118 1-Gurnal Uffi¢jali ta’ 1-Unjoni Ewropea 03/Vol. 25
31999R0761
L 99/4 IL-GURNAL UFFICJALI TAL-KOMUNITAJIET EWROPE] 14.4.1999

IR-REGOLAMENT TAL-KUMMISSIJONI (KE) Nru 761/1999
tat-12 ta’ April 1999

li jemenda r-Regolament (KEE) Nru 2676/90 i jistabbilixxi I-metodi tal-Komunita ghall-analizi ta’ I-
inbejjed

IL-KUMMISSJONI TAL-KOMUNITA EWROPEA,

Wara li kkunsidrat it-Trattat li jistabbilixxi 1-Komunita
Ewropea,

Wara li kkunsidrat ir-Regolament tal-Kunsill (KEE) Nru 822/87
tas-16 ta’ Marzu 1987 dwar l-organizzazzjoni komuni tas-suq
ta’ l-inbid ('), hekk kif emendat l-ahhar bir-Regolament (KE)
Nru 1627/98 (), u b’'mod partikolari l-Artikolu 74 tieghu,

Billi l-Anness tar-Regolament tal-Kummissjoni (KEE) Nru
2676/90 (), kif emendat l-ahhar bir-Regolament (KE) Nru
822/97 (*), jiddeskrivi l-metodi ta’ analizi; peress li I-metodu ta’
analizi ghall-aciduD-malic deskritt fil-Kapitolu 20 gie ippruvat
bhala mhux preciz ghall-ahhar, u gie zviluppat metodu gdid li
hu aktar korrett; peress li gie zviluppat metodu gdid ghall-
analzi tad-derivattivi tas-cyanide, li hu aktar sensittiv u aktar
facli biex jigi applikat; peress li gie zviluppat fuq livelli
internazzjonali metodu ¢did li jiddetermina l-ethyl carbamate fl-
inbid; peress li dawn it-tliet metodi gew ippruvati b'mod
konformi mal-kriterji rikonoxxuti internazzjonalment; peress li
luzu ta’ dawn il-metodi jistghu jizguraw aktar il-kontroll tal-
kwalita u l-awtenticita ta’ l-inbid, u jistghu jipprevjenu nuqqas
ta’ gbil minhabba l-applikazzjoni ta’ metodi ta’ analizi skaduti u
li mhumiex ta’ min jorbot wisq fughom; peress li d-

deskrizzjonijiet tal-metodi I-godda gew approvati mill-Uffic¢ju
Internazzjonali dwar id-Dwieli u Il-Inbid; peress li dawn
ghandhom jidhlu fdan ir-Regolament;

Billi I-mizuri stabbiliti fdan ir-Regolament jikkonformaw ma’ 1-
opinjoni tal-Kumitat ta’ Tmexxija dwar I-Inbid,

ADOTTAT DAN IR-REGOLAMENT:

Artikolu 1

L-Anness ghar-REGOLAMENT (KEE) Nru 2676/90 huwa
emendat kif gej:

1. II-Kapitolu 20 (Ac¢idu D-malic) huwa mibdul bl-Anness 1 ta’
dan ir-Regolament;

2. Il-Kapitolu 38 (derivattivi tas-cyanide) huwa mibdul bl-
Anness I ta’ dan ir-Regolament;

3. L-Anness III ta’ dan ir-Regolament jizdied mal-Kapitolu 44.

Artikolu 2

Dan ir-Regolament ghandu jidhol fis-sehh fis-seba” jum wara I-
pubblikazzjoni tieghu fil-Gurnal Uffigjali tal-Komunita Ewropea.

Dan ir-Regolament ghandu jorbot fl-intier tieghu u japplika direttament fl-Istati Membri

kollha.

Maghmul fi Brussel, fit-12 ta’ April 1999.

() GU L 84, tas-27.3.1987, p. 1.

() GU L 210, tat-28.7.1998, p. 10.
() GU L 272, tat-3.10.1990, p. 1.
(% GU L 117, tas-7.5.1997, p. 10.

Ghall-Kummissjoni
Franza FISCHLER

Membru tal-Kummissjoni
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3.1.

ANNESS 1

“20. ACIDU D-MALIC (metodu enzimatiku)
1. PRINCIPJU

Fil-prezenza tad-D-Malate dehydrogenase (D-MDH), l-a¢idu D-malic (D-Malate) jigi ossidat bin-nicotinamide adenine
dinucleotide (NAD) ghal oxaloacetate. L-oxaloacetate li jifforma jingasam fpyruvate u carbon dioxide.

Il-kwantita ta® NADH li jifforma irid ikun proporzjonalimal-koncentrazzjoni ta’ acidu D-malic u jitkejjel fuq
wavelength ta’ 334, 340 jew 365 nm.

D-MDH

D-malats + NAD" piruvats + CO, + NADH + H"

2. REA{ENTI

Kumbinazzjoni ta’ analizi ghal madwar 30 determinazzjonijiet:

(a) Recipjent 1 bammont ta’ madwar 30 ml ta’ soluzzjoni li tinkludi Hepes buffer gN-(2-hydroxyethyl) piperazine-
N'-2-ethanesulfonic acid pH = 9,0 u stabbilizzaturi;

(b) Recipjent 2 b'madwar 210 mg ta’ NAD lyopbhilisate;
(¢)  Tliet recipjenti 3 b’D-MDH lyophilisate, kull wiched ta’ madwar 8 U.

(¢)  Preparazzjoni tas-soluzzjonijiet

1. Uza l-kontenut tar-recipjent 1 minghajr ma jkun ghadu mizjud bl-ilma. Qabel ma tuza gib is-soluzzjoni
ghal bejn 1-20 u 1-25 °C.

1. 2. Holl il-kontenut tar-recipjent 2 £4 ml ilma distillat darbtejn.

2. 3. Holl il-kontenut ta’ wiched mir-recipjenti 3 £0,6 ml ilma distillat darbtejn. Qabel ma tuza gib is-soluzzjoni
ghal bejn 1-20 u 1-25 °C.

3. Stabbilita tas-soluzzjonijiet

Il-kontenut tar-recipjent 1 jkun stabbli ghal madwar sena jekk dan jitqieghed ftemperatura ta’ +4 °G;
soluzzjoni 2 tkun stabbli ghal tliet gimghat jekk titqieghed ftemperatura ta’ +4 °C, u ghal xahrejn
ftemperatura ta’ - 20 °C; soluzzjoni 3 tkun stabbli ghal hamest ijiem jekk titqieghed ftemperatura
ta + 4 °C.

3. APPARAT

3.1. Spectrophotometer li jippermetti l-kejl li ghandu jsir fuq il-livell ta’ 340 nm, u li I- wavelength fuq dawn il-livelli I-
assorbiment tal-NADH ikun lahaq il-massimu tieghu. Fin-nuqqas ta’ dan jista’ jintuza spectrophotometer b'discontinuous
spectrum source li jippermetti l-kejl li ghandu jsir bejn il-334 u 1-365 nm. Peress li huma involuti mizuri ta’
assorbiment assolut (i.e. mhux sett ta’ soluzzjonijiet ta” kalibrazzjoni izda referenza ghall-fattur ta’ estinzjoni tal-
NADH), l-iskali tal-wavelength kif ukoll l-ispectral absorbance ta’ 1-apparat irid ikun ezaminat.

3.2. Cuvettes tal-hgieg b'path lengths ottici ta’ 1 cm (jekk tkun tippreferi, cuvettes li huma disposable jistghu jintuzaw
ukoll).

3.2. 3.3. Micropipettes ghal pipetting volumes ta’ bejn iz-0,01 u 2 ml.

3.3. 4. IL-PREPARAZZJONI TAL-KAMPJUN
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4. L-analizi tad-D-Malate normalment issir direttament fuq l-inbid, minghajr l-ebda dekolorizzazzjoni minn qabel.

L-ammont ta’ D-Malate fil-cuvette ghandu jkun bejn iz-2 u 1-50 pg. Ghalhekk, l-inbid ghandu jkun mhallat bl-ilma biex
ihalli l-koncentrazzjoni ta’ D-Malate bejn i2-0,02 u 2-0,5 gl jew i2-0,02 u z-0,3 g/l, rispettivament (jiddependi mill-
apparat li jintuza).

Tabella tal-process tat-tahlita:

5. IL-PROCEDURA

Kwantita stmata tad-D-malate/litr
Mkejla fi: Mhallta ma’ l-ilma Fattur tat-tahlit F
340 or 334 nm 365 nm
<03g <05¢g - 1
03-30¢g 0,5-50 g 1+9 10

5. B'spectrophotometer aggustat ghal wavelength ta’ 340 nm, kejjel l-assorbiment billi tuza il-cuvettes ta’ 1 ¢m, jew billi
tuza l-arja halli tikseb zero absorbance (ma jkunx hemm cuvette fl-optical path) jew billi tuza I-ilma.

Pipette gol-cuvettes:

Hallat, u wara madwar sitt minuti kejjel I-assorbiment tas-soluzzjonijiet tat-test bir-referenza (A)).

Referenza Test
Soluzzjoni 1 1,00 ml 1,00 ml
Soluzzjoni 2 0,10 ml 0,10 ml
IIma distillat darbtejn 1,80 ml 1,70 ml
Kampjun ghal-kejl - 0,10 ml

Zid:

Hallat; stenna sakemm ir-reazzjoni tkun kompluta (madwar 20 minuta) u kejjel l-assorbimenti tas-soluzzjonijiet tat-test
u tar-referenza (A,).

Referenza Test

Soluzzjoni 3 0,05 ml 0,05 ml

Ikkalkula d-differenza ta’ l-assorbiment (A, - A,) ghas-soluzzjonijiet ta’ referenza (AA;) u tat-test (AA;). Fl-ahhar,
ikkalkula d-differenza bejn dawk id-differenzi: AA = AA; — AA;

Nota:

1I-hin mehtieg ghat-tkomplija ta’ l-attivita enzimatika tista’ tvarja minn grupp ghal iehor. Il-hin thawn fuq qed jinghata biss bhala
gwida, u hu rrakkomandat li dan ikun stabbilit ghal kull grupp. L-a¢idu D-malic jirreagixxi malajr. L-enzima tbiddel ukoll 1-
acidu L-tartaric, ghalkemm hafna aktar bil-mod. Dan jispjega ghaliex ikun hemm reazzjoni kollaterali hafifa, li tista’ tkun
korretta permezz ta’ estapolazzjoni (Ara l-Appendici A).

6. ESPRESSJONI TAR-RIZULTATI
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6.

[l-formula generali biex tikkalkula il-koncentrazzjoni fmg/l hi:

C=

EXdXVVXPMfejn:
x AA

\%
il-volum tas-soluzzjoni tat-test fml (2,95 ml)
il-volume tal-kampjun fml (0,1 ml)

il-massa molekulari tas-sustanza li ghandha tigi stabbilita

d

v
PM

= (ghall-l-acidu D-malic, PM = 134,09)

= l-optical path tal-cuvette f¢m (1 ¢m)

7.1.

7.2

8.

€ = il-fattur ta’ l-assorbiment tal-NADH:
sa 340 nm = 6,3 (1 mmol! cm)
sa 365 nm = 3,4 (1 mmol! cm?)
sa 334 nm = 6,18 (1 mmol! cm).

Jekk il-kampjun kien imhallat bl-ilma matul il-preparazzjoni tieghu, mela mmultiplika r-rizultat bil-fattur tat-tahlita.

Il-kon¢entazzjoni ta’ I-d-acidu D-malic ghandha tidher ftermini ta’ milligrammi ghal kull litru (mg/l), minghajr 1-

ebda c¢ifri decimali.

PRECIZJONI

Dettalji tal-prova interlaboratorju dwar il-precizjoni tal-metodu jidhru fil-qosor fl-Appendici B. Ir-rizultati miksuba
mill-esperiment interlaboratorju jistghu ma japplikawx ghal sensiela ta’ analyte concentration u matricijiet barra minn
dawk spjegati fl-Appendici B.

Ripetibbilita

Id-differenza assoluta bejn zewg rizultati individwali miksuba mill-istess materja li jkunu gew analizzati minn
operatur li qed ihaddem l-istess apparat, fl-igsar intervall ta” hin, m'ghandhiex teccedi l-valur ta’ ripettibbilita r
faktar minn 5 % tal-kazijiet.

r =11 mgfL

Riproducibbilita

Id-differenza assoluta bejn zewg¢ rizultati individwali miksuba mill-istess materja li jkunu gew analizzati fzewg
laboratorji differenti, m'ghandhiex teccedi I-valur tar-riproducibbilita R faktar minn 5 % tal-kazi.

r = 20 mg/l

KUMMENTI

Minhabba l-grad ta’ precizjoni ta’ dan il-metodu, valuri ta’” ac¢idu D-malic taht il-50 mg/l, jekk mehtieg, ghandhom jigu
kkonfermati permezz ta’ metodu analitiku ichor billi jintuza principju ichor ta’ kejl, bhal dak ta” Przyborski et al.
(Mitteilungen Klosterneuburg 43, 1993; 215-218. 1993).

Il-kampjun ta’ inbid fil-cuvette m'ghandux ikun aktar minn 0,1 ml, biex b’jekk tkun tista’ tigi evitata kull inibizzjoni ta’
attivita enzimatika possibbli minn polyphenols.
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Appendici A

X'taghmel fkaz ta’ reazzjonijiet kollaterali

Generalment, reazzjonijiet kollaterali jigru minhabba reazzjoniet sekondarji ta’ l-enzima, jew minhabba l-prezenza ta’
enzimi ohra fil-matrici tal-kampjun, jew inkella minhabba interazzjoni ta’ wiehed mill-elementi jew aktar tal-matrici
b’ko-fattur fir-reazzjoni enzimatika.

Freazzjoni normali, l-assorbiment tilhaq valur kostanti wara certu hin, generalment bejn 10 u 20 minuta, jiddependi
mill-velocita tar-reazzjoni enzimatika specifika. Izda, meta jkun hemm reazzjonijiet sekondarji, l-assorbiment ma jilhagx
valur kostanti, imma jizdied regolarment mal-hin. Dan it-tip process huwa maghruf bhala “reazzjoni kollaterali”.

Meta jkun hemm reazzjoni kollaterali, l-assorbiment tas-soluzzjoni ghandha titkejjel fintervalli regolari (bejn zewg u
hames minuti) wara li jkun skada l-hin mehtieg biex is-soluzzjoni bazika tkun lahqet l-assorbiment finali taghha. Jekk 1-
assorbiment jizdied regolarment, ghandhom jittichdu hames jew sitt gisien, u jkunu estrapolati lura permezz ta’ grafika
jew kalkulazzjoni, biex b’hekk jigi stabbilit l-assorbiment li seta’ jigi osservat meta l-enzima finali kienet tizdied (TO). Il-
koncentrazzjoni ta’ substrat tigi kkalkulata fuq il-bazi tad-differenza fl-assorbiment fdak il-hin (Af - Ai).

Assorbiment

Reazzjonijiet ewlenin u kollaterali

- -
- -

'
1]
1]
X AAJAt = kostanti
:
t
]
1

Reazzjoni ewlenija

TN

Reazzjoni kollaterali

-
-
-
----
-- -
---
-—-———
--———
------

Ai .L_;.\

T0 Zieda ghall-enzima finali Time

Figura 1.: Reazzjoni kollaterali
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Appendici B

Rizultati statistici tal-prova interlaboratorju

Sena tal-prova interlaboratorju: 1995
Numru ta’ laboratorji: 8

Numru ta’ kampjuni:

5 biz-zieda ta’ l-acidu D-malic

Kampjun A B C D E
Numru ta’ laboratorji mizmuma wara l-eliminazzjoni tal- 7 8 7 8 7
laboratorji li jipprezentaw rizultati aberranti
Numru ta’ laboratorji li jipprezentaw rizultati aberranti 1 - 1 - 1
Numru ta’ rizultati accettati 35 41 35 41 36
Valur medju () (x)(mg/) 161,7 65,9 33,1 106,9 111,0
Devazzjoni standard ta’ repetibbilita (sr) (mg/l) 4,53 4,24 1,93 4,36 4,47
Devazzjoni standard relattiva ta’ repetibbilita (RSDr) (%) 2,8 6,4 58 41 4,00
Limitu ta’ repetibbilita (r) (mg/l) 12,7 11,9 5,4 12,2 12,5
Devajzzjoni standard ta’ riproducibbilita (sR) (mg/l) 9,26 7,24 5,89 6,36 6,08
Devazzjoni standard relattiva ta’ riproducibbilitd (RSDR) 5,7 11 17,8 5,9 5,5
(%)
Limitu ta’ riproducibbilita (R) (mg/l) 25,9 20,3 16,5 17,8 17,0

Tipi ta’ kampjuni:

A:: inbid ahmar; B:: inbid ahmar; C: inbid abjad; D:: inbid abjad; E:: inbid abjad;”
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ANNESS 11

“38. DERIVATTIVI TAS-CYANIDE

(Attenzjoni: hares sew il-mizuri ta’ sigurtd dwar l-uzu tal-kimici chloramine T, pyridine, potassium cyanide, hydrochloric acid, u
phosphoric acid. Iddisponi sew minn prodotti uzati, fkonformita mar-regoli ambjentali fis-sehh. Attenzjoni partikolari
mal-hydrocyanic acid li johrog waqt id-distillazzjoni ta’ l-inbid acidifikat.)

1.

2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

2.5.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

4.1.

4.2.

IL-PRINCIPJU

I-hydrocyanic acid kollu fl-inbid johrogbil-hydrolysis ta’ l-acidu u jigi sseparat permezz tad-distillazzjoni. Wara li
jirreagixxi ma’ chloramine-T u pyridine, il-glutaconic dialdehyde li jifforma jigi stabbilit banalizi kolorimetrika, meta
ma’ 1,3-dimethyl-barbituric acid danjaghti kolorazzjoni blu.

APPARAT

L-apparat ta’ distillazzjoni

Uza l-apparat ta’ distillazzjoni deskritt biex tistabbilixxi I-kontenut ta’ alkohol fl-inbid

Flixkun bil-giegh tond ta’ 500-ml b’ground joints standardizzati
Banju ta’ l-ilma kkontrollat termostatikament ghal 20 °C
Spectrophotometer 1i jista’ jkejjel l-assorbiment fuq wavelength ta” 590 nm

Celloli tal-hgieg jew celloli li jintuzaw darba biss boptical paths ta’ 20 mm

REAGENTI
Phosphoric acid (H,PO,) b'25 % (m/v)
Soluzzjoni ta’ Chloramine-T (C,H,CINNa O,S, 3H,0) 3 % (m/v)

Soluzzjoni ta’ 1,3-dimethyl-barbituric acid: holl 3,658 g 1,3-dimethyl-barbituric acid(C;H,N,O;) fi 15 ml ta’ pyridine
u 3 ml ta” hydrochloric acid (p20=1,19 g/ml) u zid 50 ml ilma distillat

Potassium cyanide (KCN)
Soluzzjoni ta’ Potassium iodide (KI) b’10 % (m/v)

Soluzzjoni ta’ Silver nitrate (AgNO,), 0,1 M

IL-PROCEDURA
Distillazzjoni

Poggi 25 ml inbid, 50 ml ilma distillat, 1 ml phosphoric acid (3.1) u ftit zibeg tal-hgieg fir-recipjent tal-500-ml
(2.2). Poggi mill-ewwel ir-recipjent fuq l-apparat tad-distillazzjoni. Uza tapering tube biex id-distillat imur go
recipjent ikkalibrat ta’ 50-ml li jkun fih 10 ml ilma. Gharraq ir-recipjent ikkalbirat filma ffrizat. Igbor bejn 30 u
35 ml ta’ distillat (jew madwar 45 ml ta'likwidu b’kollox) mir-recipjent ikkalibrat.

Naddaf it-tapering tube tal-condenser permezz ta’ ftit millilitri ta’ ilma distillat, gib id-distillat ghal 20 °C, u imla bl-
ilma distillat sal-linja tal-kalibrazzjoni.

Kejl

Ghamel 25 ml ta’ distillat fconical flask ta’ 50-ml bi stopper tal-hgieg, zid 1 ml soluzzjoni ta'chloramine-T
solution (3.2), u ssigilla bl-istopper. Wara ezattament 60 sekonda zid 3 mlsoluzzjoni ta’ 1,3-dimethyl-barbituric acid
(3.3), issigilla bl-istopper u halli ghal 10 minuti.Imbaghad fcells b'optical paths ta” 20 mm kejjel I-assorbiment
kontra kontroll (25 ml ilmadistillat minflok 25 ml ta’ distillat) fuq wavelength ta’ 590 nm.
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5.2.

5.2.1.

5.2.2.

6.1.

KIF TISTABBILIXXI IL-CALIBRATION CURVE
Argentometric titration fil-potassium cyanide

Holl dags 0,2 g KCN (3.4), imkejla b'attenzjoni, £100 ml ilma distillat frecipjent ikkalibrat ta’ 300-ml. Zid
0,2 ml soluzzjoni ta’ potassium iodide (3.5) u t-titrate mas-soluzzjoni ta’ 0,1 M silver nitrate (3.6) sakemm jinkiseb
kulur safrani stabbli.

Hu 1 ml ta’ soluzzjoni ta’ 0,1 M silver nitrate bhala li jikkorrispondi ghal 13,2 mg KCN, u kkalkula 1-
koncentrazzjoni tal-kampjun KCN.

L-istandard curve

Preparazzjoni ghal soluzzjonijiet bazici

Wara li tkun stabbilejt il-koncentrazzjoni tal-KCN skond il-procedura mfassla £5.1, ippreparasoluzzjoni bazika li
jkun fiha 30 ml/l hydrocyanic acid (30 ml HCN 72,3 ml KCN). Hallatbl-ilma ghal 1/10.

Introduci 1,0 ml, 2,0 ml, 3,0 ml, 4,0 ml u 5,0 ml tas-soluzzjoni tal-kampjun imhallat fir-recipjenti kkalibrati
ta’ 100-ml il-wiched, u imla bl-ilma distillat sal-linja ta’ kalibrazzjoni. Is-soluzzjonijiet ippreparati ikollhom
30 pg, 60 pg, 90 pg, 120 pg u 150 pg ta’ hydrocyanic acid ghal kull litru rispettivament.

It-Titration

Hu 25-ml kampjuni mis-soluzzjoniet miksuba u kompli kif indikat fuq £4.1 u 4.2.

Il-valuri ta’ l-assorbiment miksuba, fejn is-soluzzjonijiet bazic¢i bhala funzjoni tal-kontentut korrispondenti tal-
hydrocyanic acid huma kkoncernati, ghandhom jipproducu linja dritta li tghaddi mis-sors ta’ origini.

ESPRESSJONI TAR-RIZULTATI

Il-hydrocyanic acid jigi espress f'mikrogrammi ghal kull litru (ug/l), minghajr I-ebda cifri decimali.
Metodu tal-kalkulazzjoni

Aqra l-kontenut ta’ hydrocyanic acid minn fuq il-calibration curve. Jekk il-kampjun ikunthallat, immultipplika r-
rizultat mal-fattur tat-tahlita.

Ripettibilita (r) u riproducibbilita (R)
Inbid abjad = r = 3,1 pgfl jew madwar 6 % x

r
R = 12 pgfl jew madwar 25 % x

Inbid ahmar = r = 6,4 pgfl jew madwar 8 % x

r
R = 23 g/l jew madwar 29 % x

x; = koncentrazzjoni medja ta’ HCN fl-inbid
48,4 g/l ghal inbid abjad
80,5 pg/l ghal inbid ahmar.”

>
1l

>
1l



126

1l-Gurnal Uffi¢jali ta’ [-Unjoni Ewropea

03/Vol. 25

ANNESS 111

44. KIF JIGI STABBILIT L-ETHYL CARBAMATE FL-INBID: METODU TA’ INVESTIGAZZJONI SELETTIVA
BILLI TUZA GAS CHROMATOGRAPHY/MASS SPECTROMETRY

(Dan hu applikabbli biex jigi stabbilit l-ethyl carbamate ghal koncentrazzjonijiet ta’ bejn 1-10 u i-200 pg/l)

(Attenzjoni: segwi sew il-mizuri ta’ sigurtd dwar kif tuza I-kimici, ethanol, acetone u prodotti kancerogenici (ethyl carbamate
u dichloromethane). Iddisponi sew mis-solventi, fkonformita mar-regoli ambjentali fis-sehh).

A. 1I-Prin¢ipju

Propyl carbamate jizdied ma’ kampjun biex iservi bhala bazi interna. Is-soluzzjoni tithallat bl-ilma u titpogga fsolid
phase extraction column ta’ 50 ml. Ethyl carbamate propylcarbamate jigu mnaddfa bid-dichloromethane.

[l-likwidu tat-tindif 1i jifforma jigi kkoncentrat go vacuum rotary evaporator. ll-koncentrat jigi analizzat permezz ta’ gas
chromatography (GC). Id-determinazzjoni ssir permezz ta’ mass spectrometry billi tuza il-frammentometrija fil-mod SIM
(selected ion monitoring).

B. Apparat u kondizzjonijiet kromatografici (ezempju)

(a) Gas chromatogram/mass spectrometer (GC/MS) u jekk hemm bzonn kampjun ta’ filtru u sistema ta’ trattament tad-
data jew l-ekwivalenti

Capillary column maghmul minn silika mdewba b'diametru intern ta’ 30 m (*) x 0,25 mm, 0,25 pm ta’ Carbowax
20M

Operazzjoni: injettur 180 °C, vettur tal-helium gas ta’ 1 ml/minuta £25 °C, injezzjoni b'metodu li ma jinqasamx

Programm tat-Temperatura: 40 °C ghal 0,75 minuti, li wara titla’ b’10 °C/minuta sa 60 °C, imbaghad bi 3 °C/
minuta sa 150 °C (**), li titla’ ghal 220 °C, u zzomm dik it-temperatura ghal 4,25 minuti. Il-hin specifiku ta’
retenzjoni tal-ethyl carbamate huwa ta’ bejn 23 u 27 minuta, waqt li dak tal-propyl carbamate huwa ta’ bejn 27 u
31 minuta.

Gas chromatogram/spectrometer (GC/MS) interface: linja ta’ trasferiment 220 °C. Mass spectrometer b’parametri
kkalibrati manwalment b’perfluorotributylamine u ottimizzati ghal sensittivita ta’ massa aktar baxxa, il-mod SIM ta’
kisba, solvent delay u acquisition start time ta’ 22 minuta, dwell time/ion 100 ms.

(b) Vacuum rotary evaporator jew sistema simili takoncentrazzjoni simili ghal Kuderna Danish.

(NB: ir-rata ta’ tishih mill-gdid ta’ ethyl carbamate mill-kampjun ta’ analizi, C(g) trid tkun bejn 90 u 110 % matul
il-process)

(c) Recipjent - ghamla ta’ langasa, 300 ml, b'ghonq wiehed

(d) Tubu ghal koncentrazzjoni ta’ 4 ml, iggradat, u mghammar bjoint miksija bit- teflon, u tapp tas-sufra
C. Reagenti

(a) Acetone - ta’ kwalita LC
(NB: iccekkja kull grupp qabel ma tuza fGC/MS ghall-assenza tar-rispons ghal m/z 62, 74 u 89 ions.)
(b) Dichloromethane

(NB: analizza kull grupp qabel ma tuza PGC/MS wara koncentrazzjoni ghall-200 darba, biex ticcekkja l-assenza
tar-rispons ghal m/z 62, 74 u 89 ions.)

(c) Ethanol - anhydrous

(*) Ghal certi inbejjed ta’ kwalita ghonja hafna, tista” tkun mehtiega capillary column ta’ 50 m.
(**) Ghal certi inbejjed partikolari ta” kwalita gholja hafna, jista’ jkun mehtieg programm ta’ temperatura ta’ 2 °C/minuta.
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(d) Soluzzjoniet bazici ta’ Ethyl carbamate (EC)

1. Soluzzjoni ta’ l-istokk - 1,00 mg/ml. Izen 100 mg EC (purita > 99 %) frecipjent volumetriku ta’ 100 ml u
hallat bl-acetone.

2. Soluzzjoni bazika li tahdem - 10,0 pg/ml. Ittrasferixxi 1 ml tas-soluzzjoni ta’ l-istock EC ghal recipjent
volumetriku ta’ 100 ml u hallat bl-acetone sas-sinjal.

(e) Propyl carbamate (PC), soluzzjonijiet bazici

1. Soluzzjoni ta’ l-istokk - 1,00 mg/ml. Izen 100 mg PC (grad ta’ reagent) frecipjent volumetriku ta’ 100 ml u
hallat bl-acetone sas-sinjal.

2. Soluzzjoni bazika li tahdem - 10,0 pg/ml. Ittrasferixxi 1 ml tas-soluzzjoni ta’ l-istokk’ PC frecipjent
volumetriku ta’ 100 ml u hallat bl-acetone sas-sinjal.

3. Soluzzjoni bazika interna PC - 400 ng/ml. Ittrasferixxi 4 ml ta’ soluzzjoni bazika li tahdem ta’ PC ghal go
recipjent volumetriku ta’ 100 ml u hallat bl-ilma sas-sinjal.

(f) Soluzzjonijiet bazici kkalibrati EC-PC

Hallat soluzzjoni bazika li tahdem ta’ EC (d)(2) u soluzzjoni bazika li tahdem ta’ PC (¢)(2) ma’ dichloromethane biex
tikseb:

1. (100 ng EC u 400 ng PC)/ml;
2. (200 ng EC u 400 ng PC)/ml;
3. (400 ng EC u 400 ng PC)/ml;
4. (800 ng EC u 400 ng PC)/ml;
5

(
(
(
. (1600 ng EC u 400 ng PC)/ml.

(g) Kampjun ta’ analizi - 100 ng EC/ml £40 % ta’ ethanol

Ittrasferixxi 4 ml ta’ soluzzjoni bazika li tahdem ta’ PC ghal go rec¢ipjent volumetriku ta’ 100 ml u hallat bl-ilma
sal-marka.

(h) Solid phase extraction column - ta’ materjal li jintuza darba, ippakkjat minn qabel b'diatomaceous earth, jesa 50 ml
NB: Qabel l-analizi, iccekkja kull grupp ta’ extraction columns ghall-akkwist mill-gdid ta’ EC u PC u n-nuqgas ta’
rispons ta’ ions ta’ 62,74 u 89 mfz. Ipprepara 100 ng EC/ml ta’ kampjun ta’ analizi (g). Analizza 5,00 ml ta’
kampjun ta’ anlizi kif deskritt fid-D(a), E u F. It-tishih mill-gdid ta’ bejn 90 u 110 ng ta’ EC/ml ikun sodisfacenti.
Assorbenti Ii l-izghar diametru taghhom ikun irregolari jistghu jwasslu biex ikun hemm ¢irkulazzjoni bil-mod li
taffettwa it-tishih mill-gdid ta’ EC u PC. Jekk bejn 90 u 110 % tal-valur tal-kampjun ta’ analizi ma jinkisbx wara
diversi attentati, ibdel il-kolonna jew uza calibration recovery curve korretta biex tikkwantifika 1-EC. Biex tikseb il-
calibration curve korretta, ipprepara soluzzjonijiet bazici kif deskritt £(f) billi tuza 40 % ta’ ethanol minflok
dichloromethane.

Analizza 1 ml tas-soluzzjoni bazika ta’ kalibrazzjoni kif deskritt fid-D, E u F.

Stabbilixi calibration curve gdida billi tuza r-rata ta’ proporzjon ta’ EC/PC tal-mudelli estratti.

D. Preparazzjoni tal-kampjun ta’ analizi

Poggi dawn il-volumi tal-materjal ta’ analizi li gejjin fzewg beakers separati ta’ 100 ml:
(a) inbejjed i jkolhom aktar minn 14 % volum ta’ alkohol: 5,00 + 0,01 ml;

(b) inbejjed li jkollhom massimu ta’ 14 % volum ta’ alkohol: 20,00 + 0,01 ml.
Ghal kull beaker, zid 1 ml ta’ soluzzjoni bazika interna PC C(e)(3) u ilma, biex tikseb volum totali ta’ 40 ml (jew
40 g).
E. Estrazzjoni
L-estrazzjoni ghandha ssir taht extractor hood apposta, b'ventilazzjoni adegwata.
Ittrasferixxi l-kampjun ippreparat taht l-intestatura D ghal extraction column.

Lahlah il-beaker b’10 ml ilma u ttrasferixxi l-ilma tat-tlahlih ghal extraction column.
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Halli l-likwidu ghal erba’ minuti ha jassorbi. Naddaf permezz ta’ 2 x 80 ml ta’ dichloromethane. Igbor il-likwidu tat-
tlahlih 1i tkun ghadek kif uzajt fconical flask ta’ 300 ml.

Evapora minn 2 sa 3 ml ta’ dan il-likwidu fbath rotary evaporator tal-ilma ftemperatura ta’ 30 °C. (NB: thallihx jaghli
hafna.)

Ittrasferixxi I-fdal koncentrat ghal go graduated tube ta’ 4 ml permezz ta’ Pasteur pipette.

Lahlah ir-recipjent b'l ml ta’ dichloromethane u ttrasferixxi -likwidu li tkun lahlaht bih ghal got-tubu. Ikkoncentra I-
kampjun ghal 1 ml taht emissjoni dghajfa ta’ nitrogenu.

Jekk ikun hemm bzonn, ittrasferixxi I-konc¢entrat ghal go auto sampler flask ghall-analizi GC/MS.

. L-analizi GC/MS

(a) Calibration curve

Injetta 1 pl ta’ kull soluzzjoni bazika ta’ kalibrazzjoni C(f) gol-GC/MS. Ipplottja I-graph li turi EC-PC area ratio
ghar-rispons ta’ m/z 62 ion fuq l-assi vertikali u l-kwantita ta’ EC fng/ml fuq l-assi orizzontali (100, 200, 400,
800, 1 600 ng/ml).

Kwantifikazzjoni ta’ EC

=

Injetta 1 pl ta’ estratt koncentrat ippreparat taht E gos-sistema GC/MS u kklakula l-area ratio ta’ EC-PC ghal m/z
62 ion. Stabbilixxi I-konc¢entrazzjoni ta’ EC (ng/ml) fl-estratt billi tuza l-internal standard calibration curve. Ikkalkula
l-kon¢entrazzjoni ta’ EC fil-kampjun ta’ analizi (ng/ml) billi tiddividi I-kwantita ta’ EC (ng) fl-estratt bil-volum (ml)
tal-kampjun ta’ analizi.

II-Konferma ta’ l-identita ta’ EC

—
o
ReR

Iddetermina jekk ir-rispons ta’ m/z 62, 74 u 89 ions jidhirx matul il-perjodu tar-detenzjoni ta’ EC. Dan ir-rispons
jikkostitwixxi ghamliet tal-frak princ¢ipali (M - C,H,)+ u (M - CH,)+ u ion molekulari (M)+ rispettivament. Il-
prezenza ta’ EC hija kkonfermata jekk ir-rati ta’ proporzjon relattivi ta’ dawn l-ions ikunu fmhux aktar minn
20 % tar-rati ta’ proporzjon tal-bazi EC. L-estratt jista’ jkollu jigi kkoncentrat aktar biex jikseb rispons suffi¢jenti
ghal m/z 89 ion.

. Analizi kollaborattiva

It-tabella turi rizultati individwali ghall-mod prattiku kif gie mnissel il-kampjun u ghaz-zewg tipi ta’ inbid.

II-Cochran test wassal ghall-eliminazzjoni ta’ par wiched biss ta’ rizultati, ghal inbid ta’ qawwa ta’ volum alkoholiku
ta’ aktar minn 14 %, u ghal inbid ta’ qawwa ta’ volum alkoholiku ta’ 14 % jew anqas, minn zewg laboratorji
differenti.

Ir-riproducibbilita relattiva (RSDy) ghandha t-tendenza li titnaqqas hekk kif tizdied il-koncentrazzjoni ta’ ethyl
carbamate.

Prezentazzjoni tal-metodu dwar kif jigi stabbilit l-ethyl carbamate EC fxarbiet alkoholi¢i permezz

tal-GC/MS

. EC medju Irkupru ta’ EC RSD, RSD

Kampjun misjub (ng/ml) | mizjud (%) S S (%) (%)R
Inbejjed > 14 % vol 40 1,59 4,77 4,01 12,02
80 89 3,32 7,00 4,14 8,74
162 90 8,20 11,11 5,05 6,84
Inbejjed < 14 % vol 11 0,43 2,03 3,94 18,47
25 93 1,67 2,67 6,73 10,73
48 93 1,97 4,25 4,10 8,86




