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KOMISIJOS DIREKTYVA 98/64/EB
1998 m. rugséjo 3 d.

nustatanti Bendrijos analizés metodus pasaruose esan¢ioms aminorugstims, Zaliems aliejams ir
riebalams bei olakvindoksui nustatyti ir i§ dalies pakei¢ianti Direktyva 71/393/EEB

(tekstas svarbus EEE)

EUROPOS BENDRIJU KOMISIJA,
atsizvelgdama | Europos bendrijos steigimo sutartj,

atsizvelgdama | 1970 m. liepos 20 d. Tarybos direktyva
70/373|EEB dél oficialios pasary kontrolés méginiy émimo ir
analizés metody jvedimo Bendrijoje (') su paskutiniais pakeiti-
mais, padarytais Austrijos, Suomijos ir Svedijos Stojimo aktu,
ypac i jos 2 straipsni,

kadangi Direktyvoje 70/373EEB reikalaujama, kad tikrinant, ar
pasarai atitinka jstatymy ir kity teisés akty jiems keliamus
kokybeés ir sudéties reikalavimus, oficiali pasary kontrolé buty
atlickama taikant Bendrijos méginiy émimo ir analizés
metodus;

kadangi 1979 m balandzio 2 d. Tarybos direktyva 79/373/EEB
dél prekybos kombinuotaisiais pasarais (*) su paskutiniais pakei-
timais, padarytais Komisijos direktyva 97/47[EB (}), ir 1993 m.
rugséjo 13 d. Tarybos direktyva 93/74/EEB dél pasary konkre-
tiems mitybos tikslams (*) su paskutiniais pakeitimais, padary-
tais Direktyva 96/25/EB (°), nustato, kad aminorigstys bei Zzali
aliejai ir riebalai turi bati nurodomi pasary etiketése;

kadangi 1970 m lapkricio 23 d. Tarybos direktyva 70/524/EEB
dél priedy pasaruose (°) su paskutiniais pakeitimais, padarytais
Komisijos direktyva 98/19/EB ('), nustato, kad olakvindokso
kiekis turi bati nurodytas etiketéje tada, kai Sios medziagos yra
jdéta | kombinuotuosius pasarus;

kadangi 1971 m lapkri¢io 18 d. antroji Komisijos direktyva
71/393/EB, nustatanti oficialiai paSary kontrolei taikytinus
analizés metodus (f) su paskutiniais pakeitimais, padarytais
Komisijos direktyva 84/4/EEB (°), iSdésto analizés metodus, tarp
ju zaliy aliejy ir riebaly nustatymo; kadangi aprasytaji metodg
reikéty pakeisti;
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kadangi turi bati nustatyti $iy medZziagy patikrinimo Bendrijos
analizés metodai;

kadangi priemonés, numatytos Sioje direktyvoje, sutampa su
Pagary nuolatinio komiteto nuomone,

PRIEME SIA DIREKTYVA;

1 straipsnis

Valstybés narés numato, kad oficialiai tikrinant aminoraigsciy,
zaliy aliejy ir riebaly bei olakvindokso kiekj pasaruose, analizés
bty atliekamos priede nurodytais metodais.

2 straipsnis

Komisijos direktyvos 71/393/EEB priedo 4 punktas ,Zaliy aliejy

ir riebaly nustatymas“ pakeistas $ios direktyvos priedo B dalimi.

3 straipsnis

1. Valstybés narés priima jstatymus ir kitus teisés aktus,
kurie, jsigalioje iki 1998 m. gruodzio 31 d., jgyvendina Sig
direktyva. Apie tai jos nedelsdamos pranesa Komisijai.

Sias priemones jos taiko nuo 1999 sausio 1 dienos.

Valstybés narés, priimdamos $ias priemones, daro jose nuoroda
i Sig direktyva, arba tokia nuoroda daroma jas oficialiai skel-
biant. Nuorodos darymo tvarka nustato valstybés narés.
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2. Valstybés narés pateikia Komisijai $ios direktyvos taikymo 5 straipshis

itvie primt i dini ionaliniu teisés ake ot )
i;i(§35.prllm ¢ pagtinciniy nactonalinty feises akty nuostaty Si direktyva skirta valstybéms naréms.

Priimta Briuselyje, 1998 m. rugséjo 3 d.

4 straipsnis
Komisijos vardu

Si direktyva isigalioja dvidesimta dieng po jos paskelbimo Franz FISCHLER

Europos Bendrijy oficialiajame leidinyje. Komisijos narys
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PRIEDAS

A DALIS

Aminoriigé¢iy nustatymas

Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu, naudojant aminoriigi¢iy analizatoriy, nustatomas laisvyjy (sintetiniy ir natfiraliy) ir bendryjy
(sujungty peptiduose ir laisvyjy) aminortigiciy kiekis pasaruose. Sis metodas tinkamas Sioms aminoriigstims:
cisteinui (cistinui), metioninui, lizinui, treoninui, alaninui, argininui, asparagino ir qutamino ragstims, glicinui,
histidinui, izoleucinui, leucinui, fenilalaninui, prolinui, serinui, tirozinui ir valinui.

Sis metodas neisskiria aminoriigi¢iy drusky ir negali atskirti D-aminoriigities formos nuo L-aminoriigities
formos. Metodas netinka triptofano ar aminorfigé¢iy hidroksilo analogams nustatyti.

Metodo esmé

Laisvosios aminoriigstys

Laisvosios aminorigstys ekstrahuojamos praskiesta druskos riigstimi. Kartu ekstrahuojamos azoto makromole-
kulés nusodinamos sulfosalicilo riigstimi ir atskiriamos filtruojant. Filtruoto tirpalo pH sureguliuojamas iki 2,20.
Aminortgstys atskiriamos jony mainy chromatografija ir nustatomos fotometriskai vykdant reakcija su ninhi-
drinu, bangos ilgiui esant 570 nm.

Bendros aminoriigstys

Nustatymo metodas pasirenkamas, nelygu tiriamos aminoriigitys. Cisteinas (cistinas) ir metioninas prie$ hidro-
lize turi biti oksiduojami iki cistino riigsties ir metionino sulfono. Tirozinas turi biiti nustatomas neoksiduoty
méginiy hidrolizatuose. Visos kitos aminortigstys, paminétos 1 dalyje, gali bati nustatomos arba oksiduotuose,
arba neoksiduotuose méginiuose.

Oksidacija atlickama peroksiskruzdziy riigsties ir fenolio miiniu, esant 0 °C temperatirai. Oksidacijos reagento
perteklius suskaidomas natrio disulfitu. Oksiduoti ar neoksiduoti méginiai hidrolizuojami druskos ragstimi
(c = 6 mol/l) 23 valandas. Hidrolizaty pH sureguliuojamas iki 2,20. Aminorfigstys atskiriamos jony mainy
chromatografijos budu fotometriskai, bangos ilgiui esant 570 nm (prolinui — 440 nm), vykdant reakcijg su
ninhidrinu.

Reagentai

Turi biiti naudojamas du kartus distiliuotas arba atitinkamos kokybés (elektroninis laidumas < 10 pS) vanduo.
Vandenilio peroksidas, w = 30 %.

Skruzdziy ragstis, w = 98 — 100 %.

Fenolis.

Natrio disulfitas.

Natrio hidroksidas.

5-sulfosalicilo ruigsties dihidratas.

Druskos riigstis, tankis apytikriai 1,18 g/ml.

Trinatrio citratas dihidratas.

2,2-tiodietanolis (tiodiglikolis).

Natrio chloridas.

Ninhidrinas.

Petroleteris, virimo temperatiiros ribos 40-60 °C.

Norleucinas arba kitas junginys, kurj galima naudoti kaip vidinj standarta.

Azoto dujos (maziau 10 milijonyjy daliy deguonies).
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3.15.  1-oktanolis.
3.16.  Aminoragstys.

3.16.1. Medziagy, paminéty 1 dalyje, standartai. Grynieji junginiai, neturintys kristalizacinio vandens. ISdZiovinami
vakuume vir§ P,0O; ar H,SO, likus savaitei iki naudojimo.

3.16.2. Cistino riigstis.
3.16.3. Metionino sulfonas.
3.17.  Natrio hidroksido tirpalas, ¢ = 7,5 mol/l:
300 g NaOH (3.5) istirpinama vandenyje ir praskiedziama iki 1litro.
3.18.  Natrio hidroksido tirpalas, ¢ = 1 mol/l:
40 g NaOH (3.5) istirpinama vandenyje ir praskiedZiama iki 1litro.
3.19.  Skruzdziy riigsties ir fenolio tirpalas:
889 g skruzdziy rugsties (3.2) sumaiSoma su 111 g vandens ir pridedama 4,73 g fenolio (3.3).
3.20.  Hidrolizuojantis misinys, HCl ¢ = 6 mol/l su 1 g/l fenolio:
jdedama 1 g fenolio (3.3) { 492 ml HCI (3.7) ir praskiedziama vandeniu iki 1 litro.
3.21.  Ekstrahavimo misinys, HCl ¢ = 0,1 mol/l su 2 % tiodiglikolio:

8,2 ml HCl (3.7) praskiedziama su mazdaug 900 ml vandens, jpilama 20 ml tiodiglikolio (3.9), praskiedziama
vandeniu iki 1 litro (3.7 ir 3.9 tiesiogiai nemai§oma).

3.22.  S5-sulfosalicilo rugstis, f = 6 %
60 g 5-sulfosalicilo rugsties (3.6) istirpinama vandenyje ir praskiedZiama vandeniu iki 1 litro.

3.23.  Oksiduojantis misinys (peroksiskruzdziy rtgstis ir fenolis):
menziiréléje sumaiSoma 0,5 ml vandenilio peroksido (3.1) ir 4,5 ml skruzdziy ragsties bei fenolio tirpalo
(3.19). Palaikoma valanda esant 20-300 °C temperatiirai, kad susidaryty peroksiskruzdziy riigstis, po to, pries

supilant | méginj, atSaldoma ledo vandens voneléje (15 min).

Pastaba:
Kad neuztiksty ant odos ir drabuziy, naudojami apsauginiai drabuziai.

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

Apie 800 ml vandens iStirpinama 19,61 g trinatrio citrato (3.8), 5 ml tiodiglikolio (3.9), 1g fenolio (3.3) ir
16,50 ml HCI (3.7). Praskiedziama vandeniu iki 1 litro. pH sureguliuojamas iki 2,20.

3.25.  Eliuentiniai buferiniai tirpalai ruosiami pagal analizatoriaus instrukcijas (4.9).
3.26.  Ninhidrino reagentas ruo$iamas pagal analizatoriaus instrukcijas (4.9).
3.27.  Standartiniai aminoriigiciy tirpalai. Sie tirpalai turi biti laikomi esant Zemesnei kaip 50 °C temperatiirai.

3.27.1. Pradiniai standartiniai aminortigsciy tirpalai (3.16.1). ¢ = 2,5 pmol/ml kiekvienos aminortigsties druskos
ragstyje. Gali bati perkami.

3.27.2. Pradinis standartinis cistino rfigsties ir metionino sulfono tirpalas, ¢ = 1,25 pmol/ml:

0,2115 g cistino rugsties (3.16.2) ir 0,2265 g metionino sulfono (3.16.3) istirpinama citratiniame buferiniame
tirpale (3.24) 1 litro matavimo kolboje, iki Zymés praskiedZiama citratiniu buferiniu tirpalu. Laikoma esant
7emesnei kaip 5 °C temperatiirai ne ilgiau kaip 12 ménesiy. Sis tirpalas nenaudojamas, jei pradiniame standarti-
niame tirpale (3.27.1) yra cistino riigsties ir metionino sulfono.

3.27.3. Pradinis vidinio standarto tirpalas, pvz.: norleucino, ¢ = 20 pmol/ml:
0,6560 g norleucino (3.13) istirpinama citratiniame buferiniame tirpale (3.24) 250 ml matavimo kolboje, iki
Zymés praskiedziama citratiniu buferiniu tirpalu. Laikoma esant Zemesnei kaip 5 °C temperatirai ne ilgiau kaip

6 ménesius.

3.27.4. Standartiniy aminorigs¢iy, naudojamy hidrolizaty matavimui, kalibracinis tirpalas, ¢ = 5 nmol/50ul cistino
ragsciai ir metionino sulfonui ir ¢ = 10 nmol/50pl kitoms aminoragstims:
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30 ml citratinio buferinio tirpalo (3.24) itirpinama 2,2 g natrio chlorido (3.10) 100 ml menzirél¢je. [pilama
4,00 ml pradinio standartinio aminortigsciy tirpalo (3.27.1), 4,00 ml pradinio standartinio cistino rigsties bei
metionino sulfono tirpalo (3.27.2) ir, jei reikia, 0,50 ml pradinio vidinio standarto tirpalo (3.27.3). Natrio
hidroksidu (3.18) pH sureguliuojamas iki 2,20.

Sis kiekis perkeliamas { 50 ml matavimo kolbutg, praskiedZiama iki Zymés citratiniu buferiniu tirpalu (3.24) ir
sumaiSoma.

Laikoma esant Zemesnei kaip 5 °C temperatiirai ne ilgiau kaip 3 ménesius.
Zitirékite pastabas 9.1.

3.27.5. Hidrolizaty, paruosty pagal 5.3.3.1 punkta, ir ekstrakty (5.2) nustatymo Kkalibracinis tirpalas. Kalibracinis
tirpalas ruosiamas pagal 3.27.4 nenaudojant natrio chlorido.

Laikoma esant Zemesnei kaip 5 °C temperatiirai ne ilgiau kaip 3 ménesius.

4. Prietaisai
4.1. 100 arba 250 ml apvaliadugné kolba su griztamuoju kondensatoriumi.
4.2. 100 ml borosilikatinio stiklo butelis uzsukamu kamsteliu su guminiu ar tefloniniu tarpikliu (pvz.: Duran,

Schott), tinkantis naudoti krosnyje.
4.3 Krosnis, priverstinés ventiliacijos, su termoreguliatorium, kurio tikslumas didesnis kaip * 2 °C.
4.4. pH-metras (trys skaiciai po kablelio).
4.5. Membraninis filtras (0,2 pm).

4.6. Centrifuga.

4.7. Sukamasis vakuuminis garintuvas.
4.8. Mechaniné purtyklé arba magnetiné maisykle.
4.9. Aminorigs¢iy analizatorius arba didelio slégio skys¢iy chromatografijos jranga su jony mainy kolonéle, jren-

gimas ninhidrinui, po kolonéle esanciu reaktoriumi ir fotometriniu detektoriumi.

Kolonélé uzpildyta sulfonuoto polistireno dervomis, galinCiomis atskirti aminortigstis vieng nuo kitos ir nuo
kity ninhidrin-teigiamy junginiy. Tekéjima buferinio tirpalo ir ninhidrino sistemoje salygoja siurbliai, kuriy
pastovumas yra * 0,5 % tiek kalibravimo, tiek ir méginio matavimo metu.

Kai kuriais aminoriigéciy analizatoriais galima matuoti hidrolizatus, kuriuose natrio jony koncentracija ¢ = 0,8
mol/l ir kuriuose po oksidacijos yra likes skruzdziy rigsties perteklius. Kitais analizatoriais nepatenkinamai
atskiriamos tam tikros aminortigstys, jei hidrolizatuose yra skruzdziy riigsties likutis ir (arba) didelé natrio jony
koncentracija. Tokiu atveju po hidrolizés, prie§ pH sureguliavima, riigsties tiris sumazinamas apytiksliai iki
5 ml nugarinant. Garinama turéty buti vakuume, esant aukstesnei kaip 40 °C temperatiirai.

5. Matavimas

5.1. Meéginio paruosimas

Méginys sumalamas, kad isbyréty per 0,5 mm sietelj. Labai drégni méginiai prie§ sumalant turi bati arba i§dZio-
vinami oru nevir§ijant 50 °C temperatiros, arba dziovinami 3aldant. Daug riebaly turintys meéginiai prie§
malima turi biti ekstrahuojami petroleteriu (3.12).

5.2. Laisvyjy aminoriigi¢iy nustatymas pasaruose ir premiksuose

| kuging kolba 0,2 mg tikslumu pasveriamas atitinkamas paruodto méginio (5.1) kiekis (1-5 g) ir jpilama
100,0 ml ekstrahavimo misinio (3.21). Miinys maiSomas 60 min mechanine purtykle ar magnetine maisykle
(4.8). Leidziama nusistovéti nuosédoms ir 10,0 ml supernatanto tirpalo perpilama pipete { 100 ml menziréle.
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Maisant jpilama 5,0 ml sulfosalicilo riigsties tirpalo (3.22) ir maiSoma magnetine maiykle 5 minutes. Superna-
tantas filtruojamas arba centrifuguojamas tam, kad bty pasalintos bet kokios nuosédos. 10,0 ml gauto tirpalo
jpilama j 100 ml menzirélg ir, natrio hidroksido tirpalu (3.18) pH sureguliavus iki 2,20, citratiniu buferiniu
tirpalu (3.24) perkeliamas i tinkamo tiirio matavimo kolbg ir iki Zymés praskiedZiamas citratiniu buferiniu
tirpalu (3.24).

Jei naudojamas vidinis standartas, pridedama 1,00 ml vidinio standarto (3.27.3) kiekvienam 100 ml gauto
tirpalo ir praskiedZiama iki Zymés buferiniu tirpalu (3.24).

Atliekama chromatografiné analizé pagal 5.4.

Jei ekstraktai nematuojami ta pacia dieng, jie turi biti laikomi esant Zemesnei kaip 5 °C temperatiirai.

5.3. Bendry aminoriigsciy nustatymas

5.3.1.  Oksidacija
0,2 mg tikslumu pasveriama 0,1-1 g paruosto meéginio (5.1):
— {100 ml apvaliadugng kolba (4.1) ,atvirajai“ hidrolizei (5.3.23),
— {250 ml apvaliadugng kolba (4.1), jei reikalinga maza natrio koncentracija (5.3.3.1), arba
— {100 ml butelj su uzsukamu kamsteliu (4.2) ,uzdarajai* hidrolizei (5.3.2.4).
Pasvertojoje méginio dalyje azoto kiekis turi baiti apie 10 mg, o drégnis nevirsyti 100 mg.
Kolba (butelis) patalpinama j ledo vandens vonele ir atSaldoma iki 0 °C, jpilama 5 ml oksiduojancio tirpalo
(3.23) ir pamaiSoma stikline mentele lenktu galiuku. Kolba (butelis), kartu su joje (jame) esancia mentele uzden-
giama orui nepralaidzia plévele, ledo vandens vonel¢, kurioje yra uzdaras indas, patalpinama i Saldytuva esant
0 °C temperatirai ir palickama jame 16 valandy. Po 16 valandy iSimama i§ $aldytuvo, oksiduojancio reagento

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

Toliau vykdoma 5.3.2.1. procediira.

5.3.2. Hidrolizé

5.3.2.1. Oksiduoto méginio hidrolizé
| oksiduota méginj, paruosta pagal 5.3.1, jpilama 25 ml hidrolizuojan¢io misinio, (3.20) stengiantis nuplauti
prie indo sieneliy ir mentelés prilipusius méginio likucius. Nelygu naudojama hidrolizés eiga, tgsiama pagal
5.3.2.3 ar 5.3.2.4.

5.3.2.2. Neoksiduoto méginio hidrolizé
1100 ml ar 250 ml apvaliadugne kolbg (4.1) ar j 100 ml butelj su uzsukamu kamsteliu (4.2) 0,2 mg tikslumu
pasveriama 0,1-1 g paruosto méginio (5.1). Pasvertojoje méginio dalyje azoto turéty bati apie 10 mg. Atsar-
giai jpilama hidrolizuojanc¢io miinio (3.20) ir sumai§oma su méginiu. Tesiama pagal 5.3.2.3 arba 5.3.2.4.

5.3.2.3. ,Atviroji* hidrolizé
3 stikliniai rutuliukai jdedami i kolbg su misiniu (paruostu pagal 5.3.2.1 ar 5.3.2.2) ir virinami 23 valandas.
Hidrolizei pasibaigus, kondesatorius iSplaunamas 5 ml citratinio buferinio tirpalo (3.24). Kolba nuimama ir
atSaldoma ledo vonel¢je. Tesiama pagal 5.3.3.

5.3.2.4. ,Uzdaroji“ hidrolizé
Butelis su miSiniu, paruostu pagal 5.3.2.1 ar 5.3.2.2, patalpinamas i krosnj (4.3), ikaitinta iki 110 °C. Kad slegis
nedideéty (dél dujiniy medziagy susidarymo) ir baty i§vengta sprogimo, pirmaja hidrolizés valandg indas uzden-
giamas uzsukamu kamsteliu. Kamstelis neuzsukamas. Po valandos kamstelis uZsukamas ir indas palickamas kros-
nyje 23 valandoms. Hidrolizei pasibaigus, indas iSimamas i§ krosnies, atsargiai atsukamas kamstelis ir butelis

istatomas i ledo vandens vonelg. Palickama, kad at3alty.

Nelygu pH reguliavimo eiga (5.3.3), naudojant citratinj buferinj tirpala (3.24) butelio turinio kiekis perpilamas j
250 ml menzaréle ar 250 ml apvaliadugne kolba.

Toliau vykdoma 5.3.3. procediira

5.3.3.  pH reguliavimas
Nelygu aminoriigiciy analizatoriaus (4.9) tolerancija natriui, pH reguliavimas tgsiamas pagal 5.3.3.1 ar 5.3.3.2.
5.3.3.1. Chromatografinéms sistemoms (4.9), reikalaujancioms mazos natrio koncentracijos:

kai aminoriigs¢iy analizatoriui reikalinga maza natrio koncentracija (kai riigties tfiris turi biti sumazintas),
pageidautina naudoti pradinj vidinio standarto tirpalg (3.27.3).
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Siuo atveju prie§ garinima j hidrolizata jpilama 2,00 ml pradinio vidinio standarto tirpalo (3.27.3).
[ hidrolizatus, gautus pagal 5.3.2.3 ar 5.3.2.4, jladinama 2 lasai 1-octanolio.

Sukamuoju garintuvu, vakuume esant 40 °C, tiris sumazinamas iki 5 ml-10 ml. Jei atsistiktinai tiiris sumazi-
namas maziau kaip iki 5 ml, hidrolizatas i$pilamas, o matavimas atliekamas pakartotinai.

Natrio hidroksido tirpalu (3.18) pH sureguliuojamas iki 2,20 ir toliau vykdoma 5.3.4. procedira.
5.3.3.2. Visiems kitiems aminortigs¢iy analizatoriams (4.9):

Hidrolizatai, gauti pagal 5.3.2.3 ar 5.3.2.4, i§ dalies neutralizuojami atsargiai pilant ir tuo pat metu maisant
17 ml natrio hidroksido tirpalo (3.17), isitikinama, ar temperatiira yra zZemesné kaip 40 °C.

Esant kambario temperatiirai pH sureguliuojamas iki 2,20 naudojant natrio hidroksido tirpalg (3.17), paskui —
natrio hidroksido tirpala (3.18). Toliau vykdoma 5.3.4. procediira.

5.3.4. Méginio tirpalas chromatografijai

Visas hidrolizato, kurio pH sureguliuotas (5.3.3.1 ar 5.3.3.2) citratiniu buferiniu tirpalu (3.24), kiekis perpilamas
i 200 ml matavimo kolba, iki Zymés praskiedziant buferiniu tirpalu (3.24).

Jei vidinis standartas dar nebuvo naudotas, jpilama 2,00 ml vidinio standarto (3.27.3) ir iki Zymés praskie-
dziama citratiniu buferiniu tirpalu (3.24). Gerai i$maiSoma.

Atliekama chromatografiné analizé (5.4).

Jei méginio tirpalai nebus matuojami tg pacia diena, jie turi bati laikomi esant Zemesnei nei 5 °C temperatiirai.

5.4. Chromatografija

Pries chromatografija ekstraktas (5.2) ar hidrolizatas (5.3.4) palaikomas kambario temperatiiroje. Misinys supla-
kamas ir filtruojamas 0,2 um poringumo membraniniu filtru (4.5). Panaudojant aminoriigé¢iy analizatoriy (4.9)
atliekama gauto skaidraus tirpalo chromatografija.

Injekcija gali biti atliekama rankiniu biidu arba automatiskai. Svarbu, kad matuojant ir standartus, ir méginius
kolonéle biity jvedamas toks pat tirpalo kiekis + 0,5 %, iskyrus tuos atvejus, kai naudojamas vidinis standartas,
ir kad natrio ir aminortagsciy kiekiy santykis standarte ir méginio tirpale bity kiek jmanoma vienodesnis.

Paprastai kalibravimo daznis priklauso nuo ninhidrino reagento stabilumo ir analizinés sistemos. Standartas ar
meéginys skiedZiamas citratiniu buferiniu tirpalu (3.24), kad standarto smailés plotas sudaryty 30-200 %
meéginio aminorfigsties smailés ploto.

Nelygu naudojamo analizatoriaus tipas ir dervos, aminorigd¢iy chromatografija Siek tiek skiriasi. Pasirinkta
sistema turi atskirti vieng aminoriigstj nuo kitos ir nuo kity ninhidrin-teigiamy junginiy. Atliekant chromato-
grafija turéty biti gauti duomenys apie  aminortigiciy, pridedamy i kolonélg, kiekio pasikeitimus.

Kai matuojami ekvimoliniai tirpalai (nustatomy aminorfigd¢iy), vykstant chromatografijai naudojamasi toliau
minimu smailés pagrindo plocio ir aukicio santykiu. Sj ekvimolinj tirpala turi sudaryti maZiausiai 30 % kiek-
vienos su méginiu pridedamos aminoriigsties maksimalus kiekis, kurj galima tiksliai i$matuoti aminortigi¢iy
analizavimo sistema (4.9).

Atskiriant treoning ir sering, maZesnés i§ persidengian¢iy aminorigé¢iy smailés pagrindo plocio ir aukscio
santykis chromatogramoje neturi virSyti 2:10 (jei matuojamas tik cisteinas (cistinas), metioninas, treoninas ir
lizinas, nepakankamas atskyrimas nuo besisliejancios smailés turi nepalankig jtaka nustatymui). Visoms kitoms
aminoriigdtims atskyrimo santykis turi bati didesnis kaip 1:10.

Sistema turi garantuoti, kad lizinas biity atskirtas nuo ,lizino artifakty“ ir ornitino.

6. Rezultaty skaiciavimas

Matuojamas méginio ir standarto kiekvienos aminorigsties smailés plotas ir skaiciuojamas kiekis gramais kilo-
grame meéginio.

AxExMWxF

Aminoragstis g/kg méginio =
minorfigdtis g/kg méginio B 5 W x 1000

Jei buvo naudotas vidinis standartas, dauginama i3 %
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6.1.

7.1.

A = hidrolizato ar ekstrakto smailés plotas

B = kalibracinio standartinio tirpalo smailés plotas

C = vidinio standarto hidrolizate ar ekstrakte smailés plotas

D = vidinio standarto kalibraciniame standartiniame tirpale smailés plotas

MW = matuojamos aminoriigsties santykiné molekuliné masé

E = standarto koncentracija pmol/ml

W = méginio svoris (g) (pakoreguotas iki pradinio svorio, jei méginys buvo dZiovintas ar i§ jo paSalinti
riebalai)

F = bendras hidrolizato tairis ml (5.3.4) ar apskai¢iuotas bendras praskiesto ekstrakto tiris (6.1) ml.

Oksiduoty méginiy hidrolizatuose cistinas ir cisteinas nustatomi kaip cistino rigstis, bet apskaic¢iuojami kaip
cistinas (C;H,,N,0,S, MW 240,30 naudojant MW 120,15 (0,5 x 240,30).

Oksiduoty meéginiy hidrolizatuose metioninas nustatomas kaip metionino sulfonas, bet apskaic¢iuojamas kaip
metioninas naudojant metionino MW: 149,21.

Laisvasis metioninas, kurio buvo jdéta, po ekstrakcijos nustatomas kaip metioninas, apskai¢iavimui naudojant
metionino MW.

Bendras praskiesto ekstrakto tiris (F) nustatant laisvasias aminoriigstis (5.2) apskaiciuojamas taip:

10ml + 5ml) Vv ml

F = 100m1x( X
10 ml 10 ml

V = gauto ekstrakto tiiris.

Metodo jvertinimas

Sis metodas buvo patikrintas ir palygintas tarptautiniu lygiu 1990 metais panaudojant keturis skirtingus pasarus
(maiSytuosius kiauliy pasarus, kombinuotuosius pasarus broileriams, baltyminj koncentratg, premiksus). Mate-
matinio vidurkio ir standartinio nuokrypio rezultatai, atmetus isskirtis, pateikiami toliau esancioje lenteléje:

Vidurkiai g/kg
Aminoriigstys
Pamatiné medziaga
Treoninas Cisteinas (cistinas) Metioninas Lizinas
Maisytieji kiauliy pasarai 6,94 3,01 3,27 9,55
n= 15 n=17 n=17 n=13
Kombinuotieji pasarai broileriams 9,31 3,92 5,08 13,93
n= 16 n=18 n= 18 n= 16
Baltyminis 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 = dalyvaujanciy laboratorijy skaicius.

Pakartojamumas

Vienoje laboratorijoje gauty duomeny standartinio nuokrypio pakartojamumas pateikiamas toliau esanciose
lentelése.
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7.2.

Laboratorijoje gauty duomeny standartinis nuokrypis (S ) g/kg

Aminoriigstys
Pamatiné medziaga
Treoninas Cisteinas (cistinas) Metioninas Lizinas
Maisytieji kiauliy pasarai 0,13 0,10 0,11 0,26
n= 15 n=17 n=17 n=13
Kombinuotieji pasarai broileriams 0,20 0,11 0,16 0,28
n= 16 n=18 n=18 n= 16
Baltyminis koncentratas 0,48 0,13 0,27 0,99
n= 16 n=17 n=17 n= 15
Premiksas 1,30 - 2,19 2,06
n= 16 n= 16 n= 16
n = dalyvaujanciy laboratorijy skaicius.
Laboratorijoje gauty duomeny standartinio nuokrypio (S ) variacijos koeficientas ( %)
Aminoriigstys
Pamatiné medziaga
Treoninas Cisteinas (cistinas) Metioninas Lizinas
Maisytieji kiauliy pasarai 1,9 3,3 3,4 2,8
n= 15 n=17 n=17 n=13
Kombinuotieji pasarai broileriams 2,1 2,8 3,1 2,1
n= 16 n= 18 n=18 n= 16
Baltyminis 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 = dalyvaujanciy laboratorijy skaicius.

Atkuriamumas

Tarplaboratorinio standartinio nuokrypio, gauto lyginant pirmiau pateiktus tarplaboratorinius rezultatus, patei-

kiami toliau esanciose lentelése.

Tarplaboratoriniy duomeny standartinis nuokrypis (S ) g/kg

Aminoriigstys
Pamatiné medziaga
Treoninas Cisteinas (cistinas) Metioninas Lizinas
Maisytieji kiauliy pasarai 0,28 0,30 0,23 0,30
n=15 n=17 n=17 n=13
Kombinuotieji pasarai broileriams 0,48 0,34 0,55 0,75
n= 16 n= 18 n= 18 n= 16
Baltyminis koncentratas 0,85 0,62 1,57 1,24
n=16 n= 17 n= 17 n= 15
Premiksas 2,49 - 6,20 6,62
n= 16 n=16 n= 16

n = dalyvaujanciy laboratorijy skaicius.
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9.1.

9.2.

9.3.

1.1.

1.2.

Tarplaboratorinio standartinio nuokrypio (S ) variacijos koeficientas ( %)

Aminoriigstys
Pamatiné medziaga
Treoninas Cisteinas (cistinas) Metioninas Lizinas
Maisytieji kiauliy pasarai 4,1 9,9 7,0 3,2
n= 15 n=17 n=17 n=13
Kombinuotieji pasarai broileriams 5,2 8,8 10,9 5,4
n=16 n=18 n=18 n=16
Baltyminis koncentratas 3,8 12,3 13,0 3,0
n=16 n=17 n=17 n=15
Premiksas 4,3 - 6,9 6,7
n=16 n=16 n=16

n = dalyvaujanciy laboratorijy skaicius.

Pamatiniy medzZiagy naudojimas

Teisingas $io metodo pritaikymas yra patvirtinamas atliekant pakartotinus sertifikuotyjy pamatiniy medziagy
matavimus, kai $ios medziagos yra turimos. Rekomenduojama kalibruoti sertifikuotaisiais aminorfigi¢iy kalibra-
ciniais tirpalais.

Pastabos

Dél aminor{igd¢iy analizatoriy skirtingumy standartiniy aminorigsciy kalibraciniy tirpaly (zr. 5.27.4 ir 5.27.5)
ir hidrolizaty (Zr. 5.3.4) galutinés koncentracijos turéty bati ruosiamos pagal instrukcijas.

Prietaiso parodymy diapazonas turi biti tikrinamas visoms aminorigstims.
Tam, kad smailés plotas bity diapazono viduryje, standartinis tirpalas skiedziamas citratiniu buferiniu tirpalu.

Jei hidrolizaty matavimui buvo naudota didelio slégio skys¢iy chromatografijos jranga, eksperimentui palankiau-
sios salygos turi biiti sudaromos pagal gamintojo rekomendacijas.

Siuo metodu tiriant pasarus, kuriuose yra daugiau kaip 1% chloridy (koncentratai, mineraliniai pasarai,
papildai), yra galimas nepakankamas metionino jvertinimas, todél turi bati atliktas specialus apdorojimas.
B DALIS

ZALIY ALIEJy IR RIEBALY NUSTATYMAS

Tikslas ir taikymo sritis

Sis metodas taikomas zaliy aliejy ir riebaly kiekio nustatymui pasaruose. Metodas netaikomas aliejingosioms
se¢kloms ir aliejiniams vaisiams, nurodytiems 1966 m. rugsejo 22 d. Tarybos reglamente (EEB) Nr. 136/66.

Nelygu paary prigimtis ir sudétis, gali biti naudojamas vienas i§ dviejy metody.

A metodas — Tiesiogiai ekstrahuojami Zali aliejai ir riebalai

Sis metodas taikomas augalinés kilmés pagarams, isskyrus pasarus, kurie patenka j B metodo taikymo sritj.

B metodas — bendri Zali aliejai ir riebalai

Sis metodas taikomas gyviininés kilmés pasarams ir visiems kombinuotiesiems pasarams. Jis turi biiti naudo-
jamas tiriant visas medziagas (grudy glitima, mieles, bulviy baltymus ir supleis¢jusius, iSkaitintus bei ekstruzijos
paveiktus produktus), i§ kuriy zali aliejai ir riebalai negali bati iki galo pasalinti ekstrakcijos bidu pries tai neat-
likus hidrolizés.
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1.3. Rezultaty vertinimas
Visais atvejais, kai rezultatas, gautas taikant B metoda, yra didesnis uZ rezultatg, gauta taikant A metoda,
teisingu yra laikomas rezultatas, gautas taikant B metoda.

2. Metody esmé

2.1. A metodas

Meéginys ekstrahuojamas petroleteriu. Tirpiklis iSgarinamas, o likutis i§dZiovinamas ir pasveriamas.

2.2. B metodas
Meéginys veikiamas druskos riig§timi kaitinant. MiSinys ataldomas ir filtruojamas. Likutis i$plaunamas, isdZiovi-
namas ir ekstrahuojamas A metodu.

3. Reagentai

3.1. Petroleteris: virimo temperatiira 40-60 °C, bromo kiekio turi biti maziau kaip 1 mg/100ml, o jo liku¢io po
iSgarinimo maziau kaip 2 mg/100ml.

3.2. Natrio sulfatas, bevandenis.

3.3. Druskos riigsties tirpalas, ¢ = 3 mol HCl/L.

3.4. Filtravimo priemoné, pvz.: diatomitas, Hyflo-supercel.
4. Prietaisai
4.1. Ekstrahavimo prietaisas. Jei ekstrahavimo prietaisas sujungtas su sifonu (Soksleto aparatas), tirpiklio tekéjimo

greitis turi bati toks, kad jvykty 10 cikly per valanda; jei prietaisas be sifono, tirpiklio tekéjimo greitis turi bati
apie 10 ml per minutg.

4.2. Ekstrahavimo kapsulés, kuriose néra tirpiy petroleteryje medziagy ir kuriy poringumas atitinka 4.1 punkto
reikalavimus.
4.3. Dziovinimo spinta — vakuuminé spinta su nustatyta 75 + 3 °C temperatiira arba dZiovinimo spinta su oro cirku-

liacija bei nustatyta 100 °C + 3 °C temperatiira.
5. Matavimas

5.1. A metodas (Zr. 8.1)

5 g méginio, kuris pasveriamas miligramo tikslumu, perkeliamas j ekstrahavimo kapsulg (4.2) ir uzdengiamas
vatos, i§ kurios pasalinti riebalai, kamsteliu.

Kapsulé patalpinama j ekstrahavimo prietaisg (4.1) ir ekstrahuojama 6 valandas petroleteriu (3.1). Petroleterio
ekstraktas surenkamas  sausa, pries tai pasverta kolbg su pemzos gabaliukais ().

Tirpiklis distiliuojamas. Likutis dZiovinamas 1,5 val., kolba laikant dZiovinimo spintoje (4.3). Kolba atvésinama
eksikatoriuje ir pasveriama. DZiovinama dar 30 min., kad baty isitikinta, ar riebaly ir aliejy svoris islicka
pastovus (svorio skirtumas tarp dviejy gretimy svérimy turi bati maZesnis nei 1 mg).

5.2. B metodas

2,5 g méginio, kuris pasveriamas miligramo tikslumu (Zr. 8.2), suberiamas { 400 ml menzirg arba 300 ml
kiigine kolbg ir uzpilamas 100 ml druskos riigties (3.3), imetami keli pemzos gabaliukai. Menziira uZdengiama
laikrodzio stikleliu. Naudojant kiiging kolba, ji sujungiama su griZtamuoju kondensatoriumi. Miinys atsargiai
virinamas valandg vir$ nedidelés ugnies arba ant kaitinimo plytelés. Produktas neturi prilipti prie indo sieneliy.

Tirpalas atvésinamas ir pridedama pakankamai filtravimo priemonés (3.4), kad biity i$vengta riebaly nuostoliy
filtruojant. Filtruojama per sudrékintg dvigubg filtravimo popieriy, i§ kurio pasalinti riebalai. Likutis plaunamas
Saltu vandeniu, kol filtratas tampa neutralus. Patikrinama, ar filtrate néra riebaly. Jy buvimas filtrate rodo, kad
meéginys prie$ hidrolize turi bati ekstrahuojamas petroleteriu pagal A metoda.

Dvigubas filtravimo popierius su liku¢iu padedamas ant laikrodzio stiklelio ir dZiovinamas 1,5 val. dZiovinimo
spintoje su oro cirkuliacija(4.3), esant 100 °C % 3 °C temperatiirai.

Dvigubas filtravimo popierius su sausu likuc¢iu patalpinamas ekstrahavimo kapsuléje (4.2), kuri uzkemsSama

vatos, i§ kurios pasalinti riebalai, kamsteliu. Kapsulé jdedama i ekstrahavimo prietaisa (4.1) ir toliau dirbama,
kaip nurodyta 5.1 punkto antroje ir tre¢ioje pastraipose.

() Jei po to atlickama riebaly kokybiné analizé¢, pemzos gabaliukai pakeiciami stikliniais rutuliukais.
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8.1.

8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

8.6.

Rezultaty iSraiska

Likucio svoris isreiskiamas procentais méginyje.

Pakartojamumas

Rezultaty skirtumas tarp dviejy lygiagre¢iyjy vieno méginio rezultaty, atlickamy to paties tyréjo, neturéty biity
didesnis negu:

— 0,2 % absoliucios reikimés, kai aliejy ir riebaly kiekis méginyje yra mazesnis kaip 5 %,
— 4,0 % didesnio rezultato atzvilgiu, kai riebaly kiekis méginyje sudaro 5-10 %,

— 0,4 % absoliucios reikimés, kai riebaly kiekis méginyje sudaro daugiau nei 10 %.

Pastabos

Produktus, turin¢ius didelj riebaly ir aliejy kieki, sunku susmulkinti ir paimti jy vidutinj homogeninj méginj,
todél dirbama, kaip nurodyta toliau.

Miligramo tikslumu pasveriama 20 g méginio ir sumaiSoma su 10 g ar daugiau bevandenio natrio sulfato
(3.2). Ekstrahuojama petroleteriu (3.1), kaip nurodyta 5.1. Ekstraktas praskiedziamas iki 500 ml su petroleteriu
(3.1) ir sumaiSoma. 50 ml tirpalo supilama j nedidele sausa, pries tai pasvertg kolbute su pemzos gabaléliais ().
Tirpiklis nugarinamas, iSdziovinamas ir atliekama 5.1 punkto paskutinéje pastraipoje aprasyta procediira.
Tirpiklis pasalinamas i§ ekstrahavimo kapsulés, likutis susmulkinamas ne didesnémis kaip 1 mm dydzio
dalelémis, grazinamas | ekstrahavimo kapsule (natrio sulfato nedéti) ir atlickamos 5.1 punkto antroje ir trecioje
pastraipose nurodytos procediros.

Riebaly ir aliejy kiekis apskai¢iuojamas procentais méginyje pagal tokia formulg:

(10a+b)x 5

Cia

a = riebaly likucio svoris gramais po pirmojo ekstrahavimo (alikvotiné ekstrakto dalis),

b = riebaly likucio svoris gramais po antrojo ekstrahavimo.
Jei produkte yra nedaug riebaly, méginio masé gali biti padidinta iki 5 g.

Naminiy gyvinéliy édalas, turintis daug vandens, pries hidrolizg ir ekstrahavima prireikus gali biti sumaiSomas
su bevandeniu natrio sulfatu, kaip ir taikant B metoda.

Atliekant 5.2 punkte apraytas procediras, nufiltruotas likutis veiksmingiau gali biti iSplautas ne Saltu, o karstu
vandeniu.

Kai kuriy paSary atveju prireikus laikomasi 1,5 val. riebaly likuc¢io dziovinimo trukmeés. Per ilgo dZiovinimo
vengiama, nes dél to gali bliti gauti sumazinti matavimo rezultatai. Dziovinimui gali baiti naudojama mikro-
bangy krosnelé.

ISankstinis ekstrahavimas pries hidrolize A metodu ir pakartotinis ekstrahavimas B metodu rekomenduojamas
tuo atveju, jei zaliy aliejy ir riebaly kiekis yra didesnis kaip 15 % Ekstrahavimo trukmeé priklauso ir nuo pasary,
ir nuo riebaly ar aliejaus, esanciy pasaruose, kilmeés.

C DALIS
OLAKVINDOKSO NUSTATYMAS

[N-(2-hidroksietil)-3-metil-2-kvinoksalinkarboksiamido 1,4-dioksido]

Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu nustatomas olakvindokso kiekis pasaruose. MaZiausia nustatymo riba yra 5 mg/kg.

Metodo esmé

Méginys ekstrahuojamas vandens ir etanolio misiniu. Olakvindokso kiekis nustatomas atvirkstiniy faziy didelio
slégio skys¢iy chromatografija (HPLC), naudojant UV detektoriy.

() Jei po to atlickama riebaly kokybiné analizé¢, pemzos gabaliukai pakeiciami stikliniais rutuliukais.
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3. Reagentai

3.1. Metanolis.

3.2 Metanolis, HPLC grynumo kategorijos.

3.3. Vanduo, HPLC grynumo kategorijos.

3.4. HPLC judancioji fazé:
vandens (3.3) ir metanolio (3.2) miSinys, 900 + 100 (V + V).

3.5. Pamatiné medZiaga: grynasis olakvindoksas (N-(2-hidroksietil)-3-metil-2-kvinoksalinkarboksiamido 1,4-diok-
sidas), E 851.

3.5.1.  Olakvindokso pradinis standartinis tirpalas, 250 pg/ml.
[ 200 ml matavimo kolbg 0,1 mg tikslumu pasveriama 50 mg olakvindokso (3.5) ir pripilama apie 190 ml
vandens. Po to kolba 20 minuciy patalpinama i ultragarsing vonelg (4.1). Po apdorojimo ultragarsu tirpalas
atvésinamas iki kambario temperatiiros, iki Zymés praskiedziama vandeniu ir sumaiSoma. Kolba apvyniojama
aliuminio folija ir laikoma 3aldytuve. Sis tirpalas turi biiti ruoiamas i§ naujo kiekvieng ménesi.

3.5.2.  Olakvindokso tarpinis standartinis tirpalas, 25 pg/ml.
10,0 ml pradinio standartinio tirpalo (3.5.1) supilama i 100 ml matavimo kolbg, praskiedZiama iki Zymés
judancigja faze (3.4) ir sumaiSoma. Kolba apvyniojama aliuminio folija ir laikoma 3aldytuve. Sis tirpalas turi biti
ruosiamas i§ naujo kiekviena diena.

3.5.3.  Kalibraciniai tirpalai:
] 50 ml matavimo kolbutes jpilama 1,0 ml, 2,0 ml, 5,0 ml, 10,0 ml, 15,0 ml ir 20,0 ml tarpinio standar-
tinio tirpalo (3.5.2). Praskiedziama iki zymés judanciaja faze (3.4) ir sumaiSoma. Kolba apvyniojama aliuminio
folija. Siuose tirpaluose yra atitinkamai 0,5 pg/ml, 1,0, pg/ml, 2,5 pg/ml, 5,0 pg/ml, 7,5 pg/ml ir 10,0 pg/ml
olakvindokso.
Sie tirpalai turi biiti ruosiami i§ naujo kiekvieng diena.

4. Prietaisai

4.1. Ultragarsiné vonelé.

4.2. Mechaniné purtykle.

4.3 Didelio slégio skys¢iy chromatografijos jranga su kintamo bangos ilgio UV detektorium arba diodine matrica.

4.3.1.  Skys¢iy chromatografiné kolonélé 250 mm x 4 mm, C18, 10 pm ar panasios jkrovos

4.4, Membraniniai filtrai, 0,45 pm.

5. Matavimas
Pastaba: Olakvindoksas jautrus 3viesai. Visus matavimus atlikite esant susilpnintai $viesai arba rudo stiklo
induose.

5.1 Bendrosios nuostatos

5.1.1.  Reikéty tirti pasarg be priedy, kad buty patikrinta, ar jame néra nei olakvindokso, nei trukdanciy medziagy.

5.1.2.  Atliekant griztamumo testg, j tusCigji (blank) pasarg turéty bati pridéta mazdaug tiek olakvindokso, kiek jo yra
meéginyje. Tam, kad koncentracija buty papildyta iki 50 mg/kg, i 250 ml kaging kolbg jpilama 10,0 ml
pradinio standartinio tirpalo (3.5.1) ir tirpalas nugarinamas iki mazdaug 0,5 ml. Pridedama 50 g tusciojo
(blank) pasaro, gerai sumaiSoma, palickama 10 min. ir prie§ ekstrahavima (5.2) dar keleta karty pamaiSoma.
Pastaba: Siuo tikslu naudojamas tudciasis (blank) pasaras turi bati be olakvindokso ir to paties kaip méginys
tipo.

5.2. Ekstrahavimas

0,01 g tikslumu pasveriama mazdaug 50 g meéginio. Supilama j 1000 ml kiging kolba, ipilama 100 ml meta-
nolio (3.1). Kolba 5 minutéms patalpinama j ultragarsing vonele (4.1). Ipilama 410 ml vandens ir kolba
15 min. palickama ultragarsinéje voneléje. Kolba iSimama i3 ultragarsinés vonelés, 30 min. purtoma purtykle
(4.2) ir filtruojama per gofruoty filtrg. 10,0 ml filtrato nupilama j 20 ml matavimo kolbutg, iki Zymés praskie-
dziama vandeniu ir sumaiSoma. Méginys filtruojamas per membraninj filtra (4.4). (Zr. 9. Pastabos). Atlickami
HPLC matavimai (5.3).
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5.3.

7.1.

7.1.2.

HPLC matavimas
Parametrai:

Sitloma vadovautis Siomis salygomis, taciau gali bati naudojamos kitos salygos, jei joms esant gaunami panasis
rezultatai.

Analiziné kolonélé (4.3.1)

Judancioji fazé (3.4): vandens (3.3) ir metanolio (3.2) miinys, 900 + 100 (V + V)

Tekéjimo greitis: 1,5 ml/min - 2 ml/min.

Matavimo bangos ilgis: 380 nm

Injekcinis tdris: 20-100 pl

Chromatografinés sistemos stabilumas tikrinamas jleidziant keletg karty 2,5 pg/ml kalibracinio tirpalo (3.5.3),
kol smailés auks¢iai ir sulaikymo trukmé bus pastovis.

Kalibraciné kreiveé

Kiekvienos koncentracijos kiekvienas kalibracinis tirpalas (3.5.3) jleidziamas keletg karty ir imatuojamas kiek-

vienos koncentracijos smailés auksciy (ploty) vidurkis. Nubraizoma kalibraciné kreivé, ant ordinaciy asies atide-
dant kalibraciniy tirpaly smailiy auksciy (ploty) vidurkius, ant abscisiy — atitinkamy koncentracijy dydzius

pg/ml.

Méginio tirpalas

Keleta karty jleidZiamas méginio ekstraktas (5.2), tokio pat kaip ir kalibraciniy tirpaly atveju tdrio, ir imatuo-
jamas olakvindokso smailiy auksciy (ploty) vidurkis.

Rezultaty skaiciavimas

Pagal méginio tirpalo olakvindokso smailiy auksciy (ploty) vidurki, remiantis kalibracine kreive (5.3.2), nusta-
toma meéginio tirpalo koncentracija mikromoliais mililitre.

Olakvindokso kiekis w miligramais kilograme méginio skai¢iuojamas pagal tokia formule:

¢ x 1000
w = ex 1000
m
Cia:
¢ = olakvindokso koncentracija méginio ekstrakte (5.2) mikromoliais mililitre,

m = matavimui paimto meéginio dalies svoris gramais (5.2).

Rezultaty patvirtinimas

Tapatumas

Analités tapatumas gali biti patvirtintas kochromatografija ar diodinés matricos metodu, kuriuo palyginami
meéginio ekstrakto (5.2) ir 5,0 pg/ml kalibracinio tirpalo (3.5.3) spektrai.

Kochromatografija

Méginio ekstraktas (5.2) papildomas, pridedant i ji atitinkamg kalibracinio tirpalo (3.5.3) kiekj. Pridedamas olak-
vindokso kiekis turéty biiti panasus j i$matuota olakvindokso kiekj méginio ekstrakte.

Atsizvelgiant tiek i pridéta kieki, tiek i ekstrakto praskiedima, padidéti turéty tik olakvindokso smailés aukstis.
Smailés plotis puséje jos aukscio turéty sudaryti * 10 % nepapildyto méginio ekstrakto olakvindokso smailés
plocio.

Diodiné matrica

Rezultatai vertinami remiantis tokiais kriterijais:

a) méginio ir standarto spektry absorbcijos maksimumo bangos ilgis, uzregistruotas chromatogramos smailés
virsingje, turi atitikti detekcines sistemos skiriamosios gebos nustatytas ribas. Detekcijai diodine matrica tai
yra = 2 nm;
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b) tarp 220 nm ir 400 nm uZregistruoti méginio ir standarto chromatogramy smailiy virstniy spektrai neturi
skirtis santykinés absorbcijos riboms esant nuo 10 % iki 100 % Sis kriterijus taikomas ir tais atvejais, kai
maksimaliis absorbcijos dydziai yra tokie patys ir kai néra nei vieno tasko, kuriame nuokrypis tarp dviejy
spektry bty didesnis nei 15 % standarto analités absorbcijos;

¢) tarp 220 ir 400 nm méginio ekstrakto smailés pakilimo, virstinés ir nusileidimo spektrai neturi skirtis vienas
nuo kito, santykinio absorbavimo riboms esant nuo 10 % iki 100 % Sis kriterijus taikomas ir tais atvejais,
kai maksimaliis absorbcijos dydziai visuose stebimuose taskuose yra tokie patys ir kai nuokrypis tarp spektry
néra didesnis nei 15 % smailés virstinés spektro absorbcijos.

Jei nesilaikoma nors vieno i§ $iy kriterijy, analités buvimas néra patvirtintas.

Pakartojamumas

Rezultaty skirtumas tarp dviejy lygiagreciyjy vieno méginio matavimy rezultaty neturi bati didesnis kaip 15 %
didesnio rezultato atZvilgiu, kai olakvindokso kiekis yra tarp 10 mg/kg ir 200 mg/kg.

ISgava

Tus¢iojo (blank) méginio atveju idgava turi bati bent jau 90 %.

Tarplaboratoriniy tyrimy rezultatai

EB organizavo tarplaboratorinius tyrimus, kuriy metu 13-oje laboratorijy buvo tiriami keturi kiauliy pasary
méginiai, tarp jy ir tusciasis (blank) pasaras. Rezultatai pateikiami toliau:

1 méginys 2 méginys 3 méginys 4 méginys
L 13 10 11 11
n 40 40 44 44
Vidurkis (mg/kg) - 14,6 48,0 95,4
(S,) (mgfkg) - 0,82 2,05 6,36
(Sp) (mg/kg) - 1,62 4,28 8,42
V. (%) - 5,6 43 6.7
CVy (%) - 11,1 8,9 8,8
Nominalus kiekis (mg/kg) - 15 50 100
I8gava ( %) - 97,3 96,0 95,4

: laboratorijy skai¢ius

: vienetiniy verciy skaicius

: pakartojamumo standartinis nuokrypis
x . atkuriamumo standartinis nuokrypis
CV, : pakartojamumo variacijos koeficientas

CV, : atkuriamumo variacijos koeficientas.

v n S o

Pastaba

Nors metodas nebuvo patvirtintas pasarams, kuriuose olakvindokso yra daugiau kaip 100 mg/kg, patenkinamus
rezultatus galima gauti naudojant maZesnio svorio meéginj ir (arba) praskiedZiant ekstrakta (5.2) tam, kad bty
gauta koncentracija, atitinkanti kalibracinés kreivés ribas (5.3.2).



