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RICHTLINIE 98/64/EG DER KOMMISSION
vom 3. September 1998

zur Festlegung gemeinschaftlicher Analysemethoden fiir die Bestimmung von
Aminosiuren, Rohfetten und Olaquindox in Futtermitteln und zur Anderung der
Richtlinie 71/393/EWG

(Text von Bedeutung fiir den EWR)

DIE KOMMISSION DER EUROPAISCHEN
GEMEINSCHAFTEN —

gestiitzt auf den Vertrag zur Grindung der Européischen
Gemeinschaft,

gestitzt auf die Richtlinie 70/373/EWG des Rates vom
20. Juli 1970 tber die Einfihrung gemeinschaftlicher
Probenahmeverfahren und Analysemethoden fir die
amtliche Untersuchung von Futtermitteln ('), zuletzt
geindert durch die Akte tiber den Beitritt Osterreichs,
Finnlands und Schwedens, insbesondere auf Artikel 2,

in Erwdgung nachstehender Griinde:

Gemifl der Richtlinie 70/373/EWG werden die amtli-
chen Untersuchungen von Futtermitteln zur Feststellung,
ob die aufgrund der Rechts- und Verwaltungsvorschriften
festgelegten Anforderungen an Beschaffenheit und
Zusammensetzung der Futtermittel erfillt sind, nach
gemeinschaftlichen Probenahmeverfahren und Analyse-
methoden durchgefiihrt.

Gemafl der Richtlinie 79/373/EWG des Rates vom 2.
April 1979 tber den Verkehr mit Mischfuttermitteln (%),
zuletzt gedndert durch die Richtlinie 97/47/EG der
Kommission (%), und der Richtlinie 93/74/EWG des Rates
vom 13. September 1993 iiber Futtermittel fir besondere
Ernahrungszwecke (%), zuletzt gedndert durch die Richt-
linie 96/25/EG (°), mussen Aminosduren und Rohfette auf
dem Etikett der Futtermittel angegeben werden.

Auflerdem schreibt die Richtlinie 70/524/EWG des Rates
iber Zusatzstoffe in der Tiererndhrung (°), zuletzt gein-
dert durch die Richtlinie 98/19/EG der Kommission (7),
vor, daf} der Olaquindoxgehalt bei der Etikettierung ange-
geben werden muf}, wenn dieser Stoff Mischfuttermitteln
zugesetzt wird.

Mit der Zweiten Richtlinie 71/393/EWG der Kommis-
sion vom 18. November 1971 zur Festlegung gemein-
schaftlicher Analysemethoden fiir die amtliche Untersu-
chung von Futtermitteln (), zuletzt gedndert durch die

() ABL L 170 vom 3. 8. 1970, S. 2.

() ABL L 86 vom 6. 4. 1979, S. 30.

() ABL L 211 vom 5. 8. 1997, S. 45.
() ABL L 237 vom 22. 9. 1993, S. 23.
() ABL L 125 vom 23. 5. 1996, S. 35.
() ABL L 270 vom 14. 12. 1970, S. 1.
7) ABL L 96 vom 28. 3. 1998, S. 39.
() ABL L 279 vom 20. 12. 1971, S. 7.

Richtlinie 84/4/EWG (°), werden u.a. Analysemethoden
zur Bestimmung von Rohfetten festgelegt. Es ist ange-
zeigt, diese Methode zu #ndern.

Es ist eine gemeinschaftliche Analysemethode fiir die
Kontrolle dieser Stoffe festzulegen.

Die in dieser Verordnung vorgesechenen Mafinahmen
entsprechen der Stellungnahme des Stindigen Futtermit-
telausschusses —

HAT FOLGENDE RICHTLINIE ERLASSEN:

Artikel 1

Die Mitgliedstaaten schreiben vor, dafy die Analysen fiir
die amtliche Untersuchung von Futtermitteln auf ihren
Gehalt an Aminosiuren, Rohfetten und Olaquindox nach
der im Anhang beschriebenen Methode durchgefiihrt
werden.

Artikel 2

Im Anhang der Richtlinie 71/393/EWG wird Teil 4
»Bestimmung von Rohfett® durch den Teil B des
Anhangs der vorliegenden Richtlinie ersetzt.

Artikel 3

(1) Die Mitgliedstaaten erlassen und verdffenltichen
spitestens bis zum 31. Dezember 1998 die erfordelrichen
Rechts- und Verwaltungsvorschriften, um dieser Richt-
linie nachzukommen. Sie setzen die Kommission davon
unverziiglich in Kenntnis.

Sie wenden diese Vorschriften ab 1. Januar 1999 an.

Wenn die Mitgliedstaaten diese Vorschriften erlassen,
nehmen sie in den Vorschriften selbst oder durch einen
Hinweis bei der amtlichen Verdffentlichung auf diese
Richtlinie Bezug. Die Mitgliedstaaten regeln die Einzel-
heiten dieser Bezugnahme.

() ABL L 15 vom 18. 1. 1984, S. 28.



19.9.98 Amtsblatt der Europiischen Gemeinschaften L 257/15

(2) Die Mitgliedstaaten teilen der Kommission den Artikel 5
Wortlaut der wichtigsten innerstaatlichen Rechtsvor- . e . .. .
schriften mit, die sie auf dem unter diese Richtlinie Diese Richtlinie ist an die Mitgliedstaaten gerichtet.

fallenden Gebiet erlassen.

Briissel, den 3. September 1998
Artikel 4

. . L . . Fiir die Kommission
Diese Richtlinie tritt am 20. Tag nach ihrer Veroffentli- . FISCHLER
chung im Amisblati der Europdischen Gemeinschaften ranz

in Kraft. Mitglied der Kommission
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ANHANG

TEIL A
BESTIMMUNG VON AMINOSAUREN

Zweck und Anwendungsbereich

Das Verfahren dient zur Bestimmung von freien (synthetischen wund natiirlichen) und
proteingebundenen Aminosduren in Futtermitteln unter Verwendung eines Aminosiureanalysators.
Das Verfahren ist fiir folgende Aminosiuren anwendbar. Cyst(e)in, Methionin, Lysin, Threonin,
Alanin, Arginin, Asparaginsiure, Glutaminsaure, Glycin, Histidin, Isoleucin, Leucin, Phenylalanin,
Prolin, Serin, Tyrosin und Valin.

Das Verfahren unterscheidet nicht zwischen Salzen von Aminosiuren und kann die D- und L-Formen
der Aminosduren nicht unterscheiden. Es ist nicht fiir die Bestimmung von Tryptophan oder
Hydroxyanalogen der Aminosduren anwendbar.

Prinzip

Freie Aminosduren

Die freien bzw. zugesetzten Aminosiduren werden mit verdlinnter Salzsdure extrahiert. Mitextrahierte
stickstoffhaltige Makromolekiile werden mit Sulfosalicylsaure ausgefillt und durch Filtrieren entfernt.
Die filtrierte Losung wird auf einen pH-Wert von 2,20 eingestellt. Die Aminosiuren werden durch
Ionenaustauschchromatographie getrennt und nach Reaktion mit Ninhydrin durch photometrischen
Nachweis bei 570 nm (440 nm fiir Prolin) bestimmt.

Gesamtaminosduren

Das gewihlte Verfahren hingt von den zu untersuchenden Aminosiauren ab. Cyst(e)in und Methionin
miussen vor der Hydrolyse zu Cysteinsdure und Methioninsulfon oxidiert werden. Tyrosin muf§ im
Hydrolysat der nicht oxidierten Probe bestimmt werden. Alle iibrigen unter 1 genannten Aminosauren
konnen aus dem Hydrolysat der oxidierten oder nicht oxidierten Probe bestimmt werden.

Die Oxidation wird bei 0°C mit einer Perameisensidure-Phenol-Mischung durchgefiihrt.
Uberschiissiges Oxidationsreagenz wird mit Natriumdisulfit zerstért. Die oxidierte bzw. nicht oxidierte
Probe wird mit Salzsiure (c = 6 mol/l) 23 h hydrolysiert. Das Hydrolysat wird auf einen pH-Wert von
2,20 eingestellt. Die Aminosduren werden durch Ionenaustauschchromatographie getrennt und nach
Reaktion mit Ninhydrin photometrisch bei 570 nm (fiir Prolin 440 nm) bestimmt.

Reagenzien

Es soll bi-destilliertes Wasser oder Wasser gleichwertiger Qualitit verwendet werden (Leitfahigkeit
< 10 pS).

Wasserstoffperoxid, w = 30 %.
Ameisensiure, w = 98-100 %.

Phenol.

Natriumdisulfit.

Natriumhydroxid.
5-Sulfosalicylsdure-Dihydrat.

Salzsiure, p,, = 1,18 g/ml.
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat.
2,2'-Thiodiethanol (Thiodiglycol).
Natriumchlorid.

Ninhydrin.

Petroleumbenzin, Siedebereich 40-60 °C.
Norleucin oder sonstige fiir die Verwendung als interner Standard geeignete Substanzen.

Stickstoff (< 10 ppm Sauerstoff).
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3.15 1-Octanol.
3.16 Aminosiuren.

3.16.1 Standardsubstanzen gemifl Auflistung unter Nummer 1. Es dirfen nur Verbindungen ohne
Kristallwasser verwendet werden. Sie sind vor der Verwendung im Vakuum tiber P,O; oder H,SO, eine
Woche zu trocknen.

3.16.2 Cysteinsaure.
3.16.3 Methioninsulfon.

3.17  Natriumhydroxidlésung, ¢ = 7,5 mol/l:
300 g NaOH (3.5) werden im Wasser gel6st und auf 1 1 aufgefiillt.

3.18  Natriumhydroxidlésung, ¢ = 1 mol/l:
40 g NaOH (3.5) werden in Wasser gel6st und auf 1 1 aufgefillt.

3.19  Phenolhaltige Ameisensiurelésung:

889 g Ameisensiure (3.2) werden mit 111 g Wasser gemischt, und es werden 4,73 g Phenol (3.3)
hinzugeftigt.

320  Hydrolysemischung, ¢ = 6 mol HCI/l unter Zusatz von 1 g Phenol/l:
Zu 492 ml HCI (3.7) wird 1 g Phenol (3.3) hinzugefiigt und mit Wasser auf 1 1 aufgefillt.

3.21 Extraktionslosung, ¢ = 0,1 mol HCI/I, 2 % Thiodiglycol enthaltend:

8,2 ml HCI (3.7) werden in ca. 900 ml Wasser gegeben, 20 ml Thiodiglycol (3.9) hinzugefigt, und es
wird mit Wasser auf 1 | aufgefillt (3.7 und 3.9 diirfen nicht unmittelbar gemischt werden).

322 5-Sulfosalicylsiurelosung, 8 = 6 %:

60 g 5-Sulfosalicylsdure (3.6) werden in Wasser gelost und es wird mit Wasser auf 1 1 aufgefullt.

3.23  Oxidationsmischung (Perameisensdure-Phenol):

0,5 ml Wasserstoffperoxid (3.1) werden mit 4,5 ml phenolhaltiger Ameisensiurelosung (3.19) in einem
kleinen Becherglas gemischt. Es wird bei 20 °C bis 30 °C 1 h stehengelassen, um die Bildung von
Perameisensiure zu bewirken. Anschliefflend wird die Lésung 15 min. in ein Eisbad gestellt und dann
sofort verwendet.

Vorsicht: Hautkontakt vermeiden und Schutzkleidung tragen.

3.24  Citratpufferlosung, ¢ = 0,2 mol Na*/l, pH 2,20:

19,61 g Natriumcitrat (3.8), 5 ml Thiodiglycol (3.9), 1 g Phenol (3.3) und 16,50 ml HCI (3.7) werden in
ca. 800 ml Wasser geldst. Es wird auf PH 2,20 eingestellt und mit Wasser auf 1 1 aufgefillt.

3.25  Elutionspuffer entsprechend den Bedingungen des verwendeten Gerites (4.9).
3.26  Ninhydrinreagenz entsprechend den Bedingungen des verwendeten Gerites (4.9).
3.27  Aminosiduren-Standardlosungen: Diese Losungen sind bei < 5°C aufzubewahren.

3.27.1 Standard-Stammlésung der Aminosiuren (3.16.1), ¢ = 2,5 umol/ml je Aminosiure in Salzsiure,
¢ = 0,1 mol/l: Diese Losung ist im Handel erhaltlich.

3.27.2 Standard-Stammlésung von Cysteinsdure und Methioninsulfon, ¢ = 1,25 pmol/ml:

0,2115 g Casteinsdure (3.16.2) und 0,2265 g Methioninsulfon (3.16.3) werden in Citratpufferlésung
(3:24) in einem 1 000-ml-Mefikolben gelost, und es wird mit Citratpufferlésung bis zur Marke
aufgefillt. Die Losung ist bei < 5°C hochstens 12 Monate aufzubewahren. Sie wird nicht benétigt,
falls die Standardlésung (3.27.1) bereits Cysteinsdure und Methioninsulfon enthalt.

3.27.3 Stammlésung des internen Standards, z. B. Norleucin, ¢ = 20 pwmol/ml:

0,6560 g Norleucin (3.13) werden in Citratpufferldsung (3.24) in einem 250-ml-Mefkolben gel6st, und
es wird mit Citratpufferlosung bis zur Marke aufgefiillt. Diese Losung ist bei < 5 °C héchstens sechs
Monate haltbar.

3.274 Aminosaurenkalibrierlésung zur Verwendung bei Hydrolysaten gemafl 5.3.3.2, ¢ = 5 nmol/50 pl
Cysteinsdure und Methioninsulfon und ¢ = 10 nmol/50 pl der tbrigen Aminosduren:
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2,2 g Natriumchlorid (3.10) werden in einem 100-ml-Becherglas in 30 ml Citratpufferlosung (3.24)
gelost. Es werden 4,00 ml Standard-Stammlésung der Aminosduren (3.27.1), 4,00 ml
Standard-Stammlésung von Cysteinséure und Methinoninsulfon (3.27.2), und, falls verwendet, 0,50 ml
Stammlésung des internen Standards (3.27.3) hinzugefigt. Der pH-Wert wird mit Natriumhydroxid
(3.18) auf 2,20 eingestellt.

Die Losung wird mit Citratpufferldsung quantitativ ineinen 50-ml-Mefikolben tberfiihrt, mit
Citratpufferldsung bis zur Marke aufgefiillt und gemischt.

Die Loésung ist bei < 5°C hochstens drei Monate lang aufzubewahren.

Siehe auch Bemerkungen unter 9.1.

3.27.5 Aminosiurenkalibrierlésung zur Verwendung bei Hydrolysaten gemafi 5.3.3.1 und bei Extrakten
gemifl 5.2: Die Kalibrierlssung wird gemifl 3.27.4 hergestellt, jedoch ohne Zugabe von
Natriumchlorid.

Die Losung ist bei < 5°C hochstens drei Monate lang aufzubewahren.

4 Gerite
4.1 100- oder 250-ml-Rundkolben mit Rickflufikiihler.

42 100-ml-Borosilikat-Glasflaschen mit Schraubverschlufl mit teflonbeschichteter Dichtung (z. B. Duran,
Schott).

43 Trockenschrank, auf + 2 °C regelbar.
4.4 pH-Meter.

4.5 Membranfilter, 0,2 um Porengrofie.
4.6 Zentrifuge.

47 Vakuumrotationsverdampfer.

4.8 Schiittelmaschine oder Magnetriihrer.

49 Aminosdureanalysator ~ oder =~ HPLC-Gerit mit Ionenaustauschersiule,  Einrichtung  fur
Ninhydrin-Nachsédulenderivatisierung und Photometer.

Die Saule wird mit sulfoniertem Polystyrolharz gefillt, das die Trennung der einzelnen Aminosauren
und deren Abtrennung von sonstigen Ninhydrin-positiven Substanzen erméglicht. Die Pumpen fiir
die Ninhydrin- und fir die Pufferlosungen miussen tber den Zeitraum des Eichlaufes und des
Probenlaufes eine Flufstabilitit von = 0,5 % gewihrleisten.

Einige Aminosidureanalysatoren koénnen auch verwendet werden, wenn die Hydrolysate
Natriumionenkonzentrationen von ¢ = 0,8 mol/l aufweisen und die restliche Ameisensiure des
Oxidationsschrittes enthalten. Andere Analysatoren bieten keine befriedigende Abtrennung
bestimmter Aminosduren, falls das Hydrolysat {iberschiissige Ameisensdure und/oder hohe
Natriumionenkonzentrationen aufweist. In diesem Fall wird das Siurevolumen nach der Hydrolyse
und vor der pH-Wert-Einstellung durch Einengen auf ca. § ml reduziert. Das Einengen sollte unter
Vakuum bei max. 40 °C vorgenommen werden.

5 Durchfiithrung
5.1 Vorbereitung der Probe

Die Probe wird so zerkleinert, daf} sie vollstindig durch ein Sieb mit 0,5 mm Maschenweite
hindurchgeht. Feuchte Proben miissen vor dem Vermahlen entweder bei einer Temperatur von max.
50 °C oder durch Gefriertrocknung getrocknet werden. Proben mit hohem Fettgehalt miissen mit
Petrolether (3.12) vor dem Vermahlen extrahiert werden.

52 Bestimmung der freien Aminosduren

1 g bis 5 g der vorbereitenden Probe (5.1) werden auf 0,2 mg genau in einen Erlenmeyerkolben
eingewogen, und es werden 100 ml Extraktionslosung (3.21) hinzugefiigt. Die Mischung wird unter
Verwendung einer Schiittelmaschine oder eines Magnetrithrers (4.8) 1 h geschittelt. Nach dem
Absetzenlassen werden mit einer Pipette 10,0 ml der tiberstehenden Lésung in ein 100-ml-Becherglas
gegeben.
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Es werden 5,0 ml Sulfosalicyclsiurelosung (3.22) unter Rihren hinzugefiigt, und mit Hilfe des
Magnetrithrers wird 5 min. weitergeriihrt. Die tberstehende Losung wird filtriert oder zentrifugiert, um
etwaige Ausfillungen zu entfernen. 10,0 ml der klaren Losung werden in ein 100-ml-Becherglas
gegeben, und unter Verwendung von Natriumhydroxidlésung (3.18) wird der pH-Wert auf 2,20
eingestellt. Die Losung wird mit Citratpufferlésung (3.24) in einen Meflkolben geeigneter Grofle
dberfithrt und mit Citratpufferlésung bis zur Marke aufgefillt.

Bei Verwendung eines internen Standards werden vor dem Auffillen 1,00 ml der internen
Standardlésung (3.27.3) fiir jeweils 100 ml Endlésung hinzuftigt.

Es wird nach 5.4 ,Chromatographie“ weiterverfahren.

Wird der Extrakt nicht am selben Tag chromatographiert, ist er bei < 5°C aufzubewahren.
5.3 Bestimmung der Gesamtaminosduren
53.1 Oxidation vor der Hydrolyse (zur Bestimmung von Methionin und Cystein)

Es werden 0,1 g bis 1 g der vorbereiteten Probe (5.1) auf 0,2 mg genau eingewogen:
— in einen 100-ml-Rundkolben (4.1) fiir die offene Hydrolyse (5.3.2.3) oder

— in einen 250-ml-Rundkolben (4.1) fir die offene Hydrolyse (5.3.3.1), falls eine niedrige
Natriumionenkonzentration erforderlich ist, oder

— in eine 100-ml-Flasche mit Schraubverschlufl (4.2) fiir die geschlossene Hydrolyse (5.3.2.4).

Die Einwaage sollte einen Stickstoffgehalt von ca. 10 mg und einen Feuchtigkeitsgehalt von héchstens
100 mg aufweisen.

Der Kolben/die Flasche wird in ein Eiswasserbad gestellt und auf 0 °C abgekiihlt. Dann werden 5 ml
der Oxidationsmischung (3.23) hinzugefiigt, und es wird mit Hilfe eines Glasspatels mit gebogener
Spitze gemischt. Der Behilter, der den Spatel enthilt, wird mit einem luftdichten Film verschlossen,
das Eiswasserbad mit dem verschlossenen Behilter in einen Kiihlschrank von 0 °C gestellt und 16 h
stehengelassen. Anschlieffend wird das tberschiissige Oxidationsreagenz durch Zusatz von 0,84 g
Natriumdisulfit (3.4) zersetzt.

Es wird nach 5.3.2.1 weiterverfahren.
532 Hydrolyse

5.3.2.1 Hydrolyse der oxidierten Probe:

Zu der oxidierten Probe (5.3.1) werden 25 ml Hydrolysemischung (3.20) gegeben. Dabei ist darauf zu
achten, daf alle Probenriickstinde, die an den Seitenwinden des Gefifles sowie am Spatel haften,
abgewaschen werden. je nach dem verwendeten Hydrolyseverfahren wird gemif8 5.3.2.3 oder 5.3.2.4
weiterverfahren.

5.3.2.2 Hydrolyse der nicht oxidierten Probe:

In einen 100-ml- oder 250-ml-Rundkolben (4.1) bzw. in eine 100-ml-Flasche mit Schraubverschluf§
(4.2) werden 0,1 g bis 1 g der vorbereiteten Probe (5.1) auf 0,2 mg genau eingewogen. Die Einwaage
sollte einen Stickstoffgehalt von ca. 10 mg aufweisen. Es werden 25 ml Hydrolysemischung (3.20)
hinzugefligt und mit der Probe gemischt. Dabei ist darauf zu achten, daf} die Probe vollstindig benetzt
ist. BEs wird entweder nach 5.3.2.3 oder nach 5.3.2.4 weiterverfahren.

5.3.2.3 Offene Hydrolyse (Ruckfluflhydrolyse):

Zu der nach 5.3.2.1 oder 5.3.2.2 hergestellten Mischung werden drei Glasperlen hinzugegeben. Es wird
zum Sieden erhitzt und unter Rickflufl genau 23 h im Sieden gehalten. Nach Beendigung der
Hydrolyse wird der Riickflufkiihler mit 5 ml Citratpufferlosung (3.24) gespiilt und der abgehéngte
Kolben im Eisbad gekiihlt. Es wird gemafl 5.3.3 weiterverfahren.

5.3.24 Geschlossene Hydrolyse:

Die Flasche mit der nach 5.3.2.1 oder 5.3.2.2 vorbereiteten Mischung wird bei 110 °C in den
Trockenschrank (4.3) gestellt. Um einen durch Gasentwicklung hervorgerufenen Druckaufbau zu
vermeiden, wird der Schraubdeckel wihrend der ersten Stunde nur lose auf die Flasche gelegt. Die
Flasche darf nicht verschlossen werden. Nach 1 h wird die Flasche mit dem Deckel fest verschlossen
und 23 h im Trockenschrank bei 110 °C belassen. Nach Beendigung der Hydrolyse wird die Flasche
aus dem Trockenschrank genommen, der Verschluf vorsichtig gedffnet, die Flasche in ein
Eiswasserbad gestellt und abkiihlen gelassen.

Je nach dem Verfahren fiir die pH-Wert-Einstellung (5.3.3) wird der Inhalt der Flasche quantitativ mit
Citratpufferlosung (3.24) in ein 250-ml-Becherglas oder in einen 250-ml-Rundkolben tberfiihrt.

Es wird nach 5.3.3 weiterverfahren.
533 pH-Wert-Einstellung

Je nach der Natriumionentoleranz des Aminosiureanalysators (4.9) wird die pH-Wert-Einstellung
nach 5.3.3.1 oder 5.3.3.2 vorgenommen.

5.3.3.1 Fir Aminosidureanalysatoren (4.9), die eine niedrige Natriumionenkonzentration erfordern:

Werden Aminosdureanalysatoren verwendet, bei denen eine geringe Natriumionenkonzentration
erforderlich ist (wenn also das Sdurevolumen reduziert werden mufl), wird die Verwendung eines
internen Standards (3.27.3) empfohlen.
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In diesem Fall sind dem Hydrolysat 2,00 ml der internen Standardlésung (3.27.3) hinzuzufiigen.

Zu dem nach 5.3.2.3 oder 5.3.24 erhaltenen Hydrolysat werden zwei Tropfen 1-Octanol (3.15)
gegeben.

Das Volumen wird am Rotationsverdampfer (4.7) unter vermindertem Druck bei 40 °C auf 5 bis 10 ml
reduziert. Wurde das Volumen beim Einengen auf weniger als § ml reduziert, wird das Hydrolysat
verworfen und die Analyse wiederholt.

Der pH-Wert wird mit Natriumhydroxidlésung (3.18) auf 2,20 eingestellt, und es wird nach 5.3.4
weiterverfahren.

5.3.3.2 Fir alle sonstigen Aminosdurenanalysatoren (4.9):

Das nach 5.3.2.3 oder 5.3.2.4 erhaltene Hydrolysat wird durch vorsichtige Zugabe unter Rithren von 17
ml Natriumhydroxidlosung (3.17) teilweise neutralisiert, wobei eine Temperatur von unter 40 °C
eingehalten werden muf3.

Der pH-Wert wird mit Natriumhydroxidlosung (3.17 und 3.18) bei Raumtemperatur auf 2,20
eingestellt, und es wird nach $5.3.4 weiterverfahren.

534 Probenl6ésung fiir die Chromatographie

Das auf pH 2,20 eingestellte Hydrolysat (5.3.3.1 oder 5.3.3.2) wird mit Citratpufferlésung (3.24)
quantitativ in einen 200-ml-Meflkolben tiberfiihrt und mit Citratpufferlosung bis zur Marke aufgefullt.

Falls interner Standard bisher noch nicht hinzugefiigt worden ist, werden vor dem Auffiillen 2,00 ml
des internen Standards (3.27.3) hinzugegeben. Es wird sorgfaltig gemischt.

Nach 54 ,Chromatographie“ weiterverfahren.

Falls die Problemlésung nicht am selben Tag chromatographiert wird, ist sie bei < 5°C
aufzubewahren.

54 Chromatographie

Falls erforderlich, wird der Extrakt (5.2) oder das Hydrolysat (5.3.4) vor der Chromatographie auf
Raumtemperatur gebracht. Die Mischung wird geschiittelt und eine geeignete Menge durch einen
Membranfilter (4.5) filtriert. Die erhaltene klare Losung wird der Ionenaustauschchromatographie
unter Verwendung eines Aminosédureanalysators bzw. HPLC-Gerites (4.9) unterzogen.

Die Einspritzung kann von Hand oder automatisch erfolgen. Wesentlich ist, daf} jeweils die gleiche
Menge * 0,5 % der Standardlésung und Probenlésung eingespritzt werden, es sei den, es wird ein
interner Standard verwendet. Das Verhiltnis der Konzentrationen von Natriumionen und
Aminosiauren sollte in der Standard- und der Probenlésung so #hnlich wie moglich sein.

Die Haufigkeit von Kalibrationsldufen hangt vor allem von der Stabilitit des Ninhydrinreagenzes und
des Analysator-Systems ab. Die Standardloésung oder die Probenlésung wird mit Citratpufferldsung
(3-24) so verdiinnt, dafl die Peakfliche des Standards etwa 30 %—200 % der Peakfliche der einzelnen
Aminosiduren in der Probenlésung ausmacht.

Die Chromatographie der Aminosiuren unterschiedet sich leicht je nach Art der verwendeten Gerite
und des eingesetzten Harzes. Das System mufl in der Lage sein, die Aminosduren vollstindig
voneinander und von den sonstigen Ninhydrin-positiven Inhaltsstoffen zu trennen. Im Arbeitsbereich
mufl das chromatographische System einen linearen Respons aufweisen.

Wird eine equimolare Losung der zu bestimmenden Aminosiuren analysiert, sollten bei der
Chromatographie die unten angegebenen Verhiltnisse von Tal zu Peakh6he zwischen den
iberlappenden Peaks erreicht werden. Diese equimolare Loésung mufl mindestens 30 % der
maximalen Menge jeder Aminosiure enthalten, die mit dem jeweiligen Aminosdureanalysator noch
prazise bestimmt werden kann.

Bei der Trennung von Threonin und Serin sollte das Verhiltnis von Tal zur Peakhéhe des niedrigeren
der zwei sich tberlappenden Peaks auf dem Chromatogramm nicht mehr als 2 : 10 betragen. Fiir alle
ibrigen Aminosduren sollte die Trennung besser als 1:10 sein.

Das System mufi gewihrleisten, dafl Lysin von ,Lysinartefakten® und Omithin abgetrennt wird.

6 Berechnung der Ergebnisse
Die Flichen der Proben- und der Kalibrationstandardpeaks werden fiir jede einzelne Aminosiure
bestimmt und der Gehalt in g Aminosdure je kg Probe berechnet:

A x ExMG x F

= g Aminosiure je kg Probe
B x W x 1000

Bei Verwendung eines internen Standards ist mit D zu mulitiplizieren.
C



19.9.98

Amtsblatt der Europiischen Gemeinschaften

L 257/21

6.1

7.1

A = Peakfliche der zu bestimmenden Aminosdure im Extrakt (5.2) oder in der Probenlésung
(5.3.4),

B = Peakflache der zu bestimmenden Aminosdure in der Aminosiurenkalibrierlésung (3.27.4 oder
327.5),

C = Peakfliche des internen Standards im Extrakt (5.2) oder in der Probenlésung (5.3.4),

D = Peakfliche des internen Standards in der Aminosaurenkalibrierlosung (3.27.4 oder 3.27.5),

MG = Molekulargewicht der zu bestimmenden Aminosiure,

E = Konzentration der Aminosiurenkalibrierlésung (3.27.4 oder 3.27.5) in umol/ml,

W = g Probeneinwaage (auf Originalgewicht berichtigt, falls getrocknet oder entfettet),

F = Gesamtvolumen in ml der Probenlésung (5.34) oder nach 6.1 errechnetes

Gesamtverdiinnungsvolumen in ml des Extrakts (5.2).

Sowohl Cystin als auch Cystein werden im Hydrolysat der oxidierten Probe als Cysteinsiure bestimmt,
jedoch als Cystin (CH,,N,O,S,, MG 240,30) unter Verwendung des MG von 120,15 (0,5 x 240,30)
berechnet.

Methionin wird als Methioninsulfon im Hydrolysat der oxidierten Probe bestimmt, aber unter
Verwendung des MG von Methionin (149,21) als Methionin berechnet.

Zugesetztes freies Methionin wird nach Extraktion als Methionin bestimmt, wobei fiir die Berechnung
das gleiche MG verwendet wird.

Das Gesamtverdiinnungsvolumen (F) des Extraktes fiir die Bestimmung von freien Aminoséuren (5.2)
wird wie folgt berechnet:

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

V = Volumen des Endextrakts (5.2).

F =100 ml x

Beurteilung des Verfahrens

Das Verfahren ist in einem auf internationaler Ebene im Jahr 1990 durchgefiihrten Vergleichstest an
drei verschiedenen Futtermitteln (Mischfuttermittel fiir Schweine, Mischfuttermittel fiir Mastkiiken
und Eiweiflkonzentrat) und einer Vormischung erprobt worden. Die nach der Eliminierung von
Ausreiflern erhaltenen Ergebnisse sind in den folgenden Tabellen dargestellt.

Mittelwerte in g/kg

Aminoséure
Referenzmaterial

Threonin Cyst(e)in Methionin Lysin

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

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

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

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

n=Anzahl der beteiligten Laboratorien.
Wiederholbarkeit

Fir die untersuchten Aminosiduren wurde die Wiederholbarkeit ermittelt. Sie ist, ausgedriickt als
Wiederholstandardabweichung, fiir den obengenannten Vergleichstest in der folgenden Tabelle
dargestellt.
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7.2

Wiederholstandardabweichung (S) in g/kg

Aminosiure
Referenzmaterial
Threonin Cyst(e)in Methionin Lysin
Schweinefutter 0,13 0,10 0,11 0,26
n=1§ n=17 n=17 n=13
Mastkiikenmischfutter 0,20 0,11 0,16 0,28
n=16 n=18 n=18 n=16
Eiweiflkonzentrat 0,48 0,13 0,27 0,99
n=16 n=17 n=17 n=15
Vormischung 1,30 — 2,19 2,06
n=16 n=16 n=16
n=Anzahl der beteiligten Laboratorien.
Wiederholvariationskoeffizient (%)
Aminoséure
Referenzmaterial
Threonin Cyst(e)in Methionin Lysin
Schweinefutter 1,9 , 34 ,
n=15 n=17 n=17 n=13
Mastkiikenmischfutter 2,1 2,8 3,1 2,1
n=16 n=18 n=18 n=16
Eiweiflkonzentrat 2,7 2,6 2,2 24
n=16 n=17 n=17 n=15§
Vormischung 2,2 — 2,4 2,1
n=16 n=16 n=16

n=Anzahl der beteiligten Laboratorien.

Vergleichbarkeit

Die Ergebnisse der Vergleichstandardabweichung, die sich aus den obengenannten Untersuchungen
ergeben, sind in nachstehender Tabelle wiedergegeben.

Vergleichstandardabweichung (S;) in g/kg

Aminosiure
Referenzmaterial

Threonin Cyst(e)in Methionin Lysin

Schweinefutter 0,28 0,30 0,23 0,30
n=1§ n=17 n=17 n=13

Mastkiikenmischfutter 0,48 0,34 0,55 0,75
n=16 n=18 n=18 n=16

Eiweiflkonzentrat 0,85 0,62 1,57 1,24
n=16 n=17 n=17 n=15

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

n=Anzahl der beteiligten Laboratorien.
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Vergleichvariationskoeffizient (%)

Aminoséure
Referenzmaterial
Threonin Cyst(e)in Methionin Lysin
Schweinefutter 41 9,9 7,0 s
n=1§ n=17 n=17 n=13
Mastkiikenmischfutter 52 8,8 10,9 g
n=16 n=18 n=18 n=16
Eiweiflkonzentrat 3,8 12,3 13,0 X
n=16 n=17 n=17 n=15
Vormischung 43 — 6,9 6,7
n=16 n=16 n=16

n=Anzahl der beteiligten Laboratorien.

8 Verwendung von Referenzmaterialien

Die korrekte Anwendung der Methode soll durch Mehrfachbestimmungen an zertifizierten
Referenzmaterialien, soweit verfiighar, tiberpriift werden. Fiir die Kalibration wird die Verwendung
einer zertifizierten Aminosdurestandardlosung empfohlen.

9 Bemerkung

9.1 Wegen der Unterschiede zwischen den Aminosdureanalysatoren sind die Endkonzentrationen der
Aminosaurenkalibrierlésungen (3.27.4 und 3.27.5) und der Probenlésung (5.3.4) als Richtwerte
anzusehen.

Der lineare Reaktionsbereich des Gerdts muf fiir alle Aminosiuren gepriift werden.

Die Standardlésung wird mit Citratpufferlésung verdiinnt, um Spitzenwerte in der Mitte des Bereichs
zu erhalten.

92 Falls Gerite fur die Hochleistungsflissigkeitschromatographie zur Analyse der Hydrolysate eingesetzt
werden, sind die Versuchsbedingungen gemifi den Empfehlungen des Herstellers zu optimieren.

9.3 Wird diese Methode fiir Futtermittel angewandt, die mehr als 1 % Chlorid enthalten (Kraftfutter,
Mineralfutter, Erganzungsfutter), so kann der Methioningehalt unterschitzt werden, und es ist eine
modifizierte Oxidation erforderlich.

TEIL B

4. BESTIMMUNG VON ROHFETT

1 Zweck und Anwendungsbereich

Die Methode dient zur Bestimmung des Rohfettgehalts von Futtermitteln. Sie bezieht sich nicht auf die
Untersuchung von Olsaaten und Olfriichten im Sinne der Verordnung (EWG) Nr. 136/66 des Rates.

Je nach Art und Zusammensetzung des Futtermittels sowie dem Zweck der Untersuchung ist eines der
beiden nachstehend beschriebenen Verfahren anzuwenden.

1.1 Verfabren A — Direkt extrabierbares Robfett

Das Verfahren ist anzuwenden bei Einzelfuttermitteln pflanzlicher Herkunft mit Ausnahme derjenigen,
die in den Anwendungsbereich von Verfahren B fallen.

1.2 Verfabren B — Gesamtrobfett

Das Verfahren ist anzuwenden bei Einzelfuttermitteln tierischen Ursprungs und bei allen
Mischfuttermitteln. Es ist auflerdem bei allen Materialien anzuwenden, aus denen Fett ohne vorherige
Hydrolyse nicht vollstindig extrahiert werden kann, z.B. Kleber, Hefen, Kartoffeleiweifl und
Erzeugnissen, die Verfahren unterzogen wurden wie Extrudieren, Flockieren und Erhitzen.
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1.3

22

32
33
34

4.2

4.3

44

52

Auswertung

In allen Fillen, in denen mit Verfahren B ein hoheres Ergebnis erzielt wird als mit Verfahren A, gilt das
mit Verfahren B erhaltene Ergebnis als der richtige Wert.

Prinzip
Verfabhren A

Die Probe wird mit Petrolether extrahiert. Das Losungsmittel wird abdestilliert und der Riickstand
getrocknet und gewogen.

Verfabhren B

Die Probe wird heifl mit Salzsiure behandelt. Die Mischung wird abgekiihlt und filtriert. Der
gewaschene und getrocknete Riickstand wird nach dem Verfahren A weiterbehandelt.

Reagenzien

Petrolether mit einem Siedebereich von 40-60 °C. Die Bromzahl mufi weniger als 1 und der
Abdampfriickstand weniger als 2 mg/100 ml betragen.

Natriumsulfat, wasserfrei.
Salzsdure, ¢ = 3 mol HCI/L.

Filtrationsmittel, z. B. Kieselgur, Hyflo-supercel.

Gerite

Extraktionsapparat: Sofern das Gerit mit einem Siphon (Soxhletapparat) ausgestattet ist, mufy die
Rickflufimenge so bemessen sein, daff das Lésungsmittel mindestens zehnmal in der Stunde ablauft;
wenn es sich um ein Gerit ohne Siphon handelt, mufl die Riickfluimenge etwa 10 ml pro Minute
betragen.

Extraktionshtilsen: Diese miissen frei sein von petroletherloslichen Stoffen und eine Porositit besitzen,
die den Forderungen unter 4.1 entspricht.

Trockenschrank: Vakuumtrockenschrank, einstellbar auf 75°C *+ 3°C, oder Lufttrockenschrank,
einstellbar auf 100 °C £ 3 °C.

Mikrowellengerit.

Ausfithrung
Verfabren A (fiir Proben mit hobem Fetigebalt siebe Bemerkung 8.1)

5 g der Probe werden auf 1 mg genau abgewogen, dann in eine Extraktionshiilse (4.2) tibergefiihrt und
mit einem fettfreien Wattebausch abgedeckt.

Die Hilse wird in einen Extraktionsapparat (4.1) gebracht und sechs Stunden mit Petrolether (3.1).
extrahiert, wobei der Petroletherextrakt in einem trockenen, mit einigen Stiickchen Bimsstein (')
versehenen, tarierten Kolben aufgefangen wird.

Nach beendeter Extraktion wird das Losungsmittel abdestilliert, der Riickstand mit Kolben
anschliefend 1,5 Stunden in einem Trockenschrank (4.3) getrocknet und nach dem Abkiihlen in einem
Exsikkator gewogen. Durch eine zweite Trocknung von 30 Minuten Dauer ist zu priifen, ob das
Gewicht des Fettes konstant geblieben ist (der Gewichtsverlust zwischen zwei aufeinanderfolgenden
Wiagungen mufy unter 1 mg bleiben).

Verfabren B

2,5 g der Probe (siche Bemerkung 8.2) werden auf 1 mg genau abgewogen und in ein 400-
ml-Becherglas oder einen 300-ml-Erlenmeyerkolben gebracht. Anschliefend werden 100 ml Salzséure,
c¢= 3 mol/l (3.3), und einige Stiickchen Bimsstein hinzugefiigt. Das Becherglas wird mit einem Uhrglas
abgedeckt, bzw. dem Erlenmeyerkolben wird ein Ruckflufkihler aufgesetzt. Das Gemisch wird auf
kleiner Flamme oder auf einer Heizplatte bis zum Siedepunkt erhitzt und eine Stunde schwach
siedengelassen. Es mufi vermieden werden, dafl das Material an den Wanden des Gefifles ansetzt.

Dann wird abgekiihlt und so viel vom Filtrationsmittel (3.4) zugesetzt, daff beim Filtrieren kein
Fettverlust eintritt. Filtriert wird unter Verwendung zweier ineinandergelegter feuchter fettfreier
Papierfilter. Der Riickstand wird bis zur neutralen Reaktion mit kaltem Wasser gewaschen. Danach ist
zu priifen, ob das Filtrat noch Fett enthalt. Vorhandensein von Fett zeigt, daff vor der Hydrolyse eine
Extraktion der Probe mit Petrolether nach Verfahren A vorzunehmen ist.

Der doppelte Papierfilter mit dem Riickstand ist auf ein Uhrglas zu legen und ca. 1,5 Stunden bei

100 °C = 3°C im Trockenschrank oder bei 75°C #+ 3°C im Vakuumtrockenschrank (4.3) zu
trocknen.

Der doppelte Filter mit dem trockenen Riickstand wird in eine Extraktionshiilse (4.2) gebracht und mit
einem fettfreien Wattebausch bedeckt. Die Hiilse wird in einen Extraktionsapparat (4.1) eingesetzt.
Dann wird wie unter 5.1 Unterabsitze 2 und 3 beschrieben fortgefahren.

(") Wenn das Fett spiter qualitativ untersucht werden soll, sind die Bimssteinstiickchen durch Glasperlen zu
ersetzen.
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6 Berechnung der Ergebnisse

Das Gewicht des Riickstands wird in Hundertteilen (Prozenten) der Probe ausgedriickt.

7 Wiederholbarkeit

Der Unterschied zwischen den Ergebnissen zweier Parallelbestimmungen (eines Analytikers) sollte bei
derselben Probe bei Gehalten an Rohfett von

— bis zu 5 v.H.: 0,2 v. H. absolut,
— 5 bis 10 v.H.: 4,0 v. H. des hoheren Resultats,
— mehr als 10 v. H.: 0,4 v. H. absolut

nicht tberschreiten

8 Bemerkungen

8.1  Bei Erzeugnissen mit hohem Fettgehalt, die schwer zu zerkleinern sind oder sich zur Entnahme einer
reduzierten homogenen Probe nicht eignen, ist folgendermaflen zu verfahren:

20 g der Probe werden auf 1 mg genau abgewogen und mit 10 g oder mehr wasserfreiem Natriumsulfat
(3.2) gemischt. Dann wird mit Petrolether (3.1) wie unter 5.1 beschrieben extrahiert. Der dabei
aufgefangene Extrakt wird mit Petrolether (3.1) auf 500 ml aufgefiillt und gemischt. Von der Losung
werden 50 ml entnommen und in einen kleinen, trockenen, mit Bimssteinkdrnchen versehenen (') und
tarierten Kolben gebracht. Das Losungsmittel wird abdestilliert; dann wird wie unter 5.1 letzter
Unterabsatz beschrieben getrocknet und weiterverfahren.

Der Extraktionsriickstand in der Hiilse wird vom Lésungsmittel befreit und auf 1 mm zerkleinert. Das
Material wird in die Extraktionshiilse zuriickgebracht (kein Natriumsulfat hinzufiigen). Dann wird wie
unter 5.1 Unterabsitze 2 und 3 beschrieben fortgefahren.

Der Rohfettgehalt, ausgedriickt in Hundertteilen der Probe, wird nach folgender Formel ermittelt:
(10 a +b) x 5

Darin sind:

a = Ruckstandsmasse in Gramm nach der ersten Extraktion (aliquoter Teil des Extraktes),

b = Riickstandsmasse in Gramm nach der zweiten Extraktion.
8.2  Bei fettarmen Erzeugnissen kann mit einer Einwaage von 5 g gearbeitet werden.

8.3  Heimtierfutter mit hohem Wassergehalt mussen vor der Hydrolyse und Extraktion nach Verfahren B
moglicherweise mit wasserfreiem Natriumsulfat gemischt werden.

84 In 5.2 kann die Verwendung von heiflem statt kaltem Wasser zum Waschen des Riickstands nach der
Filtration moglicherweise wirksamer sein.

8.5  Die Trocknungszeit von 1,5 Stunden muf bei einigen Futtermitteln méglicherweise verlingert werden.
Ubermifiges Trocknen ist zu vermeiden, da dies zu niedrigen Ergebnissen fiihren kann. Es kann auch
ein Mikrowellengerit (4.4) verwendet werden.

8.6  Bei einem Rohfettgehalt von mehr als 15 v. H. wird eine Extraktion nach Verfahren A vor der
Hydrolyse und eine erneute Extraktion nach Verfahren B empfohlen.

TEIL C
BESTIMMUNG VON OLAQUINDOX
(N-(2-Hydroxyethyl)-3-Methyl-2-Chinoxalin-Carboxamid-1,4-Dioxid)

1 Zweck und Anwendungsbereich
Die Methode dient zur Bestimmung von Olaquindox in Futtermitteln. Die untere Grenze der
Bestimmbarkeit betrdgt 5 mg/kg.

2 Prinzip

Die Probe wird mit einem Methanol-Wasser-Gemisch extrahiert. Der Gehalt an Olaquindox wird durch
Umkehrphasen-Hochleistungsflissigkeitschromatographie (RP-HPLC) unter Verwendung eines
UV-Detektors bestimmt.

(") Wenn das Fett spiter qualitativ untersucht werden soll, sind die Bimssteinstiickchen durch Glasperlen zu
ersetzen.
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3.1
32
33
34

3.5

3.5.1

352

353

4.1
4.2
4.3

431
4.4

5.1
5.1.1

5.2.

Reagenzien

Methanol.

Methanol fir die HPLC.
Wasser fur die HPLC.

Mobile Phase fiir die HPLC:
Wasser (3.3)-Methanol (3.2)-Gemisch, z. B. 900 + 100 (V + V).

Standard-Substanz: Olaquindox, rein, N-(2-Hydroxyethyl)-3-Methyl-2-Chinoxalin - Carboxamid -
1,4-Dioxid, E 851.

Olaquindox Standard-Stammlésung, 250 pg/ml:

50 mg Olaquindox (3.5) werden auf 0,1 mg genau in einen 200-ml-Mef8kolben eingewogen, und es
werden 190 ml Wasser zugefiigt. Dann wird der Kolben fiir 20 min. in ein Ultraschallbad (4.1) gestellt.
Nach der Ultraschallbehandlung wird die Lésung auf Raumtemperatur gebracht, es wird mit Wasser bis
zur Marke aufgefiillt und gemischt. Der Kolben wird mit Aluminiumfolie umhiillt und im Kiihlschrank
aufbewahrt. Die Losung mufi monatlich frisch bereitet werden.

Olaquindox-Standardlésung, 25 pg/ml:

10,0 ml der Standard-Stammldsung (3.5.1) werden in einen 100-ml-Meflkolben tberfithrt. Es wird mit
der mobilen Phase (3.4) bis zur Marke aufgefiillt und gemischt. Die Losung mufy vor Gebrauch frisch
bereitet werden.

Kalibrierlosungen:

Von der Standardlésung (3.5.2) werden 1,0, 2,0, 5,0, 10,0, 150 und 20,0 ml jeweils in einen
50-ml-Mefikolben tberfiihrt. Es wird mit der mobilen Phase (3.4) bis zur Marke aufgefiillt und
gemischt. Die Kolben werden mit Aluminiumfolie umhillt. Diese Kalibrierlosungen enthalten jeweils
0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 7,5 und 10,0 pg Olaquindox pro ml. Die Lésungen miissen vor Gebrauch frisch
bereitet werden.

Gerite
Ultraschallbad.
Mechanische Schiittelmaschine.

HPLC-Einrichtung  mit UV-Detektor mit  variabler =~ Wellenlidngeneinstellung  oder
Diodenarray-Detektor.

Trennsdule, 250 mm X 4 mm, C,-Fillmaterial, Teilchengréfle 10 um oder vergleichbare Saule.

Membranfilter, 0,45 um Porengrofie.

Durchfiihrung

Anmerkung: Olaquindox ist lichtempfindlich. Alle Analysenschritte sind deshalb unter Ausschlufl von
UV-Licht (Verwendung von Braunglasgeriten, Aluminiumfolie oder UV-absorbierenden Materialien)
durchzufiihren.

Allgemeines

Eine Blindprobe wird untersucht, um zu prifen, daf8 weder Olaquindox noch Stérsubstanzen
vorhanden sind.

Die Wiederfindungsrate wird ermittelt, indem eine Blindprobe (5.1.1) untersucht wird, die mit
Olaquindox angereichert wurde. Die zugesetzte Menge an Olaquindox sollte der in der Probe
vorhandenen Menge entsprechen. Um auf einen Gehalt von 50 mg/kg anzureichern, werden 10,0 ml
der Standard-Stammlésung (3.5.1) in einen 250-ml-Erlenmeyerkolben tberfithrt und im Stickstoffstrom
auf ca. 0,5 ml eingeengt. Dann werden 50 g der Blindprobe zugegeben. Es wird gemischt und 10 min.
stehengelassen, bevor mit der Extraktion (5.2) fortgefahren wird.

Anmerkung: Fir den Zweck dieser Methode sollte die Blindprobe #hnlich zusammengesetzt sein wie
die zu untersuchende Probe, und Olaquindox soll nicht nachweisbar sein. Falls eine der
Untersuchungsprobe in der Zusammensetzung #hnliche Blindprobe nicht verfligbar ist, ist die
Wiederfindungsrate durch definiertes Aufstocken der zu untersuchenden Probe zu ermitteln.

Extraktion

50 g der Probe werden auf 0,01 g genau in einen 1 000-ml-Erlenmeyerkolben eingewogen und mit 100
ml Methanol (3.1) versetzt. Der Kolben wird 5 min. in das Ultraschallbad (4.1) gestellt. Es werden 410
ml Wasser zugegeben, und die Probelésung wird weitere 15 min. mit Ultraschall behandelt. Der
Kolben wird aus dem Ultraschallbad genommen, und es wird 30 min. auf der Schiittelmaschine (4.2)
geschiittelt. Die Probelésung wird tber einen Faltenfilter filtriert. 10,0 ml des Filtrats werden in einen
20-ml-Meflkolben tberfiithrt, es wird mit Wasser bis zur Marke aufgefiillt und gemischt. Ein aliquoter
Teil wird tber einen Membranfilter (4.4) filtriert. Diese Lésung wird fiir die HPLC-Bestimmung (5.3)
verwendet.
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5.3 HPLC-Bestimmung
5.3.1 Bedingungen

Die folgenden Angaben sind Richtwerte; andere Bedingungen kénnen verwendet werden, sofern sie zu
vergleichbaren Ergebnissen fiihren.

HPLC-Trennséule: Fiillung fiir Umkehrphasen-Chromatographie (4.3.1),

Mobile Phase (3.4): Wasser (3.3) - Methanol (3.2)-Gemisch, z. B. 9004100 (V+V),
Durchfluf3rate: 1,5-2 ml/min.,
Detektionswellenldnge: 380 nm,

Einspritzvolumen: 20 pl-100 pl.

Die Stabilitidt des chromatographischen Systems wird tberpriift, indem die Kalibrierlosung (3.5.3), die
2,5 pg/ml enthilt, mehrmals eingespritzt wird, bis konstante Peakh6hen (-flichen) und Retentionszeiten
erhalten werden.

5.3.2 Kalibrierkurve

Jede Kalibrierl6sung (3.5.3) wird mehrmals eingespritzt, und die Peakhohen (-flichen) fiir die einzelnen
Konzentrationen werden gemessen. Es wird eine Kalibrierkurve erstellt, indem die mittleren
Peakhohen (-flichen) auf der Ordinate und die dazugehérigen Konzentrationen in pg/ml auf der
Abszisse aufgetragen werden.

533 Probenlésung

Der Probenextrakt (5.2) wird mehrmals eingespritzt, wobei dasselbe Volumen wie fir die Einspritzung
der Kalibrierldsungen verwendet wird, und die mittlere Peakhohe (-fliche) der Olaquindoxpeaks wird
ermittelt.

6 Berechnung der Ergebnisse

Aus der mittleren Hohe (Fliche) der Olaquindoxpeaks der Probenlosung wird anhand der
Kalibrierkurve (5.3.2) die Konzentration der Probenlésung in pg/ml bestimmt.

Der Olaquindoxgehalt w in mg/kg der Probe wird nach folgender Formel berechnet:

¢ x 1000
w=—"—"""" (mg/kg)
m

Hierein bedeuten:
¢ = Olaquindoxkonzentration der Probenlésung (5.2) in pg/ml

m = Probeneinwaage in g.

7 Uberpriifung der Ergebnisse
7.1 Identitdit

Die Identitit des Analyten kann durch Co-Chromatographie oder mit Hilfe eines
Diodenarray-Detektors bestitigt werden, wobei die Spektren der Probenlésung (5.2) und der
Kalibrierlosung (3.5.3), die 5,0 ug/ml enthilt, verglichen werden.

71.1 Co-Chromatographie

Eine Probenlésung wird mit einer geeigneten Menge Kalibrierlésung (3.5.3) versetzt. Die zugesetzte
Olaquindoxmenge sollte dem erwarteten Olaquindoxgehalt des Probenextrakts entsprechen.

Unter Beriicksichtigung der zugesetzten Menge und der Verdiinnung des Extrakts darf nur die Hohe
des Olaquindoxpeaks vergrofiert sein. Die Peakbreite in halber Hoéhe aus dem Zusatzversuch sollte
nicht mehr als + 10 % von der des Peaks der Probenlésung abweichen.

7.1.2 Diodenarray-Detektion

Die Ergebnisse werden gemifl den nachstehenden Kriterien beurteilt:

a) Die Wellenldngen bei maximaler Absorption des Proben- und des Standardspektrums an der
Peakspitze des Chromatogramms miissen innerhalb eines Bereichs tibereinstimmen, der durch das
Auflésungsvermdgen des Detektionssystems bestimmt wird. Fiir die Diodenarray-Detektion betrigt
dieser Bereich =+ 2 nm.
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b) Zwischen 220 nm und 400 nm diirfen das Proben- und Standardspektrum an den Peakspitzen des
Chromatogramms in den Bereichen, die zwischen 10 % und 100 % relativer Absorption liegen,
keine Unterschiede aufweisen. Dieses Kriterium ist erfillt, wenn die gleichen Maxima vorliegen und
die Abweichung zwischen den beiden Spektren an keiner Stelle mehr als 15 % der Absorption des

Standards betrégt.

c) Zwischen 220 nm und 400 nm diirfen sich die Spektren des Probenextrakts im Anstieg, am
Maximum und im Abstieg des Probenpeaks in den Bereichen des Spektrums zwischen 10 % und
100 % relativer Absorption nicht unterscheiden. Dieses Kriterium ist erfiillt, wenn die gleichen
Maxima vorliegen und die Abweichung der Spektren an keinem Beobachtungspunkt mehr als 15 %
der Absorption des Spektrums am Peakmaximum betrégt.

Wird eines dieser Kriterien nicht erfullt, gilt das Vorhandensein des Analyten als nicht bestatigt.

Wiederholbarkeit

Der Unterschied zwischen den Ergebnissen von zwei Parallelbestimmungen darf bei ein und derselben
Probe bei einem Olaquindoxgehalt zwischen 10 mg/kg und 200 mg/kg 15 % des hoheren Resultats

nicht tberschreiten.

Wiederfindungsrate

Die Wiederfindungsrate soll mindestens 90 % betragen.

Ergebnisse eines Ringversuchs

Es wurde ein EG-Ringversuch durchgefiihrt, bei dem vier Ferkelfutter einschliefilich eines Blindfutters

untersucht wurden. Die Ergebnisse sind nachstehend wiedergegeben.

Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4
L 13 10 11 11
n 40 40 44 44
Mittelwert (mg/kg) — 14,6 48,0 954
S, (mg/kg) — 0,82 2,05 6,36
Sy (mg/kg) — 1,62 4,28 8,42
VK, (%) — 5,6 43 6,7
VK, (%) — 11,1 8,9 8,8
Sollgehalt (mg/kg) — 15 50 100
Wiederfindung (%) — 97,3 96,0 95,4
L : Anzahl der Laboratorien,
n : Anzahl der Einzelwerte,
S, : Wiederholstandardabweichung,
Sy : Vergleichstandardabweichung,

VK, : Wiederholvariationskoeffizient,
VK, : Vergleichvariationskoeffizient.

Bermerkung

Obwohl die Methode fiir Futtermittel mit Olaquindoxgehalten von mehr als 100 mg/kg nicht validiert
wurde, kénnen zufriedenstellende Ergebnisse durch Verringerung der Einwaage und/oder Verdinnung
des Extrakts (5.2) auf den Konzentrationsbereich der Kalibrierkurve (5.3.2) erzielt werden.



