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Ο∆ΗΓΙΑ 98/64/ΕΚ ΤΗΣ ΕΠΙΤΡΟΠΗΣ

τηr 3ηr Σεπτεµβρ�ου 1998

για τον καθορισµ� κοινοτικ�ν µεθ�δων αναλ�σεωr για τον προσδιορισµ� των αµινοξ�ων,
των ακατ�ργαστων λιπαρ�ν ουσι�ν και του olaquindox στιr ζωοτροφ�r και για την τροπο-

πο�ηση τηr οδηγ�αr 71/393/ΕΟΚ τηr Επιτροπ�r

(Κε�µενο που παρουσι�ζει ενδιαφ�ρον για τον ΕΟΧ)

Η ΕΠΙΤΡΟΠΗ ΤΩΝ ΕΥΡΩΠΑΪΚΩΝ ΚΟΙΝΟΤΗΤΩΝ,

�χονταr υπ�ψη:

τη συνθ�κη για την �δρυση τηr Ευρωπαϊκ�r Κοιν�τηταr,

την οδηγ�α 70/373/ΕΟΚ του Συµβουλ�ου, τηr 20�r Ιουλ�ου
1970, περ� εισαγωγ�r τρ�πων λ�ψεωr δειγµ�των και
µεθ�δων κοινοτικ�r αναλ�σεωr για τον επ�σηµο �λεγχο των
ζωοτροφ�ν (1), �πωr τροποποι�θηκε τελευτα�α απ� την
πρ�ξη προσχ�ρησηr τηr Αυστρ�αr, τηr Vινλανδ�αr και τηr
Σουηδ�αr, και ιδ�ωr το �ρθρο 2,

Εκτιµ�νταr:

�τι, η οδηγ�α 70/373/ΕΟΚ προβλ�πει �τι ο επ�σηµοr �λεγ-
χοr των ζωοτροφ�ν προκειµ�νου να διαπιστ�νεται κατ�
π�σο πληρο�νται οι νοµοθετικ�r, κανονιστικ�r � διοικητι-
κ�r διατ�ξειr �σον αφορ� την ποι�τητα και τη σ�νθεση
αυτ�ν, πρ�πει να πραγµατοποιε�ται σ�µφωνα µε τιr κοινοτι-
κ�r µεθ�δουr δειγµατοληψ�αr και αν�λυσηr·

�τι, η οδηγ�α 79/373/ΕΟΚ του Συµβουλ�ου, τηr 2αr Απρι-
λ�ου 1979, περ� εµπορ�αr των σ�νθετων ζωοτροφ�ν (2), �πωr
τροποποι�θηκε τελευτα�α απ� την οδηγ�α 97/47/ΕΚ τηr
Επιτροπ�r (3) και η οδηγ�α 93/74/ΕΟΚ του Συµβουλ�ου, τηr
13ηr Σεπτεµβρ�ου 1993, για τιr ζωοτροφ�r µε τιr οπο�εr
επιδι�κονται στ�χοι ιδια�τερηr διατροφ�r (4), �πωr τροπο-
ποι�θηκε τελευτα�α απ� την οδηγ�α 96/25/ΕΚ (5) προβλ�-
πουν τη δ�λωση των αµινοξ�ων και των ακατ�ργαστων
λιπαρ�ν ουσι�ν στην επισ�µανση των ζωοτροφ�ν·

�τι, εξ�λλου, η οδηγ�α 70/524/ΕΟΚ του Συµβουλ�ου, τηr
23ηr Νοεµβρ�ου 1970, περ� των προσθ�των υλ�ν στιr ζωο-
τροφ�r (6) �πωr τροποποι�θηκε τελευτα�α απ� την οδηγ�α
98/19/ΕΚ τηr Επιτροπ�r (7) προβλ�πει �τι η περιεκτικ�τητα
σε olaquindox πρ�πει να αναφ�ρεται στην επισ�µανση,
εφ�σον η ουσ�α αυτ� προστ�θεται στιr σ�νθετεr ζωοτροφ�r·

�τι η δε�τερη οδηγ�α 71/393/ΕΟΚ τηr Επιτροπ�r, τηr 18ηr
Νοεµβρ�ου 1971, περ� καθορισµο� κοινοτικ�ν µεθ�δων
αναλ�σεωr για τον επ�σηµο �λεγχο των ζωοτροφ�ν (8),
�πωr τροποποι�θηκε τελευτα�α απ� την οδηγ�α 84/4/

ΕΟΚ (9), θεσπ�ζει µεθ�δουr αν�λυσηr, µεταξ� �λλων για
τον προσδιορισµ� των ακατ�ργαστων λιπαρ�ν ουσι�ν· �τι
ε�ναι σκ�πιµο να τροποποιηθε� η αναφερθε�σα µ�θοδοr·

�τι πρ�πει να καθοριστο�ν οι κοινοτικο� µ�θοδοι αν�λυσηr
για τον �λεγχο των εν λ�γω ουσι�ν·

�τι τα µ�τρα που προβλ�πονται στην παρο�σα οδηγ�α ε�ναι
σ�µφωνα µε τη γν�µη τηr µ�νιµηr επιτροπ�r ζωοτροφ�ν,

ΕΞΕ∆ΩΣΕ ΤΗΝ ΠΑΡΟΥΣΑ Ο∆ΗΓΙΑ:

�ρθρο 1

Τα κρ�τη µ�λη ορ�ζουν �τι οι αναλ�σειr που προβλ�πονται
για τον επ�σηµο �λεγχο των ζωοτροφ�ν, �σον αφορ� την
περιεκτικ�τητ� τουr σε αµινοξ�α, ακατ�ργαστεr λιπαρ�r
ουσ�εr και σε olaquindox πραγµατοποιο�νται σ�µφωνα µε
τιr µεθ�δουr που περιγρ�φονται στο παρ�ρτηµα.

�ρθρο 2

Στο παρ�ρτηµα τηr οδηγ�αr 71/393/ΕΟΚ τηr Επιτροπ�r, το
σηµε�ο «4. Προσδιορισµ�r των ακατ�ργαστων λιπαρ�ν
ουσι�ν» αντικαθ�σταται απ� το µ�ροr Β του παραρτ�µατοr
τηr παρο�σαr οδηγ�αr.

�ρθρο 3

1. Τα κρ�τη µ�λη θ�τουν σε ισχ� τιr νοµοθετικ�r, κανονι-
στικ�r και διοικητικ�r διατ�ξειr τιr αναγκα�εr για τη συµ-
µ�ρφωση µε την παρο�σα οδηγ�α �ωr τιr 31 ∆εκεµβρ�ου
1998. Τα κρ�τη µ�λη ενηµερ�νουν αµ�σωr σχετικ� την
Επιτροπ�.

Εφαρµ�ζουν τιr εν λ�γω διατ�ξειr απ� την 1η Ιανουαρ�ου
1999.

Οι εν λ�γω διατ�ξειr, κατ� τη θ�σπισ� τουr απ� τα κρ�τη
µ�λη, περιλαµβ�νουν παραποµπ� στην παρο�σα οδηγ�α �
συνοδε�ονται απ� αν�λογη παραποµπ� κατ� την επ�σηµη
δηµοσ�ευσ� τουr. Οι λεπτοµ�ρειεr σχετικ� µε την εν λ�γω
παραποµπ� καθορ�ζονται απ� τα κρ�τη µ�λη.

(1) ΕΕ L 170 τηr 3. 8. 1970, σ. 2.
(2) ΕΕ L 86 τηr 6. 4. 1979, σ. 30.
(3) ΕΕ L 211 τηr 5. 8. 1997, σ. 45.
(4) ΕΕ L 237 τηr 22. 9. 1993, σ. 23.
(5) ΕΕ L 125 τηr 23. 5. 1996, σ. 35.
(6) ΕΕ L 270 τηr 14. 12. 1970, σ. 1.
(7) ΕΕ L 96 τηr 28. 3. 1998, σ. 39.
(8) ΕΕ L 279 τηr 20. 12. 1971, σ. 7. (9) ΕΕ L 15 τηr 18. 1. 1984, σ. 28.
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2. Τα κρ�τη µ�λη ανακοιν�νουν στην Επιτροπ� το κε�-
µενο των σηµαντικ�τερων διατ�ξεων εσωτερικο� δικα�ου
που θεσπ�ζουν στον τοµ�α που καλ�πτεται απ� την
παρο�σα οδηγ�α.

�ρθρο 4

Η παρο�σα οδηγ�α αρχ�ζει να ισχ�ει την εικοστ� ηµ�ρα
απ� τη δηµοσ�ευσ� τηr στην Επ�σηµη Εφηµερ�δα των Ευρω-
παϊκ�ν Κοινοτ�των.

�ρθρο 5

Η παρο�σα οδηγ�α απευθ�νεται στα κρ�τη µ�λη.

Βρυξ�λλεr, 3 Σεπτεµβρ�ου 1998.

Για την Επιτροπ�

Franz FISCHLER

Μ�λοr τηr Επιτροπ�r
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ

ΤΜΗΜΑ Α

ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΑΜΙΝΟΞΕΩΝ

1. Σκοπ�r και πεδ�ο εφαρµογ�r

Η µ�θοδοr αναφ�ρεται στον προσδιορισµ� των ελε�θερων (συνθετικ�ν και φυσικ�ν) και ολικ�ν
(ενωµ�νων σε πεπτ�δια και ελευθ�ρων) αµινοξ�ων στιr ζωοτροφ�r µε αναλυτ� αµινοξ�ων. Μπορε� να
εφαρµοστε� στα ακ�λουθα αµινοξ�α: κυστ(ε)�νη, µεθειον�νη, λυσ�νη, θρεον�νη, αλαν�νη, αργιν�νη,
ασπαραγινικ� οξ�, γλουταµινικ� οξ�, γλυκ�νη, ιστιδ�νη, ισολευκ�νη, λευκ�νη, φαινυλαλαν�νη, προλ�νη,
σερ�νη, τυροσ�νη και βαλ�νη.

Η µ�θοδοr δεν κ�νει δι�κριση µεταξ� των αλ�των των αµινοξ�ων ο�τε και µπορε� να επιτ�χει
διαφοροπο�ηση µεταξ� των µορφ�ν D και L των αµινοξ�ων. ∆εν ε�ναι κατ�λληλη για τον προσδιορισµ�
τηr τρυπτοφ�νηr και υδροξυλιωµ�νων παραγ�γων των αµινοξ�ων.

2. Αρχ�

2.1. Ελε�θερα αµινοξ�α

Τα προστιθ�µενα ελε�θερα αµινοξ�α εκχυλ�ζονται µε τη βο�θεια αραιο� υδροχλωρικο� οξ�οr. Τα
συνεκχυλιζ�µενα αζωτο�χα µακροµ�ρια καθιζ�νουν µε σουλφοσαλικυλικ� οξ� και αποµακρ�νονται µε
δι�θηση. Το pH του διηθ�µατοr ρυθµ�ζεται στο 2,20. Τα αµινοξ�α διαχωρ�ζονται µε χρωµατογραφ�α
ιοντοανταλλαγ�r και προσδιορ�ζονται δι’ αντιδρ�σεωr µε νινυδρ�νη και φωτοµετρικ� αν�χνευση στα 570
nm.

2.2. Ολικ� αµινοξ�α

Ο τρ�ποr εργασ�αr εξαρτ�ται απ� τα εξεταζ�µενα αµινοξ�α. Η κυστ(ε)�νη και η µεθειον�νη πρ�πει να
οξειδ�νονται προr κυστεϊνικ� οξ� και σουλφ�νη µεθειον�νηr πριν απ� την υδρ�λυση. Η τυροσ�νη πρ�πει
να προσδιορ�ζεται σε υδρ�λυµα µη οξειδωµ�νων δειγµ�των. �λα τα υπ�λοιπα αµινοξ�α που αναφ�ρονται
στο σηµε�ο 1 µπορο�ν να προσδιορ�ζονται ε�τε σε οξειδωµ�νο ε�τε σε µη οξειδωµ�νο δε�γµα.

Η οξε�δωση πραγµατοποιε�ται στουr 0 °C µε µε�γµα υπερµυρµηκικο� οξ�οr και φαιν�ληr. Η περ�σσεια
του οξειδωτικο� αντιδραστηρ�ου αποσυντ�θεται µε διθει�δεr ν�τριο. Το δε�γµα, οξειδωµ�νο � µη,
υδρολ�εται µε υδροχλωρικ� οξ� (c = 6 mol/l) επ� 23 �ρεr. Το pH του υδρολ�µατοr ρυθµ�ζεται στο 2,20.
Τα αµινοξ�α διαχωρ�ζονται µε χρωµατογραφ�α ιοντοανταλλαγ�r και προσδιορ�ζονται δι’ αντιδρ�σεωr µε
νινυδρ�νη και φωτοµετρικ� αν�χνευση στα 570 nm (440 nm στην περ�πτωση τηr προλ�νηr).

3. Αντιδραστ�ρια

Χρησιµοποιε�ται δισαπεσταγµ�νο νερ� � νερ� ισοδ�ναµηr καθαρι�τηταr (αγωγιµ�τητα : 10 µS).

3.1. Υπεροξε�διο του υδρογ�νου, W = 30 %.

3.2. Μυρµηκικ� οξ�, W = 98-100 %.

3.3. Vαιν�λη.

3.4. ∆ιθει�δεr ν�τριο.

3.5. Υδροξε�διο του νατρ�ου.

3.6. ∆ισ�νυδρο 5-σουλφοσαλικυλικ� οξ�.

3.7. Υδροχλωρικ� οξ�, πυκν�τητα περ�που 1,18 g/ml.

3.8. ∆ισ�νυδρο ουδ�τερο κιτρικ� ν�τριο.

3.9. 2,2Y-Θειοδιαιθαν�λη (θειοδιγλυκ�λη).

3.10. Χλωριο�χο ν�τριο.

3.11. Νινυδρ�νη.

3.12. Πετρελαϊκ�r αιθ�ραr, περιοχ� βρασµο� 40-60 °C.

3.13. Νορλευκ�νη � �λλεr εν�σειr που µπορο�ν να χρησιµοποιηθο�ν ωr εσωτερικ� πρ�τυπα.

3.14. Α�ριο �ζωτο (: 10 ppm οξυγ�νο).
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3.15. 1-Οκταν�λη

3.16. Αµινοξ�α

3.16.1. Πρ�τυπεr ουσ�εr απ� τιr αναφερ�µενεr στην παρ�γραφο 1. Καθαρ�r εν�σειr που δεν περι�χουν
κρυσταλλικ� νερ�. Πριν χρησιµοποιηθο�ν, ξηρα�νονται υπ� κεν� υπερ�νω P2O5 και H2SO4 για µ�α
εβδοµ�δα.

3.16.2. Κυστεϊνικ� οξ�.

3.16.3. Σουλφ�νη µεθειον�νηr.

3.17. ∆ι�λυµα υδροξειδ�ου του νατρ�ου c = 7,5 mol/l:

300 g NaOH (3.5) διαλ�ονται σε νερ� και το δι�λυµα συµπληρ�νεται µε νερ� µ�χριr �γκου 1 λ�τρου.

3.18. ∆ι�λυµα υδροξειδ�ου του νατρ�ου c = 1 mol/l:

40 g NaOH (3.5) διαλ�ονται σε νερ� και το δι�λυµα συµπληρ�νεται µε νερ� µ�χριr �γκου 1 λ�τρου.

3.19. ∆ι�λυµα µυρµηκικο� οξ�οr-φαιν�ληr:

889 g µυρµηκικο� οξ�οr (3.2) αναµειγν�ονται 111 g νερ� και προστ�θενται 4,73 g φαιν�ληr (3.3).

3.20. Με�γµα υδρολ�σεωr, c = 6 mol HCl/l µε 1 g φαιν�ληr/l:

1 g φαιν�ληr (3.3) προστ�θεται σε 492 ml HCl (3.7) και το µε�γµα συµπληρ�νεται µε νερ� µ�χριr �γκου 1
λ�τρου.

3.21. Με�γµα εκχυλ�σεωr, c = 0,1 mol HCl/l µε 2 % θειοδιγλυκ�λη:

Λαµβ�νονται 8,2 ml HCl (3.7), αναµειγν�ονται µε 900 ml περ�που νερ�, προστ�θενται 20 ml
θειοδιγλυκ�λη (3.9) και το µε�γµα συµπληρ�νεται µε νερ� µ�χριr 1 λ�τρου (τα 3.7 και 3.9 να µην
αναµειγν�ονται απ’ ευθε�αr).

3.22. 5-Σουλφοσαλικυλικ� οξ�, β = 6 %:

60 g 5-σουλφοσαλικυλικο� οξ�οr (3.6) διαλ�ονται σε νερ� και το δι�λυµα συµπληρ�νεται µε νερ� µ�χριr
�γκου 1 λ�τρου.

3.23. Με�γµα οξειδ�σεωr (υπερµυρµηκικ� οξ�-φαιν�λη):

0,5 ml υπεροξειδ�ου του υδρογ�νου (3.1) αναµειγν�ονται µε 4,5 ml διαλ�µατοr φαιν�ληr και µυρµηκικο�
οξ�οr (3.19) µ�σα σε �να µικρ� ποτ�ρι ζ�σεωr. Το µε�γµα επω�ζεται σε θερµοκρασ�α 20 �ωr 30 °C επ� µ�α
�ρα για να ληφθε� υπερµυρµηκικ� οξ�, κατ�πιν δε ψ�χεται σε παγ�λουτρο (15 min) πριν να προστεθε�
στο δε�γµα.

Προσοχ�: Να αποφε�γεται η επαφ� µε το δ�ρµα και να χρησιµοποιο�νται προστατευτικ� ενδ�µατα.

3.24. Ρυθµιστικ� δι�λυµα κιτρικ�ν, c = 0,2 mol Na+/l, pH 2,20:

19,61 g κιτρικο� νατρ�ου (3.8), 5 ml θειοδιγλυκ�ληr (3.9), 1 g φαιν�ληr (3.3) και 16,50 ml HCl (3.7)
διαλ�ονται σε 800 ml νερ� περ�που. Το pH ρυθµ�ζεται στο 2,20. Συµπληρ�νεται µε νερ� µ�χρι το 1 λ�τρο.

3.25. Ρυθµιστικ� διαλ�µατα εκλο�σεωr που παρασκευ�ζονται �πωr προβλ�πεται για τον χρησιµοποιο�µενο
αναλυτ� (4.9).

3.26. Αντιδραστ�ριο νινυδρ�νηr, παρασκευαζ�µενο �πωr προβλ�πεται για τον χρησιµοποιο�µενο αναλυτ� (4.9).

3.27. Πρ�τυπα διαλ�µατα αµινοξ�ων. Τα διαλ�µατα αυτ� διατηρο�νται σε θερµοκρασ�α µικρ�τερη απ� 5 °C.

3.27.1. Πρ�τυπο δι�λυµα αµινοξ�ων (3.16.1). c = 2,5 µmol/l καθεν�r σε υδροχλωρικ� οξ�. Μπορε� να ληφθε� απ�
το εµπ�ριο.

3.27.2. ∆ι�λυµα αναφορ�r κυστεϊνικο� οξ�οr και σουλφ�νηr µεθειον�νηr. c = 1,25 µmol/ml.

0,2115 g κυστεϊνικο� οξ�οr (3.16.2) και 0,2265 g σουλφ�νηr µεθειον�νηr (3.16.3) διαλ�ονται στο ρυθµιστικ�
δι�λυµα κιτρικ�ν (3.24) µ�σα σε ογκοµετρικ� φι�λη του 1 λ�τρου και συµπληρ�νουµε µ�χρι τη χαραγ� µε
ρυθµιστικ� δι�λυµα κιτρικ�ν (3.24). Το δι�λυµα διατηρε�ται σε θερµοκρασ�α µικρ�τερη απ� 5 °C. επ� 12
µ�νεr κατ’ αν�τατο �ριο. Το δι�λυµα αυτ� δεν χρησιµοποιε�ται ε�ν το πρ�τυπο δι�λυµα (3.27.1) περι�χει
κυστεϊνικ� οξ� και σουλφ�νη µεθειον�νηr.

3.27.3. ∆ι�λυµα εσωτερικο� προτ�που, π.χ. νορλευκ�νη. c = 20 µmol/l.

0,6560 g νορλευκ�νηr (3.13) διαλ�ονται στο ρυθµιστικ� δι�λυµα κιτρικ�ν (3.24) και το δι�λυµα
συµπληρ�νεται µε το ρυθµιστικ� δι�λυµα (3.24) µ�χρι τα 250 ml. Το δι�λυµα διατηρε�ται σε θερµοκρασ�α
µικρ�τερη απ� 5 °C επ� 6 µ�νεr κατ’ αν�τατο �ριο.

3.27.4. ∆ι�λυµα διακριβ�σεωr αµινοξ�ων για χρ�ση µε τα υδρολ�µατα c = 5 nmol/50 µl κυστεϊνικο� οξ�οr και
σουλφ�νηr µεθειον�νηr και c = 10 nmol/50 µl για τα �λλα αµινοξ�α:
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∆ιαλ�ονται 2,2 g χλωριο�χου νατρ�ου (3.10) µ�σα σε ποτ�ρι ζ�σεωr των 100 ml µε 30 ml ρυθµιστικ�
δι�λυµα κιτρικ�ν (3.24). Προστ�θενται 4,00 ml προτ�που διαλ�µατοr αµινοξ�ων (3.27.1), 4,00 ml προτ�που
διαλ�µατοr κυστεϊνικο� οξ�οr και σουλφ�νηr µεθειον�νηr (3.27.2) και 0,50 ml διαλ�µατοr εσωτερικο�
προτ�που (3.27.3) αν χρει�ζεται. Η τιµ� του pH ρυθµ�ζεται στο 2,20 µε υδροξε�διο του νατρ�ου (3.18).

�λο το δι�λυµα µεταφ�ρεται σε ογκοµετρικ� φι�λη των 50 ml, συµπληρ�νεται µ�χρι τη χαραγ� µε
ρυθµιστικ� δι�λυµα κιτρικ�ν (3.24) και αναµιγν�εται.

∆ιατηρε�ται σε θερµοκρασ�α µικρ�τερη απ� 5 °C επ� 3 µ�νεr κατ’ αν�τατο �ριο.

Βλ�πε επ�σηr παρατηρ�σειr 9.1.

3.27.5. ∆ι�λυµα διακριβ�σεωr αµινοξ�ων για χρ�ση µε τα υδρολ�µατα που παρασκευ�ζονται σ�µφωνα µε την
παρ�γραφο 5.3.3.1. και που προορ�ζονται να χρησιµοποιηθο�ν µε εκχυλ�σµατα (5.2). Το δι�λυµα
διακριβ�σεωr παρασκευ�ζεται σ�µφωνα µε τα αναφερ�µενα στο 3.27.4 αλλ� χωρ�r χλωριο�χο ν�τριο.

∆ιατηρε�ται σε θερµοκρασ�α µικρ�τερη απ� 5 °C επ� τρειr µ�νεr κατ’ αν�τατο �ριο.

4. Εξοπλισµ�r

4.1. Σφαιρικ� φι�λη των 100 � 250 ml, εφοδιασµ�νη µε κ�θετο ψυκτ�ρα.

4.2. Vι�λη απ� βιριοπυριτικ� γυαλ� των 100 ml µε βιδωτ� π�µα µε επ�νδυση απ� καουστο�κ/τεφλ�ν (π.χ.
Duran, Schott) για χρ�ση σε κλ�βανο 5 2 °C.

4.3. Vο�ρνοr µε εξηναγκασµ�νο αερισµ� και ρ�θµιση τηr θερµοκρασ�αr µε ακρ�βεια µεγαλ�τερη απ� 5 2 °C.

4.4. Πεχ�µετρο (µε ακρ�βεια τρι�ν δεκαδικ�ν ψηφι�ν).

4.5. ∆ιηθητικ� µεµβρ�νη (µε π�ρουr διαµ�τρου 0,2 µm).

4.6. Vυγ�κεντροr.

4.7. Περιστροφικ�r εξατµιστ�ραr κενο�.

4.8. Μηχανικ�r � µαγνητικ�r αναδευτ�ραr.

4.9. Αυτ�µατοr αναλυτ�r αµινοξ�ων � εξοπλισµ�r HPLC (υγρ� χρωµατουργ�α υψηλ�r απ�δοσηr)
εφοδιασµ�νοr µε ιονανταλλακτικ� ρητ�νη, δι�ταξη για την αντ�δραση νινυδρ�νηr µετ� τη δι�λευση απ� τη
στ�λη και φωτοµετρικ� ανιχνευτ�.

Η στ�λη πληρο�ται µε σουλφονωµ�νεr ρητ�νεr πολυστυρολ�ου για το διαχωρισµ� των διαφ�ρων
αµινοξ�ων µεταξ� τουr και απ� τιr �λλεr �λεr ικαν�r που αντιδρο�ν µε νινυδρ�νη. Η ρο� του ρυθµιστικο�
διαλ�µατοr και τηr νινυδρ�νηr επιτυγχ�νεται µε αντλ�εr µε σταθερ�τητα ρο�r 5 0,5 % κατ� το χρονικ�
δι�στηµα αναλ�σεωr τ�σον του διαλ�µατοr διακριβ�σεωr �σο και του δε�γµατοr.

Με ορισµ�νουr αναλυτ�r αµινοξ�ων, µπορο�ν να χρησιµοποιηθο�ν µ�θοδοι υδρολ�σεωr στιr οπο�εr το
υδρ�λυµα �χει συγκ�ντρωση νατρ�ου c = 0,8 mol/l και περι�χει �λο το εναποµ�νον µυρµηκικ� οξ� που
προ�ρχεται απ� την οξε�δωση. Με �λλεr συσκευ�r δεν επιτυγχ�νεται ικανοποιητικ�r διαχωρισµ�r
ορισµ�νων αµινοξ�ων ε�ν το δι�λυµα περι�χει πολ� µυρµηκικ� οξ� �/και εµφαν�ζει υψηλ�r
συγκεντρ�σειr ι�ντων νατρ�ου. Στην περ�πτωση αυτ�, ο �γκοr του οξ�οr ελαττ�νεται µε εξ�τµιση στα 5
ml περ�που µετ� την υδρ�λυση και πριν απ� τη ρ�θµιση του pH. Η εξ�τµιση πρ�πει να πραγµατοποιε�ται
υπ� κεν� στουr 40 °C κατ’ αν�τατο �ριο.

5. Τρ�ποr εργασ�αr

5.1. Προετοιµασ�α του δε�γµατοr

Το δε�γµα λειοτριβε�ται �στε να αποκτ�σει κοκκοµετρικ� σ�σταση τηr τ�ξεωr των 0,5 mm. Τα δε�γµατα
µε υψηλ� περιεκτικ�τητα σε υγρασ�α πρ�πει να ξηρα�νονται µε α�ρα σε θερµοκρασ�α 50 °C κατ’ αν�τατο
�ριο � µε λυοφιλ�ωση πριν απ� τη λειοτρ�βηση. Τα δε�γµατα µε υψηλ� περιεκτικ�τητα σε λιπαρ� πρ�πει
να εκχυλ�ζονται µε πετρελαϊκ� αιθ�ρα (3.12) πριν απ� τη λειοτρ�βηση.

5.2. Προσδιορισµ�r των ελε�θερων αµινοξ�ων σε ζωοτροφ�r και προσµε�γµατα

Κατ�λληλη ποσ�τητα (1-5 g) του προετοιµασθ�ντοr δε�γµατοr (5.1) ζυγ�ζεται µε ακρ�βεια 0,2 mg σε φι�λη
Erlenmeyer και προστ�θενται 100 ml του µε�γµατοr εκχυλ�σεωr (3.21). Το µε�γµα αναδε�εται επ� 60 min
µε µηχανικ� � µαγνητικ� αναδευτ�ρα (4.8). Αφ�νεται να κατακαθ�σει το �ζηµα και µε �να σιφ�νιο
λαµβ�νονται 10,0 ml απ� το υπερκε�µενο δι�λυµα και φ�ρονται σε ποτ�ρι ζ�σεωr των 100 ml.
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Προστ�θενται µε αν�δευση 5,0 ml διαλ�µατοr σουλφοσαλικυλικο� οξ�οr (3.22) και η αν�δευση
συνεχ�ζεται επ� 5 min µε τη βο�θεια µαγνητικο� αναδευτ�ρα. Η υπερκε�µενη φ�ση διηθε�ται �
φυγοκεντρε�ται για να διαχωριστε� τυχ�ν �ζηµα 10,0 ml του προκ�πτοντοr διαλ�µατοr µεταγγ�ζονται σε
ποτ�ρι ζ�σεωr των 100 ml, ρυθµ�ζεται το pH στο 2,20 µε δι�λυµα υδροξειδ�ου του νατρ�ου (3.18),
µεταφ�ρονται σε ογκοµετρικ� φι�λη κατ�λληλου �γκου µε τη βο�θεια ρυθµιστικο� διαλ�µατοr κιτρικ�ν
(3.24) και το δι�λυµα συµπληρ�νεται µ�χρι τη χαραγ� µε ρυθµιστικ� δι�λυµα (3.24).

Ε�ν χρησιµοποιε�ται εσωτερικ� πρ�τυπο, προστ�θενται 1,00 ml εσωτερικο� προτ�που (3.27.3) αν� 100 ml
του τελικο� διαλ�µατοr και συµπληρ�νεται µ�χρι τη χαραγ� µε τη βο�θεια του ρυθµιστικο� διαλ�µατοr
(3.24).

Ακολουθε� το στ�διο τηr χρωµατογραφ�αr σ�µφωνα µε το σηµε�ο 5.4.

Ε�ν τα εκχυλ�σµατα δεν χρωµατογραφηθο�ν την �δια ηµ�ρα, αυτ� πρ�πει να διατηρο�νται σε
θερµοκρασ�α µικρ�τερη απ� 5 °C.

5.3. Προσδιορισµ�r των ολικ�ν αµινοξ�ων

5.3.1. Οξε�δωση

Ζυγ�ζονται µε ακρ�βεια 0,2 mg, απ� 0,1 g �ωr 1 g του προετοιµασθ�ντοr δε�γµατοr (5.1) µ�σα:

 σε σφαιρικ� φι�λη των 100 ml (4.1) για ανοικτ� υδρ�λυση (5.3.2.3), �

 σε σφαιρικ� φι�λη των 250 ml (4.1) για ανοικτ� υδρ�λυση (5.3.3.1), ε�ν απαιτε�ται χαµηλ�
συγκ�ντρωση νατρ�ου �

 σε φι�λη των 100 ml µε βιδωτ� π�µα (4.2) για κλειστ� υδρ�λυση (5.3.2.4).

Το οπο�ο θα πρ�πει να �χει περιεκτικ�τητα σε �ζωτο περ�που 10 mg και υγρασ�α 100 mg το πολ�.

Η οπο�α φι�λη τοποθετε�ται σε παγ�λουτρο και ψ�χεται στουr 0 °C. Προστ�θενται 5 ml του προr
οξε�δωση µε�γµατοr (3.23) και ανακατε�εται µε τη βο�θεια γυ�λινηr σπ�τουλαr µε κεκαµµ�νο �κρο. Η
φι�λη µε τη σπ�τουλα κλε�νεται ερµητικ� µε τη βο�θεια αεροστεγο�r µεµβρ�νηr (φιλµ), το παγ�λουτρο
µε τον σφραγισµ�νο περι�κτη τοποθετε�ται σε ψυγε�ο στουr 0 °C και αφ�νεται να παραµε�νει εκε� επ� 16
�ρεr. Στη συν�χεια αποµακρ�νεται απ� το ψυγε�ο και η περ�σσεια του οξειδωτικο� αντιδραστηρ�ου
αποσυντ�θεται µε προσθ�κη 0,84 g δοθει�δουr νατρ�ου (3.4).

Ακολουθε� η διαδικασ�α που περιγρ�φεται στο σηµε�ο 5.3.2.1.

5.3.2. Υδρ�λυση

5.3.2.1. Υδρ�λυση οξειδωµ�νων δειγµ�των:

Στο παρασκευασθ�ν σ�µφωνα µε το 5.3.1 οξειδωµ�νο δε�γµα, προστ�θενται 25 ml του µε�γµατοr
υδρολ�σεωr (3.20) φροντ�ζονταr να αποµακρυνθε� µε �κπλυση κ�θε υπ�λειµµα του δε�γµατοr που τυχ�ν
�χει κολλ�σει στιr παρει�r του περι�κτη και στη σπ�τουλα. Αν�λογα µε τη χρησιµοποιο�µενη µ�θοδο
υδρολ�σεωr, εφαρµ�ζεται η µ�θοδοr του σηµε�ου 5.3.2.3 � 5.3.2.4.

5.3.2.2. Υδρ�λυση των µη οξειδωµ�νων δειγµ�των:

Σε σφαιρικ� φι�λη των 100 ml � 250 ml (4.1) � σε φι�λη των 100 ml µε βιδωτ� π�µα (4.2), ζυγ�ζονται µε
ακρ�βεια 0,2 mg, 0,1 �ωr 1 g του προετοιµασθ�ντοr δε�γµατοr (5.1). Η ζυγισθε�σα ποσ�τητα δε�γµατοr θα
πρ�πει να �χει περιεκτικ�τητα σε �ζωτο περ�που 10 mg. Προστ�θενται µε προσοχ� 25 ml του προr
υδρ�λυση µε�γµατοr (3.20) και ανακατε�εται µε το δε�γµα. Ακολουθε� η διαδικασ�α του σηµε�ου 5.3.2.3 �
5.3.2.4.

5.3.2.3. Ανοικτ� υδρ�λυση (µε κ�θετο ψυκτ�ρα):

Στο µε�γµα τηr φι�ληr (που παρασκευ�στηκε σ�µφωνα µε το σηµε�ο 5.3.2.1 � 5.3.2.2) προστ�θενται 3
γυ�λινα σφαιρ�δια και αφ�νεται να βρ�ζει συνεχ�r επ� 23 �ρεr ακριβ�r. Μετ� την υδρ�λυση, ο ψυκτ�ραr
ξεπλ�νεται µε 5 ml ρυθµιστικο� διαλ�µατοr κιτρικ�ν (3.24). Η φι�λη αποσυνδ�εται και αφ�νεται να
ψυχθε� σε παγ�λουτρο. Ακολουθε� η διαδικασ�α που περιγρ�φεται στο σηµε�ο 5.3.3.

5.3.2.4. Κλειστ� υδρ�λυση

Η φι�λη µε το µε�γµα που παρασκευ�στηκε σ�µφωνα µε το σηµε�ο 5.3.2.1 � 5.3.2.2 τοποθετε�ται σε
φο�ρνο (4.3) ρυθµισµ�νο στουr 110 °C.Την πρ�τη �ρα, για να προληφθε� τυχ�ν αν�ψωση τηr πι�σεωr
λ�γω τηr �κλυσηr α�ριων ουσι�ν και τυχ�ν �κρηξη, το βιδωτ� π�µα τοποθετε�ται απλ�r π�νω στον
περι�κτη χωρ�r να βιδωθε�. Μετ� 1 �ρα, το π�µα βιδ�νεται και η φι�λη αφ�νεται στον κλ�βανο (4.3) επ�
23 �ρεr. Μετ� την συµπλ�ρωση τηr υδρ�λυσηr, η φι�λη αποµακρ�νεται απ� τον κλ�βανο, ξεβιδ�νεται, µε
προσοχ� το π�µα και η φι�λη τοποθετε�ται σε παγ�λουτρο. Αφ�νεται να ψυχθε�.

Αν�λογα µε τη διαδικασ�α ρ�θµισηr του pH (5.3.3) το περιεχ�µενο τηr φι�ληr µεταφ�ρεται ποσοτικ� σε
ποτ�ρι ζ�σεωr των 250 ml, χρησιµοποι�νταr γι’ αυτ� ρυθµιστικ� δι�λυµα κιτρικ�ν (3.24).

Ακολουθε� η διαδικασ�α που περιγρ�φεται στο 5.3.3.

5.3.3. Ρ�θµιση του pH

Αν�λογα µε την ανοχ� των αναλυτ�ν αµινοξ�ων στο ν�τριο (4.9) ακολουθε�ται για τη ρ�θµιση του pH η
διαδικασ�α του σηµε�ου 5.3.3.1 � 5.3.3.2.

5.3.3.1. Για χρωµατογραφικ� συστ�µατα (4.9) που απαιτο�ν χαµηλ� συγκ�ντρωση νατρ�ου:

Ε�ν χρησιµοποιο�νται αναλ�τεr αµινοξ�ων που απαιτο�ν χαµηλ� συγκ�ντρωση νατρ�ου (�ταν πρ�πει να
µειωθε� ο �γκοr του οξ�οr), συνιστ�ται να χρησιµοποιε�ται εσωτερικ� πρ�τυπο (3.27.3).
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Στην περ�πτωση αυτ�, προστ�θενται στο υδρ�λυµα 2,00 ml του διαλ�µατοr του εσωτερικο� προτ�που
(3.27.3) πριν � µετ� την εξ�τµιση.

Στο υδρ�λυµα που λαµβ�νεται σ�µφωνα µε τη διαδικασ�α του σηµε�ου 5.3.2.3 � 5.3.2.4, προστ�θενται 2
σταγ�νεr 1-οκταν�ληr (3.15).

Με τη βο�θεια περιστροφικο� εξατµιστ�ρα (4.7) ο �γκοr µει�νεται υπ� κεν� και στουr 40 °C στα 5 �ωr
10 ml. Ε�ν τυχ�ν ο �γκοr µειωθε� σε λιγ�τερο απ� 5 ml, το υδρ�λυµα πρ�πει να απορρ�πτεται και η
αν�λυση να ξαναρχ�ζει.

Ρυθµ�ζεται το pH στο 2,20 µε δι�λυµα υδροξειδ�ου του νατρ�ου (3.18) και η εργασ�α συνεχ�ζεται σ�µφωνα
µε τη διαδικασ�α του σηµε�ου 5.3.4.

5.3.3.2. Για �λουr τουr υπ�λοιπουr αναλ�τεr αµινοξ�ων (4.9):

Τα υδρολ�µατα που λαµβ�νονται σ�µφωνα µε το σηµε�ο 5.3.2.3 � 5.3.2.4 συλλ�γονται και
εξουδετερ�νονται µερικ�r προσθ�τονταr προσεκτικ� και υπ� ταυτ�χρονη αν�δευση, 17 ml διαλ�µατοr
υδροξειδ�ου του νατρ�ου (3.17), προσ�χονταr ταυτ�χρονα να διατηρε�ται η θερµοκρασ�α κ�τω των 40 °C.

Ρυθµ�ζεται το pH στο 2,20 σε θερµοκρασ�α περιβ�λλοντοr µε δι�λυµα υδροξειδ�ου του νατρ�ου (3.17) και
δι�λυµα υδροξειδ�ου του νατρ�ου (3.18). Ακολουθε� η διαδικασ�α του σηµε�ου 5.3.4.

5.3.4. ∆ι�λυµα δε�γµατοr για χρωµατογραφ�α

Το ρυθµισµ�νο ωr προr το pH (5.3.3.1 � 5.3.3.2) υδρ�λυµα µεταφ�ρεται ποσοτικ� µε ρυθµιστικ� δι�λυµα
κιτρικ�ν (3.24) σε ογκοµετρικ� φι�λη των 200 ml και συµπληρ�νεται µ�χρι τη χαραγ� µε ρυθµιστικ�
δι�λυµα (3.24).

Ε�ν δεν �χει ακ�µη χρησιµοποιηθε� εσωτερικ� πρ�τυπο, προστ�θενται 2,00 ml (3.27.3) και συµπληρ�νεται
µ�χρι τη χαραγ� µε ρυθµιστικ� δι�λυµα (3.24). Αναµειγν�εται επισταµ�νωr.

Ακολουθε� στο στ�διο τηr χρωµατογραφ�αr (5.4).

Ε�ν τα δε�γµατα δεν χρωµατογραφηθο�ν την �δια ηµ�ρα, διατηρο�νται σε θερµοκρασ�α κ�τω απ� 5 °C.

5.4. Χρωµατογραφ�α

Πριν απ� τη χρωµατογραφ�α, το εκχ�λισµα (5.2) � το υδρ�λυµα (5.3.4) φ�ρεται σε θερµοκρασ�α δωµατ�ου.
Το µε�γµα αναδε�εται και κατ�λληλη ποσ�τητα διηθε�ται διαµ�νου διηθητικ�r µεµβρ�νηr 0,2 µm (4.5).
Το λαµβαν�µενο διαυγ�r δι�λυµα υποβ�λλεται σε χρωµατογραφ�α ιοντοανταλλαγ�r µε αναλυτ�
αµινοξ�ων (4.9).

Η �γχυση πρ�πει να γ�νεται µε το χ�ρι � αυτοµ�τωr. Στη στ�λη για την αν�λυση των διαλυµ�των
αναφορ�r � των δειγµ�των πρ�πει να προστ�θεται π�ντοτε η �δια ποσ�τητα διαλ�µατοr (5 0,5 %), εκτ�r
κι αν χρησιµοποιε�ται εσωτερικ� πρ�τυπο, εν� οι λ�γοι νατρ�ου/αµινοξ� στα διαλ�µατα αναφορ�r και
στα δε�γµατα πρ�πει να ε�ναι �σο το δυνατ�ν παρ�µοια.

Η συχν�τητα των εγχ�σεων των προτ�πωr διαλυµ�των εξαρτ�ται απ� τη σταθερ�τητα τηr νινυδρ�νηr και
το σ�στηµα αναλ�σεωr εν γ�νει. Το πρ�τυπο δι�λυµα � το δε�γµα αραι�νεται µε ρυθµιστικ� δι�λυµα
κιτρικ�ν (3.24) �στε να επιτυγχ�νεται εµβαδ�ν κορυφ�r προτ�που �σο µε το 30 �ωr 200 % του εµβαδο�
τηr κορυφ�r του αµινοξ�οr στο δε�γµα.

Η χρωµατογραφ�α των αµινοξ�ων ποικ�λλει ελαφρ� αν�λογα µε τον τ�πο ττου χρησιµοποιο�µενου
αναλυτ� και τη ρητ�νη. Το επιλεγ�µενο σ�στηµα πρ�πει να µπορε� να διαχωρ�ζει τα αµινοξ�α µεταξ� τουr
και απ� τιr ουσ�εr που αντιδρο�ν µε νινυδρ�νη. Κατ� τη δι�ρκεια τηr εργασ�αr, το χρωµατογραφικ�
σ�στηµα θα πρ�πει να παρ�χει γραµµικ� απ�κριση σε µεταβολ�r των ποσοτ�των των αµινοξ�ων που
προστ�θενται στην στ�λη.

Στη χρωµατογραφ�α, και �ταν αναλ�εται ισοµοριακ� δι�λυµα των προσδιοριζοµ�νων αµινοξ�ων
εφαρµ�ζονται οι λ�γοι �ψουr κο�λων/κορυφ�r που αναφ�ρονται παρακ�τω. Το ισοµοριακ� αυτ� δι�λυµα
πρ�πει να περι�χει τουλ�χιστον 30 % τηr µ�γιστηr ποσ�τηταr κ�θε αµινοξ�οr που µπορε� να
προσδιοριστε� µε ακρ�βεια µε τη συσκευ� αν�λυσηr των αµινοξ�ων (4.9).

Για το διαχωρισµ� θρεον�νηr-σερ�νηr, ο λ�γοr υψ�ν κο�λου/κορυφ�r του χαµηλ�τερου απ� τα δ�ο
αλληλεπικαλυπτ�µενα αµινοξ�α στο χρωµατογρ�φηµα, δεν θα πρ�πει να υπερβα�νει το 2:10. (Ε�ν ο
προσδιορισµ�r αφορ� µ�νο την κυστ(ε)�νη, τη µεθειον�νη, τη θρεον�νη και τη λυσ�νη, τυχ�ν ανεπαρκ�r
διαχωρισµ�r των γειτονικ�ν κορυφ�ν θα �χει δυσµεν�r αποτ�λεσµα στον προσδιορισµ�). Για �λα τα
υπ�λοιπα αµινοξ�α, ο διαχωρισµ�r πρ�πει να ε�ναι καλ�τεροr απ� 1:10.

Το σ�στηµα πρ�πει να διασφαλ�ζει τον διαχωρισµ� τηr λυσ�νηr απ� «ψευδοκορυφ�r λυσ�νηr» και την
ορνιθ�νη.

6. Υπολογισµ�r των αποτελεσµ�των

Μετρι�ται για κ�θε συγκεκριµ�νο αµινοξ� το εµβαδ�ν των κορυφ�ν του δε�γµατοr και του διαλ�µατοr
αναφορ�r και η ποσ�τητα, εκφρασµ�νη σε γραµµ�ρια αµινοξ�οr αν� kg δε�γµατοr, υπολογ�ζεται
σ�µφωνα µε τον τ�πο:

A × E × MB × F
B × W × 1 000

= g αµινοξ�οr αν� kg δε�γµατοr

Ε�ν χρησιµοποιε�ται εσωτερικ� πρ�τυπο, πολλαπλασι�ζουµε επ� D
C
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Αµινοξ�
Ουσ�α αναφορ�r

Θρεον�νη Κυστ(ε)�νη Μεθειον�νη Λυσ�νη

A = εµβαδ�ν κορυφ�r, υδρ�λυµα � εκχ�λισµα

B = εµβαδ�ν κορυφ�r, δι�λυµα βαθµον�µησηr

C = εµβαδ�ν κορυφ�r, εσωτερικ� πρ�τυπο στο υδρ�λυµα � εκχ�λισµα

D = εµβαδ�ν κορυφ�r, εσωτερικ� πρ�τυπο, δι�λυµα βαθµον�µησηr

MB = µοριακ� β�ροr

E = συγκρ�ντρωση προτ�που σε µmol/ml

W = β�ροr δε�γµατοr (g) (διορθο�µενο στο αρχικ� β�ροr ε�ν το προϊ�ν �χει ξηρανθε� � απολιπανθε�)

F = ml συνολικο� υδρολ�µατοr (5.3.4) � ml υπολογιζ�µενου �γκου του συνολικο� αραιωµ�νου
εκχυλ�σµατοr (6.1).

Η κυστ�νη και η κυστε�νη προσδιορ�ζονται και οι δ�ο ωr κυστεϊνικ� οξ� σε υδρολ�µατα οξειδωµ�νου
δε�γµατοr, υπολογ�ζονται �µωr ωr κυστ�νη (C6H12N2O4S2, MB 240,30) χρησιµοποι�νταr την τιµ�
MB 120,15 (= 0,5 × 240,30).

Η µεθειον�νη προσδιορ�ζεται ωr σουλφ�νη µεθειον�νηr σε υδρολ�µατα οξειδωµ�νου δε�γµατοr,
υπολογ�ζεται �µωr ωr µεθειον�νη χρησιµοποι�νταr την τιµ� MB= 149,21 για τη µεθειον�νη.

Η προστιθ�µενη ελε�θερη µεθειον�νη προσδιορ�ζεται �πειτα απ� εκχ�λιση ωr µεθειον�νη. Για τον
υπολογισµ�, χρησιµοποιε�ται η �δια τιµ� MB.

6.1. Ο ολικ�r µετ� την αρα�ωση �γκοr των εκχυλισµ�των (F) για τον προσδιορισµ� των ελε�θερων αµινοξ�ων
(5.2) υπολογ�ζεται ωr εξ�r:

F = 100 ml ×
(10 ml + 5ml)

10 ml
×

Vml
10 ml

V = �γκοr του τελικο� εκχυλ�σµατοr.

7. Αξιολ�γηση τηr µεθ�δου

Η µ�θοδοr δοκιµ�στηκε σε διεθν� διεργαστηριακ� σ�γκριση που �γινε το 1990 χρησιµοποι�νταr τ�σσεριr
διαφορετικ�r ζωοτροφ�r (αναµεµειγµ�νη ζωοτροφ� χο�ρων, φ�ραµα πουλερικ�ν, συµπ�κνωµα πρωτε�νηr,
προµε�γµατα). Τα αποτελ�σµατα, µετ� την αφα�ρεση των εκτ�r κλ�µακαr αποκλ�σεων, τηr µ�σηr και τηr
σταθερ�r απ�κλισηr δ�δονται στον κατωτ�ρω π�νακα:

Μ�σοι �ροι και τυπικ�r αποκλ�σειr σε g/kg

Με�γµα ζωοτροφ�ν για χο�ρουr 6,94
n=15

3,01
n=17

3,27
n=17

9,55
n=13

Σ�νθετη ζωοτροφ� για κοτ�πουλα
κρεατοπαραγωγ�r

9,31
n=16

3,92
n=18

5,08
n=18

13,93
n=16

Συµπ�κνωµα πρωτεϊν�ν 22,32
n=16

5,06
n=17

12,01
n=17

47,74
n=15

Πρ�µειγµα 58,42
n=16

 90,21
n=16

98,03
n=16

n=αριθµ�r συµµετασχ�ντων εργαστηρ�ων

7.1. Επαναληψιµ�τητα

Τιµ�r επαναληψιµ�τηταr για τα εξετασθ�ντα αµινοξ�α. Η επαναληψιµ�τητα εκφραζ�µενη ωr «τυπικ�
απ�κλιση εντ�r εργαστηρ�ου» τηr προαναφερθε�σαr διεργαστηριακ�r σ�γκρισηr, εµφα�νεται στουr
ακ�λουθουr π�νακεr:
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Αµινοξ�
Ουσ�α αναφορ�r

Θρεον�νη Κυστ(ε)�νη Μεθειον�νη Λυσ�νη

Αµινοξ�
Ουσ�α αναφορ�r

Θρεον�νη Κυστ(ε)�νη Μεθειον�νη Λυσ�νη

Αµινοξ�
Ουσ�α αναφορ�r

Θρεον�νη Κυστ(ε)�νη Μεθειον�νη Λυσ�νη

Τυπικ� απ�κλιση εντ�r εργαστηρ�ου (Sr) σε g/kg

Με�γµα ζωοτροφ�ν για χο�ρουr 0,13
n=15

0,10
n=17

0,11
n=17

0,26
n=13

Σ�νθετη ζωοτροφ� για κοτ�πουλα
κρεατοπαραγωγ�r

0,20
n=16

0,11
n=18

0,16
n=18

0,28
n=16

Συµπ�κνωµα πρωτεϊν�ν 0,48
n=16

0,13
n=17

0,27
n=17

0,99
n=15

Πρ�µειγµα 1,30
n=16

 2,19
n=16

2,06
n=16

n=αριθµ�r συµµετασχ�ντων εργαστηρ�ων

Συντελεστ�r διακ�µανσηr (%) τυπικ�r απ�κλισηr µεταξ� εργαστηρ�ων (Sr)

Με�γµα ζωοτροφ�ν για χο�ρουr 1,9
n=15

3,3
n=17

3,4
n=17

2,8
n=13

Σ�νθετη ζωοτροφ� για κοτ�πουλα
κρεατοπαραγωγ�r

2,1
n=16

2,8
n=18

3,1
n=18

2,1
n=16

Συµπ�κνωµα πρωτεϊν�ν 2,7
n=16

2,6
n=17

2,2
n=17

2,4
n=15

Πρ�µειγµα 2,2
n=16

 2,4
n=16

2,1
n=16

n=αριθµ�r συµµετασχ�ντων εργαστηρ�ων

7.2. Αναπαραγωγιµ�τητα

Τα σχετικ� αποτελ�σµατα για την τυπικ� απ�κλιση µεταξ� εργαστηρ�ων για την διεργαστηριακ�
σ�γκριση που αναφ�ρθηκε παραπ�νω, εµφα�νονται στον ακ�λουθο π�νακα:

Τυπικ� απ�κλιση µεταξ� εργαστηρ�ων (SR) σε g/kg

Με�γµα ζωοτροφ�ν για χο�ρουr 0,28
n=15

0,30
n=17

0,23
n=17

0,30
n=13

Σ�νθετη ζωοτροφ� για κοτ�πουλα
κρεατοπαραγωγ�r

0,48
n=16

0,34
n=18

0,55
n=18

0,75
n=16

Συµπ�κνωµα πρωτεϊν�ν 0,85
n=16

0,62
n=17

1,57
n=17

1,24
n=15

Πρ�µειγµα 2,49
n=16

 6,20
n=16

6,62
n=16

n=αριθµ�r συµµετασχ�ντων εργαστηρ�ων
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Αµινοξ�
Ουσ�α αναφορ�r

Θρεον�νη Κυστ(ε)�νη Μεθειον�νη Λυσ�νη

Συντελεστ�r διακ�µανσηr (%) τηr τυπικ�r απ�κλισηr µεταξ� εργαστηρ�ων (SR)

Με�γµα ζωοτροφ�ν για χο�ρουr 4,1
n=15

9,9
n=17

7,0
n=17

3,2
n=13

Σ�νθετη ζωοτροφ� για κοτ�πουλα
κρεατοπαραγωγ�r

5,2
n=16

8,8
n=18

10,9
n=18

5,4
n=16

Συµπ�κνωµα πρωτεϊν�ν 3,8
n=16

12,3
n=17

13,0
n=17

3,0
n=15

Πρ�µειγµα 4,3
n=16

 6,9
n=16

6,7
n=16

n=αριθµ�r συµµετασχ�ντων εργαστηρ�ων

8. Χρ�ση υλικ�ν αναφορ�r

Η σωστ� εφαρµογ� τηr µεθ�δου ελ�γχεται πραγµατοποι�νταr επανειληµµ�νεr µετρ�σειr των
πιστοποιηµ�νων υλικ�ν αναφορ�r που ε�ναι διαθ�σιµοι. Συνιστ�ται η διακρ�βωση µε πιστοποιηµ�νο
δι�λυµα διακριβ�σεων αµινοξ�ων.

9. Παρατηρ�σειr

9.1. Λ�γω διαφορ�ν µεταξ� αναλυτ�ν αµινοξ�ων, ωr κατευθυντ�ρια οδ�r πρ�πει να χρησιµοποιο�νται οι
τελικ�r συγκεντρ�σειr των διαλυµ�των διακρ�βωσηr των αµινοξ�ων (βλ�πε σηµε�α 3.27.4 και 3.27.5) και
του υδρολ�µατοr (βλ�πει σηµε�ο 5.3.4).

Το πεδ�ο τηr γραµµικ�r ανταπ�κρισηr τηr συσκευ�r, πρ�πει να ελεγχθε� για αµινοξ�α.

Η πρ�τυπη δι�λυση διαλ�εται µε ρυθµιστικ� δι�λυµα κιτρικο� �λατοr προκειµ�νου να παρουσιασθο�ν οι
περιοχ�r αιχµ�r στο µ�σο του πεδ�ου.

9.2. �ταν για την αν�λυση των προϊ�ντων υδρ�λυσηr χρησιµοποιε�ται εξοπλισµ�r υγρ�r χρωµατογραφ�αr
υψηλ�r απ�δοσηr, οι πειραµατικ�r συνθ�κεr πρ�πει να βελτιστοποιο�νται σ�µφωνα µε τιr οδηγ�εr του
κατασκευαστ�.

9.3. Με την εφαρµογ� τηr µεθ�δου σε ζωοτροφ�r που περι�χουν περισσ�τερο απ� 1 % χλωρ�διο
(συµπυκν�µατα, αν�ργανεr τροφ�r, συµπληρωµατικ�r τροφ�r) θα µπορο�σε να υπ�ρξει εκτ�µηση
κατωτ�ρα τηr κανονικ�r �σον αφορ� τη µεθιον�νη και θα πρ�πει να υπ�ρξει ειδικ� αγωγ�.

ΤΜΗΜΑ Β

ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ ΑΚΑΤΕΡΓΑΣΤΩΝ ΕΛΑΙΩΝ ΚΑΙ ΛΙΠΩΝ

1. Αντικε�µενο και πεδ�ο εφαρµογ�r

Η παρο�σα µ�θοδοr αποσκοπε� στον προσδιορισµ� τηr περιεκτικ�τηταr σε ακατ�ργαστα �λαια και λ�πη
των ζωοτροφ�ν. ∆εν καλ�πτει την αν�λυση των ελαιο�χων σπ�ρων και καρπ�ν που καθορ�ζονται απ� τον
κανονισµ� του Συµβουλ�ου αριθ. 136/66/ΕΟΚ τηr 22αr Σεπτεµβρ�ου 1966.

Η εφαρµογ� µιαr εκ των δ�ο κατωτ�ρω περιγραφοµ�νων διαδικασι�ν εξαρτ�ται απ� τη φ�ση και τη
σ�νθεση τηr ζωοτροφ�r και το σκοπ� για τον οπο�ο πραγµατοποιε�ται η αν�λυση.

1.1. ∆ιαδικασ�α Α  Μ�σεr εκχυλιζ�µενεr ακατ�ργαστεr λιπαρ�r ουσ�εr

Εφαρµ�ζεται σε απλ� υλικ� φυτικ�r προελε�σεωr, εξαιρ�σει εκε�νων που εντ�σσονται στο πεδ�ο
εφαρµογ�r τηr διαδικασ�αr Β.

1.2. ∆ιαδικασ�α B  Ολικ� ακατ�ργαστα �λαια και λ�πη

Εφαρµ�ζεται σε απλ� υλικ� ζωικ�r προελε�σεωr, και σε �λεr τιr σ�νθετεr τροφ�r. Εφαρµ�ζεται σε �λα
εκε�να τα υλικ� απ� τα οπο�α δεν ε�ναι δυνατ�ν να εκχυλ�ζονται πλ�ρωr �λαια και λιπαρ�r ουσ�εr χωρ�r
προκαταρκτικ� υδρ�λυση, π.χ. γλυτ�νεr, ζ�µη, πρωτε�νεr γεωµ�λων, και προϊ�ντα που υποβ�λλονται σε
εξ�θηση, νιφαδοπο�ηση και εν θερµ� κατεργασ�α.
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1.3. Ερµηνε�α των αποτελεσµ�των

Σε κ�θε περ�πτωση κατ� την οπο�α επιτυγχ�νονται υψηλ�τερα αποτελ�σµατα µε την εφαρµογ� τηr
διαδικασ�αr Β �ναντι αυτ�ν τηr διαδικασ�αr Α, ωr ορθ� τιµ� γ�νεται δεκτ� � επιτυγχαν�µενη δι� τηr
διαδικασ�αr Β.

2. Αρχ�

2.1. ∆ιαδικασ�α Α

Το δε�γµα υδρολ�εται δι’ αιθ�ροr. Το διαλυτικ� µ�σο αποµακρ�νεται µε απ�σταξη και το υπ�λειµµα
ξηρα�νεται και ζυγ�ζεται.

2.2. ∆ιαδικασ�α Β

Το δε�γµα επεξεργ�ζεται µε υδροχλωρικ� οξ� υπ� θ�ρµανση. Το µε�γµα ψ�χεται και φιλτρ�ρεται. Το
υπ�λειµµα ξεπλ�νεται και ξηρα�νεται και προσδιορ�ζεται σ�µφωνα µε τη µ�θοδο Α.

3. Αντιδραστ�ρια

3.1. Αιθ�ραr, δι�στηµα αναβρ�σεωr: 40 µ�χρι 60 °C. Ο δε�κτηr του βρωµ�ου πρ�πει να ε�ναι κατ�τεροr απ� 1
και το υπ�λειµµα τηr εξατµ�σεωr κατ�τερο απ� 2 mg/100 ml.

3.2. �νυδρο θειικ� ν�τριο.

3.3. Υδροχλωρικ� οξ� 3M.

3.4. Επιβοηθητικ� διηθ�σεωr, π.χ. γη διατ�µων, Hyflo-supercel.

4. Συσκευ�r

4.1. Συσκευ� εκχυλ�σεωr. Ε�ν η συσκευ� ε�ναι εφοδιασµ�νη µε σιφ�νιο (συσκευ� Soxhlet), η παροχ� αναρρο�r
ρυθµ�ζεται προr επ�τευξη 10 στροφ�ν τουλ�χιστον αν� �ρα. Εφ�σον χρησιµοποιε�ται συσκευ� �νευ
σιφων�ων, η παροχ� του αναρρεο�µενου υγρο� πρ�πει να ε�ναι 10 ml περ�που αν� λεπτ�.

4.2. Vυσ�γγια εκχυλ�σεωr, ελε�θερα ουσι�ν διαλυτ�ν στον αιθ�ρα, των οπο�ων το πορ�δεr ανταποκρ�νεται στιr
απαιτ�σειr του σηµε�ου 4.1.

4.3. Ξηραντ�ραr, ε�τε κενο� σε 75 °C 5 3 °C, ε�τε µε ατµοσφαιρικ� π�εση σε 100 °C 5 3 °C.

5. ∆ιαδικασ�α

5.1. ∆ιαδικασ�α Α (βλ�πε σηµε�ο 8.1)

Ζυγ�ζονται 5 g δε�γµατοr, µε προσ�γγιση 1 mg, εισ�γονται εντ�r φυσιγγ�ου εκχυλ�σεωr (4.2) και
καλ�πτονται δι� π�µατοr εκ β�µβακοr απαλλαγµ�νου λιπαρ�ν ουσι�ν.

Τοποθετε�ται το φυσ�γγιο εντ�r συσκευ�r εκχυλ�σωr (4.1) και εκχυλ�ζεται επ� 6 �ρεr µε αιθ�ρα (3.1).
Συλλ�γεται το εκχ�λισµα εντ�r ξηρ�r φι�ληr (1), εφοδιασµ�νηr µετ� µερικ�ν τεµαχ�ων κισσ�ρεωr, τηr
οπο�αr �χει ληφθε� το απ�βαρο.

Αποµακρ�νεται το διαλυτικ� µ�σο δι’ αποστ�ξεωr. Ξηρα�νεται το υπ�λειµµα επ� µι�µιση �ρα
τοποθετ�νταr τη φι�λη εντ�r ξηραντ�ροr (4.3). Ψ�χεται εντ�r αποξηραντ�ροr και ζυγ�ζεται. ∆ιενεργε�ται
εκ ν�ου ξ�ρανση για 30 λεπτ� προr επιβεβα�ωση �τι το β�ροr τηr λιπαρ�r �ληr παραµ�νει σταθερ� (η
απ�λεια του β�ρουr µεταξ� δ�ο διαδοχικ�ν ζυγισµ�των πρ�πει να ε�ναι κατ�τερη του 1 mg).

5.2. ∆ιαδικασ�α B

Ζυγ�ζονται 2,5 g δε�γµατοr µε προσ�γγιση 1 ml (βλ�πε παρατ�ρηση 8.2) και εισ�γονται εντ�r γυαλ�νου
ποτηρ�ου ζ�σεωr των 400 ml � εντ�r κωνικ�r φι�ληr των 300 ml και προστ�θενται 100 ml υδροχλωρικο�
οξ�οr 3M (3.3) και µερικ� τεµ�χια κισσ�ρεωr. Καλ�πτεται το υ�λινο ποτ�ριο ζ�σεωr µε �αλο ωρολογ�ου �
εφοδι�ζεται η κωνικ� φι�λη µετ� καθ�του ψυκτ�ροr. V�ρεται το µε�γµα σε �πιο βρασµ� µε τη χρ�ση
χαµηλ�r φλ�γαr � θερµαντικ�r πλ�καr και διατηρε�ται εκε� για µ�α �ρα. Αποφε�γεται η προσκ�λληση του
προϊ�ντοr επ� των πλευρ�ν του υποδοχ�ωr.

Ψ�χεται και προστ�θεται ποσ�τητα επιβοηθητικο� διηθ�σεωr (3.4), επαρκ�r προr αποφυγ� κ�θε απωλε�αr
λιπαρ�r �ληr κατ� τη δι�ρκεια τηr διηθ�σεωr. ∆ιηθε�ται δι� διπλο� υγρανθ�ντοr διηθητικο� χ�ρτου
ελε�θερου λιπαρ�ν υλ�ν. Εκπλ�νεται το υπ�λειµµα µε ψυχρ� �δωρ µ�χριr ουδετεροποι�σεωr του
διηθ�µατοr. Η παρουσ�α αυτ�ν διεκν�ει �τι το δε�γµα πρ�πει να εκχυλιστε� δι’ αιθ�ροr, κατ� τη
διαδικασ�α Α, προ τηr υδρολ�σεωr.

Τοποθετε�ται ο διπλ�r διηθητικ�r χ�ρτηr ο οπο�οr περι�χει το υπ�λειµµα επ� υ�λου ωρολογ�ου και
ξηρα�νεται επ� µ�α και ηµ�σεια �ρα εντ�r κλιβ�νου αποξηρ�νσεων σε θερµοκρασ�α 100 °C 5 3 °C.

Εισ�γεται ο διπλ�r διηθητικ�r χ�ρτηr και το ξηρ� υπ�λειµµα εντ�r φυσιγγ�ου εκχυλ�σεωr (4.2) και
καλ�πτεται δι� π�µατοr εκ β�µβακοr απαλλαγµ�νου λιπαρ�ν ουσι�ν (4.1). Τοποθετε�ται το φυσ�γγιον
εντ�r συσκευ�r εκχυλ�σεωr και ακολουθε�ται ο τρ�ποr εργασ�αr �πωr υποδεικν�εται στο σηµε�ο 5.1,
δε�τερη και τρ�τη παρ�γραφοr.

(1) �ταν η λιπαρ� �λη πρ�πει να αποτελ�σει αντικε�µενο µεταγεν�στερων ποιοτικ�ν εξετ�σεων, τα τεµ�χια κισσ�ρεωr αντι-
καθ�στανται απ� γυ�λινεr χ�ντρεr.
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6. ∆ιατ�πωση των αποτελεσµ�των

Το αποτ�λεσµα του ζυγ�σµατοr εκφρ�ζεται επ� τοιr εκατ� επ� του δε�γµατοr.

7. Επαναληπτικ�τητα

Η διαφορ� µεταξ� των αποτελεσµ�των δ�ο παραλλ�λων προσδιορισµ�ν, διενεργουµ�νων επ� του αυτο�
δε�γµατοr, απ� τον �διο αναλυτ�, δεν πρ�πει να υπερβα�νει:

 το 0,2 %, σε απ�λυτη τιµ� για περιεκτικ�τητεr σε ακατ�ργαστα �λαια και λ�πη µικρ�τερεr του 5 %,

 το 4,0 %, του µεγαλ�τερου αποτελ�σµατοr για περιεκτικ�τητα απ� 5 �ωr 10 %,

 το 0,4 %, σε απ�λυτη τιµ�, για περιεκτικ�τητεr µεγαλ�τερεr του 10 %.

8. Παρατηρ�σειr

8.1. Για τα προϊ�ντα µε υψηλ� περιεκτικ�τητα λιπαρ�ν ουσι�ν, δυσκ�λωr κονιοποιο�µενα � µη κατ�λληλα για
λ�ψη µειωµ�νηr και οµοιογενο�r ποσ�τηταr.

Ζυγ�ζονται 20 g δε�γµατοr µε προσ�γγιση 1 mg και αναµειγν�ονται µετ� ποσ�τητοr 10 g � περισσοτ�ρων
αν�δρου θειικο� νατρ�ου (3.2). ∆ιενεργε�ται εκχ�λιση δι’ αιθ�ροr (3.1) �πωr υποδεικν�εται στο σηµε�ο 5.1.
Συµπληρο�ται το επιτευχθ�ν εκχ�λισµα �ωr 500 ml δι’ αιθ�ροr (3.1) και αναµιγν�εται. Εισ�γονται 50 ml
του διαλ�µατοr σε µικρ� ξηρ� φι�λη εφοδιασµ�νη µε µερικ� τεµ�χια κισσ�ρεωr τηr οπο�αr �χει ληφθε� το
απ�βαρο (1). Αποµακρ�νεται το διαλυτικ� µ�σο δι’ αποστ�ξεωr, ξηρα�νεται και ακολουθε�ται ο τρ�ποr
εργασ�αr �πωr υποδεικν�εται στο σηµε�ο 5.1 τελευτα�α παρ�γραφοr.

Αποµακρ�νεται το διαλυτικ� µ�σο του υπολε�µµατοr τηr εκχυλ�σεωr, το οπο�ο ευρ�σκεται εντ�r του
φυσιγγ�ου, κονιοποιε�ται το υπ�λοιπο σε κ�κκουr 1 mm, τοποθετε�ται εκ ν�ου εντ�r φυσιγγ�ου (�νευ
προσθ�κηr θειικο� νατρ�ου) και ακολουθε�ται ο τρ�ποr εργασ�αr �πωr υποδεικν�εται στο σηµε�ο 5.1
τελευτα�α παρ�γραφοr.

Η περιεκτικ�τηr σε ακατ�ργαστεr λιπαρ�r �λεr επ� τοιr εκατ� του δε�γµατοr εκφρ�ζεται κατ� τον τ�πο:

(10 a + b) × 5

�που:

a = µ�ζα σε γραµµ�ρια του υπολε�µµατοr τηr πρ�τηr εκχυλ�σεωr (χρησιµοποιηθ�ν µ�ροr του
εκχυλ�σµατοr),

b = µ�ζα σε γραµµ�ρια του υπολε�µµατοr του δευτ�ρου εκχυλ�σµατοr.

8.2. Η ποσ�τητα του δε�γµατοr των χαµηλ�r περιεκτικ�τηταr σε λιπαρ�r �λεr προϊ�ντων δ�ναται να αν�ρχεται
σε 5 g.

8.3. Τροφ�r ζ�ων συντροφι�r υψηλ�r περιεκτικ�τηταr σε νερ� πρ�πει να αναµιγν�ονται µε �νυδρο θειικ�
ν�τριο πριν απ� την υδρ�λυση και την εκχ�λιση σ�µφωνα µε τη διαδικασ�α Β.

8.4. Στην παρ�γραφο 5.2, ενδ�χεται να ε�ναι αποτελεσµατικ�τερη η χρ�ση θερµο� �δατοr, αντ� του ψυχρο�, για
την �κπλυση του υπολε�µµατοr µετ� τη δι�θηση.

8.5. Ο χρ�νοr ξ�ρανσηr τηr µι�µισηr �ραr ε�ναι πιθαν�ν να πρ�πει να παραταθε� για ορισµ�νεr ζωοτροφ�r.
Πρ�πει να αποφε�γεται η υπερβολικ� ξ�ρανση, καθ�r οδηγε� σε χαµηλ�r τιµ�r αποτελεσµ�των. ∆�ναται
επ�σηr να χρησιµοποιηθε� φο�ρνοr µικροκυµ�των.

8.6. Αν η περιεκτικ�τητα σε ακατ�ργαστα �λαια και λ�πη υπερβα�νει το 15 % συνιστ�ται, πριν απ� την
υδρ�λυση και εκχ�λιση τηr διαδικασ�αr Β, η προεκχ�λιση σ�µφωνα µε τη διαδικασ�α Α. Αυτ� εξαρτ�ται
σε κ�ποιο βαθµ� απ� τη φ�ση τηr ζωοτροφ�r και τη φ�ση των ελα�ων/λιπ�ν που περι�χονται στιr
ζωοτροφ�r.

ΤΜΗΜΑ Γ

ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ OLAQUINDOX

(2-[N-2Y-(υδροξυαιθυλο)καρβαµοϋλο]-3µεθυλοκινοξαλ�νηr-Ν1,N4-διοξε�διο)

1. Σκοπ�r και πεδ�ο εφαρµογ�r

Αντικε�µενο τηr παρο�σαr µεθ�δου ε�ναι ο ποσοτικ�r προσδιορισµ�r του olaquindox στιr ζωοτροφ�r. Το
κατ�τερο �ριο προσδιορισµο� ε�ναι 5mg/kg.

2. Αρχ�

Το δε�γµα εκχυλ�ζεται µε µε�γµα νερο�-µεθαν�ληr. Η περιεκτικ�τητα σε olaquindox προσδιορ�ζεται µε τη
µ�θοδο τηr υγρ�r χρωµατογραφ�αr υψηλ�r απ�δοσηr (HPLC) αν�στροφηr φ�σεωr χρησιµοποι�νταr
ανιχνευτ� UV.

(1) �ταν η λιπαρ� �λη πρ�πει να αποτελ�σει αντικε�µενο µεταγεν�στερων ποιοτικ�ν εξετ�σεων, τα τεµ�χια κισσ�ρεωr αντι-
καθ�στανται απ� γυ�λινεr χ�ντρεr.
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3. Αντιδραστ�ρια

3.1. Μεθαν�λη

3.2. Μεθαν�λη, καθαρ�τηταr HPLC

3.3. Νερ�, καθαρ�τηταr HPLC

3.4. Κινητ� φ�ση για HPLC

Με�γµα νερο� (3.3)-µεθαν�ληr (3.2), 900 + 100 (V + V).

3.5. Πρ�τυπη ουσ�α: καθαρ� olaquindox pur [2-/(N-2Y-(υδροξυα�θυλο)καρβαµοϋλο] -3-µεθυλοκινοξαλ�νηr
-N1,N4-διοξ�διο], E 851.

3.5.1. Αρχικ� πρ�τυπο δι�λυµα 250 µg/ml

Σε ογκοµετρικ� φι�λη των 200 ml ζυγ�ζονται µε ακρ�βεια 0,1mg, 50 mg olaquindox (3.5) και προστ�θενται
190 ml περ�που νερ�. Κατ�πιν, η φι�λη τοποθετε�ται για 20 min σε λουτρ� υπερ�χων (4.1). Μετ� το
λουτρ�, το δι�λυµα φ�ρεται σε θερµοκρασ�α δωµατ�ου, συµπληρ�νεται µ�χρι τη χαραγ� µε νερ� και
ανακινε�ται για να αναµειχθε�. Η φι�λη τυλ�γεται µε �να φ�λλο αλουµιν�ου και φυλ�σσεται σε ψυγε�ο. Να
παρασκευ�ζεται φρ�σκο κ�θε µ�να.

3.5.2. Ενδι�µεσο πρ�τυπο δι�λυµα olaquindox, 25 µg/ml

Σε ογκοµετρικ� φι�λη των 100ml µεταφ�ρονται 10,0 ml του αρχικο� πρ�τυπου διαλ�µατοr (3.5.1) το
δι�λυµα συµπληρ�νεται µ�χρι τη χαραγ� µε την κινητ� φ�ση (3.4) και ανακινε�ται για να αναµειχθε�
καλ�. Η φι�λη τυλ�γεται µε �να φ�λλο αλουµιν�ου και φυλ�σσεται σε ψυγε�ο. Να παρασκευ�ζεται φρ�σκο
κ�θε µ�να.

3.5.3. ∆ιαλ�µατα αναφορ�r:

Σε µ�α σειρ� απ� ογκοµετρικ�r φι�λεr των 50 ml, µεταγγ�ζονται 1,0, 2,0, 5,0, 10,0, 15,0 και 20,0 ml του
ενδι�µεσου πρ�τυπου διαλ�µατοr (3.5.2). Τα διαλ�µατα συµπληρ�νονται µ�χρι τη χαραγ� µε την κινητ�
φ�ση (3.4), ανακινο�νται και στη συν�χεια οι φι�λεr τυλ�γονται µε �να φ�λλο αλουµιν�ου. Τα διαλ�µατα
αυτ� αντιστοιχο�ν σε 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 7,5 και 10,0 µg olaquindox αν� ml. Κ�θε µ�ρα πρ�πει να
παρασκευ�ζονται φρ�σκα διαλ�µατα.

4. Συσκευ�r

4.1. Λουτρ� υπερ�χων

4.2. Μηχανικ�r αναδευτ�ραr

4.3. Εξοπλισµ�r για HPLC µε ανιχνευτ� υπερι�δουr µεταβλητο� µ�κουr κ�µατοr � µε ανιχνευτ� δι�δων.

4.3.1. Στ�λη υγρ�r χρωµατογραφ�αr, 250 mm × 4 mm, πληρωτικ� υλικ� C18, 10 µm � ισοδ�ναµη µε αυτ�
στ�λη.

4.4. V�λτρα µεµβρ�νηr, 0,45 µm.

5. Τρ�ποr εργασ�αr

Σηµε�ωση: Το olaquindox παρουσι�ζει ευαισθησ�α στο φωr, γι’ αυτ� �λεr οι εργασ�εr πρ�πει να
εκτελο�νται µε χαµηλ� φωτισµ� � να χρησιµοποιο�νται κιτρινωπ� γυ�λινα σκε�η.

5.1. Γενικ�

5.1.1. Κατ’ αρχ�ν, πρ�πει να υποβ�λλονται σε αν�λυση �να τυφλ� δε�γµα για να επιβεβαι�νεται �τι αυτ� ε�ναι
απηλλαγµ�νο απ� olaquindox � �λλεr παρεµβα�νουσεr προσµ�ξειr.

5.1.2. Πρ�πει να εκτελε�ται δοκιµ� αν�κτησηr υποβ�λλονταr σε αν�λυση το τυφλ� olaquindox, παρ�µοια µε
εκε�νη του δε�γµατοr. Για να επιτευχθε� εµπλουτισµ�r τηr τ�ξηr των 50 mg/kg, σε κωνικ� φι�λη των 250
ml µεταφ�ρονται 10,0 ml του αρχικο� προτ�που διαλ�µατοr (3.5.1) και το δι�λυµα εξατµ�ζεται µ�χριr
�γκου περ�που 0,5 ml. Προστ�θενται 50 g του τυφλο�, η φι�λη ανακινε�ται επισταµ�νωr και αφ�νεται σε
ηρεµ�α για 10 λεπτ�, ανακιν�νταr την και π�λι µερικ�r φορ�r πριν να προχωρ�σουµε στο στ�διο τηr
εκχ�λισηr (5.2).

Σηµε�ωση: Για τουr σκοπο�r τηr παρο�σαr µεθ�δου, το τυφλ� πρ�πει να ε�ναι παρ�µοιου τ�που µε εκε�νον
του δε�γµατοr και να µην ανιχνε�εται σε αυτ� olaquindox.

5.2. Εκχ�λιση

Ζυγ�ζονται, µε ακρ�βεια 0,01 g περ�που 50 g του δε�γµατοr. Η ποσ�τητα αυτ� του δε�γµατοr µεταφ�ρεται σε
κωνικ� φι�λη των 1 000 ml, προστ�θενται 100 ml µεθαν�ληr (3.1) και η φι�λη τοποθετε�ται για 5 λεπτ�
στο λουτρ� υπερ�χων (4.1). Προστ�θενται 410 ml �δατοr και η φι�λη αφ�νεται στο λουτρ� υπερ�χων για
15 λεπτ� ακ�µη. Η φι�λη αποµακρ�νεται απ� το λουτρ� υπερ�χων, το περιεχ�µενο αναταρ�σσεται για 30
λεπτ� στον αναδευτ�ρα (4.2) και διηθε�ται µε πτυχωτ� ηθµ�. Μεταφ�ρονται 10ml του διηθ�µατοr σε µια
βαθµολογηµ�νη φι�λη των 20 ml, συµπληρ�νεται µε νερ� και αναµειγν�εται. Vιλτρ�ρεται �να κλ�σµα
µ�σω φ�λτρου µεµβρ�νηr (4.4) (βλ�πε σηµε�ωση 9). Συνεχ�ζεται ο προσδιορισµ�r στην HPLC (5.3).
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5.3. Προσδιορισµ�r HPLC

5.3.1. Παρ�µετροι

Για την εκτ�λεση του προσδιορισµο� συνιστ�ται η χρ�ση των παρακ�τω συνθ�κων, χωρ�r να αποκλε�εται
η χρ�ση και �λλων συνθηκ�ν υπ� την προϋπ�θεση �τι λαµβ�νονται ισοδ�ναµα αποτελ�σµατα.

Αναλυτικ� στ�λη (4.3.1.)

Κινητ� φ�ση (3.4): µε�γµα νερο� (3.3)µεθαν�ληr (3.2) 900+100 (V+V)

Ταχ�τητα ρο�r: 1,52 ml/min
Μ�κοr κ�µατοr: 380 nm
Εγχυ�µενοr �γκοr: 20 µl-100 µl

Ελ�γχεται η σταθερ�τητα του χρωµατογραφικο� συστ�µατοr, εγχ�ονταr επανειληµµ�νωr το δι�λυµα
αναφορ�r (3.5.3) που περι�χει 2,5 µg/ml, µ�χρι να επιτευχθο�ν σταθερ� �ψη κορυφ�ν και χρ�νοι
κατακρ�τησηr.

5.3.2. Καµπ�λη αναφορ�r

Κ�θε δι�λυµα αναφορ�r (3.5.3) εγχ�εται επανειληµµ�νωr και προσδιορ�ζεται για κ�θε συγκ�ντρωση το
µ�σο �ψοr (εµβαδ�ν) των κορυφ�ν. Η καµπ�λη αναφορ�r χαρ�σσεται θ�τονταr τα µ�σα �ψη (εµβαδ�) των
κορυφ�ν των διαλυµ�των αναφορ�r στον �ξονα των τεταγµ�νων και τιr αντ�στοιχεr συγκεντρ�σειr σε
µg/ml στον �ξονα των τετµηµ�νων.

5.3.3. ∆ε�γµα υπ� µορφ� διαλ�µατοr

Χρησιµοποι�νταr τον �διο �γκο µε εκε�νο που χρησιµοποιε�ται και στην περ�πτωση των διαλυµ�των
αναφορ�r, το δε�γµα-δι�λυµα (5,2) εγχ�εται επανειλληµ�νωr και προσδιορ�ζεται το µ�σο �ψοr (εµβαδ�ν)
των κορυφ�ν του olaquindox.

6. Υπολογισµ�r των αποτελεσµ�των

Η περιεκτικ�τητα σε olquindox του υπ� µορφ� διαλ�µατοr δε�γµατοr προσδιορ�ζεται σε µg/ml απ� το
µ�σω �ψοr (εµβαδ�ν) των κορυφ�ν του olaquindox του εν λ�γω δε�γµατοr, µε τη βο�θεια τηr καµπ�ληr
αναφορ�r (5.3.2).

Η περιεκτικ�τητα w του δε�γµατοr σε olaquindox σε mg/kg υπολογ�ζεται µε τον ακ�λουθο τ�πο:

w =
c × 1 000

m

�που:

c = η συγκ�ντρωση του olaquindox στο δε�γµα δι�λυµα (5.2) σε µg/ml

m = η µ�ζα του εξεταζ�µενου δε�γµατοr σε g.

7. Επιβεβα�ωση τηr εγκυρ�τηταr

7.1. Ταυτ�τητα

Η ταυτ�τητα τηr αναλυ�µενηr ουσ�αr µπορε� να επιβεβαιωθε� µε συγχρωµατογραφ�α � χρησιµοποι�νταr
�να ανιχνευτ� δι�δων µε τον οπο�ο συγκρ�νονται τα φ�σµατα του υπ� µορφ� διαλ�µατοr (5.2) και του
διαλ�µατοr αναφορ�r (3.5.3) που περι�χει 5,0 µg/ml.

7.1.1. Συγχρωµατογραφ�α

∆ε�γµα-δι�λυµα (5.2) εµπλουτ�ζεται προσθ�ντονταr κατ�λληλη ποσ�τητα διαλ�µατοr αναφορ�r (3.5.3). Η
ποσ�τητα του προστιθ�µενου olaquindox πρ�πει να ε�ναι παρ�µοια µε την ποσ�τητα του olaquindox που
υπ�ρχει στο δε�γµα (5,2).

Θα πρ�πει να εµφαν�ζεται εν�σχυση µ�νο τηr κορυφ�r που αντιστοιχε� στο olaquindox αν�λογα τ�σο µε
την προστεθε�σα ποσ�τητα �σο και µε την αρα�ωση του διαλ�µατοr. Το ε�ροr τηr κορυφ�r, στο �µισυ του
�ψουr τηr, πρ�πει να κυµα�νεται στο 5 10 % του αρχικο� ε�ρουr τηr κορυφ�r του olaquindox του µη
εµπλουτισµ�νου δε�γµατοr (5,2).

7.1.2. Αν�χνευση µε ανιχνευτ� δι�δων

Τα αποτελ�σµατα αξιολογο�νται σ�µφωνα µε τα ακ�λουθα κριτ�ρια:

α) το µ�κοr κ�µατοr τηr µ�γιστηr απορρ�φησηr του δε�γµατοr και των πρ�τυπων φασµ�των, που
αντιστοιχε� στο αν�τατο συµε�ο τηr κορυφ�r στο χρωµατογρ�φηµα, πρ�πει να κυµα�νεται σε �ριο που
καθορ�ζονται απ� την αναλυτικ� ισχ� του συστ�µατοr αν�χνευσηr. Για αν�χνευση µε δι�δουr, τα �ρια
αυτ� ε�ναι συν�θωr 5 2 nm·
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∆ε�γµα 1 ∆ε�γµα 2 ∆ε�γµα 3 ∆ε�γµα 4

β) µεταξ� 200 και 400 nm, το δε�γµα και τα πρ�τυπα φ�σµατα που αντιστοιχο�ν στο αν�τατο σηµε�ο τηr
κορυφ�r του χρωµατογραφ�µατοr, δεν πρ�πει να διαφ�ρουν για τα µ�ρη εκε�να του φ�σµατοr που
εµπ�πτουν στην περιοχ� του 10-100 % σχετικ�r απορρ�φησηr. Το κριτ�ριο αυτ� θεωρε�ται �τι πληρο�ται
�ταν τα εµφανιζ�µενα µ�γιστα ε�ναι τα �δια και σε καν�να απ� τα παρατηρο�µενα σηµε�α η απ�κλιση
µεταξ� των δ�ο φασµ�των δεν υπερβα�νει το 15 % τηr απορρ�φησηr τηr πρ�τυπηr αναλυ�µενηr ουσ�αr·

γ) µεταξ� 220 και 400 nm, τα φ�σµατα τηr ανωφ�ρειαr, του αν�τατου σηµε�ου και τηr κατωφ�ρειαr τηr
κορυφ�r που δ�νει το δε�γµα-δι�λυµα δεν πρ�πει να διαφ�ρουν µεταξ� τουr στα σηµε�α εκε�να του
φ�σµατοr που εµπ�πτουν στην περιοχ� του 10-100 % σχετικ�r απορρ�φησηr. Το κριτ�ριο αυτ�
θεωρε�ται �τι πληρο�ται �ταν τα εµφανιζ�µενα µ�γιστα ε�ναι τα �δια και �ταν σε �λα τα
παρατηρο�µενα σηµε�α η απ�κλιση µεταξ� των φασµ�των δεν υπερβα�νει το 15 % τηr απορρ�φησηr του
φ�σµατοr του αν�τατου σηµε�ου τηr κορυφ�r.

Εφ�σον �να οποιοδ�ποτε απ� τα παραπ�νω κριτ�ρια δεν πληρο�νται, τ�τε δεν µπορε� θεωρηθε� �τι
βεβαι�θηκε η παρουσ�α τηr αναλυ�µενηr ουσ�αr.

7.2. Επαναληψιµ�τητα

Η διαφορ� µεταξ� των αποτελεσµ�των δ�ο παρ�λληλων προσδιορισµ�ν που εκτελο�νται στο �διο δε�γµα
δεν πρ�πει να υπερβα�νει το 15 % σε σχ�ση µε την υψηλ�τερη τιµ� για συγκεντρ�σειr olaquindox µεταξ�
10 και 200 mg/kg.

7.3. Αν�κτηση

Σε �να εµπλουτισµ�νο τυφλ� δε�γµα, η αν�κτηση θα πρ�πει να ε�ναι τουλ�χιστον 90 %.

8. Αποτελ�σµατα συνεργατικ�r µελ�τηr

Πραγµατοποι�θηκε στα πλα�σια τηr Κοιν�τηταr συνεργατικ� µελ�τη στην οπο�α 4 δε�γµατα χοιροτροφ�r,
συµπεριλαµβανοµ�νου και εν�r τυφλο�, αναλ�θηκαν σε 13 εργαστ�ρια. Τα αποτελ�σµατα δ�δονται
κατωτ�ρω:

L 13 10 11 11

n 40 40 44 44

µ (mg/kg)  14,6 48,0 95,4

Sr (mg/kg)  0,82 2,05 6,36

SR (mg/kg)  1,62 4,28 8,42

CVr (%)  5,6 4,3 6,7

CVR (%)  11,1 8,9 8,8

Ονοµαστικ� περιεχ�µενο (mg/kg)  15 50 100

αν�κτηση (%)  97,3 96,0 95,4

L : αριθµ�r εργαστηρ�ων
n : αριθµ�r µοναδικ�ν τιµ�ν
Sr : τυπικ� απ�κλιση επαναληψιµ�τηταr
SR : τυπικ� απ�κλιση αναπαραγωγιµ�τηταr
CVr : συντελεστ�r διακ�µανσηr επαναληψιµ�τηταr
CVR : συντελεστ�r διακ�µανσηr αναπαραγωγιµ�τηταr.

9. Παρατ�ρηση

Αν και η µ�θοδοr δεν �χει αξιολογηθε� για τροφ�r περι�χουσεr περισσ�τερο απ� 100 mg/kg olaquindox,
ε�ναι δυνατ�ν να επιτευχθο�ν ικανοποιητικ� αποτελ�σµατα πα�ρνονταr µικρ�τερη ποσ�τητα δε�γµατοr
�/και αραι�νονταr το εκχ�λισµα (5.2) �στε να επιτευχθο�ν συγκεντρ�σειr µ�σα στα �ρια τηr καµπ�ληr
αναφορ�r (5.3.2).


