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KOMISSION DIREKTIIVI 1999/27/EY,
annettu 20 péivind huhtikuuta 1999,

yhteison menetelmien vahvistamisesta amproliumin, diklatsuriilin ja karba-
doksin méirittimiseksi rehuista ja direktiivien 71/250/ETY ja 73/46/ETY muutta-
misesta sekd direktiivin 74/203/ETY kumoamisesta

(ETA:n kannalta merkityksellinen teksti)

EUROOPAN YHTEISOJEN KOMISSIO, joka

ottaa

huomioon Euroopan yhteisén perustamissopi-

muksen,

ottaa huomioon yhteisén néytteenotto- ja méiritysmene-
telmista rehujen virallista tarkastusta varten 20 paivini
heindkuuta 1970 annetun neuvoston direktiivin 70/
373/ETY ('), sellaisena kuin se on viimeksi muutettuna
Itavallan, Suomen ja Ruotsin liittymisasiakirjalla, ja erityi-
sesti sen 2 artiklan,

sekid katsoo, ettd

)

*

direktiivissa 70/373/ETY saddetddn, ettd rehujen
laadusta ja koostumuksesta annettujen lakien,
asetusten ja hallinnollisten sadnndsten noudatta-
misen valvomiseksi tehtdvissd virallisissa tarkastuk-
sissa on kéytettavd yhteison nédytteenotto- ja madri-
tysmenetelmis,

rehujen lisdaineista 23 paivind marraskuuta 1970
annetussa neuvoston direktiivissi 70/524/ETY (3),
sellaisena kuin se on viimeksi muutettuna komis-
sion asetuksella (EY) N:o 45/1999 (%), saadetaan, ettd
amprolium- ja diklatsuriilipitoisuus on merkittava
pakkauksiin, kun niitid aineita lisitddn esiseoksiin
ja rehuihin; hyviksynta kayttda karbadoksia rehujen
lisdaineena on peruutettu rehujen lisdaineista
annetun neuvoston direktiivin 70/524/ETY muut-
tamisesta siltd osin kuin se koskee tiettyjen kas-
vunedistdjien hyviksymisen peruuttamisesta 22
paivind joulukuuta 1998 annetulla komission
asetuksella (EY) N:o 2788/98 (*), ja kiellettyjen
aineiden mahdollisen laittoman kéytén virallinen
valvonta on tarpeen,

kyseisten aineiden valvomiseksi tarkoitetut maéri-
tysmenetelmat on vahvistettava,

yhteison maéritysmenetelmistd rehujen virallista
tarkastusta varten 15 pdivana kesakuuta 1971 anne-
tussa ensimmdiisessd komission direktiivissd 71/
250/ETY (°), sellaisena kuin se on viimeksi muutet-
tuna  komission  direktiivilla  98/54/ETY (°),
vahvistetaan muun muassa sinappi6ljyn ja teobro-
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)

miinin méadritysmenetelmét; mainitut menetelmat
on poistettava,

yhteisén maéritysmenetelmistd rehujen virallista
tarkastusta varten 5 paivdnid joulukuuta 1972 anne-
tussa neljainnessa komission direktiivissa 73/
46/ETY ('), sellaisena kuin se on viimeksi muutet-
tuna komission direktiivilla 98/54/ETY,
vahvistetaan muun muassa retinolin (A-vitamiinin)
médritysmenetelmait; tieteellisen ja teknisen tietd-
myksen lisddntymisestd johtuen kuvattu menetelma
ei enid sovellu tarkoitukseensa; retinolin méairitysta
koskeva menetelma on sen vuoksi poistettava,

yhteison maéaritysmenetelmistd rehujen virallista
tarkastusta varten 25 péivind maaliskuuta 1974
annetussa viidennessd komission direktiivissd 74/
203/ETY (), sellaisena kuin se on muutettuna
direktiivilla 81/680/ETY (°), vahvistetaan madritys-
menetelmit tirkkelyksen ja suurimolekyylisten
tarkkelyksen pilkkoutumistuotteiden pitoisuuksien
mairittamiseksi rehuista, jotka sisiltavat juurikaslei-
kettd, juurikaspulppaa, kuivattuja juurikkaan varsia
tai lehtid, perunapulppaa, kuivahiivaa, runsaasti
inuliinia tai tali- ja rasvajitteitd sisdltivid tuotteita,
amproliumia, etopabaattia, dinitolmidia, nikarbat-
siinia ja menadionia (K3-vitamiinia); kaikki maini-
tussa direktiivissd kuvatut menetelmit eivit tieteel-
lisen ja teknisen tietimyksen lisddntymisestd
johtuen enéa sovellu tarkoitukseensa; mainittu
direktiivi on sen vuoksi kumottava,

tamén direktiivin sadnnokset ovat pysyvian rehuko-
mitean lausunnon mukaiset,

ON ANTANUT TAMAN DIREKTIIVIN:

1 artikla

Jasenvaltioiden on sdddettiva, ettd méaritettdessd ampro-
liumin, diklatsuriilin ja karbadoksin pitoisuuksia rehuissa
ja esiseoksissa virallisia tarkastuksia varten on kaytettiva
timédn direktiivin liitteessd esitettyja menetelmii.

() BYVL L 83, 30.3.1973, s. 21.
() EYVL L 108, 22.4.1974, 5. 7.
() EYVL L 246, 29.8.1981, s. 32.
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2 artikla
Muutetaan direktiivi 71/250/ETY seuraavasti:
1) Poiste;taan 1 artiklasta sanat "sinappiljy” ja “teobro-
miini”.
2) Poistetaan liitteessd oleva 8 ja 13 kohta.
3 artikla
Muutetaan direktiivi 73/46/ETY seuraavasti:

1) Poistetaan 2 artikla.
2) Poistetaan liite II.

4 artikla

Kumotaan viides direktiivi 74/203/ETY.

5 artikla

Jasenvaltioiden on saatettava timin direktiivin noudatta-
misen edellyttimit lait, asetukset ja hallinnolliset
médraykset voimaan viimeistddn 31 paivanid lokakuuta
1999. Niiden on ilmoitettava tistd viipymattad komissiolle.

Jasenvaltioiden on sovellettava niitd sdannoksia 1 paivista
marraskuuta 1999.

Niissd jasenvaltioiden antamissa saddoksissd on viitattava
tahdn direktiiviin tai niithin on liitettdva tdllainen viittaus,
kun ne virallisesti julkaistaan. Jdsenvaltioiden on sidadet-
tiva siiti, miten viittaukset tehdian.

6 artikla

Tama direktiivi tulee voimaan kahdentenakymmenenteni
paivana sen jilkeen, kun se on julkaistu Euroopan yhtei-
sojen virallisessa lehdessd.

7 artikla

Tamié direktiivi on osoitettu kaikille jasenvaltioille.

Tehty Brysselissd 20 paivind huhtikuuta 1999.

Komission puolesta
Franz FISCHLER

Komission jdsen



L 118/38

Euroopan yhteis6jen virallinen lehti

6.5.1999

3.1

32

33

34

3.5

3.6

37

371

372

373

LIITE

A OSA
AMPROLIUMIN MAARITYS

1 [(4-amino-2-propyylipyrimidin-5-yyli)metyyliJ-2-metyylipyridiniumkloridibydrokloridi

Tarkoitus ja soveltamisala

Miaritysmenetelmaé on tarkoitettu amproliumin maérittdmiseen rehuseoksista ja esiseoksista. Toteamis-
raja on 1 mg/kg ja méiritysraja 25 mg/kg.

Periaate

Nayte uutetaan metanoli-vesiseoksella. Uute laimennetaan ajoliuoksella, suodatetaan kalvosuodatti-
mella, ja amprolium maédritetadan korkean erotuskyvyn kationinvaihtonestekromatografialla (HPLC) ja
UV-detektorilla.

Reagenssit

Metanoli

Asetonitriili, HPLC-laatu

Vesi, HPLC-laatu

Natriumdivetyfosfaattiliuos, 0,1 mol/l

Liuotetaan 13,80 g natriumdivetyfosfaattimonohydraattia veteen (3.3) 1 000 ml:n mittapullossa, tiyte-
tadn merkkiin vedelld (3.3) ja sekoitetaan.

Natriumperkloraattiliuos 1,6 mol/l

Liuotetaan 224,74 g natriumperkloraattimonohydraattia veteen (3.3) 1000 ml:n mittapullossa, tdytetdin
merkkiin vedelld (3.3) ja sekoitetaan.

HPLC:ssd kiytettivd ajoliuos (katso huomautus 9.1)

Asetonitriilin (3.2), natriumdivetyfosfaattiliuoksen (3.4) ja natriumperkloraattiliuoksen (3.5) seos, 450 +
450 4+ 100 (v + v + v). Suodatetaan ennen kayttéd 0,22 um:n kalvosuodattimella (4.3) ja poistetaan
kaasut (esim. ultradénihauteessa (4.4) vdhintdan 15 min).

Standardiaine: puhdas amproliumi, 1 [(4-amino-2-propyylipyrimidin-5-yyli)-metyyli]-2-metyylipyridi-
niumkloridihydrokloridi, E 750 (katso kohta 9.2).

Amproliumstandardin kantaliuos, 500 pg/ml

Punnitaan 0,1 mgn tarkkuudella 50 mg amproliumia (3.7) 100 ml:n mittapulloon, liuotetaan
80 ml:aan metanolia (3.1), ja pullo pannaan 10 minuutiksi ultradgdnihauteeseen (4.4). Ultraaanikisittelyn
jilkeen liuoksen annetaan jadhtya huoneenlimpétilaan, tiytetdan merkkiin vedelld ja sekoitetaan. Liuos
siailyy <4 °Cin lampétilassa yhden kuukauden.

Amproliumstandardin vililiuos, 50 pg/ml

Pipetoidaan 5,0 ml kantastandardiliuosta (3.7.1) 50 ml:n mittapulloon, taytetdan merkkiin uuttoliuok-
sella (3.8) ja sekoitetaan. Liuos sdilyy < 4 °C:n lampdétilassa yhden kuukauden.

Kalibrointiliuokset

Siirretdén 0,5, 1,0 ja 2,0 ml vélistandardilivosta (3.7.2) 50 mlin mittapulloihin. Téytetdédn merkkiin
ajoliuoksella (3.6) ja sekoitetaan. Nama liuokset vastaavat 0,5, 1,0 ja 2,0 ug/ml amproliumia. Ndma
liuokset on valmistettava aina juuri ennen kayttoa.



6.5.1999

Euroopan yhteis6jen virallinen lehti

L 118/39

3.8

4.3

44

4.5

52

521

522

53

Uuttoliuos

Metanoli (3.1) -vesiseos 2 + 1 (v + V)

Laitteet

HPLC-laitteisto, jonka injektorilla voidaan injektoida 100 ul:n niytetilavuuksia

Nestekromatografiakolonni, 125 mm x 4 mm, kationinvaihto Nucleosil 10 SA, 10 um:n tai vastaava

Vaihtuva-aallonpituuksinen UV-detektori tai diodirividetektori
Kalvosuodatin, PTFE:ti, 0,45 um

Kalvosuodatin, 0,22 pm

Ultradganihaude

Mekaaninen ravistelija tai magneettisekoittaja

Suoritus
Yleisti
Nollarehu

Saantokokeen (5.1.2) toimivuuden méérittimiseksi on analysoitava nollarehu (nollandyte), jotta varmis-
tetaan, ettei se sisdlla amproliumia tai mittausta hiiritsevid aineita. Nollandytteen on oltava niytteen
kaltainen, eikd siind saa olla havaittavia mairia amproliumia tai hiiritsevid aineita.

Saannon madritys

Saanto on madritettdva analysoimalla nollanédyte, johon on tehty niytteen amproliumpitoisuutta
vastaava lisdys. Jotta saadaan 100 mg/kg amproliumia vastaava lisdys, siirretadgn 10,0 ml standardin
kantaliuosta (3.7.1) 250 ml:n erlenmeyerkolviin, ja liuos haihdutetaan noin 0,5 mlksi. Lisitadn 50 g
nollaniytettd, sekoitetaan huolellisesti, annetaan tasoittua 10 minuuttia sekoittaen useita kertoja ennen
uuttovaiheeseen siirtymistd (5.2).

Jos saatavilla ei ole néytteen kaltaista nollandytettd (katso 5.1.1), voidaan saanto maarittdd vaihtoehtoi-
sesti standardinlisdysmenetelmalld. T4lloin analysoitavaan néytteeseen lisitdan niytteiden jo sisdltimi
maird amproliumia. Tdmé néyte analysoidaan yhdessd varsinaisen niytteen kanssa, ja saanto voidaan
laskea vahennyslaskulla.

Uutto
Esiseokset (amproliumpitoisuus < 1 %) ja rehut

Punnitaan 0,01 gramman tarkkuudella 5—40 g naytettd, riippuen sen amproliumpitoisuudesta, 500
mln erlenmeyerkolviin ja lisitddn 200 ml uvuttoliuosta (3.8). Kolvi pannaan ultragénihauteeseen 15
minuutiksi. Kolvi otetaan pois ultraddnihauteesta ja ravistellaan 1 tunti ravistelijalla tai sekoitetaan
magneettisekoittajalla (4.5). Uutteesta otettu erd laimennetaan ajoliuoksella (3.6) siten, ettd sen ampro-
liumpitoisuus on 0,5—2 pg/ml, ja sekoitetaan (katso 9.3). Suodatetaan 5—10 ml tatd laimennettua
liuosta kalvosuodattimella (4.2). Tehddan HPLC-midritys (5.3).

Esiseokset (amproliumpitoisuus < 1 %)

Punnitaan 0,001 gramman tarkkuudella 1—4 g esiseosta, riippuen sen amproliumpitoisuudesta,
500 ml:n erlenmeyerkolviin ja lisitdan 200 ml uuttoliuosta (3.8). Kolvi pannaan ultradgénihauteeseen 1
5 minuutiksi. Kolvi otetaan pois ultradganihauteesta ja ravistellaan 1 tunti ravistelijalla tai sekoitetaan
magneettisekoittajalla (4.5). Uutteesta otettu erd laimennetaan ajoliuoksella (3.6) siten, ettd sen ampro-
liumpitoisuus on 0,5 —2 ug/ml, ja sekoitetaan. Suodatetaan 5—10 ml tita laimennettua liuosta kalvo-
suodattimella (4.2). Tehddan HPLC-méaritys (5.3).

HPLC-mddritys
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7.1

Ajo-olosuhteet:

Seuraavat ajo-olosuhteet ovat ohjeellisia ja niitd voidaan muuttaa, mikali ne antavat vastaavanlaisia
tuloksia.

Nestekromatografiakolonni (4.1.1): 125 mm x 4 mm, kationinvaihtaja Nucleosil 10 SA, 10
um:n vastaava

Ajoliuos (3.6): Asetonitriilin (3.2), natriumdivetyfosfaattiliuoksen (3.4) ja
natriumperkloraattiliuoksen (3.5) seos, 450 + 450 + 100
Vv +v 4+

Virtausnopeus: 0,7—1 ml/min
Aallonpituus: 264 mm

Injektiotilavuus: 100 ul

Kromatografiajarjestelman stabiilisuus tarkistetaan injektoimalla useita kertoja kalibrointiliuosta (3.7.3),
jonka konsentraatio on 1,0 ul/ml, kunnes piikkien korkeudet ja retentioajat ovat vakiot.

Kalibrointikayré

Injektoidaan kutakin kalibrointiliuosta (3.7.3) useita kertoja ja lasketaan kutakin konsentraatiota
vastaavat piikkien korkeuksien (pinta-alojen) keskiarvot. Kalibrointikdyrd piirretddn siten, ettd y-akse-
lilla on piikkien korkeuksien (pinta-alojen) keskiarvot ja x-akselilla vastaavat konsentraatiot (ug/ml).

Niyteliuos

Injektoidaan nayteuutetta (5.2) useita kertoja kiyttden samaa injektiotilavuutta kuin kalibrointiliuoksille
ja madritetddn amproliumpiikkien korkeuksien (pinta-alojen) keskiarvo.

Tulosten laskeminen

Niyteliuoksen amproliumkonsentraatio (ug/ml) lasketaan piikin korkeuden (pinta-alan) keskiarvosta
kalibrointikéayrin (5.3.2) avulla.

Niytteen amproliumpitoisuus w (mg/kg) lasketaan seuraavan kaavan avulla:

V-6:f
w = —— [mg/kg]

V = uuttoliuoksen (3.8) tilavuus ml kohdan 5.2 mukaisesti (ts. 200 ml)
6 = niyteuutteen (5.2) amproliumkonsentraatio (pg/ml)
f = kohdan 5.2 mukainen laimennustekiji

m = testattavan ndytemidrin massa (g)

Tulosten validointi
Tunnistus

Analyytin tunnistus voidaan varmentaa rinnakkaiskromatografialla tai kayttamailld diodirividetektoria,
jolla verrataan néyteuutteen (5.2) ja 2,0 pug/ml sisaltdvin kalibrointiliuoksen (7.3.3) spektrejd.

Rinnakkaiskromatografia

Nayteuutteeseen (5.2) lisitadan sopiva madré kalibrointiliuosta (3.7.3). Lisityn amproliumin méérén tulisi
olla samaa suuruusluokkaa kuin niytteessd todettu amproliumin méaéra.

Ainoastaan amproliumin piikki saa kasvaa, kun otetaan huomioon seké lisitty médra ettd uutteen
laimennus. Piikin leveys puolivilissi piikin korkeutta on oltava noin 10 % sellaisen niyteuutteen
amproliumpiikin leveydestd, johon ei ole tehty lisdysta.
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7.3

Diodirividetektorimaaritys

Tuloksia arvioidaan seuraavien vaatimusten mukaisesti:

a) kromatogrammin piikkien huipusta mitattujen néyte- ja standardispektrien maksimiabsorption
aallonpituuksien on oltava samat ilmaisinjirjestelmdn erotuskyvyn mukaan midrdytyvissd rajoissa.
Diodirividetektorilla timi on tyypillisesti noin 2 nm.

b) Vililla 210 —320 nm kromatogrammin piikkien huipun kohdalla ajetut néyte- ja standardispektrit
eivit saa erota toisistaan niiltd spektrin osilta, joiden suhteellinen absorbanssi on 10 —100 %. Tima
vaatimus tdyttyy, kun maksimit ovat samat eikd spektrien vilinen ero ole missadn kohdassa
suurempi kuin 15 % standardianalyytin absorbanssista.

c) Vilillda 210 —320 nm néyteuutteesta ajetut spektrit piikin nousun, huipun ja laskun kohdalla eivit
saa erota toisistaan niiltd spektrin osilta, joiden suhteellinen absorbanssi on 10—100 %. Timi

vaatimus tdyttyy, kun maksimit ovat samat eikd spektrien vilinen ero ole missidn kohdassa
suurempi kuin 15 % piikin huipun spektrin absorbanssista.

Jos jokin ndistd vaatimuksista ei tdyty, analyytin ldsndoloa ei voi pitda varmistettuna.
Toistettavuus

Samasta néytteestd tehdyn kahden rinnakkaisen méarityksen tulosten ero ei saa olla suurempi kuin

— 15 % suuremmasta rinnakkaistuloksesta, kun amproliumpitoisuus on valilli 25 mg/kg— 500
mg/kg,

— 75 mg/kg, kun amproliumpitoisuus on vililli 500 mg/kg—1 000 mg/kg,

— 75 % suuremmasta rinnakkaistuloksesta, kun amproliumpitoisuus on yli 1000 mg/kg.
Saanto

Kun (nolla)ndytteeseen on tehty amproliumlisiys, saannon on oltava vihintdin 90 %.

Laboratorioiden vilisen vertailun tulokset

Eri laboratorioissa analysoitiin kolme siipikarjan rehua (ndytteet 1 — 3), yksi kivenniisrehu (niyte 4) ja
yksi esiseos (nédyte 5). Tulokset esitetdén seuraavassa taulukossa.

ayte 1 . . . s

(ngiil}; :ehu) niyte 2 nayte 3 niyte 4 nayte 5
L 14 14 14 14 15
n 56 56 56 56 60
keskiarvo (mg/kg) — 45,5 188 5129 25140
s, (mg/kg) — 2,26 3,57 178 550
CV_ (%) — 4,95 1,90 3,46 2,20
sy (mg/kg) — 295 11,8 266 760
CV, (%) — 6,47 6,27 5,19 3,00
nimellispitoisuus (mg/kg) — 50 200 5000 25000
L = laboratorioiden lukumairi
n = vyksittdisten arvojen lukumadrid
s, = toistettavuuden keskihajonta
CV, = toistettavuuden variaatiokerroin
s = uusittavuuden keskihajonta

CV, = uusittavuuden variaatiokerroin
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3.8.1

Huomautuksia

Jos niytteessd on tiamiinia, tiamiinipiikki nikyy kromatogrammissa hiukan ennen amproliumpiikkié.
Téssa menetelmissid amprolium ja tiamiini on erotettava. Jos ne eivit erotu kéytetylld kolonnilla (4.1.1),
korvataan enintdén 50 % ajoliuoksen (3.6) asetonitriiliosuudesta metanolilla.

British Pharmacopoeian mukaan suolahappoon (¢ = 0,1 mol/l) tehdyn amproliumliuoksen (¢ = 0,02
mol/l) spektrissa on maksimit aallonpituuksilla 246 nm ja 262 nm. Absorbanssin on saavutettava arvo
0,84 aallonpituudella 246 nm ja 0,80 aallonpituudella 262 nm.

Uute on aina laimennettava ajoliuoksella, koska muuten amproliumpiikin retentioaika voi muuttua
merkittavisti ionivahvuuden muuttumisen johdosta. Kun mairitetddn alhaisia (esim. < 10 mg/kg)
amproliumpitoisuuksia, testattavan niyteméirdn on oltava suurempi, jotta uutetta voidaan laimentaa.

B OSA

DIKLATSURIILIN MAARITYS

Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmi on tarkoitettu diklatsuriilin maérittdmiseen rehuseoksista ja esiseoksista. Toteamisraja on
0,1 mg/kg ja mairitysraja 0,5 mg/kg.

Periaate

Sisdisen standardin lisdyksen jilkeen niyte uutetaan happamalla metanolilla. Rehuseosniytteistd saadut
uutteet puhdistetaan C18-kiintedfaasiuuttopatruunalla. Diklatsuriili eluoidaan patruunasta happaman
metanolin ja veden seoksella. Haihdutuksen jilkeen jaannos liuotetaan DMF-vesiseokseen. Esiseoksista
saadut uutteet haihdutetaan ja jadnnos liuotetaan DMF-vesiseokseen. Diklatsuriilipitoisuus méiritetdan
korkean erotuskyvyn kédnteisfaasinestekromatografialla (RP-HPLC) kayttden ternaarigradienttia ja UV-
detektoria.

Reagenssit

Vesi, HPLC-laatu

Ammoniumasetaatti
Tetrabutyyliammoniumvetysulfaatti (TBHS)
Asetonitriili, HPLC-laatu

Metanoli, HPLC-laatu
N,N-dimetyyliformamidi (DMF)
Suolahappo, p,, = 1,19 g/ml

Standardiaine: diklatsuriili II-24: (+)-4-kloorifenyyli-[2,6-dikloori-4-(2,3,4,5-tetrahydro-3,5-diokso-
1,2,4-triatsin-2-yyli)-fenyyliJasetonitriili, jonka puhtaus on varmistettu, E 771.

Diklatsuriilistandardin kantaliuos, 500 pg/ml

Punnitaan 0,1 mg:n tarkkuudella noin 25 mg diklatsuriilistandardia (3.8) 50 ml:n mittapulloon,
liuotetaan DMF:dén (3.6), tiytetadn merkkiin DMF:114 (3.6) ja sekoitetaan. Pullo kéiritian alumiinifo-
lioon tai kéytetdéin tummaa pulloa ja siilytetddn jadkaapissa. Liuos siilyy < 4 °C:n lampétilassa yhden
kuukauden.
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Diklatsuriilin standardiliuos, 50 pg/ml

Pipetoidaan 5,00 ml standardin kantaliuosta (3.8.1) 50 ml:n mittapulloon, tiytetdin merkkiin DMF:1l4
(3.6) ja sekoitetaan. Pullo kéaritaan alumiinifolioon tai kiytetidn tummaa pulloa ja siilytetddn jadkaa-
pissa. Liuos sidilyy < 4 °C:n lampétilassa yhden kuukauden.

Sisdinen standardiaine: 2,6-dikloori-a-(4-kloorifenyyli)-4-(4,5-dihydro-3,5-diokso-1,2,4-triatsin-2-(3H)-
yyli-a-metyylibentseeniasetonitriili

Sisdisen standardin kantaliuos, 500 g/ml

Punnitaan 0,1 mg:n tarkkuudella noin 25 mg sisdistd standardiainetta (3.9) 50 ml:n mittapulloon,
liuotetaan DMF:dédn (3.6), tiytetadn merkkiin DMF:114 (3.6) ja sekoitetaan. Pullo kéiritidan alumiinifo-
lioon tai kéytetddn tummaa pulloa ja siilytetddn jadkaapissa. Liuos sdilyy < 4 °C:n lampétilassa yhden
kuukauden.

Sisiinen standardiliuos, 50 pg/ml

Pipetoidaan 5,00 ml sisdisen standardin kantaliuosta (3.9.1) 50 ml:n mittapulloon, tiytetddn merkkiin
DMF:114 (3.6) ja sekoitetaan. Pullo kééritaan alumiinifolioon tai kéytetdan tummaa pulloa ja sailytetadn
jadkaapissa. Liuos siilyy < 4 °C:n lampétilassa yhden kuukauden.

Sisdinen standardiliuos esiseoksille, p/1 000 mg/ml (p = diklatsuriilin nimellispitoisuus esiseoksessa
mg/kg)

Punnitaan 0,1 mg:n tarkkuudella p/10 mg sisdistd standardiainetta 100 mln asteikolliseen pulloon,
liuotetaan DMF:dan (3.6) ultradgdnihauteessa (4.6), taytetian merkkiin DMF:1l4 ja sekoitetaan. Pullo
kaaritaan alumiinifolioon tai kiytetddn tummaa. pulloa ja siilytetddn jadkaapissa. Liuos sailyy < 4 °C:n
lampotilassa yhden kuukauden.

Kalibrointiliuos, 2 pg/ml

Pipetoidaan 2,00 ml diklatsuriilin standardiliuosta (3.8.2) ja 2,00 ml siséistd standardiliuosta (3.9.2) 50
ml:n mittapulloon. Lisitdan 16 ml DMF:44 (3.6), taytetddn merkkiin vedelld ja sekoitetaan. Tama liuos
on valmistettava aina uudestaan ennen kéyttod.

C18-kiintedfaasiuuttopatruuna, esim. Bond Elut, 1 ml, sorbentin massa: 100 mg.
Uuttoliuos: hapan metanoli.

Pipetoidaan 5,0 ml suolahappoa (3.7) 1 000 ml:aan metanolia (3.5) ja sekoitetaan.
HPLC:ssd kaytettéva ajoliuos

Eluentti A: ammoniumasetaatti-tetrabutyyliammoniumvetysulfaattiliuos.

Liuotetaan 5 g Rammoniumasetaattia (3.2) ja 3,4 g TBHS:a (3.3) 1 000 ml:aan vetta (3.1) ja sekoitetaan.
Eluentti B: asetonitriili (3.4)

Eluentti C: metanoli (3.5)

Laitteet
Mekaaninen ravistelija

Ternaarigradientti HPLC -laitteisto

Nestekromatografiakolonni, 100 mm x 4,6 mm, Hypersil ODS, 3 pum tai vastaava

Vaihtuva-aallonpituuksinen UV-detektori tai diodirividetektori
Vakuumipy6réhaihduttaja

Kalvosuodatin, 0,45 um
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Tyhjiosuodatuslaite

Ultradanihaude

Suoritus
Yleistd
Nollarehu

Nollanédyte on analysoitava, jotta varmistetaan, ettei se sisalla diklatsuriilia tai mittausta hiiritsevid
aineita. Nollandytteen on oltava niytteen kaltainen, eiké siind saa olla havaittavia maéria diklatsuriilia
tai hiiritsevid aineita.

Saannon madritys

Saanto on midritettdva analysoimalla nollandyte, johon on tehty niytteen diklatsuriiliapitoisuutta
vastaava lisdys Jotta saadaan 1 mg/kg diklatsuriilia vastaava liséys, siirretdan 0,1 ml standardin kanta-
livosta (3.8.1) 50 gwaan nollandytettd, sekoitetaan perusteellisesti, annetaan tasoittua 10 minuuttia
sekoittaen useita kertoja ennen uuttovaiheeseen siirtymistd (5.2).

Jos saatavilla ei ole naytteen kaltaista nollanéytetta (katso 5.1.1), voidaan saanto méirittdd vaihtoehtoi-
sesti standardinlisdysmenetelmalld. T#lloin analysoitavaan néytteeseen lisitdan niytteiden jo sisiltimi
maiard diklatsuriilia. TAma néyte analysoidaan yhdessd varsinaisen niytteen kanssa, ja saanto voidaan
laskea vahennyslaskulla.

Uutto
Rehut

Punnitaan noin 50 g naytettd 0,01 gramman tarkkuudella 500 mln erlenmeyerkolviin, lisataan 1,00 ml
sisdistd standardiliuosta (3.9.2), 200 ml uuttoliuosta (3.12) ja suljetaan kolvi tulpalla. Seosta ravistellaan
ravistelijalla (4.1) yli yon. Annetaan laskeutua 10 minuuttia. Siirretdédn 20 ml supernatantista sopivaan
lasiastiaan ja laimennetaan 20 ml:la vettd. Siirretdan liuos uuttopatruunaan (3.11) ja imetdédn liuos sen
lapi vakuumilla (4.5). Pestddn patruuna 25 mllla uuttoliuoksen (3.12) ja veden seosta, 65 + 35 (V + V).
Kerityt fraktiot heitetddan pois ja médritettavit aineet eluoidaan 25 ml:lla uuttoliuoksen (3.12) ja veden
seosta, 80 + 20 (V + V). Tami fraktio haihdutetaan pytréhaihduttimella (4.3) 60 °C:ssa melkein
kuiviin. Jadnnos livotetaan 1,0 ml:aan DMF:4a (3.6), lisatddn 1,5 ml vettd (3.1) ja sekoitetaan. Suodate-
taan kalvosuodattimella (4.4). Tehddan HPLC- midritys (5.3).

Esiseokset

Punnitaan noin 1 g néytettd 0,001 g:n tarkkuudella 500 mlin erlenmeyerkolviin, lisitidn 1,00 ml
sisdistd standardiliuosta (3.9.3), 200 ml uuttoliuosta (3.12) ja suljetaan kolvi tulpalla. Seosta ravistellaan
yli yon ravistelijalla (4.1). Annetaan laskeutua 10 minuuttia. Siirretdan 10 000/p mln (p = diklatsu-
riilin nimellispitoisuus esisecoksessa mg/kg) erd supernatanttia sopivankokoiseen keittokolviin. Haihdu-
tetaan alipaineessa py6rohaihduttajalla (4.3) 60 °C:ssa melkein kuiviin. Jdannos liuotetaan uudelleen
10,0 ml:aan DMF:44 (3.6), lisitadn 15,0 ml vettd (3.1) ja sekoitetaan. Tehdaan HPLC- madiritys (5.3).

HPLC-mddritys
Ajo-olosuhteet

Seuraavat ajo-olosuhteet ovat ohjeellisia ja niitd voidaan muuttaa, mikali ne antavat vastaavanlaisia
tuloksia.

— Nestekromatografiakolonni 100 mm x 4,6 mm, Hypersil ODS, pakkausaine 3 pm:n, tai
(4.2.1): vastaava
— Ajoliuos: Eluentti A (3.13.1): ammoniumasetaatin  ja tetrabutyy-

liammoniumvetysulfaatin vesiliuos
Eluentti B (3.13.2): asetonitriili

Eluentti C (3.13.3): metanoli
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— Eluointi: — lineaarinen gradientti
— alku: A+B+C = 60+20+20 (V+V+V)
— 10 min kuluttua gradienttieluointi 30 minuutissa: A+B+C
= 45420435 (V4+V+YV)
Huuhdotaan B:lla 10 min.
— Virtausnopeus: 1,5 — 2 ml/min
— Injektiotilavuus: 20 ul
— Aallonpituus: 280 mm
Kromatografiajirjestelmén stabiilisuus tarkistetaan injektoimalla useita kertoja kalibrointiliuosta (3.10),
jonka konsentraatio on 2 pl/ml, kunnes piikkien korkeudet ja retentioajat ovat vakiot.
5.3.2 Kalibrointiliuos
Injektoidaan 20 pl kalibrointiliuosta (3.10) useita kertoja ja médritetdan diklatsuriilin ja sisdisen stan-
dardin piikkien korkeuksien (pinta-alojen) keskiarvot.
533 Nayteliuos
Injektoidaan 20 pl ndyteliuosta (5.2.1 tai 5.2.2) useita kertoja ja médritetddn diklatsuriilin ja sisdisen
standardin piikkien korkeuksien (pinta-alojen) keskiarvot.
6. Tulosten laskeminen
6.1 Rehut
Niytteen diklatsuriilipitoisuus w (mg/kg) saadaan seuraavasta kaavasta:
h, .h,_6,..10V
w o= m - [mg/kg]
jossa
h,, = niyteliuoksen (5.2.1) diklatsuriilin piikin korkeus (pinta-ala)
h, = niyteliuoksen (5.2.1) sisdisen standardin piikin korkeus (pinta-ala)
h,. = kalibrointiliuoksen (3.10) diklatsuriilin piikin korkeus (pinta-ala)
h, = kalibrointiliuoksen (3.10) sisdisen standardin piikin korkeus (pinta-ala)
6, = kalibrointiliuoksen (3.10) diklatsuriilipitoisuus pg/ml
m = testattavan ndytemddrdn massa grammoina
V = niyteuutteen tilavuus kohdan 5.2.1 mukaan (ts. 2,5 ml).
6.2 Esiseokset

Naytteen diklatsuriilipitoisuus w (mg/kg) saadaan seuraavasta kaavasta:

h,..h, 8,.0,02Vp

Y b, m [mg/kg]
jossa
h,. = kalibrointiliuoksen (3.10) diklatsuriilin piikin korkeus (pinta-ala)
h, = kalibrointiliuoksen (3.10) sisiisen standardin piikin korkeus (pinta-ala)
h,, = niyteliuoksen (5.2.2) diklatsuriilin piikin korkeus (pinta-ala)
h,, = niyteliuoksen (5.2.2) sisdisen standardin piikin korkeus (pinta-ala)
6, = kalibrointiliuoksen (3.10) diklatsuriilipitoisuus pg/ml
m = testattavan ndytemddrdn massa grammoina
V = niyteuutteen tilavuus kohdan 5.2.2 mukaan (ts. 25 ml)
P = esiseoksen diklatsuriilin nimellispitoisuus mg/kg.
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Tulosten validointi
Tunnistus

Analyytin tunnistus voidaan varmentaa rinnakkaiskromatografialla tai kayttamilld diodirividetektoria,
jolla verrataan nayteuutteen (5.2.1 tai 5.2.2) ja kalibrointiliuoksen (3.10) spektrejd.

Rinnakkaiskromatografia

Niyteuutteeseen (5.2.1 tai 5.2.2) lisitddn sopiva méard kalibrointilivosta (3.10). Lisdtyn diklatsuriilin
maérdn tulisi olla samaa suuruusluokkaa kuin néytteessid todettu diklatsuriilin méara.

Ainoastaan diklatsuriilin ja sisdisen standardin piikit saavat kasvaa, kun otetaan huomioon seki lisitty
miadrd etti uutteen laimennus. Piikin leveys puolivilissi piikin korkeutta on oltava 10 % sellaisen
néyteuutteen alkuperiisen diklatsuriilipiikin tai sisdisen standardin piikin leveydelts, johon ei ole tehty
lisdysta.

Diodirividetektorimaaritys

Tuloksia arvioidaan seuraavien vaatimusten mukaisesti:

a) Kromatogrammin piikkien huipusta mitattujen ndyte- ja standardispektrien maksimiabsorption
aallonpituuksien on oltava samat ilmaisinjirjestelmin erotuskyvyn mukaan midrdytyvissa rajoissa.
Diodirividetektorilla timi on tyypillisesti = 2 nm.

b) Valilld 230 —320 nm kromatogrammin piikkien huipun kohdalla ajetut niyte- ja standardispektrit
eivit saa erota toisistaan niiltd spektrin osilta, joiden suhteellinen absorbanssi on 10-100 %: Tami
vaatimus tdyttyy, kun maksimit ovat samat eikd spektrien vilinen ero ole missddn kohdassa
suurempi kuin 15 % standardianalyytin absorbanssista.

c) Vililld 230 —320 nm néyteuutteesta ajetut spektrit piikin nousun, huipun ja laskun kohdalla eivat
saa erota toisistaan niilti spektrin osilta, joiden suhteellinen absorbanssi on 10—100 %. Tima

vaatimus tdyttyy, kun maksimit ovat samat eikd spektrien vilinen ero ole missddn kohdassa
suurempi kuin 15 % spiikin huipun spektrin absorbanssista.

Jos jokin niistd vaatimuksista ei tdyty, analyytin lisnéoloa ei voi pitdd varmistettuna.
Toistettavuus

Samasta niytteestd tehdyn kahden rinnakkaisen maéirityksen tulosten ero ei saa olla suurempi kuin

— 30 % suuremmasta rinnakkaistuloksesta, kun diklatsuriilipitoisuus on vililli 0,5 mg/kg—2,5
mg/kg,

— 0,75 mg/kg, kun diklatsuriilipitoisuus on valilla 2,5 mg/kg—5 mg/kg,

— 15 % suuremmasta rinnakkaistuloksesta, kun diklatsuriilipitoisuus on yli 5 mg/kg.
Saanto

Kun niytteeseen on tehty diklatsuriililisdys, saannon on oltava vihintidn 80 %.

Laboratorioiden vilisen vertailun tulokset

Viisi ndytettd analysoitiin 11 laboratoriossa. Naytteistd oli kaksi esiseosta. Toinen sekoitettiin orgaani-
seen matriisiin (O 100) ja toinen epdorgaaniseen matriisiin (A 100). Teoreettinen pitoisuus on 100 mg
diklatsuriilia kilogrammassa. Kolme eri valmistajaa (NL) valmisti kolme siipikarjan rehuseosta
(L1/Z1/K1). Teoreettinen pitoisuus on 1 mg diklatsuriilia kilogrammassa. Laboratorioita pyydettiin
analysoimaan kukin niyte kerran tai kaksoismairityksind. (Tarkempia tietoja tédstd laboratorioiden
vilisestd tutkimuksesta 18ytyy aikakauslehdesti Journal of AOAC International, Volume 77, n:o 6,
1994, 5. 1359—1361.) Tulokset esitetddn seuraavassa taulukossa.
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Nayte 1 Nayte 2 Nayte 3 Nayte 4 Nayte 5

A 100 O 100 L1 Z1 K1
L 11 11 11 11 6
n 19 18 19 19 12
Keskiarvo 100,8 103,5 0,89 1,15 0,89
S, (mg/kg) 5,88 7,64 0,15 0,02 0,03
CV_ (%) 5,83 7,38 17,32 1,92 3,34
S, (mg/kg) 7,59 7,64 0,17 0,11 0,12
CV, (%) 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65
Nimellispitoisuus (mg/kg) 100 100 1 1 1

L = laboratorioiden lukumiird

= yksittiisten arvojen lukumiiri

s, = toistettavuuden keskihajonta
CV, = toistettavuuden variaatiokerroin
Sy = uusittavuuden keskihajonta
CV, = uusittavuuden variaatiokerroin.
Huomautuksia

Diklatsuriilivasteen lineaarisuus on osoitettava etukiteen ao. konsentraatioalueilla.

C OSA

KARBADOKSIN MAARITYS

Metyyli-3-(2-kinoksalinyylimeryleeni)-karbatsaatii-N',N4-dioksidi

Tarkoitus ja soveltamisala

Tamin menetelmin avulla voidaan madrittdd karbadoksi rehuseoksista, esiseoksista ja rehun lisdaine-

valmisteista. Toteamisraja on 1 mg/kg. Mairitysraja on 10 mg/kg.

Periaate

Naytteeseen lisdtadn vettd ja se uutetaan metanoli-asetonitriililli. Rehuseosniytteiden suodatetusta
uutoksesta puhdistetaan tietty tilavuusosa alumiinioksidipylvddn avulla. Esiseosnéytteiden ja rehun
lisdainevalmistendytteiden suodatetusta uutoksesta tietty tilavuusosa laimennetaan sopivalle pitoisuus-
alueelle vedelld, metanolilla ja asetonitriililld. Karbadoksipitoisuus méaritetadn korkean erotuskyvyn

kaanteisfaasinestekromatografialla (HPLC) UV-detektoria kiyttien.

Reagenssit
Metanoli
Asetonitriili, HPLC-laatu

Etikkahappo, w = 100 %

Alumiinioksidi: neutraali, aktiivisuusaste I

Metanoli-asetonitriili 1 + 1 (V. + V)

Sekoitetaan 500 ml metanolia (3.1) ja 500 ml asetonitriilid (3.2).
Etikkahappo, 6 = 10 %

Laimennetaan 10 ml etikkahappoa (3.3) 100 ml:aan vedella.

Natriumasetaatti, CH,COONa



L 118/48

Euroopan yhteis6jen virallinen lehti

6.5.1999

38

39

3.10.

3.11

3111

3.11.2

3.12

4.1

4.2

4.3

44

44.1

442

4.5

4.6

4.7

5.1

Vesi, HPLC-laatu
Asetaattipuskuriliuos, ¢ = 0,01 mol/l, pH = 6,0

Liuotetaan 0,82 g natriumasetaattia (3.7) 700 ml:aan vettd (3.8) ja pH sdadetadn arvoon 6,0 etikkahapolla
(3.6). Siirretaan 1 000 mln mittapulloon, tiytetidan merkkiin vedella (3.8) ja sekoitetaan.

HPLC-ajoliuos

Sekoitetaan 825 ml asetaattipuskuriliuosta (3.9) ja 175 ml asetonitriilid (3.2). Suodatetaan 0,22 pm:n
kalvosuodattimen (4.5) lapi ja poistetaan kaasut liuoksesta (esiin. ultradgénihauteessa 10 min).

Standardiaine
Puhdas karbadoksi: Metyyli-3-(2-kinoksalinyylimetyleeni)-karbatsaatti-N!,N4-dioksidi, E 850.
Karbadoksistandardin kantaliuos, 100 pg/ml (katso huomautus kohdasta 5: Analyysin suoritus)

Punnitaan 25 mg karbadoksia (3.11) 0,1 mg:n tarkkuudella 250 ml:n mittapulloon. Liuotetaan meta-
noli-asetonitriiliin (3.5) kisittelemalld ultradanihauteessa (4.7). Ultraddnikisittelyn jilkeen liuos jaahdy-
tetddn huoneen lampétilaan, tdytetdan merkkiin metanoli-asetonitriililld (3.5) ja sekoitetaan. Pullo
kaaritaan alumiinifolioon tai kdytetadn tummaa pulloa ja siilytetddn jaskaapissa. Livos siilyy < 4 °Cn
lampétilassa yhden kuukauden.

Kalibrointiliuokset

Pipetoidaan 2,0, 5,0, 10,0 ja 20,0 ml karbadoksistandardin kantaliuosta (3.11.1) 100 ml:n kalibroituihin
pulloihin. Lisatdan 30 ml vettd, taytetdan merkkiin metanoli-asetonitriililla (3.5) ja sekoitetaan. Kéari-

tadan pullot alumiinifolioon. Ndamai liuokset sisaltavit vastaavasti 2,0, 5,0, 10,0 ja 20,0 pg/ml karbadoksia.
Kalibrointiliuokset on valmistettava juuri ennen kayttoa.

Huom. Kun mairitetddn karbadoksia rehuista, jotka sisdltavat vihemmain kuin 10 mg/kg karbadoksia,
on valmistettava kalibrointiliuos, jonka konsentraatio on pienempi kuin 2,0 pg/ml.

Vesi-(metanoli-asetonitriili) (3.5) -seos, 300 + 700 (V + V)

Sekoitetaan 300 ml vettd ja 700 ml metanoli-asetonitriiliseosta (3.5).

Laitteisto

Laboratorioravistelija tai magneettisekoittaja

Lasikuitusuodatinpaperi (Whatman GF/A tai vastaava)

Lasikolonni (pituus 300 —400 mm, sisihalkaisija noin 10 mm), jossa on lasisuodatin ja poistohana.

Huom. Voidaan kayttdd my6s tulpalla varustettua lasikolonnia tai lasikolonnia, jonka paé suippenee.
Talloin kolonnin alapddhin pannaan pieni lasivillatuppo, joka tiivistetadn lasisauvalla.

HPLC-laitteisto, jossa injektori, jonka injektiotilavuus 20 pl

C18-nestekromatografiakolonni: 300 mm x 4 mm, hiukkaskoko 10 um tai vastaava

Vaihtuva-aallonpituuksinen UV-detektori tai diodirividetektori, mittausaallonpituusalue 225 —400 nm
Kalvosuodatin 0,22 pum
Kalvosuodatin 0,45 pum

Ultrazganihaude

Analyysin suoritus

Huom. Karbadoksi on valonarkaa. Kaikki toimenpiteet on suoritettava himmennetyssa valaistuksessa,
tai on kaytettdvd ruskeita tai alumiinifolioon kédrittyjd lasitavaroita.

Yleistd
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Nollarehu

Saantokokeen (5.1.2) suorittamista varten analysoidaan nollarehu, jotta varmistetaan, ettei se sisalla
karbadoksia tai hiiritsevid aineita. Nollarehun on oltava niytteen kaltainen, eikd lisdksi sitd analysoi-
taessa havaita karbadoksia tai hiiritsevid aineita.

Saantokoe

Saantokoe suoritetaan analysoimalla nollarehu (5.1.1), johon on lisitty ndytteessd esiintyvdd madrad
vastaava midrd karbadoksia. Lisiyksen saamiseksi tasolle 50 mg/kg karbadoksia, pipetoidaan 5,0 ml
karbadoksistandardin kantaliuosta (3.11.1) 200 ml:n erlenmeyerpulloon. Liuos haihdutetaan noin 0,5
mlksi typpivirrassa. Lisatdan 10 g nollarehua, sekoitetaan ja seisotetaan 10 minuuttia ennen uuttovai-
heeseen siirtymistd (5.2).

Jos saatavilla ei ole ndytteen kaltaista nollanéytettd (katso 5.1.1), voidaan saantokoe suorittaa vaihtoeh-
toisesti standardinlisdysmenetelmalla. T#lloin analysoitavaan néytteeseen lisitddn naytteiden ennestdin
sisiltimd médra karbadoksia. Tdmé niyte analysoidaan yhdessd varsinaisen naytteen kanssa, ja saanto
voidaan laskea ko. niytteiden karbadoksiméirien erotuksesta.

Uutto

Rehuseokset

Punnitaan noin 10 g naytettd 0,01 gramman tarkkuudella ja siirretddn 200 mln erlenmeyerpulloon.
Lisatadn 15,0 ml vettd, sekoitetaan ja annetaan seisti 5 minuuttia. Lisdtddn 35,0 ml metanoli-asetonit-
riiliseosta (3.5), suljetaan tulpalla ja ravistetaan 30 minuuttia ravistelijalla tai sekoitetaan magneettise-
koittajalla (4.1). Suodatetaan liuos lasikuitusuodatinpaperin lipi (4.2). Jatketaan puhdistusvaiheesta (5.3).

Esiseokset (karbadoksipitoisuus 0,1 —2,0 %)

Punnitaan noin 1 g jauhamatonta naytettd 0,001 g:n tarkkuudella ja siirretdédn 200 ml:n erlenmeyerpul-
loon. Lisitdan 15,0 ml vettd, sekoitetaan ja annetaan seistd 5 minuuttia. Lisatadn 35,0 ml metanoli-
asetonitriiliseosta (3.5), suljetaan tulpalla ja ravistellaan 30 minuuttia ravistelijalla tai sekoitetaan
magneettisekoittajalla (4.1). Suodatetaan liuos lasikuitusuodatinpaperin lipi (4.2). Pipetoidaan maéiriosa
suodoksesta 50 ml:n mittapulloon. Lisataan 15,0 ml vettd, tiytetddn merkkiin metanoli-asetonitriili-
seoksella (3.5) ja sekoitetaan. Lopullisen liuoksen karbadoksipitoisuuden pitéisi olla noin 10 pg/ml.
Suodatetaan osa 0,45 pm:n kalvosuodattimen lipi (4.6). Jatketaan HPLC-mairityksella (5.4).

Lisdainevalmisteet (karbadoksipitoisuus yli 2 %)

Punnitaan noin 0,2 g jauhamatonta naytettd 0,001 g:n tarkkuudella ja siirretdan 250 ml:n erlenmeyer-
pulloon. Lisitadn 45,0 ml vettd, sekoitetaan ja annetaan seistd 5 minuuttia. Lisatdan 105,0 ml metanoli-
asetonitriiliseosta (3.5), suljetaan tulpalla ja homogenisoidaan. Pidetddn néytettd ultradénihauteessa (4.7)
15 minuuttia, minké jilkeen liuosta ravistellaan tai sekoitetaan 15 minuuttia (4.1). Suodatetaan liuos
lasikuitusuodatinpaperin ldpi (4.2). Laimennetaan médrdosa suodosta vesi-metanoli-asetonitriiliseok-
sella (3.12) siten, ettd lopullisen liuoksen karbadoksipitoisuuden pitdisi olla 10 —15 pg/ml (10 %:selle
lisdainevalmisteelle laimennuskerroin on 10). Suodatetaan osa 0,45 wm:n kalvosuodattimen lépi (4.6).
Jatketaan HPLC-maéritykselld (5.4).

Pubdistus

Alumiinioksidipylvadn valmistus

Punnitaan 4 g alumiinioksidia (3.4) ja siirretadn se lasikolonniin (4.3).

Niytteen puhdistus

Lisatadn 15 ml suodatettua uutosta (5.2.1) alumiinioksidipylvidseen. Ensimmaiiset 2 ml eluaattia heite-
tadn pois. Seuraavat 5 ml otetaan talteen ja suodatetaan osa 0,45 pm:n kalvosuodattimen lapi (4.6).
Jatketaan HPLC-madritykselld (5.4).

HPLC-mddritys
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6.1

6.2

Ajo-olosuhteet

Seuraavat ajo-olosuhteet ovat ohjeellisia. Niitd voidaan muuttaa, mikdli ne antavat vastaavanlaisia
tuloksia.

C18-nestekromatografiakolonni (4.1.1): 300 mm x 4 mm, hiukkaskoko 10 pm, tai vastaava

Ajoliuos (3.10): Asetattipuskuriliuoksen (3.9) ja asetonitriilin (3.2) seos,
825+175 (V + V)

Virtausnopeus: 1,5—2 ml/min

Mittausaallonpituus: 365 mm

Injektiotilavuus: 20 wl

Kromatografiajarjestelmin stabiilisuus tarkistetaan injektoimalla useita kertoja 5,0 pg/ml karbadoksia
sisaltavda kalibrointiliuosta (3.11.2), kunnes piikkien korkeudet (pinta-alat) ja retentioajat pysyvat
vakioina.

Kalibrointikédyra

Injektoidaan jokaista kalibrointiliuosta (3.11.2) useita kertoja ja mitataan kutakin konsentraatiota
vastaavat karbadoksipiikkien korkeudet (pinta-alat). Kalibrointikdyrd piirretdén siten, ettd y-akselilla
ovat kalibrointiliuosten piikkien korkeuksien (pinta alojen) keskiarvot ja x-akselilla vastaavat konsent-
raatiot pg/ml.

Niyteliuos

Injektoidaan néyteuutosta (rehuseosten (5.3.2), esiseosten (5.2.2) ja lisdainevalmisteiden (5.2.3)) useita
kertoja ja madritetddn karbadoksipiikkien korkeuksien (pinta-alojen) keskiarvo.

Tulosten laskeminen

Niyteliuoksen karbadoksipitoisuus (ig/ml) lasketaan karbadoksin piikkien korkeuden (pinta-alan)
keskiarvosta kalibrointikdyrin (5.4.2) avulla.

Rehuseokset

Niytteen karbadoksipitoisuus w (mg/kg) lasketaan seuraavan kaavan avulla:

6 x V,
w = — [mg/kg]
m

6 = niayteuutoksen (5.3.2) karbadoksipitoisuus (lLg/ml)

<
|

, = uuttoliuoksen tilavuus (ml) (ts. 50)

m = punnittu naytemaird (g)
Esiseokset ja lisdainevalmisteet

Niytteen karbadoksipitoisuus w (mg/kg) lasketaan seuraavan kaavan avulla:

6 xV, x f
W =

[mg/kg]

6 = niyteuutoksen (5.2.2 tai 5.2.3) karbadoksipitoisuus (ig/ml)
V, = uuttoliuoksen tilavuus (ml) (ts. esiseoksille 50, lisdainevalmisteille 150)
f = laimennuskerroin kohdan 5.2.2 (esiseokset) tai 5.2.3 (lisdainevalmisteet) mukaisesti

m = punnittu naytemaira (g).
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Tulosten validointi
Analyytin tunnistettavuuden varmentaminen

Analyytin tunnistettavuus voidaan varmentaa rinnakkaiskromatografialla tai diodirividetektorilla vertaa-
malla néytteen uuttoliuoksen ja 10,0 ul/ml karbadoksia siséltavan kalibrointiliuoksen (3.11.2) spektreja.

Rinnakkaiskromatografia

Naytteen uuttoliuokseen lisidtddn sopiva mdérd kalibrointiliuosta (3.11.2). Lisdtyn karbadoksimadrin
tulisi olla sama kuin niyteliuoksesta analysoitu karbadoksin maara.

Ainoastaan karbadoksipiikin korkeus saisi kasvaa huomioiden sekd lisdtty méaédrd karbadoksia ettd
néyteliuoksen laimeneminen. Karbadoksipiikin puolikorkeuden leveyden ero verrattuna alkuperiisen
niyteliuoksen piikin leveyteen saa olla korkeintaan noin 10 %.

Diodirividetektorilla varmentaminen
Tuloksia arvioidaan seuraavien vaatimusten mukaisesti:

a) Kromatogrammin piikin huipun kohdalla néytteen ja standardin spektrien maksimiabsorptioaallon-
pituuksien on oltava samat ilmaisinjirjestelmén erotuskyvyn mukaan miadriytyvissa rajoissa. Diodi-
rividetektorille timd on tyypillisesti + 2 nm.

b) Vililla 225—400 nm kromatogrammin piikin huipun kohdalla ajetut nayte- ja standardispektrit
eivit saa erota niiltd spektrin osilta, joiden suhteellinen absorbanssi on 10-100 %. Tama vaatimus
tayttyy, kun maksimit ovat samat eikd spektrien vilinen ero ole missdin kohdassa suurempi kuin
15 % standardianalyytin absorbanssista.

(g}
~

Vililla 225 —400 nm néyteliuoksesta ajetut spektrit piikin nousun, huipun ja laskun kohdalla eivat
saa erota toisistaan niiltd spektrin osilta, joiden suhteellinen absorbanssi on 10-100 %. Tima
vaatimus tdyttyy, kun maksimit ovat samat ja kun kaikissa tarkastelluissa pisteissa spektrien vélinen
ero ei ole suurempi kuin 15 % piikin huipun spektrin absorbanssista.

Jos jokin niistd vaatimuksista ei tdyty, analyytin esiintymistd ei ole varmennettu.

Toistettavuus

Kun karbadoksipitoisuus on 10 mg/kg tai suurempi, kahden rinnakkaisen samasta niytteesti tehdyn
madrityksen tulosten ero ei saa olla suurempi kuin 15 % suuremmasta rinnakkaistuloksesta.

Saanto

Kun (nolla)ndytteeseen on lisitty karbadoksia, saannon on oltava vihintian 90 %.

Laboratorioiden vilisen vertailun tulokset

Jarjestettiin laboratorioiden vilinen vertailu, jossa analysoitiin 6 rehuseosta, 4 esiseosta ja 3 lisdaineval-
mistetta kahdeksassa laboratoriossa. Kustakin naytteestd tehtiin rinnakkaismiaritykset. (Tarkempia
tietoja téstd laboratorioiden vilisesté vertailusta 16ytyy aikakauslehdesti Journal of AOAC Volume 71,
1988, s. 484 —490,) Tulokset (lukuun ottamatta hylattyji tuloksia) olivat seuraavanlaiset:

Taulukko 1. Rehuseosten laboratorioiden vilisen vertailun tulokset

Nayte 1 Nayte 2 Nayte 3 Nayte 4 Nayte § Nayte 6
L 8 8 8 8 8 8
N 15 14 15 15 15 15
Keskiarvo (mg/kg) 50,0 47,6 48,2 49,7 46,9 49,7
S, (mg/kg) 2,90 2,69 1,38 1,55 1,52 2,12
CV_ (%) 58 5,6 2,9 3,1 3,2 4,3
Sy (mg/kg) 3,92 4,13 2,23 2,58 2,26 2,44
CV, (%) 7,8 8,7 4,6 52 4,8 4,9
Nimellinen pitoisuus 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0
(mg/kg)
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Taulukko 2. Esiseosten ja lisiainevalmisteiden laboratorioiden vilisen vertailun tulokset

Esiseokset Lisdainevalmisteet

A B C D A B C
L 7 7 7 7 8 8 8
N 14 14 14 14 16 16 16
Keskiarvo (g/kg) 8,89 9,29 9,21 8,76 94,6 98,1 104
S, (g/kg) 0,37 0,28 0,28 0,44 4,1 5,1 7,7
CV, (%) 4,2 3,0 3,0 5,0 43 5,2 7,4
Sg (g/kg) 0,37 0,28 0,40 0,55 5.4 6,4 7,7
CVvy (%) 4,2 3,0 4,3 6,3 5,7 6,5 7,4
Nimellinen pitoisuus 10,0 10,0 10,0 10,0 100 100 100
(g/kg)
L = laboratorioiden lukumiira
n = vyksittiisten arvojen lukumaira
s, = toistettavuuden keskihajonta
CV, = toistettavuuden variaatiokerroin
S = uusittavuuden keskihajonta

R

CV, =

R =

uusittavuuden variaatiokerroin.




