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KAHDESTOISTA KOMISSION DIREKTIIVI 93/117/EY,

annettu 17 piivini joulukuuta 1993,

yhteisén miiritysmenetelmisti rehujen virallista tarkastusta varten

EUROOPAN YHTEISOJEN KOMISSIO, joka

ottaa huomioon Euroopan yhteisén perustamissopimuksen,

ottaa huomioon yhteison niytteenotto- jamiaritys-
menetelmisti rehujen virallista tarkastusta varten 20 piivini
heinikuuta 1970  annetun  neuvoston  direktiivin
70/373/ETY("), sellaisena kuin se on viimeksi muutettuna
asetuksella (ETY) N:o 3768/85(2), ja erityisesti sen 2 artiklan,

seki katsoo, etti

direktiivissi 70/373/ETY saidetiin, ettd rehujen virallisessa
tarkastuksessa rehujen laatua ja koostumusta koskevien
lakien, asetusten ja hallinnollisten miardysten nojalla siadet-
tyjen edellytysten noudattamisen toteamiseksi on kaytettiva
yhteisén niytteenotto- ja mairitysmenetelmii,

on suotavaa vahvistaa yhteisén maiiritysmenetelma, jonka
avulla  voidaan  valvoa, etti  robenidiinin  ja
metyylibentsokvaatin kiyttdedellytyksid rehuissa
noudatetaan, ja

tissa direktiivissi sdidetyt toimenpiteet ovat pysyvin
rehukomitean lausunnon mukaiset,

ON ANTANUT TAMAN DIREKTIIVIN:

1 artikla

Jasenvaltioiden on siidettivi siiti, etti rehujen virallisessa
tarkastuksessa  kidytettavit robenidiinin ja  metyyli-

() EYVL N:o L 170, 3.8.1970, s. 2
) EYVL N:o L 362, 31.12.1985, . 8

bentsokvaatin pitoisuudet miiritetaan timin direktiivin liit-
tgessd  esitettyjd menetelmid vastaavien menetelmien
mukaisesti.

2 artikla

Jasenvaltioiden on saatettava timin direktiivin noudat-
tamisen edellyttimit lait, asetukset ja hallinnolliset
miiriykset voimaan viimeistiin 30 piivini marraskuuta
1994. Niiden on ilmoitettava tisti komissiolle viipymatti.

Niissd jasenvaltioiden antamissa saaddksissa on viitattava
tihan direktiiviin tai niitd virallisesti julkaistaessa nithin on
liitettavd wviittaus tihian direktiiviin. Jisenvaltioiden on
saadettivi siitd, miten viittaukset tehdiin.

3 artikla

Tama direktiivi tulee voimaan kolmantena piivinid sen
jalkeen, kun se on julkaistu Euroopan yhteisjen virallisessa

lebdessi.
Tehty Brysselissi 17 piivina joulukuuta 1993.

Komission puolesta
René STEICHEN

Komission jdsen
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LIITE
1 ROBENIDIININ MAARITTAMINEN

1,3-bis[(4-klooribentsylideeni)amino]guanidiini-hydrokloridi

Tarkoitus ja soveltamisala

Tilld menetelmilli on mahdollista maarittaa robenidiinin pitoisuus rehuissa. Miirityksen alaraja on 5 mg/kg.

Periaate

Niyte uutetaan happamaksi tehdylli metanolilla. Uute kuivataan ja mairiosa puhdistetaan
alumiinioksidikolonnissa. Robenidiini eluoidaan kolonnista metanolilla, vikevoidiin ja saatetaan sopivaksi
tilavuudeksi liikkuvalla faasilla. Robenidiinin pitoisuus maaritetaan kainteisfaasista suuren erotuskyvyn
nestekromatografialla (HPLC) ultraviolettidetektorin avulla.

Reagenssit
Metanoli

Happamaksi tehty metanoli

Siirretain 4,0 ml vetykloridihappoa (9,0 n. 1,18 g/ml) 500 ml:n mittapulloon, tiytetiin merkkiin metanolilla
(3.1) ja sekoitetaan. T3ma liuos on valmistettava juuri ennen kayttoa.

Asetonitriili, HPLC-laatua

Molekyylisenla

Tyyppia 3A, 8-12 meshin helmid (1,6-2,5 mm:n helmii, kiteisti alumiinisilikaattia, huokosten halkaisija
0,3 mm).

Alumiinioksidi: hapan, aktiviteettiluokka I pylviskromatografiaa varten

Siirretddn 100 grammaa alumiinioksidia sopivaan astiaan ja lisitadn 2,0 ml vettd. Suljetaan ja ravistellaan noin
20 minuutin ajan. Siilytetdin hyvin suljetussa astiassa.

Kaliumdivetyfosfaartilinos, ¢ = 0,025 mol/l

Liuotetaan 3,40 grammaa kaliumdivetyfosfaattia veteen (HPLC-laatua) 1 000 ml:n mittapullossa, tiytetiin
merkkiin ja sekoitetaan.

Dinatriumveryfosfaattilinos, ¢ = 0,025 mol/l

Liuotetaan 3,55 grammaa vedetonta (tai 4,45 g dihydraattia tai 8,95 g dodekahydraattia)
dinatriumvetyfosfaattia veteen (HPLC-laatua) 1 000 ml:n mittapullossa, tiytetaan merkkiin ja sekoitetaan.

HPLC:n litkkuva faasi

Sekoitetaan seuraavat reagenssit:

650 ml asetonitriilii (3.3),

250 ml vettd (HPLC-laatua),

50 ml kaliumdivetyfosfaattilivosta (3.6),
50 ml dinatriumvetyfosfaattiliuosta (3.7).

Suodatetaan 0,22 um:n suodattimen (4.6) lipi ja poistetaan liuoksesta kaasut (esimerkiksi kisittelemilld
ultradinelli 10 minuuttia).

Standardiyhdiste
Puhdas robenidiini: 1,3-bis[(4-klooribentsylideeni)amino]guanidiini-hydrokloridi.
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Standardircbenidiinin kantalivos : 300 ug/ml

Punnitaan 30 mg 0,1 mg:n tarkkuudella robenidiinin standardiyhdistetti (3.9). Liuotetaan happamaksi
tehtyyn metanoliin (3.2) 100 ml:n mittapullossa, tiytetian merkkiin samalla liuottimella ja sekoitetaan.
Kiiritaan pullo alumiinifolioon ja siilytetdin valolta suojattuna.

Standardirobenidiinin valimuotoliuos : 12 pug/ml

Siirretain 10,0 ml standardikantaliuosta (3.9.1) 250 ml:n pulloon, tiytetain merkkiin liikkkuvalla faasilla (3.8)
ja sekoitetaan. Kiiritaan pullo alumiinifolioon ja siilytetaan valolta suojattuna.

Kalibrointiliuokset

Siirretiin sarjassa 50 ml:n mittapulloihin 5,0, 10,0, 15,0, 20,0 ja 25,0 ml standardin vilimuotoliuosta (3.9.2).
Tiaytetiin merkkiin liikkuvalla faasilla (3.8) ja sekoitetaan. Niiden liuosten robenidiinipitoisuudet ovat
vastaavasti 1,2, 2,4, 3,6, 4,8 ja 6,0 pg/ml. Ne on valmistettava juuri ennen kayttoa.

Vilineisto

Lastkolonni

Valmistettu keltaisesta lasista, varustettu hanalla ja siilidlli, jonka tilavuus on noin 150 ml, sisihalkaisija
10-15 mm, pituus 250 mm.

Laboratorioravistelija
Pyérohaibdutin

HPLC-laitteisto, jossa aallonpitundeltaan siidettivissi oleva ultraviolettidetektori tai diodirividetektori,
joka toimii alueella 250—400 nm

Nestekromatografiakolonni: 300 mm x 4 mm, tiytettyna 10 pm:n C 18-tyypin partikkeleilla tai vastaava
kolonni

Lasikuitusuodattimia (Whatman GF/A tai vastaavia suodattimia)
Kalvosuodattimia, 0,22 um
Kalvosuodattimia, 0,45 um

Menettely

Huom: Robenidiini on herkki valolle. Kaikkiin toimintoihin suositellaan keltaisen lasin kiyttoa.
Yleisti

Rikastamaton rehu suositellaan analysoitavaksi (sokeakoe) robenidiinin ja hiiritsevien aineiden poissaolon
varmistamiseks.

Sokearehua (5.1.1) miiritettiessi tulisi suorittaa takaisinsaantokoe sen jilkeen, kun rehua on rikastettu
lisidgmilld yhtd suuri miird robenidiinia, kuin niytteessi esiintyy. Rikastamalla pitoisuuteen 60 mg/kg
siirretddn 3,0 ml standardikantalivosta (3.9.1) 250 mlin erlenmeyerpulloon. Haihdutetaan livos noin
0,5 ml:ksi typpivirrassa. Lisatadn 15 g rikastamatonta rehua, sekoitetaan ja odotetaan 10 minuuttia ennen
siirtymistd uuttovaiheeseen (5.2).

Huom: Timin menetelmin tarkoituksiin rikastamattoman rehun kemiallisen koostumuksen on oltava
ndytetyypin kaltainen ja miirityksen aikana robenidiinia ei saa havaita.

Uutto

Punnitaan 0,01 g:n tarkkuudella noin 15 g valmistettua niytetti. Siirretdin 250 mln erlenmeyerpulloon ja
lisitddn 100,0 ml happamaksi tehtyd metanolia (3.2), suljetaan astia ja ravistellaan tunnin ajan ravistelijalla
(4.2). Suodatetaan liuos lasikuitusuodatinpaperin (4.5) lipi ja koko suodos keritiin talteen 150 mln
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erlenmeyerpulloon. Lisitddn 7,5 g molekyyliseulaa (3.4), suljetaan astia ja ravistellaan viisi minuuttia.
Suodatetaan vilittdmaisti lasikuitusuodatinpaperin lipi. Timi liuos siilytetidn puhdistusta (5.3) varten.

5.3 Pubdistus

5.3.1 Alumiinioksidikolonnin esikasittely
Lasikolonnin (4.1) alapiihin laitetaan pieni tuppo lasivillaa ja tasoitetaan se lasisauvaa kiyttien. Punnitaan
11,0 g valmistettua alumiinioksidia (3.5) ja siirretiin kolonniin. Tissi vaiheessa tulee huolehtia, etti
altistuminen ilmalle on vihiisin mahdollinen. Taputellaan kevyesti tiytettyi kolonnia sen alapaisti
alumiinioksidin asettumiseksi.

5.3.2 Niytteen puhdistus
Pipetoidaan kolonniin 5,0 ml valmistettua niyteuutetta (5.2). Annetaan pipetin kirjen leviti kolonnin seinii
vasten ja liuoksen absorboitua alumiinioksidiin. Eluoidaan robenidiini kolonnista 100 ml:lla metanolia (3.1)
virtausnopeudella 2-3 ml/min ja keritddn eluaatti 250 mlin pyéredpohjaiseen pulloon. Kuivataan
metanoliliuos haihduttamalla alennetussa paineessa 40 °C:ssa pyérohaihduttimessa (4.3). Liuotetaan jiinnos
uudelleen 3—4 ml:aan litkkuvaa faasia (3.8) ja siirretaan kvantitatiivisesti 10 ml:n mittapulloon. Huuhdellaan
pullo usealla 1-2 mlin annoksella liikkuvaa faasia ja siirretdin niami huuhteluliuokset mittapulloon.
Tiytetiin merkkiin samalla liuottimella ja sekoitetaan. Miiriosa suodatetaan 0,45 pm:n kalvosuodattimen
(4.7) lapi. Tdmi liuos siilytetaan HPLC-mairitysti (5.4) varten.

5.4 HPLC-mddritys

5.4.1 Parametrit
Seuraavat olosuhteet annetaan viitteeksi. Muita parametreja voidaan kiyttii, jos ne johtavat vastaaviin
tuloksiin.
Nestekromatografiakolonni (4.4.1).
HPLC:n litkkuva faasi (3.8).
Virtausnopeus : 1,52 ml/minuutti.
Detektorin aallonpituus : 317 nm.
Injektoitu miiri : 20-50 pl.
Kromatografisen jirjestelmin stabiilisuus tarkastetaan injektoimalla useamman kerran kalibrointiliuosta
(3.9.3), jonka pitoisuus on 3,6 pg/ml, kunnes saadaan piikkej3, joiden korkeudet (pinta-alat) ja retentioajat
pysyvit vakioina.

5.4.2 Kalibrointikiyri
Injektoidaan useamman kerran kutakin kalibrointiliuosta (3.9.3) ja mitataan kunkin pitoisuuden piikkien
korkeudet (pinta-alat). Piirretian kalibrointikiyri kiyttden kalibrointiliuosten piikkien korkeuksien tai
pinta-alojen keskiarvoja ordinaattana ja vastaavia pitoisuuksia, pg/ml, abskissana.

5.4.3 Nayteliuos
Injektoidaan useamman kerran niyteuutetta (5.3.2) kdyttien samaa maarii kuin kalibrointiliuoksille, ja
miiritetiin robenidiinipiikkien korkeuden (pinta-alan) keskiarvo.

6 Tulosten laskeminen

Niyteliuoksen robenidiinipiikkien korkeuden (pinta-alan) keskiarvosta mairitetiin niyteliuoksen pitoisuus
pg/ml:na kdyttien kalibrointikiyrid (5.4.2).
Niytteen robenidiinipitoisuus w (mg/kg) saadaan seuraavasta kaavasta:

¢ x 200

m

jossa :
¢ = niyteliuoksen robenidiinipitoisuus pg/ml:na

m = ndytteen massa grammoina.
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Tulosten validointi

Tunnistaminen

Tutkittavan aineen tunnistus voidaan varmistaa ko-kromatografialla tai diodirividetektorilla, miki mahdol-
listaa niyteuutteen ja 6,0 ug/ml robenidiinia sisiltivan kalibrointiliuoksen (3.6.3) spektrien vertailun.

Ko-kromatografia

Niyteuute rikastetaan lisidamilld sopiva mairi kalibrointiliuosta (3.9.3). Lisityn robenidiinin miirin on
vastattava niyteuutteesta l6ydetyn robenidiinin arvioitua mairaa.

Ainoastaan robenidiinipiikin korkeuden tulisi kasvaa ottaen huomioon seki lisitty mairi etti uutteen
laimeneminen. Piikin leveyden, sen puolikorkeudella, on oltava noin 10 % sen alkuperiisesti leveydesti.

Miiritys diodirividetektorilla
Tulokset arvioidaan seuraavien edellytysten mukaisesti:

a) Nayte- ja kalibrointispektrien maksimiabsorption aallonpituuden, mitattuna kromatogrammin piikin
huipusta, on oltava sama rajoissa, jonka miiritysjirjestelmin erotuskyky mairid. Miiritykselle
diodirividetektorilla timi on yleensi noin + 2 nm:3;

b) Vililld 250400 nm niyte- ja kalibrointispektrit, mitattuna kromatogrammin piikkien huipusta, eivit saa
poiketa toisistaan niilti osin, jotka kuuluvat 10-100 % alueeseen suhteellista absorbanssia. Tima edel-
lytys tayttyy, kun samat maksimit esiintyvit eikd missaan havaittavassa kohdassa kahden spektrin vilinen

poikkeama ylitd 15 %:a tutkittavan aineen standardiabsorbanssista;

=

c) Valilla 250400 nm niyteuutteen antaman pitkin nousevan kiyrin, huipun ja laskevan kiyrin spektrit
eivit saa poiketa silmimairiisesti toisistaan niiltd osin, jotka kuuluvat 10~100 % alueeseen suhteellista
absorbanssia. Timi edellytys tiyttyy, kun samat maksimit esiintyvit ja kun kaikissa havaittavissa
kohdissa spektrien vilinen poikkeama ei ylitd 15 %:a huipun spektrin absorbanssista.

Jos jokin niista edellytyksistd ei tayty, tutkittavan aineen esiintymisti et ole varmistettu.

Toistettavuus

Kahden rinnakkaisen, samasta niytteesti tehdyn mairityksen tulosten vilinen ero ei saa ylittad 10 %:a
suuremmasta tuloksesta, kun robenidiinipitoisuudet ovat yli 15 mg/kg.

Saanto

Rikastetulle niytteelle saannon on oltava vihintiin 85 %.

Laboratorioiden vilisten tulosten tarkastelu

Euroopan yhteison laboratorioiden vilisessi tarkastelussa 12 laboratoriota on miirittinyt nelji jauhon tai
rakeiden muodossa olevaa kani- ja siipikarjarehuniytettd. Kukin niyte mairitettiin kaksi kertaa. Tulokset
esitetiin alla olevassa taulukossa:

Siipikarja Kani

Jauho Rakeet Jauho Rakeet
Keskiarvo (mg/kg) 27,00 27,99 43,6 40,1
S, (mg/kg) 1,46 1,26 1,44 1,66
CV, (%) 5,4 4,5 3,3 4,1
Sk (mg/kg) 436 3,36 4,61 3,91
CVr (%) 16,1 12,0 10,6 9,7
Saanto (%) 90,0 93,3 87,2 80,2
S st M

uusittavuuden standardipoikkeama
uus lttavuuden Varmatlokerrmn

S
N
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2 METYYLIBENTSOKVAATTIPITOISUUDEN MAARITYS

7-Bentsyloksi-6-butyyli-3-metoksikarbonyyli-4-kinoloni

Tarkoitus ja soveltamisala

Talli menetelmilli on mahdollista maarittdd metyylibentsokvaattipitoisuus rehuissa. Mairityksen alaraja on
1 mg/kg.

Periaate

Metyylibentsokvaatti uutetaan niytteestd metanolisella metaanisulfonihappoliuoksella. Uute puhdistetaan
dikloorimetaanilla ioninvaihtokromatografialla ja sitten uudelleen dikloorimetaanilla.
Metyylibentsokvaattipitoisuus maaritetddn kiinteisfaasista suuren erotuskyvyn nestekromatografialla

(HPLC) ja UV-detektorilla.
Reagenssit
Dikloorimetaani

Metanoli, HPLC-laatua

HPLC:n liikkuva faasi:
metanolin (3.2) ja veden (HPLC-laatua) seos 75 + 25 (v +v)

Suodatetaan 0,22 um:n suodattimen (4.5) lapi ja liuoksesta poistetaan kaasut (esimerkiksi ultraiinikisittelylli
10 minuuttia).

Metaanisulfonihappolinos, o= 2 %

Laimennetaan 20,0 ml metaanisulfonihappoa 1 000 ml:ksi metanolilla (3.2).

Vetykloridibappolinos, 6 = 10 %
Laimennetaan 100 ml vetykloridihappoa (0, noin 1,18 g/ml) 1 000 mlksi vedella.

Kationinvaihtohartsi Amberlite CG-120 (Na), 100-200 mesh

Hartsi esikisitellddn ennen kiytt6i: sekoitetaan 100 g hartsia 500 ml:in kanssa vetykloridihappoa (3.5) ja
saatetaan seos kiehuvaksi limpolevylld koko ajan sekoittaen. Annetaan jadhtyi ja dekantoidaan happo pois.
Tyhjdsuodatetaan suodatinpaperin lipi. Pestadn hartsi kahdesti 500 ml:n annoksella vetti ja sitten 250 ml:lla
metanolia (3.2). Huuhdellaan hartsi uudelleen 250 ml:lla metanolia (3.2) ja kuivataan johtamalla ilmavirta
suodatuskakun lipi. Kuivattu hartsi siilytetiin suljetussa pullossa.

Standardiyhdiste: pubdas metyylibentsokvaatti (7-bentsyloksi-6-butyyli-3-metokstkarbonyyli-4-kinoloni)

Standardimetyylibentsokvaatin kantaliuos, 500 pg/ml

Punnitaan 50 mg (0,1 mg:n tarkkuudella) standardiyhdistetta (3.7), liuotetaan metaanisulfonihappoliuokseen
(3.4) 100 ml:n mittapullossa, tiytetdan merkkiin ja sekoitetaan.

Standardimetyylibentsokvaatin vilimuotoliuos, 50 pg/ml

Siirretain 5,0 ml standardikantaliuosta (3.7.1) 50 ml:n mittapulloon, tiytetiin merkkiiri metanolilla (3.2) ja
sekoitetaan.

Kalibrointiliuokset -

Siirretdin sarjassa 25 mkn mittapulloihin 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 ja 5,0 ml standardin vilimuotoliuosta (3.7.2).
Tiytetaan merkkiin litkkuvalla faasilla (3.3) ja sekoitetaan. Niiden liuosten metyylibentsokvaattipitoisuudet
ovat vastaavasti 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 ja 10,0 pg/ml. Liuokset on valmistettava juuri ennen kiyttda.
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4 Vilineisto

4.1 Laboratoriosekoittaja

4.2 Pyirohaihdutin

4.3 Lastkolonni (250 mm x 15 mm) varustettuna hanalla ja noin 200 min siliolli

4.4  HPLC-laitteisto, jossa aallonpitnudeltaan siddettavissi oleva ultraviolettiderektori tai diodirividetektori

4.4.1 Nestekromatografiakolonni: 300 mm x 4 mm, tiytettyni 10 um:n C 18-tyypin partikkeleilla tai vastaava
kolonni

4.5  Kalvosuodattimia, 0,22 um
4.6  Kalvosuodattimia, 0,45 um
5 Menettely

5.1  Yleistd

5.1.1 Rikastamaton rehu (sokeakoe) on analysoitava metyylibentsokvaatin tai hiiritsevien aineiden poissaolon
varmistamiseksi.

5.1.2 Maiiritettiessi sokearehua, jota on rikastettu lisdimalld yhti suuri miird metyylibentsokvaattia, kuin niyt-
teessd esiintyy, on suoritettava takaisinsaantokoe. Rikastamalla pitoisuuteen 15 mg/kg lisitiin 600 pl
standardikantaliuosta (3.7.1) 20 g:aan sokearehua, sekoitetaan ja odotetaan 10 minuuttia ennen siirtymisti
uuttovaiheeseen (5.2).

Huom: Timin menetelmin tarkoituksiin rikastamattoman rehun koostumustyypin on oltava niytteen
kaltainen ja miirityksen aikana metyylibentsokvaattia ei saa havaita.

5.2  Untto

Punnitaan 0,01 g:n tarkkuudella noin 20 g valmistettua naytetti ja siirretddn 250 ml:n erlenmeyerpulloon.
Lisataan 100,0 ml metaanisulfonihappoa (3.4) ja ravistellaan mekaanisesti (4.1) 30 minuutin ajan. Suodatetaan
liuos suodatinpaperin lipi ja suodos sailytetdin neste-neste erotusta (5.3) varten.

5.3  Neste-neste erotus

Siirretiin 25 ml suodosta (5.2) 500 ml:n erotussuppiloon, joka sisiltdd 100 ml vetykloridihappoliuosta (3.5).
Lisitdian 100 ml dikloorimetaania (3.1) suppiloon ja ravistellaan yhden minuutin ajan. Faasien erottumisen
jalkeen valutetaan alempi faasi (dikloorimetaani) pyoreipohjaiseen 500 ml:n pulloon. Toistetaan vesifaasin
uutto vieli kahdella 40 ml:n annoksella dikloorimetaania ja yhdistetiin nimi ensimmiiseen uutteeseen
pyoredpohjaisessa pullossa. Dikloorimetaaniuute haihdutetaan taysin kuivaksi py6rohaihduttimessa (4.2),
jonka on toimittava 40 °C:n limpétilassa ja alennetussa paineessa. Liuotetaan jiinnds 20 - 25 ml:aan
metanolia (3.2), suljetaan pullo ja sailytetaan koko uute ioninvaihtokromatografiaa (5.4) varten.

5.4  loninvaihtokromatografia

5.4.1 Kationinvaihtokolonnin esivalmistelu

Laitetaan pieni tuppo lasivillaa lasikolonnin (4.3) alapiihin. Valmistetaan liete 5 gista kisiteltyd
kationinvaihtohartsia (3.6) ja 50 ml:sta vetykloridihappoa (3.5), kaadetaan kolonniin ja annetaan asettua.
Annetaan hapon valua siten, ettd sen pinta jai juuri ja juuri hartsipinnan ylipuolelle ja pestiin kolonni
vedelld, kunnes ulos virtaava liuos on lakmuspaperilla mitattuna neutraalia. Siirretiin 50 ml metanolia (3.2)
kolonniin ja annetaan valua, kunnes se saavuttaa hartsipinnan.

5.4.2 Pylviskromatografia

Pipetoidaan varovasti saatua uutetta (5.3) kolonniin. Huuhdellaan py6redpohjainen pullo kahdella 5 - 10 mk:n
annoksella metanolia (3.2) ja siirretdin nimi pesuliuokset kolonniin. Annetaan uutteen valua hartsipintaan ja
pestiin kolonni 50 ml:lla metanolia valvoen ettei virtausnopeus yliti 5 ml:aa minuutissa. Heitetdin ulos
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valunut livos pois. Metyylibentsokvaatti eluoidaan kolonnista kiyttien 150 ml:aa metaanisulfonihap-
poliuosta (3.4) ja keratdan eluaatti kolonnista 250 ml:n erlenmeyerpulloon.

5.5  Neste-neste erotus
Siirretiin saatu eluaatti (5.4.2) 1 Lin erotussuppiloon. Huuhdellaan erlenmeyerpullo 5-10 mllla metanolia
(3.2) jayhdistetaan pesuliuos erotussuppilon sisillon kanssa. Lisitdan 300 ml vetykloridihappoliuosta (3.5) ja
130 ml dikloorimetaania (3.1). Ravistellaan yhden minuutin ajan ja annetaan faasien erottua. Valutetaan
alempi faasi (dikloorimetaani) 500 ml:n pydreipohjaiseen pulloon. Toistetaan vesifaasin uutto kahdella
uudella 70 mln annoksella dikloorimetaania ja yhdistetiin nami uutteet ensimmiisen, pydreipohjaisessa
pullossa olevan uutteen kanssa.
Dikloorimetaaniuute haihdutetaan taysin kuivaksi py6réhaihduttimessa (4.2), jonka on toimittava 40 °Cin
lampotilassa ja alennetussa paineessa. Liuotetaan pullon jidnnés noin 50 ml:aan metanolia (3.2) ja siirretian
timi livos kvantitatiivisesti 10 ml:n mittapulloon. Pydreipohjainen pullo huuhdellaan kahdella uudella 1-2
ml:n annoksella metanolia ja siirretiin liuos mittapulloon. Téytetdin merkkiin metanolilla ja sekoitetaan.
Suodatetaan miiriosa kalvosuodattimen (4.6) lapi. Tama liuos siilytetdan HPLC-miiritysti (5.6) varten.

5.6  HPLC-maddritys

5.6.1 Parametrit
Seuraavat olosuhteet annetaan viitteeksi. Muita parametrejid voidaan kiyttdd, jos ne johtavat vastaaviin
tuloksiin.
Nestekromatografiakolonni (4.4.1).
HPLC:n litkkuva faasi (3.3).
Virtausnopeus: 1-1,5 ml/minuutti.
Detektotin aallonpituus: 265 nm.
Injektoitu mairi: 20-50 pl.
Kromatografisen jirjestelmin stabiilisuus tarkastetaan injektoimalla useamman kerran kalibrointiliuosta
(3.7.3), jonka pitoisuus on 4,0 pg/ml, kunnes saadaan piikkeji, joiden korkeudet (pinta-alat) ja retentioajat
pysyvit vakioina.

5.6.2 Kalibrointikiyri
Injektoidaan useamman kerran kutakin kalibrointiliuosta (3.7.3) ja mitataan kunkin pitoisuuden piikkien
korkeudet (pinta-alat). Piirretiin kalibrointikiyri kiyttden kalibrointiliuosten piikkien korkeuksien tai
pinta-alojen keskiarvoja ordinaattana ja vastaavia pitoisuuksia, pg/ml, abskissana.

5.6.3 Nayteliuos
Injektoidaan useamman kerran niyteuutetta (5.5) kiyttden samaa miirii kuin kalibrointiliuoksille, ja
miiritetdin metyylibentsokvaattipiikin korkeuden (pinta-alan) keskiarvo.

6 Tulosten laskeminen

Niyteliuoksen —metyylibentsokvaattipitkkien ~korkeuden (pinta-alan) keskiarvosta miiritetiin
niyteliuoksen pitoisuus pg/ml:na kiyttien kalibrointikiyrai (5.6.2).
Niytteen metyylibentsokvaattipitoisuus w (mg/kg) saadaan seuraavasta kaavasta:

c x 40

m

jossa:
¢ = niyteliuoksen metyylibentsokvaattipitoisuus mikrogrammoina millilitrassa,

m= nﬁytteen massa grammoina.
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7 Tulosten validointi

7.1 Tunnistaminen

Tutkittavan aineen tunnistus voidaan varmistaa ko-kromatografialla tai diodirividetektorilla, miki mahdol-
listaa niyteuutteen ja 10,0 pg/ml metyylibentsokvaattia sisiltavin kalibrointiliuoksen (3.7.3) spektrien
vertailun.

7.1.1 Ko-kromatografia

Niyteuute rikastetaan lisaamilla sopiva mairi kalibrointilivosta (3.7.2). Lisityn metyylibentsokvaatin
miirdn on vastattava niyteuutteesta 16ydetyn metyylibentsokvaatin arvioitua miiraa.

Ainoastaan metyylibentsokvaatin piikin korkeuden tulisi kasvaa ottaen huomioon seka lisitty madra ettd
uutteen laimeneminen. Piikin leveyden, sen puolikorkeudella, on oltava noin 10 % sen alkuperiisesti
leveydesta.

7.1.2 Maiiritys diodirividetektorilla
Tulokset arvioidaan seuraavien edellytysten mukaisesti:

a) Niyte- ja kalibrointispektrien maksimiabsorption aallonpituuden, mitattuna kromatogrammien piikin
huipusta, on oltava sama rajoissa, jonka miiritysjirjestelmin erotuskyky maiirii. Miiritykselle
diodirividetektorilla timi on yleensi noin + 2 nm:3;

b) Vililli 220-350 nm niyte- ja kalibrointispektrit, mitattuna kromatogrammin piikkien huipusta, eivit saa
poiketa toisistaan niiltd osin, jotka kuuluvat 10-100 % alueeseen suhteellista absorbanssia. Timi edel-
lytys tayttyy, kun samat maksimit esiintyvat eikd missiin havaittavassa kohdassa kahden spektrin vilinen

poikkeama ylitd 15 %:a tutkittavan aineen standardiabsorbanssista;

=

c) Vililld 220-350 nm niyteuutteen antaman piikin nousevan kiyrin, huipun ja laskevan kiyrin spektrit
elvit saa poiketa silmamaiiriisesti toisistaan niilta osin, jotka kuuluvat 10-100 % alueeseen suhteellista
absorbanssia. Timi edellytys tiyttyy, kun samat maksimit esiintyvit ja kun kaikissa havaittavissa
kohdissa spektrien vilinen poikkeama ei ylitd 15 %:a huipun spektrin absorbanssista.

Jos jokin niistd edellytyksistd ei tiyty, tutkittavan aineen esiintymisti ei ole varmistettu.

7.2 Toistettavuus

Kahden rinnakkaisen, samasta nidytteesti tehdyn maiirityksen tulosten vilinen ero ei saa ylittid 10 %:a
suuremmasta tuloksesta, kun metyylibentsokvaattipitoisuudet ovat vililli 4-20 mg/kg.

7.3 Saanto
Rikastetulle niytteelle saannon on oltava vihintiin 90 %.
8 Laboratorioiden vilisten tulosten tarkastelu

Laboratorioiden vilisessi tarkastelussa 10 laboratoriota on miirittinyt viisi niytetti. Kukin niyte
miiritettiin kaksi kertaa.

Tulokset

Sokeakoe Jauho 1 Rae 1 Jauho 2 Rae2
Keskiarvo (mg/kg) ei hav. 4,50 4,50 8,90 8,70
S, (mg/kg) — 0,30 0,20 0,60 0,50
CV, (%) — 6,70 4,40 6,70 5,70
Sg (mg/kg) — 0,40 0,50 0,90 1,00
CVg (%) — 8,90 11,10 10,10 11,50
Saanto (%) —_ 92,00 93,00 92,00 89,00
ei hav = ei havaittu

. = toistettavuuden standardipoikkeama

CV, = toistettavuuden variaatiokerroin
S = uusittavuuden standardipoikkeama

uusittavuuden variaatiokerroin

1}

CVx




