saostamiseksi. Jddnnos liuotetaan uudelleen 10 mliaan typpihappoa (3.3) ja keitetddn
hiekkahauteella tai sdhkolevylld 5 minuuttia haihduttamatta sitd kuivaksi. Neste dekantoidaan 500 ml:n
mittapulloon huuhtomalla dekantterilasi useaan kertaan kuumalla vedelld. Annetaan jddhtys, tdytetddn
merkkiin asti vedelld, homogenoidaan ja suodatetaan.

5.2 Virin kehitys ja optisen tiheyden mittaus

Laimennetaan 5.1.1 tai 5.1.2 kohdassa saatu suodos siten, ettd fosforipitoisuus on enintddn 40 pg/ml
Pipetoidaan 10 ml tété liuosta koeputkeen (4.6) ja lisitddn sithen 10 ml molybdovanadaattireagenssia (3.6).
Homogenoidaan ja annetaan seistd ainakin 10 minuuttia 20 °C:ssa. Mitataan optinen tiheys spektrofoto-
metrissd 430 nm:ssd sellaiseen liuokseen nihden, joka on saatu lisddmilli 10 ml molybdovanadaatti-
reagenssia (3.6) 10 ml:aan vettd.

5.3 Kalibrointikdyrd

Standardiliuoksesta (3.7) valmistetaan liuokset, joissa on 5, 10, 20, 30 tai 40 pg fosforia/ml. Kaikista
liuoksista otetaan 10 ml:n erd ja siihen lisdtddn 10 ml molybdovanadaattireagenssia (3.6). Homogenoidaan ja
annetaan seistd ainakin 10 minuuttia 20 °Cissa. Optinen tiheys mitataan 5.2 kohdan mukaisesti.
Kalibrointikdyrd laaditaan piirtimalld optisia tiheyksid ja néitd vastaavia fosforimaaria esittdva kuvaaja. Kdyrd
on lineaarinen vililld 0-40 pg/ml olevien konsentraatioiden osalta.

6. Tulosten laskeminen

Tutkittavassa ndytteessd oleva fosforimaird madaritetdan kalibrointikdyraa kiyttden.
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Tulos ilmoitetaan prosentteina néytteesta.

Toistettavuus
Samasta ndytteestd suoritetun kahden rinnakkaismaarityksen tulosten vilinen ero ei saa olla yli:
— 3 %:a, suhteessa korkeampaan tulokseen, alle 5 % olevien fosforipitoisuuksien osalta,

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

0. KLOORIN MAARITYS KLORIDEISTA

Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmilldi  voidaan madrittdd  vesiliukoisten ~kloridien maard; tulokset ilmoitetaan yleensi
natriumkloridina. Menetelmi soveltuu kaytettaviksi kaikkiin rehuihin.

Periaate

Kloridit liuotetaan veteen. Jos tuote sisiltdd orgaanista ainetta, se kirkastetaan. Liuos tehddin hieman
happamaksi typpihapolla ja kloridit saostetaan hopeakloridin muodossa hopeanitraattiliuosta kayttden.
Hopeanitraatin ylimaara titrataan ammoniumtiosyanaattiliuoksella Volhardin menetelméin mukaan.

Reagenssit

Ammoniumtiosyanaattiliuos 0,1 mol/l.

Hopeanitraattiliuos 0,1 mol/l.

Ammoniumferrisulfaattiliuos, kylldstetty liuos (NH4)Fe(SO4),.
Typpihappo, tiheys 1,38 g/ml.

Dietyylieetteri.

Asetoni.

Carrez-liuos I: liuotetaan veteen 21,9 g sinkkiasetaattia Zn(CH;COO), 2H,0 ja 3 g jddetikkaa. Téytetddn
100 ml:ksi vedella.

Carrez-liuos II: liuotetaan veteen 10,6 g kaliumferrosyanidia K,Fe(CN)s 3H,O. Téytetdadn 100 ml:ksi vedella.
Aktiivihiili, jossa ei ole klorideja ja joka ei absorboi niité.

Vilineist6

Sekoitin: noin 35-40 kierr./min.
Menettely

Liuoksen valmistaminen
Niytteen mukaan valmistetaan 5.1.1, 5.1.2 tai 5.1.3 kohdassa esitetty liuos.

Samanaikaisesti suoritetaan nollakoe, josta maritettdva ndyte on jitetty pois.

Niytteet, joissa ei ole orgaanista ainesta

Punnitaan 1 mgn tarkkuudella enintddn 10 g ndytettd, joka sisdltdd alle 3 g kloridien muodossa olevaa
klooria. Lisitddn 500 ml:in mittapulloon niyte ja 400 ml noin 20 °C:n limpdistd vettd. Sekoitetaan 30
minuuttia sekoittajassa, tdytetdan merkkiin asti, homogenoidaan ja suodatetaan.
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5.1.2 Orgaanista ainesta sisdltdvat ndytteet, paitsi 5.1.3 kohdassa luetellut tuotteet

Punnitaan 1 mg:n tarkkuudella noin 5 g ndytettd sekd 1 g aktiivihiiltd 500 ml:n mittapulloon. Lisitdin 400
ml noin 20 C:n limpéistd vettd ja 5 ml Carrez-liuosta I (3.7), sekoitetaan 30 sekunnin ajan ja timén jilkeen
lisitdan 5 ml Carrez-livosta II (3.8). Sekoitetaan 30 minuuttia sekoittajassa, tdytetddn merkkiin asti,
homogenoidaan ja suodatetaan.

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

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

5.2 Titraus

Pipetoidaan erlenmeyerkolviin 25-100 ml suodosta (oletetun klooripitoisuuden mukaan), joka on saatu
5.1.1, 5.1.2 tai 5.1.3 kohdassa esitetylld tavalla. Pipetoitu erd saa sisiltdd korkeintaan 150 mg klooria (Cl).
Laimennetaan tarvittaessa vahintddn 50 mlksi vedelld, lisitdan 5 ml typpihappoa (3.4), 2 ml kyllastettyd
ammoniumferrisulfaattiliuosta (3.3) ja kaksi tippaa ammoniumtiosyanaattiliuosta (3.1), joka annostellaan
nollamerkkiin tdytetystd byretistd. Byrettid kayttden lisitddn hopeanitraattiliuosta (3.2) siten, ettd saadaan
5 mln ylimaari. Lisitddn 5 ml dietyylieetterid (3.5) ja ravistellaan voimakkaasti saostuman koaguloimiseksi.
Yliméard hopeanitraattia titrataan ammoniumtiosyanaattiliuoksella (3.1) kunnes punaruskea viri siilyy noin
yhden minuutin ajan.

6. Tulosten laskeminen

Kloorimaird (X), joka ilmoitetaan natriumkloridiprosentteina, lasketaan seuraavaa kaavaa kdyttden:

_ 5845 (V) ~ Vo)

X m
jossa:
V, = lisityn hopeanitraattiliuoksen 0,1 mol/l méird millilitroina
V,= titraukseen kiytetyn ammoniumtiosyanaatin 0,1 mol/l maard millilitroina.
m = ndytteen maardosan paino grammoina.

Jos hopeanitraattilivosta, 0,1 mol/l, on kulunut nollakoetta titrattaessa, kuluneen liuoksen mdaird
vihennetiin tilavuudesta (V, — V,).

7. Huomautukset
7.1 Titraus voidaan suorittaa my0s potentiometrisesti tai amperometrisesti.
7.2 Jos madritettavat tuotteet sisdltdvdt runsaasti 6ljyjé ja rasvoja, 6ljyt ja rasvat on ensin poistettava

dietyylieetterilld tai petroolieetterilla.

7.3 Kalajauhon osalta titraus voidaan suorittaa Mohrin menetelmalld.”

64/129 ELL http://data.europa.eufelijreg_impl/2024/771/oj



EUVL L, 15.3.2024

FI

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

3.6.1

3.7

3.8

3.9

3.10

() EN 17547

LITE IV

"LIITE IV

REHUJEN SISALTAMIEN SALLITTUJEN LISAAINEIDEN VALVONNASSA KAYTETTAVAT
MAARITYSMENTELMAT

A. A-VITAMIININ MAARITYS
A-vitamiinin médritys tehddin

. EN 17547 -standardin (Animal feeding stuffs: Methods of sampling and analysis — Determination of
vitamin A, E and D () content — Method using solid phase extraction (SPE) clean-up and high-
performance liquid chromatography (HPLC)), joka koskee A-, E- ja D-vitamiinipitoisuuden
médritystd rehusta kédyttden erotusta kiintedfaasiekstraktiolla (SPE) ja korkean suorituskyvyn
nestekromatografiaa (HPLC), mukaisella mairitysmenetelmalld, tai

— korkean erotuskyvyn kidnteisfaasinestekromatografialla (RP-HPLC) UV- tai fluoresenssidetektoria
kayttden, kuten jdljempédnd 1-9 kohdassa on kuvattu.

Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmilld voidaan mairittad A-vitamiinin (retinolin) pitoisuus rehuissa. A-vitamiini kasittdd all-trans-
retinyylialkoholin ja sen cis-isomeerit, jotka saadaan mddritetyiksi tilli menetelmalld. A-vitamiinipitoisuus
ilmoitetaan kansainvilisind yksikkoind (ky) kilogrammaa kohti. Yksi ky vastaa aktiivisuutta, joka on
0,300 pg:lla all-trans-A-vitamiinialkoholia tai 0,344 pgilla all-trans-A-vitamiiniasetaattia tai 0,550 pg:lla
all-trans-A-vitamiinipalmitaattia.

Médritysraja on 2 000 ky A-vitamiinia/kg.

Periaate

Niyte hydrolysoidaan etanoli-kaliumhydroksidiliuoksella, ja A-vitamiini uutetaan petrolieetteriin. Liuotin
haihdutetaan pois, haihdutusjiddnnos liuotetaan metanoliin ja laimennetaan tarvittaessa halutulle pitoisuus-
alueelle. A-vitamiinipitoisuus mddritetddn korkean erotuskyvyn kéddnteisfaasinestekromatografialla
(RP-HPLC) UV- tai fluoresenssidetektoria kayttden. Kromatografian ajo-olosuhteet valitaan siten, ettd
all-trans-A-vitamiinialkoholi ja sen cis-isomeerit eivit erotu toisistaan.

Reagenssit

Etanoli, 6 = 96 %.

Petrolieetteri, kiehumislampétila 40-60 °C.

Metanoli.

Kaliumhydroksidiliuos, ¢ = 50 g/100 ml.

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

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

Natriumsulfidiliuos, ¢ = 0,5 mol/l glyserolissa, = 120 g/l (kun x = 9) (ks. 7.8 huomautukset).
Fenolftaleiiniliuos, ¢ = 2 g/100 ml etanolissa (3.1).

2-Propanoli.

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

Typpi, happivapaa.

-standardin mukaiseen médritysmenetelmddn viitataan vaihtoehtoisena menetelmind, jota voidaan kiyttdd virallista

valvontaa varten A- ja E-vitamiinien médritykseen A-vitamiinin osalta timin liitteen A osassa ja E-vitamiinin osalta tdimdn liitteen B
osassa kuvatun menetelmén sijaan.
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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

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

All-trans-A-vitamiiniasetaatin kantaliuos: Punnitaan 0,1 milligramman tarkkuudella 50 mg A-vitamiinia-
setaattia (3.11) 100 mln mittapulloon. Liuotetaan 2-propanoliin (3.8) ja tdytetidn merkkiin asti samalla
livottimella. Tdman liuoksen nimellinen A-vitamiinipitoisuus on 1 400 ky/ml. Tarkka pitoisuus maaritetdan
5.6.3.1 kohdan mukaisesti.

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

All-trans-A-vitamiinipalmitaatin kantaliuos: Punnitaan 0,1 milligramman tarkkuudella 80 mg A-vitamiinipal-
mitaattia (3.12) 100 ml:n mittapulloon. Liuotetaan 2-propanoliin (3.8) ja tdytetddn merkkiin asti samalla
liuottimella. Tamén liuoksen nimellinen A-vitamiinipitoisuus on 1 400 ky/ml. Tarkka pitoisuus maaritetddn
5.6.3.2 kohdan mukaisesti.

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

Vilineisto

Vakuumipyoréhaihdutin.

Ruskeita lasiastioita.

Tasapohjaisia kolveja tai erlenmeyerkolveja, 500 ml, joissa on lasihios.

Mittapulloja, joissa on lasihiostulpat, kapeakaulaisia, 10, 25, 100 ja 500 ml.
Erotussuppiloita, kartiomaisia, 1 000 ml, joissa on lasihiostulpat.

Kartiopohjaisia kolveja, 250 ml, joissa on lasihios.

Allihn-jaahdytin, vaipan pituus 300 mm, jossa on lasihios ja liitin kaasunsyéttoputkelle.
Laskostettua suodatinpaperia faasien erotukseen, halkaisija 185 mm (esim. Schleicher & Schill 597 HY 1/2).
HPLC-laitteisto, jossa injektori.

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

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

Uuttolaitteisto, jossa on (ks. kuva 1):

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

Lasihiosliitin, jossa on sivuputki ja keskeltd ldpi menevi liikuteltava putki. Liikuteltavassa putkessa on
oltava U:n muotoinen alapii ja toisessa padssd nokka, niin ettd sylinterissd oleva ylempi nestekerros voidaan
siirtdd erotussuppiloon.
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5.1

5.2

5.3

Menettely

Huomautus: A-vitamiini on herkkd (UV-)valolle ja hapettumiselle. Kaikki toimenpiteet on suoritettava
valolta suojattuna (kdyttden ruskeita tai alumiinifoliolla suojattuja lasitarvikkeita) ja hapelta
suojattuna (typpivirtauksessa). Uuton aikana nestepinnan ylipuolella oleva ilma on korvattava
typelld (ylipaineen muodostuminen estettdvi raottamalla tulppaa silloin tall6in).

Niytteen valmistaminen

Nayte jauhetaan niin ettd se lipdisee 1 mm:n seulan; nédytteen limpenemistd on viltettdvd. Naytteen
jauhaminen on tehtdva vilittdmasti ennen punnitusta ja saippuointia A-vitamiinin hajoamisen valttamiseksi.
Niytettd (naytteitd) ei saa jauhaa, jos hiukkaskokojakauma on sopiva (esim. esiseokset ja rehun lisdaineet).

Saippuointi

A-vitamiinipitoisuudesta riippuen punnitaan 1 mg:n tarkkuudella 2-25 g niytettd 500 ml:n tasapohjaiseen
kolviin tai erlenmeyerkolviin (4.2.1). Jos pitoisuus on alhainen, ndytteen paino voi olla suurempi, jotta
partikkelien maird testindytteessd on riittdva. Lisdtddn perdkkiin kolvia pyorittden 130 ml etanolia (3.1),
noin 100 mg BHT:td (3.13), 2 ml natriumaskorbaattiliuosta (3.5) ja 2 ml natriumsulfidiliuosta (3.6).
Kiinnitetddn jadhdytin (4.3) kolviin, ja kolvi pannaan vesihauteeseen, jossa on magneettisekoitin (4.7).
Kuumennetaan kiechumispisteeseen ja annetaan kiehua 5 minuuttia. Lisdtddn 25 ml kaliumhydroksidiliuosta
(3.4) jadhdyttimen (4.3) ldpi ja annetaan kichua vield 25 minuuttia sekoittaen hitaassa typpivirrassa.
Jaahdytin huuhdellaan noin 20 ml:la vetti ja kolvin sisilt6 jadhdytetdan huoneenlimpétilaan.

Uutto

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

Uutto erotussuppiloa (4.2.3) kdyttden

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

Yhdistetyt uutteet pestddn erotussuppilossa, pyorittden varovasti (emulsion muodostumisen valttdmiseksi),
kahdesti 100 ml:lla vettd ja sitten toistuvasti ravistelemalla edelleen 100 mllla vettd kerrallaan, kunnes
pesuvesi on viriton lisittdessd fenolftaleiinilivosta (3.7) (neljd pesukertaa riittdd yleensd). Pesty uute
suodatetaan suspendoitujen vesijddmien poistamiseksi kuivan laskostetun suodatinpaperin ldpi (4.4)
500 ml:n mittapulloon (4.2.2). Erotussuppilo ja suodatinpaperi huuhdotaan 50 ml:lla petrolieetterid (3.2),
taytetddn merkkiin asti petrolieetterilld (3.2) ja sekoitetaan hyvin.

Uutto uuttolaitteella (4.8)

Kun kerrokset ovat erottuneet (ks. huomautus 7.3), pannaan lasisylinterin (4.8.1) tulpan tilalle lasihiosliitin
(4.8.2) ja asetetaan liikuteltavan putken U:n muotoinen alapéi siten, ettd se on juuri faasien rajakohdan
ylapuolella. Johtamalla paineistettua typped sivuputkeen siirretddn ylempi petrolieetterikerros 1 000 mln
erotussuppiloon (4.2.3). Lisdtdan 100 ml petrolieetterid (3.2) lasisylinteriin, suljetaan tulpalla ja ravistellaan
hyvin. Annetaan faasien erottua ja siirretddn ylempi kerros erotussuppiloon kuten edelld. Uutto toistetaan
vield 100 mllla petrolieetterid (3.2) ja kahdesti 50 mllla petrolieetterid (3.2) ja petrolieetterikerrokset
siirretddn erotussuppiloon.

Yhdistetyt petrolieetteriuutteet pestddn kuten 5.3.1 kohdassa ja jatketaan kuten kyseisessd kohdassa on
kerrottu.
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5.4 Nayteliuoksen valmistaminen HPLC-ajoja varten

Pipetoidaan tietty médrd petrolieetterilivosta (joka on saatu 5.3.1 tai 5.3.2 kohdassa) 250 mln
kartiopohjaiseen kolviin (4.2.4). Liuotin haihdutetaan lihes kuiviin py6rohaihduttimella (4.1) alennetussa
paineessa; vesihauteen limpéatila saa olla korkeintaan 40 °C. Ilmanpaine palautetaan normaaliksi typelld
(3.10) ja kolvi otetaan pois py6rohaihduttimesta. Jaljelld oleva liuotin haihdutetaan typpivirrassa (3.10) ja
jaannos livotetaan vilittomasti tunnettuun tilavuuteen (10-100 ml) metanolia (3.3) (A-vitamiinipitoisuuden
on oltava vililld 5-30 ky/ml).

5.5 Midritys HPLC:Ild

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

Injektoidaan tietty méddrd (esim. 20 pl) 5.4 kohdassa saatua metanoliliuosta ja eluoidaan liikkkuvalla faasilla
(3.9). Lasketaan useiden saman néyteliuoksen injektioiden sekd useiden kalibrointiliuosten (5.6.2)
injektioiden piikkien korkeuksien (pinta-alojen) keskiarvo.

HPLC-ajo-olosuhteet

Seuraavat ajo-olosuhteet ovat ohjeellisia; muita ajo-olosuhteita voidaan kayttds, jos niilld saadaan vastaavat

tulokset.
Nestekromatografiakolonni (4.5.1): 250 mm x 4 mm, Cyg, hiukkaskoko 5 tai 10 pm, tai
vastaava
Liikkuva faasi (3.9): Metanolin (3.3) ja veden seos, esim. 980 + 20 (v + v)
Virtausnopeus: 1-2 ml/min
Detektori (4.5.2): UV-detektori (325 nm) tai fluoresenssidetektori
(eksitaatio: 325 nm, emissio: 475 nm)
5.6 Kalibrointi
5.6.1 Kiyttostandardilivosten valmistaminen

Pipetoidaan 20 ml A-vitamiiniasetaatin kantaliuosta (3.11.1) tai 20 ml A-vitamiinipalmitaatin kantaliuosta
(3.12.1) 500 ml:n tasapohjaiseen kolviin tai erlenmeyerkolviin (4.2.1) ja hydrolysoidaan kuten 5.2 kohdassa,
mutta ilman BHT-lisdystd. Taman jilkeen uutetaan petrolieetterilld (3.2) 5.3 kohdan mukaisesti ja tdytetddn
500 ml:aan petrolieetterilld (3.2). Haihdutetaan 100 ml tdtd uutetta pyorohaihduttimella (ks. 5.4) ldhes
kuiviin, jaljelld oleva liuotin poistetaan typpivirralla (3.10) ja jddnnos liuotetaan 10,0 ml:aan metanolia (3.3).
Tdmin liuoksen nimellinen A-vitamiinipitoisuus on 560 ky/ml. Tarkka pitoisuus on médritettdvd 5.6.3.3
kohdan mukaisesti. Kdyttostandardiliuos valmistetaan juuri ennen kayttod.

Pipetoidaan 2,0 ml tatd kdyttostandardiliuosta 20 ml:n mittapulloon, taytetddn merkkiin asti metanolilla (3.3)
ja sekoitetaan. Taman laimennetun kayttostandardiliuoksen nimellinen pitoisuus on 56 ky/ml A-vitamiinia.

5.6.2 Kalibrointiliuosten valmistaminen ja kalibrointikdyra

Pipetoidaan 1,0, 2,0, 5,0 ja 10,0 ml laimennettua kdyttostandardiliuosta 20 ml:n mittapulloihin, tdytetdin
merkkiin asti metanolilla (3.3) ja sckoitetaan. Niiden liuosten nimelliset pitoisuudet ovat 2,8, 5,6,
14,0 ja 28,0 ky/ml A-vitamiinia.

Injektoidaan 20 pl kutakin kalibrointiliuosta useita kertoja ja maaritetdan piikkien korkeuksien (pinta-alojen)
keskiarvot. Piirretddn kalibrointikdyrd kayttden korkeuksien (pinta-alojen) keskiarvoja, ottaen huomioon
UV-spektrin tarkistuksen tulokset (5.6.3.3).
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5.6.3

5.6.3.1

5.6.3.2

5.6.3.3

Standardiliuosten UV-standardisointi

A-vitamiiniasetaattikantaliuos

Pipetoidaan 2,0 ml A-vitamiiniasetaattikantaliuosta (3.11.1) 50 mln mittapulloon (4.2.2) ja tiytetddn
merkkiin asti 2-propanolilla (3.8). Tamén liuoksen nimellinen A-vitamiinipitoisuus on 56 ky/ml. Pipetoidaan
3,0 ml titd laimennettua A-vitamiiniasetaattiliuvosta 25 mln mittapulloon ja tdytetddn merkkiin asti
2-propanolilla (3.8). Tdmin liuoksen nimellinen pitoisuus on 6,72 ky/ml A-vitamiinia. Mitataan liuoksen
UV-spektri 2-propanolia (3.8) vastaan spektrofotometrilld (4.6) vlilld 300-400 nm. Ekstinktiomaksimin on
oltava vililld 325-327 nm.

A-vitamiinipitoisuuden laskeminen:
ky/ml A — vitamiinia = E,, x 19,0

(E'™ A — vitamiiniasetaatin osalta = 1530 aallonpituudella 326 nm 2 — propanolissa)

1em

A-vitamiinipalmitaattikantaliuos

Pipetoidaan 2,0 ml A-vitamiinipalmitaattikantaliuosta (3.12.1) 50 mln mittapulloon (4.2.2) ja tdytetddn
merkkiin asti 2-propanolilla (3.8). Tdmin liuoksen nimellinen A-vitamiinipitoisuus on 56 ky/ml. Pipetoidaan
3,0 ml titd laimennettua A-vitamiinipalmitaattilivosta 25 mlin mittapulloon ja tdytetddn merkkiin asti
2-propanolilla (3.8). Tamin liuoksen nimellinen pitoisuus on 6,72 ky/ml A-vitamiinia. Mitataan liuoksen
UV-spektri 2-propanolia (3.8) vastaan spektrofotometrilld (4.6) vlilld 300-400 nm. Ekstinktiomaksimin on
oltava valilld 325-327 nm.

A-vitamiinipitoisuuden laskeminen:
ky/ml A — vitamiinia = E,, x 19,0
(E;* A —vitamiiniasetaatin osalta = 957 aallonpituudella 326 nm 2 — propanolissa)

A-vitamiinin kdyttostandardiliuos

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

A-vitamiinipitoisuuden laskeminen:
ky/ml A — vitamiinia = E,,, x 18,30

(E!™ A — vitamiiniasetaatin osalta = 1821 aallonpituudella 326 nm 2 — propanolissa)

1em

Tulosten laskeminen

Niyteliuoksen A-vitamiinipitoisuus (ky/ml) lasketaan niyteliuvoksen A-vitamiinipiikkien korkeuden (pinta-
alan) keskiarvosta kalibrointikéyran (5.6.2) avulla.

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

500 x ¢ x Vo x 1000
= lky/kg]

jossa:
c= nédyteliuoksen (5.4) A-vitamiinipitoisuus (ky/ml),
V, = ndyteliuoksen (5.4) tilavuus (ml),
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7.1

7.2

7.3

7.4

7.5

7.6

7.7

7.8

7.9

vV, = 5.4 kohdassa otetun nayteliuoksen tilavuus (ml),
m= ndyte-erdn paino (g).
Huomautukset

Jos niytteiden A-vitamiinipitoisuus on alhainen, voi olla hyddyllistdi yhdistid kahden saippuointierdn

petrolieetteriuutteet (punnittu médara: 25 g) yhdeksi ndyteliuokseksi HPLC-madritystd varten.

Analyysid varten otetussa niytemdaarassa ei saa olla yli 2 g:aa rasvaa.

Jos faasit eivit erotu, lisitddn noin 10 ml etanolia (3.1) emulsion hajottamiseksi.

Kun on kyseessé kalanmaksaéljy ja muut puhtaat rasvat, saippuointiajan on oltava 45-60 minuuttia.

Hydrokinonia voi kdyttdd BHT:n sijasta.

Kdytettdessd normaalifaasikolonnia retinoli-isomeerit voivat erottua toisistaan. Siind tapauksessa kaikkien cis-
ja trans-isomeeripiikkien korkeudet (pinta-alat) on laskettava yhteen.

Natriumaskorbaattiliuoksen voi korvata noin 150 mg:lla askorbiinihappoa.

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

Maidonkorvikkeiden A-vitamiinin maarityksessd on kiinnitettdva erityistd huomiota

— saippuoinnin (5.2) yhteydessd: ndytteen sisdltimin rasvamairin vuoksi kaliumhydroksidiliuoksen (3.4)
madrdd voi olla tarpeen lisdtd;

— uuttamisen (5.3) yhteydessd: emulsioiden esiintymisen vuoksi veden ja etanolin suhdetta 2:1 voi olla

tarpeen muuttaa.

Ylimaariiselld nayte-eralld tehtavilld saantokokeella varmistetaan, ettd kiytetty menetelma tuottaa luotettavat
tulokset tilld materiaalilla (maidonkorvikkeella). Jos saantoaste on alempi kuin 80 prosenttia, maarityksen

tulosta on korjattava saannon suhteen.

Toistettavuus

Kahden rinnakkaismairityksen vilinen ero samasta ndytteestd saa olla enintddn 15 prosenttia suuremmasta

arvosta.

Laboratorioiden vilisen vertailun tulokset (%)

Esiseos Esiseosvalmiste Kivenniisrehu Valkuaisrehu Porsasrehu
L 13 12 13 12 13
n 48 45 47 46 49
keskiarvo [ky/kg] | 17,02x 106 | 1,21 x 106 537100 151 800 18070
st [ky/kg] 0,51 x106 | 0,039 x 106 22080 12 280 682
r [ky/kg] 1,43x106 | 0,109 x 106 61824 34384 1910
CVr [%] 3,0 3,5 4,1 8,1 3,8
sR [ky/kg] 1,36 x106 | 0,069 x 106 46 300 23060 3614
R [ky/kg] 3,81 x106 | 0,193 x 106 129 640 64 568 10119

(*) Vertailun jirjestdja: Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA), rehutyoryhma.
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CVR [%]
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6,2 8,6
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sR:

CVr:
CVR:

laboratorioiden lukumaird
yksittdisten arvojen lukumaira
toistettavuuden keskihajonta
uusittavuuden keskihajonta

toistettavuus
uusittavuus

toistettavuuden variaatiokerroin
uusittavuuden variaatiokerroin.

Lasisylinteri (4.8.1)
(korkeus noin 48 cm)

Petrolieetterikerros
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+

saippuoitu rehu

Kuva 1

Uuttolaitteisto, jossa on (4.8)

A

A
:

\_

Lasihiosliitin (4.8.2)
(pituus noin 45 cm)

Liikuteltava putki
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B. E-VITAMIININ MAARITYS
E-vitamiinin maritys tehdddn

— EN 17547 -standardin (Animal feeding stuffs: Methods of sampling and analysis — Determination of
vitamin A, E and D (°) content — Method using solid phase extraction (SPE) clean-up and high-
performance liquid chromatography (HPLC)), joka koskee A-, E- ja D-vitamiinipitoisuuden
médritystd rehusta kidyttden erotusta kiintedfaasiekstraktiolla (SPE) ja korkean suorituskyvyn
nestekromatografiaa (HPLC), mukaisella maaritysmenetelmalld, tai

— korkean erotuskyvyn kidnteisfaasinestekromatografialla (RP-HPLC) UV- tai fluoresenssidetektoria
kayttden, kuten jdljempéand 1-9 kohdassa on kuvattu.
1. Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmilld voidaan médrittdd E-vitamiinin pitoisuus rehuissa. E-vitamiinipitoisuus ilmoitetaan mg/kg
DL-a-tokoferoliasetaattia. 1 mg DL-a-tokoferoliasetaattia vastaa 0,91 mg:aa DL-a-tokoferolia (E-vitamiinia).

Médritysraja on 2 mg E-vitamiinia/kg. Tdmd médritysraja voidaan saavuttaa ainoastaan fluoresenssi-
detektorilla. UV-detektoria kdytettdessd madritysraja on 10 mg/kg.

2. Periaate

Niyte hydrolysoidaan etanoli-kaliumhydroksidiliuoksella ja E-vitamiini uutetaan petrolieetteriin. Liuotin
haihdutetaan pois, haihdutusjdinnés liuotetaan metanoliin ja laimennetaan tarvittaessa halutulle pitoisuus-
alueelle. E-vitamiinipitoisuus maritetdan korkean erotuskyvyn kdinteisfaasinestekromatografialla (RP-HPLC)
fluoresenssi- tai UV-detektoria kdyttden.

3. Reagenssit

3.1 Etanoli, 6 = 96 %.

3.2 Petrolieetteri, kiehumislampétila 40-60 °C.

3.3 Metanoli.

3.4 Kaliumhydroksidiliuos, ¢ = 50 g/100 ml.

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

3.6 Natriumsulfidi, Na,S - x H,0 (x = 7 = 9).

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

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

3.8 HPLC:ssd kaytettava liikkuva faasi: metanolin (3.3) ja veden seos, esim. 980 + 20 (v + v). Tarkka suhde

madrdytyy kiytetyn kolonnin ominaisuuksien perusteella.

3.9 Typpi, happivapaa.
3.10 DL-a-tokoferoliasetaatti, erikoispuhdas, sertifioitu aktiivisuus.
3.10.1 DL-a-tokoferoliasetaatin kantaliuos: Punnitaan 0,1 mg:in tarkkuudella 100 mg DL-a-tokoferoliasetaattia

(3.10) 100 ml:n mittapulloon. Liuotetaan etanoliin (3.1) ja tdytetddn merkkiin asti samalla liuottimella. 1 ml
titd liuosta sisdltid 1 mg DL-o-tokoferoliasetaattia. (UV-tarkistus, ks. 5.6.1.3; stabilointi, ks. 7.4
huomautukset).

() EN 17547 -standardin mukaiseen mdiritysmenetelméin viitataan vaihtoehtoisena menetelmind, jota voidaan kiyttdd virallista
valvontaa varten A- ja E-vitamiinien médritykseen A-vitamiinin osalta timin liitteen A osassa ja E-vitamiinin osalta tdimdn liitteen B
osassa kuvatun menetelmén sijaan.
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3.11 DL-a-tokoferoli, erikoispuhdas, sertifioitu aktiivisuus.

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

3.12 2,6-Di-tert-butyyli-4-metyylifenoli (BHT) (ks. 7.5 huomautukset).

4. Vilineisto

4.1 Pyorivi kalvohaihdutin.

4.2 Ruskeita lasiastioita.

421 Tasapohjaisia kolveja tai erlenmeyerkolveja, 500 ml, joissa on lasihios.

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

4.2.3 Erotussuppiloita, kartiomaisia, 1 000 ml, joissa on lasihiostulpat.

4.2.4 Kartiopohjaisia kolveja, 250 ml, joissa on lasihios.

4.3 Allihn-jaahdytin, vaipan pituus 300 mm, jossa on lasihios ja liitin kaasunsyéttoputkelle.

4.4 Laskostettua suodatinpaperia faasien erotukseen, halkaisija 185 mm (esim. Schleicher & Schill 597 HY 1/2).
4.5 HPLC-laitteisto, jossa injektori.

451 Nestekromatografiakolonni, 250 mm x 4 mm, C,, hiukkaskoko 5 tai 10 pm, tai vastaava.

4.5.2 Vaihtuva-aallonpituuksinen fluoresenssi- tai UV-detektori.

4.6 Spektrofotometri ja 10 mm:n kvartsikyvetteja.

4.7 Vesihaude, jossa on magneettisekoitin.

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

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

4.8.2 Lasihiosliitin, jossa on sivuputki ja keskeltd lipi menevi liikuteltava putki. Liikuteltavassa putkessa on

oltava U:n muotoinen alapdd ja toisessa padssd nokka, niin ettd sylinterissd oleva ylempi nestekerros voidaan
siirtdd erotussuppiloon.

5. Menettely

Huomautus:  E-vitamiini on herkkd (UV-)valolle ja hapettumiselle. Kaikki toimenpiteet on suoritettava valolta
suojattuna (kdyttden ruskeita tai alumiinifoliolla suojattuja lasitarvikkeita) ja hapelta suojattuna
(typpivirtauksessa). Uuton aikana nestepinnan ylipuolella oleva ilma on korvattava typelld
(ylipaineen muodostuminen estettdvd raottamalla tulppaa silloin téll6in).

5.1 Naytteen valmistaminen

Niyte jauhetaan niin ettd se lapdisee 1 mm:n seulan; niytteen limpenemistd on viltettdvd. Naytteen
jauhaminen on tehtdvi valittomasti ennen punnitusta ja saippuointia E-vitamiinin hajoamisen valttimiseksi.
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5.2 Saippuointi

E-vitamiinipitoisuudesta riippuen punnitaan 0,01 g:n tarkkuudella 2-25 g ndytettd 500 mln tasapohjaiseen
kolviin tai erlenmeyerkolviin (4.2.1). Lisitddn perdkkain kolvia pyorittien 130 ml etanolia (3.1), noin 100
mg BHT:td (3.12), 2 ml natriumaskorbaattiliuosta (3.5) ja 2 ml natriumsulfidilivosta (3.6). Kiinnitetdan
jadhdytin (4.3) kolviin ja kolvi pannaan vesihauteeseen, jossa on magneettisekoitin (4.7). Kuumennetaan
kiehumispisteeseen ja annetaan kiehua 5 minuuttia. Lisitddn 25 ml kaliumhydroksidiliuosta (3.4)
jadhdyttimen (4.3) ldpi ja annetaan kiehua vield 25 minuuttia sekoittaen hitaassa typpivirrassa. Jadhdytin
huuhdellaan noin 20 ml:lla vetti ja kolvin sisdlto jadhdytetdian huoneenlampétilaan.

5.3 Uutto

Saippuointiliuos siirretddn dekantoimalla kvantitatiivisesti, huuhtomalla kaikkiaan 250 mllla vettd, 1 000
mln erotussuppiloon (4.2.3) tai uuttolaitteeseen (4.8). Saippuointikolvi huuhdotaan ensin 25 ml:lla etanolia
(3.1) ja sitten 100 ml:lla petrolieetterid (3.2) ja huuhtelulivos siirretddn erotussuppiloon tai uuttolaitteeseen.
Veden ja etanolin lopputilavuuksien suhteen pitdd olla noin 2:1. Ravistellaan voimakkaasti 2 minuuttia ja
annetaan laskeutua 2 minuuttia.

5.3.1 Uutto erotussuppiloa (4.2.3) kidyttden

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

Yhdistetyt uutteet pestddn erotussuppilossa, pyorittden varovasti (emulsion muodostumisen valttimiseksi),
kahdesti 100 ml:lla vettd ja sitten toistuvasti ravistelemalla edelleen 100 mllla vettd kerrallaan, kunnes
pesuvesi on viriton lisittdessd fenolftaleiinilivosta (3.7) (neljd pesukertaa riittdd yleensd). Pesty uute
suodatetaan suspendoitujen vesijidmien poistamiseksi kuivan laskostetun suodatinpaperin ldpi (4.4)
500 mln mittapulloon (4.2.2). Erotussuppilo ja suodatinpaperi huuhdotaan 50 mllla petrolieetterid (3.2),
taytetddn merkkiin asti petrolieetterilld (3.2) ja sekoitetaan hyvin.

5.3.2 Uutto uuttolaitteella (4.8)

Kun kerrokset ovat erottuneet (ks. huomautus 7.3), pannaan lasisylinterin (4.8.1) tulpan tilalle lasihiosliitin
(4.8.2) ja asetetaan litkuteltavan putken U:n muotoinen alapidd siten, ettd se on juuri faasien rajakohdan
ylapuolella. Johtamalla paineistettua typpei sivuputkeen siirretddn ylempi petrolieetterikerros 1 000 ml:n
erotussuppiloon (4.2.3). Lisdtddn 100 ml petrolieetterid (3.2) lasisylinteriin, suljetaan tulpalla ja ravistellaan
hyvin. Annetaan faasien erottua ja siirretddn ylempi kerros erotussuppiloon kuten edelld. Uutto toistetaan
vield 100 mllla petrolieetterid (3.2) ja kahdesti 50 mllla petrolieetterid (3.2) ja petrolieetterikerrokset
siirretddn erotussuppiloon.

Yhdistetyt petrolieetteriuutteet pestidn kuten 5.3.1 kohdassa ja jatketaan kuten kyseisessd kohdassa on
kerrottu.

5.4 Niyteliuoksen valmistaminen HPLC-ajoja varten

Pipetoidaan tietty médrd petrolieetteriliuosta (joka on saatu 5.3.1 tai 5.3.2 kohdassa) 250 mln
kartiopohjaiseen kolviin (4.2.4). Liuotin haihdutetaan ldhes kuiviin pyorohaihduttimella (4.1) alennetussa
paineessa; vesihauteen lampotila saa olla korkeintaan 40 °C. Ilmanpaine palautetaan normaaliksi typelld (3.9)
ja kolvi otetaan pois pyorohaihduttimesta. Jaljelld oleva liuotin haihdutetaan typpivirrassa (3.9) ja jadnnos
livotetaan valittomasti tunnettuun tilavuuteen (10-100 ml) metanolia (3.3) (DL-a-tokoferolipitoisuuden on
oltava vililld 5-30 pg/ml).

5.5 Midritys HPLC:lld

E-vitamiini erotetaan C,g-kéddnteisfaasikolonnilla (4.5.1) ja sen pitoisuus mitataan fluoresenssidetektorilla
(eksitaatio: 295 nm, emissio: 330 nm) tai UV-detektorilla (292 nm) (4.5.2).
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Injektoidaan tietty médard (esim. 20 pl) 5.4 kohdassa saatua metanoliliuosta ja eluoidaan liikkkuvalla faasilla
(3.8). Lasketaan useiden saman néyteliuoksen injektioiden sekd useiden kalibrointiliuosten (5.6.2)
injektioiden piikkien korkeuksien (pinta-alojen) keskiarvo.

HPLC-ajo-olosuhteet

Seuraavat ajo-olosuhteet ovat ohjeellisia; muita ajo-olosuhteita voidaan kdyttdd, jos niilld saadaan vastaavat

tulokset.
Nestekromatografiakolonni (4.5.1): 250 mm x 4 mm, Cyg, hiukkaskoko 5 tai 10 pm, tai
vastaava
Liikkuva faasi (3.8): Metanolin (3.3) ja veden seos, esim. 980 + 20 (v + v).
Virtausnopeus: 1-2 ml/min
Detektori (4.5.2): Fluoresenssidetektori (eksitaatio: 295 nm | emissio: 330
nm) tai UV-detektori (292 nm)
5.6 Kalibrointi (DL-a-tokoferoliasetaatti tai DL-a-tokoferoli)
5.6.1 DL-a-tokoferoliasetaattistandardi
5.6.1.1 Kayttostandardiliuoksen valmistaminen

Pipetoidaan 25 ml DL-a-tokoferoliasetaattikantaliuosta (3.10.1) 500 mln tasapohjaiseen kolviin tai
erlenmeyerkolviin (4.2.1) ja hydrolysoidaan kuten 5.2 kohdassa. Tamain jalkeen uutetaan petrolieetterilld
(3.2) 5.3 kohdan mukaisesti ja tdytetidn 500 ml:aan petrolieetterilli. Haihdutetaan 25 ml titd uutetta
pyorohaihduttimella (ks. 5.4) lihes kuiviin, jiljelld oleva liuotin poistetaan typpivirralla (3.9) ja jadnnos
liuotetaan 25,0 ml:aan metanolia (3.3). Tamin liuoksen nimellinen pitoisuus on 45,5 pg/ml DL-a-
tokoferolia, mikd vastaa 50 pg/ml:aa DL-a-tokoferoliasetaattia. Kdyttostandardiliuos valmistetaan juuri ennen
kayttoa.

5.6.1.2 Kalibrointiliuosten valmistaminen ja kalibrointikayrd
Pipetoidaan 1,0, 2,0, 4,0 ja 10,0 ml kantastandardiliuosta 20 ml:n mittapulloihin, tdytetddn merkkiin asti
metanolilla (3.3) ja sekoitetaan. Naiden liuosten nimelliset pitoisuudet ovat 2,5, 5,0, 10,0 ja 25,0 pg/ml

DL-a-tokoferoliasetaattia eli 2,28, 4,55, 9,10 pg/ml ja 22,8 pg/ml DL-a-tokoferolia.

Injektoidaan 20 pl kutakin kalibrointiliuosta useita kertoja ja maritetdan piikkien korkeuksien (pinta-alojen)
keskiarvot. Piirretddn kalibrointikdyrd kayttden piikkien korkeuksien (pinta-alojen) keskiarvoja.

5.6.1.3 DL-a-tokoferoliasetaattikantaliuoksen (3.10.1) UV-standardisointi

Laimennetaan 5,0 ml DL-a-tokoferoliasetaattikantaliuosta (3.10.1) 25,0 mlksi etanolilla ja mitataan tdimin
liuoksen UV-spektri etanolia (3.1) vastaan spektrofotometrilld (4.6) valilld 250-320 nm.

Absorptiomaksimin pitéi olla aallonpituudella 284 nm:

E* = 43,6 aallonpituudella 284 nm etanolissa

Talld laimennuksella pitdd saada ekstinktioarvo 0,84-0,88.
5.6.2 DL-a-tokoferolistandardi

5.6.2.1 Kayttostandardiliuoksen valmistaminen

Pipetoidaan 2 ml DL-a-tokoferolikantaliuosta (3.11.1) 50 ml:n mittapulloon, liuotetaan metanoliin (3.3) ja
taytetddn merkkiin asti metanolilla. Tamin liuoksen nimellinen pitoisuus on 40 pg/ml DL-a-tokoferolia,
miki vastaa 44,0 pg/ml:aa DL-a-tokoferoliasetaattia. Kdyttostandardiliuos valmistetaan juuri ennen kayttoa.
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5.6.2.2

5.6.2.3

7.1

7.2

7.3

7.4

7.5

7.6

Kalibrointiliuosten valmistaminen ja kalibrointikayrd

Pipetoidaan 1,0, 2,0, 4,0 ja 10,0 ml kantastandardiliuvosta 20 ml:n mittapulloihin, tdytetddn merkkiin asti
metanolilla (3.3) ja sekoitetaan. Néiden liuosten nimelliset pitoisuudet ovat 2,0, 4,0, 8,0 ja 20,0 pg/ml DL-a-
tokoferolia eli 2,20, 4,40, 8,79 pg/ml ja 22,0 pg/ml DL-a-tokoferoliasetaattia.

Injektoidaan 20 pl kutakin kalibrointiliuosta useita kertoja ja madritetdan piikkien korkeuksien (pinta-alojen)
keskiarvot. Piirretddn kalibrointikdyrd kayttden piikkien korkeuksien (pinta-alojen) keskiarvoja.
DL-a-tokoferolikantaliuoksen (3.11.1) UV-standardisointi

Laimennetaan 2,0 ml DL-a-tokoferolikantaliuosta (3.11.1) 25,0 mlksi etanolilla ja mitataan timin liuoksen

UV-spektri etanolia (3.1) vastaan spektrofotometrilld (4.6) vililld 250-320 nm. Absorptiomaksimin pitdd
olla aallonpituudella 292 nm:

E!™ = 75,8 aallonpituudella 292 nm etanolissa

1em

Talld laimennuksella pitdd saada ekstinktioarvo 0,6.

Tulosten laskeminen

Niyteliuoksen E-vitamiinipitoisuus pg/ml (laskettuna DL-a-tokoferoliasetaattina) méiritetddn néyteliuoksen
E-vitamiinipiikkien korkeuden (pinta-alan) keskiarvosta kalibrointikdyrin (5.6.1.2 tai 5.6.2.2) avulla.

Niytteen E-vitamiinipitoisuus w (mg/kg) lasketaan seuraavan kaavan avulla:

500 x ¢ x V.
W= ﬁ[mg/kg}

jossa:

c= ndyteliuoksen (5.4) E-vitamiinipitoisuus (DL-a-tokoferoliasetaattina) (ug/ml)
V.= ndyteliuoksen (5.4) tilavuus (ml)

V,= pipetoidun liuoksen (5.4) tilavuus (ml)

m = nayte-erdn paino (g).

Huomautukset

Jos ndytteiden E-vitamiinipitoisuus on alhainen, voi olla hyddyllistd yhdistdd kahden saippuointierin
petrolieetteriuutteet (punnittu médra: 25 g) yhdeksi ndyteliuokseksi HPLC-madritystd varten.

Analyysid varten otetussa ndytemdaarassa ei saa olla yli 2 g:aa rasvaa.

Jos faasit eivit erotu, lisitddn noin 10 ml etanolia (3.1) emulsion hajottamiseksi.

Sen jélkeen, kun DL-a-tokoferoliasetaattiliuoksen pitoisuus on méairitetty 5.6.1.3 kohdan mukaisesti tai DL-a-
tokoferoliliuoksen pitoisuus 5.6.2.3 kohdan mukaisesti spektrofotometrisesti, lisitddn noin 10 mg BHT:td
(3.12) liuokseen (3.10.1 tai 3.10.2); liuos silytetddn jadkaapissa (enintddn 4 viikkoa).

Hydrokinonia voi kdyttdd BHT:n sijasta.

Kaytettdessd normaalifaasikolonnia a-, -, y- ja 8-tokoferolit voivat erottua toisistaan.
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7.7
7.8

7.9

Natriumaskorbaattiliuoksen voi korvata noin 150 mg:lla askorbiinihappoa.

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

E-vitamiiniasetaatti hydrolysoituu hyvin nopeasti emaksisissd olosuhteissa, ja siksi se hapettuu herkdsti
eritoten hivenaineiden kuten raudan tai kuparin ldsnd ollessa. Jos esiseoksessa on E-vitamiinia yli 5000
mg/kg, E-vitamiini saattaa hajota. Tdstd syystd varmistuksessa suositellaan kdytettaviksi HPLC-menetelmad,
johon kuuluu E-vitamiiniyhdisteen hajottaminen entsymaattisesti ilman eméaksistd saippuointivaihetta.

Toistettavuus

Kahden rinnakkaismadrityksen vilinen ero samasta néytteestd saa olla enintddn 15 prosenttia suuremmasta

arvosta.

Laboratorioiden vilisen vertailun tulokset (%)

Esiseos Esiseosvalmiste Kivenndisrehu Valkuaisrehu Porsasrehu
L 12 12 12 12 12
n 48 48 48 48 48
kes- 17 380 1187 926 315 61,3
kiarvo [mg/kg]
st [mg/kg] 384 45,3 25,2 13,0 2,3
r [mg/kg] 1075 126,8 70,6 36,4 6,4
CVr [%] 2,2 3,8 2,7 41 3,8
sR mg/kg] 830 65,0 55,5 18,9 7,8
R [mg/kg] 2324 182,0 155,4 52,9 21,8
CVR [%] 48 5,5 6,0 6,0 12,7
L: laboratorioiden lukumaira
n: yksittdisten arvojen lukumaard
Se: toistettavuuden keskihajonta
Sk: uusittavuuden keskihajonta
I: toistettavuus
R: uusittavuus
CVy: toistettavuuden variaatiokerroin
CVqg: uusittavuuden variaatiokerroin.

(*) Vertailun jarjestdja: Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA), rehutyoryhma.
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Kuva 2

Uuttolaitteisto (4.8)

A

Grround glass msert (4.8.2)
(length approximately 45 cm)

(ilass cylinder (4.8.1)
(height approximately 48 cm)

A
:

- Adjustable tube

Light petroleum layer l_/

Aqueous layer
=
saponified feed
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3.1

3.2

3.3

3.4

() Menetelma

C. RAUDAN, KUPARIN, MANGAANIN JA SINKIN MAARITYS
Raudan, kuparin, mangaanin ja sinkin pitoisuuden mairitys tehddin

— EN 15510 -standardin (Animal feeding stuffs: Methods of sampling and analysis — Determination of
calcium, sodium, phosphorus, magnesium, potassium, iron, zinc, copper, manganese, cobalt,
molybdenum and lead by ICP-AES), joka koskee kalsiumin, natriumin, fosforin, magnesiumin,
kaliumin, raudan, sinkin, kuparin, mangaanin, koboltin, molybdeenin ja lyijjyn madaritystd
rehusta ICP-AES:114, mukaisella mdaritysmenetelmalld, tai

— EN 15621 -standardin (Animal feeding stuffs: Methods of sampling and analysis — Determination of
calcium, sodium, phosphorus, magnesium, potassium, sulphur, iron, zinc, copper, manganese and
cobalt after pressure digestion by ICP-AES), joka koskee kalsiumin, natriumin, fosforin,
magnesiumin, kaliumin, rikin, raudan, sinkin, kuparin, mangaanin ja koboltin mdaritystd
rehusta ICP-AES:1ld painehajoituksen jalkeen, mukaisella mairitysmenetelmilld, tai

— EN 17053 -standardin (Rehut. Néytteenotto ja analysointi. Hivenaineiden, raskasmetallien ja muiden
vastaavien alkuaineiden mairittiminen rehusta ICP-MS:lld (multimenetelmad)) mukaisella
maédritysmenetelmalls, tai

— EN ISO 6869 -standardin (Animal feeding stuffs: Determination of the contents of calcium, copper,
iron, magnesium, manganese, potassium, sodium and zinc. Method using atomic absorption
spectrometry), joka koskee kalsiumin, kuparin, raudan, magnesiumin, kaliumin, natriumin ja sinkin
pitoisuuden maddritystd rehusta atomiabsorptiospektrometriaa kéyttivin menetelmidn avulla,
mukaisella médritysmenetelmalld, tai

— liekkiatomiabsorptiospektrometriaan (FAAS) perustuvalla menetelmilld, kuten jiljempind 1-8
kohdassa on kuvattu

Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmilld voidaan madrittda rehuista hivenaineet rauta, kupari, mangaani ja sinkki (°). Madritysrajat ovat:
— rauta (Fe): 20 mg/kg

— kupari (Cu): 10 mg/kg

— mangaani (Mn): 20 mg/kg

— sinkki (Zn): 20 mg/kg.

Periaate

Naytteet liuotetaan kloorivetyhappoon sen jilkeen, kun siind mahdollisesti esiintyvit orgaaniset aineet on
tuhottu. Alkuaineet rauta, kupari, mangaani ja sinkki mdiritetddn sopivan laimennuksen jilkeen
atomiabsorbtiospektrometrilla.

Reagenssit
Alustavat huomautukset

Reagenssien ja analyysiliuosten valmistuksessa kdytetddn médritettavistd kationeista vapaata vettd, joka on
saatu joko tislaamalla se kaksi kertaa borosilikaattilasista tai kvartsista valmistetussa tislauslaitteessa tai
kisittelemalld se kaksi kertaa ioninvaihtohartsilla.

Reagenssien on oltava vihintddn analyysilaatua. Nollakokeella tarkistetaan, ettei madritettivdd alkuainetta
esiinny. Tarvittaessa reagensseja on puhdistettava lisda.

Seuraavassa kuvattujen standardiliuosten tilalla voidaan kiyttdd kaupallisesti saatavilla olevia standardi-
liuoksia, jos ne ovat takuulaatua ja ne on tarkistettu ennen kayttod.

Kloorivetyhappo, tiheys 1,19 g/ml.
Kloorivetyhappo, 6 mol/l.
Kloorivetyhappo, 0,5 mol/l.

38-40 % (v/v) fluorivetyhappo, jonka rautapitoisuus on alle 1 mg Fe/l ja haihdutusjddnnos alle 10
mg (sulfaattina)/l.

on validoitu eri rehumatriiseilla tehdylld laboratorioiden viliselld tutkimuksella. Lisitietoja on saatavilla verkkosivulla

https:/[ec.europa.eu/jrc/en/eur]/feed-additives/authorisation.
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3.5 Rikkihappo, tiheys 1,84 g/ml.
3.6 Vetyperoksidi, noin 100 tilavuusosaa happea (30 % (w[v)).
3.7 Rautastandardiliuos (1 000 pg Fe/ml), joka on valmistettu seuraavasti, tai vastaava kaupallisesti saatavilla

oleva liuos: liuotetaan 1 g rautalankaa 200 ml:aan kloorivetyhappoa, 6 mol/l (3.2) lisitdan 16 ml
vetyperoksidia (3.6) ja tdytetddn 1 litraksi vedella.

3.7.1 Rautakdyttostandardiliuos (100 pg Fe/ml), joka on valmistettu laimentamalla 1 osa standardiliuosta (3.7) 9
osalla vettd.

3.8 Kuparistandardiliuos (1 000 pg Cu/ml), joka on valmistettu seuraavasti, tai vastaava kaupallisesti saatavilla
oleva liuos:

— liuotetaan 1 g jauhemaista kuparia 25 ml:aan kloorivetyhappoa, 6 mol/l (3.2) lisitddn 5 ml vetyperoksidia
(3.6) ja tdytetddn 1 litraksi vedelld.

3.8.1 Kuparikayttostandardiliuos (10 pg Cu/ml), joka on valmistettu laimentamalla 1 osa standardiliuosta (3.8) 9
osalla vettd ja sen jilkeen laimentamalla 1 osa saatua liuosta 9 osalla vetta.

3.9 Mangaanistandardiliuos (1 000 ug Mn/ml), joka on valmistettu seuraavasti, tai vastaava kaupallisesti saatavilla
oleva liuos:

— liuotetaan 1 g jauhemaista mangaania 25 ml:aan kloorivetyhappoa, 6 mol/l (3.2) ja tdytetddn 1 litraksi
vedella.

3.9.1 Mangaanikéyttostandardiliuos (10 pg Mn/ml), joka on valmistettu laimentamalla 1 osa standardiliuosta (3.9)
9 osalla vettd ja sen jilkeen laimentamalla 1 osa saatua liuosta 9 osalla vetta.

3.10 Sinkkistandardiliuos (1 000 pg Zn/ml), joka on valmistettu seuraavasti, tai vastaava kaupallisesti saatavilla
oleva liuos:

— livotetaan 1 g nauhamaisessa tai lehtiméisessi muodossa olevaa sinkkid 25 ml:aan kloorivetyhappoa,
6 mol/l (3.2) ja tdytetddn 1 litraksi vedella.

3.10.1 Sinkkikayttostandardiliuos (10 pg Zn/ml), joka on valmistettu laimentamalla 1 osa standardiliuosta (3.10) 9
osalla vettd ja sen jalkeen laimentamalla 1 osa saatua liuosta 9 osalla vetta.

3.11 Lantaanikloridiliuos: liuotetaan 12 g lantaanioksidia 150 ml:aan vettd, lisitddan 100 ml kloorivetyhappoa,
6 mol/l (3.2) ja tdytetddn 1 litraksi vedella.

4. Vilineisto
4.1 Muhveliuuni, jossa on limpétilan sditolaite ja mielellddn myos piirturi.
4.2 Lasitavaroiden on oltava kestivdd borosilikaattityyppid, ja on suositeltavaa kayttdd vilineitd, jotka on

erityisesti tarkoitettu hivenaineiden méarityksiin.

4.3 Atomiabsorbtiospektrofotometri, jonka herkkyys ja tarkkuus vaaditulla alueella tdyttivdt menetelmin
vaatimukset.
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5.1.1.1

5.1.1.2

Menettely ()

Orgaanista ainetta sisaltavat néytteet

Polttaminen tuhkaksi ja analyysiin tarvittavan liuoksen valmistaminen ()

Punnitaan 5-10 g néytettd 0,2 mg:n tarkkuudella, pannaan kvartsi- tai platinaupokkaaseen (ks. huomautus
b), kuivataan limpokaapissa 105 °C:ssa ja pannaan upokas kylmdan muhveliuuniin (4.1). Uuni suljetaan (ks.
huomautus ¢) ja laimpétila nostetaan vahitellen 450-475 °C:seen noin 90 minuutin aikana. Limpétila
pidetdin tdssd 4-16 tuntia (esimerkiksi yon yli) hiilipitoisen materiaalin poistamiseksi ja uuni avataan ja sen
annetaan jaihtya (ks. huomautus d).

Tuhka kostutetaan vedelld ja siirretddn 250 mln dekantterilasiin. Upokas pestddn yhteensi noin 5 mllla
kloorivetyhappoa (3.1), happo lisitddn hitaasti ja varovasti dekantterilasiin (tilléin voi esiintyd voimakas
reaktio, joka johtuu COyn muodostumisesta). Lisitddn kloorivetyhappoa (3.1) pisaroittain samalla
sekoittaen kunnes kupliminen on kokonaan lakannut. Haihdutetaan kuivaksi ajoittain lasisauvalla sekoittaen.

Jadnnokseen lisdtdan 15 ml kloorivetyhappoa, 6 mol/l (3.2) ja noin 120 ml vettd. Sekoitetaan lasisauvalla,
joka jdtetddn dekantterilasiin, ja peitetddn astia kellonlasilla. Kuumennetaan varovasti kiehumispisteeseen ja
pidetddn kiehumispisteessd kunnes enempdd tuhkaa ei havaita liukenevan. Suodatetaan tuhkattomalla
suodatinpaperilla ja suodos kerdtddn talteen 250 mlin mittapulloon. Dekantterilasi ja suodatin pestddn
5 ml:lla kuumaa kloorivetyhappoa, 6 mol/l (3.2) seké kaksi kertaa kiehuvalla vedelld. Mittapullo tdytetddn
merkkiin asti vedelld (HCl-konsentraatio noin 0,5 mol/l).

Jos suodatinpaperissa oleva jaannos on ulkonaoltddn mustaa (hiiltd), se viedddn takaisin uuniin ja poltetaan
uudelleen tuhkaksi 450-475 °Cissa. Tamd poltto kestdd vain muutaman tunnin (noin 3-5 tuntia) ja on
suoritettu loppuun silloin, kun tuhka on ulkonidltddn valkeaa tai lahes valkeaa. Jddnnos liuotetaan noin
2 ml:aan kloorivetyhappoa (3.1), haihdutetaan kuivaksi ja lisitddn 5 ml kloorivetyhappoa, 6 mol/l (3.2).
Kuumennetaan, suodatetaan mittapulloon ja tdytetdin merkkiin asti vedelld (HCl-konsentraatio noin
0,5 mol/l).

Huomautukset:

a) Hivenaineita madritettdessd on tdrkedd pitdd jatkuvasti mielessi erityisesti sinkistd, kuparista ja raudasta
aiheutuvat kontaminaatioriskit. Téstd syystd ndytteiden valmistuksessa kaytetyt vilineet eivit saa sisaltdd
nditd metalleja.

Yleisen kontaminaatioriskin vihentdmiseksi olisi tyoskenneltivd polyttomissd tilassa ja kaytettavd
huolellisesti puhdistettuja vilineiti ja lasitavaroita. Sinkin madritys on erityisen herkkd saastumiselle, joka
aiheutuu erityisesti lasitavaroista, reagensseista, polystd jne.

b) Tuhkaksi poltettavan niytteen paino lasketaan rehun likimadraisestd hivenainepitoisuudesta kaytetyn
spektrofotometrin herkkyyteen suhteutettuna. Tiettyjen pienid hivenainemdirid sisiltivien rehujen
madritys on ehka aloitettava 10-20 g:n ndytteelld ja valmistettava lopullista liuosta vain 100 ml.

¢) Tuhkaksi poltto on suoritettava suljetussa uunissa ilmaa tai happea lisidmatta.

d) Pyrometrin osoittama lampétila saa olla enintddn 475 °C.

(") Myds muita hajotusmenetelmid (kuten mikroaaltouunihajotusta paineen alaisena) voidaan kayttdd silld edellytykselld, ettd niiden on

(7

)

osoitettu antavan samanlaiset tulokset.

Vihreisiin rehuihin (tuoreisiin tai kuivattuihin) oletetaan sisiltyvan suuria méirid kasvisperdisid piiyhdisteité, jotka saattavat sitoa
hivenaineita, ja jotka on siksi poistettava. Sellaisten rehujen tarkastuksessa on siksi sovellettava seuraavaa muutettua menettelya.
Menetellddn 5.1.1.1 alakohdassa esitetylld tavalla aina suodattamisvaiheeseen asti. Pestddn suodatinpaperi, jossa on liukenemattomat
jaamat, kahteen kertaan kiehuvalla vedelld ja siirretddn ne kvartsi- tai platinaupokkaaseen.

Poltetaan tuhkaksi muhveliuunissa (4.1) alle 550 °C:ssa kunnes kaikki hiilipitoinen aines on havinnyt kokonaan. Annetaan jddhtyd,
lisitddn muutama tippa vettd ja sen jdlkeen 10-15 ml fluorivetyhappoa (3.4) ja haihdutetaan kuivaksi noin 150 °C:ssa. Jos
jaannokseen jaa piiyhdisteitd, se liuotetaan uudelleen muutamaan millilitraan fluorivetyhappoa (3.4) ja haihdutetaan kuivaksi. Lisitddn
viisi tippaa rikkihappoa (3.5) ja kuumennetaan kunnes valkoinen savu on haihtunut. Lisitddn 5 ml kloorivetyhappoa, 6 mol/l (3.2) ja
noin 30 ml vettd, kuumennetaan ja suodatetaan liuos 250 mln vetoiseen mittapulloon ja tiytetidn merkkiin asti vedelld (HCI-
pitoisuus on noin 0,5 mol/l). Sen jilkeen jatketaan menettelyd 5.1.2 kohdasta alkaen.
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5.1.2.1

5.1.2.2

Spektrofotometrinen mairitys

Kalibrointiliuosten valmistaminen

Kutakin madritettavad alkuainetta varten valmistetaan 3.7.1, 3.8.1, 3.9.1 ja 3.10.1 kohdassa mainituista
kiayttostandardiliuoksista sarja kalibrointiliuoksia siten, ettd kunkin kalibrointiliuoksen HCl-konsentraatio on
noin 0,5 mol/l ja (raudan, mangaanin ja sinkin tapauksessa) lantaanikloridikonsentraatio sellainen, joka

vastaa 0,1 prosenttia (w/v) lantaania.

Valittujen hivenainekonsentraatioiden on oltava kiytetyn spektrofotometrin herkkyysalueella. Seuraavissa
taulukoissa annetaan esimerkiksi erilaisia kalibrointiliuoskoostumuksia; kéytetyn spektrofotometrin tyypista

ja herkkyydesta riippuen voi kuitenkin olla tarpeen valita muita pitoisuuksia.

Rauta
pg Fe/ml 0 0,5 1 2 3 4 5
Kayttostandardiliuoksen (3.7.1) 0 0,5 1 2 3 4 5
ml-mdird (1 ml = 100 pg Fe)
ml HCl (3.2) 7 7 7 7 7 7 7
+ 10 ml lantaanikloridiliuosta (3.11) ja tdytetddn 100 ml:ksi vedelld

Kupari
pg Cu/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Kayttostandardiliuoksen (3.8.1) 0 1 2 4 6 8 10
ml-méird (1 ml = 10 pg Cu)
ml HCI (3.2) 8 8 8 8 8 8 8

Mangaani

yig Mn/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Kayttostandardiliuoksen (3.9.1) 0 1 2 4 6 8 10
ml-méird (1 ml = 10 pg Mn)
ml HCI (3.2) 7 7 7 7 7 7 7
+ 10 ml lantaanikloridiliuosta (3.11) ja taytetddn 100 mlksi vedelld

Sinkki
yg Zn/ml 0 005 | 01 02 | 04 | 06 0.8
Kayttostandardiliuoksen (3.10.1) 0 0,5 1 2 4 6 8
ml-méidrad (1 ml = 10 pg Zn)
ml HCl (3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml lantaanikloridiliuosta (3.11) ja tdytetddn 100 ml:ksi vedelld

Liuoksen valmistaminen maéaritystd varten

Kuparin mddritystd varten voidaan 5.1.1 kohdassa valmistettua liuosta kéyttdd yleensd suoraan. Tarvittaessa
sen pitoisuus tuodaan kalibrointiliuosten alueelle, téstd otettu erd voidaan pipetoida 100 ml:n mittapulloon
ja tdyttad merkkiin asti kloorivetyhapolla, 0,5 mol/l (3.3).
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Raudan, mangaanin ja sinkin mairitystd varten pipetoidaan erd 5.1.1 kohdassa valmistettua liuosta 100 ml:n
mittapulloon, lisitddn 10 ml lantaanikloridiliuvosta (3.11) ja tdytetddn merkkiin asti kloorivetyhapolla,
0,5 mol/l (3.3.) (ks. myos 8 kohdan huomautus).

5.1.2.3 Nollakoe

Nollakoe suoritetaan samalla tavalla mutta ilman médritettdvad ndytettd. Kalibrointiliuosta '0’ ei saa kayttdd
nollandytteena.

5.1.2.4 Atomiabsorptiomittaus

Kalibrointiliuosten ja mdiritettdvin liuoksen atomiabsorptio mitataan hapettavalla ilma-asetyleeniliekilld
seuraavilla aallonpituuksilla:

Fe: 248,3 nm

Cu: 324,8 nm
Mn: 279,5 nm
7Zn: 213,8 nm

Kukin mittaus suoritetaan nelji kertaa.

5.2 Kivenndisrehut

Jos ndyte ei sisilld orgaanista ainetta, sitd ei ole tarpeen polttaa tuhkaksi. Suoritusta jatketaan 5.1.1.1 kohdan
toisesta kappaleesta. Haihdutus fluorivetyhapolla voidaan jattdd pois.

6. Tulosten laskeminen

Médritettdvassd liuoksessa oleva hivenainepitoisuus lasketaan kalibrointikdyraltd ja tulos ilmoitetaan
milligrammoina hivenainetta kilogrammassa néytettd (ppm).

7. Toistettavuus

Samasta ndytteestd saman henkilon tekemin kahden rinnakkaismairityksen tulosten vélinen ero ei saa olla

yli:

— 5:td mgfkg, absoluuttisena arvona, kun hivenainepitoisuus on enintdin 50 mg/kg,
— 10 %:a, suurempaan arvoon verrattuna, kun hivenainepitoisuus on 50-100 mg/kg,
— 10:td mg/kg, absoluuttisena arvona, kun hivenainepitoisuus on 100-200 mg/kg,

— 5 %:a, suurempaan arvoon verrattuna, kun hivenainepitoisuus on yli 200 mg/kg.

8. Huomautus

Suuret fosfaattimaarat voivat hairitd raudan, mangaanin ja sinkin mdaaritystd. Tallainen hairio on korjattava
lantaanikloridiliuosta (3.11) lisddmalla. Jos nédytteessd painosuhde Ca + Mg | P on > 2, voidaan lantaanikloridi-
liuoksen (3.11) lisdys madritettdvddn liuokseen ja kalibrointiliuoksiin jattda pois.

ELL http://data.europa.eu/elijreg_impl/2024/771/oj 83/129



FI

EUVL L, 15.3.2024

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) HALOFUGINONIN MAARITTAMINEN

DL-trans-7-bromi-6-kloori-3-[ 3-(3-hydroksi-2-piperidyyli)asetonyyli]-kinatsolin-4-(3H)-onihydrobromidi
Halofuginonipitoisuuden méaritys tehddan

— EN 17299 -standardin (Rehut. Nidytteenotto ja analysointi. Lisdainepitoisuustasolla sekd 1 %:n
ja 3 %:n ristikontaminaatiotasoilla olevien sallittujen kokkidiostaattien ja alle lisdainepitoisuustasolla
olevien ei-rekisteroityjen kokkidiostaattien ja yksittdisen antibiootin seulonta ja midrittiminen
rehuseoksesta suuren erotuskyvyn nestekromatografia — tandemmassaspektrometrilld (LC-MS/MS))
mukaisella mairitysmenetelmilld, tai

— korkean erotuskyvyn kainteisfaasinestekromatografialla (HPLC) UV-detektoria kiyttien, kuten
jljempana 1-8 kohdassa on kuvattu.

Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmilld voidaan maarittdd halufuginonin pitoisuus rehuissa. Madritysraja on 1 mg/kg.

Periaate

Niytettd kisitellddn kuumalla vedelld ja halofuginoni uutetaan timin jilkeen vapaana emikseni etyyliase-
taattiin ja erotetaan hydrokloridina happamaan vesiliuokseen. Uute puhdistetaan ioninvaihtokromatog-
rafialla. Halofuginonipitoisuus mddritetddn korkean erotuskyvyn kainteisfaasinestekromatografialla (HPLC)
UV-detektoria kayttien.

Reagenssit

Asetonitriili, HPLC-laatua vastaava.
Amberlite XAD-2 -hartsi.
Ammoniumasetaatti.
Etyyliasetaatti.

Jadetikka.

Halofuginonistandardi ~ (DL-trans-7-bromi-6-kloori-3-[3-(3-hydroksi-2-piperidyyli)asetonyyli]-kinatsolin-
4-(3H)-onihydrobromidi, E 764)

Halofuginonistandardin kantaliuos, 100 pg/ml

Mitataan 500 ml:n mittapulloon 50 mg (0,1 mg:n tarkkuudella) halofuginonia (3.6), liuotetaan ammoniuma-
setaattipuskuriliuokseen (3.18), tdytetddn merkkiin asti puskuriliuoksella ja sekoitetaan. Tamai liuos siilyy
5 °C:ssa kolmen viikon ajan, jos sitd séilytetddn valolta suojattuna.

Kalibrointiliuokset

Mitataan sarjaan 100 ml:n mittapulloja 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 ja 6,0 ml standardikantaliuosta (3.6.1). Tdytetddn
merkkiin asti liikkkuvalla faasilla (3.21) ja sekoitetaan. Ndiden liuosten halofuginonipitoisuudet ovat 1,0, 2,0,
3,0, 4,0 ja 6,0 pg/ml. Liuokset on valmistettava juuri ennen kayttoa.

Kloorivetyhappo (p, noin 1,16 g/ml).
Metanoli.

Hopeanitraatti.

Natriumaskorbaatti.
Natriumkarbonaatti.

Natriumkloridi.
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3.13 EDTA (etyleenidiamiinitetraetikkahappo, dinatriumsuola).

3.14 Vesi, HPLC-laatua vastaava.

3.15 Natriumkarbonaattiliuos, ¢ = 10 g/100 ml.

3.16 Natriumkloridilla kyllastetty natriumkarbonaattiliuos, ¢ = 5 g/100 ml

Liuotetaan 50 g natriumkarbonaattia (3.11) veteen, tdytetddn 1 litraksi ja lisdtddn natriumkloridia (3.12),
kunnes liuos on kyllastetty.

3.17 Kloorivetyhappo: noin 0,1 mol/l

Laimennetaan 10 ml kloorivetyhappoa (3.7) vedelld 1 litraksi.

3.18 Ammoniumasetaattipuskuriliuos, noin 0,25 mol/l
Liuotetaan 19,3 g ammoniumasetaattia (3.3) ja 30 ml etikkahappoa (3.5) veteen (3.14) ja laimennetaan 1
litraksi.

3.19 Amberlite XAD-2 -hartsin valmistaminen

Pestddn sopiva mddrd Amberlitea (3.2) vedelld, kunnes pesuun kiytetyssé vesifaasissa hopeanitraatilla (3.20)
tehtdva koe osoittaa, ettd kloridi-ioneja ei enié ole. Tamin jilkeen hartsi pestddn 50 ml:lla metanolia (3.8),
tdmd metanoli heitetddn pois ja hartsia siilytetddn puhtaassa metanolissa.

3.20 Hopeanitraattiliuos, noin 0,1 mol/l

Liuotetaan 0,17 g hopeanitraattia (3.9) 10 ml:aan vetta.

3.21 HPLC:n liikkuva faasi

Sekoitetaan 500 ml asetonitriilid (3.1) 300 ml:aan ammoniumasetaattipuskuriliuosta (3.18) ja 1 200 ml:aan
vettd (3.14). Sdddetddn pH arvoon 4,3 etikkahapolla (3.5). Suodatetaan 0,22 pm:n suodattimen (4.8) ldpi ja
poistetaan kaasut liuoksesta (esimerkiksi 10 minuutin ultraddnikasittelylld). Tama livos sdilyy yhden
kuukauden ajan, jos sitd sdilytetddn suljetussa astiassa valolta suojattuna.

4. Vilineisto

4.1 Ultraddnihaude.

4.2 Pyorivi kalvohaihdutin.

4.3 Sentrifugi.

4.4 HPLC-laitteisto, jossa on vaihtuva-aallonpituuksinen UV-detektori tai diodirividetektori.
4.4.1 Nestekromatografiakolonni, 300 mm x 4 mm, C,g, hiukkaskoko 10 pm, tai vastaava kolonni.
4.5 Lasikolonni (300 mm x 10 mm), joka on varustettu lasisintterisuodattimella ja hanalla.
4.6 Lasikuitusuodattimia, halkaisija 150 mm.

4.7 Kalvosuodattimia, 0,45 pm.

4.8 Kalvosuodattimia, 0,22 pm.

5. Menettely

Huomautus: Vapaana emiksend halofuginoni on epistabiili alkalisissa liuoksissa ja etyyliasetaattiliuoksissa.
Se ei saa olla etyyliasetaatissa yli 30 minuuttia.

5.1 Yleistd

5.1.1 Nollaniyte on analysoitava, jotta varmistetaan, ettei se sisdlld halofuginonia tai mittausta héiritsevid aineita.
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5.1.2 Saanto on maddritettdvd analysoimalla nollandyte, johon on tehty ndytteen halofuginonipitoisuutta vastaava
halofuginonilisdys. Pitoisuuden 3 mg/kg aikaan saamiseksi lisdtddn 300 pl standardikantalivosta (3.6.1) 10
grammaan nollarehua, sekoitetaan ja annetaan seistd 10 minuuttia ennen uuttamista (5.2).

Huomautus: Tétd menetelmdd kdytettdessd nollarchun on vastattava koostumukseltaan ndytettd, ja
halofuginonia ei saa havaita maarityksessa.

5.2 Uutto

Punnitaan 0,1 gramman tarkkuudella 10 g valmistettua néytettd 200 mln sentrifugiputkeen, lisitddn 0,5 g
natriumaskorbaattia (3.10), 0,5 ¢ EDTA:a (3.13) ja 20 ml vettd; sekoitetaan. Asetetaan putki vesihauteeseen
(80 °C) 5 minuutiksi. Annetaan jaihtyd huoneen limpétilaan, jonka jilkeen lisitddn 20 ml natriumkarbonaat-
tiliuosta (3.15) ja sekoitetaan. Lisitddn viipymittd 100 ml etyyliasetaattia (3.4) ja ravistellaan kisin
voimakkaasti 15 sekunnin ajan. Tamin jilkeen putki sijoitetaan kolmeksi minuutiksi ultraddnihauteeseen
(4.1) ja korkkia héllennetdin. Sentrifugoidaan 2 minuuttia ja dekantoidaan etyyliasetaattifaasi lasikuitusuo-
dattimen (4.6) lapi 500 mln erotussuppiloon. Toistetaan ndytteen uutto toisella 100 mln etyyliasetaattian-
noksella. Pestddn yhdistettyjd uutteita 1 minuutin ajan 50 ml:lla natriumkloridilla kyllastettyd natriumkarbo-
naattiliuosta (3.16) ja poistetaan vesifaasi.

Uutetaan orgaanista kerrosta 50 mllla kloorivetyhappoa (3.17) 1 minuutin ajan. Juoksutetaan alempi
happokerros 250 mln erotussuppiloon. Uutetaan orgaanista kerrosta vield 50 ml:lla kloorivetyhappoa 1,5
minuutin ajan ja yhdistetddn uutteet. Pestddn yhdistetyt happouutteet heiluttamalla niitd noin 10 sekunnin
ajan 10 ml:n etyyliasetaattimadrin (3.4) kanssa.

Siirretddn vesikerros kvantitatiivisesti 250 ml:n pyorokolviin ja heitetddn orgaaninen faasi pois. Haihdutetaan
pyorivilld kalvohaihduttimella (4.2) kaikki etyyliasetaattijidmait happoliuoksesta. Vesihauteen limpétila saa
olla enintddn 40 °C. Noin 25 mbar:n tyhjiossi etyyliasetaattijidmat poistuvat 5 minuutissa 38 °C:ssa.

5.3 Puhdistaminen

5.3.1 Amberlite-kolonnin valmistaminen

Kullekin niyteuutteelle valmistetaan XAD-2-kolonni. Siirretddn metanolilla (3.8) 10 g esikasiteltyd Amberlitea
(3.19) lasikolonniin (4.5). Lisitddn pieni lasivillatuppo hartsikerroksen péille. Juoksutetaan metanoli
kolonnista ja pestddn hartsi 100 mlla vettd ja pysdytetddn virtaus, kun neste yltdd hartsikerroksen yldosaan.
Annetaan kolonnin stabiloitua 10 minuuttia ennen sen kiyttod. Kolonnin ei saa koskaan antaa kuivua.

5.3.2 Niytteen puhdistaminen

Siirretddn uute (5.2) kvantitatiivisesti valmistetun Amberlite-kolonnin (5.3.1) yldosaan, eluoidaan ja heitetdin
eluaatti pois. Eluointinopeus saa olla enintddn 20 ml minuutissa. Huuhdellaan pyorokolvi 20 ml:lla
kloorivetyhappoa (3.17) ja kdytetddn titd liuosta hartsikolonnin pesemiseen. Poistetaan happoliuosjddma
ilmavirralla. Heitetddn pesuliuokset pois. Lisitddn kolonniin 100 ml metanolia (3.8) ja annetaan eluoitua
5-10 ml ja kerdtddn eluaatti 250 mlin pydrokolviin. Annetaan jéljelle jadneen metanolin stabiloitua hartsin
kanssa 10 minuutin ajan, jatketaan eluointia alle 20 ml minuutissa olevalla nopeudella ja kerdtddn eluaatti
samaan pyorokolviin. Haihdutetaan metanoli pyorohaihduttimella (4.2) huolehtien siitd, ettd vesihauteen
lampotila on enintddn 40 °C. Siirretddn jadnnos kvantitatiivisesti 10 mlin mittapulloon kiyttden liikkkuvaa
faasia (3.21). Taytetddn merkkiin asti liikkuvalla faasilla ja sekoitetaan. Suodatetaan néyte kalvosuodattimen
(4.7) lapi. Siilytetddn tdmd liuos HPLC-médritystéd (5.4) varten.

5.4 HPLC-mddritys

541 Muuttujat

Seuraavat edellytykset ovat ohjeellisia; muita maaritysolosuhteita voidaan kiyttda silld edellytykselld, ettd
niilld saadaan vastaavat tulokset.
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Nestekromatografiakolonni (4.4.1)
HPLC:n liikkuva faasi (3.21)
Virtausnopeus: 1,5-2 ml/min
Detektioaallonpituus: 243 nm
Injektiotilavuus: 40-100 pl.

Kromatografiajarjestelmén stabiilisuus on tarkistettava injektoimalla useita kertoja kalibrointiliuosta (3.6.2),
jonka pitoisuus on 3,0 pg/ml, kunnes piikkien korkeudet (pinta-alat) ja retentioajat eivdt muutu.

Kalibrointikdyra
Injektoidaan jokaista kalibrointiliuosta (3.6.2) useita kertoja ja mitataan piikkien korkeudet (pinta-alat)

jokaiselle pitoisuudelle. Piirretddn kalibrointikdyrd siten, ettd y-akselilla ovat kalibrointiliuosten piikkien
korkeuksien (pinta alojen) keskiarvot ja x-akselilla vastaavat konsentraatiot (ug/ml).

Niyteliuos

Injektoidaan useita kertoja ndyteuutetta (5.3.2) kdyttden samaa tilavuutta kuin kalibrointiliuoksille ja
madritetddn halofuginonin piikkien korkeuden (pinta-alan) keskiarvo.

Tulosten laskeminen

Maédritetddn ndyteliuoksen pitoisuus (ug/ml) néyteliuoksen halofuginonin piikkien korkeuden (pinta-alan)
keskiarvosta kalibrointikdyran (5.4.2) avulla.

Niytteessé olevan halofuginonin miird w (mg/kg) lasketaan seuraavalla kaavalla:

— ¢x10
W ="
jossa:
c ndyteliuoksen halofuginonipitoisuus, pg/ml,
m: ndyte-eran paino grammoina.

Tulosten validointi

Tutkittavan aineen tunnistaminen

Tutkittavan aineen tunnistaminen voidaan varmistaa yhteiskromatografialla tai kdyttdmilld diodirivide-
tektoria, jolla voidaan verrata ndyteuutteen ja 6,0 pg/ml halofuginonia sisiltdvan kalibrointiliuoksen (3.6.2)
spektrejd.

Yhteiskromatografia

Niyteuutteeseen lisitddn sopiva madrd kalibrointilivosta (3.6.2). Lisityn halofuginonimdairan on vastattava
ndyteuutteesta todetun halofuginonin arvioitua mééraa.

Ainoastaan halofuginonipiikin korkeus saa kasvaa, kun otetaan huomioon sekd lisitty méérd halofuginonia

ettd ndyteliuoksen laimeneminen. Piikin leveys puolivilissd enimmdiskorkeutta on oltava £ 10 prosenttia
alkuperiisestd leveydest.

Diodirividetektorimadritys
Tulokset arvioidaan seuraavien arviointiperusteiden mukaisesti:
a) kromatogrammin piikkien huipusta mitattujen niyte- ja standardispektrien maksimiabsorption

aallonpituuksien on oltava samat ilmaisinjdrjestelmdn erotuskyvyn mukaan méidrdytyvissd rajoissa.
Diodiriviméirityksessd se on yleensd + 2 nm;
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b)

valilla 225-300 nm kromatogrammin piikin huipun kohdalla ajetut nayte- ja standardispektrit eivit saa
erota toisistaan niiltd spektrin osilta, joiden suhteellinen absorbanssi on 10-100 prosenttia. Tima
edellytys tdyttyy, kun maksimit ovat samat ja ndiden kahden spektrin vililld havaittu poikkeama ei ole
missddn kohdassa yli 15 prosenttia standardina olevan tutkittavan aineen absorbanssista;

valilld 225-300 nm néyteliuoksesta ajetut spektrit piikin nousun, huipun ja laskun kohdalla eivit saa
erota toisistaan niiltd spektrin osilta, joiden suhteellinen absorbanssi on 10-100 prosenttia. Tima
edellytys tdyttyy, kun samat maksimit esiintyvit ja kun kaikissa havaittavissa kohdissa spektrien vilinen
poikkeama ei ole suurempi kuin 15 prosenttia huipun spektrin absorbanssista.

Jos jokin ndistd edellytyksista ei tdyty, tutkittavan aineen esiintymisti ei ole vahvistettu.

Toistettavuus

Kahden rinnakkaismaarityksen vilinen ero samasta niytteesti saa olla enintddn 0,5 mg/kg, kun halofuginoni-
pitoisuudet ovat enintddn 3 mg/kg.

Saanto

Sellaisen nollandytteen saannon, johon on lisdtty maritettdvid ainetta, on oltava vdhintdin 80 prosenttia.

Laboratorioiden vilisen vertailun tulokset

Laboratorioiden vilisessa tutkimuksessa (*)* analysoitiin kolme néytettd kahdeksassa laboratoriossa.

Tulokset
Nayte A
\(/Ie]lgtlzli};iytte?- Nayte B (jauhona) Nayte C (rakeina)
taessa
Vastaanotet- 2 kuukauden Vastaanotet- 2 kuukauden
taessa kuluttua taessa kuluttua
Keskiarvo [mg/kg] ND 2,80 2,42 2,89 2,45
Sk [mg/kg] - 0,45 0,43 0,40 0,42
CVi [%] - 16 18 14 17
Rec. [%] 86 74 88 75
ND = ei havaittu
Sk = uusittavuuden keskihajonta
CVix =u usittavuuden variaatiokerroin, %
Rec. = saanto (%).

E. ROBENIDIININ MAARITTAMINEN

1,3-bis[(4-klooribentsylideeni)amino Jguanidiinihydrokloridi

Robenidiinipitoisuuden madritys tehddin

EN 17299 -standardin (Rehut. Nédytteenotto ja analysointi. Lisdainepitoisuustasolla sekd 1 %:n
ja 3 %:n ristikontaminaatiotasoilla olevien sallittujen kokkidiostaattien ja alle lisdainepitoisuustasolla
olevien ei-rekisteroityjen kokkidiostaattien ja yksittdisen antibiootin seulonta ja midrittiminen
rehuseoksesta suuren erotuskyvyn nestekromatografia — tandemmassaspektrometrilld (LC-MS/MS))
mukaisella méiritysmenetelmilld, tai

korkean erotuskyvyn kianteisfaasinestekromatografialla (HPLC) UV-detektoria kiyttden, kuten
jaljempani 1-8 kohdassa on kuvattu.

(*) The Analyst 108, 1983, s. 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

Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmilld voidaan madrittdd robenidiinin pitoisuus rehuissa. Médritysraja on 5 mg/kg.

Periaate

Nayte uutetaan happamoidulla metanolilla. Uute kuivataan ja mdirdosa puhdistetaan alumiinioksidiko-
lonnissa. Robenidiini eluoidaan kolonnista metanolilla, konsentroidaan ja saatetaan sopivaksi tilavuudeksi
liikkuvalla faasilla. Robenidiinipitoisuus méaritetdan korkean erotuskyvyn kidnteisfaasinestekromatografialla
(HPLC) UV-detektoria kiyttien.

Reagenssit
Metanoli.

Happamoitu metanoli

Siirretddn 4,0 ml kloorivetyhappoa (p20 = 1,18 g/ml) 500 mln mittapulloon, tiytetddn merkkiin asti
metanolilla (3.1) ja sekoitetaan. Tdmd liuos on valmistettava juuri ennen kdyttoa.

Asetonitriili, HPLC-laatua vastaava.

Molekyyliseula

Tyyppid 3A, 8-12 meshin helmii (1,6-2,5 mm:n helmid, kiteistd alumiinisilikaattia, huokosten halkaisija 0,3
mm).

Alumiinioksidi, hapan, aktiviteettiluokka I pylviskromatografiaa varten

Siirretddn 100 grammaa alumiinioksidia sopivaan astiaan ja lisitddn 2,0 ml vettd. Suljetaan ja ravistellaan
noin 20 minuutin ajan. Sailytetddn hyvin suljetussa astiassa.

Kaliumdivetyfosfaattiliuos, ¢ = 0,025 mol/l

Liuotetaan 3,40 g kaliumdivetyfosfaattia veteen (HPLC-laatua) 1 000 ml:n mittapullossa, tdytetddn merkkiin
asti ja sekoitetaan.

Dinatriumvetyfosfaattiliuos, ¢ = 0,025 mol/l

Liuotetaan 3,55 g vedetontd (tai 4,45 g dihydraattia tai 8,95 g dodekahydraattia) dinatriumvetyfosfaattia
veteen (HPLC-laatua vastaava) litran mittapullossa, taytetddn merkkiin asti ja sekoitetaan.

HPLC:n liikkuva faasi

Sekoitetaan seuraavat reagenssit:

650 ml asetonitriilid (3.3),

250 ml vettd (HPLC-laatua vastaava),

50 ml kaliumdivetyfosfaattiliuosta (3.6),
50 ml dinatriumvetyfosfaattiliuosta (3.7).

Suodatetaan 0,22 pm:n suodattimen (4.6) lipi ja poistetaan kaasut liuoksesta (esimerkiksi 10 minuutin
ultradanikasittelylla).

Standardiyhdiste

Puhdas robenidiini: 1,3-bis[(4-klooribentsylideeni)amino]guanidiinihydrokloridi.

Robenidiinistandardin kantaliuos: 300 pg/ml

Punnitaan 30 mg 0,1 mg:n tarkkuudella robenidiinin standardiyhdistettd (3.9). Liuotetaan happamoituun
metanoliin (3.2) 100 ml:n mittapullossa, taytetddn merkkiin asti samalla liuottimella ja sekoitetaan. Kdaritddn
pullo alumiinifolioon ja sdilytetdin valolta suojattuna.
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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

5.2

Robenidiinistandardin valimuotoliuos: 12 pg/ml

Siirretddn 10,0 ml standardikantaliuosta (3.9.1) 250 ml:n pulloon, taytetddn merkkiin asti liikkkuvalla faasilla
(3.8) ja sekoitetaan. Kddritddn pullo alumiinifolioon ja siilytetddn valolta suojattuna.

Kalibrointiliuokset

Siirretddn sarjassa 50 mln mittapulloihin 5,0, 10,0, 15,0, 20,0 ja 25,0 ml standardin vilimuotoliuosta
(3.9.2). Taytetdan merkkiin asti liikkuvalla faasilla (3.8) ja sekoitetaan. Ndiden liuosten robenidiinipitoisuudet
ovat vastaavasti 1,2, 2,4, 3,6, 4,8 ja 6,0 pg/ml. Liuokset on valmistettava juuri ennen kayttoa.

Vesi, HPLC-laatua vastaava
Vilineist6

Lasikolonni

Valmistettu ruskeasta lasista, varustettu hanalla ja sdiliolld, jonka tilavuus on noin 150 ml, sisihalkaisija
10-15 mm, pituus 250 mm.

Mekaaninen ravistelija tai magneettisekoitin.

Pyorivi kalvohaihdutin.

Vaihtuva-aallonpituuksinen HPLC-laitteisto tai diodirividetektori, detektioaallonpituusalue 250-400 nm.
Nestekromatografiakolonni: 300 mm x 4 mm, C, hiukkaskoko 10 pm, tai vastaava.
Lasikuitusuodatinpaperia (Whatman GF/A tai vastaava).

Kalvosuodattimia, 0,22 pm.

Kalvosuodattimia, 0,45 pm.

Menettely

Huomautus: Robenidiini on herkka valolle. Kaikissa toiminnoissa on kéytettiva ruskeaa lasia.

Yleistd

Nollandyte on analysoitava, jotta varmistetaan, ettei se sislld robenidiinia tai mittausta héiritsevid aineita.

Saanto on maddritettdvd analysoimalla nollandyte (5.1.1), johon on lisdtty néytteen robenidiinipitoisuutta
vastaava maird robenidiinia. Pitoisuuden 60 mg/kg aikaan saamiseksi siirretddn 3,0 ml standardikantaliuosta
(3.9.1) 250 mln erlenmeyerkolviin. Liuos haihdutetaan noin 0,5 mlksi typpivirrassa. Lisitddn 15 g
nollarehua, sekoitetaan ja odotetaan 10 minuuttia ennen siirtymistd uuttovaiheeseen (5.2).

Huomautus:  Tatd menetelméd kdytettdessd nollarehun on vastattava tyypiltddn ndytettd, ja robenidiinia ei saa
havaita maarityksessa.

Uutto

Punnitaan 0,01 g:n tarkkuudella noin 15 g valmistettua néytettd. Siirretddn 250 mln erlenmeyerkolviin ja
lisitddn 100,0 ml happamoitua metanolia (3.2), suljetaan astia ja ravistellaan tunnin ajan ravistelijalla (4.2).
Suodatetaan liuos lasikuitusuodatinpaperin (4.5) lipi ja koko suodos keritddn talteen 150 mln
erlenmeyerkolviin. Lisitddn 7,5 g molekyyliseulaa (3.4), suljetaan astia ja ravistellaan viisi minuuttia.
Suodatetaan vilittomisti lasikuitusuodatinpaperin lapi. Tami liuos siilytetddn puhdistusta (5.3) varten.
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5.4

5.4.1

5.4.2

5.4.3

Puhdistus

Alumiinioksidikolonnin valmistaminen

Lasikolonnin (4.1) alapddhin laitetaan pieni tuppo lasivillaa ja tiivistetddn se lasisauvaa kdyttden. Punnitaan
11,0 g valmistettua alumiinioksidia (3.5) ja siirretddn kolonniin. Téssd vaiheessa on pidettivd huolta siitd,
ettd altistuminen ilmalle on mahdollisimman vdhdistd. Taputellaan tdytetyn kolonnin alapditi kevyesti, jotta
alumiinioksidi tiivistyy sopivasti.

Niytteen puhdistus

Pipetoidaan kolonniin 5,0 ml valmistettua ndyteuutetta (5.2). Annetaan pipetin kérjen levitd kolonnin seindd
vasten ja liuoksen absorboitua alumiinioksidiin. Eluoidaan robenidiini kolonnista 100 ml:lla metanolia (3.1)
virtausnopeudella 2-3 ml/min ja kerdtddn eluaatti 250 mln pyorokolviin. Haihdutetaan metanoliliuos
kuiviin alipaineessa pyorohaihduttimessa (4.3) limpdtilan ollessa 40 °C. Liuotetaan jddnnos uudelleen
3-4 ml:aan liikkuvaa faasia (3.8) ja siirretddn kvantitatiivisesti 10 mln mittapulloon. Huuhdellaan pullo
usealla 1-2 mlin annoksella liikkuvaa faasia ja siirretddn ndma huuhteluliuokset mittapulloon. Tdytetddn

merkkiin asti samalla liuottimella ja sekoitetaan. Suodatetaan nédyte 0,45 pm:n kalvosuodattimen (4.7) ldpi.
Tamad liuos siilytetddn HPLC-madritystd (5.4) varten.

HPLC-mddritys

Muuttujat

Seuraavat olosuhteet ovat ohjeellisia, ja myds muita olosuhteita voidaan kayttdd, jos niilld saadaan vastaavat
tulokset:

Nestekromatografiakolonni (4.4.1)

HPLC:n liikkuva faasi (3.8)

Virtausnopeus: 1,5-2 ml/min,

Detektioaallonpituus: 317 nm,

Injektiotilavuus: 20-50 pl.

Kromatografisen jirjestelmén stabiilisuus tarkastetaan injektoimalla useamman kerran kalibrointiliuosta

(3.9.3), jonka pitoisuus on 3,6 pg/ml, kunnes saadaan piikkejd, joiden korkeudet (pinta-alat) ja retentioajat
pysyvit vakioina.

Kalibrointikdyra
Injektoidaan useita kertoja kutakin kalibrointilivosta (3.9.3) ja mitataan kunkin pitoisuuden piikkien

korkeudet (pinta-alat). Kalibrointikdyrd piirretddn siten, ettd y-akselilla ovat kalibrointiliuosten piikkien
korkeuksien (pinta alojen) keskiarvot ja x-akselilla vastaavat konsentraatiot pg/ml.

Niyteliuos

Injektoidaan useita kertoja ndyteuutetta (5.3.2) kdyttden samaa mddrdd kuin kalibrointiliuoksille, ja
médritetddn robenidiinipiikkien korkeuden (pinta-alan) keskiarvo.

Tulosten laskeminen

Nayteliuoksen robenidiinipitoisuus pg/ml lasketaan robenidiinipiikkien korkeuden (pinta-alan) keskiarvosta
kalibrointikdyrin (5.4.2) avulla.

Naytteen robenidiinipitoisuus w (mg/kg) lasketaan seuraavalla kaavalla:

_ cx200
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7.2

7.3

jossa:

c= ndyteliuoksen robenidiinipitoisuus, pg/ml,

m = ndyte-erdn paino grammoina.
Tulosten validointi

Tutkittavan aineen tunnistaminen

Tutkittavan aineen tunnistaminen voidaan varmistaa yhteiskromatografialla tai diodirividetektorilla, joka
mahdollistaa ndyteuutteen ja 6 pg/ml robenidiinia sisiltavin kalibrointiliuoksen (3.9.3) spektrien vertailun.

Yhteiskromatografia

Nayteuutteeseen lisdtddn sopiva mdird kalibrointiliuosta (3.9.3). Lisdtyn robenidiinin mairdn on vastattava
ndyteuutteessa olevan robenidiinin arvioitua méaaraa.

Ainoastaan robenidiinipiikin korkeus saa kasvaa, kun otetaan huomioon seki lisitty madrd ettd uutteen

laimeneminen. Piikin leveys puolivilissd enimmaiskorkeutta on oltava noin 10 prosenttia sen alkuperdisestd
leveydesta.

Diodirividetektorimadritys

Tulokset arvioidaan seuraavien arviointiperusteiden mukaisesti:

a) kromatogrammin piikkien huipusta mitattujen niyte- ja standardispektrien maksimiabsorption
aallonpituuksien on oltava samat ilmaisinjirjestelmin erotuskyvyn mukaan médrdytyvissi rajoissa.
Diodirividetektoriméarityksessd timd on yleensd noin * 2 nm;

b) vililld 250-400 nm kromatogrammin piikin huipun kohdalla ajetut ndyte- ja standardispektrit eivit saa
erota toisistaan niiltd spektrin osilta, joiden suhteellinen absorbanssi on 10-100 prosenttia. Timi
edellytys tayttyy, kun maksimit ovat samat ja niiden kahden spektrin vililld havaittu poikkeama ei ole
missddn kohdassa yli 15 prosenttia standardina olevan tutkittavan aineen absorbanssista;

c) valilld 250-400 nm nayteliuoksesta ajetut spektrit piikin nousun, huipun ja laskun kohdalla eivit saa
erota toisistaan niiltd spektrin osilta, joiden suhteellinen absorbanssi on 10-100 prosenttia. Tima
edellytys tdyttyy, kun samat maksimit esiintyvit ja kun kaikissa havaittavissa kohdissa spektrien vilinen
poikkeama ei ole suurempi kuin 15 prosenttia huipun spektrin absorbanssista.

Jos jokin ndistd edellytyksistd ei tdyty, tutkittavan aineen esiintymisti ei ole vahvistettu.

Toistettavuus

Kahden rinnakkaisen, samasta néytteestd tehdyn mairityksen tulosten vélinen ero saa olla enintddn 10
prosenttia suuremmasta tuloksesta, kun robenidiinipitoisuus on yli 15 mg/kg.

Saanto

Sellaisen nollandytteen saannon, johon on lisitty médritettdvad ainetta, on oltava vihintddn 85 prosenttia.

Laboratorioiden vilisen vertailun tulokset

EU:n laboratorioiden vilisessd tarkastelussa 12 laboratoriota madritti nelja jauhon tai rakeiden muodossa
olevaa kani- ja siipikarjarehuniytettd. Kukin ndyte maaritettiin kaksi kertaa. Tulokset esitetddn seuraavassa
taulukossa.

Siipikarja Kanit

Jauho Rakeet Jauho Rakeet

Keskiarvo [mg/kg] 27,00 27,99 43,6 40,1

s, [mg/kg] 1,46 1,26 1,44 1,66
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v, [%] 5,4 45 3,3 41

Sk [mg/kg] 4,36 3,36 4,61 3,91
CVi [%] 16,1 12,0 10,6 9,7

Saanto [%] 90,0 93,3 87,2 80,2
S, = toistettavuuden keskihajonta

CV, = toistettavuuden variaatiokerroin, %

Sk = uusittavuuden keskihajonta

CVg = uusittavuuden variaatiokerroin, %.

F. DIKLATSURIILIN MAARITYS

(+)-4-kloorifenyyli-[ 2,6-dikloori-4-(2,3,4, 5-tetrahydro—3, 5-diokso- 1,2,4-triatsin-2-yyli)fenyyliJasetonitriili
Diklatsuriilipitoisuuden médritys tehddan

— EN 17299 -standardin (Rehut. Néytteenotto ja analysointi. Lisdainepitoisuustasolla sekd 1 %:n
ja 3 %:n ristikontaminaatiotasoilla olevien sallittujen kokkidiostaattien ja alle lisdainepitoisuustasolla
olevien ei-rekisteroityjen kokkidiostaattien ja yksittdisen antibiootin seulonta ja mdaarittiminen
rehuseoksesta suuren erotuskyvyn nestekromatografia — tandemmassaspektrometrilld (LC-MS/MS))
mukaisella médritysmenetelmilld, tai

— korkean erotuskyvyn kédnteisfaasinestekromatografialla (HPLC) kayttden ternaarigradienttia ja
UV-detektoria, kuten jaljempéind 1-9 kohdassa on kuvattu.

1. Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmilld voidaan madrittdd diklatsuriilin pitoisuus rehuseoksissa ja esiseoksissa (*). Toteamisraja on
0,1 mg/kg ja médritysraja 0,5 mg/kg. Alhaisemmat madritysrajat ovat saavutettavissa, mutta kayttdjin on
validoitava ne.

2. Periaate

Sisdisen standardin lisdyksen jdlkeen ndyte uutetaan happamoidulla metanolilla. Osa rehundytteen uutteesta
puhdistetaan C18-kiintedfaasiuuttopylvaalld. Diklatsuriili eluoidaan pylvidstd happamoidun metanolin ja
veden seoksella. Haihdutuksen jalkeen jadnnos liuotetaan DMF-vesiseokseen. Esiseoksista saadut uutteet
haihdutetaan ja jddnnos liuotetaan DMF-vesiseokseen. Diklatsuriilipitoisuus maddritetddn korkean
erotuskyvyn kainteisfaasinestekromatografialla (HPLC) kéyttden ternaarigradienttia ja UV-detektoria.

3. Reagenssit

3.1 Vesi, HPLC-laatua vastaava.

3.2 Ammoniumasetaatti.

3.3 Tetrabutyyliammoniumvetysulfaatti (TBHS).
3.4 Asetonitriili, HPLC-laatua vastaava.

3.5 Metanoli, HPLC-laatua vastaava.

3.6 N, N-dimetyyliformamidi (DMF).

3.7 Kloorivetyhappo, pso = 1,19 g/ml.

3.8 Standardiyhdiste: diklatsuriili:

(+)-4-kloorifenyyli-[2,6-dikloori-4-(2,3,4,5-tetrahydro- 3,5-diokso-1,2,4-triatsin-2-yyli)-fenyyli]asetonitriili,
jonka puhtaus on taattu.

() Menetelmad voidaan soveltaa my6s diklatsuriilin mairitykseen rehuaineissa.
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3.8.1 Diklatsuriilistandardin kantaliuos, 500 pg/ml

Punnitaan 0,1 mgn tarkkuudella noin 25 mg diklatsuriilistandardia (3.8) 50 mln mittapulloon.
Liuotetaan DMF:ddn (3.6), tdytetddn merkkiin asti DMElld (3.6) ja sekoitetaan. Pullo kaaritddn
alumiinifolioon tai kéytetddn tummaa pulloa ja siilytetddn jdikaapissa. Liuos siilyy enintddn 4 °Cn
lampotilassa yhden kuukauden (19).

3.8.2 Diklatsuriilistandardin kantaliuos, 50 pg/ml

Pipetoidaan 5,00 ml standardin kantaliuosta (3.8.1) 50 ml:n mittapulloon, tdytetddn merkkiin asti DMF:lld
(3.6) ja sekoitetaan. Pullo kdaritddn alumiinifolioon tai kdytetddn tummaa pulloa ja siilytetddn jadkaapissa.
Liuos sdilyy enintddn 4 °C:n limpotilassa yhden kuukauden.

3.9 Sisdinen standardi:
2,6-dikloori-a-(4-kloorifenyyli)-4-(4,5-dihydro— 3,5-diokso-1,2,4-triatsin-2-(3H)-yyli)-a-metyylibentseeniase
tonitriili (metyylidiklatsuriili).

3.9.1 Sisdisen standardin kantaliuos, 500 pg/ml

Punnitaan 0,1 mgn tarkkuudella noin 25 mg sisdistd standardia (3.9) 50 mln mittapulloon.
Liuotetaan DMF:ddn (3.6), tdytetddn merkkiin asti DMElld (3.6) ja sekoitetaan. Pullo kéadritddn
alumiinifolioon tai kéytetddn tummaa pulloa ja siilytetddn jdikaapissa. Liuos siilyy enintddn 4 °Cn
lampéotilassa yhden kuukauden.

3.9.2 Sisdisen standardin kantaliuos, 50 pg/ml
Pipetoidaan 5,00 ml sisdisen standardin kantaliuosta (3.9.1) 50 mln mittapulloon, tdytetddn merkkiin

asti DMFE:lld (3.6) ja sekoitetaan. Pullo kaaritddn alumiinifolioon tai kéytetddn tummaa pulloa ja sdilytetddn
jadkaapissa. Liuos siilyy enintddn 4 °C:n limpétilassa yhden kuukauden.

3.9.3 Sisdinen standardiliuos esiseoksille, p/1 000 mg/ml (p = diklatsuriilin nimellispitoisuus esiseoksessa mg/kg)

Punnitaan 0,1 mg:n tarkkuudella 10 mg sisdistd standardia 100 ml:n mittapulloon, liuotetaan DMF:44n (3.6)
ultraddnihauteessa (4.7), tdytetddn merkkiin asti DMF:I4 ja sekoitetaan. Pullo kddritdan alumiinifolioon tai
kdytetddn tummaa pulloa ja siilytetddn jddkaapissa. Liuos siilyy enintddn 4 °C:n limpoétilassa yhden

kuukauden.
3.10 Kalibrointiliuokset
3.10.1 Kalibrointiliuos, 1 pg/ml (diklatsuriilia)

Pipetoidaan 1,00 ml diklatsuriilin standardiliuosta (3.8.2) ja 2,00 ml sisdistd standardiliuosta (3.9.2) 50 ml:n
mittapulloon. Lisdtddn 17 ml DMF:4d (3.6), tiytetddn merkkiin asti vedelld (3.1) ja sekoitetaan. Tdmd liuos on
valmistettava juuri ennen kdyttoa.

3.10.2 Kalibrointiliuos, 2 pg/ml (diklatsuriilia)
Pipetoidaan 2,00 ml diklatsuriilin standardiliuosta (3.8.2) ja 2,00 ml sisdistd standardiliuosta (3.9.2) 50 mln

mittapulloon. Lisatdan 16 ml DMF:44 (3.6), taytetddn merkkiin asti vedelld (3.1) ja sekoitetaan. Timad liuos on
valmistettava juuri ennen kayttod.

3.10.3 Kalibrointiliuos, 3 pg/ml (diklatsuriilia)
Pipetoidaan 3,00 ml diklatsuriilin standardiliuosta (3.8.2) ja 2,00 ml sisdistd standardiliuosta (3.9.2) 50 ml:n
mittapulloon. Lisdtddn 15 ml DMF:4d (3.6), tiytetddn merkkiin asti vedelld (3.1) ja sekoitetaan. Tdma liuos on

valmistettava juuri ennen kdyttoa.

(") Pidempi sdilyvyys (yhteen vuoteen asti) voi olla mahdollinen, mutta kyseisen laboratorion on vahvistettava se.
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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

Kalibrointiliuos, 4 pg/ml (diklatsuriilia)

Pipetoidaan 4,00 ml diklatsuriilin standardiliuosta (3.8.2) ja 2,00 ml sisdistd standardiliuosta (3.9.2) 50 ml:n
mittapulloon. Lisitdan 14 ml DMF:44 (3.6), taytetadn merkkiin asti vedelld (3.1) ja sekoitetaan. Tima liuos on
valmistettava juuri ennen kayttoa.

Kalibrointiliuos, 5 pg/ml (diklatsuriilia)

Pipetoidaan 5,00 ml diklatsuriilin standardiliuosta (3.8.2) ja 2,00 ml sisdistd standardiliuosta (3.9.2) 50 mln
mittapulloon. Lisatddn 13 ml DMF:44 (3.6), taytetddn merkkiin asti vedelld (3.1) ja sekoitetaan. Tdmad liuos on
valmistettava juuri ennen kayttod.

Huomautus:  Kalibrointiliuokset (3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4, ja 3.10.5) kattavat nykyistd protokollaa
kéytettdessd rehun diklatsuriilipitoisuudet 0,5-2,5 mg/kg.

C,s-kiintedfaasiuuttopylvés, esim. Mega Bond Elut, koko: 20 ml, sorbentin paino: 5000 mg (esikisittely
toimittajan ohjeiden mukaisesti)

Uuttoliuos: happamoitu metanoli

Pipetoidaan 5,0 ml kloorivetyhappoa (3.7) 1 000 ml:aan metanolia (3.5) ja sekoitetaan.
HPLC:ssd kaytettava liikkuva faasi.

Eluentti A: ammoniumasetaatti-tetrabutyyliammoniumvetysulfaattiliuos.

Liuotetaan 5 ¢ ammoniumasetaattia (3.2) ja 3,4 ¢ TBHS:4d (3.3) 1 000 ml:aan vettd (3.1) ja sekoitetaan.
Eluentti B: asetonitriili (3.4).

Eluentti C: metanoli (3.5).

Vilineisto

Mekaaninen ravistelija.

Ternaarigradientti HPLC -laitteisto.

Nestekromatografiakolonni, 100 mm x 4,6 mm, Hypersil ODS, hiukkaskoko 3 um, tai vastaava.
Vaihtuva-aallonpituuksinen UV-detektori tai diodirividetektori.

Pyorivi kalvohaihdutin.

Kalvosuodatin (esim. kemikaalinkestdva nailon), 0,45 pm.

Kertakayttoruisku, 5 ml.

Tyhjiosuodatuslaite.

Ultraddnihaude.

Menettely

Yeistd

Nollarehu

Nollaniyte on analysoitava, jotta varmistetaan, ettei se sisdlld diklatsuriilia tai mittausta héiritsevid aineita.
Nollaniytteen on oltava ndytteen kaltainen, eiké siind saa olla havaittavia méirid diklatsuriilia tai héiritsevid
aineita.
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5.1.2 Saantokoe

Saanto on mddritettivd analysoimalla nollandyte, johon on lisitty nédytteen diklatsuriilipitoisuutta vastaava
maird diklatsuriilia. Jotta saadaan konsentraatio, joka vastaa arvoa 1 mg/kg diklatsuriilia, siirretddn 0,1 ml
standardin kantaliuosta (3.8.1) 50 grammaan nollaniytettd, sekoitetaan perusteellisesti ja annetaan tasoittua
10 minuuttia sekoittaen useita kertoja ennen uuttovaiheeseen (5.2) siirtymista.

Jos saatavilla ei ole ndytteen kaltaista nollanaytettd (katso 5.1.1), voidaan saantokoe suorittaa vaihtoehtoisesti
standardinlisdgysmenetelmalld. Talloin analysoitavaan ndytteeseen lisdtddn suunnilleen naytteiden jo sisidltima
mdédrd diklatsuriilia. Timd ndyte analysoidaan yhdessi varsinaisen néytteen kanssa, ja saanto voidaan laskea

vihennyslaskulla.
5.2 Uutto
521 Rehuseokset

Punnitaan noin 50 g néytettd 0,01 gramman tarkkuudella. Siirretddn 500 ml:n erlenmeyerkolviin, lisitdin
1,00 ml sisdistd standardilivosta (3.9.2), 200 ml uuttoliuosta (3.12) ja suljetaan kolvi tulpalla. Seosta
ravistellaan ravistelijalla (4.1) yli yon. Annetaan laskeutua 10 minuuttia. Siirretddn 20 ml supernatantista
sopivaan lasiastiaan ja laimennetaan 20 mllla vettd (3.1). Siirretddn liuos uuttohylsyyn (3.11) ja imetddn
liuos sen ldpi vakuumilla (4.6). Pestddn hylsy 25 mllla uuttoliuoksen (3.12) ja veden (3.1) seosta, 65 + 35
(V + V). Kerityt fraktiot heitetddn pois ja madritettivit aineet eluoidaan 25 ml:lla uuttoliuoksen (3.12) ja
veden seosta, 80 + 20 (V + V). Tamd fraktio haihdutetaan pyorohaihduttimella (4.3) 60 °C:ssa niin, ettd se on
juuri ja juuri kuivunut. Jddnnos livotetaan 1,0 ml:aan DMF:44d (3.6), lisdtddn 1,5 ml vettd (3.1) ja sekoitetaan.
Suodatetaan kertakayttoruiskuun (4.5) asennetulla kalvosuodattimella (4.4). Tehdddn HPLC-mddritys (5.3).
5.2.2 Esiseokset

Punnitaan noin 1 g ndytettd 0,001 gramman tarkkuudella. Siirretddn 500 mln erlenmeyerkolviin, lisdtddn
1,00 ml sisdistd standardilivosta (3.9.3), 200 ml uuttolivosta (3.12) ja suljetaan kolvi tulpalla. Seosta
ravistellaan yli yon ravistelijalla (4.1). Annetaan laskeutua 10 minuuttia. Siirretddn 10 000/p mln (p =
diklatsuriilin nimellispitoisuus esiseoksessa mg/kg) erd supernatanttia sopivankokoiseen keittokolviin.
Haihdutetaan alipaineessa pyorohaihduttimella (4.3) 60 °C:ssa niin, ettd se on juuri ja juuri kuivunut. Jddnnos

liuotetaan uudelleen 10,0 ml:aan DMF:d4 (3.6), lisitddn 15,0 ml vettd (3.1) ja sekoitetaan. Tehdddn HPLC-
madritys (5.3).

53 HPLC-mddritys

531 Muuttujat

Seuraavat ajo-olosuhteet ovat ohjeellisia ja niitd voidaan muuttaa, mikdli ne antavat vastaavanlaiset tai
paremmat tulokset.

— Nestekromatografiakolonni (4.2.1): 100 mm x 4,6 mm, Hypersil ODS, hiukkaskoko 3 pm, tai vastaava.
— Liikkuva faasi

— Eluentti A (3.13.1): ammoniumasetaatin ja tetrabutyyliammoniumvetysulfaatin vesiliuos.

— Eluentti B (3.13.2): asetonitriili.

— Eluentti C (3.13.3): metanoli.
— Eluointi - lineaarinen gradientti

— alku:A+B+C=60+20+20(V+V+V)

— 10 min kuluttua gradienttieluointi 30 minuutissa: A + B+ C =45 + 20 + 35 (V+ V + V),

— Huuhdotaan B:lld 10 min.

— Virtausnopeus: 1,5-2 ml/min
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— Injektiotilavuus: 20 pl.
— Detektioaallonpituus: 280 nm

Kromatografiajirjestelmin stabiilisuus tarkistetaan injektoimalla useita kertoja kalibrointiliuosta (3.10.2),
jonka konsentraatio on 2 pl/ml diklatsuriilia ja sisdistd standardia, kunnes piikkien korkeudet ja retentioajat
ovat vakiot.

5.3.2 Kalibrointiliuosten kromatografinen analyysi

Injektoidaan 20 pl kutakin kalibrointilivosta (3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4 ja 3.10.5) kaksi kertaa,
tunnistetaan ja integroidaan diklatsuriilin ja sisdisen standardin piikit ja piirretddn kalibrointikdyrd, jonka
perustana on diklatsuriilin piikin korkeuden tai pinta-alan keskiarvon ja sisdisen standardin piikin korkeuden
tai pinta-alan keskiarvon suhde verrattuna kalibrointiliuosten diklatsuriilipitoisuuteen (pg/ml).

5.3.3 Niyteliuosten kromatografinen analyysi
Injektoidaan 20 pl niyteliuosta (5.2.1 tai 5.2.2) kaksi kertaa ja madritetadn diklatsuriilin ja sisdisen standardin
piikkien korkeuksien tai pinta-alojen keskiarvot.

6. Tulosten laskeminen

6.1 Rehuseokset
Niytteen diklatsuriilipitoisuus w (mg/kg) saadaan seuraavasta kaavasta:
Korkeus(d.s) , Pinta — ala(d,s)

Korkeus(i,s)
w=s———H5 %

%71)
Pinta — cila(z,s) x 107

WP taiw =
jossa:

— Korkeus(d,s) on ndyteliuoksen (5.2.1) diklatsuriilin piikin korkeus

— Pinta-ala(d,s) on néyteliuoksen (5.2.1) diklatsuriilin piikin pinta-ala

— Korkeus(i,s) on nayteliuoksen (5.2.1) sisdisen standardin piikin korkeus
— Pinta-ala(i,s) on néyteliuoksen (5.2.1) sisdisen standardin piikin pinta-ala

— b on 5.3.2 kohdan mukaisesti kalibrointiliuoksista (3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4 ja 3.10.5) piirretyn
kalibrointikéyran leikkauspiste.

— a on 5.3.2 kohdan mukaisesti kalibrointiliuoksista (3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4 ja 3.10.5) piirretyn
kalibrointikdyran kulmakerroin.

— Im on nayte-eran massa grammoina.
— V = niyteuutteen lopullinen tilavuus millilitroina 5.2.1 kohdan mukaisen uudelleen liuotuksen jilkeen
(esim. 2,5 ml).
6.2 Esiseokset
Naytteen diklatsuriilipitoisuus w (mg/kg) saadaan seuraavasta kaavasta:

Korkeus(d.s) , Pinta —ala(d,s) ,
- Korkeus(i,s) Pinta — ala(i,s)

a a

X%Xptaiw: X%Xp
jossa:

— Korkeus(d,s) on ndyteliuoksen (5.2.2) diklatsuriilin piikin korkeus

— Pinta-ala(d,s) on ndyteliuoksen (5.2.2) diklatsuriilin piikin pinta-ala

— Korkeus(i,s) on nayteliuoksen (5.2.2) sisdisen standardin piikin korkeus

— Pinta-ala(i,s) on néyteliuoksen (5.2.2) sisiisen standardin piikin pinta-ala
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— b on 5.3.2 kohdan mukaisesti kalibrointiliuoksista (3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4 ja 3.10.5) piirretyn
kalibrointikédyran leikkauspiste.

— a on 5.3.2 kohdan mukaisesti kalibrointiliuoksista (3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4 ja 3.10.5) piirretyn
kalibrointikdyrdn kulmakerroin.

— m on nayte-erdn massa grammoina.

— V = niyteuutteen lopullinen tilavuus millilitroina 5.2.2 kohdan mukaisen uudelleen liuotuksen jilkeen
(esim. 25 ml).

— p on diklatsuriilin nimellispitoisuus esiseoksessa, mg/kg.
7. Tulosten validointi

7.1 Tutkittavan aineen tunnistaminen

Tutkittavan aineen tunnistaminen voidaan varmentaa yhteiskromatografialla tai kdyttdamalld diodirivide-
tektoria, jolla verrataan ndyteuutteen (5.2.1 tai 5.2.2) ja kalibrointiliuoksen (3.10.2) spektreja.

7.1.1 Yhteiskromatografia

Nayteuutteeseen (5.2.1 tai 5.2.2) lisitddn sopiva mdaird kalibrointilivosta (3.10.2). Lisityn diklatsuriilin
madrin on oltava samaa suuruusluokkaa kuin néytteessa todettu diklatsuriilin maara.

Ainoastaan diklatsuriilin ja sisdisen standardin piikit saavat kasvaa, kun otetaan huomioon seki lisitty maard

ettd uutteen laimentaminen. Piikin leveys puolivilissd piikin korkeutta on oltava + 10 prosenttia sellaisen

ndyteuutteen alkuperdisen diklatsuriilipiikin tai sisdisen standardin piikin leveydestd, johon ei ole tehty
lisdysta.
7.1.2 Diodirividetektorimairitys

Tulokset arvioidaan seuraavien arviointiperusteiden mukaisesti:

a) Kromatogrammin piikkien huipusta mitattujen nédyte- ja standardispektrien maksimiabsorption
aallonpituuksien on oltava samat ilmaisinjirjestelmin erotuskyvyn mukaan médrdytyvissd rajoissa.
Diodirividetektorilla timd on tyypillisesti + 2 nm.

b) Vaililla 230-320 nm kromatogrammin piikkien huipun kohdalla ajetut néyte- ja standardispektrit eivit saa
erota toisistaan niiltd spektrin osilta, joiden suhteellinen absorbanssi on 10-100 prosenttia. Tdma
edellytys tdyttyy, kun maksimit ovat samat eikd spektrien vilinen ero ole missdin kohdassa suurempi
kuin 15 prosenttia standardianalyytin absorbanssista.

c) Vililld 230-320 nm néyteuutteesta ajetut spektrit piikin nousun, huipun ja laskun kohdalla eivit saa erota
toisistaan niiltd spektrin osilta, joiden suhteellinen absorbanssi on 10-100 prosenttia. Timi edellytys
téyttyy, kun maksimit ovat samat eikd spektrien vilinen ero ole missdin kohdassa suurempi kuin 15

prosenttia piikin huipun spektrin absorbanssista.

Jos jokin ndistd edellytyksistd ei tdyty, tutkittavan aineen esiintymisti ei ole vahvistettu.

7.2 Toistettavuus
Kahden erillisen mairityksen vilinen ero kahdesta osandytteesti ei saa olla suurempi kuin
— 30 % suuremmasta rinnakkaistuloksesta, kun diklatsuriilipitoisuus on 0,5-2,5 mg/kg
— 0,75 mg/kg, kun diklatsuriilipitoisuus on 2,5-5 mg/kg.

— 15 % suuremmasta rinnakkaistuloksesta, kun diklatsuriilipitoisuus on yli 5 mg/kg.

7.3 Saanto

Sellaisen nollandytteen saannon, johon on lisitty mairitettdvad ainetta, on oltava vihintddn 80 prosenttia.
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Laboratorioiden vilisen vertailun tulokset

Laboratorioiden vililld jrjestettiin kaksi vertailua. Ensimmdisen vertailun toteutti toinen laboratorioiden
ryhmid vuonna 1994, ja siind analysoitiin kaksi esiseosndytetti (O 100, A 100) ja kolme siipikarjan
taydennysrehundytettd (L1, Z1, K1). Toiseen esiseosndytteeseen sekoitettiin orgaanista materiaalia (O 100) ja
toiseen epdorgaanista materiaalia (A 100). Teoreettinen pitoisuus on 100 mg diklatsuriilia kilogrammassa.
Laboratorioita pyydettiin analysoimaan kukin ndyte kerran tai kaksoismiirityksind. (Tarkempia tietoja
ensimmadisestd laboratorioiden vilisestd tutkimuksesta saa julkaisusta Journal of AOAC International,
Volume 77, n:0 6,1994,s.1359-1361.)

Toisessa laboratorioiden vilisessd vertailussa analysoitiin kolme siipikarjan tdydennysrehua, joiden
diklatsuriilipitoisuudet olivat 0,9 mg/kg (MAT 1), 1,5 mg/kg (MAT 2) ja nollandyte (MAT 3). Tarkempia
tietoja toisesta laboratorioiden vilisestd tutkimuksesta saa Yhteisen tutkimuskeskuksen (JRC) teknisestd
raportista (2016) ja julkaisusta Journal of AOAC International, Volume 102, n:o 2, 2019, s. 646-652.
Niiden kahden laboratorioiden vilisen tutkimuksen tulokset esitetdin seuraavassa taulukossa.

Niyte 1A Niyte 20 ) ) i} Niyte 6 Niyte 7 Niyte 8
100 100 Niyte 3 L1 Niyte 4 Z1 Niyte 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
Keskiarvo 100,8 103,5 0,89 1,15 0,89 1,0 1,5 <LOQ
(mg/kg)
S, (mg/kg) 5,88 7,64 0,15 0,02 0,03 0,11 0,07 —
CV, (%) 5,83 7,38 17,32 1,92 3,34 11,2 4,5 —
Sy (mg/kg) 7,59 7,64 017 0,11 0,12 0,18 021 —
CVi (%) 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65 18,1 14,3 —
Nimellispi- 100 100 1,0 1,0 1,0 0,9 1,5 —
toi-
suus (mg/kg)
Viite (¥) Ensimmadi- | Ensimmdi- | Ensimmdi- | Ensimmdi- | Ensimmdi- Toinen Toinen Toinen
nen nen nen nen nen tutkimus, tutkimus, tutkimus,
tutkimus, tutkimus, tutkimus, tutkimus, tutkimus, vuodelta vuodelta vuodelta
vuodelta vuodelta vuodelta vuodelta vuodelta 2015 2015 2015
1994 1994 1994 1994 1994
L= laboratorioiden lukumairi
n= yksittdisten arvojen lukumaira
S, = toistettavuuden keskihajonta
Cv,. = toistettavuuden variaatiokerroin
Sk = uusittavuuden keskihajonta
CVgr = uusittavuuden variaatiokerroin
LOQ = madritysraja.

(*) Ensimmadinen tutkimus, vuodelta 1994: Journal of AOAC International, Volume 77, n:o 6, 1994, s. 1359-1361;
Toinen tutkimus, vuodelta 2015: JRC:n tekninen raportti "Re-validation of a method for the determination of diclazuril by
collaborative study” (2016).

Yleiset huomautukset
Diklatsuriilivasteen lineaarisuus on osoitettava etukiteen ao. konsentraatioalueilla.

Ainakin paljon rasvaa sisiltdvien rehuseosten (tdssd yhteydessd yli 12 % rasvaa) diklatsuriilin maarityksessa
madritysmenetelmé voidaan korvata muilla HPLC-menetelmilld, esimerkiksi menetelmilld, joka perustuu
korkean erotuskyvyn nestekromatografiaan yhdessd massaspektrometriadetektion kanssa (HPLC-MS),
edellyttden, ettd vaihtoehtoisella menetelmilli on vastaavat suorituskykyominaisuudet (saantoaste,
toistettavuuden ja uusittavuuden tarkkuus).
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G. LASALOSID-NATRIUMIN MAARITTAMINEN

Streptomyces lasaliensis -bakteerin tuottaman polyeetterimonokarboksyylihapon natriumsuola
Lasalosid-natriumpitoisuuden médritys tehdédin

— EN 17299 -standardin (Rehut. Néytteenotto ja analysointi. Lisdainepitoisuustasolla sekd 1 %:n
ja 3 %:n ristikontaminaatiotasoilla olevien sallittujen kokkidiostaattien ja alle lisdainepitoisuustasolla
olevien ei-rekisterdityjen kokkidiostaattien ja yksittdisen antibiootin seulonta ja mdaarittiminen
rehuseoksesta suuren erotuskyvyn nestekromatografia — tandemmassaspektrometrilld (LC-MS/MS))
mukaisella médritysmenetelmalld, tai

— korkean erotuskyvyn kédnteisfaasinestekromatografialla (HPLC) spektrofluorimetridetektoria
(fluoresenssidetektoria) kdyttden, kuten jiljempana 1-8 kohdassa on kuvattu.

1. Tarkoitus ja soveltamisala
Menetelmilld voidaan mddrittdd lasalosid-natriumin pitoisuus rehuissa. Toteamisraja on 5 mg/kg ja
médritysraja 10 mg/kg.

2. Periaate

Lasalosid-natrium uutetaan ndytteestd happamoituun metanoliin ja mddaritetddn korkean erotuskyvyn
kidnteisfaasinestekromatografialla (HPLC) kéyttden spektrofluorimetridetektoria (fluoresenssidetektoria).

3. Reagenssit

3.1 Kaliumdivetyfosfaatti (KH,PO,).
3.2 Ortofosforihappo, w (w/w) = 85 %.
3.3 Ortofosforihappoliuos, ¢ = 20 %.

Laimennetaan 23,5 ml ortofosforihappoa (3.2) vedelld 100 ml:aan.

3.4 6-metyyli-2-heptyyliamiini (1,5-dimetyyliheksyyliamiini), w (w/w) = 99 %.
3.5 Metanoli, HPLC-laatua vastaava.

3.6 Kloorivetyhappo, tiheys = 1,19 g/ml.

3.7 Fosfaattipuskurilivos, ¢ = 0,01 mol/1

Liuotetaan 1,36 g kaliumdivetyfosfaattia (KH,PO,4) (3.1) 500 ml:aan vettd (3.11), lisitddn 3,5 ml ortofosfo-
rihappoa (3.2) ja 10,0 ml 6-metyyli-2-heptyyliamiinia (3.4). Sdddetddn pH ortofosforihappoliuoksen (3.3)
avulla arvoon 4,0 ja laimennetaan vedelld (3.11) 1 000 ml:aan.

3.8 Happamoitu metanoli

Pipetoidaan 5,0 ml kloorivetyhappoa (3.6) 1 000 ml:n mittapulloon, tiytetddn merkkiin asti metanolilla (3.5)
ja sekoitetaan. Tami liuos on valmistettava juuri ennen kayttoa.

3.9 HPLC:n liikkuva faasi, fosfaattipuskuri-metanoliliuos 5 + 95 (V + V).

Sekoitetaan 5 ml fosfaattipuskuriliuosta (3.7) ja 95 ml metanolia (3.5).

3.10 Lasalosid-natriumstandardi, jonka puhtaus on taattu, C;,Hs305Na (Streptomyces lasaliensis -bakteerin tuottama
polyeetterimonokarboksyylihapon natriumsuola), E763.

3.10.1 Lasalosid-natriumstandardin kantaliuos, 500 pg/ml

Punnitaan 50 mg lasalosid-natriumia (3.10) 0,1 mgn tarkkuudella 100 mln mittapulloon, liuotetaan
happamoituun metanoliin (3.8), tdytetddn merkkiin asti samalla liuottimella ja sekoitetaan. Tamai liuos on
valmistettava valittomasti ennen kayttoa.
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3.10.2

3.10.3

4.1

4.2

4.3

5.1.2

5.2

5.2.1

Lasalosid-natriumstandardin vilimuotoliuos, 50 pg/ml

Pipetoidaan 10,0 ml standardin kantaliuosta (3.10.1) 100 mln mittapulloon, tdytetddn merkkiin asti
happamoidulla metanolilla (3.8) ja sekoitetaan. Tdma liuos on valmistettava juuri ennen kayttoa.

Kalibrointiliuokset
Pipetoidaan 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 ja 10,0 ml standardin vilimuotoliuosta (3.10.2) 50 mln mittapulloihin.
Téytetddn merkkiin asti happamoidulla metanolilla (3.8) ja sekoitetaan. Ndmi liuokset vastaavat

konsentraatioita 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 ja 10,0 pg/ml lasalosid-natriumia. Liuokset on valmistettava juuri ennen
kayttoa.

Vesi, HPLC-laatua vastaava.

Vilineisto

Ultraddnihaude (tai ravisteleva vesihaude), jossa on lampatilansdito.

Kalvosuodattimia, 0,45 pm.

HPLC-laitteisto, jossa voidaan injektoida 20 plin ndytteitd.

Nestekromatografiakolonni, 125 mm x 4 mm, kdanteisfaasi C,s, hiukkaskoko 5 um, tai vastaava.
Spektrofluorimetri, jossa voidaan sddtia eksitaatio- ja emissioaallonpituudet.

Menettely

Yeistd

Nollarehu

Saantokokeen (5.1.2) suorittamista varten analysoidaan nollaniyte, jotta varmistetaan, ettei se sisdlld
lasalosid-natriumia tai mittausta héiritsevid aineita. Nollandytteen on oltava ndytteen kaltainen, eiki siind saa
olla havaittavia maaria lasalosid-natriumia tai hairitsevid aineita.

Saantokoe

Saanto on médritettdvd analysoimalla nollaniyte, johon on lisitty ndytteen lasalosid-natriumia vastaava
méidrd lasalosid-natriumia. Jotta saadaan liuos, jossa on 100 mg/kg lasalosid-natriumia vastaava lisiys,
siirretddn 10,0 ml standardin kantalivosta (3.10.1) 250 mln erlenmeyerkolviin ja haihdutetaan noin
0,5 ml:aan. Lisdtddn 50 g nollandytettd, sekoitetaan huolellisesti, annetaan tasoittua 10 minuuttia sekoittaen
useita kertoja ennen uuttovaiheeseen (5.2) siirtymista.

Jos saatavilla ei ole ndytteen kaltaista nollandytettd (katso 5.1.1), voidaan saantokoe suorittaa vaihtoehtoisesti
standardinlisdysmenetelmalld. Tdlloin analysoitavaan niytteeseen lisdtddn naytteiden jo sisidltimadd madrad
vastaava madra lasalosid-natriumia. Timé ndyte analysoidaan yhdessd varsinaisen ndytteen kanssa, ja saanto
voidaan laskea vihennyslaskulla.

Uutto

Rehut

Punnitaan 5-10 g ndytettd 0,01 gramman tarkkuudella 250 mln tulpalliseen erlenmeyerkolviin. Lisitddn
pipetilld 100,0 ml happamoitua metanolia (3.8). Suljetaan 16yhisti tulpalla ja sekoitetaan kunnes niyte on
livennut. Asetetaan pullo noin 40-asteiseen ultraddnihauteeseen (4.1) 20 minuutiksi, otetaan pois ja
jadhdytetdadn huoneenldmpdiseksi. Annetaan laskeutua noin tunnin ajan ja suodatetaan mairdosa 0,45 pm:n
kalvosuodattimen (4.2) lapi sopivaan astiaan. Tehdddn HPLC-mddritys (5.3).
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52.2 Esiseokset

Punnitaan 2 g jauhamatonta esiseosta 0,001 gramman tarkkuudella 250 ml:n mittapulloon. Lisitdin 100,0
ml happamoitua metanolia (3.8) ja sekoitetaan kunnes esiseos on liuennut. Laitetaan pullo sisdltdineen noin
40-asteiseen ultradgdnihauteeseen (4.1) 20 minuutiksi, otetaan pois ja jadhdytetddn huoneenlimpoiseksi.
Taytetadn merkkiin asti happamoidulla metanolilla (3.8) ja sekoitetaan hyvin. Annetaan laskeutua tunnin
ajan ja suodatetaan médrdosa 0,45 pm:n kalvosuodattimen (4.2) ldpi sopivaan astiaan. Laimennetaan sopiva
madrd kirkasta suodosta happamoidulla metanolilla (3.8) siten, ettd lopullisessa koeliuoksessa on lasalosid-
natriumia noin 4 ug/ml. Tehdddn HPLC-maddritys (5.3).

53 HPLC-mddritys

5.3.1 Muuttujat

Seuraavat ajo-olosuhteet ovat ohjeellisia; ajo voidaan suorittaa muissa olosuhteissa, jos niilld saadaan samat
tulokset:

Nestekromatografia-kolonni (4.3.1): 125 mm x 4 mm, kéédnteisfaasi C,4, hiukkaskoko 5 pm, tai vastaava

Liikkuva faasi (3.9): Fosfaattipuskuriliuoksen (3.7) ja metanolin (3.5) seos, 5 + 95 (V + V)
Virtausnopeus: 1,2 ml/min
Mittausaallonpituudet: Eksitaatio: 310 nm

Emissio: 419 nm

Injektiotilavuus: 20 pl

Kromatografiajirjestelmin stabiilisuus tarkistetaan injektoimalla useita kertoja 4,0 pg/mln kalibrointiliuosta
(3.10.3), kunnes piikkien korkeudet (tai pinta-alat) ja retentioajat pysyvit vakioina.

5.3.2 Kalibrointikdyra
Injektoidaan kutakin kalibrointiliuosta (3.10.3) useita kertoja ja lasketaan kutakin konsentraatiota vastaavat

piikkien korkeuksien (pinta-alojen) keskiarvot. Piirretddn kalibrointikdyrd merkiten piikkien korkeuksien
(pinta-alojen) keskiarvot y-akselille ja vastaavat konsentraatiot (pg/ml) x-akselille.

5.3.3 Niyteliuos

Injektoidaan 5.2.1 tai 5.2.2 kohdassa saatuja nédyteuutteita useita kertoja kdyttden samaa tilavuutta kuin
kalibrointiliuoksille ja maaritetddn lasalosid-natriumpiikkien korkeuksien (pinta-alojen) keskiarvo.

6. Tulosten laskeminen

Niyteliuosta (5.3.3) injektoimalla saatujen piikkien korkeuksien (pinta-alojen) keskiarvosta mddritetddn
lasalosid-natriumkonsentraatio (pg/ml) kalibrointikdyrin avulla.

6.1 Rehut

Naytteen lasalosid-natriumpitoisuus w (mg/kg) lasketaan seuraavalla kaavalla:

w ="V mg/kg]

m

jossa:

c= ndyteliuoksen (5.2.1) lasalosid-natriumkonsentraatio (ug/ml),

V.= 5.2.1 kohdan mukaisesti valmistetun ndyteuutteen tilavuus millilitroina (ts. 100 ml),
m = nayte-erdn paino (g).
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6.2 Esiseokset

Niytteen lasalosid-natriumpitoisuus w (mg/kg) lasketaan seuraavalla kaavalla:

w2 Vo xf [mg/kg]

m

jossa:
c= nidyteliuoksen (5.2.2) lasalosid-natriumkonsentraatio (ug/ml),
V,= 5.2.2 kohdan mukaisesti valmistetun ndyteuutteen tilavuus millilitroina (ts. 250 ml),
f= 5.2.2 kohdan mukainen laimennuskerroin,
m= nayte-erdn paino (g).
7. Tulosten validointi
7.1 Tutkittavan aineen tunnistaminen

Spektrofluorimetriaan  perustuvissa —menetelmissi on  vihemmdin  hiiriomahdollisuuksia  kuin
UV-mittauksissa. Tutkittavan aineen tunnistaminen voidaan varmentaa yhteiskromatografialla.

7.1.1 Yhteiskromatografia
Néyteuutteeseen (5.2.1 tai 5.2.2) lisitddn sopiva mdaird kalibrointilivosta (3.10.3). Lisityn lasalosid-
natriummdéidrin on oltava suunnilleen sama kuin ndyteliuoksesta mdéiritetty lasalosid-natriummadra.
Ainoastaan lasalosid-natriumpiikin korkeus saa kasvaa, kun otetaan huomioon seka lisitty maard lasalosid-

natriumia ettd nayteliuoksen laimeneminen. Piikin leveys puolivilissi korkeutta on oltava + 10 prosenttia
sellaisen nayteliuoksen piikin leveydestd, johon ei ole tehty lisdysta.

7.2 Toistettavuus
Kahden rinnakkaismairityksen vilinen ero samasta néytteesti ei saa olla suurempi kuin
— 15 % suuremmasta tuloksesta, kun lasalosid-natriumpitoisuus on 30-100 mg/kg,
— 15 mg/kg, kun lasalosid-natriumpitoisuus on 100-200 mg/kg,

— 7,5 % suuremmasta tuloksesta, kun lasalosid-natriumpitoisuus on yli 200 mg/kg.

7.3 Saanto
Sellaisen nollandytteen saannon, johon on lisitty médritettdvaa ainetta, on oltava vdhintddn 80 prosenttia.

Sellaisen esiseosndytteen saannon, johon on lisitty madritettdvdd ainetta, saannon on oltava vihintddn 90
prosenttia.

8. Laboratorioiden vilisen vertailun tulokset

Laboratorioiden vilinen vertailu (*) jirjestettiin siten, ettd 12 laboratoriossa tutkittiin 2 esiseosta (ndytteet
1 ja 2) ja 5 rehua (nédytteet 3-7). Kukin ndyte maédritettiin kaksi kertaa. Tulokset esitetddn seuraavassa

taulukossa.
Nayte 1 Nayte 2 Niyte 3 Nayte 4 Nayte 5 Niyte 6 Nayte 7
Kananre- | Kalkkunanre- | Kalkkunan- Kananre- | Kalkkunan- | Siipikar- | Siipikarjan-
hun esiseos | hun esiseos | rehupelletit hurakeet rehu janrehu A rehu B
L 12 12 12 12 12 12 12
n 23 23 23 23 23 23 23
Keskiarvo 5050 16 200 76,5 78,4 92,9 48,3 32,6
[mgkg]
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3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

3.7

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 4,00 537

sk [mg/kg] 286 883 3,85 7,32 5,29 3,47 3,49

CVi [%] 5,66 5,45 5,03 9,34 5,69 7,18 10,70
Nimellispi-

toi- 5000 (**) | 16000 (**) 80 (*¥) 105 (*¥) 120 (*¥) 50 () 35()
suus [mg/kg]

L= laboratorioiden lukumaara

n= yksittdisten tulosten lukumaira

S = toistettavuuden keskihajonta

Sr = uusittavuuden keskihajonta

CV.= toistettavuuden variaatiokerroin, %

CVg = uusittavuuden variaatiokerroin, %.

* Analyst, 1995, 120, s. 2175-2180

(**) Valmistajan ilmoittama pitoisuus

) Laboratoriossa valmistettu rehu.

H. AMPROLIUMHYDROKLORIDIN MAARITYS

1 [(4-amino-2-propyyli-5-pyrimidinyyli)metyyli]-2-metyylipyridiniumkloridihydrokloridi

Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmilld voidaan méirittdd amproliumin pitoisuus rehuissa. Toteamisraja on 1 mg/kg ja miiritysraja
5 mg/kg.

Periaate

Nidyte wuutetaan metanoli-vesiseoksella.  Uute laimennetaan liikkuvalla  faasilla, suodatetaan
kalvosuodattimella, ja amprolium méiritetddn korkean erotuskyvyn kationinvaihtonestekromatografialla
(HPLC) ja UV-detektorilla.

Reagenssit

Metanoli.

Asetonitriili, HPLC-laatua vastaava.
Vesi, HPLC-laatua vastaava.

Natriumdivetyfosfaattiliuos, ¢ = 0,1 mol/l.

Liuotetaan 13,80 g natriumdivetyfosfaattimonohydraattia veteen (3.3) 1 000 mln mittapullossa, tdytetddn
merkkiin asti vedelld (3.3) ja sekoitetaan.

Natriumperkloraattiliuos, ¢ = 1,6 mol/L.

Liuotetaan 224,74 g natriumperkloraattimonohydraattia veteen (3.3) 1000 mln mittapullossa, tiytetddn
merkkiin asti vedelld (3.3) ja sekoitetaan.

HPLC:ssd kaytettava likkkuva faasi (katso huomautus 9.1).

Asetonitriilin  (3.2), natriumdivetyfosfaattiliuoksen (3.4) ja natriumperkloraattiliuvoksen (3.5) seos,
450 + 450 + 100 (v + v + v). Suodatetaan ennen kayttod 0,22 pum:n kalvosuodattimella (4.3) ja poistetaan
kaasut (esim. ultraddnihauteessa (4.4) vihintddn 15 min).

Standardiyhdiste: puhdas amprolium, 1-[(4-amino-2-propyyli-5-pyrimidinyyli)-metyyli]-2-metyylipyridi-
niumkloridihydrokloridi, E 750 (katso 9.2 kohta).
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3.8

4.2

4.3

4.4

4.5

5.1

5.1.1

Amproliumstandardin kantaliuos, 500 pg/ml

Punnitaan 0,1 mg:n tarkkuudella 50 mg amproliumia (3.7) 100 ml:n mittapulloon, liuotetaan 80 ml:aan
metanolia (3.1), ja pullo pannaan 10 minuutiksi ultradgdnihauteeseen (4.4). Ultraddnikésittelyn jilkeen
liuoksen annetaan jadhtyd huoneenlimpotilaan, tiytetddn merkkiin asti vedelld ja sekoitetaan. Liuos sdilyy
< 4 °C:n lampétilassa yhden kuukauden.

Amproliumstandardin vilimuotoliuos, 50 ug/ml

Pipetoidaan 5,0 ml standardin kantalivosta (3.7.1) 50 mln mittapulloon, tdytetidn merkkiin asti
uuttoliuoksella (3.8) ja sekoitetaan. Liuos siilyy < 4 °C:n lampotilassa yhden kuukauden.

Kalibrointiliuokset

Siirretddn 0,5, 1,0 ja 2,0 ml standardin vilimuotoliuosta (3.7.2) 50 ml:n mittapulloihin. Taytetddn merkkiin
asti liikkuvalla faasilla (3.6) ja sekoitetaan. Namai liuokset vastaavat 0,5, 1,0 ja 2,0 pg/ml amproliumia.
Liuokset on valmistettava juuri ennen kiyttoa.

Uuttoliuos

Metanoli (3.1) -vesiseos 2 + 1 (v + v).
Vilineisto
HPLC-laitteisto, jossa voidaan injektoida 100 pl:n ndytteitd.

Nestekromatografiakolonni, 125 mm x 4 mm, kationinvaihtaja Nucleosil 10 SA, hiukkaskoko 5 pm tai 10
pm, tai vastaava.

Vaihtuva-aallonpituuksinen UV-detektori tai diodirividetektori.
Kalvosuodatin, PTFE:t4, 0,45 pm.

Kalvosuodatin, 0,22 pum.

Ultradgdnihaude.

Mekaaninen ravistelija tai magneettisekoitin.

Menettely

Yleistd

Nollarehu

Saantokokeen (5.1.2) toimivuuden madrittimiseksi on analysoitava nollarehu (nollaniyte), jotta varmistetaan,
ettei se sisdlld amproliumia tai mittausta héiritsevid aineita. Nollandytteen on oltava néytteen kaltainen, eikd
siind saa olla havaittavia mairid amproliumia tai héiritsevid aineita.

Saantokoe

Saanto on mddritettdvd analysoimalla nollandyte, johon on lisitty niytteen amproliumia ndytteen
amproliumpitoisuutta vastaava maard. Jotta saadaan 100 mg/kg amproliumia vastaava nayteliuos, siirretddn
10,0 ml standardin kantaliuosta (3.7.1) 250 ml:n erlenmeyerkolviin, ja liuos haihdutetaan noin 0,5 ml:ksi.
Lisitddn 50 g nollandytettd, sekoitetaan huolellisesti ja annetaan tasoittua 10 min sekoittaen useita kertoja
ennen uuttovaiheeseen (5.2) siirtymista.

Jos saatavilla ei ole ndytteen kaltaista nollaniytettd (katso 5.1.1), voidaan saantokoe suorittaa vaihtoehtoisesti
standardinlisdysmenetelmalld. Talloin analysoitavaan ndytteeseen lisdtddn suunnilleen néytteiden jo sisdltima
madrd amproliumia. Timd ndyte analysoidaan yhdessd varsinaisen ndytteen kanssa, ja saanto voidaan laskea
vihennyslaskulla.
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5.2 Uutto

5.2.1 Esiseokset (amproliumpitoisuus < 1 %) ja rehut

Punnitaan 0,01 gramman tarkkuudella 5-40 g ndytettd, riippuen sen amproliumpitoisuudesta, 500 ml:n
erlenmeyerkolviin ja lisitddan 200 ml uuttolivosta (3.8). Kolvi pannaan ultraddnihauteeseen (4.4) 15
minuutiksi. Otetaan kolvi ultraddnihauteesta, ravistellaan 1 tunnin ajan ravistelijassa tai sekoitetaan
magneettisekoittimella (4.5). Uutteesta otettu erd laimennetaan liikkuvalla faasilla (3.6) siten, ettd sen
amproliumpitoisuus on 0,5-2 ug/ml, ja sekoitetaan (katso 9.3). Suodatetaan 5-10 ml titd laimennettua
liuosta kalvosuodattimella (4.2). Tehddan HPLC-madritys (5.3).

5.2.2 Esiseokset (amproliumpitoisuus > 1 %)

Punnitaan 0,001 gramman tarkkuudella 1-4 g esiseosta, riippuen sen amproliumpitoisuudesta, 500 mln
erlenmeyerkolviin ja lisitddn 200 ml uuttolivosta (3.8). Kolvi pannaan ultraddnihauteeseen (4.4) 15
minuutiksi. Otetaan kolvi ultradgdnihauteesta, ravistellaan 1 minuutin ajan ravistelijassa tai sekoitetaan
magneettisekoittimella (4.5). Uutteesta otettu erd laimennetaan liikkuvalla faasilla (3.6) siten, ettd sen
amproliumpitoisuus on 0,5-2 pg/ml, ja sekoitetaan. Suodatetaan 5-10 ml titd laimennettua liuosta
kalvosuodattimella (4.2). Tehddin HPLC-mddritys (5.3).

53 HPLC-mddritys

5.3.1 Muuttujat:
Seuraavat ajo-olosuhteet ovat ohjeellisia ja niitd voidaan muuttaa, mikali ne antavat vastaavanlaiset tulokset.

Nestekromatografia-kolonni (4.1.1): 125 mm x 4 mm, kationinvaihtaja Nucleosil 10 SA, hiukkaskoko 5 tai
10 pm, tai vastaava

Liikkuva faasi (3.6): Asetonitriilin = (3.2), natrium-divetyfosfaattiliuoksen  (3,4) ja
natriumperkloraattiliuoksen (3.5) seos, 450 + 450 + 100 (v + v + v).

Virtausnopeus: 0,7-1 ml/min

Detektioaallonpituus: 264 nm

Injektiotilavuus: 100 pl

Kromatografiajirjestelmdn stabiilisuus tarkistetaan injektoimalla useita kertoja kalibrointiliuosta (3.7.3),
jonka konsentraatio on 1,0 pg/ml, kunnes piikkien korkeudet ja retentioajat pysyvit vakioina.

5.3.2 Kalibrointikdyra
Injektoidaan kutakin kalibrointiliuosta (3.7.3) useita kertoja ja lasketaan kutakin konsentraatiota vastaavat

piikkien korkeuksien (pinta-alojen) keskiarvot. Piirretddn kalibrointikdyrd siten, ettd y-akselilla ovat kalibroin-
tiliuosten piikkien korkeuksien (pinta alojen) keskiarvot ja x-akselilla vastaavat konsentraatiot (ug/ml).

5.3.3 Niyteliuos

Injektoidaan ndyteliuosta (5.2) useita kertoja kéyttden samaa injektiotilavuutta kuin kalibrointiliuoksille ja
médritetddn amproliumpiikkien korkeuksien (pinta-alojen) keskiarvo.

6. Tulosten laskeminen

Nayteliuoksen amproliumkonsentraatio (pug/ml) lasketaan piikkien korkeuksien (pinta-alan) keskiarvosta
kalibrointikéyran (5.3.2) avulla.

Naytteen amproliumpitoisuus w (mg/kg) lasketaan seuraavan kaavan avulla:

w ="t [mg /kg]
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jossa:
= uuttoliuoksen (3.8) tilavuus (ml) 5.2 kohdan mukaisesti (ts. 200 ml),
c= ndyteliuoksen (5.2) amproliumpitoisuus (pg/ml),
f= 5.2 kohdan mukainen laimennuskerroin,
m= ndyte-erdn paino (g).
7. Tulosten validointi
7.1 Tutkittavan aineen tunnistaminen

Tutkittavan aineen tunnistaminen voidaan varmentaa yhteiskromatografialla tai kayttimalld diodirivide-
tektoria, jolla verrataan niyteuutteen (5.2) ja 2,0 pg/ml sisaltavin kalibrointiliuoksen (3.7.3) spektreja.

7.1.1 Yhteiskromatografia

Nayteuutteeseen (5.2) lisitddn sopiva médra kalibrointiliuosta (3.7.3). Lisityn amproliumin méérin on oltava
samaa suuruusluokkaa kuin niyteuutteessa todettu amproliumin maara.

Ainoastaan amproliumin piikki saa kasvaa, kun otetaan huomioon seki lisitty maaré ettd uutteen laimennus.

Piikin leveys puolivilissd piikin korkeutta on oltava + 10 prosenttia sellaisen ndyteuutteen alkuperiisen
amproliumpiikin leveydestd, johon ei ole tehty liséysta.

7.1.2 Diodirividetektorimairitys

Tulokset arvioidaan seuraavien arviointiperusteiden mukaisesti:

a) Kromatogrammin piikkien huipusta mitattujen ndyte- ja standardispektrien maksimiabsorption
aallonpituuksien on oltava samat ilmaisinjdrjestelmidn erotuskyvyn mukaan mdidrdytyvissd rajoissa.
Diodirividetektorilla timd on tyypillisesti + 2 nm.

b) Vaililld 210-320 nm kromatogrammin piikkien huipun kohdalla saadut nayte- ja standardispektrit eivit
saa erota toisistaan niiltd spektrin osilta, joiden suhteellinen absorbanssi on 10-100 prosenttia. Tima
edellytys tdyttyy, kun maksimit ovat samat eikéd spektrien vélinen ero ole missddn kohdassa suurempi
kuin 15 prosenttia standardianalyytin absorbanssista.

) Vililli 210-320 nm néyteuutteesta saadut spektrit piikin nousun, huipun ja laskun kohdalla eivit saa
erota toisistaan niiltd spektrin osilta, joiden suhteellinen absorbanssi on 10-100 prosenttia. Tdma
edellytys tdyttyy, kun maksimit ovat samat eikd spektrien vilinen ero ole missdin kohdassa suurempi
kuin 15 prosenttia piikin huipun spektrin absorbanssista.

Jos jokin ndistd edellytyksistd ei tdyty, tutkittavan aineen esiintymisti ei ole vahvistettu.

7.2 Toistettavuus
Kahden rinnakkaismairityksen vilinen ero samasta néytteestd ei saa olla suurempi kuin
— 15 % suuremmasta tuloksesta, kun amproliumpitoisuus on 25-500 mg/kg,
— 75 mg/kg, kun amproliumpitoisuus on 500-1 000 mg/kg,

— 7,5 % suuremmasta tuloksesta, kun amproliumpitoisuus on yli 1 000 mg/kg.

7.3 Saanto

Sellaisen nollanidytteen saannon, johon on lisitty maritettdvad ainetta, on oltava vihintddn 90 prosenttia.

8. Laboratorioiden vilisen vertailun tulokset

Eri laboratorioissa analysoitiin kolme siipikarjan rehua (ndytteet 1-3), yksi kivenndisrehu (ndyte 4) ja yksi
esiseos (ndyte 5). Tulokset esitetddn seuraavassa taulukossa.
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9.1

9.2

9.3

(n’;?ﬁtfeﬁu) niyte 2 niyte 3 niyte 4 niyte 5
L 14 14 14 14 15
n 56 56 56 56 60
keskiarvo [mg/kg] - 45,5 188 5129 25140
s, [mg/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
CVg [%] - 6,47 6,27 5,19 3,00
nimellispitoi- - 50 200 5000 25000
suus [mg/kg]
L: laboratorioiden lukumairi
n: yksittdisten arvojen lukumaidra
Sy toistettavuuden keskihajonta
Cv.: toistettavuuden variaatiokerroin
Sk: uusittavuuden keskihajonta
CVg: uusittavuuden variaatiokerroin.

Huomautukset

Jos néytteessd on tiamiinia, tiamiinipiikki nikyy kromatogrammissa hiukan ennen amproliumpiikkia. Tissd
menetelmédssd amproliumin ja tiamiinin on erotuttava toisistaan. Jos ne eivit erotu tdssd menetelmdissi
kiytetylld kolonnilla (4.1.1), korvataan enintddn 50 prosenttia liikkuvan faasin (3.6) asetonitriiliosuudesta
metanolilla.

British Pharmacopoeian mukaan kloorivetyhappoon (¢ = 0,1 mol/l) tehdyn amproliumliuoksen (c =
0,02 mol/l) spektrissd on maksimit aallonpituuksilla 246 nm ja 262 nm. Absorbanssin on saavutettava arvo
0,84 aallonpituudella 246 nm ja 0,80 aallonpituudella 262 nm.

Uute on aina laimennettava liikkuvalla faasilla, koska muuten amproliumpiikin retentioaika voi muuttua
merkittdvisti ionivahvuuden muuttumisen johdosta.

. NARASIININ MAARITYS
Narasiinipitoisuuden mddritys tehdddn

— EN 17299 -standardin (Rehut. Néytteenotto ja analysointi. Lisdainepitoisuustasolla sekd 1 %:n
ja 3 %:n ristikontaminaatiotasoilla olevien sallittujen kokkidiostaattien ja alle lisdainepitoisuustasolla
olevien ei-rekisteroityjen kokkidiostaattien ja yksittdisen antibiootin seulonta ja mdarittiminen
rehuseoksesta suuren erotuskyvyn nestekromatografia — tandemmassaspektrometrilld (LC-MS/MS))
mukaisella méadritysmenetelmalld, tai

— ENISO 14183 -standardin (Rehut. Monensiinin, narasiinin ja salinomysiinin pitoisuuksien maéritys.
Nestekromatografinen menetelma kéyttden kolonnin jélkeistd derivointia) mukaisella menetelmalla.

J. NIKARBATSIININ MAARITYS
Nikarbatsiinipitoisuuden maritys tehddan

— EN 17299 -standardin (Rehut. Niytteenotto ja analysointi. Lisdainepitoisuustasolla sekd 1 %:n
ja 3 %:n ristikontaminaatiotasoilla olevien sallittujen kokkidiostaattien ja alle lisdainepitoisuustasolla
olevien ei-rekisteroityjen kokkidiostaattien ja yksittdisen antibiootin seulonta ja mdarittiminen
rehuseoksesta suuren erotuskyvyn nestekromatografia — tandemmassaspektrometrilld (LC-MS/MS))
mukaisella médritysmenetelmalld, tai
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— EN 15782 -standardin (Rehut. Nikarbatsiinin maddritys. Nestekaasukromatografimenetelmad)
mukaisella menetelmalla.

K. DEKOKINAATIN MAARITYS
Dekokinaattipitoisuuden madritys tehdédin

— EN 17299 -standardin (Rehut. Néytteenotto ja analysointi. Lisdainepitoisuustasolla sekd 1 %:n
ja 3 %:n ristikontaminaatiotasoilla olevien sallittujen kokkidiostaattien ja alle lisdainepitoisuustasolla
olevien ei-rekisteroityjen kokkidiostaattien ja yksittdisen antibiootin seulonta ja mdarittiminen
rehuseoksesta suuren erotuskyvyn nestekromatografia — tandemmassaspektrometrilld (LC-MS/MS))
mukaisella midritysmenetelmalld, tai

— EN 16162 -standardin (Rehut. Dekokinaatin mdéiritys nestekromatografisesti fluoresenssilla
toteamalla) mukaisella menetelmalla.

L. MONENSIININ MAARITYS
Monensiinipitoisuuden maaritys tehdédin

— EN 17299 -standardin (Rehut. Niytteenotto ja analysointi. Lisdainepitoisuustasolla sekd 1 %:mn
ja 3 %:n ristikontaminaatiotasoilla olevien sallittujen kokkidiostaattien ja alle lisdainepitoisuustasolla
olevien ei-rekisteroityjen kokkidiostaattien ja yksittdisen antibiootin seulonta ja mdaarittiminen
rehuseoksesta suuren erotuskyvyn nestekromatografia — tandemmassaspektrometrilld (LC-MS/MS))
mukaisella médritysmenetelmalld, tai

— ENISO 14183 -standardin (Rehut. Monensiinin, narasiinin ja salinomysiinin pitoisuuksien maaritys.
Nestekromatografinen menetelma kéyttden kolonnin jalkeistd derivointia) mukaisella menetelmalla.

M. SALINOMYSIININ MAARITYS
Salinomysiinipitoisuuden madritys tehddan

— EN 17299 -standardin (Rehut. Niytteenotto ja analysointi. Lisdainepitoisuustasolla sekd 1 %:n
ja 3 %:n ristikontaminaatiotasoilla olevien sallittujen kokkidiostaattien ja alle lisdainepitoisuustasolla
olevien ei-rekisteroityjen kokkidiostaattien ja yksittdisen antibiootin seulonta ja mdarittiminen
rehuseoksesta suuren erotuskyvyn nestekromatografia — tandemmassaspektrometrilld (LC-MS/MS))
mukaisella médritysmenetelmalld, tai

— ENISO 14183 -standardin (Rehut. Monensiinin, narasiinin ja salinomysiinin pitoisuuksien maaritys.
Nestekromatografinen menetelmi kéyttden kolonnin jalkeistd derivointia) mukaisella menetelmalla.

N. SEMDURAMISIININ MAARITYS
Semduramisiinipitoisuuden madritys tehddin

— EN 17299 -standardin (Rehut. Néytteenotto ja analysointi. Lisdainepitoisuustasolla sekd 1 %:n
ja 3 %:n ristikontaminaatiotasoilla olevien sallittujen kokkidiostaattien ja alle lisdainepitoisuustasolla
olevien ei-rekisteroityjen kokkidiostaattien ja yksittdisen antibiootin seulonta ja mdarittiminen
rehuseoksesta suuren erotuskyvyn nestekromatografia — tandemmassaspektrometrilld (LC-MS/MS))
mukaisella midritysmenetelmalld, tai

— EN 16158 -standardin (Rehut. Semduramisiinipitoisuuden mddritys. Nestekromatografinen
menetelmi kdyttden puuanalyysid) mukaisella menetelmalla.

O. EN-STANDARDIT

Seuraavat EN-standardit ovat merkityksellisid sovellettaessa asetuksen (EU) 2017/625 34 artiklan 2 kohdan a
alakohtaa:

EN ISO 30024 Rehut. Fytaasiaktiivisuuden méiritys

EN 17050 (Animal feeding stuffs — methods of sampling and analysis — Determination of iodine in animal
feed by ICP-MS), joka koskee jodin madritystd rehusta [CP-MS:1l4

EN 17550 (Animal feeding stuffs: Determination of carotenoids in animal compound feed and premixtures
by high performance liquid chromatography — UV detection (HPLC-UV)), joka koskee karotenoidien
madritystd rehuseoksista ja esiseoksista kayttden korkean suorituskyvyn nestekromatografiaa ja
UV-detektiota (HPLC-UV)

EN 15784 (Animal feeding stuffs: Methods of sampling and analysis — Detection and enumeration of Bacillus
spp), joka koskee Bacillus spp -bakteerin havaitsemista ja méadritystd rehusta

EN 15785 Rehut. Bifidobacterium -suvun bakteerien eristiminen ja madritys
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EN 15786 (Animal feeding stuffs: Methods of sampling and analysis Detection and enumeration of Pediococcus
spp), joka koskee Pediococcus spp -bakteerin havaitsemista ja madritystd rehusta

EN 15787 (Animal feeding stuffs: Methods of sampling and analysis — Detection and enumeration of
Lactobacillus spp. used as feed additive), joka koskee rehun lisdaineena kaytettdvin Lactobacillus spp
-bakteerin havaitsemista ja madritystd

EN 15788 (Animal feeding stuffs: Methods of sampling and analysis — Detection and enumeration of
Enterococcus (E. faecium) spp. used as feed additive), joka koskee rehun lisdaineena kéytettavan Enterococcus (E.
faecium) spp. -bakteerin havaitsemista ja maaritysta

EN 15789 (Animal feeding stuffs: Methods of sampling and analysis — Detection and enumeration of
Saccharomyces cerevisiae used as feed additive), joka koskee rehun lisdaineena kiytettdvin Saccharomyces
cerevisiae -mikro-organismin havaitsemista ja maaritysta

EN 15510 (Animal feeding stuffs: Methods of sampling and analysis — Determination of calcium, sodium,
phosphorus, magnesium, potassium, iron, zinc, copper, manganese, cobalt, molybdenum, and lead by ICP-
AES), joka koskee kalsiumin, natriumin, fosforin, magnesiumin, kaliumin, raudan, sinkin, kuparin,
mangaanin, koboltin, molybdeenin ja lyijyn madritystd rehusta ICP-AES:1l4, (rehun lisdaineiden koboltti ja
molybdeeni mairitystd varten)

EN 15621 (Animal feeding stuffs: Methods of sampling and analysis — Determination of calcium, sodium,
phosphorus, magnesium, potassium, sulphur, iron, zinc, copper, manganese and cobalt after pressure
digestion by ICP-AES), joka koskee kalsiumin, natriumin, fosforin, magnesiumin, kaliumin, rikin, raudan,
sinkin, kuparin, mangaanin ja koboltin mairitystd rehusta ICP-AES:lld painehajoituksen jdlkeen, (rehun
lisdaineen koboltti médritystd varten)

EN 16159 Rehut. Seleenin maddritys mikroaaltohajotuksen (hajottaminen 65-prosenttisella typpihapolla
ja 30-prosenttisella vetyperoksidilla) jilkeen atomiabsorptiospektrometri-vetymenetelmalld (HGAAS), (rehun
lisdaineen seleeni madritysta varten)

EN 17053: Rehut: Niytteenotto ja analysointi. Hivenaineiden, raskasmetallien ja muiden vastaavien
alkuaineiden médrittdminen rehusta ICP-MS:1ld (multimenetelmd) (rehun lisdaineiden koboltti, molybdeeni ja
seleeni madritystd varten)”
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LIITEV

"LIITEV

REHUJEN SISALTAMIEN HAITALLISTEN AINEIDEN VALVONNASSA KAYTETTAVAT MA ARITYSME-
NETELMAT

A. DIOKSIINIEN (PCDD/PCDF) JA PCB-YHDISTEIDEN PITOISUUKSIEN MAARITTAMINEN

1 LUKU
NAYTTEENOTTOMENETELMAT JA MAARITYSTULOSTEN TULKINTA

Soveltamisala ja mairitelmiit

Rehussa  olevien  polykloorattujen  dibentso-para-dioksiinien ~ (PCDD-yhdisteiden),  polykloorattujen
dibentsofuraanien (PCDF-yhdisteiden), dioksiinien kaltaisten polykloorattujen bifenyylien (PCB-yhdisteiden) (!) ja
muiden kuin dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden pitoisuuksien viralliseen tarkastukseen tarkoitetut ndytteet on
otettava liitteessd [ vahvistettujen sddnnosten mukaisesti. Rehuun tasaisesti jakautuneiden aineiden tai tuotteiden
valvontaan on sovellettava liitteessd I olevassa 5.1 kohdassa vahvistettuja mairda koskevia vaatimuksia. Talld
tavoin saatujen kokoomaniytteiden katsotaan edustavan erii tai osaerid, joista ne on otettu. Laboratoriondytteistd
madritettyjen pitoisuuksien perusteella arvioidaan, noudattavatko tutkittavat erdt niitd enimmaismairid, jotka on
vahvistettu direktiivissd 2002/32/EY.

Téssd osassa sovelletaan komission tdytintoonpanoasetuksen (EU) 2021/808 (3 liitteessd I vahvistettuja
médritelmia.

Kyseisten madritelmien lisaksi tissd osassa sovelletaan seuraavia maaritelmia:

() PCDD-yhdisteiden, PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden toksisuusekvivalenssikertoimia (Toxic Equivalency
Factor, TEF) koskeva taulukko: Thmisille aiheutuvan riskin arvioinnissa kiytettavit WHO:n toksisuusekvivalenssikertoimet (TEF)
perustuvat Genevessd kesdakuussa 2005 pidetyn Maailman terveysjarjeston (WHO) asiantuntijakokouksen péitelmiin (Martin van den
Berg et al., The 2005 World Health Organization Re-evaluation of Human and Mammalian Toxic Equivalency Factors for Dioxins and
Dioxin-like Compounds. Toxicological Sciences 93(2), 223-241 (2006)).

Kongeneeri TEF-arvo Kongeneeri TEF-arvo
Dibentso-p-dioksiinit (PCDD:t) ja Dioksiinien kaltaiset PCB-yhdisteetEi-orto-
dibentso-p-furaanit (PCDF:t) PCB-yhdisteet + mono-orto-PCB-yhdisteet
2,3,7,8-TCDD 1
1,2,3,7,8-PeCDD 1 Ei-orto-PCB-yhdisteet
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0,1 PCB 77 0,0001
1,2,3,6,7,8-HxCDD 0,1 PCB 81 0,0003
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0,1 PCB 126 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0,01 PCB 169 0,03
OCDD 0,0003 Mono-orto-PCB-yhdisteet
2,3,7,8-TCDF 0,1 PCB 105 0,00003
1,2,3,7,8-PeCDF 0,03 PCB 114 0,00003
2,3,4,7,8-PeCDF 0,3 PCB 118 0,00003
1,2,3,4,7,8-HxCDF 0,1 PCB 123 0,00003
1,2,3,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 156 0,00003
1,2,3,7,8,9-HxCDF 0,1 PCB 157 0,00003
2,3,4,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 167 0,00003
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01 PCB 189 0,00003
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01
OCDF 0,0003

Kéigltetyt lyhenteet: T = tetra; Pe = penta; Hx = heksa; Hp = hepta; O = okta; CDD = klooridibentsodioksiini; CDF = klooridibent-

sofuraani; CB = klooribifenyyli.

() Komission tdytintéonpanoasetus (EU) 2021/808, annettu 22 piivind maaliskuuta 2021, elintarviketuotantoeldimissd kéytettyjen
farmakologisesti vaikuttavien aineiden jidmien mairitysmenetelmien suorituskyvysti ja tulosten tulkinnasta sekd naytteenottomene-
telmisté ja pddtosten 2002/657EY ja 98/179/EY kumoamisesta (EUVL L 180, 21.5.2021, s. 84).
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‘Seulontamenetelmilld’ tarkoitetaan niiden néytteiden valitsemista, joissa PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien
kaltaisten PCB-yhdisteiden pitoisuudet ylittivdt enimmaisméddrit tai toimintarajat. Seulontamenetelmien on
mahdollistettava suuri ndytteenkasittelykapasiteetti, joka on kustannustehokas ja parantaa mahdollisuutta havaita
uusia tapauksia, joihin liittyy merkittdvid altistumis- ja terveysriskejd kuluttajien kannalta. Seulontamenetelmien
on perustuttava bioanalyyttisiin tai GC-MS-menetelmiin. Enimmiismédrin noudattamisen tarkastamiseksi
otetuista cut-off-arvon ylittavistd néytteistd saadut tulokset on tarkistettava tekemailld alkuperiisestd ndytteestd
taydellinen uusi analyysi varmistusmenetelmaa kayttimalla.

'Varmistusmenetelmilld’ tarkoitetaan menetelmid, joilla saadaan tdydelliset tiedot tai lisdtietoja, joiden
avulla PCDD/PCDF-yhdisteet ja dioksiinien kaltaiset PCB-yhdisteet voidaan tunnistaa ja madrittad yksiselitteisesti
enimmdistasolla tai tarvittaessa toimintarajalla. Tallaisia varmistusmenetelmid ovat korkean erotuskyvyn
kaasukromatografia/korkean erotuskyvyn massaspektrometria (GC-HRMS) tai kaasukromatografia/tandem-
massaspektrometria (GC-MS/MS).

2. Eriin tai osaerin enimmiismiirii koskevien vaatimusten mukaisuus

2.1 Muut kuin dioksiinien kaltaiset PCB-yhdisteet

Erd tai osaerd on enimmdaismadrin mukainen, jos PCB 28:n, PCB 52:n, PCB 101:n, PCB 138:n, PCB 153:n ja
PCB 180:n, jiljempand 'muut kuin dioksiinien kaltaiset PCB-yhdisteet’, summaa koskeva mdaritystulos ei ylitd
direktiivissa 2002/32/EY vahvistettua enimmaismaarad, kun otetaan huomioon laajennettu mittausepavarmuus ().
Erd tai osaerd ei ole direktiivissi 2002/32/EY vahvistetun enimmdiismairin mukainen, jos rinnakkaismaari-
tykselld (*) saatujen kahden suurimman maédritystuloksen keskiarvo () ylittdd enimmadisméddrdn selvisti, kun
otetaan huomioon laajennettu mittausepavarmuus, toisin sanoen vaatimustenmukaisuuden arvioinnissa kdytetdan
madritettyd pitoisuutta, josta on vahennetty laajennettu mittausepavarmuus.

Laajennettu mittausepdvarmuus lasketaan kayttien kattavuuskerrointa 2, jolloin luottamustaso on noin 95
prosenttia. Erd tai osaerd ei ole vaatimustenmukainen, jos mitattujen arvojen keskiarvo, josta on vihennetty
keskiarvon laajennettu mittausepavarmuus, ylittdd enimmaéismadran.

Edelld tdssi kohdassa mainittuja sddntojd sovelletaan virallista valvontaa varten otettujen néytteiden
médritystuloksiin. Toista asiantuntijalausuntoa tai vertaamista varten suoritettaviin médrityksiin sovelletaan
kansallisia sddntoja.

2.2 PCDD/PCDF-yhdisteet ja dioksiinien kaltaiset PCB-yhdisteet
Eri tai osaerd on enimmdismairin mukainen, jos tulos yhdestd analyysistd,

— joka on suoritettu seulontamenetelmalld, jossa vddrien vaatimustenmukaisten tulosten osuus on alle 5
prosenttia, osoittaa, ettei pitoisuus ylitd enimmaismaarad, joka on vahvistettu direktiivissa 2002/32/EY PCDD/
PCDF-yhdisteille sekd PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden summalle,

— joka on suoritettu varmistusmenetelmalld, ei ylitdi enimmdiismdirdd, joka on vahvistettu
direktiivissd 2002/32/EY PCDD/PCDF-yhdisteille sekdi PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-
yhdisteiden summalle, kun otetaan huomioon laajennettu mittausepavarmuus.

() Tarvittaessa on noudatettava asiakirjassa "Guidance Document on Measurement Uncertainty for Laboratories performing PCDD/F and
PCB Analysis using Isotope Dilution Mass Spectrometry” (https://food.ec.europa.eu/system/files/2017-05[animal-feed-guidance_docu
ment_pcdd-f_pcb_en.pdf) kuvattuja periaatteita.

(*) Rinnakkaismadritys: tarkasteltavien analyyttien erillinen maédrittiminen kéyttden toista osaa samasta homogenoidusta ndytteestd.
Yleisesti sovelletaan liitteessd II olevan C luvun 3 kohdassa vahvistettuja rinnakkaismadritystd koskevia vaatimuksia. Kuitenkin
menetelmissd, joissa kdytetddn *C-leimattua sisdistd standardia asianomaisten analyyttien osalta, rinnakkaismairitys on tarpeen
ainoastaan, jos ensimmdisen méirityksen tulos ei ole vaatimustenmukainen. Rinnakkaismédritys on tarpeen, jotta voidaan sulkea pois
mahdollinen sisdinen ristikontaminaatio tai niytteiden sekoittuminen vahingossa. Jos madritys suoritetaan kontaminaatiotapauksen
yhteydessd, varmistus rinnakkaismaaritykselld voidaan jittdd tekemittd, mikdli maaritykseen valitut néytteet Liittyvit jiljitettdvyyden
perusteella kontaminaatiotapaukseen ja havaittu maari ylittid huomattavasti enimmaismaarin.

() Suurimmat arvot: kunkin médrittimittd jadneen kongeneerin arvon oletetaan olevan maritysrajaa vastaava arvo. Pienimmat arvot:
kunkin maarittimatta jadneen kongeneerin arvon oletetaan olevan nolla. Valiarvot: kunkin madrittimaittd jadneen kongeneerin arvon
oletetaan olevan puolet midritysrajaa vastaavasta arvosta.
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Seulontamdiritysten osalta on vahvistettava cut-off-arvo sen mdédrittdmiseksi, noudattaako niyte niitd
enimmdaismadrid, jotka on vahvistettu joko PCDD/PCDF-yhdisteille tai PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien
kaltaisten PCB-yhdisteiden summalle.

Erd tai osaerd ei ole direktiivissi 2002/32/EY vahvistetun enimmdaismairidn mukainen, jos varmistusmenetelmai
kdyttden rinnakkaismaédritykselld () saatujen kahden suurimman maddritystuloksen keskiarvo () ylittad
enimmdaismairin selvisti, kun otetaan huomioon laajennettu mittausepavarmuus, toisin sanoen vaatimustenmu-
kaisuuden arvioinnissa kdytetddn médritettya pitoisuutta, josta on vdhennetty laajennettu mittausepavarmuus.

Laajennettu mittausepdvarmuus lasketaan kayttden kattavuuskerrointa 2, jolloin luottamustaso on noin 95
prosenttia. Erd tai osaerd ei ole vaatimustenmukainen, jos mitattujen arvojen keskiarvo, josta on vihennetty
keskiarvon laajennettu mittausepavarmuus, ylittdd enimmaismaaran.

PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden erillisten mdiritystulosten yhteenlaskettua
arvioitua laajennettua epdvarmuutta on kaytettdvi PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-
yhdisteiden pitoisuuksien summana.

Edelld tdssi kohdassa mainittuja sddnt6jd sovelletaan virallista valvontaa varten otettujen ndytteiden
madritystuloksiin. Oikeussuojaa ja vertaamista varten suoritettaviin maarityksiin sovelletaan kansallisia sddntoja.

Tulokset, jotka ylittivit direktiivin 2002/32/EY liitteessi II vahvistetut toimintarajat

Toimintarajojen avulla voidaan valita ndytteet niissd tapauksissa, joissa on tarpeen tunnistaa saastumisen lihde ja
toteuttaa toimia sen vihentdmiseksi tai poistamiseksi. Seulontamenetelmilld madritetdén tarkoituksenmukaiset
cut-off-arvot ndiden néytteiden valitsemiseksi. Jos ldhteen tunnistamiseksi ja saastumisen vahentimiseksi tai
poistamiseksi tarvitaan huomattavia ponnistuksia, toimintarajan ylittyminen on aiheellista vahvistaa rinnakkais-
madritykselld kdyttiden varmistusmenetelma ja ottaen huomioon laajennettu mittausepavarmuus ().

II LUKU

NAYTTEIDEN VALMISTUS JA VAATIMUKSET, JOTKA REHUSSA OLEVIEN DIOKSIINIEN (PCDD/PCDF) JA DIOKSIINIEN
KALTAISTEN PCB-YHDISTEIDEN PITOISUUKSIEN VIRALLISESSA VALVONNASSA KAYTETTYJEN MAARITYSME-
NETELMIEN ON TAYTETTAVA

Soveltamisala

Tadssd luvussa vahvistettuja vaatimuksia on sovellettava analysoitaessa rehua 2,3,7,8-substituoitujen
polykloorattujen dibentso-para-dioksiinien (PCDD:t) ja polykloorattujen dibentsofuraanien (PCDF:t) ja dioksiinien
kaltaisten polykloorattujen bifenyylien (dioksiinien kaltaiset PCB:t) pitoisuuksien virallista valvontaa varten ja kun
on kyse niytteiden valmistuksesta ja mairitysvaatimuksista muita sdantelytarkoituksia varten, mihin kuuluu myos
rehualan toimijan suorittama valvonta Euroopan parlamentin ja neuvoston asetuksen (EY) N:o 183/2005 ()
sddannosten mukaisuuden varmistamiseksi.

PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden esiintymistd rehussa voidaan valvoa kahdella
erityyppiselld méidritysmenetelmalli:

=

Yleisesti sovelletaan liitteessd 1I olevan C luvun 3 kohdassa vahvistettuja rinnakkaismdiritystd koskevia vaatimuksia. Kuitenkin
varmistusmenetelmissd, joissa kéytetddn C-leimattua sisdistd standardia asianomaisten analyyttien osalta, rinnakkaismdadritys on
tarpeen ainoastaan, jos ensimmdisen maédrityksen tulos ei ole vaatimustenmukainen. Rinnakkaismaaritys on tarpeen, jotta voidaan
sulkea pois mahdollinen sisdinen ristikontaminaatio tai néytteiden sekoittuminen vahingossa. Jos madritys suoritetaan kontaminaatio-
tapauksen yhteydessd, varmistus rinnakkaismairitykselld voidaan jdttdd tekemdttd, mikdli madritykseen valitut ndytteet liittyvat
jaljitettavyyden perusteella kontaminaatiotapaukseen ja havaittu maara ylittdd huomattavasti enimmaismédran.

’) Suurimmat arvot: toksisuusekvivalenttia TEQ laskettaessa oletetaan kunkin maarittimattd jadneen kongeneerin arvoksi madritysrajaa

vastaava arvo. Pienimmat arvot: TEQ:ta laskettaessa oletetaan kunkin maarittdmattd jadneen kongeneerin arvoksi nolla. Viliarvot:
TEQ:ta laskettaessa oletetaan kunkin médrittdimattd jadneen kongeneerin arvoksi puolet madritysrajaa vastaavasta arvosta.

) Toimintarajojen tarkistukseen liittyvddn rinnakkaisméaritykseen sovelletaan samoja kriteerejd ja vaatimuksia kuin enimmaismadriin,
ks. alaviite 5.

) Euroopan parlamentin ja neuvoston asetus (EY) N:o 183/2005, annettu 12 piivind tammikuuta 2005, rehuhygieniaa koskevista
vaatimuksista (EUVL L 35, 8.2.2005, s. 1).
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a) Seulontamenetelmit

Seulontamenetelmilld pyritddn valitsemaan ne naytteet, joissa PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten
PCB-yhdisteiden pitoisuudet ylittavit enimmaismaarit tai toimintarajat. Seulontamenetelmien on varmistettava
suuri néytteenkdsittelykapasiteetti, joka on kustannustehokas ja parantaa mahdollisuutta havaita uusia tapauksia,
joihin liittyy merkittdvid altistumis- ja terveysriskejd kuluttajien kannalta. Niiden soveltamisen tavoitteena on
oltava vddrien vaatimustenmukaisten tulosten vilttiminen. Niihin voi kuulua bioanalyyttisid menetelmid ja
GC-MS-menetelmid.

Seulontamenetelmit perustuvat maaritystuloksen ja cut-off-arvon keskiniiseen vertailuun ja antavat myonteisen
tai kielteisen viitteen siitd, ylittyyko enimmdismaird tai toimintaraja. PCDD/PCDF-pitoisuus sekd PCDD/PCDF-
yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden summa niytteissi, joiden epéillddn olevan enimmaismaarai
koskevien vaatimusten vastaisia, on madritettdva tai vahvistettava varmistusmenetelmén avulla.

Lisiksi seulontamenetelmit voivat antaa viitteen PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-
yhdisteiden pitoisuuksista ndytteessd. Sovellettaessa bioanalyyttisid seulontamenetelmid tulos ilmaistaan
bioanalyyttisind ekvivalentteina (BEQ), kun taas sovellettaessa fysikaalis-kemiallisia GC-MS-menetelmid se
ilmaistaan toksisuusekvivalentteina (TEQ). Seulontamenetelmien numeerisesti ilmoitetut tulokset soveltuvat
vaatimustenmukaisuuden, epdillyn vaatimustenvastaisuuden tai toimintarajojen ylittymisen osoittamiseen, ja ne
antavat viitteen pitoisuuksien vaihteluvalistd, kun suoritetaan jatkotoimia varmistusmenetelmin. Ne eivit sovellu
esimerkiksi taustapitoisuustasojen arvioimiseen, saannin arvioimiseen, pitoisuuksien kehityssuuntausten
seuraamiseen tai toimintarajojen ja enimmadismaarien uudelleenarviointiin.

b) Varmistusmenetelmdit

Varmistusmenetelmit mahdollistavat niytteessd esiintyvien PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten
PCB-yhdisteiden yksiselitteisen tunnistamisen ja mdadrittimisen ja antavat tdydelliset tiedot yksittdisten
kongeneerien tasolla. Sen vuoksi kyseisten menetelmien avulla voidaan valvoa enimmaiismaéarid ja toimintarajoja
sekd vahvistaa seulontamenetelmilld saadut tulokset. Lisiksi tuloksia voidaan kdyttdd muihin tarkoituksiin, kuten
matalien taustapitoisuustasojen maédrittdmiseen rehuvalvonnassa, kehityssuuntausten seuraamiseen, vdeston
altistumisen arvioimiseen ja tietokannan luomiseen enimmaiismairien ja toimintarajojen mahdollista uudelleenar-
viointia varten. Ne ovat merkittivii myds kongeneerijjakauman médrittimisessd, jotta mahdolliset
saastumisldhteet voidaan kartoittaa. Tallaiset menetelmit ovat GC-HRMS-menetelmid. Sen vahvistamiseksi,
noudattaako ndyte enimmaismédrdd koskevia vaatimuksia, voidaan kayttdd myos GC-MS/MS-menetelméa.

2. Tausta

TEQ-pitoisuudet lasketaan siten, ettd tietyssd naytteessd olevien yksittdisten aineiden pitoisuudet kerrotaan kunkin
aineen toksisuusekvivalenssikertoimella (TEF) (ks. I luvussa oleva alaviite 1) ja saadut maarit lasketaan yhteen,
jolloin tulokseksi saadaan dioksiinien kaltaisten yhdisteiden kokonaispitoisuus toksisuusekvivalentteina
ilmaistuna.

Téssd A osassa yksittdisen kongeneerin hyvaksytylld mairitysrajalla tarkoitetaan matalinta analyytin pitoisuutta,
joka voidaan mitata kohtuullisella tilastollisella varmuudella ja joka tdyttdd tunnistamista koskevat kriteerit, jotka
on kuvattu kansainvilisesti tunnustetuissa standardeissa, esimerkiksi standardissa EN 16215:2012 (Animal feed —
Determination of dioxins and dioxin-like PCBs by GC-HRMS and of indicator PCBs by GC-HRMS), joka koskee
dioksiinien ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden mairitystd rehuissa kiyttden GC-HRMS:44 ja indikaattori-
PCB-yhdisteiden mairitystd kayttden GC-HRMS:44, ja/tai tarkistetuissa EPA-menetelmissd 1613 ja 1668.

Yksittdisen kongeneerin hyviksytty maaritysraja voi olla

a) se ndyteuutteessa olevan analyytin pitoisuus, joka tuottaa kahdelle mitattavalle ionille mittalaitteessa vasteen,
jossa vihemmin herkén raakadatasignaalin signaali-kohinasuhde on 3:1; tai

b) jos signaali-kohinasuhteen laskelma ei teknisista syistd tuota luotettavia tuloksia, kalibrointikdyrilld oleva alin
pitoisuus, joka antaa hyviksyttavin (< 30 %) ja johdonmukaisen (mitattuna vahintddn niytesarjan alusta ja
lopusta) poikkeaman keskimairdisestd suhteellisesta vastekertoimesta, joka on laskettu kalibrointikdyrdn
kaikille pisteille kussakin néytesarjassa. Madritysraja (LOQ) lasketaan alimmasta pitoisuudesta ottaen
huomioon siséisten standardien saannot ja ndytteen maara.
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Bioanalyyttisilld seulontamenetelmilld ei saada tuloksia kongeneeritasolla, vaan ainoastaan viite (*) TEQ-tasosta
BEQ-arvona ilmaistuna sen vuoksi, ettd kaikki testivasteen tuottavassa ndyteuutteessa olevat yhdisteet eivit tiytd
kaikkia TEQ-periaatteen vaatimuksia.

Seulonta- ja varmistusmenetelmid voidaan kdyttda tietyn matriisin tarkastuksessa ainoastaan, jos menetelmit ovat
riittavat herkkid ja kykenevit luotettavasti havaitsemaan mairat toimintarajalla tai enimmaismadaralla.

Laadunvarmistusta koskevat vaatimukset
On toimittava ristikontaminaation vélttamiseksi kussakin néytteenoton ja analyysin vaiheessa.

Niytteet on varastoitava ja kuljetettava varastointiin soveltuvissa lasista, alumiinista, polypropyleenistd tai
polyetyleenistd valmistetuissa sdilidissa, jotka eivit vaikuta PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-
yhdisteiden pitoisuuksiin néytteissd. Paperip6lyjddmat on poistettava ndytesiliosta.

Niytteiden varastointi ja kuljetus on jdrjestettdvd niin, ettd rehunayte pysyy koskemattomana.

Jokainen laboratorionéyte jauhetaan tarvittaessa hienoksi ja sekoitetaan huolellisesti kayttden menetelmad, jonka
on osoitettu homogenoivan naytteen taydellisesti (esim. hienonnus 1 mmun siivildn ldpdiseviksi hiukkasiksi). Liian
kosteat ndytteet on kuivattava ennen hienontamista.

Reagenssit, lasitavarat ja laitteet on tarkistettava sen varalta, ettd ne voivat osaltaan vaikuttaa TEQ- ja BEQ-arvoihin
perustuviin tuloksiin.

On suoritettava ilman néytettd tehtdva nolla-analyysi, jossa kiydaan ldpi kaikki analyysin vaiheet.

Bioanalyyttisten menetelmien osalta maarityksessd kéytettavit lasitavarat ja livottimet on testattava sen
toteamiseksi, ettei niissd ole yhdisteitd, jotka voivat hiiritd kohdeyhdisteiden havaitsemista mittausalueella.
Lasitavarat on huuhdeltava liuottimilla tai kuumennettava limpétiloihin, jotka soveltuvat PCDD/PCDEF-
yhdisteiden, dioksiinien kaltaisten yhdisteiden ja lasitavaroiden pinnalta perdisin olevien hiirioitd aiheuttavien
yhdisteiden poistamiseen.

Uuttamisessa kdytettdvan ndytteen mairdn on oltava riittdvé, jotta tdytetddn vaatimukset, jotka koskevat riittdvin
matalaa mittausaluetta, joka kasittdd enimmdaismairien tai toimintarajojen suuruiset pitoisuudet.

Tarkasteltavien tuotteiden yhteydessi kdytettdviin néytteiden valmistusmenettelyihin on sovellettava
kansainvilisesti hyviksyttyjd suuntaviivoja (ts. EN ISO 6498).

Laboratorioita koskevat vaatimukset

Asetuksen (EU) 2017/625 sddnndsten mukaisesti laboratorioiden on oltava ISO/IEC-oppaan 58 mukaisesti
toimivan tunnustetun laitoksen hyviksymid, milld varmistetaan, ettd laboratoriot soveltavat analyyttistd laadunvar-
mistusta. Laboratorioiden hyviksynti on tehtdvd EN ISO/IEC 17025 -standardin mukaisesti. PCDD/PCDEF- ja PCB-
yhdisteiden analyysin mittausepdvarmuuden ja médritysrajojen arviointia koskevissa teknisissd ohjeissa (')
kuvattuja perjaatteita on noudatettava.

Laboratorion pitevyys osoitetaan sen osallistumisella jatkuvasti hyvin tuloksin laboratorioiden vilisiin
tutkimuksiin, jotka koskevat PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden mdrittdmistd
asianmukaisissa rehumatriiseissa ja pitoisuusalueilla.

Bioanalyyttiset menetelmit eivdt kohdistu suoraan TEF-jirjestelmddn sisiltyviin kongeneereihin. Nayteuutteessa voi olla muita
rakenteellisesti samankaltaisia AhR-aktiivisia yhdisteitd, jotka vaikuttavat kokonaisvasteeseen. Sen vuoksi bioanalyyttisilld
menetelmilld saadut tulokset eivit ole arvio ndytteen TEQ-arvosta vaan viite siiti.

"Guidance Document on Measurement Uncertainty for Laboratories performing PCDD[F and PCB Analysis using Isotope Dilution
Mass Spectrometry” [https://food.ec.europa.eu/system|/files/2017-05[animal-feed-guidance_document_pcdd-f_pcb_en.pdf],
"Guidance Document on the Estimation of LOD and LOQ for Measurements in the Field of Contaminants in Feed and Food” (https://
food.ec.europa.eu/system/files/2016-10/cs_contaminants_sampling_analysis-report_2004_en.pdf).
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4.3 Seulontamenetelmid naytteiden rutiinitarkastuksissa kayttavien laboratorioiden on tehtdva tiivistd yhteistyotd
varmistusmenetelmdd kayttdvien laboratorioiden kanssa laadunvalvonnan ja vaatimustenvastaisiksi epiltyjen
ndytteiden médritystuloksen varmistuksen osalta.

5. Perusvaatimukset dioksiinien (PCDD/PCDF) ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden mdiritysme-
nettelylle
5.1 Matala mittausalue ja mddritysrajat

Koska osa PCDD/PCDF-yhdisteistd on erittdin toksisia, ne on pystyttivd havaitsemaan jo femtogrammoina (107%¢)
ilmaistavan alueen ylemmilld arvoilla. Useimpien PCB-kongeneerien osalta madritysrajaksi riittdd nanogrammoina
(109 ilmaistava alue. Toksisempien dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden (erityisesti non-orto-substituoitujen
yhdisteiden) mittauksessa mittausalueen ala-arvojen on oltava pikogrammoina (107'2¢) ilmaistavan alueen alimpia
arvoja. Kaikkien muiden PCB-yhdisteiden osalta madritysrajaksi riittdd nanogrammoina (10~¢) ilmaistava alue.

5.2 Hyvi selektiivisyys (spesifisyys)

5.2.1 PCDD/PCDF-yhdisteet sekd dioksiinien kaltaiset PCB-yhdisteet on voitava erottaa lukuisista muista uuttamisessa
mukana tulevista ja mahdollisesti hairi6itd aiheuttavista yhdisteistd, joiden pitoisuudet voivat olla moninkertaisia
verrattuna tarkasteltavien analyyttien pitoisuuksiin. GC-MS-menetelmissd on pystyttdvd erottelemaan eri
kongeneerit, kuten toksiset kongeneerit (esim. seitseméntoista 2,3,7,8-substituoitua PCDD/PCDF-yhdistettd ja
kaksitoista dioksiinien kaltaista PCB-yhdistettd) muista kongeneereista.

5.2.2  Bioanalyyttisten menetelmien on kyettiva havaitsemaan kohdeyhdisteet PCDD/PCDF-yhdisteiden ja/tai dioksiinien
kaltaisten PCB-yhdisteiden summana. Naytteen puhdistamisella pyritddn poistamaan yhdisteet, jotka voivat
aiheuttaa vddrid vaatimustenvastaisia tuloksia, tai yhdisteet, jotka voivat heikentdd vastetta ja johtaa védriin
vaatimustenmukaisiin tuloksiin.

5.3 Hyvi tarkkuus (oikeellisuus ja tasmallisyys, biotestin korjattu saanto)

5.3.1 GC-MS-menetelmien osalta mairityksessd on pystyttivd antamaan patevd arvio aineen todellisesta pitoisuudesta
ndytteessd. Hyvd tarkkuus on vilttdimaton, jotta voidaan valttdd naytteen mddaritystuloksen hylkdiminen sen
perusteella, ettd madritetyn TEQ-arvon luotettavuus on heikko. Tarkkuus ilmaistaan oikeellisuutena (sertifioidusta
materiaalista mitatun tutkittavan aineen méirdn keskiarvon ja sertifioidun arvon erotus prosentteina tistd
arvosta) ja tasmdllisyytend (RSDy on uusittavissa olosuhteissa saaduista tuloksista laskettu suhteellinen standardi-
poikkeama).

5.3.2  Bioanalyyttisten menetelmien osalta on mdiritettivd biotestin korjattu saanto. Biotestin korjatulla saannolla
tarkoitetaan BEQ-arvoa, joka on laskettu TCDD:n tai PCB 126:n kalibrointikdyristd korjattuna nollandytteen
suhteen ja sen jilkeen jaettu varmistusmenetelmilld médritetylld TEQ-arvolla. Silld pyritddn korjaamaan sellaisia
tekijoitd kuin PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten yhdisteiden havikkid uuttamis- ja puhdistus-
vaiheissa, sellaisten mukana uuttuneiden yhdisteiden vaikutusta, jotka voivat voimistaa tai heikentdd vastetta
(agonistiset ja antagonistiset vaikutukset), kdyrdn sovituksen laatua tai TEF-arvojen ja suhteellisen voimakkuuden
(REP) arvojen vilisid eroja. Biotestin korjattu saanto lasketaan soveltuvista vertailundytteistd, joissa on edustava
kongeneerijakauma lahelld merkittavana pidettyd tasoa olevissa pitoisuuksissa.

5.4 Validointi enimmdispitoisuusalueella ja yleiset laadunvalvontatoimet

5.4.1 Laboratorioiden on osoitettava menetelmin suorituskyky enimmadispitoisuuksilla, esimerkiksi 0,5 x, 1 x ja 2 x
enimmdismédrd, ja rinnakkaismittausten hajonnan on oltava hyviksyttava validointimenettelyn ja rutiinianalyysin
aikana.

5.4.2  Sisiistd laadunvalvontaa varten on analysoitava sadnnoéllisesti nollandytteitd ja naytteitd, joihin on lisdtty analyyttid,
tai kontrollindytteitd (mieluiten sertifioiduilla vertailuaineilla, jos niitd on saatavilla). Nollandytteiden, ndytteiden,
joihin on lisitty analyyttid, tai kontrollindytteiden tulokset on kirjattava laadunvalvontakortteihin. Tulosten avulla
on varmistettava, ettd maaritysmenetelmien suorituskyky tayttdd vaatimukset.
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5.5

5.6

5.7

Madritysraja

Madritysrajan  (LOQ) vahvistaminen ei ole bioanalyyttisessi seulontamenetelmissd vilttdimdtontd, mutta
menetelmélld on pystyttivd erottamaan toisistaan nolla- ja cut-off-arvo. BEQ-arvon ilmoittamista varten on
vahvistettava raportointipitoisuus, jotta voidaan kisitelld néytteitd, joiden vaste alittaa titd pitoisuutta vastaavan
vasteen. On osoitettava, ettd raportointipitoisuus eroaa vihintddn kertoimella kolme sellaisen nollandytteen
pitoisuudesta, jonka vaste on mittausalueen alarajan alapuolella. Siksi se lasketaan néytteistd, jotka sisaltdvat
kohdeyhdisteitd noin vaaditun vihimmaispitoisuuden verran, eikd signaali-kohinasuhteesta tai nollamaarityksesta.

Varmistusmenetelmin méaritysrajan (LOQ) on oltava noin yksi viidesosa enimmaismaarasta.

Analyyttiset vaatimukset

Varmistus- tai seulontamenetelmistd saatujen luotettavien tulosten osalta TEQ- tai BEQ-arvon on tdytettdva
seuraavat vaatimukset enimmaéismadrilld, maaritettiin ne sitten TEQ-kokonaisarvoina tai BEQ-kokonaisarvoina (eli
PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden summana) tai erikseen PCDD/PCDF-yhdisteille
ja dioksiinien kaltaisille PCB-yhdisteille:

Seulonta bi.oa11.a.1yyttisin tai fysikaalis- Varmistusmenetelmit
kemiallisin menetelmin
Viirien vaatimustenmukaisten tulosten <5%
osuus (*)
Oikeellisuus -20%-+20%
Toistettavuus (RSD,) <20%
Kohtalainen tarkkuus (RSDg) <25% <15%

(*) enimmadismaarien osalta.

Seulontamenetelmid koskevat erityisvaatimukset

Seulontaan voidaan kiyttdd sekd GC-MS-menetelmid ettd bioanalyyttisid menetelmid. GC-MS-menetelmien on
taytettivdi 6 kohdassa esitetyt vaatimukset. Solupohjaisten bioanalyyttisten menetelmien erityisvaatimukset
esitetddn 7 kohdassa.

Seulontamenetelmid niytteiden rutiinitarkastuksissa kdyttivien laboratorioiden on tehtdvi tiivistd yhteistyotd
varmistusmenetelmai kéyttavien laboratorioiden kanssa.

Seulontamenetelmén suorituskyky on tarkistettava rutiinianalyysin aikana analyyttiselld laadunvalvonnalla ja
menetelmén jatkuvalla validoinnilla. Vaatimustenmukaisia tuloksia on valvottava jatkuvalla ohjelmalla.

Soluvasteen mahdollinen vaimentuminen ja sytotoksisuus on tarkistettava:

Rutiiniseurannassa 20 prosenttia nidyteuutteista mitataan sekd siten, ettd niihin on lisitty enimmaismaaraa tai
toimintarajaa vastaava pitoisuus 2,3,7,8-TCDD-yhdistettd, ettd lisddmattd kyseistd yhdistettd, milld tarkistetaan,
vaimentavatko niyteuutteessa olevat hiiritsevdt yhdisteet mahdollisesti médritysmenetelmdn vastetta. Mitattua
lisdysndytteen pitoisuutta verrataan sellaisen ndytteen pitoisuuden, johon ei ole lisitty analyyttid, ja lisatyn
pitoisuuden summaan. Jos timi mitattu pitoisuus on enemmadn kuin 25 prosenttia matalampi kuin laskettu
pitoisuuksien summa, se on indikaatio mahdollisesta signaalin vaimentumisesta, jolloin kyseiselle néytteelle on
tehtdvd GC-HRMS-varmistusanalyysi. Tuloksia seurataan laadunvalvontakorteilla.

Vaatimustenmukaisten ndytteiden laadunvalvonta:

Noin 2-10 prosenttia vaatimustenmukaisista néytteistd on varmistettava GC-HRMS-analyysilld ndytematriisista ja
laboratoriosta saadun kokemuksen mukaan.
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5.7.6  Vidrien vaatimustenmukaisten ndytteiden osuuden maarittiminen laadunvalvontatiedoista:

Enimmadismairin tai toimintarajan ylittdvien ja alittavien vdarien vaatimustenmukaisten tulosten osuus ndytteiden
seulonnassa on mddritettivd. Todellisten véirien vaatimustenmukaisten tulosten osuuden on oltava alle 5
prosenttia. Kun vaatimustenmukaisten ndytteiden laadunvalvonnasta on saatavissa vihintddn 20 vahvistettua
tulosta matriisia tai matriisiryhmdd kohti, viirien vaatimustenmukaisten ndytteiden osuutta koskevat
johtopddtokset on tehtdva kyseisestd tietokannasta. Vadrien vaatimustenmukaisten ndytteiden osuuden arviointia
varten tarvittavaan 20 tuloksen vihimmadismairdan voidaan sisillyttdd myos vertailutesteissd tai kontaminaatio-
tapausten yhteydessd analysoitujen ndytteiden ne tulokset, joissa pitoisuudet ovat enimmillidn esim. 2 x
enimmdéismadra. Naytteiden on katettava eri ndyteldhteitd edustavat yleisimmat kongeneerijakaumat.

Vaikka seulontamadrityksissi on mieluiten pyrittivd havaitsemaan toimintarajan ylittdvit néytteet, vadrien
vaatimustenmukaisten ndytteiden osuuden mairittdmisen kriteerind on enimmdistaso, kun otetaan huomioon
laajennettu mittausepavarmuus varmistusmenetelmassa.

5.7.7  Seulonnan mahdollisesti vaatimustenvastaiset tulokset on aina tarkistettava tekemalld alkuperdisestd ndytteestd
taydellinen uusi analyysi varmistusmenetelmalld. Nditd naytteitd voidaan myos kdyttdd védrien vaatimusten-
vastaisten tulosten osuuden arvioimiseen. Seulontamenetelmien osalta vddrien vaatimustenvastaisten tulosten
osuuden muodostavat ne tulokset, joiden on varmistusmenetelmalld vahvistettu olevan vaatimustenmukaisia,
vaikka edeltdvan seulonnan perusteella ndytteen on ilmoitettu olevan mahdollisesti vaatimustenvastainen.
Seulontamenetelmdn hydtyjen arvioinnin on perustuttava siihen, ettd vdirien vaatimustenvastaisten néytteiden
médrdd verrataan tarkistettujen ndytteiden kokonaismdirddn. Tdmdn osuuden pitdd olla niin pieni, ettd
seulontavilineen kaytostd on hyotyd.

5.7.8  Bioanalyyttisten menetelmien on validointiolosuhteissa tuotettava pdtevé indikaatio TEQ-tasosta, laskettuna ja
ilmaistuna BEQ-arvona.

Bioanalyyttisten menetelmien laboratorionsisdisen RSD,:n tulisi toistetuissa olosuhteissa tyypillisesti olla pienempi
kuin uusittavuus (RSDg).

6. Seulonnassa tai varmistuksessa kiytettivii GC-MS-menetelmii koskevat erityisvaatimukset

6.1 WHO-TEQ-tulosten suurimman ja pienimmdn arvon hyviksyttavit erot

Enimmiéismadrin tai tarvittaessa toimintarajojen ylityksen varmistuksessa suurimman ja pienimmin arvon ero saa
olla enintédin 20 prosenttia.

6.2 Saantojen valvonta

6.2.1 Midritysmenetelmdn validoimiseksi on aivan menetelmidn alussa eli esimerkiksi ennen uuttamista listtava

BC-leimattuja 2,3,7,8-kloorisubstituoituja sisdisia PCDD/PCDF-standardeja ja ’C-leimattuja dioksiinien kaltaisten
PCB-yhdisteiden sisiisid standardeja. On lisdttdvd vahintddn yhtd kongeneeria kutakin tetra—oktakloorattua PCDD/
PCDF-homologiryhmii kohden ja vihintddn yhtd kongeneeria kutakin dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden
homologiryhmii kohden (tai vaihtoehtoisesti vahintddn yhtd kongeneeria kutakin PCDD/PCDF-yhdisteiden ja
dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden valvonnassa kiytettyd massaspektrometrilli médritettyd ionia kohden).
Varmistusmenetelmien yhteydessd on kéytettdvd kaikkia 17:44 “C-leimattua 2,3,7,8-kloorisubstituoitua
sisdisti PCDD/PCDF-standardia ja kaikkia 12:ta "C-leimattua dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden sisdistd
standardia.

6.2.2  Suhteelliset vastekertoimet on asianmukaista kalibrointiliuosta kdyttden mdadritettdvd my6s niille kongeneereille,
joiden osalta ei lisitd *C-leimattua analogia.

6.2.3  Kasviperdisistd rehuista ja alle 10 prosenttia rasvaa sisaltdvistd eldinperdisistd rehuista otettuihin néytteisiin on
lisattava sisdiset standardit ennen uuttamista. Yli 10 prosenttia rasvaa sisdltavistd eldinperiisistd rehuista otettuihin
ndytteisiin ne on lisdttdvd joko ennen uuttamista tai rasvojen uuttamisen jilkeen. Uuttamisen tehokkuus on
validoitava asianmukaisesti sen mukaan, missi vaiheessa sisiiset standardit lisitdan.

6.2.4 Ennen GC-MS-analyysia on lisittdvd 1 tai 2 saantostandardia.
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6.2.5 Saantojen valvonta on vilttimatontd. Varmistusmenetelmissa yksittdisten sisdisten standardien saantojen on oltava
60-120 prosenttia. Yksittdisten kongeneerien pienemmit tai suuremmat saantoarvot voidaan hyvaksyi erityisesti
joidenkin hepta- ja oktakloorattujen dibentso-para-dioksiinien ja dibentsofuraanien osalta edellyttden, ettd niiden
vaikutus TEQ-arvoon on enintddn 10 prosenttia TEQ-arvon kokonaismddrdstd (perustana PCDD/PCDF-
yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden summa). GC-MS-seulontamenetelmissd saantojen on oltava
30-140 prosenttia.

6.3 Hairitsevien aineiden poistaminen

— PCDD/PCDF-yhdisteet on erotettava hiirioitd aiheuttavista klooratuista yhdisteistd — esimerkiksi muista kuin
dioksiinien kaltaisista PCB-yhdisteistd ja klooratuista bifenyylieettereistdi — soveltuvilla kromatografiatek-
niikoilla (mieluiten florisil-, alumiinioksidi- ja/tai hiilikolonneilla).

— Isomeerien erotuksen kaasukromatografian avulla on oltava < 25 prosentin laakso 1,2,3,4,7,8-HxCDF:n
ja 1,2,3,6,7,8-HxCDF:n vililla.

6.4 Kalibrointi standardikdyrin avulla

Kalibrointikdyran vaihteluvilin laajuuden on oltava riittdvd kattaakseen enimmdismdarien tai toimintarajojen
relevantin vaihteluvilin.

6.5 Varmistusmenetelmid koskevat erityisvaatimukset
— GC-HRMS:

HRMS-menetelmissi erotuskyvyn on yleensé oltava koko massa-alueella suurempi kuin 10 000 kiyttden 10
prosentin laakson méaritelmaa.

Tunnistamista ja varmistamista koskevien lisdkriteerien, jotka on kuvattu kansainvilisesti tunnistetussa
standardissa, esim. standardissa EN 16215:2012 (Animal feed — Determination of dioxins and dioxin-like
PCBs by GC-HRMS and of indicator PCBs by GC-HRMS) ja/tai tarkistetuissa EPA-menetelmissd 1613 ja 1668,
tayttyminen.

— GC-MS/MS:

Vahintddn kahden spesifisen prekursori-ionin valvonta, joista kummallakin on spesifinen vastaava
siirtymétuoteioni kaikilla leimatuilla ja leimaamattomilla analyyteilld tutkittavalla alueella.

Suhteellisten ioni-intensiteettien suurin sallittu toleranssi * 15 prosenttia valituilla siirtymétuoteioneilla
verrattuna laskettuihin tai mitattuihin arvoihin (kalibrointistandardien keskiarvo) identtisissi MS/MS-
olosuhteissa, etenkin tormaysenergian ja tormdayskaasupaineen suhteen, kullakin analyytin siirtymall.

Kunkin kvadrupolin erotuskyky asetetaan vihintddn yhtd suureksi tai paremmaksi kuin yksikkdmassare-
soluutio (yksikkomassaresoluutio: riittdva resoluutio kahden vierekkiisilld kokonaisilla massaluvuilla olevan
piikin  erottumiseksi) tarkasteltavana oleviin analyytteihin mahdollisesti kohdistuvien hdirididen
minimoimiseksi.

Lisakriteerien, jotka on kuvattu kansainvilisesti tunnistetussa standardissa, esim. standardissa EN 16215:2012
(Animal feed — Determination of dioxins and dioxin-like PCBs by GC-HRMS and of indicator PCBs by
GC-HRMY) ja/tai tarkistetuissa EPA-menetelmissd 1613 ja 1668, tdyttyminen, lukuun ottamatta velvoitetta
kayttad GC-HRMS-menetelmaa.

7. Bioanalyyttisii menetelmii koskevat erityisvaatimukset

Bioanalyyttiset menetelmit ovat menetelmid, jotka perustuvat biologisiin periaatteisiin, esimerkiksi solupohjaiset
mddritykset, reseptorimddritykset tai immunomdiritykset. Tdssi kohdassa vahvistetaan bioanalyyttisid
menetelmid koskevat yleiset vaatimukset.

Seulontamenetelman perusteella periaatteessa luokitellaan, onko néyte vaatimusten mukainen vai epéilldanko, ettei
se tdytd vaatimuksia. Laskettua BEQ-arvoa verrataan titd varten cut-off-arvoon (ks. 7.3 kohta). Jos nédytteen arvo
on alle cut-off-arvon, sitd pidetddn vaatimustenmukaisena. Jos néytteen arvo on yhta suuri tai suurempi kuin raja-
arvo, ndytteen epdillddn olevan vaatimusten vastainen, ja sille on tehtdvd analyysi varmistusmenetelmalld.
Kéytidnnossd cut-off-arvona voidaan pitdd BEQ-arvoa, joka on kaksi kolmasosaa enimmaismaaristd, edellyttden,
ettd védrien vaatimustenmukaisten tulosten osuus jad alle 5 prosentin ja ettd védrien vaatimustenvastaisten
tulosten osuus on hyviksyttivd. Koska PCDD/PCDF-yhdisteilli seki PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien
kaltaisten PCB-yhdisteiden summalla on erilliset enimmaiisméddrat, ndytteiden vaatimustenmukaisuuden
tarkistaminen ilman fraktiointitislausta edellyttdd, ettd PCDD/PCDF-yhdisteilld on tarkoituksenmukaiset cut-off-
arvot biotestejd varten. Toimintarajat ylittdvien néytteiden tarkastuksen yhteydessd cut-off-arvoksi soveltuu
tarkoituksenmukainen prosenttiosuus kustakin toimintarajasta.
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Jos indikatiivinen mdéird on ilmaistu BEQ-arvona, ndytteiden on sisillyttdvd mittausalueelle ja ylitettdvd
raportointiraja (ks. 7.1.1 ja 7.1.6 kohta).

7.1 Testivasteen arviointi

7.1.1 Yleiset vaatimukset

— Laskettaessa pitoisuuksia TCDD-kalibrointikdyran avulla kdyrdn ylapaissd olevissa arvoissa on suurta vaihtelua
(korkea variaatiokerroin, jdljempand 'CV’). Mittausalue on alue, jossa timd CV on alle 15 prosenttia.
Mittausalueen ala-arvo (raportointiraja) on asetettava nollaniytettd korkeammaksi soveltamalla vahintdin
kerrointa kolme. Mittausalueen yldarvo esitetddn yleensi ECg-arvona (70 % vaikuttavan pitoisuuden
enimmiismédrastd), mutta se on matalampi, jos CV on suurempi kuin 15 prosenttia tdlld vaihteluvalilld.
Mittausalue on maddritettdvd validoinnin aikana. Cut-off-arvojen (ks. 7.3 kohta) on oltava selvisti
mittausalueen sisalla.

— Standardiliuokset ja ndyteuutteet on testattava kolmena tai vahintddn kahtena rinnakkaismdairityksena.
Rinnakkaismaarityksid kaytettdessd mikrotitrauslevyn eri osista valituissa 4-6 kuopassa testatun standardi-
liuoksen tai varmistusuutteen on tuotettava vaste tai pitoisuus (mahdollinen vain mittausalueella), jossa CV
< 15 prosenttia.

7.1.2 Kalibrointi

7.1.2.1 Kalibrointi standardikdyran avulla

— Niytteissd olevat pitoisuudet on arvioitava vertaamalla testivastetta TCDD:n (tai PCB 126:n tai PCDD:n/PCDF:
n/dioksiinien kaltaisen PCB:n standardiseoksen) kalibrointikdyrddn ja laskemalla sen perusteella BEQ-arvo
uutteessa ja sitd kautta naytteessa.

— Kalibrointikayriin on sisillyttdva 8—12 pitoisuutta (ainakin rinnakkaismaarityksina) siten, ettd kdyran alapadssd
on riittdvésti pitoisuuksia (mittausalue). Erityistd huomiota on kiinnitettdva kdyrin sovitukseen mittausalueella.
R-arvolla sellaisenaan on vain vahdinen tai olematon arvo arvioitaessa epilineaarisen regression sovitusta.
Parempi sovitus saadaan aikaan minimoimalla laskettujen ja havaittujen méarien vilinen ero mittausalueella,
esimerkiksi minimoimalla nelioon korotettujen jadmien summa.

— Seuraavaksi niyteuutteen arvioitu pitoisuus on korjattava matriisi- tai liuotin-nollaniytteelle lasketun BEQ-
arvon (jotta otetaan huomioon epdpuhtaudet kdytetyistd liuottimista ja kemikaaleista) ja korjatun saannon
perusteella (lasketaan sellaisten soveltuvien vertailundytteiden BEQ-arvosta, joissa on edustava
kongeneerijakauma ldhelld enimmaismadrdd tai toimintarajaa olevilla pitoisuuksilla). Jotta saanto voidaan
korjata, korjatun saannon on oltava vaadittavan vaihteluvilin sisilld (ks. 7.1.4 kohta). Saannon korjaamisessa
kaytettdvien vertailundytteiden on tdytettdvi 7.2 kohdassa esitetyt vaatimukset.

7.1.2.2 Kalibrointi vertailundytteiden avulla

Vaihtoehtoisesti voidaan kayttdd kalibrointikdyrdd, joka on tuotettu vihintddn neljdn vertailundytteen avulla
(ks. 7.2.4 kohta): yksi matriisinolla ja kolme vertailundytettd, joiden pitoisuudet ovat 0,5 x, 1 x ja 2 x
enimmdaismadra tai toimintaraja, jolloin nollandytetti ja saantoa ei tarvitse korjata, jos vertailunaytteiden matriisin
ominaisuudet ovat samat kuin tuntemattomien néytteiden. Télloin testivaste, joka vastaa kaksi kolmasosaa
enimmdismadrastd (ks. 7.3 kohta), voidaan laskea suoraan ndistd ndytteistd ja sitd voidaan kiyttad cut-off-arvona.
Toimintarajat ylittdvien néytteiden tarkastuksen yhteydessd cut-off-arvoksi soveltuu tarkoituksenmukainen
prosenttiosuus kustakin toimintarajasta.

7.1.3 PCDD|PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden erillinen mdarittiminen

Uutteet voidaan jakaa PCDD/PCDF-yhdisteitd ja dioksiinien kaltaisia PCB-yhdisteité sisltaviin fraktioihin, jotta
PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden TEQ-arvot (BEQ:ina) voidaan ilmoittaa
erillisind. Dioksiinien kaltaisia PCB-yhdisteitd sisaltdvin fraktion tulosten arvioinnissa olisi kdytettdvd PCB 126:n
standardilla tuotettua kalibrointikayraa.
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7.1.6

7.2

7.2.1

7.2.2

7.2.3

7.2.4

7.3

Biotestien korjatut saannot

‘Biotestin korjattu saanto’ on laskettava soveltuvista vertailundytteistd, joissa kongeneerijakauma on lahelld
enimmadismadraa tai toimintarajaa, ja se ilmaistaan prosenttiosuutena BEQ-arvosta verrattuna TEQ-arvoon. Sen
mukaan, minkd tyyppisté testid ja TEF-arvoa (%) kdytetddn, dioksiinien kaltaisiin PCB-yhdisteisiin sovellettavien
TEF- ja REP-kertoimien viliset erot voivat johtaa siihen, ettd dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden korjatut
saannot ovat matalia PCDD/PCDF-yhdisteisiin verrattuna. Jos PCDD/PCDF-yhdisteille ja dioksiinien kaltaisille
PCB-yhdisteille tehdddn erillinen mairitys, biotestien korjatut saannot ovat sen vuoksi seuraavat: dioksiinien
kaltaisille PCB-yhdisteille 20-60 prosenttia ja PCDD/PCDF-yhdisteille 50-130 prosenttia (vaihteluvileji
sovelletaan TCDD:n kalibrointikdyrddn). Koska dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden vaikutus PCDD/PCDE-
yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden summaan voi vaihdella eri matriisien ja ndytteiden valilla,
biotestin korjatut saannot PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden summan osalta
heijastavat niitd vaihteluvilejd ja niiden on oltava 30-130 prosenttia. Jos unionin lainsddddnnossi ilmenee
merkittdvasti muutettuja PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden TEF-arvoja, kyseiset
vaihteluvilit on tarkistettava.

Saantojen valvonta puhdistusta varten

Yhdisteiden havikki puhdistuksen aikana on tarkistettava validoinnin yhteydessd. Nollandyte, johon on lisitty eri
kongeneerien seosta, on puhdistettava (vdhintdin n = 3), ja saanto ja vaihtelevuus on tarkistettava varmistusmene-
telmilld. Saannon on oltava 60-120 prosenttia etenkin niiden yhdisteiden osalta, joiden vaikutus eri seosten TEQ-
arvoon on enemmdn kuin 10 prosenttia.

Raportointiraja

BEQ-arvoista raportoimista varten on madritettivd raportointiraja relevanttien matriisindytteiden perusteella, joilla
on tyypillinen kongeneerijakauma, mutta ei standardien kalibrointikdyrin perusteella, koska kdyrdn ala-arvojen
tarkkuus ei ole riittdvd. Uuttamisen ja puhdistuksen vaikutukset on otettava huomioon. Raportointiraja on
asetettava nollandytettd korkeammaksi soveltamalla vdhintddn kerrointa kolme.

Vertailundytteiden kdytto

Vertailunéytteiden on edustettava ndytematriisia, kongeneerijakaumia ja pitoisuusalueita PCDD/PCDF-yhdisteiden
ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden osalta lihelld enimmaismaarid tai toimintarajaa olevilla pitoisuuksilla.

Kuhunkin testisarjaan on siséllytettdvd matriisinolla tai, jos se ei ole mahdollista, nollaniyte seka viitendyte, jonka
pitoisuus vastaa enimmdaismdardd tai toimintarajaa. Ndméd néytteet on uutettava ja testattava samanaikaisesti
identtisissd oloissa. Vertailundytteen vasteen on oltava selvisti kohonnut verrattuna nollaniytteeseen, jotta testin
soveltuvuus olisi taattu. Tallaisia ndytteitd voidaan kdyttdd nolla- ja saantokorjauksiin.

Saantokorjauksen suorittamiseen valittujen vertailundytteiden on edustettava testindytteitd, eli néytteiden
kongeneerijakaumat eivit saa johtaa méddrien aliarvioimiseen.

Lisiksi voidaan kayttdd esimerkiksi 0,5- ja 2-kertaista enimmaéismaédrdd tai toimintarajaa edustavia ylimaaraisid
vertailundytteitd, joilla osoitetaan testin toimivuus halutulla mittausalueella enimmaisméddrin tai toimintarajan
valvontaa varten. Yhdessd niitd niytteitd voidaan kiyttdd testindytteiden BEQ-arvojen laskemiseen
(ks. 7.1.2.2 kohta).

Cut-off-arvojen mddrittaminen

BEQ-arvoina ilmaistujen bioanalyyttisten tulosten ja TEQ-arvoina ilmaistujen varmistusmenetelmin tulosten
vélinen suhde on madritettdva esimerkiksi kalibroinnilla, jossa vertailundytteisiin, joissa on samanlainen matriisi,
on lisitty analyyttid 0 x, 0,5 x, 1 x ja 2 x enimmdéismaéird, ja jossa kukin ndyte mdadritetddn 6 kertaa (n = 24).
Korjauskertoimet (nolla ja saanto) voidaan arvioida timin suhteen perusteella, mutta ne on tarkistettava 7.2.2
kohdan mukaisesti.

(") Nykyiset vaatimukset perustuvat seuraavassa asiakirjassa julkaistuihin TEF-arvoihin: M. Van den Berg et al., Toxicol Sci 93 (2),
223-241 (2006).
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Cut-off-arvot on mddritettdvd sen arvioimiseksi, vastaako ndyte enimmdiismairid koskevia vaatimuksia, tai
tarvittaessa toimintarajojen valvontaa varten, ja vastaavat enimmadismaarat tai toimintarajat on vahvistettava joko
erikseen PCDD/PCDF-yhdisteille ja dioksiinien kaltaisille PCB-yhdisteille taikka PCDD/PCDF-yhdisteiden ja
dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden summalle. Niitd edustaa bioanalyyttisten tulosten jakauman alempi piste
(korjattuna nollan ja saannon suhteen), joka vastaa varmistusmenetelmidn pddtosrajaa 95 prosentin
luottamusrajalla, mikd tarkoittaa, ettd vadrien vaatimustenmukaisten tulosten osuus on < 5 prosenttia ja RSDy
< 25 prosenttia. Varmistusmenetelmin pditosraja on sama kuin enimmdismaidrd, kun otetaan huomioon
laajennettu mittausepavarmuus.

Cut-off-arvo (BEQ-arvona ilmaistuna) voidaan laskea 7.3.1, 7.3.2 tai 7.3.3 kohdassa esitetyn mallin avulla. (Katso
kuva 1.)

7.3.1  Kun kéytetddn 95 prosentin ennustevilin alempaa kaistaa varmistusmenetelmin pddtosrajalla

Cut — off —arvo = BEQ,, —s,, X t,n .\/1/n+1/m+ (x,—%)/0.

jossa

BEQp. varmistusmenetelmdn pditosrajaa vastaava BEQ, joka vastaa enimmdismadrda
laajennettu mittausepavarmuus huomioon ottaen

Syx jaannoksen keskihajonta

taf-ma Studentin kerroin (a = 5 %, f = vapausasteet, yksipuoliset)

m kalibrointipisteiden kokonaismaara (indeksi j)

n toistojen lukumiira kullakin tasolla

X; ndytteen pitoisuus (TEQ-arvona) kalibrointipisteessd i varmistusmenetelmalld
maadritettynd

; kaikkien kalibrointiniytteiden pitoisuuksien keskiarvo (TEQ-arvona)

Q.= Zm (x, —X)* nelidsummamuuttuja, i = kalibrointipisteen i indeksi.

xx -

7.3.2  Laskeminen (nollan ja saannon suhteen korjatuista) bioanalyyttisistd tuloksista, kun on analysoitu useita ndytteitd
(n > 6), jotka on kontaminoitu varmistusmenetelmin paitosrajalla, joka on mittaustulosten jakauman alempi piste
vastaavalla BEQ:n keskiarvolla:

Cut — off —arvo = BEQ,, — 1,64 x SD,

jossa

SDx biologisten madritystulosten keskihajonta kohdassa BEQp,, mitattuna laboratorionsisdisissd uusittavuu-
soloissa

7.3.3  Laskeminen bioanalyyttisten tulosten keskiarvona (BEQ-arvona, korjattuna nollan ja saannon suhteen), kun on
analysoitu useita ndytteitd (n > 6), jotka on kontaminoitu tasolla kaksi kolmasosaa enimmdaismairistd tai
toimintarajasta. Tamd perustuu havaintoon siitd, ettd kyseinen pitoisuus on 7.3.1 tai 7.3.2 kohdan mukaan
madritetyn cut-off-arvon lahistolla:

95 prosentin luottamustasoon perustuva cut-off-arvon laskenta, mika tarkoittaa, ettd vaidrien vaatimusten-
mukaisten tulosten osuus on < 5 prosenttia ja RSDy < 25 prosenttia:

1. kun kdytetddn 95 prosentin ennustevilin alempaa kaistaa varmistusmenetelman paatosrajalla.

2. kun on analysoitu useita ndytteitd (n > 6), jotka on kontaminoitu varmistusmenetelmén paatosrajalla, joka on
mittaustulosten jakauman alempi piste (jota Kuvassa 1 esittdd kellonmuotoinen kiyrd) vastaavalla BEQ:n
keskiarvolla.
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Cut-off-arvoja koskevat rajoitukset

BEQ-arvoihin perustuvat cut-off-arvot, jotka on laskettu validoinnin aikana saadusta RSDg-arvosta kayttamalld
rajallista méddrad naytteitd, joiden matriisit ja/tai kongeneerijakaumat ovat erilaisia, saattavat olla korkeammat kuin
TEQ-arvoihin perustuvat enimmdiismaidrat tai toimintarajat, koska tarkkuus on talléin parempi kuin
rutiinitesteissd, kun mahdollisten kongeneerijakaumien tuntematon spektri on tarkastettava. Talloin cut-off-arvot
on laskettava siten, ettd RSDy = 25 prosenttia, tai mieluiten on kéytettdva kaksi kolmasosaa enimmadismadristd tai
toimintarajasta.

Suorituskykyd koskevat tiedot

Koska bioanalyyttisissi menetelmissd ei voida kdyttdd sisdisid standardeja, bioanalyyttisten menetelmien
toistettavuus on testattava, jotta saadaan tietoja yksittdisen koesarjan sisdisestd ja koesarjojen vilisestd
keskihajonnasta. Toistettavuuden on oltava alle 20 prosenttia ja laboratorionsisdisen uusittavuuden on oltava alle
25 prosenttia. Taman on perustuttava BEQ-arvona ilmaistuihin laskettuihin mairiin nolla- ja saantokorjauksen
jalkeen.

Validointiprosessin yhteydessd on osoitettava, etti testilld pystytddn erottamaan toisistaan nolla- ja cut-off-arvo,
jolloin vastaavan cut-off-arvon ylittdvit ndytteet voidaan tunnistaa (ks. 7.1.2 kohta).

On midriteltdva kohdeyhdisteet, mahdolliset hdiriot sekd suurimmat hyvaksyttavit nollatasot.

Vasteen tai vasteesta lasketun pitoisuuden (mahdollista ainoastaan mittausalueella) prosentuaalinen keskihajonta
kunkin néyteuutteen kolminkertaisessa méirityksessd saa olla enintdin 15 prosenttia.

BEQ-arvoina ilmaistuja vertailundytte(idjen korjaamattomia tuloksia (nollandyte ja enimmadistasolla tai
toimintarajalla) kdytetddn bioanalyyttisen menetelmin suorituskyvyn arviointiin vakiomittaisella ajanjaksolla.
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7.4.6  Nollaniytteille ja kullekin vertailundytetyypille on luotava laadunvalvontakortit, jotka on tarkastettava. Niin
varmistetaan, ettd analyyttinen suorituskyky vastaa vaatimuksia. Tdmd koskee etenkin nollandytteiden ja
mittausalueen ala-arvojen vilistd vdhimmdiiseroa ja vertailundytteiden laboratorionsisdistd uusittavuutta.
Nollaniytteet on tarkastettava huolellisesti, jotta valtetddn vadrit vaatimustenmukaiset tulokset vihentimisen
yhteydessa.

7.4.7  Vaatimustenvastaisiksi epdillyille ndytteille ja 2-10 prosentille vaatimustenmukaisista ndytteistd (vdhintdan 20
ndytettd matriisia kohden) tehtyjen varmistusmenetelmien tulokset on koottava, ja niitd on kéytettiva seulontame-
netelmdn suorituskyvyn ja BEQ-arvon ja TEQ-arvon vilisen suhteen arvioimisessa. Titd tietokantaa voidaan
hyodyntéd rutiinindytteisiin sovellettavien cut-off-arvojen uudelleen arvioinnissa validoitujen matriisien osalta.

7.4.8  Menetelmidn hyvi suorituskyky voidaan osoittaa myos osallistumalla vertailutesteihin. Jos laboratorio kykenee
osoittamaan hyvin suorituskykynsa, vertailutesteissd analysoitujen néytteiden tulokset, joissa pitoisuudet ovat
enimmillddn esim. 2 x enimmdismdaird, voidaan sisdllyttdd védrien vaatimustenmukaisten naytteiden osuuden
arviointiin. Ndytteiden on katettava eri ndyteldhteitd edustavat yleisimmat kongeneerijakaumat.

7.4.9  Kontaminaatiotapauksissa cut-off-arvot voidaan arvioida uudelleen ottaen huomioon nédytematriisi ja tapauksessa
esiintyneet kongeneerijakaumat.

8. Tulosten raportointi
8.1 Varmistusmenetelmt

8.1.1 Mddritystuloksiin on sisillyttdva yksittdisten PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden
pitoisuudet ja TEQ-arvot on ilmoitettava pienimpind, suurimpina ja viliarvoina, jotta tulosten raportointiin
saadaan mukaan mahdollisimman paljon tietoja. Ndin tuloksia pystytddn tulkitsemaan kulloistenkin vaatimusten
mukaisesti.

8.1.2 Raportissa on my0s ilmoitettava PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden uuttamisessa
kéytetty menetelma.

8.1.3  Yksittdisten sisdisten standardien saantotiedot on ilmoitettava, jos saantojen arvot ovat 6.2.5 kohdassa mainitun
alueen ulkopuolella tai jos enimmaismaard ylittyy (talloin on ilmoitettava jommankumman rinnakkaismaarityksen
saantotiedot). Muissa tapauksissa ne on toimitettava pyydettdessa.

8.1.4 Koska laajennettu mittausepdvarmuus on otettava huomioon pidtettdessid ndytteen vaatimustenmukaisuudesta,
tiedot tdstd muuttujasta on ilmoitettava. Siksi madritystulos on ilmoitettava muodossa x +/- U, jossa x on
madritystulos ja U on laajennettu mittausepavarmuus, jossa kaytetddn kattavuuskerrointa 2, jolloin luottamustaso
on noin 95 prosenttia. Jos PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden pitoisuudet
madritetddn erikseen, PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden erillisten méaritystulosten
yhteenlaskettua arvioitua laajennettua epavarmuutta on kiytettdivdi PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien
kaltaisten PCB-yhdisteiden pitoisuuksien summana.

8.1.5 Tulokset on ilmaistava samoina yksikkoind ja vdhintddn yhtd monen merkitsevin numeron tarkkuudella kuin
direktiivilld 2002/32/EY vahvistetut enimmaismaarat.

8.2 Bioanalyyttiset seulontamenetelmit

8.2.1 Seulonnan tuloksen perusteella ndytteen ilmoitetaan olevan "vaatimustenmukainen” tai sen “epdillidn olevan
vaatimustenvastainen”.

8.2.2  Lisidksi indikatiivinen tulos voidaan ilmaista PCDD/PCDF-yhdisteiden ja/tai dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden
osalta BEQ-arvona eikd TEQ-arvona.

8.2.3  Jos ndytteen vaste on raportointirajan alapuolella, niytteelld ilmoitetaan olevan "raportointirajaa matalampi arvo”.
Jos ndytteen vaste on mittausalueen ylipuolella, ndytteelld ilmoitetaan olevan "mittausalueen ylittivd arvo” ja
mittausalueen yldarvoa vastaava pitoisuus ilmaistaan BEQ-arvona.

8.2.4  Kunkin ndytematriisityypin osalta raportissa on mainittava enimmaisméddrd tai toimintaraja, johon arviointi
perustuu.
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8.2.5

8.2.6

8.2.7

8.2.8

8.3

3.1

Raportissa on mainittava kéytetyn testin tyyppi, testin perusperiaate ja kalibrointimenetelma.

Raportissa on myos ilmoitettava PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden uuttamisessa
kéytetty menetelma.

Jos ndytteiden epiillddn olevan vaatimusten vastaisia, raporttiin on liitettdva selvitys toteutettavista toimenpiteista.
Jos néytteissd on merkittdvia PCDD/PCDF-pitoisuuksia sekdi PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten
PCB-yhdisteiden summan pitoisuuksia, kohonneet pitoisuudet on mddritettivd tai vahvistettava varmistusme-
netelman avulla.

Vaatimustenvastaiset tulokset on ilmoitettava vain varmistusméarityksesta.
Fysikaaliskemialliset seulontamenetelmit

Seulonnan tuloksen perusteella niytteen ilmoitetaan olevan “vaatimustenmukainen” tai sen "epiillidn olevan
vaatimustenvastainen”.

Kunkin niytematriisityypin osalta raportissa on mainittava enimmdaismadrd tai toimintaraja, johon arviointi
perustuu.

Lisiksi voidaan antaa yksittdisten PCDD/PCDF-kongeneerien ja [tai dioksiinien kaltaisten PCB-kongeneerien
pitoisuudet ja TEQ-arvot ilmoitettuina pienimpind, suurimpina ja véliarvoina. Tulokset on ilmaistava samoina
yksikkoind ja vdhintddn yhtd monen merkitsevin numeron tarkkuudella kuin direktiivilldi 2002/32/EY vahvistetut
enimmdismadarat.

Yksittdisten sisdisten standardien saantotiedot on ilmoitettava, jos saantojen arvot ovat 6.2.5 kohdassa mainitun
alueen ulkopuolella tai jos enimmaismaird ylittyy (tdlloin on ilmoitettava jommankumman rinnakkaismarityksen
saantotiedot). Muissa tapauksissa ne on toimitettava pyydettdessa.

Raportissa on mainittava sovellettu GC-MS-menetelma.

Raportissa on myos ilmoitettava PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden uuttamisessa
kaytetty menetelmd.

Jos néytteiden epdillddn olevan vaatimusten vastaisia, raporttiin on liitettdva selvitys toteutettavista toimenpiteista.
Jos ndytteissi on merkittdvia PCDD/PCDF-pitoisuuksia seki PCDD/PCDF-yhdisteiden ja dioksiinien kaltaisten
PCB-yhdisteiden summan pitoisuuksia, kohonneet pitoisuudet on mddritettdva tai vahvistettava varmistusme-
netelmédn avulla.

Vaatimustenvastaisuus voidaan vahvistaa vasta varmistusmaarityksen jalkeen.

III LUKU

NAYTTEIDEN VALMISTUS JA VAATIMUKSET, JOTKA REHUSSA OLEVIEN MUIDEN KUIN DIOKSIINIEN KALTAISTEN PCB-

YHDISTEIDEN VIRALLISESSA VALVONNASSA KAYTETTYJEN MAARITYSMENETELMIEN ON TAYTETTAVA

Soveltamisala

Téssd luvussa vahvistettuja vaatimuksia on sovellettava analysoitaessa rehua muiden kuin dioksiinien kaltaisten
PCB-yhdisteiden pitoisuuksien virallista valvontaa varten ja kun on kyse naytteiden valmistuksesta ja maaritysvaati-
muksista muita sddntelytarkoituksia varten, mihin kuuluvat myos rehualan toimijan suorittamat tarkastukset
asetuksen (EY) N:o 183/2005 sddnnosten mukaisuuden varmistamiseksi.

Soveltuvat osoitusmenetelmit

Kaasukromatografia-elektronisieppausdetektio (GC-ECD), GC-LRMS, GC-MS/MS, GC-HRMS tai vastaavat
menetelmit.

Tarkasteltavana olevien analyyttien tunnistus ja varmistus

Suhteellinen retentioaika verrattuna sisdisiin standardeihin tai vertailustandardeihin (hyviksyttavd poikkeama +/-
0,25 %).
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3.2 Muiden kuin dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden erottaminen mittausta héiritsevisté aineista ja eritoten mukana
eluoituvista PCB-yhdisteistd kaasukromatografian avulla, erityisesti jos ndytteiden pitoisuudet ovat laillisissa
rajoissa, ja vaatimustenvastaisuus on vahvistettava ().

3.3 GC-MS-tekniikkaa koskevat vaatimukset
Vihintdin seuraavan molekyyli-ionien tai molekyyliklusterin tunnusomaisten ionien lukumairin valvonta:
a) kaksi spesifistd ionia HRMS-menetelmissa,
b) kolme spesifistd ionia LRMS-menetelmassa,

c) kaksi spesifistd prekursori-ionia, joista kummallakin on yksi spesifinen vastaava siirtymatuoteioni, MS-MS-
menetelméssa.

Suurimmat sallitut toleranssit valikoitujen massafragmenttien maarien suhteille:

Valikoitujen massafragmenttien méirisuhteen suhteellinen poikkeama teoreettisesta maidristd tai kohdeionin
(runsaimmin esiintyvd mitattu ioni) ja sekundaaris(t)en ioni(e)n kalibrointistandardista: * 15 prosenttia.

3.4 GC-ECD-tekniikoita koskevat vaatimukset

Enimmadismairdn ylittdvat tulokset on varmistettava kahdella kaasukromatografikolonnilla, joiden stationda-
rifaasin polariteetti on erilainen.

4, Menetelmiin suorituskyvyn osoittaminen
Menetelmén suorituskyky on validoitava enimmaismaaran vaihteluvalilld (0,5-2 x enimmdéismaird), ja toistettujen
mittausten variaatiokertoimen on oltava hyviksyttivi (ks. 9 kohta, kohtalaista tarkkuutta koskevat vaatimukset).
5. Miiritysraja
Muiden kuin dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden LOQ-arvojen summa (%) ei saa olla suurempi kuin kolmasosa
enimmadismaarastd (V).
6. Laadunvalvonta
Nollaniytteiden sddnnollinen mittaus; sellaisten ndytteiden analyysi, joihin on lisitty analyyttid; laadunvalvonta-
ndytteet; osallistuminen asianomaisia matriiseja koskeviin laboratorioiden vilisiin tutkimuksiin.

7. Saantojen valvonta

7.1 On kdytettdvd sopivia sisdisid standardeja, joiden fysikaalis-kemialliset ominaisuudet ovat vastaavat kuin
tarkasteltavana olevilla analyyteilld.

7.2 Sisdisten standardien lisiiminen:

Lisddminen tuotteisiin (ennen uuttoa ja puhdistusta).

7.3 Vaatimukset menetelmille, joissa kaytetddn kaikkia kuutta isotooppileimattua muiden kuin dioksiinien kaltaisten
PCB-yhdisteiden kongeneeria:

a) tulokset on oikaistava sisdisten standardien saantojen suhteen,
b) isotooppileimattujen sisdisten standardien saantojen on oltava 60120 prosenttia;

¢) pienemmit tai suuremmat saannot voidaan hyvaksya yksittéisille kongeneereille, jos niiden osuus muiden kuin
dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden yhteismédaristd on alle 10 prosenttia.

() Mukana eluoituvia samantyyppisid kongeneereja ovat usein esimerkiksi PCB 28/31, PCB 52/69 ja PCB 138/163/164. GC-MS-
menetelmien osalta on otettava huomioon myds mahdolliset useampia klooriatomeja sisiltivien molekyylien osien aiheuttamat
hairiot.

(" Tarvittaessa on noudatettava asiakirjassa "Guidance Document on the Estimation of LOD and LOQ for Measurements in the Field of
Contaminants in Feed and Food” (https://data.europa.eu/doi/10.2787/8931) kuvattuja periaatteita.

(**) On erittdin suositeltavaa, ettd reagenssinolla vaikuttaa vain vihin néytteessd olevan kontaminantin tasoon. Laboratorion on seurattava
nollatasojen vaihtelua etenkin, jos nollatasot vihennetdan mittausarvoista.
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7.4

7.5

10.

10.1

10.2

10.3

10.4

10.5

Vaatimukset menetelmille, joissa ei kdytetd kaikkia kuutta isotooppileimattua sisdistd standardia tai muuta sisdistd
standardia:

a) sisdisten standardien saannot on tarkastettava kaikista ndytteista,
b) sisdisten standardien saantojen on oltava 60—120 prosenttia;

¢) tulokset on oikaistava sisdisten standardien saantojen suhteen.

Leimaamattomien kongeneerien saannot tarkastetaan sellaisten naytteiden avulla, joihin on lisitty analyyttid, tai
laadunvalvontaniytteiden avulla, joiden pitoisuudet ovat enimmdismadrin vaihteluvililld. Néiden yhdisteiden
hyvaksyttavit saannot ovat 60-120 prosenttia.

Laboratorioita koskevat vaatimukset

Asetuksen (EU) 2017/625 sdannosten mukaisesti laboratorioiden on oltava ISO[IEC-oppaan 58 mukaisesti
toimivan tunnustetun laitoksen hyviksymid, milld varmistetaan, ettd laboratoriot soveltavat analyyttistd laadunvar-
mistusta. Laboratorioiden hyviksyntd on tehtavd EN ISO/IEC 17025 -standardin mukaisesti. PCB-yhdisteiden
analyysin mittausepdvarmuuden ja mddritysrajojen arviointia koskevissa teknisissd ohjeissa (1) kuvattuja
periaatteita on noudatettava.

Suorituskykyd koskevat tiedot: kriteerit, jotka koskevat muiden kuin dioksiinien kaltaisten PCB-
yhdisteiden summaa enimmiismaiirin tasolla

Isotooppilaimenn.usmassaspektrome— Muut menetelmit
tria (%)
Oikeellisuus -20%—-+20% -30%-+30%
Kohtalainen tarkkuus (RSD %) <15% <20%
Suurimman ja pienimmadn arvon erotus <20% <20%

(*) Kaikkien kuuden "*C-leimatun analogin kéyttod sisdisind standardeina edellytetdan.

Tulosten raportointi

Médritystuloksiin on sisillyttdva yksittdisten muiden kuin dioksiinien kaltaisten PCB-yhdisteiden pitoisuudet ja
kyseisten PCB-yhdisteiden pitoisuuksien summa on ilmoitettava pienimpini, suurimpina ja viliarvoina, jotta
tulosten raportointiin saadaan mukaan mahdollisimman paljon tietoja. Néin tuloksia pystytddn tulkitsemaan
kulloistenkin vaatimusten mukaisesti.

Raportissa on ilmoitettava PCB-yhdisteiden uuttamisessa kdytetty menetelma.

Yksittdisten sisdisten standardien saantotiedot on toimitettava, jos saantojen arvo on 7 kohdassa tarkoitetun alueen
ulkopuolella tai jos enimmaéismaira ylittyy. Muissa tapauksissa ne on toimitettava pyydettdessa.

Koska laajennettu mittausepiavarmuus on otettava huomioon péitettdessi ndytteen vaatimustenmukaisuudesta,
tiedot kyseisestd muuttujasta on my6s ilmoitettava. Siksi médritystulos on ilmoitettava muodossa x +/- U, jossa x
on mddritystulos ja U on laajennettu mittausepavarmuus, jossa kdytetddn kattavuuskerrointa 2, jolloin
luottamustaso on noin 95 prosenttia.

Tulokset on ilmaistava samoina yksikkéind ja vdhintddn yhtd monen merkitsevin numeron tarkkuudella kuin
direktiivilld 2002/32/EY vahvistetut enimmaismaarat.

(") Ks. alaviite 9.
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B. EN-STANDARDIT
Seuraavat EN-standardit ovat merkityksellisid sovellettaessa asetuksen (EU) 2017/625 34 artiklan 2 kohdan a alakohtaa:

EN 17194: Rehut. Néytteenotto- ja analysointimenetelmat. Deoksinivalenolin, aflatoksiini B1:n, fumonisiini B1:n ja B2:n,
T-2- ja HT-2-toksiinien sekd zearaleonin ja okratoksiini Amn mddrittiminen rehuaineissa ja rehuseoksissa
nestekromatografi-massaspektrometrisesti (LC-MS/MS)

EN 17270: Rehut. Niytteenotto- ja analysointimenetelmit. Teobromiinin médrittdiminen nestekromatografialla
rehuaineissa ja rehuseoksissa kaakaopohjaiset ainesosat mukaan lukien.

EN 17504 (Animal feeding stuffs: Methods of sampling and analysis. Determination of gossypol in cotton seed and feeding
stuff by LC-MS/MS), joka koskee gossypolin madritystd puuvillansiemenissd ja rehuissa LC-MS/MS:11d

EN 17362 (Animal feeding stuffs: Methods of sampling and analysis — Determination of pentachlorophenol (PCP) in feed
materials and compound feed by LCMS/MS), joka koskee pentakloorifenolin (PCP) mddritystd rehuissa ja
rehuseoksissa LCMS/MS:1ld

EN 16279: Rehut. Fluoridipitoisuuden mairitys suolahappokasittelyn jilkeen ionisensitiivistd elektrodimenetelmaa (ISE)
kayttien

EN 17053: Rehut: Niytteenotto ja analysointi. Hivenaineiden, raskasmetallien ja muiden vastaavien alkuaineiden
madrittiminen rehusta [CP-MS:114 (multimenetelmd)

EN 15550 (Animal feeding stuffs — Methods of sampling and analysis — Determination of cadmium and lead by graphite
furnace atomic absorption spectrometry (GF-AAS) after pressure digestion), joka koskee kadmiumin ja lyijyn madritystd
rehustaa grafiittiuvuniatomiabsorptiospektrometrialla (GF-AAS) painehajoituksen jilkeen

EN 16206 Rehut. Arseenin mdiritys mikroaaltohajotuksen (hajottaminen 65 % typpihapolla ja 30 % vetyperoksidilla)
jalkeen atomiabsorptiospektrometri-vetymenetelmalld (HGAAS)

EN 16277 Rehut. Elohopean mairitys mikroaaltohajotuksen (uutto 65 % typpihapolla ja 30 % vetyperoksidilla) jalkeen
kylmdhoyryatomiabsorptiospektrometrimenetelmalld (CVAAS)

EN 16278 Rehut. Epdorgaanisen arseenin mddritys mikroaaltohajotuksen ja kiintedfaasiuuton jilkeen atomiabsorptios-
pektrometri-vetymenetelmalld (HGAAS)

EN 17374 (Animal feeding stuffs: Methods of sampling and analysis — Determination of inorganic arsenic in animal feed by
anion-exchange HPLC-ICP-MS), joka koskee epdorgaanisen arseenin mdadritystd rehusta anioninvaihto-HPLC-ICP-MS:114”
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LITE VI

"LIITE VII

SIIPIKARJAN REHUJEN ENERGIA-ARVON LASKENTAMENETELMA

1. ENERGIA-ARVON LASKENTAMENETELMA JA ILMOITTAMINEN

Siipikarjan rehuseosten energia-arvo on laskettava jiljempina olevan kaavan mukaisesti tiettyjen rehun ravintoaineiden
prosenttiosuuksien perusteella. Energia-arvo ilmoitetaan typen suhteen korjattuna muuntokelpoisena energiana (ME)
kayttien yksikkod megajoule (MJ) rehuseoskiloa kohti:

MJ/kg ME:td = 0,1551 x raakavalkuaisprosentti + 0,3431 x raakarasvaprosentti + 0,1669 x tirkkelysprosentti + 0,1301
= kokonaissokeriprosentti (sakkaroosina ilmaistuna).
2. SALLITUT POIKKEAMAT ILMOITETUISTA ENERGIA-ARVOISTA

Jos virallisessa tarkastuksessa kay ilmi, ettd tarkastuksen perusteella saatu ja ilmoitettu energia-arvo poikkeavat toisistaan
(pienempi tai suurempi kuin ilmoitettu energia-arvo), sallitaan ME:ssd 0,4 MJ/kg:n suuruinen poikkeama.

3. TULOKSEN ILMOITTAMINEN

Edelld olevan laskukaavan mukaisesti saatu energia-arvo ilmoitetaan yhden desimaalin tarkkuudella.

4, NAYTTEENOTTO- JA MAARITYSMENETELMAT

Naytteenotto rehuseoksesta ja laskentakaavassa esiintyvien ravintoainepitoisuuksien mdarittiminen on suoritettava
unionin néytteenottomenetelmien ja virallisen rehuvalvonnan mairitysmenetelmien mukaisesti.

Seuraavia menetelmid on kaytettava:

— raakarasvapitoisuuden mddrittiminen: raakarasvan ja -6ljyn méarityksessd kdytettdvd menettelytapa B sellaisena
kuin se on vahvistettu liitteessi IIl olevassa G osassa,

— tarkkelyspitoisuuden madrittiminen: polarimetrinen menetelmd, joka on vahvistettu liitteessé III olevassa K osassa.

KISSOILLE JA KOIRILLE TARKOITETTUJEN REHUAINEIDEN JA REHUSEOSTEN ENERGIA-ARVON
LASKENTAMENETELMA

Kissoille ja koirille tarkoitettujen rehuaineiden ja rehuseosten energia-arvo lasketaan EN 16967 -standardin (Rehut.
Niytteenotto ja analysointi. Laskentakaavat kissan- ja koiranruuan ja niiden raaka-aineiden sisdltdiman metaboloituvan
energian arvioimiseksi, mukaan lukien dieettiruuat) mukaisesti.”
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