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KOMISSION DIREKTIIVI 98/64/EY,

annettu 3 piivind syyskuuta 1998,

yhteison maiiritysmenetelmistd rehujen aminohappojen, raakarasvan ja olakvin-
doksin mdiritystd varten ja direktiivin 71/393/ETY muuttamisesta

(ETA:n kannalta merkityksellinen teksti)

EUROOPAN YHTEISOJEN KOMISSIO, joka

ottaa huomioon Euroopan yhteisén perustamissopi-
muksen,

ottaa huomioon yhteisén niytteenotto- ja maaritysmene-
telmistd rehujen virallista tarkastusta varten 20 péaivina
heindkuuta 1970 annetun neuvoston direktiivin 70/
373/ETY ('), sellaisena kuin se on viimeksi muutettuna
Itdvallan, Suomen ja Ruotsin liittymisasiakirjalla, ja erityi-
sesti sen 2 artiklan,

sekid katsoo, ettd

direktiivissa 70/373/ETY saddetddn, ettd rehujen viralli-
sessa tarkastuksessa on kéytettdvd yhteison niytteenotto-
ja madritysmenetelmid rehujen laatua ja koostumusta
koskevissa laeissa, asetuksissa ja hallinnollisissa méarayk-
sissi olevien edellytysten noudattamisen toteamiseksi,

rehuseosten pitimisesta kaupan 2 péivind huhtikuuta
1979 annetussa neuvoston direktiivissa 79/373/ETY (%),
sellaisena kuin se on viimeksi muutettuna komission
direktiivilla 97/47/EY (%) ja erityisravinnoksi tarkoitetuista
rehuista 13 paivand syyskuuta 1993 annetussa neuvoston
direktiivissa 93/74/ETY (*), sellaisena kuin se on viimeksi
muutettuna direktiivilli 96/25/EY (%), sadadetdan amino-
happojen ja raakarasvan ilmoittamisesta rehujen péallys-
merkinndissa,

rehujen lisdaineista 23 paivind marraskuuta 1970 anne-
tussa neuvoston direktiivissd 70/524/ETY (%), sellaisena
kuin se on viimeksi muutettuna komission direktiivilld
98/19/EY (7), saadetdan, etti olakvindoksipitoisuus on
ilmoitettava paallysmerkinnéssd, jos titd ainetta lisatddn
rehuseoksiin,

yhteisén madritysmenetelméstd rehujen virallista tarkas-
tusta varten 18 pdivind marraskuuta 1971 annetussa
toisessa komission direktiivissa 71/393/ETY (%), sellaisena
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kuin se on viimeksi muutettuna direktiivilld 84/4/ETY (°),
vahvistetaan muun muassa raakarasvojen méairitysmene-
telmit; on aiheellista muuttaa kuvailtua menetelmis,

olisi laadittava yhteison médritysmenetelméd néiden ai-
neiden tarkastamiseksi, ja

tassd direktiivissd séddetyt toimenpiteet ovat pysyvin
rehukomitean lausunnon mukaiset,

ON ANTANUT TAMAN DIREKTIIVIN:

1 artikla

Jasenvaltioiden on sdddettivi siitd, ettd rehujen virallisessa
tarkastuksessa kéytettdvdt aminohappojen, raakarasvan ja
olakvindoksin pitoisuudet mairitetddn timén direktiivin
liitteesséd vahvistettujen menetelmien mukaisesti.

2 artikla

Korvataan komission direktiivin 71/393/ETY liitteessa
oleva 4 osa "Raakarasvan ja -6ljyn méiritys” timén direk-
tiivin liitteessd olevalla B osalla.

3 artikla

1. Jasenvaltioiden on saatettava timén direktiivin edel-
lyttamét lait, asetukset tai hallinnolliset maardykset
voimaan viimeistadn 31 pdivana joulukuuta 1998. Niiden
on ilmoitettava tistd komissiolle viipymatta.

Niiden on sovellettava kyseisid toimenpiteitd 1 paivéstd
tammikuuta 1999.

Niissd jasenvaltioiden antamissa saddoksissd on viitattava
tdhdn direktiiviin tai niithin on tehtdvi tillainen viittaus,
kun ne julkaistaan virallisesti. Jasenvaltioiden on siddet-
tdva siiti, miten viittaukset tehdian.

() BYVL L 15, 18.1.1984, s. 28
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2. Jasenvaltioiden on toimitettava tdssd direktiivissd
tarkoitetuista kysymyksistd antamansa keskeiset kansal-
liset sadnnokset komissiolle.

4 artikla
Téama direktiivi tulee voimaan kahdentenakymmenentena

péivani sen jilkeen, kun se on julkaistu Euroopan yhbtei-
sojen virallisessa lebdessd.

5 artikla

Tama direktiivi on osoitettu kaikille jasenvaltioille.

Tehty Brysselissi 3 pdivind syyskuuta 1998.

Komission puolesta
Franz FISCHLER

Komission jdsen
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LIITE

A OSA
AMINOHAPPOJEN MAARITYS

Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmilla voidaan médrittad rehujen vapaat aminohapot (synteettiset ja luonnon aminohapot) ja
kokonaisaminohapot (peptideihin kiinnittyneet ja vapaat) aminohappoanalysaattorilla. Sitd sovelletaan
seuraaviin aminohappoihin: kyst(e)iini, metioniini, lysiini, treoniini, alaniini, asparagiinihappo,
glutamiinihappo, glysiini, histidiini, isoleusiini, leusiini, fenyylialaniini, proliini, seriini, tyrosiini ja
valiini.

Menetelmi ei erota toisistaan aminohappojen suoloja eikd aminohappojen D- ja L-muotoja. Se ei
sovellu tryptofaanin eikd aminohappojen hydroksianalogien miaritykseen.

Periaate

Vapaat aminobapot

Lisityt vapaat aminohapot uutetaan laimealla suolahapolla. Mukana uuttuneet typpipitoiset
makromolekyylit saostetaan sulfosalisyylihapolla ja poistetaan suodattamalla. Suodatetun liuoksen pH
saddetdan arvoon 2,20. Aminohapot erotetaan ioninvaihtokromatografialla ja miaritetadn fotometrilla
ninhydriiniderivaattina aallonpituudella 570 nm.

Kokonaisaminobapot

Menetelmi valitaan tutkittavien aminohappojen mukaan. Kyst(e)iini ja metioniini on hapetettava
kysteiinihapoksi ja metioniinisulfoniksi ennen hydrolyysia. Tyrosiini on miaritettavd néytteists, joita ei
hapeteta ennen hydrolyysia. Kaikki muut kohdassa 1 mainitut aminohapot voidaan médrittda joko
hapetetusta tai hapettamattomasta naytteesta.

Hapettaminen tapahtuu 0 °Cissa permuurahaishapon ja fenolin seoksella. Hapetusreagenssin ylimaéra
hajotetaan natriumdisulfiitin avulla. Hapetettu tai hapettamaton nayte hydrolysoidaan suolahapon
(c=6 mol/l) avulla 23 tunnin ajan. Hydrolyysituotteen pH sidddetidn arvoon 2,20. Aminohapot
erotetaan  joninvaihtokromatografialla ~ ja  médritetian  fotometrilld  ninhydriiniderivaattina
aallonpituudella 570 nm (proliini 440 nm).

Reagenssit

Veden tulee olla kaksoistislattua tai vastaavan laatuista (johtokyky< 10 uS).

Vetyperoksidi, w = 30 %.

Muurahaishappo, w = 98 —100 %.

Fenoli.

Natriumdisulfiitti.

Natriumhydroksidi.

S-sulfosalisyylihappo-dihydraatti.

Suolahappo, tiheys noin 1,18 g/ml.

Trinatriumsitraatti-dihydraatti.

2,2'-tiodietanoli (tiodiglykoli).

Natriumkloridi.

Ninhydriini.

Petrolieetteri, kiechumisvili 40 —60 °C.

Norleusiini tai muu sopiva yhdiste, jota voidaan kdyttdd sisdisend standardina.

Typpikaasu (< 10 ppm happea).



19.9.98 Euroopan yhteis6jen virallinen lehti L 257/17

3.15  1-oktanoli.
3.16  Aminohapot.

3.16.1 Edellid kohdassa 1 luetellut standardiyhdisteet, jotka eivit sisalld kidevettd. Kuivataan tyhjiossd P,O:lla
tai H,SO,lla viikon ajan ennen kayttod.

3.16.2 Kysteiinihappo.
3.16.3 Metioniinisulfoni.

3.17  Natriumhydroksidiliuos ¢ = 7,5 mol/l:

liuotetaan 300 g NaOH (3.5) veteen ja laimennetaan 1 litraksi.

3.18  Natriumhydroksidiliuos ¢ = 1 mol/l:

liuotetaan 40 g NaOH (3.5) veteen ja laimennetaan 1 litraksi.

3.19  Muurahaishappo-fenoliliuos:

sekoitetaan 889 g muurahaishappoa (3.2) ja 111 g vettd ja lisatddn 4,73 g fenolia (3.3).

3.20  Hydrolyysiseos, ¢ = 6 mol HCI ja 1 g fenolia litrassa:

lisatadn 1 g fenolia (3.3) 492 ml:aan HCI (3.7) ja laimennetaan vedelld 1 litraksi.

321  Uuttoliuos, ¢ = 0,1 mol HCI ja 2 % tiodiglykolia litrassa:

laimennetaan 8,2 ml HCI (3.7) noin 900 ml:aan vettd, lisataan 20 ml tiodiglykolia (3.9) ja laimennetaan
vedelld yhdeksi litraksi (ei sekoiteta suoraan 3.7 ja 3.9).

322 S-sulfosalisyylihappo, 8 = 6 %:

liuotetaan 60 g S-sulfosalisyylihappoa (3.6) veteen ja laimennetaan vedelld litraksi.

3.23  Hapetusseos (perurahaishappo-fenoli):

sekoitetaan 0,5 ml vetyperoksidia (3.1) 4,5 mlaan fenoli-muurahaishappoliousta (3.19) pienessé
dekantterilasissa. Inkuboidaan 20 — 30 °C:ssa tunnin ajan, jotta saadaan permuurahaishappoa, annetaan
sitten jddhtyd jadvesihauteessa (15 min) ennen nidytteeseen lisddmista.

Varoitus: valtettavd ihokosketusta ja kéytettivd suojavaatteita.

324  Sitraattipuskuriliuos, ¢ = 0,2 mol Na*/l, pH 2,20:

liuotetaan 19,61 g natriumsitraattia (3.8), 5 ml tiodiglykolia (3.9), 1 g fenolia (3.3) ja 16,50 ml HCI (3.7)
noin 800 ml:aan vetti. Siadetddn pH arvoon 2,20. Laimennetaan vedelli yhdeksi litraksi.

3.25  Eluointipuskurit, valmistetaan analysaattorin vaatimusten mukaisesti (4.9).
3.26  Ninhydriinireagenssi, valmistetaan analysaattorin vaatimusten mukaisesti (4.9).
3.27  Aminohappojen standardiliuokset. Nama liuokset siilytetaan alle 5 °Cin lampétilassa.

3.27.1 Aminohappojen perusstandardiliuos (3.16.1), ¢ = 2,5 pumol/ml kutakin aminohappoa suolahapossa.
Saatavana kaupallisesti.

3.27.2 Kysteiinihapon ja metioniinisulfonin perusstandardilivos. ¢ = 1,25 pmol/ml.

Liuotetaan 0,2115 g kysteiinihappoa (3.16.2) ja 0,2265 g metioniinisulfonia (3.16.3) sitraattipuskuriin
(3.24) litran mittapullossa ja taytetddn merkkiin sitraattipuskurilla. Sailytetddn alle 5 °C:n lampétilassa
enintddn 12 kuukautta. T#4td liuosta ei tarvita, jos standardiliuos (3.27.1) sisiltda kysteiinihappoa ja
metioniinisulfonia.

3.27.3 Sisdisen standardin perusliuos, esimerkiksi norleusiini, ¢ = 20 pmol/ml.

Liuotetaan 0,6560 g norleusiinia (3.13) sitraattipuskuriin (3.24) ja taytetddn 250,0 mlksi sitraattipus-
kurilla (3.24). Siilytetaan alle 5°C:n lampétilassa enintidn 6 kuukautta.

3.27.4 Kalibrointiliuos hydrolysaateille: Kysteiinihappo ja metioniinisulfoni, ¢ = 5 nmol/50 pl, muut
aminohapot ¢ = 10 nmol/50 pl.
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Liuotetaan 2,2 g natriumkloridia (3.10) 30 ml:aan sitraattipuskuria (3.24) 100 ml:n dekantterilasissa.
Lisatadan 4,00 ml aminohappojen perusstandardiliuosta (3.27.1), 4,00 ml kysteiinihapon ja
metioniinisulfonin perusstandardiliuosta (3.27.2) ja tarvittaessa 0,50 ml sisdisen standardin perusliuosta
(3.27.3). Saadetain pH arvoon 2,20 natriumhydroksidilla (3.18).

Siirretdéin kvantitatiivisesti 50 ml:n mittapulloon, tiytetddn merkkiin sitraattipuskurilla (3.24) ja
sekoitetaan.

Sailytetdan alle 5°C:n lampétilassa enintdan 3 kuukautta.

Katso my6s huomautukset kohdassa 9.1.

Hydrolysaateille ja ekstrakteille, jotka on valmistettu kohtien (5.3.3.1) ja (5.2) mukaan, valmistetaan
aminohappojen standardilivos kohdan (3.27.4) mukaisesti jittimélld natriumkloridi pois.

Sdilytetdan alle 5 °C:n limpétilassa enintddn 3 kuukautta.

Laitteisto
100 mln tai 250 mln py6rokolvi, joka on varustettu pystyjadhdyttimelld.

Borosilikaattilasinen 100 ml:n pullo, jossa on kumi/teflontiivisteinen kierrettdva uuninkestava korkki
(esimerkiksi Duran, Schott).

Koneellisella ilmanvaihdolla varustettu ja limpotilaltaan saddettdva kuivausuuni, jonka tarkkuus on
parempi kuin + 2°C.

pH-mittari (lukemat kolmen desimaalin tarkkuudella).
Kalvosuodatin (0,2 wm).

Sentrifugi.

Py6réhaihdutin.

Mekaaninen ravistelija tai magneettisekoitin.

Aminohappoanalysaattori tai HPLC-laitteisto, joissa on ioninvaihtokolonni, vilineistd kolonnin
jalkeistd ninhydriiniderivointia varten ja fotometri.

Pylvis tiytetddn sellaisella sulfonoidulla polystyreenihartsilla, jolla voidaan erottaa eri aminohapot
toisistaan ja muista ninhydriinin kanssa reagoivista yhdisteistd. Puskuri- ja ninhydriinipumpun
virtausnopeuden stabiilisuuden tulee olla + 0,5 % ajanjaksona, jona analysoidaan seki standardiliuos
ettd nayte.

Tietyissdé aminohappoanalysaattoreissa voidaan kayttdd hydrolyysimenetelmid, jossa hydrolysaatin
natriumpitoisuus on ¢ = 0,8 mol/l ja se sisiltdéd nidin kaiken hapetuksessa jiljelle jaaneen
muurahaishapon. Muut laitteet eivit erota tyydyttavésti tiettyja aminohappoja, jos hydrolysaatti sisaltda
lilkaa muurahaishappoa ja/tai natriumionipitoisuus on suuri. Téssd tapauksessa hapon maaraa
vihennetdan haihduttamalla hydrolysaatti noin 5 ml:aan ennen pH:n sddtdmistd. Haihduttaminen on
tapahduttava tyhjiossd enintddn 40 °C:ssa.

Menetelma
Ndytteen valmistaminen
Nayte jauhetaan niin hienoksi, ettd se menee 0,5 mm:n seulan lapi. Naytteet, joiden kosteuspitoisuus

on suuri, on ilmakuivattava enintidn 50 °C:ssa tai pakastekuivaamalla ennen jauhamista. Niytteet,
joiden rasvapitoisuus on suuri, on uutettava petrolieetterilla (3.12) ennen jauhamista.

Vapaiden aminobappojen mddrittdminen rebuista ja esiseoksista

Punnitaan 0,2 mg:n tarkkuudella sopiva maéra (1 —5 g) jauhettua naytettd (5.1) erlenmeyerpulloon ja
lisatadn 100,0 ml uuttoliuosta (3.21). Ravistetaan seosta 60 minuuttia mekaanisella tai magneettisella
sekoittimella (4.8). Annetaan sakan laskeutua ja pipetoidaan 10,0 ml liuosta 100 ml:n dekantterilasiin.
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53.3.1

Lisatadan koko ajan sekoittaen 5,0 ml sulfosalisyylihappoliuosta (3.22) ja jatketaan sekoittamista viiden
minuutin ajan magneettisekoittajalla. Suodatetaan tai sentrifugoidaan liuos mahdollisen sakan
erottamiseksi. Pipetoidaan 10,0 ml saatua liuosta 100 ml:n dekantterilasiin, siddetdan pH arvoon 2,20
natriumhydroksidiliuoksella (3.18), huuhdotaan sopivan kokoiseen mittapulloon sitraattipuskurilla
(3.24) ja tdytetadin merkkiin puskuriliuoksella (3.24).

Jos kidytetadn sisdistd standardia, sitd (3.27.3) lisatdan 1,00 ml kutakin lopullisen liuoksen 100 ml:aa
kohden ja taytetddn merkkiin purskuriliuoksella (3.24).

Kromatografoidaan kohdan 5.4 mukaisesti.

Jos uutteita ei kromatografoida samana piivini, ne siilytetddn alle 5°Cin limpétilassa.
Kokonaisaminobappojen mddritys
Hapettaminen

Punnitaan 0,2 mgn tarkkuudella 0,1 grammasta yhteen grammaan jauhettua naytetta (5.1), jonka
typpipitoisuus on noin 10 mg ja kosteuspitoisuus enintidn 100 mg:

— 100 ml:n pyorékolviin (4.1) avointa hydrolyysia varten (5.3.2.3) tai

— 250 mln py6rokolviin (4.1) avointa hydrolyysid varten (5.3.3.1), jos tarvitaan alhaista
natriumpitoisuutta, tai

— 100 ml:n kierrekorkilliseen pulloon (4.2) suljettua hydrolyysid varten (5.3.2.4).

Asetetaan pyorokolvi tai pullo jaavesihauteeseen ja jaahdytetddn 0 °Ciseen; lisatdan 5 ml hapetusseosta
(3.23) ja sekoitetaan kaarevakirkiselld lasilastalla.

Suljetaan kolvi/pullo lastoineen ilmatiiviin kalvon avulla, asetetaan jaivesihaude niin suljettuine
astioineen 0 °:iseen jiakaappiin ja jitetddn sinne 16 tunniksi. Tamin jilkeen se otetaan jadkaapista ja
hajoitetaan hapetusreagenssin ylimaard lisaamalla 0,84 g natriumdisulfiittia (3.4).

Siirrytaan kohtaan 5.3.2.1.
Hydrolyysi

Hapetettujen néytteiden hydrolyysi

Edelld 5.3.1. kohdan mukaisesti valmistettuun hapetettuun naytteeseen lisitdan 25 ml hydrolyysiseosta
(3-20) huolehtien siit4, ettd astian seindmiin ja lastaan jadnyt nayte huuhdellaan pois. Riippuen valitusta
hydrolyysimenetelméstd jatketaan kohdasta 5.3.2.3 tai 5.3.2.4.

Hapettamattomien néytteiden hydrolyysi

Punnitaan 100 mln tai 200 mln pyorokolviin (4.1) tai 100 mln kierrekorkilliseen pulloon (4.2)
0,1 —1,0 g jauhettua naytettd (5.1) 0,2 mg:n tarkkuudella. Punnitun osanaytteen typpipitoisuuden olisi
oltava noin 10 mg. Lisatadn varovasti 25 ml hydrolyysiseosta (3.20) ja sekoitetaan niytteeseen.
Jatketaan joko kohdasta 5.3.2.3 tai kohdasta 5.3.2.4.

Avoin hydrolyysi

Lisatadn kolme lasikuulaa kolvissa olevaan seokseen (valmistettu 5.3.2.1 tai 5.3.2.2 kohdan mukaisesti)
ja keitetadn tasaisesti pystyjadhdyttdjin alla tasan 23 tuntia. Hydrolyysin jilkeen huuhdellaan jadhdytin
5 mlilla sitraattipuskuria (3.24). Kolvi irrotetaan ja se jadhdytetadn jaavesihauteessa. Jatketaan kohdasta
53.3.

Suljettu hydrolyysi

Asetetaan kohdan 5.3.2.1 tai 5.3.2.2 mukaisesti valmistettua néyteseosta sisiltdvd pullo uuniin (4.3)
110 °C:seen. Ensimmiisen tunnin aikana pideiddn kierrekorkki sulkematia pullon pddlld, jottei
kaasun muodostuksen vuoksi syntyisi painetta ja jotta véltyttdisiin rajahdyksiltd. Tunnin kuluttua astia
suljetaan kierrekorkilla ja sen annetaan olla uunissa (4.3) 23 tunnin ajan. Hydrolyysin jilkeen otetaan
pullo uunista, avataan varovasti korkki ja asetetaan pullo jadvesihauteeseen. Annetaan jaahtya.

Riippuen tavasta, jolla pH saidetddn (5.3.3), siirretdan pullon sisiltd kvantitatiivisesti sitraattipuskurin
avulla (3.24) 250 ml:n dekantterilasiin tai 250 mln py6rékolviin.

Jatketaan kohdasta 5.3.3.
pH:n sddtiminen

Aminohappoanalysaattorin (4.9) natriumin sietokyvyn mukaan kiytetian menetelmad 5.3.3.1 tai 5.3.3.2
pH:n saitamiseen.
Kromatografit (4.9), jotka edellyttavat alhaista natriumpitoisuutta:

On suositeltavaa kayttdd sisdistd standardia (3.27.3), jos kdytetdin aminohappoanalysaattoreita, jotka
edellyttivit alhaista natriumpitoisuutta (kun hapon midrdd on vihennettivi).
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Tissa tapauksessa lisdtadn 2,00 ml sisdistd standardilivosta (3.27.3) hydrolysaattiin ennen tai jilkeen
haihdutuksen.

Lisatadn 2 tippaa 1-oktanolia (3.15) kohdan 53.2.3 tai 5.3.2.4 mukaisesti saatuun hydrolysaattiin.

Haihdutetaan néyte py6rohaihduttimella (4.7), jonka hauteen limpétila on 40 °C, 5—10 ml:aan. Jos
tilavuus pienenee vahingossa alle viiden millilitran, hydrolysaatti on hylattédvé ja analyysi aloitettava
uudelleen.

pH siadetddn arvoon 2,20 natriumhydroksidiliuoksella (3.18) ja jatketaan kohdasta 5.3.4.

Muut aminohappoanalysaattorit (4.9):

Kohdan 5.3.2.3 tai 5.3.2.4 mukaisesti saatu hydrolysaatti neutraloidaan osittain lisaamalla varovasti
koko ajan sekoittaen 17 ml natriumhydroksidiliuosta (3.17) ja huolehditaan siitd, ettd lampétila on alle
40 °C.

Lopullinen pH:n sédtdminen 2,20:een tapahtuu huoneen limpétilassa natriumhydroksidiliuoksen (3.17
ja 3.18) avulla. Jatketaan kohdasta 5.3.4.

Niyteliuos kromatografiaa varten

Siirretdéin kvantitatiivisesti hydrolysaatti, jonka pH on saddetty (5.3.3.1 tai 5.3.3.2.), sitraattipuskurilla
(3.24) 200 ml:n mittapulloon.

Jos sisdista standardia ei ole vield kaytetty, lisatdan sita 2,00 ml (3.27.3) ja taytetdan merkkiin
sitraattipuskurilla (3.24). Sekoitetaan huolellisesti.

Siirrytadan kromatografiavaiheeseen (5.4).

Jos niyteliuoksia ei kromatografoida samana pdivini, ne siilytetian alle 5°Cin lampétilassa.
Kromatografia

Annetaan uutteen (5.2) tai hydrolysaatin (5.3.4) tasoittua huoneenlimpdisiksi ennen kromatografiaa.
Ravistellaan seosta ja suodatetaan sopiva méira 0,2 um:n membraanisuodattimen lapi (4.5). Saatu kirkas
liuos analysoidaan aminohappoanalysaattorilla kéyttden ioninvaihtokromatografiaa (4.9).

Injektio voidaan suorittaa kdsin tai automaattisesti. On tirkedd, ettd pylvéddseen lisitadn aina sama
maédrd (£ 0,5 %) vertailu- tai niyteliuosta, paitsi silloin kun kiytetddn sisdistd standardia, ja ettd
natriumin ja aminohapon suhde standardi- ja niyteliuoksissa on mahdollisimman léhelld toisiaan.

Kalibrointiajojen tiheys riippuu ninhydriinireagenssin ja analysaattorin toiminnan stabiilisuudesta.
Standardi- tai nayteliuosta laimennetaan sitraattipuskurilla (3.24), siten, ettd standardiliuoksen antama
piikin pinta-ala olisi 30 —200 % néytteen aminohapon antaman piikin pinta-alasta.

Aminohappojen kromatografia vaihtelee jonkin verran kéytetyn analysaattorin tyypin ja kéytetyn
hartsin mukaan. Valitun menetelmén on mahdollistettava aminohappojen erottaminen toisistaan ja
muista ninhydriinin kanssa reagoivista aineista. Pylvddseen ruiskutettujen yhdisteiden pitoisuuden
tulee olla alueella, jolla laite antaa lineaarisen vasteen.

Analysoitaessa aminohappojen ekvimolaarisia liuoksia sovelletaan seuraavassa kappaleessa mairiteltyja
laakson ja piikin vilisid suhteita. Ekvimolaarisen liuoksen tulee sisiltia vdhintidn 30 % kunkin
aminohapon siitdi mahdollisesta enimmaéismadrastd, joka voidaan madrittada tarkasti kaytetylla
aminohappoanalysaattorilla (4.9)

Kromatogrammissa treoniinin ja seriinin osittain péallekkiisten piikkien vilisen laakson suhde
matalamman piikin korkeuteen ei saisi olla suurempi kuin 2:10. Muiden aminohappojen osalta
erottumisen on oltava parempi kuin 1:10. (Jos maidritetddn ainoastaan kyst(e)iinid, metioniinia,
treoniinid ja lysiinid, vierekkdisten piikkien riittimétén erottuminen toisistaan hairitsee méadritystd.)

Kromatografian osalta on varmistuttava siitd, ettd lysiini erottuu johdannaisistaan ja ornitiinista.

Tulosten laskeminen

Naytteen ja vertailuliuoksen piikkien pinta-ala mitataan kunkin yksittdisen aminohapon osalta ja
madra lasketaan seuraavan kaavan mukaisesti. tulos ilmoitetaan grammoina aminohappoa niytekiloa
kohden.

A X ExMW xF

= g aminohappoa/kg niytetti
B x W x 1000 & PP & ny

Jos sisdista standardia kaytetadn, kerrotaan kaava vield termilla D
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6.1

7.1

= analysoitavan piikin pinta-ala, hydrolysaatti tai uutteessa

= analysoitavan piikin pinta-ala, standardiliuos

= sisdisen standardin piikin pinta-ala hydrolysaatissa tai uutteessa
= sisdisen standardin piikin pinta-ala kalibrointiliuoksessa
analysoitavan aminohapon molekyylipaino

= standardin vikevyys umol/ml

= néytteen paino grammoina (korjataan alkuperdiseen painoon, jos kuivattu tai rasva poistettu)

mgméoow>
I

= ml kokonaishydrolysaattia (5.3.4) tai ml uutteen laskettua kokonaislaimennosta (6.1).

Seki kystiini etta kysteiini méadritetddn kysteiinihappona hapetetun naytteen hydrolysaateista, mutta ne
lasketaan kystiiniksi (C.H,,N,O,S,, MW 240,30) kiyttien MW-arvoa 120,15 (= 0,5 x 240,30).

Metioniini maééritetddn metioniinisulfonina hapetetun néytteen hydrolysaateista, mutta lasketaan
metioniiniksi kiyttien metioniinin MW-arvoa 149,21.

Lisatty vapaa metioniini médritetddn uuttamisen jilkeen metioniinina; laskennassa kaytetidn samaa
MW -arvoa.

Uutteiden kokonaislaimennoksen méard (F) vapaiden aminohappojen maédrittimistd varten (5.2)
lasketaan seuraavasti:

(10 ml 4+ 5ml) Vml
10 ml X 10 ml

F =100 ml x

V = lopullisen uutteen miéra

Menetelmin arviointi

Menetelmi on testattu vuonna 1990 tehdyssa kansainvilisessd laboratorioiden vilisessd vertailussa
kayttden neljad eri rehua (sikojen tdysrehu, broilereiden tiysrehu, valkuaistiiviste ja esiseos). Tulosten
keskiarvo ja standardipoikkeama poikkeavuuksien poissulkemisen jilkeen on esitetty seuraavassa
taulukossa.

Keskiarvot g/kg

Aminohappo
Vertailuaine

Treoniini Kyst(e)iini Metioniini Lysiini

Sikojen taysrehu 6,94 3,01 3,27 9,55
n=15 n=17 n=17 n=13

Broilereiden taysrehu 9,31 3,92 5,08 13,93
n=16 n=18 n=18 n=16

Valkuaistiiviste 22,32 5,06 12,01 47,74
n=16 n=17 n=17 n=15

Esiseos 58,42 — 90,21 98,03
n=16 n=16 n=16

n =osallistuneiden laboratorioiden lukumaari.
Toistettavuus

Toistettavuus testattujen aminohappojen osalta on ilmaistu muodossa “laboratorion sisdinen
standardipoikkeama” ja on esitetty alla olevassa taulukossa.
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7.2

Laboratorion sisdinen standardipoikkeama (S) g/kg

Aminohappo
Vertailuaine
Treoniini Kyst(e)iini Metioniini Lysiini
Sikojen tdysrehu 0,13 0,10 0,11 0,26
n=1§ n=17 n=17 n=13
Broilereiden tiysrehu 0,20 0,11 0,16 0,28
n=16 n=18 n=18 n=16
Valkuaistiiviste 0,48 0,13 0,27 0,99
n=16 n=17 n=17 n=15
Esiseos 1,30 — 2,19 2,06
n=16 n=16 n=16
n =osallistuneiden laboratorioiden lukumaira.
Variaatiokerroin (%) laskettuna laboratorion sisdisestd standardipoikkeamasta (S )
Aminohappo
Vertailuaine
Treoniini Kyst(e)iini Metioniini Lysiini
Sikojen taysrehu 1,9 , 3,4 R
n=15 n=17 n=17 n=13
Broilereiden tiysrehu 2,1 2,8 3,1 2,1
n=16 n=18 n=18 n=16
Valkuaistiiviste 2,7 2,6 2,2 24
n=16 n=17 n=17 n=15§
Esiseos 2,2 — 2,4 2,1
n=16 n=16 n=16

n =osallistuneiden laboratorioiden lukumaari.

Uusittavuus

Edelld mainitun vertailun laboratorioiden vilisten standardipoikkeamien tulokset on esitetty

seuraavassa taulukossa.

Standardointipoikkeama laboratorioiden vililld (S) g/kg

Aminohappo
Vertailuaine

Treoniini Kyst(e)iini Metioniini Lysiini

Sikojen tdysrehu 0,28 0,30 0,23 0,30
n=15 n=17 n=17 n=13

Broilereiden tiysrehu 0,48 0,34 0,55 0,75
n=16 n=18 n=18 n=16

Valkuaistiiviste 0,85 0,62 1,57 1,24
n=16 n=17 n=17 n=1§

Esiseos 2,49 — 6,20 6,62
n=16 n=16 n=16

n =osallistuneiden laboratorioiden lukumaira.
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9.1

9.2

9.3

1.1

1.2

Laboratorioiden vilisistd standardipoikkeamista (S) laskettu variaatiokerroin (%)

Aminohappo
Vertailuaine

Treoniini Kyst(e)iini Metioniini Lysiini

Sikojen tdysrehu 4,1 9,9 7,0 3,2
n=15 n=17 n=17 n=13

Broilereiden tiysrehu 52 8,8 10,9 54
n=16 n=18 n=18 n=16

Valkuaistiiviste 3,8 12,3 13,0 3,0
n=16 n=17 n=17 n=15§

Esiseos 43 — 6,9 6,7
n=16 n=16 n=16

n =osallistuneiden laboratorioiden lukumaira.

Vertailumateriaalin kiytto

Menetelmidn  oikea  soveltaminen  varmistetaan  tekemilld  vertailuanalyysi  sertifioidulla
referenssimateriaalilla, jos sellainen on saatavilla. Kalibrointi sertifioidulla aminohappojen
kalibrointiliuoksella on suotavaa.

Huomautuksia

Aminohappoanalysaattoreiden vilisten erojen vuoksi annettuja aminohappojen kalibrointiliuosten
(3.27.4 ja 3.27.5) ja hydrolysaattien (5.3.4) lopullisia vikevyyksid on pidettdvd suuntaa antavina.

Laitteiston lineaarisen vasteen alue on tarkistettava kaikkien aminohappojen osalta.

Standardiliuos laimennetaan sitraattipuskurilla siten, etta piikit sijoittuvat alueen keskivaiheille.

Kun suuren erotuskyvyn nestekromatografialaitteistoa kdytetadan hydrolysaattien analysointiin,
koeolosuhteet on optimoitava valmistajan suositusten mukaisesti.

Jos menetelméi sovelletaan rehuihin, jotka siséltivit enemmén kuin yhden prosentin kloridia (tiiviste,

kivenniisaineita sisdltivdt ravinteet tai lisdravinteet), silli saatetaan saada metioniinille liian pienia
arvoja, ja erityisksittely on tarpeen.

B 0OSA
RAAKARASVAN JA -OLJYN MAARITYS

Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmilld méiritetddn rehuissa olevan raakarasvan ja -6ljyn méird. Siithen eivdt kuulu maaritykset
Oljysiemenistd ja -hedelmistd, jotka on maédritelty 22 pdivana syyskuuta 1966 annetussa neuvoston
asetuksessa N:o 136/66/ETY.

Jaljempina kuvattavan kahden menettelytavan kéytt6 riippuu rehun luonteesta ja koostumuksesta seké
madrityksen kayttotarkoituksesta.

Menertelytapa A — Suoraan uutetiavissa oleva raakarasva ja -oljy

Téatd menetelmdd voidaan kéyttda yksittdisiin kasviperdisiin rehuihin lukuun ottamatta niitd, jotka
kuuluvat menettelytavan B soveltamisalaan.

Menettelytapa B — Raakarasvan ja -éljyn kokonaismddrd

Menetelmid voidaan soveltaa yksittdisiin eldinperdisiin rehuihin sekd kaikkiin rehuseoksiin. Sitd
kaytetddn kaikkiin sellaisiin rehuihin, joista rasvaa ja 6ljyd ei voida tdysin uuttaa ilman sitd edeltdvda
hydrolysointia, esim. gluteenit, hiiva, perunaproteiinit ja tuotteet, joita on késitelty muun muassa
ekstrudoimalla, kuumentamalla tai hiutaleiksi tekemills.
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1.3 Tulosten tulkinta

Aina, kun menettelytapaa B kayttien saadaan suurempi tulos kuin menettelytapaa A kiyttden,
menettelytavalla B saatua tulosta pidetién todellisena arvona.

2 Periaate
21 Menetielyrapa A

Niyte uutetaan petrolieetterilld. Liuotin tislataan pois, jidnnods kuivataan ja punnitaan.
22 Menettelytapa B

Nayte kasitelladn keittaimilld sitd suolahapon kanssa. Seos jadhdytetddn ja suodatetaan. Jadnnos pestiin
ja kuivataan ja médritystd jatketaan menettelytavan A mukaisesti.

3 Reagenssit

3.1 Petrolieetteri, kichumisvili: 40 —60 °C. Bromiluvun on oltava alle 1 ja haihdutusjianncksen alle 2
mg/100 ml.

3.2 Natriumsulfaatti, vedeton.
3.3 Suolahappo, 3 M.

34  Suodatuksen apuaine, esim. Kieselgur, Hyflo-supercel.

4 Vilineisto

4.1  Uuttolaitteisto. Jos kiaytetddn Soxhlet-laitteistoa, refluksointinopeuden on oltava sellainen, ettd
Soxhlet-viliosan tiyttyminen liuottimella ja tyhjeneminen siita tapahtuvat noin 10 kertaa tunnissa. Jos
laitteistoon kuuluu suoramallinen viliosa, refluksointinopeuden on oltava noin 10 ml minuutissa.

4.2 Uuttohylsyjd, joissa ei ole petrolieetteriin liukenevaa materiaalia ja joiden huokoisuus tayttdda 4.1
kohdassa esitetyt vaatimukset.

4.3 Kuivauskaappi, joko vakuumikaappi, joka on siddetty 75 £ 3 °C:seen tai kiertoilmakaappi, joka on
saadetty 100 £ 3 °C:seen.

5 Suoritus
51  Menettelytapa A (katso kobta 8.1)

Naytettd punnitaan § g 1 mgn tarkkuudella uuttohylsyyn (4.2) ja se peitetddn rasvattomalla
puuvillavanulla.

Hylsy asetetaan uuttolaitteeseen (4.1) ja sitd uutetaan kuusi tuntia petrolieetterilld (3.1). Petrolieetteriliuos
otetaan talteen kuivaan, punnittuun pulloon, joka sisaltdd hohkakivijyvisia (!).

Liuotin tislataan pois. Pullon ja sen sisiltimin jaéannoksen annetaan kuivua puolentoista tunnin ajan
(4.3). Pullon jiannoksineen annetaan jadhtyd eksikkaattorissa ja se punnitaan. Kuivausta jatketaan
edelleen 30 minuutin ajan sen varmistamiseksi, ettd rasvan ja Oljyn paino pysyy vakiona (kahden
perikkiisen punnituksen vilisen painoeron on oltava alle 1 mg).

52 Menetielyrapa B

Naytettda punnitaan 2,5 g 1 mgn tarkkuudella (ks. 8.2 kohta) 400 mln dekantterilasiin tai 300 ml:n
erlenmeyeriin ja astiaan lisitddn 100 ml 3 M suolahappoa (3.3) ja hohkakivijyvisid. Dekantterilasi
peitetddn kellolasilla tai erlenmeyer yhdistetdan pystyjadhdyttimeen. Seos saatetaan varovasti kiehuvaksi
kiyttden pientd liekkid tai sihkolevyd ja seoksen annetaan kiehua hiljalleen tunnin ajan. Niytteen
tarttumista astian seindmiin tulee valttaa.

Astian sisillon annetaan jédhtya ja sithen lisatdan suodatuksen apuainetta (3.4) sen verran, ettei rasvaa ja
6ljyda hdvid suodatuksessa. Suodatukseen kéytetddn kostutettua, rasvatonta, kaksinkertaista
suodatinpaperia. Jadnnos pestadn kylmillid vedelld, kunnes saadaan neutraali suodos. Tarkastetaan, ettei
suodos sisélld rasvaa tai 6ljyd. Jos sitd esiintyy, ndyte on ennen hydrolysointia uutettava petrolieetterilla
menettelytapaa A kiyttden.

Jadnnoksen sisiltivi kaksinkertainen suodatinpaperi asetetaan kellolasille ja sen annetaan kuivua
puolitoista tuntia kuivauskaapissa 100 = 3 °C:ssa.

Kuivan jadnnoksen sisaltdva kaksinkertainen suodatinpaperi pannaan uuttohylsyyn (4.2) ja peitetdan
rasvattomalla puuvillavanulla. Hylsy pannaan uuttolaitteeseen (4.1) ja méaritysta jatketaan 5.1 kohdan
toisessa ja kolmannessa kappaleessa esitetylld tavalla.

(") Jos rasvalle tai oljylle tehdadn vield timan jalkeen sen laatuun liittyvia maarayksid, hohkakivijyviset
korvataan lasihelmilla



19.9.98 Euroopan yhteis6jen virallinen lehti L 257/25

6 Tuloksen ilmoittaminen

Jaannoksen paino ilmoitetaan prosentteina niytteen painosta.

7 Toistettavuus

Samasta niytteestd saman henkildn suorittaman kahden rinnakkaismaarityksen tulosten vilinen ero ei
saa olla yli:

— 0,2 %-yksikkéd, kun raakarasva- ja oljypitoisuus on alle 5 %,
— 4,0 % suuremmasta tuloksesta, kun raakarasva- ja -6ljypitoisuus on 5—10 %,

— 0,4 % -yksikkod, kun raakarasva- ja -6ljypitoisuus on yli 10 %.

8 Huomautuksia

8.1  Runsaasti rasvaa ja Oljyd sisdtdvid tuotteita, joita on hankala jauhaa tai joista on vaikea saada
homogeenista niytettd, kisitelldédn seuraavasti:

Niytettd punnitaan 20 g 1 mgn tarkkuudella ja siihen sekoitetaan véhintddan 10 g vedetonti
natriumsulfaattia (3.2). Sitd uutetaan petrolieetterilld (3.1) 5.1 kohdassa esitetylld tavalla. Saadun uutoksen
tilavuus tiydennetddan 500 mlksi petrolieetterilli (3.1) ja se sekoitetaan. Liuosta otetaan 50 ml ja
kaadetaan pieneen, kuivaan, punnittuun pulloon, joka sisdltda hoihkakivijyvisid (!). Liuotin tislataan
pois, jadnnds kuivataan ja maidritysta jatketaan 5.1 kohdan viimeisessd kappaleessa kuvatulla tavalla.

Liuottimen annetaan haihtua hylsyssi olevasta uuttojaannoksesti, jaannos jauhetaan 1 mm raekokoon ja
siirretddn takaisin hylsyyn (lisidmittd natriumsulfaattia) ja maéritystd jatketaan 5.1 kohdan toisessa ja
kolmannessa kappaleessa kuvatulla tavalla.

Rasvan ja 6ljyn pitoisuus prosentteina néytteestd lasketaan seuraavalla kaavalla:

(10 a4+ b) x 5§

jossa:

a = ensimmaiisen uuton jilkeen saadun jidnndksen (midédrdosa uutoksesta) paino grammoina,

b = toisen uuton jilkeen saadun jaannoksen paino grammoina.
8.2  Pienid rasva- ja Oljymddria sisitdvien niytteiden punnitusmidrd voidaan nostaa 5 gaan.

83  Lemmikkieldinten ruokiin, joiden vesipitoisuus on suuri, voi olla tarvetta sekoittaa vedetonti
natriumsulfaattia ennen hydrolysointia ja uuttoa, joka suoritetaan menettelytavassa B kuvatulla tavalla.

84  Edelld 5.2 kohdassa voi olla tehokkaampaa kiyttdd kuumaa vettd kylméin veden sijaan jadnndksen
pesemiseksi suodatuksen jilkeen.

8.5  Mainittua 1,5 tunnin kuivatusaikaa saatetaan joutua pidentimiin joidenkin rehujen osalta. Liiallista
kuivaamista tulisi kuitenkin vélttad, silld se voi johtaa alhaisempiin tuloksiin. My6s mikroaaltouunia
voidaan kayttaa.

8.6  Ennen hydrolysointia tapahtuvaa menettelytavan A mukaista esiuuttoa ja menettelytavan B mukaista

uudelleen uuttoa suositellaan, jos raakarasvan/6ljyn pitoisuus on yli 15 %. Tami riippuu jossakin
madrin rehun tai rehuseoksen luonteesta ja siind olevan rasvan/6ljyn laadusta.

C OSA
OLAKVINDOKSIN MAARITYS
(2-[N-2'-(hydroksietyyli)karbamoyyli]-3-metyylikinoksaliini-N!,N*-dioksidi

1 Tarkoitus ja soveltamisala

Téamin menetelmén avulla voidaan maidarittad olakvindoksi rehusta. Maarityksen alaraja on 5 mg/kg.

2 Periaate

Niyte uutetaan vesi-metanoliseoksen avulla. Olakvindoksipitoisuus maaritetdédn kadnteisfaasin suuren
erotuskyvyn nestekromatografialla (HPLC) UV-detektoria kiyttien.

(") Jos rasvalle tai oljylle tehdadn vield timian jalkeen sen laatuun liittyvia maardyksid, hohkakivijyviset
korvataan lasihelmilla
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3.1

32

33

34

3.5

351

352

353

4.1

4.2

43

4.3.1

44

52

Reagenssit

Metanoli.

Metanoli, HPLC-laatua.
Vesi, HPLC-laatua.

Eluentti HPLC:aa varten:

Vesi (3.3)-metanoli (3.2)-seos, 900 + 100 (V + V).

Standardiaine: ~ puhdas  olakvindoksi, = 2-[N-2'-(hydroksietyyli)karbamoyyli]-3-metyylikinoksaliini-
N'N*-dioksidi, E 851.

Olakvindoksistandardin kantaliuos, 250 pg/ml:

Punnitaan 50 mg olakvindoksia (3.5) 0,1 mg:n tarkkuudella 200 ml:n mittapulloon ja lisitdan noin 190
ml vettd. Asetetaan pullo 20 minuutiksi ultradénihauteeseen (4.1). Ultradénikisittelyn jalkeen saatetaan
liuos huoneen limpétilaan, taytetddn merkkiin vedelld ja sekoitetaan. Kaaritaan pullo alumiinifolioon ja
sailytetddn jadkaapissa. Kuukausittain valmistetaan uusi liuos.

Olakvindoksistandardin perusliuos, 25 pg/ml:

Pipetoidaan 10,0 ml kantaliuosta (3.5.1) 100 ml:n mittapulloon, taytetidan merkkiin eluentilla (3.4) ja
sekoitetaan. Kadritddn pullo alumiinifolioon ja sdilytetddn jidkaapissa. Kuukausittain valmistetaan uusi
livos.

Kalibrointiliuokset:

Pipetoidaan sarjassa 50 ml:n mittapulloihin 1,0, 2,0, 5,0, 10,0, 15,0 ja 20,0 ml perusliuosta (3.5.2).
Téytetdan merkkiin eluentilla (3.4) ja sekoitetaan. Kéaéritdan pullot alumiinifolioon. Nédmé liuokset
sisdltdvat vastaavasti 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 7,5 ja 10,0 pug/ml olakvindoksia. Liuokset on valmistettava
paivittdin.

Vilineet

Ultradanihaude.

Mekaaninen ravistelija.

HPLC-laitteisto, jossa on vaihtuva-aallonpituinen ultraviolettidetektori tai diodirividetektori.

Nestekromatografiakolonni, 250 mm x 4 mm, C18, 10 um tiyte, tai vastaava.

Membraanisuodattimia, 0,45 pm.

Menetelmi

Huom. Olakvindoksi on valoherkkaa. Kaikki toimenpiteet on tehtavd himmennetyssa valaistuksessa tai
ruskeita lasiastioita kdyttden.

Yleistd
Sokeandyte on analysoitava, jotta varmistetaan, ettei olakvindoksia tai muita hiiritsevid aineita esiinny.

Saantokoe suoritetaan analysoimalla sokeandyte, johon on lisitty ndytteessd esiintyvdd madrad vastaava
maard olakvindoksia. Lisiyksen saamiseksi tasolle 50 mg/kg pipetoidaan 10,0 ml standardin
kantaliuosta (3.5.1) 250 ml:n erlenmeyerpulloon ja haihdutetaan liuos noin 0,5 ml:ksi. Lisitadn 50 g
sokeaniytettd, sekoitetaan huolellisesti ja annetaan tasoittua 10 min sekoittaen useita kertoja ennen
uuttovaiheeseen siirtymistd (5.2).

Huom. Sokeandytteen olisi oltava tyypiltddn samanlaista kuin néyte, eikd siind saa esiintya
olakvindoksia.

Uutto

Punnitaan noin 50 g nidytettd 0,01 g:n tarkkuudella. Siirretidan 1 000 ml:n erlenmeyerpulloon, lisataan
100 ml metanolia (3.1) ja asetetaan pullo 5§ minuutiksi ultradgdnihauteeseen (4.1). Lisitdadn 410 ml vettd ja
annetaan olla ultradgénihauteessa vield 15 minuuttia. Otetaan pullo ultradénihauteesta, ravistellaan 30
minuutin ajan ravistelijassa (4.2) ja suodatetaan taitellun suodatinpaperin ldpi. Pipetoidaan 10,0 ml
suodosta 20 mlin mittapulloon, tiytetddin merkkiin vedelldi ja sekoitetaan. Suodatetaan osa
membraanisuodattimen (4.4) lipi (ks. kohta 9 Huomautus). Jatketaan HPLC-maéirityksella (5.3).
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5.3 HPLC-mddritys
53.1 Parametrit:

Seuraavat olosuhteet annetaan viitteellisind, muitakin olosuhteita voidaan kayttad, jos niilld padstaan
vastaaviin tuloksiin.

Analyysikolonni (4.3.1)
Eluentti (3.4): vesi (3.3) — metanoli (3.2) seos, 900 + 100 (V+V)

Virtausnopeus: 1,5—2 ml/min
Detektioaallonpituus: 380 nm
Injektoitava tilavaus: 20 pul—100 pl

Kromatografiajirjestelmién stabiilisuus tarkistetaan injektoimalla useita kertoja 2,5 nug/ml olakvindoksia
sisdltdvaa kalibrointiliuosta (3.5.3), kunnes piikkien korkeudet ja retentioajat pysyvit vakioina.

532 Kalibrointikdyréa

Jokaista kalibrointiliuosta (3.5.3) injektoidaan useita kertoja. Lasketaan kullekin pitoisuudelle piikkien
korkeuksien (pinta-alojen) keskiarvo. Piirretdan kalibrointikdyrd kéyttaen kalibrointiliuosten piikkien
korkeuksien (pinta-alojen) keskiarvoja x-akselina ja vastaavia kalibrointiliuosten pitoisuuksia (jLg/ml)
y-akselina.

533 Nayteliuos

Injektoidaan wuseita kertoja niayteliuosta (5.2) sama méiard kuin kalibrointiliuoksia ja lasketaan
olakvindoksipiikkien piikin korkeuden (pinta-alan) keskiarvo.

6 Tulosten laskeminen

Nayteliuoksen olakvindoksipitoisuus (ug/ml) lasketaan olakvindoksin piikkien korkeuden (pinta-alan)
keskiarvosta kalibrointikdyrin (5.3.2) avulla.

Niytteen olakvindoksipitoisuus w (mg/kg) saadaan seuraavasta kaavasta:

c x 1000
W=
m

jossa:
¢ = niyteliuoksen (5.2) olakvindoksipitoisuus (ig/ml)

m = punnittu nayteméira (g).

7 Tulosten validointi
7.1 Analyytin tunnistettavuuden varmentaminen

Analyytin tunnistettavuus voidaan varmentaa rinnakkaiskromatografialla tai diodirividetektorilla
vertaamalla néyteliuoksen (5.2) ja 5,0 pug/ml olakvindoksia siséltavin kalibrointiliuoksen (3.5.3) spektrejd.

7.1.1 Rinnakkaiskromatografia

Nayteliuokseen (5.2) lisdtaan sopiva maard kalibrointiliuosta (3.5.3). Lisityn olakvindoksimadran tulisi
olla sama kuin nayteliuoksesta analysoitu olakvindoksin maéra.

Vain olakvindoksipiikin korkeus saa kasvaa huomioiden sekd lisitty madrad ettd olakvindoksin
néyteliuoksen laimeneminen. Piikin leveyden tulisi olla puolikorkeuden *+ 10 prosenttia alkuperiisen
nayteliuoksen olakvindoksipiikin leveydesta.

7.1.2 Diodirividetektori

Tulokset arvioidaan seuraavien vaatimusten mukaisesti:

a) Niytteen ja standardin spektrien maksimiabsorption aallonpituuden, mitattuna kromatogrammin
piikin kirjestd, on oltava detektorin erotuskyvyn maédradmissd rajoissa. Diodirividetektorille timé on
tyypillisesti £ 2 nm.
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b) Vililld 220 —400 nm, naytteen ja standardin spektrit, kromatogrammin piikin kérjestd mitattuna,
eivit saa erota niiltd spektrin osilta, joiden suhteellinen absorbanssi on 10 —100 %. Tami vaatimus
tayttyy, kun maksimit ovat samat eikd missdén kohdassa spektrien vilinen ero ole suurempi kuin
15 % standardianalyytin absorbanssista.

c) Vilillda 220 —400 nm, nayteliuoksen piikin noususta, kirjestd ja laskusta mitatut spektrit eivit saa
erota toisistaan niiltd spektrin osilta, joiden suhteellinen absorbanssi on 10 —100 %. Tdm vaatimus
tayttyy, kun maksimit ovat samat ja kun kaikissa tarkastelluissa pisteissa spektrien vilinen poikkeama
ei ole suurempi kuin 15 % piikin kirjen spektrin absorbanssista.

Jos toinen niistd vaatimuksista ei tdyty, analyyttid esiintymistd ei ole varmennettu.
Toistettavuus

Kun olakvindoksipitoisuus on 10 —200 mg/kg, niin niytteen kahden rinnakkaisen maarityksen vélinen
ero ei saa olla suurempi kuin 15 % suuremmasta rinnakkaistuloksesta.

Saanto

Sokeanidytteen lisiyksen saannon on oltava vihintiin 90 %.

Laboratorioiden vilisen vertailun tulokset

EY:n sisdisessd laboratorioiden vilisessi menetelmavertailussa 13 laboratoriossa analysoitiin nelja
porsaan rehunidytettd, joista yksi oli sokeaniyte. Tulokset olivat seuraavat:

Nayte 1 Nayte 2 Nayte 3 Nayte 4
L 13 10 11 11
n 40 40 44 44
keskiarvo (mg/kg) — 14,6 48,0 95,4
(S) (mg/kg) — 0,82 2,05 6,36
(Sy) (mg/kg) — 1,62 428 8,42
CV, (%) — 5,6 4,3 6,7
CV, (%) — 11,1 8,9 8,8
Nimellinen pitoisuus (mg/kg) — 15 50 100
tak. saanto (%) — 97,3 96,0 954
L : laboratorioiden lukumiira
n : yksittdisten arvojen lukumairi
S, : toistettavuuden keskihajonta
Sz : uusittavuuden keskihajonta
CV, : toistettavuuden variaatiokerroin
CV, : uusittavuuden variaatiokerroin.
Huomautus

Vaikka menetelméi ei ole validoitu rehuille, joissa on yli 100 mg/kg olakvindoksia, silli on mahdollista
saada tyydyttavia tuloksia kayttamalla pienempdd niytemédrad ja/tai laimentamalla nayteliuosta (5.2),
jotta paistiisiin kalibrointikdyridn pitoisuusalueelle (5.3.2).



