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A BIZOTTSAG 98/64/EK IRANYELVE
(1998. szeptember 3.)

a takarmdnyokban 1évG aminosavak, nyersolajok és zsirok, valamint az olaquindox meghatd-
rozisira szolgilo kozosségi analitikai médszerek 1étrehozasirdl és a 71/393/EGK irdnyelv
modositisarol

sz

(EGT vonatkozisii szoveg)

AZ EUROPAI KOZOSSEGEK BIZOTTSAGA,
tekintettel az Eurépai K6zosséget 1étrehozd szerz8désre,

tekintettel a legutobb Ausztria, Finnorszdg és Svédorszdg csatla-
kozdsi okmdnydval médositott, a takarmanyok hatdsagi ellendr-
zésére szolgald kozosségi mintavételi és analitikai mddszerek
bevezetésérdl szoélo, 1970. julius 20-i 70/373/EGK tandcsi
irdnyelvre (') és killonosen annak 2. cikkére,

mivel a 70/373/EGK irdnyelv eléirja, hogy a takarmédnyok haté-
sagi ellendrzését, amelynek célja a takarmdnyok minGségére és
osszetételére vonatkozd torvényi, rendeleti és kozigazgatdsi
rendelkezésekbdl eredé kovetelmények betartdsanak ellendr-
zése, kozosségi mintavételi és analitikai mddszerek alkalmaza-
saval kell végrehajtani;

mivel a legutébb a 97/47[EK bizottsdgi irdnyelvvel () médosi-
tott, az Osszetett takarmdnyok forgalmazdsir6l szol6, 1979.
aprilis 2-i 79/373/EGK tandcsi irdnyelv (°), valamint a legutébb
a 96/25[EK irdnyelvvel () médositott, a kiilonleges taplalkozasi
célokra szdnt takarmanyokrél szolo, 1993. szeptember 13-i
93/74/EGK tandcsi irdnyelv () kimondja, hogy az aminosava-
kat, valamint a nyersolajokat és zsirokat fel kell tiintetni a
takarmdnyok cimkéjén;

mivel a legutobb a 98/19/EK bizottsdgi irdnyelvvel (°) médo-
sitott, a takarmdny-adalékanyagokrél sz6lo, 1970. november
23-i 70/524[/EGK tandcsi irdnyelv () kimondja, hogy az ola-
quindox-tartalmat jelezni kell a cimkén, ha ezt az anyagot
Osszetett takarmanyokhoz adjak hozzi;

mivel a legutobb a 84/4/EGK bizottsagi irdnyelvvel () médosi-
tott, a takarmdnyok hatdsagi ellendrzésére szolgdld kozosségi
analitikai modszerek meghatdrozdsarél sz6lo, 1971. november
18- 71/393/EGK bizottsagi irdnyelv () meghatdroz analitikai
modszereket, tobbek kozott a nyersolajok és zsirok meghataro-
zdsara; mivel helyénvalé a leirt médszer mddositasa;

() HLL 170., 1970.8.3., 2. o.
() HLL 211.,1997.8.5., 45. 0.
() HLL 86., 1979.4.6., 30. o.
() HLL 125.,1996.5.23., 35. o.
() HLL 237.,1993.9.22., 23. o.
() HLL 96., 1998.3.28., 39. o.
() HLL 270.,1970.12.14., 1. o.
() HLL 15, 1984.1.18., 28. o.
() HLL 279.,1971.12.20., 7. o.

mivel ezen anyagok ellendrzésére kozosségi analitikai mddsze-
reket kell meghatdrozni;

mivel az ebben az irdnyelvben el6irt intézkedések osszhangban
vannak a Takarmdnyok Allandé Bizottsdga véleményével,

ELFOGADTA EZT AZ IRANYELVET:

1. cikk

A tagdllamok el6irjak, hogy a takarmdnyok aminosav-, nyers-
olaj- és zsir-, valamint olaquindox-tartalmara vonatkozd, haté-
sdgi ellendrzés céljabol végzett analitikai vizsgalatokat a mellék-
letben meghatdrozott médszerek alkalmazdsdval kell végrehaj-
tani.

2. cikk

A 71/393[EGK bizottsdgi irdnyelv mellékletének ,4. Nyers-
olajok és zsirok meghatdrozdsa” pontja helyébe ezen irdnyelv
mellékletének B. része 1ép.

3. cikk

(1) A tagdllamok 1998. december 31-ig hatdlyba léptetik
azokat a torvényi, rendeleti vagy kozigazgatasi rendelkezéseket,
amelyek szitkségesek ahhoz, hogy ennek az irdnyelvnek megfe-
leljenek. Errdl haladéktalanul tdjékoztatjdk a Bizottsdgot.

Az intézkedéseket 1999. janudr 1-jét6l alkalmazzdk.

Amikor a tagillamok elfogadjak ezeket az intézkedéseket,
azokban hivatkozni kell erre az irdnyelvre, vagy azokhoz hiva-
talos kihirdetésiik alkalmaval ilyen hivatkozast kell flzni. A
hivatkozas modjat a tagallamok hatdrozzdk meg.
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(2) A tagallamok kozlik a Bizottsiggal nemzeti joguknak 5. cikk

azokat a f6bb rendelkezéseit, amelyeket az ezen irdnyelv éltal

szabalyozott teriileten fogadnak el Ennek az irdnyelvnek a tagdllamok a cimzettjei.

Kelt Briisszelben, 1998. szeptember 3-dn.
4. cikk
a Bizottsdg részérdl

Ez az irdnyelv az Eurdpai Kozdsségek Hivatalos Lapjdban val6 Franz FISCHLER

kihirdetését kovetS 20. napon 1ép hatélyba. a Bizottsdg tagja
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AZ AMINOSAVAK MEGHATAROZASA

Cél és alkalmazisi teriilet

Ez a médszer a takarmanyok szabad (szintetikus és természetes) és Osszes (peptidhez kotott és szabad) aminosav
tartalmanak meghatdrozdsdra szolgdl, amihez aminosav analizatort haszndlunk. A médszer a kovetkez$ amino-
savakra alkalmazhaté: cisztein, metionin, lizin, threonin, alanin, arginin, aszparaginsav, glutaminsav, glicin, hisz-
tidin, izoleucin, leucin, fenilalanin, prolin, szerin, tirozin és valin.

A modszer nem tesz killonbséget az aminosav s6i kozott, és nem killonbozteti meg az aminosavak D és L
formdit. A mddszer nem érvényes triptofdn vagy az aminosavak hidroxi analdgjainak meghatdrozdsara.

Vizsgilati alapelv

Szabad aminosavak

A szabad aminosavakat hig sosavval extrahdljuk. Az egyiitt extrahdlt nitrogéntartalmi makromolekuldkat szul-
foszalicilsavval csapatjuk ki, és sztiréssel tavolitjuk el. A sz(irt oldat kémhatdsat pH = 2,20 értékre éllitjuk be.
Az aminosavakat ioncserés kromatografiaval valasztjuk szét, és ninhidrines reakciéval, 570 nm-en végzett foto-
metrids detektdldssal hatdrozzuk meg.

Osszes aminosav

A vilasztott eljdrds fiigg a vizsgdlt aminosavaktdl. A ciszteint és a metionint a hidrolizis el6tt ciszteinsavva,
illetve metionin-szulfonnd kell oxidalni. A tirozint az oxiddlatlan mintdk hidrolizdtumaibdl kell meghatérozni.
Az (1) bekezdésben felsorolt dsszes tobbi aminosav akédr oxidélt, akdr oxiddlatlan mintdbdl meghatdrozhato.

Az oxiddlast 0°C-on végezzikk perhangyasav/fenol keverékével. A oxidaloszer-felesleget ndtrium-diszulfittal
bontjuk le. Az oxidélt vagy oxiddlatlan mintdt sésavval (k = 6 mol[l) hidrolizaljuk 23 6rdn keresztiil. A hidroli-
zdtum kémhatdsdt pH = 2,20 értékre dllitjuk be. Az aminosavakat ioncserés kromatografidval vélasztjuk szét,
és ninhidrines reakciéval, 570 nm-en (prolin esetében 440 nm-en) végzett fotometrids detektaldssal hatdrozzuk
meg.

Reagensek

Kétszer desztilldlt vizet vagy ezzel egyenértékd minGségii vizet kell hasznalni (vezetSképessége < 10 pS).
Hidrogénperoxid, w = 30 %.

Hangyasav, w = 98-100 %.

Fenol.

Nétrium-diszulfit.

Natrium-hidroxid

5-Szulfoszalicilsav-dihidrat.

Sosav, stirtisége koriilbeliil 1,18 g/ml.

tri-Natrium-citrat-dihidrat.

2,2-Tiodietanol (tiodiglikol).

Natrium-klorid.

Ninhidrin.

Petroléter, forrdspont tartomdnya 40-60 °C.

Norleucin vagy mds olyan vegyiilet, amely belsé standardként hasznalhat6.

Nitrogén gz (< 10 ppm oxigén).



436 Az Eurdpai Uni6 Hivatalos Lapja 03/23. kotet

3.15.  1-Oktanol.
3.16.  Aminosavak.

3.16.1. Az (1) bekezdésben felsorolt standard anyagok. Tiszta vegyiiletek, nem tartalmaznak kristalyvizet. Felhasznalds
el6tt széritsuk vdkuum alatt P,O, vagy H,SO, felett 1 hétig.

3.16.2. Ciszteinsav.
3.16.3. Metionin-szulfon.
3.17.  Natrium-hidroxid-oldat, k = 7,5 mol/l:
Oldjunk fel 300 g NaOH-t (3.5.) vizben, és toltsiik fel 1 literre.
3.18.  Natrium-hidroxid-oldat, k = 1 mol/l:
Oldjunk fel 40 g NaOH-t (3.5.) vizben, és toltsiik fel 1 literre.
3.19.  Hangyasav-fenol oldat:
Keverjiink Gssze 889 g hangyasavat (3.2.) 111 g vizzel, és adjunk hozzd 4,73 g fenolt (3.3.).
3.20.  Hidrolizis keverék, k = 6 mol HCl/l, amely 1 g fenol/l-t tartalmaz:
Adjunk 1 g fenolt (3.3.) 492 ml HCl-hez (3.7.), és toltsiik fel 1 literre.
3.21.  Extrahdl6 keverék, k = 0,1 mol HCl/l, ami 2 % tiodiglikolt tartalmaz:

Vegyiink 8,2 ml HCl-t (3.7.), higitsuk fel koriilbelil 900 ml vizzel, adjunk hozzd 20 ml tiodiglikolt (3.9.), és
toltsiik fel 1 literre vizzel (a [3.7.]-et ne keverjitk kozvetleniil a [3.9.]-cel).

3.22.  5-Szulfoszalicilsav, p = 6 %:
Oldjunk fel 60 g 5-szulfoszalicilsavat (3.6.) vizben, és toltsiik fel 1 literre vizzel.

3.23.  Oxiddcios keverék (perhangyasav-fenol):
Keverjiink 0ssze 0,5 ml hidrogénperoxidot (3.1.) 4,5 ml hangyasav-fenol oldattal (3.19.) egy kis f6z6poharban.
Inkubdljuk 20-30 °C-on 1 6rdn keresztiil, hogy perhangyasav keletkezzen, aztdn hiitsiik jeges vizfirdében (15

perc), miel6tt hozzdadjuk a mintédhoz.

Vigydzat:
keriiljik el a bdrrel val6 érintkezést, és viseljiink védSruhdzatot.

3.24.  Citrdt-puffer, k = 0,2 mol Na*[l, pH = 2,20:

Oldjunk fel 19,61 g ndtrium-citrdtot (3.8.), 5 ml tiodiglikolt (3.9.), 1 g fenolt (3.3.) és 16,50 ml HCl-t (3.7.)
kortilbeluil 800 ml vizben. Allitsuk be a pH-t 2,20-re. Toltsiik fel 1 literre vizzel.

3.25.  Elucids pufferek, az alkalmazott analizdtornak megfelel§ (4.9.) feltételek szerint elkészitve.
3.26.  Ninhidrin reagens, az alkalmazott analizdtornak megfelel6 (4.9.) feltételek szerint elkészitve.
3.27.  Aminosavak standard oldatai. Ezeket az oldatokat 5 °C alatt kell tdrolni.

3.27.1. Aminosavak standard torzsoldatai (3.16.1.). Mindegyik esetében k = 2,5 pmol/ml sésavban. Kereskedelmi tton
beszerezhetdk.

3.27.2. Ciszteinsav és metionin-szulfon standard torzsoldata, k = 1,25 pmol/ml.
Oldjunk fel 0,2115 g ciszteinsavat (3.16.2.) és 0,2265 g metionin-szulfont (3.16.3.) citrdt-pufferben (3.24.) egy
1 literes mérélombikban, és toltsiik fel jelig citrat-pufferrel. 5 °C alatt tdroljuk 12 hénapnal nem hosszabb ideig.
Ezt az oldatot nem haszndljuk, ha a standard oldat torzsoldata (3.27.1.) ciszteinsavat és metionin-szulfont
tartalmaz.

3.27.3. A belsé standard (pl. norleucin) standard torzsoldata, k = 20 pmol/ml.

Oldjunk fel 0,6560 g norleucint (3.13.) citrat-pufferben (3.24.) egy mérSlombikban, és toltsitk fel 250 ml-re
citrdt-pufferrel. 5 °C alatt tdroljuk 6 honapndl nem hosszabb ideig.

3.27.4. Aminosavak standard kalibralooldata hidrolizatumokkal torténd felhaszndldsra, k = 5 nmol/50 pl ciszteinsav és
metionin-szulfon, és k = 10 nmol/50 pl egyéb aminosavak.
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Oldjunk fel 2,2 g nétrium-kloridot (3.10.) egy 100 ml-es f6z6pohdrban 30 ml citrat-pufferrel (3.24.). Adjunk
hozzd 4,00 ml aminosav standard torzsoldatot (3.27.1.), 4,00 ml ciszteinsav és metionin-szulfon standard
torzsoldatot (3.27.2.), és 0,50 ml belsé standard torzsoldatot (3.27.3.), ha egydltalin haszndlunk. A pH-t
natrium-hidroxiddal (3.18.) éllitsuk be 2,20-ra.

A teljes mennyiséget vigyiik dt egy 50 ml-es mér6lombikba, toltsiik fel jelig citrat-pufferrel (3.24.), és keverjiik
Ossze.

5 °C alatt tdroljuk 3 hénapnal nem hosszabb ideig.
Lisd még Eszrevételeket 9.1. pont.

Standard aminosavak kalibraldoldata az 5.3.3.1. bekezdés szerint készitett hidrolizatumokkal, valamint a kivo-
natokkal (5.2.) torténd felhasznaldsra. A kalibrdloldat a 3.27.4. szerint késziil, kihagyva a ndtrium-kloridot.

5 °C alatt tdroljuk 3 hénapndl nem hosszabb ideig.

Eszko6zok
100 vagy 250 ml-es, visszafolyds hiitdvel ellitott gomblombik.

Csavaros tetejd, gumi/fteflon béléses 100 ml-es boroszilikdt iveglombik (pl. Duran, Schott) kemencében torténd
felhasznaldsra.

Intenziv szell6ztetésti kemence és egy + 2 %-ndl nagyobb pontossig hémérséklet-szabélyozd.
pH-méré (hdrom tizedeshellyel).

Membrén sziir6 (0,2 pm).

Centrifuga.

Rotdcids, vakuumos beparlo.

Mechanikus rdz6gép vagy méagneses keverd.

Aminosav analizdtor vagy HPLC berendezés ioncserél§ oszloppal, késziilék ninhidrinhez, utékolonnds derivati-
zéldshoz és fotometrids detektor.

A kolonna szulfondlt polisztirol gyantdval van toltve, ami képes az aminosavak egymdstdl és mds ninhidrin-
pozitiv anyagoktdl val6 elvalasztdsira. A puffer és ninhidrin vonal dramldsit + 0,5 %-os dramldsi stabilitdsd
szivattytk biztositjdk a standard kalibrdlds és a minta analizisének idGszakdban.

Néhdny aminosav analizdtorndl olyan hidrolizises eljardsok is alkalmazhatk, amelyekben a hidrolizdtum ndtri-
umkoncentriciéja k = 0,8 molfl, és amelyek tartalmazzdk az oxiddciés lépés valamennyi hangyasav maradékat.
Més analizdtorok nem biztositanak megfelel§ elvalasztdst bizonyos aminosavak esetében, ha a hidrolizatum
feleslegben tartalmaz hangyasavat és/vagy magas benne a ndtrium-ion koncentrdci6. Ebben az esetben a sav
térfogatdt a hidrolizis utdn és a pH-bedllitds el6tt mintegy 5 ml-re val6 bepdrldssal csokkentjitk. A bepdrldst
vakuum alatt és maximum 40 °C-on kell végezni.

A vizsgilat médja

A minta el6készitése

A mintdt 4gy 6roljiik meg, hogy dtmenjen egy 0,5 mm-es szitin. A magas nedvességtartalmii mintdkat vagy
levegén szdritjuk legfeljebb 50 °C-os hémérsékleten, vagy fagyasztdssal szdritjuk 6rlés elStt. A magas zsirtar-
talma mintdkat petroléterrel (3.12.) kell extrahdlni 6rlés el6tt.

A szabad aminosavak meghatdrozdsa takarmdnyokban és el6keverékekben

Az el6készitett mintdbol (5.1.) megfeleld mennyiséget (1-5 g) mérjink be 0,2 mg pontossiggal egy Erlen-
meyer-lombikba, és adjunk hozzd 100,0 ml extrahdl6 keveréket (3.21.). Rdzassuk a keveréket 60 percig mecha-
nikus rdzogép vagy mdgneses keverd segitségével (4.8.). Hagyjuk letilepedni az tiledéket, és a feliiliiszé oldatbol
pipettdzzunk 10,0 ml-t egy 100 ml-es f6z8pohdrba.
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5.3.

5.3.2.1.

5.3.2.2.

5.3.2.3.

5.3.2.4.

5.3.3.1.

Keverés kozben adjunk hozzd 5,0 ml szulfoszalicilsavat (3.22.), és folytassuk a keverést magneses keverd segit-
ségével 5 percig. A feliiliisz6 folyadékot sztrjiik le, vagy centrifugdljuk a csapadék levélasztasa céljabol. A kapott
oldat 10,0 ml-ét tegyitk egy 100 ml-es f6z8pohdrba, és dllitsuk be a pH-t 2,20-ra ndtrium-hidroxid-oldattal
(3.18.), majd toltsiik 4t egy megfelel§ térfogati mérdlombikba citrdt-puffer segitségével (3.24.), és a lombikot
toltsiik fel jelig a pufferoldattal (3.24.).

Ha bels6 standardot haszndlunk, adjunk 1,00 ml bels§ standardot (3.27.3.) minden 100 ml végs§ oldathoz, és
a lombikot toltsiik fel jelig a pufferoldattal (3.24.).

A folytassuk a miveletet a kromatogréfidval, az 5.4. pont szerint.

Ha a kivonatok vizsgdlatira nem ugyanazon a napon keriil sor, akkor azokat 5 °C alatt kell tdrolni.

Osszes aminosav meghatdrozds

Oxidécié

0,2 mg pontossdggal mérjiink be az el6készitett mintabél 0,1-1 g-ot (5.1.):

— egy 100 ml-es gémblombikba (4.1.) nyitott hidrolizishez (5.3.2.3.), vagy

— egy 250 ml-es gomblombikba (4.1.), ha alacsony ndtriumkoncentraciéra van szitkség (5.3.3.1.), vagy

— egy csavaros tetejii 100 ml-es palackba (4.2.), (zdrt hidrolizishez 5.3.2.4.).

A mintdbdl bemért adagnak hozzdvetSlegesen 10 mg nitrogéntartalommal és legfeljebb 100 mg nedvességtar-
talommal kell rendelkeznie.

Helyezziik a lombikot/palackot jeges vizfiirdébe, és hiitsiik le 0 °C-ra, adjunk hozzd 5 ml oxiddciés keveréket
(3.23.), és keverjiik Ossze egy hajlitott végi iivegspatuldval. Zdrjuk le légmentesen a spatuldt is magdba foglal6
lombikot/palackot, tegyiik a lezdrt tartilyt tartalmazé jeges vizfiird6t 0 °C-os hiitSszekrénybe, és hagyjuk éllni
16 6rdn keresztill. 16 6ra malva vegyiik ki a hiit6szekrényb6l, és a feleslegben 1év6 oxiddl6 reagenst 0,84 g
natrium-diszulfit (3.4.) adagoldsdval bontsuk le.

Folytassuk a miveletet az 5.3.2.1. pont szerint.

Hidrolizis
Az oxidélt mintdk hidrolizise

Az 5.3.1. pont szerint elkészitett oxiddlt mintdhoz adjunk 25 ml hidrolizis keveréket (3.20.), iigyelve arra, hogy
mossuk le az edény faldra és a spatuldra tapadt minta-maradékot. Az alkalmazott hidrolizis eljardstol fiiggGen
az 5.3.2.3. vagy az 5.2.3.4. pont szerint folytassuk a mveletet.

A nem oxidélt minta hidrolizise

Mérjiink be egy 100 ml-es vagy egy 250 ml-es gomblombikba (4.1.), vagy egy 100 ml-es csavaros fedeli
palackba (4.2.) 0,1-1 g-ot az elSkészitett mintdbdl 0,2 mg pontossdggal. A mintdb6l bemért adagnak hozzd-
vetSlegesen 10 mg nitrogéntartalommal kell rendelkeznie. Ovatosan adjunk hozzd 25 ml hidrolizis keveréket
(3.20.), és keverjiik ket 6ssze. Az 5.3.2.3. vagy az 5.3.2.4. pont szerint folyassuk a miiveletet.

Nyitott hidrolizis

Tegyiink 3 iiveggyongyot a lombikban 1évS keverékbe (ami az 5.3.2.1. vagy az 5.3.2.2. pont szerint készilt), és
forraljuk folyamatos buborékolds mellett, reflux alatt, 23 6rdn keresztiil. Amikor a hidrolizis befejezédott,
mossuk ki a hiitét 5 ml citrdt- pufferrel (3.24.). Vegyiik le a lombikot, és hiitsiik le jeges vizfirdében. Az 5.3.3.
pont szerint folyassuk a mtveletet.

Zart hidrolizis

Tegyiik az 5.3.2.1. vagy az 5.3.2.2. pont szerint elkészitett keveréket tartalmazé palackot egy 110 °C-os kemen-
cébe (4.3.). A (gdzfejlédésnek tulajdonithatd) nyomds kialakuldsdnak megel6zése és a robbands elkeriilése érde-
kében az elsé ordban helyezziik a csavaros fedelet az edény nyildsdra, de ne zdrjuk le az edényt a fedGvel. Egy ora
elteltével zarjuk le az edényt a feddvel, és hagyjuk a kemencében (4.3.) 23 érén keresztiil. Amikor a hidrolizis
befejez6dott, vegyiik ki az edényt a kemencébdl, dvatosan nyissuk fel a palack fedelét, és tegyiik a palackot jeges
vizfiirddbe. Hagyjuk lehdlni.

A pH bedllitdsihoz alkalmazott eljdrastdl figgden (5.3.3.) a palack tartalmat teljes egészében vigyiik dt egy 250
ml-es f6z8pohdrba vagy egy 250 ml-es gomblombikba citrt-puffer segitségével (3.24.).

Az 5.3.3. pont szerint folytassuk a miiveletet.

A pH bedllitdsa

Az aminosav analizdtor (4.9.) ndtriummal szembeni tiir6képességétdl fiiggben az 5.3.3.1. vagy az 5.3.3.2. pont
szerint végezziik el a pH bedllitdsat.

Alacsony nétriumkoncentraciét igényl$ kromatografids rendszerek (4.9.) esetén:

Tandcsos belsd standard torzsoldatot (3.27.3.) haszndlni alacsony natriumkoncentrciét igényl§ aminosav anali-
zdtorok alkalmazdsa esetén (amikor a sav térfogatdt csokkenteni kell).
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5.3.3.2.

5.4.

Ebben az esetben bepdrlds eltt adjunk 2,00 ml bels§ standard térzsoldatot (3.27.3.) a hidrolizatumhoz.
Adjunk 2 csepp 1-oktanolt (3.15.) az 5.3.2.3. vagy az 5.2.3.4. pont szerint nyert hidrolizitumhoz.

Rotécios bepdrl6 segitségével (4.7.) csokkentsiik a térfogatot 5-10 ml-re vikuum alatt, 40 °C-on. Ha a térfogat
véletleniil 5 ml ald csokken, akkor a hidrolizdtumot ki kell onteni, és az analizist Gjra kell kezdeni.

Natrium-hidroxid-oldattal (3.18.) dllitsuk be a pH-t 2,20-re, és az 5.3.4. ponttal folytassuk a mdveletet.
Minden mds tipusi aminosav analizitor (4.9.) esetén:

Az 5.3.2.3. vagy az 5.3.2.4. pont szerint kapott hidrolizitumokat részlegesen semlegesitsiik tigy, hogy keverés
kozben 6vatosan hozzdadunk 17 ml ndtrium-hidroxid-oldatot (3.17.), mialatt a hémérsékletet 40 °C alatt
tartjuk.

Szobahémérsékleten dllitsuk be a pH-t 2,20-re a (3.17.)-es nétrium-hidroxid-oldattal és végiil a (3.18.)-as
natrium-hidroxid-oldattal. Folytassuk a mveletet az 5.3.4. pont szerint.

Mintaoldat a kromatografidhoz

A bedllitott pH-ju hidrolizdtumot (5.3.3.1. vagy 5.3.3.2.) maradék nélkiil, citrdt-pufferrel vigyiik at egy 200 ml-
es mérélombikba, és toltsiik fel jelig a pufferrel (3.24.).

Ha még nem hasznaltunk bels§ standardot, adjunk hozzd 2,00 ml belsé standardot (3.27.3.), és toltsiik fel jelig
citrét-pufferrel (3.24.). Alaposan keverjiik ossze.

Folytassuk a mtveletet a kromatogréfidval (5.4.).

Ha a mintaoldatok vizsgdlatdra nem ugyanazon a napon keriil sor, 5 °C alatt kell 6ket tarolni.

Kromatogrdfia

Kromatografids vizsgélat el6tt a kivonatot (5.2.) vagy a hidrolizdtumot (5.3.4.) dllitsuk be szobahSmérsékletre.
Rézzuk fel a keveréket, és szirjiink dt megfelel§ mennyiséget egy 0,2 pm-es membrdnsz{irén (4.5.). A kapott
tiszta oldatot vessiik ald ioncserés kromatografidnak aminosav analizdtor segitségével (4.9.).

Az injektaldst lehet kézzel vagy automatikusan végezni. Ugyeljiink arra, hogy, + 0,5 %-os eltéréssel, azonos
mennyiségl oldatot tegyiink az oszlopra a standardok és mintdk analiziséhez, kivéve, amikor bels standardot
hasznalunk, valamint, hogy a ndtrium-aminosav ardnyok, amennyire csak lehet, megegyezzenek a standardban
és a mintdban.

Altaldban a kalibrdlds gyakorisiga a ninhidrin reagens és az analitikai rendszer stabilitdsdtol fiigg. A standardot
vagy a mintdt citrdt-pufferrel (3.24.) higitjuk annak érdekében, hogy a standard csticsteriilete a minta aminosav
cstcsteriiletének 30-200 %-a legyen.

Az aminosavak kromatogréfids vizsgdlata kissé valtozik az alkalmazott analizétor és a haszndlt gyanta tipustol
fuggSen. A vélasztott rendszernek képesnek kell lennie arra, hogy az aminosavakat elvdlassza egymaéstdl és a
ninhidrin-pozitiv anyagokt6l. A mikodési tartomdnyban a kromatogréfids rendszernek linedris véltozast kell
mutatnia a kolonndra felvitt aminosavak mennyiségi valtozdsaira.

A kromatogréfids 1épésnél az aldbbiakban emlitett cstics-volgy ardnyt alkalmazzuk, amikor a meghatdrozandé
aminosavak ekvimolar-oldatdt analizdljuk. Az ekvimolar-oldatnak azon aminosavak maximdlis mennyiségének
legaldbb 30 %-at kell tartalmaznia, amely aminosavak pontosan mérhetSk az aminosav analizdtor rendszerrel
(4.9).

A threonin-szerin szétvdlasztdsandl a kromatogramon a két egymast atfed6 aminosav koziil a kisebb cstics-volgy
ardnya ne haladja meg a 2:10 értéket (ha csak cisztein, metionin, threonin és lyzin meghatdrozdsardl van szo, a
szomszédos csticsok nem megfelel§ elvdldsa hdtrdnyosan befolydsolja a meghatdrozdst). Minden mds aminosav
esetében a szétvalasztdsnak jobbnak kell lennie, mint 1:10.

A rendszernek el kell vilasztania a lizint a ,mesterséges lizin képz6dményektSl” és az ornitint6l.

Az eredmények kiszimitdsa

Minden aminosavra megmérjiik a minta és a standard cstcsteriiletét, és a aminosav g/minta kg mennyiséget
kiszamitjuk.

AxExMW x F

B % W x 1000 — aminosav g/minta kg

-vel.

Ha bels§ standardot hasznélunk, szorozzuk meg %
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A = ahidrolizdtum vagy a kivonat csticsteriilete

B = akalibrilé standard oldat csticsteriilete

C = ahidrolizdtumban vagy a kivonatban 1év§ bels6 standard csicsteriilete
D = a belsd standard, kalibral6 standard oldat cstcsteriilete

MW = a meghatdrozandé aminosav molekulatomege

E = astandard koncentrici6ja pmol/l-ben
W = aminta tomege (g) (ha szdritott vagy zsirtalanitott, akkor az eredeti tomegre korrigdlva)
F = ml 6sszes hidrolizdtum (5.3.4.) vagy ml kivonat (6.1.) szdmitott teljes higitasi térfogata

Mind a cisztin, mind a cisztein, mint cisztein-sav keriil meghatdrozasra az oxiddlt minta hidrolizdtumaiban, de
ciszteinként (CH,,N,0,S,, MW 240,30, ha MW 120,15-6t haszndlunk [= 0,5 x 240,30]) keriil kiszdmitasra.

A metionin metionin-szulfonként keriil meghatdrozdsra az oxiddlt minta hidrolizdtumaiban, de metioninként
kertil kiszdmitdsra a metionin molekulatomegének (MW = 149,21) haszndlatéval.

A hozzdadott szabad metionin extrahdlds utdn metioninként keriil meghatdrozdsra, és a szdmitdshoz ugyanezt a
molekulatémeget (MW) haszndljuk.

A szabad aminosavak (5.2.) meghatdrozdsa esetén a kivonatok teljes higitdsi térfogatdt (F) a kovetkezképpen
szamitjuk ki:

(10 ml + SmI)Xle

F = 100 ml x
10 ml 10 ml

V = a végsé kivonat térfogata

A médszer értékelése

A modszert nemzetkézi 6sszehasonlité vizsgalatok sordn ellendrizték, amit 1990-ben végeztek négy kiilonbozs
takarmdny (kevert sertéstdp, brojler tdpkeverék, fehérje koncentratum, elSkeverék) felhaszndldsaval. A szélsGér-
tékek kizdrasdval kapott atlagértékeket és standard szordsokat az aldbbi tabldzat mutatja:

Atlagértékek gfkg-ban

Aminosav
Referencia anyag
Threonin Cisztein Metionin Lizin
Kevert sertéstap 6,94 3,01 3,27 9,55
n=15 n=17 n=17 n=13
Brojler tdpkeverék 9,31 3,92 5,08 13,93
n= 16 n= 18 n=18 n= 16
Fehérje koncentrdtum 22,32 5,06 12,01 47,74
n= 16 n=17 n= 17 n= 15
ElSkeverék 58,42 - 90,21 98,03
n=16 n=16 n=16

n = a résztvevs laboratériumok szima

IsmételhetGség

A fent emlitett osszehasonlitd vizsgdlat ismételhet@ségét ,laboratériumon belilli szabvany szérdsként” kifejezve
az aldbbi tdbldzatok mutatjak:
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7.2.

Laboratériumon beliili szabvany szérds (S) g/kg

Aminosav
Referencia anyag
Threonin Cisztein Metionin Lizin
Kevert sertéstdp 0,13 0,10 0,11 0,26
n=15 n=17 n=17 n=13
Brojler tdpkeverék 0,20 0,11 0,16 0,28
n=16 n=18 n=18 n=16
Fehérje koncentratum 0,48 0,13 0,27 0,99
n= 16 n=17 n=17 n=15
El6keverék 1,30 - 2,19 2,06
n=16 n=16 n= 16

n = a résztvevs laboratériumok szdma

A laboratériumon beliili szabvany szorés (S,) varidcios koefficiense (%)

Aminosav
Referencia anyag
Threonin Cisztein Metionin Lizin
Kevert sertéstap 1,9 3,3 3,4 2,8
n=15 n=17 n=17 n=13
Brojler tdpkeverék 2,1 2,8 3,1 2,1
n= 16 n= 18 n= 18 n= 16
Fehérje koncentrdtum 2,7 2,6 2,2 2,4
n=16 n=17 n=17 n= 15
Elgkeverék 2,2 - 2.4 2,1
n=16 n= 16 n= 16

n = arésztvevd laboratériumok szdma

Reprodukdlhatésdg

A fent emlitett sszehasonlité vizsgdlatra vonatkozoéan, a kiilonb6z8 laboratoriumok kozotti szabvany szords
értékeket az aldbbi tabldzat adja meg:

Laboratériumok kozotti szabvédny szords (Sy) glkg-ban

Aminosav
Referencia anyag
Threonin Cisztein Metionin Lizin
Kevert sertéstap 0,28 0,30 0,23 0,30
n= 15 n=17 n=17 n=13
Brojler tdpkeverék 0,48 0,34 0,55 0,75
n= 16 n=18 n=18 n= 16
Fehérje koncentrdtum 0,85 0,62 1,57 1,24
n=16 n=17 n=17 n= 15
Elskeverék 2,49 - 6,20 6,62
n= 16 n= 16 n= 16

n = a résztvevd laboratériumok szdma
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9.2.

9.3.

1.1.

1.2.

A laboratériumok kozotti szabvany szérds (S,) varidcios koefficiense (%)

Aminosav
Referencia anyag
Threonin Cisztein Metionin Lizin
Kevert sertéstap 41 9,9 7,0 3,2
n=15 n=17 n=17 n=13
Brojler tdpkeverék 5,2 8,8 10,9 5,4
n=16 n=18 n=18 n= 16
Fehérje koncentratum 3,8 12,3 13,0 3,0
n= 16 n=17 n=17 n= 15
El6keverék 4,3 - 6,9 6,7
n=16 n= 16 n= 16

n = a résztvevd laboratériumok szdma

Referenciaanyagok haszndlata

A modszer helyes alkalmazdsdt, lehet8ség szerint, hitelesitett referenciaanyagokon végzett ismételt mérésekkel
kell ellendrizni. A hitelesitett aminosav kalibrdléoldattal végzett kalibralds javasolt.

Eszrevételek

Az aminosav analizdtorok kozotti kiilonbségek miatt a standard aminosavak (ldsd 3.27.4. és 3.27.5.) és a hidro-
lizdtumok (ldsd 5.3.4.) kalibrdlooldatainak végsd koncentracidit Gtmutatoként kell tekinteni.

A berendezés linedris reagdldsdnak tartomdanydt valamennyi aminosavra ellendrizni kell.
A standard oldatot citrdt-pufferrel higitjuk, hogy a cstcsteriiletek a tartomdny kozepére essenek.

Amennyiben nagynyomdst folyadékkromatogréfids berendezést hasznédlunk, a hidrolizitumok elemzéséhez, a
gyarté ajanldsainak megfelelGen kell a kisérleti koriilményeket optimalizélni.

Ha 1 %-nal t6bb kloridot tartalmazé takarmanyokra (koncentrdtum, dsvanyi takarmdnyok, kiegészité takarmaé-
nyok) alkalmazzuk a médszert, el6fordulhat a metionin alulértékelése, és ezért specidlis kezelést kell végezni.
B. RESZ

A NYERSOLAJOK ES ZSIROK MEGHATAROZASA

Cél és alkalmazisi teriilet

Ez a médszer az dllati takarmdnyokban 1év$ nyersolajok és zsirok meghatdrozdsdra szolgdl. Nem vonatkozik az
1966. szeptember 22-i, 136/66/EGK tandcsi rendeletben meghatdrozott olajos magvakra és olajtartalmi
gytiimolcsokre.

A tovébbiakban leirt két mddszer haszndlata a takarmény jellegétdl és osszetételétdl, valamint az analitikai vizs-
gélat céljardl fugg.

A-eljdrds — Kozvetleniil extrahdlhaté nyersolajok és zsirok

Ez a médszer a novényi eredetdi takarmdnyok esetében alkalmazhatd, kivéve azokat, amelyek a B-mddszer
targykorébe esnek.

B-eljdrds — Osszes nyersolaj és zsir

Ez a médszer az éllati eredetli takarmanyok és minden Gsszetett takarmdny esetében alkalmazhat6. Mindazon
anyagokra alkalmazandd, amelyekbdl az olajok és a zsirok teljesen nem extrahdlhatok elzetes hidrolizis nélkiil
(pl. sikér, €lesztd, burgonyafehérjék és extrudalds, a pelyhesités és a melegités révén készitett termékek).
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1.3.

2.1.

2.2.

3.1.

3.2.
3.3.
3.4.

4.2
4.3.

5.1.

5.2.

Az eredmények értelmezése
Mindazon esetekben, amikor magasabb eredményt kapunk a B-eljirdssal, mint az A-eljdrdssal, a B-eljdrdssal
kapott eredményt tekintsiik a helyes értéknek.

Vizsgilati alapelv

A-médszer

A mintét petroléterrel extrahdljuk. Az oldészert bepdroljuk, a maradékanyagot megszdritjuk, és megmérjiik.

B-mddszer

A mintdt melegités kozben sésavval kezeljikk. A keveréket lehdtjiik, és lesziirjik. A maradékanyagot kimossuk,
megszaritjuk és a meghatdrozdst az A-mddszer szerint végezziik el.

Reagensek

Petroléter, forrdspont tartomdnya: 40-60 °C. Bromszdma kisebb legyen 1-nél, és a bepdrldsi maradékanyaga
kisebb legyen, mint 2 mg/100 ml.

Nétrium-szulfat, vizmentes.
Sésav, k = 3 mol HCI/L.

Sziirési segédanyag, pl. Kieselguhr, Hyflo-supercel.

Eszko6z6k

Extrahdlé késziilék. Amennyiben szifonnal elldtott késziilékrdl van sz6 (Soxhlet-késziilék) a visszafolyds mértéke
koriilbelil 6ranként 10 ciklus legyen; ha nem szifonos tipust haszndlunk, a visszafolyds mértéke koriilbeliil
percenként 10 ml legyen.

Extrahdl6 tégely, petroléterben oldhaté anyagoktdl mentes, a 4.1 pont kovetelményeinek megfelel§ porozitdssal.

Szaritokemence, vagy 75 °C £ 3 °C-ra bedllitott vikuumkemence, vagy 100 °C + 3 °C-ra bedllitott légkeveréses
kemence.

A vizsgilat médja

A-mddszer (ldsd 8.1. pont)

1 mg pontossaggal mérjiink ki 5 g mintdt, toltsiik dt egy extrahdlé tégelybe (4.2.), és fedjitk be egy zsirmentes
tivegvatta-tamponnal.

Tegyiik az extrahdld tégelyt az extrahdl6 késziilékbe (4.1.), és extrahdljuk hat érdn keresztiil petroléterrel (3.1.).
A petroléter-kivonatot egy horzsakédarabokat () tartalmazd, szdraz, lemért lombikba gydijtsiik.

Paroljuk be az oldészert. A lombikot mdsfél ordn 4t tartsuk a szdritokemencében (4.3.), hogy a maradékanyag
megszaradjon. Hagyjuk kihdlni egy szdritoberendezésben, és mérjitk meg a sulydt. Ismét szdritsuk 30 percig
annak biztositdsa érdekében, hogy az olajok és zsirok tomege stabilizdlodjon (a tomegveszteségnek a két
egymast kovet§ mérés kozott 1 mg-nal kisebbnek kell lennie).

B-mddszer

1 mg pontossiggal mérjiink ki 2,5 g mintdt (ldsd 8.2. pont), tegyiik egy 400 ml-es f6z6pohdrba vagy egy 300
ml-es Erlenmeyer-lombikba, adjunk hozzd 100 ml s6savat (3.3.) és horzsakddarabokat. Fedjiik le a f6z6poharat
egy Oraiiveggel, vagy csatlakoztassunk az Erlenmeyer-lombikhoz egy visszafolyds hiitét. Lassi ldngon vagy
f6z6lapon enyhén forraljuk fel, és tartsuk igy egy Ordn keresztiil. Ne hagyjuk, hogy az anyag odatapadjon az
edény falahoz.

Hiitsiik le, és adjunk hozzd annyi sziirési segédanyagot (3.4.), amely elég ahhoz, hogy megakaddlyozza a szfirés
folyamadn keletkezd olaj- vagy zsirveszteséget. Szrjiik 4t egy nedvesitett, zsirmentes, kettSs sztirpapiron. Addig
mossuk hideg vizzel a maradékanyagot, amig semleges sztirletet nem kapunk. Ellendrizziik, hogy a sztirlet nem
tartalmaz olajat vagy zsirokat. Ezek jelenléte azt jelzi, hogy a mintdt, a hidrolizis el6tt petroléterrel extrahalni
kell az A-médszer szerint.

Tegyiik a maradékanyagot tartalmazd kettds szirGpapirt egy Oraiivegre, és szdritsuk a légkeveréses kemencében
(4.3.) masfél ordn keresztiil, 100 °C + 3 °C-on.

Tegyiik a szdraz maradékanyagot tartalmazé kettSs szlirGpapirt egy extrahdld tégelybe (4.2.), és fedjiik le egy
zsirmentes iivegvatta-tamponnal. Helyezziik az extrahdld tégelyt egy extrahdlé késziilékbe (4.1.), és folytassuk a
miveletet az 5.1. pont masodik és harmadik bekezdése szerint.

(") Amennyiben az olajon vagy a zsiron ezt kovetGen mindségellendrzést végeznek, a horzsakédarabokat tiveggyongyokkel helyettesitsiik.
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8.1.

8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

8.6.

Az eredmény kifejezése

A maradékanyag tomegét a mintdra vonatkoztatva, szdzalékosan fejezziik ki.

Ismételhetdség

Ugyanazon a mintdn, ugyanazon analitikus dltal végzett két pdrhuzamos meghatdrozds eredménye kozotti
kiilonbség nem haladhatja meg a:

- 0,2 %-ot abszoldt értékben, 5 %-ndl alacsonyabb nyersolaj- és zsirtartalom esetében,
- 4,0 %-ot a legmagasabb eredményhez viszonyitva, 5-10 % kozotti olaj- és zsirtartalom esetében,

— 0,4 %-ot abszolut értékben, 10 % feletti olaj- és zsirtartalom esetében.

Eszrevételek

Magas olaj- és zsirtartalmd termékeknél, amelyeket nehéz felapritani, vagy amelyek nem alkalmasak arra, hogy
homogén vizsgilati mintdt képezziink beldliik, a kovetkezSképpen jarjunk el:

1 mg pontossdggal mérjiink ki 20 g mintat, és keverjitk 6ssze 10 g vagy anndl tobb vizmentes ndtriumszul-
fattal (3.2.). Extrahdljuk petroléterrel (3.1.) az 5.1. pont szerint. A kapott kivonatot tltsiik fel petroléterrel (3.1.)
500 ml-re, és keverjiikk 9ssze. Vegytink ki az oldatbol 50 ml-t, és tegyiik egy horzsakddarabokat (') tartalmazé
kicsi, szdraz, lemért lombikba. Paroljuk be az olddszert, szaritsuk ki, és az 5.1. pont utols6 bekezdésében leirt
modon folytassuk a miveletet.

Tavolitsuk el az olddszert az extrahdld tégelyben hagyott maradékanyagbdl, apritsuk fel a maradékanyagot 1
mm-es finomsdgtra, tegyiik vissza az extrahdl6 tégelybe (ne adjunk hozzd ndtriumszulfitot), és az 5.1. pont
mésodik és harmadik bekezdésében leirtak szerint folytassuk a mtveletet.

Az olaj- és zsirtartalmat a mintdra vonatkoztatva, szdzalékosan szdmitsuk ki a kovetkezd képlet segitségével:
(10a + b)x5

ahol:

a = a maradékanyag tomege grammban az elsd extrahdlds utdn (a kivonat aliquot része),

b = a maradékanyag tomege grammban a masodik extrahdlds utdn.
Az olajokban és zsirokban szegény termékek esetében a vizsgdlati mintdt 5 g-ra lehet novelni.

A magas viztartalmu tdrsédllateledeleket vizmentes ndtriumszulféttal kell keverni a B-mddszerben szerinti hidro-
lizis és extrahalds eldtt.

Az 5.2. pontban hatdsosabb lehet forr6 viz haszndlata hideg viz helyett a maradékanyag szlirés utdni mosa-
sahoz.

az alacsony eredményekhez vezethet. Mikrohullima siit6 is hasznalhaté.
Az A-médszer szerinti elGzetes extrahalds a hidrolizis el6tt és a B-mddszer szerinti ismételt extrahdlds akkor
javasolt, ha a nyersolaj- és zsirtartalom nagyobb, mint 15 %. Bizonyos mértékig ez a takarmdny természetétdl
és a takarmanyban 1év6 olaj és zsir jellegétdl fiigg.
C.RESZ
AZ OLAQUINDOX MEGHATAROZASA

(2-[N-2"-(hidroxietil)karbamoil]- 3-metilkinoxalin-N?N*-dioxid)

Célkitiizés és hatdly

Ez a mddszer a takarmanyokban 1év6 olaquindox meghatdrozdsara szolgdl. A meghatdrozds alsé hatdrértéke
5 mglkg.

Vizsgilati alapelv

A mintdt viz-metil-alkohol keverékével extrahdljuk. Az olaquindox-tartalmat forditott fizisi nagynyomdst folya-
dékkromatografidval (HPLC) hatdrozzuk meg, UV detektor segitségével.

(") Hal az olaj vagy a zsir ezt kovetSen mindségvizsgalaton megy keresztiil, a horzsakddarabokat iiveggyongyokkel helyettesitsiik.
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3. Reagensek

3.1. Metil-alkohol.

3.2. Metil-alkohol, HPLC tisztasagu.

3.3. Viz, HPLC tisztasdgu.

3.4. Mozg6 fazis a HPLC-hez:

Viz (3.3.)-metil-alkohol (3.2.) keveréke, 900 + 100 (V + V).

3.5. Standard anyag: tiszta olaquindox 2-[N-2"-(hidroxietil) karbamoil]-3-metilkinoxalin-N',N*-dioxid, E 851.

3.5.1.  Olaquindox standard torzsoldat, 250 pg/ml
0,1 mg pontossiggal mérjiink be 50 mg olaquindoxot (3.5.) egy 200 ml-es mér8lombikba, és adjunk hozzd
kb. 190 ml vizet. Ezutdn tegyiik a lombikot 20 percre ultrahangos fiirdébe (4.1.). Az ultrahangos kezelés utdn
hagyjuk szobahSmérsékletre hiilni, toltsiik fel jelig vizzel, és keverjiik ossze. Tekerjitk a lombikot aluminiumfé-
lidba, és taroljuk hitészekrényben. Ebbdl az oldatbél minden hénapban frisset kell késziteni.

3.5.2.  Olaquindox standard kozbensé oldat, 25 pg/ml
Toltsiink 10,0 ml standard torzsoldatot (3.5.1.) egy 100 ml-es mérélombikba, toltsiik fel jelig a mozgé fézissal
(3.4.), és keverjiik ossze. Tekerjiik a lombikot aluminiumfélidba, és taroljuk htitSszekrényben. Ebbdl az oldatbdl
minden nap frisset kell késziteni.

3.5.3.  Kalibrdl6oldatok:

Toltsiink 50 ml-es mérélombikokba 1,0, 2,0, 5,0, 10,0 és 20,0 ml standard kozbensd oldatot (3.5.2.). Toltsiik
fel a lombikokat jelig a mozgé fazissal (3.4.), és keverjitkk Ossze a tartalmukat. Tekerjiik a lombikokat alumi-
niumfélidba. Ezek az oldatok 0,5, 1,0, 2.5, 5,0 7,5 és 10,0 pg/ml olaquindox koncentraciénak felelnek meg.
Ezekbdl az oldatokbdl minden nap frisset kell késziteni.

4. Eszkozok

4.1. Ultrahangos fiirdé

4.2. Mechanikus rdz6gép

4.3 HPLC berendezés, véltoztathat6 hullimhossza ultraibolya-detektorral vagy diddasugaras detektorral.

4.3.1. Folyadékkromatogrifids oszlop, 250 mm x 4 mm, C18, 10 pm-es vagy ezzel egyenértékd toltettel.

4.4, Membrénszirdk, 0,45 pm-es.

5. A vizsgilat médja
Megjegyzés: Az olaquindox fényérzékeny. Valamennyi mdveletet tompitott fénynél végezziik, vagy
borostyadnszind iivegedényeket hasznaljunk.

5.1 Altaldnos rész

5.1.1.  Egy vakprébaként haszndlt takarmdnyt kell analizélni annak ellendrzésére, hogy sem olaquindox, sem pedig
interferdl6 anyagok nincsenek jelen.

5.1.2.  Visszanyerési prébat kell végezni a vakprobaként hasznalt takarmdny analizdldsdval, amit a minta olaquindox
tartalmahoz kozelit6 mennyiségi olaquindox hozzdaddsdval duasitunk fel. Ahhoz, hogy 50 mglkg értékre
dusitsuk a vakprobaként hasznalt takarmdnyt, toltsink 10,0 ml standard torzsoldatot (3.5.1.) egy 250 ml-es
Erlenmeyer-lombikba, és paroljuk be az oldatot kb. 0,5 ml-re. Adjunk hozzd 50 g vakprébaként haszndlt takar-
manyt, alaposan keverjilk 6ssze, és hagyjuk 10 percig allni, majd tobbszor keverjitk meg tjra, miel6tt folytatjuk
a miiveletet az extrahdldssal (5.2.).

Megjegyzés: a mddszer sordn vakprébaként haszndlt takarmédny a mintdval hasonld tipust legyen és benne
olaquindox ne legyen kimutathaté.

5.2. Extrahdlds

0,01 g pontossiggal mérjiink ki koriilbeliil 50 g mintt. Toltsik dt egy 1000 ml-es Erlenmeyer-lombikba,
adjunk hozzd 100 ml metil-alkoholt (3.1.), és tegyiik a lombikot 5 percre ultrahangos fiirdébe (4.1.). Adjunk
hozzd 410 ml vizet, és hagyjuk az ultrahangos firdSben tovabbi 15 percre. Vegyiik ki a lombikot az ultra-
hangos fiird6bél, razzuk 30 percig rdzogépen (4.2.), és szirjiik at egy red6zott szlirGpapiron. A szirletbdl tolt-
siink 10,0 ml-t egy 20 ml-es mérSlombikba, toltsiik fel jelig vizzel, és keverjiik 6ssze. Egy aliquot részt sztirjiink
4t egy membrdnsz(irén (4.4.) (ldsd Eszrevételek, 9. pont). Folytassuk a miiveletet a HPLC meghatérozéssal (5.3.).
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HPLC meghatdrozds
Paraméterek:

A kovetkezd vizsgdlati feltételek irdinymutatoként szolgdlnak, mds feltételeket is lehet alkalmazni, feltéve, hogy
azok egyenértékd eredményeket adnak.

Analitikai oszlop (4.3.1.)

Mozgé fazis (3.4.): viz (3.3.)-metil-alkohol (3.2.) keveréke, 900 + 100 (V + V)
Atdramldsi sebesség: 1,5-2 ml/perc
Eszlelési hullimhossz: 380 nm

Befecskendezett térfogat: 20 pl-100 pl

Ellendrizziik a kromatografids rendszer stabilitdsat 2,5 pg/ml-t tartalmazé kalibréléoldat (3.5.3.) tobbszori
befecskendezésével addig, amig a csicsmagassagok és retenciés idék stabilakkd nem vélnak.

Kalibrdcids gorbe

Fecskendezziik be t6bbsz6r mindegyik kalibraciés oldatot (3.5.3.), és hatdrozzuk meg az dtlag csicsmagassdgot
(teriilet) minden egyes koncentrdcid esetében. Vegyiik a kalibracids gorbét tigy, hogy a kalibrdléoldatok étlagos
csticsmagassdgait (teriileteit) az ordindtdn, a megfelel§ koncentricidkat pg/ml-ben pedig az abszcisszdn dbré-
zoljuk.

Mintaoldatok

Fecskendezziik be tobbszor a mintakivonatokat (5.2.) ugyanazzal a mennyiséggel, amelyeket a kalibraloolda-
tokndl haszndltunk, és hatdrozzuk meg az dtlag csicsmagassagot (teriiletet) az olaquindox cstcsokra.

Az eredmények kiszimitisa

A mintaoldat olaquindox csticsainak dtlagmagassdgdbdl (teriiletébdl) hatdrozzuk meg a mintaoldat koncentréci-
6jat pg/ml-ben, a kalibrdcids gorbe alapjdn (5.3.2.).

A minta w olaquindox-tartalmat mg/kg egységben a kovetkezd képlet adja:

¢ x 1000
w = &¢x 1000
m
amelyben:
¢ = a mintakivonat (5.2.) olaquinox-koncentrdci6ja pg/ml-ben

1l

m = a vizsgalati adag (5.2.) tomege g-ban.

Az eredmények validdldsa

Azonositds

Az analizdlt anyag azonositdsdt parhuzamos kromatogréfidval vagy diddasoros detektor alkalmazdsdval lehet
megerGsiteni, amelyek segitségével a mintakivonat (5.2.) spektruma és az 5,0 pg/ml koncentrdci6ji kalibrd-
l6oldat (3.5.3.) spektruma 6sszehasonlithato.

Pdirhuzamos kromatografia

Egy mintakivonatot (5.2.) megfelel6 mennyiségti kalibréléoldattal (3.5.3.) dasitunk. A hozzdadott olaquindox
mennyisége kozel azonos legyen a mintakivonatban taldlhaté olaquindox mennyiségével.

A hozzdadott mennyiségnek és a kivonat higitdsinak figyelembevétele utdn, csak az olaquindox-csiics magas-
sdga emelkedhet. A cstcs szélességének, magassdganak felénél, a dusitds elStti mintakivonat olaquindox-csticsa
eredeti szélességének + 10 %-dn beliil kell lennie.

Di6édasugaras detektdlds

Az eredményeket a kovetkezd kritériumok szerint értékeljiik:

a) A minta és a standard spektrumdnak, a kromatogram cstcspontjdn mért legnagyobb abszorpciés hullim-
hossza, az észlel§ rendszer felbontdsi képessége alapjan meghatdrozott tiiréshatiron belill meg kell, hogy
egyezzen. A diddasoros detektalds esetében ez tipikusan * 2 nm-es hatdron beliil van.
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7.2

7.3.

b) 220 és 400 nm kozott a minta és a standard, a kromatogram csticspontjan mért spektruma nem kiilon-
bozhet a spektrum olyan részeinél, amelynek relativ abszorpcidja 10-100 % kozott van. Ez a kritérium
akkor teljesiil, amikor ugyanazok a maximadlis értékek vannak jelen, és a két spektrum kozti eltérés egyetlen

vizsgélt ponton sem haladja meg a standard analizélt anyag abszorpcidjinak 15 %-at.

¢) 220 és 400 nm kozott, a mintakivonat altal kivaltott gorbe felszdlld, csticsponti és leszallé dganak spekt-
rumai nem kiilonbozhetnek egyméstdl, a spektrumnak olyan részeinél, melynek relativ abszorpci6ja 10-
100 %-os. Ez a kritérium akkor teljesiil, amikor ugyanazok a maximalis értékek vannak jelen, és amikor a
spektrumok kozotti eltérés, az Osszes vizsgdlt ponton nem haladja meg a csticspont abszorpcids spektru-

ménak 15 %-4t.

Amennyiben ezen kritériumok valamelyike nem teljesiil, az analizalt anyag jelenléte nem bizonyitott.

Ismételhetdség

Ugyanazon a mintdn végzett két parhuzamos meghatdrozds eredménye kozotti kiilonbség nem haladhatja meg
a 15 %-ot, a magasabb eredményhez viszonyitva a 10 és 200 mg/kg kozotti olaquindox-tartalom esetében.

Visszanyerés

A dusitott vakpréba minta esetében a visszanyerésnek legalabb 90 %-osnak kell lennie.

Kollaboricids vizsgdlat eredményei

EK egyuttmiikodés keretében végeztek egy vizsgalatot, amelyben négy malactdpmintdt, koztikk egy vakproba-
ként haszndlt tépot elemeztek maximum 13 laboratériumban. Az eredményeket az aldbbi tdbldzat tartalmazza:

1. minta 2. minta 3. minta 4. minta
L 13 10 11 11
n 40 40 44 44
atlag (mgfkg) - 14,6 48,0 95,4
(S) (mgfkg) - 0,82 2,05 6,36
(Sy) (mgfkg) - 1,62 4,28 8,42
v, (%) - 5,6 43 6,7
CVy (%) - 11,1 8,9 8,8
Névleges koncentracié (mg/kg) - 15 50 100
Kihozatal (%) - 97,3 96,0 95,4

L : laboratériumok szdma

n : egyedi értékek szdma

S, :az ismételhetSség szordsa
Sy : areprodukalhatdsdg szordsa

CV, : az ismételhetGség varidcios koefficiense
CV, : a reprodukdlhatdsdg varidcios koefficiense.

Eszrevételek

Bir a médszer nem lett hitelesitve a 100 mg/kg-ndl t6bb olaquindoxot tartalmazé takarmdnyokra, kielégits
eredményeket kaphatunk kisebb stilyt mintdkkal és/vagy az extraktum (5.2.) olyan mértékd higitdsaval, hogy a
kalibracios gorbe (5.3.2.) tartomdnydba esé koncentréciot érje el.



