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DIRECTIVA 98/64/CE A COMISIEI
din 3 septembrie 1998

de stabilire a metodelor comunitare de analizd pentru determinarea aminoacizilor, uleiurilor si grisimilor
brute si a olaquindoxului din furaje si de modificare a Directivei 71/393/CEE

(Text cu relevantd pentru SEE)

COMISIA COMUNITATILOR EUROPENE,
avand in vedere Tratatul de instituire a Comunitatii Europene,

avand in vedere Directiva 70/373/CEE a Consiliului din 20 iulie
1970 privind introducerea modalitatilor de prelevare de probe si
a metodelor comunitare de analizd pentru controlul oficial al
furajelor (*), modificatd ultima datd de actul de aderare a Austriei,
Finlandei si Suediei, in special articolul 2,

intrucat Directiva 70/373/CEE prevede cd efectuarea controalelor
oficiale ale furajelor pentru a verifica respectarea cerintelor care
decurg din actele cu putere de lege si actele administrative ce
reglementeazd calitatea si compozitia furajelor trebuie si se
deruleze folosind modalititile de prelevare de probe si metodele
de analizd comunitare;

intrucat Directiva 79/373/CEE a Consiliului din 2 aprilie 1979
privind comercializarea furajelor combinate (2), modificatd ultima
datd de Directiva 97/47|CE a Comisiei (?), si Directiva 93/74/CEE
a Consiliului din 13 septembrie 1993 privind hrana pentru sco-
puri nutritionale speciale (¥), modificatd ultima datd de Directiva
96/25/CE (°), prevad cd aminoacizii si uleiurile si grdsimile brute
trebuie mentionate pe eticheta furajelor;

intrucat Directiva 70/524/CEE a Consiliului din 23 noiembrie
1970 privind aditivii din hrana pentru animale (), modificatd
ultima datd de Directiva 98/19/CE a Comisiei (7), prevede necesi-
tatea de a se mentiona pe etichetd continutul de olaquindox,
atunci cand aceastd substantd este addugati in furajele combinate;

intrucat a doua Directivd 71/393/CEE a Comisiei din 18 noiem-
brie 1971 de stabilire a metodelor comunitare de analizd pentru

() JOL170,3.8.1970, p. 2.
() JOL 86, 6.4.1979, p. 30.
() JOL211,5.8.1997, p. 45.
(4 JOL237,22.9.1993, p. 23.
() JOL 125, 23.5.1996, p. 35.
() JOL270,14.12.1970, p. 1.
() JOL96,28.3.1998, p. 39.

controlul oficial al furajelor (8), modificatd ultima datd de Direc-
tiva 84/4/CEE a Comisiei (°) stabileste metodele de analizd pen-
tru, inter alia, determinarea uleiurilor si grasimilor brute; intrucat
este oportun si se modifice metoda descris;

intrucat se impune stabilirea unor metode comunitare de analizd
pentru verificarea acestor substante;

intrucdt mdsurile previzute in prezenta directivi sunt in
conformitate cu avizul Comitetului permanent pentru furaje,

ADOPTA PREZENTA DIRECTIVA:

Articolul 1

Statele membre prevdd ca analizele efectuate pentru controlul
oficial al continutului de aminoacizi, uleiuri si grasimi brute si
olaquindox din furaje sd se realizeze pe baza metodelor stabilite in
anexa la prezenta directiva.

Articolul 2

In anexa la Directiva 71/393/CEE a Comisiei, punctul ,4.
Determinarea uleiurilor si grasimilor brute” se inlocuieste cu
partea B din anexa la prezenta directiva.

Articolul 3

(1) Statele membre pun in aplicare actele cu putere de lege si
actele administrative necesare pentru a se conforma prezentei
directive pand la 31 decembrie 1998. Statele membre informeaza
de indatd Comisia cu privire la aceasta.

Statele membre aplicd aceste acte incepand cu 1 ianuarie 1999.

Atunci cand statele membre adoptd aceste acte, ele cuprind o
trimitere la prezenta directivd sau sunt insotite de o asemenea
trimitere la data publicarii lor oficiale. Statele membre stabilesc
modalitatea de efectuare a acestei trimiteri.

() JOL279,20.12.1971, p. 7.
() JOL15,18.1.1984, p. 28.
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(2) Statele membre comunicd Comisiei textul principalelor dis- Articolul 5
pozitii de drept intern pe care le adoptd in domeniul reglementat
de prezenta directiva. Prezenta directivad se adreseazd statelor membre.

Adoptatd la Bruxelles, 3 septembrie 1998.
Articolul 4

Pentru Comisie
Prezenta directivd intrd in vigoare in a doudzecea zi de la data Franz FISCHLER
publicdrii in Jurnalul Oficial al Comunitdatilor Europene. Membru al Comisiei
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.
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3.11.

3.12.

ANEXA

PARTEA A
DETERMINAREA AMINOACIZILOR

Obiect si domeniu de aplicare

Prezenta metoda permite determinarea aminoacizilor liberi (de sinteza si naturali) si totali (legati de peptide
si liberi) din hrana pentru animale, folosind un analizator de aminoacizi. Ea se aplici urmitorilor
aminoacizi: cist(e)ind, metionind, lizind, treonind, alanind, argining, acid aspartic, acid glutamic, glicin,
histiding, izoleucind, leucind, fenilalanind, prolind, serind, tirozind si valina.

Metoda nu face deosebire intre sdrurile aminoacizilor si nu permite diferentierea intre formele D si L ale
aminoacizilor. Ea nu este valabild pentru determinarea triptofanului sau a analogilor hidroxilati ai
aminoacizilor.

Principiu

Aminoacizi liberi

Aminoacizii liberi se extrag cu acid clorhidric diluat. Macromoleculele de azot coextrase se precipitd cu acid
sulfosalicilic si se elimind prin filtrare. Solutia filtrata se aduce la un pH de 2,20. Aminoacizii se separd prin
cromatografie prin schimb ionic si se determind prin reactie cu ninhidrind cu detectie fotometricd la
570 nm.

Aminoacizi totali

Procedura aleasd depinde de aminoacizii care sunt analizati. Cist(e)ina si metionina trebuie oxidate la acid
cisteic si, respectiv, metionin sulfond inainte de hidroliza. Tirozina trebuie determinatd in hidrolizati de
probe neoxidate. Toti ceilalti aminoacizi enumerati la punctul 1 se pot determina fie in proba oxidatg, fie
in proba neoxidata.

Oxidarea se realizeazd la 0 °C cu amestec de acid performic si fenol. Reactivul de oxidare in exces se
descompune cu disulfit de sodiu. Proba oxidatd sau neoxidata se hidrolizeaza cu acid clorhidric (c = 6 mol/l)
timp de 23 ore. Hidrolizatul se aduce la un pH de 2,20. Aminoacizii se separd prin cromatografie prin
schimb ionic si se determind prin reactie cu ninhidrin folosind detectia fotometricd la 570 nm (440 nm
pentru prolind).

Reactivi

Trebuie si se utilizeze apd dublu distilatd sau apd de calitate echivalentd (conductibilitate < 10 pS).
Api oxigenatd, 30 % (m/m).

Acid formic, 98-100 % (m/m).

Fenol.

Disulfit de sodiu.

Hidroxid de sodiu.

Dihidrat acid 5-sulfosalicilic.

Acid clorhidric, densitate aproximativ 1,18 g/ml.

Citrat de trisodiu dehidratat.

2,2'-tiodietanol (tiodiglicol).

Clorurd de sodiu.

Ninhidrind.

Eter de petrol, interval de fierbere 40-60 °C.

Norleucind sau alt compus adecvat pentru utilizare ca etalon intern.

Azot gazos (< 10 ppm oxigen).
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3.16.1.

3.16.2.

3.16.3.

3.20.

3.21.

3.22.

3.23.

3.24.

3.25.

3.26.

3.27.

3.27.1.

3.27.2.

3.27.3.

3.27.4.

1-octanol.

Aminoacizi.

Substante etalon enumerate la punctul 1. Compusi puri fard continut de apd de cristalizare. Se uscd sub vid
pe P,O5 sau H,SO, timp de o sdptimand inainte de utilizare.

Acid cisteic.

Metionin sulfona.

Solutie de hidroxid de sodiu, ¢ = 7,5 mol/l:

se dizolvd 300 g NaOH (3.5) in apd si se completeazd pand la 1 litru.

Solutie de hidroxid de sodiu, ¢ = 1 mol/l:

se dizolvd 40 g¢ NaOH (3.5) in apd si se completeazd pand la 1 litru.

Solutie de acid formic-fenol:

se amestecd 889 g de acid formic (3.2) cu 111 g apd si se addugd 4,73 g fenol (3.3).

Amestec de hidrolizd, ¢ = 6 moli HCl/I continand 1 g fenol/l:

se addugd 1 g fenol (3.3) la 492 ml HCI (3.7) si se completeazd pand la 1 1 cu apd.

Amestec de extractie, ¢ = 0,1 moli HCl/l contindnd 2 % tiodiglicol:

se iau 8,2 ml HCl (3.7), se dilueazd cu aproximativ 900 ml apd, se adaugd 20 ml tiodiglicol (3.9) si se
completeazd pand la 1 litru cu apd (nu se amestecd direct 3.7 cu 3.9).

Acid 5-sulfosalicilic, 8 = 6 %:

se dizolvd 60 g acid 5-sulfosalicilic (3.6) in apd si se completeazd pana la 1 litru cu apa.

Amestec de oxidare (acid performic-fenol):

se amestecd 0,5 ml apd oxigenatd (3.1) cu 4,5 ml solutie acid formic-fenol (3.19) intr-un pahar mic de
laborator. Se incubeazd la 20-30 °C timp de 1 ord pentru a obtine acidul performic, apoi se riceste pe o
baie de apd cu gheatd (15 minute) inainte de a se adduga la proba.

Atentie:  a se evita contactul cu pielea si a se purta imbrdcdminte de protectie.

Tampon cu citrat, ¢ = 0,2 moli Na*[l, pH 2,20:

se dizolvd 19,61 g citrat de sodiu (3.8), 5 ml tiodiglicol (3.9), 1 g fenol (3.3) si 16,50 ml HCI (3.7) in
aproximativ 800 ml api. Se aduce pH-ul la 2,20. Se completeaza pand la 1 litru cu apa.

Tampoane de eluare, preparate conform conditiilor prevazute pentru analizatorul utilizat (4.9).
Reactiv cu ninhidrind, preparat conform conditiilor previzute pentru analizatorul utilizat (4.9).

Solutii etalon de aminoacizi. Aceste solutii trebuie conservate la o temperaturd mai mica de 5 °C.

Solutie etalon mama de aminoacizi (3.16.1). ¢ = 2,5 pmol/ml din fiecare in acid clorhidric. Pot fi procurate
din comert.

Solutie etalon mama de acid cisteic si metionin sulfond, ¢ = 1,25 pmol/ml.

Se dizolvi 0,2115 g acid cisteic (3.16.2) si 0,2265 g metionin sulfond (3.16.3) in tampon cu citrat (3.24)
intr-un balon gradat i se completeazd pand la nivel cu tampon cu citrat. Se conserva la o temperaturd sub
5 °C timp de maximum 12 luni. Aceastd solutie nu se foloseste dacd solutia etalon mama (3.27.1) contine
acid cisteic si metionin sulfona.

Solutie etalon din etalonul intern, de exemplu norleucing, ¢ = 20 pmol/ml.
Se dizolvd 0,6560 g norleucina (3.13) in tampon cu citrat (3.24) intr-un balon gradat si se completeaza pana

la 250 ml cu tampon cu citrat. Se conserva la o temperaturd sub 5 °C timp de maximum 6 luni.

Solutie de etalonare de aminoacizi standard pentru utilizare cu hidrolizati, ¢ = 5 nmol/50 pl de acid cisteic
si metionin sulfond si ¢ = 10 nm/50 pl de alti aminoacizi.
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3.27.5.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

5.1.

5.2.

Se dizolvi 2,2 g clorurd de sodiu (3.10) intr-un pahar de laborator de 100 ml cu 30 ml tampon cu citrat.
Se addugd 4,00 ml solutie etalon de aminoacizi (3.27.1), 4,00 solutie etalon de acid cisteic si metionin
sulfond (3.27.2) 5i 0,50 ml solutie etalon din etalonul intern (3.27.3), daci este cazul. Se aduce pH-ulla 2,20
cu hidroxid de sodiu (3.18).

Se transferd cantitativ intr-un balon gradat de 50 ml si se completeazd pand la nivel cu tampon cu
citrat (3.24) si se amestecd.

Se conservd la o temperaturd sub 5 °C timp de maximum 3 luni.

A se vedea, de asemenea, observatiile de la punctul 9.1.

Solutie de etalonare de aminoacizi standard pentru utilizare cu hidrolizati preparati conform
punctului 5.3.3.1 si destinati utilizdrii cu extracte (5.2). Solutia de etalonare se prepard conform
punctului 3.27.4, dar fird clorurd de sodiu.

Se conservd la o temperaturd sub 5 °C timp de maximum 3 luni.

Aparaturd
Balon cu fund rotund de 100 sau 250 ml previzut cu un condensator cu reflux.

Flacon de sticld de borosilicat de 100 ml cu dop cu surub cu garniturd de cauciuc/teflon (de exemplu Duran,
Schott) pentru folosire in cuptor.

Cuptor cu ventilare fortatd si regulator de temperaturd cu precizie mai mare de + 2 °C.

pH-metru (cu gradare cu trei zecimale).

Membrand filtrantd (0,2 pm).

Centrifuga.

Evaporator rotativ cu vid.

Agitator mecanic sau magnetic.

Analizator de aminoacizi sau echipament CLIP cu coloand cu schimb ionic, dispozitiv pentru ninhidring,

derivatizare postcoloand si detector fotometric.

Coloana se umple cu rasini sulfonate de polistiren care pot separa aminoacizii intre ei si aminoacizii de alte
produse cu reactie la ninhidrind. Debitul din tampon si din reactivul de ninhidrina este asigurat de pompe
cu o stabilitate a debitului de £ 0,5 % in intervalul care acoperd atat analiza solutiei de etalonare, cat si analiza
probei.

La unii analizatori de aminoacizi se pot utiliza metode de hidroliza in care hidrolizatul are o concentratie
desodiu de ¢ = 0,8 mol/l si contine intregul acid formic rezidual rezultat din etapa de oxidare. Alti analizatori
nu oferd o separare satisficitoare a anumitor aminoacizi dacd hidrolizatul contine acid formic in exces
sifsau concentratii ridicate de ioni de sodiu. In acest caz, volumul de acid se reduce prin evaporare la
aproximativ 5 ml dupd hidroliza si inainte de ajustarea pH-ului. Evaporarea trebuie efectuatd sub vid la
maximum 40 °C.

Procedurd

Prepararea probei

Proba se macind astfel incat si treacd printr-o sitd de 0,5 mm. Probele cu continut ridicat de umiditate
trebuie uscate fie cu aer la o temperaturd de maximum 50 °C, fie prin liofilizare inainte de micinare. Probele
cu continut ridicat de grasimi trebuie extrase cu eter de petrol (3.12) inainte de mdcinare.

Determinarea aminoacizilor liberi din hrana pentru animale si preamestecuri

Se cantdreste cu o aproximare de 0,2 mg o cantitate adecvata (1-5 g) din proba preparata (5.1), intr-un balon
conic si se addugd 100,0 ml de amestec de extractie (3.21). Se agitd amestecul timp de 60 minute folosind
un agitator mecanic sau magnetic (4.8). Se lasd sedimentul sa se aseze si se pipeteazd 10,0 ml de solutie
supernatant intr-un pahar de laborator de 100 ml.
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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.

5.3.3.1.

Se addugd 5,0 ml de solutie de acid sulfosalicilic (3.22), agitand continuu cu ajutorul agitatorului magnetic
timp de 5 minute. Se filtreazd si se centrifugheaza faza de supernatant pentru a elimina eventualul precipitat.
Se introduc 10,0 ml din solutia obtinutd intr-un pahar de laborator de 100 ml si se aduce pH-ul la 2,20
folosind o solutie de hidroxid de sodiu (3.18), se transferd intr-un balon cotat de volum adecvat folosind
tampon cu citrat (3.24) si se completeaza pand la nivel cu solutie tampon (3.24).

Dacid se foloseste un etalon intern, se adaugd 1,00 ml de etalon intern (3.27.3) pentru fiecare 100 ml de
solutie finald si se completeaza pand la nivel cu solutie tampon (3.24).

Se trece la etapa de cromatografie conform punctului 5.4.

Daci extractele nu sunt examinate in aceeasi zi, ele trebuie conservate la o temperaturd sub 5 °C.

Determinarea aminoacizilor totali

Oxidare

Se cantdreste, cu o aproximare de 0,2 mg, intre 0,1 si 1 g din proba preparatd (5.1) intr-un:

— balon cu fund rotund de 100 ml (4.1) pentru hidrolizd deschisi (5.3.2.3) sau

— balon cu fund rotund de 250 ml (4.1), daci este necesard o concentratie scizutd de sodiu (5.3.3.1) sau
— flacon de 100 ml previzut cu dop cu surub (4.2) (pentru hidroliza inchisa 5.3.2.4).

Portia cantdritd din probd trebuie sd aibd un continut de azot de aproximativ 10 mg si un continut de
umiditate de maximum 100 mg.

Se introduce balonul/flaconul intr-o baie de api cu gheatd si se riceste pand la 0 °C, se adaugd 5 ml de
amestec de oxidare (3.23) si se amestecd folosind o spatuld de sticld cu varf curbat. Se sigileazd
balonul/flaconul care contine spatula cu un film impermeabil la aer, se introduce baia de apa cu gheatd care
contine recipientul sigilat intr-un frigider la 0 °C si se lasd timp de 16 ore. Dupd 16 ore, se scoate baia din
frigider si se descompune reactivul de oxidare in exces prin addugarea a 0,84 g de disulfit de sodiu (3.4).

Se trece la punctul 5.3.2.1.

Hidrolizd

Hidroliza probelor oxidate

La proba oxidatd preparatd conform punctului 5.3.1 se adauga 25 ml de amestec de hidrolizd (3.20), avand
grijd sa se elimine prin spalare orice reziduu de proba de pe peretii recipientului si de pe spatuld. In functie
de metoda de hidroliza utilizatd, se continud cu punctul 5.3.2.3 sau 5.3.2.4.

Hidroliza probelor neoxidate

Se cantdreste fie intr-un balon cu fund rotund de 100 ml sau de 250 ml (4.1), fie intr-un flacon de 100 ml
prevazut cu dop cu surub (4.2), cu o aproximare de 0,2 mg, o cantitate de 0,1-1 g din proba preparatd (5.1).
Portia cantdritd din probd trebuie si aibd un continut de azot de aproximativ 10 mg. Se adiugd cu griji
25 ml de amestec de hidrolizd (3.20) si se amestecd cu proba. Se continud fie cu punctul 5.3.2.3, fie cu
punctul 5.3.2.4.

Hidrolizd deschisd

Se adduga 3 bile de sticld in amestecul din balon (preparat conform punctului 5.3.2.1 sau 5.3.2.2) si se fierbe
constant timp de 23 de ore. La finalizarea hidrolizei, se spald condensatorul cu 5 ml de tampon cu
citrat (3.24). Se deconecteazd balonul si se riceste intr-o baie de gheatd. Se continud conform
punctului 5.3.3.

Hidrolizd inchisd

Se introduce flaconul care contine amestecul preparat conform punctului 5.3.2.1 sau 5.3.2.2 intr-un
cuptor (4.3) la 110 °C. In timpul primei ore, pentru a preveni acumularea de presiune (datoriti evolutiei
substantelor gazoase) si pentru a evita explozia, se aseazd dopul cu surub pe recipient. Nu se inchide recipientul
ingurubdnd dopul. Dupd o ord, se inchide recipientul cu dopul cu surub si se lasd in cuptor (4.3) timp de 23
de ore. La incheierea hidrolizei, se scoate flaconul din cuptor, se deschide cu atentie dopul si se introduce
flaconul intr-o baie de apd cu gheatd. Se lasd sd se rdceascd.

In functie de metoda de adaptare a pH-ului (5.3.3), se transfer4 cantitativ continutul flaconului intr-un pahar
de laborator de 250 ml sau intr-un balon cu fund rotund de 250 ml, folosind tampon cu citrat (3.24).

Se continud conform punctului 5.3.3.

Ajustarea pH-ului

fn functie de toleranta la sodiu a analizatorului de aminoacizi (4.9), se continud conform punctului 5.3.3.1
sau 5.3.3.2 pentru adaptarea pH-ului.

Pentru sistemele cromatografice (4.9) care necesitd o concentratie scizutd de sodiu:

Se recomandd folosirea unei solutii etalon interne (3.27.3) atunci cind sunt utilizati analizatori de
aminoacizi care necesitd o concentratie scizutd de sodiu (cind volumul de acid trebuie redus).
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5.3.3.2.

5.4.

In acest caz, se adaugd 2,00 ml din solutia etalon internd (3.27.3) la hidrolizat inainte de evaporare.
Se adaugd 2 picituri de 1-octanol (3.15) la hidrolizatul obtinut conform punctului 5.3.2.3 sau 5.3.2.4.

Folosind un evaporator rotativ (4.7), se reduce volumul la 5-10 ml sub vid la 40 °C. Daci volumul se reduce
in mod intdmplator la mai putin de 5 ml, hidrolizatul trebuie aruncat, iar analiza trebuie reinceputi.

Se aduce pH-ul la 2,20 cu solutie de hidroxid de sodiu (3.18) si se continud conform punctului 5.3.4.

Pentru toti ceilalti analizatori de aminoacizi (4.9)

Se iau hidrolizatii obtinuti conform punctului 5.3.2.3 sau 5.3.2.4 si se neutralizeaza partial adiugand cu
atentie, prin agitare, 17 ml de solutie de hidroxid de sodiu (3.17), asigurand mentinerea temperaturii sub
40 °C.

Se aduce pH-ulla 2,20 la temperatura camerei folosind solutie de hidroxid de sodiu (3.17) si, la final, solutie
de hidroxid de sodiu (3.18). Se continud cu punctul 5.3.4.

Probd in solutie pentru cromatografie

Se transferd cantitativ hidrolizatul cu pH ajustat (5.3.3.1 sau 5.3.3.2) cu tampon cu citrat (3.24) intr-un
balon gradat de 200 ml si se completeazd pand la nivel cu tampon (3.24).

Daci etalonul intern nu a fost incd folosit, se adaugd 2,00 ml de etalon intern (3.27.3) si se completeaza
pand la nivel cu tampon cu citrat (3.24). Se amestecd bine.

Se continud cu etapa de cromatografie (5.4).

Daci probele in solutie nu sunt examinate in aceeasi zi, ele trebuie conservate la o temperaturd mai mica
de 5°C.

Cromatografie

[nainte de cromatografie, se aduce extractul (5.2) sau hidrolizatul (5.3.4) la temperatura camerei. Se agiti
amestecul si se filtreazd o cantitate adecvatd printr-o membrand filtrantd de 0,2 pm (4.5). Solutia limpede
obtinutd este supusd cromatografiei prin schimb ionic, folosind un analizator de aminoacizi (4.9).

Injectarea se poate efectua manual sau automat. Este important ca aceeasi cantitate de solutie £ 0,5 % s
se adauge la coloand pentru analiza etaloanelor si probelor, cu exceptia cazurilor in care se utilizeazd un
etalon intern, si ca rapoartele sodiu:aminoacid din solutiile etalon si de probd s fie cat mai apropiate posibil.

In general, frecventa injectirilor solutiei etalon depinde de stabilitatea reactivului cu ninhidrind si a
sistemului analitic. Etalonul sau proba se dilueaza cu tampon cu citrat (3.24) pentru a obtine o suprafatd
a maximelor etalonului de 30-200 % din suprafata maximelor aminoacidului din proba.

Cromatografia aminoacizilor diferd usor in functie de tipul de analizator folosit si de rdsina utilizatd.
Sistemul ales trebuie sd poatd separa aminoacizii intre ei si aminoacizii de produsele cu reactie la ninhidrina.
In cursul operatiunii, sistemul cromatografic trebuie sd ofere un raspuns liniar la modificarile cantitatilor
de aminoacizi addugate la coloana.

In timpul fazei de cromatografie, rapoartele dintre indltimea punctelor de inflexiune si a punctelor de maxim
mentionate in continuare se aplicd atunci cand se analizeazd o solutie echimolard (a aminoacizilor
determinati). Solutia echimolara trebuie si contini cel putin 30 % din sarcina maxima a fiecarui aminoacid
care poate fi misuratd exact cu sistemul de analizd a aminoacizilor (4.9).

Pentru separarea treonind-serind, raportul dintre indltimea punctului de inflexiune si a punctului de maxim
pentru cel mai scizut dintre cei doi aminoacizi care se suprapun pe cromatogramd nu trebuie si fie mai
mare de 2:10 [dacd se determind doar cist(e)ina, metionina, treonina si lizina, o separare insuficientd a
maximelor vecine va influenta negativ determinarea]. Pentru toti ceilalti aminoacizi, separarea trebuie si fie
mai bund de 1:10.

Sistemul trebuie sa asigure cd lizina este separatd de ,artefactele de lizind” si de ornitina.

Calcularea rezultatelor
Suprafata maximelor probei si etalonului se madsoard pentru fiecare aminoacid in parte si se calculeaza

cantitatea, in g de aminoacid per kg de proba.

AxExMW xF

Brwaiooo ¢ aminoacid per kg de proba

< 1 < . N D
Daci se utilizeazd un etalon intern, se inmulteste cu:  —
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6.1.

7.1.

unde:

A = suprafata maximelor, hidrolizat sau extract

B = suprafata maximelor, solutie de etalonare

C = suprafata maximelor, etalon intern in hidrolizat sau in extract

D = suprafata maximelor, etalon intern, solutie de etalonare

MM = masa moleculard a aminoacidului determinat

E = concentratia etalonului in pmol/ml

M = masa probei (g) (corectatd la masa initiald dacd produsul este uscat sau degresat)

F = ml de hidrolizat total (5.3.4) sau ml de volum de dilutie total calculat al extractului (6.1).

Cistina si cisteina se determind améandoud ca acid cisteic in hidrolizati de proba oxidata, dar se calculeazd
ca cistind (C¢H,,N,0,S,, MM 240,30) folosind MM 120,15 (= 0,5 x 240,30).

Metionina se determind ca metionin sulfond in hidrolizati de proba oxidatd, dar se calculeaza ca metionind
folosind 0 MM de 149,21 de metionina.

Metionina liberd adiugatd se determind dupd extractie ca metionind, pentru calculare folosindu-se
aceeasi MM.

Volumul total de dilutie al extractelor (F) pentru determinarea aminoacizilor liberi (5.2) se calculeazd dupa
cum urmeaza:

(10ml +5ml)  Vml

F =100 ml x X
10 ml 10 ml

V =volumul extractului final

Evaluarea metodei

Metoda a fost testatd intr-o comparatie intre laboratoare realizatd la nivel international in 1990, folosind
patru tipuri de hrand pentru animale (hrand compusa pentru porci, hrana compusa pentru pui de carne,
concentrat proteic, preamestec). Rezultatele, dupd eliminarea valorilor aberante, pentru abaterea medie si
standard sunt prezentate in tabelul urmator:

Medii in g/kg
Aminoacid
Material de referintd
Treonind Cist(e)ind Metionind Lizind
Hrana compusd pentru porci 6,94 3,01 3,27 9,55
n=15 n=17 n=17 n=13
Hrana compusa pentru pui de 9,31 3,92 5,08 13,93
carne n=16 n=18 n=18 n=16
Concentrat proteic 22,32 5,06 12,01 47,74
n=16 n=17 n=17 n=15
Preamestec 58,42 - 90,21 98,03
n=16 n=16 n=16

n =numdr de laboratoare participante

Repetabilitate

Repetabilitatea exprimatd ca ,abatere standard in cadrul laboratorului” a comparatiei intre laboratoare
mentionate este prezentatd in tabelele urmdtoare:
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7.2.

Abatere standard in cadrul laboratorului (S,) in g/kg

Aminoacid
Material de referintd
Treonind Cist(e)ind Metionind Lizind
Hrana compusa pentru porci 0,13 0,10 0,11 0,26
n=15 n=17 n=17 n=13
Hrana compusd pentru pui de 0,20 0,11 0,16 0,28
carne n=16 n=18 n=18 n=16
Concentrat proteic 0,48 0,13 0,27 0,99
n=16 n=17 n=17 n=15
Preamestec 1,30 - 2,19 2,06
n=16 n=16 n=16

n =numdr de laboratoare participante

Cocficient de variatie (%) pentru abaterea standard in cadrul laboratorului (S,)

Aminoacid
Material de referingd
Treonind Cist(e)ind Metionind Lizind
Hrana compusa pentru porci 1,9 3,3 3,4 2,8
n=15 n=17 n=17 n=13
Hrana compusd pentru pui de 2,1 2,8 3,1 2,1
carne n=16 n=18 n=18 n=16
Concentrat proteic 2,7 2,6 2,2 2,4
n=16 n=17 n=17 n=15
Preamestec 2,2 - 2,4 2,1
n=16 n=16 n=16

n =numar de laboratoare participante

Reproductibilitate

Rezultatele pentru abaterea standard intre laboratoare pentru comparatia intre laboratoare mentionatd
anterior sunt prezentate in tabelul urmdtor:

Abatere standard intre laboratoare (Sy) in g/kg

Aminoacid
Material de referintd
Treonind Cist(e)ind Metionina Lizina
Hrana compusd 0,28 0,30 0,23 0,30
n=15 n=17 n=17 n=13
Hrana compusd pentru pui de 0,48 0,34 0,55 0,75
carne n=16 n=18 n=18 n=16
Concentrat proteic 0,85 0,62 1,57 1,24
n=16 n=17 n=17 n=15
Preamestec 2,49 - 6,20 6,62
n=16 n=16 n=16

n =numar de laboratoare participante
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9.1.

9.2.

9.3.

1.1.

1.2.

Coeficient de variatie (%) pentru abaterea standard intre laboratoare (Sg)

Aminoacid
Material de referingd
Treonind Cist(e)ind Metionina Lizind
Hrana compusa pentru porci 4,1 9,9 7,0 3,2
n=15 n=17 n=17 n=13
Hrana compusa pentru pui de 52 8,8 10,9 5,4
carne n=16 n=18 n=18 n=16
Concentrat proteic 3,8 12,3 13,0 3,0
n=16 n=17 n=17 n=15
Preamestec 4,3 - 6,9 6,7
n=16 n=16 n=16

n =numdr de laboratoare participante

Utilizarea materialelor de referintd

Aplicarea corectd a metodei se verificd prin efectuarea de masurdri duble ale materialelor de referintd
certificate, atunci cand acestea sunt disponibile. Se recomandi etalonarea cu solutie de etalonare de
aminoacid certificatd.

Observatii

Datoritd diferentelor dintre analizatorii de aminoacizi, concentratiile finale ale solutiilor de etalonare a
aminoacizilor etalon (vezi 3.27.4 si 3.27.5) si a hidrolizatului (vezi 5.3.4) trebuie considerate ca fiind
orientative.

Intervalul rispunsului liniar al aparatului trebuie verificat pentru toti aminoacizii.

Solutia etalon se dilueazd cu tampon cu citrat pentru a genera suprafete ale maximelor situate la mijlocul
intervalului.

In cazul in care se foloseste o aparaturd de cromatografie lichidd de inaltd performantd pentru analizarea
hidrolizatilor, conditiile experimentale trebuie optimizate in conformitate cu recomandarile fabricantului.

Prin aplicarea metodei la hrana pentru animale care contine peste 1 % clorurd (concentrat, supliment de
minerale, hrand complementard) poate apirea o subestimare a metioninei si trebuie s se efectueze o tratare
speciald.

PARTEA B
DETERMINAREA ULEIURILOR $I GRASIMILOR BRUTE

Obiect si domeniu de aplicare

Prezenta metodd este destinatd determindrii uleiurilor si grasimilor brute din hrana pentru animale. Ea nu
include analiza semintelor si fructelor oleaginoase definite in Regulamentul 136/66/CEE al Consiliului din
22 septembrie 1966.

Utilizarea celor doud procedee descrise in continuare depinde de natura si compozitia furajului si de motivul
efectudrii analizei.

Procedeul A — Uleiuri si grdsimi brute extrase direct

Aceastd metoda se aplicd materiilor prime pentru hrana animalelor de origine vegetald, cu exceptia celor
incluse in domeniul de aplicare a procedeului B.

Procedeul B — Uleiuri si grasimi brute totale

Aceastd metoda se aplicd materiilor prime de origine animald si hranei compuse. Ea trebuie folositd pentru
toate produsele din care uleiurile si grasimile nu pot fi extrase complet fara hidroliza prealabild (de exemplu
gluten, drojdie, proteine de cartofi si produse supuse unor procese cum ar fi extrudarea, scimosarea si
incdlzirea).
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1.3.

2.1

2.2.

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

4.1.

4.2.

4.3.

5.1.

5.2.

Interpretarea rezultatelor

In toate cazurile in care se obtine un rezultat superior folosind procedeul B comparativ cu cel obtinut prin
folosirea procedeului A, rezultatul obtinut prin procedeul B se accepta ca valoare reald.

Principiu
Procedeul A

Proba se extrage cu eter de petrol. Solventul se distileazd, iar reziduul se usucd si se cantdreste.

Procedeul B

Proba se trateazd la cald cu acid clorhidric. Amestecul se riceste si se filtreazd. Reziduul se spald si se usucd,
apoi se supune determindrii in conformitate cu procedeul A.

Reactivi

Eter de petrol, interval de fierbere: 40-60 °C. Indicele de brom trebuie sa fie mai mic de 1, iar reziduul dupa
evaporare sub 2 mg/100 ml.

Sulfat de sodiu, anhidru.
Acid clorhidric, ¢ = 3 moli HCI/1

Adjuvant de filtrare, de exemplu Kieselguhr, Hyflo-supercel.

Aparaturd

Aparat de extractie. Dacd este prevdzut cu un sifon (aparat Soxhlet), debitul de reflux trebuie reglat in aga
fel incat sd producd aproximativ 10 cicluri pe ord; dacd aparatul este de tip fard sifon, debitul de reflux
trebuie si fie de aproximativ 10 ml pe minut.

Cartuse de extractie, fird materie solubild in eter de petrol si cu o porozitate compatibild cu cerintele
punctului 4.1.

Cuptor de uscare, fie un cuptor cu vid reglat la 75 °C £ 3 °C, fie un cuptor de uscare cu aer reglat la
100 °C + 3 °C.

Proceduri

Procedeul A (a se vedea punctul 8.1)

Se cantdresc 5 g de probd cu o aproximare de 1 mg, se transferd cantitatea intr-un cartus de extractie (4.2)
si se acoperd cu un tampon de vatd degresat.

Se aseazd cartusul intr-un extractor (4.1) si se extrage timp de sase ore cu eter de petrol (3.1). Se colecteaza
extractul de eter de petrol intr-un balon uscat si cantrit, care contine fragmente de piatrd ponce (').

Se distileaza solventul pand la eliminare. Se usca reziduul, pastrand balonul timp de o ord si jumdtate in
cuptorul de uscare (4.3). Se lasd sd se riceascd intr-un desicator si se cantdreste. Se uscd din nou timp de
30 minute pentru a asigura c greutatea ulejurilor si grasimilor rimane constantd (pierderea de greutate intre
doud cantdriri succesive trebuie si fie sub 1 mg).

Procedeul B

Se cantidresc 2,5 g de probd cu aproximare de 1 mg (vezi punctul 8.2), se introduce cantitatea intr-un pahar
de laborator de 400 ml sau intr-un balon conic de 300 ml si se adaugd 100 ml de acid clorhidric (3.3) si
fragmente de piatrd ponce. Se acoperd paharul de laborator cu o sticld de ceas sau se conecteazd un
condensator cu reflux la balonul conic. Se aduce amestecul la fierbere usoard cu ajutorul unei mici flacari
sau a unei plite de incilzire si se pastreazd recipientul timp de o ord. Trebuie s se impiedice lipirea
produsului de partile laterale ale recipientului.

Se riceste si se adaugd o cantitate de adjuvant de filtrare (3.4) suficientd pentru a evita pierderile de ulei si
grasime in timpul filtrarii. Se filtreaza printr-o hartie de filtru dubla inmuiata si fird grasimi. Se spald reziduul
in apd rece pand se obtine un filtrat neutru. Se efectueazd o verificare pentru a se asigura ci filtratul nu
contine uleiuri si grdsimi. Prezenta acestora indica faptul cd proba trebuie extrasa cu eter de petrol, folosind
procedeul A, inainte de hidroliza.

Se aseazd hartia de filtru dubla care contine reziduul pe o sticld de ceas si se usca timp de o ord si jumdtate
in cuptorul de uscare cu aer (4.3) la 100 °C + 3 °C.

Se aseazd hartia de filtru dubld care contine reziduul uscat intr-un cartus de extractie (4.2) si se acoperd cu
un tampon de vatd degresat. Se introduce cartusul intr-un extractor (4.1) si se continud conform
paragrafelor al doilea si al treilea de la punctul 5.1.

(1) In cazul in care uleiurile sau grisimile trebuie supuse unor teste de calitate ulterioare, se inlocuiesc fragmentele de piatrd ponce

cu bile de sticla.
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8.1.

8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

8.6.

Exprimarea rezultatului

Se exprimd greutatea reziduului ca procent din proba.

Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri paralele efectuate pe aceeasi proba de acelasi analizator nu
trebuie sd depdseasci:

— 0,2 % in valoare absolutd, pentru continuturile de uleiuri si grasimi brute sub 5 %;
— 4,0 % fatd de rezultatul cel mai ridicat pentru continuturi cuprinse intre 5 si 10 %;

— 0,4 % in valoare absolutd, pentru continuturi de peste 10 %.

Observatii

Pentru produse cu un continut ridicat de uleiuri si grasimi, care sunt dificil de méacinat sau inadecvate pentru
prelevarea unei probe de testare reduse omogen, se procedeazd dupd cum urmeaza.

Se cantdresc 20 g de probd cu o aproximare de 1 mg si se amestecd cu o cantitate de 10 g sau mai mare
de sulfat de sodiu anhidru (3.2). Se extrage cu eter de petrol (3.1) conform indicatiilor de la punctul 5.1.
Se completeazd extractul obtinut pand la 500 ml cu eter de petrol (3.1) si se amestecd. Se introduc 50 ml
din solutie intr-un balon mic, uscat si cantdrit care contine fragmente de piatrd ponce (!). Se distileazd
solventul pand la eliminare, se uscd si se continud conform indicatiilor de la punctul 5.1 ultimul paragraf.

Se elimind solventul din reziduul de extractie rimas in cartus, se macind reziduul la o finete de 1 mm, se
reintroduce in cartusul de extractie (nu se adaugd sulfat de sodiu) si se continud conform indicatiilor de la
punctul 5.1 paragrafele al doilea si al treilea.

Se calculeaza continutul de uleiuri i grasimi ca procent din proba folosind urmatoarea formula:
(10a+b) x5

unde:

a = masa, in grame, a reziduului dupd prima extractie (parte alicotd din extract);

b = masa, in grame, a reziduului dupi a doua extractie.
Pentru produsele cu continut scdzut de uleiuri si grdsimi, masa probei de testare poate fi mdritd la 5 g.

Este posibil ca hrana pentru animalele de casi cu continut ridicat de apd sd trebuiascd sa fie amestecatd cu
sulfat de sodiu anhidru inainte de hidrolizd si extractie conform procedeului B.

La punctul 5.2, poate fi mai eficientd folosirea apei calde in locul apei reci pentru spalarea reziduului dupa
filtrare.

Este posibil sd fie nevoie sd se prelungeascd timpul de uscare de 1,5 h pentru unele tipuri de hrand pentru
animale. Uscarea excesiva trebuie evitatd, intrucét acest lucru poate determina rezultate scizute. Se poate
folosi, de asemenea, un cuptor cu microunde.

Preextractia prin procedeul A inainte de hidroliza si de reextractia prin procedeul B se recomanda in cazul
in care continutul de uleiuri/grasimi brute este de peste 15 %. Intr-o anumitd mdsurd, acest lucru depinde
de natura furajului si de natura uleiurilor/grasimilor din furaj.

PARTEA C
DETERMINAREA OLAQUINDOXULUI

(2-[N-2’-(hidroxietil)carbamoil]-3-metilquinoxalini-N',N*-dioxid)

Obiect si domeniu de aplicare

Prezenta metoda are ca scop determinarea continutului de olaquindox din hrana pentru animale. Limita
inferioard de determinare este 5 mg/kg.

Principiu

Proba se extrage cu un amestec apd si metanol. Continutul de olaquindox se determind prin cromatografie
lichidd de inaltd performanta (CLIP) in fazd inversd, folosind un detector UV.

(") Atunci cand uleiurile sau grasimile trebuie supuse unor teste de calitate ulterioare, se inlocuiesc fragmentele de piatrd ponce cu
bile de sticld.
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

4.1.

4.2.

4.3.

5.1.

5.1.2.

5.2.

Reactivi

Metanol.

Metanol, calitate CLIP.

Ap4, calitate CLIP.

Fazd mobild pentru CLIP;

Amestec apd (3.3)-metanol (3.2), 900 + 100 (V + V).

Substanti etalon: olaquindox pur 2-[N-2'-(hidroxietil)carbamoil]-3-metilquinoxalini-N' N*-dioxid, E 851.
Solutie etalon mama de olaquindox, 250 pg/ml

Se cantdresc, cu aproximare de 0,1 mg, 50 mg de olaquindox (3.5) intr-un balon gradat de 200 ml si se
adaugd circa 190 ml de apd. Apoi se introduce balonul timp de 20 minute intr-o baie ultrasonici (4.1). Dupd
tratarea cu ultrasunete, se aduce solutia la temperatura camerei, se completeaza cu apa pand la nivel si se
amestecd. Se inveleste balonul cu folie de aluminiu si se conserva intr-un frigider. Aceastd solutie trebuie
preparatd proaspdt in fiecare lund.

Solutie etalon intermediard de olaquindox, 25 ug/ml

Se transferd 10,0 ml din solutia etalon mama (3.5.1) intr-un balon gradat de 100 ml, se completeaza pana
la nivel cu fazd mobild (3.4) si se amestecd. Se inveleste balonul cu folie de aluminiu si se conserva intr-un
frigider. Aceastd solutie trebuie preparatd proaspat in fiecare zi.

Solutii de etalonare:

Intr-o serie de baloane gradate de 50 ml se transferd 1,0, 2,0, 5,0, 10,0, 15,0 si 20,0 ml din solutia etalon
intermediard (3.5.2). Se completeaza pand la nivel cu fazd mobild (3.4) si se amestecd. Se invelesc baloanele
cu folie de aluminiu. Aceste solutii corespund concentratiilor de 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 7,5 si, respectiv, 10,0 pg
de olaquindox per ml.

Aceste solutii trebuie preparate proaspdt in fiecare zi.

Aparaturd

Baie ultrasonicd

Agitator mecanic

Echipament CLIP cu detector UV cu lungime de undd variabild sau cu detector cu sistem de diode
Coloand cromatograficd lichidd, 250 mm x 4 mm, C18, particule de 10 pm sau echivalent

Membrane filtrante, 0,45 pm.

Proceduri

Notd: Olaquindoxul este sensibil la lumind. Toate operatiile se efectueazd sub lumini atenuati sau se
foloseste sticldrie de chihlimbar.

Aspecte generale

Trebuie sd se analizeze un furaj martor pentru a garanta cd acesta nu contine olaquindox si nici substante
interferente.

Trebuie efectuat un test de recuperare prin analizarea furajului martor la care s-a addugat o cantitate de
olaquindox, similard cu cea prezentd in probd. Pentru a obtine un nivel de 50 mg/kg, se transferd 10,0 ml
din solutia etalon mama (3.5.1) intr-un balon conic de 250 ml si se evapord solutia pand la o concentratie
de aproximativ 0,5 ml. Se adaugi 50 g de furaj martor, se amestecd bine si se lasd timp de 10 minute,
amestecand din nou de cateva ori inainte de a continua cu etapa de extractie (5.2).

Notd: In sensul prezentei metode, furajul martor trebuie si fie de tip similar cu cel al probei si nu trebuie
detectatd nici o prezentd de olaquindox.

Extractie

Se cantdresc, cu aproximare de 0,01 g, circa 50 g de probd. Se transferd cantitatea intr-un balon conic de
1000 ml, se adaugd 100 ml de metanol (3.1) si se introduce balonul timp de 5 minute in baia
ultrasonicd (4.1). Se adaugd 410 ml de apd si se lasd din nou balonul in baia ultrasonica pentru incd
15 minute. Se scoate balonul din baia ultrasonicd, se agitd timp de 30 minute pe un agitator (4.2) si se
filtreaza printr-un filtru pliat. Se transferd 10,0 ml de filtrat intr-un balon gradat de 20 ml, se completeaza
pand la nivel cu apd si se amestecd. O parte alicotd se filtreaza printr-o membrani filtrantd (4.4) (a se vedea
punctul 9 Observatii). Se continud cu determinarea CLIP (5.3).
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5.3. Determinarea CLIP

5.3.1. Parametri:

Urmdtoarele conditii sunt prezentate cu titlu orientativ, putind fi folosite si alte conditii dacd acestea oferd
rezultate echivalente.

Coloand analiticd (4.3.1)

Fazd mobild (3.4): amestec apd (3.3) — metanol (3.2), 900 + 100 (V + V)
Debit: 1,5-2 ml/min.

Lungime de unda de 380 nm

detectie:

Volum de injectie: 20 pl-100 pl

Se verifica stabilitatea sistemului cromatografic injectand de mai multe ori solutia de etalonare (3.5.3) care
contine 2,5 pg/ml, pand cind se obtin indltimi constante ale maximelor si timpi constanti de retentie.

5.3.2. Grafic de calibrare

Se injecteazd fiecare solutie de etalonare (3.5.3) de mai multe ori si se determind indltimile (suprafetele) medii
ale maximelor pentru fiecare concentratie. Se stabileste un grafic de calibrare folosind indltimile (suprafetele)
medii ale maximelor solutiilor de etalonare pe axa ordonatelor si concentratiile corespunzitoare in pg/ml
pe axa absciselor.

5.3.3.  Probd in solutie

Se injecteazd extrasul de proba (5.2) de mai multe ori folosind acelasi volum ca si cel retinut pentru solutiile
de etalonare si se determind indltimea (suprafata) medie a maximelor pentru olaquindox.

6. Calcularea rezultatelor

Pornind de la inaltimea (suprafata) medie a maximelor pentru olaquindox ale solutiei de probd, se determina
concentratia solutiei de proba in pg/ml prin raportare la graficul de calibrare (5.3.2).

Continutul de olaquindox, w, in mg/kg din probd este dat de urmitoarea formula:

¢ x1000

m

w

unde:
¢ = concentratia de olaquindox din extractul de proba (5.2) in pg/ml

m = masa probei de testare, in g (5.2).
7. Validarea rezultatelor

7.1. Identitate

Identitatea analitului poate fi confirmatd prin co-cromatografie sau folosind un detector cu sistem de diode
prin care se compard spectrele extractului de probd (5.2) si solutia de etalonare (3.5.3) care contine 5,0

pg/ml.

7.1.1.  Co-cromatografie

La un extract de proba (5.2) se adaugd o cantitate adecvatd de solutie de etalonare (3.5.3). Cantitatea de
olaquindox addugatd trebuie si fie similard cu cantitatea de olaquindox descoperitd in extractul de proba.

Doar iniltimea maximului de olaquindox trebuie maritd dupi ce se ia in considerare atdt cantitatea
addugatd, cat si dilutia extractului. Litimea maximului, la jumdtatea inaltimii sale, trebuie sa fie de £ 10 %
din latimea initiald a maximului de olaquindox al extractului de probd nesuplimentat.

7.1.2.  Detectie cu sistem de diode

Rezultatele se evalueazd in conformitate cu urmatoarele criterii:

(a) lungimea de undd de absorbtie maxima a probei si a spectrelor etalon, inregistratd la apexul punctului
de maxim de pe cromatogrami, trebuie si se incadreze intr-un interval determinat de finetea de
perceptie a sistemului de detectie. Pentru detectia cu sistem de diode, acest interval este de obicei
de £ 2 nm;
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7.2.

7.3.

(b) intre 220 si 400 nm, spectrele de proba si de etalon inregistrate la apexul punctului de maxim al
cromatogramei nu trebuie sa fie diferite de zonele spectrului situate intre 10 si 100 % din absorbanta
relativd. Acest criteriu este indeplinit atunci cAnd sunt prezente aceleasi maxime si cand abaterea intre
doud spectre nu depaseste 15 % din absorbanta analitului standard in nici un punct observat;

(¢) intre 220 si 400 nm, spectrele curbei ascendente, ale apexului si ale curbei descendente a maximului
dat de extractul de probd nu trebuie sa difere intre ele pentru zonele din spectru situate intre 10 si 100 %
din absorbanta relativd. Acest criteriu este indeplinit atunci cdnd sunt prezente aceleasi maxime si cand
abaterea intre spectre nu depdseste 15 % din absorbanta spectrului apexului punctului de maxim in nici
un punct observat.

Daci unul dintre aceste criterii nu este indeplinit, prezenta analitului nu este confirmata.

Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri paralele efectuate pe aceeasi probd nu trebuie sa depdseasca
15 % din rezultatul mai mare pentru continuturile de olaquindox cuprinse intre 10 si 20 mg/kg

Recuperare

Pentru o proba martor suplimentatd, recuperarea trebuie si fie de cel putin 90 %.

Rezultatele unui studiu colaborativ

A fost intreprins un studiu prin colaborare la nivelul Comunititii Europene in care patru probe de hrand
pentru purcei, inclusiv o probd martor din aceastd hrand, au fost analizate de 13 laboratoare. Rezultatele
sunt prezentate in continuare:

Proba 1 Proba 2 Proba 3 Proba 4
L 13 10 11 11
n 40 40 44 44
medie (mg/kg) - 14,6 48,0 95,4
(S) (mgfkg) - 0,82 2,05 6,36
(Sg) (mg/kg) - 1,62 4,28 8,42
v, (%) - 5,6 43 6,7
CVy (%) - 11,1 8,9 8,8
Continut nominal (mg/kg) - 15 50 100
recuperare (%) - 97,3 96,0 95,4

L:  numdr de laboratoare

n:  numir de valori individuale

S,: abatere standard a repetabilitatii

Sg:  abatere standard a reproductibilitatii
CV,: coeficient de variatie a repetabilitatii
CVy: coeficient de variatie a reproductibilitatii.

Observatie

Cu toate cd nu a fost validatd metoda pentru tipurile de hrand care contin peste 100 mg/kg de olaquindox,
este posibil sd se obtind rezultate satisficdtoare prin folosirea unei probe cu o greutate mai mica si/sau prin
diluarea extractului (5.2) pentru a atinge o concentratie situatd in zona graficului de calibrare (5.3.2).



