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L 329/54 EIROPAS KOPIENU OFICIALAIS VESTNESIS 30.12.1993.

KOMISIJAS DIVPADSMITA DIREKTIVA 93/117/EK
(1993. gada 17. decembris),
ar ko nosaka Kopienas analizes metodes oficialai baribas kontrolei

EIROPAS KOPIENU KOMISIJA,
nemot veéra Eiropas Kopienas dibinasanas ligumu,

nemot véra Padomes 1970. gada 20. julija Direktivu
70/373[EEK par paraugu pemsSanas un analizu Kopienas
metoZzu ievieSanu baribas oficialajai kontrole (), kura jaunakie
grozijumi izdariti ar Regulu (EEK) Nr. 3768/85 (¥, un jo Ipasi
tas 2. pantu,

ta ka Direktiva 70/373/EEK ir prasits veikt baribas oficialu
kontroli, kuras noliks ir parbaudit atbilstibu prasibam, kas
izriet no normativiem un administrativiem aktiem, kuri attiecas
uz kvalitati un sastavu, izmantojot Kopienas paraugu nemsanas
un analizes metodes;

ta ka Kopienas analizes metodes attieciba uz piedevam roben-
idinu un metilbenzokvatu bitu jaievies, lai parbauditu atbilstibu
nosacijumiem par to lietoSanu dzivnieku bariba;

ta ka 3aja direktiva paredzétie pasakumi ir saskana ar Baribas
pastavigas komitejas atzinumu,

IR PIENEMUSI SO DIREKTIVU.

1. pants

Dalibvalstis nosaka to, ka analizés, ko izdara baribas oficialas
parbaudés, lai noskaidrotu robenidina un metilbenzokvata
saturu, jalieto 3is direktivas pielikuma aprakstitas metodes.

8.1970., 2. Ipp.
12.1985., 8. Ipp.

W W
—

2. pants

Normativie un administrativie akti, kas vajadzigi lai nodrosinatu
atbilstibu 3ai direktivai, dalibvalstis stajas spéka vélakais lidz
1994. gada 30. novembrim, un par to dalibvalstis talit
informé Komisiju.

Kad dalibvalstis pienem $os noteikumus, tajos ietver atsauci uz
$o direktivu, vai arl $adu atsauci pievieno to oficialajai publika-
cijai. Dalibvalstis paredz $adas atsauces pievieno$anas kartibu.

3. pants

Si direktiva stajas spéka tresaja diena péc publicésanas Eiropas
Kopienu Oficialaja Vestnest.

Briselé, 1993. gada 17. decembri

Komisijas varda —
Komisijas loceklis
René STEICHEn
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3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

PIELIKUMS

1. ROBENIDINA NOTEIKSANA
1,3-bis[(4-hlorbenzilidén)amino] guanidina salsskabes sals

Merkis un lietosanas joma.

$i metode ir paredzéta robenidina noteiksanai bariba. Zemaka noteiksanas robeza ir 5 mg/kg.

Princips.
Paraugu ekstrahé ar paskabinatu metanolu. Ekstraktu zavé un alikvoto dalu attira uz aluminija oksida kolonnas.
Robenidinu no kolonnas elué ar metanolu, kas ir koncentréts un uzpildits lidz attiecigam tilpumam ar kustigo

fazi. Robenidina saturu nosaka apgrieztas fazes augstas izskirtspéjas skidrumu hromatografija (HPLC), lietojot UV
detektoru.

Reagenti.
Metanols.

Paskabinats metanols.
4,0 ml salsskabes (P20c., 1,18 g/ml) iepilda 500 ml mérkolba, uzpilda lidz zimei ar metanolu (3.1.) un sajauc.
Sis $kidums biitu jagatavo tiesi pirms lietosanas.

HPLC kvalitates acetonitrils.

Molekularais siets.

3.A tips, ar 8 lidz 12 mesh graudini (1,6 — 2,5 mm graudini, kristalisks alumosilikats, poru diametrs 0,3 mm).

Aluminija oksids: I aktivitates kvalitates skabs aluminija oksids kolonnas hromatografijai.

100 g aluminija oksida liek attieciga trauka un pievieno 2,0 ml Gdens. Aiztaisa un krata apméram 20 mindtes.
Glaba ciesi noslégta trauka.

Kalija dihidrogenfosfata skidums, ¢ = 0,025 mol/l.

Izskidina 3,40 g kalija dihidrogénfosfata HPLC kvalitates deni 1,000 ml mérkolba, uzpilda lidz zimei un sajauc.

Dinatrija hidrogenfosfata skidums, ¢ = 0,025 mol/l.

Izskidina 3,55 g beziidens (vai 4,45 g dihidrata, vai 8,95 g dodekahidrata) dinatrija hidrogénfosfata HPLC kvali-
tates Gdeni 1,000 ml mérkolba, uzpilda lidz zimei un sajauc.

HPLC kustiga faze.

Sajauc kopa 3adus reagentus:

650 mlacetonitrila (3.3.),

250 ml HPLC kvalitates {idens,

50 ml kalija dihidrog¢nfosfata dfiduma (3.6.),
50 ml dinatrija hidrog¢nfosfata dfiduma (3.7.).

[zfiltré caur 0,22 pm filtru (4.6.) un degazé skidumu (pieméram, 10 mindtes apstradajot ar ultraskanu).

Standartviela.

Tirs robenidins: 1.3-bis[(4-hlorbenzilidén)amino] guanidina salsskabes sals E 750.
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3.9.1. Robenidina izejas standartskidums: 300 pg/ml:

Ar precizitati lidz 0,1 mg nosver 30 mg robenidina standartvielas (3.9.). Iz8kidina paskabinata metanola (3.2.)
100 ml mérkolba, ar to pasu 3kidinataju uzpilda lidz zimei un sajauc. letin kolbu aluminija folija un glaba tumsa
vieta.

3.9.2. Robenidina standartskidums: 12 pg/ml.

10,0 ml izejas standartskiduma (3.9.1.) iepilda 250 ml mérkolba, uzpilda lidz zimei ar kustigo fazi (3.8.) un
sajauc. letin kolbu aluminija folija un glaba tumsa vieta.

3.9.3. Kalibrésanas skidumi.
50 ml kalibrétas kolbas iepilda attiecigi 5,0, 10,0, 15,0, 20,0 un 25,0 ml standartskiduma (3.9.2.). Uzpilda lidz

zimei ar kustigo fazi (3.8.) un sajauc. Sie skidumi atbilst attiecigi 1,2, 2,4, 3,6, 4,8 un 6,0 pg/ml robenidina. Sie
$kidumi jasagatavo tiesi pirms lietosanas.

4. Iekarta.

4.1.  Stikla kolonna.
Izgatavota no dzeltena stikla, aprikota ar kranu un rezervuaru, kura tilpums ir apméram 150 ml, ieksgjais
diametrs no 10 lidz 15 mm, garums 250 mm.

4.2.  Laboratorijas manudlais kratitajs.

4.3.  Rotacijas ietvaicetajs.

4.4, HPLC iekarta, kurai ir ultravioletais detektors ar mainamu vilnu garumu vai diodu matricas detektors, kas darbojas 250 lidz
400 mm diapazona.

4.4.1. Skidrumu hromatografa kolonna: 300 mm 4 mm, C18, 10 pm blive vai lidzvértiga.

4.5.  Stiklskiedras filtrpapirs (Whatman GF/A vai lidzvertigs).

4.6.  Membranas filtri, 0,22 pm.

4.7.  Membranas filtri, 0,45 pm.

5. Procediira.

Piezime: robenidins ir gaismasjutigs. Visas operacijas biitu jalieto dzeltena stikla trauki.
5.1.  Visparigi noteikumi.

5.1.1. Lai parbauditu robenidina un traucéjosu vielu neesamibu, biitu javeic kontrolbaribas analize.

5.1.2. Regeneracijas tests biitu jaizdara, analizgjot kontrolbaribu (5.1.1.), kura ir stiprinata, pievienojot tadu daudzumu
robenidina, kas ir lidzigs parauga esoSajam. Lai stiprinatu lidz limenim 60 mg/kg, 3,0 ml izejas standartskiduma
(3.9.1.) iepilda koniska 250 ml kolba. letvaicé skidumu lidz aptuveni 0,5 ml slapekla atmosféra. Pievieno 15 g
kontrolbaribas, sajauc un atstaj uz 10 mindtém, pirms sak ekstrakciju (5.2.).

Piezime: lietojot $o metodi, par kontrolbaribu vajadzétu izmantot tada pasa tipa baribu kada ir parauga un
analizés nevajadzétu tikt konstatétam robenidinam.

5.2.  Ekstrakcija.

Ar precizitati [idz 0,01 g nosver apméram 15 g sagatavota parauga. Parnes koniska 250 ml kolba un pievieno
100,0 ml paskabinata metanola (3.2.), aiztaisa un krata vienu stundu kratitaja (4.2.). Izfiltré skidumu caur
stiklskiedras filtrpapiru (4.5.) un visu filtratu savac koniska 150 ml kolba. Pievieno 7,5 g molekulara sieta (3.4.),
aiztaisa un krata piecas miniites. Nekavéjoties izfiltré caur stiklskiedras filtrpapiru. So $kidumu glaba attirisanai
(5.3).
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5.3. Attnisana.
5.3.1. Aluminija oksida kolonnas gatavosana.
Nelielu stikla vates tamponu ieliek stikla kolonnas (4.1.) apaksgja gala un saspiez ar stikla spiekiti. Nosver 11,0 g
sagatavota aluminija oksida (3.5.) un iclick kolonna. Saja stadija biitu péc iespgjas jasamazina gaisa iedarbiba.
Viegli uzsit pa uzpildito kolonnu tas apaksgja gala, lai aluminija oksids sablivéjas.
5.3.2. Parauga attiriSana.
Ar pipeti uz kolonnu parnes 5,0 ml sagatavota parauga ekstrakta (5.2.). Pieliek pipetes galu tuvu pie kolonnas
sienas un lauj $kidumam iestikties aluminija oksida. Robenidinu no kolonnas elué ar 100 ml metanola (3.1.) ar
plismas atrumu no 2 lidz 3 ml/mindté un savac eluatu 250 ml apalkolba. Ar rotacijas ietvaicétaju (4.3.) ietvaicé
metanola 3kidumu lidz sausam stavoklim 40 °C temperatiira pazeminata spiediena. Atlikumu no jauna izskidina
3 lidz 4 ml kustigas fazes (3.8.) un kvantitativi parnes uz 10 ml mérkolbu. Kolbu izskalo ar vairakam 1 lidz
2 ml kustigas fazes devam, un saskalojumus parnes uz mérkolbu. Uzpilda lidz zimei ar to pasu $kidinataju un
sajauc. Alikvoto dalu izfiltré caur 0,45 pm membranas filtru (4.7.). So $kidumu glaba HPLC noteiksSanai (5.4.).
5.4.  HPLC noteiksana.
5.4.1. Parametri.
leteicams ievérot $adus nosacfjumus, citos apstaklos var stradat, ja tie dod lidzvértigus rezultatus:
Skidruma hromatogrifa kolonna (4.4.1.):
HPLC kustiga faze (3.8.),
Pliismas atrums: 1,5 lidz 2 ml/mindité,
Detektora vilnu garums: 317 nm,
leslircinatais tilpums: 20 lidz 50 pl.
Parbauda hromatografijas sistémas stabilitati, vairakas reizes ieslircinot kalibréSanas skidumu (3.9.3.), kas satur
3,6 pg/ml, lidz sasniedz nemainigu piku augstumu un aiztures laiku.
5.4.2. Kalibrésanas grafiks.
Katru kalibré$anas $kidumu (3.9.3.) ieslircina vairakas reizes, un izméra katrai koncentracijai atbilstosos piku
augstumus (laukumus). Uzzimé kalibracijas likni, uz ordinatu ass atziméjot kalibréSanas skidumu vidjos piku
augstumus vai laukumus un uz abscisu ass atbilstodas koncentracijas miligramos uz mililitru.
5.4.3. Parauga $kidums.
leslircina parauga ekstraktu (5.3.2.) vairakas reizes, nemot tadu pasu tilpumu ka kalibréSanas $kidumiem, un
nosaka robenidina piku vidéjo augstumu (laukumu).
6. Rezultatu aprékinasana.
Nosaka parauga $kiduma koncentraciju pg/ml péc robenidina piku vidéja augstuma (laukuma) parauga skiduma,
salidzinot ar kalibrésanas grafiku (5.4.2.).
Robenidina saturu w (mg/kg) parauga aprékina péc sadas formulas:
_ %200
m
kur:
¢ = robenidina koncentracija parauga skiduma Ig/ml,
m = analizéjama parauga masa gramos.
7. Rezultatu izveértejums.
7.1, Identifikacija.

Nosakama komponenta identitati var apstiprinat paraléla hromatografiska noteiksana vai lietojot diodu matricas
detektoru, ar kura palidzibu salidzina parauga ekstrakta spektru ar ta kalibréSanas skiduma (3.9.3.) spektru, kur§
satur 6 pg/ml.
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7.1.1.

7.1.2.

7.2

7.3.

Paraléla hromatografiska noteiksana.

Parauga ekstraktu stiprina, pievienojot attiecigu daudzumu kalibrésanas skiduma (3.9.3.). Pievienota robenidina
daudzumam vajadzétu bat lidzigam aprékinatajam parauga ekstrakta atrastajam robenidina daudzumam.

Tikai robenidina pika augstumam batu japalielinas, nemot véra pievienoto daudzumu un ekstrakta atskaidijumu.
Pika platumam vieta, kas ir puse no ta maksimala augstuma, jabiit apméram 10 % no platuma pika apaksa.

Konstaté$ana ar diodu matricas detektoru.

Rezultatus veérte pec $adiem kritérijiem:

a) parauga maksimalas absorbcijas un standartspektra vilnu garumiem, ko registré pika virsotné hromatogramma,
jabat vienadiem detektora sistémas izskirtspéjas noteiktas robezas. Diodu matricas detektoram §is robezas
parasti ir apméram lidz 2 nm;

b) starp 250 un 400 nm, paraugs un standartspektri, kas registréti hromatogrammas pika virsotné, nedrikst
atskirties tajas spektra dalas, kas ir 10 lidz 100 % relativas absorbcijas diapazona. Atbilstiba $im kritérijam ir
panakta, ja maksimumi sakiit un neviena novérojama punktd novirze starp abiem spektriem neparsniedz
15 % no nosakama standarta komponenta absorbcijas;

¢) starp 250 un 400 nm, parauga ekstrakta pika kapuma, smailes un krituma spektri cits no cita nedrikst atskir-
ties tajas spektra dalas, kas ir 10 lidz 100 % relativas absorbcijas diapazona. Atbilstiba $im kritérijam ir

panakta, ja maksimumi sakrit un neviena novérojama punkta novirze starp spektriem neparsniedz 15 % no
smailes spektra absorbcijas.

Ja nav atbilstibas kaut vienam no $iem kritérijiem, nosakama komponenta esamiba nav apstiprinata.

Atkartojamiba.

Atskiriba starp divu vienam un tam paSam paraugam paraléli veiktu noteikSanu rezultatiem nedrikst parsniegt
10 % no lielaka rezultata, kur robenidina saturs parsniedz 15 mg/kg.

Regeneracija.

Stiprinata kontrolparauga regeneracijai vajadzétu bat vismaz 85 %.

Salidzinosa pétijuma rezultati.

Kopiena noorganizgja salidzino$u pétijumu, kura 12 laboratorijas analizgja Cetrus saberztas vai zirniSu formas
majputnu un tru$u baribas paraugus. Katru paraugu analizéja divas reizes. Rezultati ir apkopoti $aja tabula:

Majputnu bariba Trusu bariba

Saberzta Granuléta Saberzta Granuléta
Vidgji (mg/kg) 27,00 27,99 43,6 40,1
Sr (mg/kg) 1,46 1,26 1,44 1,66
CVr (%) 54 4,5 3,3 4,1
Sr (mg/kg) 4,36 3,36 4,61 3,91
CVR (%) 16,1 12,0 10,6 9,7
Regeneracija (%) 90,0 93,3 87,2 80,2
Sr = atkartojamibas vidéja kvadratiska novirze.
CVr = atkartojamibas variaciju koeficients.
SR = reproducéjamibas vidéja kvadratiska novirze.

CVR = reproducgjamibas variaciju koeficients.
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3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

4.1.

2. METILBENZOKVATA NOTEIKSANA

7-benziloksi-6-butil-3-metoksikarbonil-4-hinolona

Merkis un lietosanas joma.

St metode ir paredzéta metilbenzokvata noteiksanai bariba. Zemaka noteiksanas robeza ir 1 mg/kg.

Princips.

Metilbenzokvatu no parauga ekstrahé ar metansulfonskabes skidumu metilspirta. Ekstraktu attira ar dihlormetanu
jonu apmainas hromatografija un péc tam vélreiz ar dihlormetanu. Metilbenzokvata saturu nosaka ar UV detek-
toru apgrieztas fazes augstas izskirtsp&jas skidruma hromatografija (HPLC).

Reagenti.

Dihlormetans.

HPLC kvalitates metanols.

HPLC kustiga faze:

metanola (3.2.) un HPLC kvalitates tidens maisijums 75 + 25 (v + v).

Izfiltré caur 0,22 pm filtru (4.5.) un degazé skidumu (pieméram, 10 mindtes apstradajot ar ultraskanu).
Metansulfonskabes skidums, 0 = 2 %.

Atskaida 20,0 ml metansulfonskabes lidz 1 000 ml ar metanolu (3.2.).

Salsskabes skidums, 6 = 10 %.

Atskaida 100 ml salsskabes (P20 ¢, 1,18 g/ml) lidz 1 000 ml ar Gdeni.

Katjonu apmainas Amberlita sveki CG-120 (Na), 100 lidz 200 mesh.

Pirms lietoanas svekus apstrada: uzdulko masu no 100 g sveku un 500 ml salsskabes skiduma (3.5.) un, nepar-
traukti maisot, karsé uz elektriskas plitinas, lidz sak varities. Lauj atdzist un nolej nost skabi. Vakuuma izfiltré caur
filtrpapiru. Svekus divas reizes mazga ar 500 ml @idens un pé&c tam ar 250 ml metanola (3.2.). Svekus skalo vél
ar 250 ml metanola, un ar caurpliistodu gaisu zavé nogulsnes, kas paliek uz filtra. Nozavétos svekus glaba
noslégta pudelé.

Standartviela: tirs metilbenzokvats (7-benziloksi-6-butil-3-metoksikarbonil-4-hinolons).

. Metilbenzokvata izejas standartskidums, 500 pg/ml.

Ar precizitati lidz 0,1 mg nosver 50 mg standartvielas (3.7.), izskidina metansulfonskabes skiduma (3.4.) 100 ml
mérkolba, uzpilda lidz zimei un sajauc.

. Metilbenzokvata standartskidums, 50 pg/ml.

5,0 ml izejas standartSkiduma (3.7.1.) parnes uz 50 ml mérkolbu, uzpilda lidz zimei ar metanolu (3.2.) un
sajauc.

. Kalibrésanas skidumi.

Parnes 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, un 5,0 ml m;tilbenzokvéta standartskiduma (3.7.2.) uz 25 ml mérkolbam. Uzpilda lidz
zimei ar kustigo fﬁzi (3.3.) un sajauc. Sajos skidumos metilbenzokvata koncentracija ir attiecigi 2,0, 4,0, 6,0, 8,0,
un 10,0 mg/ml. Sie skidumi jasagatavo tiei pirms lietoSanas.

Iekarta.

Laboratorijas kratitajs.
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4.2.

4.3.

4.4.

4.4.1.

4.5.

4.5.

5.2.

5.3.

5.4.

5.4.1.

5.4.2.

Rotacijas ietvaicétajs.

Stikla kolonna (250 mm 15 mm), kas aprikota ar kranu un rezervuaru, kura tilpums ir apméram 200 ml.
HPLC iekarta, kurai ir ultravioletais detektors ar mainamu vilpu garumu vai diodu matricas detektors.
Skidrumu hromatografa kolonna: 300 mm 4 mm, C-18, 10 pm vai lidzvértiga blive.

Membranas filtri, 0,22 pm.

Membranas filtri, 0,45 pm.

Procediira.

Visparigi noteikumi.

. Lai parbauditu metilbenzokvata un traucéjosu vielu neesamibu, biitu javeic kontrolbaribas analize.

. Biitu javeic regeneracijas tests, analiz&jot kontrolbaribu, kura ir stiprinata, pievienojot tadu daudzumu metilbenzo-

kvata, kas ir lidzigs parauga esosajam. Lai stiprinatu 15 mg/kg limeni, pievieno 600 pl izejas standartskiduma
(3.7.1.) 20 gramiem kontrolbaribas, sajauc un atstaj uz 10 mindtém pirms sak ekstrakciju (5.2.).

Piezime: lietojot $o metodi, par kontrolbaribu vajadzétu izmantot tada paSa tipa baribu kada ir parauga, un
analizés nevajadzétu tikt konstatétam metilbenzokvatam.

Ekstrakcija.

Ar precizitati lidz 0,01 g nosver apméram 20 g sagatavotd parauga un parnes uz konisku 250 ml kolbu.
Pievieno 100,0 ml metansulfonskabes skiduma (3.4.) un mehaniski krata (4.1.) 30 mindtes. Izfiltré skidumu caur
filtrpapiru, un filtratu glaba divu $kidro fazu atdaliSanai (5.3.).

Divu skidro fazu atdalisana.

Uz 500 ml dalamo piltuvi, kura ir 100 ml salsskabes $kiduma (3.5.), parnes 25,0 ml iegata filtrata (5.2.).
Pievieno 100 ml dihlormetana (3.1.) un krata vienu minti. Layj slaniem atdalities un nolaiz apaksgjo (dihlorme-
tana) slani 500 ml apalkolba. Udens fazes ekstrakciju atkarto ar vél divam 40 ml dihlormetana devam un
apvieno tas ar pirmo ekstraktu apalkolba. Ar rotacijas ietvaicétdju (4.2.) pazeminata spiediena 40 °C temperatiird
ietvaicé dihlormetana ekstraktu lidz sausam stavoklim. Izskidina atlikumu 20 lidz 25 ml metanola (3.2.), aiztaisa
kolbu un visu ekstraktu glaba jonu apmainas hromatografijai (5.4.).

Jonu apmainas hromatografija.
Katjonu apmainas kolonnas sagatavo3ana.

Stikla kolonnas (4.3.) apakséja gala ieliek stikla vates tamponu. Sagatavo 5,0 g apstradato katjonu apmainas sveku
(3.6.) un 50 ml salsskabes (3.5.) uzdulkojuma, ielej stikla kolonna un lauj nostaties. Nolaiz licko skabi ta, lai
skabes limenis ir tikai nedaudz virs sveku virsmas, un mazga kolonnu ar ddeni, lidz izplide ir neitrala pret
lakmusu. 50 ml metanola (3.2.) parnes uz kolonnu un lauj notecét lidz sveku virsmai.

Kolonnas hromatografija.

Ar pipeti uzmanigi parnes iegiito ekstraktu (5.3.) uz kolonnu. Izskalo apalkolbu ar divam 5 lidz 10 ml devam
metanola (3.2.) un saskalojumus parnes uz kolonnu. Nodrosinot, ka plismas atrums neparsniedz 5 ml mindteé,
ekstraktu nolaiz lidz sveku virsmai, un kolonnu izmazga ar 50 ml metanola. Izplidi izmet. Ar 150 ml metansul-
fonskabes skiduma (3.4.) no kolonnas elué metilbenzokvatu, un kolonnas eluatu savac koniska 250 ml kolba.
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5.5.

5.6.

5.6.1.

5.6.2.

5.6.3.

7.1.

Divu skidro fazu atdalisana

legiito eluatu (minéts punkta 5.4.2.) parnes uz 1 litra dalamo piltuvi. Izskalo konisko kolbu ar 5 lidz 10 ml meta-
nola (3.2.), un saskalojumus apvieno ar dalamas piltuves saturu. Pievieno 300 ml salsskabes $kiduma (3.5.) un
130 ml dihlormetana (3.1.). Krata 1 minati un lauj fazém atdalities. Nolaiz apaks€jo (dihlormetana) slani 500 ml
apalkolba. Udens fazes ekstrakciju atkarto ar vél divam 70 ml dihlormetana devam, un Sos ekstraktus apvieno ar
pirmo ekstraktu apalkolba.

Ar rotacijas ietvaicétaju (4.2.) pazeminatd spiediena 40 °C temperatiira ietvaicé dihlormetana ekstraktu lidz
sausam stavoklim. Atlikumu izskidina kolba, kur ir apméram 5 ml metanola (3.2.), un $o skidumu kvantitativi
parnes uz 10 ml mérkolbu. Izskalo apalkolbu ar vél divam 1 lidz 2 ml devam metanola, un saskalojumus parnes
uz mérkolbu. Uzpilda lidz zimei ar metanolu un sajauc. Alikvoto dalu izfiltré caur membranas filtru (4.6.). So
$kidumu glaba HPLC noteiksanai (5.6.).

HPLC noteiksana.
Parametri

leteicams ievérot $adus nosacjjumus, citos apstaklos var stradat, ja tie dod lidzvértigus rezultatus:
— Skidruma hromatografa kolonna (4.4.1.),

— HPLC kustiga faze: metanola un tidens maisijums (3.3.),

— plasmas atrums: 1 lidz 1,5 ml/minatg,

— noteik3anas vilpu garums: 265 nm,

— ieslircinamais tilpums: 20 lidz 50 pl.

Parbauda hromatografijas sistémas stabilitati, vairakas reizes ieSpricgjot kalibréSanas skidumu (3.7.3.), kas satur
4 pg/ml lidz sasniedz nemainigu piku augstumu vai laukumu un aiztures laiku.

Kalibrésanas grafiks.

Katru kalibrésanas $kidumu (3.7.3.) ieSpricé vairakas reizes, un izméra katrai koncentracijai atbilstosos piku
augstumus (laukumus). Uzzimé kalibracijas likni, uz ordinatu ass atziméjot kalibréSanas skidumu vidgjos piku
augstumus vai laukumus un uz abscisu ass atbilstosas koncentracijas pg/ml.

Parauga $kidums.

leslircina parauga ekstraktu (5.5.) vairakas reizes, nemot tadu pasu tilpumu ka kalibrésanas $kidumiem, un nosaka
metilbenzokvata piku vidéjo augstumu (laukumu).

Rezultatu aprékinasana.

Nosaka parauga Skiduma koncentraciju pg/ml péc parauga $kiduma metilbenzokvata piku vidéja augstuma
(rajona), salidzinot ar kalibrésanas grafiku (5.6.2.).

Metilbenzokvata saturu w (mg/kg) parauga aprékina péc $adas formulas:

_ ¢x40
m
kur:

¢ = metilbenzokvata koncentracija parauga skiduma lg/ml,

m = testa porcijas masa gramos.

Rezultatu izvértejums.

Identifikacija.

Nosakama komponenta identitati var apstiprinat paraléla hromatografiska noteiksana vai lictojot diodu matricas
detektoru, ar kura palidzibu salidzina parauga ekstrakta spektru ar ta kalibréSanas skiduma (3.7.3.) spektru, kur§
satur 10 pg/ml.
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7.1.1.

7.2

7.3.

Paraléla hromatografiska noteiksana.

Parauga ekstraktu stiprina, pievienojot attiecigu daudzumu standartskiduma (3.7.2.). Pievienota metilbenzokvata
daudzumam vajadzétu bt lidzigam parauga ekstrakta aprékinatajam metilbenzokvata daudzumam.

Tikai metilbenzokvata pika augstumam bitu japalielinas, nemot véra pievienoto daudzumu un ekstrakta atskaidi-
jumu. Pika platumam vieta, kas ir puse no ta maksimala augstuma, jabit apméram 10 % no platuma pika
apaksa.

. Konstatésana ar diodu matricas detektoru.

Rezultatus vérté péc $adiem kritérijiem:

a) parauga maksimalas absorbcijas un standartspektru vilnpu garumiem, ko registré pika virsotné hromato-
gramma, jabit vienadiem detektora sistémas izkirtspéjas noteiktas robezas. Diodu matricas detektoram $is
robeZas parasti ir apméram lidz 2 nm;

b) starp 220 un 350 nm, paraugs un standartspektri hromatogramma registrétaja pika virsotné, nedrikst atskir-
ties tajas spektra dalas, kas ir 10 lidz 100 % relativas absorbcijas diapazona. Atbilstiba $im kritérijam ir
panakta, ja maksimumi sakrit, un neviena novérojama punkta novirze starp abiem spektriem neparsniedz
15 % no nosakama standarta komponenta absorbcijas;

¢) starp 220 un 350 nm, parauga ekstrakta pika kapuma, smailes un krituma spektri cits no cita nedrikst atskir-
ties tajas spektra dalas, kas ir no 10 lidz 100 % relativas absorbcijas diapazona. Atbilstiba §im kritérijam ir

panakta, ja maksimumi sakrit un neviena novérojama punkta novirze starp spektriem neparsniedz 15 % no
smailes spektra absorbcijas.

Ja nav atbilstibas kaut vienam no $iem kritérijiem, nosakama komponenta esamiba nav apstiprinata.

Atkartojamiba.

Atskiriba starp divu vienam un tam paSam paraugam lidztekus veiktu noteik$anu rezultatiem nedrikst parsniegt
10 % no lielaka rezultata, kur metilbenzokvata saturs ir starp 4 un 20 mg/kg.

Regeneracija.

Stiprinata kontrolparauga regeneracijai vajadzétu bat vismaz 90 %.

Salidzinosa pétijuma rezultati.

10 laboratorijas analizéja piecus paraugus. Katru paraugu analizéja divas reizes.

Rezultati
Kontrol 1. saberztas 1. granulétas 2. saberztas 2. granuletas
paraugs baribas paraugs | baribas paraugs | baribas paraugs | baribas paraugs
vidéji mglkg n.a. 4,50 4,50 8,90 8,70
Sr (mg/kg) - 0,30 0,20 0,60 0,50
CVr (%) - 6,70 4,40 6,70 5,70
Sr (mg/kg) - 0,40 0,50 0,90 1,00
CVR (%) - 8,90 11,10 10,10 11,50
Regeneracija (%) - 92,00 93,00 92,00 89,00
na. = nav atklats.
Sr = atkartojamibas vidéja kvadratiska novirze.
CVr = atkartojamibas variaciju koeficients.
SR = reproducéjamibas vidéja kvadratiska novirze.

CVR = reproducéjamibas variaciju koeficients.




