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2024 m. vasario 29 d.

kuriuo i§ dalies kei¢iamas Reglamentas (EB) Nr. 152/2009, nustatantis oficialiai pasary kontrolei
taikytinus éminiy émimo ir analizés metodus

(Tekstas svarbus EEE)

EUROPOS KOMISIJA,
atsizvelgdama j Sutartj dél Europos Sajungos veikimo,

atsizvelgdama j 2017 m. kovo 15 d. Europos Parlamento ir Tarybos reglamenta (ES) 2017/625 dél oficialios kontrolés ir
kitos oficialios veiklos, kuri vykdoma siekiant uZtikrinti maisto ir paary srities teisés akty bei gyviiny sveikatos ir gerovés,
augaly sveikatos ir augaly apsaugos produkty taisykliy taikyma, kuriuo i§ dalies kei¢iami Europos Parlamento ir Tarybos
reglamentai (EB) Nr. 999/2001, (EB) Nr. 396/2005, (EB) Nr. 1069/2009, (EB) Nr. 1107/2009, (ES) Nr. 1151/2012, (ES)
Nr. 652/2014, (ES) 2016/429 ir (ES) 2016/2031, Tarybos reglamentai (EB) Nr. 1/2005 ir (EB) Nr. 1099/2009 bei Tarybos
direktyvos 98/58EB, 1999/74/EB, 2007/43/EB, 2008/119/EB ir 2008/120/EB, ir kuriuo panaikinami Europos Parlamento
ir Tarybos reglamentai (EB) Nr. 854/2004 ir (EB) Nr. 882/2004, Tarybos direktyvos 89/608/EEB, 89/662/EEB, 90/425EEB,
91/496/EEB, 96/23EB, 96/93/EB ir 97/78/EB bei Tarybos sprendimas 92/438/EEB (Oficialios kontrolés reglamentas) ('),
ypac i jo 34 straipsnio 6 dalj,

kadangi:

(1)  Komisijos reglamentu (EB) Nr. 152/2009 (}) nustatyti oficialiai pasary kontrolei taikytini éminiy émimo ir analizés
metodai;

(2)  Reglamentu (EB) Nr. 152/2009 nustatyti éminiy émimo ir analizés metodai turéty biiti pritaikyti atsizvelgiant {
mokslo ir technologijy Ziniy raidg. Siuo reglamentu turéty bati padaryti keli nedideli pakeitimai, atsizvelgiant j
patirti, jgyta taikant tam tikrg analizés metoda, arba siekiant paaiskinti tam tikras nuostatas;

(3)  Reglamente (EB) Nr. 152/2009 aprasytas éminiy émimo metodas néra tinkamas éminiams imti siekiant kontroliuoti
mikrobiologing tar$a, todél jis i taikymo sritj nepatenka. Taciau, padarius pakeitimus Komisijos reglamentu (ES)
Nr. 691/2013 (), nebebuvo aiskiai nurodyta, kad tas metodas néra jtrauktas i taikymo sritj, todél kilo tam tikra
painiava ir yra tikslinga vél aiSkiai nurodyti, kad tas metodas nepatenka j taikymo sritj;

(4)  atsizvelgiant j tai, kad paSary pardavimas nuotolinio ry$io priemonémis auga, tikslinga nustatyti konkrecias
nuostatas dél pasary, kuriuos pasary tikio subjektai sitilo parduoti nuotolinio rysio priemonémis, éminiy émimo. Be
nuostaty dél analitinio matavimo neapibréZties ir iSgavos dydzio atlieckant nepageidaujamy medziagy analize, tokios
nuostatos taip pat turéty biti taikomos atliekant pasary priedy kiekio nustatymo analizg, nes $iuo atveju jos taip pat
yra svarbios. Atsizvelgiant j jrodymus, kad taikant analizés metodg karbamido kiekiui nustatyti, kuris nepatenka i
leidimo naudoti karbamida kaip pasary priedg taikymo sritj, gaunami netikslas analizés rezultatai, reikéty patikslinti
to metodo taikymo sritj ir jtraukti informacija apie metodo vertinimg bei jungtinio lyginamojo tyrimo rezultatus;

(5)  keli Reglamentu (EB) Nr. 152/2009 nustatyti analizés metodai nebeatitinka numatytos paskirties, todél jie turéty bati
panaikinti. Analizés metodas, taikomas lakiosioms azoto bazéms nustatyti, ir karbonaty nustatymo metodas turéty
biti panaikinti, nes Sajungos pasary teisés aktuose nebéra teisinio reikalavimo kontroliuoti atitiktj. Dabartiniame
analizés metode, kuris taikomas diklazurilui nustatyti, yra redakciniy klaidy, todél jis neduoda patikimy analizés
rezultaty. Todél jj reikéty pakeisti patikslintu metodu, kuris, kaip jrodyta, duoda patikimy rezultaty. Taikant naujus
laisvojo ir suminio gosipolio analizés metodus gauta jrodymy, kad Reglamentu (EB) Nr. 152/2009 nustatytas

() OLL95,201747,p.1.

() 2009 m. sausio 27 d. Komisijos reglamentas (EB) Nr. 152/2009, nustatantis oficialiai pasary kontrolei taikytinus Bendrijos éminiy
émimo ir analizés metodus (OL L 54, 2009 2 26, p. 1).

() 2013 m. liepos 19 d. Komisijos reglamentas (ES) Nr. 691/2013, kuriuo i§ dalies kei¢iamos Reglamento (EB) Nr. 152/2009 nuostatos
dél éminiy émimo ir analizés metody (OLL 197, 2013 7 20, p. 1).
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analizés metodas, taikomas laisvajam ir suminiam gosipoliui nustatyti, neduoda patikimy rezultaty, todél jis turéty
biiti panaikintas ir pakeistas nuoroda j Europos standartus (EN standartus). Analizés metodai, skirti nebeleidziamy
naudoti pasary priedy neteisétam buvimui kontroliuoti, turéty bati panaikinti, nes per ta laika buvo sukurti
jautresni atrankiniai biidai ir analizés metodai;

(6)  be Sio reglamento prieduose aprasyty analizés metody, turéty biti pateikta nuoroda i EN standartus, kad vykdant
oficialig kontrole bity galima jais naudotis;

(7)  Komisijos jgyvendinimo reglamentu (ES) 2021/2047 (%) leista naudoti nauja paSary prieda amproliuma, todél i
Reglamento (EB) Nr. 152/2009 IV priedg turéty biti jtrauktas analizés metodas, tatkomas amproliumui nustatyti;

(8)  Reglamento (EB) Nr. 152/2009 pakeitimai yra esminiai ir susij¢ su daug jo priedy nuostaty, todél, siekiant aiskumo,
tikslinga visiskai pakeisti tuos priedus;

(9)  Siame reglamente nustatytos priemonés atitinka Augaly, gyviny, maisto ir padary nuolatinio komiteto nuomone,

PRIEME $] REGLAMENTA;

1 straipsnis

Reglamento (EB) Nr. 152/2009 pakeitimai

Reglamentas (EB) Nr. 152/2009 i§ dalies kei¢iamas taip:

1)

1 straipsnio pirma pastraipa pakei¢iama taip:

,Eminiy émimas oficialiai pasary kontrolei, visy pirma susijusiai su sudedamyjy daliy, jskaitant medZiaga, kurios
sudétyje yra genetiskai modifikuoty organizmy (toliau — GMO) arba kuri yra i§ jy sudaryta arba i jy pagaminta, pasary
priedy, kaip apibrézta Europos Parlamento ir Tarybos reglamente (EB) Nr. 1831/2003 (¥), ir nepageidaujamy medzZiagy,

kaip apibrézta Europos Parlamento ir Tarybos direktyvoje 2002/32/EB (**), nustatymu, atlickamas laikantis I priede
nurodyty metody, i§skyrus éminiy émima siekiant kontroliuoti mikrobiologing tarsa.

(*) 2003 m. rugs¢jo 22 d. Europos Parlamento ir Tarybos reglamentas (EB) Nr. 1831/2003 dél priedy, skirty naudoti
gyviiny mityboje (OL L 268, 2003 10 18, p. 29).

(**) 2002 m. geguzés 7 d. Europos Parlamento ir Tarybos direktyva 2002/32/EB dél nepageidaujamy medziagy gyviiny
pasaruose (OL L 140, 2002 5 30, p. 10).;

[ priedas pakei¢iamas $io reglamento I priedo tekstu;

II priedas pakei¢iamas $io reglamento II priedo tekstu;
III priedas pakei¢iamas $io reglamento III priedo tekstu;
IV priedas pakei¢iamas $io reglamento IV priedo tekstu;
V priedas pakei¢iamas $io reglamento V priedo tekstu;
VII priedas pakei¢iamas $io reglamento VI priedo tekstu;

VI priedas isbraukiamas.

2021 m. lapkri¢io 23 d. Komisijos jgyvendinimo reglamentas (ES) 2021/2047 dél leidimo naudoti amproliumo hidrochloridg

(COXAM) kaip mésiniy vis¢iuky ir dedekliniy vistaiciy lesaly priedg (leidimo turétoja — bendrové ,HuvePharma NV“) (OL L 418,
202111 24, p. 13).
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2 straipsnis
Isigaliojimas

Sis reglamentas jsigalioja dvidesimta diena po jo paskelbimo Europos Sgjungos oficialiajame leidinyje.

Sis reglamentas privalomas visas ir tiesiogiai taikomas visose valstybése narése.

Priimta Briuselyje 2024 m. vasario 29 d.

Komisijos vardu
Pirmininké
Ursula VON DER LEYEN
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I PRIEDAS

I PRIEDAS
EMINIY EMIMO METODAI

1. TIKSLAS IR TAIKYMO SRITIS

Eminiai, skirti oficialiai pasary kontrolei, imami pagal toliau aprasytus metodus. Taip gauti éminiai laikomi
reprezentatyviosiomis atrinktosiomis dalimis.

Reprezentatyviojo éminiy émimo tikslas yra gauti maza dalj i§ partijos tokiu badu, kad nustatytos Siai daliai
budingos savybés rodyty partijos savybés viduting verte. Partijos éminiai sudaromi pakartotinai imant
atskiruosius éminius skirtingose partijos vietose. Atskirieji éminiai sudedami ir sumaiSomi, kad sudaryty jungtinj
éminj, i§ kurio dalijant | visumos savybes rodancias dalis paruosiami reprezentatyvieji galutiniai éminiai.

Jei atliekant regimajj patikrinimg arba remiantis kita svarbia informacija nustatoma, kad pasary partijos daliy, i3
kuriy turi bati paimti éminiai, kokybé skiriasi nuo kity tos pacios partijos pasary, tokios partijos atskiriamos nuo
likusiy pasary ir traktuojamos kaip atskira partijos dalis. Jei pasary nejmanoma padalyti i atskiras partijos dalis,
pasarai laikomi viena partija. Tokiais atvejais $is faktas paminimas éminiy émimo ataskaitoje.

Jei nustatoma, kad pasarai, kuriy éminiai paimti laikantis $io reglamento nuostaty, neatitinka ES reikalavimy ir yra
tos pacios klasés arba to paties apra§ymo paSary partijos dalis, daroma prielaida, kad tas pat biidinga visiems tos
partijos pasarams, i$skyrus atvejus, kai i§samiai jvertinus nerasta jrodymy, kad likusi partijos dalis neatitinka ES
reikalavimy.

Taip pat gali biiti imami pasary, kuriuos pasary tikio subjektai sitilo parduoti nuotolinio rysio priemonémis pagal
Europos Parlamento ir Tarybos reglamento (EB) Nr. 767/2009 11 straipsnio 3 dalj ('), éminiai. Imant nuotolinio
ry§io priemonémis parduodamy pasary éminius i§ esmés taikomi Siame priede nustatyti punktai. Konkretis
nuotoliniu bidu parduodamy pasary éminiy émimo aspektai aprasyti 11 punkte.

2, APIBREZTYS
— Partija — nustatytas pasary kiekis, kuriam baidingos vienodos savybés, pavyzdziui, kilmé, veislé, pakuotés tipas,
pakuotojas, siuntéjas arba Zenklinimas, o gamybos proceso atveju — vienos gamybos jmonés produkcijos
vienetas, pagamintas naudojant vienodus gamybos parametrus, arba keletas tokiy vienety, pagaminty vienas
po kito ir laikomy kartu.

— Atrinktoji dalis — partija arba nustatyta partijos dalis.

— Uzplombuotas éminys — éminys, uZplombuotas taip, kad prie jo nebiity galima prieiti nepaZeidus arba
nenuémus plombos.

— Atskirasis éminys — kiekis, paimtas i§ vienos atrinktosios dalies vietos.
— Jungtinis éminys — atskiryjy éminiy, paimty i§ vienos atrinktosios dalies, visuma.

— Sumazintasis éminys — jungtinio éminio dalis, atspindinti jo visuma, gauta reprezentatyviosios redukcijos
metodu.

— Galutinis éminys — jungtinio éminio (sumaiSyto), sumazintojo arba homogenizuoto jungtinio éminio dalis,
priklausomai nuo kontrolés tipo (Zr. 9.4 punktg).

— Laboratorinis éminys — laboratorijai skirtas éminys (gautas laboratorijos), kuris gali biti galutinis, sumazintasis
arba jungtinis éminys.

— Nuotoliniu badu parduodamy paSary éminys — pasary, siilomy parduoti nuotolinio rysio priemonémis,
partijos éminys.

(") 2009 m. liepos 13 d. Europos Parlamento ir Tarybos reglamentas (EB) Nr. 767/2009 dél pasary tiekimo rinkai ir naudojimo, i§ dalies
kei¢iantis Reglamenta (EB) Nr. 1831/2003 ir panaikinantis Direktyvas 79/373/EEB, 80/511/EEB, 82/471/EEB, 83/228/EEB,
93/74/EEB, 93/113[EB, 96/25/EB bei Sprendimg 2004/217/EB (OL L 229, 2009 9 1, p. 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.

BENDROSIOS NUOSTATOS
— Eminius ima pareigiinai, kuriuos tam jgalioja kompetentinga institucija.

— Kai imamas nuotoliniu bidu parduodamy pasary éminys, kompetentinga institucija pasary tikio subjekto
papraso nuotolinio rysio priemonémis jai pateikti tam tikra pasary kieki.

— Eminys turi biiti uZzplombuotas taip, kad jo negalima biity atidaryti nepazeidus arba nenuémus plombos.
Plombos zZymuo turi bati aiskus ir gerai matomas.

— Eminio identifikavimas. Eminys turi biiti paZymétas nenutrinamomis priemonémis ir privalo biti
identifikuotas tokiu bidu, kad jj bty galima vienareik§miai susieti su éminiy émimo ataskaita.

— I§ kiekvieno jungtinio arba sumazintojo éminio imama bent po du galutinius éminius: bent vieng éminj
kontrolei atlikti (vykdymo uZtikrinimo tikslais) ir bent viena éminj — pasary tkio subjektui (teisiy gynimo
tikslais). Galiausiai, dar vienas galutinis éminys gali bati laikomas kontroliniu éminiu. Jei visas jungtinis
éminys yra homogenizuotas, galutiniai éminiai imami i§ homogenizuoto jungtinio éminio, i§skyrus atvejus,
kai tokia procediira priestarauja valstybiy nariy taisykléms dél pasary tikio subjekto teisiy.

— Pagal Reglamento (ES) 2017/625 15 straipsnio 1 ir 2 dalis, kai tai batina oficialiai imant éminius, pasary tkio
subjektai, kai to reikalauja kompetentingos institucijos:

— suteikia kompetentingy institucijy darbuotojams prieiga prie jy kontroliuojamos jrangos, taip pat, jei
reikia, prie tinkamos éminiy émimo jrangos ir asmeniniy apsaugos priemoniy;

— padeda kompetentingy institucijy darbuotojams ir su jais bendradarbiauja, kad jie galéty paimti éminius,
taip pat suteikia jiems prieiga prie pasary.

APARATAS

Eminiy émimo aparatas turi biiti pagamintas i§ medziagy, negalin¢iy uzter$ti produkty, i§ kuriy imami éminiai.
Daugkartinio naudojimo aparatas turi biiti lengvai valomas, kad biity ivengiama bet kokio uzter$imo.

Aparatas, rekomenduojamas kietyjy pasary éminiams imti

Eminiy émimas rankiniu biidu

Ploks¢iadugnis éminiy semtuvas vertikaliais krastais.

Eminiy émimo zondas su ilgu plysiu arba pertvaromis. Zondo matmenys turi atitikti atrinktosios dalies ypatybes
(konteinerio gylj, maiSo matmenis ir pan.) ir pasary daleliy dydj.

Jei éminiy émimo zondas turi keleta angy, siekiant uZtikrinti, kad éminiai biity imami i§ skirtingy viety isilgai
zondo, tarpai tarp angy turéty biiti vienodi arba angos turéty bati atskirtos pertvaromis.
Eminiy émimas mechaniniu biidu

Judan¢iy pasary éminiams imti gali biiti naudojamas tinkamas mechaninis aparatas. Mechaninis aparatas laikomas
tinkamu, jei éminiai imami bent i§ visos srauto sekcijos.

Judanciy pasary (greito srauto) éminiams imti gali bati naudojami automatiniai émikliai.

Dalytuvas

Jei jmanoma ir taikoma, sumaZintiesiems éminiams ruosti reprezentatyviuoju bidu turéty bati naudojamas
aparatas, skirtas padalyti éminj j mazdaug vienodo dydzio dalis.
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5.

5.1.

KIEKYBINIAI REIKALAVIMAI DEL ATSKIRUJUJ EMINIU SKAICIAUS

— Kiekybiniai 5.1 ir 5.2 punkty reikalavimai dél atskiryjy éminiy skai¢iaus taikomi atrinktosioms dalims, kurios
yra ne didesnés kaip 500 tony ir i§ kuriy galima paimti éminius, atspindin¢ius jy visuma. ApraSyta émimo
procediira taip pat taikoma kiekiams, didesniems nei nurodytas didZiausias atrinktosios dalies dydis, jei
neatsizvelgiama | toliau 5.1.1, 5.1.3 ir 5.1.5 punktuose pateiktose lentelése nurodyta didZiausig atskiryjy
éminiy skaiciy; atskiryjy éminiy skaicius nustatomas pagal procediiros atitinkamoje dalyje (Zr. 5.3 punkta)
pateiktg kvadratinés Saknies formule, o maziausias jungtinio éminio dydis proporcingai padidinamas. Tai
nereiskia, kad didelés partijos dél to negalima padalyti | maZesnes partijos dalis ir imti éminiy i§ partijos
kiekvienos dalies laikantis 5.1 ir 5.2 punktuose aprasytos procediros.

— Atrinktoji dalis turi biti tokia, kad i3 jos bity galima paimti kiekvienos jos sudedamosios dalies éminj.

— Jei partijos arba partijy dalys yra labai didelés (> 500 tony) ir jei partijos gabenamos arba laikomos taip, kad
éminiy negalima imti pagal $io skyriaus 5.1 ir 5.2 punktuose nurodyta émimo procediira, taikoma 5.3 punkte
nurodyta émimo procedra.

— Kai imami nuotoliniu biidu parduodamy pasary éminiai, kompetentinga institucija paprastai nezino partijos,
i$ kurios prasomas tam tikras kiekis, dydzio. Todél 5.1 ir 5.2 punktuose nurodyta procediira negali biiti
taikoma. Tokiu atveju taikoma 11 punkte aprasyta procedira.

— Jei pasary Tkio subjektui teisés aktais nustatytas reikalavimas Sio reglamento laikytis pagal privalomos
stebésenos sistema, pasary tkio subjektas, siekdamas atsizvelgti j darbines charakteristikas, nuo siame punkte
nustatyty kiekybiniy reikalavimy gali nukrypti tik kompetentingai institucijai jtikinamai jrodes, kad éminiy
émimo procediira lygiaverté reprezentatyvumo atzvilgiu, ir tik gaves kompetentingos institucijos leidimg.

— ISimtiniais atvejais, jeigu nustatyto éminiy émimo metodo nejmanoma taikyti kiekybiniy reikalavimy atzvilgiu
dél nepriimtinos komercinés Zalos partijai (dél jpakavimo bady, gabenimo priemoniy, laikymo bido ir t. t.),
galima taikyti kitokj éminiy émimo metodg, jei jis yra kuo reprezentatyvesnis ir yra iSsamiai apraytas bei
patvirtintas dokumentais.

Kiekybiniai atskiryjy éminiy reikalavimai kontroliuojant paSaruose vienodai pasiskirsciusias medZziagas
arba produktus

Piltiniai kietieji pasarai

Atrinktosios dalies dydis Maziausias atskiryjy éminiy skai¢ius

< 2,5 tonos 7

> 2,5 tonos kvadratiné Saknis i§ 20 karty atrinktajg dalj sudaranciy tony
skai¢iaus (*) , bet ne daugiau kaip 40 atskiryjy éminiy

(*) Jei gautas skai¢ius yra trupmena, ji turéty biiti suapvalinama iki didesnio sveiko skaiciaus.

Piltiniai skystieji pasarai

Atrinktosios dalies dydis Maziausias atskiryjy éminiy skai¢ius

< 2,5 tonos arba < 2 500 litry 4 (%

> 2,5 tonos arba > 2 500 litry 7 ()

(*) Jei nejmanoma padaryti, kad skystis bity homogeninis, reikia padidinti atskiryjy éminiy skaiciy.
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5.2.

Supakuoti pasarai

Pasarai (kietieji ir skystieji) gali bati supilti | maiSelius, maiSus, skardines, statines ir kt., nurodytus toliau pateiktoje
lenteléje kaip pakavimo vienetai. I dideliy vienety (> 500 kg arba litry) éminiai turi bati imami laikantis piltiniams
pasarams nustatyty nuostaty (Zr. 5.1.1 ir 5.1.2 punktus).

Maziausias vienety, i§ kuriy reikia paimti (bent) viena atskirajj éminij,

Atrinktosios dalies dydis skaicius ()

1-20 vienety 1 vienetas (**)
21-150 vienety 3 vienetai (*¥)
151-400 vienety 5 vienetai (*¥)
> 400 vienety Y atrinktaja dalj sudaranciy vienety skaiCiaus kvadratinés

Saknies (***) , bet ne daugiau kaip 40 vienety

()  Jei atidarius vieneta galima padaryti poveikj analizei (pvz., jei tai greitai gendantys drégni pasarai), atskirasis éminys yra
neatidarytas vienetas.

(**)  Vienety, kuriy turinio masé yra ne didesné kaip 1 kg arba vienas litras, atskirasis éminys yra pradinio vieneto turinys.

(***) Jei gautas skaicius yra trupmena, ji turéty biti suapvalinama iki didesnio sveiko skaiciaus.

Pa3ary briketai ir mineraly laiZalai

Bent vienas briketas arba laiZalas, i§ kurio imamas éminys, 25 vienety atrinktajai daliai, bet ne daugiau kaip keturi
briketai arba laiZalai.

Jei briketai arba laiZalai sveria ne daugiau kaip po 1 kg, atskirasis éminys yra vieno briketo arba vieno laizalo
turinys.

Stambieji pasarai | paSariniai augalai

Atrinktosios dalies dydis Maziausias atskiryjy éminiy skaicius (*)
< 5 tonos 5
> 5 tonos kvadratiné $aknis i§ 5 karty atrinktaja dalj sudaranciy tony
skai¢iaus (**) , bet ne daugiau kaip 40 atskiryjy éminiy

(*) Pripazjstama, kad tam tikrais atvejais (pvz., jei tai yra silosas) nejmanoma paimti reikalingy atskiryjy éminiy nepadarant
nepriimtinos Zalos partijai. Tokiais atvejais galima taikyti alternatyvy éminiy émimo metoda, be to, buvo parengtos éminiy
i§ tokiy partijy émimo gairés, o jas galima rasti adresu https:/[food.ec.europa.cu/system/files/2016-10/animal-feed-
guidance_documents_691_2013_en.pdf

(**) Jei gautas skaiCius yra trupmena, ji turéty biiti suapvalinama iki didesnio sveiko skaiciaus.

Kiekybiniai atskiryjy éminiy reikalavimai kontroliuojant pasaruose tikétinai nevienodai pasiskirsciusias
sudedamgsias dalis ar medZiagas

Sie kiekybiniai atskiryjy éminiy reikalavimai taikytini tokiomis aplinkybémis:

— kontroliuojant aflatoksinus, rugiy skalse, kitus mikotoksinus ir kenksmingas botanines priemaisas pasarinése
zaliavose;

— kontroliuojant kryZmine tar$g sudedamaja dalimi, jskaitant genetiskai modifikuota medziaga arba medziaga,
kuri, manoma, nevienodai pasiskirs¢iusi pasaruose.

Jei kompetentinga kontrolés institucija pagristai jtaria, kad toks nevienodas pasiskirstymas taip pat galimas
kryzminés tar§os sudedamaja dalimi arba kombinuotyjy pasary medziaga atveju, gali bati taikomi lenteléje toliau
nurodyti kiekybiniai reikalavimai.
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Atrinktosios dalies dydis Maziausias atskiryjy éminiy skaicius
< 80 tony Zr. kiekybinius reikalavimus pagal 5.1 punkta. Imtiny atskiryjy
éminiy skai¢iy reikia padauginti i§ 2,5.
> 80 tony 100
5.3. Labai dideléms partijoms taikomi kiekybiniai atskiryjy éminiy reikalavimai

Jei atrinktosios dalys yra didelés (> 500 tony), imtiny atskiryjy éminiy skaiCius = 40 atskiryjy éminiy + tony
skaiciaus kvadratiné Saknis, kai atlickama vienodai pasaruose pasiskirsciusiy medziagy arba produkty kontrole,
arba 100 atskiryjy éminiy + tony skai¢iaus kvadratiné Saknis, kai atliekama greiciausiai nevienodai pasaruose
pasiskirs¢iusiy sudedamyjy daliy ar medziagy kontrolé.

6. KIEKYBINIAI JUNGTINIO EMINIO REIKALAVIMAI

Reikia paruosti vieng jungtinj vienos atrinktosios dalies émini.

Pasary pobiidis Maziausias jungtinio éminio dydis (*) ()
6.1. Piltiniai pasarai 4 kg
6.2. Supakuoti pasarai 4 kg (***)
6.3. Skystieji arba pusiau skysti paSarai 4 litrai
6.4. Pagary briketai arba mineraly laizalai:
6.4.1. kiekvieno masé didesné kaip 1 kg 4 kg
6.4.2. kiekvieno masé ne didesné kaip 1 kg keturiy pirminiy brikety arba laizaly masé
6.5. Stambieji pasarai/pasariniai augalai 4 kg (****)

() Jei paSary éminio verté yra didelé, galima imti maZesnj jungtinio éminio kiekj, jei tai yra apradyta ir patvirtinta
dokumentais éminiy émimo ataskaitoje.

(**)  Pagal 2011 m. birzelio 24 d. Komisijos reglamento (ES) Nr. 619/2011, kuriuo nustatomi oficialios kontrolés, kuria
sickiama nustatyti, ar paSaruose néra genetiskai modifikuoty medziagy, deél kuriy atlickama leidimo suteikimo
procedira arba kuriy leidimas baigé galioti, éminiy émimo ir analizés metodai (OL L 166, 2011 6 25, p. 9) nuostatas,
jungtinio éminio, skirto patikrinti, ar pasaruose néra genetiskai modifikuoty medziagy, masé turi baiti ne mazesné nei
35 000 sékly ir (arba) griidy masé. Tai reiskia, kad jei tai yra kukurfizai - jungtinio éminio masé privalo biti ne maziau
kaip 10,5 kg, o jei tai sojos — 7 kg. Jei tai kitos s¢klos ir griidai, pavyzdZziui, mieZiai, sorgai, aviZos, ryZiai, rugiai, kvieciai
ir rapsai — jungtinis 4 kg éminys atitinka daugiau nei 35 000 sékly arba griidy mase.

(***)  Jei paSarai yra supakuoti, taip gali baiti nejmanoma pasiekti 4 kg jungtinio éminio dydj, nes jis priklauso nuo atskiry
vienety dydzio.

(****¥)  Jei tai yra stambieji pasarai arba pasariniai augalai, kuriy savitasis tankis yra mazas (pvz., Sienas, $iaudai), jungtinio éminio
kiekis turéty bati ne mazesnis kaip 1 kg.

7. KIEKYBINIAI GALUTINIU EMINIU REIKALAVIMAI
Galutiniai éminiai

Reikia atlikti bent vieno galutinio éminio analiz¢. Analizuojamo galutinio éminio kiekis turi biiti ne maZesnis kaip:
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8.1.

8.2.

8.2.1.

Kietieji pasarai 500 g () (*%) (¥4%) (¥ex%)

Skystieji arba pusiau skysti pasarai 500 ml (¥)

(*)  Pagal Reglamento (ES) Nr. 619/2011 nuostatas galutinio éminio, skirto patikrinti, ar paSaruose néra genetiskai
modifikuotos medziagos, masé privalo biiti ne mazesné nei 10 000 sékly ir (arba) griidy masé. Tai reiskia, kad jei tai yra
kukuriizai — galutinio éminio mas¢ privalo biiti ne maZesné kaip 3 000 g, o jei tai sojos — 2 000 g. Jei tai kitos s¢klos ir
grudai, pavyzdziui, mieZiai, sorgai, aviZos, ryZiai, rugiai, kvie¢iai ir rapsai — galutinis 500 g éminys atitinka daugiau nei
10 000 s¢kly arba grudy mase.

(**)  Jei jungtinis éminys yra gerokai maZesnis nei 4 kg arba litrai (zr. 6 punkto i$naas), galima imti maZesnj galutinio éminio
kieki, jei tai yra aprayta ir patvirtinta dokumentais éminiy émimo ataskaitoje.

(***)  Jei imami ankstiniy augaly, javy griidy ir medZiy rieSuty éminiai pesticidy liku¢iams juose nustatyti, maZziausias galutinio
éminio dydis yra 1 kg, laikantis 2002 m. liepos 11 d. Komisijos direktyvos 2002/63/EB, nustatancios Bendrijos méginiy
émimo metodus oficialiai kontroliuojant pesticidy likucius augalinés ir gyvaninés kilmés produktuose ir ant jy bei
panaikinancios Direktyva 79/700/EEB, nuostaty (OL L 187, 2002 7 16, p. 30).

(**¥)  Atliekant regimajj patikrinimg arba patikrinima naudojant mikroskopa, patikrinimui naudojamo galutinio éminio kiekis
yra 1kg.

EMINIY EMIMO 1S LABAI DIDELI|J PARTIJJ ARBA IS PARTIJY, KURIOS LAIKOMOS ARBA GABENAMOS TAIP, KAD
EMINIU EMIMAS IS VISOS PARTIJOS NERA IMANOMAS, METODAS

Bendrieji principai

Jei dél partijos gabenimo arba laikymo biido nejmanoma paimti atskiryjy éminiy i§ visos partijos, tokiy partijy
éminius reikéty imti tuomet, kai partija juda srautu.

Dideliy sandéliy, skirty laikyti paSarus, atveju, juos eksploatuojancius subjektus reikéty paskatinti sandélyje
sumontuoti jranga, kad biity galima (automatiskai) imti éminius i§ visos sandélyje laikomos partijos.

Kai taikoma Siame punkte nurodyta éminiy émimo procedira, apie tokig procediirg prane§ama paSary tkio
subjektui arba jo atstovui. Jei pasary tkio subjektui arba jo atstovui kyla abejoniy dél Sios éminiy émimo
procediiros, pasary Gkio subjektas arba jo atstovas leidZia kompetentingai institucijai imti éminius i§ visos partijos
ir pasary tkio subjektas padengia su tuo susijusias i$laidas.

Laivu gabenamos didelés partijos

Dinaminis éminiy émimas i$ dideliy laivu gabenamy partijy
Eminius i§ dideliy partijy laivuose geriausia imti tuo metu, kai produktas juda srautu (dinaminis émimas).

Eminiai imami talpy vienetais, kuriuos galima fiziskai atskirti. Vis délto talpos viena po kitos i§ dalies istustinamos,
kad po perkélimo j saugyklas nebelikty pradinio fizinio atskyrimo. Todél éminiai gali biti imami juos fiziskai
atskiriant pacioje pradzioje arba jau perkélus pasarus j saugykla.

Partijai i8krauti i§ laivo gali prireikti keliy dieny. Paprastai éminiai turi bati imami reguliariu intervalu visg partijos
iskrovimo laika. Vis délto tai ne visada jmanoma ar tinkama, nes valstybinis inspektorius negali bati toje vietoje
visg partijos iskrovimo laikg. Todél éminius leidziama imti i§ visos partijos dalies (atrinktosios dalies). Atskiryjy
éminiy skai¢ius nustatomas atsizvelgiant j atrinktosios dalies dydj.

Jei éminiai imami i§ tos pacios klasés arba to paties apraSymo pasary partijos dalies ir jei nustatyta, kad partijos
dalis neatitinka ES reikalavimy, daroma prielaida, kad tas pat biidinga visiems tos partijos pasarams, iSskyrus
atvejus, kai iSsamiai jvertinus nerasta jrodymy, kad likusi partijos dalis neatitinka ES reikalavimy.

NET jei oficialus éminys imamas automatiskai, inspektoriui dalyvauti batina. Vis délto, jei automatinis émimas
atlickamas vadovaujantis i§ anksto nustatytais parametrais, kuriy negalima keisti imant éminius, o atskirieji
éminiai surenkami | talpykla, kuri uzplombuojama apsaugant nuo bet kokiy pazZeidimy, tuomet inspektoriui
batina dalyvauti tik éminiy émimo pradzioje, kiekviena karta, kai reikia pakeisti éminiy talpykla, ir éminiy
émimo pabaigoje.
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8.2.2.  Statinis éminiy émimas is laivu gabenamy partijy

Jei éminiai imami statiniu bidu, turi bati taikoma tokia pati procediira, kokia numatyta i§ virSaus pasiekiamoms
laikymo patalpoms (silosinéms) (Zr. 8.4.1 punkta).

Eminiai turi biti imami i§ (i§ virSaus) pasiekiamos partijos dalies. Atskiryjy éminiy skaicius nustatomas
atsizvelgiant i atrinktosios dalies dydj. Jei éminiai imami i§ tos pacios klasés arba to paties apraSymo pasary
partijos dalies ir jei nustatyta, kad partijos dalis neatitinka ES reikalavimy, daroma prielaida, kad tas pat budinga
visiems tos partijos paSarams, i§skyrus atvejus, kai i§samiai jvertinus nerasta jrodymy, kad likusi partijos dalis
neatitinka ES reikalavimy.

8.3.  Eminiy émimas i dideliy sandéliuose laikomy partijy

Eminiy émimas atlickamas prieinamoje partijos dalyje. Atskiryjy éminiy skaicius nustatomas atsizvelgiant |
atrinktosios dalies dydi. Jei éminiai imami i§ tos pacios klasés arba to paties aprasymo pasary partijos dalies ir jei
nustatyta, kad partijos dalis neatitinka ES reikalavimy, daroma prielaida, kad tas pat bidinga visiems tos partijos
pasarams, iSskyrus atvejus, kai iSsamiai jvertinus nerasta jrodymy, kad likusi partijos dalis neatitinka ES
reikalavimy.

8.4. Eminiy émimas i$ laikymo patalpy (silosiniy)

8.4.1.  Eminiy émimas is silosiniy, (lengvai) pasiekiamy i§ virSaus

Eminiy émimas atliekamas prieinamoje partijos dalyje. Atskiryjy éminiy skaicius nustatomas atsizvelgiant i
atrinktosios dalies dydj. Jei éminiai imami i§ tos pacios klasés arba to paties aprasymo pasary partijos dalies ir jei
nustatyta, kad partijos dalis neatitinka ES reikalavimy, daroma prielaida, kad tas pat biidinga visiems tos partijos
pasarams, iSskyrus atvejus, kai iSsamiai jvertinus nerasta jrodymy, kad likusi partijos dalis neatitinka ES
reikalavimy.

8.4.2.  Eminiy émimas is silosiniy, nepasiekiamy i§ virsaus (uZdaros silosinés)

8.4.2.1. Didesnés nei 100 tony silosinés, kurios yra nepasiekiamos i§ vir§aus (uzdaros silosinés)

Tokiose silosinése laikomy pasary éminiy negalima imti statiniu biidu. Jei reikia imti éminj i§ silosinéje laikomy
pasary ir néra galimybés siuntos pajudinti, su silosing eksploatuojanciu subjektu susitariama, kad jis inspektoriui
pranes, kada silosinés turinys bus iskraunamas, kad bity galima paimti éminius pagarams judant srautu.

8.4.2.2. Mazesnés nei 100 tony silosinés, kurios yra nepasiekiamos i§ vir§aus (uZdaros silosinés)

Per éminiy émimo procedira j talpyklg paimamas 50-100 kg pasary kiekis, tada i§ jo imami éminiai. Jungtinio
éminio dydis priklauso nuo visos partijos dydzio, o atskiryjy éminiy skaiCius yra susijes su siloso, paimto |
talpykla éminiams, kiekiu. Jei éminiai imami i§ tos pacios klasés arba to paties aprasymo paSary partijos dalies ir
jei nustatyta, kad partijos dalis neatitinka ES reikalavimy, daroma prielaida, kad tas pat badinga visiems tos
partijos pasarams, iskyrus atvejus, kai i§samiai jvertinus nerasta jrodymy, kad likusi partijos dalis neatitinka ES
reikalavimy.

8.5. Piltiniy pasary dideliuose uzdaruose konteineriuose éminiy émimas

Eminius i§ tokiy partijy daznai galima imti tik tuomet, kai partijos yra iskrautos. Tam tikrais atvejais konteineriy
turinio nejmanoma iskrauti importo ar kontrolés punkte, todél éminiai turéty biiti imami konteineriy turinj

iskrovus.
9. EMINIU EMIMO, RUOSIMO IR PAKAVIMO INSTRUKCIJOS
9.1. Bendrosios nuostatos

Eminiai turi bGiti imami ir ruoSiami nedelsiant, laikantis atsargumo priemoniy, kurios yra biitinos siekiant
uztikrinti, kad produktas nepakisty ir nebfity uZterStas. [rankiai éminiams imti, atitinkami pavirsiai ir
konteineriai, kuriuose jie laikomi, turi bati $vartis ir sausi.
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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.

Atskirieji éminiai

Atskirieji éminiai turi baiti imami atsitiktinai ir tolygiai i§ visos atrinktosios dalies ir jie turi biiti mazdaug vienodo
dydzio.

Atskirojo éminio dydis yra ne maZesnis nei 100 g arba, jei tai yra stambieji pasarai arba pasariniai augalai, kuriy
savitasis tankis yra mazas, 25 g.

Jei laikantis 8 punkte nurodyty émimo procediros taisykliy baitina imti maziau nei 40 atskiryjy éminiy, atskiryjy
éminiy dydis nustatomas atsizvelgiant j nustatytg jungtinio éminio dydj (Zr. 6 punkta).

Jeigu éminiai imami i§ supakuoty paSary mazy partijy, kai, laikantis kiekybiniy reikalavimy, reikia imti nedidelj
atskiryjy éminiy skaiciy, atskirasis éminys yra vieno pradinio vieneto, kurio turinys yra ne didesnis kaip 1 kg ar 1
litras, turinys.

Jei imami | maZus vienetus (pvz., < 250 g) supakuoty pasary éminiai, atskirojo éminio dydis priklauso nuo vieneto
dydzio.

Kai imami nuotoliniu bidu parduodamy pasary éminiai, atskirojo éminio dydis priklauso nuo vieneto dydzio ir
atskirais atvejais jame taip pat gali baiti maziau kaip 100 g arba 100 ml.
Piltiniai paSarai

Jei tinka, éminius galima imti kei¢iant atrinktosios dalies vieta (kraunant arba iskraunant).

Supakuoti pasarai

Atrinkus éminiams imti reikiama vienety skaiciy, kaip nurodyta 5 punkte, kiekvieno vieneto turinio dalis
paimama semtuvu arba zondu. Prireikus éminiai imami atskirai iStutinus vienetus.

Homogeniniai arba homogenizuojami skystieji arba pusiau skysti pasarai

Atrinkus éminiams imti reikiama vienety skai¢iy, kaip nurodyta 5 punkte, jy turinys prireikus homogenizuojamas
ir i§ kiekvieno vieneto paimamas tam tikras kiekis.

Atskiruosius éminius galima imti i$pilant talpyklos turinj.

Nehomogenizuojami skystieji arba pusiau skysti pasarai
Atrinkus éminiams imti reikiamg vienety skaiciy, kaip nurodyta 5 punkte, éminiai imami i§ skirtingy lygiy.
Be to, éminius galima imti i$pilant turinj, tac¢iau pirmosios dalys turéty biiti pasalinamos kaip netinkamos.

Abiem atvejais suminis paimto éminio tiiris neturi biiti maZesnis kaip 10 litry.

Pasary briketai ir mineraly laiZalai

Atrinkus éminiams imti reikiamg paSary brikety arba laizaly skaiciy, kaip nurodyta 5 punkte, galima imti
kiekvieno briketo arba laizalo dalj. Jei jtariama, kad briketas arba laizalas yra nehomogeninis, kaip éminj galima
imti visg briketg arba laiZalg.

Jei briketai arba laiZalai sveria ne daugiau kaip po 1 kg, atskirasis éminys yra vieno briketo arba vieno laizalo
turinys.

Jungtiniy éminiy ruoSimas

Atskirieji éminiai sumaiSomi, kad biity gautas vienas jungtinis éminys.

Galutiniy éminiy ruoSimas

Jungtinio éminio medziaga kruops¢iai sumaisoma (?).

(%) Visi éminiy gabalai sutrupinami (prireikus smulkinami atskirai ir graZinami { éminj).
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Kiekvienas éminys sudedamas j atitinkama konteinerj/talpykla. Imamasi visy reikalingy atsargumo priemoniy, kad
gabenant arba saugant negaléty pasikeisti éminio sudétis, jis nebiity uzterstas arba sufalsifikuotas.

9.4.1.  Vienodai pasiskirsciusios medZiagos

Jei tikrinamos sudedamosios dalys arba vienodai paSaruose pasiskirs¢iusios medziagos, jungtinis éminys gali biiti
reprezentatyviai sumazinamas bent iki 2,0 kg arba 2,0 litro (sumaZintasis éminys) (°), geriausia naudojant
mechaninj arba automatinj dalytuva. Jei atliekama pesticidy liekany ankstiniuose augaluose, javy griiduose ir
medZiy rieSutuose kontrolé, maziausias sumazintojo éminio kiekis yra 3 kg. Jei dél pasary pobudzio nejmanoma
naudoti dalytuvo arba dalytuvo néra, éminj galima sumazinti taikant ketvir¢iavimo metoda.

I§ jungtinio éminio arba sumazintyjy éminiy paruosiamas mazdaug toks pats kiekis galutiniy éminiy (kontrolés,
teisiy gynimo tikslais ir tam tikrais atvejais kontroliniam éminiui) laikantis 7 punkte nurodyty kiekybiniy
reikalavimy.

9.4.2.  Nevienodai pasiskirsiusios medZiagos

Atliekant sudedamuyjy daliy, jskaitant genetiskai modifikuotas medziagas, arba medziagy, kurios, tikétina, yra
nevienodai pasiskirs¢iusios pasaruose, kontrole, jungtinis éminys yra:

i) visiskai homogenizuojamas. Paskui i§ homogenizuoto jungtinio éminio paimamas mazdaug toks pats kiekis
galutiniy éminiy (kontrolés, teisiy gynimo tikslais ir tam tikrais atvejais kontroliniam éminiui) laikantis
7 punkte nurodyty kiekybiniy reikalavimy; arba

ii) sumazinamas iki bent 2 kg arba 2 litry () naudojant mechaninj arba automatinj dalytuva. Tik tuo atveju, jei dél
pasary pobiidzio negalima naudoti dalytuvo, éminj, jei reikia, galima sumazinti taikant ketvir¢iavimo metoda.
Siekiant nustatyti, ar pasaruose néra genetiskai modifikuoty medziagy, pagal Reglamenta (ES) Nr. 619/2011
sumazintasis éminys turi baiti sudarytas i$ ne maziau kaip 35 000 sékly ir (arba) griidy masés, kad biity galima
gauti galutinius éminius vykdymo uZtikrinimo, teisiy gynimo tikslais ir tam tikrais atvejais kontroliniam
émimui, kurie bty sudaryti i§ ne maZziau kaip 10 000 sékly ir (arba) gridy (zr. (**) i$nasg 6 punkte ir (¥
iSnasg 7 punkte).

I§ sumazintyjy éminiy paimamas mazdaug toks pats kiekis galutiniy éminiy laikantis 7 punkte nurodyty
kiekybiniy reikalavimy.
9.5.  Eminiy pakavimas

Konteineriai arba pakuotés plombuojami ir Zenklinami taip, kad jy nebuty galima atidaryti, nepazeidus plombos.
Visa etiketé turi biiti po plomba. Eminys taip pat gali biiti dedamas j talpyklg ar konteinerj, kuris uZdaromas taip,
kad jo negalima atidaryti nepataisomai nepaZeidus talpyklos arba konteinerio, taip iSvengiant talpyklos ar
konteinerio panaudojimo antrg karta.

9.6. Eminiy siuntimas j laboratorija

Eminys nedelsiant siunciamas j paskirtajg kontrolés laboratorija kartu su analize atliekantiam asmeniui biitina
informacija.

10. EMINIY EMIMO [RASAI

Turi baiti daromi jrasai apie visus éminius, kad vienareik§miskai bty galima nustatyti kiekviena atrinktaja dalj ir
jos dydi.

[ra§uose taip pat nurodomas bet koks nukrypimas nuo $iame reglamente nustatytos émimo procedros.

Su jrasais gali susipazZinti oficiali kontrolés laboratorija, be to, jie pateikiami pasary tikio subjektui ir (arba) pasary
tikio subjekto paskirtai laboratorijai.

() Isskyrus atvejus, kai tai yra stambieji paSarai arba paariniai augalai, kuriy savitasis tankis yra mazas.
(*) Isskyrus atvejus, kai tai yra stambieji pasarai arba paSariniai augalai, kuriy savitasis tankis yra mazas.
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11. NUOTOLINIU BUDU PARDUODAMY PASARY EMINYS

— Kai imamas nuotoliniu bidu parduodamy pasary éminys, paSary tkio subjekto praoma nuotolinio rysio

priemonémis pateikti tam tikra paSary kiekj. Siuo atveju kompetentinga institucija, praSydama pateikti
pasary, neprivalo pasary tikio subjektui nurodyti savo oficialios tapatybés, ji gali tai daryti neatskleisdama
tapatybés.

Nuotoliniu bidu parduodamy pasary jungtinj éminj ir galutinius éminius i§ karto gavus siuntg turi paimti $iuo
tikslu jgalioti asmenys. Norint sudaryti jungtinj éminj, atsitiktinai ir tolygiai i§ suminés gautos dalies turi bti
paimamas atitinkamas skaiCius atskiryjy éminiy ir jie, kiek jmanoma, kruopsciai sumaiSomi ir (arba)
homogenizuojami, laikantis 5 punkte ir 9.2 bei 9.3 punktuose nustatyty principy. Jei pasarai supakuoti i
atskirus vienetus, turéty biiti gauti ne maziau kaip 4 vienetai, i§ kuriy turi bati imamas bent vienas atskirasis
éminys. Jei kiekvienu konkreciu atveju jrodoma, kad gauti vienetai yra i§ skirtingy partijy, vienety, i§ kuriy
imami éminiai, skai¢ius turi baiti sumazintas, o éminiai imami tik i§ tos pacios partijos vienety. Kai atlickama
nuotoliniu biidu parduodamy paSary éminio sudedamyjy daliy ar medziagy, kurios yra nevienodai
pasiskirsciusios paSaruose, analizé, atskiryjy éminiy skai¢ius turi bati bent 2,5 karto didesnis uz éminiy
skaiciy, kai atliekama vienodai pasaruose pasiskirs¢iusiy medziagy analizé.

Tada i§ jungtinio éminio, jei jmanoma, vadovaujantis 9.4 punkte nustatytais principais, imami atitinkami
galutiniai éminiai (kontrolei, teisiy gynimo tikslais ir tam tikrais atvejais kontroliniam éminiui), o éminiy
émimo jrauose nurodoma, kad tai yra nuotoliniu bady parduodamy pasary éminys. Tada kompetentinga
institucija nedelsdama informuoja pasary Gikio subjekta apie éminiy émimg. PaSary tkio subjektui taip pat
prane$ama, kad kompetentinga institucija, jei jmanoma, vieng éminj saugo konkrecioje vietoje teisiy gynimo
tikslais arba kad jis siunCiamas paSary tkio subjektui arba paSary dkio subjekto pagal galiojancias
nacionalines taisykles nurodytai laboratorijai.

Jei éminys siunciamas tiesiai oficialiai laboratorijai, galutinj éminj laboratorijoje turi paruosti ir uZzplombuoti
Siuo tikslu jgalioti asmenys arba tam tikslui jgalioty asmeny akivaizdoje. Suformavus galutinius éminius,
nuotoliniu biidu parduodamy pasary éminio émimo jraai turi biiti nedelsiant siun¢iami kompetentingai
institucijai, o ji apie éminiy émima informuoja pasary tikio subjekta.

Laikoma, kad pasary tkio subjekto kompetentingai institucijai pateiktas kiekis yra tos pacios klasés ar to paties
apraSymo pasary partijos dalis. Pagal Europos Parlamento ir Tarybos reglamento (EB) Nr. 178/2002 ()
15 straipsnj, jei nustatyta, kad partijos dalis neatitinka ES reikalavimy, daroma prielaida (taip pat ir tada, kai
tai yra nuotoliniu bidy parduodamy paSary éminys), kad tas pat biidinga visiems tos partijos pasarams,
isskyrus atvejus, kai i§samiai jvertinus (jei reikia, atlikus patikrinimg vietoje) nerasta jrodymy, kad likusi
partijos dalis neatitinka ES reikalavimy.”

() 2002 m. sausio 28 d. Europos Parlamento ir Tarybos reglamentas (EB) Nr. 178/2002, nustatantis maistui skirty teisés akty bendruosius
principus ir reikalavimus, jsteigiantis Europos maisto saugos tarnybg ir nustatantis su maisto saugos klausimais susijusias procediiras
(OLL 31,200221,p.1).
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I PRIEDAS

LI PRIEDAS
BENDROSIOS NUOSTATOS DEL PASARU ANALIZES METODY
A. EMINIU RUOSIMAS ANALIZEI

1. Tikslas

Siame priede aprasytos procediiros taikomos analizei ruosiant j kontrolés laboratorijas atsiystus éminius, paimtus
pagal [ priede pateiktas nuostatas.

Sie laboratoriniai éminiai turi biiti ruosiami taip, kad pagal analizés metoda sverti numatyto kiekio éminiai biity
homogeniniai ir atitikty galutinius éminius.

Laikomasi ne tik $iame priede aprasyty procediiry, bet ir standarte EN ISO 6498 nustatyty éminiy ruo$imo gairiy.

2. Taikytinos atsargumo priemonés
Eminiy ruosimo procediira, kurios reikia laikytis, priklauso nuo taikomo analizés metodo ir nuo tikrintiny
sudedamyjy daliy ir medziagy. Todél labai svarbu, kad éminiy ruo$imo procediira atitikty taikomg analizés metoda
ir tikrintinas sudedamgsias dalis ar medZiagas.

Visi biitini veiksmai turi biiti atlikti taip, kad kuo labiau biity i§vengta éminio uZter§imo ir jo sudéties poky<iy.

Smulkinama, maiSoma ir sijojama nedelsiant, kad éminj kuo maZiau veikty oras ir §viesa. Nenaudojami malainéliai ir
smulkintuvai, kurie gali gerokai jkaitinti éminj.

Silumai ypa¢ jautriy pasary éminius rekomenduojama smulkinti rankiniu biidu. Be to, uZtikrinama, kad pati
aparatlira nebiity uZter§imo Saltiniu.

[rodyta, kad tam tikrais atvejais, kai éminys homogenizuojamas paruosiant suspensija vien tik gerai sumaisant su
vandeniu, susidaro homogeniskesni poéminiai nei tie, kuriuos galima gauti smulkinant ir homogenizuojant
sausuoju biidu, ypac kai cheminés medziagos pasiskirs¢iusios vienodai. Ta¢iau kai homogenizuojama pakankamai
ilgai smulkinant sausuoju biidu taip pat galima gauti homogeninius poéminius.

Tam tikrais atvejais, pvz., nustatant rugiy skalse, kenksmingas botanines priemaias ir kt., éminys
homogenizuojamas ne jj susmulkinant, o pakankamai gerai sumaisant.

Jei ruosiant éminj nejmanoma uZtikrinti, kad gerokai nepakisty jo drégmeés kiekis, drégmés kiekis nustatomas pries
éminio ruosimg ir jj paruo$us pagal Il priedo A dalyje nurodyta metodg.

3. Procediira

3.1.  Bendroji procediira

Tiriamoji alikvotiné dalis paimama i galutinio homogenizuoto éminio. Kfigio supylimo ir ketvir¢iavimo metodas
nerekomenduojamas, nes gali baiti gautos alikvotinés dalys su didele dalijimo paklaida.

3.1.1. Pasarai, kuriuos galima smulkinti be paruosimo

— Galutinis éminys sumai§omas ir sudedamas j tinkamg $vary ir sausg, sandariai uzkemsama konteinerj. Pries
sveriant analizei reikiamas éminio kiekis (tiriamoji alikvotiné dalis) dar karta sumaiSomas, siekiant uZztikrinti
visiskg vientisuma.

3.1.2. Pasarai, kurie prie§ juos smulkinant dziovinami
— Jei analizés metoduose nenurodyta kitaip, galutinis éminys dZiovinamas drégmés kiekiui sumazinti iki 8-12 %

taikant pradinio dZiovinimo procediirg, aprasyta Il priedo A dalyje pateikto drégmés nustatymo metodo
4.3 punkte. Tada tesiama, kaip nurodyta 3.1.1. punkte.
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3.1.3.

3.2.

Skystieji arba pusiau skysti paSarai

— Galutinis éminys supilamas | tinkamg $vary ir sausg, sandariai uzZkemsama konteinerj. Prie§ sveriant analizei
reikiamas éminio kiekis (tiriamoji alikvotiné dalis) dar karta kruop$¢iai sumaiSomas, siekiant uZtikrinti visiska
vientisuma.

. Kiti paSarai

— Galutiniai éminiai, kuriy nejmanoma paruosti pagal kurig nors pirmiau pateiktg procediira, apdorojami taikant
bet kurig kitg procediira, kuria biity uZtikrinta, kad analizei pasverti éminiai (tiriamoji alikvotiné dalis) biity
homogeniniai ir reprezentuoty galutinius éminius.

Speciali procediira atliekant regimgjj patikrinimg, tiriant mikroskopu arba tais atvejais, kai visas jungtinis éminys yra
homogenizuotas

— Atliekant regimajj patikrinima (nenaudojant mikroskopo), patikrinimui naudojamas visas jungtinis arba
galutinis éminys.

— Jei tiriama naudojant mikroskopa, laboratorija gali sumazinti jungtinj éminj arba dar labiau sumazZinti
sumazintgjj éminj. Galutiniai éminiai teisiy gynimo tikslais ir tam tikrais atvejais kontroliniam éminiui imami
laikantis tokios pacios procediiros kaip galutinio éminio reikalavimy vykdymo procedira.

— Jei homogenizuotas visas jungtinis éminys, galutiniai éminiai imami i§ homogenizuoto jungtinio éminio.

— Siekiant nustatyti rugiy skalse ir kenksmingas botanines priemaisas, galutinj éminj reikia padalyti { du mazdaug
500 gramy masés poéminius. Tiriamas vienas poéminis. Jei poéminiy rezultatas yra ne didesnis kaip 50 %
didziausios leidZiamosios koncentracijos (analizés riba), éminys atitinka didZiausig leidziamaja koncentracijg. Jei
rezultatas virSija 50 % didziausios leidZiamosios koncentracijos, reikia istirti kita poéminj ir siekiant patikrinti, ar
laikomasi didZiausios leidZiamosios koncentracijos, naudojamas dviejy poéminiy rezultaty vidurkis.

Eminiy laikymas

Eminiai turi biiti laikomi temperatiiroje, kurioje nekisty jy sudétis. Vitaminy analizei skirti éminiai arba $viesai ypa¢
jautriis éminiai laikomi tokiomis sglygomis, kad éminio neigiamai nepaveikty $viesa.

B. NUOSTATOS DEL ANALIZES METODAMS NAUDOJAMY REAGENTY IR APARATUROS

Jei analizés metoduose nenurodyta kitaip, visi analiziniai reagentai turi bati analitiskai gryni (a. g.). Atliekant

pédsaky analize, reagenty grynumas turi biiti patikrintas atliekant tusciajj bandyma. Atsizvelgiant | gauta rezultata,
gali tekti papildomai gryninti reagentus.

Visoms tirpaly ruo$imo, skiedimo, skalavimo arba plovimo operacijoms, minimoms analizés metoduose,
nenurodant naudojamo tirpiklio arba skiediklio tipo, turi baiti naudojamas vanduo. Paprastai vanduo deminerali-
zuojamas arba distiliuojamas. Konkreciais atvejais, nurodytais analizés metode, jam turi bati taikomos specialios
gryninimo procediiros.

Atsizvelgiant | paprastai kontrolés laboratorijy turimg jranga, analizés metoduose nurodomi tik specialios paskirties
arba tam tikru bidu naudojami prietaisai ir aparatiira. Jie turi bati $varts, ypac kai reikia nustatyti labai mazus
cheminiy medziagy kiekius.

C. ANALIZES METODU TAIKYMAS IR REZULTATU ISRAISKA

Ekstrahavimo procediira

Keliems metodams yra nustatyta tam tikra ekstrahavimo procedaira. Paprastai galima taikyti kitas nei metodui
nustatyta ekstrahavimo procediiras, jei jrodoma, kad analizuojamai matricai taikant ta kita procediira gautas
ekstrahavimo veiksmingumas atitinka metodu nustatytos procediiros veiksmingumg.
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2. Gryninimo procediira

Keliems metodams yra nustatyta tam tikra gryninimo procedira. Paprastai galima taikyti kitas nei metodui nustatyta
gryninimo procediiras, jei jrodoma, kad analizuojamai matricai taikant tg kita procediira gauti analizés rezultatai
atitinka rezultatus, gautus taikant metodu nustatyta procediirg.

3. Nustatymy skaicius

Jei analizuojant nepageidaujamas medziagas, pirmojo nustatymo rezultatas yra gerokai (> 50 %) maZesnis nei
kontroliuojama specifikacijos verté, papildomas nustatymas nebitinas, jei taikomos atitinkamos kokybés
procediiros. Kitais atvejais kartotiné analizé (antrasis nustatymas) yra biitina tam, kad biity pasalinta éminiy vidinio
tarpusavio uZter$imo arba atsitiktinio sumaiSymo galimybé. Tolesniam vertinimui naudojama dviejy nustatymy
vidutiné verté.

Jei atliekant maziausios arba didZiausios leidZiamosios pasary priedy koncentracijos kontrole pirmojo nustatymo
rezultatas yra didesnis nei maziausia koncentracija arba maZesnis nei didZiausia koncentracija, papildomas
nustatymas nebiitinas, jei taikomos atitinkamos kokybés procediiros. Kitais atvejais kartotiné analizé (antrasis
nustatymas) yra biitina tam, kad baty pasalinta éminiy vidinio tarpusavio uZter$imo arba atsitiktinio sumai§ymo
galimybé. Tolesniam vertinimui naudojama dviejy nustatymy vidutiné verté.

Jei atliekant nurodyto medziagos arba sudedamosios dalies kiekio kontrole, pirmojo nustatymo rezultatas patvirtina
nurodyta kiekj, t. y. analizés rezultatas atitinka priimting nurodyto kiekio kitimo intervalg, papildomas nustatymas
nebitinas, jei taikomos atitinkamos kokybés procediros. Kitais atvejais kartotiné analizé (antrasis nustatymas) yra
batina tam, kad baty paSalinta éminiy vidinio tarpusavio uZter§imo arba atsitiktinio sumaiymo galimybé.
Tolesniam vertinimui naudojama dviejy nustatymy vidutiné verté (analizés rezultaty vidurkis atitinka priimting
nurodyto kiekio kitimo intervalg arba jo neatitinka).

Kai kuriais atvejais priimtinas kitimo intervalas yra nustatytas teisés aktuose, kaip antai Europos Parlamento ir
Tarybos reglamente (EB) Nr. 767/2009 ir Reglamente (ES) 2019/4 ().

4. Taikyto analizés metodo pateikimas ataskaitoje

Analizés ataskaitoje nurodomas taikytas analizés metodas.

5. Analizés rezultato pateikimas ataskaitoje

Analizés rezultatas turi bati iSreikStas analizés metode nustatytu bidu; nurodant atitinkamg reik§miniy skaitmeny
skaiciy ir prireikus darant pataisg dél drégmes kiekio galutiniame éminyje prie$ ruosima.

Dauguma norminiy lygiy (pvz., didZiausia arba maziausia koncentracija) ES gyviiny pasary teisés aktuose nustatyti
dél pasary, kuriy drégnis yra 12 %. Todél tais atvejais, siekiant jvertinti éminio analizés rezultata pagal norminj lygj,
analizés rezultata pirmiausia reikia padalyti i§ éminio sausosios medziagos kiekio (%), padauginto i§ 88, kaip
nurodyta $ioje formulgje:

_ 88%Rgna
R = Too-ite
kurioje:
Mc— éminio drégnis (%). 100 — Mc reiskia sausosios medziagos kiekj éminyje (%);
R,..—  iSmatuotas éminio analizés rezultatas;
Ry, 94—  paSary, kuriy drégnis 12 %, rezultatas; turi bati vertinama pagal norminj lygi.

(") 2018 m. gruodzio 11 d. Europos Parlamento ir Tarybos reglamentas (ES) 2019/4 dél vaistiniy pasary gamybos, pateikimo rinkai ir
naudojimo, kuriuo i§ dalies kei¢iamas Europos Parlamento ir Tarybos reglamentas (EB) Nr. 183/2005 ir panaikinama Tarybos
direktyva 90/167/EEB (OLL 4, 2019 1 7, p. 1).
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Be to, jei tenkinamos $ios salygos:

— analizés rezultatas yra gerokai (> 50 %) maZesnis arba didesnis uZ kontroliuoting informacijg ir (arba)
specifikacijg etiketéje (priklausomai nuo to, ar etiketéje pateiktoje informacijoje ir (arba) specifikacijoje
nurodytas didZiausias, ar maziausias kiekis);

— paSary, kuriy éminiai imami, drégnis yra Zinomas ir galima nustatyti, kad pakoregavus drégnj vertinimas
nepasikeis,

tada, su salyga, kad taikomos tinkamos kokybés procediiros, o analizés tikslas — tik patikrinti, ar laikomasi teisés
akty nuostaty, drégnio galima nekoreguoti (pvz., tais atvejais, kai néra specifikacijos ar norminio lygio), iSskyrus
atvejus, kai tai batina aiskinimui.

Jei analizés rezultatas koreguojamas pagal drégnij, ta pacia tvarka taip pat turi bati pakoreguota atitinkama
matavimo neapibréztis.

Nustatant rugiy skalse arba kenksmingas botanines priemaisas atliekant regimajj patikrinimg arba mikroskopu
drégnio koreguoti nebdtina.

6. Analitinio matavimo neapibréZtis ir i$gavos dydis atliekant nepageidaujamy medZiagy analize

Dél nepageidaujamy medziagy, kaip apibrézta Direktyvoje 2002/32/EB, laikoma, kad gyviiny pasarams skirtas
produktas neatitinka nustatyto didZiausio kiekio, jei manoma, kad su pasaru, kurio drégmes kiekis yra 12 %, susijes
analizés rezultatas (dviejy nesusijusiy nustatymy vidutiné verté) virija didZiausia kieki, jskaitant i§plésting analitinio
matavimo neapibrézti, taikant aprépties faktoriy 2, kuriuo uZztikrinamas mazdaug 95 % pasikliovimo lygmuo, ir
iSgavos dydzio pataisg. Tai reiskia, kad atitik¢iai jvertinti naudojama analizuojant gauta koncentracija, atlikus
isgavos dydzio pataisa ir atémus iSplésting analitinio matavimo neapibrézti. Si procediira taikoma tais atvejais, kai
galima jvertinti analizés metodo i$plésting analitinio matavimo neapibrézt] ir iSgavos dydZzio pataisg (to daryti
nereikia, pvz., kai atliekamas regimasis patikrinimas arba tiriama mikroskopu).

Jei éminio, paimto teisiy gynimo tikslais, analizés rezultatas virsija didZiausig kiekj (neatsiZvelgiant | i$plésting
analitinio matavimo neapibréztj), tai patvirtina nustatytg neatitikimg kontroliniam éminiui, jei dél to néra
konkre¢iy nacionaliniy taisykliy.

Analizés rezultatas uZraSomas taip (jei taikant analizés metoda galima jvertinti i§plésting analitinio matavimo
neapibréztj ir i$gavos dydj):

a) atlikus iSgavos pataisa, jei tinkama ir aktualu, o jg atlikus — tai turi baiti nurodoma. Turi biti nurodytas iSgavos
dydis, isskyrus atvejus, kai vidiné paklaidos pataisa yra procediros dalis: paklaida yra iSmatuotos vertés ir
etaloninés koncentracijos vertés skirtumas. Pataisa dél iSgavos dydzio nebiitina, jei jis yra 90-110 %;

b) kaip ,x +/- U ia x — analizés rezultatas, U — iSpléstiné analitinio matavimo neapibréZtis, taikant aprépties
faktoriy 2 (¥, kuriuo uztikrinamas mazdaug 95 % pasikliovimo lygmuo.

Tacdiau jei analizés rezultatas yra gerokai (> 50 %) maZzesnis nei kontroliuojama specifikacijos verté ir jei taikomos
atitinkamos kokybés procediiros, o analizés tikslas yra tik patikrinti atitiktj teisés akty nuostatoms, ataskaitoje
iSgavos dydzio bei iSpléstinés analitinio matavimo neapibréZties galima nenurodyti (pvz., kai néra specifikacijy arba
norminiy lygiy), nebent matavimo apibréztis baty reikalinga rezultaty aiskinimui.

7. Analitinio matavimo neapibréZtis ir iSgavos dydis atliekant pasary priedy kiekio analize

Siekiant patikrinti, ar esamas paSary kiekis atitinka leidziamg maziausig ir didZiausig paSary priedy kiekj, laikoma,
kad jis neatitinka nustatyto maziausio ir didziausio kiekio, jei manoma, kad su pasaru, kurio drégmés kiekis yra
12 %, susijes analizés rezultatas (dviejy nesusijusiy nustatymy vidutiné verté):

() 95 % pasikliovimo intervalas gali bati pasiektas naudojant kitg veiksnj, pavyzdziui, Stjudento faktoriy.

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



LT OL L, 2024 3 15

— virsija didZiausig kieki, atsiZvelgiant j i$plésting analitinio matavimo neapibréztj ir i§gavos dydZzio pataisg. Tai
reiskia, kad atitik¢iai jvertinti naudojama analizuojant gauta koncentracija (t. y. dviejy nustatymy vidutiné
verté), atlikus i§gavos dydzio pataisg ir atémus iSplésting analitinio matavimo neapibrézt;

— yra maZesnis uZ maziausig kieki, atsiZvelgiant j iSplésting analitinio matavimo neapibréztj ir i$gavos dydzio
pataisg. Tai reiskia, kad atitik¢iai jvertinti naudojama analizuojant gauta koncentracija (t. y. dviejy nustatymy
vidutiné verte), atlikus iSgavos dydzio pataisg ir pridéjus i$plésting analitinio matavimo neapibréztj.

Jei éminio, paimto teisiy gynimo tikslais, analizés rezultatas virSija didziausig kiekj (neatsizvelgiant j iSplésting

analitinio matavimo neapibréztj), tai patvirtina nustatytg neatitikima kontroliniam éminiui, jei dél to néra

konkre¢iy nacionaliniy taisykliy.

Analizés rezultatas uzra§omas taip (jei taikant analizés metodg galima jvertinti i§plésting analitinio matavimo

neapibréztj ir i$gavos dydj):

a) atlikus iSgavos pataisa, jei tinkama ir aktualu, o ja atlikus — tai turi bati nurodoma. Turi baiti nurodytas i§gavos
dydis, i$skyrus atvejus, kai vidiné paklaidos pataisa yra procediros dalis: paklaida yra iSmatuotos vertés ir
etaloninés koncentracijos vertés skirtumas. Pataisa dél iSgavos dydZzio nebitina, jei jis yra 90-110 %;

b) kaip ,x +/- U ¢ia x — analizés rezultatas (dviejy nustatymy vidutiné verté), U — iSpléstiné analitinio matavimo
neapibréztis, taikant aprépties faktoriy 2 (}), kuriuo uZtikrinamas mazdaug 95 % pasikliovimo lygmuo.

() 95 % pasikliovimo intervalas gali biti pasiektas naudojant kitg veiksnj, pavyzdZiui, Stjudento faktoriy.”
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

()

Il PRIEDAS

LI PRIEDAS

ANALIZES METODALI, TAIKOMI PASARINIU ZALIAVUY IR KOMBINUOTUJU PASARU SUDECIAI
KONTROLIUOTI

A. DREGMES KIEKIO NUSTATYMAS

Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu galima nustatyti pasary drégmés kieki. Jei pasaruose yra lakiyjy medziagy, pvz., organiniy riigiciy,
reikia turéti omenyje, kad nustatant drégmés kiekj nustatomas didelis lakiyjy medziagy skaicius.

Jis netaikomas analizuojant pieno gaminius kaip pasarines Zaliavas ir kombinuotuosius pasarus, kuriuos i§ esmés
sudaro pieno gaminiai, gyvininius ir augalinius riebalus bei aliejus arba aliejinggsias séklas ir vaisius.

Drégnis aliejingosiose séklose nustatomas taikant standarte EN ISO 665 ,Drégmes ir lakiyjy medziagy kiekio
nustatymas“ nustatyta metoda, atsiZvelgiant j tai, kad pries nustatant drégnj sojos turi bati susmulkinamos.

Metodas

Eminys dZiovinamas nurodytomis salygomis, kurios priklauso nuo pasary tipo. Masés sumazéjimas nustatomas
sveriant. Tiriant kietuosius paSarus, kuriy drégmés kiekis didelis, batina atlikti pradinj dZiovinima.

Aparatiira

Smulkintuvas, pagamintas i§ drégmés nesugerian¢iy medziagy, kuris biity lengvai valomas, kuriuo biity galima
greitai ir vienodai susmulkinti éminj, per daug jam nejkaistant, ir kuris kuo geriau apsaugoty éminj nuo sglycio
su iSorés oru ir atitikty 4.1.1 ir 4.1.2 punktuose nustatytus reikalavimus (pvz., plaktukiniai ar vandeniu ausinami
mikrosmulkintuvai, sudedamieji kaiginiai malinéliai, maZo apsisukimy daZnio arba krumpliaratiniai
smulkintuvai).

Analizinés svarstyklés, tikslumas 1 mg.

Sausi korozijai atsparaus metalo arba stikliniai indai su sandariai uzdengiamais dangciais; darbinis pavirsius
tiriamajam éminiui paskleisti mazdaug 0,3 g/cm? tankiu.

Elektriné pastovios temperatiiros dziovinimo spinta (+ 2 °C), tinkamai ventiliuojama ir uZtikrinanti greitg
temperatiiros reguliavima (').

Reguliuojama elektriné vakuuminé dziovinimo spinta, turinti alyvos siurblj ir mechanizma, kuriuo galima ileisti
karsto sauso oro, arba naudojanti dzioviklj (pvz., kalcio oksidg).

Eksikatorius su stora perforuota metalo arba porceliano plokste ir veiksmingu dziovikliu.
Procediira

Pastaba: Siame skirsnyje apradyti veiksmai turi biiti atliekami iskart atidarius éminiy pakuotes. Analizé turi biiti
atliekama bent du kartus.

Dziovinimo spintos griiddams, miltams, kruopoms ir rupiems miltams dZziovinti Siluminé galia turi bati tokia, kad nustacius 131 °C
temperatiirg, spinta,  kurig dzifiti vienu metu sudedamas didZiausias galimas tiriamyjy éminiy kiekis, vél pasiekty tg temperatiira per
maziau kaip 45 min. Ventiliacija turi bati tokia, kad rezultaty, gauty dvi valandas spintoje dZiovinant tiek paprasty kvie¢iy éminiy,
kiek jy gali tilpti, ir rezultaty, gauty po 4 valandy dZiovinimo, skirtumas bty maZesnis kaip 0,15 %.
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4.1. Eminiy ruosimas

4.1.1. Pa3arai, i$skyrus paSarus pagal 4.1.2 ir 4.1.3 punktus

Paimama bent 50 g éminio. Prireikus éminys sutrupinamas arba sumalamas taip, kad bty iSvengta drégmés
kiekio poky¢io (zr. 6 punktg).

4.1.2.  Javaiir kruopos

Paimama bent 50 g éminio. Susmulkinama i daleles, kuriy bent 50 % ibyra per 0,5 mm akuciy sieta ir ant 1 mm
skersmens apvaliy akuciy sieto lieka ne daugiau kaip 10 %.

4.1.3.  Skysti ar pasty tipo paSarai, kuriuos daugiausia sudaro aliejai ir riebalai

Mazdaug 25 g éminio pasveriama 10 mg tikslumu, jdedamas reikiamas kiekis sauso smélio, pasverto 10 mg
tikslumu, ir mai$oma tol, kol gaunamas homogeninis produktas.

4.2. DZiovinimas

Indas su dangc¢iu (3.3 punktas) 30 min +/- 1 min. dZiovinamas iki 103 °C jkaitintoje dZiovinimo spintoje. Tada
iSimamas i§ dZiovinimo spintos ir laikomas eksikatoriuje (3.6 punktas), kad atvésty iki kambario temperatiiros.

4.2.1. Pa3arai, i$skyrus paSarus pagal 4.2.2 ir 4.2.3 punktus

Indas su dang¢iu pasveriamas 1 mg tikslumu. Mazdaug 5 g éminio pasveriama 1 mg tikslumu, éminys supilamas |
pasverta indg ir lygiai paskleidZziamas. Neuzdengtas indas dedamas j dziovinimo spinta, jkaitinta iki 103 °C. Inda
reikia jdéti kuo grei¢iau, kad per daug nenukristy temperatira spintoje. DZiovinama keturias valandas,
skai¢iuojant nuo to momento, kai spintos temperatiira vél pasiekia 103 °C. Spinta atidaroma, indas nedelsiant
uzdengiamas dang¢iu, i§imamas i§ spintos, laikomas 30-45 min. eksikatoriuje (3.6 punktas), kad atvésty, ir
pasveriamas 1 mg tikslumu.

Jei pasarus daugiausia (> 50 %) sudaro aliejai ir gyviininiai bei augaliniai riebalai, dZiovinama spintoje dar

30 min. 103 °C temperatiroje. Siy dviejy svérimy rezultaty skirtumas neturi bati didesnis nei 0,1 % drégmés
kiekio.

4.2.2.  Javai, miltai, kruopos ir rupis miltai

Indas su dang¢iu pasveriamas 0,5 mg tikslumu. Mazdaug 5 g sutrupinto éminio pasveriama 1 mg tikslumu,
éminys suberiamas j pasverta inda ir lygiai paskleidziamas. Neuzdengtas indas dedamas { dZiovinimo spintg,
ikaitintg iki 130 °C. Indg reikia jdéti kuo greiciau, kad per daug nenukristy temperatiira spintoje. DZiovinama dvi
valandas, skai¢iuojant nuo to momento, kai spintos temperatiira vél pasiekia 130 °C. Spinta atidaroma, indas
nedelsiant uzdengiamas dangciu, i§imamas i§ spintos, laikomas 30-45 min. eksikatoriuje (3.6 punktas), kad
atvésty, ir pasveriamas 1 mg tikslumu.

4.2.3. Kombinuotieji paSarai, kuriuose yra daugiau nei 4 % sacharozés arba laktozés: pasarinés
zaliavos, pvz., saldZiosios ceratonijos ank$tys, hidrolizuotieji javy produktai, salyklas,
dziovinti runkeliy grieZiniai, Zuvy sultys ir cukraus zlaugtai

Indas su dang¢iu pasveriamas 0,5 mg tikslumu. Mazdaug 5 g éminio pasveriama 1 mg tikslumu, éminys
supilamas | pasverta inda ir lygiai paskleidziamas. NeuzZdengtas indas dedamas | vakuuming dZiovinimo spintg
(3.5 punktas), ikaitinta iki 80-85 °C. Inda reikia idéti kuo grei¢iau, kad per daug nenukristy temperatiira spintoje.
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4.3.

5.1.

5.2.

Slégis sumazinamas iki 100 mm Hg stulpelio ir tokiame slégyje keturias valandas dziovinama kar$to sauso oro
srove arba dziovikliu (20 éminiy reikia apie 300 g). Pastaruoju atveju, pasiekus nurodyty slégi, vakuuminis
siurblys i§jungiamas. DZiovinimo trukmé skai¢iuojama nuo to momento, kai dZiovinimo spintos temperatiira vél
pakyla iki 80-85 °C. DZiovinimo spintos slégis atsargiai padidinamas iki atmosferos slégio. Spinta atidaroma,
indas nedelsiant uzdengiamas dangciu, i§imamas i§ spintos, laikomas 30-45 min. eksikatoriuje (3.6 punktas), kad
atvésty, ir pasveriamas 1 mg tikslumu. DZiovinama dar 30 min. vakuuminéje dziovinimo spintoje 80-85 °C
temperatiiroje ir dar kartg pasveriama. Siy dviejy svérimy rezultaty skirtumas neturi biiti didesnis nei 0,1 %
drégmes kiekio.

Pradinis (dalinis) dZiovinimas

Kad buty galima istirti stabilias medziagas drégnuose pasaruose, kuriuose sausyjy medziagy masés dalis yra
mazesné nei 85 % (pvz., stambieji paSarai, suminiai sumaiyti daviniai, (ne)skystas pasaras), pries smulkinant juos
batina i§ dalies i§dZiovinti; tiriant nestabiligsias chemines medziagas, dalinis dZiovinimas negalimas.

Dalinis dZiovinimas gali bti atliekamas naudojant krosnele su ventiliatoriumi arba mikrobangy krosnj, arba
dziovinimu $al¢iu. I§skyrus dziovinima 3alciu, paSarus siekiama i3dZiovinti iSlaikant Zemesng nei 60 °C éminio
temperattira, kad cheminé sudétis bity paveikta kuo maziau. DZiovinant pasarus aukStesnéje kaip 60 °C
temperatiiroje jie chemiskai pakinta (pvz. baltymai pradeda irti). Prie§ nustatant daling sausaja medziaga,
isdziovinti pasarai mazdaug 15 min. laikomi kambario temperatiiroje pusiausvyrai nusistovéti, kad baty kuo
labiau sumazintas galimas drégmés pokytis, kuris gali atsirasti smulkinant ir laikant pasarus. DZiovinant pasarus
Zemesnéje kaip 60 °C temperatiiroje visas vanduo i§ pasary nepaalinamas; todél (pradinis) dalinis dZiovinimas
nereiskia neatitinka suminés sausosios medziagos. Po dziovinimo, nustacius kitas chemines sudedamagsias dalis,
poéminis susmulkinamas ir nustatoma (galutiné) sausoji medziaga i§ dalies i§dZiovintame éminyje (likusi drégmé
3-15 %).

Todél sausajai medZziagai nustatyti rekomenduojama taikyti dviejy etapy procediirg. Pirmiausia nustatomas dalinis
sausyjy medziagy kiekis (jei sausyjy medziagy kiekis yra mazesnis kaip 85 %), tada susmulkintame tiriamajame

éminyje nustatomas likes sausyjy medziagy kiekis. Suminis sausyjy medziagy kiekis apskai¢iuojamas padauginus
dalinj sausyjy medziagy kiekj i3 likusio sausyjy medziagy kiekio.

Rezultaty apskaiciavimas

Drégmés kiekis éminio masés procentais (X) apskai¢iuojamas pagal Sias formules:
Dziovinimas, kai netaikomas pradinis dziovinimas

X = (2 100

kurioje:
m-= tiriamojo éminio pradinis svoris gramais;
my—=  i§dZiovinto tiriamojo éminio svoris gramais.

Dziovinimas, kai taikomas pradinis dZiovinimas (3)

X, = [0y gy | 10— 100 ¢ (1 2LE0)

P my m X mo
kurioje:
m-= tiriamojo éminio pradinis svoris gramais;
m;—= tiriamojo éminio svoris po pradinio dZiovinimo gramais;
m,—= tiriamojo éminio svoris po trupinimo arba smulkinimo gramais;
my—=  i§dZiovinto tiriamojo éminio svoris gramais.

() Issamesnés informacijos apie skai¢iavima Zr. standarta EN ISO 6498 ,Pasarai. Eminiy paruogimo gairés.”
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5.3. Pakartojamumas
Dviejy lygiagreciy to paties éminio nustatymy rezultaty skirtumas ne didesnis nei 0,2 % drégmés kiekio

absoliuciosios vertés, i$skyrus drégng gyviiny augintiniy édalg ir Suny kramtalus, — $iuo atveju skirtumas turi baiti
ne didesnis nei 0,5 % drégmés kiekio absoliuciosios vertés.

6. Pastaba

Jei paaiskéja, kad éminj batina sutrupinti, ir pastebima, kad produkto drégmés kiekis pakito, pasary komponenty
analizés rezultatus reikia perskaiciuoti pagal pradinés biklés éminio drégmeés kieki.

B. GYVUNINIY IR AUGALINIY RIEBALY BEI ALIEJly DREGMES KIEKIO NUSTATYMAS

1. Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu galima nustatyti vandens ir lakiyjy medziagy kiekj gyviininiuose ir augaliniuose riebaluose bei
aliejuose.

2. Metodas

Eminys dziovinamas 103 °C temperatiiroje iki pastoviosios masés (paeiliui sveriant du kartus, masés sumazéjimas
turi nevirsyti 1 mg). Masés sumazéjimas nustatomas sveriant.

3. Aparatiira
3.1. Indas ploksciu dugnu i§ korozijai atsparios medziagos, skersmuo 8-9 cm, aukstis — mazdaug 3 cm.
3.2. Mazdaug 10 cm ilgio gyvsidabrio termometras, su padalomis nuo mazdaug 80 °C iki bent 110 °C, su pastorintu

burbuliuku ir plétimosi vamzdzZiu virSutiniame gale.

3.3. Smélio vonia arba elektriné kaitlenté.
3.4. Eksikatorius su veiksmingu dZiovikliu.
3.5. Analizinés svarstyklés.

4, Procediira

] sausg pasvertg indg (3.1 punktas), | kurj jdétas termometras (3.2 punktas), 1 mg tikslumu pasveriama apie 20 g
homogenizuoto éminio. Nuolat maiSant termometru, kaitinama ant smélio vonios arba kaitlentés (3.3 punktas)
taip, kad mazdaug per 7 min. temperatiira pasiekty 90 °C.

Kaitinimas sumazinamas, stebint, kaip daznai nuo indo dugno kyla burbuliukai. Temperatiira turi bati ne
aukstesné kaip 105 °C. MaiSoma toliau, braukiant per indo dugna tol, kol nebesusidaro burbuliuky.

Siekiant uZtikrinti visiska drégmés pasalinima, dar keletg karty kaitinama iki 103 °C + 2 °C, kaskart tarp kaitinimy

atvésinant éminj iki 93 °C. Tada paliekama eksikatoriuje (3.4 punktas) atvésti iki kambario temperatiiros ir
pasveriama. Sis veiksmas kartojamas tol, kol, paeiliui sveriant du kartus, masés sumazéjimas nebevirSys 2 mg.

Pastaba: Eminio svorio padidéjimas po kartotiniy kaitinimo veiksmy rodo, kad oksiduojasi riebalai, todél $iuo
atveju rezultatai skai¢iuojami pagal svérimo duomenis, gautus pries tai, kai svoris pradéjo didéti.

5. Rezultaty apskaiciavimas

Drégmeés kiekis éminio procentine dalimi (X) apskai¢iuojamas pagal $ig formule:

X = (m,—m,) x 10
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

kurioje:

m-—= tiriamojo éminio svoris gramais;

m;—=  indo su turiniu svoris pries kaitinimg gramais;
m,—=  indo su turiniu svoris po kaitinimo gramais.

Mazesni nei 0,05 % rezultatai turi bati uZraSomi kaip ,maziau nei 0,05 %“.

Pakartojamumas

Dviejy to paties éminio lygiagreciai atliktos drégmeés kiekio analizés rezultaty skirtumas neturi bati didesnis nei
0,1 % absoliuciaja verte.

C. AZOTO KIEKIO NUSTATYMAS IR ZALIY BALTYMUY KIEKIO APSKAICIAVIMAS

Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu galima nustatyti Zaliy baltymy kiekj pasaruose pagal Kjeldalio metodu nustatoma azoto kiekj (*).

Metodas

Eminys skaidomas sieros riigstimi esant katalizatoriui. Riigstus tirpalas Sarminamas natrio hidroksido tirpalu.
Gautas amoniakas distiliuojamas ir surenkamas Zinomame kiekyje sieros riigsties, kurios perteklius titruojamas
natrio hidroksido standartiniu tirpalu.

Pagal kita metoda iSsiskyres amoniakas distiliuojamas i tirpalg su boro rugsties pertekliumi, tada titruojama
vandenilio chlorido raigsties arba sieros riigsties tirpalu.

Reagentai

Kalio sulfatas.

Katalizatorius: vario (Il) oksidas CuO arba vario (II) sulfato pentahidratas CuSO, 5H,0.
Cinko granulés.

Sieros ruigstis, p20 = 1,84 g/ml.

Sieros ruigstis, standartinis titrimetrinis tirpalas, ¢(H,SO,) = 0,25 mol/l.

Sieros riigstis, standartinis titrimetrinis tirpalas, ¢(H,SO4) = 0,10 mol/l.

Sieros riigstis, standartinis titrimetrinis tirpalas, ¢(H,SO4) = 0,05 mol/l.

Indikatorius metilraudonasis: 300 mg metilraudonojo istirpinama 100 ml etanolio, o = 95-96 % (tdrinis proc.,
VIV).

Natrio hidroksido tirpalas (galima naudoti techninj hidroksida) § = 40 g/100 ml (m/V: 40 %).
Natrio hidroksidas, standartinis titrimetrinis tirpalas, c(NaOH) = 0,25 mol/L.

Natrio hidroksidas, standartinis titrimetrinis tirpalas, ¢(NaOH) = 0,10 mol/l.

Pemzos granulés, i§plautos vandenilio chlorido riigstyje ir iskaitintos.

Acetanilidas (lyd. temp. = 114 °C, N kiekis = 10,36 %).

Sacharozé (neturinti azoto).

Boro riigstis (H;BO5).

() N kiekis gali bati nustatomas visuose pasaruose, taciau apskaiciuojant Zaliy baltymy kiekj 6,25 konversijos koeficientas gali biiti
netaikomas vabzdziy paSarinéms Zaliavoms (maZesnis konversijos koeficientas), tam tikry gyviiny augintiniy édalui ir kraujo plazmos
baltymams (didesnis konversijos koeficientas).
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3.16.  Indikatoriaus metilraudonojo tirpalas: 100 mg metilraudonojo istirpinama 100 ml etanolio arba metanolio.
3.17.  Bromkrezolio Zaliojo tirpalas: 100 mg bromkrezolio Zaliojo iStirpinama 100 ml etanolio arba metanolio.

3.18.  Boro riigsties tirpalas (10-40 g/l atsizvelgiant i naudojamg aparatiira).

Kai ekvivalentinis taskas nustatomas kolorimetriskai, j boro riigties tirpalus turi bati jdéta metilraudonojo ir
bromkrezolio Zaliojo indikatoriy. Jei ruoSiamas 1 litras boro ragsties tirpalo, prie§ skiedziant iki Zymés jpilama
7 ml metilraudonojo indikatoriaus tirpalo (3.16 punktas) ir 10 ml bromkrezolio Zaliojo tirpalo (3.17 punktas).

Priklausomai nuo naudojamo vandens, skirtingy partijy boro riigsties tirpaly pH verté gali skirtis. Boro rugsties

tirpalo pH verté turi biti 4.3-4.7. Daznai bitina koreguoti nedideliu $armo tirpalo tiriu, kad bty gautas
teigiamas tusciasis éminys.

Pastaba: Paprastai tinkamai korekcijai pakanka mazdaug 3-4 ml NaOH (3.11 punktas) 1 litrui 10 g/l boro
rigsties. Tirpalas laikomas kambario temperatiiroje, apsaugotas nuo $viesos ir amoniako gary Saltiniy.

3.19.  Vandenilio chlorido rigsties standartinis titrimetrinis tirpalas ¢(HCl) = 0,10 mol/l.

Pastaba: Galima naudoti kitokios koncentracijos titrimetrinius tirpalus (3.5, 3.6, 3.7, 3.10, 3.11 ir 3.19 punktai),
jei apskai¢iuojant baty daroma korekcija dél koncentracijos. Koncentracijos vertés visuomet
iSreiskiamos keturiais skaiciais po kablelio.

4. Aparatiira

Aparatiira, tinkama taikyti $lapiajj skaidyma, distiliuoti ir titruoti pagal Kjeldalio procediira.
5. Procediira

5.1. Slapiasis skaidymas

1 g éminio pasveriama 0,001 g tikslumu ir éminys supilamas j $lapiojo skaidymo aparato kolba. Jdedama 15 g
kalio sulfato (3.1 punktas) ir atitinkamas kiekis katalizatoriaus (3.2 punktas) (0,3-0,4 g vario oksido arba
0,9-1,2 g vario (II) sulfato pentahidrato), jpilama 25 ml sieros ragsties (3.4 punktas, prireikus jmetamos kelios
pemzos granulés (3.12 punktas) ir sumaiSoma.

Kolba i§ pradziy $ildoma, kartkartémis jg sukiojant, ant nestiprios ugnies tol, kol mas¢ suangléja ir nelieka puty;
tada $ildoma stipriau tol, kol tirpalas pradeda nuolat virti. Kaitinimas yra pakankamas, jei verdanti rtigstis
kondensuojasi ant kolbos sieneliy. Reikia Ziaréti, kad neperkaisty Soninés kolbos sienelés ir prie jy neprilipty
organiniy medziagy daleliy.

Kai tirpalas tampa skaidrus ir $viesiai Zalias, virinama dar dvi valandas, véliau paliekama atvésti.

5.2. Distiliavimas

Atsargiai jpilama pakankamai vandens, kad visiskai i$tirpty sulfatai. Paliekama atvésti ir jdedamos kelios cinko
granulés (3.3 punktas). Tesiama pagal 5.2.1 arba 5.2.2 punktg.

5.2.1. Distiliavimas | sieros ragstj

[ distiliavimo aparato surinkimo kolbg jpilama lygiai 25 ml sieros riigties (3.5 punktas) arba (3.7 punktas) tirpalo,
atsizvelgiant j tai, kiek éminyje galéty biti azoto. Jlasinami keli lagai metilraudonojo indikatoriaus (3.8 punktas).

Slapiojo skaidymo kolba prijungiama prie distiliavimo aparato kondensatoriaus, kurio antgalis ne maziau kaip per
centimetrg jmerkiamas i surinkimo kolboje esantj skystj (Zr. 8.3 punkto pastabg). Neleidziant amoniakui garuoti
(zr. 8.1 punkto pastaba), i $lapiojo skaidymo kolbg létai jpilama 100 ml natrio hidroksido tirpalo (3.9 punktas).
Kolba kaitinama tol, kol amoniakas baigiamas distiliuoti.
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5.2.2.

5.3.

5.4.

6.1.

Distiliavimas j boro rugstj

Jei amoniakas distiliate titruojamas rankiniu bidu, taikoma toliau nurodyta procediira. Jei distiliavimo jrenginys
yra visiSkai automatizuotas, iskaitant amoniako distiliate titravimg, laikomasi gamintojo instrukcijy dél
distiliavimo jrenginio naudojimo.

Surinkimo kolba su 25-30 ml boro riigsties tirpalo (3.18 punktas) statoma po kondensatoriaus i§leidziamuoju
antgaliu taip, kad tiekimo vamzdis bty Zemiau boro rigsties pertekliy turincio tirpalo pavir§iaus. Distiliavimo
jrenginys nustatomas dozuoti 50 ml natrio hidroksido tirpalo (3.9 punktas). Distiliavimo jrenginys naudojamas
pagal gamintojo instrukcijas ir amoniakas distiliuojamas jpilant natrio hidroksido tirpalo. Distiliatas surenkamas |

boro raigsties tirpala. Distiliato kiekis (distiliavimo garais trukmé) priklauso nuo azoto kiekio éminyje. Laikomasi
gamintojo instrukcijy.

Pastaba: Pusiau automatizuotame distiliavimo jrenginyje natrio hidroksido pertekliaus jpylimas ir distiliavimas
garais atlickamas automatiskai.

Titravimas

Tesiama pagal 5.3.1 arba 5.3.2 punkta.

Sieros rigStis

Priklausomai nuo naudotos sieros riigsties koncentracijos, sieros riigsties perteklius surinkimo kolboje
titruojamas natrio $armo (3.10 arba 3.11 punktas) tirpalu tol, kol pasiekiamas ekvivalentinis tagkas.

Boro rugstis

Surinkimo kolbos turinys titruojamas i§ biuretés vandenilio chlorido rtigsties standartiniu titrimetriniu tirpalu
(3.19 punktas) arba sieros riigdties standartiniu titrimetriniu tirpalu (3.6 punktas) ir uZraSomas sunaudoto
titranto taris.

Kai ekvivalentinis taskas nustatomas kolorimetriskai, ekvivalentinis taskas pasiekiamas, pirmg karta atsiradus
tirpalo rozinei spalvai. Biuretés rodmuo jvertinamas 0,05 ml tikslumu. Apsviesta magnetiné maisyklé arba
fotometrinis detektorius gali padéti lengviau pamatyti ekvivalentinj taska.

Tai galima atlikti automatiskai, naudojant distiliavimo garais jrenginj su automatiniu titravimu.

Konkretus distiliatorius (titratorius) naudojamas pagal gamintojo instrukcijas.

Pastaba: Naudojant automatizuotg titravimo sistemg, titruoti pradedama ikart, kai prasideda distiliavimas ir
sunaudojama 1 % boro ragsties tirpalo (3.18 punktas).

Jei naudojamas visiskai automatizuotas distiliavimo jrenginys, amoniako automatinj titravima galima atlikti
naudojant potenciometring pH sistemg ekvivalentiniam takui nustatyti.

Siuo atveju naudojamas automatinis titratorius su pH-metru. pH-metras tinkamai sukalibruojamas pH 4—pH 7
intervale pagal jprastas laboratorines pH-metro kalibravimo procediiras.

Titravimo ekvivalentinis taskas pagal pH atitinka pH verte 4,6, Sis taskas yra staciausias titravimo kreivés taskas
(perlinkio taskas).

TusCiasis bandymas

Siekiant patvirtinti, kad reagentai neturi azoto, atliekamas tus¢iasis bandymas (Slapiasis skaidymas, distiliavimas ir
titravimas), vietoj éminio naudojant 1 g sacharozés (3.14 punktas).

Rezultaty apskaiciavimas

Apskai¢iuojama pagal 6.1 arba 6.2 punkta.

Apskaiciavimas titruojant pagal 5.3.1 punktg

Zaliy baltymy kiekis, ireikstas svorio procentais, apskaic¢iuojamas pagal $ia formule:
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(Vo - V1) x ¢ x 0,014 x 100 x 6,25

m
kurioje:

Vo—= NaOH (3.10 arba 3.11 punktas) tiiris, sunaudotas tu$¢iajam bandymui, ml;
Vi—= NaOH (3.10 arba 3.11 punktas) tiris, sunaudotas éminiui titruoti, ml;
c—-= natrio hidroksido (3.10 arba 3.11 punktas) koncentracija, mol/l;

m-= éminio svoris, g.

6.2. Apskaiciavimas titruojant pagal 5.3.2 punktg

6.2.1. Titravimas vandenilio chlorido rigstimi

Zaliy baltymy kiekis, isreikstas svorio procentais, apskaiciuojamas pagal $ig formule:

(V1 -Vg) xex1,4%625

m
kurioje:

m-= tiriamosios dalies svoris, g;

c= vandenilio chlorido riigdties standartinio titrimetrinio tirpalo (3.19 punktas) koncentracija, mol/l;
Vo—=  tusiajam bandymui sunaudotas vandenilio chlorido raigsties tairis, ml;

V,—-= tirlamajai daliai sunaudotas vandenilio chlorido riigsties tiris, ml.

6.2.2. Titravimas sieros riig§timi

Zaliy baltymy kiekis, isreikstas svorio procentais, apskaiciuojamas pagal sig formule:

(V1 -Vg) xex28%6,25

m
kurioje:
m-= tiriamosios dalies svoris, g;
c—-= sieros riigsties standartinio titrimetrinio tirpalo (3.6 punktas) koncentracija, mol/l;
Vo—=  tusiajam bandymui sunaudotas sieros riigsties (3.6 punktas) tiris, ml;
V,—=  tirlamajai daliai sunaudotas sieros riigsties (3.6 punktas) tiris, ml.
7. Metodo tikrinimas
7.1. Pakartojamumas

Dviejy lygiagreciy to paties éminio nustatymy rezultaty skirtumas neturi bati didesnis nei:
— 0,4 % absoliucigja verte, kai zaliy baltymy kiekis mazesnis nei 20 %,
— 2,0 % didesnés vertés, kai zaliy baltymy kiekis 20-40 %,

— 0,8 % absoliucigja verte, kai Zaliy baltymy kiekis didesnis nei 40 %.

7.2. Atkuriamumas
Dviejy skirtingose laboratorijose atlikty to paties éminio nustatymy rezultaty skirtumas neturi bati didesnis net:
— 1,8 % absoliuciaja verte, kai Zaliy baltymy kiekis mazZesnis nei 20 %,
— 9,0 % didesnés vertés, kai zaliy baltymy kiekis 20-40 %,

— 3,6 % absoliuciaja verte, kai Zaliy baltymy kiekis didesnis nei 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.

Tikslumas

Atliekama tinkamo acetanilido (3.13 punktas) kiekio (pvz., 0,2-0,3 g) analizé (Slapiasis skaidymas, distiliavimas ir
titravimas), jdéjus 1 g sacharozés (3.14 punktas); 1 g acetanilido sunaudoja 14,80 ml sieros riigsties (3.5 punktas).
I§gavos dydis turi biti ne maZesnis nei 99 %.

Pastabos

Aparatiira gali biti rankinio, pusiau automatinio arba automatinio tipo. Jei naudojama aparatiira, kai éminj po
Slapiojo skaidymo reikia supilti | distiliavimo jrenginj, turi bati supilama be nuostoliy. Jei distiliavimo aparato
kolba neturi laginamojo piltuvo, natrio $armo tirpalas jpilamas pries pat kolba prijungiant prie kondensatoriaus,
skystj i 1éto pilant kolbos sienele.

Jei skaidymo produktas sukietéja, analizé pradedama i§ naujo su didesniu nei 5.1 punkte nurodytu sieros rtigsties
tirpalo (3.4 punktas) kiekiu.

Produktams, kuriuose azoto kiekis nedidelis, i surinkimo kolba ipilamo sieros riigsties tirpalo (3.7 punktas) tiris
prireikus gali baiti sumazintas iki 10 arba 15 ml, skiedZiant vandeniu iki 25 ml.

Atliekant jprasta analizg, galima taikyti alternatyviuosius metodus Zaliy baltymy kiekiui nustatyti, bet Sioje C
dalyje aprasytas Kjeldalio metodas yra pamatinis metodas. Rezultaty gauty alternatyviaisiais metodais (pvz.,
DUMAS) lygiavertiskumas palyginti su pamatiniu metodu turi bati jrodytas kiekvienai matricai atskirai. Kadangi
alternatyviuoju metodu gauti rezultatai ir pamatiniu metodu gauti rezultatai gali Siek tiek skirtis, netgi patikrinus
lygiavertiskuma, analizés ataskaitoje biitina nurodyti Zaliy baltymy kiekiui nustatyti taikyta analizés metoda.

D. KARBAMIDO KIEKIO NUSTATYMAS

Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu galima nustatyti kaip pasary priedas naudojamo karbamido koncentracijg atrajotojy pasaruose.

Metodas

Eminys suspenduojamas vandenyje kartu su skaidrinancigja medziaga. Suspensija filtruojama. Dedama
4-dimetilaminobenzaldehido (4-DMAB), ir karbamido kiekis filtrate nustatomas matuojant absorbcija, kai bangos
ilgis 420 nm.

Reagentai

4-dimetilaminobenzaldehido tirpalas: 1,6 g 4-DMAB istirpinama 100 ml 96 % etanolio ir jpilama 10 ml
vandenilio chlorido ragsties (pyo = 1,19 g/ml). Sj reagentg galima laikyti ne ilgiau kaip dvi savaites.

Carrez 1 tirpalas: vandenyje istirpinama 21,9 g cinko acetato Zn(CH;COO), 2H,0 ir 3 g ledinés acto rugsties.
SkiedZiama vandeniu iki 100 ml.

Carrez 11 tirpalas: vandenyje iStirpinama 10,6 g kalio heksacianoferato (IT) K, Fe(CN)s 3H,0. SkiedZiama vandeniu
iki 100 ml.

Aktyvintosios anglys, kurios nesugeria karbamido (turi bati patikrinta).
Karbamido 0,1 % (m/V) tirpalas.

Aparatiira

Maisiklis (vartytuvas), daznis mazdaug 35-40 sik./min.

Mégintuvéliai: 160 x 16 mm su §lifo kamsciais.

Spektrofotometras.
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5. Procediira

5.1. Eminio analizé

1 mg tikslumu pasveriama 2 g éminio, kuris kartu su 1 g aktyvinty angliy (3.4 punktas) supilamas { 500 ml
matavimo kolbg. Ipilama 400 ml vandens ir 5 ml Carrez I (3.2 punktas) tirpalo, mazdaug 30 s maiSoma ir jpilama
5 ml Carrez I (3.3 punktas) tirpalo. Trisdesimt minuciy tirpalas maiSomas vartytuve. Tirpalas skiedziamas
vandeniu iki Zymés, purtomas ir filtruojamas.

[ mégintuvélius su lifo kam3ciais jpilama 5 ml skaidraus bespalvio filtrato, 5 ml 4-DMAB tirpalo (3.1 punktas) ir
sumaiSoma. Mégintuvéliai statomi | vandens vonig 20 °C (+/-4 °C) temperatiiroje. Po penkiolikos minuciy
spektrofotometru matuojama éminio tirpalo absorbcija, kai bangos ilgis 420 nm. Palyginamuoju tirpalu
naudojamas tus¢iajam bandymui ruosti naudojamy reagenty tirpalas.

5.2. Kalibravimo kreivé
] 100 ml matavimo kolbas jpilama 1, 2, 4, 5 ir 10 ml karbamido tirpalo (3.5 punktas) ir skiedZiama vandeniu iki
zymés. Paimama po 5 ml kiekvieno tirpalo, i kiekvieng i§ jy jpilama 5 ml 4-DMAB tirpalo (3.1 punktas),

sumaiSoma ir, kaip nurodyta anks¢iau, matuojama jy absorbcija, lyginant su kontroliniu tirpalu, turin¢iu 5 ml
4-DMAB ir 5 ml vandens, neturin¢io karbamido. BréZziama kalibravimo kreivé.

6. Rezultaty apskaiciavimas
Pagal kalibravimo kreive nustatomas karbamido kiekis éminyje.

Rezultatas iSreiskiamas karbamido kiekiu mg viename éminio kilograme.

7. Metodo jvertinimas
7.1. Pakartojamumas

Dviejy toje pacioje laboratorijoje to paties veiklos vykdytojo atlikty to paties éminio nustatymy rezultaty
skirtumas neturi bati didesnis nei:

— esant 420 nm
— 50 % didesnés vertés, kai karbamido kiekis nuo 3 000 iki maziau kaip 5 000 mg/kg,
— 25 % didesnés vertés, kai karbamido kiekis nuo 5 000 iki maziau kaip 7 000 mg/kg,
— 20 % didesnés vertés, jei karbamido kiekis 7 000 mg/kg arba didesnis;

— esant 435 nm
— 40 % didesnés vertés, kai karbamido kiekis nuo 3 000 iki maziau kaip 5 000 mg/kg,
— 25 % didesnés vertés, kai karbamido kiekis nuo 5 000 iki maziau kaip 9 000 mg/kg,

— 5 % didesnés vertés, kai karbamido kiekis 9 000 mg/kg arba didesnis.

7.2. Atkuriamumas

Dviejy skirtingose laboratorijose ir (arba) skirtingy veiklos vykdytojy atlikty to paties éminio nustatymy rezultaty
skirtumas neturi biiti didesnis nei:

— esant 420 nm
— 3000 mg/kg absoliuciaja verte, kai karbamido kiekis nuo 3 000 iki maziau kaip 12 000 mg/kg,
— 4500 mg/kg absoliuciaja verte, kai karbamido kiekis 12 000 mg/kg arba didesnis;
— esant 435 nm
— 50 % didesnés vertés, kai karbamido kiekis nuo 3 000 iki maziau kaip 8 000 mg/kg,
— 25 % didesnés vertés, kai karbamido kiekis 8 000 mg/kg arba didesnis.
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8. Jungtinio lyginamojo tyrimo rezultatai

Buvo atlikti ES tarplaboratoriniai tyrimai, kuriuose dalyvavo 18 laboratorijy. Buvo analizuojama po du atsitiktinai
atrinkty penkiy atrajotojy kombinuotyjy pasary éminius (1-oje ir 2-oje lentelése nurodyti kaip MAT), kuriy
tyrimo rezultatai teigiami (1 analizé), o vienas atrajotojy kombinuotyjy pasary tusciasis éminys buvo istirtas

vieng kartg.

Pagalinus riktus, taikant tinkamy ver¢iy variacijos analizg, buvo atlikti pakartojamumo (r) ir atkuriamumo (R) riby
skai¢iavimai, kaip apibréZta tarptautinése gairése.

Toliau lentelése pateikiami apskai¢iuoti metodo veiksmingumo duomenys (pakartojamumas, atkuriamumas). I§
visy tirty éminiy, jskaitant tus¢iaja medziaga, klaidingai teigiamy arba klaidingai neigiamy rezultaty nenustatyta.

1 lentelé

Metodo veiksmingumo parametrai matuojant karbamidg visose medZiagose, kai \ = 420

MAT 2 MAT 5 MAT 3 MAT 4 MAT 6

Avys Galvijai Avys Avys Galvijai
Tiksliné masés dalis (mg kg™') 3000 5000 7001 9036 11 000
Vidutiné masés dalis (mg kg™) 4241 6993 7 830 9962 12071
Atkuriamumo standartinis 1141 1303 985 994 1711
nuokrypis sg (mg kg?)
Pakartojamumo standartinis 723 601 549 712 737
nuokrypis s (mg kg™
Atkuriamumo santykinis 27 19 13 10 14
standartinis nuokrypis RSDy, (%)
Pakartojamumo santykinis 17 9 7 7 6
standartinis nuokrypis RSD, (%)
Atkuriamumo riba R 3195 3649 2759 2784 4790
[R = 2,8 x SR]
Pakartojamumo riba r 2024 1684 1536 1994 2064
[r=2,8 xs]

2 lentelé
Metodo veiksmingumo parametrai matuojant karbamida visose medZiagose, kai A = 435

MAT 2 MAT 5 MAT 3 MAT 4 MAT 6

Avys Galvijai Avys Avys Galvijai
Tiksliné masés dalis (mg kg™!) 3000 5000 7001 9036 11 000
Vidutiné masés dalis (mg kg™) 4101 6467 7 890 10062 11 642
Atkuriamumo standartinis 706 1194 675 745 1378
nuokrypis s (mg kg™
Pakartojamumo standartinis 570 628 613 196 167

nuokrypis s, (mg kg?)
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9.1.

9.2.

9.3.

2.1.

()
0)

Atkuriamumo santykinis 17 18 9 7 12
standartinis nuokrypis RSDx (%)

Pakartojamumo santykinis 14 10 8 2 1
standartinis nuokrypis RSD, (%)

Atkuriamumo riba R 1977 3344 1889 2087 3859
[R = 2,8 x SR]

Pakartojamumo riba r 1596 1759 1715 549 467
[r=2.8xs]

Pastabos

Tais atvejais, kai karbamido kiekis yra didesnis nei 3 %, imama 1 g éminio arba pradinis tirpalas skiedziamas tiek,
kad jo 500 ml baty ne daugiau nei 50 mg karbamido.

Tuo atveju, kai karbamido yra mazai, éminio kiekis padidinamas tiek, kad filtratas dar likty skaidrus ir bespalvis.

I§ pirmiau pateikty jungtinio lyginamojo tyrimo rezultaty nematyti didelio skirtumo tarp rezultaty glaudumo,
i$matavus karbamidg esant 420 arba 435 nm.

E. AMINORUGSCIY (ISSKYRUS TRIPTOFANA) KIEKIO NUSTATYMAS
Analizés metodai, naudotini aminoriigstims (i$skyrus triptofang) nustatyti:
— ENISO 13903 ,Pasarai. Aminoriigsciy kiekio nustatymas®;

— EN ISO 17180 ,PaSarai. Lizino, metionino ir treonino nustatymas komerciniuose aminorigsciy
produktuose ir premiksuose* (*);

— toliau 1-10 dalyse aprasyti analizés metodai.

Tikslas ir taikymo sritis

Naudojant aminoriig§¢iy analizatoriy, $iuo metodu galima nustatyti laisvyjy (sintetiniy ir gamtiniy) aminorigsciy
ir suminj (peptidiniais rysiais sujungty ir laisvyjy) aminorigsciy kiekj pasarinése Zaliavose, kombinuotuosiuose
pasaruose ir premiksuose, kuriuose yra maziau nei 10 % () kickvienos amino riigsties. Sis metodas tinka ioms
aminoragstims: cisteinui (cistinui), metioninui, lizinui, treoninui, alaninui, argininui, asparto ir glutamo rigstims,
glicinui, histidinui, izoleucinui, leucinui, fenilalaninui, prolinui, serinui, tirozinui ir valinui.

Siuo metodu negalima atskirti jvairiy aminorfigi¢iy drusky ir negalima atskirti aminoriigi¢iy D-ir L-formy.
Metodas netinka triptofano arba hidroksigrupe turintiems aminoriigi¢iy analogams nustatyti.

Metodas

Laisvosios aminoriigstys

Laisvosios aminorfigitys ekstrahuojamos praskiesta vandenilio chlorido riigtimi. Kartu ekstrahuojamos azoto
turin¢ios makromolekulés nusodinamos sulfosalicilo rfigstimi ir atskiriamos filtruojant. Nustatoma filtruoto
tirpalo pH verté 2,20. Aminoragstys atskiriamos jony mainy chromatografija ir nustatomos fotometriskai
vykdant reakcija su ninhidrinu, kai bangos ilgis 570 nm.

Standarte EN 17180 nustatytas analizés metodas nurodytas kaip alternatyvus metodas, taikytinas oficialios kontrolés tikslais nustatant
aminor{igstis pasaruose, kuriuose yra daugiau kaip 10 % aminorigsciy.

Sis metodas nebuvo patvirtintas atliekant jungtinj lyginamajj premiksy, kuriy sudétyje yra daugiau kaip 10 % pagary priedy, tyrimg.
Taciau jis su atitinkamais nedideliais pakeitimais taip pat taikomas $ioms matricoms, su salyga, kad metodas véliau patvirtinamas
atliekant vienos laboratorijos tyrima. Papildomos informacijos ieskoti svetainéje 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.

3.16.1.

3.16.2.

3.16.3.

Suminis aminoriigsciy kiekis
Pasirinkta procediira priklauso nuo tiriamy aminoriigs¢iy. Cisteinas (cistinas) ir metioninas prie$ hidrolize turi
biti oksiduojami iki cistino riigsties ir metionino sulfono. Tirozinas turi biiti nustatomas neoksiduoty éminiy

hidrolizatuose. Visos kitos 1 punkte (Tikslas ir taikymo sritis) i$vardytos aminoriigstys gali biiti nustatomos arba
oksiduotuose, arba neoksiduotuose éminiuose.

Oksidacija atlickama peroksiskruzdziy riigsties ir fenolio misiniu 0 °C temperatiiroje. Oksidacijos reagento
perteklius skaidomas natrio disulfitu. Oksiduoti ar neoksiduoti éminiai 23 valandas hidrolizuojami vandenilio
chlorido raigstimi (3.20 punktas). Nustatoma hidrolizaty pH verté 2,20. Aminor{igstys atskiriamos taikant jony
mainy chromatografijg ir nustatomos fotometriniu metodu vykdant reakcija su ninhidrinu, kai bangos ilgis 570
nm (prolinui — 440 nm).

Reagentai

Turi baiti naudojamas du kartus distiliuotas arba tokios pat kokybés vanduo (laidis < 10 pS).
Vandenilio peroksidas, (m/m) = 30 %.

Skruzdziy rgstis, (m/m) = 98-100 %.

Fenolis.

Natrio disulfitas.

Natrio hidroksidas.

5-sulfosalicilo riigsties dihidratas.

Vandenilio chlorido rfigstis, tankis mazdaug 1,18 g/ml.

Trinatrio citrato dihidratas.

2,2-tiodietanolis (tiodiglikolis).

Natrio chloridas.

Ninhidrinas.

Petroleteris, virimo temperatiiros intervalas — 40-60 °C.

Norleucinas arba kitas junginys, kurj galima naudoti kaip vidinj etalona.
Azoto dujos (< 10 ppm deguonies).

1-oktanolis.

Aminoragstys.

1 dalyje (Tikslas ir taikymo sritis) i$vardytos standartinés aminorfigd¢iy medziagos. Grynieji junginiai, kuriuose
néra kristalizacinio vandens. DZiovinami vakuume vir§ P,O5 arba H,SO, likus savaitei iki naudojimo.

Cistino rugstis.
Metionino sulfonas.

Natrio hidroksido tirpalas, ¢ = 7,5 mol/l:
300 g NaOH (3.5 punktas) istirpinama vandenyje ir skiedziama iki 1 litro.

Natrio hidroksido tirpalas, ¢ = 1 mol/l:

40 g NaOH (3.5 punktas) itirpinama vandenyje ir skiedZiama iki 1 litro.

Skruzdziy ragsties ir fenolio tirpalas:

889 g skruzdziy riigsties (3.2 punktas) sumaiSoma su 111 g vandens ir jdedama 4,73 g fenolio (3.3 punktas).
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3.20.  Hidrolizés miSinys, ¢ = 6 mol/l HCI tirpalas, kuriame yra 1 g/l fenolio:
jdedama 1 g fenolio (3.3 punktas) j 492 ml HCI (3.7 punktas) ir skiedZiama vandeniu iki 1 litro.

3.21.  Ekstrahavimo miSinys, ¢ = 0,1 mol/l HCl tirpalas, kuriame yra 2 % tiodiglikolio: paimama 8,2 ml HCI
(3.7 punktas), skiedziama mazdaug 900 ml vandens, jpilama 20 ml tiodiglikolio (3.9 punktas) ir skiedZziama
vandeniu iki 1 litro (tiesiogiai nemaisyti 3.7 ir 3.9 punktuose nurodyty medziagy).

3.22. 5-sulfosalicilo riigstis, = 6 %:

60 g 5-sulfosalicilo rigsties (3.6 punktas) itirpinama vandenyje ir skiedziama vandeniu iki 1 litro.

3.23.  Oksidavimo misinys (peroksiskruzdziy rugstis ir fenolis):

mazoje cheminéje stiklinéje sumaiSoma 0,5 ml vandenilio peroksido (3.1 punktas) ir 4,5 ml skruzdziy rigsties bei
fenolio tirpalo (3.19 punktas). Laikoma 1 val. 20-30 °C temperatiiroje, kad susidaryty peroksiskruzdziy ragstis, ir
pries supilant | éminj Saldoma ledo ir vandens vonioje (15 min).

Ispéjimas. Vengiama patekimo ant odos ir dévimi apsauginiai drabuZiai.

3.24.  Citratinis buferinis tirpalas, ¢ = 0,2 mol Na'[l, pH 2,20:

mazdaug 800 ml vandens i§tirpinama 19,61 g natrio citrato (3.8 punktas), 5 ml tiodiglikolio (3.9 punktas), 1 g
fenolio (3.3 punktas) ir 16,50 ml HCl (3.7 punktas). Nustatoma pH verté 2,20. SkiedZiama vandeniu iki 1 litro.

3.25.  Plovimo buferiniai tirpalai, paruoti pagal naudojamo analizatoriaus (4.9 punktas) salygas.
3.26.  Ninhidrino reagentas ruo$iamas pagal analizatoriaus (4.9 punktas) salygas.
3.27.  Aminoriigiciy standartiniai tirpalai. Sie tirpalai laikomi Zemesnéje nei 5 °C temperatiiroje.

3.27.1. Aminoriugsciy pradiniai standartiniai tirpalai (3.16.1 punktas).
¢ = 2,5 umol/ml kiekvienos raigsties tirpalas vandenilio chlorido ragstyje.

Galima naudoti esancius prekyboje.

3.27.2. Cistino rugsties ir metionino sulfono pradinis standartinis tirpalas, ¢ = 1,25 pmol/ml.

0,2115 g cistino rugsties (3.16.2 punktas) ir 0,2265 g metionino sulfono (3.16.3 punktas) iStirpinama
citratiniame buferiniame tirpale (3.24 punktas) 1 litro matavimo kolboje, iki Zymés skiedZiama citratiniu
buferiniu tirpalu. Laikoma Zemesnéje nei 5 °C temperatiiroje ne ilgiau kaip 12 ménesiy. Sis tirpalas
nenaudojamas, jei pradiniame standartiniame tirpale (3.27.1 punktas) yra cistino riigties ir metionino sulfono.

3.27.3. Pradinis standartinis vidinio etalono, pvz.: norleucino, tirpalas, ¢ = 20 pmol/ml.

0,6560 g norleucino (3.13 punktas) istirpinama citratiniame buferiniame tirpale (3.24 punktas) 250 ml
matavimo kolboje, iki Zymés skiedZiama citratiniu buferiniu tirpalu. Laikoma Zemesnéje nei 5 °C temperatiiroje
ne ilgiau kaip 6 ménesius.

3.27.4. Standartiniy aminorigsciy kalibravimo tirpalas, naudojamas hidrolizatams, ¢ = 5 nmol/50 pl cistino rigsties ir
metionino sulfono ir ¢ = 10 nmol/50 pl kity aminorfigs¢iy. 2,2 g natrio chlorido (3.10 punktas) iStirpinama
30 ml citratinio buferinio tirpalo (3.24 punktas) 100 ml chemingje stiklinéje. [pilama 4,00 ml aminorfigsciy
pradinio standartinio tirpalo (3.27.1 punktas), 4,00 ml cistino rigsties ir metionino sulfono pradinio
standartinio tirpalo (3.27.2 punktas) ir 0,50 ml pradinio standartinio vidinio etalono tirpalo (3.27.3 punktas), jei

naudojamas. Natrio hidroksidu (3.18 punktas) nustatoma pH verté 2,20.

Kiekybiskai supilama j 50 ml matavimo kolba, skiedZiama iki Zymés citratiniu buferiniu tirpalu (3.24 punktas) ir
sumaisoma.

Laikoma Zemesnéje nei 5 °C temperatiiroje ne ilgiau kaip 3 ménesius.

Dar Zr. 9.1 punkto pastabas.

3.27.5. Standartiniy aminortigs¢iy kalibravimo tirpalas, naudojamas hidrolizatams, paruostiems pagal 5.3.3.1 punkta, ir
ekstraktams (5.2 punktas). Kalibravimo tirpalas ruosiamas pagal 3.27.4 punkta, bet nededama natrio chlorido.

Laikoma zemesnéje nei 5 °C temperatiiroje ne ilgiau kaip 3 ménesius.
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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.

Aparatiira
100 arba 250 ml apvaliadugné kolba su griZtamuoju kondensatoriumi.

100 ml borosilikatinio stiklo butelis su uZsukamu kams¢iu ir guminiu ar tefloniniu tarpikliu (pvz.: Duran, Schott),
tinkamas naudoti krosnyje.

Ventiliuojama krosnis su temperatiiros reguliatoriumi, kurio tikslumas geresnis nei + 2 °C.
pH-metras (trys skaiciai po kablelio).

Membraninis filtras (0,22 pm).

Centrifuga.

Sukamasis vakuuminis garintuvas.

Mechaniné purtyklé arba magnetiné maisykleé.

Aminorfigi¢iy analizatorius arba HPLC jranga su jonitiniu filtru, reakcijos su ninhidrinu jtaisu, pokolonélinés
derivatizacijos jtaisu ir fotometriniu detektoriumi.

Kolonélés jkrova — sulfoninto polistireno dervos, galin¢ios atskirti aminortigstis viena nuo kitos ir nuo kity su
ninhidrinu reaguojanciy medziagy. Srautas buferinio tirpalo ir ninhidrino sistemose reguliuojamas siurbliais, o
srauto stabilumas — £ 0,5 % standartinio kalibravimo tirpalo ir éminio analizés metu.

Su kai kuriais aminortig§¢iy analizatoriais galima naudoti hidrolizés procediras, kai hidrolizato natrio jony
koncentracija ¢ = 0,8 mol/l ir jame yra visas po oksidacijos likes skruzdziy rigsties perteklius. Kitais
analizatoriais negalima tinkamai atskirti tam tikry aminortigi¢iy, jei hidrolizate yra skruzdziy rugsties perteklius
ir (arba) didelé natrio jony koncentracija. Tokiu atveju po hidrolizés ir prie§ pH nustatymg, riigsties tiris
sumazinamas mazdaug iki 5 ml jg garinant. Garinama vakuume ne aukstesnéje nei 40 °C temperatiiroje.

Procediira

Eminio ruoSimas

Eminys susmulkinamas taip, kad ji biity galima sijoti per 0,5 mm sietg. Daug drégmés turintys éminiai pries juos
smulkinant turi bati dZiovinami ore ne didesnéje nei 50 °C temperatiiroje arba liofilizuojami. Daug riebaly
turintys éminiai prie§ juos smulkinant ekstrahuojami petroleteriu (3.12 punktas).

Laisvyjy aminoriigsCiy kiekio nustatymas

[ kiiging kolba 0,2 mg tikslumu pasveriamas atitinkamas paruosto éminio (5.1 punktas) kiekis (1-5 g) ir jpilama
100,0 ml ekstrahavimo misinio (3.21 punktas). MiSinys maiSomas 60 min. mechanine purtykle arba magnetine
maisykle (4.8 punktas). Nuosédoms leidziama nusésti ir 10,0 ml tirpalo vir§ nuosédy paimama pipete { 100 ml
chemine stikline.

Maisant jpilama 5,0 ml sulfosalicilo raigsties tirpalo (3.22 punktas) ir maiSoma magnetine maiSykle 5 min.
Tirpalas vir§ nuosédy filtruojamas arba centrifuguojamas visoms nuosédoms pasalinti. 10,0 ml gauto tirpalo
jpilama j 100 ml cheming stikling, natrio hidroksido tirpalu (3.18 punktas) nustatoma pH verté 2,20, plaunant
citratiniu buferiniu tirpalu (3.24 punktas) supilama j tinkamo tiirio matavimo kolba ir citratiniu buferiniu tirpalu
(3.24 punktas) skiedziama iki Zymés.

Jei naudojamas vidinis etalonas, jpilama 1,00 ml vidinio etalono (3.27.3 punktas) kiekvienam 100 ml gauto
tirpalo ir skiedziama iki Zymés buferiniu tirpalu (3.24 punktas).

Chromatografiné analiz¢ atliekama pagal 5.4 punktg.

Jei ekstraktai netiriami tg pacig dieng, jie turi bati laikomi Zemesnéje nei 5 °C temperatiiroje.
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5.3. Suminio aminoriigsciy kiekio nustatymas

5.3.1.  Oksidavimas
0,1-1 g paruosto éminio (5.1 punktas) 0,2 mg tikslumu pasveriama:
— 100 ml apvaliadugne kolba (4.1 punktas) hidrolizei atvirame inde (5.3.2.3 punktas) arba
— {250 ml apvaliadugne kolba (4.1 punktas), jei turi baiti maza natrio koncentracija (5.3.3.1 punktas), arba
— {100 ml butelj su uzsukamu kams¢iu (4.2 punktas) hidrolizei uzdarytame inde (5.3.2.4 punktas).
Pasvertojoje éminio dalyje azoto turi bati apie 10 mg, o drégmés ne daugiau nei 100 mg.
Kolba (butelis) dedama j ledo ir vandens vonig, atSaldoma iki 0 °C, jpilama 5 ml oksidavimo misinio
(3.23 punktas) ir maiSoma stikline mentele su lenktu galu. Kolba (butelis) kartu su viduje esancia mentele
uzdengiama orui nepralaidzia plévele, ledo ir vandens vonia su taip uzdarytu indu dedama i 3aldytuvg, kuriame
temperatfira yra 0 °C, ir laikoma jame 16 valandy. Po 16 valandy indas iSimamas i§ $aldytuvo ir oksidavimo

reagento perteklius suskaidomas, pridedant 0,84 g natrio disulfito (3.4 punktas).

Tesiama pagal 5.3.2.1 punkta.

5.3.2. Hidrolizeé

5.3.2.1. Oksiduoty éminiy hidrolizé

] oksiduotg éminj, paruostg pagal 5.3.1 punktg, jpilama 25 ml hidrolizavimo misinio (3.20 punktas), nuplaunant
prie indo sieneliy ir mentelés prilipusius éminio likucius.

Atsizvelgiant | taikomg procediira, tgsiama pagal 5.3.2.3 arba 5.3.2.4 punkta.

5.3.2.2. Neoksiduoty éminiy hidrolizé

1100 ml ar 250 ml apvaliadugne kolbg (4.1 punktas) arba j 100 ml butelj su uzsukamu kams¢iu (4.2 punktas)
0,2 mg tikslumu pasveriama 0,1-1 g paruosto éminio (5.1 punktas). Pasvertojoje éminio dalyje azoto turi bati
apie 10 mg. Atsargiai jpilama 25 ml hidrolizavimo misinio (3.20 punktas) ir sumai§oma su éminiu. Tesiama
pagal 5.3.2.3 arba 5.3.2.4 punkta.

5.3.2.3. Hidrolizé atvirame inde

| kolba su misiniu (paruo$tu pagal 5.3.2.1 arba 5.3.2.2 punktg) jdedami 3 stikliniai rutuliukai ir 23 valandas
virinama su grjZtamuoju kondensatoriumi. Hidrolizei pasibaigus, kondensatorius i§plaunamas 5 ml citratinio
buferinio tirpalo (3.24 punktas). Kolba nuimama ir atSaldoma ledo vonioje.

Tesiama pagal 5.3.3 punkta.

5.3.2.4. Hidrolizé uzdarame inde

Butelis su miSiniu, paruostu pagal 5.3.2.1 arba 5.3.2.2 punkta, dedamas j krosnj (4.3 punktas), kurioje
temperatiira yra 110 °C. Kad slégis nedidéty (dél dujiniy medziagy susidarymo) ir bty i$vengta sprogimo,
pirmajg hidrolizés valandg uZsukamas kamstis dedamas ant indo virSaus. Kamstis neuzsukamas. Po valandos
kamstis uzZsukamas ir indas laikomas krosnyje (4.3 punktas) 23 valandas. Hidrolizei pasibaigus, indas i§imamas i§
krosnies, kamstis atsargiai atsukamas ir butelis statomas i ledo ir vandens vonig. Paliekama atveésti.

Atsizvelgiant | pH reguliavimo procediirg (5.3.3 punktas), butelio turinys kiekybiskai supilamas j 250 ml chemine
stikling arba 250 ml apvaliadugne kolbg, naudojant citratinj buferinj tirpalg (3.24 punktas).

Tesiama pagal 5.3.3 punkta
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5.3.3.1.

5.3.3.2.

5.4.

pH reguliavimas

Atsizvelgiant | aminoriigi¢iy analizatoriaus (4.9 punktas) jautruma natriui, pH reguliavimas tesiamas pagal
5.3.3.1 arba 5.3.3.2 punktg.

Chromatografinéms analizés sistemoms (4.9 punktas), kurioms reikia mazos natrio koncentracijos.

Kai naudojami aminortigi¢iy analizatoriai, kuriems reikia maZos natrio jony koncentracijos (kai turi bati
sumazintas riigsties tiris), patariama naudoti pradinj standartinj vidinio etalono tirpala (3.27.3 punktas).

Siuo atveju pries garinima j hidrolizatg jpilama 2,00 ml pradinio standartinio vidinio etalono tirpalo
(3.27.3 punktas).

[ hidrolizatus, gautus pagal 5.3.2.3 arba 5.3.2.4 punkta, {lasinami 2 lasai 1-oktanolio (3.15 punktas).

Sukamajame garintuve (4.7 punktas) garinant vakuume ir 40 °C temperatiroje, tiris sumazinamas iki 5-10 ml.
Jei netycia tiris sumazéja iki maZesnio nei 5 ml tirio, hidrolizatas turi biiti i$piltas ir analizé atliekama i§ naujo.

Natrio hidroksido tirpalu (3.18 punktas) nustatoma pH verté 2,20 ir toliau tesiama pagal 5.3.4 punkta.

Visiems kitiems aminortigi¢iy analizatoriams (4.9 punktas)

Hidrolizatai, gauti pagal 5.3.2.3 arba 5.3.2.4 punkta, i§ dalies neutralizuojami atsargiai ipilant 17 ml natrio
hidroksido tirpalo (3.17 punktas), tirpala visg laikg maiSant ir Zidirint, kad temperatiira biity Zemesné nei 40 °C.

Kambario temperatiiroje nustatoma pH verté 2,20, naudojant natrio hidroksido tirpalg (3.17 punktas) ir véliau
natrio hidroksido tirpalg (3.18 punktas). Tesiama pagal 5.3.4 punktg.

Eminio tirpalas chromatografijai

Hidrolizatas, kurio pH verté nustatyta (5.3.3.1 arba 5.3.3.2 punktas), kiekybiskai supilamas j 200 ml matavimo
kolbg naudojant citratinj buferinj tirpalg (3.24 punktas), ir skiedZiama iki Zymés buferiniu tirpalu (3.24 punktas).

Jei vidinis etalonas dar nebuvo naudotas, jpilama 2,00 ml vidinio etalono (3.27.3 punktas) ir iki Zymés skiedZiama
citratiniu buferiniu tirpalu (3.24 punktas). Gerai sumaiSoma.

Atliekama chromatografiné analizé (5.4 punktas).

Jei éminiy tirpalai netiriami tg pacia dieng, jie turi bati laikomi Zemesnéje nei 5 °C temperatiiroje.

Chromatografija

Prie§ atlickant chromatografing analize ekstraktui (5.2 punktas) arba hidrolizatui (5.3.4 punktas) leidZiama
pasiekti kambario temperatiirg. MiSinys purtomas ir filtruojamas per 0,22 pm membraninj filtrg (4.5 punktas).
Aminoragsciy analizatoriumi (4.9 punktas) atliekama gauto skaidraus tirpalo jony mainy chromatografija.

Ipurksti galima rankiniu badu arba automatiskai. Svarbu, kad matuojant etalonus ir éminius i kolonéle + 0,5 %
tikslumu biity jpurskiamas vienodas tirpalo tiiris, i$skyrus atvejus, kai naudojamas vidinis etalonas, ir kad natrio
bei aminorfigs¢iy santykis etalone ir éminio tirpale biity kiek jmanoma vienodesnis.

Paprastai kalibravimo daznis priklauso nuo ninhidrino reagento stabilumo ir analizinés sistemos. Etalonas arba
éminys skiedziamas citratiniu buferiniu tirpalu (3.24 punktas), kad etalono smailés plotas sudaryty 30-200 %
éminio aminortigsties smailés ploto.

Priklausomai nuo naudojamo analizatoriaus ir dervos tipo, aminoriigs¢iy chromatografija Siek tiek skirsis.
Pasirinkta sistema turi atskirti vieng aminorfigstj nuo kitos ir nuo kity su ninhidrinu reaguojanciy junginiy.
Atsakas | kolonéléje analizuojamy aminoriigsciy kiekio pokycius turi biti tiesinis chromatografinés sistemos
naudojimo intervale.
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Atliekant chromatografing analiz¢, taikomi toliau nurodyti smailiy jdubos ir vir$tinés auksciy santykiai, kai
analizuojamas (nustatomy aminoriigi¢iy) ekvimolinis tirpalas. Sis ekvimolinis tirpalas turi turéti bent 30 %
kiekvienos aminoragsties, kurig galima tiksliai imatuoti aminorigs¢iy analizatoriaus sistema (4.9 punktas),
ikrovos didziausio kiekio.

Norint atskirti treoning ir sering, Zemesnés i§ dviejy persiklojan¢iy aminortigi¢iy smailiy jdubos ir vir§inés
auks$Ciy santykis chromatogramoje neturi bati didesnis nei 2:10 (jei nustatomas tik cisteinas (cistinas),
metioninas, treoninas ir lizinas, nepakankamas gretimy smailiy atsiskyrimas neigiamai veikty nustatymg).
Visoms kitoms aminorfig§tims atskyrimas turi biiti geresnis nei 1:10.

Sistema turi uztikrinti, kad lizinas biity atskirtas nuo lizino dariniy ir ornitino.

6. Rezultaty apskaiciavimas

Matuojamas éminio ir etalono kiekvienos aminoriigsties smailés plotas ir apskai¢iuojamas aminorigsties kiekis
(X) gramais kg éminio:

_ A xXcxMxV
X = B xm x 1000

Jei naudojamas vidinis etalonas, dauginama is: 2

—-= smailés plotas, hidrolizatas arba ekstraktas
B-= smailés plotas, kalibravimo standartinis tirpalas
C-= vidinio etalono hidrolizate arba ekstrakte smailés plotas
—-=  vidinio etalono smailés plotas, kalibravimo standartinis tirpalas
-= nustatomos aminor{igties moliné masé
c—-= etalono koncentracija pmol/ml
m-=  éminio masé (g) (su pataisa pradinei masei, jei éminys buvo dZiovinamas ar i jo $alinami riebalai)

-= suminis hidrolizato tiris (5.3.4 punktas) arba apskai¢iuotas suminis praskiesto ekstrakto tiiris
(6.1 punktas) ml

Oksiduoty éminiy hidrolizatuose cistinas ir cisteinas nustatomi kaip cistino riigdtis, bet apskai¢iuojami kaip
cistinas (CsH;,N,0,4S,, M = 240,30 g/mol), naudojant M = 120,15 g/mol (0,5 x 240,30 g/mol).

Metioninas nustatomas kaip metionino sulfonas oksiduoto éminio hidrolizatuose, bet apskaitiuojamas kaip
metioninas, naudojant metionino 149,21 g/mol.

]détas laisvasis metioninas nustatomas po ekstrakcijos kaip metioninas, apskai¢iavimui naudojant ta paciag moling

mase.
6.1. Suminis praskiesto ekstrakto tiris (F) laisvosioms aminortig$tims (5.2 punktas) nustatyti apskai¢iuojamas taip:
_ 100mlx (10ml45ml) o, v
F= 10 ml X 10
V-= galutinio ekstrakto tiiris
7. Metodo jvertinimas

Metodas buvo patikrintas 1990 m. atliekant palyginima tarptautiniu lygiu, naudojant keturis skirtingus pasarus
(miSriuosius kiauliy pasarus, broileriy kombinuotuosius pasarus, baltymy koncentratg, premiksus).

Pastaba. Sis metodas buvo isbandytas 2003 m. antruose tarptautiniuose palyginamuosiuose tyrimuose,
naudojant po dvi poras atsitiktinai atrinkty pasary broileriams augimo pabaigoje, pasary broileriams
augimo pradzioje, kukurtizy, Zuvy milty ir naminiy pauk$¢iy milty éminius. [$samesnés informacijos
7r. standartg EN ISO 13903.
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7.1.

7.2.

1990 m. palyginimo vidurkio ir standartinio nuokrypio rezultatai, gauti atmetus riktus, pateikiami $io punkto

lentelése:
Vidurkiai g/kg
Aminoriigstis
Pamatiné medziaga
Treoninas Cisteinas (cistinas) Metioninas Lizinas
Misrusis kiauliy pasaras 6,94 3,01 3,27 9,55
n=15 n=17 n=17 n=13
Broileriy kombinuotasis paaras 9,31 3,92 5,08 13,93
n=16 n=18 n=18 n=16
Baltymy koncentratas 22,32 5,06 12,01 47,74
n=16 n=17 n=17 n=15
Premiksas 58,42 — 90,21 98,03
n=16 n=16 n=16

n — dalyvavusiy laboratorijy skaicius.

Pakartojamumas

Pirmiau lenteléje pateikto palyginimo pakartojamumas, isreikstas kaip laboratorijos standartinis nuokrypis,

pateiktas $iose lentelése:

Pakartojamumo variacijos koeficientas (CV,) (%)

Aminoriigstis
Pamatiné medziaga
Treoninas Cisteinas (cistinas) Metioninas Lizinas

Misrusis kiauliy pasaras 1,9 3,3 3,4 2,8

n=15 n=17 n=17 n=13
Broileriy kombinuotasis pasaras 2,1 2,8 3,1 2,1

n=16 n=18 n=18 n=16
Baltymy koncentratas 2,7 2,6 2,2 2,4

n=16 n=17 n=17 n=15
Premiksas 2,2 — 2,4 2,1

n=16 n=16 n=16
n — dalyvavusiy laboratorijy skaicius.
Atkuriamumas
Pirmiau nurodyto tarplaboratorinio palyginimo atkuriamumas, iSreikstas kaip tarplaboratorinis standartinis
nuokrypis, pateiktas siose lentelése:

Atkuriamumo variacijos koeficientas (CVg) (%)
Aminoriigstis
Pamatiné medzZiaga
Treoninas Cisteinas (cistinas) Metioninas Lizinas

Misrusis kiauliy pasaras 4,1 9,9 7,0 3,2

n=15 n=17 n=17 n=13
Broileriy kombinuotasis pasaras 52 8,8 10,9 5,4

n=16 n=18 n=18 n=16
Baltymy koncentratas 3,8 12,3 13,0 3,0

n=16 n=17 n=17 n=15
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Premiksas 4,3 — 6,9 6,7

n — dalyvavusiy laboratorijy skaicius.

8. Pamatiniy medZiagy naudojimas

Tinkamas $io metodo taikymas turi biti patikrintas atliekant kartotinius sertifikuotyjy pamatiniy medziagy
matavimus, jei jos yra. Rekomenduojama kalibruoti sertifikuotaisiais aminoragsciy kalibravimo tirpalais.

9. Pastabos

9.1. Dél aminoriigs¢iy analizatoriy skirtumy tikrinama pagal galuting standartiniy aminorigs¢iy kalibravimo tirpaly
(Zr. 3.27.4 ir 3.27.5 punktus) ir hidrolizaty (zr. 5.3.4 punktg) koncentracija.
Prietaiso tiesinio atsako intervalas turi bati tikrinamas visoms aminoragstims.
Standartinis tirpalas skiedZiamas citratiniu buferiniu tirpalu, kad smailiy plotai baity intervalo viduryje.

9.2. Jei hidrolizatams analizuoti naudojama efektyviosios skysciy chromatografijos jranga, bandymy salygas reikia
optimizuoti pagal gamintojo rekomendacijas.

9.3. Taikant metodg kombinuotiesiems pasarams arba premiksams, kuriuose yra daugiau nei 1 % chloridy
(koncentratai, mineraliniai paSarai, pasaro papildai), gali bati gauti sumazinti metionino rezultatai, todél reikia
numatyti specialy apdorojima.

10. Veiksmingumo kriterijai

Dviejy jungtiniy lyginamyjy tyrimy (1990 m. tyrimo duomenys pateikti 7 punkte, o 2005 m. — standarte EN/ISO
13903) rezultaty (i$skyrus tirozing) suvestinéje nurodyti Sie pakartojamumo ir atkuriamumo kriterijai. Siuose
dviejuose tarplaboratoriniuose tyrimuose gautos vertés gali netikti kitoms nei nurodytosios koncentracijos
vertéms ir matricoms.

10.1.  Pakartojamumas

Dviejy toje pacioje laboratorijoje to paties veiklos vykdytojo atlikty to paties éminio nustatymy rezultaty
skirtumas neturi bati didesnis nei:

— 6 % didesnés vertés suminiam $iy aminorags¢iy kiekiui: glicino, alanino, lizino, prolino, glutamo ragsties,
izoleucino ir histidino,

— 8 % didesnés vertés suminiam $iy aminoriig§¢iy kiekiui: treonino, fenilalalino, metionino, asparto rigsties ir
leucino,

— 10 % didesnés vertés suminiam $iy aminorigs¢iy kiekiui: arginino ir valino,
— 12 % didesnés vertés suminiam serino aminoriigsties kiekiui,

— 15 % didesnés vertés suminiam cisteino (cistino) aminoragsties kiekiui.

10.2.  Atkuriamumas

Dviejy skirtingose laboratorijose ir (arba) skirtingy veiklos vykdytojy atlikty to paties éminio nustatymy rezultaty
skirtumas neturi bati didesnis nei:

— 15 % didesnés vertés suminiam $iy aminorigs¢iy kiekiui: glicino, alanino ir treonino,

— 20 % didesnés vertés suminiam $iy aminoraigsciy kiekiui: lizino, prolino, fenilalalino, metionino ir asparto
rigsties,

— 22 % didesnés vertés suminiam 3iy aminorag§ciy kiekiui: glutamo riigties ir leucino,
— 27 % didesnés vertés suminiam arginino aminorfigties kiekiui,

— 32 % didesnés vertés suminiam izoleucino aminorfigsties kiekiui,
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

— 35 % didesnés vertés suminiam $iy aminorugs¢iy kiekiui: valino ir serino,
— 40 % didesnés vertés suminiam histidino aminortgsties kiekiui,

— 50 % didesnés vertés suminiam cisteino (cistino) aminoragsties kiekiui.

F. TRIPTOFANO KIEKIO NUSTATYMAS
Analizés metodai, naudotini triptofanui nustatyti:
— EN ISO 13904 ,Pasarai. Triptofano kiekio nustatymas®;

— toliau 1-9 dalyse apradyti analizés metodai.

Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu galima nustatyti pasaruose esanio triptofano suminj kiekj ir laisvajj triptofana. Siuo metodu
negalima atskirti D-ir L-formy.

Metodas

Suminiam triptofanui nustatyti éminys 20 valandy hidrolizuojamas arminéje terpéje sociuoju bario hidroksido
tirpalu 110 °C temperatiiroje. Po hidrolizés jpilama vidinio etalono.

Laisvajam triptofanui nustatyti éminys ekstrahuojamas silpnai rtigitinéje terpéje esant vidiniam etalonui.

Triptofanas ir vidinis etalonas hidrolizate ar ekstrakte nustatomi HPLC metodu naudojant fluorescencinj
detektoriy.

Reagentai
Turi baiti naudojamas du kartus distiliuotas arba tokios pat kokybés vanduo (laidis < 10 pS/cm).
Standartiné medziaga: triptofanas (grynumas/kiekis = 99 %), iSdziovintas vakuume virs fosforo pentoksido.

Vidinio etalono medziaga: a-metiltriptofanas (grynumas/kiekis > 99 %), i§dziovintas vakuume vir§ fosforo
pentoksido.

Bario hidroksido oktahidratas (siekiant i§vengti BaCOj; susidarymo, kuris galéty trukdyti nustatymui, uztikrinama,
kad Ba(OH),.8 H,0 visiskai nesiliesty su oru) (Zr. 9.3 punkto pastabg).

Natrio hidroksidas.

Ortofosforo riigstis, (m/m) = 85 %.

Vandenilio chlorido rigstis, py = 1,19 g/ml.

Metanolis, HPLC grynumo.

Petroleteris, virimo temperattiros intervalas — 40-60 °C.

Natrio hidroksido tirpalas, ¢ = 1 mol/l:

40,0 g NaOH (3.5 punktas) iStirpinama vandenyje ir skiedZiama vandeniu iki 1 litro (3.1 punktas).

Vandenilio chlorido riigstis, ¢ = 6 mol/l:

paimama 492 ml HCI (3.7 punktas) ir skiedZiama vandeniu iki 1 litro.

Vandenilio chlorido riigstis, ¢ = 1 mol/l:

paimama 82 ml HCl (3.7 punktas) ir skiedZiama vandeniu iki 1 litro.

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

39/129



LT OL L, 2024 3 15

3.13.  Vandenilio chlorido ragstis, ¢ = 0,1 mol/l:

paimama 8,2 ml HCI (3.7 punktas) ir skiedZiama vandeniu iki 1 litro.

3.14.  Orto fosforo ragstis, ¢ = 0,5 mol/l:

paimama 34 ml ortofosforo riigsties (3.6 punktas) ir skiedZiama vandeniu iki 1 litro (3.1 punktas).

3.15.  Koncentruotas triptofano tirpalas (3.2 punktas), ¢ = 2,50 pmol/ml:

i 500 ml matavimo kolba jdedama 0,2553 g triptofano (3.2 punktas), iStirpinama vandenilio chlorido rigstyje
(3.13 punktas) ir skiedziama iki Zymés vandenilio chlorido raigstimi (3.13 punktas). Laikoma — 18 °C ne ilgiau
kaip keturias savaites.

3.16.  Koncentruotas vidinio etalono tirpalas, ¢ = 2,50 pmol/ml:
i 500 ml matavimo kolba jdedama 0,2728 g a-metiltriptofano (3.3 punktas), iStirpinama vandenilio chlorido
rigstyje (3.13 punktas) ir skiedziama iki Zymés vandenilio chlorido riigstimi (3.13 punktas). Laikoma —18 °C ne
ilgiau kaip keturias savaites.

3.17.  Triptofano ir vidinio etalono kalibravimo standartinis tirpalas:

paimama 2,00 ml koncentruoto triptofano tirpalo (3.15 punktas) ir 2,00 ml koncentruoto vidinio etalono
(a-metiltriptofano) tirpalo (3.16 punktas). SkiedZiama vandeniu (3.1 punktas) ir metanoliu (3.8 punktas) iki
mazdaug tokio pat tiirio ir mazdaug iki tokios pat metanolio koncentracijos (10-30 %) kaip galutinio hidrolizato
tiiris ir koncentracija.

Sis tirpalas turi biiti ruosiamas pries pat naudojima.

Ruosiamas tirpalas saugomas nuo tiesioginiy saulés spinduliy.
3.18.  Acto ragstis.
3.19.  1,1,1-trichlor-2-metil-2-propanolis.
3.20.  Etanolaminas, (m/m) > 98 %.
3.21.  1g1,1,1-trichlor-2-metil-2-propanolio (3.19 punktas) tirpalas 100 ml metanolio (3.8 punktas).

3.22.  HPLC judancioji fazé: 3,00 g acto riigdties (3.18 punktas) + 900 ml vandens (3.1 punktas) + 50,0 ml
1,1,1-trichlor-2-metil-2-propanolio (3.19 punktas) tirpalo (3.21 punktas) metanolyje (3.8 punktas) (1 g/100 ml).
Etanolaminu (3.20 punktas) nustatoma pH verté 5,00. SkiedZiama vandeniu (3.1 punktas) iki 1 000 ml.

4. Aparatiira
4.1. HPLC jranga ir fluorescencinis detektorius.
4.2. Skys¢iy chromatografijos kolonél¢, 125 mm x 4 mm, C,, 3 pm ikrova, arba lygiaverté kolonélé.

4.3. pH-metras.

4.4, Kolba i§ polipropileno, talpa 125 ml, su pla¢iu kaklu ir uzsukamu dangciu.
4.5, Membraninis filtras (0,45 pm).

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

4.7. Mechaniné purtyklé arba magnetiné maisykle.

4.8. Stkuriné maisyklé.
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5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

Procediira

Eminiy ruosimas

Eminys susmulkinamas taip, kad ji bity galima sijoti per 0,5 mm sietg. Daug drégmés turintys éminiai pries juos
smulkinant turi bati dziovinami ore ne didesnéje nei 50 °C temperatiiroje arba liofilizuojami. Daug riebaly
turintys éminiai prie§ juos smulkinant ekstrahuojami petroleteriu (3.9 punktas).

Laisvojo triptofano kiekio nustatymas (ekstraktas)

I kiiging kolbg 1 mg tikslumu pasveriamas atitinkamas kiekis (1-5 g) paruosto éminio (5.1 punktas). Ipilama
100,0 ml vandenilio chlorido ragsties (3.13 punktas) ir 5,00 ml koncentruoto vidinio etalono tirpalo
(3.16 punktas). 60 min. purtoma mechanine purtykle arba maiSoma magnetine maiSykle (4.7 punktas).
Nuosédoms leidZiama nusésti, pipete paimama j cheming stikling 10,0 ml tirpalo vir§ nuosédy. [pilama 5 ml
ortofosforo rtigsties (3.14 punktas). Natrio hidroksido tirpalu (3.10 punktas) nustatoma pH verté 3,0. Ipilamas
pakankamas kiekis metanolio (3.8 punktas), kad galutinio tirpalo metanolio koncentracija bity 10-30 %.
Supilama { atitinkamo tiirio matavimo kolbg ir skiedZiama vandeniu iki chromatografinei analizei tinkamo tario
(mazdaug iki to paties tiirio, kaip kalibravimo standartinio tirpalo taris (3.17 punktas)).

Pries jpurskiant { HPLC kolonéle keli ml tirpalo filtruojami per 0,45 pm membraninj filtra (4.5 punktas).
Chromatografiné analizé atlickama pagal 5.4 skirsnj.

Standartinis tirpalas ir ekstraktai saugomi nuo tiesioginiy saulés spinduliy. Jei ekstrakty nejmanoma analizuoti ta
pacia diena, ekstraktus ne ilgiau kaip tris paras galima laikyti 5 °C temperatiiroje.

Suminio triptofano kiekio nustatymas (hidrolizatas)

I kolba i3 polipropileno (4.4 punktas) 0,2 mg tikslumu pasveriama 0,1-1 g paruo$to éminio (5.1 punktas).
Pasvertojoje éminio dalyje azoto turi bati apie 10 mg. Ipilama 8,4 g bario hidroksido oktahidrato (3.4 punktas)
ir 10 ml vandens. SumaiSoma stikurine maisykle (4.8 punktas) arba magnetine maisykle (4.7 punktas). Teflonu
padengtas magnetas paliekamas miSinyje. Indo sienelés nuplaunamos 4 ml vandens. Kolba uzdengiama
uzsukamuoju dangciu jo neuzverziant. Kolba jdedama j autoklava (4.6 punktas) su verdanciu vandeniu ir garais ir
laikoma 30-60 min. Autoklavas uzdaromas ir 20 valandy kaitinama 110 (= 2) °C temperatiroje.

Prie§ atidarant autoklavg temperatiira sumazinama iki siek tiek Zemesnés nei 100 °C. Siekiant i§vengti Ba(OH),.8
H,O issikristalizavimo, i siltg misinj jpilama 30 ml kambario temperatiiros vandens. Svelniai purtoma arba
maiSoma. Ipilama 2,00 ml koncentruoto vidinio etalono (a-metiltriptofano) tirpalo (3.16 punktas). Indai 15 min.
auSinami ant vandens arba ledo vonios.

Tada jpilama 5 ml ortofosforo riigsties (3.14 punktas). Indg laikant ant ausinamosios vonios ir maiSant, turinys
neutralizuojama HCI (3.11 punktas) ir HCl (3.12 punktas) nustatoma pH verté 3,0. [pilamas pakankamas kiekis
metanolio, kad galutinio tirpalo metanolio koncentracija biity 10-30 %. Supilama j atitinkamo tiirio matavimo
kolba ir skiedZiama vandeniu iki chromatografinei analizei reikiamo tirio (pvz., 100 ml). Ipylus metanolio,
nuosédos nesusidaro.

Pries jpurskiant | HPLC kolonéle keli ml tirpalo filtruojami per 0,45 pm membraninj filtrg (4.5 punktas).
Chromatografiné analizé atliekama pagal 5.4 punktg.

Standartinis tirpalas ir hidrolizatai saugomi nuo tiesioginiy saulés spinduliy. Jei ekstrakty nejmanoma analizuoti
tg pacig diena, ekstraktus ne ilgiau kaip tris paras galima laikyti 5 °C temperatiroje.

HPLC nustatymas

Rekomenduojamos Sios izokratinio eliuavimo salygos; gali bati taikomos kitos salygos, jei gaunami lygiaverciai
rezultatai (Zr. dar 9.1 ir 9.2 punkty pastabas):
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Skys¢iy chromatografijos kolonélé 125 mm x 4 mm, Cyg, 3 pm jkrova arba lygiaverté kolonélé

(4.2 punktas):

Kolonélés temperatiira: kambario temperatiira

Judancioji fazé (3.22 punktas): 3,00 g acto rugsties (3.18 punktas) + 900 ml vandens (3.1

punktas) + 50,0 ml 1,1,1-trichlor-2-metil-2-propanolio (3.19 punktas)
tirpalo (3.21 punktas) metanolyje (3.8 punktas) (1 g/100 ml).
Etanolaminu (3.20 punktas) nustatoma pH verté 5,00. SkiedZiama
vandeniu (3.1 punktas) iki 1 000 ml

Srautas: 1 ml/min
Visa elivavimo trukmé: mazdaug 34 min
Detektoriaus bangos ilgis: suzadinimas: 280 nm, emisija: 356 nm
Ipurskiamas tiris: 20 pl
6. Rezultaty apskaiciavimas

Apskaiciuojamas triptofano kiekis (X) gramais 100 g éminio.

X:A XBxVxexVoxM
CxDxVgqx10000* m

A-= vidinio etalono smailés plotas, kalibravimo standartinis tirpalas (3.17 punktas)

-= triptofano ekstrakte (5.2 punktas) ar hidrolizate (5.3 punktas) smailés plotas

V,—=  koncentruoto triptofano tirpalo (3.15 punktas), jpilamo | kalibravimo tirpalg (3.17 punktas), tiris ml
(2 ml)
c—-= koncentruoto triptofano tirpalo (3.15 punktas), jpilamo j kalibravimo tirpalg (3.17 punktas),

koncentracija pmol/ml (= 2,50)

V,—-=  koncentruoto vidinio etalono tirpalo (3.16 punktas), jpilamo j ekstrakta (5.2 punktas) (= 5,00 ml) arba j
hidrolizatg (5.3 punktas) (= 2,00 ml), taris

C-= vidinio etalono ekstrakte (5.2 punktas) arba hidrolizate (5.3 punktas) smailés plotas

-= triptofano kalibravimo standartiniame tirpale (3.17 punktas) smailés plotas

V;—= koncentruoto vidinio etalono tirpalo (3.16 punktas), jpilamo | kalibravimo standartinj tirpalg
(3.17 punktas), tiris ml (= 2,00 ml)
m-=  éminio masé g (su pataisa pradinei masei, jei jis buvo idZiovintas arba i§ jo buvo pasalinti riebalai)
M-= triptofano molekuliné masé (= 204,23 g/mol)
7. Pakartojamumas

Dviejy lygiagreciy to paties éminio matavimy rezultaty skirtumas neturi bati didesnis nei 10 % didesniojo
rezultato vertés.

8. Jungtinio lyginamojo tyrimo rezultatai

Hidrolizés metodui sertifikuoti buvo atliktas ES jungtinis lyginamasis tyrimas (4-asis tarplaboratorinis
palyginimas), per kurj iki dvylikos laboratorijy analizavo tris éminius. Kiekvienas éminys buvo analizuojamas
penkis kartus. Rezultatai pateikiami $ioje lenteléje:
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1 éminys 2 éminys 3 éminys
Kiauliy pasaras Kiail_l?ﬁi}?tffaa Z?s st Kiauliy pasaro koncentratas
L 12 12 12
n 50 55 50
Vidurkis [g/kg] 2,42 3,40 422
s, [g/kg] 0,05 0,05 0,08
r [g/kg] 0,14 0,14 0,22
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
Vi [%] 6,3 6,0 2,2
L- rezultatus pateikusiy laboratorijy skaicius
n- atskiry rezultaty, paliekamy po rikty (identifikuoty pagal Cochran, Dixon rikty kriterijy) pasalinimo,
skaicius
S — pakartojamumo standartinis nuokrypis
Sk — atkuriamumo standartinis nuokrypis
r— pakartojamumas
R- atkurjamumas
CV,—  pakartojamumo variacijos koeficientas (%)
CVr—  atkuriamumo variacijos koeficientas (%)

Laisvojo triptofano ekstrahavimo metodui sertifikuoti buvo atliktas dar vienas ES jungtinis lyginamasis tyrimas
(3-asis tarplaboratorinis palyginimas), per kurj iki trylikos laboratorijy analizavo du éminius. Kiekvienas éminys
buvo analizuojamas penkis kartus. Rezultatai pateikiami Sioje lenteléje:

4 éminys

Kvieciy ir sojy misinys

5 éminys

Kvieciy ir sojy misinys (4 éminys) su

triptofanu (0,457 g/kg)

L
n

Vidurkis [g/kg]
s« [g/kg]

r [g/kg]

v, [%]

Sk [g/kg]

R [g/kg]

CVr [%]

12
55
0,391
0,005
0,014
1,34
0,018
0,050

4,71

12
60
0,931
0,012
0,034
1,34
0,048
0,134

511
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L- rezultatus pateikusiy laboratorijy skaicius

n- atskiry rezultaty, paliekamy po rikty (identifikuoty pagal Cochran, Dixon rikty kriterijy) pasalinimo,
skai¢ius

S — pakartojamumo standartinis nuokrypis

Sk — atkuriamumo standartinis nuokrypis

r— pakartojamumas

R- atkuriamumas

CV,—  pakartojamumo variacijos koeficientas (%)

CVg—  atkuriamumo variacijos koeficientas (%)

Triptofano hidrolizés metodui sertifikuoti buvo atliktas dar vienas ES jungtinis lyginamasis tyrimas, per kurj ne
daugiau kaip septynios laboratorijos analizavo keturis éminius. Rezultatai pateikiami toliau. Kiekvienas éminys
buvo analizuojamas penkis kartus.

1 éminys 2 éminys 3 éminys 4 éminys
Kombimuousis || B DA | Somita | NG e
(CRM 117) (CRM 118) (CRM 119) (CRM 120)
L 7 7 7 7
n 25 30 30 30
Vidurkis [g/kg] 2,064 8,801 6,882 5,236
s, [g/ke] 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- rezultatus pateikusiy laboratorijy skaicius
n- atskiry rezultaty, paliekamy po rikty (identifikuoty pagal Cochran, Dixon rikty kriterijy) pasalinimo,
skaicius
S — pakartojamumo standartinis nuokrypis
Sk — atkurjamumo standartinis nuokrypis
r— pakartojamumas
R- atkurjamumas
CV,—  pakartojamumo variacijos koeficientas (%)
CVr—  atkuriamumo variacijos koeficientas (%)
9. Pastabos
9.1. Sios specialios chromatografavimo salygos gali pagerinti triptofano ir a-metiltriptofano atskyrima.
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Izokratinis eliuavimas, po kurio kolonélé plaunama taikant gradientinj eliuavima:

Skysciy chromatografijos kolonélé: 125 mm x 4 mm, Cyg, 5 pm jkrova, arba lygiaverté kolonélé.
Kolonélés temperatiira: 32°C.
Judanioji fazé: A: 0,01 mol/l KH,PO,/metanolis, 95 + 5 (V + V).

B: Metanolis.

Gradiento programa: 0 min 100 % A 0%B
15 min 100 % A 0%B
17 min 60 % A 40%B
19 min 60 % A 40 % B
21 min 100 % A 0%B
33 min 100 % A 0%B

Srautas: 1,2 ml/min.

Visa eliuavimo trukmé: mazdaug 33 min.

9.2. Chromatografiné analizé bus nevienoda atsiZvelgiant | HPLC tipa ir naudojamg kolonélés jkrovos medziaga.

Pasirinkta sistema turi uZztikrinti triptofano ir vidinio etalono smailiy atsiskyrima iki pat bazinés linijos. Be to,
svarbu, kad irimo produktai biity gerai atskirti nuo triptofano ir vidinio etalono. Siekiant patikrinti, ar bazinéje
linijoje, kur turi bati vidinio etalono smailé, néra priemaisy, analizuojami hidrolizatai be vidinio etalono. Svarbu,
kad elivavimo trukmé bity pakankamai ilga visiems irimo produktams i$plauti, antraip pavélavusios eliuavimo
smailés gali trukdyti véliau atliekamoms chromatografavimo procedaroms.

Chromatografavimo sistemos atsakas darbiniy koncentracijos verciy intervale yra tiesinis. Atsako tiesisSkumas
nustatomas naudojant vieng (normalig) vidinio etalono koncentracijg ir kei¢iant triptofano koncentracijg. Svarbu,
kad triptofano ir vidinio etalono smailés baity HPLC ir fluorescencinio detektoriaus sistemos tiesinéje dalyje. Jei
triptofano ir (arba) vidinio etalono smailé (-s) yra per Zemos ar per aukstos, analizé kartojama imant kito dydzio
éminj ir (arba) kita galutinj tarj.

9.3. Bario hidroksidas

Sendamas bario hidroksidas vis blogiau tirpsta. Dél $ios priezasties tirpalas, naudojamas nustatymui HPLC
metodu, darosi neskaidrus ir dél to gali bati gauti mazZesni triptofano kiekio rezultatai.

G. ZALIY ALIEJY IR RIEBALU KIEKIO NUSTATYMAS

1. Tikslas ir taikymo sritis
Sis metodas taikomas Zaliy aliejy ir riebaly kiekiui pasaruose nustatyti.
Atsizvelgiant | pasary tipg bei sudétj ir | analizés atlikimo priezastj taikoma viena i§ dviejy aprasyty procediiry.

Zaliems aliejams ir riebalams aliejingosiose séklose ir vaisiuose, taip pat pasaruose, kuriuose Zalio aliejaus arba
riebaly kiekis yra didesnis kaip 15 %, nustatyti ekstrahavimas turéty biti atliekamas pagal A procedira, o
pakartotinis ekstrahavimas — pagal B procediira (5.3 punktas).

1.1. A procedira. Tiesiogiai ekstrahuojami Zali aliejai ir riebalai

Sis metodas taikomas augalinéms pasarinéms zaliavoms, idskyrus pasarus, jtrauktus | B procediiros taikymo sritj.
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1.2. B procediira. Suminis Zaliy aliejy ir riebaly kiekis
Sis metodas taikomas gyviininéms pasarinéms Zaliavoms ir visiems kombinuotiesiems pagarams. Sis metodas turi
biti taikomas visoms medziagoms, i kuriy Zali aliejai ir riebalai negali bati visiSkai ekstrahuoti pries tai neatlikus
jy hidrolizés (pvz., grady glitimas, mielés, bulviy baltymai ir produktai, kurie apdorojami taikant procesus, pvz.,
i§spaudimo, dribsniy gamybos ir kaitinimo procesus).

1.3. Rezultaty aiskinimas

Visais atvejais, kai rezultatas, gautas taikant B procediirg, yra didesnis nei rezultatas, gautas pagal A procediira,
teisingu turi biiti laikomas rezultatas, gautas taikant B procediirg.

2. Metodas

2.1. A procediira

Eminys ekstrahuojamas petroleteriu. Tirpiklis igarinamas, o likutis dZiovinamas ir sveriamas.

2.2. B procediira

Eminys apdorojamas vandenilio chlorido riigstimi kaitinant. MiSinys atvésinamas ir filtruojamas. Likutis
plaunamas, dZiovinamas ir ekstrahuojamas pagal A procediirg.

3. Reagentai

3.1. Petroleteris, virimo temperatiiros intervalas — 40-60 °C. Bromo skaiCius turi baiti maZesnis nei 1, likutis po
igarinimo — maZesnis nei 2 mg/100 ml.

3.2 Natrio sulfatas, bevandentis.

3.3. Vandenilio chlorido riigstis, ¢ = 3 mol/l.

3.4, Pagalbiné filtravimo priemoné, pvz., diatomitas, ,hyflo-supercel.

4. Aparatiira

4.1. Ekstrahavimo aparatas. Jei naudojamas sifonas (Soksleto aparatas), grazinamo skyscio srautas yra toks, kad per

valanda biity apie 10 cikly; jei sifonas nenaudojamas, grazinamo skyscio srautas yra apie 10 ml/min.

4.2. Ekstrahavimo titos, kurios neturéty petroleteryje tirpiy medziagy ir kuriy akytumas atitikty 4.1 punkto
reikalavimus.

4.3, Dziovinimo spinta, vakuuminé spinta, nustatyta 75 + 3 °C, arba spinta su oro cirkuliacija, nustatyta 100 £ 3 °C.

5. Procediira

5.1. A procedira (zr. 8.1 punkta)

5 g éminio pasveriama 1 mg tikslumu, supilama i ekstrahavimo titg (4.2 punktas) ir uzkem$ama riebaly
neturincios vatos kamsciu.

Tata dedama j ekstrahavimo aparata (4.1 punktas) ir ekstrahuojama Sesias valandas petroleteriu (3.1 punktas).
Petroleterio ekstraktas surenkamas i pasvertg sausa kolbg su pemzos gabaliukais (9).

Tirpiklis distiliuojamas. Likutis dZiovinamas kolbg laikant dZiovinimo spintoje (4.3 punktas) pusantros valandos.
Kolba atvésinama eksikatoriuje ir pasveriama. DZiovinama dar 30 min, siekiant patikrinti, ar nekinta riebaly ir
aliejy masé (paeiliui sveriant du kartus, masés sumazéjimas turi nevirsyti 1 mg).

() Jei véliau atliekami aliejaus arba riebaly kokybés bandymai, pemzos gabaliukai pakeiciami stikliniais rutuliukais.
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5.2.

5.3.

8.1.

B procediira

2,5 g éminio pasveriama 1 mg tikslumu (Zr. 8.2 punktg), supilama j 400 ml cheming stikling arba 300 ml kiiging
kolba, jpilama 100 ml vandenilio chlorido rtigsties (3.3 punktas) ir jmetami keli pemzos gabaliukai. Cheminé
stikliné uzdengiama laikrodzio stiklu arba kiiginé kolba sujungiama su griztamuoju kondensatoriumi. Misinys
atsargiai uzverdamas vir§ maZzos liepsnos arba ant kaitlentés ir vieng valandg virinamas. Reikia zitréti, kad
produktas neprilipty prie indo sieneliy.

Atvésinama ir pridedama pakankamai pagalbinés filtravimo priemonés (3.4 punktas), kad biity i$vengta aliejaus ir
riebaly nuostoliy filtruojant. Filtruojama per sudrékintg, dvigubg riebaly neturintj filtravimo popieriy. Likutis
plaunamas $altu vandeniu tol, kol gaunamas neutralios reakcijos filtratas. Patikrinama, ar filtrate néra riebaly. Jy
buvimas filtrate rodo, kad pries hidroliz¢ éminys turi biti ekstrahuojamas petroleteriu pagal A procediirg.

Dvigubas filtravimo popierius su liku¢iu dedamas ant laikrodzio stiklo ir 100 + 3 °C temperatiiroje dZiovinamas
pusantros valandos dziovinimo spintoje su oro cirkuliacija (4.3 punktas).

Dvigubas filtravimo popierius su sausu liku¢iu jdedamas j ekstrahavimo taitg (4.2 punktas), kuri uzkemsama
riebaly neturin¢ios vatos kamsciu. Tata dedama | ekstrahavimo aparatg (4.1 punktas) ir tesiama, kaip nurodyta
5.1 punkto antroje ir trecioje pastraipose.

A procediira ir pakartotinis ekstrahavimas pagal B procediirg

Zaliems aliejams ir riebalams aliejingosiose séklose ir vaisiuose, taip pat pasaruose, kuriuose zalio aliejaus arba
riebaly kiekis yra didesnis kaip 15 %, nustatyti ekstrahavimas turéty biti atliekamas pagal A procedira, o
pakartotinis ekstrahavimas — pagal B procediira.

Tai reiskia, kad ekstrahavus petroleteriu (A procediira) likutis arba jo dalis pakartotinai ekstrahuojami vandenilio
chlorido riigstimi (B procediira). Zaliy aliejy ir riebaly kiekis yra per A ir B procediiras nustatyty kiekiy suma.
Rezultaty israiska

Liku¢io masé iSreiSkiama éminio masés procentais.

Pakartojamumas

Dviejy lygiagreciy to paties analiz¢ atlickancio asmens atlikty to paties éminio nustatymy rezultaty skirtumas
neturi biiti didesnis nei:

— 0,2 %, absoliuciaja verte, kai Zaliy aliejy ir riebaly kiekis yra maZesnis nei 5 %,
— 4,0 % didZiausio rezultato verteés, kai kiekis 5-10 %,

— 0,4 % absoliucigja verte, kai kiekis didesnis nei 10 %.

Pastabos

Jei produktus, turincius didelj aliejy ir riebaly kieki, sunku sutrupinti arba jie yra netinkami sumaZintajam
homogeniniam tiriamajam éminiui paimti, atliekami toliau aprasyti veiksmai.

20 g éminio pasveriama 1 mg tikslumu ir sumaiSoma su 10 g ar didesniu kiekiu bevandenio natrio sulfato
(3.2 punktas). Ekstrahuojama petroleteriu (3.1 punktas), kaip nurodyta 5.1 punkte. Gautas ekstraktas
skiedziamas pertoleteriu iki 500 ml (3.1 punktas) ir tirpalas sumaiSomas. 50 ml tirpalo supilama i prie§ tai
pasverta nedidele sausg kolba su pemzos gabaléliais. Tirpiklis distiliuojamas, likutis dZziovinamas ir tesiama, kaip
nurodyta 5.1 punkto paskutinéje pastraipoje.

Pasalinamas tirpiklis i§ ttitoje likusio ekstrahavimo likucio, likutis sutrupinamas ne didesnémis nei 1 mm dydzio
dalelémis, sudedamas atgal | ekstrahavimo tiita (natrio sulfato nededama) ir atliekamos 5.1 punkto antroje ir
treCioje pastraipose nurodytos procediiros.

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

47/129



LT OL L, 2024 3 15

Aliejy ir riebaly kiekis éminio masés procentais apskai¢iuojamas pagal $ig formule:

(10m, +m,) x 5

kurioje:
m; —= likucio po pirmojo ekstrahavimo (alikvotinés ekstrakto dalies) svoris gramais;
m,—=likucio po antrojo ekstrahavimo svoris gramais.
8.2. Tam tikruose produktuose (pvz., kuriuose yra nedaug aliejy arba riebaly) tiriamojo éminio masé gali bati
padidinta.
8.3. Gyviiny augintiniy édalg, kuriame yra daug vandens, prie§ hidrolize ir ekstrahavimg gali tekti maiSyti su

bevandeniu natrio sulfatu, kaip tai daroma taikant B procediirg.

8.4. Atliekant 5.2 punkte apraytas procediras, likuciui po filtravimo plauti veiksmingiau biity naudoti ne $alts, o
karstg vandeni.

8.5. Kai kuriy pasary 1,5 val. dZiovinimo trukme gali tekti pailginti. Per ilgo dZiovinimo vengiama, nes dél to gali biti
gauti maZesni rezultatai. Gali bati naudojama mikrobangy krosnis.

H. ZALIOS LASTELIENOS KIEKIO NUSTATYMAS

1. Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu galima nustatyti pasary neriebalines organines medziagas, netirpias riigitinéje ir Sarminéje terpéje,
kurios paprastai apibiidinamos kaip Zalia lasteliena.

Metodas netaikomas lignoceliuliozei ir augalinéms anglims (dalelés per smulkios).

2. Metodas

Eminys, i§ kurio prireikus pasalinami riebalai, veikiamas tam tikros koncentracijos sieros riigties ir kalio
hidroksido tirpalais virimo temperatiiroje. Likutis atskiriamas filtruojant, plaunamas, dZiovinamas, sveriamas ir
sudeginamas 475-500 °C temperatiiroje. Zalios lastelienos kiekis tiriamajame éminyje atitinka masés
sumazéjima po sudeginimo iki peleny.

3. Reagentai

3.1. Sieros riigstis, ¢ = 0,13 mol/l.

3.2. Priesputis (pvz., n-oktanolis).

3.3. Filtravimg greitinanti priemoné (Celite 545 arba lygiaverte), iskaitinta 500 °C temperatiiroje keturias valandas

(8.6 punktas).

3.4. Acetonas.

3.5. Petroleteris, kurio virimo temperatiros intervalas 40—-60 °C.

3.6. Vandenilio chlorido ragstis, ¢ = 0,5 mol/l.

3.7. Kalio hidroksido tirpalas, ¢ = 0,23 mol/l.

4. Aparatiira

4.1. Kaitinimo jrenginys $lapiajam skaidymui sieros riigtimi arba kalio hidroksido tirpalu, turintis filtravimo tiglio
(4.2 punktas) laikiklj, i8leidimo vamzdj su ¢iaupu skysciui ileisti ir vakuuminj siurblj, gali bati suslégtojo oro.
Kiekviena dieng prie§ naudojima blokas penkias minutes $ildomas verdanciu vandeniu.

4.2. Stiklinis filtravimo tiglis su sukepinto stiklo filtro plokste, kurios akuciy dydis 40-90 pm. Pries naudojant pirma
kartg, tiglis kelias minutes kaitinamas iki 500 °C ir atvésinamas (8.6 punktas).
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4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

Ne mazesnés nei 270 ml talpos cilindras su griZtamuoju kondensatoriumi, tinkamas virinimui.
Dziovinimo spinta su $ilumine rele.
Mufeliné krosnis su Silumine rele.

Ekstrahavimo jrenginys, kurj sudaro filtravimo tiglio (4.2 punktas) laikiklio ploksté ir isleidimo vamzdis su ¢iaupu
vakuumui prijungti ir skysciui i8leisti.

Jungiamieji Ziedai kaitinimo jrenginiui (4.1 punktas), tigliui (4.2 punktas) ir cilindrui (4.3 punktas) sujungti ir
Saltojo ekstrahavimo jrenginiui (4.6 punktas) bei tigliui prijungti.

Procediira

1 mg tikslumu pasveriama 1 g paruosto éminio, éminys dedamas j tiglj (4.2 punktas) (Zr. 9.1, 9.2 ir 9.3 punkty
pastabas) ir pridedamas 1 g filtravima greitinancios priemonés (3.3 punktas).

Surenkamas kaitinimo jrenginys (4.1 punktas) ir filtravimo tiglis (4.2 punktas), tada prie tiglio prijungiamas
cilindras (4.3 punktas). [ cilindro ir tiglio saranka jpilama 150 ml verdancios sieros riigsties (3.1 punktas) ir
prireikus jlasinami keli lagai priepucio (3.2 punktas).

Uzvirinama per 5 + 2 min. ir stipriai virinama lygiai 30 min.

Atsukamas ¢iaupas | i8leidimo vamzdj (4.1 punktas), sieros rugstis filtruojama vakuumu per filtravimo tiglj ir
likutis tris kartus paeiliui plaunamas 30 ml verdancio vandens, uztikrinant, kad po kiekvieno plovimo likutis
baty filtruojamas sausai.

ISleidziamasis ¢iaupas uzsukamas, i cilindro ir tiglio saranka jpilama 150 ml verdancio kalio hidroksido tirpalo
(3.7 punktas) ir jlasinami keli lasai prieSpucio (3.2 punktas). Uzvirinama per 5 + 2 min. ir stipriai virinama lygiai
30 min. Filtruojama ir kartojama plovimo procediira, taikyta sieros rigsciai.

Po paskutinio plovimo ir dZiovinimo tiglis su jame esancia medZiaga atjungiamas ir sujungiamas su 3altojo
ekstrahavimo jrenginiu (4.6 punktas). Prijungiamas vakuumas ir likutis tiglyje tris kartus i§ eilés plaunamas 25 ml
acetono porcijomis (3.4 punktas) uztikrinant, kad po kiekvieno plovimo likutis baty filtruojamas sausai.

Tiglis dZiovinamas dziovinimo spintoje iki pastoviosios masés 130 °C temperatiiroje. Po kiekvieno dziovinimo
tiglis atvésinamas eksikatoriuje ir greitai pasveriamas. Tiglis dedamas | mufeling krosnj ir ne maZiau nei 30 min.
iskaitinamas 475-500 °C temperatiiroje iki pastoviosios masés (paeiliui sveriant du kartus, masés sumazéjimas
turi nevirsyti 2 mg).

Po kiekvieno iSkaitinimo i§ pradziy atvésinama krosnyje, véliau eksikatoriuje, ir pasveriama.

Atliekamas tus¢iasis bandymas be éminio. Masés sumazéjimas po sudeginimo iki peleny neturi biti didesnis nei
4 mg.

Rezultaty apskaiciavimas

Zalios lastelienos kiekis éminio masés procentais gaunamas pagal lygti:

XY = (mg —mq) x 100
m

kurioje:

m= éminio svoris g;

mg = éminio masés sumazéjimas po sudeginimo iki peleny g;

m; = masés sumazéjimas po sudeginimo iki peleny, atliekant tus¢iajj bandyma, g.
Pakartojamumas

Dviejy lygiagreciy to paties éminio nustatymy rezultaty skirtumas neturi bati didesnis nei:
— 0,6 % absoliucigja verte, kai zalios lgstelienos kiekis mazesnis nei 10 %;

— 6 % didziausiojo rezultato vertés, kai Zalios lastelienos kiekis lygus ar didesnis nei 10 %.
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8. Atkuriamumas
Dviejy skirtingose laboratorijose atlikty to paties éminio nustatymy rezultaty skirtumas neturi bati didesnis nei:
— 1,0 % absoliuciaja verte, kai Zalios lgstelienos kiekis maZesnis nei 10 %;

— 10 % didziausiojo rezultato vertés, kai Zalios lastelienos kiekis lygus ar didesnis nei 10 %.
9. Pastabos

9.1. Jei pasaruose yra daugiau nei 10 % Zaliy riebaly, prie§ analize jie turi bati paalinti petroleteriu (3.5 punktas).
Filtravimo tiglis (4.2 punktas) su jame esan¢ia medZiaga prijungiamas prie $altojo ekstrahavimo jrenginio
(4.6 punktas) ir prijungus vakuuma likutis tris kartus plaunamas 30 ml petroleterio porcijomis, uZtikrinant, kad
likutis biity sausas. Tiglis su jame esancia medZziaga prijungiamas prie kaitinimo jrenginio (4.1 punktas) ir analizé
tesiama, kaip aprasyta 5 punkte.

9.2. Jei pasaruose yra riebaly, kuriy tiesiogiai negalima ekstrahuoti petroleteriu (3.5 punktas), riebalai turi bati
pasalinti, kaip nurodyta 8.1 punkte, ir dar kartg Salinami po virinimo su riigstimi. Pavirinus su rgstimi ir
isplovus, tiglis su jame esan¢ia medziaga prijungiamas prie 3alto ekstrahavimo indo (4.6 punktas) ir tris kartus
plaunamas 30 ml acetono (4.6 punktas), tada tris kartus 30 ml petroleterio porcijomis. Filtruojama prijungus
vakuumag iki sauso likucio ir analizé tgsiama, kaip apraSyta 5 punkte, pradedant nuo apdorojimo kalio hidroksido
tirpalu.

9.3. Jei pasarai turi daugiau kaip 5 % karbonaty, iSreiksty kalcio karbonatu, tiglis (4.2 punktas) su pasvertu éminiu
prijungiamas prie kaitinimo jrenginio (4.1 punktas). Eminys tris kartus plaunamas 30 ml vandenilio chlorido
rigsties (3.6 punktas). Kiekvieng kartg jpylus rtigsties éminys palickamas stovéti pries filtravimg mazdaug viena
minute. Vieng kartg plaunama 30 ml vandens ir procediira tesiama, kaip aprasyta 5 punkte.

9.4. Jei aparatas naudojamas kaip stovas (prie to paties kaitinimo jrenginio prijungti keli tigliai), atlickant viena
bandymy serija negalima vykdyti dviejy to paties éminio atskiry nustatymy.

9.5. Jei po virinimo sunku filtruoti riig$tinius ir Sarminius tirpalus, per kaitinimo jrenginio iSleidimo vamzdj
leidZiamas suslégtasis oras ir filtravimas tesiamas.

9.6. Siekiant pratesti stikliniy filtravimo tigliy naudojimo trukme, deginimo iki peleny temperatiira yra ne aukstesné
nei 500 °C. Reikia zitiréti, kad kaitinant ir atvésinant bty iSvengta staigiy temperatiiros svyravimy.

I. CUKRAUS KIEKIO NUSTATYMAS

1. Tikslas ir taikymo sritis
Siuo metodu galima nustatyti redukuojanciyjy cukry kiekj ir suminj invertuoty cukry kiekj, isreiskiamg gliukozés
kiekiu arba, jei tinka, sacharozés kiekiu, dauginant rezultatg i3 faktoriaus 0,95. Metodas tinka kombinuotiesiems
pasarams. Kitiems paSarams numatyti specialieji metodai. Jei bitina, laktozé nustatoma atskirai, ir | jos kiekj
atsizvelgiama apskaiciuojant rezultatus.

Sis metodas naudotinas cukraus kiekiui nustatyti, siekiant apskaiciuoti pasary energeting verte.

Kai cukraus kiekis turi bGiti nustatomas kitais tikslais, galima naudoti kitus analizés metodus.

2. Metodas

Cukriis ekstrahuojami praskiestu etanoliu; tirpalas skaidrinamas [ ir II Carrez tirpalais. Etanolj pasalinus, cukry
kiekis pries ir po inversijos nustatomas Luff-Schoor] metodu.

3. Reagentai

3.1. Etanolio tirpalas 40 % (V/V), tankis: 0,948 g/ml 20 °C temperatiiroje, neutralizuotas pagal fenolftaleing.
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.8.1.

3.8.2.

3.8.3.

3.9.

5.1.

5.2.

Carrez 1 tirpalas: vandenyje istirpinama 21,9 g cinko acetato Zn(CH;COO), 2H,0 ir 3 g ledinés acto ragsties.
Skiedziama vandeniu iki 100 ml.

Carrez 11 tirpalas: vandenyje iStirpinama 10,6 g kalio heksacianoferato (Il) K, Fe(CN)s 3H,O. Skiedziama vandeniu
iki 100 ml.

Metiloranzinio 0,1 % (m/V) tirpalas.
Vandenilio chlorido ragsties 4 mol/l tirpalas.
Vandenilio chlorido riigsties 0,1 mol/l tirpalas.
Natrio hidroksido 0,1 mol/l tirpalas.

Luff-Schoorl reagentas:

Atsargiai maiSant citriny rgsties tirpalas (3.8.2 punktas) supilamas j natrio karbonato tirpalg (3.8.3 punktas).
Ipilamas vario sulfato tirpalas (3.8.1 punktas) ir skiedZiama vandeniu iki 1 litro. Palickama nusistovéti per naktj ir
tirpalas filtruojamas.

Tikrinama gauto reagento koncentracija (Cu — 0,05 mol/l, Na,CO;_; mol/l), Zr. 5.4 punkto paskutine pastraipa.
Tirpalo pH yra apie 9,4.
Vario sulfato tirpalas: 25 g vario sulfato Cu SO, 5H,0, neturincio geleZies, i§tirpinama 100 ml vandens.

Citriny ragsties tirpalas: 50 g citriny ragsties CsHgO;*H,0 istirpinama 50 ml vandens.

Natrio karbonato tirpalas: 143,8 g bevandenio natrio karbonato istirpinama mazdaug 300 ml $ilto vandens.
Palieckama atvésti.

Natrio tiosulfato 0,1 mol/l tirpalas.

Krakmolo tirpalas: 5 g tirpaus krakmolo miinys su 30 ml vandens supilamas i 1 litrg verdancio vandens.
Virinama tris minutes, tirpalas atvésinamas, prireikus i jj kaip konservanto jdedama 10 mg gyvsidabrio (II) jodido.

Sieros rigsties 3 mol/l tirpalas.

Kalio jodido 30 % (m/V) tirpalas.

Pemzos granulés, virintos vandenilio chlorido riigsties tirpale, i$plautos ir i§dZiovintos.
3-metilbutan-1-olis.

Aparatiira

Maisiklis (vartytuvas), daznis mazdaug 35-40 stk./min.
Procediira

Eminio ekstrahavimas

2,5 g éminio, pasverto 1 mg tikslumu, supilama j 250 ml matavimo kolba. Ipilama 200 ml etanolio (3.1 punktas)
ir vieng valandg maiSoma vartytuve. Ipilama 5 ml Carrez I tirpalo (3.2 punktas) ir mai§oma mazdaug 30 s. Jpilama
5 ml Carrez Il tirpalo (3.3 punktas) ir vél maiSoma 1 min. SkiedZiama etanoliu (3.1 punktas) iki Zymés, sumaiSoma
ir filtruojama. Imama 200 ml filtrato ir garinama didesnei daliai etanolio pasalinti tol, kol tiiris sumazéja mazdaug
du kartus. Likutis po i$garinimo naudojant $iltg vandenj kiekybiskai supilamas j 200 ml matavimo kolbg, tirpalas
atvésinamas, skiedZiamas iki Zymés vandeniu, sumaiSomas ir prireikus filtruojamas. Sis tirpalas naudojamas
redukuojanciyjy cukry kiekiui nustatyti ir, po inversijos, suminiam cukry kiekiui nustatyti.

Redukuojanciyjy cukry kiekio nustatymas

Pipete paimama ne daugiau kaip 25 ml tirpalo, kuriame yra maZiau nei 60 mg redukuojanciyjy cukry, kuriy
kiekis iSreiskiamas gliukozés kiekiu. Prireikus skiedziama distiliuotu vandeniu iki 25 ml ir redukuojanciyjy cukry
kiekis nustatomas Luff-Schoor] metodu. Rezultatas isreiSkiamas gliukozés kiekiu éminyje procentais.
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5.3. Suminio invertuoty cukry kiekio nustatymas

Pipete paimama 50 ml tirpalo ir supilama j 100 ml matavimo kolbg. Jlasinami keli lasai metiloranzinio tirpalo
(3.4 punktas) ir atsargiai, nuolat maiSant, pilama vandenilio chlorido ragsties tirpalo (3.5 punktas) tol, kol
nei$nyksta tirpalo raudona spalva. [pilama 15 ml vandenilio chlorido riigsties (3.6 punktas), kolba nuleidziama {
stipriai verdancio vandens vonig, kurioje laikoma trisdesimt minuciy. Tirpalas greitai atvésinamas iki mazdaug
20 °C temperatiiros ir  jj jpilama 15 ml natrio hidroksido tirpalo (3.7 punktas). SkiedZiama vandeniu iki 100 ml
ir sumaiSoma. Paimama ne daugiau 25 ml $io tirpalo, kuriame yra maziau nei 60 mg redukuojanciyjy cukry,
perskaiciuoty i gliukozés kiekj. Prireikus distiliuotu skiedZiama vandeniu iki 25 ml ir redukuojanciyjy cukry
kiekis nustatomas Luff-Schoorl metodu. Rezultatas iSreiskiamas gliukozés procentiniu kiekiu arba, jei tinka,
sacharozés kiekiu, gauta rezultatg padauginus i§ faktoriaus 0,95.

5.4. Titravimas Luff-Schoorl metodu

Pipete jpilama 25 ml Luff-Schoorl reagento (3.8 punktas) ir supilama j 300 ml Erlenmejerio kolbg; ipilama lygiai
25 ml skaidrinto cukraus tirpalo. [dedamos dvi pemzos (3.13 punktas) granulés, tirpalas sildomas ir mai§omas,
laikant kolba rankoje vir§ vidutinés atviros liepsnos, kad tirpalas uzvirty mazdaug per dvi minutes. Erlenmejerio
kolba i§ karto statoma ant asbestu padengto vielos tinklelio su mazdaug 6 cm skersmens skyle, po kuria dega
liepsna. Liepsna reguliuojama taip, kad biity Sildomas tik Erlenmejerio kolbos dugnas. Prie Erlenmejerio kolbos
prijungiamas grjZtamasis kondensatorius. Virinama lygiai de$imt minuciy. I§ karto po to kolba atvésinama
Saltame vandenyje ir mazdaug po penkiy minudiy titruojama taip:

jpilama 10 ml kalio jodido tirpalo (3.12 punktas) ir tuojau pat (atsargiai, nes gali stipriai putoti) jpilama 25 ml
sieros riigsties tirpalo (3.11 punktas). Titruojama natrio tiosulfato tirpalu (3.9 punktas) tol, kol spalva tampa vos
gelsva, jpilama krakmolo tirpalo (3.10 punktas) indikatoriaus ir baigiama titruoti.

Toks pats titravimas, tik nevirinant, atliekamas su tiksliai 25 ml Luff-Schoorl reagento (3.8 punktas) ir 25 ml
vandens misiniu, jpilant 10 ml kalio jodido tirpalo (3.12 punktas) ir 25 ml sieros riigties tirpalo (3.11 punktas).

6. Rezultaty apskaiciavimas

Pagal pridedamg lentele nustatomas gliukozés kiekis mg, kuris atitinka dviejy titravimy rezultaty skirtumg,
iSreiskiama 0,1 mol/l natrio tiosulfato tirpalo ml. Rezultatas iSreiskiamas éminio masés procentais.

7. Specialiosios procediiros

7.1. Pasary, turin¢iy daug melasos, ir kity nelabai homogeniniy pasary atveju pasveriama 20 g pasary ir su 500 ml
vandens jie supilami j 1 litro matavimo kolbg. Viena valandg maiSoma vartytuve. Skaidrinama, naudojant Carrez [
(3.2 punktas) ir II (3.3 punktas) tirpalus, kaip apraSyta 5.1 punkte, tac¢iau naudojant keturiskart didesnius reagenty
kiekius. Skiedziama iki Zymeés 80 % (V/V) etanoliu.

SumaiSoma ir filtruojama. Etanolis paalinamas, kaip aprasyta 5.1 punkte. Jei éminyje néra dekstrinizuoto
krakmolo, skiedZiama distiliuotu vandeniu iki Zymés.

7.2. Melasos ir paSariniy zaliavy, kuriuose yra daug cukraus ir beveik néra krakmolo (saldZiosios ceratonijos vaisiai,
dziovinti runkeliy grieziniai ir pan.) atveju 5 g éminio sudedama i 250 ml matavimo kolbg, jpilama 200 ml
distiliuvoto vandens ir valandg maiSoma vartytuve, prireikus, ir ilgiau. Skaidrinama, naudojant Carrez 1
(3.2 punktas) ir II (3.3 punktas) tirpalus, kaip apraSyta 5.1 punkte. SkiedZiama Saltu vandeniu iki Zymeés,
sumaiSoma ir filtruojama. Norint nustatyti suminj cukry kieki, atliekami 5.3 punkte aprasyti veiksmai.

8. Pastabos

8.1. Siekiant i§vengti putojimo, prie§ virinant su Luff-Schoorl reagentu jpilama (nepaisant tirio) apie 1 ml
3-metilbutan-1-olio (3.14 punktas).

8.2. Suminio invertuoty cukry kiekio, perskai¢iuoto j gliukozés kieki, ir redukuojanciyjy cukry kiekio, perskaiciuoto j
gliukozés kieki, skirtuma padauginus i§ 0,95 gaunamas sacharozés kiekis procentais.

8.3. Norint nustatyti redukuojanciyjy cukry, i8skyrus laktoze, kieki, galima taikyti du metodus.
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1.

Skai¢iuojant apytiksliai, kitu analizés metodu nustatytas laktozés kiekis dauginamas i§ 0,675 ir gautas rezultatas
atimamas i§ redukuojanciyjy cukry kiekio.

Redukuojanciy cukry, iSskyrus laktoze, kieki skaiCiuojant tiksliai, tas pats éminys turi bati naudojamas dviem
galutiniams nustatymams. Viena analizé atliekama su alikvotine dalimi tirpalo, gauto pagal 5.1 punktg, kita — su
alikvotine dalimi tirpalo, gauto nustatant laktoze pagal Siam tikslui nustatyta metodg (atlikus kity cukry
fermentacijg ir skaidrinima).

Abiem atvejais turimas cukry kiekis nustatomas Luff-Schoorl metodu ir perskaiciuojamas | gliukozés kiekj
miligramais. Viena i§ ver¢iy atimama i$ kitos ir skirtumas isreiskiamas éminio masés procentais.

Payyzdys
Du kiekvienam nustatymui paimti tariai atitinka 250 mg éminj.

Pirmuoju atveju sunaudota 17 ml natrio tiosulfato 0,1 mol/l tirpalo ir tai atitinka 44,2 mg gliukozés; antruoju
atveju sunaudota 11 ml ir tai atitinka 27,6 mg gliukozés.

Skirtumas yra 16,6 mg gliukozés.
Taigi redukuojanciyjy cukry (i8skyrus laktoze) kiekis, perskaiciuotas j gliukozés kieki, yra lygus:

4x16,6 __
158 — 6,64 %

Verciy lentelé, naudojant 25 ml Luff-Schoorl reagento

Na, S, O; 0,1 mol/l tiiris ml, dviejy minuciy trukmeés Sildymas, deSimties minudiy trukmés virimas

Na, S, O; Gliukozé, fruktozé, invertuoti cukriis Laktozé Na, S, Os
0,1 mol/l Cq Hy, Og Cy, Hy, Oy 0,1 mol/l
ml mg skirtumas mg skirtumas ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 1
2 4,8 2,4 7,3 3,7 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 8
9 22,4 2,6 33,2 3,8 9
10 25,0 2,6 37,0 3,8 10
11 27,6 2,7 40,8 3,8 11
12 30,3 2,7 44,6 3,8 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 14
15 38,5 2,8 56,0 3,9 15
16 41,3 2,9 59,9 3,9 16
17 442 2,9 63,8 3,9 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 18
19 50,0 3,0 71,7 4,0 19
20 53,0 3,0 75,7 4,1 20
21 56,0 3,1 79,8 4,1 21
22 59,1 3,1 83,9 4,1 22
23 62,2 88,0 23

J. LAKTOZES KIEKIO NUSTATYMAS

Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu galima nustatyti laktozés koncentracija pasaruose, kai jos yra daugiau nei 0,5 %.

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

53/129



LT OL L, 2024 3 15

2. Metodas

Cukris istirpinami vandenyje. Tirpalas fermentuojamas, pridedant mieliy Saccharomyces cerevisiae, kurios laktozés
neliecia. Po skaidrinimo ir filtravimo laktozés kiekis filtrate nustatomas Luff-Schoorl metodu.

3. Reagentai

3.1. Saccharomyces cerevisiae suspensija: 25 g $vieziy mieliy mai§oma su 100 ml vandens. Saldytuve suspensija galima
laikyti ne ilgiau kaip savaite.

3.2. Carrez 1 tirpalas: vandenyje istirpinama 21,9 g cinko acetato Zn(CH;COO), 2H,0 ir 3 g ledinés acto ragsties.
Skiedziama vandeniu iki 100 ml.

3.3. Carrez 11 tirpalas: vandenyje iStirpinama 10,6 g kalio heksacianoferato (IT) K, Fe(CN)s 3H,0. SkiedZiama vandeniu
iki 100 ml.

3.4. Luff-Schoorl reagentas:

Atsargiai maiSant citriny rtigsties tirpalas (3.4.2 punktas) supilamas j natrio karbonato tirpala (3.4.3 punktas).
Ipilamas vario sulfato tirpalas (3.4.1 punktas) ir skiedZiama vandeniu iki 1 litro. Palickama nusistovéti per naktj ir
tirpalas filtruojamas. Tikrinama gauto reagento koncentracija (Cu — 0,05 mol/l; Na, COs_; mol/l). Tirpalo pH yra
apie 9,4.

3.4.1.  Vario sulfato tirpalas: 25 g vario sulfato Cu SO, 5H,0, neturincio geleZies, iStirpinama 100 ml vandens.
3.4.2.  Citriny ragsties tirpalas: 50 g citriny riigsties C,HgO;*H,O istirpinama 50 ml vandens.

3.4.3. Natrio karbonato tirpalas: 143,8 g bevandenio natrio karbonato istirpinama mazdaug 300 ml $ilto vandens.
Paliekama atvésti.

3.5. Pemzos granulés, virintos vandenilio chlorido raigsties tirpale, i$plautos ir i§dZiovintos.

3.6. Kalio jodido 30 % (m/V) tirpalas.

3.7. Sieros riigties 3 mol/l tirpalas.
3.8. Natrio tiosulfato 0,1 mol/l tirpalas.
3.9. Krakmolo tirpalas: 5 g tirpaus krakmolo miinys su 30 ml vandens supilamas j 1 litrg verdancio vandens.

Virinama tris minutes, tirpalas atvésinamas, prireikus i jj kaip konservanto jdedama 10 mg gyvsidabrio (II) jodido.

4. Aparatiira

Vandens vonia su §ilumine rele, nustatyta 38-40 °C.

5. Procediira

1 g éminio pasveriama 1 mg tikslumu ir supilama j 100 ml matavimo kolbg. Ipilama 25-30 ml vandens. Kolba 30
minudiy laikoma ant verdancio vandens vonios ir po to ausinama iki mazdaug 35 °C temperatiiros. Ipilama apie
5 ml mieliy suspensijos (3.1 punktas) ir sumaioma. Kolba laikoma dvi valandas vandens vonioje 38-40 °C
temperattiroje. Atvésinama iki mazdaug 20 °C temperatiros.

Ipilama 2,5 ml Carrez I tirpalo (3.2 punktas) ir trisdesimt sekundziy maiSoma, tada jpilama 2,5 ml Carrez II tirpalo
(3.3 punktas) ir vél maiSoma trisdesimt sekundziy. SkiedZiama vandeniu iki 100 ml, sumai§oma ir filtruojama. Ne
daugiau nei 25 ml $io tirpalo, kuriame turéty bati 40-80 mg laktozés, pipete paimama i 300 ml Erlenmejerio
kolbg. Prireikus iki 25 ml skiedZiama vandeniu.

Tokiu paciu budu atlieckamas tusciasis bandymas su 5 ml mieliy suspensijos (3.1 punktas). Laktozés kiekis Luff-
Schoorl metodu nustatomas taip: jpilama lygiai 25 ml Luff-Schoorl reagento (3.4 punktas) ir jdedamos dvi pemzos
(3.5 punktas) granulés. Tirpalas maiSomas laikant kolbg rankoje ir tuo pat metu $ildant vir§ vidutinés atviros
liepsnos, kad tirpalas uzvirty mazdaug per dvi minutes. Erlenmejerio kolba i§ karto statoma ant asbestu padengto
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vielos tinklelio su mazdaug 6 cm skersmens skyle, po kuria dega liepsna. Liepsna reguliuojama taip, kad biity
Sildomas tik Erlenmejerio kolbos dugnas. Prie Erlenmejerio kolbos prijungiamas griZtamasis kondensatorius.
Virinama lygiai de§imt minuciy. I§ karto po to kolba atvésinama $altame vandenyje ir mazdaug po penkiy
minuciy titruojama taip:

jpilama 10 ml kalio jodido tirpalo (3.6 punktas) ir tuojau pat (atsargiai, nes gali stipriai putoti) jpilama 25 ml
sieros rugsties tirpalo (3.7 punktas). Titruojama natrio tiosulfato tirpalu (3.8 punktas) tol, kol spalva tampa vos
gelsva, jpilama krakmolo tirpalo (3.9 punktas) indikatoriaus ir baigiama titruoti.

Toks pats titravimas, tik nevirinant, atliekamas su tiksliai 25 ml Luff-Schoorl reagento (3.4 punktas) ir 25 ml
vandens miSiniu, jpilant 10 ml kalio jodido tirpalo (3.6 punktas) ir 25 ml sieros riigdties tirpalo (3.7 punktas).

6. Rezultaty apskaiciavimas

Pagal pridedama lentel¢ nustatomas laktozés kiekis mg, kuris atitinka dviejy titravimy rezultaty skirtumg,
iSreiskiamg 0,1 mol/l natrio tiosulfato tirpalo ml.

Rezultatas pateikiamas kaip bevandenés laktozés kiekis, i§reikstas éminio masés procentais.

7. Pastaba
1. Jei produktuose yra daugiau nei 40 % fermentuojamo cukraus, naudojama daugiau nei 5 ml mieliy
suspensijos (3.1 punktas).
2. PaSaruose su sumazintu laktozés kiekiu (pvz., piene katéms) laktozé paver¢iama fruktoze, o ji per 2 val.

nevisiskai fermentuojama, todél gaunami didesni arba klaidingai teigiami rezultatai (nes fruktozés
likuciai lieka ekstrakte).

Verciy lentelé, naudojant 25 ml Luff-Schoorl reagento

Na, S, 0; 0,1 mol/l tiiris ml, dviejy minuciy trukmés Sildymas, deSimties minuciy trukmés virimas

Na, S, O; Gliukozé, fruktozé, invertuoti cukriis Laktozé Na, S, O;
0,1 mol/l Cs Hy, O Cy, Hy, Oy 0,1 mol/l
ml mg skirtumas mg skirtumas ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 1
2 4,8 2,4 7,3 3,7 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 8
9 22,4 2,6 33,2 3,8 9
10 25,0 2,6 37,0 3,8 10
11 27,6 2,7 40,8 3,8 11
12 30,3 2,7 44,6 3,8 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 14
15 38,5 2,8 56,0 3,9 15
16 41,3 2,9 59,9 3,9 16
17 44,2 2,9 63,8 3,9 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 18
19 50,0 3,0 71,7 4,0 19
20 53,0 3,0 75,7 4,1 20
21 56,0 3,1 79,8 4,1 21
22 59,1 3,1 83,9 4,1 22
23 62,2 88,0 23
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K. KRAKMOLO KIEKIO NUSTATYMAS

POLIARIMETRINIS METODAS

1. Tikslas ir taikymo sritis
Siuo metodu galima nustatyti krakmolo ir didelés molekulinés masés krakmolo skilimo produkty koncentracija
pasaruose, siekiant patikrinti atitiktj nurodomai energinei vertei (VII priedo nuostatoms) ir Reglamentui (EB)
Nr. 767/2009.

Sis metodas naudotinas krakmolo kiekiui nustatyti, siekiant apskaiciuoti pasary energeting verte.

Kai krakmolo kiekis turi biiti nustatomas kitais tikslais, galima naudoti kitus analizés metodus.

2. Metodas
Metodas sudarytas i§ dviejy nustatymo bfidy. Nustatant pirmuoju biidu, éminys veikiamas praskiesta vandenilio
chlorido riigdtimi. Po tirpalo skaidrinimo ir filtravimo poliarimetriskai matuojamas per ji praeinancios
poliarizuotos $viesos plokstumos sukimas.
Nustatant antruoju blidu, éminys ekstrahuojamas 40 % etanoliu. Filtratas riig§tinamas vandenilio chlorido
rig$timi, skaidrinamas, filtruojamas ir matuojamas per jj praeinancios poliarizuotos $viesos plokstumos

sukimas, kaip tai buvo daroma pirmuoju badu.

Dviejy matavimy skirtumas, padaugintas i§ Zinomo faktoriaus, atitinka krakmolo kiekj éminyje.
3. Reagentai
3.1. Vandenilio chlorido riigstis, 25 % (m/m) tirpalas, tankis 1,126 g/ml.
3.2. Vandenilio chlorido riigstis, 1,13 % (m/V) tirpalas.
Koncentracija turi bati patikrinta titruojant 0,1 mol/l natrio hidroksido tirpalu, jlaginus metilraudonojo 0,1 %

(m/V) tirpalo 94 % (V/V) etanolyje. Reikia 30,94 ml 0,1 mol/l NaOH, norint neutralizuoti 10 ml.

3.3. Carrez | tirpalas: vandenyje iStirpinama 21,9 g cinko acetato Zn(CH;COO), 2H,0 ir 3 g ledinés acto riigsties.
Skiedziama vandeniu iki 100 ml.

3.4, Carrez I tirpalas: vandenyje iStirpinama 10,6 g kalio heksacianoferato (IT) K, Fe(CN)s 3H,0. Skiedziama vandeniu
iki 100 ml.

3.5. Etanolio 40 % (V/V) tirpalas, tankis: 0,948 g/ml 20 °C temperatiiroje.

4. Aparatiira

4.1. 250 ml Erlenmejerio kolba su tipine lifo jungtimi ir griztamasis kondensatorius.
4.2, Poliarimetras arba sacharimetras.

5. Procediira

5.1. Eminio ruosimas

Eminys sutrupinamas taip, kad jj visg biity galima persijoti per sieta su 0,5 mm apvaliomis akutémis.
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5.2.

5.3.

6.1.

Suminio poliarizuotos Sviesos plokstumos sukimo (P ar S) nustatymas (zr. 7.1 punkto pastaba)

1 mg tikslumu pasveriama 2,5 g sutrupinto éminio ir suberiama j 100 ml matavimo kolba. [pilama 25 ml
vandenilio chlorido riigsties tirpalo (3.2 punktas), purtoma, kad tiriamasis éminys tolygiai pasiskirstyty, ir dar
jpilama 25 ml vandenilio chlorido riigsties tirpalo (3.2 punktas). Kolba panardinama j verdancio vandens vonia,
pirmgsias tris minutes stipriai ir visg laikg kratoma, kad nesusidaryty aglomeraty. Vandens vonioje turi bati
pakankamai daug, kad panardinus | ja matavimo kolbg, jis nenustoty virgs. Purtomos kolbos negalima iimti i§
vonios. Lygiai po 15 min. kolba i$imama i vonios, jpilama 30 ml 3alto vandens ir i§ karto atvésinama iki 20 °C.

Ipilama 5 ml Carrez I tirpalo (3.3 punktas) ir purtoma mazdaug 30 s. Ipilama 5 ml Carrez II tirpalo (3.4 punktas) ir
purtoma dar mazdaug 30 s. Tirpalas skiedZiamas vandeniu iki Zymés, maiSomas ir filtruojamas. Jei filtratas néra
visiSkai skaidrus (tai pasitaiko retai), nustatymas kartojamas naudojant daugiau Carrez I ir II tirpaly, pvz., 10 ml.

200 mm ilgio vamzdyje poliarimetru arba sacharimetru matuojama, kokiu kampu tirpalas suka poliarizuotos
$viesos plokstuma.

MedZiagy, tirpstanciy 40 % etanolyje, poliarizuotos Sviesos plokstumos sukimo (P" ar S’) nustatymas

1 mg tikslumu pasveriama 5 g éminio, éminys supilamas j 100 ml matavimo kolbg ir jpilama apie 80 ml etanolio
(3.5 punktas) (zr. 7.2 punkto pastabg). Kolba laikoma vieng valandg kambario temperatiiroje; per ta laika Sesis
kartus kolba stipriai purtoma, kad tiriamasis éminys gerai susimaiSyty su etanoliu. SkiedZiama iki Zymés etanoliu
(3.5 punktas), sumaiSoma ir filtruojama.

50 ml filtrato (atitinka 2,5 g éminio) jpilama j 250 ml Erlenmejerio kolbg, jpilama 2,1 ml vandenilio chlorido
rigsties (3.1 punktas) ir stipriai purtoma. Prie Erlenmejerio kolbos prijungiamas griztamasis kondensatorius,
kolba panardinama | verdancio vandens vonia. Lygiai po 15 min. Erlenmejerio kolba iSimama i§ vonios, jos
turinys supilamas { 100 ml matavimo kolbg, plaunant Erlenmejerio kolba trupuciu Salto vandens, ir atvésinama
iki 20 °C.

Skaidrinama, naudojant Carrez I (3.3 punktas) ir II (3.4 punktas) tirpalus, skiedziama iki Zymés vandeniu,
sumai$oma, filtruojama ir matuojamas poliarizuotos $viesos plokstumos sukimas, kaip nurodyta 5.2 punkto
antroje ir trecioje pastraipoje.

Rezultaty apskaiciavimas

Krakmolo kiekis (%) éminyje apskaic¢iuojamas taip:

Matavimas poliarimetru
Krakmolo kiekis (%) = MZ(SJP,)
MD
p= suminis poliarizuotos §viesos plokstumos sukimas laipsniais
p= 40 % (V|V) etanolyje tirpiy medziagy tirpalo poliarizuotos $viesos plokstumos sukimas laipsniais;
o]y = savitasis gryno krakmolo tirpalo poliarizuotos $viesos plokstumos sukimas. Visuotinai priimtos

skaitmeninés $io faktoriaus vertés yra Sios:

+185,9°%  ryziy krakmolo
+185,7 % bulviy krakmolo
+184,6°:  kukurfizy krakmolo
+182,7°  kvietiy krakmolo
+181,5% mieziy krakmolo
+181,3°  avizy krakmolo

+184,0°  kity risiy krakmolo, taip pat krakmolo miiniy kombinuotuose pasaruose
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6.2. Matavimas sacharimetru

Krakmolo kiekis (%) = 200 x (2N 0,665) % () _ 266Nx(S-8)

L 100 L

S= suminis poliarizuotos §viesos plokstumos sukimas sacharimetro laipsniais

S= 40 % (V|V) etanolyje tirpiy medziagy tirpalo poliarizuotos Sviesos plokstumos sukimas sacharimetro
laipsniais

N = sacharozés masé g/100 ml vandens, kai 200 mm ilgio vamzdyje poliarizuotos viesos plokstuma
pasukama 1000 sacharimetro laipsniy
16,29 g prancizisky sacharimetry
26,00 g vokisky sacharimetry
20,00 g kity sacharimetry

[o]2 = savitasis gryno krakmolo poliarizuotos $viesos plokstumos sukimas (zr. 6.1 punkta).

6.3. Pakartojamumas

Dviejy lygiagreciy to paties éminio nustatymy rezultaty skirtumas neturi biiti didesnis nei 0,4 absoliuciaja verte,
kai krakmolo yra maziau nei 40 %, ir 1 % santykine verte, kai krakmolo yra 40 % arba daugiau.

7. Pastabos

7.1. Jei éminyje yra daugiau nei 6 % karbonaty, skai¢iuojamy kaip kalcio karbonatas, jie prie§ suminio poliarizuotos
$viesos plokstumos sukimo matavimg turi bati suardomi jpilant lygiai tiek, kiek reikia praskiestos sieros riigsties.

7.2. Jei produkte yra daug laktozés, pvz., pieno milteliy serume ar nugriebto pieno milteliuose, jpylus 80 ml etanolio
(3.5 punktas), atliekami $ie veiksmai: prie kolbos prijungiamas griztamasis kondensatorius ir kolba 30 min.
panardinama j vandens vonig 50 °C temperatiiroje. Kolba palickama atvésti ir analizé tesiama kaip nurodyta
5.3 punkte.

7.3. Yra zinoma, kad Sios pasarinés Zaliavos, kai jy pasaruose yra didelis kiekis, sukelia trukdzius, nustatant krakmolo
kiekj poliarimetriniu metodu, todél gali biiti gauti netiksliis rezultatai:

— (cukriniy) runkeliy produktai, pvz., (cukriniy) runkeliy i$spaudos, (cukriniy) runkeliy melasa, (cukriniy)
runkeliy i§spaudos su melasa, (cukriniy) runkeliy Zlaugtai, (runkeliy) cukrus,

— citrusiniy vaisiy minkstimas,

— sémenys, sémeny i§spaudos, ekstrahuoti sémenys,

— rapsai, rapsy i$spaudos, rapsy rupiniai, rapsy lukstai,

— saulégrazos, i8lukstenty saulégrazy rupiniai, aplukstenty saulégrazy rupiniai,

— kokosy i$spaudos, kokosy rupiniai,

— bulviy tarkiai,

— dehidratuotos mielés,

— produktai, kuriy sudétyje yra daug inulino (pvz., bulviniy saulégrazy trupiniai ir miltai),
— spirgai,

— sojy produktai.

Tokiais atvejais gali biiti taikomas Komisijos reglamente (EB) Nr. 121/2008 (') nustatytas analizés metodas. Sis
metodas taip pat gali biiti taikomas pasarams, kuriuose yra maziau kaip 1 % krakmolo.

() 2008 m. vasario 11 d. Komisijos reglamentas (EB) Nr. 121/2008, nustatantis tyrimo metodg krakmolo kiekiui produktuose,
naudojamuose gyviiny pasarams, nustatyti (KN kodas 2309) (OLL 37, 2008 2 12, p. 3).
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L. ZALIY PELENY KIEKIO NUSTATYMAS

Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu galima nustatyti Zaliy peleny kiekj pasaruose.

Metodas

Eminys sudeginamas 550 °C temperatiiroje; likutis pasveriamas.

Reagentai

Amonio nitrato 20 % (m/V) tirpalas.
Aparatiira

Kaitlenté.

Elektriné mufeliné krosnis su silumine rele.

Kvarciniai, porcelianiniai arba platininiai deginimo tigliai, sta¢iakampiai (mazdaug 60 x 40 x 25 mm) arba
apvalieji (skersmuo: 60-75 mm, aukstis: 20-40 mm).

Procediira

Mazdaug 5 g éminio (2,5 g tuo atveju, kai analizuojami linke i$siptisti produktai) pasveriama 1 mg tikslumu ir
supilama i deginimo tiglj, kuris pats pries tai buvo igkaitintas 550 °C temperatiiroje, atvésintas ir pasvertas. Tiglis
statomas ant kaitlentés ir i§ 1éto kaitinamas tol, kol medziaga suangléja. Iskaitinama pagal 5.1 arba 5.2 punkta.

Tiglis dedamas | reguliuojamos temperatfiros mufeling krosnj, nustatyta 550 °C. Medziaga laikoma toje
temperatiiroje, kol virsta baltais, $viesiai pilkais ar rausvais pelenais, kuriuose grei¢iausiai nebeliko anglingyjy
daleliy. Tiglis dedamas j eksikatoriy atvésti ir i§ karto sveriamas.

Tiglis dedamas i reguliuojamos temperatiros mufeling krosnij, nustatytg 550 °C. Kaitinama 3 valandas. Tiglis
dedamas | eksikatoriy atveésti ir i§ karto sveriamas. Kaitinama dar 30 min, siekiant uZtikrinti, kad peleny masé
nekinta (paeiliui sveriant du kartus, masés sumazéjimas turi nevirSyti 1 mg).

Rezultaty apskaiciavimas
Likuc¢io masé apskai¢iuojama, atimant tiglio mase.

Rezultatas iSreiSkiamas éminio masés procentais.
Pastabos

Medziagy, kurias sunku paversti pelenais, pelenai i§ pradziy turi bati deginami ne trumpiau kaip tris valandas,
atvésinami ir i juos jlaSinami keli lasai 20 % amonio nitrato tirpalo arba vandens (ladinama atsargiai, kad pelenai
neissisklaidyty arba nesusokty i gabalus). I3dziovinus, toliau kaitinama krosnyje. Prireikus veiksmas kartojamas
tol, kol medziaga visiskai virsta pelenais.

Jei medZiagos atsparios apdorojimui, aprasytam 7.1 punkte, atliekami Sie veiksmai: po trijy valandy deginimo,
pelenai supilami i $ilta vandenj ir filtruojami per mazg bepelenj filtra. Filtras su turiniu sudeginamas pries tai
naudotame tiglyje. [ atvésintg tiglj supilamas filtratas, tirpalas i§garinamas iki sauso likucio, likutis iSkaitinamas ir
pasveriamas.

Analizuojant aliejus ir riebalus, tinkamo dydzio tiglyje tiksliai pasveriamas 25 g éminys. Eminys anglinamas
padegant jj bepelenio filtravimo popieriaus juostele. Sudeginus likutis sudrékinamas kiek jmanoma maZesniu
kiekiu vandens. Likutis dZiovinamas ir i$kaitinamas, kaip aprasyta 5 punkte.

M. VANDENILIO CHLORIDO RUGSTYJE NETIRPIY PELENY KIEKIO NUSTATYMAS

Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu galima nustatyti neorganiniy medziagy, kurios netirpsta vandenilio chlorido riigityje, koncentracija
pasaruose. Atsizvelgiant i éminio tipa, galima taikyti du metodus.
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1.1. A metodas. Taikomas organinéms pasarinéms Zaliavoms ir daugumai kombinuotyjy pasary.

1.2. B metodas. Taikomas neorganiniams junginiams ir miiniams, taip pat kombinuotiesiems pasarams, kuriuose A
metodu nustatytas vandenilio chlorido riigstyje netirpiy medziagy kiekis yra didesnis nei 1 %.

2. Metodas

2.1. A metodas. Eminys paver¢iamas pelenais, pelenai virinami vandenilio chlorido riigstyje, neistirpusi dalis
filtruojama ir sveriama.

2.2. B metodas. Eminys apdorojamas vandenilio chlorido riigitimi. Tirpalas filtruojamas, likutis paverciamas pelenais,
kurie apdorojami pagal A metoda.

3. Reagentai
3.1. Vandenilio chlorido ragstis 3 mol/l.

3.2. Trichloracto ragstis, 20 % (m/V) tirpalas.

3.3. Trichloracto riigstis, 1 % (m/V) tirpalas.

4. Aparatiira

4.1. Kaitlenté.

4.2. Elektriné mufeliné krosnis su Silumine rele.

4.3. Kvarciniai, porcelianiniai arba platininiai deginimo tigliai, sta¢iakampiai (mazdaug 60 x 40 x 25 mm) arba

apvalieji (skersmuo: 60-75 mm, aukstis: 20-40 mm).
4.4, Bepeleniai filtrai.
5. Procediira

5.1. A metodas

Eminys sudeginamas taip pat, kaip nustatant zaliy peleny kiekj. Galima panaudoti pelenus, gautus atliekant Sia
analize.

Pelenai supilami j 250-400 ml cheming stikling, naudojant 75 ml vandenilio chlorido ragsties (3.1 punktas).
Miginys létai uzvirinamas ir atsargiai virinamas penkiolika minuciy. Siltas tirpalas filtruojamas per bepelen; filtra
ir likutis plaunamas $iltu vandeniu tol, kol plovimo vanduo nerodo riigi¢ios reakcijos. Filtras su likuciu
dziovinamas ir pasvertame tiglyje sudeginamas ne Zemesnéje nei 550 °C, bet ne aukstesnéje nei 700 °C
temperattroje. Tiglis atvésinamas eksikatoriuje ir pasveriamas.

5.2. B metodas

5 g éminio pasveriama 1 mg tikslumu ir supilama j 250-400 ml cheming stikling. Ipilama 25 ml vandens ir 25 ml
vandenilio chlorido raigsties (3.1 punktas), sumai§oma ir palaukiama, kol nustoja skirtis burbuliukai. Jpilama dar
50 ml vandenilio chlorido riigsties (3.1 punktas). Palaukiama dar galimo dujy skyrimosi pabaigos, cheminé
stikliné statoma i verdancio vandens vonig ir laikoma joje trisdesimt minuciy, prireikus ir ilgiau, kad visiskai baty
hidrolizuotas krakmolas, kurio galé¢jo biiti éminyje. Siltas tirpalas filtruojamas per bepelenj filtrg, likutis
plaunamas 50 ml $ilto vandens (zr. 7 punkto pastabg). Filtras su liku¢iu dedamas i deginimo tiglj, dZziovinamas ir
sudeginamas iki peleny ne Zemesnéje nei 550 °C, bet ne aukstesnéje nei 700 °C temperatiiroje. Pelenai supilami |
250-400 ml cheming stikling, naudojant 75 ml vandenilio chlorido rfigsties (3.1 punktas); tesiama, kaip
nurodyta 5.1 punkto antroje pastraipoje.

6. Rezultaty apskaiciavimas

Liku¢io masé apskai¢iuojama, atimant tiglio mase. Rezultatas iSreiskiamas éminio masés procentais.
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Pastaba

Jei éminys sunkiai filtruojamas, analizé atliekama i§ naujo, 50 ml vandenilio chlorido riigsties (3.1 punktas)
pakeiciant 50 ml trichloracto riigsties 20 % (m/V) tirpalu (3.2 punktas) ir plaunant filtra $iltu 1 % trichloracto
rigsties tirpalu (3.3 punktas).

N. SUMINIO FOSFORO KIEKIO NUSTATYMAS

Suminis fosforo kiekis nustatomas:

— taikant analizés metods, nustatyta standartu EN 15510 ,PaSarai. Eminiy émimo ir analizés metodai.
Kalcio, natrio, fosforo, magnio, kalio, geleZies, cinko, vario, mangano, kobalto, molibdeno ir $vino
nustatymas induktyviai susietos plazmos atominés emisinés spektroskopijos metodu (ICP-AES)“, arba

— taikant analizés metoda, nustatytg standartu EN 15621 ,Pasarai. Eminiy émimo ir analizés metodai.
Kalcio, natrio, fosforo, magnio, kalio, sieros, gelezZies, cinko, vario, mangano ir kobalto nustatymas
induktyviai susietos plazmos atominés emisinés spektrometrijos metodu (ICP-AES), mineralizavus
aukstame slégyje, arba

— toliau apraSytu fotometriniu metodu.

FOTOMETRINIS METODAS

Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu galima nustatyti suminj fosforo kiekj pasaruose. Jis labiausiai tinka analizuoti produktus, kuriuose
nedaug fosforo. Kai kuriais atvejais (kai produkte daug fosforo) galima taikyti gravimetrinj metoda.

Metodas

Eminys mineralizuojamas sausuoju deginimu (organiniy paSary) arba taikant 3lapigji skaidyma riigstyje
(mineraliniy junginiy ir skystyjy pasary) ir jdedamas i rugsties tirpalg. Tirpalas veikiamas molibdovanadato
reagentu. Taip susidariusio geltono tirpalo absorbcija matuojama spektrofotometru esant 430 nm bangos ilgiui.

Reagentai

Kalcio karbonatas.

Vandenilio chlorido riigstis, p,o = 1,10 g/ml (mazdaug 6 mol/l).
Nitrato rgstis, po = 1,045 g/ml.

Nitrato riigstis, pyo = 1,38-1,42 g/ml.

Sieros riigstis, pyo = 1,84 g/ml.

Molibdovanadato reagentas: 1 litro matavimo kolboje sumaiSoma 200 ml amonio heptamolibdato tirpalo
(3.6.1 punktas), 200 ml amonio monovanadato tirpalo (3.6.2 punktas) ir 134 ml nitrato rugsties (3.4 punktas).
SkiedZiama vandeniu iki Zymés.

Amonio heptamolibdato tirpalas: karStame vandenyje istirpinama 100 g amonio heptamolibdato tetrahidrato
(NH,) 6Mo;0,4.4H,0. Ipilama 10 ml amoniako (tankis 0,91 kg/l) ir skiedZiama vandeniu iki 1 litro.

Amonio monovanadato tirpalas: 2,35 g amonio monovanadato NH,VO; i§tirpinama 400 ml kar$to vandens.
Nuolat maiSant létai jpilama 20 ml praskiestos nitrato riigsties (7 ml HNO; (3.4 punktas) ir 13 ml H,0) ir
skiedziama vandeniu iki 1 litro.

Standartinis fosforo tirpalas (1 mg/ml): vandenyje iStirpinama 4,387 g kalio dihidrofosfato KH,PO,. SkiedZiama
vandeniu iki 1 litro.
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4. Aparatiira
4.1. Kvarciniai, porcelianiniai arba platininiai deginimo tigliai.
4.2. Elektriné mufeliné krosnis su Silumine rele, nustatyta 550 °C temperatiirai.

4.3. 250 ml Kjeldalio kolba.

4.4. Matavimo kolbos ir tikslios pipetés.

4.5. Spektrofotometras.

4.6. Mazdaug 16 mm skersmens mégintuvéliai su 14,5 mm skersmens kams¢iais; talpa: 25-30 ml.
5. Procediira

5.1. Tirpalo ruosimas

Atsizvelgiant | éminio tipg, ruosiamas tirpalas, kaip nurodyta 5.1.1 arba 5.1.2 punkte.

5.1.1. Iprastiné procediira

Pasveriama 1 g arba daugiau éminio 1 mg tikslumu. Tiriamasis éminys dedamas j Kjeldalio kolbg, jpilama 20 ml
sieros riigdties (3.5 punktas), kolba purtoma, kad medziaga visiskai susimai$yty su riigstimi ir neprilipty ant
kolbos sieneliy, pakaitinama iki virimo ir virinama 10 min. Kolba paliekama siek tiek atvésti, jpilama 2 ml nitrato
ragsties (3.4 punktas), nestipriai pakaitinama, $iek tiek atvésinama, jpilamas dar nedidelis kiekis nitrato rgsties
(3.4 punktas) ir vél uzvirinama. Procediira kartojama tol, kol gaunamas bespalvis tirpalas. Atvésinama, jpilama
truputj vandens, skystis supilamas | 500 ml matavimo kolba, Kjeldalio kolbg plaunant kar$tu vandeniu. Kolba
paliekama atvésti, skiedziama vandeniu iki Zymés, sumai$oma ir filtruojama.

5.1.2.  Eminiai, kuriuose yra organiniy cheminiy medziagy ir néra kalcio ir magnio dihidrofosfaty

Deginimo tiglyje 1 mg tikslumu pasveriama mazdaug 2,5 g éminio. Tiriamasis éminys labai gerai sumaiSomas su
1 g kalcio karbonato (3.1 punktas). Deginama krosnyje 550 °C temperatiiroje tol, kol gaunami balti ar pilki
pelenai (nedidelis angliy kiekis netrukdo). Pelenai supilami j 250 ml chemine stikline. Ipilama 20 ml vandens ir
vandenilio chlorido riigsties (3.2 punktas), kol nustoja skirtis burbuliukai. Ipilama dar 10 ml vandenilio chlorido
ragsties (3.2 punktas). Cheminé stikliné statoma ant smélio vonios ir skystis garinamas iki sauso likucio
netirpiam silicio dioksidui gauti. Likutis i§tirpinamas 10 ml nitrato rigsties (3.3 punktas) ir tirpalas virinamas ant
smélio vonios arba kaitlentés 5 min, nei$garinant iki sauso likucio. Skystis supilamas j 500 ml matavimo kolbg,
keletg karty chemine stikling plaunant kar$tu vandeniu. Kolba paliekama atvésti, skiedZiama vandeniu iki Zymés,
sumai$oma ir filtruojama.

5.2. Spalvos gavimas ir absorbcijos matavimas

Pagal 5.1.1 arba 5.1.2 punktg gauto filtrato alikvotiné dalis skiedZiama taip, kad gauta fosforo koncentracija bty
ne didesné nei 40 pg/ml. ] mégintuvélj (4.6 punktas) jpilama 10 ml io tirpalo ir 10 ml molibdovanadato reagento
(3.6 punktas). Tirpalai sumaiSomi ir paliekami stovéti bent 10 min. 20 °C temperatiroje. Spektrofotometru
matuojama absorbcija, kai bangos ilgis 430 nm, ir palyginamuoju tirpalu naudojant tirpalg, gautg jpylus 10 ml
molibdovanadato reagento (3.6 punktas) i 10 ml vandens.

5.3. Kalibravimo kreivé

I§ standartinio tirpalo (3.7 punktas) ruodiami tirpalai, kuriy fosforo koncentracija 5 pg/ml, 10 pg/ml, 20 pg/ml,
30 pg/ml ir 40 pg/ml. Paimama po 10 ml kiekvieno i§ $iy tirpaly ir { juos jpilama po 10 ml molibdovanadato
reagento (3.6 punktas). Tirpalai sumaiSomi ir paliekami stovéti bent 10 min. 20 °C temperatiroje. Matuojama
absorbcija, kaip nurodyta 5.2 punkte. Bréziama kalibravimo kreivé, kurios ordinaté — absorbcija, abscisé —
fosforo koncentracija. Koncentracijos ver¢iy intervale nuo 0 pg/ml iki 40 pg/ml kreivés dalis yra tiesiné.

6. Rezultaty apskaiciavimas

Fosforo kiekis tiriamajame éminyje nustatomas pagal kalibravimo kreive.
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Rezultatas iSreiSkiamas éminio masés procentais.

Pakartojamumas

Dviejy lygiagreciy to paties éminio nustatymy rezultaty skirtumas ne didesnis nei:
— 3 % didZiausiojo rezultato vertés, kai fosforo kiekis mazesnis nei 5 %,

— 0,15 % absoliutigja verte, kai fosforo kiekis 5 % arba didesnis.

O. CHLORIDY CHLORO KIEKIO NUSTATYMAS

Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu galima nustatyti vandenyje tirpiy chloridy chloro kiekj, paprastai iSreiskiama natrio chlorido kiekiu.
Metodas tinka visiems paSarams.

Metodas

Chloridai istirpinami vandenyje. Jei produkte yra organiniy medZiagy, jis skaidrinamas. Tirpalas Siek tiek
parfig§tinamas nitrato riigstimi ir chloridai nusodinami sidabro chlorido pavidalu, veikiant sidabro nitrato
tirpalu. Sidabro perteklius yra titruojamas amonio tiocianatu pagal Volhardo metoda.

Reagentai

Amonio tiocianato tirpalas, 0,1 mol/l.

Sidabro nitrato tirpalas, 0,1 mol/l.

Sotusis amonio-geleZies (I1I) sulfato (NH,)Fe(SO,), tirpalas.
Nitrato riigstis, tankis: 1,38 g/ml.

Dietileteris.

Acetonas.

Carrez 1 tirpalas: vandenyje istirpinama 21,9 g cinko acetato Zn(CH;COO), 2H,0 ir 3 g ledinés acto ragsties.
Skiedziama vandeniu iki 100 ml.

Carrez 11 tirpalas: vandenyje iStirpinama 10,6 g kalio heksacianoferato (II) K,Fe(CN)s 3H,0. SkiedZiama vandeniu
iki 100 ml.

Aktyvintosios anglys, neturincios chloridy ir jy neabsorbuojancios.

Aparatiira

Maisiklis (vartytuvas), daznis mazdaug 35-40 sik./min.
Procediira

Tirpalo ruoSimas
Atsizvelgiant | éminio pobidj, tirpalas ruo$iamas pagal 5.1.1, 5.1.2 arba 5.1.3 punkta.

Kartu atliekamas tusciasis bandymas, nededant analizuotino éminio.

Organiniy medZiagy neturintys éminiai

1 mg tikslumu pasveriama ne daugiau nei 10 g éminio, kuriame chloro chloridy pavidalu bty ne daugiau nei 3 g.
400 ml vandens jpilama j 500 ml matavimo kolbg mazdaug 20 °C temperatiiroje. Trisdesimt minuciy maiSoma
vartytuve, skiedZiama iki Zymés, sumai§oma ir filtruojama.
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5.1.2.  Eminiai, kuriuose yra organiniy medziagy, i$skyrus 5.1.3 punkte isvardytus produktus

1 mg tikslumu pasveriama apie 5 g éminio, kuris kartu su 1 g aktyvintyjy angliy supilamas j 500 ml matavimo
kolba. Ipilama 400 ml vandens, kurio temperatara apie 20 °C, ir 5 ml Carrez I tirpalo (3.7 punktas), maiSoma
30 s, jpilama 5 ml Carrez II tirpalo (3.8 punktas). Trisdesimt minuc¢iy mai§oma vartytuve, skiedziama iki Zymés,
sumai$oma ir filtruojama.

5.1.3.  Virti pasarai, liny sémeny i§spaudos ir miltai, produktai, kuriuose daug liny sémeny milty,
ir kiti produktai, kuriuose daug glitésiy ar koloidiniy medziagy (pvz., dekstrinuotas
krakmolas)

Tirpalas ruosiamas taip, kaip aprasyta 5.1.2 punkte, bet nefiltruojamas. Skystis nupilamas nuo nuosédy (prireikus,
centrifuguojamas), 100 ml skyscio jpilama j 200 ml matavimo kolba. Skystis mai§omas su acetonu (3.6 punktas),
Siuo tirpikliu skiedZiamas iki Zymés, tirpalas sumaiSomas ir filtruojamas.

5.2. Titravimas

Pipete j Erlenmejerio kolbg paimama 25-100 ml (pagal numatomg chlorido kiekj) tirpalo, paruosto pagal 5.1.1,
5.1.2 arba 5.1.3 punkta. Paimtoje alikvotingje tirpalo dalyje turi biti ne daugiau nei 150 mg chloro (Cl). Prireikus
tirpalas skiedZiamas ne maziau nei 50 ml vandens, jpilama 5 ml nitrato rigsties (3.4 punktas), 2 ml sociojo
amonio-gelezies (III) sulfato tirpalo (3.3 punktas) ir du lagai amonio tiocianato tirpalo (3.1 punktas), la§inamo i3
biuretés, pripildytos iki nulinés Zymés. I§ biuretés jpilama tiek sidabro nitrato tirpalo (3.2 punktas), kad
susidaryty 5 ml perteklius. [pilama 5 ml dietileterio (3.5 punktas) ir stipriai purtoma, kad nuosédos koaguliuoty.
Sidabro nitrato perteklius titruojamas amonio tiocianato tirpalu (3.1 punktas) tol, kol atsiradusi raudonai ruda
spalva neisnyksta per vieng minute.

6. Rezultaty apskaiciavimas
Chloro kiekis, isreikstas natrio chlorido kiekio % (X), apskai¢iuojamas pagal tokig formule:

5,845 x (V1 - Vg)

X = m
kurioje:
V,= jpilto 0,1 mol/l sidabro nitrato tirpalo taris ml;
V,= analizei suvartoto 0,1 mol/l amonio tiocianato tirpalo tiris ml;
m= éminio svoris g alikvotingje dalyje.

Jei tudCiasis bandymas rodo, kad 0,1 mol/l sidabro nitrato tirpalo buvo sunaudota, §i verté atimama i§ tdrio

(Vi - Vo).
7. Pastabos
7.1. Titravimga taip pat galima atlikti potenciometriskai arba amperometriskai.
7.2. Jei produktuose yra daug aliejy ir riebaly, i§ pradziy dietileteriu ar petroleteriu pasalinami riebalai.
7.3. Analizuojant Zuvy miltus, chloridus galima titruoti Mohro metodu.”
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.1.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.

IV PRIEDAS

IV PRIEDAS
ANALIZES METODAI LEIDZIAMU PASARU PRIEDY KONCENTRACIJAI KONTROLIUOTI

A. VITAMINO A KIEKIO NUSTATYMAS
Vitamino A kiekis nustatomas:

— taikant analizés metoda, nustatyta standarte EN 17547 ,Paarai. Eminiy émimo ir analizés metodai.
Vitaminy A, E ir D () kiekio nustatymas. Gryninimo atliekant kietosios fazés ekstrahavimg ir
efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodas®, arba

— atvirkstiniy faziy efektyviosios skysc¢iy chromatografijos (RP-HPLC) metodu, naudojant ultravioletinj
arba fluorescencinj detektoriy, kaip toliau aprasyta 1-9 dalyse.

Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu galima nustatyti vitamino A (retinolio) koncentracija pasaruose. Vitaming A sudaro visas-trans-
retinolis ir jo cis-izomerai, kurie nustatomi $iuo metodu. Vitamino A kiekis i§rei$kiamas tarptautiniais vienetais
(TV) vienam kg. Vienas TV atitinka 0,300 pg viso-trans-vitamino A ar 0,344 pg viso-trans-vitamino A acetato
arba 0,550 pg viso-trans-vitamino A palmitato aktyvuma.

Kiekybinio nustatymo riba — 2 000 TV vitamino A kilograme.

Metodas

Eminys hidrolizuojamas Sarminiu kalio hidroksido tirpalu ir vitaminas A ekstrahuojamas petroleteriu. Tirpiklis
igarinamas, likutis iStirpinamas metanolyje ir, jei reikia, skiedZiamas iki reikiamos koncentracijos. Vitamino A
kiekis nustatomas atvirkstiniy faziy efektyviosios skys¢iy chromatografijos (RP-HPLC) metodu, naudojant
ultravioletinj arba fluorescencinj detektoriy. Chromatografavimo parametrai pasirenkami taip, kad neatsiskiria
viso-trans-vitamino A alkoholis ir jo cis-izomerai.

Reagentai

Etanolis, 6 = 96 %.

Petroleteris, virimo temperatiros intervalas — 40-60 °C.

Metanolis.

Kalio hidroksido tirpalas, ¢ = 50 g/100 ml.

Natrio askorbato tirpalas, ¢ = 10 g/100 ml (Zr. 7.7 punkto pastabas).

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

Natrio sulfido tirpalas glicerolyje, ¢ = 0,5 mol/l, 8 = 120 g/l (kai x = 9) (Zr. 7.8 punkto pastabas).
Fenolftaleino tirpalas etanolyje (3.1 punktas), ¢ = 2 g/100 ml.

2-propanolis.

HPLC judancioji fazé: metanolio (3.3 punktas) ir vandens miinys, pvz., 980 + 20 (V + V). Tikslus santykis
nustatomas pagal naudojamos kolonélés charakteristikas.

Azotas, be deguonies.

(") Standarte EN 17547 nustatytas analizés metodas nurodytas kaip alternatyvus metodas, kurj oficialios kontrolés tikslais nustatant
vitaminus A ir E galima taikyti vietoj $io priedo A dalyje aprasyto metodo vitaminui A nustatyti ir sio priedo B dalyje — vitaminui E
nustatyti.
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3.11.  Viso-trans-vitamino A acetatas, ypac grynas, sertifikuoto aktyvumo, pvz., 2,80 x 106 TV/g.

3.11.1. Viso-trans-vitamino A acetato pradinis tirpalas: { 100 ml matavimo kolba 0,1 mg tikslumu pasveriama 50 mg
vitamino A acetato (3.11 punktas). Itirpinama 2-propanolyje (3.8 punktas) ir tuo paciu tirpikliu skiedziama iki
zymés. Sio tirpalo vardiné koncentracija yra lygi 1400 TV vitamino A viename ml. Tikslus kiekis nustatomas
pagal 5.6.3.1 punkta.

3.12.  Viso-trans-vitamino A palmitatas, ypa¢ grynas, sertifikuoto aktyvumo, pvz., 1,80 x 106 TV/g.

3.12.1. Viso-trans-vitamino A palmitato pradinis tirpalas: { 100 ml matavimo kolbg 0,1 mg tikslumu pasveriama 80 mg
vitamino A palmitato (3.12 punktas). Istirpinama 2-propanolyje (3.8 punktas) ir tuo paciu tirpikliu skiedZiama
iki zZymés. Sio tirpalo vardiné koncentracija yra lygi 1 400 TV vitamino A viename ml. Tikslus kiekis nustatomas
pagal 5.6.3.2 punkta.

3.13.  2,6-di-tret-butil-4-metilfenolis (BHT) (Zr. 7.5 punkto pastabas).

4. Aparatiira
4.1. Vakuuminis sukamasis garintuvas.
4.2. Gintaro spalvos stiklo indai.

4.2.1.  Ploks¢iadugnés arba kiginés kolbos, 500 ml, su slifo mova.
4.2.2. Matavimo kolbos su slifo kamsciais, siaurakaklés, 10, 25, 100 ir 500 ml.
4.2.3.  Kiginiai dalijamieji piltuvai, 1 000 ml, su slifo kamsciais.

4.2.4.  Kriausés formos kolbos, 250 ml, su slifo mova.

4.3. Allihn kondensatorius, apvalkalo ilgis 300 mm, su slifo jungtimi, su dujy tickimo vamzdzio adapteriu.
4.4. Gofruotasis filtravimo popierius fazéms atskirti, skersmuo 185 mm (pvz., Schleicher & Schuell 597 HY 1/2).
4.5. HPLC jranga su jpurskimo sistema.

4.5.1.  Skysciy chromatografijos kolonél¢, 250 mm x 4 mm, C18, 5 ar 10 pm jkrova, arba lygiaverté kolonélé: (veikimo
kriterijus: tik viena visy retinolio izomery smailé HPLC salygomis).

4.5.2.  Reguliuojamo bangos ilgio fluorescencinis arba ultravioletinis detektorius.

4.6. Spektrofotometras ir 10 mm kvarco kiuvetés.
4.7. Vandens vonia ir magnetiné maiSykleé.
4.8. Ekstrahavimo aparatas (zr. 1 paveiksla), kurj sudaro:

4.8.1. 1ltalpos stiklinis cilindras su lifo mova ir kams¢iu;

4.8.2.  slifo jmova su atSaka ir reguliuojamo ilgio vamzdziu, einan¢iu per centrg. Reguliuojamo ilgio vamzdzio apatinis
galas yra U formos, virSutinis — siauréjancio antgalio formos, kad cilindre esancio tirpalo virSutinis sluoksnis
galéty bati supiltas | dalijamajj piltuva.
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5.1.

5.2.

5.3.

Procediira

Pastaba: Vitaminas A yra jautrus ultravioletinei spinduliuotei ir oksidavimui. Visi veiksmai atliekami tamsoje
(naudojami gintaro spalvos stiklo indai arba aliuminio folija apvynioti indai) ir nesant deguonies
(Salinamas azoto srove). Ekstrahuojant oras vir§ skyscio pakei¢iamas azotu (vengiant per didelio slégio
kartkartémis reikia i§traukti kamstj).

Eminio ruoSimas

Eminys susmulkinamas, kad jj biity galima sijoti per 1 mm akuciy sietg, vengiant silumos susidarymo. Turi biiti
smulkinama prie§ pat svérimg ir muilinimg, kad nebiity vitamino A nuostoliy. Jei daleliy dydis pasiskirstes
pakankamai (pvz., premiksai ir pasary priedai), éminys (-iai) nesmulkinamas (-i).

Muilinimas

Atsizvelgiant i A vitamino kiekj, 1 mg tikslumu pasveriama 2-25 g éminio, éminys supilamas j ploks¢iadugne ar
kiiging 500 ml tirio kolbg (4.2.1 punktas). Jei koncentracija maza, éminio mas¢ galima padidinti, kad éminyje
bity pakankamai daleliy. MaiSant i§ eilés jpilama 130 ml etanolio (3.1 punktas), mazdaug 100 mg BHT
(3.13 punktas), 2 ml natrio askorbato tirpalo (3.5 punktas) ir 2 ml natrio sulfido tirpalo (3.6 punktas). Prie
kolbos prijungiamas kondensatorius (4.3 punktas) ir kolba jmerkiama j vandens vonig su magnetine maisykle
(4.7 punktas). Sildoma iki virimo ir verdama 5 min. su grjiztamuoju kondensatoriumi. Tuomet per kondensatoriy
(4.3 punktas) jpilama 25 ml kalio hidroksido tirpalo (3.4 punktas) ir dar 25 min. verdama su griZztamuoju
kondensatoriumi, maiSant silpna azoto srove. Kondensatorius plaunamas mazdaug 20 ml vandens ir kolbos
turinys ausinamas iki kambario temperatiiros.

Ekstrahavimas

Muilinimo tirpalas dekantuojant kiekybiskai supilamas i 1000 ml dalijamajj piltuvg (4.2.3 punktas) ar
ekstrahavimo aparatg (4.8 punktas), i§ viso plovimui sunaudojant 250 ml vandens. Muilinimo kolba i eilés
plaunama 25 ml etanolio (3.1 punktas) ir 100 ml petroleterio (3.2 punktas), plovimo skys¢iai supilami |
dalijamajj piltuva ar j ekstrahavimo aparatg. Vandens ir etanolio santykis gautame bendrame tirpale turi biti
apie 2:1. Stipriai purtoma 2 min. ir 2 min. paliekama nusistovéti.

Ekstrahavimas naudojant dalijamaji piltuvg (4.2.3 punktas)

Kai sluoksniai atsiskiria (Zr. 7.3 punkto pastabg), petroleterio sluoksnis supilamas i kita dalijamaji piltuva
(4.2.3 punktas). Ekstrahavimas kartojamas du kartus su 100 ml petroleterio (3.2 punktas) ir du kartus su 50 ml
petroleterio (3.2 punktas).

Dalijamajame piltuve sujungti ekstraktai du kartus plaunami 100 ml vandens, $velniai sukant piltuvg (kad
nesusidaryty emulsija), purtant piltuva ekstraktai toliau plaunami 100 ml vandens porcijomis tol, kol vandeninis
sluoksnis lieka bespalvis, kai jpilama fenolftaleino tirpalo (3.7 punktas) (paprastai pakanka plauti keturis kartus).
ISplautas ekstraktas filtruojamas per sausg gofruotajj filtra fazéms atskirti (4.4 punktas) { 500 ml matavimo kolbg
(4.2.2 punktas), kad bty pasalintas visas suspenduotas vanduo. Dalijamasis piltuvas ir filtras plaunami 50 ml
petroleterio (3.2 punktas), skiedZiama petroleteriu (3.2 punktas) iki Zymés ir gerai sumaiSoma.

Ekstrahavimas naudojant ekstrahavimo aparata (4.8 punktas)

Sluoksniams atsiskyrus (Zr. 7.3 punkto pastabg), stiklinio cilindro (4.8.1 punktas) kamstis kei¢iamas slifo jmova
(4.8.2 punktas) ir reguliuvojamo vamzdzio apatinis U formos galas nustatomas taip, kad jis baty siek tiek virs
sluoksniy skiriamosios ribos. I§ azoto tiekimo linijos per atSaka puciant suslégtajj azotg, vir§utinis petroleterio
sluoksnis supilamas i 1 000 ml dalijamaji piltuva (4.2.3 punktas). [ stiklinj cilindra jpilama 100 ml petroleterio
(3.2 punktas), cilindras uzkemSamas ir gerai supurtomas. Sluoksniams leidZiama atsiskirti ir kaip pirmiau
virSutinis sluoksnis supilamas | dalijamajj piltuva. Ekstrahavimo procedira kartojama dar karta su 100 ml
petroleterio (3.2 punktas), véliau du kartus su 50 ml petroleterio (3.2 punktas) ir petroleterio sluoksniai supilami
i dalijamaji piltuva.

Sujungti petroleterio ekstraktai plaunami, kaip tai aprasyta 5.3.1 punkte, ir tesiama, kaip ten aprasyta.
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5.4, Eminio tirpalo ruosimas HPLC analizei

] 250 ml kriausés formos kolbg (4.2.4 punktas) pipete paimama alikvotiné petroleterio tirpalo (5.3.1 arba
5.3.2 punktas) dalis. Sukamajame garintuve (4.1 punktas) esant sumazintam slégiui tirpiklis i§garinamas beveik
iki sauso likucio, kai vonios temperatiira ne aukstesné nei 40 °C. [leidZiant azoto (3.10 punktas), slégis didinamas
iki atmosferos slégio, kolba nuimama nuo sukamojo garintuvo. Likes tirpiklis paSalinamas azoto srove
(3.10 punktas) ir likutis i§ karto tirpinamas Zinomame taryje (10-100 ml) metanolio (3.3 punktas) (vitamino A
koncentracija turi bati 5 TV/ml-30 TV/ml intervale).

5.5. Nustatymas HPLC metodu

Vitaminas A atskiriamas C,4 atvirkstiniy faziy kolonéléje (4.5.1 punktas), koncentracija matuojama naudojant
ultravioletinj detektoriy (325 nm) arba fluorescencinj detektoriy (suzadinimas: 325 nm, emisija: 475 nm)
(4.5.2 punktas).

Alikvotiné metanolinio tirpalo, gauto pagal 5.4 punktg, dalis (pvz., 20 pl) jpurskiama ir plaunama judanciaja faze
(3.9 punktas). Apskai¢iuojamas keliy to paties éminio jpurksty tirpaly vidutinis smailiy aukstis (plotas) ir keliy
jpurksty kalibravimo tirpaly (5.6.2 punktas) vidutiniai smailiy auks¢iai (plotai).

HPLC sglygos

Rekomenduojamos toliau nurodytos salygos; galima taikyti kitas salygas, jei gaunami lygiaverdiai rezultatai.

Skysciy chromatografijos kolonélé 250 mm x 4 mm, Cyg, 5 arba 10 pm ikrova, arba lygiaverteé

(4.5.1 punktas): kolonélé

Judancioji fazé (3.9 punktas): metanolio (3.3 punktas) ir vandens miginys, pvz., 980 + 20
(V+V)

Srautas: 1-2 ml/min

Detektorius (4.5.2 punktas): ultravioletinis (325 nm) arba fluorescencinis detektorius

(suzadinimas: 325 nm, emisija: 475 nm)

5.6. Kalibravimas

5.6.1. Darbiniy standartiniy tirpaly ruosimas

[ 500 ml ploks¢iadugne ar kiging kolbg (4.2.1 punktas) pipete paimama 20 ml vitamino A acetato pradinio
tirpalo (3.11.1 punktas) arba 20 ml vitamino A palmitato pradinio tirpalo (3.12.1 punktas) ir hidrolizuojama,
kaip apraSyta 5.2 punkte, bet be BHT. Véliau ekstrahuojama petroleteriu (3.2 punktas) pagal 5.3 punkty ir
skiedziama petroleteriu (3.2 punktas) iki 500 ml. 100 ml $io ekstrakto sukamajame garintuve (zr. 5.4 punkta)
iSgarinama beveik iki sauso likucio, likes tirpiklis pasalinamas azoto srove (3.10 punktas) ir likutis iStirpinamas
10,0 ml metanolio (3.3 punktas). Sio tirpalo vardiné koncentracija yra lygi 560 TV vitamino A viename ml.
Tikslus kiekis nustatomas pagal 5.6.3.3 punkty. Darbinis standartinis tirpalas turi biiti ruo$iamas prie§ pat
naudojima.

] 20 ml matavimo kolba pipete paimama 2,0 ml $io darbinio standartinio tirpalo, skiedZiama iki Zymés metanoliu
(3.3 punktas) ir sumaiSoma. Sio praskiesto darbinio standartinio tirpalo vardiné koncentracija yra lygi 56 TV
vitamino A viename ml.

5.6.2. Kalibravimo tirpaly ruosimas ir kalibravimo kreivés gavimas

| keleta 20 ml tiirio matavimo kolby jpilama 1,0, 2,0, 5,0 ir 10,0 ml praskiesto darbinio standartinio tirpalo,
skiedZiama metanoliu (3.3 punktas) iki Zymés ir sumaiSoma. Siy tirpaly vardiné koncentracija yra 2,8, 5,6,
14,0 ir 28,0 TV vitamino A viename ml.

Kelis kartus jpurskiama 20 pl kiekvieno kalibravimo tirpalo ir nustatomi vidutiniai smailiy auks¢iai (plotai). Pagal
vidutinius smailiy auk$¢ius (plotus) bréziama kalibravimo kreivé, atsizvelgiant j UV kontrolés rezultatus
(5.6.3.3 punktas).
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5.6.3.

5.6.3.1.

5.6.3.2.

5.6.3.3.

Standartiniy tirpaly standartizavimas UV

Vitamino A acetato pradinis tirpalas

[ 50 ml matavimo kolbg (4.2.2 punktas) pipete paimama 2,0 ml vitamino A acetato pradinio tirpalo
(3.11.1 punktas) ir skiedZiama 2-propanoliu (3.8 punktas) iki Zymés. Sio tirpalo vardiné koncentracija yra lygi 56
TV vitamino A viename ml. [ 25 ml matavimo kolba pipete paimama 3,0 ml Sio praskiesto vitamino A acetato
tirpalo ir skiedziama 2-propanoliu (3.8 punktas) iki Zymés. Sio tirpalo vardiné koncentracija yra lygi 6,72 TV
vitamino A viename ml. Spektrofotometru (4.6 punktas) matuojamas $io tirpalo ultravioletinis spektras pagal
2-propanolj (3.8 punktas) 300-400 nm diapazone. Ekstinkcijos maksimumas turi baiti nuo 325 iki 327 nm.

Vitamino A kiekio apskaic¢iavimas:
Vitamino A TV/ml = E,,; x 19,0

(El” vitamino A acetato = 1530, esant 326 nm, 2 — propanolyje)

1cm

Vitamino A palmitato pradinis tirpalas

[ 50 ml matavimo kolbg (4.2.2 punktas) pipete paimama 2,0 ml vitamino A palmitato pradinio tirpalo
(3.12.1 punktas) ir skiedZiama 2-propanoliu (3.8 punktas) iki Zymés. Sio tirpalo vardiné koncentracija yra lygi 56
TV vitamino A viename ml. ] 25 ml matavimo kolbg pipete paimama 3,0 ml 3io praskiesto vitamino A palmitato
tirpalo ir skiedziama 2-propanoliu (3.8 punktas) iki Zymés. Sio tirpalo vardiné koncentracija yra lygi 6,72 TV
vitamino A viename ml. Spektrofotometru (4.6 punktas) matuojamas $io tirpalo ultravioletinis spektras pagal
2-propanolj (3.8 punktas) 300-400 nm diapazone. Ekstinkcijos maksimumas turi baiti nuo 325 iki 327 nm.

Vitamino A kiekio apskai¢iavimas:
Vitamino A TV/ml = E,, x 19,0
(E!” vitamino A palmitato = 957, esant 326 nm, 2 — propanolyje)

Vitamino A darbinis standartinis tirpalas

[ 50 ml matavimo kolbg (4.2.2 punktas) pipete paimama 3,0 ml nepraskiesto vitamino A darbinio standartinio
tirpalo, paruosto pagal 5.6.1 punkts, ir skiedZiama 2-propanoliu (3.8 punktas) iki Zymés. ] 25 ml matavimo
kolba pipete paimama 5,0 ml sio tirpalo ir skiedZiama 2-propanoliu (3.8 punktas) iki zymés. Sio tirpalo vardiné
koncentracija yra lygi 6,72 TV vitamino A viename ml. Spektrofotometru (4.6 punktas) matuojamas $io tirpalo
ultravioletinis spektras pagal 2-propanolj (3.8 punktas) 300-400 nm diapazone. Ekstinkcijos maksimumas turi
bati nuo 325 iki 327 nm.

Vitamino A kiekio apskai¢iavimas:
Vitamino A TV/ml = E,,;, x 18,30
(E;% vitamino A alkoholio = 1821, esant 325 nm, 2 — propanolyje)

Rezultaty apskaiciavimas

Naudojant éminio tirpalo vitamino A smailiy vidutinj aukstj (plota), pagal kalibravimo kreive (5.6.2 punktas)
nustatoma éminio tirpalo koncentracija TV/ml.

Vitamino A kiekis éminyje TV/kg apskai¢iuojamas pagal $ig formulg:

500 x ¢ X Vo x 1000
Iy L0y g
kurioje:
c= vitamino A koncentracija éminio tirpale (5.4 punktas) TV/ml;
v, = éminio tirpalo (5.4 punktas) taris ml;
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7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

7.6.

7.7.

7.8.

7.9.

V, = alikvotinés tirpalo (5.4 punktas) dalies taris ml;
m= tirlamosios dalies svoris g.
Pastabos

Jei éminiy vitamino A koncentracija yra maza, gali bati naudinga sujungti dviejy po muilinimo gauty jkrovy
(pasvertas kiekis: 25 g) petroleterio ekstraktus j vieng éminio tirpala, skirta nustatymui HPLC metodu.

Analizei paimtame éminyje riebaly ne daugiau nei 2 g.

Jei fazés neatsiskiria, emulsijai suardyti jpilama mazdaug 10 ml etanolio (3.1 punktas).

Jei tai menkeés kepeny aliejus ir kiti grynieji riebalai, muilinimo trukmé prailginama iki 45-60 min.
Vietoje BHT galima naudoti hidrochinong.

Naudojant tiesioginiy faziy kolonéle jmanomas retinolio izomery atskyrimas. Bet tuo atveju atliekant
apskai¢iavimus visy cis- ir trans-izomery smailiy auks$¢iai (plotai) sudedami.

Vietoje natrio askorbato tirpalo galima naudoti mazdaug 150 mg askorbo ragsties.
Vietoje natrio sulfido tirpalo galima naudoti mazdaug 50 mg EDTA.

Analizuojant vitaming A pieno pakaitaluose, ypac reikia kreipti démes;j j:

— muilinimg (5.2 punktas): dél éminyje esancio riebaly kiekio gali tekti naudoti didesnj kalio hidroksido tirpalo
(3.4 punktas) tiri;

— ckstrahavimg (5.3 punktas): dél emulsijy buvimo gali tekti keisti vandens ir etanolio santykj 2:1.

Norint patikrinti, ar $iai konkre¢iai matricai (pieno pakaitalui) taikomu analizés metodu gaunami patikimi
rezultatai, i§gavos dydis patikrinamas, paémus papildomg tiriamaja dalj. Jei i§gavos dydis maZesnis nei 80 %, turi
biiti daroma analizés rezultato pataisa dél iSgavos dydzio.

Pakartojamumas

Dviejy lygiagreciy to paties éminio nustatymy rezultaty skirtumas neturi bati didesnis nei 15 % didziausiojo

rezultato vertés.

Jungtinio lyginamojo tyrimo rezultatai (3)

Premiksas Pa§arai Su k Mineraly Balt)jminis ParSeliy pasaras
premiksu oncentratas pasaras
L 13 12 13 12 13
n 48 45 47 46 49
vidurkis [TV/kg] 17,02 x 106 1,21 x 106 537100 151 800 18070
[TV/kg] 0,51 x 106 0,039 x 106 22080 12280 682
r [TV/kg] 1,43 x 106 0,109 x 106 61824 34384 1910
CVr [%] 3,0 3,5 4.1 8,1 3,8
sR [TV/kg] 1,36 x 106 0,069 x 106 46 300 23060 3614
R [TV/kg] 3,81 x 106 0,193 x 106 129 640 64568 10119

() Atliko asociacijos Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs-und Forschungsanstalten (VDLUFA) pasary darbo grupé.
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B. VITAMINO E KIEKIO NUSTATYMAS
Vitamino E kiekis nustatomas:
— taikant analizés metoda, nustatytg standartu EN 17547 ,Pasarai. Eminiy émimo ir analizés metodai.
Vitaminy A, E ir D (}) kiekio nustatymas. Gryninimo atliekant kietosios fazés ekstrahavimg ir

efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodas®, arba

— atvirkstiniy faziy efektyviosios skys¢iy chromatografijos (RP-HPLC) metodu, naudojant ultravioletinj
arba fluorescencinj detektoriy, kaip toliau aprasyta 1-9 dalyse.

1. Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu galima nustatyti vitamino E koncentracija pasaruose. Vitamino E kiekis iSreiskiamas mg DL-a-
tokoferolio acetato vienam kg pasaro. 1 mg DL-a-tokoferolio acetato atitinka 0,91 mg DL-a-tokoferolio
(vitamino E).

Kiekybinio nustatymo riba — 2 mg vitamino E[kg. Sia kiekybinio nustatymo riba galima pasiekti tik naudojant
fluorescencinj detektoriy. Naudojant ultravioletinj detektoriy, kiekybinio nustatymo riba — 10 mg/kg.

2. Metodas

Eminys hidrolizuojamas etanoliniu kalio hidroksido tirpalu ir vitaminas E ekstrahuojamas petroleteriu. Tirpiklis
iSgarinamas, likutis iStirpinamas metanolyje ir, jei reikia, skiedziamas iki reikiamos koncentracijos. Vitamino E
kiekis nustatomas atvirkstiniy faziy efektyviosios skyséiy chromatografijos (RP-HPLC) metodu naudojant
fluorescencinj arba ultravioletinj detektoriy.

3. Reagentai

3.1. Etanolis, 6 = 96 %.

3.2. Petroleteris, virimo temperatiiros intervalas — 40-60 °C.

3.3. Metanolis.

3.4. Kalio hidroksido tirpalas, ¢ = 50 g/100 ml.

3.5. Natrio askorbato tirpalas, ¢ = 10 g/100 ml (Zr. 7.7 punkto pastabas).

3.6. Natrio sulfidas, Na,S - x H,O (x = 7-9).

3.6.1.  Natrio sulfido tirpalas glicerolyje, ¢ = 0,5 mol/l, f = 120 g/l (kai x = 9) (zr. 7.8 punkto pastabas).
3.7. Fenolftaleino tirpalas etanolyje (3.1 punktas), ¢ = 2 g/100 ml.

3.8. HPLC judancioji fazé: metanolio (3.3 punktas) ir vandens miinys, pvz., 980 + 20 (V + V). Tikslus santykis
nustatomas pagal naudojamos kolonélés charakteristikas.

3.9. Azotas, be deguonies.
3.10.  DL-a-tokoferolio acetatas, ypa¢ grynas, sertifikuoto aktyvumo.

3.10.1. DL-a-tokoferolio acetato pradinis tirpalas: 100 mg DL-a-tokoferolio acetato (3.10 punktas) pasveriama 0,1 mg
tikslumu ir supilama { 100 ml matavimo kolba. I3tirpinama etanolyje (3.1 punktas) ir tuo paciu tirpikliu
skiedziama iki Zymés. 1 ml $io tirpalo yra 1 mg DL-a-tokoferolio acetato (apie UV kontrolg zr. 5.6.1.3 punkta,
apie stabilizavima — 7.4 punkto pastabas).

() Standarte EN 17547 nustatytas analizés metodas nurodytas kaip alternatyvus metodas, kurj oficialios kontrolés tikslais nustatant
vitaminus A ir E galima taikyti vietoj $io priedo A dalyje aprasyto metodo vitaminui A nustatyti ir sio priedo B dalyje — vitaminui E
nustatyti.
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3.11.  DL-a-tokoferolis, ypa¢ grynas, sertifikuoto aktyvumo.

3.11.1. DL-a-tokoferolio pradinis tirpalas: 100 mg DL-a-tokoferolio (3.11 punktas) pasveriama 0,1 mg tikslumu ir
supilama j 100 ml matavimo kolbg. Iitirpinama etanolyje (3.1 punktas) ir tuo paciu tirpikliu skiedZiama iki
zymés. 1 ml Sio tirpalo yra 1 mg DL-a-tokoferolio acetato (apie UV kontrole Zr. 5.6.2.3 punkts; apie
stabilizavimg — 7.4 punkto pastabas).

3.12.  2,6-di-tret-butil-4-metilfenolis (BHT) (Zr. 7.5 punkto pastabas).

4. Aparatiira
4.1. Sukamasis garintuvas.
4.2. Gintaro spalvos stiklo indai.

4.2.1. Ploksc¢iadugnés arba kaginés kolbos, 500 ml, su slifo mova.
4.2.2. Matavimo kolbos su slifo kamsciais, siaurakaklés, 10, 25, 100 ir 500 ml.
4.2.3.  Kiginiai dalijamieji piltuvai, 1 000 ml, su 3lifo kamsciais.

4.2.4.  Kriausés formos kolbos, 250 ml, su slifo mova.

4.3. Allihn kondensatorius, apvalkalo ilgis 300 mm, su slifo jungtimi, su dujy tiekimo vamzdzio adapteriu.
4.4. Gofruotasis filtravimo popierius fazéms atskirti, skersmuo 185 mm (pvz., Schleicher & Schuell 597 HY 1/2).
4.5. HPLC jranga su jpurskimo sistema.

4.5.1.  Skysciy chromatografijos kolonélé, 250 mm x 4 mm, Cyg, 5 ar 10 pm jkrova, arba lygiaverté kolonélé.

4.5.2.  Reguliuojamo bangos ilgio fluorescencinis arba ultravioletinis detektorius.

4.6. Spektrofotometras ir 10 mm kvarco kiuvetés.
4.7. Vandens vonia ir magnetiné maisyklé.
4.8. Ekstrahavimo aparatas (7r. 1 paveiksla), kurj sudaro:

4.8.1. 1 ltalpos stiklinis cilindras su lifo mova ir kams¢iu;

4.8.2.  slifo jmova su atSaka ir reguliuojamo ilgio vamzdziu, einan¢iu per centrg. Reguliuojamo ilgio vamzdzio apatinis
galas yra U formos, virSutinis — siauréjancio antgalio formos, kad cilindre esancio tirpalo virSutinis sluoksnis
galéty bati supiltas | dalijamajj piltuva.

5. Procediira

Pastaba: Vitaminas E yra jautrus ultravioletinei spinduliuotei ir oksidavimui. Visi veiksmai atlieckami tamsoje
(naudojami gintaro spalvos stiklo indai arba aliuminio folija apvynioti indai) ir nesant deguonies
(3alinamas azoto srove). Ekstrahuojant oras vir§ skys¢io pakeiciamas azotu (vengiant per didelio slégio
kartkartémis reikia iStraukti kamstj).

5.1. Eminio ruosimas

Eminys susmulkinamas, kad jj biity galima sijoti per 1 mm akuciy sietg, vengiant $ilumos susidarymo. Turi biiti
smulkinama prie§ pat svérimg ir muilinima, kad nebdty vitamino E nuostoliy.
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5.2. Muilinimas

Atsizvelgiant | vitamino E kieki, 0,01 g tikslumu pasveriama 2-25 g éminio, éminys supilamas j ploks¢iadugne ar
kiiging 500 ml tirio kolbg (4.2.1 punktas). MaiSant i§ eilés jpilama 130 ml etanolio (3.1 punktas), mazdaug
100 mg BHT (3.12 punktas), 2 ml natrio askorbato tirpalo (3.5 punktas) ir 2 ml natrio sulfido tirpalo
(3.6 punktas). Prie kolbos prijungiamas kondensatorius (4.3 punktas) ir kolba jmerkiama j vandens vonig su
magnetine maisykle (4.7 punktas). Sildoma iki virimo ir verdama 5 min. su griztamuoju kondensatoriumi.
Tuomet per kondensatoriy (4.3 punktas) jpilama 25 ml kalio hidroksido tirpalo (3.4 punktas) ir dar 25 min.
verdama su griztamuoju kondensatoriumi, maiSant silpna azoto srove. Kondensatorius plaunamas mazdaug
20 ml vandens ir kolbos turinys ausinamas iki kambario temperatiiros.

5.3. Ekstrahavimas

Muilinimo tirpalas dekantuojant kiekybiskai supilamas i 1000 ml dalijamajj piltuva (4.2.3 punktas) ar |
ekstrahavimo aparatg (4.8 punktas), i§ viso plovimui sunaudojant 250 ml vandens. Muilinimo kolba i§ eilés
plaunama 25 ml etanolio (3.1 punktas) ir 100 ml petroleterio (3.2 punktas), plovimo skysc¢iai supilami
dalijamajj piltuvg ar j ekstrahavimo aparatg. Vandens ir etanolio santykis gautame bendrame tirpale turi biti
apie 2:1. Stipriai purtoma 2 min. ir 2 min. palickama nusistovéti.

5.3.1. Ekstrahavimas naudojant dalijamajj piltuva (4.2.3 punktas)

Kai sluoksniai atsiskiria (Zr. 7.3 punkto pastabg), petroleterio sluoksnis supilamas i kita dalijamaji piltuva
(4.2.3 punktas). Ekstrahavimas kartojamas du kartus su 100 ml petroleterio (3.2 punktas) ir du kartus su 50 ml
petroleterio (3.2 punktas).

Dalijamajame piltuve sujungti ekstraktai du kartus plaunami 100 ml vandens, $velniai sukant piltuva (kad
nesusidaryty emulsija), purtant piltuva ekstraktai toliau plaunami 100 ml vandens porcijomis tol, kol vandeninis
sluoksnis licka bespalvis, kai jpilama fenolftaleino tirpalo (3.7 punktas) (paprastai pakanka plauti keturis kartus).
I$plautas ekstraktas filtruojamas per sausa gofruotajj filtrg fazéms atskirti (4.4 punktas) { 500 ml matavimo kolbg
(4.2.2 punktas), kad bity pasalintas visas suspenduotas vanduo. Dalijamasis piltuvas ir filtras plaunami 50 ml
petroleterio (3.2 punktas), skiedZiama petroleteriu (3.2 punktas) iki Zymés ir gerai sumaiSoma.

5.3.2.  Ekstrahavimas naudojant ekstrahavimo aparatg (4.8 punktas)

Sluoksniams atsiskyrus (Zr. 7.3 punkto pastabg), stiklinio cilindro (4.8.1 punktas) kamstis kei¢iamas lifo jmova
(4.8.2 punktas) ir reguliuojamo vamzdzio apatinis U formos galas nustatomas taip, kad jis baty Siek tiek virs
sluoksniy skiriamosios ribos. I§ azoto tiekimo linijos per at§aka puciant suslégtajj azotg, vir§utinis petroleterio
sluoksnis supilamas i 1 000 ml dalijamaji piltuva (4.2.3 punktas). | stiklinj cilindra jpilama 100 ml petroleterio
(3.2 punktas), cilindras uzkemSamas ir gerai supurtomas. Sluoksniams leidZiama atsiskirti ir kaip pirmiau
vir§utinis sluoksnis supilamas | dalijamajj piltuva. Ekstrahavimo procedira kartojama dar kartg su 100 ml
petroleterio (3.2 punktas), véliau du kartus su 50 ml petroleterio (3.2 punktas) ir petroleterio sluoksniai supilami
i dalijamajj piltuva.

Sujungti petroleterio ekstraktai plaunami, kaip tai aprasyta 5.3.1 punkte, ir tesiama, kaip ten aprasyta.

5.4. Eminio tirpalo ruosimas HPLC analizei

I 250 ml kriausés formos kolbg (4.2.4 punktas) pipete paimama alikvotiné petroleterio tirpalo (5.3.1 arba
5.3.2 punktas) dalis. Sukamajame garintuve (4.1 punktas) esant sumaZzintam slégiui tirpiklis iSgarinamas beveik
iki sauso likucio, kai vonios temperatiira ne aukstesné nei 40 °C. [leidZiant azoto (3.9 punktas), slégis didinamas
iki atmosferos slégio, kolba nuimama nuo sukamojo garintuvo. Likes tirpiklis paSalinamas azoto srove
(3.9 punktas) ir likutis i§ karto tirpinamas Zinomame taryje (10-100 ml) metanolio (3.3 punktas) (DL-a-
tokoferolio koncentracija turi bati 5-30 pg/ml intervale).

5.5. Nustatymas HPLC metodu

Vitaminas E atskiriamas C,y atvirkstiniy faziy kolonéléje (4.5.1 punktas), koncentracija matuojama naudojant
fluorescencinj detektoriy (suzadinimas: 295 nm, emisija: 330 nm) ar ultravioletinj detektoriy (292 nm)
(4.5.2 punktas).

74[129 ELL http://data.europa.eufelijreg_impl/2024/771/oj



OL L, 2024 3 15

LT

5.6.

5.6.1.

5.6.1.1.

5.6.1.2.

5.6.1.3.

5.6.2.

5.6.2.1.

Alikvotiné metanolinio tirpalo, gauto pagal 5.4 punktg, dalis (pvz., 20 pl) jpurskiama ir plaunama judanciaja faze
(3.8 punktas). Apskai¢iuojamas keliy to paties éminio jpurksty tirpaly vidutinis smailiy aukstis (plotas) ir keliy
ipurksty kalibravimo tirpaly (5.6.2 punktas) vidutiniai smailiy auksciai (plotai).

HPLC salygos

Rekomenduojamos toliau nurodytos salygos; galima taikyti kitas salygas, jei gaunami lygiaverciai rezultatai.

Skysc¢iy chromatografijos kolonélé 250 mm x 4 mm, Cyg, 5 arba 10 pm jkrova, arba lygiaverte

(4.5.1 punktas): kolonélé

Judantioji fazé (3.8 punktas): metanolio (3.3 punktas) ir vandens misinys, pvz., 980 + 20
(V+V)

Srautas: 1-2 ml/min

Detektorius (4.5.2 punktas): fluorescencinis detektorius (suZadinimas: 295 nm/ emisija: 330

nm) arba ultravioletinis detektorius (292 nm)

Kalibravimas (DL-a-tokoferolio acetato ar DL-a-tokoferolio)
DL-a-tokoferolio acetato etalonas

Darbinio standartinio tirpalo ruosimas

] 500 ml ploks¢iadugne ar kiiging kolbg (4.2.1 punktas) pipete paimama 25 ml DL-a-tokoferolio acetato pradinio
tirpalo (3.10.1 punktas) ir hidrolizuojama, kaip aprasyta 5.2 punkte. Véliau ekstrahuojama petroleteriu
(3.2 punktas) pagal 5.3 punktg ir skiedZiama petroleteriu iki 500 ml. 25 ml $io ekstrakto garinama sukamajame
garintuve (zr. 5.4 punkta) beveik iki sauso likucio, likes tirpiklis pasalinamas azoto srove (3.9 punktas) ir likutis
istirpinamas 25,0 ml metanolio (3.3 punktas). Sio tirpalo vardiné koncentracija yra 45,5 pg DL-a-tokoferolio
viename ml, tai atitinka 50 pg DL-a-tokoferolio acetato viename ml. Darbinis standartinis tirpalas ruosiamas
prie$ pat naudojima.

Kalibravimo tirpaly ruosimas ir kalibravimo kreivés gavimas
[ keleta 20 ml tirio matavimo kolby jpilama 1,0, 2,0, 4,0 ir 10,0 ml darbinio standartinio tirpalo, skiedZziama iki
#ymés metanoliu (3.3 punktas) ir sumai§oma. Siy tirpaly vardiné koncentracija yra 2,5, 5,0, 10,0 ir 25,0 pg/ml

DL-a-tokoferolio acetato, t. y. 2,28, 4,55, 9,10 pg/ml ir 22,8 pg/ml DL-a-tokoferolio.

Kelis kartus jpurskiama 20 pl kiekvieno kalibravimo tirpalo ir nustatomi vidutiniai smailiy auks¢iai (plotai). Pagal
vidutinius smailiy auks¢ius (plotus) bréziama kalibravimo kreivé.

DL-a-tokoferolio acetato pradinio tirpalo (3.10.1 punktas) standartizavimas UV

5,0 ml DL-o-tokoferolio acetato pradinio tirpalo (3.10.1 punktas) etanoliu skiedziama iki 25,0 ml ir
spektrofotometru (4.6 punktas) matuojamas pagal etanolj (3.1 punktas) Sio tirpalo ultravioletinis spektras
250-320 nm diapazone.

Absorbcijos maksimumas esant 284 nm bangos ilgiui atitinka:

E'” = 43,6 esant 284 nm, etanolyje

1 em

Esant $iam praskiedimui, gauta ekstinkcijos koeficiento verté turi bati 0,84-0,88.
DL-a-tokoferolio etalonas

Darbinio standartinio tirpalo ruosimas

] 50 ml matavimo kolbg pipete paimama 2,0 ml DL-a-tokoferolio pradinio tirpalo (3.11.1 punktas), i§tirpinama
metanolyje (3.3 punktas) ir metanoliu skiedziama iki Zymés. Sio tirpalo vardiné koncentracija yra 40 ug DL-a-
tokoferolio viename ml, tai atitinka 44,0 pg DL-a-tokoferolio acetato viename ml. Darbinis standartinis tirpalas
ruoSiamas pries§ pat naudojimg.
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5.6.2.2. Kalibravimo tirpaly ruosimas ir kalibravimo kreivés gavimas
] keleta 20 ml tirio matavimo kolby jpilama 1,0, 2,0, 4,0 ir 10,0 ml darbinio standartinio tirpalo, skiedziama iki
Zymés metanoliu (3.3 punktas) ir sumaigoma. Siy tirpaly vardiné koncentracija yra 2,0, 4,0, 8,0 ir 20,0 pg/ml

DL-a-tokoferolio, t. y. 2,20, 4,40, 8,79 pug/ml ir 22,0 ug/ml DL-a-tokoferolio acetato.

Kelis kartus jpurskiama 20 pl kiekvieno kalibravimo tirpalo ir nustatomi vidutiniai smailiy auks¢iai (plotai). Pagal
vidutinius smailiy auks¢ius (plotus) bréziama kalibravimo kreivé.

5.6.2.3. DL-a-tokoferolio pradinio tirpalo (3.11.1 punktas) standartizavimas UV

2,0 ml DL-a-tokoferolio pradinio tirpalo (3.11.1 punktas) etanoliu skiedziama iki 25,0 ml ir spektrofotometru
(4.6 punktas) matuojamas pagal etanolj (3.1 punktas) Sio tirpalo ultravioletinis spektras 250-320 nm diapazone.
Absorbcijos maksimumas atitinka 292 nm:

E!™ = 75,8 esant 292 nm, etanolyje

1em

Esant $iam praskiedimui, ekstinkcijos koeficiento verté turi bati 0,6.

6. Rezultaty apskaiciavimas

Naudojant éminio tirpalo vitamino E smailiy vidutinj aukstj (plota), pagal kalibravimo kreive (5.6.1.2 arba
5.6.2.2 punktas) nustatoma éminio tirpalo koncentracija pg/ml (apskaiciuota DL-a-tokoferolio acetatui).

Vitamino E kiekis éminyje w, mg/kg, nustatomas pagal $ig formule:

500 x ¢ x V.
= [mg/ke]

kurioje:

c = éminio tirpalo (5.4 punktas) vitamino E (kaip DL-a-tokoferolio acetato) koncentracija pg/ml;

V, = éminio tirpalo (5.4 punktas) tiris ml;

V, = alikvotinés tirpalo (5.4 punktas) dalies tfiris ml;

m = tiriamosios dalies svoris g.
7. Pastabos
7.1. Jei éminiy vitamino E koncentracija yra maza, gali bati naudinga sujungti dviejy po muilinimo gauty jkrovy

(pasvertas kiekis — 25 g) petroleterio ekstraktus j vieng éminio tirpala, skirtg nustatymui HPLC metodu.

7.2. Analizei paimtame éminyje riebaly ne daugiau nei 2 g.
7.3. Jei fazés neatsiskiria, emulsijai suardyti jpilama mazdaug 10 ml etanolio (3.1 punktas).
7.4. Po DL-a-tokoferolio acetato ar DL-a-tokoferolio tirpaly spektrofotometriniy matavimy atitinkamai pagal 5.6.1.3

arba 5.6.2.3 punkta, i tirpalg (3.10.1 arba 3.10.2 punktas) jdedama mazdaug 10 mg BHT (3.12 punktas) ir
tirpalas laikomas $aldytuve (laikymo trukmé ne ilgesné kaip keturios savaités).

7.5. Vietoje BHT galima naudoti hidrochinong.

7.6. Naudojant tiesioginiy faziy kolonéle, jmanoma atskirti a-, f-, y- ir 8-tokoferolius.
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7.7.
7.8.

7.9.

Vietoje natrio askorbato tirpalo galima naudoti mazdaug 150 mg askorbo riigsties.

Vietoje natrio sulfido tirpalo galima naudoti mazdaug 50 mg EDTA.

Vitamino E acetatas labai greitai hidrolizuojasi Sarminéje terpéje, taigi yra labai jautrus oksidavimui, ypac jei yra
metaly pédsaky, pvz. gelezies arba vario. Dél Sios priezasties nustatant vitaming E premiksuose, kai jo
koncentracija didesné nei 5000 mg/kg, gali vykti jo skilimas. Todél patvirtinimui reikia rekomenduoti HPLC

metoda ir vitamino E preparato $lapigjj skaidyma fermentais, netaikant $arminio muilinimo stadijos.

Pakartojamumas

Dviejy lygiagreciy to paties éminio nustatymy rezultaty skirtumas neturi bati didesnis nei 15 % didziausiojo

rezultato vertés.

Jungtinio lyginamojo tyrimo rezultatai ()

Premiksas Pa§ara.i su Mineraly Balt}vfminis Parseliy pasaras
premiksu koncentratas pasaras

L 12 12 12 12 12
n 48 48 48 48 48
vidurkis [mg/kg] 17 380 1187 926 315 61,3
st [mg/kg] 384 453 25,2 13,0 2,3
r [mg/kg] 1075 1268 70,6 36,4 6,4
CVr [%] 2,2 3,8 2,7 4,1 3,8
sR [mg/kg] 830 65,0 55,5 18,9 7.8
R [mg/kg] 2324 182,0 1554 52,9 21,8
CVR [%] 4,8 5,5 6,0 6,0 12,7
L laboratorijy skai¢ius
n atskiry verciy skaicius
S pakartojamumo standartinis nuokrypis
Sk atkuriamumo standartinis nuokrypis
r pakartojamumas
R atkurjamumas
CV, pakartojamumo variacijos koeficientas
CVy atkuriamumo variacijos koeficientas

() Atliko asociacijos Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs-und Forschungsanstalten (VDLUFA) pasary darbo grupé.
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ekstrahavimo aparatg (4.8 punktas)
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ifo imova su atsaka (4.8.2)
(apytikslis ilgis 45 cm)

Stiklinis cilindras (4.8.1)
(apytikslis aukstis 48 cm)

Reguliuojamo ilgio
vamzdis

Petrolerio sluoksnis

Vandens sluoksnis
ir
muilintas pasaras
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

C. MIKROELEMENTY GELEZIES, VARIO, MANGANO IR CINKO KIEKIO NUSTATYMAS
Gelezies, vario, mangano ir cinko kiekis nustatomas:

— taikant analizés metoda, nustatyta standarte EN 15510 ,Paarai. Eminiy émimo ir analizés metodai.
Kalcio, natrio, fosforo, magnio, kalio, gelezies, cinko, vario, mangano, kobalto, molibdeno ir $vino
nustatymas induktyviai susietos plazmos atominés emisinés spektroskopijos metodu (ICP-AES)*, arba

— taikant analizés metoda, nustatytg standartu EN 15621 ,Pasarai. Eminiy émimo ir analizés metodai.
Kalcio, natrio, fosforo, magnio, kalio, sieros, geleZies, cinko, vario, mangano ir kobalto nustatymas
induktyviai susietos plazmos atominés emisinés spektrometrijos metodu (ICP-AES), mineralizavus
aukstame slégyje, arba

— taikant analizés metoda, nustatyta standarte EN 17053 ,Paarai. Eminiy émimo ir analizés metodai.
Mikroelementy, sunkiyjy metaly ir kity elementy nustatymas pasaruose taikant induktyviai susietos
plazmos masiy spektrometrija (ICP-MS) (daugialypis metodas), arba

— taikant analizés metoda, nustatytg standarte EN ISO 6869 ,Pasarai. Kalcio, vario, geleZies, magnio,
mangano, kalio, natrio ir cinko kiekiy nustatymas. Metodas, naudojant atoming absorbcing
spektrometrija“, arba

— liepsnos atominés absorbcijos spektrometrijos (FAAS) metodu, apradytu 1-8 punktuose.

Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu galima nustatyti mikroelementy geleZies, vario, mangano ir cinko kiekj pasaruose (°). Kiekybinio
nustatymo riba:

— gelezies (Fe): 20 mg/kg,
— vario (Cu): 10 mg/kg,

— mangano (Mn): 20 mg/kg,
— cinko (Zn): 20 mg/kg.

Metodas
Eminys po organinés medziagos (jei ji buvo) suskaidymo istirpinamas vandenilio chlorido riigstyje. Po atitinkamo

praskiedimo geleZis, varis, manganas ir cinkas nustatomi atominés absorbcijos spektrometrijos metodu.

Reagentai

Ivadinés pastabos

Reagentams ir analizei skirtiems tirpalams ruosti reikia naudoti vandenj, kuriame nebiity nustatomy katijony,
todél vanduo gaunamas du kartus distiliuojant distiliatoriuje i§ borosilikatinio ar kvarcinio stiklo arba du kartus
apdorojant jonitine derva.

Reagentai turéty biti bent analiziskai gryni. Nustatomy elementy nebuvimas turi bati tikrinamas atliekant tus¢iajj
bandyma. Prireikus reagentai turi baiti papildomai gryninami.

Vietoje Zemiau apraSomy standartiniy tirpaly galima naudoti prekyboje esancius standartinius tirpalus, jei tik jie
turi garantijg ir pries naudojimg buvo patikrinti.

Vandenilio chlorido ragstis (d:1,19 g/ml).
Vandenilio chlorido ragstis (6 mol/l).
Vandenilio chlorido ragstis (0,5 mol/l).

Vandenilio fluorido rtigsties 38-40 % (V/V) tirpalas, kuriame geleZies (Fe) biity maziau nei 1 mg/l, o likucio po
igarinimo masé (sulfato pavidalu) mazesné nei 10 mg/l.

() Sis metodas buvo patvirtintas atliekant jungtinj lyginamajj jvairiy pasary matricy tyrima. Papildomos informacijos ieskoti svetainéje

https:/[ec.europa.eu/jrc/en/eur]/feed-additives/authorisation.
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3.5. Sieros ruigstis (d: 1,84 g/ml).

3.6. Vandenilio peroksidas (mazdaug 100 tiiriy deguonies (30 % masés)).

3.7. Standartinis gelezies tirpalas (1 000 pg Fe/ml) ruosiamas, kaip nurodyta toliau, arba naudojamas lygiavertis
prekyboje esantis tirpalas: 1 g geleZies vielos iStirpinama 200 ml 6 mol/l vandenilio chlorido ragsties
(3.2 punktas), jpilama 16 ml vandenilio peroksido (3.6 punktas) ir skiedziama vandeniu iki 1 litro.

3.7.1.  Darbinis standartinis geleZies tirpalas (100 pg Fe/ml) ruoSiamas standartinj tirpala (3.7 punktas) skiedZiant
vandeniu santykiu 1: 9.

3.8. Standartinis vario tirpalas (1 000 pg Cu/ml) ruoSiamas, kaip nurodyta toliau, arba naudojamas lygiavertis
prekyboje esantis tirpalas:

— 1 g vario milteliy uZpilama 25 ml 6 mol/l vandenilio chlorido ragsties (3.2 punktas), ipilama 5 ml vandenilio

peroksido (3.6 punktas) ir gautas tirpalas skiedziamas vandeniu iki 1 litro.

3.8.1.  Darbinis standartinis vario tirpalas (10 pg Cu/ml) ruosiamas standartinj tirpalg (3.8 punktas) skiedZiant vandeniu
santykiu 1: 9 ir taip gauta tirpalg dar kartg skiedziant vandeniu santykiu 1: 9.

3.9. Standartinis mangano tirpalas (1 000 pug Mn/ml) ruosiamas, kaip nurodyta toliau, arba naudojamas lygiavertis
prekyboje esantis tirpalas:

— 1 g mangano milteliy tirpinama 25 ml 6 mol/l vandenilio chlorido rtigsties (3.2 punktas) ir skiedziama
vandeniu iki 1 litro.

3.9.1.  Darbinis standartinis mangano tirpalas (10 pg Mn/ml) ruosiamas standartinj tirpala (3.9 punktas) skiedZiant
vandeniu santykiu 1: 9 ir taip gauta tirpalg dar kartg skiedZiant vandeniu santykiu 1: 9.

3.10.  Standartinis cinko tirpalas (1 000 pg Zn/ml) ruo$iamas, kaip nurodyta toliau, arba naudojamas lygiavertis
prekyboje esantis tirpalas:

— 1 g cinko strypelio arba lapeliy (a. g.) tirpinama 25 ml 6 mol/l vandenilio chlorido riigities (3.2 punktas) ir
skiedZiama vandeniu iki 1 litro.

3.10.1. Darbinis standartinis cinko tirpalas (10 pg Zn/ml) ruodiamas standartinj tirpalg (3.10 punktas) skiedZiant
vandeniu santykiu 1: 9 ir taip gauta tirpalg dar kartg skiedziant vandeniu santykiu 1: 9.

3.11.  Lantano chlorido tirpalas: 12 g lantano oksido iStirpinama 150 ml vandens, jpilama 100 ml 6 mol/l vandenilio
chlorido riigsties (3.2 punktas) ir skiedZiama vandeniu iki 1 litro.

4. Aparatiira
4.1. Mufeliné krosnis su temperatiiros reguliatoriumi ir pageidautina su rasytuvu.
4.2. Stikliniai indai turi bti i§ atsparaus borosilikatinio stiklo, rekomenduojama naudoti aparatiira, kuri biity skirta tik

mikroelementams nustatyti.

4.3. Spektrofotometras atominei absorbcinei analizei atlikti, atitinkantis metodo jautrio ir glaudumo reikalavimus
reikiamame koncentracijos intervale.
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5.1

5.1

)
()

Procediira ()
Eminiai, kuriuose yra organiniy medziagy
1. Eminio sudeginimas ir analizei skirto tirpalo ruogimas ()

.1.1. 5-10 g éminio, pasverto 0,2 mg tikslumu, jdedama j platininj arba kvarcinj tiglj (Zr. b papunkcio pastaba),
dziovinama 105 °C temperatiiroje dZiovinimo spintoje, tada tiglis dedamas j Saltg mufeling krosnj (4.1 punktas).
Krosnis uzdaroma (Zr. ¢ papunkéio pastabg) ir per mazdaug 90 min. temperatira laipsniSkai pakeliama iki
450-475 °C. Tokioje temperatiiroje tiglis laikomas 4-16 val. (pvz., per nakti), kad bty pasalintos visos organinés
medziagos, krosnis atidaroma ir palickama atausti (zr. d papunkcio pastaba).

Pelenai sudrékinami vandeniu ir supilami i 250 ml tirio cheming stikling. Tiglio turinys iSplaunamas i cheming
stikling, tam sunaudojant i§ viso mazdaug 5 ml vandenilio chlorido ragsties (3.1 punktas), kuri pilama létai ir
atsargiai (dél CO, susidarymo gali vykti audringa reakcija). Vandenilio chlorido riigstis (3.1 punktas) i stikling
laginama maiSant tirpalg tol, kol nustoja skirtis burbuliukai. I$garinama iki sauso likucio, retkar¢iais maiSant
stikline lazdele.

[ likutj jpilama 15 ml 6 mol/l vandenilio chlorido riigsties (3.2 punktas) ir apie 120 ml vandens. MaiSoma stikline
lazdele, kuri paliekama cheminégje stiklinéje, stikliné uzdengiama laikrodzio stiklu. Stiklinés turinys létai
uzverdamas ir virinamas tol, kol galima pamatyti, kad daugiau peleny nebeistirpsta. Filtruojama per bepelenj
filtravimo popieriy ir filtratas supilamas { 250 ml matavimo kolbg. Cheminé stikliné ir filtras plaunami 5 ml
kar§to 6 mol/l vandenilio chlorido riigdties tirpalo (3.2 punktas) ir du kartus verdanciu vandeniu. Matavimo
kolbos turinys skiedziamas vandeniu iki Zymés (HCl koncentracija mazdaug 0,5 mol/l).

1.2 Jei likutis ant filtro yra juodas (anglis), filtras vél dedamas i krosnj ir sudeginamas 450-475 °C temperatiiroje. Sis
sudeginimas, kuris trunka tik kelias valandas (tris—penkias valandas), yra baigtas, kai pelenai tampa balti arba
beveik balti. Likutis tirpinamas mazdaug 2 ml vandenilio chlorido riigities (3.1 punktas), garinamas iki sauso
likucio ir jpilama 5 ml 6 mol/l vandenilio chlorido riigsties (3.2 punktas). Pakaitinama, tirpalas filtruojamas |
matavimo kolbg ir skiedZiamas vandeniu iki zymés (HCl koncentracija yra apie 0,5 mol/l).

Pastabos:

a) Nustatant mikroelementy kiekj, svarbu visg laika turéti omenyje uZzterSimo, ypa¢ cinku, variu ir geleZimi,
pavojy. Dél Sios priezasties jrangoje, kuri naudojama éminiams ruosti, $iy metaly turi nebati.

Bendram uZter§imo pavojui sumazinti dirbama dulkiy neturin¢ioje aplinkoje su labai $varia jranga ir
ripestingai iSplautais stikliniais indais. Cinko nustatymas yra ypal jautrus jvairiy rasiy terSalams, pvz.,
terSalams ant stikliniy indy, reagentuose, dulkéms ir pan.

b) Sudeginamo éminio masé apskai¢iuojama pagal apytikrj mikroelementy kiekj pasaruose, atsizvelgiant i
naudojamo spektrofotometro jautrj. Tam tikriems pasarams, kuriuose mikroelementy mazai, gali prireikti
10-20 g masés éminio ir gauti i§ jo tik 100 ml tfirio galutinj tirpala.

¢) Turi baiti deginama uzdarytoje krosnyje, nepuciant oro arba deguonies.
d) Pirometro rodoma temperatiira neturi bati aukstesné nei 475 °C.

Galima taikyti kitus $lapiojo skaidymo badus, jei bty jrodyta, kad gaunami panasas rezultatai (pvz., Slapiasis skaidymas autoklave
auksto daznio spinduliuote).

Zaliuose pasaruose (§vieziuose arba dziovintuose) gali biiti didelis kiekis augalinio silicio dioksido, kuriame gali biiti mikroelementuy,
todel jis turi bati pasalintas. Todél iy pasary éminiams turi bati taikoma $i pakeista procediira. Veiksmas pagal 5.1.1.1 punkta
atlickamas iki filtravimo. Filtravimo popierius su netirpiu liku¢iu du kartus plaunamas verdanciu vandeniu ir dedamas { kvarcinj arba
Filtras deginamas mufelinéje krosnyje (4.1 punktas) Zemesnéje kaip 550 °C temperatiiroje tol, kol visiskai iSnyksta angliné medziaga.
Palickama atausti, jladinami keli lagai vandens, 10-15 ml vandenilio fluorido riigities (3.4 punktas) ir garinama iki sauso likucio
mazdaug 150 °C temperatiiroje. Jei likutyje dar lieka kazkiek silicio dioksido, likutis pakartotinai tirpinamas keliuose mililitruose
vandenilio fluorido rtigsties (3.4 punktas) ir iSgarinamas iki sauso likucio. [lasinami penki laSai sieros rigsties (3.5 punktas) ir
kaitinama tol, kol nustoja skirtis balti diimai. [pylus 5 ml 6 mol/l vandenilio chlorido rtigsties (3.2 punktas) ir apie 30 ml vandens,
tirpalas pasildomas, filtruojamas j 250 ml matavimo kolbg ir skiedziamas vandeniu iki Zymés (HCl koncentracija apie 0,5 mol/l).
Toliau nustatymas tesiamas nuo 5.1.2 punkto.
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5.1.2.  Spektrofotometrinis nustatymas

5.1.2.1. Kalibravimo tirpaly ruogimas

I§ darbiniy standartiniy tirpaly, nurodyty 3.7.1, 3.8.1, 3.9.1 ir 3.10.1 punktuose, kiekvienam nustatomam
elementui ruosiama keletas kalibravimo tirpaly, kuriy kiekvieno HCl koncentracija yra apie 0,5 mol/l ir lantano
chlorido koncentracija (geleZies, mangano ir cinko atveju) atitinka 0,1 % (m/V) La koncentracija.

Pasirenkama mikroelementy koncentracija turi atitikti naudojamo spektrofotometro jautrio ribas. Toliau kaip
pavyzdys pateikiamose lentelése rodoma kalibruoti naudojamy tirpaly sudéties tipiniai intervalai, tadiau,
atsizvelgiant j naudojamo spektrofotometro tipg ir jautrj, gali tekti pasirinkti kitas koncentracijos vertes.

Gelezis
pg Fe/ml 0 0,5 1 2 3 4 5
ml darbinio standartinio tirpalo (3.7.1 0 0,5 1 2 3 4 5
punktas) (1 ml = 100 pg Fe)
ml HCI (3.2 punktas) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml lantano chlorido tirpalo (3.11 punktas) ir skiedZiama vandeniu iki 100 ml

Varis

pg Cu/ml 0 0.1 0,2 04 | 06 0.8 1,0
ml darbinio standartinio tirpalo (3.8.1 0 1 2 4 6 8 10
punktas) (1 ml = 10 pg Cu)

ml HCI (3.2 punktas) 8 8 8 8 8 8 8

Manganas

yig Mn/ml 0 0.1 0,2 04 | 06 0.8 1,0
ml darbinio standartinio tirpalo (3.9.1 0 1 2 4 6 8 10
punktas) (1 ml = 10 pg Mn)

ml HCI (3.2 punktas) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml lantano chlorido tirpalo (3.11 punktas) ir skiedZiama vandeniu iki 100 ml

Cinkas
yg Zn/ml 0 005 | 01 02 | 04 | 06 0.8
ml darbinio standartinio tirpalo (3.10.1 0 0,5 1 2 4 6 8
punktas) (1 ml = 10 pg Zn)
ml HCl (3.2 punktas) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml lantano chlorido tirpalo (3.11 punktas) ir skiedziama vandeniu iki 100 ml

5.1.2.2. Tirpalo ruosimas analizei

Variui nustatyti pagal 5.1.1 punktg paruosta tirpalg paprastai galima naudoti tiesiogiai. Jei reikia, kad jo
koncentracija biity kalibruoti naudojamy tirpaly koncentracijos verciy intervale, alikvotiné dalis gali bati paimta
pipete § 100 ml matavimo kolbg ir skiedziama iki Zymés 0,5 mol/l vandenilio chlorido riigities tirpalu
(3.3 punktas).
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5.1.2.3.

5.1.2.4.

5.2.

GeleZiai, manganui ir cinkui nustatyti pagal 5.1.1 punktg paruosto tirpalo alikvotiné dalis paimama pipete j
100 ml matavimo kolba, jpilama 10 ml lantano chlorido tirpalo (3.11 punktas) ir skiedZiama iki Zymeés 0,5 mol/l
vandenilio chlorido rgsties tirpalu (3.3 punktas). (Be to, zr. 8 punkto pastabg).

Tusciasis bandymas

medzZiagos. Kaip tus¢iasis éminys neturi biti naudojamas ,0“ koncentracijos kalibravimo tirpalas.

Atominés absorbcijos matavimas

Matuojama kalibravimo tirpaly ir analizuojamo tirpalo atominé absorbcija, naudojant oro-acetileno
oksiduojanciajg liepsng, esant Siems bangy ilgiams:

Fe: 248,3 nm,

Cu: 324,8 nm,
Mn: 279,5 nm,
Zn: 213,8 nm.

Kiekvienas matavimas atlickamas keturis kartus.

Mineraliniai pasarai
Jei éminyje néra organiniy medziagy, sudeginimas iki peleny prie§ analiz¢ nereikalingas. Daroma kaip aprasyta

5.1.1.1 punkte, pradedant nuo antrosios pastraipos. Galima praleisti i§garinimo su fluoro vandenilio ragstimi
pakopa.

Rezultaty apskaiciavimas

Naudojant kalibravimo kreive, apskai¢iuojama mikroelementy koncentracija analizuojamame tirpale ir rezultatas
isreiskiamas mikroelemento mg kiekiu vienam éminio kilogramui (milijonosiomis dalimis).

Pakartojamumas

Dviejy lygiagreciy to paties analiz¢ atlickancio asmens atlikty to paties éminio nustatymy rezultaty skirtumas
neturi biiti didesnis nei:

— 5 mg/kg, absoliucigja verte, kai nustatomo mikroelemento kiekis ne didesnis nei 50 mg/kg,
— 10 % didziausio rezultato, kai nustatomo mikroelemento kiekis yra 50-100 mg/kg,
— 10 mg/kg, absoliucigja verte, kai nustatomo mikroelemento kiekis yra 100-200 mg/kg,

— 5 % didziausio rezultato, kai nustatomo mikroelemento kiekis yra didesnis nei 200 mg/kg.

Pastaba

Dideli fosfaty kiekiai gali trukdyti nustatyti gelezj, mangang ir cinkg. Tokie trukdziai turi biti pasalinti, jpilant
lantano chlorido tirpalo (3.11 punktas). Taciau, jei éminyje masiy santykis (Ca + mg)/P > 2, lantano chlorido
tirpalo (3.11 punktas) j analizés tirpalg ir kalibravimo tirpalus galima nepilti.
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D. HALOFUGINONO KIEKIO NUSTATYMAS

DL-trans-7-brom-6-chlor-3-[ 3-(3-hidroksi- 2-piperidil)acetonil ]-chinazolin-4-(3H)-ono hidrobromidas
Halofuginono kiekis nustatomas:

— taikant analizés metoda, nustatytg standarte EN 17299 ,Pagarai. Eminiy émimo ir analizés metodai.
Leidziamy kokcidiostaty, kurie yra priedy koncentracijos ir 1 % bei 3 % koncentracijos dél kryzminés
pernasos, ir maZesnés nei priedy koncentracijos neregistruoty kokcidiostaty bei antibiotiko paieska ir
nustatymas kombinuotuosiuose paSaruose taikant efektyvigja skysciy chromatografija ir dvigubaja
masiy spektrometrijg (LC-MS/MS)*, arba —

— atvirkstiniy faziy efektyviosios skys¢iy chromatografijos (HPLC) metodu, naudojant ultravioletinj
detektoriy, kaip toliau aprasyta 1-8 dalyse.

Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu galima nustatyti halofuginono koncentracija pasaruose. Kiekybinio nustatymo riba — 1 mg/kg.

Metodas

Apdorotas karstu vandeniu halofuginonas ekstrahuojamas kaip laisvoji bazé  etilacetatg ir po to atskiriamas kaip
vandenilio chloridas | vandeninj riigdties tirpalg. Ekstraktas gryninamas, taikant jony mainy chromatografija.
Halofuginono kiekis nustatomas atvirkStinés fazés efektyvigja skys¢iy chromatografija (HPLC), naudojant
ultravioletinj detektoriy.

Reagentai

Acetonitrilas, HPLC grynumo.
Amberlito XAD-2 derva.
Amonio acetatas.

Etilacetatas.

Acto ragstis, lediné.

Halofuginono standartiné medziaga (DL-trans-7-brom-6-chlor-3-[3-(3-hidroksi-2-piperidil)acetonil]-chinazolin-
4-(3H)-ono hidrobromidas, E 764).

Halofuginono pradinis standartinis tirpalas, 100 pg/ml.

[ 500 ml matavimo kolbg 0,1 mg tikslumu pasveriama 50 mg halofuginono (3.6 punktas), iStirpinama amonio
acetato buferiniame tirpale (3.18 punktas), iki Zymés skiedziama buferiniu tirpalu ir sumai§oma. Sis tirpalas lieka
stabilus tris savaites 5 °C temperatiiroje, jei laikomas tamsoje.

Kalibravimo tirpalai.

[ keletg 100 ml matavimo kolby jpilama 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 ir 6,0 ml pradinio standartinio tirpalo (3.6.1 punktas).
Skiedziama iki Zymés judancigja faze (3.21 punktas) ir sumaisoma. Siy tirpaly halofuginono koncentracija yra
atitinkamai 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 ir 6,0 pg/ml. Sie tirpalai turi biiti ruosiami prie§ pat naudojima.

Vandenilio chlorido ragstis (p,o mazdaug 1,16 g/ml).
Metanolis.

Sidabro nitratas.

Natrio askorbatas.

Natrio karbonatas.

Natrio chloridas.
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EDTA (etilendiamintetraacto riigsties dinatrio druska).
Vanduo, HPLC grynumo.
Natrio karbonato tirpalas, ¢ = 10 g/100 ml.

Natrio karbonato tirpalas so¢iajame natrio chlorido tirpale, ¢ = 5 g/100 ml.

Vandenyje itirpinama 50 g natrio karbonato (3.11 punktas), skiedZiama iki 1 litro ir dedama natrio chlorido
(3.12 punktas) tiek, kad gaunamas sotus tirpalas.

Vandenilio chlorido riigstis, mazdaug 0,1 mol/l.

10 ml HCI (3.7 punktas) skiedZiama vandeniu iki 1 litro.

Amonio acetato buferinis tirpalas, mazdaug 0,25 mol/l.

Vandenyje (3.14 punktas) istirpinama 19,3 g amonio acetato (3.3 punktas), 30 ml acto riigsties (3.5 punktas) ir
skiedziama iki 1 litro.

Amberlito XAD-2 dervos ruosimas.

Reikiamas kiekis amberlito (3.2 punktas) plaunamas vandeniu tol, kol paalinami visi chlorido jonai, kaip rodo
bandymas su sidabro nitrato tirpalu (3.20 punktas), atliekamas su i$pilama vandenine faze. Derva plaunama
50 ml metanolio (3.8 punktas), metanolis i§pilamas ir derva laikoma ant jos uZpylus §varaus metanolio.

Sidabro nitrato tirpalas, mazdaug 0,1 mol/l.

0,17 g sidabro nitrato (3.9 punktas) iStirpinama 10 ml vandens.

HPLC judancioji fazé.

500 ml acetonitrilo (3.1 punktas) maiSoma su 300 ml amonio acetato buferiniu tirpalo (3.18 punktas) ir
1 200 ml vandens (3.14 punktas). Acto rigstimi (3.5 punktas) nustatoma pH 4,3. Tirpalas filtruojamas per 0,22

pm filtrg (4.8 punktas) ir degazuojamas (pvz., 10 min. ultragarsu). Sis tirpalas stabilus vieng ménesj, jei laikomas
uzdarame inde ir tamsoje.

Aparatiira

Ultragarso vonia.

Sukamasis garintuvas.

Centrifuga.

HPLC jranga su kintamo bangos ilgio ultravioletiniu detektoriumi arba diody matricos detektoriumi.
Skyséiy chromatografijos kolonélé, 300 mm x 4 mm, Cyg, 10 um jkrova, arba lygiaverté kolonélé.
Stikliné kolonélé (300 mm x 10 mm) su sukepinto stiklo filtru ir Ciaupu.

Stiklo pluosto filtrai, skersmuo 150 mm.

Membraninis filtras (0,45 pm).

Membraninis filtras (0,22 pm).

Procediira

Pastaba: Halofuginonas kaip laisvoji bazé yra nepatvarus Sarminiuose ir etilacetato tirpaluose, todél etilacetate
laikomas ne ilgiau nei 30 min.

Bendrosios nuostatos

Siekiant patikrinti, ar néra halofuginono arba trukdanciyjy medziagy, atlickama pasaro tus¢iojo éminio analizé.
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5.1.2.  Analizuojant paSaro tu$¢igjj éminj, | jj pridedant halofuginono, kurio kiekis baity panaSus j kiekj éminyje,

standartinio tirpalo (3.6.1 punktas), sumaisyti ir prie§ ekstrahavimg (5.2 punktas) palaukti 10 min.

Pastaba: Siame metode pasaro tuiCiasis éminys atitinka éminio tipg ir atliekant analiz¢ jame neaptikta
halofuginono.

5.2. Ekstrahavimas

[ 200 ml centrifugos mégintuvélj 0,1 g tikslumu pasveriama 10 g paruo$to éminio, jdedama 0,5 g natrio
askorbato (3.10 punktas), 0,5 g EDTA (3.13 punktas), 20 ml vandens ir sumaiSoma. Mégintuvélis jdedamas
5 min. j vandens vonig (80 °C). Atvésinus iki kambario temperatiiros, jpilama 20 ml natrio karbonato tirpalo
(3.15 punktas) ir sumaiSoma. Tuoj pat ipilama 100 ml etilacetato (3.4 punktas) ir 15 s stipriai purtoma ranka.
Atkimstas mégintuvélis dedamas trims minutéms j ultragarso vonig (4.1 punktas). Centrifuguojama 2 min. ir
etilacetato fazé per stiklo pluosto filtra (4.6 punktas) nupilama i 500 ml dalijamajj piltuvg. Kartojamas éminio
ekstrahavimas dar su 100 ml etilacetato. Sujungti ekstraktai vieng minute plaunami 50 ml natrio chloridu
prisotintu natrio karbonato tirpalu (3.16 punktas), vandeninis sluoksnis ipilamas.

Organinis sluoksnis 1 min. ekstrahuojamas 50 ml vandenilio chlorido riigsties tirpalu (3.17 punktas). Apatinis
rigsties sluoksnis i$leidZiamas j 250 ml dalijamajj piltuva. Organinis sluoksnis dar kartg 1,5 min. ekstrahuojamas
kita 50 ml vandenilio chlorido rigsties porcija ir gautas ekstraktas sujungiamas su pirmuoju ekstraktu. Abu
sujungti riigsties ekstraktai mazdaug 10 s plaunami 10 ml etilacetatu (3.4 punktas), atliekant sukamuosius
judesius.

Visas vandeninis sluoksnis kiekybiskai supilamas j 250 ml talpos apvaliadugng kolbg, organiné fazé i$pilama.
Visas likes etilacetatas paSalinamas i§ riigsties tirpalo garinant sukamajame garintuve (4.2 punktas). Vandens
vonios temperatira neturi bati auk3tesné nei 40 °C. Esant mazdaug 25 milibary vakuumui, visas likes etilacetatas
turéty bti pasalintas per 5 min., kai temperatiira 38 °C.

5.3. Gryninimas

5.3.1. Amberlito kolonélés ruosimas

XAD-2 kolonélé ruosiama kiekvienam éminio ekstraktui. 10 g paruosto amberlito (3.19 punktas) supilama |
stikling kolonéle (4.5 punktas) su metanoliu (3.8 punktas). Ant dervos sluoksnio uzdedamas nedidelis stiklo
vatos kamstis. Metanolis i$leidZiamas i§ kolonélés ir derva plaunama 100 ml vandens, paliekant jo tiek, kad
skystis apsemty dervos pavir$iy. Prie§ naudojimg kolonélé 10 min. palickama pusiausvyrai nusistovéti.
Niekuomet neleidziama skysciui visiskai istekéti i§ kolonélés.

5.3.2.  Eminio gryninimas

Visas ekstraktas (5.2 punktas) kiekybiskai supilamas ant paruostos amberlito kolonélés (5.3.1 punktas) virSaus ir
plaunama, iSpilant eliuatg. Eliuavimo srautas neturi bati didesnis nei 20 ml/min. Apvaliadugné kolba plaunama
20 ml vandenilio chlorido rigsties tirpalo (3.17 punktas) ir Siuo tirpalu plaunama dervos kolonélé. Ragsties
tirpalo likutis i$puciamas oro srautu. Plovimo tirpalai iSpilami. | kolonéle jpilama 100 ml metanolio
(3.8 punktas) ir { 250 ml apvaliadugne kolbg ir surenkama 5-10 ml eliuato. Likes metanolis 10 min. laikomas
pusiausvyrai su derva nusistovéti ir eliuavimas tesiamas esant ne didesniam nei 20 ml/min. srautui, surenkant
eliuatg i ta pacia kolbg. Metanolis iSgarinamas sukamajame garintuve (4.2 punktas). Vandens vonios temperatiira
neturi biiti aukStesné nei 40 °C. Plaunant judancigja faze (3.21 punktas), likutis kiekybiskai supilamas j 10 ml
matavimo kolbg. SkiedZiama judancigja faze iki Zymés ir sumaiSoma. Alikvotiné dalis filtruojama per
membraninj filtra (4.7 punktas). Sis tirpalas naudojamas HPLC nustatymui (5.4 punktas).

5.4. HPLC nustatymas

5.4.1. Parametrai

Rekomenduojamos toliau nurodytos salygos; gali biiti taikomos kitos salygos, jei gaunami lygiaverciai rezultatai.
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5.4.2.

5.4.3.

7.1.

7.1.1.

Skysciy chromatografijos kolonélé (4.4.1 punktas).
HPLC judancioji fazé (3.21 punktas).

Srautas: 1,5-2 ml/min.

Detektoriaus bangos ilgis: 243 nm.

Ipurskiamas taris: 40-100 pl.

Tikrinamas chromatografijos sistemos stabilumas, kelis kartus jpurskiant 3,0 pg/ml koncentracijos kalibravimo
tirpalo (3.6.2 punktas) tol, kol nustoja keistis smailés aukstis (arba plotas) ir sulaikymo trukme.

Kalibravimo kreivé

Kiekvienas kalibravimo tirpalas (3.6.2 punktas) jpurskiamas kelis kartus ir matuojami kiekvienos koncentracijos
smailiy auksciai (arba plotai). BréZiama kalibravimo kreivé, kurios ordinaciy asyje — kalibravimo tirpaly smailiy
auksciy arba ploty vidurkiai, o abscisiy ayje — atitinkama koncentracija pg/ml.

Eminio tirpalas

Kelis kartus jpurskiamas éminio ekstraktas (5.3.2 punktas), kurio tiiris atitinka kalibravimo tirpalo tirj, ir
matuojamas halofuginono smailiy vidutinis aukstis (plotas).

Rezultaty apskaiciavimas

Eminio tirpalo koncentracija pg/ml nustatoma pagal éminio tirpalo halofuginono smailiy vidutinj aukstj (plotg) ir
kalibravimo kreive (5.4.2 punktas).

Halofuginono kiekis w (mg/kg) éminyje apskai¢iuojamas pagal formule:

— ¢x10
="
kurioje:
c halofuginono koncentracija éminio tirpale pg/ml;
m: tiriamosios dalies svoris gramais.

Rezultaty patvirtinimas

Tapatumas

Analités tapatumas gali bati patvirtintas taikant kochromatografija arba naudojant diody matricos detektoriy,
kuriuo lyginami éminio ekstrakto ir 6,0 pg/ml koncentracijos kalibravimo tirpalo (3.6.2 punktas) spektrai.

Kochromatografija

Eminio ekstrakto tirpalo koncentracija padidinama, jpilant reikiama kalibravimo tirpalo (3.6.2 punktas) tiirj.
Pridéto halofuginono kiekis turi atitikti éminio ekstrakte nustatyta halofuginono kieki.

Turi padidéti tik halofuginono smailés aukstis, jvertinant pridéta kiekj ir ekstrakto praskiedima. Smailés plotis jos
maksimalaus aukscio pusaukstyje turi atitikti pradinj plotj + 10 % tikslumu.

Aptikimas naudojant diody matricg

Rezultatai jvertinami pagal Siuos kriterijus:

a) éminio ir etalono spektry didZiausios absorbcijos bangos ilgis, uZraSomas kaip chromatogramos smailés

vir§inés bangos ilgis, turi bati vienodas paklaidos ribose, kurias lemia aptikimo sistemos skiriamoji geba.
Diody matricos detektoriaus tipiné verté biity + 2 nm;
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7.2.

7.3.

b) nuo 225 nm iki 300 nm éminio ir etalono spektras, uZraytas apie chromatogramos smailés virsiing, Sioms
spektro dalims turi nesiskirti 10-100 % santykinés absorbcijos intervale. Sis kriterijus vykdomas, kai yra tie
patys maksimumai ir jokiame matavimo taske dviejy spektry skirtumas néra didesnis nei 15 % etalono
analités absorbcijos vertés;

¢) nuo 225 nm iki 300 nm éminio ekstraktui gautos smailés kylancios, vir§iinés ir nusileidZiancios daliy spektrai
sioms spektro dalims turi nesiskirti vienas nuo kito 10-100 % santykinés absorbcijos intervale. Sis kriterijus
vykdomas, kai yra tie patys maksimumai ir visuose stebimuose taskuose spektry skirtumas yra ne didesnis nei
15 % smailés vir$iing atitinkancios absorbcijos vertes.

Jei vienas i $iy kriterijy nevykdomas, analités buvimas nepatvirtinamas.

Pakartojamumas

Dviejy lygiagreciy to paties éminio nustatymy rezultaty skirtumas neturi bati didesnis nei 0,5 mg/kg, kai
halofuginono yra iki 3 mg/kg.

I3gavos dydis

I$gavos dydis, gautas tus¢iajam éminiui su analités priedu, yra ne maZzesnis nei 80 %.

Jungtinio lyginamojo tyrimo rezultatai

Buvo atliktas jungtinis lyginamasis tyrimas (), per kurj astuonios laboratorijos analizavo tris éminius.

Rezultatai

A éminys

(tusciasis) B éminys (miltai) C éminys (granulés)

Kaip gautas

Kaip gautas I;Eéi‘::i{f Kaip gautas Po dviejy ménesiy

Vidurkis [mg/kg] NA 2,80 2,42 2,89 2,45
Sk [mg/kg] - 0,45 0,43 0,40 0,42
CVir [%] - 16 18 14 17
Kgav. [%] 86 74 88 75
NA neaptikta
Sk atkuriamumo standartinis nuokrypis
CVy atkuriamumo variacijos koeficientas (%)

ISgav.  iSgavos dydis %

E. ROBENIDINO KIEKIO NUSTATYMAS

1,3-bi[(4-chlorbenziliden)amino]guanidino hidrochloridas
Robenidino kiekis nustatomas:

— taikant analizés metoda, nustatytg standarte EN 17299 ,Pagarai. Eminiy émimo ir analizés metodai.
Leidziamy kokcidiostaty, kurie yra priedy koncentracijos ir 1 % bei 3 % koncentracijos dél kryzminés
pernasos, ir maZesnés nei priedy koncentracijos neregistruoty kokcidiostaty bei antibiotiko paieska ir
nustatymas kombinuotuosiuose paSaruose taikant efektyvigja skysciy chromatografija ir dvigubaja
masiy spektrometrijg (LC-MS/MS)*, arba —

— atvirkstiniy faziy efektyviosios skys¢iy chromatografijos (HPLC) metodu, naudojant ultravioletinj
detektoriy, kaip toliau aprasyta 1-8 dalyse.

(*) ,The Analyst” 108, 1983, p. 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.

Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu galima nustatyti robenidino koncentracij pasaruose. Kiekybinio nustatymo riba — 5 mg/kg.

Metodas

Eminys ekstrahuojamas pariigitintu metanoliu. Ekstraktas dziovinamas, alikvotiné ekstrakto dalis gryninama,
naudojant kolonéle su aliuminio oksidu. Robenidinas i§ kolonélés plaunamas metanoliu, koncentruojamas ir
judancigja faze skiedZiamas iki reikiamo tirio. Robenidino kiekis nustatomas atvirkstiniy faziy efektyviosios
skys¢iy chromatografijos (HPLC) metodu naudojant ultravioletinj detektoriy.

Reagentai
Metanolis.

Partig§tintas metanolis

4,0 ml vandenilio chlorido ragsties (p20 = 1,18 g/ml) jpilama j 500 ml matavimo kolba, skiedZiama iki Zymés
metanoliu (3.1 punktas) ir sumai§oma. Tirpalas ruosiamas pries pat naudojima.

Acetonitrilas, HPLC grynumo.

Molekulinis sietas

3A tipo, 8-12 mesy granulés (1,6—2,5 mm granulés, kristalinis aliumosilikatas, akuciy skersmuo 0,3 mm).

Aliuminio oksidas, I laipsnio rigstinio aktyvumo, skirtas chromatografijai kolonéléje

100 g aliuminio oksido supilama j tinkamg indg ir jpilama 2 ml vandens. Indas uzkemsamas ir purtomas
mazdaug 20 min. Laikoma gerai uZdarytame inde.

Kalio dihidrofosfato tirpalas, ¢ = 0,025 mol/l

3,40 g kalio dihidrofosfato iStirpinama vandenyje (HPLC grynumo), skiedZiama 1 000 ml matavimo kolboje iki
Zymes ir sumaiSoma.

Dinatrio hidrofosfato tirpalas, ¢ = 0,025 mol/l

3,55 g bevandenio dinatrio hidrofosfato (arba 4,45 g dihidrato, arba 8,95 g dodekahidrato) iStirpinama vandenyje
(HPLC grynumo), skiedziama 1 litro matavimo kolboje iki Zymés ir sumai§oma.

HPLC judancioji fazé

SumaiSomi $ie reagentai:

650 ml acetonitrilo (3.3 punktas),

250 ml vandens (HPLC grynumo),

50 ml kalio dihidrofosfato tirpalo (3.6 punktas),
50 ml dinatrio hidrofosfato tirpalo (3.7 punktas).

Filtruojama per 0,22 pm akytumo filtrg (4.6 punktas), tirpalas degazuojamas (pvz., 10 min. veikiant ultragarsu).

Standartiné medZiaga

Grynas robenidinas: 1,3-bi[(4-chlorbenziliden)amino]guanidino hidrochloridas.

Robenidino pradinis standartinis tirpalas, 300 pg/ml

0,1 mg tikslumu pasveriama 30 mg robenidino standartinés medziagos (3.9 punktas). 100 ml matavimo kolboje
iStirpinama pariigstintame metanolyje (3.2 punktas), tuo paciu tirpikliu skiedZiama iki Zymés ir sumaiSoma. Kolba
apvyniojama aliuminio folija ir laikoma tamsioje vietoje.
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3.9.2.  Robenidino tarpinis standartinis tirpalas: 12 pg/ml

10 ml pradinio tirpalo (3.9.1 punktas) jpilama i 250 ml matavimo kolba, skiedziama iki Zymés judancigja faze
(3.8 punktas) ir sumai$oma. Kolba apvyniojama aliuminio folija ir laikoma tamsioje vietoje.

3.9.3.  Kalibravimo tirpalai

I kelet3 50 ml matavimo kolby jpilama 5,0, 10,0, 15,0, 20,0 ir 25,0 ml tarpinio standartinio tirpalo
(3.9.2 punktas). Skiedziama iki Zymés judancigja faze (3.8 punktas) ir sumaiSoma. Siy tirpaly koncentracija
atitinkamai yra 1,2, 2,4, 3,6, 4,8 ir 6,0 pg/ml. Sie tirpalai turi biiti ruogiami pries pat naudojima.

3.10.  Vanduo, HPLC grynumo
4. Aparatiira

4.1. Stikliné kolonélé.

Pagaminta i§ gintaro spalvos stiklo, yra su ¢iaupu ir mazdaug 150 ml talpos, vidinis skersmuo 10-15 mm, ilgis

250 mm.
4.2. Mechaniné purtyklé arba magnetiné maisykleé.
4.3. Sukamasis garintuvas.
4.4. HPLC jranga su kintamo bangos ilgio ultravioletiniu detektoriumi arba diodinés matricos detektoriumi, veikian¢iu

250-400 nm bangy ilgio intervale.
4.4.1.  Skysciy chromatografijos kolonélé: 300 mm = 4 mm, C;5 10 pm jkrova, arba lygiaverté kolonéle.
4.5. Stiklo pluosto filtravimo popierius (Whatman GF/A arba lygiavertis).
4.6. Membraninis filtras (0,22 pm).
4.7. Membraninis filtras (0,45 pm).
5. Procediira
Pastaba: Robenidinas yra jautrus $viesai. Atliekant visus veiksmus naudojami gintaro spalvos stiklo indai.
5.1. Bendrosios nuostatos
5.1.1.  Siekiant patikrinti, ar néra robenidino arba trukdanciyjy medziagy, atliekama pasaro tus¢iojo éminio analizé.

5.1.2.  Analizuojant pasaro tuscigjj éminj (5.1.1 punktas), i jj pridedant robenidino, kurio kiekis bty panasus j kiekj
éminyje, nustatomas i§gavos dydis. 60 mg/kg koncentracijai gauti, j 250 ml kiiging kolbg jpilama 3,0 ml pradinio
standartinio tirpalo (3.9.1 punktas). Azoto srovéje tirpalas garinamas iki mazdaug 0,5 ml. [dedama 15 g pasaro
tu$¢iojo éminio, sumai$oma ir prie§ ekstrahavimg (5.2 punktas) palaukiama 10 min.

Pastaba: Taikant §j metodg pasaro tusCiasis éminys atitinka éminio tipg ir atliekant analize jame neaptinkama
robenidino.

5.2. Ekstrahavimas

0,01 g tikslumu pasveriama mazdaug 15 g paruosto éminio. Eminys supilamas j 250 ml kiiging kolbg, i ja jpilama
100 ml pariigitinto metanolio (3.2 punktas), kolba uzkemsama ir vieng valandg kratoma ant purtyklés
(4.2 punktas). Tirpalas filtruojamas per stiklo pluosto filtravimo popieriy (4.5 punktas), visas filtratas surenkamas
i 150 ml kagine kolbg. Pridedama 7,5 g molekulinio sieto (3.4 punktas), kolba uzkemsama ir purtoma penkias
minutes. I§ karto filtruojama per stiklo pluosto filtravimo popieriy. Toliau atliekamas gryninimas (5.3 punktas).
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5.3.

5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

Gryninimas

Aliuminio oksido kolonélés ruosimas
[ stiklinés kolonélés (4.1 punktas) apacia jkiSamas mazas stiklo vatos kamstis, kuris stikline lazdele sutankinamas.

Pasveriama 11,0 g paruosto aliuminio oksido (3.5 punktas) ir supilama i kolonéle. Siekiama, kad pilant salytis su
oru biity kuo mazesnis. Svelniai tapsnojama per uzpildomos kolonélés apacia, kad aliuminio oksidas susliigty.

Eminio gryninimas

| kolonéle pipete jpilama 5,0 ml pagal 5.2 punktg paruosto éminio ekstrakto. Pipetés galiukas laikomas prie
kolonélés sienelés ir leidziama tirpalui susigerti j aliuminio oksidg. Robenidinas i§ kolonélés i$plaunamas 100 ml
metanolio (3.1 punktas), esant 2-3 ml/min. srautui, elivatas surenkamas j 250 ml apvaliadugne kolba.
Metanolinis tirpalas i§garinamas iki sauso liku¢io sukamajame garintuve (4.3 punktas) esant sumazintam slégiui,
kai temperatiira 40 °C. Likutis iStirpinamas 3—4 ml judanciosios fazés (3.8 punktas) ir kiekybiskai supilamas |
10 ml matavimo kolbg. Apvaliadugné kolba kelis kartus plaunama 1-2 ml judanciosios fazés ir Sie plovimo
tirpalai supilami j matavimo kolbg. Tuo paciu tirpikliu skiedziama iki Zymés ir sumaioma. Alikvotiné tirpalo
dalis filtruojama per 0,45 pm filtrg (4.7 punktas). Tirpalas naudojamas analizei HPLC metodu (5.4 punktas).

HPLC nustatymas

Parametrai

Rekomenduojamos toliau nurodytos salygos; gali biiti taikomos kitos salygos, jei gaunami lygiaverciai rezultatai.
Skysciy chromatografijos kolonélé (4.4.1 punktas).

HPLC judancioji fazé (3.8 punktas).

Srautas: 1,5-2 ml/min.

Detektoriaus bangos ilgis: 317 nm.

Ipurskiamas taris: 20-50 pl.

Tikrinamas chromatografijos sistemos stabilumas, kelis kartus jpurskiant 3,6 pg/ml koncentracijos kalibravimo
tirpalo (3.9.3 punktas) tol, kol nustoja keistis smailiy auks¢io ir sulaikymo trukmeés vertés.

Kalibravimo kreivé

Kiekvienas kalibravimo tirpalas (3.9.3 punktas) jpurskiamas kelis kartus ir matuojami kiekvienos koncentracijos
smailiy auksciai (arba plotai). Bréziama kalibravimo kreivé, kurios ordinaciy asyje — kalibravimo tirpaly smailiy
auksciy arba ploty vidurkiai, o abscisiy aSyje — atitinkama koncentracija pg/ml.

Eminio tirpalas

Kelis kartus jpurSkiamas éminio ekstraktas (5.3.2 punktas), kurio tiris atitinka kalibravimo tirpalo tirj, ir
matuojamas robenidino smailiy vidutinis aukstis (plotas).

Rezultaty apskaiciavimas

Eminio tirpalo koncentracija pg/ml nustatoma pagal éminio tirpalo robenidino smailiy vidutinj aukstj (plota) ir
kalibravimo kreive (5.4.2 punktas).

Robenidino kiekis w (mg/kg) éminyje apskai¢iuojamas pagal formule:

_ cx200
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kurioje:
c = robenidino koncentracija éminio tirpale pg/ml;
m= tiriamosios dalies svoris gramais.

7. Rezultaty patvirtinimas

7.1. Tapatumas

Analités tapatumas gali bati patvirtintas taikant kochromatografija arba naudojant diody matricos detektoriy,
kuriuo lyginami éminio ekstrakto ir 6,0 pg/ml koncentracijos kalibravimo tirpalo (3.9.3 punktas) spektrai.

7.1.1. Kochromatografija

Eminio ekstrakto tirpalo koncentracija padidinama, jpilant reikiama kalibravimo tirpalo (3.9.3 punktas) tiirj.
Pridéto robenidino kiekis turi atitikti éminio ekstrakte nustatytg robenidino kiekj.

Padidinamas tik robenidino smailés aukstis, jvertinant pridétg kiekj ir ekstrakto praskiedima. Smailés plotis jos
maksimalaus auks¢io pusaukstyje mazdaug 10 % tikslumu turi atitikti smailés pradinj plotj.

7.1.2.  Aptikimas naudojant diody matricg

Rezultatai jvertinami pagal Siuos kriterijus:

a) éminio ir etalono spektry didZiausios absorbcijos bangos ilgis, uZra§omas kaip chromatogramos smailés
virsunés bangos ilgis, turi bati vienodas paklaidos ribose, kurias lemia aptikimo sistemos skiriamoji geba.
Diody matricos detektoriaus tipiné verté bty mazdaug 2 nm;

b) nuo 250 nm iki 400 nm éminio ir etalono spektras, uZrasytas apie chromatogramos smailés virsing, sioms
spektro dalims turi nesiskirti 10-100 % santykinés absorbcijos intervale. Sis kriterijjus vykdomas, kai yra tie
patys maksimumai ir jokiame matavimo taske dviejy spektry skirtumas néra didesnis nei 15 % etalono
analités absorbcijos vertés;

¢) nuo 250 nm iki 400 nm éminio ekstraktui gautos smailés kylancios, vir§inés ir nusileidziancios daliy spektrai
Sioms spektro dalims turi nesiskirti vienas nuo kito 10-100 % santykinés absorbcijos intervale. Sis kriterijus
vykdomas, kai yra tie patys maksimumai ir visuose stebimuose taskuose spektry skirtumas yra ne didesnis nei
15 % smailés virstng atitinkancios absorbcijos vertés.

Jei vienas i3 $iy kriterijy nevykdomas, analités buvimas nepatvirtinamas.

7.2. Pakartojamumas
Dviejy lygiagreciy to paties éminio nustatymy rezultaty skirtumas neturi bati didesnis nei 10 % didZiausio
rezultato, gauto didesniam nei 15 mg/kg robenidino kiekiui.

7.3. ISgavos dydis

Igavos dydis, gautas tus¢iajam éminiui su analités priedu, yra ne maZesnis nei 85 %.

8. Jungtinio lyginamojo tyrimo rezultatai

Buvo atliktas ES jungtinis lyginamasis tyrimas, per kurj dvylikoje laboratorijy buvo analizuojami keturi pauks¢iy
ir triudiy pasaro milty arba granuliy pavidalu éminiai. Kiekvienas éminys buvo analizuojamas du kartus.
Rezultatai pateikiami $ioje lenteléje:

Pauksciai Triusiai
Miltai Granulés Miltai Granulés
Vidurkis [mg/kg] 27,00 27,99 43,6 40,1
s, [mg/kg] 1,46 1,26 1,44 1,66
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3.1.
3.2.
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.
3.7.

3.8.

() Sis metodas taip pat gali biiti taikomas diklazurilo kiekiui pasarinése zaliavose nustatyti.

v, [%] 5,4 45 3,3 41

Sk [mg/ke] 4,36 3,36 4,61 3,91
CVe [%] 16,1 12,0 10,6 9,7

I3gavos dydis [%] 90,0 93,3 87,2 80,2
S pakartojamumo standartinis nuokrypis

Cv, pakartojamumo variacijos koeficientas %

Sk atkuriamumo standartinis nuokrypis

CVg atkuriamumo variacijos koeficientas %

F. DIKLAZURILO KIEKIO NUSTATYMAS

(+)-4-chlorfenil[ 2,6-dichlor-4-(2,3,4, 5-tetrahidro—3, 5-diokso-1,2,4-triazin-2-il) fenil Jacetonitrilas

Diklazurilo kiekis nustatomas:

— taikant analizés metoda, nustatyta standarte EN 17299 ,Paarai. Eminiy émimo ir analizés metodai.
Leidziamy kokcidiostaty, kurie yra priedy koncentracijos ir 1 % bei 3 % koncentracijos dél kryZminés
pernasos, ir mazesnés nei priedy koncentracijos neregistruoty kokcidiostaty bei antibiotiko paieska ir
nustatymas kombinuotuosiuose pasaruose taikant efektyvigja skys¢iy chromatografija ir dvigubaja

masiy spektrometrija (LC-MS/MS)*, arba —

— trigubo gradiento atvirkstiniy faziy efektyviosios skys¢iy chromatografijos (HPLC) metodu, naudojant

ultravioletinj detektoriy, kaip toliau aprasyta 1-9 dalyse.

Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu galima nustatyti diklazurilo koncentracija pagaruose ir premiksuose (). Aptikimo riba — 0,1 mg/kg,
ribiné nustatymo verté — 0,5 mg/kg. Galima pasiekti Zemesnes kiekybinio jvertinimo ribas, tadiau tai turi

patvirtinti naudotojas.

Metodas

Pridéjus vidinio etalono, éminys ekstrahuojamas partigstintu metanoliu. Jei tai pasarai, ekstrakto alikvotiné dalis
gryninama C18 kietosios fazés ekstrahavimo kolonéle. I§ kolonélés diklazurilas i$plaunamas parigstinto
metanolio ir vandens miiniu. Elivatg iSgarinus, likutis iStirpinamas DMF ir vandens miSinyje. Jei tai premiksai,
ekstraktas i§garinamas ir likutis itirpinamas DMF ir vandens miSinyje. Diklazurilo kiekis nustatomas atvirkstiniy
faziy trigubo gradiento efektyviosios skys¢iy chromatografijos metodu (HPLC), naudojant ultravioletinj

detektoriy.

Reagentai

Vanduo, HPLC grynumo.

Amonio acetatas.

Tetrabutilamonio hidrosulfatas (TBHS).
Acetonitrilas, HPLC grynumo.
Metanolis, HPLC grynumo.

N, N-dimetilformamidas (DMF).

Vandenilio chlorido riigstis, py = 1,19 g/ml.

Standartiné medziaga: garantuoto grynumo diklazurilas:

(+)-4-chlorfenil[2,6-dichlor-4-(2,3,4,5-tetrahidro— 3,5-diokso-1,2,4-triazin-2-il) fenil]acetonitrilas.
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3.8.1.  Diklazurilo pradinis standartinis tirpalas, 500 pg/ml

I 50 ml matavimo kolbg 0,1 mg tikslumu pasveriama 25 mg diklazurilo standartinés cheminés medziagos
(3.8 punktas). Istirpinama DMF (3.6 punktas), skiedZiama DMF (3.6 punktas) iki Zymés ir sumaiSoma. Kolba
apvyniojama aliuminio folija, arba naudojama gintaro spalvos stiklo kolba, ir dedama i aldytuvg. Esant < 4 °C
temperatiirai, tirpalas stabilus vieng ménesj (*%).

3.8.2.  Diklazurilo standartinis tirpalas, 50 pg/ml

I 50 ml matavimo kolbg jpilama 5,00 ml pradinio standartinio tirpalo (3.8.1 punktas), skiedziama iki Zymés DMF
(3.6 punktas) ir sumaiSoma. Kolba apvyniojama aliuminio folija, arba naudojama gintaro spalvos stiklo kolba, ir
dedama j Saldytuva. Esant < 4 °C temperatirai, tirpalas stabilus vieng ménesi.

3.9. Vidinio etalono medziaga:
2,6-dichlor-a-(4-chlorfenil)-4-(4,5-dihidro— 3,5-diokso-1,2,4-triazin-2(3H)-il)-a-metilbenzenacetonitrilas
(metildiklazurilis).

3.9.1.  Pradinis vidinio etalono tirpalas, 500 ug/ml
[ 50 ml matavimo kolbg 0,1 mg tikslumu pasveriama 25 mg vidinio etalono cheminés medziagos (3.9 punktas).
IStirpinama DMF (3.6 punktas), skiedZziama DMF (3.6 punktas) iki Zymés ir sumaiSoma. Kolba apvyniojama

aliuminio folija, arba naudojama gintaro spalvos stiklo kolba, ir dedama i Saldytuvg. Esant < 4 °C temperatrai,
tirpalas stabilus vieng ménesi.

3.9.2.  Vidinio etalono tirpalas, 50 pg/ml
I 50 ml matavimo kolbg jpilama 5,00 ml pradinio vidinio etalono tirpalo (3.9.1 punktas), skiedZiama iki zymés

DMF (3.6 punktas) ir sumai§oma. Kolba apvyniojama aliuminio folija, arba naudojama gintaro spalvos stiklo
kolba, ir dedama j Saldytuva. Esant < 4 °C temperatiirai, tirpalas stabilus vieng ménes.

3.9.3.  Premiksy vidinio etalono tirpalas, p/1 000 mg/ml (p — diklazurilo vardiné koncentracija premikse, mg/kg)
] 100 ml matavimo kolbg 0,1 mg tikslumu pasveriama p/10 mg vidinio etalono, ultragarso vonioje (4.7 punktas)
jis iStirpinamas DMF (3.6 punktas), skiedZiama iki Zymés DMF ir sumai§oma. Kolba apvyniojama aliuminio folija,

arba naudojama gintaro spalvos stiklo kolba, ir padedama j $aldytuva. Esant < 4 °C temperatiirai, tirpalas stabilus
vieng meénesj.

3.10.  Kalibravimo tirpalai

3.10.1. Kalibravimo tirpalas, 1 pg/ml (diklazurilas)
] 50 ml matavimo kolbg pipete jpilama 1,00 ml diklazurilo standartinio tirpalo (3.8.2 punktas) ir 2,00 ml vidinio
etalono tirpalo (3.9.2 punktas). Ipilama 17 ml DMF (3.6 punktas), skiedZiama vandeniu (3.1 punktas) iki Zymeés ir
sumai$oma. Sis tirpalas turi biiti ruoiamas prie§ pat naudojima.

3.10.2. Kalibravimo tirpalas, 2 pg/ml (diklazurilas)
I 50 ml matavimo kolbg pipete jpilama 2,00 ml diklazurilo standartinio tirpalo (3.8.2 punktas) ir 2,00 ml vidinio
etalono tirpalo (3.9.2 punktas). Ipilama 16 ml DMF (3.6 punktas), skiedZiama vandeniu (3.1 punktas) iki Zymes ir
sumaiSoma. Sis tirpalas turi baiti ruo$iamas prie§ pat naudojima.

3.10.3. Kalibravimo tirpalas, 3 pg/ml (diklazurilas)
] 50 ml matavimo kolbg pipete jpilama 3,00 ml diklazurilo standartinio tirpalo (3.8.2 punktas) ir 2,00 ml vidinio
etalono tirpalo (3.9.2 punktas). Ipilama 15 ml DMF (3.6 punktas), skiedZiama vandeniu (3.1 punktas) iki Zymeés ir

sumai$oma. Sis tirpalas turi biiti ruoiamas prie§ pat naudojima.

(") Tlgesnis stabilumas (iki 1 mety) jmanomas, taCiau ji turi patvirtinti atskira laboratorija.
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3.10.4. Kalibravimo tirpalas, 4 pg/ml (diklazurilas)

] 50 ml matavimo kolbg pipete jpilama 4,00 ml diklazurilo standartinio tirpalo (3.8.2 punktas) ir 2,00 ml vidinio
etalono tirpalo (3.9.2 punktas). Ipilama 14 ml DMF (3.6 punktas), skiedZiama vandeniu (3.1 punktas) iki Zymes ir
sumaiSoma. Sis tirpalas turi baiti ruo$iamas prie§ pat naudojima.

3.10.5. Kalibravimo tirpalas, 5 pg/ml (diklazurilas)

I 50 ml matavimo kolbg pipete jpilama 5,00 ml diklazurilo standartinio tirpalo (3.8.2 punktas) ir 2,00 ml vidinio
etalono tirpalo (3.9.2 punktas). Ipilama 13 ml DMF (3.6 punktas), skiedziama vandeniu (3.1 punktas) iki Zymés ir
sumaiSoma. Sis tirpalas turi bati ruo$iamas prie§ pat naudojima.

Pastaba: Pagal taikomg protokolg kalibravimo tirpalai (3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4 ir 3.10.5 punktai) apima
0,5-2,5 mg/kg diklazurilo koncentracija pasare.

3.11.  Cy; kietosios fazés ekstrahavimo kolonélé, pvz., Bond Elut, dydis: 20 cm’, sorbento svoris: 5 000 mg (paruosus
pagal tiekéjo rekomendacijas).

3.12.  Ekstrahavimo tirpiklis: parfig§tintas metanolis

1000 ml metanolio (3.5 punktas) pipete jpilama 5,0 ml vandenilio chlorido raigsties (3.7 punktas) ir sumaiSoma.
3.13.  HPLCjudancioji fazé

3.13.1. Eliuentas A: amonio acetato ir tetrabutilamonio hidrosulfato miSinio tirpalas.

5 g amonio acetato (3.2 punktas) ir 3,4 ¢ TBHS (3.3 punktas) istirpinama 1 000 ml vandens (3.1 punktas) ir
sumai$oma.

3.13.2. Eliuentas B: acetonitrilas (3.4 punktas).
3.13.3. Eliuentas C: metanolis (3.5 punktas).
4. Aparatiira

4.1. Mechaniné purtykle.

4.2. [ranga trigubo gradiento HPLC.

4.2.1.  Skysciy chromatografijos kolonélé, Hypersil ODS, 3 pm daleliy jkrova, 100 mm x 4,6 mm, arba lygiaverté
kolonélé.

4.2.2.  Reguliuojamo bangos ilgio ultravioletinis detektorius arba diody matricos detektorius.

4.3. Sukamasis garintuvas.

4.4. Membraninis filtras (pvz., chemiskai atsparus nailonas), 0,45 pm.
4.5. Vienkartinis $virkstas, 5 ml.

4.6. Vakuumavimo sistema.

4.7. Ultragarso vonia.

5. Procediira

5.1. Bendrosios nuostatos

5.1.1. PaSaro tusciasis éminys

Siekiant patikrinti, ar néra diklazurilo ir trukdanciy cheminiy medziagy, atlickama pasaro tusciojo éminio analizé.
Taikant §j metodg pasaro tu$¢iasis éminys atitinka éminio tipg ir atliekant analiz¢ jame neaptinkama diklazurilo
arba trukdanciy medziagy.
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5.1.2. I$gavos dydZzio nustatymo bandymas

Analizuojant pasaro tu$¢igjj éminj, i ji pridedant diklazurilo, kurio kiekis biity panasus | kiekj éminyje, nustatomas
igavos dydis. 1 mg/kg koncentracijai gauti, { 50 g paSaro tusciojo éminio jpilama 0,1 ml pradinio standartinio
tirpalo (3.8.1 punktas), gerai sumaiSoma, palickama 10 min. ir prie§ atliekant kita pakopa (5.2 punktas) kelis
kartus sumaiSoma.

Jei néra paSaro tui¢iojo éminio, kuris blity panasus j éminio paSarg (Zr. 5.1.1 punkts), i$gavos dydj galima
nustatyti, taikant etalono pridéjimo metoda. Siuo atveju i analizuojama éminj pridedamas diklazurilo kiekis,
mazdaug atitinkantis diklazurilo kiekj éminyje. Sis éminys analizuojamas kartu su éminiu be pridéto diklazurilo
ir iSgavos dydis gali biti apskaiciuotas i§ skirtumo.

5.2. Ekstrahavimas

5.2.1. Kombinuotieji pasarai

0,01 g tikslumu pasveriama mazdaug 50 g éminio. Eminys supilamas i 500 ml kiiging kolbg, jpilama 1,00 ml
vidinio etalono tirpalo (3.9.2 punktas), 200 ml ekstrahavimo tirpiklio (3.12 punktas) ir kolba uzkemsama.
Misinys purtomas ant purtyklés (4.1 punktas) per naktj. Palickamas 10 min. nusistovéti. ] tinkamga stiklinj indg
paimama tirpalo vir§ nuosédy alikvotiné 20 ml dalis ir skiedZiama 20 ml vandens (3.1 punktas). Sis tirpalas
supilamas j ekstrahavimo kolonéle (3.11 punktas) ir siurbiamas, prijungus vakuumga (4.6 punktas). Kolonélé
plaunama 25 ml ekstrahavimo tirpiklio (3.12 punktas) ir vandens (3.1 punktas) misinio, 65 + 35 (V + V).
Surinktos frakcijos i§pilamos ir junginiai iSplaunami 25 ml ekstrahavimo tirpiklio (3.12 punktas) ir vandens
misinio, 80 + 20 (V + V). Si frakcija garinama beveik iki sauso liku¢io sukamajame garintuve (4.3 punktas) esant
60 °C. Likutis iStirpinamas 1,0 ml DMF (3.6 punktas), ipilama 1,5 ml vandens (3.1 punktas) ir sumaiSoma.
Filtruojama per membraninj filtra (4.4 punktas), sumontuotg ant vienkartinio $virksto (4.5 punktas). Toliau
analizuojama HPLC metodu (5.3 punktas).

5.2.2. Premiksai

Mazdaug 1 g éminio pasveriama 0,001 g tikslumu. Eminys supilamas j 500 ml kiiging kolbg, jpilama 1,00 ml
vidinio etalono tirpalo (3.9.3 punktas), 200 ml ekstrahavimo tirpiklio (3.12 punktas) ir kolba uzkemsama.
MiSinys purtomas ant purtyklés (4.1 punktas) per naktj. Paliekamas 10 min. nusistovéti. | tinkamo tirio
apvaliadugne kolbg paimama alikvotiné tirpalo vir§ nuosédy dalis 10000/p ml (p — vardiné diklazurilo
koncentracija premikse, mg/kg). Garinama 60 °C temperatiiroje beveik iki sauso liku¢io sukamajame garintuve
(4.3 punktas), esant sumazintam slégiui. Likutis i§tirpinamas 10,0 ml DMF (3.6 punktas), jpilama 15,0 ml
vandens (3.1 punktas) ir sumaiSoma. Toliau analizuojama HPLC metodu (5.3 punktas).

5.3. HPLC nustatymas

5.3.1. Parametrai

Rekomenduojamos toliau nurodytos salygos; gali biiti taikomos kitos sglygos, jei gaunami lygiaverciai arba geresni
rezultatai.

— Skys¢iy chromatografijos kolonélé (4.2.1 punktas): 100 mm x 4,6 mm, Hypersil ODS, 3 um jkrova, arba
lygiaverté kolonélé.

— Judancioji fazé:
— eliuentas A (3.13.1 punktas): vandeninis amonio acetato ir tetrabutilamonio hidrosulfato misinio tirpalas,
— eliuentas B (3.13.2 punktas): acetonitrilas,
— eliuentas C (3.13.3 punktas): metanolis.
— Eliuavimo biidas: tiesinis gradientas:
— pradinés salygos: A+B+C=60+20+20(V+V+V),
— po 10 min. gradientinis eliuavimas 30 min., kol: A+ B+ C=45+20+ 35 (V+V +V),
— 10 min. plovimas eliuentu B.

— Srautas: 1,5-2 ml/min.
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6.1.

6.2.

— [purskiamas tiiris: 20 pl.
— Detektoriaus bangos ilgis: 280 nm.
Tikrinamas chromatografijos sistemos stabilumas, kelis kartus jpurskiant kalibravimo tirpalo (3.10.2 punktas),

kuriame yra 2 pg/ml diklazurilo ir vidinio etalono, tol, kol nustoja keistis smailés aukscio ir sulaikymo trukmés
vertes.

Kalibravimo tirpaly chromatografiné analizé
Du kartus jpurskiama po 20 pl kalibravimo tirpaly (3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4 ir 3.10.5 punktai), nustatomos
ir integruojamos diklazurilo bei vidinio etalono smailés, tada, remiantis diklazurilo vidutinio smailés aukscio

(ploto) ir vidinio etalono vidutinio smailés auks¢io (ploto) santykiu, bréZziama kalibravimo kreivé, lyginant su
diklazurilo koncentracija kalibravimo tirpaluose (ug/ml).

Eminio tirpaly chromatografiné analizé

Du kartus jpurskiama 20 pl éminio tirpalo (5.2.1 arba 5.2.2 punktas) ir nustatomas diklazurilo bei vidinio etalono
smailiy vidutinis smailés aukstis (plotas).

Rezultaty apskaiciavimas

Kombinuotieji pasarai

Diklazurilo kiekis w (mg/kg) éminyje nustatomas pagal $ig formulg:

Height(d.s) , drea(ds) |
W:M X 1Sn_Varbgn/V:% X %

kurioje:

— aukstis(d,s) — éminio tirpalo (5.2.1 punktas) diklazurilo smailés aukstis;

— plotas(d,s) — éminio tirpalo (5.2.1 punktas) diklazurilo smailés plotas;

— aukstis(i,s) — éminio tirpalo (5.2.1 punktas) vidinio etalono smailés aukstis;
— plotas(i,s) — éminio tirpalo (5.2.1 punktas) vidinio etalono smailés plotas;

— b - kalibravimo kreivés atkarpa, nubrézta pagal kalibravimo tirpalus (3.10.1, 3.10.2, 3.10.3,
3.10.4 ir 3.10.5 punktai) pagal 5.3.2 punktg;

— a — kalibravimo kreivés nuolydis, nubréztas pagal kalibravimo tirpalus (3.10.1, 3.10.2, 3.10.3,
3.10.4 ir 3.10.5 punktai) pagal 5.3.2 punkta;

— m - tirlamosios dalies masé gramais;

— V — galutinis éminio ekstrakto tiiris mililitrais, pakartotinai i§tirpinus pagal 5.2.1 punktg (t. y. 2,5 ml).

Premiksai
Diklazurilo kiekis w (mg/kg) éminyje nustatomas pagal $ig formulg:

Height(d,s) , Area(d,s)

w— Height(i,s) X DO b arbay = Area(is) 00 o

kurioje:

— aukstis(d,s) — éminio tirpalo (5.2.2 punktas) diklazurilo smailés aukstis;

— plotas(d,s) —éminio tirpalo (5.2.2 punktas) diklazurilo smailés plotas;

— aukstis(i,s) — éminio tirpalo (5.2.2 punktas) vidinio etalono smailés aukstis;

— plotas(i,s) — éminio tirpalo (5.2.2 punktas) vidinio etalono smailés plotas;

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

97/129



LT OL L, 2024 3 15

— b - kalibravimo kreivés atkarpa, nubrézta pagal kalibravimo tirpalus (3.10.1, 3.10.2, 3.10.3,
3.10.4 ir 3.10.5 punktai) pagal 5.3.2 punktg;

— a — kalibravimo kreivés nuolydis, nubréztas pagal kalibravimo tirpalus (3.10.1, 3.10.2, 3.10.3,
3.10.4 ir 3.10.5 punktai) pagal 5.3.2 punktg;

— m - tirlamosios dalies masé gramais;
— V — galutinis éminio ekstrakto taris mililitrais, pakartotinai iStirpinus pagal 5.2.2 punktg (t. y. 25 ml);

— p —vardiné diklazurilo koncentracija premikse mg/kg.
7. Rezultaty patvirtinimas

7.1. Tapatumas

Analités tapatumas gali bati patvirtintas taikant kochromatografija arba naudojant diody matricos detektoriy,
kuriuo lyginami éminio ekstrakto (5.2.1 arba 5.2.2 punktas) ir kalibravimo tirpalo (3.10.2 punktas) spektrai.

7.1.1.  Kochromatografija

Eminio ekstrakto (5.2.1 arba 5.2.2 punktas) koncentracija padidinama, jpilant reikiama kalibravimo tirpalo
(3.10.2 punktas) tarj. Pridéto diklazurilo kiekis turi atitikti éminio ekstrakte nustatytg diklazurilo kieki.

Padidinamas tik diklazurilo ir vidinio etalono smailiy aukstis, jvertinant pridéta kiekj ir ekstrakto praskiedimg.

Diklazurilo arba vidinio etalono smailiy plotis jy pusaukstyje turi atitikti éminio be pridéto diklazurilo ekstrakto
smailiy plotj * 10 % tikslumu.

7.1.2.  Aptikimas naudojant diody matrica

Rezultatai jvertinami pagal Siuos kriterijus:

a) éminio ir etalono spektry didZiausios absorbcijos bangos ilgis, uZraSomas kaip chromatogramos smailés
virsanés bangos ilgis, turi bati vienodas paklaidos ribose, kurias lemia aptikimo sistemos skiriamoji geba.
Diody matricos detektoriaus tipiné verté bity + 2 nm;

b) nuo 230 nm iki 320 nm éminio ir etalono spektras, uZrasytas apie chromatogramos smailés virsing, sioms
spektro dalims turi nesiskirti 10-100 % santykinés absorbcijos intervale. Sis kriterijus vykdomas, kai yra tie
patys maksimumai ir jokiame matavimo taske dviejy spektry skirtumas néra didesnis kaip 15 % etalono
analités absorbcijos vertés;

¢) nuo 230 nm iki 320 nm éminio ekstraktui gautos smailés kylancios, vir§inés ir nusileidziancios daliy spektrai
Sioms spektro dalims turi nesiskirti vienas nuo kito 10-100 % santykinés absorbcijos intervale. Sis kriterijus
vykdomas, kai yra tie patys maksimumai ir visuose stebimuose taskuose spektry skirtumas yra ne didesnis

kaip 15 % smailés vir$ing atitinkancios absorbcijos vertés.

Jei vienas i3 $iy kriterijy nevykdomas, analités buvimas nepatvirtinamas.

7.2. Pakartojamumas
Dviejy nepriklausomy poéminiy matavimy rezultaty skirtumas neturi bati didesnis nei:
— 30 % didesnés vertés, jei diklazurilo kiekis 0,5-2,5 mg/kg;
— 0,75 mg/kg, jei diklazurilo kiekis 2,5-5 mg/kg;

— 15 % didesnés vertés, jei diklazurilo kiekis didesnis nei 5 mg/kg.

7.3. I3gavos dydis

ISgavos dydis, gautas (tu§¢iajam éminiui) su analités priedu, yra ne mazesnis nei 80 %.
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8. Jungtinio lyginamojo tyrimo rezultatai

Buvo surengti du jungtiniai lyginamieji tyrimai. Per pirmaji tyrima, kurj 1994 m. atliko kita laboratorijy grupé,
buvo istirti du premiksai (O 100, A 100) ir trys naminiy pauks¢iy lesalo papildy éminiai (L1, Z1, K1). Vienas
premikso éminys sumaiSytas su organine matrica (O 100), kitas — su neorganine matrica (A 100). Teoriné
diklazurilo koncentracija — 100 mg/kg. Laboratorijoms buvo nurodyta kiekviena éminj analizuoti vieng arba du
kartus. (I§samesné informacija apie pirmajj jungtinj lyginamajj tyrima yra pateikta Journal of AOAC International,
77 tomas, Nr. 6, 1994 m., p. 1359-1361).

Per antrgjj jungtinj lyginamajj tyrima buvo istirti trys naminiy pauks¢iy kombinuotojo lesalo éminiai, kuriuose
diklazurilo koncentracija buvo 0,9 mg/kg (MAT 1), 1,5 mg/kg (MAT 2) ir pasaro tus¢iasis éminys (MAT 3). [§sami
informacija apie antrajj jungtinj lyginamajj tyrimg yra pateikta JRC Technical report (2016 m.) ir Journal of AOAC
International, 102 tomas, Nr. 2, 2019 m., p. 646—652. Abiejy jungtiniy lyginamyjy tyrimy rezultatai pateikti

lenteléje.
1A 100 20 100 - - - 6 éminys 7 éminys 8 éminys
éminys éminys 3 L1 éminys | 4Z1éminys | 5KI1 éminys MAT 1 MAT 2 MAT 3

L 11 11 11 11 6 10 9 10

n 19 18 19 19 12 20 18 10

Vidurkis (mg/kg) 100,8 103,5 0,89 1,15 0,89 1,0 1,5 <LOQ

S, (mg/kg) 5,88 7,64 0.15 0,02 0,03 0.11 007 —

CV, (%) 5,83 7,38 17,32 1,92 3,34 11,2 4,5 —

Sk (mg/kg) 7,59 7,64 0,17 0,11 0,12 0,18 0,21 —

CVr (%) 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65 18,1 14,3 —

Vardinis 100 100 1,0 1,0 1,0 0,9 1,5 —

kiekis (mg/kg)

Nuoroda (¥) Pirmasis Pirmasis Pirmasis Pirmasis Pirmasis Antrasis Antrasis Antrasis
1994 m. 1994 m. 1994 m. 1994 m. 1994 m. 2015 m. 2015 m. 2015 m.
tyrimas tyrimas tyrimas tyrimas tyrimas tyrimas tyrimas tyrimas

laboratorijy skaicius

n atskiry verciy skaicius

S, pakartojamumo standartinis nuokrypis

CV, pakartojamumo variacijos koeficientas

Sk atkuriamumo standartinis nuokrypis

CVg atkuriamumo variacijos koeficientas

LOQ  kiekybinio nustatymo riba

(*)  Pirmasis 1994 m. tyrimas: Journal of AOAC International, 77 tomas, Nr. 6, 1994 m., p. 1359-1361; Antrasis 2015 m.
tyrimas: JRC techniné ataskaita ,Re-validation of a method for the determination of diclazuril by collaborative study” (2016 m.).

9. Bendrosios pastabos
Turi bti i§ anksto parodyta, kad diklazurilo atsakas matuojamy koncentracijos ver¢iy intervale yra tiesinis.

Analizuojant diklazurila kombinuotuosiuose pasaruose, kuriuose yra daug riebaly ($iuo tikslu daugiau kaip 12 %
riebaly), analizés metodg galima pakeisti kitais HPLC pagristais metodais, pvz., efektyvigja skys¢iy chromatografija
ir masiy spektrometrija (HPLC-MS) pagristu metodu, jei alternatyvaus metodo veiksmingumo parametrai (i§gavos
dydis, glaudumas pakartojamumo ir atkuriamumo salygomis) yra lygiaverciai.
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G. NATRIO LAZALOCIDO KIEKIO NUSTATYMAS

Polieterio monokarboksiriigsties natrio druska, gauta is Streptomyces lasaliensis
Natrio lazalocido kiekis nustatomas:

— taikant analizés metods, nustatytg standarte EN 17299 Pasarai. Eminiy émimo ir analizés metodai.
Leidziamy kokcidiostaty, kurie yra priedy koncentracijos ir 1 % bei 3 % koncentracijos dél kryZminés
pernasos, ir maZesnés nei priedy koncentracijos neregistruoty kokcidiostaty bei antibiotiko paieska ir
nustatymas kombinuotuosiuose pasaruose taikant efektyvigja skys¢iy chromatografija ir dvigubaja
masiy spektrometrija (LC-MS/MS)*, arba—

— atvirkstiniy faziy efektyviosios skys¢iy chromatografijos (HPLC) metodu, naudojant fluorescencinj
detektoriy, kaip toliau aprasyta 1-8 dalyse.

1. Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu galima nustatyti natrio lazalocido koncentracija pasaruose. Aptikimo riba — 5 mg/kg, kiekybinio
nustatymo riba — 10 mg/kg.

2. Metodas

Natrio lazalocido druska ekstrahuojama i§ éminio parfigstintu metanoliu ir jos kiekis nustatomas atvirkstiniy
faziy efektyviosios skys¢iy chromatografijos (HPLC) metodu naudojant fluorescencinj detektoriy.

3. Reagentai
3.1. Kalio dihidrofosfatas (KH,PO,).
3.2. Ortofosforo riigstis, (m/m) = 85 %.

3.3. Ortofosforo ragsties tirpalas, c = 20 %.

23,5 ml ortofosforo ragsties (3.2 punktas) skiedZiama vandeniu iki 100 ml.
3.4. 6-metil-2-heptilaminas (1,5-dimetilheksilaminas), (m/m) = 99 %.
3.5. Metanolis, HPLC grynumo.
3.6. Vandenilio chlorido rfigstis, tankis = 1,19 g/ml.

3.7. Fosfatinis buferinis tirpalas, ¢ = 0,01 mol/l

500 ml vandens (3.11 punktas) iStirpinama 1,36 g KH,PO, (3.1 punktas), jpilama 3,5 ml ortofosforo rugsties
(3.2 punktas) ir 10,0 ml 6-metil-2-heptilamino (3.4 punktas). Ortofosforo rigstimi (3.3 punktas) nustatoma
tirpalo pH 4,0, skiedZiama vandeniu (3.11 punktas) iki 1 000 ml.

3.8. Pariigstintas metanolis
[ 1000 ml matavimo kolbg jpilama 5,0 ml vandenilio chlorido ragsties (3.6 punktas), skiedZiama metanoliu
(3.5 punktas) iki Zymos ir sumaiSoma. Sis tirpalas turi biiti ruogiamas pries pat naudojima.

3.9. HPLC judancioji fazé, fosfatinio buferinio tirpalo ir metanolio misinys 5 + 95 (V + V)

5 ml fosfatinio buferinio tirpalo (3.7 punktas) sumaiSoma su 95 ml metanolio (3.5 punktas).

3.10.  Garantuoto grynumo natrio lazalocido standartiné medziaga, C;,Hs;05Na (polieterio monokarboksirfigsties
natrio druska, gauta i§ Streptomyces lasaliensis), E763

3.10.1. Natrio lazalocido pradinis standartinis tirpalas, 500 pg/ml

[ 100 ml matavimo kolbg 0,1 mg tikslumu pasveriama 50 mg natrio lazalocido (3.10 punktas), istirpinama
parfigitintame metanolyje (3.8 punktas), iki Zymos skiedZiama tuo paciu tirpikliu ir sumaiSoma. Sis tirpalas turi
biiti ruo$iamas prie§ pat naudojima.
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3.10.2. Natrio lazalocido tarpinis standartinis tirpalas, 50 pg/ml
] 100 ml matavimo kolbg pipete paimama 10 ml natrio lazalocido pradinio standartinio tirpalo (3.10.1 punktas),
iki Zymos skiedZiama pariigstintu metanoliu (3.8 punktas) ir sumai§oma. Sis tirpalas turi biiti ruosiamas pries pat
naudojima.

3.10.3. Kalibravimo tirpalai
[ keletg 50 ml matavimo kolby jpilama 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 ir 10,0 ml tarpinio standartinio tirpalo (3.10.2 punktas).

Skiedziama iki Zymés parfigdtintu metanoliu (3.8 punktas) ir sumaiSoma. Natrio lazalocido koncentracija Siuose
tirpaluose yra atitinkamai 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 ir 10,0 pg/ml. Sie tirpalai turi biiti ruo$iami pries pat naudojima.

3.11.  Vanduo, HPLC grynumo.

4. Aparatiira

4.1. Ultragarso vonia (arba purtoma vandens vonia) su temperatiiros reguliavimu.

4.2. Membraninis filtras, 0,45 pm.

4.3. HPLC jranga su jpurskimo sistema, kuria biity galima jpurksti 20 pl ttrj.

4.3.1.  Atvirkstiniy faziy skys¢iy chromatografijos kolonélé, 125 mm x 4 mm, C,4, 5 pm jkrova, arba lygiaverté kolonélé.
4.3.2.  Reguliuojamo suzadinimo ir emisijos bangy ilgio fluorescencinis detektorius.

5. Procediira

5.1. Bendrosios nuostatos

5.1.1.  PaSaro tu$ciasis éminys

Norint nustatyti iSgavos dydj (5.1.2 punktas), analizuojamas pasaro tusciasis éminys, siekiant patikrinti, ar jame
néra natrio lazalocido ir trukdanc¢iy cheminiy medziagy. Taikant §j metoda paSaro tusCiasis éminys atitinka
éminio tipg ir atlieckant analiz¢ jame neaptinkama natrio lazalocido arba trukdanciy medziagy.

5.1.2. I3gavos dydzio nustatymo bandymas

Analizuojant pasaro tu$¢igjj éminj, i ji pridedant natrio lazalocido, kurio kiekis biity panasus i kiekj éminyje,
nustatomas i§gavos dydis. Norint gauti 100 mg/kg koncentracijg, | 250 ml kiiging kolba jpilama 10,0 ml
pradinio standartinio tirpalo (3.10.1 punktas) ir tirpalas iSgarinamas iki mazdaug 0,5 ml. Idedama 50 g pasaro
tusciojo éminio, gerai sumaiSoma ir palieckama 10 min. Prie§ ekstrahavimg (5.2 punktas) dar keleta karty
mai§oma.

Jei néra paSaro tuiCiojo éminio, kuris blity panasus j éminio paSarg (Zr. 5.1.1 punkta), i$gavos dydj galima
nustatyti, taikant etalono pridéjimo metoda. Siuo atveju i analizuojamg éminj pridedamas natrio lazalocido
kiekis, mazdaug atitinkantis natrio lazalocido kiekj éminyje. Sis éminys analizuojamas kartu su éminiu be pridéto
natrio lazalocido ir isgavos dydis gali biti apskaiciuotas i§ skirtumo.

5.2. Ekstrahavimas

5.2.1. Pasarai

] uzkemsama 250 ml kagine kolbg 0,01 g tikslumu pasveriama 5-10 g éminio. Ipilama 100 ml parfgstinto
metanolio (3.8 punktas). Kolba uzkemsama ir sukama, kad éminys galéty susimaisyti. Kolba 20 min. dedama
ultragarso vonig (4.1 punktas), kurioje yra mazdaug 40 °C temperatiira, tada iSimama ir atvésinama iki kambario
temperattiros. Kolba palickama mazdaug 1 val., kad nusésty suspenduotos medziagos. Alikvotiné ekstrakto dalis
filtruojama j tinkamg inda per 0,45 pm membraninj filtra (4.2 punktas). Toliau analizuojama HPLC metodu
(5.3 punktas).
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52.2. Premiksai

] 250 ml matavimo kolba 0,001 g tikslumu pasveriama apie 2 g nesmulkinto premikso. [pilama 100 ml
pariigstinto metanolio (3.8 punktas). Kolba sukama, kad éminys galéty susimaisyti. Kolba 20 min. dedama |
ultragarso vonig (4.1 punktas), kurioje yra mazdaug 40 °C temperatiira, tada i§imama ir atvésinama iki kambario
temperattiros. Iki Zymos skiedziama parfigstintu metanoliu (3.8 punktas) ir gerai sumaiSoma. Kolba palickama
mazdaug 1 val.,, kad nusésty suspenduotos medziagos, tada alikvotiné ekstrakto dalis filtruojama per 0,45 pum
membraninj filtrg (4.2 punktas). Tinkamas skaidraus filtrato tdris skiedZiamas partigstintu metanoliu
(3.8 punktas), kad natrio lazalocido koncentracija galutiniame bandymo tirpale biity apie 4 pg/ml. Toliau
analizuojama HPLC metodu (5.3 punktas).

5.3. HPLC nustatymas

5.3.1. Parametrai

Rekomenduojamos toliau nurodytos salygos; galima taikyti kitas salygas, jei gaunami lygiaverdiai rezultatai.

Skysciy chromatografijos kolonélé 125 mm x 4 mm, atvirkstiniy faziy, C;5, 5 pm jkrova, arba lygiaverte

(4.3.1 punktas): kolonélé

udancioji fazé (3.9 punktas): fosfatinio buferinio tirpalo (3.7punktas) ir metanolio (3.5 punktas) misinys,
5+95(V+V)

Srautas: 1,2 ml/min

Detektoriaus bangy ilgiai: suzadinimas: 310 nm

emisija: 419 nm
Ipurskiamas tiiris: 20l

Tikrinamas chromatografijos sistemos stabilumas, kelis kartus jpurskiant 4,0 pg/ml koncentracijos kalibravimo
tirpalo (3.10.3 punktas) tol, kol nustoja keistis smailés auki¢io (arba ploto) ir sulaikymo trukmés vertés.

5.3.2.  Kalibravimo kreivé
Kiekvienas kalibravimo tirpalas (3.10.3 punktas) jpurskiamas kelis kartus ir matuojami kiekvienos koncentracijos
smailiy auks¢iai (arba plotai). BréZiama kalibravimo kreivé, kurios ordinaciy asyje — kalibravimo tirpaly smailiy
auksciy (arba ploty) vidurkiai, o abscisiy asyje — atitinkama koncentracija pg/ml.

5.3.3. Eminio tirpalas
Kelis kartus jpurskiama éminio ekstrakto tirpalo, gauto pagal 5.2.1 arba 5.2.2 punkts, kurio tiris atitinka
kalibravimo tirpaly tirj, ir nustatomas natrio lazalocido smailiy vidutiniai smailés auks¢iai (plotai).

6. Rezultaty apskaiciavimas

Natrio lazalocido koncentracija (ug/ml) nustatoma pagal jpurksto éminio tirpalo (5.3.3 punktas) smailiy vidutinj
aukstj (plotg) ir kalibravimo kreive.

6.1. Pasarai

Natrio lazalocido kiekis w (mg/kg) éminyje nustatomas pagal $ig formule:

XV
w ="~ [mg/kg]
kurioje:
c= natrio lazalocido koncentracija éminio tirpale (5.2.1 punktas) pg/ml;
V,= éminio ekstrakto pagal 5.2.1 taris ml (t. y. 100);
m = tiriamosios dalies svoris g.
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6.2.

7.1.

7.2.

7.3.

Premiksai

Natrio lazalocido kiekis w (mg/kg) éminyje nustatomas pagal $ig formule:

we=o"Va xf [mg/kg]

m
kurioje:

c= natrio lazalocido koncentracija éminio tirpale (5.2.2 punktas) pg/ml;
V,= éminio ekstrakto pagal 5.2.2 punktg taris ml (t. y. 250);

f= praskiedimo faktorius pagal 5.2.2 punkta;

m = tiriamosios dalies svoris g.

Rezultaty patvirtinimas

Tapatumas

Spektrofluorimetrija pagristi metodai maziau jautriis trukdZiams palyginti su metodais, kuriuose naudojamas
ultravioletinis detektorius. Analités tapatumas gali biiti patvirtintas kochromatografijos metodu.

Kochromatografija

Eminio ekstrakto (5.2.1 arba 5.2.2 punktas) koncentracija padidinama, jpilant reikiama kalibravimo tirpalo
(3.10.3 punktas) tarj. Pridéto natrio lazalocido kiekis turi atitikti éminio ekstrakte nustatyta natrio lazalocido
kiekj. Padidinamas tik natrio lazalocido smailiy aukstis, atsizvelgiant j pridéta natrio lazalocido kiekj ir ekstrakto

praskiedimg. Smailés plotis jos pusaukstyje turi atitikti éminio be pridéto natrio lazalocido ekstrakto smailiy
plotj £ 10 % tikslumu.

Pakartojamumas

Dviejy lygiagreciy to paties éminio nustatymy rezultaty skirtumas neturi bati didesnis nei:
— 15 % didesnés vertés, jei natrio lazalocido kiekis 30-100 mg/kg;

— 15 mg/kg, jei natrio lazalocido kiekis 100-200 mg/kg;

— 7,5 % didesnés vertés, jei natrio lazalocido kiekis didesnis nei 200 mg/kg.

I8gavos dydis

Isgavos dydis, gautas (tu$¢iajam éminiui) su analités priedu, yra ne mazesnis kaip 80 %. Isgavos dydis, gautas
premiksams su analités priedu, yra ne maZzesnis nei 90 %.

Jungtinio lyginamojo tyrimo rezultatai

Buvo atliktas jungtinis lyginamasis tyrimas (*), per kurj dvylika laboratorijy analizavo dviejy rasiy premiksus

(1 ir 2 éminiai) ir penkiy r$iy pasarg (3—7 éminiai). Kiekvienas éminys buvo analizuojamas du kartus. Rezultatai
pateikiami $ioje lenteléje:

3 émi . 6 éminys 7 éminys
1 éminys 2 éminys eminys 4 eminys 5 éminys
Y Yy Y
. L Lesalas Lesalas
. . Granuliuo- | Trupininis oo oo
Premiksas Premiksas Lesalas naminiams | naminiams
o tas lesalas lesalas » s
vi§¢iukams | kalakutams - kalakutams pauks- pauksciams
kalakutams | vis¢iukams x
Ciams A B
L 12 12 12 12 12 12 12
n 23 23 23 23 23 23 23
Vidurkis [mg/kg] 5050 16 200 76,5 78,4 92,9 48,3 32,6
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s, [mg/kg] 107 408 1,71 2,23 2,27 1,93 1,75
CV, [%] 2,12 2,52 2,24 2,84 2,44 4,00 5,37
sk [mg/kg] 286 883 3,85 7,32 5,29 3,47 3,49
CVy [%] 5,66 5,45 5,03 9,34 5,69 7,18 10,70
Xf‘eﬁis“[ifng kg | 0007 | 16000(%) | 80() | 105(%) | 120(%) | 50() 35 ()
L laboratorijy skaicius

n atskiry rezultaty skaicius

S pakartojamumo standartinis nuokrypis

Sk atkuriamumo standartinis nuokrypis

CV, pakartojamumo variacijos koeficientas %

CVg atkuriamumo variacijos koeficientas %

*) Analyst, 1995 m., 120, p. 2175-2180.

(** Gamintojo nurodytas kiekis.

() Laboratorijoje paruostas paaras.

H. AMPROLIUMO VANDENILIO CHLORIDO KIEKIO NUSTATYMAS

1-[(4-amino-2-propil-5-pirimidinil)metil]-2-metilpiridinio chlorido monohidrochloridas

1. Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu galima nustatyti amproliumo koncentracija pasaruose. Aptikimo riba — 1 mg/kg, kiekybinio
nustatymo riba — 5 mg/kg.

2. Metodas

Eminys ekstrahuojamas metanolio ir vandens miginiu. Ekstraktas skiedZiamas judanciaja faze, filtruojamas per
membraninj filtrg ir amproliumo kiekis nustatomas katijony mainy efektyviosios skysciy chromatografijos
(HPLC) metodu, naudojant ultravioletinj detektoriy.

3. Reagentai

3.1. Metanolis.

3.2. Acetonitrilas, HPLC grynumo.
3.3. Vanduo, HPLC grynumo.

3.4. Natrio dihidrofosfato tirpalas, ¢ = 0,1 mol/l
Vandenyje (3.3 punktas) istirpinama 13,80 g natrio dihidrofosfato monohidrato, 1 000 ml matavimo kolboje
skiedziama vandeniu iki Zymés (3.3 punktas) ir sumaiSoma.

3.5. Natrio perchlorato tirpalas, ¢ = 1,6 mol/l
Vandenyje (3.3 punktas) itirpinama 224,74 g natrio perchlorato monohidrato, 1 000 ml matavimo kolboje
skiedziama vandeniu iki Zymés (3.3 punktas) ir sumaiSoma.

3.6. HPLC judancioji fazé (zr. 9.1 punkto pastaba).

Acetonitrilo (3.2 punktas), natrio dihidrofosfato tirpalo (3.4 punktas) ir natrio perchlorato tirpalo (3.5 punktas)
misinys, 450 + 450 + 100 (V + V + V). Prie§ naudojimg tirpalas filtruojamas per 0,22 pm membraninj filtra
(4.3 punktas) ir bent 15 min. degazuojamas (pvz., ultragarso vonioje (4.4 punktas)).

3.7. Standartiné medZiaga: grynas amproliumas, 1-[(4-amino-2-propil-5-pirimidinil)metil]-2-metilpiridinio chloridas,
E 750 (Zr. 9.2 punktg).
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3.8.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

Amproliumo pradinis standartinis tirpalas, 500 pg/ml.

[ 100 ml matavimo kolbg 0,1 mg tikslumu pasveriama 50 mg amproliumo (3.7 punktas), itirpinama 80 ml
metanolio (3.1 punktas) ir 10 min. kolba dedama j ultragarso vonig (4.4 punktas). Po apdorojimo ultragarsu
tirpalas atvésinamas iki kambario temperatiiros, skiedziamas vandeniu iki Zymés ir sumaiSomas. Esant < 4 °C
temperatiirai, tirpalas stabilus vieng ménesj.

Amproliumo tarpinis standartinis tirpalas, 50 pg/ml

] 50 ml matavimo kolbg pipete paimama 5 ml pradinio standartinio tirpalo (3.7.1 punktas), skiedziama iki Zzymés
ekstrahavimo tirpikliu (3.8 punktas) ir sumaiSoma. Esant < 4 °C temperatirai, tirpalas stabilus vieng ménesi.

Kalibravimo tirpalai

[ 50 ml matavimo kolbas jpilama 0,5, 1,0 ir 2,0 ml tarpinio standartinio tirpalo (3.7.2 punktas). SkiedZiama iki
Zymés judancigja faze (3.6 punktas) ir sumaiSoma. Sie tirpalai atitinka 0,5, 1,0 ir 2,0 pg/ml amproliumo. Sie
tirpalai turi bati ruosiami prie§ pat naudojima.

Ekstrahavimo tirpiklis

Metanolio (3.1 punktas) ir vandens misinys 2 + 1 (V + V).
Aparatiira
HPLC jranga su jpurskimo sistema, kuria baty galima jpurksti 100 pl tarj.

Skys¢iy chromatografijos kolonélé 125 mm x 4 mm, katijonitas Nucleosil 10 SA, 5 arba 10 um jkrova, arba
lygiaverté kolonélé.

Reguliuojamo bangos ilgio ultravioletinis detektorius arba diody matricos detektorius.
Membraninis filtras, medziaga — PTFE, 0,45 pm.

Membraninis filtras (0,22 pm).

Ultragarso vonia.

Mechaniné purtyklé arba magnetiné maisyklé.

Procediira

Bendrosios nuostatos

PaSaro tuSciasis éminys

Norint nustatyti i§gavos dydj (5.1.2 punktas) atliekama pasaro tus¢iojo éminio analizé, siekiant patikrinti, ar néra
amproliumo arba trukdanciyjy medziagy. Pasaro tusCiasis éminys atitinka éminio tipg ir jame neturi bati aptikta
amproliumo arba trukdanciy medziagy.

I$gavos dydzio nustatymo bandymas

Isgavos dydis nustatomas analizuojant pasaro tus¢igjj émini, i jj pridedant amproliumo, kurio kiekis biity panasus
i kiekj éminyje. 100 mg/kg koncentracijai gauti, { 250 ml kiiging kolbg jpilama 10,0 ml pradinio standartinio
tirpalo (3.7.1 punktas) ir tirpalas garinamas iki mazdaug 0,5 ml. [dedama 50 g pasaro tus¢iojo éminio, gerai
sumai§oma ir palieckama 10 min. Prie$ ekstrahavimg (5.2 punktas) dar keletg karty maiSoma.

Jei néra paSaro tui¢iojo éminio, kuris bty panaSus i éminio pasarg (Zr. 5.1.1 punktg), iSgavos dydj galima
nustatyti, taikant etalono pridéjimo metodg. Siuo atveju j analizuojama éminj pridedamas amproliumo kiekis,
mazdaug atitinkantis amproliumo kiekj éminyje. Sis éminys analizuojamas kartu su éminiu be pridéto
amproliumo ir i§gavos dydis gali biiti apskaiciuotas i§ skirtumo.
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5.2. Ekstrahavimas

5.2.1. Premiksai (amproliumo kiekis < 1 %) ir pasarai

Atsizvelgiant j amproliumo kieki, { 500 ml kiigine kolbg 0,01 g tikslumu pasveriama 5-40 g éminio ir jpilama
200 ml ekstrahavimo tirpiklio (3.8 punktas). Kolba jdedama i ultragarso vonig (4.4 punktas) ir laikoma 15 min.
Kolba i§imama i§ ultragarso vonios ir 1 val. purtoma ant purtyklés arba maiSoma magnetine maisykle
(4.5 punktas). Alikvotiné ekstrakto dalis skiedZiama judanciaja faze (3.6 punktas), kad amproliumo koncentracija
baty 0,5-2 pg/ml, ir sumaiSoma (Zr. 9.3 punkto pastaba). 5-10 ml $io praskiesto tirpalo filtruojama per
membraninj filtrg (4.2 punktas). Toliau analizuojama HPLC metodu (5.3 punktas).

5.2.2.  Premiksai (amproliumo kiekis > 1 %)

Atsizvelgiant j amproliumo kieki, | 500 ml kiigine kolba 0,001 g tikslumu pasveriama 1-4 g éminio ir jpilama
200 ml ekstrahavimo tirpiklio (3.8 punktas). Kolba jdedama j ultragarso vonia (4.4 punktas) ir laikoma 15 min.
Kolba i§imama i§ ultragarso vonios ir 1 val. purtoma ant purtyklés arba maiSoma magnetine maisykle
(4.5 punktas). Alikvotiné ekstrakto dalis skiedZiama judanciaja faze (3.6 punktas), kad amproliumo koncentracija
baty 0,5-2 pg/ml, ir sumai§oma. 5-10 ml $io praskiesto tirpalo filtruojama per membraninj filtra (4.2 punktas).
Toliau analizuojama HPLC metodu (5.3 punktas).

5.3. HPLC nustatymas

5.3.1. Parametrai

Rekomenduojamos toliau nurodytos salygos; gali buti taikomos kitos salygos, jei gaunami lygiaverciai rezultatai.

Skysc¢iy chromatografijos kolonélé 125 mm x 4 mm, katijonitas Nucleosil 10 SA, 5 arba 10 pm ijkrova, arba

(4.1.1 punktas): lygiaverté kolonélé

Judantioji fazé (3.6 punktas): acetonitrilo (3.2 punktas), natrio dihidrofosfato tirpalo (3.4 punktas) ir
natrio perchlorato tirpalo (3.5 punktas) misinys, 450 + 450 + 100
(V+V+V)

Srautas: 0,7-1 ml/min

Detektoriaus bangos ilgis: 264 nm

Jpurskiamas tiiris: 100 pl

Tikrinamas chromatografijos sistemos stabilumas, kelis kartus jpurskiant 1,0 pg/ml koncentracijos kalibravimo
tirpalo (3.7.3 punktas) tol, kol nustoja keistis smailés aukscio ir sulaikymo trukmeés vertés.

5.3.2.  Kalibravimo kreiveé
Kiekvienas kalibravimo tirpalas (3.7.3 punktas) jpurskiamas kelis kartus ir matuojami kiekvienos koncentracijos
smailiy auks¢iai (arba plotai). Bréziama kalibravimo kreivé, kurios ordinaciy asyje — kalibravimo tirpaly smailiy
auks¢iy (ploty) vidurkiai, o abscisiy asyje — atitinkama koncentracija pg/ml.

5.3.3. Eminio tirpalas

Kelis kartus jpurSkiamas éminio ekstraktas (5.2 punktas), kurio tiris atitinka kalibravimo tirpalo tdrj, ir
matuojamas amproliumo smailiy vidutinis aukstis (plotas).

6. Rezultaty apskaiciavimas

Eminio tirpalo koncentracija pg/ml nustatoma pagal éminio tirpalo amproliumo smailiy vidutinj aukstj (plota) ir
kalibravimo kreive (5.3.2 punktas).

Amproliumo kiekis w (mg/kg) éminyje apskai¢iuojamas pagal formulg:

W:VXnin[

mg/kg]
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kurioje:
V= ekstrahavimo tirpiklio (3.8 punktas) taris ml pagal 5.2 punkta (t. y. 200 ml);
c= amproliumo koncentracija éminio ekstrakte (5.2 punktas) pug/ml;
f= praskiedimo faktorius pagal 5.2 punkta;
m= tiriamosios dalies svoris g.
7. Rezultaty patvirtinimas
7.1. Tapatumas

Analités tapatumas gali bati patvirtintas taikant kochromatografija arba naudojant diody matricos detektoriy,
kuriuo lyginami éminio ekstrakto (5.2 punktas) ir 2,0 pg/ml koncentracijos kalibravimo tirpalo (3.7.3 punktas)
spektrai.

7.1.1. Kochromatografija

Eminio ekstrakto (5.2 punktas) koncentracija padidinama, jpilant reikiamg kalibravimo tirpalo (3.7.3 punktas)
ttirj. Pridéto amproliumo kiekis turi atitikti éminio ekstrakte nustatyta amproliumo kieki.

Padidinamas tik amproliumo smailés aukstis, jvertinant pridétg kiekj ir ekstrakto praskiedimg. Smailés plotis jos
pusaukstyje = 10 % tikslumu turi atitikti ekstrakto be pridéto amproliumo smailés pradinj plotj.

7.1.2.  Aptikimas naudojant diody matrica

Rezultatai jvertinami pagal Siuos kriterijus:

a) éminio ir etalono spektry didziausios absorbcijos bangos ilgis, uZraSomas kaip chromatogramos smailés
virstnés bangos ilgis, turi bati vienodas paklaidos ribose, kurias lemia aptikimo sistemos skiriamoji geba.
Diody matricos detektoriaus tipiné verté bty + 2 nm;

b) nuo 210 nm iki 320 nm éminio ir etalono spektras, uZrasytas apie chromatogramos smailés virsing, Sioms
spektro dalims turi nesiskirti 10-100 % santykinés absorbcijos intervale. Sis kriterijus vykdomas, kai yra tie
patys maksimumai ir jokiame matavimo taske dviejy spektry skirtumas néra didesnis kaip 15 % etalono
analités absorbcijos vertés;

¢) nuo 210 nm iki 320 nm éminio ekstraktui gautos smailés kylancios, vir§inés ir nusileidziancios daliy spektrai
Sioms spektro dalims turi nesiskirti vienas nuo kito 10-100 % santykinés absorbcijos intervale. Sis kriterijus
vykdomas, kai yra tie patys maksimumai ir visuose stebimuose tagkuose spektry skirtumas yra ne didesnis
kaip 15 % smailés virsiing atitinkancios absorbcijos vertés.

Jei vienas i3 $iy kriterijy nevykdomas, analités buvimas nepatvirtinamas.

7.2. Pakartojamumas
Dviejy lygiagreciy to paties éminio nustatymy rezultaty skirtumas neturi baiti didesnis nei:
— 15 % didesnés vertés, jei amproliumo kiekis 25-500 mg/kg;
— 75 mgfkg, jei amproliumo kiekis 500-1 000 mg/kg;

— 7,5 % didesnés vertés, jei amproliumo kiekis didesnis nei 1 000 mg/kg.

7.3. ISgavos dydis

I§gavos dydis, gautas (tu$¢iajam éminiui) su analités priedu, yra ne mazesnis nei 90 %.

8. Jungtinio lyginamojo tyrimo rezultatai

Buvo atliktas jungtinis lyginamasis tyrimas, per kurj buvo analizuojamas trijy rasiy naminiy pauksciy pasaras
(1-3 éminiai), vienas mineralinis pasaras (4 éminys) ir vienas premiksas (5 éminys). Rezultatai pateikiami $ioje
lenteléje:
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1 éminys
t(LIl)sacslzrs?s 2 éminys 3 éminys 4 éminys 5 éminys
éminys)
L 14 14 14 14 15
n 56 56 56 56 60
vidurkis [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
sz [mg/kg] — 2,95 11,8 266 760
CVi [%] — 6,47 6,27 5,19 3,00
vardinis kiekis [mg/kg] — 50 200 5000 25000
L laboratorijy skai¢ius
n atskiry verciy skaicius
S pakartojamumo standartinis nuokrypis
CV, pakartojamumo variacijos koeficientas
Sk atkuriamumo standartinis nuokrypis
CVy atkuriamumo variacijos koeficientas
9. Pastabos
9.1. Jei éminyje yra tiamino, chromatogramoje prie§ pat amproliumo smaile atsiranda tiamino smailé. Taikant §j

metoda, amproliumas ir tiaminas turi bati atskirti. Jei amproliumas ir tiaminas neatsiskiria Siam metodui
naudojamoje kolonéléje (4.1.1 punktas), iki 50 % acetonitrilo, sudaran¢io judanciajg faze (3.6 punktas),
pakei¢iama metanoliu.

9.2. Pagal DidZiosios Britanijos farmakopéja, amproliumo tirpalo (c = 0,02 mol/l) vandenilio chlorido rtgstyje (c =
0,1 mol/l) spektras turi maksimumus, atitinkan¢ius 246 nm ir 262 nm. Absorbcija turi biiti apie 0,84 esant 246
nm, ir 0,80 esant 262 nm.

9.3. Ekstraktas visuomet turi buti skiedZiamas judancigja faze, nes kitaip amproliumo smailés sulaikymo trukmé gali
stipriai pasikeisti dél joninés jégos pokycio.

I. NARAZINO KIEKIO NUSTATYMAS
Narazino kiekis nustatomas:

— taikant analizés metoda, nustatyta standarte EN 17299 ,Pasarai. Eminiy émimo ir analizés metodai.
Leidziamy kokcidiostaty, kurie yra priedy koncentracijos ir 1 % bei 3 % koncentracijos dél kryZminés
pernasos, ir maZzesnés nei priedy koncentracijos neregistruoty kokcidiostaty bei antibiotiko paieska ir
nustatymas kombinuotuosiuose paSaruose taikant efektyvigja skysiy chromatografija ir dvigubaja
masiy spektrometrija (LC-MS/MS)*, arba —

— taikant analizés metodg, nustatytg standarte EN ISO 14183 ,PaSarai. Monensino, narazino ir
salinomicino kiekio nustatymas. Skys¢iy chromatografijos metodas, taikant pokolonéling derivatizacija“.

J. NIKARBAZINO KIEKIO NUSTATYMAS
Nikarbazino kiekis nustatomas:

— taikant analizés metoda, nustatyta standarte EN 17299 ,Pasarai. Eminiy émimo ir analizés metodai.
Leidziamy kokcidiostaty, kurie yra priedy koncentracijos ir 1 % bei 3 % koncentracijos dél kryZminés
pernasos, ir mazesnés nei priedy koncentracijos neregistruoty kokcidiostaty bei antibiotiko paieska ir
nustatymas kombinuotuosiuose pasaruose taikant efektyviaja skys¢iy chromatografija ir dvigubaja
masiy spektrometrija (LC-MS/MS)“, arba
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— taikant analizés metodg, nustatyta standarte EN 15782 ,PaSarai. Nikarbazino nustatymas. Efektyviosios
skys¢iy chromatografijos metodas®.

K. DEKOKVINATO KIEKIO NUSTATYMAS

Dekokvinato kiekis nustatomas:

— taikant analizés metoda, nustatyta standarte EN 17299 ,Paarai. Eminiy émimo ir analizés metodai.
Leidziamy kokcidiostaty, kurie yra priedy koncentracijos ir 1 % bei 3 % koncentracijos dél kryZminés
pernasos, ir maZesnés nei priedy koncentracijos neregistruoty kokcidiostaty bei antibiotiko paieska ir
nustatymas kombinuotuosiuose paSaruose taikant efektyvigja skysciy chromatografija ir dvigubaja
masiy spektrometrija (LC-MS/MS)*, arba—

— taikant analizés metoda, nustatyta standarte EN 16162 ,Pasarai. Dekokvinato nustatymas efektyviosios
skysciy chromatografijos metodu, taikant fluorescencinj aptikima*.
L. MONENZINO KIEKIO NUSTATYMAS
Monenzino kiekis nustatomas:

— taikant analizés metoda, nustatyta standarte EN 17299 ,Pasarai. Eminiy émimo ir analizés metodai.
Leidziamy kokcidiostaty, kurie yra priedy koncentracijos ir 1 % bei 3 % koncentracijos dél kryZminés
pernasos, ir maZesnés nei priedy koncentracijos neregistruoty kokcidiostaty bei antibiotiko paieska ir
nustatymas kombinuotuosiuose pasaruose taikant efektyvigja skysiy chromatografija ir dvigubaja
masiy spektrometrija (LC-MS/MS)*, arba—

— taikant analizés metodg, nustatyta standarte EN ISO 14183 ,PaSarai. Monenzino, narazino ir
salinomicino kiekio nustatymas. Skys¢iy chromatografijos metodas, taikant pokolonéling derivatizacija“.

M. SALINOMICINO KIEKIO NUSTATYMAS
Salinomicino kiekis nustatomas:

— taikant analizés metods, nustatyta standarte EN 17299 Pagarai. Eminiy émimo ir analizés metodai.
Leidziamy kokcidiostaty, kurie yra priedy koncentracijos ir 1 % bei 3 % koncentracijos dél kryZminés
pernasos, ir mazesnés nei priedy koncentracijos neregistruoty kokcidiostaty bei antibiotiko paieska ir
nustatymas kombinuotuosiuose pasaruose taikant efektyvigja skysCiy chromatografija ir dvigubaja
masiy spektrometrija (LC-MS/MS)*, arba—

— taikant analizés metods, nustatytg standarte EN ISO 14183 ,Pasarai. Monensino, narazino ir
salinomicino kiekio nustatymas. Skys¢iy chromatografijos metodas, taikant pokolonéling derivatizacija“.

N. SEMDURAMICINO KIEKIO NUSTATYMAS
Semduramicino kiekis nustatomas:

— taikant analizés metoda, nustatytg standarte EN 17299 ,Pasarai. Eminiy émimo ir analizés metodai.
Leidziamy kokcidiostaty, kurie yra priedy koncentracijos ir 1 % bei 3 % koncentracijos dél kryzminés
pernasos, ir maZzesnés nei priedy koncentracijos neregistruoty kokcidiostaty bei antibiotiko paieska ir
nustatymas kombinuotuosiuose pasaruose taikant efektyviaja skys¢iy chromatografija ir dvigubaja
masiy spektrometrijg (LC-MS/MS)*, arba —

. taikant analizés metods, nustatyta standarte EN 16158 ,PaSarai. Semduramicino kiekio nustatymas.
Skys¢iy chromatografijos metodas, naudojant analizinj medzio biida*.

O. EN STANDARTAI
Taikant Reglamento (ES) 2017/625 34 straipsnio 2 dalies a punktg, yra svarbiis $ie EN standartai:
EN ISO 30024 ,Pasarai. Fitazés aktyvumo nustatymas®.

EN 17050 ,Pagarai. Eminiy émimo ir analizés metodai. Jodo nustatymas pasaruose taikant induktyviai susietos
plazmos masiy spektrometrijg (ICP-MS)“.

EN 17550 ,Pasarai. Karotenoidy nustatymas kombinuotuosiuose pasaruose ir premiksuose taikant efektyviaja
skys¢iy chromatografija ir ultravioletinj aptikimg (HPLC-UV)*.

EN 15784 ,Pasarai. Eminiy émimo ir analizés metodai. Kaip pasaro priedas naudojamy bacily poriisiy aptikimas
ir skai¢iavimas®.

EN 15785 ,Pasarai. Eminiy émimo ir analizés metodai. Bifidobakterijy poriisiy atskyrimas ir skai¢iavimas®.
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EN 15786 ,Pagarai. Eminiy émimo ir analizés metodai. Kaip pasaro priedas naudojamy pediokoky poriisiy
aptikimas ir skaiCiavimas*.

EN 15787 ,Pagarai. Eminiy émimo ir analizés metodai. Kaip pasaro priedas naudojamy laktobacily poriisiy
aptikimas ir skai¢iavimas*.

EN 15788 ,Pasarai. Eminiy émimo ir analizés metodai. Kaip pasaro priedas naudojamy enterokoky (E. faecium)
poriiSiy aptikimas ir skai¢iavimas®,

EN 15789 ,Pajarai. Eminiy émimo ir analizés metodai. Kaip pasaro priedas naudojamy alaus mieliy
(Saccharomyces cerevisiae) aptikimas ir skai¢iavimas®.

EN 15510 ,Pagarai. Eminiy émimo ir analizés metodai. Kalcio, natrio, fosforo, magnio, kalio, geleZies, cinko,
vario, mangano, kobalto, molibdeno ir §vino nustatymas induktyviai susietos plazmos atominés emisinés
spektroskopijos metodu (ICP-AES)“.

EN 15621 ,Pagarai. Eminiy émimo ir analizés metodai. Kalcio, natrio, fosforo, magnio, kalio, sieros, geleZies,
cinko, vario, mangano ir kobalto nustatymas induktyviai susietos plazmos atominés emisinés spektrometrijos
metodu (ICP-AES), mineralizavus auk3tame slégyje”.

EN 16159 ,Pasarai. Seleno nustatymas atominés absorbcinés spektrometrijos metodu generuojant hidrida
(HGAAYS), atlikus mikrobangine hidrolize (3lapiajam skaidymui naudojant 65 % nitrato rigstj ir 30 % vandenilio
peroksidag)“.

EN 17053 ,Pasarai. Eminiy émimo ir analizés metodai. Mikroelementy, sunkiyjy metaly ir kity elementy
nustatymas paSaruose taikant induktyviai susietos plazmos masiy spektrometrija (ICP-MS) (daugialypis

“ «

metodas)*.
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1. Taikymo sritis ir apibréZtys

V PRIEDAS

»V PRIEDAS

ANALIZES METODAI NEPAGEIDAUJAMOMS MEDZIAGOMS PASARUOSE KONTROLIUOTI

A. DIOKSINY (PCDD/PCDF) IR PCB KONCENTRACIJOS NUSTATYMAS

EMINIY EMIMO METODAI IR ANALIZES REZULTATU AISKINIMAS

I SKYRIUS

Eminiai, skirti polichlorinty dibenzo-p-dioksiny (PCDD), polichlorinty dibenzofurany (PCDF), dioksiny tipo
polichlorinty bifenily (PCB) (!) ir ne dioksiny tipo PCB koncentracijai pasaruose oficialiai kontroliuoti, imami
vadovaujantis I priedo nuostatomis. Pagaruose tolygiai pasiskirsciusiy medziagy arba produkty kontrolei taikomi
kiekybiniai reikalavimai, kaip nustatyta I priedo 5.1 punkte. Laikoma, kad tokiais metodais paimti jungtiniai
éminiai yra reprezentatyvieji partijy arba jy daliy, i§ kuriy jie paimti, éminiai. Ar jie atitinka didZiausig leidZiamaja
koncentracijg, nustatyta Direktyva 2002/32[EB, vertinama pagal laboratoriniuose éminiuose nustatyts
koncentracija.

Sioje dalyje vartojamy terminy apibréZztys nustatytos Komisijos jgyvendinimo reglamento (ES) 2021/808 () 1
priede.

Be ty terminy apibréz¢iy Sioje dalyje vartojamos toliau i§vardytos apibréztys.

(") PCDD, PCDF ir dioksiny tipo PCB TEF (toksiskumo ekvivalento faktoriy) lentele. PSO TEF, skirti Zmonéms keliamai rizikai vertinti,
pagristi Pasaulio sveikatos organizacijos (PSO) tarptautinés cheminés saugos programos (IPCS) specialisty posédzio, surengto 2005 m.
birzelio mén. Zenevoje, i$vadomis (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 m.)).

Giminingas junginys TEF verté Giminingas junginys TEF verté
Dibenzo-p-dioksinai (PCDD) ir Dioksiny tipo PCB
dibenzo-p-furanai (PCDF) Ne orto PCB + mono-orto PCB
2,3,7,8-TCDD 1
1,2,3,7,8-PeCDD 1 Ne orto PCB
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0,1 PCB 77 0,0001
1,2,3,6,7,8-HxCDD 0,1 PCB 81 0,0003
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0,1 PCB 126 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0,01 PCB 169 0,03
OCDD 0,0003 Mono-orto PCB
2,3,7,8-TCDF 0,1 PCB 105 0,00003
1,2,3,7,8-PeCDF 0,03 PCB 114 0,00003
2,3,4,7,8-PeCDF 0,3 PCB 118 0,00003
1,2,3,4,7,8-HxCDF 0,1 PCB 123 0,00003
1,2,3,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 156 0,00003
1,2,3,7,8,9-HxCDF 0,1 PCB 157 0,00003
2,3,4,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 167 0,00003
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01 PCB 189 0,00003
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01
OCDF 0,0003

Vartojamos santrumpos: T — tetra, Pe — penta, Hx — heksa, Hp — hepta, O — okta, CDD - chlordibenzodioksinas, CDF — chlordiben-
zofuranas, CB — chlorbifenilas.

() 2021 m. kovo 22 d. Komisijos jgyvendinimo reglamentas (ES) 2021/808 dél maistiniams gyviinams skiriamy farmakologiskai aktyviy
medziagy liekany analizés metody veiksmingumo bei rezultaty aiskinimo ir dél méginiy émimo metody, kuriuo panaikinami
sprendimai 2002/657[EB ir 98/179/EB (OL L 180, 2021 5 21, p. 84).
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Atrankiniai metodai — metodai, naudojami atrinkti tuos éminius, kuriuose PCDDJF ir dioksiny tipo PCB
koncentracija vir$ija didZiausia leidZiamaja koncentracija arba lygi, kurj pasiekus imamasi priemoniy. Jie leidZia
pasiekti didelj ekonominj efektyvumg ir na§umg ir taip padidinti tikimybe aptikti naujus aktyvius cheminés
medziagos ekspozicijos ir rizikos vartotojy sveikatai Saltinius. Atrankiniai metodai grindZiami bioanalitiniais arba
GC-MS metodais. Siekiant nustatyti atitiktj didZiausiai leidZiamajai koncentracijai tikrinami ribine verte virijantys
éminiy tyrimo rezultatai — atlickama i§sami pakartotiné pirminio éminio analiz¢ taikant patvirtinamajj metoda.

Patvirtinamieji metodai — metodai, suteikiantys visa informacijg arba papildomos informacijos, kuri leidzZia
vienareik§miskai identifikuoti ir kiekybiskai nustatyti PCDDJF ir dioksiny tipo PCB, kuriy kiekis atitinka
didzZiausig leidZziamaja koncentracija arba, kai reikia, lygj, kurj pasickus imamasi priemoniy. Taikant Siuos
metodus naudojama dujy chromatografija ir didelés skyros masiy spektrometrija (GC-HRMS) arba dujy
chromatografija ir dviguboji masiy spektrometrija (GC-MS/MS).

2. Partijos arba jos dalies atitiktis didZiausiai leidZiamajai koncentracijai

2.1. Ne dioksiny tipo PCB

Partija arba jos dalis atitinka didZiausig leidZiamaja koncentracijg, jeigu, atsiZvelgiant i i§plésting matavimo
neapibreéztj, PCB 28, PCB 52, PCB 101, PCB 138, PCB 153 ir PCB 180 (toliau — ne dioksiny tipo PCB) sumos
analizés rezultatai nevirsija didZiausios leidziamosios koncentracijos, nustatytos Direktyva 2002/32[EB (*) Partija
arba jos dalis neatitinka Direktyva 2002/32/EB nustatytos didZiausios leidZziamosios koncentracijos, jeigu dviejy
vir$utiniy ribiniy () analizés rezultaty vidurkis, atlikus kartoting analiz¢ (°), atsiZvelgiant j i§plésting matavimo
neapibrézti, be pagristos abejonés virsija didZiausig leidZziamaja koncentracija, t. y. atitik¢iai jvertinti naudojama
analizuojant gauta koncentracija, atémus i§plésting matavimo neapibréztj.

I$pléstiné matavimo neapibréZtis apskai¢iuojama taikant aprépties faktoriy 2, kuriuo uZztikrinamas mazdaug 95 %
pasikliovimo lygmuo. Partija arba jos dalis neatitinka reikalavimy, jei i$matuoty verciy vidurkis, atémus vidurkio
iSplésting neapibréztj, yra didesnis uz didziausig leidZiamaja koncentracija.

Ankstesnése $io punkto pastraipose nurodytos taisyklés taikomos analizés rezultatui, kuris gaunamas tiriant
oficialiai kontrolei skirta éminj. Jeigu analizé atlickama siekiant gauti antrojo eksperto nuomong arba
informacijos tikslais, tatkomos nacionalinés taisyklés.

2.2. Dél PCDDJF ir dioksiny tipo PCB
Partija arba jos dalis atitinka didZiausig leidZiamaja koncentracijg, jeigu pavienés analizés rezultatas:

— gautas taikant atrankinj metoda, kai klaidingy atitikimo nustatymo rezultaty dalis maZesné nei 5 %, rodo, kad,
koncentracija nevirsija atitinkamos Direktyva 2002/32/EB nustatytos didziausios leidZziamosios PCDD/F
koncentracijos ir PCDDJF ir dioksiny tipo PCB sumos koncentracijos,

— gautas taikant patvirtinamajj metods, nevirsija atitinkamos Direktyva 2002/32/EB nustatytos didZiausios
leidziamosios PCDD/F koncentracijos ir PCDDJF ir dioksiny tipo PCB sumos koncentracijos, atsizvelgiant j
iSplésting matavimo neapibreéZtj.

() Kai taikoma, turéty biiti vadovaujamasi dokumente ,Guidance Document on Measurement Uncertainty for Laboratories
performing PCDDJF 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) nurodytais principais.

() Vartojant sampratg ,virSutiné ribiné koncentracija“, kiekvieno kiekybiskai nenustatyto giminingo junginio indélis turi biti
prilyginamas kiekybinio nustatymo ribai. Vartojant samprata ,apatiné ribiné koncentracija“, kiekvieno kiekybiskai nenustatyto
giminingo junginio indélis turi bati prilyginamas nulinei ribai. Vartojant samprata ,viduriné ribiné koncentracija“, kiekvieno
kiekybiskai nenustatyto giminingo junginio indélis turi bati prilyginamas pusei kiekybinio nustatymo ribos.

() Kartotiné analizé — atskira tiriamyjy anali¢iy analizé naudojant to paties homogenizuoto éminio antrg alikvoting dalj. Paprastai
kartotinei analizei taikomi reikalavimai, nustatyti II priedo C skyriaus 3 punkte. Taciau taikant metodus, naudojant vidinj etalong su
Zymétais C atomais atitinkamoms analitéms, kartotiné analizé bitina tik tuomet, jeigu pirmojo nustatymo rezultatas neatitinka
didziausios leidziamosios koncentracijos. Kartotiné analizé yra bitina tam, kad baty pasalinta éminiy vidinés tarpusavio tarSos arba
atsitiktinio sumai§ymo galimybeé. Jeigu analizé atliekama nustacius atsitikting tar$g ir galima atsekti, kad analizei paimti éminiai yra
susije su tarSa, o nustatyta koncentracija yra daug didesné nei didZiausia leidZiamoji koncentracija, to nereikia patvirtinti atliekant
kartotine analize.
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Atliekant atrankinius tyrimus nustatoma ribiné verté, siekiant priimti sprendima dél éminiy atitikties atitinkamai
nustatytai PCDD/|F arba PCDD/F ir dioksiny tipo PCB sumos didZiausiajai leidZiamajai koncentracijai.

Partija arba jos dalis neatitinka Direktyva 2002/32/EB nustatytos didZiausios leidZziamosios koncentracijos, jeigu,
taikant patvirtinamajj metoda dviejy virSutiniy ribiniy (°) analizés rezultaty vidurkis, atlikus kartoting analiz¢ (),
atsizvelgiant | i§plésting matavimo neapibréZti, be pagristos abejonés virsija didZiausig leidziamajg koncentracija,
t. y. atitikciai jvertinti naudojama analizuojant gauta koncentracija, atémus i§plésting matavimo neapibrézti.

I$pléstiné matavimo neapibréztis apskai¢iuojama taikant aprépties faktoriy 2, kuriuo uZztikrinamas mazdaug 95 %
pasikliovimo lygmuo. Partija arba jos dalis neatitinka reikalavimy, jei i$matuoty verciy vidurkis, atémus vidurkio
iSplésting neapibréztj, yra didesnis uz didziausig leidZiamaja koncentracija.

Siekiant nustatyti PCDDJF ir dioksiny tipo PCB sumg naudojama PCDDJF ir dioksiny tipo PCB atskiry analizés
rezultaty i$pléstosios neapibréZties suma.

Ankstesnése $io punkto pastraipose nurodytos taisyklés taikomos analizés rezultatui, kuris gaunamas tiriant
oficialiai kontrolei skirta éminj. Jeigu analizé atlickama atsiliepimo j ieskinj arba informacijos tikslais, taikomos
nacionalinés taisyklés.

Rezultatai, virsijantys direktyvos 2002/32/EB II priede nustatyta lygj, kurj pasiekus imamasi priemoniy

Lygio, kurj pasiekus imamasi priemoniy, taikymas padeda atrinkti éminius tais atvejais, kai svarbu nustatyti tar3os
Saltinj ir imtis priemoniy sumazinti ar pasalinti tar§a. Taikant atrankinius metodus nustatomos atitinkamos ribinés
ty éminiy atrankos vertés. Jeigu tarSos Saltiniui nustatyti ir tarSai sumaZinti ar paSalinti reikia dideliy pastangy,
tikslinga patvirtinti lygio, kurj pasiekus imamasi priemoniy, virsijimg kartotine analize, taikant patvirtinamajj
metodg ir atsizvelgiant j i§plésting matavimo neapibréztj ().

II SKYRIUS

EMINIJ RUOSIMAS IR REIKALAVIMAI, KELIAMI ANALIZES METODAMS, KURIE TAIKOMI VYKDANT OFICIALIA
DIOKSINY (PCDD/F) IR DIOKSINY TIPO PCB KONCENTRACIJOS PASARUOSE KONTROLE

Taikymo sritis

Siame skyriuje nustatyti reikalavimai taikomi, kai pasarai tiriami vykdant oficialia 2,3,7,8 padétyse
pakeisty PCDDJF ir dioksiny tipo PCB kontrole ir atsizvelgiant | éminiy ruodimo ir analizés reikalavimus,
taikomus kitais reguliavimo tikslais, jskaitant pasary tkio subjekto atlieckamg kontrolg, kuria siekiama uztikrinti
atitiktj Europos Parlamento ir Tarybos reglamento (EB) Nr. 183/2005 (°) nuostatoms.

PCDDJF ir dioksiny tipo PCB koncentracijos paSaruose stebésena gali biiti atliekama taikant dviejy skirtingy tipy
analizés metodus:

Vartojant sampratg ,vir§utiné ribiné koncentracija“, kiekvieno kiekybiskai nenustatyto giminingo junginio indélis i toksiskumo
ekvivalenty (toliau — TEQ) turi bati prilyginamas kiekybinio nustatymo ribai. Vartojant sampratg ,apatiné ribiné koncentracija“,
kiekvieno kiekybiskai nenustatyto giminingo junginio indélis { TEQ turi biti prilyginamas nulinei ribai. Vartojant sampratg ,viduriné
ribiné koncentracija“, kiekvieno kiekybiskai nenustatyto giminingo junginio indélis { TEQ turi bati prilyginamas pusei kiekybinio
nustatymo ribos.

Paprastai kartotinei analizei taikomi reikalavimai, nustatyti II priedo C skyriaus 3 punkte. Ta¢iau taikant patvirtinamuosius metodus,
naudojant vidinj etalong su Zymétais PC atomais atitinkamoms analitéms, kartotiné analizé batina tik tuomet, jeigu pirmojo
nustatymo rezultatas neatitinka didZiausios leidziamosios koncentracijos. Kartotin¢ analizé yra batina tam, kad biity pasalinta éminiy
vidinés tarpusavio tarSos arba atsitiktinio sumai§ymo galimybé. Jeigu analizé atliekama nustacius atsitikting tar$a ir galima atsekti, kad
analizei paimti éminiai yra susij¢ su tarSa, o nustatyta koncentracija yra daug didesné nei didZiausia leidZiamoji koncentracija, to
nereikia patvirtinti atliekant kartoting analize.

Kartotinés analizés, atliekamos vykdant lygio, kurj pasiekus imamasi priemoniy, kontrole, paaiskinimas ir reikalavimai yra identiski
nurodytiesiems 5 i$naoje ir taikomiems didZiausios leidZiamosios koncentracijos kontrolés atveju.

2005 m. sausio 12 d. Europos Parlamento ir Tarybos reglamentas (EB) Nr. 183/2005, nustatantis pasary higienos reikalavimus
(OLL 35,2005 2 8, p. 1).
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a) Atrankiniai metodai

Atrankiniy metody tikslas — atrinkti tuos éminius, kuriuose PCDDJF ir dioksiny tipo PCB koncentracija virsija
didZiausia leidZiamaja koncentracija arba lygj, kurj pasiekus imamasi priemoniy. Atrankiniais metodais
sudaromos sglygos pasiekti didelj ekonominj efektyvuma ir nasumg ir taip padidinti tikimybe aptikti naujus
aktyvius cheminés medziagos ekspozicijos ir rizikos vartotojy sveikatai $altinius. Juos taikant siekiama i$vengti
klaidingy atitikimo nustatymo rezultaty. Jiems galima priskirti bioanalitinius metodus ir GC-MS metodus.

Taikant atrankinius metodus analizés rezultatas palyginamas su ribine verte ir gaunamas teigiamas arba neigiamas
atsakymas dél galimo didZiausios leidZiamosios koncentracijos arba lygio, kurj pasickus imamasi priemoniy,
virsijimo. PCDD/F koncentracija ir PCDDJF ir dioksiny tipo PCB sumos koncentracija éminiuose, kuriuose ji, kaip
jtariama, neatitinka didZiausios leidZziamosios koncentracijos, nustatoma (patvirtinama) taikant patvirtinamajj
metoda.

Be to, atrankiniai metodai gali parodyti, kokia yra PCDDJF ir dioksiny tipo PCB koncentracija éminyje. Taikant
bioanalitinius atrankinius metodus rezultatas iSreiskiamas bioanalitiniais ekvivalentais (BEQ), o taikant fizikinius
cheminius GC-MS metodus — toksiskumo ekvivalentais (TEQ). Skaiciais iSreiksti atrankiniy metody rezultatai yra
tinkami siekiant jrodyti atitikt ar jtariamg neatitiktj arba lygio, kurj pasiekus imamasi priemoniy, virsijimg ir
parodyti koncentracijos ribas, jeigu reikéty toliau taikyti patvirtinamuosius metodus. Jie netinkami tokiems
tikslams kaip, pavyzdziui, foninio lygio koncentracijos ir suvartojimo jvertinimas, koncentracijos pokyc¢io per
tam tikrg laikg stebésena arba lygio, kurj pasiekus imamasi priemoniy, ir didZiausios leidZiamosios koncentracijos
pakartotinis jvertinimas.

b) Patvirtinamieji metodai

Patvirtinamieji metodai leidZia vienareik$miskai identifikuoti ir kiekybiskai nustatyti PCDD/F ir dioksiny tipo PCB
éminyje ir suteikia visg atskiry giminingy junginiy lygmens informacija. Todél tuos metodus galima taikyti
kontroliuojant didZiausig leidZiamaja koncentracijg ir lygi, kurj pasiekus imamasi priemoniy, taip pat siekiant
patvirtinti rezultatus, gautus taikant atrankinius metodus. Be to, jy rezultatai gali biiti naudojami kitiems tikslams,
pavyzdziui, siekiant nustatyti maza foninio lygio koncentracija atliekant pasary stebéseng, stebint poky¢ius per
tam tikrg laikg, vertinant ekspozicijg ir kuriant duomeny baze, kad bity galima i§ naujo jvertinti lygj, kurj
pasiekus imamasi priemoniy, ir didZiausig leidZziamaja koncentracijg. Jie taip pat svarbiis nustatant giminingy
junginiy struktiras, kad biity galima identifikuoti galimus tarSos Saltinius. Taikant $iuos metodus naudojama
GC-HRMS. Siekiant patvirtinti atitiktj arba neatitiktj didZiausiai leidziamajai koncentracijai, taip pat gali bati
naudojama GC-MS/MS.

2. Pagrindiniai faktai

Apskaiciuojant TEQ koncentracijos vertes, atskiry medziagy koncentracijos konkreciame éminyje vertés
dauginamos i§ jy atitinkamo toksiskumo ekvivalento faktoriaus (TEF) (Zr. I skyriaus 1 i$nasg), gautos sandaugos
sudedamos ir gaunama suminé dioksiny tipo junginiy koncentracija, isreiksta TEQ.

Sioje A dalyje priimtina specifiné atskiro giminingo junginio kiekybinio nustatymo riba — maziausioji analités
koncentracija, kuri gali bati statistiskai patikimai i§matuota pagal nustatymo kriterijus, apradytus tarptautiniu
mastu pripaZintuose standartuose, pvz., standarte EN 16215:2012 ,Pasarai. Dioksiny ir dioksiny tipo polichlor-
bifenily (PCB) bei polichlorbifenily indikatoriy nustatymas, taikant dujy chromatografijg ir didelés skyros masiy
spektrometrija (GC-HRMS)“ ir (arba) EPA 1613 ir 1668 metoduose (nauja redakcija).

Atskiro giminingo junginio kiekybinio nustatymo riba gali biiti nustatoma kaip:

a) éminio ekstrakto analités koncentracija, kuriai esant gaunamas prietaiso atsakas dviem skirtingiems
kontroliuojamiems jonams, kai maZesnio intensyvumo neapdoroty duomeny signalo S/T (signalo ir
triuk$mo) santykis yra 3:1; arba

b) jeigu dél techniniy priezasciy negalima gauti patikimy signalo ir triukmo skai¢iavimo rezultaty, Zemiausias
koncentracijos taskas kalibravimo kreivéje, kuriame gaunamas priimtinas (< 30 %) ir pastovus (matuojama
bent analitinés éminiy serijos pradzioje ir pabaigoje) nuokrypis, palyginti su vidutiniu santykiniu atsako
koeficientu, apskaiciuotu visiems taskams kalibravimo kreivéje kiekvienoje éminiy serijoje. Kiekybinio
nustatymo riba (LOQ) apskaiCiuojama remiantis Zemiausiu koncentracijos tasku, atsizvelgiant | vidiniy
etalony i§gavg ir éminio kieki.
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Taikant bioanalitinius atrankinius metodus, gauti rezultatai rodys (*°) ne giminingo junginio, o TEQ lygi, ir bus
isreiksti BEQ, atsizvelgiant i tai, kad ne visi éminio ekstrakto junginiai, prisidedantys prie bandymo atsako
gavimo, gali tenkinti ar atitikti visus TEQ principo reikalavimus.

Atrankiniai ir patvirtinamieji metodai gali bati taikomi tik atliekant tam tikros matricos kontrole, jeigu metodai
yra pakankamai tikslas, kad baty galima patikimai nustatyti lygj, kurj pasiekus imamasi priemoniy, arba
didziausig leidziamajg koncentracijg.

Kokybés uztikrinimo reikalavimai
Kiekvienu éminiy émimo ir éminiy analizés procediiros etapu imamasi priemoniy kryZminei tarai i§vengti.

Eminiai saugomi ir vezami stiklinése, aliumininése, polipropileno arba polietileno talpose, pritaikytose taip, kad
saugojimas neturéty poveikio PCDDJF ir dioksiny tipo PCB koncentracijai éminiuose. I§ éminiy talpykly
pasalinami popieriaus dulkiy pédsakai.

Paaro éminiai saugomi ir vezami taip, kad nebiity sugadinti.

Prireikus kiekvienas laboratorinis éminys smulkiai susmulkinamas ir kruopsciai i$maiSomas, kad
homogenizavimo procesas atitikty visus reikalavimus (pvz., susmulkinamas taip, kad prasisijoty pro 1 mm
sieteli). Jei drégnis yra pernelyg didelis, pries juos smulkinant éminiai i§dZiovinami.

Patikrinama, ar reagentai, stikliniai indai ir jranga negali turéti jtakos TEQ ar BEQ pagristiems rezultatams.
Atliekamas tusciasis tyrimas, atliekant visg analize, tik be éminio.

Taikant bioanalitinius metodus, patikrinama, ar né viename analizei naudojamame stikliniame inde ir tirpikliuose
néra junginiy, galin¢iy sutrukdyti aptikti tikslinius junginius, patenkancius | darbing sritj. Stikliniai indai
praskalaujami naudojant tirpiklius arba kaitinami tokioje temperatiroje, kad nuo pavirSiaus bity
pasalinti PCDDJF, dioksiny tipo junginiy ir trukdanciyjy junginiy pédsakai.

Ekstrahuojant naudojamo éminio kiekis yra pakankamas, kad biity paisoma reikalavimy, susijusiy su pakankamai
siaura darbine sritimi, jskaitant didZiausios leidZiamosios koncentracijos lygj arba lygi, kurj pasiekus imamasi
priemoniy.

Specialios nagrinéjamyjy produkty éminiy ruosimo procediiros turi atitikti tarptautiniu mastu pripaZintas gaires,
t. y. standartg EN ISO 6498.

Laboratorijoms taikomi reikalavimai

Vadovaujantis Reglamento (ES) 2017/625 nuostatomis, laboratorijos turi gauti patvirtintos institucijos,
veikiancios pagal ISO vadova 58, akreditacija, kad bty uztikrinta analizés kokybé. Laboratorijos turi buti
akredituotos pagal standarta EN ISO/IEC 17025. Turéty bati vadovaujamasi dokumente , Technical Guidelines for
the estimation of measurement uncertainty and limits of quantification for PCDD/F and PCB analysis“ nurodytais
principais ().

Laboratorijos atliekamy tyrimy ar bandymy kokybeé turi bati jrodyta nuolat sékmingai dalyvaujant tarplaborato-
riniuose lyginamuosiuose PCDDJF ir dioksiny tipo PCB atitinkamose paSary matricose ir koncentracijos lygio
nustatymo tyrimuose.

Bioanalitiniai metodai netaikomi j TEF sistemg jtrauktiems giminingiems junginiams. Eminio ekstrakte gali biiti kity struktiiriskai
giminingy aktyvuoto aromatiniy angliavandeniliy (Ah) receptoriaus junginiy, prisidedanciy prie bendro atsako. Todél bioanalitiniai
rezultatai negali biiti laikomi jverciais, o grei¢iau éminio TEQ lygio indikacija.

,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. Iprastinés éminiy kontrolés tikslais atrankinius metodus taikancios laboratorijos glaudziai bendradarbiauja su
patvirtinamuosius metodus taikanciomis laboratorijomis, sickdamos uztikrinti kokybés kontrole ir patvirtinti
jtartiny éminiy analitinj rezultata.

5. Pagrindiniai reikalavimai, keliami dioksiny (PCDD/F) ir dioksiny tipo PCB analizei

5.1. Darbinés srities siaurumas ir kiekybinio nustatymo riba

Dél ypatingo kai kuriy $iy junginiy toksiSkumo turi bati jmanoma aptikti didesnés kaip vieno femtogramo
(10 - Pg) eilés PCDDJF kiekj. Daugumos giminingy PCB junginiy kiekybinio nustatymo riba gali bati ir vieno
nanogramo (10 - ’g) eilés. Matuojant toksiskesnius dioksiny tipo PCB giminingus junginius (visy pirma
pakeistuosius ne orto giminingus junginius), Zemesnioji darbinés srities dalis turi atitikti Zemesniaja pikogramo
(10 ~12g) eile. Visy kity giminingy PCB junginiy kiekybinio nustatymo riba gali bati ir vieno nanogramo (10 ~°g)
eilés.

5.2. Didelis atrankumas (specifiskumas)

5.2.1.  Reikia skirti PCDD/F ir dioksiny tipo PCB ir daugybe kity kartu ekstrahuojamy ir galin¢iy trukdyti junginiy, kuriy
koncentracija gali bati keliomis eilémis didesné nei tiriamy anali¢iy. Taikant GC-MS metodus, biitina skirti jvairius
giminingus junginius, pvz., toksiskus giminingus junginius (pvz., septyniolika 2,3,7,8 padétyse pakeisty PCDD/F ir
dvylika dioksiny tipo PCB) ir kitus giminingus junginius.

5.2.2.  Bioanalitiniai metodai turi biti tokie, kad juos taikant biity jmanoma aptikti tikslinius junginius kaip PCDDJF ir
(arba) dioksiny tipo PCB sumg. Eminio gryninimo tikslas — pagalinti junginius, dél kuriy gaunami klaidingi
neatitikimo nustatymo rezultatai, arba junginius, dél kuriy gali bati ribojamas atsakas ir taip gaunami klaidingi
atitikimo nustatymo rezultatai.

5.3. Didelis tikslumas (teisingumas ir glaudumas, tikroji bioanalizés iSgava)

5.3.1.  Taikant GC-MS metodus, apskaiCiuojamas pagristas tikrosios koncentracijos éminyje jvertis. Kad baty galima
iSvengti éminio analizés rezultato atmetimo, remiantis labai nepatikimai apskaic¢iuotu TEQ lygiu, biitinas didelis
tikslumas. Tikslumas iSreiskiamas kaip teisingumas (i§matuotos vidutinés analités koncentracijos sertifikuotoje
medziagoje vertés ir analités koncentracijos sertifikuotos vertés skirtumas, iSreikstas $ios vertés procentais) ir kaip
glaudumas (RSDg, variacijos koeficientas, kitaip santykinis standartinis nuokrypis, apskaiCiuotas pagal
atkuriamumo sglygomis gautus rezultatus).

5.3.2.  Taikant bioanalitinius metodus, nustatoma tikroji bioanalizés iSgava. Tikroji bioanalizés iSgava — BEQ lygis,
apskai¢iuotas remiantis TCDD arba PCB 126 kalibravimo kreive, atlikus tu$¢iojo éminio pataisa, padalytas i§ TEQ
lygio, nustatyto patvirtinamuoju metodu. Ja stengiamasi patikslinti tokius veiksnius kaip PCDDJF ir dioksiny tipo
junginiy nuostoliai ekstrahavimo ir gryninimo etapais, kartu ekstrahuojami junginiai, padidinantys arba
sumazinantys atsaka (agonistinis ir antagonistinis poveikis), kreivés atitikimo savybé arba TEF ir santykinio
stiprumo (toliau — REP) verciy skirtumai. Tikroji bioanalizés igava apskaiCiuojama naudojant tinkamus
kontrolinius éminius su panasios struktiiros giminingais junginiais, tiriamais dominancios koncentracijos
lygmeniu.

5.4. Patvirtinimas didZiausios leidZiamosios koncentracijos lygmeniu ir bendrosios kokybés kontrolés priemonés

5.4.1.  Atlikdamos patvirtinimg ir jprasting analize, laboratorijos jrodo metodo veiksminguma didZiausios leidZiamosios
koncentracijos lygmeniui tirti, pavyzdziui, didZiausios leidZziamosios koncentracijos lygmenj padauginus i§ 0,5,
1 ir 2, taikant priimting kartotinés analizés variacijos koeficientg.

5.4.2.  Turi biti taikomos vidaus kokybés kontrolés priemonés — nuolat atliekama tus¢iyjy éminiy kontrol¢, Zyméty
éminiy jdéjimo bandymai arba kontroliniy éminiy (jei jmanoma, geriau naudoti sertifikuotg pamating medziaga)
analizé. Siekiant uZtikrinti, kad analizé atitikty veiksmingumo reikalavimus, turi bati registruojamos ir
tikrinamos tu$¢iyjy éminiy kontrolés, Zyméty éminiy jdéjimo bandymy arba kontroliniy éminiy analizés kokybeés
kontrolés diagramos.
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5.5.

5.6.

5.7.

Kiekybinio nustatymo riba

Taikant bioanalitinj atrankinj metoda, nereikalaujama bitinai apibrézti kiekybinio nustatymo ribg, taciau turi baiti
jrodyta, kad taikant §j metoda jmanoma atskirti, kuri verté yra tuscioji, o kuri — ribiné. Turi biti nustatytas
registruojamasis lygis, kad biity galima pranesti apie éminius, kuriy atveju atsakas nevirsija nustatyto BEQ lygio.
Kai atsakas nesiekia darbinés srities, registruojamasis lygis turi skirtis nuo tus¢iyjy éminiy bent tris kartus. Todél
jis apskai¢iuojamas pagal éminius, kuriuose yra tiksliniy junginiy, kuriy lygis mazdaug atitinka maziausia
reikalaujama lygj, o ne pagal ST santykij arba tus¢iojo bandymo verte.

Taikant patvirtinamagji metoda, kiekybinio nustatymo riba turi bati mazdaug viena penktoji didziausios
leidziamosios koncentracijos.

Analizés kriterijai

Siekiant gauti patikimus rezultatus, kai taikomi patvirtinamieji ar atrankiniai metodai, TEQ arba BEQ verté
didziausios leidziamosios koncentracijos lygiu turi atitikti toliau nurodytus kriterijus, nesvarbu, ar ji
apskai¢iuojama kaip suminé PCDDJF ir dioksiny tipo PCB TEQ arba BEQ verté (kaip PCDDJF ir dioksiny tipo
PCB suma), ar kaip atskiros jy vertés.

Atranka, taikant bioanalitinius arba Patvirti - .
1. s . .. atv1rtmamle]1 metodal
fizikinius ir cheminius metodus
Klaidingy atitikimo nustatymo rezultaty <5%
dalis (*)
Teisingumas -20%-+20%
Pakartojamumas (RSD,) <20%
Tarpinis glaudumas (RSDg) <25% <15%

(*) Nustatant didZiausig leidZziamaja koncentracija.

Atrankiniams metodams taikomi specialieji reikalavimai

Atrankos tikslais galima taikyti ir GC-MS, ir bioanalitinius metodus. Taikant GC-MS metodus, turi biti paisoma
6 punkto reikalavimy. Bioanalitiniams lgsteliy metodams taikomi 7 punkte nustatyti specialieji reikalavimai.

Iprastinés éminiy kontrolés tikslais atrankinius metodus taikancios laboratorijos glaudziai bendradarbiauja su
patvirtinamuosius metodus taikan¢iomis laboratorijomis.

Atliekant jprasting analiz¢, bfitina patikrinti atrankinio metodo veiksminguma; tai daroma taikant analizés
kokybés kontrole ir nuolat tikrinant metodo tinkamuma. Vykdoma testiné reikalavimus atitinkanciy rezultaty
kontrolés programa.

Galimo lasteliy atsako slopinimo ir citoksiskumo tikrinimas

20 % éminio ekstrakty matuojama atliekant jprasting atranka pridéjus didziausios leidZziamosios koncentracijos
arba lygio, kurj pasiekus imamasi priemoniy, 2,3,7,8 eilés TCDD arba jy nepridéjus, siekiant patikrinti, ar atsakg
gali slopinti éminio ekstrakte esancios jam galinCios trukdyti medzZiagos. ISmatuota jdétosios analités
koncentracija Zymétame éminyje palyginama su nezyméto ekstrakto koncentracijos ir tirpalo, kuriuo Zymimas
éminys, koncentracijos suma. Jeigu §i iSmatuota koncentracija yra daugiau kaip 25 % maZzesné nei apskaic¢iuota
(suminé) koncentracija, tai reiskia galimg signalo slopinima ir kad turi bati atlikta atitinkamo éminio
patvirtinamoji analizé, taikant GC-HRMS. Rezultatai registruojami ir stebimi naudojant kokybés kontrolés
diagramas.

Reikalavimus atitinkanc¢iy éminiy kokybés kontrolé

Priklausomai nuo éminiy matricos ir laboratorijos patirties, taikant GC[HRMS, patikrinama mazdaug 2-10 %
reikalavimus atitinkanciy éminiy.
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5.7.6.  Klaidingy atitikimo nustatymo rezultaty dalies nustatymas pagal kokybés kontrolés duomenis

Atlikus éminiy atrankinj tyrima, nustatoma didZiausia leidZiamaja koncentracijg arba lygj, kurj pasiekus imamasi
priemoniy, virSijanti arba jy nevirsijanti klaidingy atitikimo nustatymo rezultaty dalis. Faktiné klaidingy atitikimo
nustatymo rezultaty dalis turi bliti maZesné kaip 5 %. Kai po reikalavimus atitinkan¢iy éminiy kokybés kontrolés
gaunama mazZiausiai 20 patvirtinty kiekvienos matricos (matricos grupés) rezultaty, iSvados dél klaidingy
atitikimo nustatymo rezultaty dalies daromos i§ siy duomeny. Ziedinés reakcijos tyrimo arba atsitiktinés tarsos
metu tirty éminiy, kuriy koncentracija yra, pvz., iki dviejy karty didesné nei didZiausia leidZiamoji koncentracija,
rezultatai taip pat gali bati jtraukti tarp ty maZiausiai 20 rezultaty, kuriais remiantis vertinama klaidingy
atitikimo nustatymo rezultaty dalis. Eminiai imami taip, kad biity atsizvelgta | daZniausiai pasitaikancias
giminingy junginiy struktiras ir Saltiniy jvairove.

Nors atliekant atrankinius tyrimus reikéty siekti nustatyti éminius, vir$ijancius lygi, kuri pasiekus imamasi
priemoniy, klaidingy atitikimo nustatymo rezultaty dalies nustatymo kriterijumi laikoma didZiausia leidZiamoji
koncentracija, atsizvelgiant j patvirtinamojo metodo i$plésting matavimo neapibréztj.

5.7.7.  Po atrankinio tyrimo éminiai, kurie gali neatitikti reikalavimy, turi bati visuomet tikrinami atlickant i$samia
pakartoting pirminio éminio analize patvirtinamuoju analizés metodu. Siuos éminius galima naudoti ir tada, kai
vertinama klaidingy neatitikimo nustatymo rezultaty dalis. Taikant atrankinius metodus, klaidingy neatitikimo
nustatymo rezultaty dalis — tie rezultatai, kuriy atitiktis reikalavimams patvirtinama patvirtinamosios analizés
bidu, nors ankstesnés atrankos metu ir nustatyta, kad éminys gali neatitikti reikalavimy. Atrankinio metodo
naudingumo vertinimas grindZiamas reikalavimy neatitinkanciy klaidingy éminiy ir bendro patikrinty éminiy
skaiciaus palyginimu. Minéta dalis turi biti pakankamai maza, kad atrankinis metodas pasiteisinty.

5.7.8.  Atliekant patvirtinima, kai taikomi bioanalitiniai metodai, turi biiti jmanoma gauti pagrista TEQ lygi, apskai¢iuota
ir i$reikstg BEQ.

Taip pat ir tuo atveju, kai bioanalitiniai metodai taikomi pakartojamumo salygomis, RSD, vienoje laboratorijoje
paprastai bus maZesnis nei atkuriamumo sglygomis (RSDg).

6. GC-MS metodams taikomi specialieji reikalavimai, kuriy biitina laikytis atliekant atranka arba
patvirtinimo tikslais

6.1. Priimtinas PSO-TEQ rezultaty virSutinés ir apatinés ribinés koncentracijos skirtumas

Siekiant patvirtinti, kad vir§yta didziausia leidZiamoji koncentracija arba prireikus lygis, kurj pasiekus imamasi
priemoniy, vir§utinés ir apatinés ribinés koncentracijos skirtumas turi nevirsyti 20 %.

6.2. ISgavos kontrolé

6.2.1.  Siekiant patikrinti analizés pagristuma, prie§ pat taikant analizés metods, pvz., prie§ ekstrahavimg, pridedama
2,3,7,8 pozicijose chlorinty PCDD/F vidiniy etalony su Zymétais *C atomais ir dioksiny tipo PCB vidiniy etalony
su Zymétais ’C atomais. Pridedama bent po vieng giminingg junginj, skirtg kiekvienai homologinei eilei nuo
tetrachlorinty iki oktachlorinty PCDDJF ir bent po vieng giminingg jungini, skirta kiekvienai dioksiny tipo PCB
homologinei eilei (arba bent po vieng gimininga junginj, skirta kiekvieno jono, atrinkto taikant masiy
spektrometrijg, registravimo funkcijai atlikti, kad bhity galima stebéti PCDD/F ir dioksiny tipo PCB). Taikant
patvirtinamuosius metodus, naudojami visi 17 2,3,7,8 padétyse pakeisty PCDD/F vidiniy etalony su Zymétais *C
atomais ir visi 12 dioksiny tipo PCB vidiniy etalony su Zymétais '*C atomais.

6.2.2. Taip pat nustatomi santykiniai atsako koeficientai, taikomi tiems giminingiems junginiams, kuriy atveju i
atitinkamus kalibravimo tirpalus nepridéta jokiy Zyméty ">C analogy.

6.2.3.  Jeigu augaliniuose ir gyviininiuose pasaruose yra maziau kaip 10 % riebaly, vidinius etalonus bitina jdéti pries
ekstrahavima. Jeigu gyvininiuose paSaruose yra daugiau kaip 10 % riebaly, vidiniai etalonai jdedami pries
ekstrahuojant riebalus arba po to. Atliekamas atitinkamas ekstrahavimo efektyvumo patvirtinimas, atsizvelgiant j
tai, kuriuo etapu buvo jdéta vidiniy etalony.

6.2.4.  Prie§ GC-MS analiz¢ jdedamas vienas arba du (pakaitiniai) i§gavos etalonai.
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6.2.5.

6.3.

6.4.

6.5.

Biitina atlikti iSgavos kontrole. Taikant patvirtinamuosius metodus, atskiry vidiniy etalony iSgavos vertés turi biiti
nuo 60 iki 120 %. MazZesnés ar didesnés atskiry giminingy junginiy i$gavos vertés, ypac kai kuriy heptachlorinty ir
oktachlorinty dibenzo-p-dioksiny ir dibenzofurany, priimtinos su salyga, kad jy indélis { TEQ verte yra ne didesnis
kaip 10 % suminés TEQ vertés (remiantis PCDD/F ir dioksiny tipo PCB suma). Taikant GC-MS atrankinius
metodus, iSgavos vertés turi bati nuo 30 iki 140 %.

Trukdanciyjy medZiagy pasalinimas

— PCDDJF nuo trukdanéiyjy chlorinty junginiy, tokiy kaip ne dioksiny tipo PCB ir chlorinti difenileteriai,
atskiriami taikant tinkamus chromatografijos metodus (pageidautina naudoti florisilio, aliuminio oksido ir
(arba) anglies kolonélg).

— Izomery atskyrimas, taikant dujy chromatografija, turi bati < 25 % nuo 1,2,3,4,7,8-HxCDF smailés iki
1,2,3,6,7,8-HxCDF smailés.

Kalibravimas standartine kreive

Kalibravimo kreivés intervalas turi atitikti atitinkamg didZiausios leidZiamosios koncentracijos arba lygio, kurj
pasiekus imamasi priemoniy, intervalg.

Specialieji patvirtinamyjy metody kriterijai
— Taikant GC-HRMS
Atliekant HRMS skyra paprastai turi biiti ne maZzesné nei 10 000 visame masés intervale esant 10 % jdubai.

Atitiktis kitiems nustatymo ir patvirtinimo kriterijams, apraSytiems tarptautiniu mastu pripazintuose
standartuose, pvz., standarte EN 16215:2012 ,Pasarai. Dioksiny ir dioksiny tipo polichlorbifenily (PCB) bei
polichlorbifenily indikatoriy nustatymas, taikant dujy chromatografija ir didelés skyros masiy spektrometrija
(GC-HRMS)“ ir (arba) EPA 1613 ir 1668 metoduose (nauja redakcija).

— Taikant GC-MS/MS

Turi bati stebimi bent 2 konkretis pradiniai jonai, kiekvienas su vienu konkreéiu atitinkamu tarpiniu antriniu
jonu visose pazenklintose ir nepaZenklintose analitése analizés taikymo srityje.

Didziausia leidziamoji + 15 % dydZio santykinio jony intensyvumo nuokrypa, taikoma pasirinktiems
tarpiniams antriniams jonams, palyginti su apskai¢iuotomis arba i§matuotomis vertémis (etalony kalibravimo
vidurkis) taikant vienodas MS/MS salygas, ypa¢ susidirimo energijg ir susidiirimo dujy slégj, kiekvienam
analités pereinamajam etapui.

Kiekvieno kvadrupolio skyra turi bati lygi ar didesné nei vieneto masés skyra (vieneto masés skyra —
pakankama skyra, kad dvi smailés biity atskirtos per vieng masés vieneta), siekiant kuo labiau sumazinti
galimus trukdZius tirlamose analitése.

Atitiktis kitiems kriterijams, apraSytiems tarptautiniu mastu pripazintuose standartuose, pvz., standarte
EN 16215:2012 ,Pasarai. Dioksiny ir dioksiny tipo polichlorbifenily (PCB) bei polichlorbifenily indikatoriy
nustatymas, taikant dujy chromatografija ir didelés skyros masiy spektrometrija (GC-HRMS)“ ir (arba) EPA
1613 ir 1668 metoduose (nauja redakcija), i§skyrus reikalavimg taikyti GC-HRMS.

Specialieji bioanalitiniy metody reikalavimai

Bioanalitiniai metodai — biologiniy principy taikymu pagristi metodai, pvz., lasteliy, jusliy arba imuniniai tyrimai.
Siame punkte nustatomi bendrieji reikalavimai, taikomi bioanalitiniams metodams.

Taikant atrankinj metoda, i§ esmés pripazjstama, kad éminys atitinka reikalavimus arba kad jo atitiktis kelia
jtarimy. Siuo tikslu apskaiciuotas BEQ lygis palyginamas su ribine verte (zr. 7.3 punktg). Ribinés vertés
nesiekiantys éminiai pripaZistami atitinkanciais reikalavimus, o jg siekianciy arba virsijan¢iy éminiy atitiktis
pripazjstama keliancia jtarimy, todél juos butina istirti taikant patvirtinamgjj metodg. Praktikoje BEQ lygis,
atitinkantis du trecdalius didziausios leidZiamosios koncentracijos, gali biti naudojamas kaip ribiné verté, jeigu
klaidingy atitikimo nustatymo rezultaty dalis yra maZesné nei 5 % ir uZtikrinama priimtina klaidingy neatitikimo
nustatymo rezultaty dalis. PCDD/F ir PCDDJF bei dioksiny tipo PCB sumai nustacius skirtingg didZiausig
leidziamaja koncentracijg ir tikrinant éminiy atitiktj be frakcionavimo, bitina nustatyti atitinkamas ribines
bioanalizés vertes, taikomas PCDD|F. Tikrinant éminius, virSijjancius lygi, kurj pasiekus imamasi priemoniy,
ribine verte gali biiti laikoma atitinkama to lygio, kurj pasiekus imamasi priemoniy, procentiné dalis.
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Jei orientaciné koncentracija iSreik§ta BEQ, pateikiami éminiy, kurie patenka j darbinés srities dalj ir virsija
registruojamajj lygj (Zr. 7.1.1 ir 7.1.6 punktus), rezultatai.

7.1. Bandymo atsako vertinimas

7.1.1. Bendrieji reikalavimai

— Kai koncentracija apskai¢iuojama pagal TCDD kalibravimo kreive, bus pastebimas didelis skirtumas tarp
vir§utingje kreivés dalyje nurodyty koncentracijos ver¢iy (didelis pokycio koeficientas (CV)). Darbiné sritis —
dalis, kurioje tas CV yra mazZesnis nei 15 %. Apatiné darbinés srities dalis (registruojamasis lygis) padidinama
bent tris kartus ir nustatoma vir§ procediriniy tusciyjy éminiy. VirSutiné darbinés srities dalis paprastai
iSreiskiama EC;, verte (70 % didZiausios efektyviosios koncentracijos), taciau ji yra Zemesng, jeigu Sioje srityje
CV yra didesnis kaip 15 %. Darbiné sritis nustatoma atliekant patvirtinimg. Ribinés vertés (zr. 7.3 punktg) turi
neabejotinai bati darbinés srities ribose.

— Lygiagreciai triskart arba bent dukart tiriami standartiniai tirpalai ir éminiy ekstraktai. Atliekant kartotinius
tyrimus, standartinio tirpalo arba kontrolinio ekstrakto tyrimas atlickamas 4-6 plokstelés akutése, o atsakas
arba koncentracija gaunami, kai CV yra maZesnis nei 15 % (jmanoma tik darbinés srities ribose).

7.1.2. Kalibravimas

7.1.2.1. Kalibravimas standartine kreive

— Koncentracija éminiuose jvertinama lyginant bandymo atsakg ir TCDD (arba PCB 126 ar
standartinio PCDD/PCDF ir dioksiny tipo PCB misinio) kalibravimo kreive, siekiant apskaiciuoti BEQ lygi
ekstrakte, o véliau ir éminyje.

— Kalibravimo kreivés turi bati sudarytos i§ 8-12 koncentracijos veréiy (sugrupuoty bent po dvi), kad jy
netrikty apatingje kreivés dalyje (darbingje srityje). Ypac atkreipiamas démesys | tai, kad kreivé atitikty
darbing sritj. Pati R? verté neturi jokios arba beveik jokios reik§més vertinant kreiviy atitikimo savybe
nelinijinés regresijos biidu. Geresnis kreiviy atitikimas pasiekiamas minimaliai sumazinus skirtuma tarp
apskai¢iuoto ir i$matuoto lygiy kreivés darbinéje srityje, pvz., kuo labiau sumazinus kvadratu pakelty lickany
suma.

— Véliau apskai¢iuotoji koncentracija éminio ekstrakte patikslinama atsizvelgiant | BEQ lygj, apskaiciuotg pagal
matricg arba tusCiajj tirpiklio éminj (siekiant atsiZvelgti | naudojamy tirpikliy ir cheminiy medziagy
priemaisas) ir tikraja iSgava (apskaiciuota pagal BEQ lygj tinkamuose kontroliniuose éminiuose su panasios
struktiiros giminingais junginiais, tiriamais didZiausios leidziamosios koncentracijos lygiu arba lygiu, kurj
pasiekus imamasi priemoniy). Norint patikslinti i$gava, tikroji i§gava turi nevirSyti reikiamo intervalo (Zr.
7.1.4 punkty). Tikslinant iSgava naudojami kontroliniai éminiai turi atitikti 7.2 punkte nustatytus
reikalavimus.

7.1.2.2. Kalibravimas naudojant kontrolinius éminius

Kaip alternatyva gali bati naudojama kalibravimo kreivé, parengta bent i§ keturiy kontroliniy éminiy (zr.
7.2.4 punkta): viena tuscioji matrica ir trys kontroliniai éminiai, didZiausios leidZiamosios koncentracijos lygiu
arba lygiu, kurj pasiekus imamasi priemoniy, padauginti i§ 0,5, 1 ir 2, kurios nereikéty tikslinti pagal tusciaja
verte ir i$gava, jei kontroliniy éminiy matricos savybés atitinka nezinomy éminiy matricos savybes. Siuo atveju
du tre¢dalius didziausios leidZiamosios koncentracijos atitinkantis bandymo atsakas (Zr. 7.3 punkts) gali bati
apskaiciuotas tiesiogiai pagal Siuos éminius ir naudojamas kaip ribiné verté. Tikrinant éminius, vir$ijancius lygi,
kurj pasiekus imamasi priemoniy, ribine verte gali biti laikoma to lygio, kurj pasiekus imamasi priemoniy,
procentiné dalis.

7.1.3.  Atskiras PCDDJF ir dioksiny tipo PCB nustatymas

Ekstraktai gali bati dalijami j frakcijas, kuriose yra PCDDJF ir dioksiny tipo PCB, kad bity galima atskirai
nustatyti PCDDJF ir dioksiny tipo PCB TEQ lygius (iSreikstus BEQ). Frakcijos, kuriose yra dioksiny tipo PCB,
rezultatams jvertinti geriausia naudoti standarting PCB 126 kalibravimo kreive.
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7.1.5.

7.2.

7.2.1.

7.2.2.

7.2.3.

7.2.4.

7.3.

Tikrosios bioanalizés i§gavos vertés

Tikroji bioanalizés iSgava apskai¢iuojama analizuojant tinkamus kontrolinius éminius su panasios struktiiros
giminingais junginiais, tiriamais didZiausios leidZiamosios koncentracijos lygiu arba lygiu, kurj pasiekus imamasi
priemoniy, ir kurie, palyginti su TEQ lygiu, yra isreiksti kaip BEQ lygio procentinis dydis. Priklausomai nuo
taikomos analizés tipo ir TEF ('), dél TEF ir REP faktoriy, taikomy dioksiny tipo PCB, skirtumy tikrosios dioksiny
tipo PCB i$gavos vertés, palyginti su PCDDJF, gali biiti maZesnés. Todél, kai PCDD/F ir dioksiny tipo PCB yra
nustatomi atskirai, tikrosios bioanalizés i§gavos vertés turi biti tokios: dioksiny tipo PCB — nuo 20 iki 60 %,
PCDD/F — nuo 50 iki 130 % (intervalai, tatkomi TCDD kalibravimo kreivei). Dioksiny tipo PCB indélis j PCDD/F
ir dioksiny tipo PCB sumg skirtingose matricose ir éminiuose skiriasi, tad tuos intervalus atitinka PCDD/F ir
dioksiny tipo PCB sumos tikrosios bioanalizés i§gavos vertés, kurios turi bati nuo 30 iki 130 %. Jeigu Sajungos
teisés aktuose biity i§ esmés kei¢iamos PCDDJF ir dioksiny tipo PCB TEF vertés, $iuos intervalus taip pat reikéty
perziureéti.

[$gavos verciy kontrolé gryninant

Atliekant patvirtinima patikrinama, ar gryninant nesumazéjo junginiy. Turi bati iSgrynintas (kai n yra bent 3)
Zymétas tusciasis éminys, j kurj jdéta jvairiy giminingy junginiy misinio, ir, taikant patvirtinamaji metoda, turi
bati patikrinta i§gava ir kintamumas. [§gava turi bati nuo 60 iki 120 %, visy pirma ty giminingy junginiy, kuriy
indélis j TEQ lygj jvairiuose misiniuose virija 10 %

Registruojamasis lygis

Kai registruojami BEQ lygiai, registruojamasis lygis nustatomas pagal atitinkamy matricy éminius, kuriuose yra
tipiskos struktiiros giminingy junginiy, o ne pagal etalony kalibravimo kreive, nes apatinéje jos intervalo dalyje
triksta duomeny glaudumo. Atsizvelgiama | ekstrahavimo ir gryninimo poveikj. Registruojamasis lygis
padidinamas bent tris kartus ir nustatomas vir§ procediriniy tus¢iyjy éminiy.

Kontroliniy éminiy naudojimas

Kontroliniai éminiai iSreiskia j didZiausios leidziamosios koncentracijos ar lygio, kurj pasiekus imamasi priemoniy,
intervalg patenkanciy PCDD/F ir dioksiny tipo PCB éminiy matricg, giminingy junginiy struktiirg ir koncentracijos
verdiy intervalus.

[ kiekvieng bandymy eil¢ jtraukiama didZiausios leidZiamosios koncentracijos lygmeniu ar lygiu, kurj pasiekus
imamasi priemoniy, tiriama tuscioji matrica arba, jei nejmanoma, procedirinis tusciasis éminys ir kontrolinis
éminys. Sie éminiai ekstrahuojami ir tiriami tuo pat metu tapaciomis salygomis. Naudojant kontrolinj éminj,
palyginti su tusiuoju éminiu, turi biiti gautas akivaizdZiai aukStesnés vertés atsakas, taip uztikrinant bandymo
tinkamuma. Siuos éminius galima naudoti tuiciosios vertés ir i§gavos tikslinimo tikslais.

I3gavos tikslinimo tikslais atrinkti kontroliniai éminiai turi atitikti tirlamuosius éminius, t. y. koncentracija neturi
biti nepakankamai jvertinta dél giminingy junginiy struktdros.

Gali buti papildomai jtraukta i§ 0,5 ir 2 padauginty didZiausios leidZiamosios koncentracijos ar lygio, kurj
pasiekus imamasi priemoniy, kontroliniy éminiy, siekiant jrodyti, kad tiriamos koncentracijos verciy bandymas
tinka didZiausiai leidZiamajai koncentracijai ar lygiui, kurj pasiekus imamasi priemoniy, kontroliuoti. Sie éminiai
gali biti kartu naudojami apskaiciuojant BEQ lygj tiriamuosiuose éminiuose (Zr. 7.1.2.2 punktg).

Ribiniy verciy nustatymas

Turi bati nustatomas BEQ iSreiksty bioanalizés rezultaty ir TEQ iSreiksty rezultaty, gauty taikant patvirtinamajj
metodg, rysys, pavyzdZiui, atlickant kalibravimo matricomis bandymus, naudojant Zymétus pamatinius éminius,
kuriy didziausia leidZiamoji koncentracija padauginama i§ 0, 0,5, 1 ir 2 ir kiekvienu lygiu atlieckant Sesis
pakartojimus (n = 24). Remiantis $iuo rySiu galima jvertinti pataisos koeficientus (tus¢igja verte ir iSgava), taciau
jie turi bati patikrinti vadovaujantis 7.2.2 punktu.

(") Dabartiniai reikalavimai grindziami TEF sistema, paskelbta leidinyje ,Toxicol Sci“ (M. Van den Berg et al, 93 (2), 223-241 (2006 m.)).
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Ribinés vertés nustatomos priimant sprendimus dél éminiy atitikties didZiausiai leidZziamajai koncentracijai arba
kontroliuojant lygi, kuri pasiekus imamasi priemoniy, jei taikytina, atitinkama didZiausig leidZiamaja
koncentracijg arba lygi, kurj pasiekus imamasi priemoniy, nustatant arba atskirai PCDDJF ir dioksiny tipo PCB,
arba PCDDJF ir dioksiny tipo PCB sumai. Jos atitinka apating bioanalitiniy rezultaty pasiskirstymo dalj
(patikslinus pagal tusciaja verte ir i$gava), atitinkancig patvirtinamojo metodo sprendimo riba, remiantis 95 %
pasikliovimo lygmeniu, kai klaidingy atitikimo nustatymo rezultaty dalis yra maZesné nei 5 % ir RSDy yra
maZesnis nei 25 %. Patvirtinamojo metodo sprendimo riba reiskia didziausig leidziamaja koncentracija,
atsizvelgiant j i$plésting matavimo neapibréztj.

Ribiné verte (iSreiksta BEQ) gali bati apskaic¢iuota remiantis vienu i§ 7.3.1, 7.3.2 ir 7.3.3 punktuose nustatyty bady
(zr. 1 pav.).

7.3.1.  Apatinés 95 % prognozavimo intervalo srities taikymas patvirtinamojo metodo sprendimo ribai

Ribiné vert¢ = BEQ,, —5,, X t,rn o\/1/n+1/m+ (x,—%)°/0,

Cia:

BEQp. BEQ, atitinkantis patvirtinamojo metodo sprendimo ribg, t. y. didZiausig leidZiamaja
koncentracija, atsizvelgiant j i§plésting matavimo neapibréztj;

Syx liekamasis standartinis nuokrypis;

tafem-2 Stjudento faktorius (a = 5 %, f = laisvés laipsniai, vienpusiai);

m bendras kalibravimo tasky skaicius (j indeksas);

n pakartojimy kiekvienu lygiu skaicius;

X; éminio koncentracija (i$reik§ta TEQ) i kalibravimo taske, nustatyta patvirtinamuoju
metodu;

; visy kalibruoty éminiy koncentracijos ver¢iy (iSreiksty TEQ) vidurkis;

Q. = Zm (x, —X)’ kvadratiné suminé verté, i = i kalibravimo tasko indeksas.

« -

7.3.2.  Apskai¢iavimas pagal bioanalitinius éminiy, uZterSty ties patvirtinamojo metodo sprendimo riba, atitinkancia
apatinj galinj duomeny pasiskirstymo atitinkamoje vidutinéje BEQ vertéje taska, daugkartinés analizés (n > 6)
rezultatus (patikslintus pagal tusciaja verte ir i$gava):

ribiné verté = BEQ, — 1,64 x SD,

SDx bioanalizés rezultaty standartinis nuokrypis BEQp, taske, iSmatuotas atkuriamumo vienoje
laboratorijoje salygomis.

7.3.3.  Eminiy, uZterSty esant dviem trecdaliams didZiausios leidZiamosios koncentracijos arba lygio, kurj pasiekus
imamasi priemoniy, daugkartinés analizés (n > 6) bioanalitiniy rezultaty (iSreik§ty BEQ ir patikslinty pagal
tusciaja verte ir iSgava), kaip vidutinés vertés, apskai¢iavimas, atsiZvelgiant | pastaba, kad minéta koncentracija
apytikriai atitiks pagal 7.3.1 arba 7.3.2 punkta nustatyta ribing verte:

ribiniy verciy apskai¢iavimas, remiantis 95 % pasikliovimo lygmeniu, darant prielaida, kad klaidingy atitikimo
nustatymo rezultaty dalis yra maZesné nei 5 %, o RSDy yra maZesnis nei 25 %:

1) remiantis apatine 95 % prognozavimo intervalo sritimi ties patvirtinamojo metodo sprendimo riba;

2) remiantis éminiy, uZtersty ties patvirtinamojo metodo sprendimo riba, atitinkancia apatinj galinj duomeny
pasiskirstymo (1 paveiksle atvaizduota islenkta kreive) atitinkamoje vidutinéje BEQ vertéje taska, daugkartine
analize (n > 6).
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7.3.4.  Ribinéms vertems taikomi apribojimai

Pagal RSDy, gautg atlickant patikrinimg ir naudojant ribotg skai¢iy éminiy, kuriy matricos ir (arba) giminingy
junginiy struktiiros skiriasi, apskai¢iuotos BEQ pagristos ribinés vertés gali bati didesnés nei TEQ pagrista
didziausia leidziamoji koncentracija arba lygis, kurj pasiekus imamasi priemoniy, atsizvelgiant i didesnj
glauduma, skirtingai nei jprastinémis salygomis, kai reikia kontroliuoti neZinomg galimy giminingy junginiy
struktliry spektra. Tokiais atvejais ribinés vertés apskai¢iuojamos pagal RSDy = 25 %, arba pasirenkama dvi
treciosios didZiausios leidZziamosios koncentracijos arba lygio, kurj pasiekus imamasi priemoniy.

7.4. Veiksmingumo parametrai

7.4.1.  Kadangi taikant bioanalitinius metodus negalima naudoti vidiniy etalony, turi biiti atliekami bioanalitiniy metody
pakartojamumo tyrimai, siekiant gauti informacijos apie standartinj nuokrypj per tos pacios eilés tyrimus ir tarp
skirtingy eiliy tyrimy. Pakartojamumas turi biiti maZesnis nei 20 %, atkuriamumas vienoje laboratorijoje —
mazesnis nei 25 %. Tai grindZiama apskaiciuota koncentracija, iSreiksta BEQ ir patikslinta pagal tusciaja verte ir
iSgava.

7.4.2.  Atliekant patvirtinimg, jrodoma, kad bandymo galimybés leidZia atskirti tuscigji éminj nuo ribing verte
atitinkancios koncentracijos ir taip identifikuoti éminius, virSijancius atitinkamga ribing verte (zr. 7.1.2 punkta).

7.4.3.  Turi bati nustatyti tiksliniai junginiai, galimi trukdziai ir didZiausia toleruotina tus¢iojo éminio koncentracija.

7.4.4.  Atsako arba pagal ji, triskart nustacius éminio ekstrakts, apskaiciuotos koncentracijos (jmanoma tik darbinés
srities ribose) standartinio nuokrypio dydis negali vir§yti 15 %.

7.4.5. Atlieckant bioanalitinio metodo veiksmingumo per pastovy laikg vertinima, naudojami nepatikslinti
kontrolinio (-iy) éminio (-iy) rezultatai, i§reiksti BEQ (tusCiasis éminys ir didZiausia leidZiamoji koncentracija arba
lygis, kurj pasiekus imamasi priemoniy).
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7.4.6.  Turi bati registruojamos ir tikrinamos procediiriniy tus¢iyjy éminiy ir kiekvieno tipo kontroliniy éminiy kokybés
kontrolés diagramos, siekiant uztikrinti, kad analitinis efektyvumas atitikty reikalavimus, visy pirma
procediiriniams tustiesiems éminiams nustatyto maziausio reikalaujamo atstumo nuo apatinés darbinés srities
dalies ir kontroliniy éminiy atkuriamumo vienoje laboratorijoje. Procediiriniai tustieji éminiai kontroliuojami
taip, kad bty iSvengta klaidingy atitikimo nustatymo rezultaty, kai atliekamas atémimo veiksmas.

7.4.7.  Turi biti renkami rezultatai, gauti tiriant jtartinus éminius ir 2-10 % reikalavimus atitinkan¢iy éminiy (maziausiai
20 éminiy vienai matricai) taikant patvirtinamuosius metodus; jie naudojami vertinant atrankinio metodo
veiksminguma ir BEQ bei TEQ rysj. Si duomeny bazé gali biiti naudojama atliekant pakartotinj ribiniy verciy,
taikomy jprastiniams éminiams, kai naudojamos patvirtintos matricos, vertinima.

7.4.8.  Metodo veiksmingumas gali biiti jrodytas Ziedinés reakcijos tyrimais. Eminiy Ziedinés reakcijos tyrimy rezultatai,
apimantys, pvz., 2 kartus didesnj koncentracijos verciy intervalg nei didZiausia leidziamoji koncentracija, gali bati
jtraukti i klaidingy atitikimo nustatymo rezultaty dalies vertinimg, jeigu pavyksta jrodyti, kad laboratorija yra
tinkamai kvalifikuota. Eminiai imami taip, kad biity atsizvelgta i dazniausiai pasitaikancias giminingy junginiy
struktiras ir Saltiniy jvairove.

7.4.9.  Atsitikus incidentui, ribinés vertés gali biiti vertinamos pakartotinai, siekiant atsizvelgti i $io konkretaus incidento
metu naudotas konkre¢ias matricas ir giminingy junginiy struktiras.

8. Rezultaty ataskaita
8.1. Patvirtinamieji metodai

8.1.1. [ analizés rezultatus jtraukiama atskiry PCDDJF ir dioksiny tipo PCB giminingy junginiy koncentracija, o TEQ
verciy rezultatai pateikiami kaip apatiné ribiné, vir§utiné ribiné ir vidutiné ribiné koncentracija, kad rezultaty
ataskaitoje biity kuo daugiau informacijos ir juos buty galima aiskinti laikantis specialiyjy reikalavimy.

8.1.2.  Ataskaitoje nurodomas metodas, taikytas atliekant PCDD/F ir dioksiny tipo PCB ekstrahavimg.

8.1.3.  Pateikiamos atskiry vidiniy etalony iSgavos vertés, jei iSgavos vertés neatitinka 6.2.5 punkte nurodyto intervalo, jei
virSijama didZiausia leidZziamoji koncentracija (tokiu atveju vienos i§ dviejy kartotiniy analiziy i§gavos vertés) ir
visais kitais atvejais, kai to praSoma.

8.1.4. Kadangi sprendziant, ar éminys atitinka reikalavimus, reikia atsizvelgti i i$plésting matavimo neapibrézti, $
parametra reikia pateikti. Todél analizés rezultatai ataskaitoje pateikiami kaip x +/— U; ¢ia: x — analizés rezultatas,
U — ipléstiné matavimo neapibréztis, taikant aprépties faktoriy 2, kuriuo uztikrinamas mazdaug 95 %
pasikliovimo lygmuo. Jeigu PCDDJF ir dioksiny tipo PCB nustatomi atskirai, kaip PCDD/F ir dioksiny tipo PCB
suma turi bati naudojama atskiry PCDDJF ir dioksiny tipo PCB analizés rezultaty apskaiciuotoji iSpléstinés
neapibrézties suma.

8.1.5. Rezultatai iSreiskiami tais paciais vienetais ir bent tuo paciu reikSminiy skaitmeny skaiCiumi, kaip
Direktyva 2002/32/EB nustatyta didZiausia leidZziamoji koncentracija.

8.2. Bioanalitiniai atrankiniai metodai
8.2.1.  Atrankos rezultatas jvardijamas kaip atitinkantis reikalavimus arba jtariamas neatitinkgs reikalavimy (jtartinas).
8.2.2.  Be to, gali biti nurodyta orientaciné PCDD/F ir (arba) dioksiny tipo PCB koncentracija, i§reiksta BEQ, o ne TEQ.

8.2.3.  Eminiai, kuriy atsakas mazZesnis nei registruojamasis lygis, nurodomi kaip nesiekiantys registruojamojo lygio.
Eminiai, kuriy atsakas didesnis nei darbiné sritis, pateikiami kaip virsijantys darbing sritj, o lygis, atitinkantis
vir§utine darbinés srities dalj, iSreiskiamas BEQ.

8.2.4. D¢l kiekvieno éminio matricos tipo ataskaitoje nurodoma didZziausia leidZiamoji koncentracija arba lygis, kurj
pasiekus imamasi priemoniy, kuriais grindZiamas vertinimas.
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8.2.5.

8.2.6.

8.2.7.

8.2.8.

8.3.

Ataskaitoje nurodomas atlikto bandymo tipas, pagrindinis bandymo principas ir kalibravimo risis.
Ataskaitoje nurodomas metodas, taikytas atliekant PCDD/F ir dioksiny tipo PCB ekstrahavima.

Jeigu jtariama, kad éminiai neatitinka reikalavimy, ataskaitoje turi biiti nurodyta, kokiy veiksmy bus imtasi. Jeigu
éminiuose yra didelé PCDDJF koncentracija ir PCDD/F ir dioksiny tipo PCB sumos koncentracija, ji turi biiti
nustatyta (patvirtinta) patvirtinamuoju metodu.

Neatitikimo nustatymo rezultatai pateikiami tik pagal patvirtinamaja analize.
Fizikiniai ir cheminiai atrankiniai metodai
Atrankos rezultatas jvardijamas kaip atitinkantis reikalavimus arba jtariamas neatitinkas reikalavimy (jtartinas).

Dél kiekvieno éminio matricos tipo ataskaitoje nurodoma didZiausia leidZiamoji koncentracija arba lygis, kurj
pasiekus imamasi priemoniy, kuriais grindZiamas vertinimas.

Be to, gali bati nurodoma atskiry PCDDJF ir (arba) dioksiny tipo PCB giminingy junginiy koncentracija, o TEQ
ver¢iy rezultatai pateikiami kaip apatiné ribiné, vir§utiné ribiné ir vidutiné ribiné koncentracija. Rezultatai
iSreiskiami tais paciais vienetais ir bent tuo paciu reik$miniy skaitmeny skai¢iumi, kaip Direktyva 2002/32/EB
nustatyta didZiausia leidziamoji koncentracija.

Pateikiamos atskiry vidiniy etalony igavos vertés, jei i§gavos vertés neatitinka 6.2.5 punkte nurodyto intervalo, jei
virsijama didziausia leidZziamoji koncentracija (tokiu atveju vienos i§ dviejy kartotiniy analiziy i$gavos vertés) ir
visais kitais atvejais, kai to praSoma.

Ataskaitoje nurodomas taikytas GC-MS metodas.
Ataskaitoje nurodomas metodas, taikytas atliekant PCDD/F ir dioksiny tipo PCB ekstrahavima.

Jeigu jtariama, kad éminiai neatitinka reikalavimy, ataskaitoje turi baiti nurodyta, kokiy veiksmy bus imtasi. Jeigu
éminiuose yra didelé PCDD/F koncentracija ir PCDDJF ir dioksiny tipo PCB sumos koncentracija, ji turi bati
nustatyta (patvirtinta) patvirtinamuoju metodu.

Dél neatitikties gali bati nusprendziama tik atlikus patvirtinamaja analizg.

I SKYRIUS

EMINIU RUOSIMAS IR REIKALAVIMAI, KELIAMI ANALIZES METODAMS, KURIE TAIKOMI VYKDANT OFICIALIA NE DIOKSINU TIPO

3.1.

PCB KONCENTRACIJOS PASARUOSE KONTROLE

Taikymo sritis
Siame skyriuje nustatyti reikalavimai taikomi, kai pasarai tiriami vykdant oficialig ne dioksiny tipo PCB kontrolg ir

atsizvelgiant | éminiy ruo$imo ir analizés reikalavimus, taikomus kitais reguliavimo tikslais, jskaitant pasary tikio
subjekto atlickamg kontrole, kuria siekiama uztikrinti atitiktj Reglamento (EB) Nr. 183/2005 nuostatoms.

Taikomi nustatymo metodai

Dujy chromatografija su elektrony pagavos detekcija (GC-ECD), GC-LRMS, GC-MS/MS, GC-HRMS arba
lygiaverciai metodai.

Tiriamyjy anali¢iy identifikavimas ir patvirtinimas

Santykiné sulaikymo trukmé, atsizvelgiant j vidinius ar kontrolinius etalonus (priimtinasis nuokrypis yra +/—
0,25 %).
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3.2. Ne dioksiny tipo PCB atskyrimas nuo trukdanciyjy medziagy, visy pirma nuo kartu i§plaunamy PCB, taikant dujy
chromatografija, ypac jeigu éminiy koncentracija nevirsija teiséty riby ir turi baiti patvirtinta neatitiktis ().
3.3. GC-MS metodams taikomi reikalavimai
Turi biiti stebimi bent nurodytas skai¢ius molekuliy jony arba molekuliy klasterio bidingy jony:
a) du konkretiis jonai, kai taikoma HRMS;
b) trys konkretiis jonai, kai taikoma LRMS;

¢) du pradiniai jonai, kiekvienas su vienu konkreciu atitinkamu tarpiniu antriniu jonu, kai taikoma dviguboji
masiy spektrometrija (MS-MS).

Didziausios leidZiamosios nuokrypos, taikomos atrinkty masiy fragmenty pertekliaus santykiams:

Santykinis pasirinkty masiy fragmenty pertekliaus santykio nuokrypis nuo teorinio arba tikslinio jono
(dazniausiai kontroliuojamo jono) ir identifikacinio (-iy) jono (-y) kalibravimo etalono: + 15 %.

3.4. GC-ECD metodams taikomi reikalavimai

Didziausia leidZiamgja koncentracijg virSijantys rezultatai patvirtinami naudojant dvi dujy chromatografijos
kolonéles, kai nejudrios fazés yra skirtingo poliskumo.

4. Metodo veiksmingumo jrodymas

Metodo veiksmingumas patvirtinamas didZiausios leidziamosios koncentracijos intervale (didziausia leidziamoji
koncentracija, padauginta i§ 0,5-2), taikant priimting kartotinés analizés variacijos koeficientg (Zr. 9 punkte
nustatytus tarpinio glaudumo reikalavimus).

5. Kiekybinio nustatymo riba

Ne dioksiny tipo PCB kiekybinio nustatymo (LOQ) (**) suma nevirSija trecdalio didZiausios leidZiamosios
koncentracijos ().

6. Kokybés kontrolé
Nuolatiné tus¢iyjy éminiy kontrolé, Zyméty éminiy ir kokybeés kontrolés éminiy analizé, dalyvavimas atitinkamos
srities tarplaboratoriniuose tyrimuose su atitinkamomis matricomis.

7. ISgavos kontrolé

7.1. Turi bati naudojami tinkami vidiniai etalonai, kuriy fizikinés ir cheminés savybés bty palyginamos su
tirlamosiomis analitémis.

7.2. Vidiniy etalony jdéjimas

[déjimas j produktus (prie§ ekstrahavimg ir gryninimg).

7.3. Reikalavimai metodams, kuriuos taikant naudojami visi Sesi ne dioksiny tipo PCB giminingi junginiai su Zymétais
izotopais:

a) rezultatai patikslinami atsizvelgiant j vidiniy etalony i§gavos vertes;
b) vidiniy etalony su Zymétais izotopais i§gavos vertés turi bati nuo 60 iki 120 %;

¢) mazesnés arba didesnés i§gavos vertés priimtinos, jeigu atskiri giminingi junginiai sudaro maziau nei 10 % ne
dioksiny tipo PCB sumos.

() Nustatyta, kad daznai kartu i§plaunami PCB 28 ir 31, PCB 52 ir 69, taip pat PCB 138, 163 ir 164. Be to, taikant GC-MS, atsizvelgiama
i galimus didesnés eilés chlorinty giminingy junginiy fragmenty trukdzius.

(" Kai taikoma, vadovaujamasi dokumente ,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) nurodytais principais..

(**) Primygtinai rekomenduojama, kad tusciosios reagento vertés indélis j ter$alo lygj éminyje biity maZzesnis. Laboratorija privalo ripintis,
kad tus¢iyjy verciy pokytis bity kontroliuojamas, ypac kai tus¢iosios vertés yra atimamos.
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7.4.

7.5.

10.

10.1.

10.2.

10.3.

10.4.

10.5.

Reikalavimai metodams, kuriuos taikant naudojami ne visi Se$i vidiniai etalonai su Zymétais izotopais arba
naudojami kiti vidiniai etalonai:

a) atliekama kiekvieno éminio vidinio (-iy) etalono (-y) igavos kontrolg;
b) vidinio (-iy) etalono (-y) i8gavos vertés turi biti nuo 60 iki 120 %;

¢) rezultatai patikslinami atsizvelgiant i vidiniy etalony iSgavos vertes.

Nezyméty giminingy junginiy iSgavos vertés tikrinamos naudojant Zymétus arba kokybés kontrolés éminius,
kuriy koncentracijos vertés patenka i didZiausios leidZziamosios koncentracijos intervalg. Siy giminingy junginiy
iSgavos vertés laikomos priimtinomis, jeigu jos yra nuo 60 iki 120 %.

Laboratorijoms taikomi reikalavimai

Vadovaujantis Reglamento (ES) 2017/625 nuostatomis, laboratorijos turi gauti patvirtintos institucijos,
veikiancios pagal ISO vadova 58, akreditacija, kad biity uZtikrinta analizés kokybé. Laboratorijos turi biti
akredituotos pagal standarta EN ISO/IEC 17025. Be to, vadovaujamasi dokumente ,Technical Guidelines for the
estimation of measurement uncertainty and limits of quantification for PCB analysis“ nurodytais principais (*).

Veiksmingumo parametrai Ne dioksiny tipo PCB sumai didZiausios leidZiamosios koncentracijos lygiu
taikomi kriterijai

Masés spektrometrija su izotopy

skleidimu (¥) Kiti metodai

Teisingumas -20-+20% -30-+30%
Tarpinis glaudumas (RSD, %) <15% <20%
Vir§utinés ir apatinés ribiniy <20% <20%

koncentracijy apskai¢iavimo skirtumas

(*) Taikomi visi $esi Zyméti C analogai, kaip reikalaujama pagal vidinius etalonus.

Rezultaty ataskaita

[ analizés rezultatus jtraukiama atskiry ne dioksiny tipo PCB koncentracija ir ty PCB giminingy junginiy suma,
pateikiamos kaip apatiné ribiné, virSutiné ribiné ir vidutiné ribiné koncentracija, kad rezultaty ataskaitoje bity
kuo daugiau informacijos ir juos bity galima aiskinti laikantis specialiyjy reikalavimy.

Ataskaitoje nurodomas metodas, taikytas atliekant PCB ekstrahavima.

Turi bati pateiktos atskiry vidiniy etalony iSgavos vertés, jei iSgavos vertés neatitinka 7 punkte nurodyto intervalo,
jei virSijama didZiausia leidZiamoji koncentracija ir visais kitais atvejais, kai to praoma.

Kadangi sprendziant, ar éminys atitinka reikalavimus, reikia atsizvelgti j iSplésting matavimo neapibrézti, §j
parametrg taip pat reikia pateikti. Todél analizés rezultatai ataskaitoje pateikiami kaip x +/— U; ¢ia: x — analizés
rezultatas, U — i§pléstiné matavimo neapibréztis, taikant aprépties faktoriy 2, kuriuo uztikrinamas mazdaug 95 %
pasikliovimo lygmuo.

Rezultatai iSreiskiami tais paciais vienetais ir bent tuo padiu reik§miniy skaitmeny skai¢iumi, kaip
Direktyva 2002/32/EB nustatyta didZiausia leidZiamoji koncentracija.

(*) Zr. 9 i$nasa.
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B. EN STANDARTAI
Taikant Reglamento (ES) 2017/625 34 straipsnio 2 dalies a punktg, yra svarbiis $ie EN standartai:

EN 17194 ,Pagarai. Eminiy émimo ir analizés metodai. Deoksinivalenolio, aflatoksino B1, fumoniziny B1 ir B2, T-2 ir HT-2
toksiny, zearalenono ir ochratoksino A nustatymas pasarinése zaliavose ir kombinuotuosiuose pasaruose taikant skysciy
chromatografija ir dvigubaja masiy spektrometrijg“.

EN 17270 ,Pasarai. Eminiy émimo ir analizés metodai. Teobromino nustatymas pasarinése Zaliavose ir kombinuotuosiuose
pasaruose, jskaitant sudétines dalis i§ kakavos, taikant skys¢iy chromatografija“.

EN 17504 ,Pagarai. Eminiy émimo ir analizés metodai. Gosipolio nustatymas vilnamedziy séklose ir pasaruose taikant
skysciy chromatografija ir dvigubgja masiy spektrometrijg (LC-MS/MS)*“.

EN 17362 ,Pasarai. Eminiy émimo ir analizés metodai. Pentachlorfenolio (PCP) nustatymas pasarinése Zaliavose ir
kombinuotuosiuose pasaruose taikant skys¢iy chromatografija ir dvigubaja masiy spektrometrija (LC-MS/MS)*.

EN 16279 ,Pasarai. Fluorido kiekio nustatymas apdorojus vandenilio chlorido rigstimi ir taikant jony atrankiojo elektrodo
(ISE) metodg“.

EN 17053 ,Paarai. Eminiy émimo ir analizés metodai. Mikroelementy, sunkiyjy metaly ir kity elementy nustatymas
pasaruose taikant induktyviai susietos plazmos masiy spektrometrija (ICP-MS) (daugialypis metodas)“.

EN 15550 ,Pasarai. Eminiy émimo ir analizés metodai. Kadmio ir $vino nustatymas atomine absorbcine spektrometrija
grafitinéje krosneléje (GF-AAS), mineralizavus aukstame slégyje”.

EN 16206 ,Pasarai. Arseno nustatymas atominés absorbcinés spektrometrijos metodu generuojant hidridg (HGAAS),
atlikus mikrobangine slégine hidrolize (Slapiajam skaidymui naudojant 65 % nitrato ragstj ir 30 % vandenilio peroksida)*“.
EN 16277 ,PaSarai. Gyvsidabrio nustatymas naudojant $alty gary atoming absorbcing spektrometrija (CVAAS), atlikus
mikrobangine sléging hidrolize (ekstrahuojant 65 % nitrato rigstimi ir 30 % vandenilio peroksidu)“.

EN 16278 Pasarai. Neorganinio arseno nustatymas hidrido generavimo atominés absorbcinés spektrometrijos (HG-AAS)
metodu, atlikus mikrobanginj kietosios fazés ekstrahavimg ir atskyrima*“.

EN 17374 ,Pasarai. Eminiy émimo ir analizés metodai. Neorganinio arseno nustatymas pasaruose anijony mainy

“ o«

efektyviosios skysciy chromatografijos (HPLC) ir induktyviai susietos plazmos masiy spektrometrijos (ICP-MS) metodu*.
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VI PRIEDAS

»VII PRIEDAS

NAMINIY PAUKSCIY KOMBINUOTU]JU PASARY ENERGINES VERTES APSKAICIAVIMO METODAS

1. ENERGINES VERTES APSKAICIAVIMO METODAS IR ISRAISKA

Naminiy pauks¢iy kombinuotyjy pasary energiné verté turi biti apskai¢iuojama pagal toliau nurodyts formule,
atsizvelgiant j pasary tam tikry analizuojamy komponenty procentines dalis. Si energiné verté turi biiti isreiskiama kaip
medziagy apykaitos energija (ME) megadzauliais (MJ) vienam kombinuotyjy pasary kilogramui, darant pataisg azotui:

ME MJ/kg = 0,1551 x % zaliy baltymy kiekio + 0,3431 x % Zaliy riebaly + 0,1669 x % krakmolo + 0,1301 x % suminio
cukraus kiekio (isreiksto sacharoze).

2. LEIDZIAMOSIOS NUOKRYPOS, TAIKYTINOS NURODYTOMS ENERGINEMS VERTEMS
Jei oficialaus tikrinimo metu nustatoma tikrinimo rezultaty ir nurodytos energinés vertés neatitiktis (mazesné arba
didesné pasary energiné verté), ME leidZiamoji nuokrypa yra 0,4 MJ/kg.

3. REZULTATU ISRAISKA

Pritaikius anks¢iau nurodyta formule, gautas rezultatas turi bati pateikiamas vieno Zenklo po kablelio tikslumu.

4. EMINIU EMIMO IR ANALIZES METODAI

Apskaiciavimo metode nurodytas kombinuotyjy pasary éminiy émimas ir analizuojamy komponenty kiekio
nustatymas turi bati atlieckamas pagal Sgjungos éminiy émimo metodus ir analizés metodus, taikomus atliekant
kombinuotyjy pasary oficialig kontrole.

Biitina taikyti:

— nustatant Zaliy riebaly kieki: III priedo G dalyje pateikto Zaliy aliejy ir riebaly nustatymo metodo B procediirg;

— nustatant krakmolo kieki: Il priedo K dalyje pateikta poliarimetrinj metoda.

SUNU IR KACIY PASARINIY ZALIAVY IR KOMBINUOTUJU PASARY ENERGINES VERTES APSKAICIAVIMO
METODAS

Suny ir kaciy pasariniy zaliavy ir kombinuotyjy pasary energiné verté turi biiti apskaiciuojama pagal standartg EN ISO
16967 Gyviany pasarai. Eminiy émimo ir analizés metodai. Prognozinés lygtys metabolizuojamajai energijai pasarinése
zaliavose ir kombinuotuosiuose pasaruose (gyviiny augintiniy édale), skirtuose katéms ir Sunims, jskaitant dietinj édalg,
nustatyti.
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