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KASUTATUD LUHENDID

IARC — (International Agency for Research on Cancer) Rahvusvaheline Vahiuurimiskeskus
ISO — (International Standards Organization) Rahvusvaheline Standardiseerimise
Organisatsioon

CAS Nr. — (Chemical Abstracts Service Registry Number) CAS Registri number
CI — (Chemical Index) varvusindeks

DAD — (Diode Array Detector) dioodrividetektor

DMSO — (dimetyl sulfoxide) dimetiiiilsulfoksiid

ESI — (electrospray ionization) elektropihustus-ionisatsioon

EL — Euroopa Liit

GPC — (Gel-pemetation chromatography) geelpuhastus kromatograafia

HPLC — (High Performance Liquid Chromatography) kdrgefektiivne vedelikkromatograafia
ICC — (Ion Charge Control) ioonide laengu kontroll

KK — Tartu Ulikooli Katsekoda

LC/MS — (Liquid Chromatography mass spectrometer) vedelikkromatograaf mass-
spektromeeter

MS — (mass spectrometry) massispektromeetria

ODS — (octadecyl-silica) oktadetsiitil-modifitseeritud silikageel

PDA — (Photho Diode Array) fotodiood jada

RASFF — Rapid Alert System for Food and Feed

TKI — Tervisekaitseinspektsioon

TLC — (thin-layer chromatography) dhukesekihi kromatograafia

TOC — (total oxidizable carbon) oksiideeritava siisiniku sisaldus

UV/Vis — Ultraviolett néhtav valgus



SISSEJUHATUS

Sudaanid I — IV on virvained, mida on moningates maades hakatud kasutama ka kui
toiduvdrve. Sudaanid I — IV on tunnistatud kantserogeenseteks mistdttu paljudes riikides ning
tihendustes, kaasa arvatud Euroopa Liidus, pole lubatud nende kasutamine toiduvérvidena.

Vastavalt Euroopa Liidu Komisjoni otsustele 2005/402/EL (varasemad redaktsioonid
2003/406/EL  ja 2004/92/EL) peab EL-i imporditavatel viirtspaprika (tSilli) ja
viirtspaprikatootel, kurkumal ja palmidlidel kaasas olema analiiiisisertifikaadid, mis
toendavad, et neis ei leidu kdne all olevaid keelatud vérvaineid. Liikmesriigid peavad
teostama ka pistelist kontrolli imporditavatele ning juba miiiligil olevates eelnimetatud
toodetes [1].

Kuna tegemist on toodete vdltsimisega, siis asi vOib olla kriminaalselt karistatav. Ténu
sellele oli eesmirgiks luua meetod, mis voimaldaks tiheselt midrata Sudaan I — IV olemasolu.
Sageli on analiiiisitav maatriks keeruline ja varieeruv ning tédnu sellele tuleks kasutada
selektiivseid detektoreid (nt MS).

Too esimeses osas antakse iilevaade Sudaan I, II, III ja Sarlakpunasest (Sudaan IV) ja
nende analiilisiks kasutavatest meetoditest ning teises osas vaadeldakse Sudaan I — IV

analuusil kasutatud metoodikat.



1. KIRJANDUS ULEVAADE
1.1. Sudaanid

Sudaanid I — IV (tabel 1) on asovirvained, mida kasutatakse tavaliselt mitmesuguste
materjalide, nagu plastiku varvimiseks/toonimiseks, triikkivirvina, kiituse erimdrgistamiseks

ning jalandude hooldusvahendites ja pdrandavahades vérvuse andmiseks [2-4]. Teaduses

rakendatakse analiiitilisel eesmargil lipiidide varvimiseks [5].

Tabel 1[5]: Sudaan I — IV struktuur ja keemilised nimetused.

Aine CAS Nr. CI Nimetus/stinontiim

Sudaan | 842-07-9 | 12055 1-(feniiiilaso)-2-naftool;

1-benseenaso-2-naftool;

HO
QN:N O Sudan Yellow;

O 2-hiidroksii-1-fentiiilasonaftaleen;
2-hidrokstnaftiiiil-1-asobenseen

Fat soluble Orange

Sudaan Il 3118-97-6 |12140 1-(2,4-dimetiiiilbensoaso)-2-
HO naftool;
H,C N=N 0 Solvent Orange 7;
1-[(2,4-dimetiiiilfeniiiil)aso)]-2-
s O naftalenool;
Sudaan Ill 85-86-9 26100 1-[4-(feniiiilaso)feniiiilaso]-2-

naftool;

HO
@N:N@N:N g Sudaan G;

Fat Ponceau G;

Solvent Red 23

Sudaan IV 85-83-6 26105 1-[[2-metiitil-4-[(2-
metiiiilfentiiil)aso]aso]feniitil Jaso]-

HO
QNNQNN 0 2-naftalenool;
CH, CH, O

Sarlakpunane;

Solvent Red 24




1.2. IARC klassifikatsioon

Rahvusvahelise Vahiuurimiskeskuse (IARC) jirgi on liigitatud Sudaan I, I, III ja
Sarlakpunane (Sudaan IV) 3. grupi kantserogeeniks. Jargnevalt vaadeldakse IARC
klassifikatsiooni ldhemalt.

IARC jargi klassifitseeritakse aineid nende ohtlikkuse jirgi nelja gruppi. Nende gruppide
kirjeldused on toodud dra allpool.
1. Grupp: Uhendid (segud), mis on kantserogeensed inimesele. Kasutatakse, kui on piisavalt
toendeid kantserogeensuse kohta inimesele. Erandina ka iihend voi segu, mille puhul
kantserogeensus inimestele pole niivord hidsti tdestatud, kuid on piisavalt tdendeid
kantserogeensuse kohta katseloomadel ja on tdendeid selle kohta, et kantserogeensuse
mehhanism molemal juhul on sama.
2. Grupp
Holmab enda all iihendeid, segusid ja kokkupuute situatsioone, kus iihel juhul on peaaegu
piisavalt tdendeid kantserogeensuse kohta inimesele ja teisel juhul andmeid inimeste kohta
puuduvad, kuid on piisavalt tdendeid katseloomade kohta. Need jagunevad kahte rithma
pohinedes epidemioloogilistel, eksperimentaalsetel ja muudel asjakohastel andmetel:

0 2A. Grupp: tihendid (segud), mis on toendoliselt kantserogeensed inimesele.

0 2B. Grupp: tihendid (segud), mis vdivad olla kantserogeensed inimesele.

3. Grupp: Uhendid (segud vdi kokkupuude), mille kantserogeenne toime inimesele pole teada.
Seda kategooriat kasutatakse segude, ainete ja kokkupuute tingimuste puhul, kus puuduvad
adekvaatsed tdendid kantserogeensuse kohta inimestele ja katseloomade puhul puuduvad voi
on puudulikud (piiratud). Erandina kuuluvad siia ka iihendid, kus inimesele kantserogeensus
on adekvaatselt kindlaks tegemata, kuid sealjuures katseloomadel on piisavalt andmeid
kantserogeensuse esinemise kohta. Juhul, kui on piisavalt tdendeid kantserogeensuse
mehhanismi mitte to6tamises inimestes. Need, mis ei kuulu iihtegi teise gruppi, pannakse siia.
4. Grupp: thendid (segud), mis tdendoliselt pole kantserogeensed inimesele. Esineb piisavalt
palju andmeid kantserogeensuse puudumise kohta inimestele ja loomadele. Mdnel juhul voib
siia alla haarata ka aineid, segusid ja kokkupuute tingimusi, kus on ebapiisavad tdendid
kantserogeensuse kohta inimesele, kuid samas on ulatuslikult tdendit selle kohta, mis viitavad

kantserogeensuse puudumisele katseloomadel [6].



1.3. Miks Sudaanid on ohtlikud?

Nagu eelpool 6eldud kuuluvad Sudaan I, II, III ja IV TARC jérgi 3. grupi kantserogeenide
hulka. Nimetatud gruppi loetakse lihendeid, mille kantserogeenne toime inimesele pole selge
[6].

Peale manustamist/tarbimist vdivad asovérvid Sudaan I, II, III ja Sarlakpunane (Sudaan
IV) redutseeruda vastavateks amiinideks.

Jargnevalt antakse iilevaade t00s késitletavate Sudaan tiilipi vidrvainete pohilistest

laguproduktidest inimorganismis (vt joonis 1).

Sudaan |
Redutseerumise kéigus voivad tekkida amiinid: aniliin ja 1-amino-2-naftool. Aniliin on
klassifitseeritud 3. grupi kantserogeeniks. Lisaks sellele on ta toksiline, kahjulik ja ohtlik

keskkonnale. 1-amino-2-naftool kohta andmed puuduvad.

Sudaan Il
Redutseerumisel tekivad amiinid: 2,4-dimetiiiilbenseenamiin ja 1-amino-2-naftool. 2,4-

dimetiitilbenseenamiini klassifitseeritakse 3. grupi kantserogeeniks.

Sudaan 111

Redutseerumisel tekivad amiinid: 4-aminoasobenseen; 1-((4-aminofeniiiil)aso)-2-naftool;
aniliin; p-feniilildiamiin ja 1-amino-2-naftool. 4-aminoasobenseen on 2. grupi kantserogeen
ning on ka ohtlik keskkonnale. p-feniiiildiamiin on toksiline, drritav ja ohtlik keskkonnale. 1-

amino-2-naftooli ja 1-((4-aminofentiiil)aso)-2-naftool kohta vastavad andmed puuduvad.

Sudaan IV
Redutseerumisel tekivad amiinid: o-aminoasotolueen; 1-((4-amino-2-metiitilfentiiil)aso)-2-
naftool; 1-amino-2-naftool; 2,5-diaminotolueen ja o-toluidiin. o-aminoasotolueeni loetakse 2.
grupi kantserogeeniks. o-toluidiin kuulub ka 2. grupi kantserogeenide hulka. Peale selle on ta
ka toksiline, &rritava toimega ja ohtlik keskkonnale. 2,5-diaminotolueen on toksiline, &rritava
toimega ja ohtlik keskkonnale. 1-((4-amino-2-metiiiilfeniiiil)aso)-2-naftool kohta andmed

puuduvad [7].



O N,

Sudaan 1l

2 HZN \
. 29
Sudaan IV
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Joonis 1. Sudaan I — IV ja nende laguproduktid.



1.4. Kuidas satuvad Sudaanid tootesse?

Sudaanid vdivad toidu sisse sattuda tahtlikult (voltsimine) v&i juhuslikult (rikutud
maitseaine kasutamise tottu voi tootmistehnoloogiast).

Tahtlikult satuvad Sudaanid toidu sisse, kui neid on lisatud vérvuse parandamise
eesmirgil. Sageli tootmise kdigus kaob toote loomulik punane virvus, mida siis kompen-
seeritakse virvainete lisamisega (viimasel ajal on peale muude vérvainete kasutama hakatud
Sudaan I — I'V). Samuti voltsitakse tahtlikult kalleid tooteid raha teenimise eesmirgil [8].
Tootmise kéigus:

1) maitseaine kuivatamisel kasutatud kottide vérvist.

Naéiteks paprikapulbrist on leitud jélgedena Sudaan IV (10 — 20 pg/kg). Tootjat kontrolliti,
kuid ei leitud rikkumist. Kontrolliti ka punaseid kotte ning leiti, et need kotid sisaldavad
viikeses koguses Sudaan I ja Sudaan IV. Jdrelikult punast virvi kottide kasutamisest paprika
kaunade kuivatamisel, transportimisel ja hoidmisel, on tingitud Sudaanide esinemine tootes
jélgedena.

2) presside Olitamiseks kasutatud masinadlist (masinadli on vérvitud Sudaaniga).
Niiteks oleoresiinis ehk paprika 6lis on leitud jilgedena Sudaan I (10 — 200 pg/kg). Tootjat
kontrolliti, kuid ei leitud rikkumist. Masinadli kontrollimisel selgus, et see sisaldab viikeses
koguses Sudaan I. Jarelikult satub see tootesse Oli tootmisseadmete maédrimiseks kasutatud
punast varvi masinadlist [9].

Kuna Sudaan I — I'V kasutamine toidus on inimese tervisele ohtlik, siis vastavalt Euroopa
Liidu Komisjoni otsusele 2005/402/EL (varasemad redaktsioonid 2003/406/EL ja
2004/92/EL) peab iithendusse imporditavatel inimtoiduks ettendhtud saadetistel, nagu
viirtspaprika ja viirtspaprikatoodetel, kurkumal ja palmidlil kaasas olema importija voi
toidukaditleja analiiiisi aruanne, mis tdendab, et saadetis ei sisalda Sudaan I — IV [1].

Jargnevas peatiikis antakse iilevaade sellest, kui palju on esinenud rikkumisi Sudaan I —

IV kasutamisel ning sellest, kust seda on leitud.
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1.5. Sudaanide leiud

RASFF (Rapid Alert System for Food and Feed) andmetel leiti esmakordselt 2003 aastal
Prantsusmaal Sudaan I Indiast périt tSillipulbrist. RASFF andmetele tuginedes oli teateid
Sudaan I — IV leiu kohta toidus 2004 aastal (260 teadet) kdige rohkem vdrreldes 2003 (160
teadet), 2005 (188 teadet) ja 2006 (51 teadet) aastaga (joonis 2) [10].

300

200

188
150 -

leidude arv

100 120

50

o > o ©
S S S S
> P P P

Joonis 2. Sudaanide leiud aastatel 2003 — 2006.

Nagu ndha on keelatud vérvainete Sudaan I — IV leidumine toidus aastate ldikes
vihenenud, kuna on saavutatud Euroopa Liidus jarelvalve/kontroll. Sudaanide leidumist
tsillipulbris ja tSillit sisaldavates toodetes on hakatud kontrollima ning positiivse tulemusega
proovid korvaldatakse turult.

Voib 6elda, et RASFF andmete pohjal on hakatud Sudaane kasutama peale maitseainete ja
kastmete ka palmidlides ning pastatoodetes. Esmakordselt leiti Sudaane pastatoodetes 2003
aastal ja palmidlis 2004 aastal. Siinjuures vOib nentida, et enim kasutatud vérvained sellest

grupist on Sudaan I ja Sarlakpunane (Sudaan IV).
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Riike, kust parinevad tooted, millest on leitud Sudaan I — IV on palju. Enamasti parinevad

voltsitud tooted Indiast, Itaaliast ja ka teistest riikidest (joonis 3).

ltaalia

Muud
48%

Saksamaa
7%

Joonis 3. Sudaan [ — IV sisaldavate toodete paritolumaade osakaal protsendiliselt.
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1.6. Tasakaalud Sudaanide lahustes

Asovirvides, nagu Sudaanid on voimalik 3 tiitipi tasakaalu esinemist:
1. valgusest tingitud E-Z-isomerisatsioon;
2. aso-hiidrasoon prototroopne tautomeeria;
3. poordisomeeria ehk rotatsiooni-isomeeria

E- ja Z-Sudaanid

Sudaanide isomerisatsiooni puhul tuleb rdédkida sellisest mdistest nagu fotokromism. See
on keemiliste iihendite muundumine iihest vormist teise, kusjuures vihemalt {ihes suunas
toimub iileminek elektromagnetilise kiirguse toimel (joonis 4). Uhendid A ja B peavad

omama erinevat neeldumisspektrit.

hy,
A = B
hv, or A

Joonis 4. Uhendi A iileminek vormi B

Joonise 4 kohaselt, muutub termodiinaamiliselt stabiilsem vorm A kiirguse toimel
vormiks B. Tagasi muundumine vormi A voib toimuda termiliselt voi fotokeemiliselt.

Sudaanid on analoogsed asobenseenile (joonis 5). Asobenseen on tuntud oma
fotokroomse iseloomu poolest. UV valguse toimel E-asobenseen isomeriseerub Z-
asobenseeniks. Valguse puudumisel Z-vorm (cis-vorm) pdordub termiliselt tagasi

termodiinaamiliselt stabiilsemasse E-vormi (trans-vormi) [11-13].

s e ?T

E-azobenzeen
Z-azobenzeen

Joonis 5. Asobenseen ja tema E-Z isomeerid
Asobenseeni E isomeer on planaarne, samas kui Z ei ole. Kirjanduses toodud CNNC
kahetahuline nurk on rontgen-struktuuranaliilisi andmetel 8 ° [14] ja teoreetiliste arvutuste

pohjal 12,0° [14] ning 2,4° [19]. E ja Z isomeeridel on ka erinev UV/Vis spekter. Suurema
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lainepikkusega absorbtsiooni maksimumi (n—n*) intensiivsus on palju madalam E-
asobenseenil (449 = 405 M'lcm'l) vorreldes Z-vormiga (€440 = 1250 M'lcm'l). Madala
lainepikkusega absorbtsiooni maksimum (n—n*) asub Z-vormi puhul tunduvalt véiksemal
lainepikkusel (274 nm) vorreldes E-vormiga (316 nm) [12].

Pohimatteliselt voivad Sudaan I ja II eksisteerida, sarnaselt asobenseeniga, E- ja Z-vormis
, Sudaan III ja IV isegi EE, EZ, ZE ning ZZ vormis. Samas 2-hiidroksii riihm vdib

moodustada molekulisisese vesiniksideme, stabiliseerides sellega trans-vormi.
Aso-hudrasoon tautomeeria
Sudaanides on vdimalik ka prototroopne tautomeeria (joonis 6), mida sarnaste iithendite

puhul nimetatakse ka aso-hiidrasoon tautomeeria, samas ei ole see vdimalik asobenseenis

[11,12,15].

Joonis 6. Aso-hiidrasoon tautomeeria Sudan I [15]

Kui prootoni iilekandeks on vajalik UV/Vis kiirguse olemasolu, siis on tegu fotokroomse

protsessiga, nagu on leitud aniilides (joonis 7) [16].

S /@ /@ HIN
(O "R e o
OH ho, A =y g hv, A

o

Joonis 7 .Prootoni iilekanne aniilis (2-hiidroksii- N- feniiiilbensaldimiin)

Sudaan I puhul on pdhjalikult uuritud aso-hiidrasoon tautomeeriat nii eksperimentaalselt kui

ka teoreetiliselt [15,17]. Sudaan III jaoks leidub kirjanduses vaid teoreetiliselt arvutatud
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tulemusi [18]. UV/Vis spektrite analiiiisil on leitud, et aso-hiidrasoon tasakaalu konstandi
(Kp) suurus soltub solvendist. Samas ei ole leitud mingit korrelatsiooni tuntud solvendi
polaarsust kirjeldavate parameetrite ning Ky vahel [15]. Antonovi [19] uurimuse kohaselt on
hiidrasooni vormi fraktsioonide suurused i-oktaanis 33,1% ja kloroformis 59,5 % ja

formamiidis 73,8 %.

Rotameerid

Erinevalt asobenseenist on Sudaanid I — IV ebastimmeetrilised. E- ja Z-Sudaan I vdivad
esineda kahes vormis (joonis 8). Need tekivad naftoolrithma pdorlemisel iimber N-C sideme.
Ténu o-metiilil rithmale voib Sudaan II olla veel rohkem konfiguratsioone. Sudaan III ja IV

puhul on situatsioon veelgi keerulisem.

xH
J.'H_D D
N\\ - N{x
Dy = w{
E-vorm O F-W0rm O
H—O
H—O
M
N p~)
Py —
O &
G 7\
E-varrn == Z-w0rm

Joonis 8. Sudaan I véimalikud rotatsiooni vormid ja nende E-Z isomeerid

Kromatograafiliselt on voimalik toatemperatuuril eraldada ainult E- ja Z-vormid, ténu
korgele energiabarjdérile. Samadel tingimustel arvatavasti on vesiniku {ilekanne liialt kiire, et
tautomeere kromatograafiliselt lahutada. Kuid voib olla vdimalik neid eraldada, kui

temperatuur viia viaga madalale [16].
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1.7. Maaramismeetodid

Kirjanduses leidub mitmeid meetodeid Sudaanide méaiaramiseks toidus. Néiteks nende
madramisel kasutatakse HPLC-d UV/Vis [3, 20, 21] voi MS detekteerimisega [22 - 25].
Sudaan I — IV analiilisil leiab kasutust ka elektroforees [26], millele jargneb UV
detekteerimine ning kasutatakse ka vedelikkromatograafilist analiiiisi, millele jérgneb
kemoluminisents detekteerimine [27]. Samuti leidub ka meetod, kus viiakse 1dbi Soxtec
ekstraheerimist, millele jargneb GPC puhastus [28]. Poolkvantitatiivse meetodina kasutatakse
ohukesekihi kromatograafiat (TLC) [29]. Jargnevalt vaadeldakse kirjanduses esinevaid
meetodeid.

Paljude vedelikkromatograafiliste meetodite puhul méadratakse ainult Sudaan I [20, 21, 23,
27] ja ka monede meetodite korral analiilisitakse Sudaan I, II, III ning IV [3, 22, 23].
Detekteerimisel kasutatakse enamasti UV/Vis v3i mass selektiivset detektorit (tabel 2).

Proovi ettevalmistuse seisukohalt voiks vélja tuua seda, et enamasti kasutatakse lihtsalt
solvendiga ekstraheerimist. Tavaliselt ekstraheerimisel kasutatakse solvendina atsetooni,
atsetonitriili, metanooli ja etanooli (tabel 2). Puuduseks ekstraheerimisel voib vélja tuua selle,
et ekstraheeritakse iiks kord suure kogusega, kuid ei tdestata iihekordse ekstraheerimise
piisavust.

Toos [28] kasutatakse Soxtec ekstraktsiooni, millele jérgneb geeliga puhastamine. Selline
tegutsemine annab puhtamad proovid, kuid samas on védga aegandudev.

Euroopa Liidu poolt on kehtestatud ka HPLC analiiiisile LoD (0,5 kuni 1,0 mg/kg), mille

peab olema suuteline tagama iga vastavat analiiiisi 1dbi viiv labor [30].

16



Tabel 2. Ulevaade kromatograafilistest meetoditest

Viide | Analuit Kolonn Susti Detektor | Linepikkus nm | Eluent Proovi Maatriks LOD LOQ
suurus pl ettevalmistus
[3] Sudaan I- Varian Microsorb- | — PDA Sudaan I- 478 Atseetonitriil/vesi Atseetonitriiliga Tsilli-, Kaste: 0,2- Kaste: 0,4-1
v MV (150 x4,6 mm, Sudaan II- 496 | (80/20) ekstraheerimine karrikastmed | 0,5 mg/kg; mg/kg;
5 um) Sudaan III- 510 Proovi 16pplahus | ja Maitseaine: | Maitseaine:
Sudaan IV- 520 atsetonitriilis maitseained | 1,5-2 mg/kg | 3-4 mg/kg
[22] Sudaan I- | Luna C18 20 MS/MS - 0,1% sipelghapet metanoolis/0,1% | Ekstraheerimine Tsilli tooted | Kaste: 5-17 | Kaste: 7-48
v (250x2,1 mm, sipelghapet vees(97/3) atsetooniga. Proovi ng/kg ng/kg
Sum) 16pplahus
atsetoon/vesi
[24] Sudaan I- | Symmetry C18 10 MS/MS - Gradient: A) 0,1% sipelghapet Ekstraheerimine Tilli tooted | 0,4-1,1 pglg |-
v (0,32x150mm, 5 vees/atseetonitriil (85/15), B) atsetooniga. Proovi
pm) 0,1%sipelghapet 16pplahus
atseetonitriiilis/atseton (80/20) atsetoon/vesi.
[25] Sudaan I- | Spherigel C18 20 MS - Gradient: A)20 Ekstraheerimine Tsillit 0,01-4 ng 0,03-11,2 ng
v (4,6x250mmm, 5 mMammooniumatsetaat+1 % DMSO-ga. Proovi | sisaldavad
um) addikhapet; B) metanool 1opplahus DMSO. | maitseained
[23] Sudaan I RP-Amide C16 20 DAD, MS | 481 Gradient. A) atsetonitriil; B) Ekstraheerimine 96 | Maitseained | 60 pg/kg 180 pg/kg
(4,6x250 mm, 5 metanool % etanooliga. ja muu.
pm) Proovi 16pplahus
etanoolis.
[28] | SudaanlI Chromsep RP-C18 |20 MS - Gradient: vesi-atsetonitriil Soxtec Tsillipulber | 7 pg/kg 13 pg/kg
(150x4,6 mm,5 ekstraheerimine ja | ja tSillit
pm) geelpuhastus. sisaldavad
Proovi 16pplahus tooted
atsetonitriilis.
[20] Sudaan I Vydac 201 TP54 15 DAD 476 4 osa atsetonitriili Ekstraheerimine Tsilli tooted | — -
(250x4,6 mm) 1 osa 0,05 M ammooniumatsetaati | todstusliku
metanoolis piiritusega. Proovi
16pplahus
toostuslikus
piirituses.
[21] Sudaan I Waters Spherisorb | 20 DAD 480 A:0,6804 g NaH,PO, 400 ml vees | Ekstraheerimine Tsilli tooted | — -
ODS (4,6 x150 B:2,0240 g metanooliga.
mm) tereabutiiiilammooniumbromiidi Proovi 16pplahus
1600 ml metanoolis metanoolis.
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1.8. Meetodi valik

Meetodi valikul l&htuti mitmetest kriteeriumitest:
1. meetod peab olema lihtne;
2. meetod peab olema sobilik rutiinanaliiiisiks;
3. meetod peab vdimaldama analiitisida vdimalikult palju maatrikseid;
4. meetod peab voimalikult tdpselt kinnitada Sudaan I — IV leidumist
(st. vélistama valepositiivse tulemuse)

Meetodi valikul tuli arvestada olemasolevate instrumentidega ja kuna praktikas hakatakse
seda metoodikat kasutama TKI Tartu Laboris, siis analiiiisi tuleb 14bi viia HPLC-ga ning
detekteerimiseks kasutada UV/Vis detektorit.

Nagu eespool mainitud kasutatakse Sudaan I — IV méédramiseks erinevaid meetodeid (vt
peatiikk 1.7), kuid meie valiku puhul sai méiédravaks proovi ettevalmistuse lihtsus ja suhteline
odavus. Eespool mainitud kriteeriumitele vastab solvendiga ekstraheerimine. Vale positiivset
tulemust vilistamiseks saab registreerida UV/Vis detektoriga proovist tdisspektri.

Lenduva eluendi valikul osutus méédravaks see, et paralleelset viidi meetodi vilja
tootamist 1ibi Tartu Ulikooli Katsekoja LC/MS masinal. Lisaks hdlbustab ka vajadusel see
kiiresti iile minna LC/MS-le ka TKI Tartu Laboris.

Proovi ekstaraheerimisel kasutatakse atsetooni, kuna katsetuste pohjal osutus see kdige

sobivamaks ning see on ka tuntud ekstraheerimis solvent.
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1.9. Meetodi valideerimine

ISO definitsiooni kohaselt [31] nimetatakse valideerimiseks:
1) Protsessi, mille kdigus tehakse kindlaks meetodi karakteristikud ja piirangud ning
samastatakse mdjudega, mis voivad neid muuta ja kui palju.

2) Protsess, mis tdestab meetodi sobivust eesmargiga.
Voimalikud parameetrid, mida kontrollimiseks kasutatakse on selektiivsus, spetsiifilisus,
midramatus, madramis- ja avastamispiir, lineaarsus, tipsus, oigsus, tundlikkus, kapriissus ja
saagis.

Jargnevalt vaadeldakse eespool nimetatud parameetreid ldhemalt.

Selektiivsus

Selektiivsuseks (selectivity) nimetatakse meetodi vOimet modta tdpselt ja spetsiifiliselt
analiiiiti ning mitte olla mojutatud teiste ainete sisaldusest proovi maatriksis. Spetsiifilisuseks
(specifity) nimetatakse 100 % -st selektiivsust.

Avastamis- ja maaramispiir

Avastamispiir (limit of detection, LoD) on selline kontsentratsioon, millest alates on voimalik
tuvastada méératava komponendi esinemist proovis, seetihendab annab mdotetulemuse, mis
mérgatavalt erineb nullproovi vairtusest.
Maaramispiir (limit of quanditation, LoQ) on selline kontsentratsioon, mida on vdimalik
etteantud tipsusega maddrata. Alates sellest piirist on odigustatud kvantitatiivse analiiiisi
tulemuse numbriline esitamine.
Kvantitatiivseks kindlakstegemiseks arvutatakse ruuthélve sellise proovi paralleelméédramiste
tulemustest, mis méédratavat ithendit ei sisalda vOi sisaldab seda minimaalselt. Praktikas
valitakse selleks analiiiisitava prooviga sarnane maatriks.
Avastamispiiri arvutamiseks kasutatakse jargnevat valemit

LoD =0+3*S(c) (1)
ja mddramispiiri arvutamiseks valemit

LoQ=0+10*S(c). (2)

Kus S(c) on lisamiskatsetest saadud kontsentratsiooni standardhilve.
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Modtemaaramatus

Modtemaaramatus ehk madramatus (uncertainty) on parameeter, mis on seotud
modtetulemusega ning iseloomustab analiiiisitulemustele omistatavate vOimalike véértuste
hajusust.

Lineaarsus

Lineaarsuseks (linearity) nimetatakse meetodi voimet anda testi tulemuste proportsionaalset
ehk vordelist sdltuvust analiiiidi kontsentratsioonist.

Tapsus

Tapsuseks (accuracy) nim. testi tulemuse ja tunnustatud referentsvédartuse kokkulangevust.
Tapsus (precision) nditab seda, kui hésti langevad iiksteisega kokku mdotetulemused.

Oigsus

Oigsus (trueness) on omadus anda tulemusi, mis on lihedased tdelisele viirtusele.

Iseloomustamiseks kasutatakse viga.

Tundlikkus

Tundlikkus (sensitivity) iseloomustab analiiitilise signaali muutuse ulatust antud analiitidi
sisalduse muutusest tulenevalt. Kvantitatiivse iseloomustajana kasutatakse
kalibreerimisgraafiku tdusu.

Kapriissus

Kapriissus (ruggedness) iseloomustab saadavate tulemuste tundlikkust parameetrite (nt.
voolukiiruse, kolonni temperatuuri, detekteerimise lainepikkuse, siisti suuruse) viikeste
muutuste suhtes.

Saagis

Saagis (recovery) iseloomustab meetodi voimet médrata kogu proovis sisalduvat analiiiiti.

Tavaliselt viljendatakse tulemust protsentides. Saagis arvutatakse jargnevalt:
%R =[(CF —CU)/CA]*100, 3)

kus CF on rikastatud proovis mdddetud kontsentratsioon; CU on analiiiidi kontsentratsioon

rikastamata proovis ja CA on juurde lisatud analiilidi kontsentratsioon [31].
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

Eksperimentaalne osa viidi libi TKI Tartu Laboris ja Tartu Ulikooli Katsekojas.

Alljargnevalt tuuakse vilja TKI-s ja KK-s kasutatud aparatuur ja reaktiivid.

2.1. Aparatuur

2.1.1. TKI Tartu Labor

Uldised vahendid:

Kaal: Mittler Toledo AG 245

Proovide purustamiseks /homogeniseerimiseks saumikser ning veski
Rotaatorauruti

Tsentrifuug (podretearv 1500 p/min)

Tsentrifuugiklaasid (15 ml)

100 ml timarkolvid

100 ml Erlenmeyeri kolvid

10 ml pipetid

Siistalfiltrid Millipore Millex®-LCR (hiidrofiilsed, PTFE, 13 mm, 0,45 pm)
Pre-Cut membraanid eluendi filtreerimiseks (Nailon, 47 mm, poorisuurusega 0,2 um,
Alltech)

Vaakumfiltratsiooniseade (Alltech)

Hewlett Packard 1100 HPLC sulisteem:

Solvendipudelite alus
Kvaternaarpump G1311A;
Vaakumdegasaator G1322A;

DAD G1315A;

Kolonnitermostaat G1316A ja
Automaatdosaator (ALS) G1313A.

Andmeid toodeldi ja analiitisiti programmiga HP ChemStation 1100 ver. A06.03.

Analiiiitilise kolonnina kasutati Waters Spherisorb ODS2 (C18) endcapped kolonni

pikkusega 250 mm, diameetriga 4,6 mm ja osakese suurusega 5 um. Eelkolonni C18 osakese

suurusega S5 pm.
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2.1.2. Tartu Ulikooli KK

Uldised abivahendid:

Kaal: Startorius LA230S (Startorius AG Saksamaa)

Proovide purustamiseks /homogeniseerimiseks 600 W Brown saumikser

Rotaator Rotavapor RE120 typ. KRvr65/45 (Biich Sveits)

100 ml timarkolvid

100 ml Erlenmeyeri kolvid

10 ml pipetid

10 ml tsentrifuugiklaasid

Tsentrifuug (poorete arv 2000 p/min)

Siistalfiltrid Millipore Millex®-LCR (hiidrofiilsed, PTFE, 13 mm, 0,45 pm)

Millipore membraanfilter (Durapore 0,45 um) eluendi filtreerimiseks
Vaakumfiltratsiooni seade: vaakumfiltratsiooni lehter GV 050/0 (250 ml); filtraadi
pudel AS 003/02 (500 ml) (Sleicher & Schuell GmbH Saksamaa) ning pump KNF typ.
N840FT.18 Laboport (KNF Neuberger GmbH Saksamaa)

Veepuhastusseade Millipore Simplicity

LC-MS siisteem 1100 seeria (Agilent):

Solvendipudelite alus

Vaakumdegasaator G1379A

Binaarne pump G1312A

Automaatdosaator (ALS) G1313A

Kolonni termostaat (COLCOM) G1316A

DAD G1315B

Ioonldks-massispektromeeter LC/MSD Trap XCT

Eelvaakumpump

Lammastikugeneraator

Stistlapump Syringe Pump Model 100 (KDSSciendific)

Aparaadi juht- ja andmetdotlusprogrammid: Chem Station, LC/MSD Trap Software
5.2, Quant Analysis for LC/MSD Trap 1.6, Data Analysis for LC/MSD Trap 3.2

Analiiiitilise kolonnina kasutati Zorbax Eclipse XDB-C18 kolonni pikkusega 250 mm,

diameetriga 4,6 mm ja osakese suurusega 5 um ning eelkolonni Eclipse XDB-C18 pikkusega

12,5 mm, diameetriga 4,6 mm ja osakese suurusega 5 pm.
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2.1.3. Kromatografeerimise ja detekteerimise tingimused

2.1.3.1. TKI Tartu Labor

HPLC meetodi viljatdotamisel leiti, et Sudaan I — IV analiiiisil sobivateks tingimusteks on

jargmised tingimused:

mobiilne faas atsetonitriil ja puhver (koostisega ImM ammooniumatsetaat + 0,1%
sipelghapet) pH 2,8.

detekteeritakse lainepikkustel 480 nm (Sudaan I, II, ja III) ning 540 nm (Sudaan
V).

kolonni temperatuuri 30 °C

mobiilse faasi voolukiirus 1,5 ml/min

siisti suurus 20 pl

gradientprogramm, mis on jirgmine:

Tabel 3. TKI Tartu Laboris kasutatav gradiendi programm (C%- atsetonitriili ja D%- puhvri

protsendiline sisaldus)

Nr | Aeg(min) | C% D% | Voolukiirus (ml/min)
1 0.0 82 18 1.5
2 1100 82 18 1.5
3 120.0 100 0 1.5
4 130.0 100 0 1.5

Siisteemi stabiliseerimise aeg enne jargmist siisti 5 minutit.

2.1.3.2. Tartu Ulikooli KK

Vedelikkromatograafilise meetodi viljatootamisel leiti, et sobivateks tingimusteks Sudaan

I — IV analiiiisil on jirgmised tingimused:

mobiilne faas atsetonitriil ja puhver (koostisega ImM ammooniumatsetaat + 0,1%
sipelghapet) pH 2,8.

detekteeritakse lainepikkustel 480 nm (Sudaan I, II ja III) ning 540 nm (Sudaan
V).

kolonni temperatuur 30 °C

mobiilse faasi voolukiirus 0,8 ml/min

siisti suurus 20 pl
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e gradientprogramm, mis on jirgmine:

Tabel 4. Tartu Ulikooli KK kasutatav gradientprogramm (B%- atsetonitriili ja A%- puhvri
rotsendiline sisaldus)

Nr | Aeg(min) | B% A% | Voolukiirus (ml/min)
1 0.0 82 18 0.8
2 110.0 82 18 0.8
3 120.0 100 0 0.8
4 133.0 100 0 0.8

Siisteemi stabiliseerumise aeg enne jargmist siisti 10 minutit.

Tartu Ulikooli KK valiti eelnevate kogemuste pdhjal optimaalseks voolukiiruseks 0,8ml/min.

MS detekteerimine:
MS parameetrid optimeeriti kasutades siistalpumpa (vt lisa 1) ja iildised parameetrid pandi

paika tuginedes varasematele kogemustele.
ESI allikas, mille parameetrid on

e siseneva pihustusgaasi (N;) rohk 10 psi

e kuivatusgaasi (N;) temperatuur 350 °C ja voolukiirus 10 I/min
Ioonldksu parameetrid:

e UltraScan reziimi skaneerimise kiirus 26000 (m/z)/s ja skaneerimise vahemik 100

— 700 m/z.

e [CC SmartTarget 100000

e heeliumi rohk 0,37*10'3mbar
Tabelis 5 on kokku voetud MS ja MS? parameetrid.
Tabel 5. MS ja MS? parameetrid

Nimetus Aken (min) | Kvaasi Fragmentioon | Fragmentatsiooni | Fragmentioonide
molekulaarioon |(m/z) potentsiaal (V) midratlus (m/z)
(m/z) [M+H]"

SudaanI |0-16.0 249 232 0.74 [M+H-OH]"

Sudaan II | 16.0—-21.6 |277 260 0.89 [M+H-OH]"

Sudaan IIT |21.6 —26.0 | 353 197 1.06 [M+H-C;(H:ON]"

Sudaan IV |26.0 —33.0 | 381 224 1.26 [M+H-C(H¢OHNT"
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2.2. Reaktiivid

2.2.1. TKI Tartu Labor

Toos kasutatavad reaktiivid peavad olema puhtuseaga HPLC grade voi reaktiivi
puhtusega. Proovide ekstraheerimisel kasutati atsetooni (Rathburn) ja standardlahuste
valmistamiseks metanooli (J. T. Backer). Mobiilse faasi koostises kasutati atsetonitriili
(Rathburn), ammooniumatsetaati (Riedel-de Haén, puriss), sipelghapet (Fluka, puriss. p.a, 50
%) ja deioniseeritud vett juhtivusega 0,5 uS/cm.

Sudaani standardid osteti Sigma-Aldrich’st. Standardained olid jargmiste vérvaine
sisaldustega:

e Sudaan 197 %;

e Sudaan II 90 %;

e Sudaan II1 95 % ja

e Sudaan IV 80 %.

2.2.2. Tartu Ulikool KK

Proovide ekstraheerimisel kasutati HPLC-grade atsetooni (Rathburn) ja standardlahuste
valmistamiseks HPLC-grade metanooli (J. T. Backer). Mobiilse faasi koostises kasutati
atsetonitriili, ammooniumatsetaati (Fluka, purity > 99 %) ja sipelghapet (Rhieden-de Haén,
purity > 98 %). Kasutatud Sudaan I — IV standardlahused nagu TKI Tartu Laboris. Kasutatud
vesi juhtivusega 18,2 MQ*cm ja TOC < 5 ppb.

2.2.3. Lahuste valmistamine

Puhverlahuse kontsentraadi (0,1 M ammooniumatsetaat + 10 % sipelghapet)
valmistamine: 0,7708 g ammooniumatsetaati lahustatakse 100 ml-s mdotkolvis deioniseeritud
veega ja lisatakse 16,7 ml 50 % (Tartu Ulikooli KK korral 8,35 ml) sipelghapet. Peale
lahustumist tdidetakse kolb deioniseeritud veega margini. pH ca. 2,8.

Puhverlahuse (1 mM ammooniumatsetaat + 0,1 % sipelghape) valmistamine: 100 ml
puhverlahuse valmistamiseks moddetakse 1 ml puhverlahuse kontsentraati 100 ml-sse

moodtkolbi ja lahjendatakse deioniseeritud veega mérgini.
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Sudaan I, 11, 11 ja IV p6hilahusete valmistamine: Sudaan I ja II pShilahuse valmistamisel
kaalutakse 0,1 g vérvi (tdpsusega 0,0001 g) ja lahustatakse 100 ml-s mddtkolvis metanooliga
ning peale lahustumist viiakse maht 100 ml metanooliga. Saadud lahuste kontsentratsioon on
1000 mg/l. Sudaan III ja IV pohilahuse valmistamiseks kaalutakse 0,05 g varvi (tdpsusega
0,0001 g) ja lahustatakse 100 ml-s mootkolvis atsetooniga. Peale vérvaine lahustumist viiakse
maht atsetooniga 100 ml-ni. Pdhilahuse kontsentratsioon on seega 500 mg/I1.

Sudaan | — IV abilahuse valmistamine (10 mg/l): Mdddetakse 25 ml-sse mdotkolbi 0,25 ml
Sudaan I ja II pohilahust ning 0,5 ml Sudaan III ja IV pdhilahust ning tdidetakse metanooliga
margini.

Sudaani kalibreerimisgraafiku ~ koostamiseks valmistatakse standardlahused
kontsentratsioonidega: 0,03125; 0,0625; 0,25; 2,0; 5,0 ja 10,0 mg/l metanoolis. Standardrea
valmistamiseks kasutatakse 10,0 ml mddtkolbe ja lahuse kogused, mida voetakse standardrea
valmistamiseks on toodud tabelis 6. Standardlahuseid ja pdhilahuseid sdilivad ca. 6 kuud 4 °C
juures.

Tabel 6. Sudaan I — IV standardrea valmistamine

C (mg/l) | Abilahuse hulk (ml)
0,03125 5,0 (0,0625 mg/1)
0,0625 2,5 (0,25 mg/l)

0,25 0,25
2,0 2,0
5,0 5,0
10,0 0
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2.3. Proovi ettevalmistus

Soltuvalt maatriksist valmistatakse analiiiisiks proovid ette erinevalt. Antud t60s

vaadeldakse kahte erinevat maatriksit, mille ettevalmistused on jargnevad.

Maitseained

Kaalutakse 1,0 g homogeniseeritud proovi 100 ml-sse Erlenmeyeri kolbi, lisatakse 10 ml
atsetooni ja loksutatakse 2 min. Peale loksutamist kantakse lahus iile 15 ml klaasist
tsentrifuugiklaasi ning tsentrifuugitakse 10 min. Ekstraheerimist korratakse 2 korda 10 ml ja 1
kord 5 ml atsetooniga. Ekstraktid kogutakse kokku 100 ml iimarkolbi ning aurutatakse
kuivaks rotaatoraurutil. Kuivjddk lahustatakse 10 ml eluendis (82 % atsetonitriili + 18 %
puhverlahust). Kuivjddk koos eluendiga asetatakse 5 min ultrahelivanni. Saadud lahus

filtreeritakse 14bi siistalfiltri ja viiakse vedelikkromatograafi.

Rasvavabad ja vaherasvased kastmed

Kaalutakse 5,0 g homogeniseeritud proovi 100 ml-sse Erlenmeyeri kolbi, lisatakse 10 ml
atsetooni ja loksutatakse 2 min. Peale loksutamist kantakse lahus iile 15 ml klaasist
tsentrifuugiklaasi ning tsentrifuugitakse 10 min. Ekstraheerimist korratakse veel 3 korda 10
ml ja 1 kord 5 ml atsetooniga. Ekstraktid kogutakse kokku 100 ml iimarkolbi ning aurutatakse
kokku rotaatoraurutil. Jadk viiakse 10 ml mddtkolbi ja tdidetakse eluendiga mérgini (82 %
atsetonitriili + 18 % lahjat puhvrit). Saadud lahust hoitakse 5 min ultrahelivannis. Peale seda

lahus filtreeritakse 1dbi siistalfiltri ja viiakse vedelikkromatograafi.
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3. TULEMUSED JA ARUTELU

3.1. Meetodi valjatd6tamine

3.1.1. Kromatograafiliste tingimuste valja to6tamine

HPLC analiiiisil leiavad kasutust mitmesugused eluendid (peatiikk 1.7). Pohiliselt
kasutatakse lenduvate komponentidega eluente, mille koostises on metanool, atsetonitriil ja
ammooniumatsetaat, kuna enamikel juhtudel on kasutatud mass-spektromeetrilisi detektoreid.

Kéesoleva t60 vedelikkromatograafilise meetodi vélja tootamisel oli eesmaérgiks saada
usaldusvadrne ja kiire vedelikkromatograafiline meetod Sudaan I — IV méiédramiseks
maitseainesegudes ja kastmetes. Mobiilse faasina kasutati atsetonitriili ja ammoonium-
atsetaadi vesilahust, millele oli lisatud 0,1 % sipelghapet (pH 2,8).

HPLC meetodi vilja todtamisel prooviti algul Sudaan I — IV lahutamiseks isokraatilist
elueerimist, kuid see vottis liialt kaua aega. Seetdttu voeti kasutusele gradient elueerimine, et
liilhendada analiilisi aega. Meetodi viljatodtamisel varieeriti gradiendi algusprotsenti (87%
atsetonitriili ja 13 % puhvrit ning 82 % atsetonitriili ja 18 % puhvrit) ja voolukiirust (1
ml/min, 1,5 ml/min). Leiti, et sobivaks gradiendi algkoostiseks on 82% atsetonitriili ja 18 %
puhvrit ning voolukiiruseks 1,5 ml/min. Loplik kasutatav gradient siisteem TKI Tartu Laboris
ja Tartu Ulikooli KK on toodud peatiikis 2.1.3. tabelis 3 ja 4. Mdlemal juhul kasutatakse
kolonni temperatuuri 30 °C ja siisti suurus 20 pl.

Sudaan I — IV detekteerimisel kasutatakse detektorina DAD-1 kui ka mass-selektiivseid
detektoreid (peatiikk 1.7). Antud juhul kasutame analiiiisil nii DAD-1 kui ka mass-selektiivset
detektorit. DAD korral kasutatakse molemal juhul detekteerimiseks kahte lainepikkust 480
nm ja 540 nm. Sudaan I — IIT detekteeritakse lainepikkusel 480 nm ja Sudaan IV lainepikkusel
540 nm. Lainepikkuste valik tehti puhta aine neelduvusspektri pohjal.

Tartu Ulikooli KK kasutati lisaks DAD-le mass- selektiivset detektorit. Sudaan I — IV
kvantiseerimine toimus DAD pdhjal. Sudaan I — IV analiiiisil kasutati ESI allikat, mille
tildised parameetrid pandi paika vastavalt kasutatavale eluendile ning voolukiirusele.
Parameetrid on jargmised: siseneva pihustusgaasi (N;) rohk 10 psi, kuivatusgaasi (N)
temperatuur 350 °C ning voolu kiirus 10 I/min.

Ioonldks tootas reziimis UltraScan, skaneerimisekiirus 26000(m/z)/s ja skaneerimis-
vahemik 100 — 700 m/z. Ioonide hulka kontrolliti ICC (Ion Carge Control) SmartTargetiga

100000 (see on empiiriline suurus, mis iseloomustab iihiklaengute hulka, mida siisteem {iiritab
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rakus saavutada) ning méaarati maksimaalne ioonide kogumise ajaks 300 ms. Heeliumi rohk
ioonloksus oli 0,37* 107 mbar.

Esmalt toimus iga analiiidi jaoks molekulaariooni ning sobiva fragmentatsiooniprodukti
valimine. Selleks kasutati Sudaan I — IV standardlahust kontsentratsiooniga 1 mg/l, mida
infuseeriti siistlapumba abil (kiirus 0,3 ml/min), eluendi voolu kiirusega 0,8 ml/min. Leitakse
piisava intensiivsusega produkt, mis on iseloomulik analiiiidile.

Iga analiitidiga viidi 1dbi automaatne parameetrite optimeerimine, mille tulemused on
toodud lisas 1.

Need on parameetrid, mis mojutavad ioonide joudmist ioonallikast massanaliisaatorisse ning

lisaks ka fragmenteerumist iseloomustav potentsiaal.

3.1.2. Proovi ettevalmistuse valjatd6tamine

Kirjanduses pohjal kasutatakse ekstraheerimisel mitmesuguseid solvente, nagu etanool
[23], metanool [20, 21], DMSO [25], atsetonitriil [3] ja atsetoon [22, 24]. Ekstraheerimisel
kasutati jargmisi solvente, nagu metanool, atsetonitriil ja atsetoon. Eelpool nimetatud
solventide puhul vdis tdheldada erinevat kéitumist proovidest Sudaan I — IV vilja
ekstraheerimisel. Metanooli korral tuli proovidest kaasa tahkeid lisandeid ning 16pplahuse
pealepanekul tekkis kaks kihti, seetdttu metanool ei osutunud heaks solvendiks
ekstraheerimisel. Atsetonitriili puhul tekkis proovilt lahusti dra aurutamisel vedeljadk, mis
kiill 16pplahuse peale panekul lahustus téielikult.

Siiski leiti, et parimaks solvendiks Sudaan I — IV ekstraheerimisel proovidest on atsetoon,
kuna lahustuvus selles on parim vdrreldes teiste solventidega, mis leiavad kasutust Sudaan I —
IV ekstraheerimisel. Ettevalmistuse kdigus tehti kindlaks ka, et proovi tuleb ekstraheerida
mitmeid kordi, enne kui kogu Sudaan I — IV on proovist vilja ekstraheerunud. Leiti, et
optimaalselt viie korraga ekstraheerub proovidest kogu Sudaan [ —IV.

Sobiva 1dpplahuse leidmiseks viidi 1dbi katse. Selleks lisati 2,0 g maitseainesegule 5 ug
Sudaan I — IV ja ekstraheeriti 4 korda 10 ml atsetooniga. Seejdrel moddeti pipetiga 4
timarkolbi 10 ml saadud lahust ning aurutati kokku. Neljale proovi jddgile pandi peale 10 ml
jargmisi lahuseid: atsetoon / atsetonitriil (50/50); puhver / atsetonitriil (18/82); atsetoon /
atsetonitriil (25/75) ning puhver / atsetonitriil / atsetoon (18/41/41). Sama moodi toimiti ka
tithiproovidega. Leiti, et sobivaimaks 10pplahuseks on puhver / atsetonitriil (18/82). Loplik

proovi ettevalmistus on kirjeldatud peatiikis 2.3.
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3.1.3. Kaksikpiigid Sudaanide analtusi juures ja nende uurimine

Moningatel kirjanduses leiduvatel Sudaan III ja Sudaan IV kromatogrammidel esineb
lisapiik [32-34]. Publikatsioonis [33] on neid nd. ,kiireid* lisapiike nimetatud mingiteks
isomeerideks. Eksperimentide kéigus ndgime ka ise, et nditeks Sudaan III standardlahuse
kromatogrammidel on kaks tunduvalt erineva retentsiooniajaga piiki (7,4 ja 18,4 min), sama
ka Sudaan IV puhul (10,7 ja 33,7 min). Modlemad piigid kuuluvad identsete
molekulmassidega lihenditele, millede fragmentatsioonispektrid on viga sarnased samas, kui
UV/Vis spekter ning polaarsus osutuvad tunduvalt erinevateks

Kaksikpiigi uurimisel kasutati Agilent eelkolonni (Eclipse XDB-C18, pikkusega 12,5 mm
ja sisediameetriga 4,6 mm, osakeste suurusega 5 um) ja isokraatilist elueerimist
atsetonitriil/puhverlahus seguga 90/10.

Sudaan I — IV standardlahuse analiiiisil esinesid UV/Vis kromatogrammil koik kuus piiki
(lisa 2). 10,2 min juures asuv piik on tingitud identifitseerimata lisandist. Sudaan I (249 m/z)
ja II (277 m/z) EICidel oli iiks piik samas kui Sudaan III (353 m/z) ja IV (381 m/z) andsid
kaks piiki (lisa 3).

Vorreldes ,kiire” ja ,,aeglase” piigi fragmentatsiooni massispektrit (MS?) leiti, et need on
molemal juhul sarnased (lisa 4). Samas lisas 5 toodud UV/Vis spektrid on erinevad. Sudaan I
— IV kromatograafiline kéditumine on kokku voetud lisas 6.

UV/Vis kromatogrammil (lisa 2) moodustab , kiire piik* ,,acglase* piigi pindalast Sudaan
1T puhul 4,3 % ning Sudaan IV puhul 3,2 %, MS kromatogrammil vastavalt 19,2 ja 21,5 %.
Kuna tootja garanteerib Sudaan III ja IV puhul suhteliselt madala puhtuse — vastavalt 95 % ja
80 % — siis on loogiline pidada ,kiire” piigi iihendit moneks siinteesi korvalproduktiks.
Naiteks asendi-isomeeria selgitaks koiki tdhelepanekuid: mahtuvusfaktori erinevust, sama
mass-spektrit ning erinevat UV/Vis spektrit.

Jargnevad katsed kaksikpiikide uurimiseks viidi 1dbi Sudaan III-ga, Sudaan IV kiitub
sarnaselt.

Sudaan III ,,aeglane piik* eraldati preparatiivselt kasutades C18 kolonni ning saadud lahus
analiilisiti uuesti peale 25 min moéddumist. ,,Kiire piik* oli tekkinud uuesti, kuid vdiksemana
vorreldes varasemaga. Sama lahust siistiti veel 1 ja 2 tunni moddumisel. Selgus, et seismisel
Kiire piigi“ suhteline pindala ,,aeglase piigi“ pindala suhtes kasvas. Sellist kditumist saab
selgitada mingi aeglase tasakaalulise protsessiga.

Jargnevad katsed viidi 1dbi hindamaks valguse mdju ,kiire piigi” ilmumisele. Taielikus

pimeduses (isegi instrumendi valgus-dioodid kaeti fooliumiga) eraldati preparatiivselt Sudaan
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III “aeglane piik “. Saadud lahust analiiiisides leiti, et Sudaan III “kiiret piiki” ei olnud
tekkinud. Kui seda lahust jark-jargult intensiivsema valguse kdes hoiti ning analiilisiti, siis
selgus, et “kiire piik” tekkis taas ning “kiire piigi” pindala jérjest kasvas, vastavalt valguse
intensiivsusele (vt lisa 7).

“Aeglase piigi” ekstrakti hoiti intensiivse valguse kdes ning tehti kindlaks ,kiire piigi”
olemasolu. Seejérel hoiti proovi ca. 3 tundi pimedas, millele jargnevalt proov analiiiisiti ning
selgus, et ,kiiret piiki” ei olnud.

Eksperimendid kinnitasid, et “kiire piik” on “aeglase piigi” isomerisatsiooni produkt, mis
tekib valguse toimel ning kaob valguse puudumisel.

Selle kontseptsiooni lisatdestuseks peatati mobiilse faasi liikkumine, kui kromatograafiliselt
eraldatud Sudaan III “kiire piik” joudis detektorirakku. 7,5 minuti véltel registreeriti UV/Vis
spektri muutus, mis on toodud lisas 8. Sarnane eksperiment viidi 14bi ka “aeglase piigiga”. On
ilmne, et UV/Vis spektri registreerimise ajal on detektori rakus valgus. Seega molemad
eksperimendid peaksid andma identse U/Vis spektri — fotokroomsete isomeeride tasakaalulise
segu spektri. Nagu néha lisas 8 muutub “kiire piigi” spekter oluliselt ja jadb konstantseks 2
minuti mdéddumisel.

“Aeglase piigi“ spektri muutus pole nii ilmekas, kuna véikese koguse isomeeri olemasolu ei
mojuta piisavalt summaarset spektrit.

Eksperimendi tulemustele tuginedes voib jireldada, et ,kiire piik” Sudaan III (ja Sudaan
IV) kromatogrammidel on tingitud valguse poolt indutseeritud tasakaalulisest protsessist.
Kuna kirjanduses puuduvad andmed sarnasest fotokroomsest aso-hiidrasoon tautomerismist
vOi poord-isomerisatsioonist, siis hetkel loeme kiire piigi tekkepohjuseks fotokroomset EZ-
isomerismi.

Sudaan I ja II kromatograafilisel eraldamisel saadi iiks piik, mille pdhjal voib jdreldada, et
isomerisatsiooni ei toimu voi on see liiga kiire protsess praegustel eksperimendi tingimustel.
Sudaan I ja II E-vorm on stabiliseeritud sisemolekulaarse vesiniksidemega, mis voib
inhibeerida EZ-isomerisatsiooni, v0i samas kiirendada vastupidist protsessi. Vaatamata
pohjendusele voib oletada, et ,kiire piigi” teke on pohjustatud Sudaan III (ja IV) teise

asorithma poolt (kahe benseeni tuuma vahel).
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3.1.4. Praktilised jareldused

Hindamaks lihtsate analiiiisi tingimuste muutuste mdju tulemustele, registreeriti
standardlahuse kromatogrammid kasutades ldbipaistvaid, tumedaid ja fooliumiga kaetud
viaale. See mudel késitleb kolme tavalist juhtumit, kus kasutatakse a) ldbipaistvaid viaale; b)
tumedaid viaale ja paevast analiilisi; vOi ¢) Oist analiilis (pimedas laboris). Kasutades eespool
toodud voimalusi on oodatult kromatogrammidelt ndha silmapaistvaid erinevusi (lisa 9).
“Kiired piigid” on kadunud fooliumiga kaetud viaalide korral ning kdige suuremad kasutades
labipaistvaid viaale. Seega “aeglase piigi” pindala on maksimaalne fooliumiga kaetud viaale
kasutades ehk analiiiisides pimedas.

Hindamaks valguse mdju kvantitatiivsele analiiiisile, koostati kaks kalibreerimisgraafikut
Sudaan I — IV (0,03125; 0,0625; 0,25; 1; 2; 5 mg/l) pimedas ja tavalises laboratooriumi
valguses. Valges kalibratsiooni korral kasutati ldbipaistvaid viaale, mida hoiti
automaatdosaatoris tund aega enne analiilisi algust. Teine eksperiment viidi 1dbi pimedas,
kusjuures proovi viaalid olid kaetud fooliumiga ning neid hoiti pimedas ca. 4 tundi enne
analtitisi algust. Saadud tulemuste pdhjal koostati kalibreerimisgraafikud, mille andmed on
esitatud lisas 10 ja graafik lisas 11.

UV/Vis puhul olid tulemused ootuspédrased — Sudaan I ja II korral olid graafiku tdusud
kokkulangevad (suhteline erinevus alla 1%), kuid Sudaan III ja IV korral oli tdusude suhteline
erinevus vastavalt 10,6 ja 8,9 %. Massispektromeetriga moddetud tulemustest jdeti
kalibtatsiooni graafikult vélja 5 mg/l punkt, kuna see ei asunud enam lineaarses alas. Saadud
kalibratsioonigraafikud ei ndidanud {ihtset tendentsi, kdige suurem suhteline tdusude erinevus
(6,5 %) oli Sudaan I puhul.

Kalibratsiooni eksperiment lubab Sudaan III ja IV puhul arvutada “aeglase” ja “ kiire”
komponendi hulka. Pimedas saadud tulemused UV/Vis detektoriga loetakse tdeseks, selle
pohjal on vdimalik hinnata "kiire” komponendi osa valges. Néiteks kontsentratsioonil 2 mg/1
on Sudaan III ja IV pindalad valguse kies vastavalt 115,33 ja 104,21 mAU%*s. Kui arvutada
nende pindalade puhul kontsentratsioonid kasutades lisast 10 pimedas saadud
kalibratsioonigraafikut, siis arvutatud kontsentratsioonid oleks vastavalt 1,79 ja 1,81 mg/l. See
tdhendab, et antud tingimustel on 89,7 % Sudaan III ja 90,6 % Sudaan IV termodiinaamiliselt
eelistatud E-vormis. Ulejiinu on fotokroomselt iile viidud Z- vormi.

Siinkohal tuleks rohutada valguse mdju olulisust tulemuste digsusele. Tabelis 7 on toodud

pimedas ning valges saadud kalibratsioonide alusel arvutatud kontsentratsioonid
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hiipoteetilisele piigile pindalaga 140 mAU%*s. Saadud tulemused niitavad, et ignoreerides
valguse moju tulemustele voib pdhjustada iile 10 % suhtelise vea. Nagu on niha lisas 9 tuleb
hoida lahuseid kuni siistimiseni pimedas. Kaubanduslike tumedate viaalide kasutamine ei
lahenda probleemi téielikult.

Kui analiitisil kasutatakse HPLC-d UV/Vis detekteerimisega, siis vOib esineda ka
teistsugune viga. Nditeks, kui uuritav proov sisaldab Sudaan III ja analiiiis viiakse 14bi valges,
siis Sudaan III “ kiire piik” vOib elueeruda Sudaan I-ga sarnase retentsiooniajaga. Selle
tulemusel voidakse anda vale-positiivne tulemus Sudaan I suhtes. Sarnaselt voidakse Sudaan
IV kiiret piiki” identifitseerida Sudaan II-na. Antud juhul ei aita ka tdis spektri
registreerimine, kuna intensiivsused voivad olla liiga viikesed hea UV/Vis spektri saamiseks.
Samas vdib valgusest tingitud piikide teke olla ka kasulik analiilisi seisukohalt, kuna see aitab

kinnitada Sudaan III v6i IV leidumist proovis.

Tabel 7. Piigi pindalaga 140 mAU*s kontsentratsioonid (mg/l), mis on saadud kalibreerimisel

pimedas ja normaalses valguses (UV/Vis kalibratsiooni andmed vt lisa 10).

Sudaan I | Sudaan II | Sudaan III Sudaan IV
Norm. valgus 2.60 4.66 243 2.24
Pimedas (toeline | 2.60 4.62 2.18 2.02
kalibratsioon)
Suhteline viga 0.2 % 0.8 % 11.7% 10.9 %
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3.2. Analluus

3.2.1. Kalibreerimisgraafiku koostamine

Kalibreerimisgraafiku koostamiseks valmistati kdigepealt Sudaan I — IV vahelahus (vt
2.2.3), millest tehti edasi graafiku koostamiseks vajalikud lahused (vt 2.2.3).
Kalibreerimisgraafik koostati teljestikus pindala kontsentratsioon. Graafikutelt (joonised 9 ja
10) on ndha, et Sudaan I — IV soltuvus kontsentratsioonist on lineaarne vahemikus 0,03125
kuni 10 mg/l. Nagu niha valges tehtud kalibreerimisgraafiku puhul on regressioonisirge R’
vadrtus TKI Tartu Labori andmete pohjal Sudaan I — IV vastavalt 1,0; 0,9999; 0,9999 ja
0,9999 ning Tartu Ulikooli KK vastavalt 0,9999; 0,9998; 0,9999 ja 0,9999. Tartu Ulikooli KK
tehti Sudaan I — IV kalibreerimisgraafik ka pimedas (joonis 11), mille regressioonisirge R

védrtused on vastavalt 1; 1; 1 ja 1.

TKI kalibreerimisgraafikud
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.*  y=52688x- 09207
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o Sudaan Il G .
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o i P ¥ =47, 244x - 0,8857
= ~ -~ =1
E e s
L - -
L S e —
g L=
-] =" Sudaan Il
s - ¥ = 32.638x - 04545

= R =050
a7 8
-
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] 2 4 @ g 12
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Joonis 9. TKI Tartu labori kalibreerimisgraafik
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Tartu Ulikool KK kalibreerimisgraafikud
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Joonis 10. Tartu Ulikool KK kalibreerimisgraafik
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Joonis 11. Tartu Ulikool KK kalibreerimisgraafik pimedas.
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3.2.2. Valideerimise tulemused

Lisamisi viidi 14dbi kahes maatriksis — kastmes ja maitseainesegus kahel kontsentratsioonil.
Lisati Sudaan I —IV maatriksile, mis ei sisaldanud lisatavaid aineid. Maitseainesegu puhul
lisati 1 g proovile 2,5 pg ja 50 pg Sudaan I — IV ning kastmete korral lisati 2,5 pgja 100 ng 5
g proovile (standardi vérvaine sisaldust voetakse arvesse lopptulemuse arvutamisel). Lisamisi
tehti 6 nii madalal kui ka kdrgel kontsentratsioonil ning nendest tulemustest arvutati saagised,

avastamis- ja midramispiirid, tipsus.

Saagised

Nagu juba eelpool mainitud viidi saagise arvutused ldbi kahel kontsentratsioonil ja
maatriksis. Saagised Sudaan I — IV arvutati vastavalt valemile (3). Saagiste arvutused on
toodud dra lisas 12 ja 13. Kokkuvodte saagistest (maitseainesegus ja kastmes) on toodud tabelis
8.

Tabel 8. Saagiste koondtabel

Maatriks Sudaan | Sudaan 11 Sudaan 111 Sudaan IV
Maitseaine- | Lisamine mg/kg 2,425 | 485 | 2,25 | 45 2,375 | 475 | 2,0 40
segu Saagis | TKI 96,0 | 86,5 91,7 | 86,3 88,0 | 71,4 | 72,1 60,2
% KK 93,0 | 82,9 92,1 | 84,6 106,7 | 70,7 | 72,3 50,8
Kaste Lisamine mg/kg 0485|194 | 045 18 0,475 | 19 0,4 16
Saagis | TKI 87,5 1923 [854[962 [959 [852 |101,7 | 80,1
% KK 872 89,5 [841[952 [970 [833 [871 |73,

Avastamis- ja maaramispiir

Avastamis- ja médramispiiri kvantitatiivseks kindlaks tegemiseks viidi 14bi lisamiskatsed
madalal kontsentratsioonil. Kédesolevas t00s arvutati midramispiir valemi (1) ja avastamispiir
valemi (2) pohjal. Avastamispiir maitseainesegus Sudaan I — IV korral vahemikus 0.10 — 0.34
mg/kg ja médramispiir 0.33 — 1.13 mg/kg ning kastmes avastamispiir 0.01 — 0.06 mg/kg ja
médramispiir 0.03 — 0.19 mg/kg (lisa 12 tabel 3a,b, lisa 13 tabel 6a,b). Kokkuvdte avastamis-

ja madramispiirist maitseainesegus ja kastmes on toodud tabelis 9.
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Tabel 9. Avastamis- ja mddramispiiri koondtabel.

Maatriks Sudaan | Sudaan 11 Sudaan Il | Sudaan IV
Maitseaine- LOD TKI | 0,17 0,10 0,13 0,13
segu mg/kg [ KK | 0,26 0,20 0,33 0,26
LOQ TKI | 0,57 0,33 0,42 0,42
mg/kg | KK | 0,87 0,67 1,11 0,87
Kaste LOD TKI | 0,01 0,03 0,02 0,01
mg/kg | KK | 0,02 0,02 0,06 0,03
LOQ | TKI | 0,03 0,11 0,08 0,05
mg/kg | KK | 0,08 0,08 0,19 0,10

Kastme korral jddb arvutuslik mddramispiir monel juhul lineaarsest alast vidlja ning
seetOttu voetakse médramispiiriks TKI Tartu Laboris Sudaan I ja IV korral 0,063 mg/kg

(vastab kalibreerimisgraafiku esimesele punktile).

Tundlikkus

Nagu peatiikis 1.5, 6eldud kasutatakse tundlikkuse iseloomustajana kalibreerimisgraafiku

tousu. Kalibreerimisgraafiku tdusud on toodud tabelis 10.

Tabel 10. Kalibreerimisgraafiku tdusud.

Naitaja Sudaan | | Sudaan Il | Sudaan Il Sudaan IV
T | TKI 47,244 32,638 57,490 52,686

O | KK 52,459 34,967 63,993 59,839

U KK 53,983 30,194 69,137 64,412

S (pimedas)

Jareldus: Mida korgem on kalibreerimisgraafiku tous, seda tundlikum. Viike muutus
médratava komponendi kontsentratsioonis annab tulemuseks detekteerimis seadme signaali

suure muutuse.

Tapsus

Tapsuse hindamiseks analiilisiti mitmel eri pdeval FAPAS maitseainesegu, mis sisaldas
Sudaan I ja Sudaan IV. Saadud modtetulemustest leiti Sudaan I ja IV kokkulangevus, mida
iseloomustatakse absoluutse-, relatiivse standardmédidramatuse vOi variatsiooni koefitsiendi

abil. Standardméiidramatuse arvutamiseks kasutatakse valemit

37



S(c)=\/zn:(ci —E)z/n—l

ja relatiivsestandardméadramatuse arvutamiseks valemit

RSD = S(c)/c*100 .

Tulemused on toodud tabelis 11.

Tabel 11. FAPAS proovi tipsus

Nimetus Paev 1 Paev 2 Paev 3 Average |Stdev RSD RSD%
Sudaan | 27,26 26,27 28,22 27,25 0,98 0,04 3,58
Sudaan IV 12,42 14,59 14,1 13,70 1,14 0,08 8,31
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3.2.3. MOootemaaramatus

Kéaesolevas to0s arvutati Sudaan 1 — IV mootemaidramatus GUM Workbench TrainMiC

Version 1.3.3.132 abil (lisa 15). Saadud tulemused on toodud kokkuvoetuna tabelis 12.

Tabel 12. Sudaan I — IV modtemaidramatused kastmes ja maitseainesegus.

(16 = 1,14) mg/kg, k=2 norm.

Maatriks Naitaja Tulemus
TKI KK
Maitseaine- Sudaan I (2,43 +£ 0,32) mg/kg, k=2 norm. (2,42 £ 0,31) mg/kg, k=2 norm.
Segt (48,5 + 2,0) mg/kg, k=2 norm. (48,5 + 1,6) mg/kg, k=2 norm.
Sudaan I1 (2,25 £ 0,27) mg/kg, k=2 norm. (2,25 £ 0,68) mg/kg, k=2 norm.
(45,0 £ 2,1 ) mg/kg, k=2 norm. (45,0 + 2,2) mg/kg, k=2 norm.
Sudaan III | (2,375 £ 0,43) mg/kg, k=2 norm. | (2,37 +0,31) mg/kg, k=2 norm.
(47,5 £4,1) mg/kg, k=2 norm. (47,5 £4,1) mg/kg, k=2 norm.
Sudaan IV | (2,00 + 0,52) mg/kg, k=2 norm. (2,00 £ 0,34) mg/kg, k=2 norm.
(40,0 £5,2) mg/kg, k=2 norm. (40,0 £ 5,6) mg/kg, k=2 norm.
Kaste Sudaan I (0,48 £0,10) mg/kg, k=2 norm. (0,48 £ 0,06) mg/kg, k=2 norm.
(19,4 £1,51) mg/kg, k=2 norm. (19,4 £ 1,46) mg/kg, k=2 norm.
Sudaan 11 (0,45 £ 0,06) mg/kg, k=2 norm. (0,45 £0,14) mg/kg, k=2 norm.
(18 = 1,46) mg/kg, k=2 norm. (18 = 1,49) mg/kg, k=2 norm.
Sudaan III | (0,474 £+ 0,08) mg/kg, k=2 norm. | (0,474 £+ 0,06) mg/kg, k=2 norm.
(19 £1,77) mg/kg, k=2 norm. (19 £2,1) mg/kg, k=2 norm.
Sudaan IV | (0,40 + 0,07) mg/kg, k=2 norm. (0,40 £ 0,04) mg/kg, k=2 norm.

(16 = 1,39) mg/kg, k=2 norm.

Voib oelda, et madalatel kontsentratsioonidel on modtemaaramatus kuni 30 % ja korgetel

kontsentratsioonidel kuni 15 % analiiisi tulemusest.

Sudaan III ja IV korral avaldab mdju modtemédramatusele ka valgus. Kui seda arvestada,

siis madalatel kontsentratsioonidel on mddtemédramatus kuni 50 % ja korgetel kuni 20 %

tulemusest.
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3.3. Analtusitud proovid ja tulemused

Antud meetodil analiiiisiti kokku TKI Tartu Laboris ja Tartu Ulikooli KK ca 80 Eesti turul
olevat toodet. Toodetest oli esindatud palju erinevaid kastmeid ja maitseainesegusid.
Analiitisitud proovides ei registreeritud Sudaan I — IV leidumist.

TKI Tartu Laboris kasutati meetodi juurutamisel FAPAS maitseainesegu, kontrollimaks

meetodi toimimist. Mida analiiiisiti ja saadi jirgmised tulemused (kromatogrammi vt lisa 14):

FAPAS Korraldaja tulemus | Analiilisitud proovi keskmine
(maitseaine) (mg/kg) tulemus(mg/kg)
(saagisega parandatud)
Sudaan I 25,6 27,25
Sudaan IV 13,6 13,70

Labori tulemuse ja referentsviidrtuse vahelise kooskdla hindamiseks kasutatakse
normeeritud hdlbeid ehk niinimetatud E, arve [35]. E, arvutamiseks kasutatakse jargmist
valemit:

Ciwp —C

_ ref
En_ Uéb+U2 s (6)

ref

kus Cip — saadud tulemus, C.s — referentsvéirtus, Upp-labori laiendméidramatus ja U
referentsviirtuse laiendmédramatus.
E, vdirtuseid tdlgendatakse jargmiselt:

1. Kui |Ey| <1, siis tulemus on referentsvairtusega kooskolas;

2. Kui |[Ey| > 1, siis tulemus ei ole referentsvédrtusega kooskolas.

Fapas proovile arvutati vastavalt valemile (6) E, vdértused, mis on jargmised: Sudaan I E,

vadrtus 1,1 ja Sudaan IV E, véértus 0,05.
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Koost6ds Soome Tollilaboriga saadi analiiiisiks kaks proovi (maitseainesegu ja kaste),

mille analiilisimisel saadi jargmised tulemused (kromatogramme vt lisa 14):

1. proov (kaste):

Sudaan I (0,46 + 0,06) mg/kg, k=2 norm.
2 proov (maitseaine):

Sudaan I (136,2+ 4,4) mg/kg, k=2 norm.

Sudaan IV (5,20 + 0,9) mg/kg, k=2 norm.
Soome Tollilabori tulemused:
1. proov (kaste):

Sudaan I 0,55 mg/kg

2. proov (maitseaine):

Sudaan I ja Sudaan IV kokku 170 mg/kg
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KOKKUVOTE

Kéesolevas t00s loodi ja valideeriti HPLC ja LC/MS meetod Sudaan I — IV méédramiseks
maitseainesegudes ja kastmetes. Lisaks anti lithike iilevaade Sudaan I — IV vérvainetest ja
nende méddramisel kasutatavatest meetoditest.

Sudaan III ja IV kromatogrammidel on néha kahte piiki — nn “kiiret” ja “aeglast”. “Kiire
piik* tekib, kui proovi lahust hoitakse enne siistimist valguse kdes ja see kaob kui proovi
hoitakse enne analiiiisi ligikaudu 1,5 tundi pimedas. Nende valgusest tingitud efektide
pohjuseks Sudaan III ja IV puhul loeti fotokroomset EZ-isomerisatsiooni. Sudaan I ja II
kromatogrammidel néhti vaid {iihte piiki, mis viitab kas fotokroomse isomerisatsiooni
puudumisele voi selle suurele kiirusele antud tingimustel. Eksperimentaalselt hinnati valguse
moju tulemustele kasutades pimedas ja valges mdddetud kalibratsioonigraafikuid. Néidati, et
Sudaan I ja II korral UV/Vis detekteerimisega olid graafiku tdusud sarnased, samas Sudaan
III ja IV puhul osutus tdusude suhteline erinevus suureks pdohjustades analiilisil iile 10 %
suhtelise vea. Lisaks vdivad Sudaan III ja IV ,kiire piigi” retentsiooniajad olla vastavalt
Sudaan I ja II omadele lihedased, mille tulemusel v3ib esineda valepositiivse tulemuse
andmise oht, kui kasutatakse ainult UV/Vis detekteerimist. Samas voib ,.kiire piigi” teket
kasutada ka Sudaan III ja IV esinemise kinnituseks. See on eriti kasulik, kui rakendatakse
ainult UV/Vis detektorit.

Proovi ettevalmistus koosnes kidesolevas meetodis mitmekordset solvendiga (atsetooniga)
ekstraheerimisest, ekstrakti kokku aurutamisest ning lahustamisest atsetonitriil/puhvri (82/18)
segus ja 10puks ekstrakti filtreerimisest 14bi siistlafiltri. Ekstrakt analiiiisiti kasutades HPLC ja
LC/MS (LC/MS korral toimus kvantiseerimine DAD-i jérgi) seadmeid. Kromatograafiline
eraldamine viidi ldbi poordfaas kolonnidel Spherisorb ODS2 C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) ja
Zorbax EclipseXDB C18 (250 x 4,6 mm, 5 um). Optimaalne kromatograafiline lahutus
saavutati HPLC puhul eluendi voolukiirusel 1,5 ml/min ja LC/MS puhul voolukiirusel 0,8
ml/min, kasutades gradient elueerimist atsetonitriili ja puhverlahusega. Kvantiseerimine viidi
ldabi Sudaan I, II ja III korral lainepikkusel 480 nm ja Sudaan IV puhul 540 nm juures.

Antud meetodi korral on avastamispiir maitseainesegudes vahemikus 0,1 — 0,34 mg/ kg ja
kastmete korral vahemikus 0,01 — 0,06 mg/kg , mis tdidab EL ndude LoD osas (0,5-1,0
mg/kg). Maédramispiir maitseainesegudes on vahemikus 0,33 — 1,13 mg/kg ja kastmes
vahemikus 0,063 — 0,19 mg/kg. Lineaarsus, tdpsus ja saagis olid head. Valideerimisel leiti, et

kirjeldatud meetod on sobiv Sudaan I — IV igapédevaseks madramiseks maitseainesegudes ja
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kastmetes. Kidesolev meetod on akrediteeritud ning rutiinkasutuses TKI Tartu Laboris.
Kéesoleva meetodiga on kokku analiiiisitud ca 80 proovi, kuid positiivseid tulemusi siiani ei

leitud.
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SUMMARY

In this work HPLC and LC/MS method for analysis Sudan I — IV in sauces and spices
mixture was developed and validated. In addition a small overview has been given of Sudan I
— IV and methods what are used in analysis.

In the chromatograms of Sudan III and Sudan IV two peaks were observed — termed as
»fast and “slow* peaks. ,,Fast™ peak appeared when the sample solution was stored in light
prior to injection and did not appear when the sample was kept in darkness for about 1,5 hours
before analysis. Those light-induced effects in chromatograms of Sudan III and IV were
attributed to photochromic E-Z isomerism of the substances. In the chromatograms of Sudan I
and II only one peak was observed indicating, that the photochromic equilibrium is absent or
too fast under the given conditions. The effect of light on the analysis of Sudan I — IV was
estimated using calibrations in light and dark. It was shown that with UV/Vis detection the
calibration graph slopes for Sudan I and II were similar whereas, for Sudan III and IV the
relative difference of slopes was significant leading to a quantification error over 10 %. In
addition, the “fast peaks” of Sudan III and IV can have similar retention times to Sudans I an
I1, that can produce false-positive results when only UV/Vis detection is used for analysis. On
the other hand, appearance of the ,.fast peak™ could be employed to confirm the identity of
Sudan III and IV in the sample. This may be especially useful when only UV/Vis detection is
available.

The sample preparation step of the method consisted of multiple liquid extraction with
acetone, solvent evaporation and solvent exchange to atcetonitrile/buffer (82/18) and finally
filtration through syringe filter. The extract was analyzed on HPLC and LC/MS (quantified by
DAD) using reversed phased columns Spherisorb ODS2 C18 (250 x 4.6 mm, 5 um) and
Zorbax EclipseXDB C18 (250 x 4.6 mm, 5 pm).

Optimal chromatographic separation was obtained with gradient elution at the follow rate
of 1.5 ml/min for HPLC and 0.8 ml/min for LC/MS, using mixture of acetonitrile with
aqueous buffer solution. The compounds were quantified using DAD: Sudan I, IT and III at
wavelength 480 nm and Sudan IV at 540 nm.

For current method the limit of detection in spices is between 0,1 — 0,34 mg/kg and in sauces
between 0,01- 0,06 mg/kg, which fulfill the EU demand for LoD (0,5 to 1,0 mg/kg). Limit of
quantification in spices is between 0,33 -1,13 mg/kg and in sauces is between 0,063-0,19

mg/kg. Linearity, precision and recovery were satisfactory. Validation showed that current
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method was the best for daily analysis of Sudan I — IV in spices and sauces. The method is
accredited and is used for routine analysis in HPI Tartu Laboratory. With this method about

80 samples have been analysed but so far no positive results have been produced.
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LISAD

Lisa 1. Massispektromeetri parameetrid

Nimetus Capillary |Skimmer |Cap Exit|Oct 1 Oct2 |Trap OctRF |L1(V) |L2(V) |Frag
V) V) V) V) V) drive Ampl
V)
SudaanI | 5000 34,43 81,64 12,34 0,78 39,91 120,98 |-5,41 |-60,16 |0,74
Sudaan IT | 5000 29,51 59,84 11,72 1,19 35,64 8885 |-443 |-57,21 0,89
Sudaan IIT | 5000 26,23 97,21 12,34 1,19 39,66 143,93 |-5,16 |-58,69 1,06
Sudaan IV | 5000 29,51 78,52 14,18 1,43 43,14 153,11 |-4,67 |-48,36 1,26
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Lisa 2. Sudaani standardlahuse (2 mg/l) UV/Vis kromatogramm
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Lisa 3. Sudaani standardlahuse (2 mg/l) EIC kromatogramm
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Lisa 4. Sudaanide MS? spektrid

Intensity of MS? signal Intensity of MS? signal
1600000 A
197 2 ] 224
+ESI, MS? of 353 000000 1 L Eg| Ms? of 381
1400000 | sydaan Il "Kiire piik" 3500000 1 Sudaan IV "Kiire piik"
1200000 -+ 3000000 1
1000000 -+ 2500000 4
800000 - 2000000 -
600000 - 1500000 -
400000 4 1000000 4
200000 A 500000 -
0 L | ‘l.l . ' ! 1 |! w b . . . o J T I T I - L Ly |.‘ . . . .
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 105 125 145 165 185 205 225 245 265 285 305 325 345 365
m/z m/z
Intensity of MS2 signal Intensity of MS? signal
i 197 9000000 A 224
6000000 | L E5| MS2 of 353 +ESI, MS? of 381
Sudaan Ill "Aeglane piik" 8000000 | sydaan IV "Aeglane piik"
5000000 7000000 -
4000000 - 6000000 -
5000000 -
3000000
4000000 A
2000000 - 3000000
2000000 -+
1000000 -+
1000000 4
0 L1 | ‘|.| | - 1 1 T P P . . . 0 N I ek PRPPY | N .1‘ . . . . s
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 105 125 145 165 185 205 225 245 265 285 305 325 345 365
m/z m/z

52




Lisa 5. Sudaan Il “aeglase piigi” ja “kiire piigi” UV/Vis spekter

"Aeglase piigi"spekter

"Kiire piigi"spekter

Normaliseeritud absorptsioon

190 250 310 370 430 490 550 610

Lainepikkus, nm
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Lisa 6. Sudaan | — IV kromatograafilised omadused

Tavaline eraldamine | Lihtne eraldamine
Nimi Aeg Mahtuvus- | Aeg (min) | Mahtuvus-
(min) faktor® faktor”
Sudaan II1 7.3 1.4 0.9 3.5
“kiire piik”
Sudaan I 8.1 1.7
Sudaan IV 10.8 2.6
“kiire piik”
Sudaan II 13.5 3.5
Sudaan III 18.8 53 2.4 11
“aeglane piik”
Sudaan IV 33.7 10.2
“aeglane piik”

% Siisteemi surnud aeg 3.0 min.
® Siisteemi surnud aeg 0.2 min
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Lisa 7. Sudaan Il “ Kiire” ja“ Aeglase” piigi EIC kromatogramm

35
301 EIC 197 mVz +ESI MS? (353 m/z) n EIC 197 m/z +ESIMS? (353 nvVz)
S 30
2,5 - ~T
O 25/
—
2,0 X
= 20
c
15 2
n 15
[s\)
n
1,01 = 10/
©
05 2 05,
‘0
c
00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ £ oo ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 05 1 15 2 25 3 35 4| | = 0 05 1 15 2 25 3 35 4
Time, min Time, min
a)proov, mida on hoitud tdielikus pimeduses b)sama proov, mis on viidud intensiivse valguse kitte
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Lisa 8. Sudaan Il “aeglase” ja “kiire” piigi UV/Vis spektri muutus ajas

Normaliseeritud absorptsioon

Muutuse suund ajas "Kiire piik"

190 250 310 370 430 490 550 610
Lainepikkus, nm
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Lisa 9. Sudaan I- IV standardlahus analtusituna kasutades erinevaid viaale
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Lisa 10. Sudaan | — IV kalibratsiooni andmed pimedas ja normaalses valguses kasutades UV/Vis ja MS?

detekteerimist

Sudaan | Sudaan 11 Sudaan III “aeglane piik” | Sudaan IV “aeglane piik”
Midramine Valem R’ Valem R’ Valem R’ Valem R’
UV/Vis Valges y=53.9676x — 1.0000 | y=29.9882x | 1.0000 | y=57.7079x — | 1.0000 | y=62,372x + 1.0000
0.1279 +0.2949 0.3680 0.0355
Pimedas | y=53.9828x + 1.0000 | y=30.1943x | 1.0000 | y=64.4122x — | 1.0000 | y=69,137x + 1.0000
0.0673 +0.4175 0.2804 0.3412
MS® Valges y=3.0343x — 0.9998 | y=2.7646x + | 0.9885 | y=0.3332x— 0.9991 y=0.1296x — 0.9971
0.0119 0.1527 0.0078 0.0045
Pimedas | y=3.2432x — 0.9998 | y=2.8583x + | 0.9953 | y=0.3493x — 0.9992 | y=0.1250x — 0.9977
0.0284 0.1422 0.0055 0.0052
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Lisa 11. Sudaan lll kalibreerimisgraafik pimedas ja valges

Sudzan W

400
pimedas
340

T

valges
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=
=
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piigi pindala, mall*s

\

\

Srngd ]
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Lisa 12. TKI Tartu Labori arvutused
Tabel la. Saagiste arvutused maitseainesegus, kontsentratsioonidel Sudaan 1 2,425;

Sudaan II 2,25; Sudaan III 2,375 ja Sudaan IV 2,0 mg/kg.

Sudaan |

Lisamine Kaalutis Pindala Konts. mg/l konts. mg/kg lisatud(mg/kg) Saagis ( %)
L1 1,0001 10,34 0,23 2,26 2,425 93,18
L2 0,9999 10,45 0,23 2,28 2,425 94,17
L3 1,0001 10,52 0,23 2,30 2,425 94,68
L4 1,0002 10,72 0,23 2,34 2,425 96,43
L5 1,0002 10,99 0,24 2,39 2,425 98,68
L6 1,0001 10,98 0,24 2,39 2,425 98,59
Average 1,0001 10,67 0,23 2,33 2,425 95,96
Sudaan ||

Lisamine Kaalutis Pindala Konts. mg/l konts. mg/kg lisatud(mg/kg) Saagis ( %)
L1 1,0001 7,15 0,21 2,10 2,25 93,35
L2 0,9999 6,94 0,20 2,04 2,25 90,79
L3 1,0001 6,84 0,20 2,01 2,25 89,55
L4 1,0002 7,14 0,21 2,10 2,25 93,24
L5 1,0002 7,00 0,21 2,06 2,25 91,44
L6 1,0001 7,01 0,21 2,06 2,25 91,60
Average 1,0001 7,02 0,21 2,06 2,25 91,66
Sudaan Il

Lisamine Kaalutis Pindala Konts. mg/l konts. mg/kg lisatud(mg/kg) Saagis ( %)
L1 1,0001 10,60 0,21 2,10 2,375 88,58
L2 0,9999 10,10 0,20 2,02 2,375 85,16
L3 1,0001 10,37 0,21 2,07 2,375 86,98
L4 1,0002 10,84 0,21 2,14 2,375 90,27
L5 1,0002 10,49 0,21 2,09 2,375 87,83
L6 1,0001 10,66 0,21 2,11 2,375 89,03
Average 1,0001 10,51 0,21 2,09 2,375 87,98
Sudaan IV

Lisamine Kaalutis Pindala Konts. mg/l konts. mg/kg lisatud(mg/kg) Saagis (%)
L1 1,0001 8,22 0,14 1,39 2 69,38
L2 0,9999 8,27 0,14 1,40 2 69,78
L3 1,0001 8,69 0,15 1,46 2 72,96
L4 1,0002 8,90 0,15 1,49 2 74,57
L5 1,0002 8,79 0,15 1,47 2 73,68
L6 1,0001 8,60 0,14 1,44 2 72,25
Average 1,0001 8,58 0,14 1,44 2 72,10
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Tabel 1b. Saagiste arvutused maitseainesegus, kontsentratsioonidel Sudaan 1 48,5;

Sudaan II 45,0; Sudaan III 47,5 ja Sudaan IV 40,0 mg/kg.

Sudaan |

Lisamine Kaalutis Pindala Konts. mg/l konts. mg/kg lisatud(mg/kg) Saagis ( %)
L1 1,0006 199,88 4,12 41,15 48,5 84,85
L2 0,9997 201,05 4,14 41,43 48,5 85,42
L3 1,0001 203,24 4,19 41,86 48,5 86,31
L4 1,0009 207,10 4,27 42,62 48,5 87,88
L5 0,9999 205,76 4,24 42,39 48,5 87,40
L6 1,0002 205,67 4,24 42,36 48,5 87,33
Average 1,000233 203,78 4,20 41,97 48,5 86,53
Sudaan I

Lisamine Kaalutis Pindala Konts. mg/l konts. mg/kg lisatud(mg/kg) Saagis ( %)
L1 1,0006 142,06 3,93 39,28 45 87,28
L2 0,9997 135,78 3,76 37,58 45 83,51
L3 1,0001 141,03 3,90 39,01 45 86,70
L4 1,0009 141,82 3,92 39,20 45 87,11
L5 0,9999 142,35 3,94 39,38 45 87,52
L6 1,0002 138,99 3,85 38,45 45 85,44
Average 1,000233 140,34 3,88 38,82 45 86,26
Sudaan Il

Lisamine Kaalutis Pindala Konts. mg/l konts. mg/kg lisatud(mg/kg) Saagis ( %)
L1 1,0006 201,52 3,37 33,63 47,5 70,81
L2 0,9997 189,29 3,16 31,64 47,5 66,61
L3 1,0001 203,85 3,40 34,04 47,5 71,65
L4 1,0009 205,83 3,44 34,34 47,5 72,28
L5 0,9999 213,28 3,56 35,60 47,5 74,95
L6 1,0002 204,75 3,42 34,18 47,5 71,96
Average 1,000233 203,09 3,39 33,90 47,5 71,38
Sudaan IV

Lisamine Kaalutis Pindala Konts. mg/l konts. mg/kg lisatud(mg/kg) Saagis ( %)
L1 1,0006 156,84 2,40 23,94 40 59,85
L2 0,9997 142,97 2,18 21,86 40 54,64
L3 1,0001 163,20 2,49 24,92 40 62,30
L4 1,0009 163,88 2,50 25,00 40 62,50
L5 0,9999 167,51 2,56 25,58 40 63,94
L6 1,0002 151,09 2,31 23,08 40 57,69
Average 1,000233 157,58 2,41 24,06 40 60,15
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Tabel 2a. Saagiste arvutused kastmes, kontsentratsioonidel Sudaan I 0,485; Sudaan II

0,45; Sudaan II1 0,475 ja Sudaan IV 0,40 mg/kg.

Sudaan |

Lisamine Kaalutis Pindala  Konts. mg/l konts. mg/kg lisatud(mg/kg) Saagis ( %)
L1 5,0001 9,62 0,21 0,42 0,485 87,10
L2 5,0002 9,75 0,21 0,43 0,485 88,18
L3 5,0004 9,64 0,21 0,42 0,485 87,28
L4 5,0003 9,73 0,21 0,43 0,485 88,00
L5 5,0006 9,71 0,21 0,43 0,485 87,83
L6 5,0001 9,57 0,21 0,42 0,485 86,67
Average 5,000283 9,67 0,21 0,42 0,485 87,51
Sudaan I

Lisamine Kaalutis Pindala  Konts. mg/l konts. mg/kg lisatud(mg/kg) Saagis ( %)
L1 5,0001 6,66 0,20 0,39 0,45 87,35
L2 5,0002 6,77 0,20 0,40 0,45 88,71
L3 5,0004 6,54 0,19 0,39 0,45 85,81
L4 5,0003 6,44 0,19 0,38 0,45 84,63
L5 5,0006 6,41 0,19 0,38 0,45 84,18
L6 5,0001 6,22 0,18 0,37 0,45 81,98
Average 5,000283 6,51 0,19 0,38 0,45 85,44
Sudaan Il

Lisamine Kaalutis Pindala  Konts. mg/l konts. mg/kg lisatud(mg/kg) Saagis ( %)
L1 5,0001 11,45 0,22 0,45 0,475 94,55
L2 5,0002 11,47 0,22 0,45 0,475 94,69
L3 5,0004 11,49 0,23 0,45 0,475 94,80
L4 5,0003 12,06 0,23 0,47 0,475 98,77
L5 5,0006 11,57 0,23 0,45 0,475 95,38
L6 5,0001 11,83 0,23 0,46 0,475 97,16
Average 5,000283 11,65 0,23 0,46 0,475 95,89
Sudaan IV

Lisamine Kaalutis Pindala  Konts. mg/l konts. mg/kg lisatud(mg/kg) Saagis ( %)
L1 5,0001 12,33 0,20 0,40 0,4 100,59
L2 5,0002 12,51 0,20 0,41 0,4 101,96
L3 5,0004 12,40 0,20 0,40 0,4 101,13
L4 5,0003 12,39 0,20 0,40 0,4 101,04
L5 5,0006 12,44 0,20 0,41 0,4 101,46
L6 5,0001 12,79 0,21 0,42 0,4 104,07
Average 5,000283 12,48 0,20 0,41 0,4 101,71
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Tabel 2b. Saagise arvutus kastmes, kontsentratsioonidel Sudaan I 19,4; Sudaan II 18,0;

Sudaan III 19,0 ja Sudaan IV 16,0 mg/kg.

Sudaan |
Lisamine Kaalutis Pindala Konts. mg/l  konts. mg/kg lisatud(mg/kg) Saagis ( %)
L1 5,0008 412,46 8,48 16,96 19,4 87,43
L2 5 456,32 9,38 18,77 19,4 96,73
L3 5,0008 441,96 9,09 18,17 19,4 93,67
L4 5,0003 437,89 9,00 18,01 19,4 92,82
L5 4,9998 434,92 8,94 17,89 19,4 92,20
L6 5,0006 429,23 8,83 17,65 19,4 90,99
Average 5,000383 435,46 8,95 17,91 19,4 92,31
Sudaan ||
Lisamine Kaalutis Pindala Konts. mg/l  konts. mg/kg lisatud(mg/kg) Saagis ( %)
L1 5,0008 294,19 8,13 16,25 18 90,27
L2 5 325,36 8,98 17,97 18 99,83
L3 5,0008 321,29 8,87 17,74 18 98,57
L4 5,0003 317,50 8,77 17,53 18 97,42
L5 4,9998 314,33 8,68 17,36 18 96,45
L6 5,0006 309,34 8,54 17,08 18 94,91
Average 5,000383 313,67 8,66 17,32 18 96,24
Sudaan Il
Lisamine Kaalutis Pindala Konts. mg/l  konts. mg/kg lisatud(mg/kg) Saagis ( %)
L1 5,0008 449,37 7,46 14,92 19 78,52
L2 5 490,41 8,14 16,28 19 85,67
L3 5,0008 496,36 8,24 16,47 19 86,70
L4 5,0003 490,28 8,14 16,27 19 85,65
L5 4,9998 493,82 8,20 16,39 19 86,27
L6 5,0006 507,43 8,42 16,84 19 88,62
Average 5,000383 487,95 8,10 16,20 19 85,24
Sudaan IV
Lisamine Kaalutis Pindala Konts. mg/l  konts. mg/kg lisatud(mg/kg) Saagis ( %)
L1 5,0008 400,80 6,10 12,20 16 76,24
L2 5 419,83 6,39 12,78 16 79,86
L3 5,0008 428,93 6,53 13,05 16 81,57
L4 5,0003 417,10 6,35 12,69 16 79,34
L5 4,9998 421,85 6,42 12,84 16 80,25
L6 5,0006 437,69 6,66 13,32 16 83,24
Average 5,000383 421,04 6,41 12,81 16 80,08
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Tabel 3a. TKI Tartu Labor avastamis- ja madramispiir maitseainesegus

Sudaan |

Average
Stdv

Sudaan Il

Average
Stdv

Sudaan lll

Average
Stdv

Sudaan IV

Average
Stdv

2,33 Stdv %
0,06

2,06 Stdv %
0,03

2,09 Stdv %
0,04

1,44 Stdv %
0,04

2,43 LoD=3*Stdv=
LoQ=10*Stdv=

1,59 LoD=3*Stdv=
LoQ=10*Stdv=

2,01 LoD=3*Stdv=
LoQ=10*Stdv=

2,92 LoD=3*Stdv=
LoQ=10*Stdv=

0,17 mg/kg
0,57 mg/kg

0,10 mg/kg
0,33 mg/kg

0,13 mg/kg
0,42 mg/kg

0,13 mg/kg
0,42 mg/kg

Tabel 3b. TKI Tartu Labor avastamis- ja mddramispiir kastmes

Sudaan |

Average
Stdv

Sudaan I

Average
Stdv

Sudaan lll

Average
Stdv

Sudaan |V

Average
Stdv

0,424 Stdv %
0,003

0,384 Stdv %
0,011

0,455 Stdv %
0,008

0,407 Stdv %
0,005

0,67 LoD=3*Stdv=
LoQ=10*Stdv=

2,80 LoD=3*Stdv=
LoQ=10*Stdv=

1,78 LoD=3*Stdv=
LoQ=10*Stdv=

1,22 LoD=3*Stdv=
LoQ=10*Stdv=
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0,01 mg/kg
0,03 mg/kg

0,03 mg/kg
0,11 mg/kg

0,02 mg/kg
0,08 mg/kg

0,01 mg/kg
0,05 mg/kg



Lisa 13. Tartu Ulikooli KK arvutused

Tabel 4a. Tartu Ulikool KK saagiste arvutused maitseainesegus, kontsentratsioonidel

Sudaan I 2,425; Sudaan II 2,25; Sudaan III 2,375 ja Sudaan IV 2,0 mg/kg.

Sudaan |

Lisamine Kaalutis Pindala  Konts. mg/l konts. mg/kg lisatud(mg/kg) Saagis ( %)
L1 1,0001 11,91 0,24 2,37 2,425 97,67
L2 0,9999 10,69 0,21 2,14 2,425 88,36
L3 1,0001 11,55 0,23 2,30 2,425 94,94
L4 1,0002 11,21 0,22 2,24 2,425 92,36
L5 1,0002 11,57 0,23 2,31 2,425 95,10
L6 1,0001 10,83 0,22 2,17 2,425 89,44
Average 1,0001 11,29 0,23 2,25 2,425 92,98
Sudaan |

Lisamine Kaalutis Pindala  Konts. mg/l konts. mg/kg lisatud(mg/kg) Saagis ( %)
L1 1,0001 7,31 0,20 2,03 2,25 90,26
L2 0,9999 7,12 0,20 1,98 2,25 88,10
L3 1,0001 7,30 0,20 2,03 2,25 90,13
L4 1,0002 7,67 0,21 2,13 2,25 94,46
L5 1,0002 7,62 0,21 2,11 2,25 93,80
L6 1,0001 7,77 0,22 2,15 2,25 95,58
Average 1,0001 7,46 0,21 2,07 2,25 92,05
Sudaan Il

Lisamine Kaalutis Pindala  Konts. mgll konts. mg/kg lisatud(mg/kg) Saagis ( %)
L1 1,0001 13,71 0,24 2,40 2,375 101,18
L2 0,9999 14,36 0,25 2,50 2,375 105,25
L3 1,0001 14,23 0,25 2,48 2,375 104,44
L4 1,0002 14,26 0,25 2,48 2,375 104,62
L5 1,0002 15,23 0,26 2,63 2,375 110,64
L6 1,0001 15,75 0,27 2,71 2,375 113,92
Average 1,0001 14,59 0,25 2,53 2,375 106,67
Sudaan IV

Lisamine Kaalutis Pindala  Konts. mg/l konts. mg/kg lisatud(mg/kg) Saagis (%)
L1 1,0001 7,65 0,13 1,30 2 65,14
L2 0,9999 8,46 0,14 1,41 2 70,58
L3 1,0001 8,53 0,14 1,42 2 71,01
L4 1,0002 9,23 0,15 1,51 2 75,66
L5 1,0002 9,09 0,15 1,49 2 74,73
L6 1,0001 9,41 0,15 1,54 2 76,88
Average 1,0001 8,73 0,14 1,45 2 72,33
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Tabel 4b. Tartu Ulikool KK saagiste arvutused maitseainesegus, kontsentratsioonidel

Sudaan I 48,5; Sudaan II 45,0; Sudaan II1 47,5 ja Sudaan IV 40,0 mg/kg

Sudaan |

Lisamine Kaalutis Pindala  Konts. mg/l konts. mg/kg lisatud(mg/kg) Saagis ( %)
L1 1,0001 216,50 4,02 40,20 48,5 82,88
L2 0,9999 213,21 3,96 39,59 48,5 81,64
L3 1,0001 218,17 4,05 40,50 48,5 83,51
L4 1,0002 217,16 4,03 40,31 48,5 83,12
L5 1,0002 217,32 4,04 40,34 48,5 83,18
L6 1,0001 216,83 4,03 40,26 48,5 83,00
Average 1,0001 216,53 4,02 40,20 48,5 82,89
Sudaan |l

Lisamine Kaalutis Pindala  Konts. mg/l konts. mg/kg lisatud(mg/kg) Saagis ( %)
L1 1,0001 149,52 3,86 38,63 45 85,85
L2 0,9999 142,59 3,69 36,85 45 81,90
L3 1,0001 146,93 3,80 37,96 45 84,36
L4 1,0002 149,89 3,87 38,72 45 86,05
L5 1,0002 147,96 3,82 38,22 45 84,94
L6 1,0001 146,79 3,79 37,93 45 84,29
Average 1,0001 147,28 3,81 38,05 45 84,56
Sudaan Il

Lisamine Kaalutis Pindala  Konts. mg/l konts. mg/kg lisatud(mg/kg) Saagis ( %)
L1 1,0001 226,27 3,40 33,96 47,5 71,48
L2 0,9999 209,46 3,15 31,47 47,5 66,24
L3 1,0001 227,38 3,41 34,12 47,5 71,83
L4 1,0002 230,70 3,46 34,61 47,5 72,86
L5 1,0002 231,29 3,47 34,70 47,5 73,04
L6 1,0001 217,13 3,26 32,60 47,5 68,63
Average 1,0001 223,71 3,36 33,57 47,5 70,68
Sudaan IV

Lisamine Kaalutis Pindala  Konts. mg/l konts. mg/kg lisatud(mg/kg) Saagis (%)
L1 1,0001 154,00 2,09 20,87 40 52,16
L2 0,9999 137,39 1,86 18,65 40 46,62
L3 1,0001 157,18 2,13 21,29 40 53,23
L4 1,0002 156,24 2,12 21,16 40 52,91
L5 1,0002 156,68 2,12 21,22 40 53,06
L6 1,0001 138,40 1,88 18,78 40 46,95
Average 1,0001 149,98 2,03 20,33 40 50,82
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Tabel 5a. Tartu Ulikool KK saagiste arvutused kastmes, kontsentratsioonidel Sudaan I

0,485; Sudaan II 0,45; Sudaan II1 0,475 ja Sudaan IV 0,40 mg/kg.

Sudaan |

Lisamine Kaalutis Pindala  Konts. mg/l konts. mg/kg lisatud(mg/kg) Saagis ( %)
L1 5,0001 10,89 0,22 0,44 0,485 89,94
L2 5,0002 10,46 0,21 0,42 0,485 86,60
L3 5,0004 10,67 0,21 0,43 0,485 88,20
L4 5,0003 10,52 0,21 0,42 0,485 87,09
L5 5,0006 10,30 0,21 0,41 0,485 85,39
L6 5,0001 10,39 0,21 0,42 0,485 86,06
Average 5,000283 10,54 0,21 0,42 0,485 87,21
Sudaan |l

Lisamine Kaalutis Pindala  Konts. mg/l konts. mg/kg lisatud(mg/kg) Saagis ( %)
L1 5,0001 6,83 0,19 0,38 0,45 84,81
L2 5,0002 6,60 0,19 0,37 0,45 82,23
L3 5,0004 6,76 0,19 0,38 0,45 84,02
L4 5,0003 6,96 0,19 0,39 0,45 86,33
L5 5,0006 6,87 0,19 0,38 0,45 85,31
L6 5,0001 6,58 0,18 0,37 0,45 81,92
Average 5,000283 6,77 0,19 0,38 0,45 84,10
Sudaan Il

Lisamine Kaalutis Pindala  Konts. mg/l konts. mg/kg lisatud(mg/kg) Saagis ( %)
L1 5,0001 12,86 0,23 0,46 0,475 95,86
L2 5,0002 14,29 0,25 0,50 0,475 104,78
L3 5,0004 12,88 0,23 0,46 0,475 95,97
L4 5,0003 12,99 0,23 0,46 0,475 96,69
L5 5,0006 12,82 0,23 0,45 0,475 95,62
L6 5,0001 12,44 0,22 0,44 0,475 93,20
Average 5,0003 13,05 0,23 0,46 0,475 97,02
Sudaan IV

Lisamine Kaalutis Pindala  Konts. mg/l konts. mg/kg lisatud(mg/kg) Saagis ( %)
L1 5,0001 11,11 0,18 0,35 0,4 88,27
L2 5,0002 11,60 0,18 0,37 0,4 91,56
L3 5,0004 10,95 0,17 0,35 0,4 87,21
L4 5,0003 10,74 0,17 0,34 0,4 85,82
L5 5,0006 10,58 0,17 0,34 0,4 84,71
L6 5,0001 10,65 0,17 0,34 0,4 85,17
Average 5,000283 10,94 0,17 0,35 0,4 87,12
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Tabel 5b. Tartu Ulikool KK saagise arvutus kastmes, kontsentratsioonidel Sudaan I 19.4;
Sudaan II 18,0; Sudaan III 19,0 ja Sudaan IV 16,0 mg/kg.

Sudaan |

Lisamine Kaalutis Pindala  Konts. mg/l konts. mg/kg lisatud(mg/kg) Saagis (%)
L1 5,0001 439,82 8,15 16,30 19,4 84,01
L2 5,0002 484,61 8,98 17,95 19,4 92,55
L3 5,0004 473,93 8,78 17,56 19,4 90,51
L4 5,0003 472,69 8,76 17,51 19,4 90,27
L5 5,0006 468,30 8,68 17,35 19,4 89,43
L6 5,0001 471,11 8,73 17,46 19,4 89,98
Average 5,000283 468,41 8,68 17,35 19,4 89,46
Sudaan |l

Lisamine Kaalutis Pindala  Konts. mg/l konts. mg/kg lisatud(mg/kg) Saagis (%)
L1 5,0001 308,71 7,96 15,92 18 88,45
L2 5,0002 341,22 8,80 17,59 18 97,75
L3 5,0004 339,01 8,74 17,48 18 97,11
L4 5,0003 335,27 8,64 17,29 18 96,04
L5 5,0006 332,89 8,58 17,16 18 95,36
L6 5,0001 337,16 8,69 17,39 18 96,59
Average 5,000283 332,38 8,57 17,14 18 95,22
Sudaan Il

Lisamine Kaalutis Pindala  Konts. mg/l konts. mg/kg lisatud(mg/kg) Saagis (%)
L1 5,0001 480,54 7,17 14,34 19 75,48
L2 5,0002 526,28 7,85 15,70 19 82,62
L3 5,0004 538,41 8,03 16,06 19 84,52
L4 5,0003 539,56 8,05 16,09 19 84,70
L5 5,0006 548,88 8,19 16,37 19 86,15
L6 5,0001 548,95 8,19 16,37 19 86,17
Average 5,000283 530,44 7,91 15,82 19 83,27
Sudaan IV

Lisamine Kaalutis Pindala  Konts. mg/l konts. mg/kg lisatud(mg/kg) Saagis (%)
L1 5,0001 406,75 5,47 10,93 16 68,32
L2 5,0002 428,47 5,76 11,51 16 71,95
L3 5,0004 445,87 5,99 11,98 16 74,86
L4 5,0003 436,11 5,86 11,72 16 73,23
L5 5,0006 435,61 5,85 11,70 16 73,14
L6 5,0001 455,78 6,12 12,24 16 76,52
Average 5,000283 434,76 5,84 11,68 16 73,00
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Tabel 6a. Tartu Ulikool KK avastamis- ja mifiramispiir maitseainesegus
Sudaan |

Average 2,25 Stdv % 3,87 LoD=3*Stdv= 0,26 mg/kg
Stdv 0,09 LoQ=10*Stdv= 0,87 mgl/kg
Sudaan I

Average 2,07 Stdv % 3,21 LoD=3*Stdv= 0,20 mg/kg
Stdv 0,07 LoQ=10*Stdv= 0,67 mg/kg
Sudaan I

Average 2,53 Stdv % 4,39 LoD=3*Stdv= 0,33 mg/kg
Stdv 0,11 LoQ=10*Stdv= 1,11 mg/kg
Sudaan IV

Average 1,45 Stdv % 6,00 LoD=3*Stdv= 0,26 mg/kg
Stdv 0,09 LoQ=10*Stdv= 0,87 mg/kg

Tabel 6b. Tartu Ulikool KK avastamis- ja midramispiir kastmes

Sudaan |

Average 0,423 Stdv % 1,88 LoD=3*Stdv= 0,02 mg/kg
Stdv 0,008 LoQ=10*Stdv= 0,08 mg/kg
Sudaan |l

Average 0,378 Stdv % 2,07 LoD=3*Stdv= 0,02 mg/kg
Stdv 0,008 LoQ=10*Stdv= " 0,08 mg/kg
Sudaan |l

Average 0,461 Stdv % 4,11 LoD=3*Stdv= 0,06 mg/kg
Stdv 0,019 LoQ=10*Stdv= 0,19 mg/kg
Sudaan IV

Average 0,348 Stdv % 2,92 LoD=3*Stdv= 0,03 mg/kg
Stdv 0,010 LoQ=10*Stdv= " 0,10 mg/kg
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Lisa 14. Standardlahuste ja proovide kromatogrammid

Intens.
mALU
6 Sudazn I
23243
Sudaan |
4 Sudsan IV
11.784
Sudaan |l
1989 258597
2.
450 nm L
e, A e
240 nm
LI ety pur—tderi
0 5 10 15 20 25 Time [min]

Joonis 1. Sudaan I — IV standardlahus 1,0 mg/1

Intens.
mau 11,693

Sudaan |

154

101

5
480 nm ™~
-

540 nm || Sudagn Y 20523
0 — ; . i N

0 5 10 15 20 25 " Time [min]

Joonis 2. Maitseainesegu Sudaan I (136,2 mg/kg) ja Sudaan IV (5,2 mg/kg)
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Joonis 5. Fapas Sudaan I (27,25 mg/kg) ja Sudaan IV (13,7 mg/kg)
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Lisa 15. Mootemaaramatuse arvutus
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Sudaan | maaramine vedelikkromatograafiliselt kastmes kontsentratsioonil
19,4mg/kg

Sudaan | maaramine vedelikkromatograafiliselt kastm es
kontsentratsioonil 19,4mg/kg

ALUS: F. Calibani, M. Careri, L. Elviri, A. Mangia, |. Zagnoni, Accurate mass measurements for
confirmation of Sudan azo-dyes in hot chilli products by capillary liquid
chromatography-electrospray tandem quadrupole orthogonalacceration time of light mass
spectrometry. Journal of Chromatography A, 1058 (2004) 127-135.

KASUTUSALA: Kaesolevat meetodit kasutatakse rasvlahustuvate slinteetiliste asovarvainete
Sudaan I-IV mé&éaramiseks maitseainesegudes ja kastmetes.

POHIMOTE: Proovidest ekstraheeritakse Sudaan I-1V atsetooniga ning proovid viiakse I8puks
eluenti. Proovides Sudaan I-1V sisaldus maaratakse vedelikkromatograafiliselt

Model Equation:
{P&hivdrrand}

C= ((Aproovbo)/b1)*L/R;
{Kromatograafilised mé&tmised

eeldame, et kdikide mdotmiste maaramatus koosneb kolmest komponendist (vaatleme
seda Ay goyi Naitel):

-korduvuse maaramatus (Ayo r€P);

-detektori triivist pohjustatud maaramatus (Ayeoutriiv);
-integreerimise ebaoptimaalsusest tingitud maaramatus (A oq,int)}
{Proovi piigi pindala}

Aproov:Aproovrep"'Aproovtrl“H"A‘proovmt;

{Kalibreerimisgraafiku piikide pindalad}
A1=Arrept Attt Atint:
A2=Asrept Aot Adint;
Az=AszreptAgtivtAsint;
As=AgreptAstint Asint;
As=AsreptAstriiyt Asint;

A6=A6rep+A6triiv"‘ABint;

{Regressioonisirge vorrrandid}
SAC=C,*A;+C,*Ax+Cy*Ag+C *As+Cs*As+Co*Ag;
keskC=(C;+C,+C3+C,+Cs+Cg)/n;
keskA=(A;+A,+Az+A,+As+Ag)/N;
YCC=C;*C;+C,*C,+C3*C3+C,*C+C5*C5+Cg*Cg;
b;=(ZAC-n*keskC*keskA)/(2CC-n*keskC*keskC);
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Sudaan | maaramine vedelikkromatograafiliselt kastmes kontsentratsioonil

19,4mg/kg

by=keskA-b;*keskC;

List of Quantities:

Quantity Unit Definition
C mg/kg [varvi kontsentratsioon
Aproov mAU | proovilahuse piigi pindala
bo mAU regresioonisirge vabaliige
by mMAU*I/mg | regressioonisirge tdus
L I’kg lahjendusfaktor
R Uhikuta |recovery
AprooV€P mAU proovilahuse piigi pindala koos korduvusest tingitud mééramatuse
komponendiga
Aprontriiv] - mAU | proovilahuse piigi pindala korduvusest tingitud maaramatuse komponent
Aproovint mAU | proovilahuse piigi pindala imardamisest tingitud maaramatuse
komponent
A mAU 1. kalibreerimislahuse piigi pindala
Atrep mAU 1. kalibreerimislahuse piigi pindala vaartus koos korduvusest tingitud
maaramatuse komponent
Atriiv mAU  [1. kalibreerimislahuse piigi pindala trivist tingitud maaramatuse
komponent
Adint mAU 1. kalibreerimislahuse piigi pindala integreerimisest tingitud
maaramatuse komponent
A, mAU 2. kalibreerimislahuse piigi pindala
Agrep mAU 2. kalibreerimislahuse piigi pindala vaartus koos korduvusest tingitud
maaramatuse komponent
Aotriiv mMAU [ 2. kalibreerimislahuse piigi pindala trivist tingitud maaramatuse
komponent
Aint mAU 2. kalibreerimislahuse piigi pindala integreerimisest tingitud
maaramatuse komponent
Az mAU 3. kalibreerimislahuse piigi pindala
Aszrep mAU 3. kalibreerimislahuse piigi pindala vaartus koos korduvusest tingitud
madaramatuse komponent
Asiriiv mAU  |3. kalibreerimislahuse piigi pindala trivist tingitud maaramatuse
komponent
Agint mAU  |3. kalibreerimislahuse piigi pindala integreerimisest tingitud
madaramatuse komponent
Ay mAU |4, kalibreerimislahuse piigi pindala
Asrep mAU |4, kalibreerimislahuse piigi pindala vaartus koos korduvusest tingitud
maaramatuse komponent
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Sudaan | maaramine vedelikkromatograafiliselt kastmes kontsentratsioonil

19,4mg/kg
Quantity Unit Definition
Astriiv mAU |4, kalibreerimislahuse piigi pindala trivist tingitud maéaramatuse
komponent
Asint mAU  [4. kalibreerimislahuse piigi pindala integreerimisest tingitud
maaramatuse komponent
As mAU 5. kalibreerimislahuse piigi pindala
Asrep mAU 5. kalibreerimislahuse piigi pindala vaartus koos korduvusest tingitud
maaramatuse komponent
Asyiiv mAU |5. kalibreerimislahuse piigi pindala trivist tingitud maaramatuse
komponent
Asit mAU  |5. kalibreerimislahuse piigi pindala integreerimisest tingitud
maaramatuse komponent
Ag mAU 6. kalibreerimislahuse piigi pindala
Asrep mAU 6. kalibreerimislahuse piigi pindala vaartus koos korduvusest tingitud
maaramatuse komponent
Agtriiv mAU  |6. kalibreerimislahuse piigi pindala trivist tingitud maaramatuse
komponent
Agint mAU  |6. kalibreerimislahuse piigi pindala integreerimisest tingitud

maéaramatuse komponent

>AC | mAU*mg/l|abisuurus regressiooni jaoks

C, mg/l 1. kalibreerimilahuse kontsentratsioon
C, mg/| 2. kalibreerimilahuse kontsentratsioon
(O mg/l 3. kalibreerimilahuse kontsentratsioon
Cy
Cs mg/I 5. kalibreerimilahuse kontsentratsioon
Cs mg/I| 6. kalibreerimilahuse kontsentratsioon
keskC mg/I abisuurus regressiooni jaoks
n thikuta |punktide arv regressioonisirgel
keskA AU abisuurus regressiooni jaoks
¥CC m92/I2 abisuurus regressiooni jaoks
C: Result
Aproov- Interim Result
by: Interim Result
by: Interim Result
L: Type B rectangular distribution

Value: 1.94 I/kg
Halfwidth of Limits: 0.0194 I/kg
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Sudaan | maaramine vedelikkromatograafiliselt kastmes kontsentratsioonil
19,4mg/kg

R: Type B normal distribution
Value: 0.923 Uhikuta
Expanded Uncertainty: 0.0307 Uhikuta
Coverage Factor: 1

R maaramatus kujutab endast proovi ettevalmistamise maaramatust ja sellisena sisaldab ka
suuremat osa meetodi summaarsest korratavuse maéramatusest. Antud juhul on saagis 92,3%
ja saagise standardmaaramatus on 3,07%.

Aproovrep: Type A
Method of observation: Direct
Number of observations: 6

No. [ Observation
412.46
456.32
441.96
437.89
434.92
6 429.23

Arithmetic Mean: 435.46 mAU
Standard Deviation: 15 mAU
Standard Uncertainty: 5.92 mAU
Degrees of Freedom: 5

AW |IN|PF

Eeldatakse, et pindala korduvuse méaaramatus on umbes + 1% pindalast

Aprootriiv: Type B rectangular distribution

Value: 0 mAU
Halfwidth of Limits: 4.35 mAU

Eeldatakse, et triivist tingitud méaaramatuspole lle 1% pindalast

Aproovint: Type B rectangular distribution

Value: 0 mAU
Halfwidth of Limits: 4.35 mAU

Eeldatakse, et integreerimisest tingitud méaramatus on 1% pindalast

Aq Interim Result
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Sudaan | maaramine vedelikkromatograafiliselt kastmes kontsentratsioonil
19,4mg/kg

Alrep: Type A
Method of observation: Direct
Number of observations: 2

No. Observation
1 1.06827
2 1.15015

Arithmetic Mean: 1.1092 mAU
Standard Deviation: 0.058 mAU
Standard Uncertainty: 0.0409 mAU
Degrees of Freedom: 1

Eeldatakse, et pindala korduvuse mééramatus on umbes * 1% pindalast

Axi: Type B rectangular distribution
Value: 0 mAU
Halfwidth of Limits: 0.011 mAU

Eeldatakse, et triivist tingitud méaaramatuspole lUle 1% pindalast

Adint: Type B rectangular distribution
Value: 0 mAU
Halfwidth of Limits: 0.011 mAU

Eeldatakse, et integreerimisest tingitud m&aramatus on 1% pindalast

A Interim Result

A2rep: Type A
Method of observation: Direct
Number of observations: 2

No. Observation
1 2.61128
2 2.53339

Arithmetic Mean: 2.5723 mAU
Standard Deviation: 0.055 mAU
Standard Uncertainty: 0.0389 mAU
Degrees of Freedom: 1

Eeldatakse, et pindala korduvuse maaramatus on umbes * 1% pindalast

Astiiy: Type B rectangular distribution
Value: 0 mAU
Halfwidth of Limits: 0.026 mAU

Eeldatakse, et triivist tingitud méaaramatuspole lle 1% pindalast

Aint: Type B rectangular distribution
Value: 0 mAU
Halfwidth of Limits: 0.026 mAU
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Sudaan | maaramine vedelikkromatograafiliselt kastmes kontsentratsioonil
19,4mg/kg

Eeldatakse, et integreerimisest tingitud maaramatus on 1% pindalast

Ag: Interim Result

A3rep: Type A
Method of observation: Direct
Number of observations: 2

No. Observation
1 11.26932
2 11.36599

Arithmetic Mean: 11.3177 mAU
Standard Deviation: 0.068 mAU
Standard Uncertainty: 0.0483 mAU
Degrees of Freedom: 1

Eeldatakse, et pindala korduvuse méaaramatus on umbes + 1% pindalast

Aspiy- Type B rectangular distribution
Value: 0 mAU
Halfwidth of Limits: 0.11 mAU

Eeldatakse, et triivist tingitud m&&ramatuspole lle 1% pindalast

Asint: Type B rectangular distribution
Value: 0 mAU
Halfwidth of Limits: 0.11 mAU

Eeldatakse, et integreerimisest tingitud méaramatus on 1% pindalast

Ay Interim Result

Asrep: Type A
Method of observation: Direct
Number of observations: 2

No. Observation
1 92.68539
2 94.89207

Arithmetic Mean: 93.79 mAU
Standard Deviation: 1.6 mAU
Standard Uncertainty: 1.10 mAU
Degrees of Freedom: 1

Astiiv- Type B rectangular distribution
Value: 0 mAU
Halfwidth of Limits: 0.94 mAU
Agint: Type B rectangular distribution
Value: 0 mAU

Halfwidth of Limits: 0.94 mAU
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Sudaan | maaramine vedelikkromatograafiliselt kastmes kontsentratsioonil
19,4mg/kg

As: Interim Result

Asrep: Type A
Method of observation: Direct
Number of observations: 2

No. Observation
1 237.26430
2 235.24008

Arithmetic Mean: 236.25 mAU
Standard Deviation: 1.4 mAU
Standard Uncertainty: 1.01 mAU
Degrees of Freedom: 1

Eeldatakse, et pindala korduvuse maaramatus on umbes + 1% pindalast

Asiy- Type B rectangular distribution
Value: 0 mAU
Halfwidth of Limits: 2.36 mAU

Eeldatakse, et triivist tingitud m&&ramatuspole lle 1% pindalast

Asiny: Type B rectangular distribution
Value: 0 mAU
Halfwidth of Limits: 2.36 mAU

Eeldatakse, et integreerimisest tingitud méaramatus on 1% pindalast

Ag: Interim Result

A6rep: Type A
Method of observation: Direct
Number of observations: 2

No. Observation
1 472.14389
2 477.84692

Arithmetic Mean: 475.00 mAU
Standard Deviation: 4.0 mAU
Standard Uncertainty: 2.85 mAU
Degrees of Freedom: 1

Eeldatakse, et pindala korduvuse méaaramatus on umbes + 1% pindalast

Astriiv- Type B rectangular distribution
Value: 0 mAU
Halfwidth of Limits: 4.75 mAU

Eeldatakse, et triivist tingitud m&&ramatuspole lle 1% pindalast
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Sudaan | maaramine vedelikkromatograafiliselt kastmes kontsentratsioonil
19,4mg/kg

Asint: Type B rectangular distribution
Value: 0 mAU
Halfwidth of Limits: 4.75 mAU

Eeldatakse, et integreerimisest tingitud méaramatus on 1% pindalast

XAC: Interim Result

Cy: Type B normal distribution
Value: 0.03125 mg/l
Expanded Uncertainty: 0.0003125 mg/I
Coverage Factor: 1

Cy: Type B normal distribution
Value: 0.0625 mg/l
Expanded Uncertainty: 0.000625 mg/I
Coverage Factor: 1

Cs: Type B normal distribution
Value: 0.25 mg/I
Expanded Uncertainty: 0.0025 mg/I
Coverage Factor: 1

Ca: Type B normal distribution
Value: 2.0
Expanded Uncertainty: 0.02
Coverage Factor: 1

Cs: Type B normal distribution
Value: 5 mg/I
Expanded Uncertainty: 0.05 mg/I
Coverage Factor: 1

Ce: Type B normal distribution
Value: 10 mg/I|
Expanded Uncertainty: 0.1 mg/I
Coverage Factor: 1

keskC: Interim Result
n: Constant
Value: 6 Uhikuta
keskA: Interim Result
2CC: Interim Result
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Sudaan | maaramine vedelikkromatograafiliselt kastmes kontsentratsioonil

19,4mg/kg
Uncertainty Budget:
Quantity Value Standard Distributio | Sensitivity Uncertainty | Index
Uncertainty n Coefficient | Contribution
L 1.9400 I/kg 0.0112 l/kg | rectangular 9.9 0.11 mg/kg | 2.2 %
0.9230 Uhikuta 0.0307 normal -21 -0.64 mg/kg [72.6 %
Uhikuta
Aproov'€P 435.46 mAU 5.92 mAU normal 0.044 0.26 mg/kg |[12.1 %
Aproovtriiv 0.0 mAU 2.51 mAU |rectangular 0.044 0.11mg/kg | 2.2%
Aproovint 0.0 mAU 2.51 mAU |rectangular 0.044 0.11mg/kg | 2.2%
Atrep 1.1092 mAU | 0.0409 mAU | normal 2.7-10° 110-10° | 0.0 %
mg/kg
ALy 0.0 mAU 6.35-10° |rectangular| 2.7-10% |17-10° mg/kg| 0.0 %
mAU
Alint 0.0 mAU 6.35-10% |[rectangular| 2.7.10° [17-10° mg/kg| 0.0 %
mAU
Asrep 2.5723 MAU | 0.0389 mAU | normal 2.6-10° 100-10° | 0.0 %
mg/kg
Asiin 0.0 mAU 0.0150 mAU |rectangular| 2.6-10° [39-10° mg/kg | 0.0 %
Aot 0.0 mAU 0.0150 mAU |rectangular| 2.6-10° [39-10° mg/kg| 0.0 %
Asrep 11.3177 mAU | 0.0483 mAU | normal 1.9-10°  [93-10° mg/kg | 0.0 %
Asyiiy 0.0 mAU 0.0635 mAU |rectangular| 1.9-10° 120-10° | 0.0 %
mg/kg
Agine 0.0 mAU 0.0635 mAU |rectangular| 1.9-10° 120-10° | 0.0 %
mg/kg
Asrep 93.79 mAU 1.10 mAU normal -4.2:10° -4.7-10° | 0.0%
mg/kg
Asginy 0.0 mAU 0.543 mMAU |rectangular| -4.2-10° -2.3:10° [ 0.0%
mg/kg
Agint 0.0 mAU 0.543 mAU |rectangular| -4.2.10° -2.3:10° | 0.0%
mg/kg
Asrep 236.25 mAU 1.01 mAU normal -0.015 -0.015 mg/kg | 0.0 %
Asyiiv 0.0 mAU 1.36 mAU |rectangular -0.015 -0.020 mg/kg | 0.0 %
Asint 0.0 mAU 1.36 mAU |rectangular -0.015 -0.020 mg/kg | 0.0 %
Asrep 475.00 mAU 2.85 mAU normal -0.032 -0.092 mg/kg | 1.5 %
Agtriiv 0.0 mAU 2.74 mAU |rectangular -0.032 -0.089 mg/kg | 1.4 %
Agint 0.0 mAU 2.74 mAU |rectangular -0.032 -0.089 mg/kg | 1.4 %
C, 0.031250 mg/l |312-10°mg/l| normal -0.13 -40-10° 0.0 %
mg/kg
C, 0.062500 mg/l {625-10° mg/I| normal -0.12 -78-10° 0.0 %
mg/kg
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Sudaan | maaramine vedelikkromatograafiliselt kastmes kontsentratsioonil

19,4mg/kg
Quantity Value Standard Distributio | Sensitivity Uncertainty | Index
Uncertainty n Coefficient | Contribution
Cs 0.25000 mg/l 2.50-10° normal -0.092 -230-10° | 0.0%
mg/I mg/kg
Cq 2.0000 0.0200 normal 0.20 4.1-10°3 0.0 %
mg/kg
Cs 5.0000 mg/I 0.0500 mg/I normal 0.71 0.035 mg/kg | 0.2 %
Cs 10.000 mg/I 0.100 mg/l normal 15 0.15mg/kg | 4.2 %
n 6.0 Uhikuta
C 19.290 mg/kg | 0.754 mg/kg
Result:  Quantity: C

Value: 19.3 mg/kg

Expanded Uncertainty: £1.5 mg/kg
Coverage Factor: 2.00

Coverage: manual
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Sudaan Il maéaramine vedelikkromatograafiliselt kastmes kontsentratsioonil
47,5 mg/kg (valgusest tingitud efekt)

Sudaan Il m&aramine vedelikkromatograafiliselt kas  tmes
kontsentratsioonil 47,5 mg/kg (valgusest tingitud efekt)

ALUS: F. Calibani, M. Careri, L. Elviri, A. Mangia, |. Zagnoni, Accurate mass measurements for
confirmation of Sudan azo-dyes in hot chilli products by capillary liquid
chromatography-electrospray tandem quadrupole orthogonalacceration time of light mass
spectrometry. Journal of Chromatography A, 1058 (2004) 127-135.

KASUTUSALA: Kaesolevat meetodit kasutatakse rasvlahustuvate siinteetiliste asovarvainete
Sudaan I-IV maaramiseks maitseainesegudes ja kastmetes.

POHIMOTE: Proovidest ekstraheeritakse Sudaan I-IV atsetooniga ning proovid viiakse I6puks
eluenti. Proovides Sudaan I-1V sisaldus maératakse vedelikkromatograafiliselt

Model Equation:
{Pdhivdrrand}

C= ((Aproov'bo)/bl)*L/R;
{Kromatograafilised mé6tmised

eeldame, et kbikide mddtmiste maaramatus koosneb kolmest komponendist (vaatleme
seda Aygeyi Naitel):

-korduvuse maaramatus (Ap oo l€P);

-detektori triivist pShjustatud maaramatus (Aprooutriiv);
-integreerimise ebaoptimaalsusest tingitud maaramatus (A,qoyint)}
{Proovi piigi pindala}

Aproov=Pproo€PHApraotliVEAy oo int+A;

{Kalibreerimisgraafiku piikide pindalad}
A1=Arrept Attt AtintArvs
A=Asrept Aot Azintt Aoy
As=Aszrept Azt Azintt Asv;
As=AgreptAstrint Psintt Asv;
As=AsreptAstriiyt Asintt Asy;

As=AsreptAstrivt AsintT Aesv;

{Regressioonisirge vorrrandid}
SAC=C,*A;+C,*Ar+C3*Ag+C *As+C*Ast+Co*Ag;
keskC=(C;+C,+C3+C,+C5+Cg)/n;
keskA=(A;+A,+Az+A,+As+AE)/N;
$CC=C,*C,+C,*Cy+C4*Cy+C,*C,+Cs*Cs+Cg*C;
b,=(2AC-n*keskC*keskA)/(ZCC-n*keskC*keskC);
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Sudaan Il maéaramine vedelikkromatograafiliselt kastmes kontsentratsioonil
47,5 mg/kg (valgusest tingitud efekt)

by=keskA-b;*keskC;

List of Quantities:
Quantity Unit Definition

C mg/ kg véarvi kontsentratsioon
Aproov mAU proovilahuse piigi pindala
bo mAU regresioonisirge vabaliige
b,y MAU*I/mg | regressioonisirge téus
L I’kg lahjendusfaktor
R Uhikuta | recovery
Aproovrep mAU proovilahuse piigi pindala koos korduvusest tingitud maéaramatuse

komponendiga

AproovtriiV mAU proovilahuse piigi pindala korduvusest tingitud méaramatuse komponent

Aproovint mAU proovilahuse piigi pindala imardamisest tingitud maaramatuse
komponent
AV mAU proovilahuse piigi pindala valgusest tingitud méaramatuse komponent
Aq mAU 1. kalibreerimislahuse piigi pindala
Alrep mAU 1. kalibreerimislahuse piigi pindala vaartus koos korduvusest tingitud

maaramatuse komponent

Aqi mAU 1. kalibreerimislahuse piigi pindala trivist tingitud maaramatuse
1triiv
komponent
Adint mAU 1. kalibreerimislahuse piigi pindala integreerimisest tingitud
maaramatuse komponent
Ay mAU 1.kalibreerimislahuse piigi pindala valgusest tingitud maaramatuse komponent
A mAU 2. kalibreerimislahuse piigi pindala
2 pigrp
A2rep mAU 2. kalibreerimislahuse piigi pindala vaartus koos korduvusest tingitud

maaramatuse komponent

Aovity mAU 2. kalibreerimislahuse piigi pindala trivist tingitud maaramatuse
komponent
Aoint mAU 2. kalibreerimislahuse piigi pindala integreerimisest tingitud
maaramatuse komponent
A2v mAU 2.kalibreerimislahuse piigi pindala valgusest tingitud maaramatuse komponent
Az mAU 3. kalibreerimislahuse piigi pindala
A3rep mAU 3. kalibreerimislahuse piigi pindala véértus koos korduvusest tingitud

maaramatuse komponent

Azity mAU 3. kalibreerimislahuse piigi pindala trivist tingitud maaramatuse
komponent
Azint mAU 3. kalibreerimislahuse piigi pindala integreerimisest tingitud

maaramatuse komponent

A3v mAU 3.kalibreerimislahuse piigi pindala valgusest tingitud maaramatuse komponen
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Sudaan Il maéaramine vedelikkromatograafiliselt kastmes kontsentratsioonil
47,5 mg/kg (valgusest tingitud efekt)

Quantity Unit Definition

Ay mAU 4. kalibreerimislahuse piigi pindala
A4rep mAU 4. kalibreerimislahuse piigi pindala vaartus koos korduvusest tingitud
maéaramatuse komponent
Astriiy mAU 4. kalibreerimislahuse piigi pindala trivist tingitud maaramatuse
komponent
Asint mAU 4. kalibreerimislahuse piigi pindala integreerimisest tingitud

maaramatuse komponent

Adv mAU 4 kalibreerimislahuse piigi pindala valgusest tingitud maaramatuse komponent
Ag mAU 5. kalibreerimislahuse piigi pindala
A5rep mAU 5. kalibreerimislahuse piigi pindala vaartus koos korduvusest tingitud
maaramatuse komponent
Acyiiy mAU 5. kalibreerimislahuse piigi pindala trivist tingitud maaramatuse
komponent
Asgint mAU 5. kalibreerimislahuse piigi pindala integreerimisest tingitud
maaramatuse komponent
Ac, MAU| 5 .kalibreerimislahuse piigi pindala valgusest tingitud maaramatuse komponent
Ag mAU 6. kalibreerimislahuse piigi pindala
Aﬁrep mAU 6. kalibreerimislahuse piigi pindala vaartus koos korduvusest tingitud
maaramatuse komponent
Agtrity MAU  [6. kalibreerimislahuse piigi pindala trivist tingitud maaramatuse
komponent
Agint mAU 6. kalibreerimislahuse piigi pindala integreerimisest tingitud

maaramatuse komponent

A6v mAU 6.kalibreerimislahuse piigi pindala valgusest tingitud maaramatuse komponent

>AC mMAU*mg/l| abisuurus regressiooni jaoks

Cl mg/l 1. kalibreerimilahuse kontsentratsioon
Cz mg/l 2. kalibreerimilahuse kontsentratsioon
C3 mg/l 3. kalibreerimilahuse kontsentratsioon
C, mg/l 4. kalibreerimilahuse kontsentratsioon
C5 mg/l 5. kalibreerimilahuse kontsentratsioon
C6 mg/l 6. kalibreerimilahuse kontsentratsioon
keskC mg/l abisuurus regressiooni jaoks
n Uhikuta punktide arv regressioonisirgel
keskA AU abisuurus regressiooni jaoks
>CC mg2/I2 abisuurus regressiooni jaoks
C: Result
Aproov: Interim Result

Date: 05/14/2007 File: Sud3m Page 3 of 11

Generated with GUM Workbench TrainMiC Version 1.3.3.132



Sudaan Il maéaramine vedelikkromatograafiliselt kastmes kontsentratsioonil
47,5 mg/kg (valgusest tingitud efekt)

bo: Interim Result

by: Interim Result

L: Type B rectangular distribution
Value: 9.5 I/kg

Halfwidth of Limits: 0.095 I/kg

R: Type B normal distribution
Value: 0.707 Ghikuta
Expanded Uncertainty: 0.0269 Uhikuta
Coverage Factor: 1

R maaramatus kujutab endast proovi ettevalmistamise maaramatust ja sellisena sisaldab ka
suuremat osa meetodi summaarsest korratavuse madramatusest. Antud juhul on saagis 70,7%
ja saagise standardmaaramatus on 2,69%.

Aproovrep: Type A
Method of observation: Direct
Number of observations: 6

No. | Observation
226.27
209.46
227.38
230.70
231.29
6 217.13

Arithmetic Mean: 223.70 mAU
Standard Deviation: 8.6 mAU
Standard Uncertainty: 3.52 mAU
Degrees of Freedom: 5

QW |IN|PF

Eeldatakse, et pindala korduvuse maaramatus on umbes * 1% pindalast

Aprooutriiv: Type B rectangular distribution

Value: 0 mAU
Halfwidth of Limits: 2.24 mAU

Eeldatakse, et triivist tingitud méaaramatuspole lle 1% pindalast

Aproovint: Type B rectangular distribution

Value: 0 mAU
Halfwidth of Limits: 2.24 mAU

Eeldatakse, et integreerimisest tingitud m&&ramatus on 1% pindalast

Ay Type B rectangular distribution
Value: 0
Halfwidth of Limits: 26.2
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Sudaan Il maéaramine vedelikkromatograafiliselt kastmes kontsentratsioonil
47,5 mg/kg (valgusest tingitud efekt)

Valgusest tingitud maaramatus 11,7 %

A Interim Result

Airep: Type A

Method of observation: Direct

Number of observations: 2

No. Observation
1 1.6148
2 1.59678

Arithmetic Mean: 1.60579 mAU
Standard Deviation: 0.013 mAU
Standard Uncertainty: 9.01-10° mAU
Degrees of Freedom: 1

Eeldatakse, et pindala korduvuse maaramatus on umbes + 1% pindalast

Axtiiv- Type B rectangular distribution
Value: 0 mAU
Halfwidth of Limits: 0.016 mAU

Eeldatakse, et triivist tingitud m&&ramatuspole lle 1% pindalast

Afint: Type B rectangular distribution
Value: 0 mAU
Halfwidth of Limits: 0.016 mAU

Eeldatakse, et integreerimisest tingitud méaramatus on 1% pindalast

Ay Type B rectangular distribution
Value: 0
Halfwidth of Limits: 0.117

Valgusest tingitud maaramatus on 11,7 %

A Interim Result

AZrep: Type A
Method of observation: Direct
Number of observations: 2

No. Observation
1 3.16241
2 3.05987

Arithmetic Mean: 3.1111 mAU
Standard Deviation: 0.073 mAU
Standard Uncertainty: 0.0513 mAU
Degrees of Freedom: 1

Eeldatakse, et pindala korduvuse mééramatus on umbes * 1% pindalast
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Sudaan Il maéaramine vedelikkromatograafiliselt kastmes kontsentratsioonil
47,5 mg/kg (valgusest tingitud efekt)

Astiiy: Type B rectangular distribution
Value: 0 mAU
Halfwidth of Limits: 0.031 mAU

Eeldatakse, et triivist tingitud méaéramatuspole lle 1% pindalast

Aint: Type B rectangular distribution
Value: 0 mAU
Halfwidth of Limits: 0.031 mAU

Eeldatakse, et integreerimisest tingitud maaramatus on 1% pindalast

Ay Type B rectangular distribution
Value: 0
Halfwidth of Limits: 0.117

Valgusest tingitud maaramatus on 11,7 %

A Interim Result

A3rep: Type A
Method of observation: Direct
Number of observations: 2

No. Observation
1 14.26104
2 13.99874

Arithmetic Mean: 14.130 mAU
Standard Deviation: 0.19 mAU
Standard Uncertainty: 0.131 mAU
Degrees of Freedom: 1

Eeldatakse, et pindala korduvuse mééramatus on umbes * 1% pindalast

Astiiy: Type B rectangular distribution
Value: 0 mAU
Halfwidth of Limits: 0.14 mAU

Eeldatakse, et triivist tingitud méaaramatuspole lUle 1% pindalast

Asint: Type B rectangular distribution
Value: 0 mAU
Halfwidth of Limits: 0.14 mAU

Eeldatakse, et integreerimisest tingitud m&aramatus on 1% pindalast

Az Type B rectangular distribution
Value: O
Halfwidth of Limits: 0.117

Valgusest tingitud maaramatus on 11,7 %
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Sudaan Il maéaramine vedelikkromatograafiliselt kastmes kontsentratsioonil
47,5 mg/kg(valgusest tingitud efekt)

A Interim Result

Agrep: Type A
Method of observation: Direct

Number of observations: 2

No. Observation
1 122.10596
2 121.87003

Arithmetic Mean: 121.988 mAU
Standard Deviation: 0.17 mAU
Standard Uncertainty: 0.118 mAU
Degrees of Freedom: 1

Astiiv- Type B rectangular distribution
Value: 0 mAU
Halfwidth of Limits: 1.22 mAU

Agint: Type B rectangular distribution
Value: 0 mAU
Halfwidth of Limits: 1.22 mAU

Ay Type B rectangular distribution
Value: 0
Halfwidth of Limits: 0.117

Valgusest tingitud maaramatus on 11,7 %

As: Interim Result

ASrep: Type A
Method of observation: Direct
Number of observations: 2

No. Observation
1 308.87805
2 307.85706

Arithmetic Mean: 308.368 mAU
Standard Deviation: 0.72 mAU
Standard Uncertainty: 0.510 mAU
Degrees of Freedom: 1

Eeldatakse, et pindala korduvuse maaramatus on umbes * 1% pindalast

Asiy: Type B rectangular distribution
Value: 0 mAU
Halfwidth of Limits: 3.08 mAU

Eeldatakse, et triivist tingitud méaaramatuspole lUle 1% pindalast
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Sudaan Il maéaramine vedelikkromatograafiliselt kastmes kontsentratsioonil
47,5 mg/kg (valgusest tingitud efekt)

Asint: Type B rectangular distribution
Value: 0 mAU
Halfwidth of Limits: 3.08 mAU

Eeldatakse, et integreerimisest tingitud méaramatus on 1% pindalast

Asy. Type B rectangular distribution
Value: O
Halfwidth of Limits: 0.117

Valgusest tingitud maaramatus on 11,7 %

Ag: Interim Result

Asrep: Type A

Method of observation: Direct

Number of observations: 2

No. Observation
1 640.74762
2 641.21002

Arithmetic Mean: 640.979 mAU
Standard Deviation: 0.33 mAU
Standard Uncertainty: 0.231 mAU
Degrees of Freedom: 1

Eeldatakse, et pindala korduvuse maaramatus on umbes + 1% pindalast

Astriv- Type B rectangular distribution
Value: 0 mAU
Halfwidth of Limits: 6.41 mAU

Eeldatakse, et triivist tingitud m&&ramatuspole lle 1% pindalast

Agint: Type B rectangular distribution
Value: 0 mAU
Halfwidth of Limits: 6.41 mAU

Eeldatakse, et integreerimisest tingitud méaramatus on 1% pindalast

Agy: Type B rectangular distribution
Value: 0
Halfwidth of Limits: 0.117

Valgusest tingitud maaramatus on 11,7 %

2AC: Interim Result

Cy: Type B normal distribution
Value: 0.03125 mg/l
Expanded Uncertainty: 0.0003125 mg/I
Coverage Factor: 1
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Sudaan Il maéaramine vedelikkromatograafiliselt kastmes kontsentratsioonil
47,5 mg/kg (valgusest tingitud efekt)

Cy: Type B normal distribution
Value: 0.0625 mg/I
Expanded Uncertainty: 0.000625 mg/I
Coverage Factor: 1

Ca: Type B normal distribution
Value: 0.25 mg/I
Expanded Uncertainty: 0.0025 mg/I
Coverage Factor: 1

Cy: Type B normal distribution
Value: 2.0
Expanded Uncertainty: 0.02
Coverage Factor: 1

Cs: Type B normal distribution
Value: 5 mg/l
Expanded Uncertainty: 0.05 mg/I
Coverage Factor: 1

Ce: Type B normal distribution
Value: 10 mg/l
Expanded Uncertainty: 0.1 mg/I
Coverage Factor: 1

keskC: Interim Result
n: Constant
Value: 6 Uhikuta
keskA: Interim Result
ZCC: Interim Result
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Sudaan Il maéaramine vedelikkromatograafiliselt kastmes kontsentratsioonil

47,5 mg/kg(valgusest tingitud efekt)

Uncertainty Budget:

Quantity Value Standard Distributio | Sensitivity Uncertainty | Index
Uncertainty n Coefficient | Contribution
L 9.5000 l/kg 0.0548 I/kg | rectangular 5.0 0.28 mg/kg | 0.5 %
0.7070 Uhikuta 0.0269 normal -68 -1.8 mg/kg [23.0%
thikuta

Aproov'€P |  223.70 mAU 3.52 mAU normal 0.21 0.74mg/kg | 3.8%

Aprootriiv 0.0 mAU 1.29 mAU |rectangular 0.21 0.27 mg/kg | 0.5%

Aproovint 0.0 mAU 1.29 mAU | rectangular 0.21 0.27 mg/kg | 0.5%

A, 0.0 15.1 rectangular 0.21 3.2mg/kg |70.4 %

Adrep 1.60579 mAU 9.01-10° normal -0.030 -270-10° 0.0 %
mAU mg/kg

Altiiv 0.0 mAU 9.24.10° | rectangular -0.030 -280-10° 0.0 %
mAU mg/kg

Alint 0.0 mAU 9.24.10° | rectangular -0.030 -280-10° 0.0 %
mAU mg/kg

Ay 0.0 0.0675 rectangular -0.030 -2.0-10° 0.0%
mg/kg

Agrep 3.1111 mAU 0.0513 mAU | normal -0.030 -1.5-10° 0.0 %
mg/kg

Aoviiv 0.0 mAU 0.0179 mAU | rectangular -0.030 -540-10° 0.0 %
mg/kg

Aoint 0.0 mAU 0.0179 mAU | rectangular -0.030 -540-10° 0.0 %
mg/kg

A,y 0.0 0.0675 rectangular -0.030 -2.0-10° 0.0%
mg/kg

Asrep 14.130 mAU 0.131 mAU normal -0.030 -4.0-10° 0.0 %
mg/kg

Asyiiv 0.0 mAU 0.0808 mAU | rectangular -0.030 -2.5-10° 0.0%
mg/kg

Agint 0.0 mAU 0.0808 mAU | rectangular -0.030 -2.5.10° 0.0 %
mg/kg

As, 0.0 0.0675 |rectangular| -0.030 -2.1:10° [ 0.0%
mg/kg

Asrep 121.988 mAU 0.118 mAU normal -0.033 -3.9-10° 0.0 %
mg/kg

Astriiv 0.0 mAU 0.704 mAU |[rectangular -0.033 -0.024 mg/kg | 0.0 %

Asint 0.0 mAU 0.704 mAU |[rectangular -0.033 -0.024 mg/kg | 0.0 %

Ay 0.0 0.0675 rectangular -0.033 -2.3:10° 0.0%
mg/kg

Asrep 308.368 mAU 0.510 mAU normal -0.039 -0.020 mg/kg | 0.0 %
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Sudaan Il maéaramine vedelikkromatograafiliselt kastmes kontsentratsioonil
47,5 mg/kg (valgusest tingitud efekt)

Quantity Value Standard Distributio | Sensitivity Uncertainty | Index
Uncertainty n Coefficient | Contribution
Asiiiv 0.0 mAU 1.78 mAU |rectangular -0.039 -0.069 mg/kg | 0.0 %
Asint 0.0 mAU 1.78 mAU |rectangular -0.039 -0.069 mg/kg | 0.0 %
Ag, 0.0 0.0675 rectangular -0.039 -2.6:10° 0.0 %
mg/kg
Aérep 640.979 mAU 0.231 mAU normal -0.047 -0.011 mg/kg | 0.0 %
Astriiv 0.0 mAU 3.70 mAU | rectangular -0.047 -0.18 mg/kg | 0.2 %
Agint 0.0 mAU 3.70 mAU | rectangular -0.047 -0.18 mg/kg | 0.2 %
Agy 0.0 0.0675 rectangular -0.047 -3.2.10° 0.0 %
mg/kg
C, 0.031250 mg/l {312:10° mg/l| normal 1.9 600.-10° 0.0%
mg/kg
C, 0.062500 mg/l |625-10° mg/I| normal 1.9 1.2.10° 0.0 %
mg/kg
C, 0.25000 mg/I 2.50-10° normal 1.9 4.9.10° 0.0%
mg/I mg/kg
C, 2.0000 0.0200 normal 2.1 0.043 mg/kg | 0.0 %
Cs 5.0000 mg/I 0.0500 mg/l normal 2.5 0.12mg/kg | 0.1 %
Ce 10.000 mg/I 0.100 mg/l normal 3.0 0.30 mg/kg | 0.6 %
n 6.0 Uhikuta
C 47.67 mg/kg 3.79 mg/kg
Result:  Quantity: C

Value: 47.7 mg/kg

Expanded Uncertainty: £7.6 mg/kg
Coverage Factor: 2.00

Coverage: manual
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