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(Az EK-Szerz6dés/Euratom-Szerz6dés alapjdn elfogadott jogi aktusok, amelyek kozzététele kitelezd)

RENDELETEK

A BIZOTTSAG 152/2009/EK RENDELETE
(2009. janudr 27.)

a takarmdnyok hat6sigi ellendrzése sordan alkalmazott mintavételi és vizsgilati modszerek
megdllapitdsirél

(EGT-vonatkozdsii szoveg)

AZ EUROPAI KOZOSSEGEK BIZOTTSAGA, — a Bizottsdg 1972. december 5-i 73/46/EGK negyedik
irdnyelve a takarmdnyok hatdsagi ellenSrzésére szol-
gdl6 kozosségi analitikai mddszerek meghatdrozasa-

tekintettel az Eurdpai K6zosséget 1étrehozé szerz8désre, w6l ()

tekintettel a takarmany- és élelmiszerjog, valamint az éllat- — a Bizottsdg 1976. madrcius 1-jei 76/371/EGK elsé
egészségligyi és az dllatok kiméletére vonatkozd szabdlyok irdnyelve a takarmanyok hatésdgi ellendrzésére szol-
kovetelményeinek torténs megfelelés ellenSrzésének biztositasa gdl6 kozosségi mintavételi modszerek meghatdroza-
céljabol végrehajtott hatbsdgi ellendrzésekrdl sz6l6, 2004. sardl (),

aprilis 29-i 882/2004/EK eurdpai parlamenti és tandcsi rende-
letre (') és kiilonosen annak 11. cikke (4) bekezdésének a), b) és

5 — a Bizottsdg 1976. mdrcius 1-jei 76/372/EGK hetedik
¢) pontjara,

irdnyelve a takarmdnyok hatdsdgi ellendrzésére szol-
gdlo kozosségi analitikai mddszerek meghatdrozasa-

mivel: 6l (),
— a Bizottsdg 1978. janius 15-i 78/633/EGK nyolcadik
(1) A 70[373[EGK irdnyelv végrehajtdsa céljdbol a kovetkezd irdnyelve a takarmanyok hatésagi ellenérzésére szol-
jogi aktusokat fogadtik el, és ezek a 882/2004/EK rendelet gdl6 kozosségi analitikai médszerek meghatdrozasd-
61. cikkének (2) bekezdése értelmében hatdlyban marad- rol (%),
nak:
— a Bizottsdg 1981. julius 31-i 81/715/EGK kilencedik
— a Bizottsdg 1971. janius 15-i 71/250/EGK elsé irdnyelve a takarmdnyok hatésgi ellendrzésére szol-
irdnyelve a takarmdnyok hatdsagi ellendrzésére szol- gfllo kozosségi analitikai modszerek meghatdrozdsd-
gdlo kozosségi analitikai modszerek meghatdrozasa- rol (),
rol (),
— a Bizottsdg 1984. jilius 25 84/425/EGK tizedik
) ) ) irdnyelve a takarmdnyok hatésagi ellenSrzésére szol-
- a )BlZ(v)tt§a/g 1971. noven/lber 18'{ 71/ 393/}:‘G¥( gdlé kozosségi analitikai mddszerek meghatdrozasa-
mésodik irdnyelve a takarmdnyok hatésagi ellen6rzé- 6l (19)
sére szolgdld kozosségi analitikai modszerek meg- ’
hatérozasardl (3),
— a Bizottsdg 1986. dprilis 9-i 86/174/EGK irdnyelve a
baromfitakarmany energiaértékére vonatkozd szami-
— a Bizottsdg 1972. dprilis 27-i 72/199/EGK harmadik tasi modszer meghatdrozdsrol (1),
irdnyelve a takarmdnyok hat6sagi ellenérzésére szol-
gdl6 kozosségi analitikai modszerek meghatdrozdsa- () HLL 83, 1973.3.30, 21. o.
r6L (), () HLL 102, 1976.4.15, 1. 0.
() HLL 102, 1976.4.15. 8. 0.
() HLL 165, 2004.4.30., 1. o. () HL L 206., 1978.7.29., 43. o.
() HLL155,1971.7.12, 13. o. () HLL 257, 1981.9.10., 38. o.
() HLL 279, 1971.12.20., 7. o. (% HL L 238., 1984.9.6., 34. o.
() HLL 123, 1972.5.29, 6. o. () HL L 130., 1986.5.16., 53. o.
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— aBizottsdg 1993. julius 28-i 93/70/EGK tizenegyedik
irdnyelve a takarmdnyok hatdsdgi ellenSrzésére szol-
gdl6 kozosségi analitikai mddszerek meghatdrozasa-
1ol (1),

— a Bizottsdg 1993. december 17-i 93/117[EK tizen-
kettedik irdnyelve a takarmanyok hatdsdgi ellendrzé-
sére szolgdlé kozosségi analitikai modszerek megha-
tarozasarol (%),

— a Bizottsdg 1998. szeptember 3-i 98/64[EK irdnyelve
a takarmdnyokban 1év8 aminosavak, nyersolajok és
zsirok, valamint az olaquindox meghatdrozdsdra
szolgalé kozosségi analitikai modszerek létrehozasardl
és a 71/393/EGK irdnyelv médositdsardl (3),

— aBizottsdg 1999. dprilis 20-i 1999/27/EK irdnyelve a
takarmanyokban 1év8 amprélium, diklazuril és karba-
dox meghatdrozdsdra szolgdlé kozosségi analitikai
modszerek meghatdrozdsardl, a 71/250/EGK és 73/
46/EGK irdnyelvek modositdsdrél, valamint a 74/203/
EGK irdnyelv hatdlyon kiviil helyezésérdl (¥),

— a Bizottsdg 1999. jiilius 23-i 1999/76/EK irdnyelve a
takarmanyokban 1év8 lazalocid-natrium meghatéro-
zdséra szolgald kozosségi analitikai modszer létreho-
zasarol (%),

— a Bizottsdg 2000. julius 6-i 2000/45[EK irdnyelve a
takarmdnyokban taldlhaté A-vitamin, E-vitamin és
triptofin meghatdrozasara szolgald kozosségi analiti-
kai modszerek létrehozdsarol (°),

— a Bizottsdg 2002. julius 26-i 2002/70/EK irdnyelve a
takarmdnyok dioxin- és dioxinjellegti-PCB-tartalma-
nak meghatdrozasara vonatkoz6 kovetelmények meg-
allapitdsarol (7),

— a Bizottsdg 2003. december 23-i 2003/126/EK
irdnyelve a takarmdnyok hatdsdgi ellenSrzése sordn,
az dllati eredetd alkotéelemek meghatdrozdsdra szol-
¢dl6 analitikai médszer meghatdrozdsardl (8).

Tekintettel arra, hogy a 70/373/EGK irdnyelvet felvéltotta a
882/2004[EK rendelet, helyénvalé az emlitett irdnyelvet
végrehajtd jogi aktusokat egyetlen rendelettel felvaltani.
Ugyanakkor a modszereket a tudomdnyos és miiszaki
ismeretek alakuldsdra figyelemmel ki kell igazitani. El kell
hagyni az elérni kivant cél vonatkozdsdban a tovabbiakban
mdr nem érvényes modszereket. A takarmdnyok el6allitdsi,
tarolasi, szallitasi és forgalmazasi médja terén a kozelmdalt-
ban bekovetkezett fejlédés figyelembevétele érdekében
tervbe van véve a mintavételre vonatkozé rendelkezések
megfelel§ idében torténd modositdsa, mindazondltal
jelenleg a mintavételre vonatkozd meglévd rendelkezések
fenntartdsa a helyénvalo.

Ezért a 71/250/EGK, a 71/393/EGK, a 72/199/EGK, a 73|
46/EGK, a 76/371[EGK, a 76/372/EGK, a 78/633/ECK, a

81/715/EGK, a 84/425[EGK, a 86/174/EGK, a 93/70/EGK,
a 93/117[EK, a 98/64/EK, az 1999/27/EK, az 1999/76[EK,
a 2000/45(EK, a 2002/70/EK és a 2003/126/EK irdnyelvet
hatélyon kiviil kell helyezni.

4 Aze rendeletben eldirt intézkedések osszhangban vannak
az Elelmiszerlanc- és Allat-egészségiigyi Allandé Bizottsdg
véleményével,

ELFOGADTA EZT A RENDELETET:

1. cikk

A mikroorganizmusok és a peszticidmaradvanyok kivételével a
takarmany-0sszetevSk, az adalékanyagok és a nembkivanatos
anyagok, illetve termékek meghatdrozdsa tekintetében végzett, a
takarmanyok hatdsagi ellendrzésére szolgdlé mintavételezést az
L. mellékletben el6irt mddszerek szerint kell végrehajtani.

2. cikk

Az analitikai vizsgalat céljdra szolgdlé mintdk el6készitését és az
eredmények megaddsit a II. mellékletben el6irt moédszerek
szerint kell végrehajtani.

3. cikk

A takarmdnyok hatdsagi ellenérzésére szolgdlé analitikai vizs-
gdlatokat a III. mellékletben (Analitikai médszerek a takarmdny-
alapanyagok és Osszetett takarmanyok Osszetételének ellenérzé-
sére), a IV. mellékletben (Analitikai médszerek a takarmanyokban
1év6 engedélyezett adalékanyagok szintjének ellendrzésére), az
V. mellékletben (Analitikai médszerek a takarmdnyokban 1évé
nemkivénatos anyagok ellenGrzésére) és a VI. mellékletben (A
takarmanyok hat6sagi ellenSrzése sordn az dllati eredetd
alkotbelemek meghatdrozdsira szolgdlé analitikai modszerek)
el6irt modszerek szerint kell végrehajtani.

4. cikk

Az Osszetett baromfitakarmany energiaértékét a VIL. mellékletnek
megfelelGen kell kiszdmitani.

5. cikk

Meger6sités céljdbdl a VI mellékletben a mar nem engedé-
lyezett adalékanyagok takarmdnyokban val6 illegalis jelenlétének
ellendrzésére el6irt analitikai modszereket kell haszndlni.

6. cikk

A 71/250/EGK, a 71/393/EGK, a 72/199[EGK, a 73[46/EGK, a
76/371/EGK, a 76/372[EGK, a 78/633/EGK, a 81/715[EGK, a
425[EGK, a 86/174/EGK, a 93/70/EGK, a 93/117[EK, a 98]

- 84/
HL L 234, 1993.9.17.,17. o. 64[EK, az 1999/27[EK, az 1999/76/EK, a 2000/45[EK, a 2002/
70/

Q)

(9 HLL329.,1993.12.30. 54. o. EK és a 2003/126/EK iranyelv hatalyat veszti.

() HLL 257, 1998.9.19. 14. o.

() HLL 118, 1999.5.6., 36. o.

() HLL 207, 1999.8.6., 13. o. A hatdlyon kiviil helyezett irdnyelvekre torténd hivatkozasokat
© az e rendeletre torténd hivatkozdsoknak kell tekinteni, és a
0) IX. mellékletben taldlhaté megfelelési tabldzatokkal 6sszhangban
)

kell értelmezni.

HL L 174., 2000.7.13., 32. o.
HL L 209., 2002.8.6., 15. o.
HL L 339., 2003.12.24,, 78. o.
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7. cikk

Ez a rendelet az Eurdpai Unié Hivatalos Lapjdban valé kihirdetését kovetS huszadik napon lép hatélyba.

Ezt a rendeletet 2009. augusztus 26-tdl kell alkalmazni.

Ez a rendelet teljes egészében kotelezd és kozvetleniil alkalmazand6 valamennyi tagallamban.

Kelt Briisszelben, 2009. janudr 27-én.

a Bizottsdg részérdl
Androulla VASSILIOU

a Bizottsdg tagja
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4.1.

4.2.

4.2.1.1.

4.2.1.2.

4.2.3.

I. MELLEKLET

MINTAVETELI MODSZEREK

CEL ES ALKALMAZASI TERULET

A takarmdnyok hatdsdgi ellenérzésére szolgdlé mintavételezést az aldbbiakban leirt mddszerek szerint kell
elvégezni. Az igy nyert mintdkat a mintavételi tételek reprezentativ részének kell tekinteni.

A MINTAVETELT VEGZO SZEMELYZET

A mintavételezést a tagdllamok dltal erre a feladatra felhatalmazott személyek végzik.

FOGALOMMEGHATAROZASOK

Mintavételi tétel: egy egységet képezd, vélelmezetten egységes tulajdonsdgokkal rendelkezd termékmennyiség.
Elemi minta: a mintavételi tétel egy pontjdbdl vett mennyiség.

Atlagolt minta: ugyanazon mintavételi tételbGl vett elemi mintdk osszessége.

Redukdlt minta: az dtlagolt minta reprezentativ része, amelyet osztdsi folyamattal nyernek az atlagolt mintabol.

Végsé minta: a redukdlt minta vagy a homogenizalt dtlagolt minta egy része.

ESZKOZOK

A mintavételi eszkozoket olyan anyagokbdl kell késziteni, amelyek nem szennyezhetik a mintavételre keriil§
termékeket. Ezen eszkozok tekintetében a tagdllamok hatdsigi engedélyezést frhatnak el6.

Szilird takarmdnyok mintavételére ajinlott eszk6zok
Kézi mintavétel

Lapos fenekd, fuiggéleges oldali lapat.

Nyildssal vagy rekeszekkel rendelkezd mintavételi sztircsap. A mintavételi szircsap méretének 6sszhangban kell
lennie a mintavételi tétel jellemzdivel (a tartdly mélysége, a gongyoleg nagysdga stb.), valamint a takarmdny
részecskeméretével.

Gépi mintavétel

Mozgésban 1év6 takarmdnyok mintavételére engedélyezett gépi eszkdzok hasznalhatok.
Mintaoszté

A minta megkozelitden egyenld részekre valé felosztdsara tervezett eszkoz, amely elemi mintdk vételére, valamint
redukdlt és végsé mintdk elkészitésére is hasznalhatd.

MENNYISEGI KOVETELMENYEK

5.A. A takarmdnyban egyenletesen eloszl6 anyagok és termékek ellendrzésére vonatkozdan

5.A.1. Mintavételi tétel
A mintavételi tételnek akkordnak kell lennie, hogy minden egyes alkot6részébdl mintét
lehessen venni.
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5.A.2. Elemi mintdk
5.A.2.1. Omlesztett takarméany: Az elemi mintdk minimdlis szdma:
5.A.2.1.1. 2,5 tonnat meg nem haladé mintavételi hét
tételek
5.A.2.1.2. 2,5 tonndt meghaladé mintavételi tételek ' a mintavételi tételt (¥) kitevé tonndk
szdmdnak hiszszorosa, de legfeljebb 40
elemi minta
5.A.2.2. Kiszerelt takarmany: Mintavételre keriil§ toltott gongyolegek
minimdlis szdma (**):
5.A.2.2.1. Egy kg-ndl nagyobb tomeg(i csomagok esetében:
5.A.2.2.1.1. 1-4 csomagbdl all6 mintavételi tételek minden csomag
5.A.2.2.1.2. 5-16 csomagbdl 4ll6 mintavételi tételek 4
5.A.2.2.1.3. 16-ndl tobb csomagbdl dll6 mintavételi V' a mintavételi tételt (*) alkoté csomagok
tételek szdma, de legfeljebb 20 csomag
5.A.2.2.2. Legfeljebb egy kg-os csomagok esetében 4
5.A.2.3. Folyékony vagy félfolyékony takarmanyok: | Mintavételre szdnt tartdlyok minimalis
szama (**):
5.A.2.3.1. Egy liternél nagyobb tartdlyok esetében:
5.A.2.3.1.1. 1-4 tartdlybol 4ll6 mintavételi tételek minden tartaly
5.A.2.3.1.2. 5-16 tartdlybol dll6 mintavételi tételek 4
5.A.2.3.1.3. 16-ndl tobb tartalybol dllé mintavételi v a mintavételi tételt () alkoté tartilyok
tételek szdma, de legfeljebb 20 tartily
5.A.2.3.2. Legfeljebb egyliteres tartélyok esetében: 4
5.A.2.4. Takarmdnytombok és nyalosok Mintavételre szant tombok és blokkok mini-
malis szdma (**):
25 egységbdl dllé mintavételi tételenként egy
tomb vagy blokk, de legfeljebb 4 tomb vagy
blokk
5.A.3. Atlagolt minta
Mintavételi tételenként egy dtlagolt minta sziikséges. Az dtlagolt mintdt alkot6 elemi mintdk
osszmennyisége nem lehet kevesebb a kovetkezSknél:
5.A.3.1. Omlesztett takarmény 4 kg
5.A.3.2. Kiszerelt takarmdny:
5.A.3.2.1. egy kg-ndl nagyobb tomegl csomagok 4 kg
esetében:
5.A.3.2.2. legfeljebb egy kg-os csomagok esetében 4 eredeti csomag tartalmdnak a tomege
5.A.3.3. Folyékony vagy félfolyékony takarmanyok:
5.A.3.3.1. egy liternél nagyobb tartdlyok esetében 4 liter
5.A.3.3.2. legfeljebb egyliteres tartdlyok esetében 4 eredeti tartdly tartalmédnak térfogata
5.A.3.4. Takarmdnytombok vagy nyalésok:
5.A.3.4.1. egy kg-ndl nagyobb egyedi tomeg esetén 4 kg
5.A.3.4.2. legfeljebb egy kg-os egyedi tomeg esetén 4 eredeti tomb vagy blokk tomege
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5.A.4. Végsd mintdk
Szitkség esetén az atlagolt minta csokkentésével kapjuk meg a végsS mintdkat. Legaldbb egy
végsG minta elemzése sziikséges. Az analizdldsra szolgdlé végsG minta nem lehet kisebb a
kovetkezSknél:
Szildrd takarmdnyok 500 g
Folyékony vagy félfolyékony takarmanyok | 500 ml

5.B. A takarmanyban feltételezhetSen egyenetleniil eloszlé nemkivinatos anyagok, illetve
termékek, mint pl. az aflatoxinok, az anyarozs, a ricinus és a kenderfélek ellendrzésére
vonatkozdan a takarmany-alapanyagokban (**¥)

5B.1. Mintavételi tétel: lisd az 5.A.1. pontot

5B.2. Elemi mintdk

5.B.2.1. Omlesztett takarményok: ldsd az 5.A.2.1. pontot

5.B.2.2. Kiszerelt takarményok: Mintavételre szdnt csomagok minimalis

szdma:

5B.2.2.1. 1-4 csomagbdl 4ll6 mintavételi tételek minden csomag

5B.2.2.2. 5-16 csomagbdl 4ll6 mintavételi tételek 4

5.B.2.2.3. 16-nal tobb csomagbdl 4llé mintavételi V' a mintavételi tételt (*) kitevd csomagok
tételek szdma, legfeliebb 40 csomag

5.B.3. Atlagolt mintik
Az dtlagolt mintdk szdma a mintavételi tétel méretének megfelelGen véltozik. Az aldbbiakban
megadasra keriil a mintavételi tételenkénti dtlagolt mintdk minimadlis szdma. Az étlagolt
mintdt alkoté elemi mintdk teljes tomege nem lehet kevesebb 4 kg-ndl.

5B.3.1. Omlesztett takarmany
A mintavételi tétel tomege tonndban: Az dtlagolt mintdk minimélis szdma minta-

vételi tételenként:

legfeljebb 1 1
1-nél tobb, de legfeljebb 10 2
10-nél tobb, de legfeljebb 40 3
40-nél tobb 4

5.B.3.2. Kiszerelt takarmanyok:
A mintavételi tétel mérete csomagok Az étlagolt mintdk minimdlis szima minta-
szdmaban megadva: vételi tételenként:
1-16 1
17-200 2
201-800 3
800-nél tobb 4

5.B.4. Végsd mintdk

Az eggfes dtlagolt mintak osztsdval kapjuk meg a végsé mintdkat. Atlagolt mintdnként

legald
nem lehet kisebb 500 g-nal.

b egy végs6 minta elemzése sziikséges. Az analizdldsra szolgdl6 végs minta tomege

(*) Amennyiben az eredmény tortszdm, fel kell kerekiteni a legkozelebbi egész szdmra.
(** Az 1 kg-ot vagy 1 litert meg nem haladé csomagok vagy tartdlyok vagy az egyenként legfeljebb 1 kg témegti blokkok vagy

tombo
(***) Az 5.A.

kenderfélék ellendrzésére.

esetében az elemi minta egy eredeti csomag vagy tartaly tartalma, egy blokk vagy egy tomb.
ontban megadott mddszerek szolgdlnak a teljes és kiegészit6 takarmanyokban az aflatoxinok, anyarozs, ricinus és a
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6. A MINTAVETELRE, A MINTAK ELOKESZITESERE ES CSOMAGOLASARA VONATKOZO UTASITASOK

6.1. Altaléinos szabilyok
A mintdkat a lehetd leggyorsabban kell vételezni és el6késziteni, mindvégig tigyelve a sziikséges 6vintézkedések
betartdsdra, amelyek biztositjék azt, hogy a termék ne vdltozzon meg, illetve ne szennyezédjon. A mintdkkal
kozvetleniil érintkezs eszkozok, feliiletek és tartdlyok tisztdk és szdrazak legyenek.

6.2. Elemi mintdk

6.2.A. A takarmdnyban egyenletesen eloszlé anyagok és termékek ellendrzésére vonatkozéan
A teljes mintavételi tételbdl véletlenszertien, koriilbeliil egyforma nagysdgti elemi mintdkat kell venni.

6.2.A.1. Omlesztett takarmény
A mintavételi tételt képzeletben tobb, megkozelitGen egyenld részre kell felosztani. Az elemi mintdk szdmarol
rendelkezd 5.A.2. pontban meghatdrozott szimu részt véletlenszertien ki kell valasztani, és minden egyes részbdl
legaldbb egy mintét kell venni.
Adott esetben, a mintavételi tétel mozgatdsa kozben (berakoddskor, illetve kirakoddskor) is végre lehet hajtani a
mintavételt.

6.2.A.2. Kiszerelt takarmdany
Miutdn a mintavétel elvégzésére az 5.A.2. pont szerint kivalasztottuk az el6irt szimi csomagot, minden csomag
tartalmdnak egy részét szircsap vagy lapat segitségével ki kell venni. Ha sziikséges, a csomagok egyenkénti
kiiiritése utdn is lehet mintdkat venni. Az esetlegesen el6fordulé csomokat ossze kell torni az egyes dtlagolt
mintdkban kiilon-kiilon (ha kell, ki is lehet venni a csomékat, majd porlasztds utdn visszatenni a mintdba).

6.2.A.3. Homogén vagy homogenizdlhaté folyékony vagy félfolyékony takarmdnyok
Miutdn a mintavétel elvégzésére az 5.A.2. pont szerint kivalasztottuk az el8irt szamd tartalyt, a tartdlyok tartalmat
szitkség esetén homogenizdlni kell, és minden egyes tartalybol ki kell venni egy bizonyos mennyiséget.
Az elemi mintdkat a tartdlyok kiiiritésekor is lehet vételezni.

6.2.A4. Nem homogenizdlhaté, folyékony vagy félfolyékony takarmdnyok
Miutdn a mintavétel elvégzésére az 5.A.2. pont szerint kivélasztottuk az el8irt szdm tartdlyt, mintdkat kell venni
a kiillonboz§ rétegekbdl.
A tartalyok tartalmdnak kitiritésekor is lehet mintakat venni, dm ebben az esetben az els6 frakciokat el kell 6nteni.
A minta Osszesitett (irtartalmédnak mindkét esetben legaldbb 10 liternek kell lennie.

6.2.A.5. Takarmdnytombok és nyalésdok
Miutdn a mintavétel elvégzésére az 5.A.2. pont szerint kivdlasztottuk a kivant szdmi blokkot vagy tombot,
minden blokk vagy tomb egy részét kell venni.

6.2.B. A takarmdnyokban feltételezhetden egyenetleniil eloszlé nemkivdnatos anyagok, illetve termékek, mint pl. az aflatoxinok, az

anyarozs, a ricinus és a kenderfélék ellendizésére vonatkozdéan a takarmdny-alapanyagokban

A mintavételi tételt az dtlagolt mintdkrdl sz6l6 5.B.3. pontban meghatdrozott szimnak megfelelGen t6bb,
megkozelitden egyenld részre kell felosztani. Amennyiben ez a szdm nagyobb egynél, az 5.B.2. pontban
meghatérozott elemi mintdk dsszes szdmdt megkozelitSleg egyenl@en kell elosztani a kiilonb6z8 részeken. Ezutdn
koriilbeliil egyenld nagysdgd mintdkat kell venni (') oly médon, hogy az egyes részekbél vett mintdk 6sszmeny-
nyisége ne legyen kevesebb az egyes dtlagolt mintdkra nézve el6irt minimdlis 4 kg-ndl. A kiilonb6z8 részekbdl
vett elemi mintdkat nem kell dsszesiteni.

(") Kiszerelt takarmdnyok esetében a mintavételre keriil§ anyagok tartalmdnak egy részét szircsap vagy lapat segitségével ki kell venni,

miutdn — szitkség esetén — a csomagokat egyenként kitiritettiik.
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6.3.

6.4.

6.5.

Atlagolt mintdk elkészitése

A takarmdnyokban egyenletesen eloszlé anyagok, illetve termékek ellendrzésére vonatkozdan

Az elemi mintdk osszekeverésével kapunk egységes dtlagolt mintat.

A takarmdnyokban feltételezhetGen egyenetleniil eloszlé nemkivdnatos anyagok, illetve termékek, mint pl. az aflatoxinok, az
anyarozs, a ricinus és a kenderfélék ellendizésére vonatkozéan a takarmdny-alapanyagokban

A mintavételi tétel egyes részeibdl vett elemi mintdkat ossze kell keverni, majd el kell késziteni az 5.B.3. pontban
meghatdrozott szimd mintdt, tigyelve arra, hogy minden egyes 4tlagolt minta eredete feljegyzésre keriiljon.

Végs6 mintdk elkészitése

Minden egyes dtlagolt minta anyagdt Gvatosan Ossze kell keverni, hogy homogenizélt mintit kapjunk ('). Ha
szitkséges, az 4tlagolt mintdt mechanikus vagy automatikus osztd, illetve a negyedelé modszer segitségével le kell
csokkenteni minimum 2 kg-ra vagy 2 literre (redukdlt minta).

Ezt kovetSen legaldbb hdrom, megkozelitGleg azonos mennyiségti, az 5.A.4. vagy 5.B.4. pont mennyiségi
kovetelményeihez igazodd végsS mintat kell elkésziteni. Minden egyes vizsgélati mintdt egy, a célnak megfelel§
kiilon tartdlyba kell tenni. Minden sziikséges ovintézkedést meg kell tenni a minta osszetételének a szdllitds vagy
tarolds sordn el6forduld esetleges megvaltozdsanak, illetve a minta beszennyez8désének vagy meghamisitdsanak
elkertilése érdekében.

Végsé mintdk csomagoldsa

A tartdlyokat, illetve csomagokat le kell pecsételni és cimkével kell elldtni — a pecsétnek magaban kell foglalnia a
teljes cimkét — oly médon, hogy a pecsét felsértése nélkiil ne lehessen kinyitni azokat.

MINTAVETELI JEGYZOKONYV

Minden egyes mintavételr6l jegyzSkonyvet kell vezetni, amely lehet6vé teszi az egyes mintavételi tételek
egyértelmd azonositasat.

A MINTAK CELALLOMASA

Minden egyes dtlagolt minta esetében legaldbb egy végsé mintdt késedelem nélkiil el kell kiildeni az erre kijelolt
vizsgélati laboratériumba, a vegyelemzd szdmdra sziikséges informaciokkal egyiitt.

() Az esetlegesen el6fordulé csomokat az egyes atlagolt mintdkban kiilon-kiilon ossze kell térni (a csomokat szitkség esetén ki is lehet

venni, porlasztds utdn pedig visszatenni a mintdba).
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

II. MELLEKLET

A TAKARMANYANALITIKAI MODSZEREKRE VONATKOZO ALTALANOS RENDELKEZESEK

A.  MINTAK ANALITIKAI VIZSGALATRA TORTENG ELOKESZITESE
Cél

Az aldbbiakban leirt vizsgalati modszerek az I. mellékletben megéllapitott rendelkezéseknek megfelel§ mintavételezés
utdn, az ellendrzg laboratériumoknak megkiildott végsé mintdk analitikai vizsgdlat céljdbdl torténd elSkészitésére
vonatkoznak.

A mintdkat oly médon kell el6késziteni, hogy az analitikai mddszerekben el8irt kimért mennyiségek homogének és a
végs6 mintdkra jellemzGek legyenek.

Sziikséges Gvintézkedések

A kovetend§ minta-elGkészitési eljdras fiigg az alkalmazott analitikai modszertdl. Ezért elsérendd fontossdga annak
biztositdsa, hogy a kovetett minta-elkészitési eljards megfeleljen az alkalmazott analitikai médszernek.

Minden sziikséges miiveletet oly mddon kell elvégezni, hogy minimélis legyen a minta beszennyezédésének és
osszetétele megvaltozdsinak lehetSsége.

Az Grlést, keverést és rostaldst a lehetS leggyorsabban kell végrehajtani, hogy a minta a lehetd legrovidebb ideig
érintkezzen a levegGvel és a fénnyel. Keriilni kell az olyan dardlé- és 6rl6gépek haszndlatdt, amelyek a mintat
érzékelhetGen felmelegitik.

A kiilonosen héérzékeny takarmdnyok esetében a kézi 6rlés alkalmazdsa javasolt. Figyelmet kell forditani annak
biztositdsdra is, hogy az eszkéz maga ne lehessen nyomelemekkel torténd szennyezés forrdsa.

Ha az el6készitést nem lehet a minta nedvességtartalmanak jelent@s megvaltozdsa nélkiil elvégezni, akkor a
nedvességtartalmat az el6készités el6tt és utdn is meg kell hatdrozni a I melléklet A. részében meghatdrozott
modszer szerint.

A vizsgilat médja

Megfelel6 osztisi modszer alkalmazdsdval — példdul véltakozo lapdtoldssal, dll6 vagy forgd mintaosztéval — osszuk fel
a mintt megfeleld, analitikai vizsgdlat céljdra és referenciaként szolgdl6 részmintékra. Az dtlés negyedeléssel torténd
mintavétel nem ajanlott, mivel magas eloszldsi hibdt tartalmazé részmintdkat eredményezhet. A referenciamintat
tegyiik egy megfelelSen tiszta, szdraz, légmentesen zdr6dé edénybe, majd készitsiik el§ az analitikai vizsgdlatra
szolgald részt, legaldbb 100 grammot, az aldbbiak szerint.

Elokészités nélkiil Grolhetd takarmdnyok
Amennyiben az analitikai modszerekben mdsképp nem {rjék eld, sziikség esetén 6rlés utdn, rostaljuk 4t a minta teljes

mennyiségét egy 1 mm szemdtmérdjdi, négyzetes szemd rostin (az ISO R565 ajanldsinak megfelelGen). Keriljikk a
tulSrlést.

Keverjilk 0ssze az trostalt mintdt, és vegyiik fel egy megfelel6en tiszta, szdraz, légmentesen zdr6d6 edénybe.
Kozvetleniil az analizisre szdnt mennyiség kimérése el6tt keverjiik ossze Gjra.

Szdritds utdn 6rolhetd takarmdnyok

Amennyiben az analitikai moddszerekben mdsképp nem irjdk elg, a I melléklet A. részében emlitett
nedvességmeghatdrozdsi médszer 4.3. pontja szerint leirt el6zetes szdritdsi eljdrdsnak megfelelSen széritsuk ki a
mintdt 8-12 %-os nedvességtartalmdra. Ezt kovetSen a 3.1. szakaszban leirtak szerint jarjunk el.

Folyékony vagy félfolyékony takarmdnyok

Vegyiik fel a mintdt egy megfelelGen tiszta, szdraz, légmentesen zdr6dd edénybe. Kozvetleniil az analizisre szdnt
mennyiség kimérése elStt alaposan keverjiik 6ssze.

Egyéb takarmdnyok

Azok a mintdk, amelyek a fent emlitett eljdrdsok egyikével sem készithetSk elS, barmely egyéb, olyan eljardssal

kezelhetSk, amelyek biztositjdk, hogy az analizisre kimért mennyiségek homogének és a végs6 mintdkra jellemzéek
legyenek.
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A mintdk tiroldsa

A mintdkat olyan hémérsékleten kell tdrolni, amely nem véltoztatja meg az dsszetételitket. A vitaminok vagy fényre
kiilondsen érzékeny anyagok analizisére szdnt mintdkat barna iivegedényben kell tdrolni.

B. AZ ANALITIKAI MODSZEREK SORAN HASZNALT REAGENSEKRE ES ESZKOZOKRE VONATKOZO
RENDELKEZESEK

Amennyiben az analitikai médszerekben masképp nem irjak el6, minden analitikai reagensnek analitikai tisztasdgunak
(a. t.) kell lennie. Nyomelem-analizis végrehajtasakor a reagensek tisztasdgat vakprobaval kell ellendrizni. Az igy kapott
eredmények a reagensek esetleges tovabbi tisztitdsat teszik sziikségessé.

Az analitikai médszerek lefrdsakor emlitett barmely oldatkészitési, higitdsi, oblitési vagy mosdsi miivelet esetében, ahol
az alkalmazott oldészer vagy higitoszer fajtdjat nem tiintetik fel, vizet kell hasznalni. Altaldnos szabdlyként ioncserélt
vagy desztilllt vizet kell haszndlni. Az analitikai modszerekben jelzett kiilonleges esetekben a vizet specidlis tisztitasi
eljarasokkal kell kezelni.

Az ellendrzé laboratériumokban megtaldlhat6 alapfelszerelésre valé tekintettel, az analitikai modszerek leirdsakor
csak a specidlis vagy specidlis haszndlatot megkovetel$ eszkozok és késziilékek keriilnek emlitésre. Ezeknek tisztdnak
kell lenniiik, kiillonosen nagyon kis anyagmennyiségek meghatdrozdsa esetén.

C.  AZ ANALITIKAI MODSZEREK ALKALMAZASA ES AZ EREDMENYEK KIFEJEZESE
Extrahdldsi eljards
Szdmos modszer egy bizonyos extrahdldsi eljardst hatdroz meg. Fészabdlyként a mddszerben emlitettSl eltérd

extrahdldsi eljardst is lehet kovetni, feltéve, ha az alkalmazott extrahdldsi eljards hatékonysdga az analizdlt matrix
tekintetében bizonyitottan egyenértékdi a modszerben emlitett eljards extrahdldsi hatékonysagéval.

Tisztitdsi eljards

Szdmos mddszer egy bizonyos tisztitdsi eljarast hatdroz meg. FGszabalyként a modszerben emlitettd] eltérd tisztitdsi
eljdrast is lehet kovetni feltéve, ha az alkalmazott tisztitdsi eljards az analizalt métrix tekintetében bizonyitottan a
modszerben emlitett eljdrdssal egyenértékd analitikai eredményt ad.

Jelentés a haszndlt analitikai médszerrél

Altaldban a takarményokban taldlhaté minden anyag meghatdrozdsara egyedi analitikai modszer keriil bevezetésre.
Amennyiben t6bb médszer adott, az ellendrz laboratérium dltal alkalmazott konkrét modszert fel kell tiintetni az
analitikai bizonylaton.

Meghatirozdsok szdma

Az analitikai bizonylatban kozolt eredménynek, a minta elkiilonitett részein, kielégits ismételhetdséggel elvégzett,
legaldbb két meghatdrozasbdl nyert dtlagértéknek kell lennie.

Nembkivanatos anyagokra végzett analizis esetében azonban, ha az els6 meghatdrozds eredménye jelentGsen (> 50 %)
alacsonyabb, mint a megengedett hatarérték, nincs sziikség tovdbbi meghatdrozdsokra, feltéve, hogy a megfeleld
mindségiigyi eljardsokat alkalmazzdk.

Valamely feltiintetett anyagra vagy osszetevre végzett analizis esetében, ha az els6 meghatdrozas eredménye igazolja a
feltiintetett tartalom jelenlétét, azaz az analitikai eredmény a feltiintetett tartalom elfogadhaté szordsi tartomdnyédba
esik, nincs szitkség tovdbbi meghatdrozasokra, feltéve, hogy a megfelel6 mindségiigyi eljarasokat alkalmazzdk.

Egyes esetekben ezt az elfogadhaté szérdsi tartomdnyt a jogszabalyok — tigymint a 79/373/EGK tandcsi irdnyelv (*) —
hatérozzdk meg.

Az analitikai eredmények jelentése

Az analitikai eredményt az analitikai mddszerben meghatdrozott médon és megfelel§ helyiérték-szammal kell
kifejezni, és ha sziikséges, akkor a végs§ minta el6készités el6tti nedvességtartalmara kell korrigélni.

HL L 86., 1979.4.6., 30. o.
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Mérési bizonytalansig és visszanyerési ardny nemkivinatos anyagokra végzett analizis esetében

A 2002/32/EK irdnyelv értelmében vett nemkivdnatos anyagok — tobbek kozott a dioxinok és a dioxinszerti PCB-k —
tekintetében valamely dllati takarmdnyozdsra szdnt termék akkor mindsiil nem felelének a megengedett hatérérték
szempontjab6l, ha dgy itélik meg, hogy az analitikai eredmény — figyelembe véve a Kkiterjesztett mérési
bizonytalansagot és a visszanyerési korrekciot — meghaladja a megengedett hatarértéket. A megfelelés megéllapitdsira
az elemzett koncentrdciot alkalmazzdk a visszanyerés alapjan végzett korrekcid, valamint a kiterjesztett mérési
bizonytalansignak az elemzés eredményébdl torténs kivondsa utdn. Ezt az eljdrdst csak olyan esetekben lehet
alkalmazni, amikor az analitikai mddszer lehet6vé teszi a mérési bizonytalansdg becslését és a visszanyerési korrekcidt
(pl. mikroszkopos elemzésnél nem lehetséges).

Az analitikai eredményt a kovetkezdk szerint kell jelenteni (amennyiben az alkalmazott analitikai médszer lehet6vé
teszi a mérési bizonytalansdg és a visszanyerés becslését):

a)  visszanyerésre korrigdltan, ebben az esetben fel kell tiintetni a visszanyerés mértékét. Nem szitkséges feltiintetni
a visszanyerési korrekci6t, ha a visszanyerés ardnya 90-110 % kozotti;

b)  x+/-U formdban, ahol x a vizsgilati eredmény, U a kiterjesztett mérési bizonytalansdg, a kiterjesztési tényez6 2,
amely koriilbeliil 95 %-os konfidenciaszintet eredményez.

Ha azonban az analizis eredménye jelentdsen (> 50 %) alacsonyabb, mint a megengedett hatdrérték, és feltéve, hogy
megfelel6 mindségi eljdrdsokat alkalmaznak és az analizis célja kizdrélag a jogszabdlyi rendelkezéseknek vald
megfelelés ellendrzése, az analitikai eredményeket lehet visszanyerési korrekcié nélkiil jelenteni, és ezekben az
esetekben el lehet hagyni a visszanyerés ardnydnak és a mérési bizonytalansignak a jelentését.
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II. MELLEKLET

ANALITIKAI MODSZEREK A TAKARMANY-ALAPANYAGOK ES OSSZETETT TAKARMANYOK

OSSZETETELENEK ELLENORZESERE

A. A NEDVESSEGTARTALOM MEGHATAROZASA
Cél és alkalmazisi teriilet
Ez a médszer lehetévé teszi a takarmdnyok nedvességtartalmanak meghatdrozésat. llléanyagokat (mint példaul

szerves savakat) tartalmazo6 takarmanyok esetében figyelembe kell venni, hogy a nedvességtartalommal egyiitt
jelentds mennyiségii illdanyag meghatdrozdsa torténik.

Nem vonatkozik a tejtermékek mint takarmdny-alapanyagok analizisére, az dsvanyi anyagok és a tilnyomorészt
dsvanyi anyagokbdl all6 keverékek analizisére, az dllati és novényi zsirok és olajok és olajos magvak és
olajtartalmu gytimolesok analizisére.

Vizsgilati alapelv
A mintdt, a takarmdny jellege szerint, meghatdrozott koriilmények kozott szaritjuk. A tomegveszteséget méréssel

hatdrozzuk meg. Amennyiben magas nedvességtartalmd, szilard takarmanyokkal dolgozunk, elzetes szaritdst
kell végezni.

Eszkozok

Nem nedvszivo anyagbol késziilt, konnyen tisztithat6 apritogép, amelynek hasznélata gyors és egynemd Grlést
tesz lehet6vé anélkiil, hogy észrevehetd mennyiségli hétermeléssel jarna, a lehet legnagyobb mértékben
megakadalyozza a kiils6 levegGvel torténd érintkezést, és megfelel a 4.1.1. és 4.1.2. pontban foglalt

kovetelményeknek (pl. kalapacsos toré vagy vizhitéses mikroapritok, osszecsukhaté kapos malmok,
finommozgast-lasst fordulati vagy fogaskerekes apritok).

1 mg pontossagd analitikai mérleg.

Nem rozsddsodd fémbdl vagy tivegbdl késziilt, 1égmentes zdroddst biztosito fedéllel elldtott szdraz tartdlyok;
megfelel6 munkafeliilet, amely lehetdvé teszi a vizsgélati minta 0,3 g/cm? koriili mennyiségben torténd teritését.

Elektromos fiitést izotermikus, megfelelGen szell6ztethetS kemence (+ 2 °C), amely gyors hdfokszabalyozast tesz
lehet6vé (1).

Szabdlyozhato, elektromos fiitésti vikuumkemence olajszivattytival és forrd, szdraz levegs vagy szdritdanyag (pl.
kalcium-oxid) bejuttatdsdra alkalmas szerkezettel elltva.

Megfelel§ szdritéanyagot tartalmazd, vastag, perfordlt fém- vagy porcelanlemezes exszikkdtor.

A vizsgilat médja

Megjegyzés: Az ebben a szakaszban leirt miiveleteket a mintacsomagok kibontdsa utdn azonnal el kell végezni.
Az elemzést legaldbb egyszer meg kell ismételni.

Eldkészités
A 4.1.2. és a 4.1.3. pont alatt nem szereplé takarmdnyok

Vegyiink legaldbb 50 g-ot a mintdbdl. Sziikség esetén apritsuk fel vagy oszlassuk el dgy, hogy a
nedvességtartalma egyenletes legyen (ldsd 6. pont).

Gabona- és darafélék

Vegyiink legaldbb 50 g-ot a mintdbél. Oroljitk le tgy, hogy a kapott részecskék legaldbb 50 %-a dtjusson egy
0,5 mm-es szembdségli szitdn, és ne maradjon vissza 10 %-ndl tobb egy kerek szemt, 1 mm-es szembd@ségii
szitan.

(") A gabonafélék, lisztek, darafélék és derce széritdsdra szolgdlé kemence olyan hékapacitdst legyen, hogy 131 °C-ra bedllitva kevesebb

mint 45 perc alatt visszadlljon a bedllitott héfokra, azt kovetden, hogy a maximalis szdému vizsgdlati mintdt elhelyezték benne egyidejt
szdritds céljabol. A szellztetése olyan legyen, hogy amikor a maximalis befogad6képességnek megfeleld szamu kozonséges blizamintét
elhelyezzitk benne és két 6rdn dt szaritjuk, akkor az igy kapott eredmény mindossze kevesebb mint 0,15 %-kal térjen el attdl az
eredményt6l, amelyet a négy ordn 4t folytatott szdritdssal kapunk.
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4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.3.

Folyékony vagy kendcsos dllagi takarmdnyok, tidlnyomérészt olajokbdl és
zsirokbél 4116 takarmdnyok

Mérjiink ki 25 g mintdt 10 mg pontossdggal, adjunk hozza megfelel6 mennyiségi vizmentes homokot, 10 mg
pontossaggal kimérve, és keverjiik addig, amig homogén masszdt nem kapunk.

Szdritds
A 4.2.2. és a 4.2.3. pont alatt nem szereplé takarmdnyok

Fedelével egyiitt mérjiink le egy tartalyt (3.3.) 1 mg pontossaggal. Mérjiink a lemért tartdlyba 5 g mintdt 1 mg
pontossiggal, és teritsiik el egyenletesen. Helyezziik a tartdlyt fedél nélkiil 103 °C-ra el6melegitett kemencébe.
Annak megakadélyozdsa érdekében, hogy a kemence héfoka a kivénatos érték ald siillyedjen, a tartdlyt a lehet
leggyorsabban helyezziik a kemencébe. Hagyjuk szdradni négy 6rdn ét attdl az idSponttdl szdmitva, amikor a
kemence héfoka Gjbdl elérte a 103 °C-ot. Helyezziik vissza a tartdlyra a fedelet, a tartdlyt vegyik ki a
kemencébél, hagyjuk hilni 30-45 percig az exszikkdtorban (3.6.), és mérjitk le 1 mg pontossdggal.

Tialnyomoérészt olajokbdl és zsirokbdl dllo takarmanyok esetén szdritsuk tovabbi 30 percen at 130 °C-on a
kemencében. A két mérés kiilonbsége nem haladhatja meg a nedvességtartalom 0,1 %-at.

Gabonafélék, liszt, darafélék és derce

Fedelével egyiitt mérjiink le egy tartalyt (3.3.) 0,5 mg pontossiggal. Mérjiink a lemért tartélyba 5 g apritott
mintdt 1 mg pontossiggal, és teritsiik el egyenletesen. Helyezziik a tartdlyt fedél nélkiil 130 °C-ra el6melegitett
szaritokemencébe. Annak megakadalyozdsa érdekében, hogy a kemence héfoka a kivanatos érték ald siillyedjen, a
tartélyt a lehet§ leggyorsabban helyezzitk a kemencébe. Hagyjuk szdradni két 6rdn 4t attdl az idSpontt6l
szdmitva, amikor a kemence héfoka Gjbdl elérte a 130 °C-ot. Helyezziik vissza a tartdlyra a fedelet, a tartdlyt
vegyiik ki a kemencébél, hagyjuk hilni 30-45 percig az exszikkdtorban (3.6.), és mérjiik le 1 mg pontossdggal.

Tobb mint 4 % szachardzt vagy laktdzt tartalmazé Osszetett takarmdnyok: takarmdny-alapanyagok, mint a
szentjdnoskenyér, a hidrolizdlt gabonatermékek, a maldtamagvak, a szdritott répaszelet, a hal- és cukorlevek; a
25 %-ndl t6bb dsvanyi sot (beleértve a kristdlyviztartalmat is) tartalmazé Gsszetett takarmdnyok.

Fedelével egyiitt mérjiink le egy tartdlyt (3.3.) 0,5 mg pontossdggal. Mérjiink a lemért tartdlyba 5 g mintdt 1 mg
pontossaggal, és teritsitk el egyenletesen. Helyezzik a tartdlyt fedél nélkil 80-85 °C-ra el6melegitett
vakuumkemencébe (3.5.). Annak megakadalyozdsa érdekében, hogy a kemence héfoka a kivanatos érték ald
siillyedjen, a tartalyt a lehetS leggyorsabban helyezziik a kemencébe.

Emeljitk a nyomdst 100 torr-ra, és hagyjuk a mintdt szdradni ezen a nyomdson négy érdn 4t szaraz, forr6 levegd
dramoltatdsaval vagy szdritéanyag (20 mintdhoz kb. 300 g) felhasznaldsaval. Utobbi esetben a kivint nyomds
elérésekor kapcsoljuk le a vakuumszivattytt. A szdritdsi id6t attol a pillanattdl kell szamitani, amikor a kemence
hémérséklete visszadll 80-85 °C-ra. Ovatosan dllitsuk vissza a kemencében a légkori nyomdst. Nyissuk ki a
kemencét, azonnal helyezziik vissza a tartaly fedelét, vegyiik ki a tartdlyt a kemencébdl, hagyjuk hdlni 30-45
percen at az exszikkdtorban (3.6.), és mérjilk le 1 mg-os pontossiggal. Szdritsuk tovabbi 30 percen it a
vikuumkemencében 80-85 °C-on, és mérjik le djra. A két mérés killonbsége nem haladhatja meg a
nedvességtartalom 0,1 %-t.

ElGszdritds

A 4.3.2. pont alatt nem szereplé takarmanyok

A magas nedvességtartalmu szildrd takarmédnyokat, amelyek nehezen aprithatok fel, el@szaritdsnak kell aldvetni
az aldbbiak szerint:

Mérjiink le 50 g-ot az apritatlan mintdb6l 10 mg pontossdggal (a préselt vagy agglomerélt mintdkat kissé fel is
lazithatjuk, ha sziikséges) egy megfelels tartdlyba (pl. 20x12 cm-es, 0,5 cm-es peremmel elldtott
aluminiumtélca). Hagyjuk szdradni 60-70 °C-os kemencében, amig a nedvességtartalom 8-12 % koriili értékre
csokken. Vegyiik ki a kemencébdl, hagyjuk fedél nélkiil hiilni a laboratériumban egy 6rén 4t, és mérjiik le 10 mg
pontossiggal. Ezutdn apritsuk fel azonnal a 4.1.1. pontban feltiintetett modon, és szdritsuk a 4.2.1. vagy a 4.2.3.
pontban feltiintetett mdédon, a takarmdny jellege szerint.

Gabonafélék

A 17 %-ndl magasabb nedvességtartalmii gabonaféléket elGszdritdsnak kell aldvetni az aldbbiak szerint:
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Mérjiink le 50 g-ot az apritatlan gabondbdl 10 mg pontossiggal egy megfeleld tartdlyba (pl. 20x12 cm-es,
0,5 cm-es peremmel elldtott aluminiumtalca). Hagyjuk szdradni 5-7 percen 4t 130 °C-os kemencében. Vegyiik ki
a kemencébdl, hagyjuk fedél nélkiil hilni a laboratériumban két éran dt, és mérjikk le 10 mg pontossdggal.
Oroljik meg azonnal a 4.1.2. pontban feltiintetett médon, és szdritsuk a 4.2.2. pontban feltiintetett médon.

Az eredmények kiszdmitdsa
A minta szdzalékosan kifejezett nedvességtartalmat (X) az aldbbi képletek segitségével szdmitjuk ki:

Szdritds eldszdritds nélkiil

_(m=mo) 160

ahol:

m = a vizsgdlati minta eredeti tomege, grammban;
a szdraz vizsgdlati minta tomege, grammban.

my

Szdritds elGszdritdssal

- 100
X, = (m3 ~mo) x my +m—m1} w2100 x (1—7““ Xmo)
m

m, m X mjp
ahol:
m = a vizsgdlati minta eredeti tomege, grammban,
m; = a vizsgdlati minta tomege, grammban, elGszdritds utdn,

m, = a vizsgdlati minta tomege, grammban, apritds vagy 6rlés utdn,
= a szdraz vizsgdlati minta tomege, grammban.

8
|

Ismételhetdség

Az ugyanazon mintdn elvégzett két parhuzamos meghatdrozds eredménye kozotti killonbség nem haladhatja
meg a nedvességtartalom abszoliit értékének 0,2 %-it.

Eszrevételek

Ha az apritds sziikségesnek bizonyul, és tgy tiinik, hogy ez befolydsolja a termék nedvességtartalmdt, a
takarmdny-alkotéelemek analizisének eredményét az eredeti minta nedvességtartalmanak megfeleléen korrigdlni
kell.

B.  AZ ALLATI ES NOVENYI ZSIROK ES OLAJOK NEDESSEGTARTALMANAK MEGHATAROZASA
Cél és alkalmazdsi teriilet

Ez a médszer lehet6vé teszi az dllati és novényi zsirok és olajok viz- és illbanyag-tartalménak meghatdrozasat.

Vizsgidlati alapelv
A mintdt 103 °C-on, a tomegallanddsag eléréséig szaritjuk (két egymast kovets mérés kozotti tomegveszteségnek

1 mg-ndl kevesebbnek kell lennie). A tomegveszteséget méréssel hatdrozzuk meg.

Eszkozok

Rozsdamentes anyagbdl késziilt, 8-9 cm dtmérdjii és koriilbeliil 3 cm magas, lapos fenekd edény.

Rogzitett iiveggdmbbel és a fels§ végén kiterjedési cs6vel rendelkezd hémérd, amely koriilbelil 80 °C-tdl
legaldbb 110 °C-ig beosztdssal rendelkezik és koriilbeliil 10 cm hosszd.

Homokfiird8 vagy elektromos f6z6lap.
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Hatékony széritokozeget tartalmazé exszikkator.

Analitikai mérleg.

A vizsgilat médja
Mérjiink ki mg pontossiggal 20 g homogenizdlt mintdt a h6mérdt (3.2.) tartalmazé szdraz, lemért edénybe

(3.1). A hémérével folyamatosan kevergetve hevitsitk a homokfiirdén vagy a féz8lapon (3.3.) dgy, hogy a
hémérséklet koriilbelill hét perc alatt érje el a 90 °C-ot.

Csokkentsiik a hét, iigyelve az edény aljardl felszdllo buborékok gyakorisdgara. A hdmérséklet nem haladhatja
meg a 105 °C-ot. Folytassuk az edény aljdn 1év6 anyag keverését, amig a buborékképz8dés le nem 4ll.

A teljes kiszdritds érdekében hevitsiik az edényt néhdnyszor 103 + 2 °C-ra, mikozben két hevités kozott 93 °C-ra
hiitjiik tartalmdt. Ezutdn hagyjuk szobahémérsékletre lehdlni az exszikkdtorban (3.4.), és mérjiik le. Ismételjitk
addig a miveletet, amig a két egymast koveté mérés kozotti tomegveszteség mar nem haladja meg a 2 mg-ot.

Megjegyzés: A minta tomegének novekedése a tobbszori hevitést kovetden a zsir oxidaciojat jelzi, ebben az
esetben az eredményt a tomeg novekedését kozvetleniil megel6z6 mérés alapjan kell kiszamitani.

Az eredmények kiszimitdsa

A mintéra vonatkoztatott, szdzalékosan kifejezett nedvességtartalmat (X) a kovetkezd képlettel lehet kiszdmitani:

ahol:

E:
1

a vizsgdlati minta tomege, grammban;
m; = az edény hevités el6tti tomege, grammban, a tartalméval egyiitt;
m, = az edény hevités utdni tomege, grammban, a tartalméval egyiitt.

A 0,05 %-nél kisebb eredményeket a ,0,05 %-ndl kisebb” megnevezéssel kell feljegyezni.

Ismételhetdség

Az ugyanazon mintdn elvégzett két parhuzamos meghatdrozds eredményeként kapott nedvességtartalmak
eltérésének abszolit értéke nem haladhatja meg a 0,05 %-ot.

C. A NYERSFEHERJE-TARTALOM MEGHATAROZASA
Cél és alkalmazisi teriilet

E modszer lehetévé teszi a takarmanyok nyersfehérje-tartalmanak meghatdrozdsit a Kjeldahl-médszer szerint
meghatdrozott nitrogéntartalom alapjan.

Vizsgilati alapelv
A mintdt katalizdtor jelenlétében kénsavval roncsoljuk. A savas oldatot natrium-hidroxid-oldattal lagositjuk. Az

ammonidt lepdroljuk, és ismert mennyiségi kénsavban vessziik fel, amelynek feleslegét ndtrium-hidroxid
standardoldatéval titrdljuk.

Alternativ megolddsként a felszabadult ammonidt bdséges borsavoldatba desztilldljuk, majd sosav- vagy
kénsavoldattal titraljuk.

Reagensek

Kélium-szulfét.
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Katalizétor: réz(ll)-oxid, CuO vagy réz(ll)-szulfat-pentahidrat, CuSO, 5H,O.

Granuldlt cink.

Kénsav, p20 = 1,84 g/ml.

Kénsav, normal mérgoldat, c(H,SO,) = 0,25 mdl/l.

Kénsav, normal mérdoldat, c(H,SO,) = 0,10 mol/l.

Kénsav, normal mérdoldat, c¢(H,SO,) = 0,05 mdl/L.

Metilvorosindikdtor; oldjunk fel 300 mg metilvorost 100 ml etanolban, ¢ = 95-96 % (v/[v)
Natrium-hidroxid-oldat (technikai mindségii is hasznalhatd) f = 40 g/100 ml (m/v: 40 %).
Natrium-hidroxid, normdl mérdoldat, ¢ (NaOH) = 0,25 mol/l.

Nétrium-hidroxid, normal méréoldat, ¢ (NaOH) = 0,10 mol/l.

Granuldlt horzsakd, sésavban mosott és meggyujtott.

Acetanilid (olvaddspont = 114 °C, N-tartalom = 10,36 %).

Szachardz (nitrogénmentes).

Boérsav (H3BOs3).

Metilvorosindikdtor-oldat: oldjunk fel 100 mg metilvorost 100 ml etanolban vagy metil-alkoholban.
Brémkrezol-zold-oldat: oldjunk fel 100 mg brémkrezol-zéldet 100 ml etanolban vagy metil-alkoholban.
Bérsavas oldat (10 g/l — 40 g/l, a hasznélt eszkoztdl fiiggden).

Kolorimetrids végpont-meghatdrozds alkalmazdsakor a metilvords és a brémkrezol indikdtort a borsavas
oldathoz kell adni. Ha 1 liter bérsavas oldatot készitiink, a térfogat kiigazitdsa eltt 7 ml metilvorosindikator-
oldatot (3.16.) és 10 ml brémkrezol-zold oldatot (3.17.) kell hozzdadni.

A haszndlt viztdl fiiggGen a boérsavas oldat pH-ja tételenként véltozhat. Pozitiv vakprébdhoz gyakorta sziikség
lehet kis mennyiségii lig hozzdaddsdra.

Megjegyzés: Rendszerint jo eredményt ad koriilbelill 3-4 ml NaOH-nak (3.11.) 1 liter 10 g/l borsavas oldathoz
valé hozzdaddsa. Tdroljuk az oldatot szobahémérsékleten, és tdrolds kozben védjik a fénytdl és az
ammoniagdz-forrdsoktol.

Sésav, normél mérdoldat, c(HC1) = 0,10 mdl/L.

Megjegyzés: A normdl méréoldatok mds koncentracidi (3.5., 3.6., 3.7., 3.10., 3.11. és 3.19.) is hasznalhatok, ha
ezt a szamitdsokban korrigaljuk. A koncentraciét mindig négytizedes pontossdggal kell megadni.

Eszkozok

A Kjeldahl-eljards szerinti roncsolds, desztilldlas és titralds elvégzésére alkalmas késziilék.

A vizsgélat médja
Roncsolds

Mérjiink ki 0,001 g pontossdggal 1 g mintdt, és helyezziik be a roncsolé lombikjdba. Adjunk hozzd 15 g kélium-
szulfdtot (3.1.), megfelel§ mennyiségdi katalizdtort (3.2.) (0,3-0,4 g réz(ll)-oxidot vagy 0,9-1,2 g réz(ll)-szulfat-
pentahidratot), 25 ml kénsavat (3.4.) és szitkség szerint néhdny szemcse horzsakovet (3.12.), majd keverjitk
0Ossze.
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El6szor mérsékelten hevitsiik a lombikot, sziikség esetén idénként keverjitk meg annak tartalmat, egészen addig,
amig a massza karbonizdlodik és a hab eltiinik; ezt kovetSen erdsebben hevitsiik, amig a folyadék ers forrdsba
nem jon. A hevités akkor megfelels, ha a forrdsban levs sav a lombik faldn lecsapddik. Keriiljik a lombik
oldaldnak tulhevitését és azt, hogy ahhoz szerves részecskék tapadjanak.

Amikor az oldat feltisztult és vildgoszold szintivé vélt, folytassuk a forraldst tovdbbi két ordn dt, majd hagyjuk
lehdilni az oldatot.
Lepdrlds

Ovatosan adjunk hozzd annyi vizet, amennyi a szulfitok teljes feloldéddsihoz elegend6. Engedjiik lehiilni, majd
szitkség szerint adjunk hozzd néhdny szemcsényi cinket (3.3.). Folytassuk az 5.2.1. vagy az 5.2.2. pont szerint.

Lepdrlds kénsavba

A lepérlokésziilék gytjtGlombikjdba mérjiink be pontosan 25 ml kénsavat (3.5. vagy 3.7.), a feltételezett
nitrogéntartalomtdl fuggéen. Adjunk hozzd néhdny csepp metilvorosindikatort (3.8.).

Kapcsoljuk ossze a Kjeldahl-lombikot a lepéarlokésziilék hiitGjével, és legaldbb 1 cm mélyen meritsiik be a hiitd
végét a gytjtélombikban 1évé folyadékba (ldsd a 8.3. észrevételt). Lassan, ammoniaveszteség nélkiil ontsiink
100 ml nétrium-hidroxid oldatot (3.9.) a Kjeldahl-lombikba (ldsd a 8.1. észrevételt). Hevitsitk a lombikot az
ammonia leparloddsdig.

Lepdrlds boérsavba

Amennyiben a parlat ammoniatartalmanak titrdldsdt manualisan végezziik, az aldbb megadott eljardst kell
alkalmazni. Amennyiben a leparléegység teljesen automatikusan a parlat ammoniatartalmat is titralja, kovessiik a
gyarté utasitisait a leparloegység mikodtetése tekintetében.

Tegyiink a hiit§ kifoly6jdhoz 25-30 ml bérsavas oldatot (3.18.) tartalmazé gydjtSlombikot tgy, hogy az
adagolécsG a bérsavas oldat szintje alatt legyen. Allitsuk be a leparléegységet 50 ml natrium-hidroxid oldat (3.9.)
adagoldsdra. A lepdrloegységet a gydrtd utasitdsainak megfelelen mikodtessiik, és péroljuk le a ndtrium-
hidroxid oldat hozzdaddsdval felszabadult ammoniat. Gydjtsitk 6ssze a pérlatot a bérsavas fogadéoldatban. A
parlat mennyisége (a g6zlepdrlas ideje) a minta nitrogéntartalmétdl fiigg. Kovessiik a gydrt6 utasitdsait.

Megjegyzés: Félautomata lepdrloegység esetében a ndtrium-hidroxid felesleg hozzdaddsa és a gdzleparlds
automatikusan torténik.

Titrdlds
Folytassuk az 5.3.1. vagy a 5.3.2. pont szerint.

Kénsav

A gytjt6lombikban levs kénsavfelesleget a végpont eléréséig titrdljuk ndtrium-hidroxid oldattal (3.10. vagy 3.11.)
az alkalmazott kénsav-koncentrdciotdl fiiggden.

Bérsav

A gytjt6lombik tartalmdt a normdl sésavméréoldattal (3.19.) vagy normdl kénsavmérdoldattal (3.6.) titrdljuk
biiretta segitségével, és olvassuk le a haszndlt parlat mennyiségét.

Kolorimetrids végpont-meghatdrozds alkalmazdsakor a végpont elérése akkor torténik, amikor a rézsaszin elsg
jele megjelenik a tartalomban. Becsiljik meg a biiretta eredményét 0,05 ml pontossaggal. Egy megvilgitott
mégneses keverdlemez vagy fotometrikus detektor segithet a végpont megjelenitésében.

Ez torténhet automatikusan automata titrdloval felszerelt gézleparlé haszndlatdval.

Kovessiik a gyart6 utasitdsait az adott lepdrld vagy leparld/titrdlé mikodtetésekor.
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Megjegyzés: Automata titrdlorendszer hasznélatakor a titrdlds a lepdrlds kezdetekor rogton megkezdddik és 1 %-
os borsavas oldatot (3.18.) hasznalunk.

Teljesen automatikus leparlorendszer hasznédlatakor az ammonia automatikus titrdldsa potencio-
metrikus pH-rendszer alkalmazdsaval végpont-meghatdrozdssal is elvégezhetd.

Ebben az esetben pH-mérdvel felszerelt automata titrdlét hasznalunk. A pH-mérét a szokdsos
laboratériumi pH-kalibrdldsi eljardsokat kovetve megfelelGen kalibrdlni kell a 4-7 kozotti pH
tartomanyra.

A titrdlds pH-végpontjdnak elérése 4,6-os pH értéknél kovetkezik be, ami a titrdciés gorbe
legmeredekebb pontja (inflexi6s pont).

Vakpréba

A reagensek nitrogénmentességének igazoldsira végezziink vakprobat (roncsolds, lepdrlds és titralds) a minta
helyett 1 g szacharozt (3.14.) hasznélva.

Az eredmények kiszdmitdsa

A szamitdsokat a 6.1. vagy a 6.2. pont szerint végezziik.

Szdmitds az 5.3.1. pont szerinti titrdlds esetén

A tomegszazalékban kifejezett nyersfehérje-tartalom kiszdmitdsa a kovetkezd képlettel torténik:

(Vo-Vi) x ¢ x 0,014 x 100 x 6,25
m

ahol:

=
I

= a vakprobaban haszndlt NaOH (3.10. vagy 3.11.) térfogata (ml).

V; = a minta titrdldsdhoz haszndlt NaOH (3.10. vagy 3.11.) térfogata (ml).
¢ = a nétrium-hidroxid (3.10. vagy 3.110.) koncentraciéja (mol/l).

= a minta tomege (g).

3
I

Szdmitds az 5.3.2. pont szerinti titrdlds esetén
Sésavas titrdlds

A tomegszazalékban kifejezett nyersfehérje-tartalom kiszdmitdsa a kovetkezs képlettel torténik:

(Vi-Vg) xcx1,4x6,25

m
ahol:

m = a vizsgdlt adag g-ban kifejezett tomege;

¢ = anormdl sésav-mérdoldat (3.19.) koncentracidja (mol/l);

Vo = a vakprébdban haszndlt sésav térfogata (ml);
V, = a vizsgdlt adaghoz hasznilt sésav térfogata (ml).

Kénsavas titrdlds

A tomegszazalékban kifejezett nyersfehérje-tartalom kiszdmitdsa a kovetkezd képlettel torténik:

(Vi1 =Vo) xcx28x6,25
m

m = a vizsgdlt adag g-ban kifejezett tomege

¢ = anormdl kénsav-mérGoldat (3.6.) koncentricidja (mol/l)
Vy = a vakprébdban haszndlt kénsav (3.6.) térfogata (ml)

V; = a vizsgélt adaghoz haszndlt kénsav (3.6.) térfogata (ml)
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7.1.

7.2.

8.1.

8.2.

8.3.

8.4.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

A médszer validéldsa
Ismételhetdség

Ugyanazon a mintdn végzett két pirhuzamos meghatdrozds eredménye kozotti killonbség nem haladhatja meg:
— 20 %-ndl alacsonyabb nyersfehérje-tartalom esetén a 0,2 %-ot abszoliit értékben,
— 20 % és 40 % kozotti nyersfehérje-tartalom esetén a magasabb érték 1,0 %-dt,

— 40 %-ndl magasabb nyersfchérje-tartalom esetén a 0,4 %-ot abszolat értékben.

Pontossdg

Végezziik el az analizist (roncsolds, lepdrlds és titrdlds) 1,5-2,0 g acetaniliden (3.13.) 1 g szacharéz (3.14.)
jelenlétében; 1 g acetanilid 14,80 ml kénsavat (3.5.) fogyaszt. A visszanyerés mértékének legaldbb 99 %-osnak
kell lennie.

Eszrevételek

A késziilék lehet kézi, félautomata vagy automata tipust. Ha az alkalmazott késziilék esetében a roncsoldsi és a
leparldsi lépések kozott mintadtvitelre van szitkség, ezt anyagveszteség nélkiil kell végrehajtani. Ha a
leparlokésziilék lombikja nincs felszerelve csepegtetStolesérrel, a ndtrium-hidroxidot kozvetleniil a lombik és a
htit6 osszekapesoldsa el6tt kell hozzdadni, a folyadékot lassan az edény belsé oldala mentén folyatva.

Ha a roncsolt anyag megszilardul, a fent megadottndl nagyobb mennyiségi kénsavval (3.4.) kezdjikk djra a
meghatdrozdst.

Alacsony nitrogéntartalma termékek esetén a gy(jt6lombikba mérendd kénsav (3.7.) térfogata sziikség esetén 10
vagy 15 ml-re csokkenthetd, és vizzel 25 ml-re feltSlthetd.

Rutinanalizishez mds analitikai médszerek is haszndlhatoak a nyersfehérje meghatdrozasdra, de a C. részben leirt
Kjeldahl-mddszer a referencia-modszer. Minden matrix esetében egyedileg kell igazolni, hogy az alternativ (pl.
DUMAS) mddszerrel kapott eredmények egyenértékiiek a referenciamoédszerrel kapott eredményekkel. Mivel az
alternativ médszerrel kapott eredmények — még az egyenértékiiség igazoldsdt kovetSen is — eltérhetnek kissé a
referenciamédszerel kapott eredményektdl, az analitikai jelentésben meg kell emliteni a nyersfehérje megha-
tdrozdsdra hasznalt analitikai modszert.

D. A KARBAMID MEGHATAROZASA
Cél és alkalmazisi teriilet

Ez a médszer lehet6vé teszi a takarmdnyokban 1évé karbamid szintjének meghatdrozasit.

Vizsgilati alapelv
A mintat vizben szuszpendaljuk egy derftészerrel. A szuszpenziét leszirjiik. A szfirlet karbamidtartalmat, 4-

dimetil-amino-benzaldehid (4-DMAB) hozzdaddsa utdn, az optikai stirtiség 420 nm-es hullimhosszon vald
megmérésével hatdrozzuk meg.

Reagensek

4-dimetil-amino-benzaldehid-oldat: oldjunk fel 1,6 g¢ 4-DMAB -t 100 ml 96 %-os etanolban, és adjunk hozza
10 ml sésavat (pyo 1,19 g/ml). A reagens legfeljebb kéthetes id6tartamon keresztiil 4ll el.

Carrez L. oldat: oldjunk fel vizben 21,9 g cink-acetdtot, Zn(CH;COO),-2H,0 és 3 g jégecetet. Toltsiik fel vizzel
100 ml-re.

Carrez 1. oldat: vizben oldjunk fel 10,6 g kalium-[hexaciano-ferrat(Il)]-ot, K4 Fe (CN)s 3H,0. Toltsiik fel vizzel
100 ml-re.

Aktiv szén, amely nem abszorbedlja a karbamidot (ezt ellendrizni kell).
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3.5.

4.1.

4.2.

4.3.

5.1.

5.2.

7.1.

7.2

7.3.

Karbamid, 0,1 %-os oldat (w[v).

Eszkozok

Billenddobos keverdgép: kb. 35-40 fordulatszdm/perc teljesitménnyel.
Kémcsovek: 160 x 16 mm, csiszolt tivegdugdval.

Spektrofotométer.

A vizsgdlat médja

A minta elemzése

Mérjiink ki a mintdbdl 2 g-ot mg-nyi pontossdggal, és 1 g aktiv szénnel (3.4.) egyiitt helyezziik egy 500 ml-es
mér6lombikba. Adjunk hozzd 400 ml vizet és 5 ml Carrez L. oldatot (3.2.), keverjiik kb. 30 masodpercig, majd

adjunk hozzd 5 ml Carrez II. oldatot (3.3.). Keverjiik a forgédobon harminc percig. Toltsiik térfogatra vizzel,
razzuk fel, és sztrjik le.

Vegytink el 5 ml-t az dttetszd, szintelen szrletekbdl, ontsiik csiszolt tivegdugéval elldtott kémcesovekbe, adjunk
hozzdjuk 5 ml 4-DMAB oldatot (3.1.), és keverjiik fel. Helyezziik a kémcsoveket vizfiird6be 20 °C-on (+/- 4 °C).
Tizenot perc elteltével a spektrofotométer segitségével, 420 nm-en mérjikk meg a mintaoldat optikai stirtiségét, és
ezt hasonlitsuk Ossze a vakprobahoz a reagensekbdl készitett oldattal.

Kalibrdciés gorbe

Vegyiink el a karbamid oldatbdl (3.5.) 1, 2, 4, 5 és 10 ml-t, ontsitk 100 ml-es mérdlombikokba, és toltsiik fel
Gket térfogatra vizzel. Vegytink el 5 ml-t minden egyes oldatbdl, és mindegyikhez adjunk 5 ml 4-DMAB oldatot

(3.1.), homogenizéljuk, és a fentiek szerint mérjiik meg az optikai stirtiséget Gsszehasonlitva az 5 ml 4-DMAB
oldatot és 5 ml vizet tartalmazé karbamidmentes kontrolloldattal. Szerkessziik meg a kalibracids gorbét.

Az eredmények kiszdmitdsa

A kalibraciés gorbe segitségével hatdrozzuk meg a mintdban 1év6 karbamidmennyiséget.

Az eredményt a minta szdzalékdban fejezziik ki.

Eszrevételek

3 %-ot meghaladé karbamidtartalom esetén, csokkentsikk a minta nagysdgdt 1 g-ra vagy higitsuk az eredeti
oldatot tigy, hogy 500 ml-ben ne legyen t6bb 50 mg karbamidndl.

Alacsony karbamidtartalom esetén néveljitk a minta nagysdgat mindaddig, amig a sztrlet dttetsz6 és szintelen
marad.

Ha a minta olyan egyszer nitrogéntartalmd elegyeket tartalmaz, mint az aminosavak, akkor az optikai stirtiséget
435 nm-en kell mérni.

E.  AZILLO NITROGENBAZISOK MEGHATAROZASA
. MIKRODIFFUZIOVAL
Cél és alkalmazasi teriilet
Ez a moédszer lehetdvé teszi a takarmdnyok ammonidban kifejezett illo nitrogénbazis-tartalmanak meg-
hatdrozdsat.
Vizsgidlati alapelv

A mintét vizzel extrahdljuk, majd az oldatot deritjiik és sztrjiik. Az ill6 nitrogénbazisokat mikrodifftiziéval,
kélium-karbondt oldat haszndlatdval kiszoritjuk, bérsavas oldatban fogjuk fel, és kénsavval titrdljuk.
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3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

4.1.

4.2.

4.3.

Reagensek

20 %-os (wv) triklor-ecetsav oldat.

Indikétor: oldjunk fel 33 mg bromkrezol-zoldet és 65 mg metilvorost 100 ml 95-96 %-os (v[v) etanolban.

Bérsavas oldat: 1 literes mérélombikban oldjunk fel 10 g bérsavat 200 ml, 95-96 %-os (v|v) etanolban és
700 ml vizben. Adjunk hozzd 10 ml indikdtort (3.2.). Keverjitk ssze, és ha szitkséges, dllitsuk be az oldat szinét
vildgos vorosre natrium-hidroxid oldat hozzdadasaval. Ezen oldat 1 ml-je maximum 300 pg NH;-t fog megkotni.

Telitett kalium-karbondt oldat: oldjunk fel 100 g kalium-karbonatot 100 ml forrdsban 1év$ vizben. Hagyjuk
lehtilni, majd szdrjiik le.

Eszkozok

Billenédobos keverGgép: kb. 35-40 fordulatszam/perc teljesitménnyel.

Uveg vagy mtianyag Conway-kiivettdk (ldsd az 4brat).

1/100 ml-es fokbeosztdsos mikrobiirettak.

A vizsgilat médja

Meérjiink le 10 ¢ mintdt 1 mg pontossdggal és tegyitk egy 100 ml vizet tartalmazé 200 ml-es mér6lombikba.
Keverjitk a keverégépben 30 percen 4t. Adjunk hozza 50 ml triklér-ecetsavas oldatot (3.1.), toltsiik fel térfogatra
vizzel, rdzzuk ssze alaposan, majd szdrjiik 4t hajtogatott sz{ir6n.

Pipettdzzunk 1 ml bérsavas oldatot (3.3.) a Conway-kiivetta kozéps6 részébe és 1 ml mintasztrletet a kiivetta
koronarészébe. Fedjiik le részlegesen a bezsirozott fedéllel. Tegytink 1 ml telitett kdlium-karbonét oldatot (3.4.)
gyorsan a kiivetta koronarészébe, majd zdrjuk le légmentesen a kiivettat a fedéllel. Forgassuk el a kiivettat
dvatosan a vizszintes sikban gy, hogy a két reagens osszekeveredjen. Hagyjuk inkubdlodni legaldbb négy ordn dt
szobahdmérsékleten vagy egy 6rdn dt 40 °C-on.

Mikrobiiretta (4.3.) segitségével titrdljuk az ill6 bazisokat a bérsavoldatban kénsavval (3.5.).

Végezziink vakprobdt ugyanezzel az eljardssal, de az analizdlandé minta hozzdaddsa nélkiil.

Az eredmények kiszimitdsa

1 ml 0,01 moél/liter koncentraciéji H,SO4 0,34 mg ammoénidnak felel meg.

Az eredményt a minta szdzalékdban fejezzik ki.

Ismételhetdség

Az ugyanazon mintdn végzett két pirhuzamos meghatdrozds eredményének kilonbsége nem haladhatja meg:

— 1,0 %-osndl alacsonyabb amméniatartalom esetén relativ értékben a 10 %-ot,

— 1,0 %-o0s vagy anndl magasabb ammoniartartalom esetén abszoltt értékben a 0,1 %-ot.

Eszrevételek

Ha a minta ammoniatartalma meghaladja a 0,6 %-ot, az eredeti sz(irletet higitani kell.
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3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

4.1.

4.2.

. DESZTILLALASSAL
Cél és alkalmazisi teriilet
Ez a modszer lehet6vé teszi a karbamidot gyakorlatilag nem tartalmazo halliszt ammoénidban kifejezett illo
nitrogénbézis-tartalmdnak meghatdrozasit. Csak 0,25 %-ndl alacsonyabb ammoéniatartalom esetén alkalmaz-
hato.
Vizsgilati alapelv
A mintat vizzel extrahaljuk, majd az oldatot deritjiik és sztirjik. Az illé nitrogénbadzist forrdsponton szoritjuk ki
magnézium-oxid hozzdaddsdval, és meghatdrozott mennyiségli kénsavban fogjuk fel, amelynek feleslegét
ndtrium-hidroxid oldattal titrdljuk vissza.

Reagensek

20 %-os (w/v) triklor-ecetsav oldat.
Magnézium-oxid.
Habzdsgatlé emulzi6 (pl. szilikon).

sz

0,3 %-os metilvoros-oldat 95-96 % (v/v) etanolban.

Eszkozok

BillenGdobos keverdgép: kb. 35-40 fordulatszdm/perc teljesitménnyel.

Kjeldahl-féle leparlokésziilék.

A vizsgdlat médja
Mérjink le 10 g mintdt 1 mg pontossaggal, és tegyiik egy 100 ml vizet tartalmazé 200 ml-es mérSlombikba.

Keverjiik a kever§gépben 30 percen at. Adjunk hozzd 50 ml triklor-ecetsavas oldatot (3.1.), toltsiik fel térfogatra
vizzel, razzuk ssze alaposan, majd sz{rjiik at hajtogatott sz{irén.

Vegyiink a tiszta sz(irletbSl elegendd mennyiséget, hogy a feltételezett ill6 nitrogénbazis-tartalmat meg tudjuk
hatdrozni (100 ml mennyiség rendszerint megfelel a célnak). Higitsuk fel 200 ml-re, és adjunk hozzd 2 g
magnézium-oxidot (3.2.), valamint néhdny csepp habzdsgdtlé emulziét (3.3.). Az oldatnak lakmuszpapirral
mérve ldgos kémhatdstnak kell lennie; ha nem az, adjunk hozzd egy kevés magnézium-oxidot (3.2.). Folytassuk a
nyersfehérje meghatdrozdsira az 5.2. vagy 5.3. pontban ismertetett médszer szerint (e melléklet C. része).

Végezziink vakprébdt ugyanezzel az eljdrdssal, de az analizdland6 minta hozzdaddsa nélkiil.

Az eredmények kiszdmitdsa

1 ml 0,05 mol/liter koncentraciéji H,SO4 1,7 mg ammonidnak felel meg.
Az eredményt a minta szdzalékdban fejezzik ki.

Ismételhetdség

Az ugyanazon mintan végzett két pirhuzamos meghatdrozds eredménye kozotti kilonbség nem haladhatja meg
relativ értékben az amméniatartalom 10 %-at.

F.  AZ AMINOSAVAK MEGHATAROZASA (A TRIPTOFAN KIVETELEVEL)
Cél és alkalmazdsi teriilet

Ez a médszer a takarmanyok szabad (szintetikus és természetes) és sszes (peptidhez kotott és szabad) aminosav-
tartalmdnak meghatdrozdsdt teszi lehetdvé, aminosav-analizdtort haszndlatival. A modszer a kovetkezd
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2.1.

2.2

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

aminosavakra alkalmazhaté: cisztein, metionin, lizin, treonin, alanin, arginin, aszparaginsav, glutaminsav, glicin,
hisztidin, izoleucin, leucin, fenilalanin, prolin, szerin, tirozin és valin.

A moédszer nem tesz killonbséget az aminosav s6i kozott, és nem kiilonbozteti meg az aminosavak D és L
formdit. A médszer nem érvényes triptofdn vagy az aminosavak hidroxi analdgjainak meghatarozdsara.

Vizsgilati alapelv
Szabad aminosavak

A szabad aminosavakat hig sésavval extrahdljuk. Az egyiitt extrahdlt nitrogéntartalmi makromolekuldkat
szulfoszalicilsavval csapatjuk ki, és sztiréssel tavolitjuk el. A sz{irt oldat kémhatdsat pH = 2,20 értékre dllitjuk be.
Az aminosavakat ioncserés kromatografidval valasztjuk szét, és ninhidrines reakciéval, 570 nm-en végzett
fotometrids detektdldssal hatdrozzuk meg.

Osszes aminosav

A vilasztott eljards fiigg a vizsgalt aminosavaktdl. A ciszteint és a metionint a hidrolizis el6tt ciszteinsavva, illetve
metionin-szulfonnd kell oxiddlni. A tirozint az oxiddlatlan mintdk hidrolizdtumaibdl kell meghatdrozni. Az
(1) bekezdésben felsorolt dsszes tobbi aminosav akdr oxidalt, akdr oxidalatlan mintdbol meghatdrozhatd.

Az oxiddlast 0 °C-on végezziik perhangyasav/fenol keverékével. A oxiddloszer-felesleget natrium-diszulfittal
bontjuk le. Az oxidalt vagy oxiddlatlan mintat sésavval (3.20.) hidrolizaljuk 23 érdn keresztiil. A hidrolizdtum
kémhatdsat pH = 2,20 értékre allitjuk be. Az aminosavakat ioncserés kromatogréfidval valasztjuk szét, és
ninhidrines reakciéval, 570 nm-en (prolin esetében 440 nm-en) végzett fotometrids detektaldssal hatdrozzuk
meg.

Reagensek

Kétszer desztilldlt vizet vagy ezzel egyenérték(i mindségti vizet kell haszndlni (vezetSképessége < 10 pS).
Hidrogén-peroxid, w (wfw) = 30 %.

Hangyasav, w (w/w) = 98-100 %.

Fenol.

Natrium-diszulfit.

Natrium-hidroxid.

5-szulfo-szalicilsav-dihidrat.

Sosav, stirisége megkozelitSleg 1,18 g/ml.

tri-ndtrium-citrat-dihidrat.

2,2-Tiodietanol (tiodiglikol).

Natrium-klorid.

Ninhidrin.

Petroléter, forraspont-tartomédny: 40-60 °C.

Norleucin vagy mds, belsé standardként torténd haszndlatra alkalmas vegyiilet.
Nitrogéngédz (10 ppm-nél kevesebb oxigénnel).

1-oktanol.
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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.

Aminosavak.

Az 1. pontban felsorolt standard anyagok. Tiszta vegyiiletek kristdlyviztartalom nélkiil. Haszndlat el6tt egy hétig
szdritsuk vakuumban P,05 vagy H,SOy4 felett.

Ciszteinsav.

Metionin-szulfon.

Nétrium-hidroxid-oldat, ¢ = 7,5 mol/l:

Oldjunk fel 300 g NaOH-t (3.5.) vizben, és vizzel toltsiik fel 1 I-re.
Nétrium-hidroxid-oldat, ¢ = 1 mél/l:

Oldjunk fel 40 g NaOH-t (3.5.) vizben, és vizzel toltsiik fel 1 l-re.

Hangyasav-fenol oldat:

Elegyitsiink 889 g hangyasavat (3.2.) 111 g vizzel és adjunk hozzd 4,73 g fenolt (3.3.).
Hidrolizis keverék ¢ = 6 mél HCl [1 1 g fenol/l tartalommal:

Adjunk egy g fenolt (3.3.) 492 ml HCl-hez (3.7.), és vizzel toltsiik fel 1 l-re.

Extrahalé keverék, ¢ = 0,1 mél HCI[l 2 %-os tiodiglikol tartalommal: Vegytink 8,2 ml HCl-t (3.7.), higitsuk
megkozelitSleg 900 ml vizzel, adjunk hozzad 20 ml tiodiglikolt (3.9.), és vizzel toltsiik fel 1 l-re (ne keverjitk ossze
kozvetleniil a 3.7.-et és 3.9.-et).

5-szulfo-szalicilsav 8 = 6 %:
Oldjunk fel 60 g 5-szulfo-szalicilsavat (3.6.) vizben, és vizzel toltsiik fel 1 I-re.
Oxidal6 keverék (perhangyasav-fenol):

Elegyitsiink 0,5 ml hidrogén peroxidot (3.1.) 4,5 ml hangyasav-fenol oldattal (3.19.) egy kis f6z6pohdrban.
Inkubdljuk 20-30 °C-on egy 6rdn dt a perhangyasav keletkezéséhez, majd hiitsiik le jeges vizfiird6ben (15
percig), mielStt a mintdhoz adndnk.

Figyelem: Keriiljiik a bérrel vald érintkezést, és viseljiink védéruhdzatot.
Citratpuffer, ¢ = 0,2 mél Na*[l, pH 2,20:

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

Eludlé pufferek, a haszndlt analizétor feltételei szerint készitve (4.9.).
Ninhidrin reagens, a hasznalt analizdtor feltételei szerint készitve (4.9.).
Aminosavak standardoldata. Ezeket az oldatokat 5 °C alatt kell tdrolni.
Aminosavak standard torzsoldata (3.16.1.).

¢ = 2,5 pmodl[l, mindegyik s6savban.

Kereskedelmi forgalomban kaphaté.

Ciszteinsav és metionin-szulfon standard torzsoldata, ¢ = 1,25 pmol/ml.

1 literes mérélombikban citrdtpufferban (3.24.) oldjunk fel 0,2115 g ciszteinsavat (3.16.2.) és 0,2265 g metionin
szulfont (3.13.), majd az oldatot toltsiik fel jelig citratpufferrel. Legfeljebb 12 hénapig tdroljuk 5 °C alatt. Nem
hasznéljuk ezt az oldatot, ha a standard torzsoldat (3.27.1.) tartalmaz ciszteinsavat és metionin szulfont.
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3.27.3.

3.27.4.

3.27.5.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

5.1.

Bels§ standard pl. norleucin standard torzsoldata, ¢ = 20 pmdl/ml.

Mérélombikban oldjunk fel 0,6560 g norleucint (3.13.) citrdtpufferben (3.24.), majd az oldatot toltsiik fel
250 ml-re citratpufferrel. Legfeljebb 6 héonapig tdroljuk 5 °C alatt.

Standard aminosavak kalibrdlooldata hidrolizdtumokkal val haszndlatra, ¢ = 5 nmdl/50 pl ciszteinsav és
metionin szulfon é ¢ = 10 nmol/50 pl mds aminosav. Egy 100 ml-es f6z6pohdrban oldjunk fel 30 ml
citratpufferben (3.24.) 2,2 g ndtrium-kloridot (3.10.). Adjunk hozza 4,00 ml standard aminosav-torzsoldatot
(3.27.1.), 4,00 ml ciszteinsav és metionin szulfon standard torzsoldatot (3.27.2.) és 0,50 ml-t a bels§ standard
(3.27.3.) standard torzsoldatdbdl, ha ilyet haszndlunk. A pH-t llitsuk 2,20-re ndtrium-hidroxiddal (3.18.).

Ontsiik 4t a teljes mennyiséget egy 50 ml-es mérélombikba, téltsiik fel jelig citratpufferrel (3.24.), és keverjiik
Ossze.

Legfeljebb 3 hoénapig taroljuk 5 °C alatt.
Lisd még az Eszrevételek 9.1. pontjat.

Standard aminosavak kalibrdl6oldata hidrolizatumokkal val6 hasznalatra, az 5.3.3.1. pont szerint készitve és a
kivonatokkal valé haszndlatra (5.2.). A kalibral6oldat a 3.27.4. pont szerint késziil, de elhagyjuk a natrium-
kloridot.

Legfeljebb 3 hénapig taroljuk 5 °C alatt.

Eszkozok

100 vagy 250 ml-es visszafolyds hiitdvel elldtott gomblombik.

100 ml-es, csavaros tetejii, gumifteflon béléses borszilikat tiveglombik (pl. Duran, Schott) kemencében torténd
hasznalatra.

Intenziv szell6ztetésii és + 2 °C-ndl nagyobb pontossigti hémérséklet-szabélyozéval elldtott kemence.
pH-mér6 (hdrom tizedesjegyig)

0,22 pm-es membranszrd.

Centrifuga.

Rotéci6s vakuumbeparld.

Mechanikus vagy mégneses keverdberendezés.

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

A kolonna szulfondlt polisztirol gyantdval van toltve, amely képes az aminosavak egymdstdl és mds ninhidrin-
pozitiv anyagoktdl valé elvélasztdsdra. A puffer és ninhidrin vonal dramldsit + 0,5 %-os dramldsi stabilitdsd
szivattytk biztositjék a standard kalibrdlds és a minta analizisének id6szakdban.

Néhdny aminosav-analizdtorndl olyan hidrolizises eljardsok is alkalmazhatk, amelyekben a hidrolizatum
natriumkoncentriciéja k = 0,8 mol[l, és amelyek tartalmazzdk az oxiddcios 1épésbdl szdrmazé valamennyi
hangyasavmaradékot. Mds analizdtorok nem biztositanak megfelel elvalasztdst bizonyos aminosavak esetében,
ha a hidrolizatum feleslegben tartalmaz hangyasavat, és/vagy magas benne a ndtrium-ion koncentraci6. Ebben az
esetben a sav térfogatdt a hidrolizis utdn és a pH-beallitds el6tt mintegy 5 ml-re val6 beparldssal csokkentjitk. A
bepérlst vakuum alatt és maximum 40 °C-on kell végezni.

A vizsgdlat médja
A minta el6készitése
A mintat gy 6r6ljiik meg, hogy 4tjusson egy 0,5 mm-es szitdn. Orlés el6tt a nagy nedvességtartalmd mintakat

vagy légszdraz dllapotba kell hozni 50 °C-ndl nem magasabb hémérsékleten, vagy liofilizalni kell azokat. A nagy
zsirtartalmd mintdkat 6rlés eltt petroléterrel (3.12.) extrahdlni kell.
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5.2.

5.3.

5.3.2.1.

5.3.2.2.

5.3.2.3.

A szabad aminosavak meghatdrozdsa takarmdnyokban és elGkeverékekben
Az el6készitett mintdbdl (5.1.) megfelel6 mennyiséget (1-5 g) mérjiink be 0,2 mg pontossdggal egy Erlenmeyer-
lombikba, és adjunk hozzd 100,0 ml extrahdl6 keveréket (3.21.). Rdzassuk a keveréket 60 percig mechanikus

rdzogép vagy mdgneses keverd segitségével (4.8.). Hagyjuk leiilepedni az iledéket, és a feliilisz6 oldatbdl
pipettdzzunk 10,0 ml-t egy 100 ml-es f6z8pohdrba.

Keverés kozben adjunk hozzd 5,0 ml szulfoszalicilsavat (3.22.), és folytassuk a keverést mdgneses keverd
segitségével 5 percig. A feliiliiszo folyadékot sziirjik le, vagy centrifugdljuk a csapadék levélasztdsa céljdbol. A
kapott oldat 10,0 ml-ét tegyitk egy 100 ml-es f6z8pohérba, és dllitsuk be a pH-t 2,20-ra ndtrium-hidroxid-
oldattal (3.18.), majd toltsiik 4t egy megfelel§ térfogati mérélombikba citrdt-puffer segitségével (3.24.), és a
lombikot toltsiik fel jelig a pufferoldattal (3.24.).

Ha belsé standardot hasznalunk, adjunk 1,00 ml bels§ standardot (3.27.3.) minden 100 ml végs6 oldathoz, és a
lombikot toltsiik fel jelig a pufferoldattal (3.24.).

Folytassuk a miiveletet a kromatogréfidval, az 5.4. pont szerint.

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

Osszes aminosav meghatdrozdsa

Oxidécid

0,2 mg pontossiggal mérjiink ki 0,1-1 g-ot az el8készitett mintabdl (5.1.):

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

—  egy 250 ml-es gobmblombikba (4.1.), ha alacsony nétriumkoncentraciéra van sziikség (5.3.3.1.), vagy

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

A kimért mintamennyiségnek hozzdvetSlegesen 10 mg nitrogéntartalommal és legfeliebb 100 mg
nedvességtartalommal kell rendelkeznie.

Helyezziik a lombikot/palackot jeges vizfiirdébe, és hiitsiik le 0 °C-ra, adjunk hozzd 5 ml oxiddcids keveréket
(3.23.), és keverjitk Gssze egy hajlitott végii tivegspatuldval. Zarjuk le 1égmentesen a spatuldt is magdban foglal6
lombikot/palackot, tegyiik a lezart tartdlyt tartalmazo jeges vizfiird6t 0 °C-os hiitGszekrénybe, és hagyjuk llni 16
oOran keresztiil. 16 6ra mulva vegyiik ki a htit@szekrénybdl, és a feleslegben 1év6 oxidalé reagenst 0,84 g nédtrium-
diszulfit (3.4.) adagoldsdval bontsuk le.

Folytassuk a miveletet az 5.3.2.1. pont szerint.

Hidrolizis
Az oxiddlt mintdk hidrolizise

Az 5.3.1. pont szerint elkészitett oxidalt mintdhoz adjunk 25 ml hidroliziskeveréket (3.20.), tigyelve arra, hogy
lemossuk az edény faldra és a spatuldra tapadt mintamaradékot.

Az alkalmazott hidrolizis-eljardstdl fiiggGen az 5.3.2.3. vagy az 5.2.3.4. pont szerint folytassuk a miiveletet.

A nem oxiddlt minta hidrolizise

Mérjink be egy 100 ml-es vagy egy 250 ml-es gomblombikba (4.1.) vagy egy 100 ml-es csavaros fedeld palackba
(4.2) 0,1-1 g-ot az ecl6készitett mintdb6l (5.1) 0,2 mg pontossiggal. A mintdbél bemért adagnak
hozzdvetélegesen 10 mg nitrogéntartalommal kell rendelkeznie. Ovatosan adjunk hozzd 25 ml hidroliziske-
veréket (3.20.), és keverjitk Gket Ossze. Az 5.3.2.3. vagy az 5.3.2.4. pont szerint folytassuk a mveletet.

Nyitott hidrolizis
Tegyiink 3 {iveggyongyot a lombikban 1évS keverékbe (ami az 5.3.2.1. vagy az 5.3.2.2. pont szerint késziilt), és

forraljuk folyamatos buborékolds mellett, reflux alatt, 23 6rdn keresztiil. Amikor a hidrolizis befejezédott,
mossuk ki a htitét 5 ml citrdt-pufferrel (3.24.). Vegyiik le a lombikot, és hiitsiik le jeges vizfiirdGben.

Az 5.3.3. pont szerint folytassuk a miveletet.
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5.3.2.4.

5.3.3.1.

5.3.3.2.

5.4.

Zdrt hidrolizis

Tegyik az 5.3.2.1. vagy az 5.3.2.2. pont szerint elkészitett keveréket tartalmazé palackot egy 110 °C-os
kemencébe (4.3.). A (gazfejlédésnek tulajdonithatd) nyomds kialakuldsdnak megel6zése és a robbands elkeriilése
érdekében az els@ 6rdban helyezziik a csavaros fedelet az edény nyildsara. Ne zarjuk le az edényt a fedGvel. Egy
ora elteltével zarjuk le az edényt a fedGvel, és hagyjuk a kemencében (4.3.) 23 6rdn keresztiil. Amikor a hidrolizis
befejezGdott, vegyiik ki az edényt a kemencébdl, dvatosan nyissuk fel a palack fedelét, és tegyiik a palackot jeges
vizfirdébe. Hagyjuk lehdlni.

A pH beillitdsdhoz alkalmazott eljardstdl fiiggben (5.3.3.) a palack tartalmdt teljes egészében vigyiik 4t egy
250 ml-es f6z6pohdrba vagy egy 250 ml-es gomblombikba citrt-puffer segitségével (3.24.).

Az 5.3.3. pont szerint folytassuk a mdveletet.

A pH bedllitdsa

Az aminosav-analizator (4.9.) ndtriummal szembeni t(ir6képességétdl fiiggden az 5.3.3.1. vagy az 5.3.3.2. pont
szerint végezziik el a pH bedllitdsat.

Alacsony ndtriumkoncentrdcidt igénylé kromatogrdfids rendszerek (4.9.) esetén:

Tandcsos belsé standard torzsoldatot (3.27.3.) haszndlni alacsony natriumkoncentrdciot igényl6 aminosav-
analizdtorok alkalmazdsa esetén (amikor a sav térfogatdt csokkenteni kell).

Ebben az esetben beparlds el6tt adjunk 2,00 ml belsd standard torzsoldatot (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.

Rotdcids bepdrld 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 6nteni, 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-analizdtor (4.9.) esetén:

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

Szobahdmérsékleten dllitsuk be a pH-t 2,20-re a 3.17. pont alatti natrium-hidroxid-oldattal és végiil a 3.18. pont
alatti ndtrium-hidroxid-oldattal. Folytassuk a mdveletet az 5.3.4. pont szerint.

Mintaoldat a kromatogrdfidhoz

A bedllitott pH-jai hidrolizatumot (5.3.3.1. vagy 5.3.3.2.) maradék nélkiil, citrat-pufferrel vigyiik at egy 200 ml-es
mér6lombikba, és toltsiik fel jelig a pufferrel (3.24.).

Ha még nem hasznéltunk bels§ standardot, adjunk hozzd 2,00 ml belsé standardot (3.27.3.), és toltsiik fel jelig
citrat-pufferrel (3.24.). Keverjiik 6ssze alaposan.

Folytassuk a mveletet a kromatogréfidval (5.4.).

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

Kromatogrdfia

Kromatogréfids vizsgélat el6tt a kivonatot (5.2.) vagy a hidrolizdtumot (5.3.4.) dllitsuk be szobahdmérsékletre.
Rézzuk fel a keveréket, és sziirjiink dt megfelel6 mennyiséget egy 0,2 pm-es membransziirén (4.5.). A kapott
tiszta oldatot vessiik ald ioncserés kromatografidnak aminosav-analizdtor segitségével (4.9.).

Az injektéldst lehet kézzel vagy automatikusan végezni. Ugyeljiink arra, hogy — + 0,5 %-os eltéréssel — azonos
mennyiség(i oldatot tegyiink az oszlopra a standardok és mintdk analiziséhez, kivéve, amikor bels§ standardot
hasznélunk, valamint, hogy a nétrium-aminosav ardnyok, amennyire csak lehet, megegyezzenek a standardban
és a mintdban.
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6.1.

A kalibrélds gyakorisdga dltaldban a ninhidrin reagens és az analitikai rendszer stabilitdsdtdl fiigg. A standardot
vagy a mintat citrdt-pufferrel (3.24.) higitjuk annak érdekében, hogy a standard csticsteriilete a minta aminosav
cstcsterilletének 30-200 %-a legyen.

Az aminosavak kromatografids vizsgdlata az alkalmazott analizdtor és a haszndlt gyanta tipusdtdl fiiggGen
némiképp eltérhet. A vélasztott rendszernek képesnek kell lennie arra, hogy az aminosavakat elvilassza
egymdstol és a ninhidrin-pozitiv anyagokt6l. A mtikodési tartoményban a kromatografids rendszer reakcidjanak
egyenesen ardnyosnak kell lennie a kolonndra felvitt aminosavak mennyiségével.

A kromatogrifids 1épésnél az aldbbiakban emlitett csics-mélyponti ardnyt alkalmazzuk, amikor (a meg-
hatdrozandé aminosavak vonatkozdsiban) ekvimoldris oldatot analizdlunk. Az ekvimoldris oldatnak az
aminosav-analizdtor rendszerrel (4.9.). pontosan mérhet6 aminosavak maximalis mennyiségének legalabb 30 %-
at tartalmaznia kell.

A treonin-szerin szétvilasztisandl a kromatogramon a két egymdst atfedd aminosav koziil a kisebb cstics-
mélyponti ardnya ne haladja meg a 2:10 értéket (ha csak cisztein, metionin, treonin és lizin meghatdrozdsarol
van sz6, a szomszédos csticsok nem megfelel elvaldsa hatranyosan befolydsolja a meghatdrozdst). Minden mds
aminosav esetében a szétvalasztisnak jobbnak kell lennie, mint 1:10.

A rendszernek el kell tudnia vélasztani a lizint a ,mesterséges lizin képz6dményekt6l” és az ornitintdl.

Az eredmények kiszdmitdsa

Minden aminosavra megmérjitkk a minta és a standard csticsteriiletét, és kiszamitjuk a minta egy kg-jdban lévg
aminosav g-ban kifejezett mennyiségét (X).

7A><c><M><V
"Bxmx1000

D
Ha bels§ standardot hasznilunk, szorozzuk meg E_Vd

= a hidrolizdtum vagy a kivonat cstcsteriilete
= a kalibrdl6 standardoldat csticstertilete

= a hidrolizdtumban vagy a kivonatban 1év6 bels6 standard cstcsteriilete

o N % >

= a bels§ standard, kalibrdl6 standardoldat cstcsteriilete

M = a meghatdrozand6 aminosav moéltomege

¢ = a standard koncentraciéja pmol/l-ben

m = a minta tomege (g) (ha szdritott vagy zsirtalanitott, akkor az eredeti tomegre korrigilva)

V = ml osszes hidrolizdtum (5.3.4.) vagy ml kivonat (6.1.) szdmitott teljes higitdsi térfogata

Mind a cisztin, mind a cisztein mint cisztein-sav keriil meghatdrozasra az oxidalt minta hidrolizatumaiban, de
cisztinként keriil kiszdmitdsra (C4H;,N,04S, MW 240,30 g/mdl), ha MW 120,15 g/mdlt (= 0,5 x 240,30 g/mdl)
hasznalunk.

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

A hozzédadott szabad metionin extrahdlds utdn metioninként keriil meghatérozdsra, és a szdmitdshoz ugyanezt a
molekulatomeget (M) hasznéljuk.

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

100 ml x (10 ml + 5 ml) Vv

F 10 ml *10

V = a végs6 kivonat térfogata
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7. A médszer értékelése

A médszert nemzetkézi osszehasonlité vizsgdlat sordn ellendrizték, amelyet 1990-ben végeztek négy killonbozd
takarmdny (kevert sertéstdp, brojlertapkeverék, fehérjekoncentrtum, el6keverék) felhasznaldsaval. A szélsGérté-
kek kizdrdsaval kapott dtlagértékeket és standard szérdsokat az ebben a pontban taldlhaté tabldzatok mutatjdk

be:
Atlagértékek glkg-ban
Aminosav
Referenciaanyag

Treonin Ciszt(e)in Metionin Lizin

Kevert sertéstdp 6,94 3,01 3,27 9,55
n=15 n=17 N=17 n=13

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

Fehérjekoncentrdtum 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 részt vevd laboratériumok szdma

7.1. Ismételhetdség

A fent emlitett osszehasonlité vizsgalat ismételhetSségét ,laboratériumon belilli szérdsként” kifejezve az aldbbi
téblazatok mutatjak:

Laboratériumon beliili szérds (S,) g/kg

Aminosav
Referenciaanyag

Treonin Ciszt(e)in Metionin Lizin

Kevert sertéstap 0,13 0,10 0,11 0,26
n=15 n=17 n=17 n=13

Brojlertdpkeverék 0,20 0,11 0,16 0,28
n=16 n=18 n=18 n=16

Fehérjekoncentratum 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 részt vevs laboratoriumok szdma

A laborat6riumon beliili szords (S,) relativ szérdsa ( %)

Aminosav
Referenciaanyag

Treonin Ciszt(e)in Metionin Lizin

Kevert sertéstap 1,9 3,3 3,4 2,8
n=15 n=17 n=17 n=13

Brojlertapkeverék 2,1 2,8 3,1 2,1
n=16 n=18 n=18 n=16

Fehérjekoncentra- 2,7 2,6 2,2 2,4
tum n=16 n=17 n=17 n=15
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Aminosav
Referenciaanyag
Treonin Ciszt(e)in Metionin Lizin
Elgkeverék 2,2 — 2,4 2,1
n=16 n=16 n=16

n = a részt vevd laboratériumok szdma

7.2 Reprodukdlhatésdg

A fent emlitett dsszehasonlitd vizsgdlatra vonatkozdan, a kiillonbozd laboratériumok kozotti szérdsértékeket az

alabbi tabldzat adja meg:

Laboratériumon beliili sz6rds (Sg) g/kg

Aminosav
Referenciaanyag

Treonin Ciszt(e)in Metionin Lizin

Kevert sertéstap 0,28 0,30 0,23 0,30
n=15 n=17 n=17 n=13

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

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

El6keverék 2,49 — 6,20 6,62
n=16 n=16 n=16

n = a részt vevd laboratériumok szdma
A laborat6ériumon beliili szords (Sg) relativ szérdsa ( %)
Aminosav
Referenciaanyag

Treonin Ciszt(e)in Metionin Lizin

Kevert sertéstp 4,1 9,9 7,0 3,2
n=15 n=17 n=17 n=13

Brojlertapkeverék 5,2 8,8 10,9 5,4
n=16 n=18 n=18 n=16

Fehérjekoncentratum 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 részt vevd laboratériumok szdma

8. Referenciaanyagok haszndlata

A modszer helyes alkalmazasat lehetGség szerint hitelesitett referenciaanyagokon végzett ismételt mérésekkel kell

ellendrizni. Hitelesitett aminosav-kalibrdlooldattal végzett kalibralds javasolt.

9. Eszrevételek

9.1. Az aminosav-analizdtorok kozotti kiilonbségek miatt a standard aminosavak (ldsd 3.27.4. és 3.27.5.) és a
hidrolizdtumok (ldsd 5.3.4.) kalibralooldatainak végs§ koncentrdciéit irdnyadénak kell tekinteni.
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9.2.

9.3.

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.11.

A berendezés linedris reakcidjanak tartomdnydt valamennyi aminosavra ellendrizni kell.
A standardoldatot citrat-pufferrel higitjuk, hogy a csticsteriiletek a tartomdny kozepére essenek.

Amennyiben nagy teljesitmény folyadékkromatogréfids berendezést haszndlunk a hidrolizétumok elemzéséhez,
a gyarté ajanldsainak megfelelGen kell a kisérleti korilményeket optimalizdlni.

Ha 1 %-ndl tobb kloridot tartalmazé takarmdnyokra (koncentrdtum, dsvdnyi takarmdnyok, kiegészitd
takarmdnyok) alkalmazzuk a mddszert, eléfordulhat a metionin alulértékelése, és ezért specidlis kezelést kell
végezni.

G. A TRIPTOFAN MEGHATAROZASA
Cél és alkalmazisi teriilet

A modszer a takarmanyokban taldlhaté Gsszes és a szabad triptofdn meghatérozdsara szolgal. Nem kiilonbozteti
meg a D- és az L-formékat.

Vizsgidlati alapelv

Az osszes triptofin meghatdrozasahoz a mintét alkalikus koriilmények kozott, telitett barium-hidroxid-oldattal
hidrolizaljuk, majd 110 °C-ra hevitjik, és ezen a hémérsékleten tartjuk 20 oérdn é4t. Hidrolizis utdn belsé
standardot adunk hozza.

A szabad triptofin meghatérozdséhoz a mintdt enyhén savas koriilmények kozott extrahdljuk bels§ standard
jelenlétében.

A hidrolizdtumban vagy a kivonatban taldlhato triptofint és a belsé standardot HPLC-mddszerrel, fluoreszcens
detektdldssal hatdrozzuk meg.

Reagensek

Bideszt vagy azzal egyenértékdi mindségti vizet kell haszndlni (konduktivitds < 10 uS/cm).
Standard anyag: vikuumban, foszfor-pentoxid felett szaritott triptofin (tisztasdg[tartalom > 99 %).
Bels§ standard anyag: vikuumban, foszfor-pentoxid felett szdritott a-metil-triptofan (tisztasdg/tartalom > 99 %).

Barium-hidroxid oktahidrt (BaCO; képzddésének elkeriilése érdekében tigyelniink kell arra, hogy a Ba(OH), .
0,8 H,O-t ne tegyiik ki tilzott mértékben levegd hatdsdnak, mert ez zavarhatja a meghatdrozast) (lisd az
Eszrevételek 9.3. pontjit).

Nétrium-hidroxid.

Ortofoszforsav, w (w/w) = 85 %.

S6sav, pyp = 1,19 g/ml.

Metil-alkohol, HPLC mindség.

Petroléter, forrdspont-tartomény: 40-60 °C.

Natrium-hidroxid-oldat, ¢ = 1 mdl/l:

Oldjunk fel 40,0 g NaOH-t (3.5.) vizben, és vizzel (3.1.) toltsiik fel 1 literre.
Sésav, ¢ = 6 mal/l:

Vegyiink 492 ml HCl-t (3.7.), és vizzel toltsiik fel 1 literre.
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3.20.

3.21.

3.22.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4,

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

Sésav, ¢ = 1 mol/l:

Vegyiink 82 ml HCl-t (3.7.), és vizzel toltsiik fel 1 literre.

Sésav, ¢ = 0,1 mol/l:

Vegyiink 8,2 ml HCl-t (3.7.), és vizzel toltsiik fel 1 literre.

Ortofoszforsav, ¢ = 0,5 mol/l:

Vegytink 34 ml ortofoszforsavat (3.6.), és vizzel (3.1.) toltsiik fel 1 literre.
Triptofin (3.2.) koncentrélt oldata, ¢ = 2,50 pmol/ml:

Egy 500 ml-es mérlombikban oldjunk fel 0,2553 g triptofint (3.2.) sdsavban (3.13.), majd az oldatot toltsiik fel
jelig sésavval (3.13.). Taroljuk —18 °C-on maximum négy hétig.

Koncentralt belsd standardoldat, ¢ = 2,50 pmol/ml:

Egy 500 ml-es mérélombikban oldjunk fel 0,2728 g a-metil-triptofint (3.3.) sésavban (3.13.), majd az oldatot
toltsiik fel jelig s6savval (3.13.). Taroljuk —18 °C-on maximum négy hétig.

A triptofdn kalibrdl6 standardoldata és a belsG standard:

Vegytink 2,00 ml-t a triptofdn koncentrélt oldatdbdl (3.15.) és 2,00 ml-t a koncentrélt belsé standard (a-metil-
triptofdn) oldatbdl (3.16.). Oldjuk fel vizben (3.1.) és metil-alkoholban (3.8.) a kész hidrolizdtuméval koriilbeliil
azonos térfogatra és koriilbeliil azonos metil-alkohol koncentréaciéra (10-30 %).

Az oldatot felhasznalds el6tt frissen kell elkésziteni.

Készités sordn kozvetlen napfényhatdstol 6vjuk.

Ecetsav

1,1,1-trikl6r-2-metil-2-propanol.

Etanolamin w (w/w) > 98 %

1 g 1,1,1-trikl6r-2-metil-2-propanol (3.19.) 100 ml metil-alkoholban készitett oldata (3.8.).

Mozgéfazis a HPLC-hez: 3,00 g ecetsav (3.18.) + 900 ml viz (3.1.) +1,1,1-trikl6r-2-metil-2-propanol (3.19.)
metil-alkoholban (3.8.) készitett oldatdnak (3.21.) 50,0 ml-e (1 g/100 ml). A pH-t dllitsuk 5,00-re etanolaminnal
(3.20.). Az oldatot vizzel (3.1.) toltsiik fel 1 000 ml-re.

Eszkézok

HPLC-berendezés spektrofluorometrids detektorral

Folyadékkromatogréfids oszlop, 125 mm x 4 mm, Cyg, 3 pm toltet, vagy azzal egyenértékd oszlop
pH-méré

Polipropilén lombik, 125 ml térfogatti, széles nyakkal és csavaros zdrokupakkal

0,45 pm-es membranszirg

Autokldv, 110 (£2) °C, 1,4 (£ 0,1) bar

Mechanikus vagy mdgneses keverdberendezés

Kémcsdkeverd (vortex).
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5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

A vizsgdlat médja
A mintdk elkészitése

Oroljik meg a mintdt annyira, hogy az dtjusson egy 0,5 mm-es szemméretli szitin. Orlés el6tt a nagy
nedvességtartalmd mintdkat vagy légszaraz dllapotba kell hozni 50 °C-ndl nem magasabb hémérsékleten, vagy
liofilizdlni kell azokat. A nagy zsirtartalmd mintdkat 6rlés el6tt petroléterrel (3.9.) extrahdlni kell.

A szabad triptofdn (kivonat) meghatdrozdsa

1 mg-os pontossaggal mérjiink be az elkészitett mintdbdl (5.1.) megfelel6 mennyiséget (1-5 g) egy Erlenmeyer-
lombikba. Adjunk hozzd 100,0 ml sésavat, k = 0,1 mél[l (3.13.) és 5,00 ml koncentrélt belsé standardoldatot
(3.16.). Razzuk vagy keverjitk 60 percen dt mechanikus rdzgépen vagy mdgneses keverdn (4.7.). Engedjiik a
zagyot letilepedni, majd pipettizzunk a feliilisz6 oldatbél 10,0 ml-t f6z8pohdrba. Adjunk hozzd 5 ml
ortofoszforsavat (3.14.). Natrium-hidroxiddal (3.10.) dllitsuk a pH-t 3,0-ra. Adjunk hozzd annyi metil-alkoholt
(3.8.), hogy a végtérfogatra szdmitott metil-alkohol-koncentrdcié 10 és 30 % kozott legyen. Vigyiik at megfelel§
Girtartalm mér8lombikba, és vizzel higitsuk a kromatogréfidhoz szitkséges térfogatra (koriilbeliil a kalibrald
standardoldat (3.17.) térfogatdval megegyez§ térfogatra).

A HPLC oszlopra valé felvitel el6tt sziirjitk at az oldat néhdny ml-ét 0,45 pm-es membransztirén (4.5). A
kromatografidt az 5.4. bekezdés szerint végezziik.

A standardoldatot és a kivonatokat 6vjuk a kozvetlen napfényhatdstdl. Ha a kivonatokat nem lehet a készités
napjn analizdlni, azok 5 °C-on legfeljebb hirom napig tdrolhatok.

Az Gsszes triptofdn (hidrolizdtum) meghatdrozdsa

Az elkészitett mintabdl (5.1.) mérjiink be 0,2 mg-os pontossaggal 0,1-1 g-ot a polipropilén lombikba (4.4.). A
kimért mintamennyiség nitrogéntartalmanak kb. 10 mg-nak kell lennie. Adjunk hozzd 8,4 g barium-hidroxid-
oktahidratot (3.4.) és 10 ml vizet. Keverjitk ossze kémcsGkeverdvel (4.8.) vagy mégneses keverén (4.7.). A
teflonbevonatii magnest hagyjuk a keverékben. Mossuk le 4 ml vizzel az edény faldt. Helyezziik rd a csavaros
zarokupakot, és lazdn zdrjuk le a lombikot. Helyezziik autoklavba (4.6.) forrd vizzel, és g6zoljikk 30-60 percig.
Zérjuk be az autoklavot, és autokldvozzuk 110 (£2) °C hdmérsékleten 20 6ran at.

Az autokldv kinyitdsa elStt csokkentsiik a hémérsékletet kevéssel 100 °C ald. A Ba(OH), .0,8 H,0O
kikristdlyosoddsdnak elkeriilése érdekében adjunk a meleg keverékhez 30 ml, szobahSmérsékletli vizet.
Ovatosan razzuk vagy keverjitk 6ssze. Adjunk hozzd 2,00 ml koncentrdlt bels§ standard (a-metil-triptofan)
oldatot (3.16.). Hitsiik az edényeket viz- vagy jégfiird6ben 15 percen it.

Ezutdn adjunk hozzd 5 ml ortofoszforsavat (3.14.). Tartsuk az edényt a htdfurdében, és keverés kozben
semlegesitsiik az oldatot sésavval (3.11.), majd dllitsuk a pH-t 3,0-ra sésavval (3.12.). Adjunk hozzd annyi metil-
alkoholt, hogy a végtérfogatra szdmitott metil-alkohol-koncentracié 10 és 30 % kozott legyen. Vigyiik ét
megfeleld drtartalmt mérSlombikba, és vizzel higitsuk a kromatogréfidhoz sziikséges térfogatra (példaul 100 ml-
re). Ugyeljiink, hogy a metil-alkohol hozzdaddsa ne okozzon kicsapoddst.

A HPLC oszlopra valé felvitel el6tt szdrjitk dt az oldat néhdny ml-ét 0,45 pm-es membrinszirén (4.5.). A
kromatogréfidt az 5.4. bekezdés szerint végezziik.

A standardoldatot és a kivonatokat 6vjuk a kozvetlen napfényhatdst6l. Ha a hidrolizdtumokat nem lchet a
készités napjan analizdlni, azok 5 °C-on legfeljebb harom napig tdrolhatok.

Meghatdrozds HPLC-vel

Az izokratikus eliciéra vonatkozé kovetkezS paraméterek dtmutatdsul szolgdlnak; mds paraméterek is
alkalmazhatok, feltéve, hogy ezzel egyenértékdi eredményeket adnak (ldsd még az Eszrevételek 9.1. és 9.2.
pontjat).

Folyadékkromatografids ~ Cjg, 125 mm x 4 mm, 3 pm-es toltettel, vagy ezzel egyenértékdi berendezés.
oszlop (4.2.):

Oszlophémérséklet: szobahémérséklet
Mozgdfazis (3.22.): 3,00 g ecetsav (3.18.) + 900 ml viz (3.1) + az 1,1,1-triklér-2-metil-2-propanol

(3.19.) metil-alkohollal (3.8.) késziilt oldatdnak (3.21.) (1 g/100 ml) + 50,0 ml-e. A
pH-t etanolaminnal (3.20.) allitsuk 5,00-re. Toltsiik fel vizzel (3.1.) 1 000 ml-re.

Atéramlasi sebesség: 1 ml/perc.

Teljes futdsids: koriilbeliil 34 perc

Kimutatasi hullimhossz:  gerjesztés: 280 nm, emisszio: 356 nm.
Befecskendezett mennyiség: 20 pl.
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6. Az eredmények kiszimitdsa

100 g mintdban 1év§ triptofin grammban kifejezett mennyiségét (X) az aldbbiak szerint szdmitjuk.

_A><B><V1><c><V2><M
"CxDxV;x10000 x m

A = abelsd standard, standard kalibrdléoldat (3.17.) csicsteriilete

B = a triptofdn -kivonat (5.2.) vagy -hidrolizdtum (5.3.) cstcsteriilete

V; = a kalibrdléoldathoz (3.17.) hozzdadott koncentrélt triptofdnoldat (3.15.) térfogata ml-ben (2 ml)

¢ = a kalibrdl6oldathoz (3.17.) hozzdadott koncentrdlt triptofdnoldat (3.15.) koncentracidja, pmol/ml-ben

(= 2,50)

V, = az extrahdldsndl (5.2.) (= 5,00 ml) vagy a hidrolizdtumhoz (5.2.) (= 2,00 ml) hozzdadott, koncentrélt belsé
standardoldat (3.16.) térfogata ml-ben

C = abelsd standard, kivonat (5.2.) vagy hidrolizdtum (5.3.) cstcsteriilete

a triptofan, standard kalibrdléoldat (3.17.) cstcsteriilete

=
I

= a standard kalibrél6oldathoz (3.17.) hozzdadott, koncentrélt bels§ standardoldat (3.16.) térfogata, ml-ben
(= 2,00 ml)

m = a minta tomege, g-ban (szdritott és/vagy zsirtalanitott minta esetében az eredeti tomegre korrigélt)

M = a triptofdn molekulatomege (= 204,23 g/mol)

7. IsmételhetGség

Ugyanazon a mintdn végzett két parhuzamos meghatdrozds eredményének killonbsége nem haladhatja meg a
magasabb érték 10 %-at.

8. A korvizsgélat eredményei

Ko6zosségi korvizsgalatra keriilt sor (negyedik korvizsgdlat), amelynek sordn hirom mintdt vizsgdltak meg a
hidrolizis médszerének hitelesitése céljabol, 12 laboratériumban. Mindegyik mintdt tobbszor (5) analizaltak. Az
eredmények a kovetkezd tdbldzatban szerepelnek:

1. mi 2. minta 3. minta

. minta N N . .

Sertésté L-triptofdnnal kiegészitett Takarmdnykoncentrdtum ser-
P sertéstdp tések szdmdra

L 12 12 12

n 50 55 50

Atlag [g[kg] 2,42 3,40 4,22

s: [g/kg] 005 005 0,08

r [gfkg] 0,14 0.14 0,22

v, [ %] 1,9 1,6 1,9

Sk [g/kg] 0,15 0,20 0,09

R [g/kg] 0,42 0,56 025

CVe [ %] 6,3 6,0 2,2

L = eredményeket bekiild§ laboratériumok szama

n = a(Cochran- és Dixon-probaval azonositott) kiugré értékek kizdrdsat kovetGen megmaradt egyedi értékek

szdma

s, = az ismételhet@ség szordsa

Sk = a reprodukélhatésdg szordsa

r = ismételhetdség

R = reprodukélhatdsig
CV, = az ismételhetdség relativ szordsa, %

CVr = a reprodukélhatdsag relativ szordsa, %
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9.1.

Egy masik kozosségi korvizsgalatot is végeztek (harmadik korvizsgélat), amelynek sordn két mintdt vizsgdltak
meg a szabad triptofan kivondsara haszndlt mddszer hitelesitése céljdbol, 13 laboratériumban. Mindegyik mintét
tobbszor (5) analizéltdk. Az eredmények a kovetkezd tdbldzatban szerepelnek:

4. mi 5. minta
L n?}nta ; Biza és szdja keveréke (= 4. minta)
Biza és sz6ja kevercke hozzdadott triptofinnal (0,457 g/kg‘)
L 12 12
n 55 60
Atlag [g/kg] 0,391 0,931
s: [g/kg] 0,005 0,012
r [g/kg] 0,014 0,034
v, [ %] 1,34 1,34
Sk lg/kg] 0,018 0,048
R [g/kg] 0,050 0,134
CVi [ %] 4,71 5,11
L = eredményeket bekiild§ laboratériumok szdma
n = a(Cochran- és Dixon-probdval azonositott) kiugré értékek kizdrdsat kovetGen megmaradt egyedi értékek
szdma

s, = az ismételhetGség szordsa
Sk = a reprodukdlhatdsdg szordsa
r = ismételhetSség
R = reprodukdlhatdsig
CV, = az ismételhetdség relativ szérdsa, %
CVr = a reprodukalhatdsdg relativ szordsa, %

Egy tovabbi kozosségi korvizsgédlatot is végeztek, amelynek sordn négy mintdt vizsgdltak meg a triptofan
hidrolizisére haszndlt médszer hitelesitése céljabol, hét laboratoriumban. Az eredmények az aldbbi tabldzatban
szerepelnek. Mindegyik mintdt tobbszor (5) analizaltdk.

1. mi 2. minta . .
. minta ! , 3. minta 4. minta
Kevert sertéstap Atilcrs]fél}},lazﬁilsr;r_ Szodjaliszt Folozott tejpor
(CRM 117) (CRM 118) (CRM 119) (CRM 120)
L 7 7 7 7
n 25 30 30 30
Atlag [g/kg] 2,064 8,801 6,882 5,236
s: [g/ke] 0,021 0,101 0,089 0,040
r [g/kg] 0,059 0,283 0,249 0,112
CV, [ %] 1,04 1,15 1,30 0,76
Sk [g/ke] 0,031 0,413 0,283 0,221
R [g/kg] 0,087 1,156 0,792 0,619
CVi [ %] 1,48 4,69 411 422
L = eredményeket bekiild laboratériumok széma
n = a(Cochran- és Dixon-probdval azonositott) kiugré értékek kizardsat kovetGen megmaradt egyedi értékek
szdma
s, = az ismételhetéség szordsa
Sk = a reprodukdlhatdsdg szordsa
r = ismételhetSség
R = reprodukdlhatdsig
CV, = az ismételhetdség relativ szérdsa, %
CVr = a reprodukdlhatdsag relativ szordsa, %
Eszrevételek

Specidlis kromatografids paraméterek alkalmazdsa a triptofin és az a-metil-triptofdn jobb elvélasztdsat teheti
lehet6vé.
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9.2.

9.3.

1.1.

1.2.

1.3.

[zokratikus elticid, majd gradiens oszlopon torténd tisztitds:

Folyadékkromatografidls ~ 125 mm x 4 mm, Cyg, 5 pm toltet, vagy ezzel egyenértékd oszlop
oszlop:

Oszlophémérséklet: 32°C

Mozgéfizis: A: 0,01 mol/l KH,PO,/metil-alkohol, 95+5 (V+V).
B: Metil-alkohol

Gradiens program: 0 perc 100 % A 0% B
15 perc 100 % A 0%B
17 perc 60 % A 40 % B
19 perc 60 % A 40 % B
21 perc 100 % A 0% B
33 perc 100 % A 0%B

Aramlasi sebesség: 1,2 ml/perc

Teljes futtatdsi id6: koriilbeliil 33 perc.

A kromatografia a HPLC tipusatdl és az oszloptoltetként alkalmazott anyagtdl fiiggSen valtozik. A vilasztott
rendszernek képesnek kell lennie a triptofdn és a belsd standard alapvonalon torténé elvélasztésdra. Fontos
tovabbd, hogy a bomldstermékek jol elvdljanak a triptofdntdl és a belsd standardtdl. A belsd standard nélkiili
hidrolizdtumokat is futtatni kell a bels standard alatti alapvonal szennyezettségének ellendrzése céljabol. Fontos,
hogy a futtatdsi id§ elég hosszi legyen az osszes bomldstermék eludldsihoz, mert killonben a késén eludlédd
csticsok zavarhatjdk a késbbi kromatografids futtatdsokat.

A kromatogréfids rendszernek a mtkodési tartomanyban linedris valaszt kell adnia. A linedris vélaszt a belsd

mind a triptofdn-, mind a belsé standard csticsok nagysiga a HPLC/fluoreszcens rendszer linedris tartomédnyaba
essen. Ha a triptofdn- és/vagy a belsd standard cstics(ok) tul kicsi(k) vagy til nagy(ok), az analizist meg kell
ismételni mds mintamérettel és/vagy mds végtérfogattal.

Bdrium-hidroxid

Allds hatésdra a barium-hidroxid egyre nehezebben oldédik. Ennek kovetkeztében a HPLC-meghatdrozdshoz
haszndlt oldat zavaros lesz, ami alacsony triptofinértékeket eredményezhet.

H. NYERSOLAJOK ES ZSIROK MEGHATAROZASA
Cél és alkalmazdsi teriilet

Ez a modszer az allati takarmanyokban 1év6 nyersolajok és zsirok meghatdrozasara szolgal. Nem vonatkozik az
olajos magvakra és olajtartalma gytimolesokre.

A tovébbiakban leirt két modszer haszndlata a takarmdny jellegétSl és Osszetételétdl, valamint az analitikai
vizsgdlat céljatol fugg.

A. eljdrds — Kozvetleniil extrahdlhaté nyersolajok és zsirok

Ez a médszer a novényi eredetii takarmédny-alapanyagok esetében alkalmazhatd, kivéve azokat, amelyek a B.
modszer targykorébe esnek.

B. eljdrds — Osszes nyersolaj és zsir

Ez a médszer az dllati eredet(i takarmany-alapanyagok és minden Osszetett takarmdny esetében alkalmazhaté.
Mindazon anyagokra alkalmazandd, amelyekbdl az olajok és a zsirok teljesen nem extrahdlhatdk el6zetes
hidrolizis nélkal (pl. sikér, éleszt8, burgonyafehérjék és extruddlds, a pelyhesités és a melegités révén készitett
termékek).

Az eredmények értelmezése

Mindazon esetekben, amikor magasabb eredményt kapunk a B. eljdrdssal, mint az A. eljdrdssal, a B. eljardssal
kapott eredményt tekintsiik a helyes értéknek.
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2.1.

2.2,

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

4.1.

4.2.

4.3.

5.1.

5.2.

0

Vizsgilati alapelv
A. mddszer

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

B. mddszer

A mintdt melegités kozben sosavval kezeljiikk. A keveréket lehditjiik, és lesztrjitk. A maradékanyagot kimossuk,
megszaritjuk és a meghatdrozdst az A. médszer 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.

Natrium-szulfat, vizmentes.
Sésav, ¢ = 3 mél/l

Sziirési segédanyag, pl. Kieselguhr, Hyflo-supercel.

Eszkozok

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

Extrahalotégely, petroléterben oldhaté anyagoktdl mentes, a 4.1. pont kovetelményeinek megfeleld porozitdssal.

Szdritokemence, amely lehet 75 3 °C-ra bedllitott vikuumkemence vagy 100 = 3 °C-ra bedllitott légkeveréses
kemence.

A vizsgdlat médja
A. mddszer (ldsd 8.1. pont)

1 mg pontossdggal mérjiink ki 5 g mintdt, toltsiik dt egy extrahdlé tégelybe (4.2.), és fedjiik be egy zsirmentes
gyapotvattatamponnal.

Tegyiik az extrahdlo tégelyt az extrahdlokésziilékbe (4.1.), és extrahdljuk hat 6rdn keresztiil petroléterrel (3.1.). A
petroléter-kivonatot egy horzsakGdarabokat (!) tartalmazo, szdraz, lemért lombikba gyfjtsiik.

Péroljuk be az olddszert. A lombikot mdsfél 6rdn 4t tartsuk a szédritokemencében (4.3.), hogy a maradékanyag
megszaradjon. Hagyjuk kihtilni egy exszikkdtorban, és mérjitk meg a tomegét. Ismét szdritsuk 30 percig annak
biztositdsa érdekében, hogy az olajok és zsirok tomege stabilizdlodjon (a tomegveszteség a két egymdst kovets
mérés kozott legfeliebb 1 mg lehet).

B. mddszer

1 mg pontossdggal mérjiink ki 2,5 ¢ mintdt (ldsd 8.2. pont), tegyik egy 400 ml-es f6z6pohdrba vagy egy
300 ml-es Erlenmeyer-lombikba, adjunk hozzd 100 ml sésavat (3.3.) és horzsakSdarabokat. Fedjik le a
f6zGpoharat egy Oraiiveggel, vagy csatlakoztassunk az Erlenmeyer-lombikhoz egy visszafoly6s hiitt. Lasst
langon vagy f6z6lapon enyhén forraljuk fel, és tartsuk igy egy Ordn keresztiil. Ne hagyjuk, hogy az anyag
odatapadjon az edény faldhoz.

Hiitsiik le, és adjunk hozzd annyi sziirési segédanyagot (3.4.), amely elég ahhoz, hogy megakadilyozza a sztirés
folyamén keletkez§ olaj- vagy zsirveszteséget. Szfirjiik t egy nedvesitett, zsirmentes, kettds sztirGpapiron. 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 extrahdlni kell
az A. médszer szerint.

Amennyiben az olajon vagy a zsiron ezt kovetéen mindség-ellendrzést végeznek, a horzsakédarabokat tiveggyongyokkel helyettesitsiik.
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Tegyiik a maradékanyagot tartalmazé kettSs sztirGpapirt egy orativegre, és szdritsuk a légkeveréses kemencében
(4.3.) masfél ordn keresztiil, 100 °C + 3 °C-on.

Tegyiik a szdraz maradékanyagot tartalmazé kettds sziirSpapirt egy extrahdl6tégelybe (4.2.), és fedjiik le egy
zsirmentes iivegvatta tamponnal. Helyezziik az extrahdl6tégelyt egy extrahdlokésziilékbe (4.1.), és folytassuk a
miveletet az 5.1. pont médsodik és harmadik bekezdése szerint.

Az eredmény kifejezése

A maradékanyag témegét a minta szdzalékdban fejezziik ki.

IsmételhetGség

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

— az 5% alatti nyersolaj és zsirtartalmakndl a 0,2 %-ot, abszoldt értékben,
—  5-10 % kozotti olaj- és zsirtartalom esetében a 4,0 %-ot, a legmagasabb eredményhez viszonyitva,

— a 10 % feletti nyersolaj és zsirtartalmaknal a 0,4 %-ot, abszolut értékben.

Eszrevételek

Magas olaj- és zsirtartalmi termékeknél, amelyeket nehéz felapritani, vagy amelyek nem alkalmasak arra, hogy
homogén vizsgélati mintdt képezziink beldlik, a kovetkezSképpen jarjunk el:

1 mg pontossdggal mérjiink ki 20 g mintat, és keverjitk 6ssze 10 g vagy anndl tobb vizmentes natriumszulfttal
(3.2.). Extrahdljuk petroléterrel (3.1.) az 5.1. pont szerint. A kapott kivonatot toltsiik fel petroléterrel (3.1.)
500 ml-re, és keverjiik ossze. Helyezziink 50 ml oldatot egy horzsakSdarabokat tartalmazé, szdraz, lemért kis
lombikba. Pdroljuk be az oldészert, szdritsuk, majd az 5.1 pont utolsé bekezdésében leirtak szerint jarjunk el.

Tavolitsuk el az olddszert az extrahdl6tégelyben hagyott maradékanyagbdl, apritsuk fel a maradékanyagot 1 mm-
es finomsagura, tegyiik vissza az extrahdl6tégelybe (ne adjunk hozza natriumszulfatot), és az 5.1. pont masodik
és harmadik bekezdésében leirtak szerint folytassuk a miiveletet.

Az olaj- és zsirtartalmat a minta szdzalékdban szamitsuk ki a kovetkez$ képlet segitségével:
(10m; + my) x 5

ahol:

m; = a maradékanyag tomege grammban az els§ extrahdlds utdn (a kivonat aliquot része),

m, = a maradékanyag tomege grammban a mésodik extrahdlds utdn.

Az olajokban és zsirokban szegény termékek esetében a vizsgalati mintdt 5 g-ra lehet novelni.

A magas viztartalmi hobbidllat-eledeleket vizmentes ndtriumszulfattal kell keverni a B. mddszer szerinti
hidrolizis és extrahdlds eldtt.

Az 5.2. pontban hatdsosabb lehet forr6 viz haszndlata hideg viz helyett a maradékanyag sz(irés utini mosasahoz.

Az 1,5 6rds szdritdsi id6t néhany takarmany esetében meg kell hosszabbitani. El kell keriilni a tdlzott szdritast,
mivel az alacsony eredményekhez vezethet. Mikrohullimd siit6 is hasznélhat6.

Az A. médszer szerinti elGzetes extrahdlds a hidrolizis el6tt és a B. mddszer szerinti ismételt extrahilds akkor
javasolt, ha a nyersolaj- és zsirtartalom nagyobb, mint 15 %. Bizonyos mértékig ez a takarmdny jellegétél és a
takarmédnyban 1év6 olaj és zsir jellegétdl fiigg.



L 54/40

Az Eur6pai Unié Hivatalos Lapja 2009.2.26.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

I. A NYERSROST MEGHATAROZASA
Cél és alkalmazisi teriilet

Ez a médszer lehet6vé teszi a takarmédnyokban el6forduld, hagyomanyosan nyersrostnak nevezett, savas és ltigos
kozegben oldhatatlan, zsirmentes szerves anyagok meghatdrozasat.

Vizsgdlati alapelv

hidroxid forrdsban 1évé oldataival kezeljiik. A maradékot zsugoritott iivegsziirével sziiréssel elvélasztjuk,
kimossuk, megszdritjuk, lemérjikk és 475-500 °C-on elhamvasztjuk. A hamvasztdsbdl eredd tomegveszteség
megegyezik a vizsgalati minta nyersrosttartalmaval.

Reagensek

Kénsav, ¢ = 0,13 mol/L

Habzdsgatlé anyag (pl. n-oktanol).

Sztirési segédanyag (Celite 545 vagy azzal egyenértékd), négy ordn at 500 °C-on hevitve (8.6.).
Aceton.

Petroléter, forraspont-tartomédny: 40-60 °C.

Sésav, ¢ = 0,5 mol/l.

Kélium-hidroxid oldat, ¢ = 0,23 mo6l/l.

Eszkozok
Kénsavval vagy kélium-hidroxiddal torténé roncsoldsra szolgdld fiitGegység, amely egy, a sziirGtégely (4.2.)
csatlakoztatdsdra alkalmas tartoval, illetve egy olyan elvezetScsGvel van felszerelve, amelyhez egy lehetéleg

stiritett leveg6vel toltott folyadékelvezet6hoz és a vakuumhoz kapesolt csap tartozik. Haszndlat el6tt mindennap
6t percig melegitsiik el6 az egységet forrdsban 1év8 vizzel.

Uveg szfir6tégely 40-90 pm porozitdsti, olvasztott zsugoritott iiveg szfirSlappal. Az els6 haszndlat el6tt
melegitsiik fel 500 °C-ra néhdny percre, és hitsiik le (8.6.).

Visszafolyos htitével elldtott, legaldbb 270 ml-es, forraldsra alkalmas henger.
Szdritokemence, héfokszabélyzoval.
Tokos kemence, héfokszabalyzoval.

Extrahdléegység, amelyhez a sz(irtégelyhez (4.2.) val tartlemez és a vakuum, illetve folyadék kivezetésére
szolgdld csappal elldtott {iritSpipa tartozik.

Csatlakozogytrik a flitGegység (4.1), a szilirGtégely (4.2.) és a henger (4.3.) Osszekapcsoldsahoz, a hideg
extrahdloegység (4.6.) és a tégely csatlakoztatdsahoz.

A vizsgilat médja

Mérjiink ki 1 mg-os pontossiggal 1 g-ot az elSkészitett mintdbol, és helyezziik a sztir6tégelybe (4.2.) (lisd az
Eszrevételek 8.1., 8.2. és 8.3. pontjit), majd adjunk hozzd 1 g sz(irési segédanyagot (3.3.).

Allitsuk bssze a fiit6egységet (4.1 és a szirtégelyt (4.2.), majd csatlakoztassuk a hengert (4.3.) a szfir6tégelyhez.
Ontsiink 150 ml forrdsban 1évS kénsavat (3.1.) az Osszedllitott hengerbe és tégelybe, és sziikség esetén adjunk
hozzé néhany csepp habzdsgdtld anyagot (3.2.).

5 + 2 perc alatt hozzuk forrdsba a folyadékot, és forraljuk erdteljesen pontosan 30 percig.
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Nyissuk meg az irftSpipa csapjat (4.1), vakuum alatt sziirjik dt a kénsavat a sziir6tégelyen, és mossuk a
maradékot egymdst kovetden hiromszor, 30 ml-es forrvizadagokkal, tigyelve arra, hogy a maradékot minden
mosds utdn szdrazra szrjik.

Zarjuk el a kivezet§ csapot, és ontsiink 150 ml forrdsban 1évé kalium-hidroxid oldatot (3.7.) az osszedllitott
hengerbe és tégelybe, majd adjunk hozzd néhdny csepp habzdsgitlé anyagot (3.2.). 5 + 2 perc alatt hozzuk
forrdsba a folyadékot, és forraljuk erdteljesen pontosan 30 percig. Szrjiik, és ismételjitk meg a kénsavas 1épésnél
alkalmazott mosdsi miiveletet.

Az utols6 mosds és szdritds utdn szereljik le a tégelyt, és tartalmdval egyiitt csatlakoztassuk a hideg
extrahdloegységhez (4.6.). Vakuumot haszndlva mossuk a tégelyben 1év6 maradékot hdromszor egymds utdn
25 ml-es acetonadagokkal (3.4.), tigyelve arra, hogy a maradékot minden mosds utdn szdrazra szirjik.

Szdritsuk a tégelyt tomegdllandésigig a kemencében 130 °C-on. Az egyes szdritdsok utdn hiitsiik le
exszikkdtorban, és gyorsan mérjiik le. Helyezziik a tégelyt a tokos kemencébe, és 475-500 °C-on hamvasszuk
tomegéllanddsagig (a tomegveszteségnek két egymdst kovetd mérés kozott 1 mg-ndl kisebbnek kell lennie)
legaldbb 30 percen ét.

A mérés el6tt minden hevités utdn hiitsiik a tégelyt el6szor a kemencében, majd az exszikkdtorban.

Végezziink vakprobat minta nélkiil. A hamvasztdsbdl ad6dé tomegveszteség nem haladhatja meg a 4 mg-ot.

Az eredmények kiszimitdsa

A minta szdzalékosan kifejezett nyersrosttartalma az aldbbi képlettel adhaté meg:

(mo —ml) x 100
m

X=

ahol:

g
1}

a minta tomege g-ban;
mg = a meghatdrozds sordn végzett hamvasztds utdni tomegveszteség, g-ban;

m; = a vakproba sordn végzett hamvasztds utdni tomegveszteség, g-ban.

Ismételhetdség

Ugyanazon a mintdn végzett két parhuzamos meghatdrozds eredménye kozotti killonbség nem haladhatja meg:

— 10 %-ndl alacsonyabb nyersrosttartalom esetén abszolt értékben a 0,6 %-ot,

— 10 %-os vagy anndl magasabb nyersrosttartalom esetén a magasabb érték 6 %-dt.

Eszrevételek

A 10 %-ndl tobb nyerszsirt tartalmazé takarmdnyokat az analizis elStt petroléterrel (3.5.) zsirtalanitani kell.
Csatlakoztassuk a szlirGtégelyt (4.2.) tartalméval egyiitt a hideg extrahdléegységhez (4.6.), és vikuumban mossuk
a maradékot egymds utdn hdromszor 30 ml-es petroléteradagokkal, tigyelve arra, hogy a maradék szdraz legyen.
Csatlakoztassuk a tégelyt tartalmdval egyiitt a f(itGegységhez (4.1.), és folytassuk a meghatdrozdst az 5. pont
szerint.

A petroléterrel (3.5.) kozvetleniil nem extrahdlhat6é zsirokat tartalmazé takarményokat a 8.1. pontban
bemutatott médon kell zsirtalanitani, majd savas forraldst kovetGen még egyszer zsirtalanitani kell Sket. A savas
forralds és az ezt kovet§ mosds utdn csatlakoztassuk a tégelyt tartalméaval egyiitt a hideg extrahdl6egységhez
(4.6.), és mossuk hdrom alkalommal 30 ml acetonnal, amit tovdbbi hdrom mosds kovet 30 ml-es
petroléteradagokkal. Vdkuumban sz{rjiik, amig szdraz nem lesz, majd folytassuk az analizist az 5. pontban
leirtak szerint, a kdlium-hidroxidos kezeléssel kezdve.
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Ha a takarmdnyok, kalcium-karbondtban kifejezve tobb mint 5% karbondtot tartalmaznak, akkor
csatlakoztassuk a tégelyt (4.2.) a lemért mintdval egyiitt a flitGegységhez (4.1.). Mossuk a mintdt hdromszor
30 ml sésavval (3.6.). Az egyes savadagok hozzdaddsa utdn, a sziirés el6tt kortilbeliil egy percig hagyjuk dllni a
mintat. Mossuk egyszer 30 ml vizzel, és folytassuk az analizist az 5. pontban leirtak szerint.

Ha dllviny formdjii berendezést haszndlunk (tobb tégely csatlakozik ugyanahhoz a fiitGegységhez), akkor
ugyanannak a mintdnak nem végezhetd el két egyedi vizsgilata ugyanabban a sorozatban.

Ha a forralds utdn nehéz leszlirni a savas és a ligos oldatokat, akkor vezessiink stiritett levegdt a fiitGegység
iiritéesovébe, és igy folytassuk a szdirést.

Az iiveg sziir6tégelyek élettartamdnak meghosszabbitdsa érdekében a hamvasztds hdmérséklete nem haladhatja
meg az 500 °C-ot. Ugyeljiink arra, hogy a hevitési és a htitési ciklusok alatt keriljik a tdlzott, 16késszert
héhatast.

J. A CUKOR MEGHATAROZASA
Cél és alkalmazadsi teriilet

A modszer lehetdvé teszi a redukdldcukor és az invertdlds utdni Osszes cukor glitkkozban vagy, adott esetben,
0,95-0s tényezSvel konvertdlva, szacharzban kifejezett szintjének meghatdrozdsit. A modszer Osszetett
takarmdnyok esetében alkalmazhaté. Egyéb takarmédnyokra kiilonleges médszerek vonatkoznak. Adott esetben, a
laktozt kiilon meg kell mérni, és figyelembe kell venni az eredmények kiszdmitdsédndl.

Vizsgilati alapelv

A cukrot higitott etanolban extrahdljuk; az oldatot Carrez 1. és II. oldattal deritjiik. Az etanol kizdrdsa utdn az
invertdlds el6tti és utdni mennyiség Luff-Schoorl-médszerrel keriil meghatdrozasra.

Reagensek

Etanol-oldat 40 % (v|v) stirtiség: 0,948 g/ml, 20 °C-on, fenolftaleinhez semlegesitve.

Carrez I. oldat: vizben oldjunk fel 21,9 g cink-acetdtot, Zn(CH;COO), 2H,0 és 3 g jégecetet. Toltsiik fel vizzel
100 ml-re.

Carrez II. oldat: vizben oldjunk fel 10,6 g kélium-[hexaciano-ferrat(Il)]-ot, K4Fe(CN)s 3H,0. Toltsiik fel vizzel
100 ml-re.

0,1 %-o0s (w/v) metilnarancsoldat.

4 mol/liter koncentracioji sosav.

0,1 mol/liter koncentraciéji natrium-hidroxid oldat.
Luff-Schoorl-reagens:

Ovatosan kevergetve ontsiik a citromsavoldatot (3.8.2.) a nétrium-karbonét-oldatba (3.8.3.). Adjuk hozz4 a réz-
szulfat oldatot (3.8.1.), és ontsiik fel 1 literig vizzel. Hagyjuk mdsnapig iilepedni, majd szdrjiik.

........

Na,COs), lisd az (5.4.) pont utolsé bekezdését. Az oldat pH-értékének koriilbeliil 9,4-nek kell lenni.

Réz-szulfit-oldat. 100 ml vizben oldjunk fel 25 g vasmentes rézszulfitot CuSO, 5H,0.
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Citromsavoldat: 50 ml vizben oldjunk fel 50 g citromsavat, CsHsO; H,O.

Natrium-karbonat-oldat: kb. 300 ml meleg vizben oldjunk fel 143,8 g dehidratélt natrium-karbonatot. Hagyjuk
kihdilni.

KeményitGoldat: adjunk 30 ml vizben elkevert 5 g oldhaté keményit6t 1 liter forrdsban 1évS vizhez. Forraljuk
hdrom percen keresztiil, hagyjuk kihtilni, sziikség esetén adjunk hozzd 10 mg higany-jodidot tartdsitdszerként.

30 %-os (w/v) kélium-jodid oldat.
Sésavban forralt, vizben mosott és szaritott, szemcsés horzsakd.

3-metilbutdn-1-ol.

Eszkozok

Billenddobos keverdgép: kb. 35-40 fordulatszdm/perc teljesitménnyel.

A vizsgilat médja
A minta extrahdldsa

Meérjiink ki mg-os pontossdggal 2,5 g-ot a mintdbdl, és helyezziik egy 250 ml-es mér6lombikba. Adjunk hozzad
200 ml etanolt (3.1.), és keverjiik a kever6gépen egy oran keresztiil. Adjunk hozza 5 ml Carrez I. oldatot (3.2.), és
kevergessiik koriilbelil 30 masodpercig. Adjunk hozzd 5 ml Carrez 1L oldatot (3.3.), és kevergessiik egy percig.
Toltsiik fel térfogatra etanollal (3.1.), homogenizaljuk, és sziirjiik. Vegyiink el 200 ml-t a sz(irletbél, és az etanol
nagy részének eltdvolitdsa céljabdl pdroljuk térfogatinak kb. felére. Helyezziik a beparlds utdni maradékot
mennyiségileg egy 200 ml-es mérSlombikba meleg vizzel, hitsiik, toltsiik fel térfogatra vizzel, homogenizaljuk,
és szitkség esetén szirjikk. Ezen oldatot haszndljuk a redukalocukor és invertdlds utdni Gsszes cukor meny-
nyiségének meghatdrozdsara.

A redukdlécukor meghatdrozdsa

Pipetta segitségével vegytink fel legfeljebb 25 ml oldatot, amely 60 mg-ndl kevesebb, glikkdzban kifejezett
redukdlécukrot tartalmaz. Szitkség esetén toltsiik fel az oldatot desztilldlt vizzel 25 ml-re, és hatdrozzuk meg
redukdlécukor-tartalmat a Luff-Schoorl-médszerrel. Az eredményt a minta gliikdztartalmdra vonatkoztatva,
szdzalékosan fejezziik ki.

Az invertdlds utdni dsszes cukor meghatdrozdsa

Pipetta segitségével vegyiink fel az oldatbdl 50 ml-t, és ontsiik at egy 100 ml-es mérélombikba. Adjunk hozzd
néhany csepp metilnarancsoldatot (3.4.), majd Gvatosan és folyamatos kevergetés kozben, adjunk hozzd sésavat
(3.5.), amig a folyadék hatdrozottan vorossé nem vélik. Adjunk hozza 15 ml sésavat (3.6.), meritsiik a lombikot
gyorsan forrd vizfiirdébe, és tartsuk ott harminc percen keresztiil. Hitsiik le gyorsan kb. 20 °C-ra, és adjunk
hozzd 15 ml natrium-hidroxid-oldatot (3.7.). Toltsiik fel vizzel 100 ml-re, és homogenizdljuk. Vegyiink el
legfeljebb 25 ml oldatot, amely 60 mg-ndl kevesebb, glitkozban kifejezett redukdlocukrot tartalmaz. Sziikség
esetén toltsik fel az oldatot desztilldlt vizzel 25 ml-re, és hatdrozzuk meg redukdlocukor-tartalmdt a Luff—
Schoorl-médszerrel. Az eredményt a glikkdzra vagy, adott esetben, 0,95-o0s tényezdvel szorozva a szachardzra
vonatkoztatva, szdzalékosan fejezziik ki.

Titrdlds a Luff-Schoorl-médszerrel

Pipetta segitségével vegyiink fel 25 ml Luff-Schoorl-reagenst (3.8.), és helyezziik 4t egy 300 ml-es Erlenmeyer-
lombikba; adjunk hozzd pontosan 25 ml-t a deritett cukoroldatbdl. Adjunk hozzd kétszemcsényi habkévet
(3.13.), hevitsiik kozepes méretd, szabad ldngon, kozben kézzel kevergessiik, és kb. két perc alatt forraljuk fel a
folyadékot. Az Erlenmeyer-lombikot azonnal helyezziik egy 6 cm dtmérdjdi lyukkal elldtott azbesztes dréthdlora,
amely alatt el6z6leg langot gydjtunk. A ldngot gy kell szabélyoznunk, hogy az Erlenmeyer-lombiknak csak az
aljat melegitse. Illessziink egy visszafolyds htit6t az Erlenmeyer-lombikhoz. Forraljuk pontosan tiz percig. Hitsiik
le azonnal hideg vizben, és kb. ot perc elteltével a kovetkezSk szerint titrdljuk:
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7.1.

7.2.

8.1.

8.2.

8.3.

Adjunk hozzd 10 ml kélium-jodid-oldatot (3.12.), és kozvetleniil ezutdn (a bdséges habképzGdés veszélye miatt
6vatosan) adjunk hozzd 25 ml kénsavat (3.11.). Titrdljuk ndtrium-tioszulfat-oldattal (3.9.), amig fakésdrga szint
nem kapunk, adjuk hozzd a keményité-indikdtort (3.10.), és fejezzik be a titralast.

Forralds nélkiil, 10 ml kdlium-jodid-oldat (3.12.) és 25 ml kénsav (3.11.) hozzdaddsa utan végezziik el ugyanezt a
titrdldst egy pontosan kimért, 25 ml Luff-Schoorl-reagenst (3.8.) és 25 ml vizet tartalmazd keveréken.

Az eredmények kiszdmitdsa

A tabldzat segitségével hatdrozzuk meg a glitkéz mennyiségét mg-ban, amely a két titrdlds eredménye kozti
killonbségnek felel meg 0,1 mol/liter koncentrdcidji natrium-tioszulfit mg-jdban kifejezve. Az eredményt a
minta szdzalékdban fejezzik ki.

Kiilonleges vizsgilati médok

A melaszban gazdag, valamint egyéb, kevésbé homogén Gsszetételli takarmanyok esetében mérjiink ki 20 g-ot, és
helyezziik egy 1 literes mérSlombikba 500 ml vizzel felontve. Keverjiik forgd dobon egy 6rdn keresztiil. Az 5.1.
pontban leirtak szerint deritsiik Carrez I. (3.2.) és Carrez II. (3.3.) reagensek hasznalatdval, ebben az esetben
azonban négyszeres mennyiséget haszndljunk az egyes reagensekbdl. Toltsiik fel térfogatra 80 %-os (v/v)
etanollal.

Homogenizaljuk és sztrjiik. Vonjuk ki az etanolt az 5.1. pontban leirtak szerint. Ha nincs jelen dextrinalt
keményitd, toltsiik fel térfogatra desztillalt vizzel.

Melaszok, valamint cukorban gazdag és gyakorlatilag keményit6mentes takarmdny-alapanyagok (szentjdnoske-
nyér, szdritottcukorrépa-szeletek stb.) esetében mérjiink ki 5 g-ot, és helyezziik egy 250 ml-es mérélombikba,
adjunk hozzd 200 ml desztilldlt vizet, és keverjiik forgd dobon egy 6rn keresztiil vagy sziikség esetén tovébb. Az
5.1. pontban leirtak szerint deritsiik Carrez 1. (3.2.) és Carrez II. (3.3.) reagensekkel. Toltsiik fel térfogatra hideg
vizzel, homogenizéljuk, és sziirjiik. Az 6sszes cukortartalom meghatdrozdsahoz az 5.3. pontban leirtak szerint
folytassuk a vizsgdlatot.

Eszrevételek

A habképzddés elkeriilése érdekében a Luff-Schoorl-reagenssel torténd forralds el6tt tandcsos (a mennyiségtél
fuggetlenil) kb. 1 ml 3-metilbutdn-1-ol (3.14.) hozzdaddsa.

A glitkézban kifejezett, invertdlds utdni 6sszes cukortartalom és a glitkozban kifejezett, redukdlécukor-tartalom
kiilonbsége 0,95-dal szorozva megadja a szacharéztartalomra vonatkoztatott szdzalékos ardnyt.

A laktoz nélkiil szamitott redukdlécukor-tartalom meghatdrozasara két moédszer alkalmazhaté:

Kozelitd szdmitdshoz, szorozzuk meg 0,67 5-tel a laktdztartalmat, amely egy mésik elemzési mddszerrel keriilt
megdllapitdsra, és vonjuk ki a kapott eredményt a redukédl6écukor-tartalombdl.

A laktéz nélkiil szamitott redukdlécukor-tartalom pontos kiszamitdsdhoz ugyanazt a mintét kell hasznalni a két
végsé meghatdrozdshoz. Az egyik vizsgalatot az 5.1. pontban foglaltak szerint nyert oldaton végezziik, a mésikat
pedig a lakt6z meghatdrozdsa sordn nyert oldaton az emlitett célbol meghatdrozott médszer szerint (mds tipust
cukrok erjesztése és derités utdn).

A jelen 1év8 cukormennyiség meghatdrozdsa mindkét esetben a Luff-Schoorl-mddszerrel torténik, és a glikkoz
mg-ban kertil kiszdmitasra. Az egyik értéket kivonjuk a masikbdl, és az eredményt a minta szazalékaban fejezziik

ki.
Példa
A kivélasztott két mennyiség az egyes meghatdrozdsok esetében 250 mg-os mintdnak felel meg.

Az els esetben 44,2 mg glikoznak megfelels, 17 ml 0,1 molfliter koncentraciéjii natrium-tioszulft oldat
fogyott; a masodik esetben 11 ml, amely 27,6 mg gliikoznak felel meg.

A kiilonbség 16,6 mg gliikoz.
Ezért a gliikézra dtszdmitott (laktdz nélkiili) redukdlécukor-tartalom a kovetkezd

4 x 16,6

=6,64 %
10 ’
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3.1.

3.2

3.3.

3.4.

25 ml Luff-Schoorl-reagenshez tartozé értékek tiblizata

0,1 mol/liter koncentraci6ji Na,S,0; ml-e, kétpercnyi melegités, tizpercnyi forralds

Na,S,03 Gliikoz, fruktdz, invertcu- Laktéz Maltoz Na,$,04
0,1 mol/liter kor CoHynO Ci-HyrO 0,1 mol/liter
koncentracio C¢H;,04 12852211 12852211 koncentracié

ml mg kiilonbség mg kiilonbség mg kiilonbség ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 3,9 3,9 1
2 4,8 2,4 7,3 3,7 7,8 3,9 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 11,7 3,9 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 15,6 4,0 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 19,6 3,9 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 23,5 4,0 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 27,5 4,0 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 31,5 4,0 8
9 22,4 2,6 33,2 3,8 35,5 4,0 9
10 25,0 2,6 37,0 3,8 39,5 4,0 10
11 27,6 2,7 40,8 3,8 43,5 4,0 11
12 30,3 2,7 44,6 3,8 47,5 4,1 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 51,6 4,1 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 55,7 4,1 14
15 38,5 2,8 56,0 3,9 59,8 4,1 15
16 41,3 2,9 59,9 3,9 63,9 4,1 16
17 44,2 2,9 63,8 3,9 68,0 4,2 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 72,2 4,3 18
19 50,0 3,0 71,7 4,0 76,5 4,4 19
20 53,0 3,0 75,7 4,1 80,9 4,5 20
21 56,0 3,1 79,8 4,1 85,4 4,6 21
22 59,1 3,1 83,9 4,1 90,0 4,6 22
23 62,2 88,0 94,6 23

K. LAKTOZ MEGHATAROZASA
Cél és alkalmazisi teriilet

Ez a mddszer lehet6vé teszi a 0,5 %-ndl magasabb laktdztartalmu takarmdnyok laktdzszintjének meghatdrozasit.

Vizsgilati alapelv

A cukrokat vizben oldjuk. Az oldatot Saccharomyces cerevisiae élesztdvel erjesztjitk, amely a laktézt érintetlentil
hagyja. Derités és szirés utdn a szirlet laktoztartalmdt Luff-Schoorl-médszerrel hatdrozzuk meg.

Reagensek

Saccharomyces cerevisiae szuszpenzid: oldjunk fel 25 g friss élesztét 100 ml vizben. A szuszpenzié hiit6ben
legfeljebb egy hétig 4ll el.

Carrez I. oldat: vizben oldjunk fel 21,9 g cink-acetdtot, Zn(CH;COO), 2H,0 és 3 g jégecetet. Toltsiik fel vizzel
100 ml-re.

Carrez I1. oldat: vizben oldjunk fel 10,6 g kalium-[hexaciano-ferrat(Il)]-ot, K4Fe(CN)s 3H,0. Toltsiik fel vizzel
100 ml-re.

Luff-Schoorl-reagens:

Ovatosan kevergetve ontsiik a citromsavoldatot (3.4.2.) a nétrium-karbonét-oldatba (3.4.3.). Adjuk hozz a réz-
szulft-oldatot (3.4.1.), és toltsiik fel egy 1 l-re vizzel. Hagyjuk mdsnapig iilepedni, majd szdrjiik. Ellendrizziik az

9,4-nek kell lenni.
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3.4.1. Réz-szulfit-oldat. 100 ml vizben oldjunk fel 25 g vasmentes rézszulfitot CuSO,5H,0.
3.4.2. Citromsavoldat: 50 ml vizben oldjunk fel 50 g citromsavat, C¢HgO; . H,O.

3.4.3. Natrium-karbondt-oldat: kb. 300 ml meleg vizben oldjunk fel 143,8 g dehidratdlt ndtrium-karbondtot. Hagyjuk

kihdlni.
3.5. Sésavban forralt, vizben mosott és szdritott, granulalt habkd.
3.6. 30 %-o0s (w/v) kdlium-jodid-oldat:
3.7. 3 mol/liter koncentracidji kénsav.
3.8. 0,1 mol/liter koncentracioji ndtrium-tioszulft oldat.
3.9. KeményitGoldat: adjunk 30 ml vizben elkevert 5 g oldhaté keményit6t 1 liter forrdsban 1év6 vizhez. Forraljuk 3

percig, hagyjuk hilni, és amennyiben sziikséges, adjunk hozzd 10 mg higany-jodidot tartdsitoszerként.

4, Eszkozok

38-40 °C-ra bedllitott, héfokszabalyzéval elldtott vizfiirdd.

5. A vizsgdlat médja

Mérjiink ki a mintdbol 1 g-ot mg-os pontossdggal, és ezt a részmintdt helyezziik egy 100 ml-es mérSlombikba.
Adjunk hozzd 25-30 ml vizet. Helyezziik a lombikot harminc percre forrdsban 1év8 vizfiird6be, majd hiitsiik le
kb. 35 °C-ra. Adjunk hozzd 5 ml éleszté-szuszpenziot (3.1.), és homogenizdljuk. Hagyjuk a lombikot két 6rdn
keresztiil, 38—40 °C-on allni a vizfiird6ben. Hfitsiik le kb. 20 °C-ra.

Adjunk hozzd 2,5 ml Carrez L oldatot (3.2.), és kevergessiik harminc mdsodpercig, majd adjunk hozzd 2,5 ml
Carrez II. oldatot (3.3.), és Gjra kevergessitk harminc mdsodpercig. Toltsiik fel vizzel 100 ml-re, keverjiik dssze, és
sziirjiik. Pipetta segitségével vegyiink fel a sziirletbsl egy részt, amely nem haladja meg a 25 ml-t, és amely
lehetSleg 40-80 mg laktozt tartalmaz, és helyezzitk dt egy 300 ml-es Erlenmeyer-lombikba. Amennyiben
szitkséges, toltsiik fel 25 ml-re vizzel.

Végezziink vakprébat ugyanilyen médon 5 ml élesztd oldattal (3.1.). A laktdztartalmat a Luff-Schoorl-mdédszer
szerint, a kovetkezSképpen hatdrozzuk meg: adjunk az oldathoz pontosan 25 ml Luff-Schoorl-reagenst (3.4.) és
kétszemcsényi habkovet (3.5.). Kozepes méretti, szabad langon torténd melegités kozben kézzel kevergessiik, és
kb. két perc alatt forraljuk fel a folyadékot. Az Erlenmeyer-lombikot azonnal helyezziik egy 6 cm dtmérgjd
lyukkal elldtott azbesztes drothalora, amely alatt el6z6leg langot gytjtunk. A ldngot tigy kell szabdlyoznunk,
hogy az Erlenmeyer-lombiknak csak az aljat melegitse. Illessziink egy visszafolyés hiit6t az Erlenmeyer-
lombikhoz. Forraljuk pontosan tiz percig. Hitsiik le azonnal hideg vizben, és kb. ot perc elteltével a kovetkezdk

szerint titrdljuk:

Adjunk hozzd 10 ml kilium-jodid-oldatot (3.6.), és rogton utdna (a bGséges habképzGdés veszélye miatt
6vatosan) adjunk hozzd 25 ml kénsavat (3.7.). Titrdljuk nétrium-tioszulfdt-oldattal (3.8.) amig fakésdrga szint
nem kapunk, adjuk hozzd a keményit6-indikdtort (3.9.), és fejezziik be a titraldst.

Forralds nélkiil, 10 ml kdlium-jodid-oldat (3.6.) és 25 ml kénsav (3.7.) hozzdaddsa utdn végezziik el ugyanezt a
titrdldst egy pontosan kimért, 25 ml Luff-Schoorl-reagenst (3.4.) és 25 ml vizet tartalmazé keveréken.

6. Az eredmények kiszdmitdsa

A csatolt tdblazat segitségével hatdrozzuk meg a laktéz mennyiségét mg-ban, amely a két titrélds eredménye kozti

A dehidratalt laktézra vonatkozd eredményt a minta szdzalékdban fejezzik ki.

7. Eszrevételek

A 40 %-ndl tobb erjeszthetd cukrot tartalmazé termékek esetében 5 ml-nél nagyobb mennyiségli éleszt-
szuszpenziét (3.1.) haszndljunk.
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3.1.

0

25 ml Luff-Schoorl-reagenshez tartozé értékek tiblizata

Na,S,03 Gliikéz, fruktdz, invertcu- Laktoz Maltéz Na,S$,05
0,1 mol/liter kor CoHanO CoHarO 0,1 mol/liter
koncentracid C¢Hp,04 12272211 12272211 koncentracid

ml mg kiilonbség mg kiilonbség mg kiilonbség ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 3,9 3,9 1
2 4,8 2,4 7,3 3,7 7,8 3,9 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 11,7 3,9 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 15,6 4,0 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 19,6 3,9 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 23,5 4,0 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 27,5 4,0 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 31,5 4,0 8
9 22,4 2,6 33,2 3,8 35,5 4,0 9
10 25,0 2,6 37,0 3,8 39,5 4,0 10
11 27,6 2,7 40,8 3,8 43,5 4,0 11
12 30,3 2,7 44,6 3,8 47,5 4,1 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 51,6 4,1 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 55,7 4,1 14
15 38,5 2,8 56,0 3,9 59,8 4,1 15
16 41,3 2,9 59,9 3,9 63,9 4,1 16
17 44,2 2,9 63,8 3,9 68,0 4,2 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 72,2 4,3 18
19 50,0 3,0 71,7 4,0 76,5 4,4 19
20 53,0 3,0 75,7 4,1 80,9 4,5 20
21 56,0 3,1 79,8 41 85,4 4,6 21
22 59,1 3,1 83,9 4,1 90,0 4,6 22
23 62,2 88,0 94,6 23

L. A KEMENYITO MEGHATAROZASA

POLARIMETRIAS MODSZER

Cél és alkalmazdsi teriilet

E médszer lehet6vé teszi a keményité és a nagy molekulasilyt keményitS-bomldstermékek takarmanyokban
jelen 1év6 szintjének meghatdrozasdt a feltiintetett energiaérték (a VI melléklet rendelkezései) és a 96/25/EK

tandcsi irdnyelv (") betartdsdnak ellendrzése céljdbol.

Vizsgilati alapelv

A modszer két meghatdrozasbol all. Az els6 meghatdrozds sordn a mintdt hig sésavval kezeljitk. Tisztitds és
sziirés utdn az oldat optikai forgatoképességét polarimetridval mérjiik.

A miésodik meghatdrozds sordn a mintdt 40 %-os etanollal extrahiljuk. A szfirlet sésavval valé savanyitdsa,

tisztitdsa és szlirése utdn az optikai forgatoképességet ugyantigy mérjiik, mint az elsé meghatérozds esetében.

A minta keményitGtartalmat Ggy kapjuk meg, hogy a két mért érték kiilonbségét megszorozzuk egy ismert

egytitthatdval.

Reagensek

25 %-os (w/w) sbsav-oldat, d: 1,126 g/ml.

HL L 125.,1996.5.23., 35. o.
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.

4.1.

4.2.

5.1.

5.2.

5.3.

6.1.

1,13 %-0s (w/v) sésav-oldat

A koncentrdciét 0,1 mol/liter koncentraci6jii nétrium-hidroxid-oldattal végzett titrélassal kell ellendrizni, 94 %-
os (v[v) etanolban oldott 0,1 % (w/v) metilvoros jelenlétében. 10 ml semlegesitéséhez 30,94 ml 0,1 mol/liter

Carrez L. oldat: vizben oldjunk fel 21,9 g cink-acetdtot, Zn(CH;COO),-2H,0 és 3 g jégecetet. Toltsiik fel vizzel
100 ml-re.

Carrez II. oldat: vizben oldjunk fel 10,6 g kalium-[hexaciano-ferrat(Il)]-ot K Fe(CN)s3H,0. Toltsiik fel vizzel
100 ml-re.

40 %-os (v[v) etanol, d: 0,948 g/ml 20 °C-on.

Eszkozok

250 ml-es Erlenmeyer-lombik szabvanyos tivegcsiszolattal és visszafoly6s hiitdvel.

Polariméter vagy szachariméter.

A vizsgilat médja
A minta elékészitése

Oroljikk a mintdt olyan finomsagtra, hogy az teljes egészében dtjusson egy 0,5 mm szemméretd, kerek szemd
szitdn.

A teljes optikai forgatoképesség (P vagy S) meghatdrozdsa (ldsd az Eszrevételek 7.1. pontjdt)

Mérjiink ki a meg6rolt mintdb6l mg pontossaggal 2,5 g-ot, és helyezziik azt egy 100 ml-es mérlombikba.
Adjunk hozzd 25 ml sésavat (3.2.), razzuk Ossze a vizsgalati minta egyenletes eloszldsanak biztositdsa céljdbol, és
adjunk hozzd tovdbbi 25 ml sésavat (3.2.). Meritsiikk a lombikot forrdsban levd vizfiirddbe, az els§ harom
percben erdteljesen és folyamatosan rdzogassuk a csom6képzidés megakadélyozdsa céljdbdl. A vizfiird6ben
elegendd viznek kell lennie ahhoz, hogy a fiird§ a lombik behelyezésekor forrdsponton maradjon. A lombikot
razogatds kozben nem szabad kivenni a vizfiird6bsl. Pontosan 15 perc elteltével vegyiik ki a lombikot a
vizfiird6bdl, adjunk hozzd 30 ml hideg vizet, és azonnal hiitsiik le 20°-ra.

Adjunk hozzd 5 ml-t a Carrez I. oldatbdl (3.3.), és rdzogassuk kb. harminc masodpercen ét. Ezt kovetSen adjunk
hozza 5 ml-t a Carrez Il oldatbdl (3.4.), és ismét razzuk kb. harminc mdsodpercen dt. Toltsiik fel vizzel
térfogatra, keverjilk ossze és sziirjik meg. Ha a sziirlet nem teljesen tiszta (ami ritkdn fordul el6), nagyobb
mennyiségd (pl. 10 ml) Carrez L és II. oldat hozzdaddsaval ismételjiik meg a meghatdrozdst.

Egy 200 mm-es csGben a polariméterrel vagy a szachariméterrel mérjitk meg az oldat optikai forgatoképességét.

A 40 %-os etanolban oldhaté anyagok optikai forgatoképességének (P’ vagy S') meghatdrozdsa

Mérjiink ki a mintdb6l mg pontossiggal 5 g-ot, helyezziik egy 100 ml-es mér6lombikba, és adjunk hozzd
mintegy 80 ml etanolt (3.5.) (ldsd az Eszrevételek 7.2. pontjdt). Hagyjuk a lombikot allni szobahémérsékleten 1
6rén dt; ezalatt hatszor er6teljesen rzzuk ossze, hogy a vizsgalati minta alaposan 6sszekeveredjen az etanollal.
Toltsiik fel térfogatra etanollal (3.5.), keverjiik 6ssze és sztirjitk meg.

A sziirletbd] pipettdzzunk 50 ml-t (= 2,5 ¢ minta) egy 250 ml-es Erlenmeyer-lombikba, adjunk hozzd 2,1 ml
sosavat (3.1.), és erGsen razzuk ossze. Csatlakoztassunk visszafolyds hiit6t az Erlenmeyer-lombikhoz, és meritsiik
az utébbit forrdsban levs vizfiirddbe. Pontosan 15 perc elteltével vegyiik ki az Erlenmeyer-lombikot a
vizfiird6bdl, ntsiik dt annak tartalmét egy 100 ml-es mérélombikba, 6blitsiik kis mennyiségii hideg vizzel, majd
hiitsiik le 20 °C-ra.

Deritsiik Carrez I. oldattal (3.3.) és Carrez IL. oldattal (3.4.), vizzel t6ltsiik fel térfogatra, keverjiik 6ssze, szfirjiik dt,
majd mérjik meg az optikai forgatoképességét az 5.2. pont mdsodik és harmadik bekezdésében ismertetett
modon.

Az eredmények kiszdmitdsa

A keményitStartalmat (%) a kovetkezSképpen szamitjuk ki:

Meérés polariméterrel

2 000(P-P
KeményitGtartalom (%) = %
Up

P = ateljes optikai forgatoképesség szogfokban
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P = a 40 %-os (V|V) etanolban oldhaté anyagok optikai forgatéképessége szogfokban

()2 = a tiszta keményitS fajlagos optikai forgatéképessége. Az e tényezdre hagyomdnyosan elfogadott ”
szamértékek a kovetkezdk:

+185,9°: rizskeményits

+185,7° burgonyakeményits

+ 184,6°: kukoricakeményitd

+182,7°: blzakeményits

+181,5% drpakeményité

+181,3° zabkeményitd

+184,0°: osszetett takarmdnyokban taldlhaté egyéb keményits- és keményitSkeverék-fajtdk.

6.2. Mérés szachariméterrel

2000 (2N x0,665) x (S-S) 26,6 Nx (S-)

KeményitStartalom (%) = — X >
" %)= 100 )

S = teljes optikai forgatoképesség szachariméter-fokban
S = a 40 %-os (v[v) etanolban oldhatd anyagok optikai forgatoképessége szachariméter-fokban
N = az a szachar6zmennyiség (g) 100 ml vizben, amely 100 szachariméter-foknak megfelel6 optikai

forgatoképességet ad 200 mm-es cs6ben mérve.
16,29 g a francia szachariméterek esetében
26,00 g a német szachariméterek esetében
20,00 g a vegyes szachariméterek esetében.

[a] )" = a tiszta keményit6 fajlagos optikai forgatképessége (ldsd a 6.1. pontot).

6.3. Ismételhetdség

Az ugyanazon a mintdn végzett két parhuzamos meghatarozds eredményének kiilonbsége 40 %-nal alacsonyabb
keményitétartalom esetén, abszoldt értékben nem lehet tobb mint 0,4, 40 %-os vagy anndl nagyobb
keményit6tartalom esetén pedig nem haladhatja meg az 1 %-os relativ értéket.

7. Eszrevételek

7.1. Ha a minta tobb mint 6 %-nyi karbondtot tartalmaz kalcium-karbondtra szdmitva, e karbondtot hig kénsav
pontosan megfelel6 mennyiségével torténs kezeléssel el kell roncsolni a teljes optikai forgatoképesség
meghatdrozdsit megel6zGen.

7.2 Magas lakt6ztartalma termékek — pl. tejsavopor vagy sovany tejpor — esetében, 80 ml etanol (3.5.) hozzdaddsdt
kovetden, a kovetkezSképpen kell eljarni. Csatlakoztassunk visszafolyds hiit6t a lombikhoz, és meritsik az
utébbit 50 °C-os vizfiird6be 30 percre. Hagyjuk lehdlni, majd folytassuk az analizist az 5.3. pontban leirt
modon.

7.3. A kovetkezd takarmany-alapanyagokrol ismert, hogy a takarmanyokban valé nagy mennyiség jelenlétiik esetén
olyan interferencidkat idéznek el6 a keményitStartalom polarimetrids mddszerrel valé meghatdrozasakor,
amelyek téves eredményekhez vezethetnek:

—  (cukon)répakészitmények, pl. (cukor)répapép, (cukor)répamelasz, (cukor)répapép-melasz, (cukor)répaseprd,
(répa)cukor,

—  citruspép,

—  lenmag; lenmagpogdcsa; lenmagkivonat,

—  repcemag; repcemagpogdcsa; repcemagkivonat; repcemaghéj,

— napraforgémag; napraforgémag kivonat; részlegesen hantolt napraforgémag kivonat,
—  koprapogécsa, koprakivonat,

—  burgonyapép,

—  szaritott élesztd,



L 54/50

Az Eurdpai Uni Hivatalos Lapja

2009.2.26.

4.1.

4.2.

4.3.

5.1.

5.2.

7.1.

7.2

— inulinban gazdag termékek (pl. csicsokaszeletek és csicsokaliszt),

—  tOportyd.

M. NYERSHAMU MEGHATAROZASA
Cél és alkalmazisi teriilet

A mddszer lehet6vé teszi a takarmanyok nyershamutartalménak meghatdrozasat.

Vizsgilati alapelv

A mintdt 550 °C-on hamvasztjuk; a maradékanyagot megmérjiik.

Reagensek

20 %-o0s (w[v) ammoénium-nitrat-oldat.

Eszkozok

F6z6lap.
Héfokszabalyzos, elektromos tokos kemence.

Kvarcbél, porceldnbdl vagy platindbdl késziilt négyszogletes (60 x 40 x 25 mm) vagy kor alakd (dtmérd: 60—
75 mm, magassdg: 20-40 mm) hamvaszt6tégelyek.

A vizsgilat médja

Mérjiink ki a mintdb6l 5 g-ot mg-os pontossiggal (2,5 g-ot a duzzaddéképes anyagbol szdrmazd termékek
esetében), és helyezziik egy hamvasztotégelybe, amelyet elGzetesen 550 °C-ra hevitettitk, majd lehditottik és
taraztunk. Helyezziik a tégelyt a f6z6lapra, és fokozatosan addig hevitsiik, amig az anyag el nem szenesedik.
Hamvasszuk az 5.1. vagy az 5.2. pont szerint.

Helyezziik a tégelyt az 550 C-ra bedllitott, kalibrédlt tokos kemencébe. Tartsuk ezen a hémérsékleten egészen
addig, amig széntartalmii részecskéktSl mentesnek tting fehér, halvanysziirke vagy voroses hamut nem nyeriink.
Helyezziik a tégelyt egy szdritéba, hagyjuk kihdlni, majd azonnal mérjitk meg.

Helyezzik a tégelyt az 550 °C-ra bedllitott, kalibralt tokos kemencébe. Hamvasszuk 3 6rdn dt. Helyezzik a
tégelyt egy szaritoba, hagyjuk kihdlni, majd azonnal mérjitk meg. Hamvasszuk djra 30 percen keresztill, annak
érdekében, hogy a hamu tomege allandé maradjon (két egymast kovets mérés kozotti tomegveszteség legfeljebb
1 mg lehet).

Az eredmények kiszamitdsa

A maradék tomegét a tdratomeg kivondsdval szamoljuk ki.

Az eredményt a minta szdzalékdban fejezziik ki.

Eszrevételek

A nehezen hamvaszthatd anyagok hamujdt legaldbb hdrom 6ran keresztiil el6zetesen hamvasztani kell, le kell hdteni,
majd néhdny csepp 20 %-os ammonium-nitrat oldatot vagy vizet kell hozzdadni (tigyelve arra, hogy elkeriiljitk a
hamu szétszordddsit vagy a csomoképz8dést). A kemencében vald szdritdsa utdn folytassuk a kalcindldst.
Sziikség szerint ismételjik a miiveletet a teljes elhamvaddsig.

A 7.1. pontban ismertetett eljdrdssal szemben ellendllé anyagok esetében a kovetkezSképpen jdrjunk el: hiromords
hamvasztds utdn helyezziik a hamut meleg vizbe, és egy kisméretdi, hamumentes sz{irén sz{rjiik 4t. Hamvasszuk
el a sz(ir6t és annak tartalmdt az eredeti tégelyben. Helyezziik a sztirletet a lehtitott tégelybe, parologtassuk
kiszaraddsig, hamvasszuk, és mérjikk meg.
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7.3. Olajok és zsirok esetében mérjiink ki pontosan egy 25 g-os mintdt egy megfelel§ méretdi tégelybe. Hamumentes
sztirGpapircsikkal meggyujtva, szenesitsiik az anyagot. A gyulladds utdn a lehetd legkevesebb vizzel nedvesitsiik
meg. Szdritsuk, és hamvasszuk az 5. pontban ismertetett méodszerrel.

N.  SOSAVBAN OLDHATATLAN HAMU MEGHATAROZASA
1. Cél és alkalmazisi teriilet

A mddszer lehet6vé teszi a takarmdnyokban 1évS sdésavban oldhatatlan dsvdnyi anyagok szintjének
meghatdrozdsit. A minta jellegétd] figgden két modszer alkalmazhato.

1.1. A. mddszer: a szerves takarmany-alapanyagok és a legtobb Osszetett takarmdny esetében alkalmazhato;

1.2. B. médszer: olyan dsvanyi vegyiletek és keverékek, valamint osszetett takarmdnyok esetében alkalmazhato,
amelyeknek az A. mddszer szerint meghatdrozott, sésavban nem oldhaté anyagtartalma 1 %-nal magasabb.

2. Vizsgilati alapelv

2.1. A. médszer: a mintdt hamvasztjuk, a hamut sésavban forraljuk, az oldhatatlan maradékanyagot pedig szrjiik és
megmérjiik.

2.2. B. mddszer: a mintdt sosavval kezeljiik. Az oldatot szirjiik, a maradékanyagot hamvasztjuk, az igy kapott hamut

pedig az A. médszer szerint kezeljiik.

3. Reagensek

3.1. 3 mol/liter koncentracidji sosav.

3.2. 20 %-os (wv) triklor-ecetsav oldat.

3.3. 1 %-0s (w/v) triklor-ecetsav oldat.

4. Eszkozok

4.1. Féz6lap.

4.2. Héfokszabalyzos, elektromos tokos kemence.

4.3. Kvarcbdl, porcelanbdl vagy platindbdl késziilt négyszogletes (60 x 40 x 25 mm) vagy kor alakd (dtméré: 60—

75 mm, magassdg: 20-25 mm) hamvaszt6tégelyek.

5. A vizsgdlat médja
5.1. A. mddszer

Hamvasszuk a mintat a nyershamu meghatdrozdsdnal ismertetett modszer szerint. Annak az analizisnek a sordn
kapott hamut is haszndlhatjuk.

75 ml sosav (3.1.) felhaszndldsaval helyezzitk a hamut egy 250-400 ml-es f6z8poharba. Lassan forraljuk, és
tartsuk forrdsban Gvatosan tizenot percig. Szirjiik dt a meleg oldatot egy hamumentes sztirGpapiron, és mossuk
a maradékot meleg vizzel mindaddig, amig a savreakcié mar nem észlelhetd. Széritsuk ki a maradékot tartalmazo
sziir6t, és hamvasszuk egy tardzott tégelyben legalabb 550 °C és legfeljebb 700 °C hdmérsékleten. Hiitsiik le egy
szdritéban, és mérjiikk meg.

5.2. B. mddszer

Meérjiink le a mintdbdl 5 g-ot mg-nyi pontossaggal, és helyezzik egy 250-400 ml-es f6z8pohdrba. Adjunk hozzd
egymdst kovetSen 25 ml vizet és 25 ml sésavat (3.1.), keverjitk Gssze, és vdrjunk a pezsgés elalldsdig. Adjunk
hozzd még 50 ml s6savat (3.1.). Varjunk az esetleges gdzkibocsdtds megsz(inéséig, majd helyezziik a {6z8poharat
forr6 vizfiirdébe, és tartsuk ott harminc percig vagy sziikség esetén tovabb, az esetlegesen jelen 1év8 osszes
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keményit6 teljes hidrolizise érdekében. Még meleg édllapotban sztirjiik dt egy hamumentes sztir6n, és mossuk a
szhir6t 50 ml meleg vizben (ldsd: 7. fszrevételek). Helyezzitk a maradékanyagot tartalmazé szdrét
hamvasztotégelybe, szdritsuk ki, és hamvasszuk legaldbb 550 °C és legfeljebb 700 °C hémérsékleten. 75 ml
sosav (3.1.) felhasznéldsdval helyezzitk a hamut egy 250-400 ml-es f6z6pohdrba; kovessiik az 5.1. pont mdsodik
albekezdésében leirtakat.

Az eredmények kiszdmitdsa

A maradék tomegét a tdratomeg kivondsaval szamoljuk ki. Az eredményt a minta szdzalékdban fejezziik ki.

Eszrevételek

Ha a sz(irés problémadsnak bizonyul, kezdjitk Gjra az analizist tigy, hogy az 50 ml sésavat (3.1.) 50 ml 20 %-os
triklér-ecetsavval (3.2.) helyettesitjiik, és a sziirét 1 %-os meleg triklor-ecetsavban oldatban (3.3.) mossuk.

0. KARBONATOK MEGHATAROZASA
Cél és alkalmazisi teriilet

Ez a modszer lehetGvé teszi a karbondtok hagyomdnyosan kalcium-karbondtban kifejezett mennyiségének
meghatdrozdsat a legtobb takarmanyban.

Bizonyos esetekben (példdul a vas-karbondt esetében) specidlis médszert kell alkalmazni.

Vizsgilati alapelv

A karbondtokat sosavban bontjuk szét; a kibocsdtott szén-dioxidot egy kalibralt csében gytijtjik ossze, és
térfogatdt ismert mennyiségli kalcium-karbondt édltal azonos koriilmények kozott kibocsitott mennyiséggel
hasonlitjuk ossze.

Reagensek

Sosav, d = 1,10 g/ml.

Kalcium-karbonit.

Eszkozok

Scheibler-Dietrich-késziilék (lasd az dbrat) vagy annak megfelel§ késziilék.

A vizsgdlat médja

A minta karbondttartalmdtél fiiggden mérjiink ki egy részmintdt az aldbbiak szerint:

— 0,5 g az 50-100 % karbondttartalma termékek esetén, kalcium-karbondtban kifejezve,
— 1 ga40-50 % karbondttartalmii termékek esetén, kalcium-karbondtban kifejezve;

—  2-3 g egyéb termékek esetében.

Helyezziik a részmintét a késziilék specidlis lombikjdba (4), amelyet 10 ml s6savat (3.1.) tartalmaz6, torhetetlen
anyagbol késziilt, kisméretii csével szereltek fel, és kapcsoljuk a lombikot a késziilékhez. Forditsuk el a
héromfézisi csapot (5), hogy a cs6 (1) a kiilsS résszel kapcsolddjon. A szinezett kénsavval (3.3.) toltott és a
kalibralt cs6hoz (1) kapesolt mozgathatd cs (2) segitségével igazitsuk a folyadék szintjét a nulla jelhez. Az (1) és
a (3) cs6 osszekapcesoldsdhoz forditsuk el a csapot (5), és ellendrizziik, hogy a szint nulldn 4ll-e.
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A lombik (4) megdontésével folyassunk lassan sosavat (3.1.) a részmintdra. A (2) cs6 leengedésével egyenlitsiik ki
a nyomdst. Rdzzuk a (4) lombikot egészen addig, amig a szén-dioxid-kibocsatds teljesen meg nem szinik.

Az (1) és a (2) cs6ben 1évs folyadék egyenld szintre igazitdsdval dllitsuk vissza a nyomdst. Néhdny perc milva,
amikor a gdz mennyisége alland6sul, olvassuk le az eredményt.

Végezziink ellen6rzé vizsgdlatot ugyanilyen koriilmények kozott 0,5 g kalcium-karbondton (3.2.).

Az eredmények kiszdmitdsa

A kalcium-karbondtként kifejezett karbondttartalmat az aldbbi képlet segitségével szamitjuk ki:

_Vx 100
“V; x 2m

ahol:

X = a minta kalcium-karbondtként kifejezett %-os (w/w) karbondttartalma
V = a részminta altal kibocséatott szén-dioxid, ml-ben.

V= 0,5 g CaCO; dltal kibocsitott szén-dioxid, ml-ben.

m = a részminta grammban kifejezett tomege.

Eszrevételek

Ha a részminta 2 g-ndl nehezebb, el6szor toltsiink 15 ml desztillélt vizet a (4) lombikba, és keverjiik ossze a
vizsgdlat megkezdése el6tt. Az ellendrzd vizsgélat esetében ugyanezt a vizmennyiséget hasznaljuk.

Ha a hasznalt késziilék drtartalma eltér a Scheibler-Dietrich-késziilékétsl, a mintdbdl és a kontrollanyagbdl vett
részt, valamint az eredmények kiszdmitdsdt annak megfelelSen kell korrigdlni.
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3.5.

3.6.

3.6.1.

3.6.2.

3.7.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

5.1.

P.  AZ OSSZES FOSZFOR MEGHATAROZASA
FOTOMETRIAS ELJARASSAL
Cél és alkalmazdsi teriilet

Ez a mddszer lehet6vé teszi a takarmanyok Osszes foszfortartalmanak meghatrozasat. Killonosen alkalmas az
alacsony foszfortartalmu termékek elemzésére. Bizonyos esetekben (foszforban gazdag termékeknél) gravimetrids
modszert hasznalhatunk.

Vizsgilati alapelv

A mintét széraz égetéssel (szerves takarmdnyok esetén) vagy savas feltdrdssal (dsvanyi vegyiiletek és folyékony
takarmdnyok esetén) mineralizdljuk, és savas oldatba helyezziik. Az oldatot molibdén-vanaddt reagenssel
kezeljiik. Az igy keletkez§ sdrga oldat optikai stirtiségét 430 nm-nél mérjitk egy spektrofotométeren.

Reagensek

Kalcium-karbonit.

Sésav, pyy = 1,10 g/ml (kozelitsleg 6 mol/liter).
Salétromsav, pyo = 1,045 g/ml.

Salétromsav, pyo = 1,38-1,42 g/ml.

Kénsav, pyo = 1,84 g/ml.

Molibdén-vanadét reagens: 1 literes mérSlombikban keverjiink dssze 200 ml amménium-heptamolibdét-oldatot
(3.6.1.), 200 ml ammodnium-monovanadat-oldatot (3.6.2.) és 134 ml salétromsavat (3.4.). Toltsiik fel vizzel
térfogatra.

Ammonium-heptamolibdat-oldat: oldjunk fel forré vizben 100 g ammoénium-heptamolibdatot, (NH,)
6M0,0,4.4H,0. Adjunk hozzd 10 ml ammonidt (d: 0,91 g/ml), és toltsiik fel vizzel 1 literre.

Amménium-monovanadatoldat: 2,35 g amménium-monovanaditot (NH,VO5) oldjunk fel 400 ml forré vizben.
Allandé keverés kozben, lassan adjunk hozzd 20 ml higitott salétromsavat (7 ml HNO; (3.4.) + 13 ml H,0), és
toltsiik fel vizzel 1 literre.

1 mg/ml foszfortartalmd standardoldat: oldjunk fel 4,387 g kdlium-dihidrogén-foszfitot (KH,PO,) vizben.
Toltsiik fel vizzel 1 literre.

Eszkozok

Kvarc, porceldn vagy platina hamvasztétégelyek.

Elektromos tokos kemence, 550 °C-ra bedllitott termosztattal.

250 ml-es Kjeldahl-lombik.

Mér6lombikok és precizids pipettak.

Spektrofotométer.

Kb. 16 mm 4tmérdjt kémesovek, 14,5 mm dtmérdjiire keskenyed§ dugéval; Grtartalom: 25-30 ml.
A vizsgdlat médja

Oldatkészités

A minta jellege szerint készitsiink oldatot az 5.1.1. vagy az 5.1.2. pontban leirtak szerint.
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Altaldnos médszer

Mérjiink le kb. 1 g-ot vagy valamivel tobbet a mintabdl, 1 mg pontossiggal. Tegyik a vizsgdlati mintdt egy
Kjeldahl-lombikba és adjunk hozza 20 ml kénsavat (3.5.), rdzzuk 6ssze, hogy az anyag teljesen telitGdjon a savval
és ne tapadjon semmi a lombik oldaldra, hevitsiik és tartsuk forrdsponton 10 percen dt. Hagyjuk kissé lehdilni,
adjunk hozzd 2 ml salétromsavat (3.4.), lassan hevitsiik, majd hagyjuk djra kissé lehiilni, ezt kovetSen adjunk
hozzé kevés salétromsavat (3.4.), és forraljuk fel Gjra. Addig ismételjiik ezt a mtveletet, amig szintelen oldatot
nem kapunk. Hagyjuk hilni, adjunk hozzd egy kevés vizet, majd dekantdljuk a folyadékot egy 500 ml-es
mérélombikba, és oblitsiik ki a Kjeldahl-lombikot forré vizzel. Hagyjuk hilni, toltsiik fel vizzel térfogatra,
homogenizaljuk, és szfirjik.

Szerves anyagokat tartalmazé, kalcium- és magnézium-dihidrogén-foszfdtoktol
mentes mintdk

Mérjink kb. 2,5 g-ot a mintdbdl 1 mg pontossaggal egy hamvasztétégelybe. Keverjitk ssze a vizsgalati mintdt
1 g kalcium-karbonattal (3.1.), amig teljesen egynemivé nem valik. Hamvasszuk a kemencében 550 °C-on, amig
fehér vagy sziirke hamut nem kapunk (egy kis szénmaradviny nem szamit). Tegyitk a hamut egy 250 ml-es
f6z6pohdrba. Adjunk hozzd 20 ml vizet és sosavat (3.2.), amig a pezsgés meg nem sztinik. Adjunk hozzd még 10
ml sésavat (3.2.). Tegyiik a f6zGpoharat homokfiird6be és hagyjuk teljesen elparologni, hogy a kvarc szdrazza és
oldhatatlanna véljon. Oldjuk fel a maradékot 10 ml salétromsavban (3.3.), és forraljuk a homokfiirdében vagy
f6z6lapon 5 percen 4t anélkill, hogy teljesen beszdritandnk. Dekantdljuk a folyadékot egy 500 ml-es
mérélombikba, majd &blitsik ki a féz8poharat néhdnyszor forré vizzel. Hagyjuk hilni, toltsik fel vizzel
térfogatra, homogenizéljuk, és szirjik.

Elszinez6dés kialakuldsa és az optikai siiriiség mérése

Higitsuk az 5.1.1. vagy az 5.1.2. pont szerint nyert sz{rlet aliquot részét tigy, hogy 40 pg/ml-nél nem nagyobb
foszforkoncentraciot kapjunk. Tegyiink 10 ml-t ebbdl az oldatbdl kémcesdbe (4.6.), és adjunk hozzd 10 ml
molibdén-vanadat reagenst (3.6.). Homogenizljuk és hagyjuk édllni legaldbb 10 percen dt 20 °C-on. Mérjitk meg

az optikai stirtiséget 430 nm-nél spektrofotométeren egy olyan oldattal szemben, amelyet gy nyertiink, hogy
10 ml molibdén-vanadat reagenst (3.6.) adtunk 10 ml vizhez.

Kalibrdcids gorbe

A standardoldatbdl (3.7.) készitsiink egyenként 5, 10, 20, 30 és 40 ug/ml foszfort tartalmazé oldatokat. Vegyiink
10 ml-t ezekbdl az oldatokbdl, és adjunk hozzd mindegyikhez 10 ml molibdén-vanaddt reagenst (3.6.).
Homogenizdljuk és hagyjuk édllni legaldbb 10 percen 4t 20 °C-on. Mérjikk meg az optikai stirtiséget az 5.2.
pontban leirt médon. Szerkesszitk meg a kalibrciés gorbét tgy, hogy az optikai strtiséget a megfelel§
foszformennyiség fiiggvényében dbrdzoljuk. A 0 és 40 pg/ml kozotti koncentracidk esetében a gorbe linedris
lesz.

Az eredmények kiszdmitdsa

A vizsgélati minta foszfortartalmdt a kalibraciés gorbe segitségével hatdrozzuk meg.
Az eredményt a minta szdzalékdban fejezziik ki.

Ismételhetdség

Az ugyanazon mintdn végzett két parhuzamos meghatdrozds eredményének kiilonbsége nem haladhatja meg:
— 5 %-osndl alacsonyabb foszfortartalom esetén a magasabb érték 3 %-dt,

— az 5 %-os vagy anndl magasabb foszfortartalom esetén abszolt értékben a 0,15 %-ot.

Q. KLORIDOKBOL SZARMAZO KLOR MEGHATAROZASA
Cél és alkalmazdsi teriilet

Ez a médszer lehet6vé teszi a vizben oldhato kloridokban taldlhat6, hagyomdnyosan natrium-kloridban kifejezett
klér mennyiségének meghatdrozdsit. A mdodszer minden takarmény esetében alkalmazhaté.

Vizsgilati alapelv

A kloridokat vizben oldjuk. Ha a termék szerves anyagot tartalmaz, tisztitjuk. Az oldatot salétromsavval enyhén
savasitjuk, és a kloridokat eziist-klorid formdjaban csapjuk ki eziist-nitrét-oldat felhasznaldsaval. Az eziist-nitrdt
felesleget ammonium-tiociandt oldattal, a Volhard-mdédszer szerint titraljuk.



2009.2.26.

Az Eurdpai Unié Hivatalos Lapja

L 54/57

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

5.1.

5.2.

Reagensek

Telitett ammoénium-vasszulfdt-oldat (NH,)Fe(SO,),.
Salétromsav, d: 1,38 g/ml.

Dietiléter.

Aceton.

Carrez I. oldat: oldjunk fel vizben 21,9 g cink-acetatot, Zn(CH;COO),-2H,0 és 3 g jégecetet. Toltsiik fel vizzel
100 ml-re.

Carrez II. oldat: oldjunk fel vizben 10,6 g kalium-[hexaciano-ferrat(ll)]-ot K4[Fe(CN)]-3H,0. Toltsiik fel vizzel
100 ml-re.

Klorid-mentes, azokat nem abszorbedl6 aktiv szén.

Eszkozok

BillenGdobos keverdgép: kb. 35-40 fordulatszdm/perc teljesitménnyel.

A vizsgilat médja
Oldatkészités

A minta jellegétd] fuggden készitsiink oldatot az 5.1.1., az 5.1.2. vagy az 5.1.3. pontban foglaltak szerint.
Ezzel egy id6ben végezziink vakprobdt az analizdlandé minta kihagydsaval.

Szerves anyagtol mentes mintdk

Mg-os pontossaggal mérjiink le a mintdbdl legfeljebb 10 g-ot, amely legfeljebb 3 ¢ klort tartalmaz kloridok
formdjdban. 400 ml vizzel helyezziik egy 500 ml-es mérSlombikba kb. 20 °C-on. Keverjitk harminc percig a
keverdgépen, toltsik fel térfogatra, homogenizaljuk, és sztrjik.

Szerves anyagot tartalmazé mintdk, az 5.1.3. pontban felsorolt termékek
kivételével

Mérjiink le a mintdbdl 5 g-ot mg-os pontossdggal, és 1 g aktiv szénnel egyiitt helyezziik egy 500 ml-es
méréhengerbe. Adjunk hozzd 400 ml, koriilbeliil 20 °C-os vizet és 5 ml Carrez L oldatot (3.7.), keverjitk 30
mésodpercig, majd adjunk hozzd 5 ml Carrez II. oldatot (3.8.). Keverjiik harminc percig a kever6gépen, toltsiik
fel térfogatra, homogenizéljuk, és szdrjik.

F6zott takarmdnyok, lenpogdcsdk ¢és lenliszt, lenlisztben gazdag termékek,
valamint mds, nydkban és kolloid anyagokban (példdul dextrindlt keményitében)
gazdag termékek

Készitsik el az oldatot az 5.1.2. pontban foglaltak szerint, de ne szdrjiik. Dekantdljuk (ha sziikséges,
centrifugdljuk), vegyiink el 100 ml-t a feliiliisz6 folyadékbdl, és ontsiik dt egy 200 ml-es mérélombikba. Keverjitk
ossze acetonnal (3.6.), és toltsiik fel térfogatra ezzel az olddszerrel, homogenizéljuk, és szirjik.

Titrdlds

Pipettdzzunk egy Erlenmeyer-lombikba 25-100 ml-t (a feltételezett klortartalom szerint) a sziirletbél, amelyet az
5.1.1., az 5.1.2. vagy az 5.1.3. pontban foglaltak szerint nyertiink. Az aliquot rész nem tartalmazhat 150 mg-nél
tobb klort (Cl). Szikség szerint higitsuk vizzel, legaldbb 50 ml-ig, adjunk hozzd 5 ml salétromsavat (3.4.), 20 ml
telitett ammonium-vasszulfét-oldatot (3.3.) és két csepp amménium-tiociandt-oldatot (3.1.) egy nulla jelig toltott
biiretta segitségével. Biiretta segitségével helyezziik it az eziist-nitrdt oldatot (3.2.) tigy, hogy 5 ml-nyi tobbletet
kapjunk. Adjunk hozzd 5 ml dietilétert (3.5.), és rdzzuk fel erésen, a csapadék koaguldldsdig. Titrdljuk az eziist-
nitrét tobbletet az ammoénium-tiociandt oldattal (3.1.), amig egy percen dt tartd vorosesbarna szindrnyalatot nem

kapunk.
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7.1.

7.2.

7.3.

Az eredmények kiszdmitdsa

A nétriumklorid szdzalékdban kifejezett klor mennyiségét (X) a kovetkezd képlet segitségével szamithatjuk ki:

B 5,845 X (V] _Vz)
N m

X

ahol:

V; = a hozzdadott, 0,1 mdlliter koncentracidji eziist-nitrat oldat mennyisége, ml-ben
V, = a titrdldshoz haszndlt, 0,1 moél/liter koncentrdciéji ammonium-tiociandt oldat mennyisége, ml-ben.
m = a minta tomege.

Ha a vakproba azt jelzi, hogy 0,1 mél/liter koncentraci6ju eziist-nitrat oldat keriilt felhaszndldsra, vonjuk ki ezt
az értéket a (V; — V,) mennyiségbdl.

Eszrevételek

A titrdldst potenciometrikus mddszerrel is el lehet végezni.

Olajban és zsirban rendkivil gazdag termékek esetében el6szor dietiléterrel vagy petroléterrel végezziink
zsirtalanitdst.

Halliszt esetében a titrdlds Mohr-mddszerrel is végezhetd.
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.1.

3.7.

3.8.

3.9.

3.12.1.

IV. MELLEKLET

ANALITIKAI MODSZEREK A TAKARMANYOKBAN LEVO ENGEDELYEZETT ADALEKANYAGOK

SZINTJENEK ELLENORZESERE

A.  AZ A-VITAMIN MEGHATAROZASA
Cél és alkalmazisi teriilet

Ez a médszer lehet6vé teszi a takarmdnyok és el6keverékek A-vitamin- (retinol-) tartalménak meghatdrozasat. Az
A-vitamin magdban foglalja az ezzel a mddszerrel meghatédrozasra keriil§ all-transz-retinyl alkoholt és annak cisz-
izomerjeit. Az A-vitamin-tartalmat nemzetkozi egység (NE)/kg-ban fejezziik ki. Egy NE 0,300 pg all-transz-A-
vitamin-alkohol, 0,344 ug all-transz-A-vitamin-acetat vagy 0,550 pg all-transz-A-vitamin-palmitat aktivitdsinak
felel meg.

A meghatdrozasi hatdr 2 000 NE A-vitamin/kg.

Vizsgilati alapelv

A mintdt etanolos kdlium-hidroxid oldattal hidrolizaljuk, és az A-vitamint petroléterrel extrahdljuk. Az olddszert
beparlassal eltdvolitjuk, a maradékot metanolban oldjuk, és — sziikség esetén — a kivant koncentrdciora higitjuk.
Az A-vitamin-tartalmat forditott fazisd, nagy teljesitmény( folyadék-kromatografidval (RP-HPLC) hatdrozzuk
meg, UV- vagy fluoreszcens detektor alkalmazdsaval. A kromatogréfids paramétereket tigy valasszuk meg, hogy
az all-transz-A-vitamin-alkohol és annak cisz-izomerjei ne véljanak szét.

Reagensek

Etanol, 6 = 96 %

Petroléter, forrdspont-tartomany: 40-60 °C

Metil-alkohol

Kalium-hidroxid-oldat, ¢ = 50 g/100 ml

Nétrium-aszkorbét-oldat, ¢ = 10 g/100 ml (lisd az Eszrevételek 7.7. pontjat)

Nétrium-szulfid, Na,S x H,0 (x = 7-9)

Nétrium-szulfid-oldat, ¢ = 0,5 mél/l glicerinben, 8 = 120 g/l (x = 9-nél) (ldsd az Eszrevételek 7.8. pontjat).
Fenolftaleinoldat, ¢ = 2 g/100 ml etanolban (3.1.)

2-propanol

Mozgéfazis a HPLC-hez: metil-alkohol (3.3.) és viz keveréke, pl. 980 + 20 (v + v). A pontos ardnyt az alkalmazott
oszlop tulajdonsagai hatdrozzdk meg.

Nitrogén, oxigénmentes
All-transz-A-vitamin-acetdt, fokozott tisztasdgy, igazolt aktivitdst, pl. 2,80 x 10° NE/g

All-transz-A-vitamin-acetdt torzsoldat: mérjiink be 0,1 mg pontossdggal 50 mg A-vitamin acetdtot (3.11.) egy
100 ml-es mérSlombikba. Oldjuk fel 2-propanolban (3.8.), majd toltsiik fel jelig ugyanazzal az olddszerrel.
Ennck az oldatnak a névleges koncentraciéja 1 400 NE A-vitamin/ml. A pontos A-vitamin-tartalmat az 5.6.3.1.
pont szerint kell meghatdrozni.

All-transz-A-vitamin-palmitdt, fokozott tisztasdgd, igazolt aktivitdst, pl. 1,80 x 10° NE/g

All-transz-A-vitamin-palmitdt torzsoldat: mérjiink be 0,1 mg pontossdggal 80 mg A-vitamin-acetdtot (3.12.) egy
100 ml-es mér6lombikba. Oldjuk fel 2-propanolban (3.8.), majd toltsiik fel jelig ugyanazzal az oldészerrel.
Ennek az oldatnak a névleges koncentraciéja 1 400 NE A-vitamin/ml. A pontos A-vitamin-tartalmat az 5.6.3.2.
pont szerint kell meghatdrozni.
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4.1.

4.2.

4.2.1.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

5.1.

5.2.

2,6-Di-terc-butil-4-metilfenol (BHT) (lasd az Eszrevételek 7.5. pontjit)

Eszkozok

Rotdcids vakuumbepdrld

Barna {ivegedények

500 ml-es, lapos fenekd vagy Erlenmeyer-lombikok, csiszolt iivegnyakkal

Csiszolt iivegdugds, vékony nyakd, 10, 25, 100 és 500 ml-es mérSlombikok

1 000 ml-es, kapos vilasztotolesérek, csiszolt iivegdugdval

250 ml-es, korte alakd lombikok, csiszolt tivegnyakkal

Allihn-féle hiits, kopeny hossza 300 mm, csiszolt tivegesatlakozdval, adapteres gdzadagol6 csével
Red§s sziirGpapir a fazisok szétvalasztdsihoz, 185 mm atmérdjh (pl. Schleicher & Schuell 597 HY 1/2)
HPLC-berendezés, befecskendezd rendszerrel

Folyadékkromatogréfids oszlop, 250 mm x 4 mm, C;5, 5 vagy 10 pm toltet, vagy azzal egyenértékd
(teljesitménykritérium: az alkalmazott HPLC paraméterek mellett az Gsszes retinol-izomer csak egyetlen csticsot
adjon)

Allithaté hullimhosszisigt UV- vagy fluoreszcens detektor,
Spektrofotométer 10 mm-es kvarckiivettdkkal

Vizfiirds, magneses keverdvel

Extrahalokésziilék (ldsd 1. dbra), amely az aldbbiakbol éll:
11 térfogatt iveghenger, csiszolt iivegnyakkal és -dugdval

Oldalirdnyt bevezetSesdvel és dllithatd, a feltét kozepén dthaladé csével elldtott, csiszolt tivegbdl késziilt feltét.
Az dllithaté csének U alaka alsé véggel, az ellenkez8 oldalon pedig favokaval kell rendelkeznie, hogy a
hengerben levé fels6 folyadékréteg dtvihetd legyen a vélasztotolesérbe.

A vizsgélat médja

Megjegyzés: Az A-vitamin (UV-) fényre és oxidiciéra érzékeny. Minden miveletet fénytSl elzdrva (barna
tivegedényekben vagy aluminiumfélidba tekert iivegedényekben), és oxigén kizardsdval (nitrogén-
dramban) kell végezni. Az extrahdlds sordn a folyadék feletti levegt nitrogénnel kell eltdvolitani (a
dugd idGszakonkénti meglazitdsaval keriiljiik el a tdlzottan nagy nyomds kialakuldsat).

A minta elékészitése

Ugyelve a hoképzddés elkeriilésére, 6roljitk a mintdt annyira, hogy az dtjusson egy 1 mm-es szemnagysdgt
szitdn. Az 6rlést kozvetleniil a silymérés és a szappanositds elStt kell végezni, kiilonben A-vitamin-veszteség
léphet fel.

Szappanositds

Az A-vitamin-tartalomtdl fiigg6en mérjiink be 1 mg pontossdggal 2-25 g mintdt egy 500 ml-es, lapos fenekd
vagy Erlenmeyer-lombikba (4.2.1). Keverés kozben adjunk hozzd egymdst kovetSen 130 ml etanolt (3.1.),
koriilbeliil 100 mg BHT-t (3.13.), 2 ml nétrium-aszkorbét-oldatot (3.5.) és 2 ml nétrium-szulfid-oldatot (3.6.).
Illessziink a lombikhoz hit6t (4.3.), és meritsitk magneses keverével felszerelt vizfiirdébe (4.7.). Hevitsiik forrdsig
a lombik tartalmdt, majd hagyjuk visszacsepegni 6t percig. Ezutdn a hiitén (4.3.) 4t adjunk hozzd 25 ml kélium-
hidroxid-oldatot (3.4.), és hagyjuk visszacsepegni Gjabb 25 percig, lassi nitrogéndramban torténd keverés
kozben. Ezt kovetSen kb. 20 ml vizzel oblitsiik a hitét, és hitsiik le a lombik tartalmdt szobahémérséklettire.
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5.3.

5.4.

5.5.

Extrahdlds

250 ml vizzel torténd dtoblitéssel dekantdljuk a szappanositdsi oldatot teljes mennyiségében egy 1 000 ml-es
vélasztotolesérbe (4.2.3) vagy az extrahdlokésziilékbe (4.8.). Oblitsiik a szappanositdshoz hasznélt lombikot
egymast kovetGen 25 ml etanollal (3.1.) és 100 ml petroléterrel (3.2.), majd az 6blit6 olddszereket toltsiik a
vélasztotolesérbe vagy az extrahdlokésziilékbe. Az egyesitett oldatokban a viz és az etanol ardnya koriilbelil 2:1
legyen. Rézassuk erdteljesen két percig, majd két percen 4t hagyjuk iilepedni.

Extrahdlds vdlasztotolesérrel (4.2.3.)

Amikor a rétegek mar elkiiloniiltek (lisd az Eszrevételek 7.3. pontjdt), vigyitk dt a petroléterréteget egy masik
vélasztotolesérbe (4.2.3.). Az extrahdldst ismételjiik meg kétszer 100 ml petroléterrel (3.2.), kétszer pedig 50 ml
petroléterrel (3.2.).

Az egyesitett kivonatokat a valaszt6tolesérben mossuk kétszer 100-100 ml vizadaggal, lassti keverés kozben (az
emulzioképz3dés megakadilyozisa céljdbol), majd tobbszori rdzatds kozben tovabbi 100 ml-es vizadagokkal
egészen addig, amig a viz, fenolftaleinoldat (3.7.) hozzdaddsat kovetGen szintelen nem marad (négyszeri mosds
rendszerint elegendd). A szuszpenddlt viz eltdvolitdsa céljdbol, a mosott kivonatot szirjik 4t a fazisok
elkiilonitésére szolgald szdraz, redds sztirGpapiron (4.4.) egy 500 ml-es mérélombikba (4.2.2.). A vélaszt6tolesére
és a sztir6t 6blitsitk 50 ml petroléterrel (3.2.), toltsiik fel jelig petroléterrel (3.2.), és a tartalmat alaposan keverjitk
ossze.

Extrahdlds extrahdlokésziilékkel (4.8.)

Amikor a rétegek szétvaltak (ldsd az Eszrevételek 7.3. pontjat), helyezziik az iiveghenger (4.8.1.) dugja helyére a
csiszolt iivegfeltétet (4.8.2.), és helyezzitk az dllithat cs6 U alakd, alsé végét tgy, hogy az éppen a rétegek
talalkozasi feliilete felett legyen. Egy nitrogénvezetékbsl nyomadst gyakorolva az oldalcsdre, vigyiik 4t a felsG
petroléterréteget egy 1 000 ml-es valasztotolesérbe (4.2.3.). Mérjiink 100 ml petrolétert (3.2.) az tiveghengerbe,
helyezziik vissza a dugdt, és alaposan rdzzuk dssze. Hagyjuk szétvélni a rétegeket, majd a fels6 réteget vigyiik dt a
vélaszt6tolesérbe az eldbbiekben ismertetett médon. Ismételjitk meg az extrahdldsi mveletet tovdbbi 100 ml
petroléterrel (3.2.), majd kétszer 50 ml petroléterrel (3.2.), és vigyiik dt a petroléterrétegeket a vélaszt6tolesérbe.

Mossuk az egyesitett petroléterkivonatokat az 5.3.1. pontban leirt médon, majd folytassuk a mveletet az ott
leirtak szerint

A mintaoldat elkészitése a HPLC-hez

Pipettdzzuk a petroléteroldat aliquot részét (5.3.1. vagy 5.3.2.) egy 250 ml-es, korte alaki lombikba (4.2.4.). Az
oldészert paroljuk még éppen nedves dllapotiira a roticios bepdrlokésziiléken (4.1.), csokkentett nyomdson
legfeljebb 40 °C-os vizfird6ben. Nitrogén (3.10.) bejuttatasaval dllitsuk vissza az atmoszferikus nyomdst, és
vegyiik le a lombikot a roticios bepdrlokésziilékrsl. Nitrogén bedramoltatdsaval (3.10.) tdvolitsuk el a maradék
oldészert, és a maradékot azonnal oldjuk fel ismert térfogatd (10-100 ml) metil-alkoholban (3.3.) (az A-vitamin
koncentracidjanak 5 NE/ml és 30 NE/ml kozott kell lennie).

Meghatdrozds HPLC-vel

(325 nm) vagy fluoreszcens detektor (gerjesztés: 325 nm, emisszio: 475 nm) (4.5.2.) segitségével mérjiik.

Fecskendezziink be az 5.4. 1épés szerint nyert metil-alkoholos oldatbél egy aliquot részt (pl. 20 pl), és eludljuk a
mozgéfazissal (3.9.). Ugyanabbdl a mintaoldatbdl tobbszori befecskendezés utdn szdmitsuk ki a mintaoldathoz
tartoz6 étlagos csticsmagassdgot (teriiletet), valamint a kalibrdléoldatbdl (5.6.2.) tobbszori befecskendezés utdn
szamitsuk ki a kalibrdl6oldathoz tartozé atlagos csticsmagassagokat (teriileteket).

HPLC paraméterek

A kovetkezd paraméterek Gtmutatdsul szolgdlnak; ettdl eltérd paraméterek is alkalmazhatok, feltéve, hogy ezzel
egyenértékd eredményeket adnak.

Folyadékkromatogréfids Cig, 250 mm x 4 mm, 5 vagy 10 pm-es toltettel, vagy ezzel egyenértékd berendezés.
oszlop (4.5.1.):

Mozgdfazis (3.9.): Metil-alkohol (3.3.) és viz keveréke, pl. 980 + 20 (v + v).
Atéramlasi sebesség: 1-2 ml/perc
Detektor (4.5.2): UV-detektor (325 nm) vagy fluoreszcens detektor

(gerjesztés: 325 nm [ emisszi6: 475 nm)
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5.6.

5.6.3.1.

5.6.3.2.

5.6.3.3.

Kalibrdlds
A standard munkaoldatok elkészitése

Pipettdzzunk az A-vitamin-acetdt torzsoldatb6l (3.11.1.) 20 ml-t vagy az A-vitamin-palmitdt torzsoldatbol
(3.12.1) 20 ml-t egy 500 ml-es, lapos fenekdi vagy Erlenmeyer-lombikba (4.2.1), és hidrolizdljuk az 5.2.
pontban leirt médon, de BHT hozzdaddsa nélkil. Ezt kovetSen extrahdljuk petroléterrel (3.2) az 5.3. pont
szerint, és toltsik fel 500 ml-re petroléterrel (3.2.). Ebbdl a kivonatbdl 100 ml-t paroljunk még éppen nedves
allapotig a rotdcids beparlokésziiléken (ldsd 5.4.), nitrogéndramoltatdssal tavolitsuk el a maradék olddszert
(3.10.), majd oldjuk a maradékot 10,0 ml metil-alkoholban (3.3.). Ennek az oldatnak a névleges koncentraci6ja
560 NE A-vitamin/ml. A pontos A-vitamin-tartalmat az 5.6.3.3. pont szerint kell meghatdrozni. A standard
munkaoldatot felhaszndlds el6tt frissen kell elkésziteni.

Ebbdl a standard munkaoldatbdl 2,0 ml-t pipettdzzunk egy 20 ml-es mérSlombikba, majd toltsiik azt fel jelig
metil-alkohollal (3.3.), és keverjitk dssze. E higitott standard munkaoldat névleges koncentricidja 56 NE A-
vitamin/ml.

A kalibrdléoldatok és a kalibrdciés gorbe elkészitése

A higitott standard munkaoldatbdl vigyiink at 1,0, 2,0, 5,0 és 10,0 ml-t 20 ml-es mérélombikokba, toltsiik fel a
lombikokat jelig metil-alkohollal (3.3.), és keverjikk 6ssze a tartalmukat. Ezeknek az oldatoknak a névleges
koncentracidja 2,8, 5,6, 14,0 és 28,0 NE A-vitamin/ml.

Minden kalibrdloldatbdl fecskendezziink be 20 pl-t tobb alkalommal, és hatdrozzuk meg az dtlagos
csticsmagassagokat  (teriileteket). Figyelembe véve az UV-ellendrzés (5.6.3.3.) eredményeit, az dtlagos
csticsmagassdgok (teriiletek) alapjan szerkessziik meg a kalibrdciés gorbét.

A standardoldatok UV hitelesitése
A-vitamin-acetdt torzsoldat

Pipettdzzunk az A-vitamin-acetdt torzsoldatbdl (3.11.1) 2,0 ml-t egy 50 ml-es mérglombikba (4.2.2), és a
lombikot toltsiik fel jelig 2-propanollal (3.8.). Ennek az oldatnak a névleges koncentracidja 56 NE A-vitamin/ml.
Ebbdl a higitott A-vitamin-acetdt oldatbdl pipettdzzunk 3,0 ml-t egy 25 ml-es mérSlombikba, és a lombikot
toltsiik fel jelig 2-propanollal (3.8.). Ennek az oldatnak a névleges koncentracidja 6,72 NE A-vitamin/ml. Mérjitk
meg ennek az oldatnak az UV-spektrumdt spektrofotométeren (4.6.) 2-propanollal (3.8.) szemben, 300 nm és
400 nm kozott. Az extinkcié maximdlis értékének 325 nm és 327 nm kozott kell lennie.

Az A-vitamin-tartalom kiszdmitdsa:
A-vitamin NE/ml = E;p, x 19,0
(E} % az A-vitamin-acetdt esetében = 1 530, 326 nm-nél 2- propanolban)

A-vitamin-palmitdt térzsoldat

Pipettdzzunk az A-vitamin-palmitdt torzsoldatbdl (3.12.1.) 2,0 ml-t egy 50 ml-es mér6lombikba (4.2.2)), és a
lombikot toltsiik fel jelig 2-propanollal (3.8.). Ennek az oldatnak a névleges koncentricidja 56 NE A-vitamin/ml.
Ebbdl a higitott A-vitamin-palmitat oldatbdl pipettdzzunk 3,0 ml-t egy 25 ml-es mér6lombikba, és a lombikot
toltsiik fel jelig 2-propanollal (3.8.). Ennek az oldatnak a névleges koncentraci6ja 6,72 NE A-vitamin/ml. Mérjiik
meg ennek az oldatnak az UV-spektrumdt spektrofotométeren (4.6.) 2-propanollal (3.8.) szemben, 300 nm ¢és
400 nm kozott. Az extinkcié maximalis értékének 325 nm és 327 nm kozott kell lennie.

Az A-vitamin-tartalom kiszdmitdsa:
A-vitamin NE[ml = E3,, x 19,0

(E} 2 az A-vitamin-palmitdt esetében = 957, 326 nm-nél 2- propanolban)

A-vitamin standard munkaoldat

Pipettdzzunk az 5.6.1. pont szerint elkészitett, higitatlan A-vitamin standard munkaoldatbdl 3,0 ml-t egy 50 ml-
es mérlombikba (4.2.2.), és a lombikot toltsiik fel jelig 2-propanollal (3.8.). Ebbél az oldatbdl pipettdzzunk 5,0
ml-t egy 25 ml-es mérSlombikba, és a lombikot toltsiik fel jelig 2-propanollal (3.8.). Ennek az oldatnak a
névleges koncentricidja 6,72 NE A-vitamin/ml. Mérjik meg ennek az oldatnak az UV-spektrumdt
spektrofotométeren (4.6.) 2-propanollal (3.8.) szemben, 300 nm és 400 nm kozott. Az extinkcid maximdlis
értékének 325 nm és 327 nm kozott kell lennie.
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7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

7.6.

7.7.

7.8.

7.9.

Az A-vitamin-tartalom kiszdmitdsa:
A-vitamin NE/ml = E3,5 x 18,3

(E1 % az A-vitamin-alkohol esetében = 1 821, 325 nm-nél 2- propanolban)

Az eredmények kiszdmitisa

A mintaoldat A-vitamin csticsainak dtlagos magassdgabol (teriiletébdl) hatdrozzuk meg a mintaoldat
koncentrécidjat NE/ml-ben, a kalibracids gorbét (5.6.2.) hasznalva.

Az A-vitamin-tartalmat (w) NE/kg mintdban a kovetkezd képlet adja:

500 x ¢ x V, x 1 000
W=
V1><m

[NE/kg]

ahol:

a mintaoldat (5.4.) A-vitamin-koncentrdcidja, NE/ml-ben

(g}
1l

V, = a mintaoldat (5.4.) térfogata, ml-ben
v,

az 5.4. szerint vett aliquot rész térfogata, ml-ben

3
I

a vizsgélati adag tomege grammban.

Eszrevételek

Alacsony A-vitamin-koncentraciéjii mintdk esetében a HPLC-meghatdrozashoz hasznos lehet két szappanositds
(kimért mennyiség: 25 g) petroléterkivonatait egy mintaoldatban egyesiteni.

Az analizdldshoz bemért minta nem tartalmazhat 2 g-ndl tobb zsirt.
Ha a fazisok nem vélnak szét, adjunk az elegyhez kériilbeliil 10 ml etanolt (3.1.) az emulzié megbontdsa céljabol.
T6kehalmdjolaj és més tiszta zsirok esetében a szappanositdsi id6t 45-60 percre kell meghosszabbitani.

BHT helyett hidrokinon is hasznalhaté.

Normilfézisi oszlop haszndlata esetén a retinol-izomerek szétvdlaszthaték. De ebben az esetben valamennyi
cisz- és transz-izomer csticsmagassagat (teriiletét) osszesiteni kell a szdmitdsokhoz.

Nétrium-aszkorbét-oldat helyett mintegy 150 mg aszkorbinsav is hasznélhaté.
Natrium-szulfid-oldat helyett mintegy 50 mg EDTA is haszndlhato.
A tejp6tlok A-vitamin tartalmdnak analizise esetében kiemelt figyelmet kell forditani a kovetkezSkre:

—  szappanositdskor (5.2.): a mintdban jelen 1év6 zsir mennyisége miatt sziikséges lehet a kdlium-hidroxid
oldat (3.4.) mennyiségének novelése,

—  extrahdldskor (5.3.): az emulziok jelenléte miatt sziikséges lehet a vizjetanol 2:1 ardny moédositdsara.

Annak ellendrzése érdekében, hogy a haszndlt analitikai médszer megbizhaté eredményt ad-e az adott métrixon
(tejpotld), visszanyerési probdt kell végezni egy tovabbi vizsgalati adagon. Ha a visszanyerés 80 % alatti, az
analizis eredményét korrigdlni kell a visszanyeréssel.

IsmételhetGség

Ugyanazon a mintdn végzett két parhuzamos meghatrozds eredményének kiillonbsége nem haladhatja meg a
magasabb érték 15 %-dt.
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A kérvizsgilat eredményei (1)

Elékeverckek ElSkeverék-takar- Asvanyi kon- Fehérjetakar- Malact
oxevereke many centratumok many dlactap

L 13 12 13 12 13
n 48 45 47 46 49
atlag [NE/kg] 17,02 x 10° 1,21 x 10° 537100 151 800 18 070
s; [NE/kg] 0,51 x 10° 0,039 x 10° 22080 12 280 682
r [NE/kg] 1,43 x 10° 0,109 x 10° 61 824 34384 1910
v, [ %] 3,0 3,5 41 8,1 3,8
sg [NE/kg] 1,36 x 10° 0,069 x 10° 46 300 23 060 3614
R [NE/kg] 3,81 x 10° 0,193 x 10° 129 640 64 568 10119
Ve [%] 8,0 6,2 8,6 15 20
L = alaboratériumok szdma
n = az egyedi értékek szdma
s, = az ismételhetéség szordsa
sg = a reprodukélhatésdg szordsa
r = ismételhetGség

R = reprodukdlhatdsig
CV, = az ismételhetdség relativ szérdsa
CVr = a reprodukdlhatdsag relativ szordsa

A vizsgilatot a Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA) takarmédny-munkacsoportja

végezte.
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1. dbra: Extrahalokészilék (4.8)
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3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.1.

3.11.

3.11.1.

4.1.

4.2

B.  AZ E-VITAMIN MEGHATAROZASA
Cél és alkalmazisi teriilet

Ez a médszer a takarmdnyokban és az elSkeverékekben 1év$ E-vitamin meghatdrozdsara szolgdl. Az E-vitamin-
tartalmat mg DL-a-tokoferol-acetdt/kg-ban fejezzitk ki. Egy mg DL-a-tokoferol-acetit 0,91 mg DL-a-toko-
ferolnak (E-vitaminnak) felel meg.

A meghatdrozasi hatdr 2 mg E-vitamin/kg. Ez a meghatdrozdsi hatdr csak fluoreszcens detektorral érhetd el. UV-
detektorral a meghatdrozdsi hatar 10 mg/kg.

Vizsgilati alapelv

A mintét etanolos kalium-hidroxid oldattal hidrolizaljuk, és az E-vitamint petroléterrel extrahaljuk. Az olddszert
beparldssal eltdvolitjuk, a maradékot metanolban oldjuk, és — sziikség esetén — a kivant koncentraciora higitjuk.
Az E-vitamin-tartalmat forditott fdzisd, nagy teljesitményd folyadék-kromatogréfidval (RP-HPLC) hatdrozzuk
meg, fluoreszcens vagy UV-detektor alkalmazdsaval.

Reagensek

Etanol, 0 = 96 %

Petroléter, forrdsponttartomény: 40-60 °C

Metil-alkohol

Kdlium-hidroxid-oldat, ¢ = 50 g/100 ml

Nitrium-aszkorbét-oldat, c = 10 g/100 ml (ldsd az Eszrevételek 7.7. pontjat)

Nétrium-szulfid, Na,S x H,O (x = 7-9)

Nitrium-szulfid-oldat, ¢ = 0,5 mél[l glicerinben, B = 120 g/l (x = 9-nél) (lisd az Eszrevételek 7.8. pontjt)
Fenolftaleinoldat, ¢ = 2 g/100 ml etanolban (3.1.)

Mozgodfazis a HPLC-hez: metil-alkohol (3.3.) és viz keveréke, pl. 980 + 20 (v + v). A pontos ardnyt az alkalmazott
oszlop tulajdonsdgai hatdrozzdk meg.

Nitrogén, oxigénmentes
DL-a-tokoferol-acetdt, fokozottan tiszta, igazolt aktivitdsa

DL-a-tokoferol-acetdt torzsoldat: mérjiink be 0,1 mg-os pontossdggal 100 mg DL-a-tokoferol-acetatot (3.10.)
egy 100 ml-es mérlombikba. Oldjuk fel etanolban (3.1.), majd toltsiik fel jelig ugyanezzel az oldészerrel. Ebbdl
az oldatb6l 1 ml 1 mg DL-a-tokoferol-acetdtot tartalmaz. (Az UV-ellendrzést ldsd az 5.6.1.3. pontban; a
stabilizalst ldsd az Eszrevételek 7.4. pontjanil)

DL-a-tokoferol, fokozottan tiszta, igazolt aktivitdsi

DL-a-tocopherol torzsoldat: Mérjiink be 0,1 mg-os pontossdggal 100 mg DL-a-tokoferolt (3.11.) egy 100 ml-es
mérélombikba. Oldjuk fel etanolban (3.1.), majd toltsiik fel jelig ugyanezzel az olddszerrel. Ebbél az oldatbdl
1 ml 1 mg DL-a-tokoferolt tartalmaz. (Az UV-ellendrzést ldsd az 5.6.2.3. pontban; a stabilizaldst ldsd az
Eszrevételek 7.4. pontjandl)

2,6-Di-terc-butil-4-metilfenol (BHT) (lasd az Eszrevételek 7.5. pontjt).

Eszkozok

Roticids vékonyréteges beparld
Barna iivegedények

500 ml-es, lapos fenekd vagy Erlenmeyer-lombikok csiszolt tivegnyakkal
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4.2.3.

4.2.4.

4.3.

4.4.

4.7.

4.8.

4.8.1.

4.8.2.

5.1.

5.2.

5.3.

5.3.1.

Csiszolt iivegdugds, vékony nyakd, 10, 25, 100 és 500 ml-es mérSlombikok

1 000 ml-es, kipos valasztotolesérek, csiszolt iivegdugdval

250 ml-es, korte alakd lombikok, csiszolt tivegnyakkal

Allihn-féle hiits, kopeny hossza 300 mm, csiszolt iivegcsatlakozéval, adapteres gdzadagol6 csével
Red§s sztirGpapir a fazisok szétvdlasztdsihoz, 185 mm dtmérdjd (pl. Schleicher & Schuell 597 HY 1/2)
HPLC-berendezés befecskendezd rendszerrel

Folyadék-kromatografids oszlop, 250 mm x 4 mm, C;g, 5 vagy 10 pm toltet, vagy azzal egyenértékd
Allithaté hullimhosszisagt, fluoreszcens- vagy UV-detektor,

Spektrofotométer 10 mm-es kvarckiivettikkal

Vizfiird§ magneses kevergvel

Extrahdlokésziilék (ldsd 1. dbra), amely az aldbbiakbol 4ll:

11 térfogatt iiveghenger, csiszolt iivegnyakkal és -dugéval

Oldalirdnyt bevezetSesdvel és dllithato, a feltét kozepén dthaladé csével elldtott, csiszolt tivegbdl késziilt feltét.
Az dllithatd csének U alaka alsé véggel, az ellenkez8 oldalon pedig favokaval kell rendelkeznie, hogy a
hengerben levé felsg folyadékréteg dtvihetd legyen a vélasztotolesérbe.

A vizsgdlat médja

Megjegyzés: Az E-vitamin (UV-) fényre és oxiddciéra érzékeny. Minden miiveletet fénytdl elzdrva (barna
tivegedényekben vagy aluminiumfélidba tekert tivegedényekben), és oxigén kizardsaval (nitrogén-
dramban) kell végezni. Az extrahdlds sordn a folyadék feletti levegét nitrogénnel kell eltdvolitani (a
dugé idGszakonkénti meglazitdsaval keriiljiik el a tilzottan nagy nyomds kialakuldsat).

A minta el6készitése

Ugyelve a héképzsdés elkeriilésére, 6roljitk a mintdt annyira, hogy az édtjusson egy 1 mm-es szemnagysigt
szitdn. Az Grlést kozvetleniil a stlymérés és a szappanositds el6tt kell végezni, kilonben E-vitamin-veszteség
Iéphet fel.

Szappanositds

Az E-vitamin-tartalomtdl fiiggden mérjiink be 0,01 g pontossdggal 2-25 g mintat egy 500 ml-es, lapos fenekd
vagy Erlenmeyer-lombikba (4.2.1.). Keverés kozben adjunk hozzd egymdst kovetGen 130 ml etanolt (3.1.),
koriilbeliil 100 mg BHT-t (3,12.), 2 ml nétrium-aszkorbdt-oldatot (3.5.) és 2 ml ndtrium-szulfid-oldatot (3.6.).
lllessziik a lombikhoz a hiitdt (4.3.), és meritsiik a magneses keverével felszerelt vizfirdébe (4.7.). Hevitsitk
forrdsig a lombik tartalmat, majd hagyjuk visszacsepegni 6t percig. Ezutdn a htitén keresztiil (4.3.) adjunk hozzd
25 ml kdlium-hidroxid-oldatot (3.4.), és hagyjuk visszacsepegni Gjabb 25 percig, lasst nitrogéndramban torténd
keverés kozben. Ezt kovetSen kb. 20 ml vizzel oblitsik a htitét, és htsik le a lombik tartalmat
szobahémérséklettire.

Extrahdlds

250 ml vizzel torténd dtoblitéssel dekantdljuk a szappanositdsi oldatot teljes mennyiségében egy 1 000 ml-es
valasztotolesérbe (4.2.3) vagy az extrahdlokésziilékbe (4.8.). Oblitsitk a szappanositdshoz haszndlt lombikot
egymdst kovetGen 25 ml etanollal (3.1.) és 100 ml petroléterrel (3.2.), majd az 6blits olddszereket toltsik a
valasztotolesérbe vagy az extrahdlokésziilékbe. Az egyesitett oldatokban a viz és az etanol ardnya koriilbelil 2:1
legyen. Rézassuk erételjesen két percig, majd két percen 4t hagyjuk iilepedni.

Extrahdlds vdlasztétolesérrel (4.2.3.)

Amikor a rétegek mar elkiiloniiltek (Iisd az Eszrevételek 7.3. pontjdt), vigyik dt a petroléterréteget egy masik
vélasztotolesérbe (4.2.3.). Az extrahdldst ismételjitk meg kétszer 100 ml petroléterrel (3.2.), kétszer pedig 50 ml
petroléterrel (3.2.).
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5.6.

5.6.1.1.

Az egyesitett kivonatokat a vélasztotolesérben mossuk kétszer 100-100 ml vizadaggal, lassti keverés kozben (az
emulzioképzddés megakadalyozdsa céljdbol), majd tobbszori rézatds kozben tovabbi 100 ml-es vizadagokkal
egészen addig, amig a viz, fenolftaleinoldat (3.7.) hozzdaddsat kovetGen szintelen nem marad (négyszeri mosds
rendszerint elegendd). A szuszpendalt viz eltdvolitdsa céljdbol, a mosott kivonatot szdirjik at a fézisok
elkiilonitésére szolgald szdraz, redds sziirSpapiron (4.4.) egy 500 ml-es mérSlombikba (4.2.2.). A valaszt6tolesért
és a szir6t oblitsiik 50 ml petroléterrel (3.2.), toltsiik fel jelig petroléterrel (3.2.), és a tartalmat alaposan keverjiik
dssze.

Extrahdlds extrahdldkésziilékkel (4.8.)

Amikor a rétegek szétviltak (ldsd az Eszrevételek 7.3. pontjdt), helyezziik az tiveghenger (4.8.1.) dugéja helyére a
csiszolt tivegfeltétet (4.8.2.), és helyezziik az dllithaté cs6 U alakd, also végét gy, hogy az éppen a rétegek
talalkozasi feliilete felett legyen. Egy nitrogénvezetékbél nyomdst gyakorolva az oldalcsdre, vigyik dt a felsé
petroléterréteget egy 1 000 ml-es vilasztétolesérbe (4.2.3.). Mérjiink 100 ml petrolétert (3.2.) az tiveghengerbe,
helyezziik vissza dugét, és alaposan razzuk Gssze. Hagyjuk szétvdlni a rétegeket, majd a felsé réteget vigyiik at a
vélasztotolesérbe az el6bbiekben ismertetett modon. Ismételjilk meg az extrahdldsi mveletet tovdbbi 100 ml
petroléterrel (3.2.), majd kétszer 50 ml petroléterrel (3.2.), és vigyiik at a petroléterrétegeket a valasztotolesérbe.

Mossuk az egyesitett petroléterkivonatokat az 5.3.1. pontban leirt médon, majd folytassuk a miveletet az ott
leirtak szerint.

A mintaoldat elkészitése a HPLC-hez

Pipettdzzuk a petroléteroldat aliquot részét (5.3.1. vagy 5.3.2) egy 250 ml-es, korte alakd lombikba (4.2.4.). Az
olddszert paroljuk még éppen nedves dllapotira a rotdcids beparlokésziiléken (4.1.), csokkentett nyomdson
legfeljebb 40 °C-os vizfurddben. Nitrogén (3,9.) bejuttatdsaval allitsuk vissza az atmoszferikus nyomadst, és
vegyiik le a lombikot a roticiés beparlokésziilékrsl. Nitrogéndram (3.9.) segitségével tavolitsuk el a maradék
olddszert, és a maradékot azonnal oldjuk fel ismert térfogati (10-100 ml) metil-alkoholban (3.3.) (a DL-a-

(gerjesztés: 295 nm, emisszid: 330 nm) vagy UV-detektor (292 nm) (4.5.2.) segitségével mérjiik.

Fecskendezziink be az 5.4. 1épés szerint nyert metil-alkoholos oldatbél egy aliquot részt (pl. 20 pl), és eludljuk a
mozgdfizissal (3.8.). Ugyanabbdl a mintaoldatbdl tobbszor befecskendezve szdmitsuk ki a mintaoldathoz
tartozo dtlagos csticsmagassagokat (teriileteket), valamint a kalibrdléoldatokbdl (5.6.2.) tobbszor befecskendezve
a kalibral6oldatokhoz tartozé dtlagos csticsmagassagokat (teriileteket).

HPLC paraméterek

A kovetkezd paraméterek Gtmutatdsul szolgalnak; ettdl eltérd paraméterek is alkalmazhatok, feltéve, hogy ezzel
egyenértéki eredményeket adnak.

Folyadékkromatografids C;g, 250 mm x 4 mm, 10 pm-es toltettel, vagy ezzel egyenértéki berendezés.
oszlop (4.5.1.):

Mozgdfazis (3,8.): metil-alkohol (3.3.) és viz keveréke, pl. 980 + 20 (v + v).
Atéramlasi sebesség: 1-2 ml/perc
Detektor (4.5.2) Fluoreszcens detektor

(gerjesztés: 295 nm | emisszié: 330 nm) vagy UV-detektor (292 nm)

Kalibrdlds (DL-a-tokoferol-acetdt vagy DL-a-tokoferol)
DL-a-tokoferol-acetdt standard
A standard munkaoldat elkészitése

Pipettdzzunk a DL-a-tokoferol-acetdt torzsoldatbdl (3.10.1) 25 ml-t egy 500 ml-es, lapos fenekii vagy
Erlenmeyer-lombikba (4.2.1.), és hidrolizdljuk az 5.2. pontban leirt médon. Ezt kovetSen extrahdljuk
petroléterrel (3.2.) az 5.3. pont szerint, és toltsitk fel 500 ml-re petroléterrel. Ebbél a kivonatbél 25 ml-t
péroljunk még éppen nedves dllapotig a rotdcids bepdrlokésziiléken (ldsd 5.4.), nitrogéndramoltatdssal tavolitsuk
el a maradék oldészert (3.9.), majd oldjuk a maradékot 25,0 ml metil-alkoholban (3.3.). Ennek az oldatnak a
névleges koncentrdcidja 45,5 pg DL-o-tokoferol/ml, ami egyenértékii 50 pg DL-a-tokoferol-acetdt/ml-rel. A
standard munkaoldatot felhasznalds el6tt frissen kell elkésziteni.
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5.6.1.2.

5.6.1.3.

5.6.2.

5.6.2.1.

5.6.2.2.

5.6.2.3.

A kalibrdléoldatok és a kalibrdciés gorbe elkészitése

A standard munkaoldatbdl vigyiink at 1,0, 2,0, 4,0 és 10,0 ml-t 20 ml-es mér6lombikokba, toltsiik fel a
lombikokat jelig metil-alkohollal (3.3.), és keverjitk ssze a tartalmukat. Ezeknek az oldatoknak a névleges
koncentrécidja 2,5, 5,0, 10,0 és 25,0 pg/ml DL-a-tokoferol-acetdt, azaz 2,28, 4,55, 9,10 pg/ml és 22,8 pg/ml
DL-a-tokoferol.

Minden kalibrdléoldatbdl fecskendezziink be 20 pl-t tobb alkalommal, és hatdrozzuk meg az 4tlagos
csticsmagassagokat (tertileteket). Az dtlagos csticsmagassagok (teriiletek) alapjan szerkesszitk meg a kalibracios
gorbét.

A DL-a-tokoferol-acetdt torzsoldat (3.10.1.) UV hitelesitése

Etanollal higitsuk a DL-a-tokoferol-acetdt torzsoldat (3.10.1.) 5,0 ml-ét 25,0 ml-re, majd mérjikk meg ennek az
oldatnak az UV-spektrumdt spektrofotométeren (4.6.) etanollal (3.1.) szemben, 250 nm és 320 nm kozott.

Az abszorbancia maximdlis értéke 284 nm kell, hogy legyen:

El% =436 284 nm-nél etanolban

1cm

Ennél a higitdsndl 0,84 és 0,88 kozotti extinkcids értéket kell kapni.

DL-a-tokoferol standard
A standard munkaoldat elkészitése

Pipettizzunk a DL-a-tokoferol torzsoldatbdl (3.11.1.) 2 ml-t egy 50 ml-es mérSlombikba, oldjuk fel metil-
alkoholban (3.3.), és toltsiik fel jelig metil-alkohollal. Ennek az oldatnak a névleges koncentracidja 40 pg DL-a-
tokoferol/ml, ami egyenértékii 44,0 pg DL-a-tokoferol-acetdt/ml-rel. A standard munkaoldatot felhaszndlds elétt
frissen kell elkésziteni.

A kalibrdléoldatok és a kalibrdcids girbe elkészitése

A standard munkaoldatbdl vigyiink 4t 1,0, 2,0, 4,0 és 10,0 ml-t 20 ml-es mér6lombikokba, toltsik fel a
lombikokat jelig metil-alkohollal (3.3.), és keverjilk 6ssze a tartalmukat. Ezeknek az oldatoknak a névleges
koncentrécidja 2,0, 4,0, 8,0 és 20,0 ug/ml DL-a-tokoferol, azaz 2,20, 4,40, 8,79 pg/ml és 22,0 pg/ml DL-a-
tokoferol-acetat.

Minden kalibralooldatbdl fecskendezziink be 20 pl-t tébb alkalommal, és hatdrozzuk meg az dtlagos
csticsmagassdgokat (teriileteket). Az dtlagos csticsmagassdgok (teriiletek) alapjdn szerkesszitk meg a kalibrécids
gorbét.

A DL-a-tokoferol torzsoldat (3.11.1.) UV hitelesitése
Etanollal higitsuk a DL-a-tokoferol torzsoldat (3.11.1.) 2,0 ml-ét 25,0 ml-re, majd mérjitk meg ennek az oldatnak

az UV-spektrumét spektrofotométeren (4.6.) etanollal (3.1) szemben, 250 nm és 320 nm kozott. Az
abszorbancia maximdlis értéke 292 nm kell, hogy legyen:

E oﬁn = 75,8 292 nm-nél etanolban

Ennél a higitdsnal 0,6-os extinkcios értéket kell kapni.

Az eredmények kiszdmitdsa

A mintaoldat E-vitamin-csticsainak 4tlagos magassagabdl (teriiletébdl) a kalibracios gorbét (5.6.1.2. vagy 5.6.2.2.)
haszndlva hatdrozzuk meg a mintaoldat koncentraci6jat pg/ml-ben (a-tokoferol-acetdtban szamolva).

Az E-vitamin-tartalmat (w) mg/kg mintdban kifejezve a kovetkezs képlet adja:

500 x c X V;
W—W [mg/kg]
ahol:

¢ = a mintaoldat (5.4.) E-vitamin-koncentracidja (a-tokoferol-acetdtként), pg/ml-ben
V; = a mintaoldat (5.4.) térfogata, ml-ben

V, = az 5.4. szerint vett aliquot rész térfogata, ml-ben

m = avizsgdlati adag tomege, g-ban.
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Eszrevételek

petroléterkivonatait (kimért mennyiség: 25 g) petroléterkivonatait egy mintaoldatban egyesiteni.
Az analizdlashoz bemért minta nem tartalmazhat 2 g-ndl tobb zsirt.
Ha a fézisok nem vélnak szét, adjunk az elegyhez koriilbelil 10 ml etanolt (3.1.) az emulzié megbontasa céljabol.

A DL-a-tokoferol-acetat- vagy DL-a-tokoferol-oldat 5.6.1.3., illetve 5.6.2.3. szerinti spektrofotometrids mérése
utdn adjunk kb. 10 mg BHT-t (3.12.) az oldathoz (3.10.1. vagy 3.10.2.), és tartsuk az oldatot hiit6szekrényben (a
téroldsi id6tartam legfeljebb négy hét).

BHT helyett hidrokinon is hasznalhatd.

Normadlfdzisi oszloppal lehetséges az a-, f-, x- és d-tokoferol elvalasztasa.
Ndtrium-aszkorbdt-oldat helyett mintegy 150 mg aszkorbinsav is haszndlhaté.
Natrium-szulfid-oldat helyett mintegy 50 mg EDTA is haszndlhat6.

Az E-vitamin-acetat ligos kozegben igen gyorsan hidrolizdlodik, ezért igen érzékeny az oxidéciora, kiilonosen
olyan nyomelemek jelenlétében, mint a vas vagy a réz. E-vitamin el6keverékekben 5 000 mg/kg szint felett
torténs meghatdrozdsakor ennek kovetkezménye az E-vitamin bomldsa lehet. Ezért megerdsitésre egy, az E-
vitamin ldgos szappanositdsinak 1épését nem tartalmazo, enzimes bontdssal jar6 HPLC-mddszer ajanlott.

Ismételhet3ség

Ugyanazon a mintdn végzett két parhuzamos meghatdrozds eredményének kiilonbsége nem haladhatja meg a
magasabb érték 15 %-dt.

A korvizsgilat eredményei (')

otk | e | it | R Malactép
L 12 12 12 12 12
n 48 48 48 48 48
dtlag [NE/kg] 17 380 1187 926 315 61,3
s: [g/kg] 384 453 25,2 13,0 2.3
r [g/kg] 1075 126,8 70,6 36,4 6,4
CV, [ %] 2,2 3,8 2,7 4,1 3,8
s; [g/ke] 830 65,0 55,5 18,9 7,8
r [g/kg] 2324 182,0 155,4 52,9 21,8
CVr [ %] 4,8 5,5 6,0 6,0 12,7
L = alaboratériumok szdma
n = az egyedi értékek szdma
s, = az ismételhetGség szordsa
sg = a reprodukélhatdsdg szordsa

r = ismételhetSség

R = reprodukdlhatdsig

CV, = az ismételhetdség relativ szérdsa
Vg

a reprodukélhatésdg relativ szordsa

A vizsgilatot a Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA) takarmédny-munkacsoportja
végezte.
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C.  AVAS, REZ, MANGAN ES CINK NYOMELEMEK MEGHATAROZASA
Cél és alkalmazdsi teriilet

A médszer lehet6vé teszi a vas, réz, mangdn és cink nyomelemek takarmdnyokban torténd meghatdrozdsat. A
meghatdrozds méréshatdrai a kovetkezdk:

—  vas (Fe): 20 mg/kg
—  1éz (Cu): 10 mg/kg
— mangin (Mn): 20 mg/kg

—  cink (Zn): 20 mg/kg

Vizsgilati alapelv

Az esetleg jelen 1év6 szerves anyag roncsoldsa utdn a mintdt sésavban oldjuk. A vas, réz, mangdn és cink
nyomelemeket megfelel§ higitds utdn atomabszorpcids spektrometridval hatdrozzuk meg.

Reagensek
Elézetes megjegyzések

A reagensek és az analitikai oldatok elkészitéséhez haszndlt viznek a meghatdrozds ald esé kationoktdl
mentesnek kell lennie, amelyet vagy boroszilikit iiveg, illetve kvarc leparlokésziilékben torténd kétszeres
desztilldldssal, vagy ioncserélé gyantdval végzett kétszeres kezeléssel érhetiink el.

A reagenseknek legalabb analitikai tisztasdgtiaknak kell lenniitk. A meghatdrozandé elemektdl valé mentességet
vakprébaval kell ellendrizni. Szitkség esetén a reagenseket tovabb kell deriteni.

Az aldbb lefrdsra keriil§ standardoldatok helyett haszndlhatunk olyan kereskedelmi forgalomban 1évé
standardoldatokat is, amelyek garantdlt mindségtiek, és ezt felhaszndldsuk el6tt le is ellendrizték.

Sosav (d:1,19 g/ml).
Sésav (6 mol/liter).
Sosav (0,5 mol/liter).

38-40 %-o0s (v[v) fluorsav, amelynek vastartalma kevesebb mint 1 mg Felliter, és a bepdrlds utdni maradék
kevesebb mint 10 mg (mint szulfat)/liter.

Kénsav (d: 1,84 g/ml).
Hidrogén-peroxid (megkozelitSleg 100 térfogat oxigén (30 tomegszazalék)).

Standard vasoldat (1 000 pg Fe/ml) a kovetkezSképpen elkészitve vagy ezzel egyenértékd, kereskedelmi

hozza 16 ml hidrogén-peroxidot (3.6.), és toltsiik fel vizzel 1 literre.

Standard vas-munkaoldat (100 pg Fe/ml), amelyet a standardoldat (3.7.) egy részének 9 rész vizzel torténd
higitdsdval készitiink el.

Standard rézoldat (1 000 pg Cu/ml) a kovetkezSképpen elkészitve vagy ezzel egyenértékdi, kereskedelmi
forgalomban kaphaté oldat:

— oldjunk fel 1 g poritott rezet 25 ml 6 mol/liter koncentrdci6ji sésavban (3.2.), adjunk hozzd 5 ml
hidrogén-peroxidot (3.6.), és toltsiik fel vizzel 1 literre.



2009.2.26.

Az Eurdpai Unié Hivatalos Lapja

L 54/73

3.8.1.

3.9.

3.9.1.

3.10.1.

4.1.

4.2.

4.3.

5.1.1.1.

Standard réz-munkaoldat (10 pg Cu/ml), amelyet a standardoldat (3.8.) egy részének 9 rész vizzel torténd
higitaséval, majd az igy kapott oldat egy részének 9 rész vizzel torténd higitdsaval készitiink el.

Standard mangdnoldat (1 000 pg Mn/ml) a kévetkezSképpen elkészitve vagy ezzel egyenértékd, kereskedelmi
forgalomban kaphaté oldat:

— oldjunk fel 1 g poritott mangdnt 25 ml 6 moél/liter koncentrci6jii sosavban (3.2.), és toltsiik fel vizzel
1 literre.

Standard mangdn-munkaoldat (10 pg Mn/ml), amelyet a standardoldat (3.9.) egy részének 9 rész vizzel torténd
higitdsdval, majd az igy kapott oldat egy részének 9 rész vizzel torténd higitdsaval készitiink el.

Standard cinkoldat (1 000 pg Zn/ml) a kovetkezéképpen elkészitve vagy ezzel egyenértékdi kereskedelmi
forgalomban kaphaté oldat:

— oldjunk fel 1 g cinkszalagot vagy -f6lidt 25 ml 6 mol/liter koncentrdcidji sésavban (3.2.), és toltsiik fel
vizzel 1 literre.

Standard cink-munkaoldat (10 pg Zn/ml), amelyet a standardoldat (3.10.) egy részének 9 rész vizzel torténd
higitdsaval, majd az igy kapott oldat egy részének 9 rész vizzel torténd higitdsaval készitiink el.

Lantdn-klorid-oldat: oldjunk fel 12 g lantdn-oxidot 150 ml vizben, adjunk hozzd 100 ml 6 mol/liter
koncentracidju sbsavat (3.2.), és toltsiik fel vizzel 1 literre.

Eszkozok

Homérséklet-szabélyozoval és lehet6leg regisztralokésziilékkel ellatott tokos kemence.

Magas rezisztencidji boroszilikdt iveg eszkozok. Ajdnlatos kimondottan nyomelemek meghatdrozdsara szolgald
eszkozoket haszndlni.

Atomabszorpcids spektrofotométer, amely érzékenység és pontossdg vonatkozdsiban a kivdnt tartomédnyban
megfelel a mddszer kovetelményeinek.

A vizsgdlat médja (1)
Szerves anyagot tartalmazoé mintdk
Hamvasztds és az oldatok el6készitése az analizisre (%)

Helyezziink egy 0,2 mg pontossiggal kimért, 5-10 g tomeg(i mintdt kvarc- vagy platinatégelybe (lisd a b)
megjegyzést), szaritsuk ki kemencében 105 °C-on, majd rakjuk be a tégelyt a hideg tokos kemencébe (4.1.).
Zarjuk a kemencét (ldsd a c) megjegyzést) és fokozatosan emeljiik a hmérsékletet kb. 90 perc alatt 450-475 °C-
ra. Tartsuk ezt a h6mérsékletet 4-16 6rdig (pl. egész éjszaka), hogy eltdvozzanak a széntartalmii anyagok, majd
nyissuk ki a kemencét, és hagyjuk kihtlni (ldsd a d) megjegyzést).

Vizzel nedvesitsitk meg a hamut, és tegyiik egy 250 ml-es f6z8pohdrba. Mossuk a tégelyt kb. 5 ml sésavval (3.1.),
amit aztdn lassan és dvatosan ontsiink a f6z8pohdrba (a CO,-képzGdés miatt heves reakcid léphet fel). Adjuk
hozza cseppenként a sésavat (3.1.) addig kevergetve, amig a pezsgés meg nem szinik. Parologtassuk el belle a
nedvességet, idénként iivegbottal megkeverve.

(") Mds roncsoldsi modszerek is haszndlhatok, ha azok igazoltan hasonlé eredményt adnak (mint példdul a nyomds alatti mikrohulldma

roncsolds).

() A (friss vagy széritott) zoldtakarmadnyok nagy mennyiség(i novényi eredetl kovasavat tartalmazhatnak, amely nyomelemeket tarthat
vissza, ezért el kell tavolitani. Ilyen takarmdnyokbdl vett mintdk esetén ezért a kovetkez8, modositott modszert kell kovetni. Végezziik el
az 5.1.1. pont i. alpontjdban ismertetett mveletet egészen a sziirésig. Az oldhatatlan maradékot tartalmazé sztirépapirt mossuk at
kétszer forrdsban 1év6 vizzel, és helyezziik egy kvarc- vagy platinatégelybe. Egessiik el a tokos kemencében (4.1) 550 °C alatti
hémérsékleten, amig az Osszes széntartalmi anyag teljesen el nem ttinik. Hagyjuk kihdlni, adjunk hozza néhdny csepp vizet, ezt kovetGen
pedig 10-15 ml fluorsavat (3.4.), és parologtassuk el belSle a nedvességet kb. 150 °C-on. Ha maradt kovasav a maradékanyagban, oldjuk
fel Gjra néhany milliliter fluorsavban (3.4.), és parologtassuk el bel6le a nedvességet. Adjunk hozza 6t csepp kénsavat (3.5.), és melegitsiik
addig, amig megsz(inik a fehér fiist képz8dése. Miutdn hozzdadtunk 5 ml 6 mol/liter koncentracidja sésavat (3.2.) és kb. 30 ml vizet,
melegitsitk meg, sziirjiik le az oldatot egy 250 ml-es mérSlombikba, és toltsiik fel vizzel a jelig (a HCl-koncentrdcié kb. 0,5 mol/liter).
Folytassuk a meghatdrozdst az 5.1.2. pontt6l.
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Ezutdn adjunk a maradékanyaghoz 15 ml, 6 mol/liter koncentracioji sésavat (3.2.), majd kb. 120 ml vizet.
Keverjitk meg az iivegbottal, amit a f6z8pohdrban hagyunk, és fedjitk be a f6z6poharat egy kémlelGiiveggel.
Lassan forraljuk és tartsuk forrdsponton addig, amig a hamu feloldéddsa befejezédik. Sztirjiik le hamumentes
szlirGpapiron, és vegyiik fel a szdrletet egy 250 ml-es mérSlombikban. Mossuk a f6z8poharat és a szlir6t 5 ml,
forr6, 6 mol/liter koncentracidji sosavval (3.2.) és kétszer forrasban 1évé vizzel. Toltsiik fel a mér6lombikot jelig
vizzel (a HCl-koncentrdcié kb. 0,5 mol/liter).

Ha a sziir6ben 1év6 maradékanyag feketének latszik (szén), tegyiik vissza a kemencébe, és hamvasszuk tjra 450—
475 °C-on. Ez a hamvasztds, amely csak par 6rdt vesz igénybe (kb. harom-ot 6rat), akkor fejezdik be, amikor a
hamu fehérnek vagy majdnem fehérnek ttinik. Oldjuk fel a maradékanyagot kb. 2 ml sésavval (3.1),
sztirjitk az oldatot mérélombikba, és toltsiik fel a mérélombikot jelig vizzel (a HCl-koncentracié kb. 0,5 mol/
liter).

Megjegyzések:

a) A nyomelemek meghatdrozasakor fontos odafigyelni a — f6leg a cink, réz és vas képezte — szennyez8dés
jelentette kockdzatokra. Ezért a mintdk elGkészitésére haszndlt eszkozoknek mentesnek kell lennie ezen
fémektdl.

A szennyez8dés dltaldnos kockdzatdnak csokkentése érdekében dolgozzunk pormentes kornyezetben,
gondosan tisztitott eszkozokkel és alaposan elmosott iivegedényekkel. Kiilondsen a cink meghatdrozésa
érzékeny a szennyezGdések szdmos tipusdra, pl. az tivegkészitményektdl, a reagensektdl, a portdl stb.
szdrmazokra.

b) Az clhamvasztand6 minta tomege a takarmany hozzdvetSleges nyomelemtartalma alapjén szdmithat6 ki,
az alkalmazott spektrofotométer érzékenységéhez viszonyitva. Egyes, kevés nyomelemet tartalmazd
takarmdnyok esetén 10-20 g-os mintét kell venni, és a végsS oldatot csak 100 ml-re kell feltolteni.

¢) A hamvasztdst zart kemencében kell elvégezni, leveg8 vagy oxigén befiivatdsa nélkiil.

d) A pirométer dltal jelzett hémérséklet nem lépheti til a 475 °C-ot.

Spektrofotometrids meghatdrozds
A kalibrdldoldatok elkészitése

Minden egyes meghatdrozand6 elemhez készitsiink a 3.7.1., 3.8.1,, 3.9.1. és 3.10.1. pontban megadott standard
munkaoldatokbdl egy kalibrél6oldat-sorozatot, tigy, hogy minden egyes kalibrdl6oldatnak a HCl-koncentracidja
kb. 0,5 mol/liter és (vas, mangdn és cink esetében) a lantdn-klorid koncentracidja 0,1 %-os (w/v) lantdnnal
egyenértékd legyen.

A kivalasztott nyomelem-koncentrici6knak az alkalmazott spektrofotométer érzékenységi tartomdnydn beliil
kell lenniiik. Az aldbbi tdbldzatok példdkon keresztiil mutatjdk a kalibrdldoldat-sorozatok egy mintasorozatét; az
alkalmazott spektrofotométer tipusdtdl és érzékenységi tartomanydtol fiiggGen, adott esetben mds koncentrd-
ciokat kell kivalasztani.

Vas
pg Fe/ml 0 0,5 1 2 3 4 5
standard munkaoldat, ml-ben (3.7.1) 0 0,5 1 2 3 4 5
(1 ml = 100 pg Fe)
ml HCl (3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml lantdn-klorid oldat (3.11.), t6ltsiik fel vizzel 100 ml-re.

Réz

pg Cu/ml 0 0,1 0.2 04 0,6 0.8 1,0

standard munkaoldat, ml-ben (3.8.1) 0 1 2 4 6 8 10
(1 ml =10 pg Cu)

ml HCl (3.2) 8 8 8 8 8 8 8
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Mangin
pg Mn/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
standard munkaoldat, ml-ben (3.9.1) 0 1 2 4 6 8 10
(1 ml = 10 pg Mn)
ml HCl (3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml lantdn-klorid oldat (3.11.), toltsiik fel vizzel 100 ml-re.

Cink
pg Zn/ml 0 0,05 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8
standard munkaoldat, ml-ben (3.10.1.) 0 0,5 1 2 4 6 8
(1 ml = 10 pg Zn)
ml HCl (3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml lantdn-klorid oldat (3.11.), toltsiik fel vizzel 100 ml-re.

Az oldat el6készitése az analizisre

A réz meghatdrozdsahoz az 5.1.1. pont szerint elkészitett oldatot dltalaban kozvetleniil fel lehet hasznalni. Ha

es mérSlombikba, és toltsiik fel jelig 0,5 mol/liter koncentracidji sésavval (3.3.).

A vas, mangdn és cink meghatdrozasdhoz pipettazzunk egy aliquot részt az 5.1.1. pont szerint elkészitett
oldatbdl egy 100 ml-es mér6lombikba, adjunk hozzd 10 ml lantdn-klorid oldatot (3.11.), és toltsiik fel jelig

0,5 mol/liter koncentraci6jii sésavval (3.3.) (lisd még az Eszrevételek 8. pontjdt).

Vakpréba

A vakpréba sordn a modszer Osszes meghatdrozott 1épését el kell végezni, azzal a kiillonbséggel, hogy a
mintaanyagot elhagyjuk. A ,0” kalibrdléoldatot nem szabad vakoldatként haszndlni.

Az atomabszorpcid mérése

Mérjik meg a kalibrdlooldatok és az analizdlandé oldat atomabszorpcidjat oxiddld, levegS-acetilén ling
alkalmazdsaval, a kovetkezd hullimhosszokon:

Fe: 248,3 nm

Cu: 324,8 nm

Mn: 279,5 nm

Zn: 213,8 nm

Minden mérést négyszer végezziink el.

Asvényi takarmdnyok

Ha a minta nem tartalmaz szerves anyagot, az el6zetes hamvasztds szitkségtelen. Folytassuk a miiveletet az
5.1.1.1. pont masodik bekezdésétl. A fluorsavval végzett beparlds elhagyhato.

Az eredmények kiszdmitdsa

minta kilogrammonkénti nyomelemtartalmara vonatkoztatva, milligrammban adjuk meg (ppm).
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Ismételhetdség

Ugyanazon a mintdn, ugyanazon analitikus altal végzett két parhuzamos meghatirozds eredménye kozotti
kiilonbség nem haladhatja meg a:

—  a vizsgdlt nyomelemtartalom legfeljebb 50 mg/kg értéke esetén abszolit értékben az 5 mglkg-ot,

—  avizsgalt nyomelemtartalom 50 és 100 mg/kg koncentraci6 kozotti értéke esetén a magasabb érték 10 %-
at,

—  a vizsgélt nyomelemtartalom 100 és 200 mg/kg kozotti értéke esetén abszoliit értékben a 10 mg/kg-ot,

—  a vizsgélt nyomelemtartalom 200 mg/kg feletti értéke esetén a magasabb érték 5 %-dt.

Eszrevétel
Nagy mennyiségii foszfit jelenléte interferencidt okozhat a vassal, mangdnnal és cinkkel. Az intereferencidt

lantan-klorid oldat (3.11.) hozzdaddsaval kell korrigdlni. Ha azonban a mintdban a Ca + Mg | P stlyardnya > 2,
elhagyhat6 a lantdn-klorid oldatnak a vizsgdlandé oldathoz és a kalibralooldatokhoz valé hozzdaddsa.

D. A HALOFUGINON MEGHATAROZASA

DL-transz-7-bromo-6-kloro-3-[ 3-(3-hidroxi- 2-piperidil Jacetonil ]-quinazolin-4-(3H)-egy hidrobromid

Cél és alkalmazdsi teriilet

A médszer a halofuginon takarmdnyokban torténé meghatdrozdsira szolgdl. A meghatdrozds hatdrértéke 1 mg/
kg.

Vizsgilati alapelv

Forré vizzel tortént kezelés utdn a halofuginont szabad bdzis formaban etilén-acetdtba extrahdljuk, ezt kovetGen
pedig hidroklorid formaban vizes savoldatba particionaljuk. A kivonatot ioncserél$ kromatogréfidval tisztitjuk. A
halofuginontartalom meghatdrozasat forditott fazisi, nagy teljesitményd folyadékkromatografids (HPLC)
modszerrel és UV-detektor alkalmazdsaval végezziik.

Reagensek

Acetonitril, HPLC mindségt.
Amberlite XAD-2 miigyanta
Ammonium-acetdt
Etil-acetdt

Jégecet

Halofuginon standard anyag (DL-transz-7-bromo-6-kloro-3-[3-hidroxi-2-piperidil)acetonil] quinazolin-4-(3H)-
egy hidrobromid, E 764)

Halofuginon standard torzsoldat, 100 pg/ml

Mérjiink be egy 500 ml-es mérlombikba 0,1 mg pontossiggal 50 mg halofuginont (3.6.), oldjuk fel
ammonium-acetdt pufferoldatban (3.18.), toltsiik fel a lombikot jelig a pufferoldattal, majd keverjiik el. Ezen
oldat 5 °C hémérsékleten és s6tétben tdrolva hirom héten 4t stabil marad.

Kalibrdl6oldatok

100 ml-es mérglombikokba adagoljunk 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 é 6,0 ml standard torzsoldatot (3.6.1). A
mozgdfazissal (3.21.) toltsiik fel jelig, és keverjiik el. Ezen oldatok halofuginon-koncentraci6ja 1,0, 2,0, 3,0, 4,0,
illetve 6,0 ug/ml lesz. Az oldatokat hasznalat el6tt frissen kell elkésziteni.
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3.7.

3.8.

3.9.

3.19.

3.20.

3.21.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.4.1.

4.5.

4.6.

Sosav (p20 megkozelitSleg 1,16 g/ml)

Metil-alkohol

Eziist-nitrdt

Nétrium-aszkorbat

Nétrium-karbondt

Nétrium-klorid

EDTA (etilén-diamin-tetraecetsav, dindtrium so)

Viz, HPLC minGségi

Nétrium-karbondt-oldat, ¢ = 10 g/100 ml

Natrium-kloriddal telitett ndtrium-karbondt-oldat, ¢ = 5 g/100 ml

Oldjunk fel 50 g natrium-karbonétot (3.11.) vizben, higitsuk fel 1 literre, és adjunk hozza natrium-kloridot
(3.12.), amig az oldat telitett nem lesz.

Sésav, megkozelitSleg 0,1 mol/l

10 ml HCl-t (3.7.) higitsunk vizzel egy literre.

Ammoénium-acetdt pufferoldat, megkozelitSleg 0,25 mél/l koncentraci6ji

Oldjunk fel 19,3 g ammoénium-acetdtot (3.3.) és 30 ml ecetsavat (3.5.) vizben (3.14.), és higitsuk 1 literre.
Amberlite XAD-2 migyanta el6készitése

Megfelel6 mennyiségti Amberlite-et (3.2.) mossunk addig vizzel, amig az sszes kloridiont el nem tdvolitottuk,
mindezt eziist-nitrdtnak (3.20.) az elontétt vizes fazishoz valé hozzdaddséval ellendrizhetjiik. Ezutdn mossuk ki a
gyantdt 50 ml metil-alkoholban (3.8.), 6ntsiik le a metil-alkoholt, és a gyantét friss metil-alkohol alatt téroljuk.

Eziist-nitrdt oldat, megkozelitSleg 0,1 mol/l
Oldjunk fel 0,17 g eziist-nitratot (3.9.) 10 ml vizben.
HPLC mozgodfizis

Keverjiink el 500 ml acetonitrilt (3.1.) 300 ml ammé&nium-acetat pufferoldattal (3.18.) és 1 200 ml vizzel (3.14.).
Az oldat pH-jt ecetsavval (3.5.) dllitsuk be 4,3-ra. Sz{rjiik at egy 0,22 pm-es sz(irén (4.8.) és gdzmentesitsiik az
oldatot (pl. 10 percig tarté ultrahangos kezeléssel). Az oldat egy hénapon it stabil marad, ha zdrt edényben,
sotétben tdroljuk.

Eszkozok

Ultrahangos fiirdg

Rotacios, vékonyfilmes beparld

Centrifuga

HPLC-berendezés, véltoztathaté hullimhosszi UV-detektorral vagy diddasoros detektorral
Folyadékkromatogréfids oszlop, 300 mm x 4 mm, Cyg, 10 pm-es toltet, vagy egy ezzel egyenértékid oszlop
Zsugoritott iivegszirével és elzdrdcsappal elldtott tivegoszlop (300 mm x 10 mm)

Uvegszélas sz{ir6k, 150 mm-es dtmérével
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4.7.

4.8.

5.1.

5.2.

5.3.

5.3.2.

Membranszirdk, 0,45 pm-es.

Membransztirdk, 0,22 pm-es.

A vizsgdlat médja

Megjegyzés: A halofuginon szabad bézis formdjidban nem stabil a ligos és etil-acetdt oldatokban. Harminc
percnél tovabb nem maradhat etil-acetdtban.

Altaldnos szabdlyok

Vizsgdljunk meg egy takarmdnyvakmintdt annak ellenérzésére, hogy sem halofuginon, sem interferdlé anyagok
nincsenek jelen.

A mintdban taldlhatéval kozel azonos mennyiségli halofuginonnal dusitott takarmdnyvakminta analizisével
végezziink visszanyerési probat. A 3 mg/kg-os szintre torténd dusitdshoz adjunk 300 pl standard torzsoldatot
(3.6.1.) 10 g takarmanyvakmintahoz, keverjitk 6ssze, majd varjunk 10 percet, miel6tt folytatndnk a mdveletet az
extrahdldssal (5.2.).

Megjegyzés: Ennél a modszernél a takarmanyvakminta a mintdval azonos fajtdja takarmdny legyen, amelyben az
analizis sordn halofuginon nem mutathaté ki.

Extrahdlds

Egy 200 ml-es centrifugacsébe 0,1 g-os pontossaggal mérjiink ki 10 g-ot az el6készitett mintabdl, adjunk hozza
0,5 g natrium-aszkorbdtot (3.10.), 0,5 g EDTA-oldatot (3.13.) és 20 ml vizet, majd keverjitk Gssze. A csévet
helyezziik 6t percre 80 °C-os vizfiird6be. Miutdn visszahiilt szobahémérsékletre, adjunk hozza 20 ml nétrium-
karbonét oldatot (3.15.), és keverjitk dssze. Kdzvetleniil ezutdn adjunk hozzd 100 ml etil-acetdtot (3.4.), és kézzel
erésen rdzzuk 15 mdsodpercen keresztiil. Ezutdn tegyiik a csovet hdrom percig az ultrahangos firdébe (4.1.), és
lazitsuk meg a dugéjat. Centrifugdljuk két percen 4t, majd dekantdljuk az etil-acetdt fazist egy tivegszdlas szirén
(4.6.) keresztiil egy 500 ml-es valasztotolesérbe. Ismételjitk meg az extrahdldst a mintdn egy mdsodik 100 ml-es
etil-acetdt adaggal. Mossuk az elegyitett kivonatot 50 ml nétrium-kloriddal telitett ndtrium-karbondt oldattal
(3.16.) egy percen keresztiil, és a vizes fazist ontsiik el.

A szerves réteget 1 percen keresztiil 50 ml sésavval (3.17.) extrahdljuk. Az als6 savas réteget eressziik le egy
250 ml-es vélasztotolesérbe. A szerves réteget ismételten extrahdljuk mdsfél percen keresztiil tovabbi 50 ml
sosavval, és elegyitsiik az elsG kivonattal. Mossuk az elegyitett savas kivonatokat tgy, hogy megkozelitSleg tiz
mdsodpercig locsoljuk 10 ml etil-acetdttal (3.4.).

A vizes réteget teljes mennyiségben vigyiik at egy 250 ml-es gomblombikba, és ontsiik el a szerves fazist. A
rotdcios, vékonyfilmes bepdrlokésziilékkel (4.2.) parologtassuk el az Osszes visszamarado etil-acetdtot a savas
oldatbdl. A vizfiird§ hmérséklete nem haladhatja meg a 40 °C-ot. Koriilbeliil 25 mbar vikuumban 38 °C-on az
Osszes visszamaradt etil-acetdt 6t perc alatt elpdrolog.

Tisztitds
Az Amberlite-oszlop elékészitése

Minden mintakivonat szémdra kiilon XAD-2 oszlopot készitiink. Vigyiink dt metil-alkohollal (3.8) 10 g
el6készitett Amberlite-et (3.19.) egy tivegoszlopba (4.5.). A gyantadgy tetejére tegyiink egy kis iivegvatta dugot.
Eressziik le az oszloprél a metil-alkoholt, és 100 ml vizzel mossuk el a gyantét, de éllitsuk meg az dtfolydst,
amikor a folyadék elérte a gyantadgy tetejét. Hasznélat el6tt, 10 percig engedjiik, hogy az oszlop egyenstilyba
keriiljon. Soha ne hagyjuk az oszlopot kiszdradni.

A minta tisztitdsa

A kivonatot (5.2.) teljes mennyiségben vigyiik dt az el6készitett Amberlite-oszlop (5.3.1.) tetejére, eludljuk, majd
az eludtumot ontsiik el. Az eludlds sebessége nem lehet tobb, mint 20 ml/perc. Oblitsiik el a gdmblombikot
20 ml sésavval (3.17.), és ezt haszndljuk a gyantaoszlop elmosdsahoz is. Légbeftivassal tavolitsunk el minden
savoldat-maradékot. A moséoldatot ontsiik el. Adjunk 100 ml metil-alkoholt (3.8.) az oszlopra, és engedjiink 5—
10 ml-t eludlédni, mikdzben az eludtumot egy 250 ml-es gomblombikban fogjuk fel. Tiz percig hagyjuk, hogy a
maradék metil-alkohol egyenstilyba keriiljon a mtgyantdval, majd folytassuk az eludldst maximum 20 ml/perc
sebességen, mikozben az eludtumot ugyanabban a gomblombikban fogjuk fel. A metil-alkoholt a roticids,
vékonyfilmes bepdrlokésziiléken parologtassuk el (4.2.), a vizfiird§ h6mérséklete nem haladhatja meg a 40 °C-ot.
A maradékot a mozgéfizis (3.21.) segitségével teljes mennyiségben vigyitk dt egy 10 ml-es mérélombikba.
Mozgofazissal toltsiik fel jelig, és keverjiik el. Egy aliquot részt szirjiink dt membransz{ir6n (4.7.) Ezt az oldatot
tegyiik el a HPLC-meghatdrozdshoz (5.4.).
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5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

7.1.

HPLC-meghatdrozds
Paraméterek

A kovetkez§ vizsgilati feltételek ttmutatdsként szolgélnak, egyéb feltételek is hasznédlhatok, feltéve, hogy ezzel
egyenértékd eredményeket adnak.

Folyadékkromatogréfids oszlop (4.4.1.)
HPLC mozgdfizis (3.21.)

Atéramldsi sebesség: 1,5-2 ml/perc
Kimutatasi hullimhossz: 243 nm
Befecskendezett mennyiség: 40-100 pl.

Ellendrizzik a kromatografids rendszer stabilitdsdt oly modon, hogy 3,0 pg/ml koncentracioja kalibrdléoldatot
(3.6.2.) fecskendeziink be tobbszor, amig a csticsmagassagok (vagy teriiletek) és a retenciés id6k dllandévad nem
véalnak.

Kalibrdciés gorbe

Fecskendezzitk be tobbszor egymds utdn az egyes kalibralooldatokat (3.6.2.), és mérjiik meg az egyes
koncentrdciékhoz tartozé csticsok magassigat (teriiletét). Szerkessziink kalibrdcids gorbét tgy, hogy a
kalibrdlooldatok é4tlagos csticsmagassagait vagy teriileteit az ordindtatengelyen, a hozzdjuk tartozd, pg/ml-ben
kifejezett koncentraciokat pedig az abszcisszdn dbrézoljuk.

Mintaoldat

Ugyanolyan mennyiség(i oldatot haszndlva, mint amennyit a kalibrdl6oldatokndl hasznaltunk, fecskendezziik be
a mintakivonatot (5.3.2.) egymds utdn tobbszor, és hatdrozzuk meg a halofuginoncsticsok atlagos magassagat
(teriiletét).

Az eredmények kiszdmitisa

A mintaoldat halofuginoncstcsainak 4tlagos magassdgat (teriiletét) a kalibracios gorbével (5.4.2)) egybevetve

Py

A minta (mg/kg-ban kifejezett) w halofuginontartalmat az alabbi képlet segitségével kapjuk meg:

cx 10
W=
m

ahol:

¢ : amintaoldat halofuginon-koncentracidja, pg/ml-ben,

m : a mintadarab tomege grammban.

Az eredmények validdlsa
Azonositds

Az analizdlt anyag azonositdsa parhuzamos kromatogréfidval vagy diddasoros detektor haszndlatdval erdsithets
meg, amely sordn a mintakivonat és a 6,0 pg/ml-es kalibraléoldat (3.6.2.) spektrumat hasonlitjuk ossze.

Pirhuzamos kromatogrifia

A mintakivonatot megfelel6 mennyiségii kalibralooldattal (3.6.2.) dusitjuk. A hozzdadott halofuginon meny-
nyiségének a mintakivonatban taldlhaté halofuginon becsiilt mennyiségével kozel azonosnak kell lennie.

A hozzdadott mennyiséget és a kivonat higitsat figyelembe véve, csak a halofuginoncstics emelkedhet. A csics
szélességének a legnagyobb magassdg felénél az eredeti szélesség + 10 %-on beliil kell lennie.
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7.1.2. Diédasoros detektalas

Az eredményeket a kovetkezd kritériumok szerint értékeljiik:

a)  aminta és a standard spektrumdban a kromatogram csticsmaximumadn rogzitett legnagyobb elnyeléshez
tartozé hullimhossznak a detektor felbontoképessége dltal meghatdrozott tiiréshatdron beliil azonosnak
kell lennie. A di6dasoros detektorokndl ez a tiiréshatar jellemzden + 2 nm;

b) 225 és 300 nm kozott a spektrumnak a relativ abszorbancia 10 és 100 %-a kozotti tartomdnyba esé
részein a mintdnak és a standardnak a kromatogram csticsmaximumadn rogzitett spektruma nem térhet el
egyméstol. Ez a kritérium akkor teljesiil, ha ugyanazok a maximélis értékek vannak jelen, és a két spektrum
egyetlen vizsgdlt ponton sem tér el a standard abszorbancidjdnak 15 %-dndl nagyobb mértékben;

¢ 225 és 300 nm kozott a mintakivonat dltal kivaltott cstcs felszallo dganak, csticsmaximumadnak és leszallo
dgdnak spektrumai nem térhetnek el egymdstdl a spektrumnak a relativ abszorbancia 10 és 100 %-a
kozotti tartomdnyba es részein. Ez a kritérium akkor teljesiil, ha ugyanazok a maximalis értékek vannak
jelen, és a spektrumok egyetlen vizsgdlt ponton sem térnek el a csicsmaximum spektruma
abszorbancidjanak 15 %-dndl nagyobb mértékben.

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

7.2. Ismételhetdség
Két azonos mintdn végzett parhuzamos meghatdrozas eredménye kozotti killonbség 3 mg/kg halofuginontarta-
lomig nem lehet tobb, mint 0,5 mg/kg.
7.3. Visszanyerés
A dusitott takarmdnyvakminta esetében legaldbb 80 %-os visszanyerési ardnyt kell elérni.
8. A korvizsgilat eredményei
Egy korvizsgdlat (') sordn hdrom mintét analizdltak nyolc laboratériumban.
Eredmények
A. minta
(vak) B. minta (takarmdnyliszt) C. minta (granuldtum)
atvételkor
atvételkor két honap utdn atvételkor két hénap utdn

Kozépérték [mg/kg] ND 2,80 2,42 2,89 2,45

Sk [mg/kg] — 0,45 0,43 0,40 0,42

CVie [ %] — 16 18 14 17

vissza. [ %] 86 74 88 75

ND = nem kimutathatd

Sk = a reprodukalhat6sdg szordsa

CVk = a reprodukalhatdsdg relativ szordsa (%)

vissza = visszanyerés ( %)

E. A ROBENIDIN MEGHATAROZASA

1,3-bisz[(4-klorobenzilidén)amino [guanidin-hidroklorid

1. Cél és alkalmazasi teriilet

0

Ez a modszer lehetévé teszi a takarmanyokban 1évé robenidin szintjének meghatdrozdsit. A meghatdrozds
hatérértéke 5 mg/kg.

The Analyst 108., 1983, 1 252-1 256. o.
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3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.9.1.

Vizsgilati alapelv

A mintdt savas metil-alkohollal extrahdljuk. A kivonatot széritjuk, és egy aliquot részét aluminium-oxid oszlopon
tisztitjuk. A robenidint az oszloprdl metil-alkohollal eludljuk, koncentrdljuk, majd a mozgdéfézissal megfelel§
térfogatra toltjik fel. A robenidintartalom meghatérozdsat forditott fézisa, nagy teljesitményt folyadékkroma-
togréfidval (HPLC), UV-detektor alkalmazasdval végezziik.

Reagensek

Metil-alkohol
Savas metil-alkohol

Ontsiink 4t 4,0 ml sésavat (p20 = 1,18 g/ml) egy 500 ml-es mérlombikba, téltsiik fel jelig metil-alkohollal
(3.1.), majd keverjiik el. Ezt az oldatot haszndlat eldtt frissen kell elkésziteni.

Acetonitril, HPLC mindségi

Molekularis sz{iré

3A tipust, 8-12 szitaszemcse (1,6-2,5 mm-es szemcsék, kristdlyos aluminium-szilikdt, 0,3 mm pérusdtmérd)
Aluminium-oxid: . savas aktivitdsi fokozatd anyag oszlopkromatografids célra

Ontsiink 4t 100 g aluminium-oxidot egy megfelel§ téroléedénybe, és adjunk hozz4 2,0 ml vizet. Zarjuk le, és
razzuk kb. 20 percen keresztiil. Jol lezdrt tdroloedényben tartsuk.

Kalium-dihidrogén-foszfat-oldat, ¢ = 0,025 mol/l

Oldjunk fel vizzel 3,40 g kdlium-dihidrogén-foszfitot (HPLC mindségdi) egy 1 000 ml-es mérélombikban,
toltsiik fel jelig, és keverjiik el.

Dinétrium-hidrogén-foszfit-oldat, ¢ = 0,025 mol/l

Oldjunk fel 3,55 g vizmentes (vagy 4,45 g dehidrdt, illetve 8,95 g dodekahidrat) dindtrium-hidrogén-foszfatot
vizben (HPLC mindségti) egy 1 literes mérdlombikban, toltsiik fel jelig, és keverjiik el.

HPLC mozgdfizis

Az alabbi reagenseket keverjik 6ssze:

650 ml acetonitril (3.3.),

250 ml viz (HPLC mindségt),

50 ml kélium-dihidrogén-foszfat oldat (3.6.),

50 ml dindtrium-hidrogén-foszfat oldat (3.7.).

Sziirjiik 4t egy 0,22 pm-es szlirén (4.6.) és gdzmentesitsiik az oldatot (pl. 10 percig tartd ultrahangos kezeléssel).
Standard anyag

Tiszta robenidin: 1,3-bisz[(4-klorobenzilidén)amino]guanidin-hidroklorid.

Robenidin standard torzsoldat: 300 pg/ml

Meérjiink ki 0,1 mg-os pontossdggal 30 mg robenidin standard anyagot (3.9.). Oldjuk fel savas metil-alkohollal
(3.2.) egy 100 ml-es mérSlombikban, toltsiik fel jelig ugyanezzel az olddszerrel, és keverjik el. A lombikot
tekerjitk aluminiumf6lidba, és taroljuk sotét helyen.
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4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.4.1.

4.5.

4.6.

4.7.

5.1.

5.2.

Robenidin kézbensdé standardoldat: 12 pg/ml|

A standard torzsoldatbdl (3.9.1) ontsiink dt 10,0 ml-t egy 250 ml-es mér6lombikba, toltsik fel jelig a
mozgdfazissal (3.8.), és keverjiik el. A lombikot tekerjitk aluminiumfélidba, és taroljuk sotét helyen.

Kalibrdléoldatok

50 ml-es mér6lombikokba adagoljunk 5,0, 10,0, 15,0, 20,0 és 25,0 ml kozbensé standardoldatot (3.9.2.). A
mozgdfizissal (3.8.) toltsiik fel jelig, és keverjiik el. Ezen oldatok 1,2, 2,4, 3,6, 4,8, illetve 6,0 pug/ml robenidin-
koncentracionak felelnek meg. Az oldatokat hasznalat el6tt frissen kell elkésziteni.

Viz, HPLC minGségti.

Eszkozok

Uvegoszlop

Barna iivegb6l késziilt, elzdré csappal és egy megkozelitSleg 150 ml-es tartdllyal elldtott, 10-15 mm belsd
atmérdjt és 250 mm hosszi oszlop.

Mechanikus rdz6gép vagy méagneses keverd
Roticids vékonyréteges beparlo.

250-400 mm-es érzékenységi tartomdnyti HPLC-berendezés, véltoztathaté hullimhosszi UV-detektorral vagy
diédasoros detektorral

Folyadékkromatografids oszlop: Cyg, 300 mm x 4 mm, 10 pum-es toltettel, vagy ezzel egyenértékii berendezés.
Uvegszdlas sziirépapir (Whatman GF|A vagy azzal egyenértékdi mds papir)
Membranszirdk, 0,22 pm-es.

Membrénsziirdk, 0,45 pm-es.

A vizsgilat médja
Megjegyzés: A robenidin fényérzékeny. Minden miveletnél barna tivegeszkozoket kell hasznalni.

Altaldnos szabdlyok

Visgaljunk meg egy takarmanyvakmintdt annak ellenérzésére, hogy sem robenidin, sem interferdlé anyagok
nincsenek jelen.

A mintdban taldlhatéval kozel azonos mennyiségii robenidinnel disitott takarmanyvakminta (5.1.1.) analizisével
végezziink visszanyerési probat. A 60 mgfkg-os szintre torténd disitdshoz ontsiink 3,0 ml standard torzsoldatot
(3.9.1.) egy 250 ml-es Erlenmeyer-lombikba. Az oldatot nitrogéndramban kb. 0,5 ml-re paroljuk be. Adjunk
hozzé 15 g takarmanyvakmintdt, keverjiik ossze, és hagyjuk allni 10 percig, miel6tt folytatjuk a mdveletet az
extrahdldssal (5.2.).

Megjegyzés: Ehhez a modszerhez a takarmdnyvakminta a mintéval azonos fajtdjii takarmény legyen, amelyben az
analizis sordn robenidin nem mutathaté ki.

Extrahdlds

Az el6készitett mintdbol mérjiink ki 15 g-t, 0,01 g-os pontossdggal. Tegyiik egy 250 ml-es Erlenmeyer-lombikba,
adjunk hozzd 100,0 ml savas metil-alkoholt (3.2.), zérjuk le, és rdzassuk egy 6rdn keresztiil a rizdgépen (4.2.). Az
oldatot szfirjiik 4t ivegszélas sztir6papiron (4.5.), majd az egész sziirletet vegyiik fel egy 150 ml-es Erlenmeyer-
lombikban. Adjunk hozzd 7,5 g molekuldris sz(irdt (3.4.), zdrjuk le, és ot percig razassuk. Azonnal sz(rjik dt egy
tivegszdlas sz{irSpapiron. Ezt az oldatot haszndljuk a deritésnél (5.3.).
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5.3.

5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

Derités
Az aluminium-oxid oszlop elS8készitése

Az tivegoszlop (4.1.) als6 végébe illessziink egy kis tivegvatta dugdt, és tivegbottal tomkodjiik le egészen az aljdra.
Mérjiink ki az el6készitett aluminium-oxidbdl (3.5.) 11,0 g-ot, és ontsiik 4t az oszlopba. Ugyeljiink arra, hogy az
oszlop tartalma, a vizsgdlat ezen szakaszdban minél kevésbé legyen a levegd hatdsdnak kitéve. Gyengéden
ttogessitk a megtoltott oszlop als6 végét, hogy a benne 1évé aluminium-oxid leiilepedjen.

A minta deritése

Az (5.2) pontban el6készitett mintakivonatb6l 5,0 ml-t pipettdzzunk az oszlop tetejére. A pipetta csticsit az
oszlop faldnak kozelébe fektessiik, és hagyjuk, hogy az oldatot az aluminium-oxid elnyelje. 100 ml metil-alkohol
(3.1.) segitségével, 2-3 ml/perc atfolyasi sebességgel eludljuk a robenidint az oszloprdl, és vegyiik fel az
eludtumot egy 250 ml-es gomblombikban. Csokkentett nyomdson, 40 °C hémérsékleten egy rotacios,
vékonyfilmes bepdrl6 (4.3.) segitségével teljes szaradasig parologjuk be a metil-alkoholt. A maradékot tjra oldjuk
fel 3-4 ml mozgodfizisban (3.8.), és ontsitk dt teljes mennyiségben egy 10 ml-es mér8lombikba. Tébbszor
oblitsiik el a lombikot 1-2 ml mozgdfazissal, és az 6blits folyadékot is ontsiik bele a mér6lombikba. Toltsiik fel
jelig ugyanezzel az olddszerrel, majd keverjiik el. Egy aliquot részt sz(irjiink at egy 0,45 pm-es membranszirén
(4.7.). Ezt az oldatot tegyiik el a HPLC-meghatdrozéshoz (5.4.).

HPLC-meghatdrozds
Paraméterek

Az aldbbi vizsgilati feltételek csak ttmutatdsként szolgdlnak, ettdl eltérd feltételeket is lehet haszndlni, feltéve,
hogy ezzel egyenértéki eredményt adnak:

Folyadékkromatogréfids oszlop (4.4.1.)
HPLC mozgdfazis (3.8.)

Atéramlési sebesség: 1,5-2 ml/perc
Kimutatdsi hullimhossz: 317 nm
Befecskendezett mennyiség: 20-50 pl.

Ellendrizzitk a kromatografids rendszer stabilitdsit oly mddon, hogy 3,6 pg/ml anyagot tartalmazd
kalibrdl6oldatot (3.9.3.) fecskendeziink be tobbszor, mig a csticsok magassiga és a retencids idSk allandéva
nem vélnak.

Kalibrdciés gorbe

Fecskendezziik be t6bbszér egymds utdn az egyes kalibrdléoldatokat (3.9.3.), és mérjik meg az egyes
koncentrdciékhoz tartozd csticsok magassdgdt (teriiletét). A kalibrdléoldatok dtlagos magassiga vagy teriilete
legyen az ordindtatengelyen, a megfelel6 koncentraciok pg/ml-ben az abszcisszan, és ennek alapjdn szerkessziink
kalibréci6s gorbét.

Mintaoldat

Ugyanolyan mennyiség( oldatot haszndlva, mint amennyit a kalibrdlooldatoknél haszndltunk, fecskendezziik be
a mintakivonatot (5.3.2.) egymds utdn tobbszor, és hatdrozzuk meg a robenidincsticsok 4tlagos magassagat
(teriiletét).

Az eredmények kiszdmitisa

A mintaoldat robenidincsicsainak dtlagmagassagabdl (teriiletébdl) hatdrozzuk meg a mintaoldat koncentracidjat
pg/ml-ben a kalibraciés gorbe (5.4.2.) alapjan.

A minta, (mg/kg-ban kifejezett) w robenidintartalmat az aldbbi képlet segitségével kapjuk meg:

cx 200
W=
m

ahol:

(e
I

= a mintaoldat robenidin-koncentracidja, pg/ml-ben,

3
I

a mintadarab tomege grammban.
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7.1.1.

7.2.

7.3.

Az eredmények validdlisa
Azonositds

Az analizdlt anyag azonositdsat parhuzamos kromatogréfidval vagy diédasoros detektorral lehet megerdsiteni,
amely sordn a mintakivonat és a 6,0 pg/ml robenidint tartalmazé kalibrdl6oldat (3.9.3.) spektrumadt hasonlitjuk
ossze.

Pirhuzamos kromatografia

A mintakivonatot megfelel6 mennyiség( kalibrdl6oldattal (3.9.3.) dusitjuk. A hozzdadott robenidin mennyisége
és a mintakivonatban taldlhaté robenidin becsiilt mennyisége kozel azonos legyen.

A hozzdadott mennyiséget és a kivonat higitdsat figyelembe véve, csak a robenidincsics magassaga emelkedhet.
A cstics szélességének, a legnagyobb magassdganak felénél, az eredeti szélesség + 10 %-dn beliil kell lennie.

Diddasoros detektdlds

Az eredményeket a kovetkezd kritériumok szerint értékeljiik:

a)  a minta és a standard spektrumdban a kromatogram csticsmaximumaén rogzitett legnagyobb elnyeléshez
tartoz6 hullimhossznak a detektor felbontoképessége dltal meghatdrozott ttiréshatdron beliil azonosnak
kell lennie. A diédasoros detektorokndl ez a tiiréshatdr jellemz@en * 2 nm;

b) 250 és 400 nm kozott a spektrumnak a relativ abszorbancia 10 és 100 %-a kozotti tartomdnyba esG
részein a mintdnak és a standardnak a kromatogram csticsmaximumadn rogzitett spektruma nem térhet el
egymdstol. Ez a kritérium akkor teljesiil, ha ugyanazok a maximalis értékek vannak jelen, és a két spektrum
egyetlen vizsgdlt ponton sem tér el a standard abszorbancidjanak 15 %-dndl nagyobb mértékben;

c) 250 és 400 nm kozott a mintakivonat dltal kivaltott cstcs felszallo dganak, csticsmaximumadnak és leszallo
dgdnak spektrumai nem térhetnek el egymdstdl a spektrumnak a relativ abszorbancia 10 és 100 %-a
kozotti tartoményba es részein. Ez a kritérium akkor teljesiil, ha ugyanazok a maximalis értékek vannak
jelen, és a spektrumok egyetlen vizsgdlt ponton sem térnek el a csicsmaximum spektruma
abszorbancidjanak 15 %-dndl nagyobb mértékben.

Amennyiben ezen kritériumok valamelyike nem teljesiil, az analizdlt anyag jelentéte nem bizonyitott.
Ismételhetdség

Két azonos mintdn végzett parhuzamos meghatdrozds eredménye kozotti killonbség, 15 mgfkg-ndl magasabb
robenidintartalom esetén, nem haladhatja meg a magasabb érték 10 %-it.

Visszanyerés
A dasitott vakminta esetében legaldbb 85 %-os visszanyerési ardnyt kell elérni.
A korvizsgilat eredményei

Az EK korvizsgilatot szervezett, amely sordn &rlemény, illetve pellet formédjaban négy baromfi- és négy
nyultakarmdnymintdt elemeztek, 12 laboratériumban. Minden mintdn kettGs analizist végeztek. Az
eredményeket az aldbbi tdbldzat mutatja.

Baromfi Nyl

6rlemény Pellet C”)rlernény Pellet
Kozépérték [mgfkg] 27,00 27,99 43,6 40,1
s, [mg/kg] 1,46 1,26 1,44 1,66
CV, [ %] 5,4 4,5 3,3 4,1
Sk [mg/kg] 4,36 3,36 4,61 391
CVi [ %] 16,1 12,0 10,6 9,7
Visszanyerés [ %) 90,0 93,3 87,2 80,2

s, = az ismételhetSség szordsa
CV, = az ismételhetdség relativ szérdsa, %
Sk = a reprodukdlhatdsdg szordsa

CVr = a reprodukdlhatdsag relativ szordsa, %
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.8.1.

3.8.2.

3.9.

3.9.1.

3.9.2.

F.  DIKLAZURIL MEGHATAROZASA

(+)-4-Kldrfenil [2,6-dikloro-4~(2,3,4,5-tetrahidro-3,5-dioxo-1,2,4-triazin-2-il) fenil] acetonitril

Cél és alkalmazdsi teriilet

Ez a médszer lehet6vé teszi a takarmdnyokban és el6keverékekben 1évg diklazuril meghatdrozésat. A kimutatdsi
hatdrérték 0,1 mg/kg, a meghatdrozds hatdrértéke 0,5 mg/kg.

Vizsgilati alapelv

Egy belsé standard hozzdaddsat kovetSen a mintdt savas metil-alkohollal extrahaljuk. A takarmdnyok esetében a
kivonat egy aliquot részét Cy szildrdfézisi extrahdlétoltetben deritjiik. A diklazurilt savas metil-alkohol és viz
keverékével eludljuk a toltetbél. Bepdrlds utdn a maradékot DMF/vizben feloldjuk. Elkeverékek esetében a
kivonatot bepéroljuk, és a maradékot DMF/vizben feloldjuk. A diklazuriltartalmat hdromkomponensd, forditott
fazist, nagy teljesitmény( folyadékkromatografidval (HPLC) hatdrozzuk meg, UV-detektor haszndlatdval.

Reagensek

Viz, HPLC mingség.

Ammonium-acetdt
Tetrabutil-amménium-hidrogén-szulfat (TBHS)
Acetonitril, HPLC mindségf.

Metil-alkohol, HPLC mindségti

N, N-dimetilformamid (DMF).

S6sav, py = 1,19 g/ml

Standard anyag: garantalt tisztasdgt diklazuril 1I-24: (+)-4-kl6rfenil [2,6-dikloro-4-(2,3,4,5-tetrahidro-3,5-dioxo-
1,2,4-triazin-2-il) fenil] acetonitril, E771.

Diklazuril standard torzsoldat, 500 pg/ml.

Mérjink ki 0,1 mg pontossaggal 25 mg diklazuril standard anyagot (3.8.) egy 50 ml-es mérélombikba. Oldjuk
fel DMF-ben (3.6.), toltsiik fel jelig DMF-fel (3.6.) és keverjik 0ssze. Tekerjitk a lombikot aluminiumfélidba, vagy
hasznéljunk barna tiveglombikot, és téroljuk hiitében. 4 °C-on vagy ennél alacsonyabb hémérsékleten az oldat
egy honapig stabil.

Diklazuril standardoldat, 50 pg/ml.

Ontsiink 4t 5,00 ml standard torzsoldatot (3.8.1.) egy 50 ml-es mérlombikba, téltsiik fel jelig DMF-fel (3.6.), és
keverjitk Ossze. Tekerjik a lombikot aluminiumfélidba, vagy haszndljunk barna iiveglombikot, és tdroljuk
htit6ben. 4 °C-on vagy ennél alacsonyabb hémérsékleten az oldat egy hénapig stabil.

Bels§ standard anyag: 2,6 dikloro-a-(4-klorofenil)-4-(4,5 dihidro-3,5-dioxo-1,2,4-triazin-2 (3H)-il) a-metilben-
zén-acetonitril.

Belsé standard torzsoldat, 500 pg/ml.

Mérjink be 0,1 mg pontossdggal 25 mg belsd standard anyagot (3.9.) egy 50 ml-es mérélombikba. Oldjuk fel
DMEF-ben (3.6.), toltsiik fel jelig DMF-fel (3.6.), és keverjiik 6ssze. Tekerjiik a lombikot aluminiumfdlidba, vagy
hasznéljunk barna tiveglombikot, és téroljuk htit6ben. 4 °C-on vagy ennél alacsonyabb hémérsékleten az oldat
egy honapig stabil.

Belsé standardoldat, 50 pg/ml.

Ontsiink 4t 5,00 ml belsé standard tdrzsoldatot (3.9.1.) egy 50 ml-es mérlombikba, toltsiik fel jelig DMF-fel
(3.6.), és keverjiikk Ossze. Tekerjitk a lombikot aluminiumfélidba, vagy hasznéljunk barna iiveglombikot, és
taroljuk hiitSben. 4 °C-on vagy ennél alacsonyabb hdmérsékleten az oldat egy honapig stabil.
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3.13.2.

3.13.3.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

Belsé standardoldat el6keverékekhez, p/1 000 mg/ml
(p = az elSkeverék névleges diklazuriltartalma, mg/kg-ban kifejezve)

Mérjiink be 0,1 mg-os pontossiggal p/10 mg bels§ standardoldatot egy 100 ml-es mérélombikba, oldjuk fel
DMF-ben (3.6.) egy ultrahangos fiird6ben (4.6.), toltsiik fel jelig DMF-fel, és keverjiik ossze. Tekerjiik a lombikot
aluminiumfdlidba, vagy haszndljunk barna tiveglombikot, és taroljuk hdtSben. 4 °C-on vagy ennél alacsonyabb
hémérsékleten az oldat egy honapig stabil.

Kalibraléoldat, 2 pg/ml.

Pipettdzzunk 2,00 ml diklazuril standardoldatot (3.8.2.) és 2,00 ml belsS standardoldatot (3.9.2.) egy 50 ml-es
mér6lombikba. Adjunk hozzd 16 ml DMF-et (3.6.), toltsiik fel jelig vizzel, és keverjitk Gssze. Ezt az oldatot
kozvetleniil a felhaszndlds el6tt kell elkésziteni.

Cg szildrdfdzisa extrahdlotoltet, pl. Bond Elut, méret: 1 cm?, szorbens tomege: 100 mg.

Extrahdl6 olddszer: savas metil-alkohol.

Pipettdzzunk 5,0 ml sésavat (3.7.) 1 000 ml metil-alkoholba (3.5.), és keverjiik Gssze.

Mozgéfazis a HPLC-hez:

A-eluens: ammonium-acetdt — tetrabutilamménium-hidrogénszulfat oldat.

Oldjunk fel 5 g ammoénium-acetdtot (3.2.) és 3,4 g TBHS-t (3.3.) 1 000 ml vizben (3.1.), és keverjiik Gssze.
B-eluens: acetonitril (3.4.).

C-eluens: metil-alkohol (3.5.).

Eszkozok

Mechanikus rdzgép
Felszerelés a haromkomponenst HPLC-hez.

Hypersil ODS folyadékkromatogrifids oszlop, 100 mm x 4,6 mm, 3 pm-es toltettel, vagy ezzel egyenértéki
berendezés.

Viltoztathat6 hullimhosszon méré UV-detektor vagy diédasoros detektor.
Rotdcids vékonyréteges beparlo.

Membransz(irs, 0,45 pm

Vakuumos elosztovezeték.

Ultrahangos fiirdé

A vizsgélat médja

Altaldnos szabdlyok

Takarmdnyvakminta

Vizsgéljunk meg egy takarmdnyvakmintdt annak ellendrzésére, hogy sem diklazuril, sem interferdlé anyagok

nincsenek jelen. A takarmédnyvakminta a mintdval azonos tipusti takarmény legyen, amelyben az analizis sordn
sem diklazuril, sem interferdl6 anyagok nem mutathaték ki.

Visszanyerési préba

Végezziink visszanyerési probdt a mintdban meglévével kozel azonos mennyiségli diklazurillel dusitott
takarmdnyvakminta analizisével. Az 1 mg/kg szintre val6 dusitdshoz adjunk 0,1 ml standard torzsoldatot (3.8.1.)
50 g takarmdnyvakmintdhoz, keverjiik 6ssze alaposan, és hagyjuk dllni 10 percig, keverjitk 6ssze néhdnyszor,
mielétt folytatjuk a mtveletet (5.2.).
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5.2.1.

5.2.2.

5.3.

5.3.1.

Amennyiben a mintdval megegyez$ takarmanyfajtibol vett takarmanyvakminta nem 4ll rendelkezésre (ldsd az
5.1.1. pontot), a visszanyerési probat a standard hozzdaddsos modszerrel lehet elvégezni. Ebben az esetben a
vizsgdlt mintdt a mintdban meglévével azonos mennyiségii diklazurillal dasitsuk. Ezt a mintdt a nem ddsitott
mintdval egyiitt elemezziik, és a visszanyerést kivondssal szamitjuk ki.

Extrahdlds
Takarmdny

0,01 g pontossiggal mérjiink ki 50 g mintdt. Ontsiik 4t egy 500 ml-es Erlenmeyer-lombikba, adjunk hozzd
1,00 ml belsé standardoldatot (3.9.2.), 200 ml extrahdlé olddszert (3.12.), és zarjuk le a lombikot. Rézassuk a
keveréket a rdzogépen (4.1.) egy éjszakan 4t. Hagyjuk iilepedni 10 percig. A feliiliszé anyag 20 ml-es aliquot
részét ontsiik 4t egy iivegedénybe, és higitsuk fel 20 ml vizzel. Ontsiik 4t ezt az oldatot egy extrahdlétoltetbe
(3.11.), és vakuum segitségével engedjiik 4t rajta (4.5.). Mossuk a toltetet 25 ml extrahdl6 oldészer (3.12.) és viz
65 + 35 (V + V) ardnyt keverékével. Ontsiik el a felvett frakcidkat, és eludljuk az alkotéelemeket 25 ml extrahalé
oldészer (3.12.) és viz 80 + 20 (V + V) ardnyt keverékével. Péroljuk be ezt a frakciot a rotdcids beparld (4.3.)
segitségével 60 °C-on, amig éppen beszdrad. A maradékot oldjuk fel 1,0 ml DMF-ben (3.6.), adjunk hozzd 1,5 ml
vizet (3.1.), és keverjik Ossze. Sziirjik 4t egy membranszlirén (4.4.). Folytassuk a miiveletet a HPLC-
meghatdrozdssal (5.3.).

El6keverékek

0,001 g pontossiggal mérjiink ki 1 g mintdt. Ontsiik 4t egy 500 ml-es Erlenmeyer-lombikba, adjunk hozzd
1,00 ml bels6 standardoldatot (3.9.2.), 200 ml extrahdld olddszert (3.12.), és zarjuk le a lombikot. Rézassuk a
keveréket a rdzégépen (4.1.) egy éjszakdn 4t. Hagyjuk iilepedni 10 percig. A feliiliszé anyag egy 10 000/p ml
(p = az elSkeverék mg/kg-ban kifejezett névleges diklazuriltartalma) aliquot részét ontsiik dt egy megfeleld
méreti gomblombikba. Péroljuk be ezt a frakcidt a rotdcios beparld (4.3.) segitségével 60 °C-on, csokkentett
nyoméson, amig éppen beszdrad. A maradékot oldjuk fel 10,0 ml DMF-ben (3.6.), adjunk hozzd 15,0 ml vizet
(3.1.), és keverjiik ossze. Folytassuk a mtiveletet a HPLC-meghatdrozéssal (5.3.).

HPLC-meghatdrozds
Paraméterek

Az aldbbi vizsgdlati feltételek Gtmutatdsként szolgdlnak, ettl eltéré feltételeket is lehet haszndlni, feltéve, hogy
ezzel egyenértékd eredményt adnak.

Folyadékkromatografids 100 mm x 4,6 mm méretd, Hypersil ODS

oszlop (4.2.1.): 3 pm-es toltettel, vagy ezzel egyenértéki
berendezés
Mozgéfizis: A-eluens (3.13.1): ammonium-acetat-tetrabutilammonium-
hidrogénszulfit vizes oldata
B-eluens (3.13.2): acetonitril
C-eluens(3.13.3): metil-alkohol
Eludlds modja: —  linedris gradiens

—  kiindulasi feltételek: A + B+ C =60 + 20 + 20 (V + V + V)
— 10 perces gradiens eludlds utdn 30 percig: A+ B+ C=45+20+35(V+V+V).

Oblités B-eluenssel 10 percig.
Atéramldsi sebesség: 1,5-2 ml/perc

Befecskendezett mennyi- 20 pl.
ség:
Kimutatdsi hullimhossz: 280 nm

Ellendrizziik a kromatografids rendszer stabilitdsit oly médon, hogy 2 pg/ml-es kalibrdl6oldatot (3.10.)
fecskendeziink be tobbszor, amig a csiicsok magassdga és a retencids id6k dllandévd nem vélnak.

Kalibrdl6oldat

Fecskendezziink be 20 pl kalibral6oldatot (3.10.) néhdny alkalommal, és hatdrozzuk meg a diklazurilcsticsok és a
bels§ standard csticsok dtlagmagassagét (teriiletét).

Mintaoldat

Fecskendezziink be 20 pl mintaoldatot (5.2.1. vagy 5.2.2) egymds utdn tobbszor, és hatdrozzuk meg a
diklazurilcsticsok és a bels§ standard csticsok 4tlagmagassagét (teriiletét).
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Az eredmények kiszdmitdsa
Takarmdnyok

A minta mgfkg-ban kifejezett w diklazuriltartalmét a kovetkezd képlet segitségével kapjuk meg:

hgs x hic  ¢ge x 10V
Y B x ha X p- [mg/kg]

ahol:

hgs = a mintaoldatban (5.2.1.) 1év6 diklazuril csticsmagassdga (teriilete)

h;; = a mintaoldatban (5.2.1.) 1év6 bels standard csticsmagassdga (teriilete)
hg. = a kalibrdl6oldatban (3.10.) 1év8 diklazuril csicsmagassdga (teriilete)

h;. = a kalibrdléoldatban (3.10.) 1év6 belsS standard csticsmagassaga (teriilete)
cae = a diklazuril pg/ml-ben kifejezett koncentracidja a kalibraléoldatban (3.10.)

m = a mintadarab témege grammban
V = a mintakivonat 5.2.1. pont szerinti térfogata (pl. 2,5 ml)
El6keverékek

A minta mgfkg-ban kifejezett w diklazuriltartalmét a kovetkezd képlet segitségével kapjuk meg:

hgs x hic  c g% 0,02V X p
= X
hi,s X hd,c m

[mg/kg]

ahol:

hg. = a kalibrdl6oldatban (3.10.) 1év8 diklazuril csicsmagassaga (teriilete)

h;. = a kalibrdl6oldatban (3.10.) 1év8 bels§ standard csticsmagassiga (teriilete)
hgs = a mintaoldatban (5.2.2) 1év6 diklazuril csiicsmagassiga (teriilete)

hi; = a mintaoldatban (5.2.2.) 1év8 belsd standard csticsmagassdga (teriilete)

cac = a diklazuril pg/ml-ben kifejezett koncentraci6ja a kalibraléoldatban (3.1.0.)
m = a mintadarab témege grammban

V = a mintakivonat 5.2.2. pont szerinti térfogata (azaz 25 ml)

p = az el6keverék névleges diklazuriltartalma, mg/kg-ban kifejezve

Az eredmények validdlisa
Azonositds

Az analizdlt anyag azonositdsa parhuzamos kromatogréfidval vagy diddasoros detektor haszndlatdval erdsithetd
meg, amely sordn a mintakivonat (5.2.1. vagy 5.2.2.) és a kalibrdléoldat (3.10.) spektrumdt hasonlitjuk ossze.

Pirhuzamos kromatografia

A mintakivonatot (5.2.1. vagy 5.2.2.) megfelel6 mennyiségti kalibralooldattal (3.10.) dusitjuk. A hozzdadott
diklazuril mennyisége kozel azonos legyen a mintakivonatban meglévé diklazuril mennyiségével.

A hozzdadott mennyiséget és a kivonat higitdsdt figyelembe véve, csak a diklazuril cstics és a belsd standard cstics
magassiga emelkedhet. A cstcs szélességének a legnagyobb magassig felénél a dusitds elStti mintakivonat
diklazuril csticsa vagy belsd standard csticsa eredeti szélességének + 10 %-dn belil kell lennie.

Diddasoros detektdlds

Az eredményeket a kovetkezd kritériumok szerint értékeljiik:

a)  aminta és a standard spektrumdaban a kromatogram csticsmaximumadn rogzitett legnagyobb elnyeléshez
tartoz6 hullimhossznak a detektor felbont6képessége dltal meghatdrozott tidréshatiron beliil azonosnak
kell lennie. A diédasoros detektorokndl ez a tiiréshatdr jellemzden * 2 nm.

b) 230 és 320 nm kozott a spektrumnak a relativ abszorbancia 10 és 100 %-a kozotti tartomédnyba esé
részein a mintdnak és a standardnak a kromatogram csticsmaximumén rogzitett spektruma nem térhet el
egymdstol. Ez a kritérium akkor teljesiil, ha ugyanazok a maximalis értékek vannak jelen, és a két spektrum
egyetlen vizsgélt ponton sem tér el a standard abszorbancidjanak 15 %-dndl nagyobb mértékben.
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o 230 és 320 nm kozott a mintakivonat dltal kivaltott cstcs felszdllé dganak, csticsmaximuménak és leszallo
dgdnak spektrumai nem térhetnek el egymdstdl a spektrumnak a relativ abszorbancia 10 és 100 %-a
kozotti tartomdnyba es§ részein. Ez a kritérium akkor teljesiil, ha ugyanazok a maximalis értékek vannak
jelen, és a spektrumok egyetlen vizsgdlt ponton sem térnek el a csicsmaximum spektruma
abszorbancidjanak 15 %-dndl nagyobb mértékben.
Amennyiben ezen kritériumok valamelyike nem teljesiil, az analizdlt anyag jelentéte nem bizonyitott.
7.2 Ismételhetdség
Ugyanazon a mintan végzett két pirhuzamos meghatdrozds eredménye kozotti killonbség nem haladhatja meg:
— 0,5 mgfkg és 2,5 mgfkg kozotti diklazuriltartalom esetén a magasabb érték 30 %-it,
— 2,5 mglkg és 5 mglkg kozotti diklazuriltartalom esetén a 0,75 mg/kg értéket,
— 5 mglkg feletti diklazuriltartalom esetén a magasabb érték 15 %-at.
7.3. Visszanyerés
Dusitott (vak-)minta esetében a visszanyerésnek legaldbb 80 %-osnak kell lennie.
8. A korvizsgilat eredményei
Korvizsgdlatot szerveztek, amely sordn 6t mintdt elemeztek 11 laboratériumban. A mintdk két el6keverékbdl
alltak; az egyiket egy szerves matrixszal (O 100), a mdsikat egy szervetlen mdtrixszal (A 100) keverték Gssze. Az
elméleti diklazuriltartalom 100 mg/kg. A hdrom baromfitakarmdny-keverék hdrom kilonbozé gydrt6tol
szdrmazott (NL) (L1/Z1/K1). Az elméleti diklazuriltartalom 1 mg/kg. A laboratériumokat utasitottak, hogy a
vizsgdlatokat egyszer vagy kétszeres ismétléssel vizsgaljdk. (Erre a korvizsgilatra vonatkozdan részletesebb
informdciok taldlhatok a kovetkezd helyen: Journal of AOAC International, 77. évfolyam, 6. szdm, 1994, 1359—
1361. 0.). Az eredmények a kovetkezd tdbldzatban szerepelnek.
1. minta 2. minta 3. minta 4. minta 5. minta
A 100 O 100 L1 Z1 K1
L 11 11 11 11 6
n 19 18 19 19 12
Atlag 100,8 103,5 0,89 1,15 0,89
S, (mgfkg) 5,88 7,64 0,15 0,02 0,03
CV, (%) 5,83 7,38 17,32 1,92 3,34
Sy (mglkg) 7,59 7,64 0,17 0,11 0,12
CVr (%) 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65
Névleges tartalom mg/ 100 100 1 1 1
ko)
= a laboratériumok szdma
n = az egyedi értékek szdma
S, = az ismételhetGség szordsa
CV, = az ismételhetdség relativ szérdsa
Sk = a reprodukdlhatdsdg szordsa
CVy = a reprodukdlhatosag relativ szordsa
9. Eszrevételek

A diklazuril-reakciét kordbban linedrisnak taldltdk a mért koncentrciok sévja felett.

G. A LAZALOCID-NATRIUM MEGHATAROZASA

A Streptomyces lasaliensis dltal termelt poliéter-monokarboxilsav ndtriumsdja
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.1.

3.10.2.

Cél és alkalmazdsi teriilet

A modszer a takarmdnyok és az elSkeverékek lazalocid-ndtrium-tartalmanak meghatdrozasira szolgdl. A
kimutatdsi hatdrérték 5 mgfkg, a meghatdrozds hatdrértéke 10 mg/kg.

Vizsgidlati alapelv

A lazalocid-natriumot a mintdbdl savas metil-alkohollal extrahdljuk, majd forditott fézist, nagy teljesitményd
folyadékkromatografiaval (HPLC), spektrofotometrids detektor segitségével hatdrozzuk meg.

Reagensek

Kélium-dihidrogén-foszfat (KH,PO,)

Ortofoszforsav, w (wfw) = 85 %

Ortofoszforsav oldat, ¢ = 20 %

Higitsunk fel vizzel 23,5 ml ortofoszforsavat (3.2.) 100 ml-re.
6-metil-2-heptilamin (1,5-dimetil-hexilamin), w (wjw) = 99 %
Metil-alkohol, HPLC mindség(i

Sosav, d: = 1,19 g/ml

Foszfatpuffer-oldat, ¢ = 0,01 mol/l

Oldjunk fel 1,36 g KH,PO,-ot (3.1) 500 ml vizben (3.11), adjunk hozzd 3,5 ml ortofoszforsavat (3.2.) és
10,0 ml 6-metil-2-heptilamint (3.4.). Allitsuk be a pH-t 4,0-re ortofoszforsav-oldattal (3.3.), és higitsuk fel vizzel
1 000 ml-re (3.11.).

Savas metil-alkohol

Ontsiink 5,0 ml sésavat (3.6.) egy 1 000 ml-es mérélombikba, toltsiik fel jelig metil-alkohollal (3.5.), és keverjiik
ossze. Ezt az oldatot kozvetlentil a felhasznalds eldtt kell elkésziteni.

A HPLC mozgéfazis, foszfatpuffer-metil-alkohol-oldat, 5 + 95 (V + V)
Keverjiink 6ssze 5 ml foszfatpuffer-oldatot (3.7.) 95 ml metil-alkohollal (3.5.).

Lazalocid-natrium garantdlt tisztasdgt standard anyag, C;4Hs3OgNa (a poliéter-monokarboxilsav natriumsdja,
amelyet a Streptomyces lasaliensis termel), E763

Lazalocid-ndtrium standard torzsoldat, 500 pg/ml

Meérjiink be 0,1 mg-os pontossaggal 50 mg lazalocid-natriumot (3.10.) egy 100 ml-es mérSlombikba, oldjuk fel
savas metil-alkoholban (3.8.), toltsiik fel jelig ugyanezzel az oldészerrel, és keverjiik Ossze. Ezt az oldatot
hasznélat elétt frissen kell elkésziteni.

Lazalocid-ndtrium kézbensdé standardoldat, 50 pg/ml

Pipettdzzunk 10,0 ml standard torzsoldatot (3.10.1.) egy 100 ml-es mérélombikba, toltsiik fel jelig savas metil-
alkohollal (3.8.), és keverjiik Gssze. Ezt az oldatot kozvetlenill a felhasznalds eldtt kell elkésziteni.
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3.10.3. Kalibrédl6oldatok

50 ml-es mérSlombikokba éntsiink 1,0, 2,0, 4,0, 5,0, illetve 10,0 ml kdzbens6 standardoldatot (3.10.2.). Ontsiik
fel jelig savas metil-alkohollal (3.8.), és keverjiik 6ssze. Ezek az oldatok egyenként 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 és 10,0 pg/ml
lazalocid-natriumnak felelnek meg. Ezen oldatokat kozvetlenil a felhaszndlds el6tt kell elkésziteni.

3.11. Viz, HPLC mind&ség(

4. Eszko6zok

4.1. Ultrahangos fiird§ (vagy vizfiird8s rdz6gép), hémérséklet-szabalyozdval

4.2. Membransztirdk, 0,45 pm

4.3. HPLC-berendezés injektdld rendszerrel, 20 pl-nyi injektédldsi lehetSséggel.

4.3.1. Folyadékkromatogréfids oszlop 125 mm x 4 mm, forditott fazisti Cy5, 5 pm-es toltet vagy ezzel egyenértékd
berendezés

4.3.2. Spektrofluoriméter, véltoztathatd gerjesztési és emisszids hullimhossz-szabalyozassal

5. A vizsgdlat médja

5.1. Altaldnos szabdlyok

5.1.1. Takarmdnyvakminta

A visszanyerési proba (5.1.2.) elvégzése érdekében elemezziink egy takarmdnyvakmintdt annak ellendrzésére,
hogy sem lazalocid-ndtrium, sem egyéb interferalé anyag nincs jelen. A takarmdnyvakminta a mintahoz hasonlé
tipusti legyen, és benne lazalocid-natrium vagy mds interferdlé anyag ne legyen kimutathaté.

5.1.2. Visszanyerési proba

Végezziink visszanyerési probat egy olyan takarmdnyvakminta analizdldsaval, amelyet a mintdban jelen 1év6hoz
hasonlé mennyiségti lazalocid-natriummal ddsitottak. 100 mg/kg-os szintre torténd dusitashoz éntsiink 10,0 ml
standard torzsoldatot (3.10.1.) egy 250 ml-es Erlenmeyer-lombikba, és péroljuk be az oldatot kb. 0,5 ml-re.
Adjunk hozzd 50 g takarmdnyvakmintdt, keverjitk Gssze alaposan, és hagyjuk allni 10 percig, majd keverjiik
ossze Ujra néhdnyszor, miel6tt az extrahdldssal (5.2.) folytatjuk a mveletet.

Amennyiben a mintdval megegyez$ takarmdanyfajtibol vett takarmanyvakminta nem 4ll rendelkezésre (ldsd az
5.1.1. pontot), a visszanyerési probét a standard hozzdaddsos mddszerrel lehet elvégezni. Ebben az esetben az
analizdlandé mintdt a mintdban mdr meglévdvel kozel azonos mennyiségti lazalocid-natriummal dusitjuk. Ezt a
mintat a nem ddsitott mintdval egyiitt analizaljuk, a visszanyerést kivondssal szamitjuk ki.

5.2. Extrahdlds
5.2.1. Takarmdny

Meérjiink be 0,01 g-os pontossiggal 5-10 g mintdt egy dugds, 250 ml-es Erlenmeyer-lombikba. Pipettdval adjunk
hozzd 100,0 ml savas metil-alkoholt (3.8.). Dugaszoljuk le lazdn, és keverjiik, mig diszperziét nem kapunk.
Helyezzik a lombikot kériilbeliil 40 °C-os ultrahangos fiird6be (4.1.) 20 percre, majd vegyiik ki, és hiitsiik le
szobahSmérsékletre. Hagyjuk allni kb. 1 6rdig, amig a szuszpendélt anyag leiilepszik, majd egy 0,45 pm-es
membrénsz{irén (4.2) szlrjiink egy aliquot részt egy megfelel§ edénybe. Folytassuk a mveletet a HPLC-
meghatérozdssal (5.3.).

5.2.2. El6keverékek

Mérjiink be 0,001 g-os pontossiggal 2 g Groletlen elGkeveréket egy 250 ml-es mérglombikba. Adjunk hozzd
100,0 ml savas metil-alkoholt (3.8.), és keverjiik, amig diszperzi6t nem kapunk. Helyezzitk a mérSlombikot
tartalmdval egyiitt kb. 40 °C-os ultrahangos fiirdébe (4.1) 20 percre, majd vegyiik ki, és hiitsiik le
szobahémérsékletre. Higitsuk a jelig savas metil-alkohollal (3.8.), és alaposan keverjiikk 6ssze. Hagyjuk éllni 1
ordig, amig a szuszpendélt anyag leiilepszik, majd egy 0,45 pm-es membrénsz{irén (4.2.) szdrjiink 4t egy aliquot
részt. Higitsuk a tiszta filtrdtum megfelel6 mennyiségét savas metil-alkohollal (3.8.), hogy igy kb. 4 pg/ml
lazalocid-natriumot tartalmazo végsé vizsgdlati oldatot kapjunk. Folytassuk a mtveletet a HPLC-meghatdrozdssal
(5.3).
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5.3.

6.1.

6.2.

7.1.

HPLC-meghatdrozds
Paraméterek

A kovetkez8 paraméterek irdnymutatdsul szolgdlnak; mds paraméterek is alkalmazhatok, feltéve, hogy
egyenértékd eredményeket adnak:

Folyadékkromatografids 125 mm x 4 mm, forditott fazisti Cyg, 5 pm-es toltet vagy egy ezzel egyenértékd
oszlop (4.3.1) berendezés

Mozgdfazis (3.9.): Foszfatpuffer-oldat (3.7.) és metil-alkohol (3.5.) keveréke, 5 + 95 (V + V)
Atéramlasi sebesség: 1,2 ml/perc.
Kimutatdsi hullimhossz:

gerjesztés: 310 nm

emisszio: 419 nm

Befecskendezett mennyi- 20 pl
ség:

kalibrdléoldatot (3.10.3.) fecskendeziink be tobbszor, amig a csticsmagassigok (vagy teriiletek) és retencids
id6k dllandévd nem vélnak.

Kalibrdciés gorbe

Fecskendezziik be tobbszor egymds utdn az egyes kalibrdlooldatokat (3.10.3.), és hatdrozzuk meg az egyes
koncentraciok dtlagos csticsmagassagait (teriileteit). Készitsik el a kalibracids gorbét tigy, hogy az dtlagos
csticsmagassagokat (teriileteket) az ordindtdn, a pg/ml-ben kifejezett megfelel6 koncentracidkat az abszcisszan
dbrazoljuk.

Mintaoldat

Ugyanolyan mennyiség oldatot haszndlva, mint amennyit a kalibrdlooldatokndl hasznaltunk, fecskendezzik be
az 5.2.1. vagy 5.2.2. pont szerint nyert mintakivonatokat egymds utdn tobbszor, és hatdrozzuk meg a lazalocid-
natrium-csicsok dtlagos csticsmagassagait (teriileteit).

Az eredmények kiszamitdsa
A mintaoldat (5.3.3.) befecskendezése utdn kapott dtlagos csticsmagassdgokbdl (teriiletekbdl), a kalibracids gorbe
Takarmdny

A minta w lazalocid-ndtrium-tartalma (mg/kg) a kovetkezd képlet szerint adhaté meg:

cxV
w=——" [mglkg]

m

¢ = a mintaoldat (5.2.1.) pg/ml-ben kifejezett lazalocid-natrium koncentraciéja
V; = a mintakivonat, 5.2.1. pont szerint ml-ben megadott (= 100) térfogata
a vizsgélati adag tomege, g-ban.

3
I

El6keverékek

A minta w lazalocid-ndtrium-tartalma (mg/kg) a kovetkezd képlet szerint adhaté meg:

cxVy xf
w="—"—2"— [mgkg]

ahol:

¢ = a mintaoldat (5.2.2)) pg/ml-ben megadott lazalocid-ndtrium koncentricidja
V, = a mintakivonat 5.2.2. pont szerint ml-ben megadott (= 250) térfogata

f =az 5.2.2. pont szerinti higitdsi tényezs
m = a vizsgdlati adag tomege, g-ban.

Az eredmények validdldsa
Azonositds

A spektro-fluorimetridn alapulé modszerek kevésbé érzékenyek az interferencidra, mint azok az eljardsok,
amelyek sordn UV-detektort haszndlnak. Az analizdlt anyag azonossiga pédrhuzamos kromatografidval
ellendrizhetd.
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7.2.

7.3.

Pirhuzamos kromatografia

A mintakivonatot (5.2.1. vagy 5.2.2.) megfelel6 mennyiségt kalibrdl6oldattal (3.10.3.) dusitjuk. A hozzdadott
lazalocid-ndtrium mennyisége kozel azonos legyen a mintaoldatban taldlhat lazalocid-natrium mennyiségével.
A hozzéadott lazalocid-natrium mennyiségét és a kivonat higuldsat figyelembe véve csak a lazalocid-ndtrium
csticsmagassaga emelkedhet. A cstics szélességének a legnagyobb magassag felénél a nem dasitott mintakivonat
eredeti csticsszélessége + 10 %-on beliil kell lennie.

Ismételhetdség

Ugyanazon a mintdn végzett két parhuzamos meghatdrozas eredménye kozotti killonbség nem haladhatja meg:
—  30-100 mg/kg kozotti lazalocid-ndtrium-tartalom esetén a magasabb érték 15 %-dt,
— 100-200 mg/kg kozotti lazalocid-ndtrium-tartalom esetén a 15 mglkg értéket,

— 200 mg/kg-ndl nagyobb lazalocid-nitrium-tartalom esetén a magasabb érték 7,5 %-t.
Visszanyereés

A dusitott (vakpréba) takarmdnyminta esetében a visszanyerés foka legaldbb 80 %-os legyen. A dusitott
el6keverék-minta esetében legaldbb 90 %-os visszanyerési ardnyt kell elérni.

A korvizsgélat eredményei

Korvizsgdlat (*) keretében 12 laboratériumban 2 el6keveréket (1. és 2. minta) és 5 takarmdnyt (3-7. minta)
analizdltak. Minden mintdn kettds analizist végeztek. Az eredmények a kovetkez tabldzatban szerepelnek:

1. minta 2. minta 3. minta 4. minta 5. minta 6. minta 7. minta
Csirke-el6- | Pulyka-el6- | Pulykapel- Csirke- Pulykata- Baromfi A. Baromfi B.
keverék keverék let derce karmany takarmény takarmény
L 12 12 12 12 12 12 12
n 23 23 23 23 23 23 23
Kozépérték 5050 16 200 76,5 78,4 92,9 48,3 32,6
[mglke]
s, [mg/kg] 107 408 1,71 2,23 2,27 1,93 1,75
CV; [ %] 2,12 2,52 2,24 2,84 2,44 4,00 5,37
sr [mg/kg] 286 883 3,85 7,32 5,29 3,47 3,49
CVg [ %] 5,66 5,45 5,03 9,34 5,69 7,18 10,70
Névleges tarta- 5000 (*) 16 000 80 (*) 105 (%) 120 (% 50 (**) 35 (**)
lom mg/kg) )

(*)  Gydrto dltal feltiintetett tartalom.
(**) Laborat6riumban készitett takarmdny.

L = alaboratériumok szdma

n = az egyedi értékek szdma

s, = az ismételhet8ség szordsa

sg = a reprodukdlhatdsdg szordsa

CV, = az ismételhetség relativ szérdsa, %

CVy = a reprodukdlhatdsag relativ szordsa, %

(*)  Analyst, 1995, 120., 2175-2180. o.
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V. MELLEKLET

ANALITIKAI MODSZEREK A TAKARMANYOKBAN LEVG NEMKIVANATOS ANYAGOK ELLENORZESERE

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

4.1.

4.2.

5.1.

A. A SZABAD £S AZ OSSZES GOSSZIPOL MEGHATAROZASA
Cél és alkalmazisi teriilet

Ez a mddszer lehet6vé teszi a szabad gosszipol, az 9sszes gosszipol és a kémiailag rokon anyagok mennyiségi
meghatdrozdsat a gyapotmagban, a gyapotmaglisztben és a gyapotmagpogdcsdban, valamint az ezen takarmdny-
alapanyagokat tartalmazé Gsszetett takarmdnyokban, amennyiben tobb mint 20 mg/kg mennyiségben van jelen
szabad gosszipol, osszes gosszipol vagy kémiailag rokon anyag.

Vizsgilati alapelv

A gosszipolt 3-aminopropédn-1-ol jelenlétében, vagy propan-2-ol és hexdn keverékével (a szabad gosszipol
meghatdrozdsa esetén), vagy dimetil-formamiddal (az Osszes gosszipol meghatdrozdsa esetén) extrahdljuk. A
gosszipol anilinnel gosszipol-dianilinné alakul, amelynek optikai stiriségét 440 nm-nél mérjiik.

Reagensek

Propén-2-ol-hexdn keverék: keverjiink 6ssze 60 térfogategységnyi propan-2-ol-t 40 térfogategységnyi n-hexdnnal.

A. oldészer: tegyiink 1 literes mérSlombikba kb. 500 ml propan-2-ol-hexdn keveréket (3.1.), 2 ml 3-aminopropédn-
1-ol-t, 8 ml jégecetet, valamint 50 ml vizet. Toltsik fel térfogatra a propdn-2-ol-hexdn keverékkel (3.1.). Ez a
reagens egy hétig stabil.

B. oldészer: pipettdzzunk 2 ml 3-aminopropan-1-ol-t és 10 ml jégecetet egy 100 ml-es mérélombikba. Hiitsiik le
szobahdmérsékletre, és toltsiik fel térfogatra N,N-dimetil-formamiddal. Ez a reagens egy hétig stabil.

Anilin: ha a vakprdba optikai siiriisége meghaladja a 0,022-t, paroljuk le az anilint cinkpor folott, és ontsiik el a pdrlat
elsé és utolsd 10-10 %-at. Lehtitve és barna, lezdrt iiveglombikban tarolva a reagens tobb honapig eldll.

Gosszipol-A standardoldat: tegyiink 27,9 mg gosszipol-acetdtot egy 250 ml-es mérélombikba. Oldjuk fel, és toltsitk
fel térfogatra az A. olddszerrel (3.2.). Pipettdzzunk 50 ml-t ebbdl az oldatbdl egy 250 ml-es mérdlombikba, és
toltsiik fel térfogatra az A. olddszerrel. Ennek az oldatnak a gosszipolkoncentracidja 0,02 mg/ml. Hasznalat el6tt
hagyjuk egy 6rdn 4t szobahémérsékleten 4llni.

Gosszipol-B standardoldat: tegyiink 27,9 mg gosszipol-acetatot egy 50 ml-es mérélombikba. Oldjuk fel, és toltsiik
fel térfogatra a B. oldészerrel (3.3.). Ennek az oldatnak a gosszipolkoncentrcidja 0,5 mg/ml.

Ha fénytdl védve taroljuk, a gosszipol-A és -B standardoldat 24 6rdn &t stabil marad.

Eszkozok

Billenédobos keverdgép: koriilbeliil 35 fordulat/perc.

Spektrofotométer.

A vizsgilat médja
A vizsgdlati minta

A vizsgdlati minta mennyisége a minta feltételezett gosszipoltartalmatdl fiigg. Jobb kisebb mennyiségti vizsgalati
mintaval dolgozni, és a sziirlet viszonylag nagyobb mennyiségd aliquot részét haszndlni, hogy elegendé meny-
nyiségi gosszipolt nyerjiink, amely preciz fotometrids mérést tesz lehet6vé. A gyapotmag, a gyapotmagliszt és a
gyapotmagpogacsa szabad gosszipoltartalmdnak mérésére a vizsgélati minta mennyisége ne haladja meg az 1 g-ot,
osszetett takarmdnyok vizsgélata sordn a minta mennyisége akdr 5 g is lehet. A szdrlet 10 ml-nyi aliquot része a
legtobb esetben megfelels: ez kb. 50-100 pg gosszipolt tartalmaz. Az dsszes gosszipoltartalom meghatdrozdsdhoz a
vizsgalati minta mennyisége 0,5 és 5 g kozott legyen, igy a szdirlet 2 ml-nyi aliquot része kb. 40-200 pg gosszipolt
fog tartalmazni.

A vizsgdlatokat kb. 20 °C-os szobahdmérsékleten kell végezni.
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A szabad gosszipoltartalom meghatdrozdsa

Tegyiik a vizsgdlati mintdt egy 250 ml-es, csiszolatos lombikba, amelynek az aljin tivegzizalékot helyeztiink el.
Pipettdzzunk 50 ml A. olddszert (3.2.) a lombikba, zdrjuk le a lombikot, és keverjitk egy 6rdn 4t a keverdben.
Sztirjiik t egy szdraz szlirén, és gytjtsiik Ossze a sztrletet egy kis, csiszolatos lombikban. Sztirés kozben fedjiik be a
tolesért egy orativeggel.

Pipettdzzunk azonos aliquot mennyiségti, 50-100 pg gosszipolt tartalmazé sztrletet két, 25 ml-es mérélombikba
(A. és B. jelti). Ha sziikséges, toltsiik fel a mintdt 10 ml-re az A. olddszerrel (3.2.). Ezutdn toltsiik fel térfogatra az A.
jeld lombikot propan-2-ol-hexdn keverékkel (3.1.). Ezt az oldatot referenciaoldatként haszndljuk, amellyel szemben
a mintaoldatot mérjiik.

Pipettdzzunk 10-10 ml A. olddszert (3.2.) két mdsik, 25 ml-es mérélombikba (C. és D. jeld). Toltsiik fel a C. jeld
lombik tartalmdt térfogatra propan-2-ol-hexdn keverékkel (3.1.). Ezt az oldatot referenciaoldatként hasznaljuk,
mellyel szemben a vakprobaoldatot mérjiik.

Adjunk 2-2 ml anilint (3.4.) a D. és a B. jeli lombikhoz. Hevitsiik ezeket 30 percen &t forrd vizfiirdd folott, hogy
tartalmuk elszinezédjon. Hiitsiik le szobahémérséklettire, és toltsiik fel tartalmukat térfogatra propan-2-ol-hexdn
keverékkel (3.1.), homogenizéljuk, majd hagyjuk &llni egy 6rdn at.

Hatdrozzuk meg a D. jelti vakprobaoldat optikai stirtiségét a C. jeldi referenciaoldattal 6sszehasonlitva, és a B. jeldi
mintaoldat optikai stirtiségét az A. jeld referenciaoldattal osszehasonlitva egy spektrofotométerrel, 440 nm-nél,
1 cm-es tivegkiivettdkat haszndlva.

Vonjuk ki a vakprébaoldat optikai stirtiségét a mintaoldat optikai stirtiségébdl (= korrigdlt optikai stirtiség). Ebbél az
értékbdl a 6. pontban leirtak szerint szdmitsuk ki a szabad gosszipoltartalmat.

Az Gsszes gosszipoltartalom meghatdrozdsa

Tegyiink egy 1-5 mg gosszipolt tartalmazé vizsgalati mintat egy 50 ml-es mérélombikba, és adjunk hozzd 10 ml B.
oldészert (3.3.). Készitsiink ezzel parhuzamosan egy vakprébaoldatot is tigy, hogy 10 ml B. oldészert (3.3.) tesziink
egy masik, 50 ml-es mér6lombikba. Hevitsiik a két lombikot forrd vizfirdS folott 30 percen dt. Hiitsiik le a
lombikokat szobah&mérsékletiire, és toltsik fel tartalmukat térfogatra propdn-2-ol-hexdn keverékkel (3.1.).
Homogenizdljuk, és hagyjuk tilepedni 10-15 percig, utdna szrjik at, majd gydjtsiik ossze a szfirletet csiszolatos
lombikokba.

A mintaszrletbd] pipettdzzunk 2-2 ml-t két, 25 ml-es mér6lombikba, és a vakprobaszirletbdl is pipettdzzunk 2—
2 ml-t két mésik, 25 ml-es lombikba. Mindkét sorozatban az egyik lombikot t6ltsik fel 25 ml-re a propan-2-ol-
hexdn keverékkel (3.1.). Ezeket az oldatokat haszndljuk referenciaoldatként.

A masik két lombik tartalmdhoz adjunk 2-2 ml anilint (3.4.). Hevitsiik ezeket 30 percen 4t forr6 vizfirdg folott,
hogy tartalmuk elszinezGdjon. Utdna hiitsiik le ket szobahSmérséklettire, toltsiik fel tartalmukat propan-2-ol-
hexdn keverékkel (3.1.) 25 ml-re, homogenizaljuk, és hagyjuk éllni egy ordn t.

Hatdrozzuk meg az optikai strtiséget az 5.2 pontban, a szabad gosszipoltartalomra vonatkozdan ismertetett
modon. Ebbdl az értékbdl szamitsuk ki az Osszes gosszipoltartalmat a 6. pont Utmutatdsa alapjan.

Az eredmények kiszdmitdsa

Az eredmény kiszdmithat6 akdr a fajlagos optikai stirtiségb6l (6.1.), akdr egy kalibracids gorbe (6.2.) segitségével.

A fajlagos optikai siiriiségbdl

A fajlagos optikai stirtiség a leirt feltételek esetén az aldbbiak szerint alakul:

Szabad gosszipol- . 1%
tartalom: E lem 625

Osszes gosszipol- g 1%

tartalom: =600
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A minta szabad vagy osszes gosszipoltartalmdt a kovetkezd képlet alapjan szdmitjuk ki:

Ex 1250
gosszipol % Elxi

ahol:

™
1l

az 5.2 pont szerint meghatdrozott korrigdlt optikai stirtiség,

p = a vizsgdlati minta mennyisége g-ban;

a szfirlet aliquot része ml-ben.

Kalibrdcids gorbébdl
Szabad gosszipoltartalom

Készitsiink elg két, egyenként 5 db 25 ml-es mérdlombikbdl allé sorozatot. Pipettdzzunk mindkét sorozat
lombikjaiba 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 és 10,0 ml gosszipol-A standardoldatot (3.5.). Toltsiik fel valamennyi lombikot
10 ml-re az A oldészerrel (3.2.). Egészitsiik ki mindkét sorozatot egy-egy, 25 ml-es, de csak 10 ml A. olddszert
(3.2.) tartalmazd lombikkal (vakproba).

Toltsiik fel 25 ml-re az egyik sorozat lombikjait (beleértve a vakproba lombikjat is) propan-2-ol-hexan keverékkel
(3.1.) (referenciasorozat).

Adjunk a mésik sorozat minden lombikjdnak tartalméhoz 2 ml anilint (3.4.), beleértve a mdsik vakpréba lombikjat
is. Hevitsitk ezeket 30 percen dt forr6 vizfirds folott, hogy tartalmuk elszinez8djon. Ezutdn hitsiik le Sket
szobahdmérsékletiire, toltsiik fel térfogatra propan-2-ol-hexdn keverékkel (3.1.), homogenizéljuk, és hagyjuk dllni
egy Oran 4t (standard sorozat).

Hatdrozzuk meg a standardoldatok optikai stirtiségét az 5.2 pont szerint, a referenciasorozat oldataival
osszehasonlitva. Szerkesszitk meg a kalibrdcids gorbét gy, hogy az optikai stirtiséget a gosszipol pg-ban kifejezett
mennyiségének fiiggvényében dbrizoljuk.

Osszes gosszipoltartalom

Készitsiink el6 6 db 50 ml-es mérlombikot. Tegyiink az elsé lombikba 10 ml-t a B. olddszerbdl (3.3.), a tobbibe
pedig sorban 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 és 10,0 ml gosszipol-B standardoldatot (3.6.). Toltsiik fel valamennyi lombik
tartalmat 10 ml-re a B olddszerrel (3.3.). Hevitsiik a lombikokat forré vizfiird§ folott 30 percen dt. Hiitsiik le ket
szobahdmérséklettire, toltsiik fel térfogatra a propdn-2-ol-hexdn keverékkel (3.1.), és homogenizdljuk a
tartalmukat.

Az elkészitett oldatokbdl tegyiink 2-2 ml-t a két sorozatban elSkészitett, 6-6 db 25 ml-es mérélombikba. Toltsitk
fel az elsG sorozat lombikjainak tartalmdt 25 ml-re propdn-2-ol-hexdn keverékkel (3.1.) (referenciasorozat).

A mésik sorozat minden egyes lombikjéba tegytink 2 ml anilint (3.4.). Hevitsiik a lombikokat forré vizfiirdd folott
30 percen ét. Ezutdn hiitsiik le Sket szobahémérsékletiire, toltsiik fel térfogatra propdn-2-ol-hexdn keverékkel
(3.1.), homogenizéljuk, és hagyjuk dllni egy 6rdn 4t (standard sorozat).

Hatdrozzuk meg a standardoldatok optikai siirfiségét az 5.2. pont szerint, a referenciasorozat oldataival
dsszehasonlitva. Szerkessziik meg a kalibrdcids gorbét tigy, hogy az optikai stirtiséget a gosszipol pg-ban kifejezett
mennyiségének fiiggvényében dbrizoljuk.

Ismételhetdség
Ugyanazon a mintdn végzett két parhuzamos meghatérozds eredménye kozotti kiilonbség nem haladhatja meg:
— az 500 ppm-nél kevesebb gosszipolt tartalmazé mintdk esetében a magasabb érték 15 %-dt,

— az 500 ppm-nél nem kevesebb és 750 ppm-nél nem tobb gosszipolt tartalmazé mintdk esetében a 75 ppm-
et, abszolut értékben,

— a 750 ppm-nél tobb gosszipolt tartalmazé mintdk esetében a magasabb érték 10 %-dt.
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B. A DIOXIN- (PCDD/PCDF) ES DIOXINSZERU PCB-TARTALOM MEGHATAROZASA

L MINTAVETELI MODSZEREK ES AZ ANALITIKAI EREDMENYEK ERTELMEZESE

Cél és alkalmazdsi teriilet

A takarmdnyok dioxintartalmdnak (poliklorozott dibenzo-p-dioxinok (PCDD) és poliklérozott dibenzofurdnok
(PCDF)), valamint dioxinjellegti polikl6rozott bifenil (PCB)-tartalmédnak () hatdsagi ellendrzésére szént mintdkat az
I. melléklet rendelkezéseinek megfelelGen kell vételezni. A takarmanyokban egyenletesen eloszlé anyagok, illetve
termékek ellendrzésére vonatkozodan az 1. melléklet 5.A. pontjdban el6irt mennyiségi kovetelményeket alkalmazni
kell. Az gy nyert dtlagolt mintdk azon tételek vagy résztételek reprezentativ mintdinak tekintenddk, amelyekbdl
vételezték Sket. A 2002/32[EK eurdpai parlamenti és tandcsi irdnyelvben (%) meghatdrozott legnagyobb szintek
betartdsat a laboratériumi mintdkban kimutatott szintek alapjan dllapitjdk meg.

e

A tétel vagy altétel elGirdsoknak valéo megfelelése

A mintavételi tétel akkor fogadhaté el, ha — a mérési bizonytalansdg figyelembevételével — az egyszeri elemzés
analitikai eredménye nem haladja meg a 2002/32/EK irdnyelvben megéllapitott, megfelel§ legnagyobb szintet.

A vizsgélt tétel nem felel meg a 2002/32/EK irdnyelvben megéllapitott maximélis hatdrértéknek, ha a parhuzamos
vizsgélattal () megerdsitett felsd hatdr (¥) — a mérési bizonytalansdgra is figyelemmel — az ésszertiség hatdrain beliil
kétséget kizdrdan meghaladja a maximalis hatdrértéket.

TEF (= toxicitdsi egyenérték-tényezd) tablazat dioxinokra, furdnokra és dioxinszerti PCB-kre

Rokonvegyiilet TEF-érték Rokonvegyiilet TEF-érték
Dibenzo-p-dioxinok (PCDD-k) Dioxinszerti PCB-k:
2,3,7,8-TCDD 1
1,2,3,7,8-PeCDD 1 Nem-orto PCB-k
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0,1 PCB 77 0,0001
1,2,3,6,7,8-HxCDD 0,1 PCB 81 0,0001
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0,1 PCB 126 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0,01 PCB 169 0,01
OCDD 0,0001 Mono-orto PCB-k

PCB 105 0,0001
Dibenzofurdnok (PCDF-ek) PCB 114 0,0005
2,3,7,8-TCDF 0,1 PCB 118 0,0001
1,2,3,7,8-PeCDF 0,05 PCB 123 0,0001
2,3,4,7,8-PeCDF 0,5 PCB 156 0,0005
1,2,3,4,7,8-HxCDF 0,1 PCB 157 0,0005
1,2,3,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 167 0,00001
1,2,3,7,8,9-HxCDF 0,1 PCB 189 0,0001
2,3,4,6,7,8-HxCDF 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01
OCDF 0,0001

Alkalmazott roviditések: ,T” = tetra; ,Pe” = penta; ,Hx"” = hexa; ,Hp” = hepta; ,0” = okta; ,CDD” = klér-dibenzo-p-dioxin; ,CDF” = klor-
dibenzo-furan; ,CB” = klor-bifenil.

HL L 140., 2002.5.30., 10. o.

Parhuzamos vizsgalatra azért van szitkség, hogy kizdrjuk a mintdk egymds kozotti szennyezédésének, valamint esetleges
osszecserélddésének veszélyét.

Az els elemzés — a mérési bizonytalansagot figyelembe véve — a megfelel6ség ellendrzésére szolgdl.

Amennyiben dioxinszennyez8dés miatt torténik az elemzés, el lehet tekinteni a parhuzamos vizsgdlattal torténé megerdsitéstdl abban az
esetben, ha az elemzésre vételezett mintdk nyomon kovethetGen a dioxinnal szennyezett tételbSl szdrmaznak.

A fels§ hatdrérték” kiszamitdsanal a mennyiségi meghatdrozds hatdrértéke tekintendd az egyes, mennyiségileg nem meghatdrozhatd
rokonvegyiiletek TEQ-hez val6 hozzdjirulisa értékének. Az ,alsé hatdr” fogalma szerint minden egyes, mennyiségileg nem
meghatdrozhat6 rokonvegyiilet TEQ-hez valé hozzdjaruldsa nulldnak tekintendd.

A ,kozéps6 érték” kiszamitdsindl a mennyiségi meghatdrozds hatdrértékének fele tekintendd az egyes, mennyiségileg nem
meghatdrozhat6 rokonvegyiiletek TEQ-hez valé hozzdjaruldsanak.
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A mérési bizonytalansag figyelembevétele a kovetkezé megkozelitések egyikének megfelelGen torténhet:

—  kiterjesztett bizonytalansdg szdmitdsa 2-es kiterjesztési tényez alkalmazdsdval, amely megkozelitSleg 95 %-
os konfidenciaszintet eredményez. A tétel nem megfeleld, ha az U-val csokkentett mért érték meghaladja a
meghatérozott engedélyezett hatérértéket. A dioxinok és dioxinszerti PCB-k kiilon torténd meghatdrozdsa
esetén a dioxinok és a dioxinszerti PCB-k kiilon vizsgélati eredményei becsiilt kiterjesztett bizonytalansdganak
osszegét kell felhaszndlni a dioxinok és a dioxinszerti PCB-k 6sszegének megallapitdsdhoz.

— a2002/657EK bizottsagi hatdrozat (') szerinti dontési hatdrérték (CCa) meghatdrozdsa (a melléklet 3.1.2.5.
pontja — megéllapitott engedélyezett hatdrértékkel rendelkez8 anyagok). A tétel nem megfelels, ha a mért
érték egyenld a CCa-val, vagy meghaladja azt.

A jelenlegi értelmezési szabdlyok a hatésdgi ellendrzéshez vett mintdbdl nyert vizsgalati eredményre
alkalmazandok. Ez nem befolydsolja a tagdllamok azon jogdt, hogy védelmi vagy dontdbirdi eljdrds céljdbol
végzett vizsgdlatok esetében a nemzeti szabélyokat alkalmazzdk.

L. MINTA-ELOKESZITES ES A DIOXIN- (PCDD/PCDF) ES DIOXINSZERU PCB-TARTALOM HATOSAGI
ELLENGRZESEKOR ALKALMAZOTT ANALITIKAI MODSZEREKRE VONATKOZO KOVETELMENYEK

Cél és alkalmazdsi teriilet

Ezeket a kovetelményeket a takarmdny-alapanyagokban és a takarmanyokban 1évé dioxinok (poliklérozott
dibenzo-p-dioxinok (PCDD) és poliklérozott dibenzofurdnok (PCDF) és a dioxinjellegti poliklorozott bifenilek
(PCB-k) meghatdrozasat célzé analitikai vizsgdlatok esetén kell alkalmazni.

A dioxinok takarmdnyokban torténd elSforduldsit egy olyan sziirési modszert magdban foglald stratégival
vizsgalhatjuk, amely segitségével kivalaszthatjuk azokat a mintdkat, amelyekben a dioxinok és a dioxinszerti PCB-k
mennyisége kevesebb, mint 25 %-kal van a kérdéses szint alatt, vagy meghaladja azt. E jelentds dioxintartalmd
mintdkban a dioxinok koncentraci6jat megerdsité modszerrel kell meghatdrozni/megerdsiteni.

A sziirési médszerekkel a dioxinoknak és dioxinszerti PCB-knek a kérdéses koncentracioban torténd elSforduldsa
mutathaté ki. E médszerek nagy teljesitménytiek, és arra alkalmazzak Gket, hogy nagyszdmi minta koziil kiszirjék
a potencidlisan pozitiv mintdkat. Kialakitdsuk kimondottan azt a célt szolgdlja, hogy segitségiikkel elkeriilhetéek
legyenek a téves negativ eredmények.

A megerdsité mddszerek olyan teljes vagy kiegészitS informdciokkal szolgalnak, amelyek lehet6vé teszik a dioxinok
és a dioxinszerti PCB-k kérdéses koncentricidban torténd azonositdsat és egyértelmii mennyiségi meghatdrozast.

Hattér

Mivel a kornyezeti és a bioldgiai mintdk (ezen beliil a takarmdnyalapanyag- és a takarmdnymintdk is) 4ltaldban
kiilonboz4 rokon dioxinvegyiiletek komplex keverékeit tartalmazzdk, a kockdzatfelmérés megkonnyitése érdekében
kidolgozték a toxicitésiegyenérték tényezc’Sk (TEF- ek) koncepcidjat. A TEF- ek a 23,7.8- helyen szubsztituélt PCDD—
nem orto- és mono-orto-Klorral szubszitudlt PCB-knek a 2,3,7,8 -TCDD toxikus egyenértékében (TEQ) valé
kifejezésére szolgdlnak. Az egyes anyagok adott mintdban mért koncentrdciéit megszorozzuk a hozzdjuk tartozé
TEF-értékkel, majd oOsszeadjuk Gket, és igy megkapjuk a dioxinjellegti vegyiiletek TEQ-ben kifejezett Gsszes
koncentrécidjat.

Kizardlag e rendelet alkalmazdsiban az egyes rokonvegyiiletek (kongénerek) elfogadott meghatdrozdsi hatdra a
vizsgalt vegyiilet mintakivonatban mért azon koncentraci6ja, amelynél két kiilonboz8 vizsgdlt ion SIN (jel/zaj)
ardnya a legkevésbé érzékeny ionra vonatkozdan 3:1, és amely megfelel az EPA 1613 mddszer B. feliilvizsgélata
szerinti meghatdrozasi modszerben megadott alapkovetelményeknek, mint amilyen példdul a retenciés id, illetve
az izotépardny.

A minta el6készitésére vonatkozé minGségbiztositisi kovetelmények

Az analitikai vizsgdlat céljara szolgdlé mintdk elGkészitését illetGen a II. mellékletben megdllapitott dltaldnos
rendelkezéseket kell alkalmazni.

Ezeken tilmenden az aldbbi kovetelményeknek kell megfelelni:

— A mintdkat iveg-, aluminium-, polipropilén vagy polietilén edényekben kell térolni és széllitani. A
papirpormaradékokat el kell tdvolitani a mintatartébdl. Az tivegeszkozoket dioxinszennyezettség
szempontjabdl el6zetesen ellendrzott olddszerekkel kell kiobliteni.

HL L 221, 2002.8.17., 8. o.



2009.2.26.

Az Eurdpai Unié Hivatalos Lapja

L 54/99

—  Végezziink vakprobdt tgy, hogy elvégezziik az egész analitikai eljardst, és csak a mintdt hagyjuk ki bel6le.

— Az extrahdldshoz haszndlt minta stlydnak meg kell felelnie az érzékenységre vonatkoz6 kovetelményeknek.

A laboratériumokra vonatkozé kovetelmények

— A laboratériumoknak tigy kell bizonyitaniuk egy médszer teljesitményét, hogy az a kérdéses tartomanyban —
pl. a kérdéses koncentracio felénél, egyszeresénél és kétszeresénél — elfogadhaté relativ szordsi egyiitthatot
adjon ismételt elemzésekben. Az elfogaddsi kritériumokat részletesen ldsd az 5. pontban.

—  MegerGsitd modszer esetében a meghatdrozdsi hatdr az adott szint koriilbeliil egyotodénél legyen annak
érdekében, hogy az adott szinttartomanyban elfogadhaté relativ szérdsi egyiitthatokat kapjunk.

—  Bels6 mindség-ellendrzési intézkedésként rendszeres vakprobat, raméréses kisérleteket vagy ellen6rzé mintdk
(lehet6leg tandsitott anyagmintdk) vizsgélatat kell végezni.

—  Meghatdrozott vizsgélatra val6 alkalmassdg bizonyitdsanak legjobb médja a laboratoriumi jartassdg becslésére
szervezett korvizsgalatokban vald sikeres részvétel. A talaj- vagy szennyvizmintdk vizsgalatira szervezett
korvizsgalatokban valé sikeres részvétel azonban nem bizonyitja szitkségszertien az élelmiszer- és a
takarmdnymintdk vizsgdlatara valé alkalmassdgot, mivel ez utébbiakban a szennyezettségi szint kisebb. Ezért
a megfelel§ takarmdny/élelmiszer-mdtrixokban 1évé dioxinok és dioxinszerti PCB-k meghatdrozdsdra
szervezett korvizsgalatokban valé folyamatos részvétel kotelezd.

— A laboratériumokat egy elismert és az ISO 58. irdnymutatdssal 6sszhangban miikodd testiilet akkreditdlja
annak érdekében, hogy analitikai minGségbiztositdst alkalmazzanak. A laboratériumokat az ISO[IEC/17025
szabvany szerint kell akkreditdlni.

A dioxinok és a dioxinjellegli PCB-k esetében haszndlt analitikai eljirdsokra vonatkozé kovetelmények
Az elemzési eljdrds elfogaddsdra vonatkozé alapkovetelmények:

—  Nagy érzékenység és alacsony kimutatdsi hatdr. A PCDD-k és PCDF-ek vonatkozdsdban a kimutatdsi
hatdrnak a pikogramm (1072 g) TEQ tartomdnyban kell lennie, mivel ezen vegyiiletek némelyike nagyon
mérgezd. Ismert, hogy a PCB-k nagyobb koncentricioban fordulnak el6, mint a PCDD-k és PCDF-ek. A
legtobb PCB-rokonvegyiilet esetében mér elegend§ a nanogrammos (107 g) érzékenység is. A mérgezSbb
dioxinszerti PCB-rokonvegyiiletek (és kiilondsen a nem-orto szubsztitudlt rokonvegyiiletek) méréséhez
azonban ugyanolyan érzékenységre van szitkség, mint a PCDD-k és PCDF-ek esetében.

—  Nagy szelektivitds (specificitds). Meg kell tudni kiilonboztetni a PCDD-ket, PCDF-eket és dioxinszerti PCB-
ket attdl a sokféle, egyiitt extrahdlt és a mérést esetleg zavaré mds vegyiilettSl, amely tobb nagysdgrenddel
magasabb koncentracioban lehet jelen, mint a kérdéses komponensek. A gdzkromatogréfids/tomegspektro-
metrids (GC/MS) moédszereknél meg kell tudni kiilonboztetni egymdstdl a kiilonboz8 rokonvegyiileteket, {gy
példdul a mérgezd (pl. a tizenhét 2,3,7,8-as helyzetben szubsztitudlt PCDD és PCDEF és a dioxinjellegti PCB-k)
és a tobbi rokonvegyiileteket. A bioldgiai tesztekkel szelektiven meg kell tudni hatdrozni a TEQ-értékeket
mint a PCDD-k, a PCDF-ek és a dioxinszeri PCB-k Gsszegét.

— Nagy pontossig (megbizhatésdg és precizitds). A meghatdrozdsnak érvényes és megbizhatd becslést kell
adnia a minta valddi koncentrdci6jardl. A nagy pontossagra (a mérés pontossiga: egy mérés eredménye és a
valodi vagy hozzdrendelt érték kozotti egyezés kozelsége) azért van sziikség, hogy elkeriiljik egy
mintaanalizis eredményének elvetését a becsiilt TEQ-érték gyenge megbizhatsdga miatt. A pontossagot a
megbizhat6sdggal (egy hitelesitett anyagban az adott komponensre mért atlagérték és a hitelesitett érték
kozotti kiilonbség, ez utdbbi szdzalékdban kifejezve) és a precizitdssal (RSDy a relativ szérds, amit a
reprodukalhatdsdgi koriilmények kozott kapott eredményekbdl kell kiszamitani) fejezzik ki.

A sziir6vizsgalati modszerek lehetnek bioldgiai tesztek és GC/MS modszerek; a megerdsitd modszerek nagy
felbontdsti gdzkromatogréfids/nagy felbontdst tomegspektrometrids (HRGC/HRMS) mddszerek.
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Az osszesitett TEQ-értéknek az aldbbi kovetelményeknek kell megfelelnie:

Sztirési médszerek Meger6sité modszerek
Téves negativ ardny <1%
Megbizhat6sdg - 20 %-tol + 20 %-ig
Precizitds RSDy <30% <15%

A sziirés és megerdsités céljibol alkalmazott GC/MS médszerekre vonatkozo kiilonleges kovetelmények

— Az elemzési eljards hitelesitéséhez a 1*Cjelolést 2,3,7,8-klorszubsztitudlt bels§ PCDD/F-standardok és a 1>C-
jelolést belsé dioxinszert PCB-standardok hozzdaddsat az elemzési médszer legelején vagy inditdsakor, pl. az
extrahdlds el6tt kell elvégezni. A tetraklorozottdl az oktaklorozottig terjedd PCDD/F-ek homoldg csoportjai
mindegyikébdl legaldbb egy rokonvegyiiletet és a dioxinszerti PCB-k homoldg csoportjai mindegyikébdl
legaldbb egy rokonvegyiiletet kell hozzdadni (illetve legaldbb egy rokonvegyiilet keriil hozzdaddsra minden
egyes, a PCDD|F-¢k és dioxinszerti PCB-k nyomon kovetéséhez haszndlt tomegspektrometrids szelektiv
ionkovetéses tizemmodhoz). A megerSsité mddszerek esetében mindenképpen el6nyosebb, ha mind a
tizenhét *Cjelolést 2,3,7,8-klorszubsztitudlt bels6 PCDD/F-standardot és mind a tizenkettS *C-jelolésti
bels6 dioxinszeri PCB-standardokat alkalmazzuk.

—  Megfelel§ kalibrdléoldatok alkalmazdsdval a relativ valaszfaktorokat azon rokonvegyiiletekre is meg kell
hatérozni, amelyek 13C-vel jelolt analdgjit nem adtuk hozzd a vizsgilati anyaghoz.

— A novényi eredet(i takarmdnyok és a 10 %-ndl kevesebb zsirt tartalmazo, dllati eredet(i takarmdnyok esetében
a belsd standardokat kotelez az extrahdlds elStt hozzdadni. A 10 %-ndl magasabb zsirtartalmd, allati eredetd
takarmdanyok esetében a belsd standardokat az extrahdlds elStt vagy a zsir extrahdldsa utdn is hozzdadhatjuk.
Attdl fiigg8en, hogy a bels§ standardokat melyik szakaszban adjuk a mintdkhoz, valamint hogy az
eredményeket termékre vagy zsirra adjuk meg, az extrahdlds hatékonysdgdt megfelelGen validdlni kell.

— A GC/MS elemzés el6tt egy vagy két visszanyerési (kisérd) standardot is hozzd kell adni.

— A visszanyerést is ellendrizni kell. A megerésit6 modszerek esetében az egyes bels§ standardok visz-
szanyerésének a 60-120 %-os tartomanyba kell esnie. Egyes rokonvegyiiletek, kiilonosen egyes 7, illetve 8
klératomot tartalmazé dibenzo-dioxinok és dibenzo-furdnok esetében ennél alacsonyabb vagy magasabb
visszanyerés is elfogadhat6, feltéve, hogy TEQ-értékiik részardnya az 6sszes (a PCDD/F-ek és a dioxinszerti
PCB-k 9sszegén alapuld) TEQ-értékben legfeljebb 10 %. A sziirési mddszerek esetében a visszanyerésnek a
30-140 %-os tartomdnyban kell lennie.

— A dioxinokat az interferdl6 klorozott vegyiiletektdl, igy példaul a nem dioxinszerti PCB-ktdl és a klérozott
difenil-éterektd] megfelel kromatografids eljérassal (lehetdleg florisil-, aluminium-oxid- és/vagy szénoszlo-
pon) kell elvélasztani.

— Az izomerek gdzkromatografids elvalasztdsa megfelel§ legyen (< 25% a csicsok kozotti eltérés az
1,2,3,4,7,8-HxCDF és az 1,2,3,6,7,8-HxCDF kozott).

— A meghatdrozast az EPA 1613. mé6dszerének B. médositdsa szerint kell elvégezni, amely a tetraklérozottél az
oktaklérozottig terjedS dioxinok és furdnok izotophigitdsos HRGC/HRMS-sel vagy mds, egyenértékd
teljesitménykritériumokkal rendelkez8 modszerrel torténd meghatdrozésara vonatkozik.

— A fels§ és az alsé hatdrérték kozotti kilonbség nem haladhatja meg a 20 %-ot olyan takarményokban,
amelyek dioxinszennyezettsége a maximdlis tartomdnyban vagy afelett van. A maximélis szintnél jéval
alacsonyabb szennyezettség(i takarmanyok esetében a kiilonbség a 25-40 %-os tartomanyban mozoghat.

Analitikai sz{irvizsgilati modszerek

Bevezetés

A szlirGvizsgdlati mddszerekkel kiilonboz$ analitikai célok teljesithetSk: a tisztdn szfiréses és a kvantitativ
megkozelités.
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Szliréses megkozelités

A mintdk eredményeit Osszehasonlitjuk egy, a kérdéses szinthez alkalmazott referenciaminta eredményével. A
referencidndl kisebb eredményt adé mintdkat negativnak mindsitjiikk, a nagyobb eredményt addkat pedig
feltételezett pozitivaknak. Kovetelmények:

— Minden kisérletsorozatnak tartalmaznia kell egy vak- és egy referenciamintdt is, amelyeket azonos
kortilmények kozott és egyidejiileg extrahdlunk és teszteliink. A referenciamintdnak egyértelmtien magasabb
eredményt kell adnia, mint a vakmintdnak.

— A kérdéses szint ellenGrzésére a kérdéses szint felének és kétszeresének megfelel§ tovabbi referenciamintdkat
is alkalmazni kell annak igazoldsdra, hogy a teszt a kérdéses tartomédnyban megfelels teljesitményt.

—  Amikor mds matrixokat teszteliink, a referenciaminta vagy referenciamintdk megfelel6ségét is bizonyitani
kell, lehetSleg olyan mintdk felhaszndldsdval, amelyek HRGC/HRMS-sel mért TEQ-értéke hasonl6 a
referenciaminta értékéhez vagy pedig egy vakmintdval, amely erre a szintre van bedllitva.

—  Mivel a bioldgiai tesztekben nem hasznalhatok belsg standardok, az ismételhetdségre vonatkozd vizsgalatok
nagyon fontosak az egy kisérletsorozaton beliili szords megallapitdsiban. A relativ szérdsi egyiitthatonak
30 % alatt kell lennie.

— A bioldgiai tesztek esetében meg kell hatdrozni a célvegyiileteket, az esetleges interferencidkat és az
elfogadhaté vakszintek maximumat.

Kvantitativ megkozelités

A kvantitativ megkozelitéshez standard higitdsi sorok, két vagy hdrom sorozatban parhuzamosan végzett tisztitds
és mérés, valamint vak- és visszanyerési probak sziikségesek. Az eredmények kifejezhetGk TEQ-ban, feltételezve,
hogy a jelért felelGs vegyiiletek megfelelnek a TEQ-alapelvnek. Ezt TCDD (vagy egy dioxin/furdn/dioxinszeri PCB
standard keverék) alkalmazdsaval végezhetjiik, amellyel felvesziink egy kalibraci6s gorbét, hogy ez alapjan ki tudjuk
szamolni az extraktumra és ezen keresztill a mintdra jellemz8 TEQ-szintet. Ezt azutdn korrigdljuk a vakmintdra
szamitott TEQ-értékkel (hogy figyelembe vegyiik az alkalmazott old6szerekbdl és vegyszerekbdl szdrmazé szeny-
nyezGdést), valamint egy visszanyerésre szamitott TEQ-értékkel (amelyet egy, az adott szint koriili értékdi minGség-
ellen6rz6 minta TEQ-értékébdl szamitunk ki). Fontos megjegyezni, hogy a nyilvanvalo visszanyerési veszteség egy
része matrixhatdsokbol és|vagy a biologiai tesztelési eljdrdsok soran kapott TEF-értékek és a WHO dltal rogzitett
hivatalos TEF-értékek kiilonbségébdl eredhet.

A sziivésre haszndlt vizsgdlati médszerekre vonatkozo kovetelmények

— A sziiréshez haszndlhatok GC/MS vizsgdlati modszerek és biologiai tesztek. A GC/MS mddszerek
vonatkozdsaban a 6. pontban megdllapitott kovetelményeket kell alkalmazni. A sejtreakcién alapuld
bioldgiai tesztelési eljdrdsok vonatkozdsaban a 7.3. pontban, a vegyszerkészleten alapuld biologiai tesztelési
eljardsok vonatkozdsiban a 7.4. pontban megallapitott kiilonleges kovetelményeket kell alkalmazni.

—  Egy nagyszdmu — a maximalis vagy akcios szint alatti vagy feletti mintdt tartalmaz6 — sorozatndl sziikség van
a téves pozitiv és a téves negativ eredmények szdmadval kapcsolatos informdciokra a megerdsit6 elemzési
modszerrel meghatdrozott TEQ-tartalommal torténd osszehasonlitdsban. A téves negativ mintdk tényleges
aranydnak 1 % alatt kell lennie. A téves pozitiv mintdk ardnydnak elég alacsonynak kell lenni ahhoz, hogy
el6nyos legyen a sziirévizsgalati médszer alkalmazisa.

— A porzitiv eredményeket mindig meg kell erdsiteni megerdsits elemzési médszerrel (HRGC/HRMS). Tovabbd
HRGC/HRMS-sel meg kell erdsiteni a széles TEQ-tartomanybdl szarmazé mintdkat (a negativ mintdk
kortilbeliil 2-10 %-a). A bioldgiai tesztek és a HRGC/HRMS eredményeinek osszefiiggésével kapcsolatos
informdciokat is meg kell adni.

A sejtalapti bioldgiai tesztekre vonatkozd kiilonleges kovetelmények

— A bioldgiai tesztek sordn minden teszt lefuttatisahoz sziikség van egy TCDD vagy dioxin/furdn-elegy
referenciakoncentrdcié-sorozatra (teljes dézisvélasz gorbe, ahol R? > 0,95). Szfirési célokra azonban egy
kibévitett, alacsony szintdi mintdk mérésére alkalmas alacsonyszint gorbét lehet alkalmazni.

— A bioldgiai tesztelési eljdrdsok eredményeinek értékeléséhez egy mindség-ellendrzési lapon rogziteni kell az
adott id6tartam alatt haszndlt TCDD referencia-koncentrdciot (koriilbelill a meghatdrozdsi hatdr
haromszorosa). Mdsik lehetGség egy referenciaminta relativ valaszdnak 6sszehasonlitdsa a TCDD kalibracios
egyenesével, mivel a sejtek valasza sok tényeztdl fugghet.

— A referenciaanyag-fajtdk mindegyikéhez fel kell venni egy mindség-ellendrzési (QC) diagramot, amelynek
ellendrzésével igazolhatd, hogy az eredmények valoban osszhangban vannak a meghatdrozott irdnymuta-

tasokkal.
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—  Kiilonosen a kvantitativ szdmitdsok esetében, a felhaszndlt higitott minta indukcidjnak a vélaszgorbe linedris
szakaszdra kell esnie. A valaszgorbe linedris szakasza feletti mintdkat fel kell higitani, és Gjra meg kell
vizsgélni. Ajanlott tehdt egyszerre legaldbb hiarom vagy tobb higitdst vizsgdlni.

— Az egyes higitott mintdk hdrom parhuzamos meghatdrozésa esetén a szdzalékos szords nem lehet 15 % felett,
hérom fuggetlen kisérlet kozott pedig nem haladhatja meg a 30 %-ot.

— A kimutatdsi hatdrt az olddszeres vak- vagy a hattér altal adott vélasz szérdsdnak hdromszorosdban lehet
megéllapitani. Egy mdsik megkozelités szerint alkalmazhatunk egy, a napi kalibraciés gorbébél szdémolt hattér
(az indukcids tényezd az olddszeres vakérték oOtszorose) feletti vélaszt is. A meghatdrozdsi hatdrt az
oldészeres vakérték vagy a héttér dltal adott vélasz szérdsdnak 6t-hatszorosiban lehet megallapitani, vagy
alkalmazhatunk egy egyértelmtien a napi kalibracids gorbébdl szamolt és a héttérjelnél nagyobb vilaszt is (az
indukcids tényezd az olddszeres vakérték tizszerese).

A reagenskészlet-alapii bioldgiai tesztekre vonatkozé kiilonleges kovetelmények

—  Gondoskodni kell arr6l, hogy a reagenskészlet-alapti bioldgiai tesztek kellSen érzékenyek és megbizhatéak
legyenek a takarmédnyokhoz valé alkalmazashoz.

—  Kovetni kell a gydrté6 minta-el6készitésre és mintaelemzésre vonatkozo utasitdsait.
— A szavatossdgi idG lejarta utdn a reagenskészleteket nem szabad felhaszndlni.
—  Nem alkalmazhat6k mds reagenskészletekben torténé felhaszndldsra szdnt anyagok vagy komponensek.

— A reagenskészleteket a megadott tdroldsi hémérsékleti tartomédnyban kell tartani, és a megadott mtikodési
hémérsékleten kell haszndlni.

— Az immunvizsgilatok kimutatdsi hatdrdt dgy kell meghatdrozni, hogy a vakminta 10 pédrhuzamos
vizsgdlatabdl kapott dtlag és a szérds hdromszorosdnak Osszegét elosztjuk a linedris regresszids egyenes
meredekségével.

— A laboratériumban végzett tesztekhez referenciastandardokat kell haszndlni annak biztositdsa érdekében,
hogy a standardra adott vélasz az elfogadhat6 tartomdanyba essen.

Az eredményekrdl késziilt jelentés

Amennyiben az alkalmazott analitikai eljards lehet6vé teszi, az analitikai eredmények kozott fel kell tiintetni az
egyes PCDDJF- és PCB-rokonvegyiiletek szintjeit is, és az analitikai eredményeket als6é hatdrral, fels6 hatdrral és
kozépsd értékekkel is ki kell fejezni, hogy a jelentés az eredmények tekintetében maximalis mennyiség(i informéciot
tartalmazzon, és igy lehet6vé tegye az eredmények kiilonleges kovetelmények szerinti értelmezését.

A jelentésben meg kell adni a minta lipidtartalmdt, és a lipidek extrahildsdhoz alkalmazott médszert is.

Az egyes belsG standardok visszanyerését meg kell adni abban az esetben, ha a visszanyerések kiviil esnek a 6.
pontban emlitett tartomdnyon, vagy ha az eredmények meghaladjak a maximdlis szintet, vagy arra kérés érkezik.

Mivel a minta megfelel6ségérdl val dontésnél figyelembe kell venni a mérési bizonytalansdgot, ezt a paramétert is
meg kell adni. Tehdt az analitikai eredményeket x +/- U formdaban kell jelenteni, ahol x a vizsgdlati eredmény, U a
kiterjesztett mérési bizonytalansdg, a Kiterjesztési tényez$ 2, amely koriilbeliil 95 %-os konfidenciaszintet
eredményez. A dioxinok és dioxinszerti PCB-k kiillon tortén6 meghatdrozdsa esetén, a dioxinok és dioxinszer(
PCB-k kiilon vizsgélati eredményei becsiilt kiterjesztett bizonytalansdganak sszegét kell felhaszndlni a dioxinok és a
dioxinszeri PCB-k 0sszegének megdllapitdséhoz.

Ha a CCa alkalmazdsdval vessziik figyelembe a mérési bizonytalansdgot (ezen B. rész 1. 2. pontjdban leirt médon),
ezt a paramétert is jelenteni kell.
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VI. MELLEKLET

A TAKARMANYOK HATOSAGI ELLENGRZESE SORAN AZ ALLATI EREDETU ALKOTOELEMEK
MEGHATAROZASARA SZOLGALO ANALITIKAI MODSZEREK

A takarményokban taldlhaté éllati eredetii 6sszetev8k mikroszkopos kimutatdsdra, azonositdsira és becslésére

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.3.

4.3.1.

vonatkozé feltételek

Cél és alkalmazisi teriilet

E feltételeket akkor kell alkalmazni, ha a takarményokban taldlhaté éllati eredetti Gsszetevdk (eml8sok, baromfi és
halak testének, illetve testrészeinek feldolgozdsabodl szdrmazd termékek) kimutatdsa a 882/2004/EK eurdpai
parlamenti és tandcsi rendeletnek (') megfelelSen a takarmanyozds terén koordindlt ellendrzési program keretében,
mikroszképos vizsgdlatok utjan torténik. Ha az e mellékletben ismertetett modszert alkalmazzak minden hatdsagi
vizsgdlatban, el kell végezni egy mdsodik vizsgalatot is egy alternativ modszerrel, az allati eredet(i Osszetevék egyes
tipusai kimutatdsdnak javitdsa vagy az dllati Osszetevék eredetének tovabbi meghatdrozasa érdekében. Tovabba
egyes killonos dllati osszetevk, pl. a faggytiban 1évé plazma vagy csontok esetén (ldsd a 9. pontot is) egy madsik
modszert is alkalmazni kell, ha ezeket a vizsgdlatokat a koordinalt ellendrzési program keretében elirt vizsgalatok
kiegészitéseként végzik.

Erzékenység

Az dllati eredetli alkotéelem jellegétsl fiiggben a takarmdnyban mdr igen kis mennyiségben is (< 0,1 %)
kimutathaté.

Vizsgilati alapelv

Az azonositdsra az [. mellékletben megallapitott rendelkezések szerint vett és megfelelGen elGkészitett reprezentativ
mintdt kell haszndlni. A kovetkezd mddszer megfelel§ a csokkentett nedvességtartalma takarmédnyok kezeléséhez.
A 14 %-nal magasabb nedvességtartalmi takarmdnyokat kezelés el6tt szdritani (kondenzdlni) kell. Egyes
takarmdnyoknal vagy takarmany-alapanyagokndl (pl. zsirok, olajok) célzott kezelés sziikséges (ldsd a 9. pontot).
Az dllati eredetli alkotéelemeket a tipikus, mikroszképpal kimutathatd jellegzetességek alapjan azonositjuk (pl.
izomrostok és a hus egyéb részei, porc, csontok, szaru, szdr, sorte, vér, tollak, tojashéjak, halcsontok, pikkelyek). Az
azonositast a szitafrakcioban (6.1.) és a koncentrélt iiledékben (6.2.) egyardnt el kell végezni.

Reagensek
Bedgyazé anyag

Kloral-hidrét (vizes oldat, 60 % w/v)
Lag (NaOH 2,5 % w|v vagy KOH 2,5 %w/v) a szitafrakciéhoz

Paraffinolaj vagy glicerol (viszkozitds: 68-81) iiledékben torténd mikroszképos megfigyelésekhez

Oblitdszerek

Alkohol, 96 %

Aceton

Koncentrdld anyagok

Tetraklor-etilén (stirtiség: 1,62)

() HLL 165, 2004.4.30. 1. o.
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4.4.

4.4.1.

4.4.2.

4.4.3.

4.4.4.

4.5.

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

5.7.

6.1.

Festékek

Jod/kalium-jodid oldat (oldjunk fel 2 g kdliumjodidot 100 ml vizben, majd adjunk hozza 1 g jodot stirti rdzogatas
kozben)

Alizarinvoros (oldjunk fel 2,5 ml 1 M-os sésavat 100 ml vizben, majd adjunk hozzd ehhez az oldathoz 200 mg
alizarinvoroset)

Cisztin reagens (2 g 6lom-acetdt, 10 g¢ NaOH/100 ml H,0)

J6d[kdlium-jodid oldat (70 % etanolban feloldva)

Fehéritdszer

Kereskedelmi nétriumhipoklorit-oldat (9,6 % aktiv klér)

Berendezés és kiegészitGk

Analitikai mérleg (0,01 g pontossagt, kivéve koncentrélt iiledéknél: 0,001 g)

Orlésre alkalmas eszkoz (dardlé vagy mozsir, killonosen > 15 % zsirt tartalmazé takarmanyok analizisénél)
Legfeljebb 0,50 mm lyukdtmérckkel elldtott négyzethdlds szita

Elvilaszt6tolesér vagy kiipos aljii f6z8pohdr iilepitésre

Sztereomikroszkop (legaldbb 40-szeres nagyits)

Osszetett mikroszkép (legaldbb 400-szoros nagyitds), 4tesd fénnyel/polarizalt fénnyel mikods

Szabvanyos laboratériumi iivegedények

Minden berendezést alaposan meg kell tisztitani. Az elvdlasztotoleséreket és az tivegedényeket mosogatogépben kell
elmosni. A szitdkat erdsszala kefével kell megtisztitani.

A vizsgilat médja

A pelletdlt takarmanyokat el§ lehet szitdlni, ha mindkét frakciot kiilon mintaként vizsgéljak.

A legaldbb 50 g tomeg mintdt kezelni kell (gondosan felapritani a megfelel6 6rl6eszkoz (5.2.) segitségével, ha a
megfeleld szerkezet eléréséhez sziikséges). A felapritott anyagot két reprezentativ részre kell osztani, az egyik
(legaldbb 5 g) részt a szitafrakcié szdmadra (6.1.), a mésikat (legaldbb 5 g) a koncentrélt tiledék szdmadra (6.2.). Az
azonositashoz tovdbbd alkalmazhat6 a festékekkel (6.3.) vald szinezés is.

Az dllati fehérje jellegének és a részecskék eredetének jelolése érdekében egy dontés-tdmogat6 rendszer, mint pl. az
ARIES haszndlhato, és a referenciamintak dokumentéalhatok.

Az dllati eredetii alkotGelemek azonositdsa a szitafrakcioban

A mintdbol legaldbb 5 g-ot szitdljunk 4t a szitdn (5.3.) két frakcidra.

A nagyobb részecskéji szitafrakcio(ka)t (vagy a frakcié reprezentativ részét) vékony rétegben felkenjikk egy
megfeleld targylemezre, és sztereomikroszkép (5.5.) alatt killonbozd nagyitdsokkal szisztematikusan megvizsgaljuk,
hogy tartalmaznak-e dllati eredetd alkotéelemeket.

A finomabb részecskéjli szitafrakci(ka)t dsszetett mikroszkdp (5.6.) alatt kiilonb6z8 nagyitdsokkal szisztemati-
kusan megvizsgaljuk, hogy tartalmaznak-e dllati eredetdi alkotéelemeket.
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6.2.

6.3.

6.4.

Allati eredetti sszetevék azonositdsa a koncentrdlt iiledékben

A legaldbb 5 g tomegt (0,01 g pontossiggal bemért) mintat elvalasztd tolesérbe vagy kupos alju f6z6pohdrba
helyezziik, és legaldbb 50 ml tetraklor-etilénnel (4.3.1.) kezeljiik. A keveréket tobbszor egymds utdn felrdzzuk vagy
felkeverjiik.

—  Ha zdrt elvélasztd tolesért haszndlunk, az tiledéket megfeleld ideig allni kell hagyni (legaldbb hdrom percig),
miel6tt az tiledéket levdlasztjuk. A rdzogatdst meg kell ismételni, és az tiledéket legalabb 3 percig kell tilepedni
hagyni. Az iiledéket ezutdn ismét el kell valasztani.

—  Ha nyitott kiipos alji f6z6poharat hasznalunk, az iiledéket legaldbb ot percig dllni kell hagyni, miel6tt az
tiledéket levalasztjuk.

A teljes tiledéket szdritjuk, és ezt kovetden 0,001 g pontossaggal lemérjiik. Mérés csak akkor sziikséges, ha becslést
is kell végezni. Ha tobb nagy részecskét tartalmaz az iiledék, egy szitdn (5.3.) keresztiil két frakciéba szitalhatjuk.
Sztereomikroszkép (5.5.) vagy Osszetett mikroszkop (5.6.) alatt vizsgdljuk meg a beszdritott iiledéket, hogy
tartalmaz-e csont alkotéelemeket.

Bedgyazd anyagok és festékek haszndlata

Az dllati eredet(i alkot6elemek mikroszkdpos azonositésa specidlis bedgyazé anyagokkal és festékekkel elGsegithetd.

Klordl-hidrdt (4.1.1.): 6vatos hevités mellett a sejtszerkezetek tisztdbban lthat6ak, mert a keményitdszemesék
zselatinnd alakulnak, és a nemkivdnatos sejttartalmat az anyag eltdvolitja.

Ldg (4.1.2): a natriumhidroxid vagy a kaliumhidroxid tisztitja a takarmdny anyagat, és segiti az izomrostok, sz8rok
és egyéb keratinszerkezetek kimutatdsat.

Paraffinolaj vagy glicerol (4.1.3.): A csont alkotéelemeket jobban lehet azonositani egy ilyen bedgyazo anyagban,
mert a legtobb lacuna leveg6vel toltve marad, és mintegy 5-15 pm-es kis fekete lyukként téinik fel.

Jod[kalium-jodid oldat (4.4.1.): keményit§ (kék-ibolya szin) és fehérje (sdrga-narancs szin) kimutatdsdra lehet
haszndlni. Sziikség esetén higithato.

Alizarinvoros-oldat (4.4.2.): csontok, szdlkdk és pikkelyek rézsaszintvé[vorossé szinezése. Az iiledék szdritdsa
elstt (lasd 6.2.) a teljes iledéket egy kémesSbe kell tolteni, és kétszer kb. 5 ml alkohollal (4.2.1.) dt kell obliteni
(minden alkalommal Vortex keverdt kell haszndlni, az olddszert egy percig hagyni leiilepedni és lednteni). E festék
hasznélata el6tt az iledéket legaldbb 1 ml ndtriumhipoklorit-oldat (4.5.1.) hozzdaddséval fehériteni kell. A
reakci6idS kb. 10 percig tarthat. A kémcsovet megtoltjik vizzel, az tiledéket 2-3 percig hagyjuk leiilepedni, és a
vizet és a szuszpenddlt részecskéket leontjikk. Az iiledéket még kétszer kb. 10 ml vizzel ledblitjitk (vortexet kell
hasznélni, hagyni leiilepedni, és a vizet minden alkalommal lenteni). 2-10 vagy tobb csepp (a maradék meny-
nyiségétSl fiigglen) alizarinvoros-oldatot kell hozzdadni. A keveréket ossze kell rézni, és a reakcié néhdny
médsodpercig tarthat. A szinezett {iledéket kétszer kb. 5 ml alkohollal (4.2.1.), majd egyszer acetonnal (4.2.2.) 4t kell
obliteni (minden alkalommal vortexet kell haszndlni, az olddszert kb. egy percig hagyni kell leiilepedni és leonteni).
Ezutdn az iiledék kész a szaritdsra.

Cisztin reagens (4.4.3.): 6vatos hevités mellett a cisztintartalmi alkotéelemek (szdr, toll stb.) barndsfeketére
szinezSdnek.

Az esetleg hallisztet tartalmazé takarmdny vizsgdlata

Legaldbb egy tdrgylemezt meg kell vizsgdlni oOsszetett mikroszkép alatt a finom szitafrakciobdl és a finom
iiledékfrakciobol (lasd 6.1. és 6.2.).

Ha a cimkén feltiintetik, hogy az osszetevdk kozott halliszt is taldlhat6, vagy ha halliszt jelenlétét gyanitjdk, vagy az
els§ vizsgalatkor kimutatjék, az eredeti minta finom szitafrakci6jabol még legaldbb két targylemezt és az Osszes
iiledékfrakciot meg kell vizsgalni.

Szamitas és értékelés

A tagdllamok biztositjdk, hogy az e pontban leirt eljarast alkalmazzak, ha hatdsdgi analizist végeznek az dllati
alkotéelemek mennyiségének (és nem csak el6forduldsanak) becslésére.

A szamitdsokat csak akkor lehet elvégezni, ha az dllati eredetd alkotéelemek kozott csontdarabkak is vannak.
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7.1.

7.2.

8.1.

8.2

A széarazfoldi, melegvéri allatokbdl (példaul eml6sokbdl és madarakbdl) szarmazd csontdarabkdk mikroszképos
vizsglat sordn a jellegzetes lacundk alapjan kiilonboztethetGek meg a kiillonbozd tipust halcsontoktdl. A mintdban
taldlhat6 éllati eredet(i alkotéelemek részardnydnak felmérésekor a kovetkezd szempontokat kell figyelembe venni:

—  a csontdarabkdk becsiilt részardnya (sily %) a koncentralt tiledékben, valamint
— a csont részaranyat (suly %) az dllati eredetdi alkotéelemekben.

A felmérést lehetGség szerint legalabb harom kiilonb6z6 targylemezen és lemezenként legaldbb 6t litomezdben kell
elvégezni. Osszetett takarményokndl a koncentralt iiledék rendszerint nem csupdn szdrazfoldi 4llati és hal eredetti
csontdarabkékat tartalmaz, hanem egyéb, nagy fajstilya részecskéket is, mint példdul dsvanydarabkdkat, homokot,
lignifikdlodott (fisodott) novényi részeket és hasonlokat.

A csontdarabkdk becsiilt szdzalékos értéke

a szdrazfoldi dllatok csontjainak szdzalékos ardnya = (S x ¢)/W
a halak csontjainak és pikkelyeinek szdzalékos ardnya = (S x d)/W

(S = az iledék silya (mg), ¢ = korrekcids tényezé (%) az iiledékben taldlhaté szdrazfoldi dllatokbdl szdrmazd
csontok becsiilt részardnydra, d = korrekcids tényezs (%) az iiledékben taldlhaté halcsontok és halpikkelyek
becsiilt részardnydra, W = az iiledékképzésben felhaszndlt mintaanyag stlya (mg)).

Az dllati eredetii alkotdelemek becsiilt értéke
Az dllati termékekben a csont részardnya nagymértékben véltozo lehet. (Csontlisztek esetében a csont szdzalékos
ardnya 50-60 % is lehet, husliszteknél ugyanez 20-30 % kozotti tartomdnyban mozog; hallisztek esetén a

halcsontok és pikkelyek mennyisége a halliszt kategéridja és eredete szerint valtozik, rendszerint 10-20 %-os
nagysdgrendben van).

Amennyiben a mintdban taldlhaté allati eredet( takarmanyanyag tipusa ismert, meg lehet becsiilni annak meny-
nyiségét:

a szdrazfoldi dllatokbol késziilt termékek alkotéelemeinek becsiilt mennyisége (%) = (S x ¢)[(W x f) x 100
a hal eredetii termékek alkotéelemeinek becsiilt mennyisége (%) = (S x d)[(W = f) x 100

(S = az iiledék stlya (mg), ¢ = korrekcids tényezd (%) az iiledékben taldlhatd szdrazfoldi dllatokbdl szdrmazd csont
alkotéelemek becsiilt részardnydra, d = korrekcids tényezd (%) az iiledékben taldlhatd halcsontok és
halpikkelyek becsiilt részardnyédra, f = korrekcids tényez$ a vizsgdlt mintdban taldlhat6 dllati eredetd
alkotéelemekben taldlhaté csont részardnydnak korrekcidjdra, W = az iiledékképzésben felhasznalt
mintaanyag silya (mg)).

A vizsgilat eredményeinek kifejezése

A jelentésnek tartalmaznia kell legaldbb a szdrazfoldi allatokbodl és a hallisztbl szarmazé alkotéelemek jelenlétére
vonatkozé informdciot. A killonbozé eseteket a kovetkezd modon kell leirni:

szdrazfoldi dllatokbdl szarmazo alkotéelemek jelenlétére tekintettel:

— amennyire mikroszkdp alatt kivehetd, szdrazfoldi dllatokbdl szdrmazé alkotéelem jelenléte nem éllapithatd
meg a benydjtott mintdban,

vagy:

— amennyire mikroszkép alatt kivehetd, szdrazfoldi dllatokbol szdrmazé alkotéelem jelenléte dllapithaté meg a
benytjtott mintdban.

halliszt jelenlétére tekintettel:

— amennyire mikroszkop alatt kivehetd, halbdl szdrmazé alkotdelem jelenléte nem allapithaté meg a benyujtott
mintdban,

vagy:

— amennyire mikroszkdp alatt kivehetd, halbdl szérmazé alkotdelem jelenléte allapithaté meg a benytjtott
mintaban.
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Amennyiben halbél vagy szdrazfoldi llatokbol szarmazo alkotdelemeket taldlnak, a vizsgalati eredményekrdl sz616
jelentésben sziikség szerint a kimutatott alkotéelemek mennyiségének becslését (x %, <0,1 %, 0,1-0,5 %, 0,5-5 %
vagy > 5%), lehet@ség szerint a szdrazfoldi dllat tipusdnak tovdbbi meghatdrozdsit és az azonositott dllati
alkotéelemeket (izomrostok, porc, csontok, szaru, szdr, sorte, tollak, vér, tojashéjak, halcsontok, pikkelyek) is jelezni
lehet.

Ha az dllati 6sszetevék mennyisége becsiilt, az alkalmazott f korrekcids tényezét is meg kell adni.

Ha szdrazfoldi dllatokbol szdrmazé csont alkotéelemek jelenlétét allapitottdk meg, a jelentésnek még a kovetkezd
pontot is tartalmaznia kell:

,Annak lehet&ségét, hogy a fenti sszetevék emldsokbdl szdrmaznak, nem lehet kizdrni.”

Ez a pont nem szikséges abban az esetben, ha a szdrazfoldi édllatokbdl szdrmazd csontdarabokat sikeriilt
azonositani, mint eml&s, illetve baromfi eredet(i csontdarabot.

9. Vilaszthaté médszer zsir vagy olaj analizildsihoz

A kovetkez8 médszer alkalmazhaté zsir vagy olaj analizdldsdhoz:

—  Ha a zsir szildrd, melegitsiik fel példdul mikrohulldimu siit6ben, amig folyékonnyd vélik.
—  Pipettdzzunk 4t 40 ml zsirt a minta aljardl egy centrifugacsébe.

—  Centrifugdljuk tiz percig 4 000 percenkénti fordulatszamon.

— Ha a zsir a centrifugdlds utdn szilird, melegitsik még egyszer siit6ben, amig folyékonnyd nem vilik.
Ismételjik meg a centrifugdldst 6t percig 4 000 percenkénti fordulatszdmon.

— A leiilepedett szennyez8dések felét egy kiskandllal vagy egy spatuldval tegyiik at egy kis Petri-csészébe vagy
egy mikroszkopos targylemezre a lehetséges dllati alkotéelemek (hisrostok, tollak, csontdarabok, stb.)
tartalmanak mikroszkopos meghatdrozdsdhoz. Bedgyazé anyagként mikroszkopos vizsgédlathoz paraffinolaj
vagy glicerol ajanlatos.

— A fennmaradé szennyezSdéseket a 6.2. pontnak megfelelGen iilepitésre alkalmazzuk.
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VII. MELLEKLET

A BAROMFITAKARMANY-KEVEREKEK ENERGIAERTEKENEK SZAMITASI MODSZERE

Az energiaérték szdmitdsinak és kifejezésének méodszere
A baromfitakarmany-keverékek energiaértékét az aldbbi képletnek megfelelGen kell kiszdmitani a takarmany bizonyos

analitikai alkotéelemeinek szdzalékos ardnya alapjn. Ezt az értéket az Osszetett takarmdny kilogrammonkénti,
nitrogénnel korrigalt, metabolizdlhat6 energidjaval (ME) kell kifejezni, megajoule (MJ) mértékegységben:

ME (MJ/kg) = 0,1551 x nyersfehérje % + 0,3431 x nyers zsir % + 0,1669 x keményité % + 0,1301 x osszes cukor %
(szachardzban kifejezve)

A feltiintetett értékekre alkalmazandé tiiréshatdrok

Amennyiben a hat6ségi ellendrzés eltérést (a takarmdny megemelkedett vagy lecsokkent energiaértéke) mutat ki az
ellendrzés eredménye és a feltiintetett energiaérték kozott, az ME 0,4 MJ/kg-os tliréshatdrdt engedélyezik.

Az eredmény kifejezése

A fenti képlet alkalmazdsaval kapott eredményt egy tizedesjegyre kerekitve kell megadni.

A mintavétel és analitikai mddszerek

Az Osszetett takarmdny mintavételét és a szdmitdsi modszerben jelzett analitikai alkotéelemek tartalmdnak
meghatdrozdsit a takarmdnyok hatdsdgi ellendrzésére szolgdlé kozosségi mintavételi és analitikai modszerekkel
osszhangban kell elvégezni.

A kovetkezdket kell alkalmazni:

—  a nyerszsirtartalom meghatdrozdsdra: a Il melléklet H. részében a nyersolajok és zsirok meghatdrozdsara
szolgdlé B. modszer,

—  a keményitGtartalom meghatdrozdsdra: a III. melléklet L. részében megdllapitott polarimetrids modszer.
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VIII. MELLEKLET

ANALITIKAI MODSZEREK A MAR NEM ENGEDELYEZETT ADALEKANYAGOK TAKARMANYOKBAN VALO

ILLEGALIS JELENLETENEK ELLENORZESERE

Fontos megjegyzések:

Az e mellékletben emlitett mddszereknél érzékenyebb analitikai modszerek haszndlhaték a médr nem engedélyezett
adalékanyagok takarmdnyokban valé illegélis jelenlétének ellenSrzésére.

Meger6sités céljara az e mellékletben emlitett analitikai modszerek kell haszndlni.

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

A. A METIL-BENZOKVAT MEGHATAROZASA

7-benziloxi-6-butil- 3-metoxikarbonil-4-kvinolon

Cél és alkalmazdsi teriilet

Ezzel a médszerrel a takarmdnyokban 1évé metil-benzokvit szintjét lehet meghatdrozni. A meghatdrozsi hatdr
1 mg/kg.

Vizsgilati alapelv

A metil-benzokvétot a mintdbol metil-alkoholos metdnszulfonsav-oldattal extrahdljuk. A kivonatot diklérme-
tdnnal, ioncserélé kromatografids modszerrel deritjiikk, majd ismét diklormetannal kezeljiikk. A metil-benzokvat-
tartalom meghatdrozdsat forditott fazist, nagy teljesitményti folyadékkromatografids eljardssal (HPLC) és UV-
detektor alkalmazasdval végezzik.

Reagensek

Diklérmetdn

Metil-alkohol, HPLC mindségti

HPLC mozgdfazis

metil-alkohol (3.2.) és viz (HPLC mindségti) 75 + 25 (v + v) térfogatardnyt keveréke.

Sziirjiik t egy 0,22 pm-es sz{ir6n (4.5.), és gdzmentesitsiik az oldatot (pl. 10 percig tart6 ultrahangos kezeléssel).
Metanszulfonsav-oldat, ¢ = 2 %

Higitsunk 20,0 ml metdnszulfonsav-oldatot metil-alkohollal (3.2.) 1 000 ml-re.

Sésavoldat, ¢ = 10 %

Higitsunk 100 ml sésavat (p,1,18 g/ml) vizzel 1 000 ml-re.

Amberlite CG-120 (Na) kationcserél§ mgyanta, 100 és 200-as térhald

A gyantét felhaszndlds el6tt el6kezeljitk. 100 g gyantdt mossunk dt 500 ml sésavoldattal (3.5.), és dlland6 keverés
mellett hevitsiik forrdsig forrd f6z6lapon. Hagyjuk kihtilni, és 6ntsiik le réla a savat. Vikuum alatt szdrjiik dt egy
sztir8papiron. Mossuk 4t kétszer a gyantdt 500 ml vizzel, majd 250 ml metil-alkohollal (3.2.). Tovdbbi 250 ml
metil-alkohollal 6blitsiik a gyantét, és a sz{ir6pogdcsan keresztiil engedett levegdvel széritsuk. A szdraz gyantét
lezért tivegben téroljuk.
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4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.4.1.

4.5.

4.6.

5.2.

5.3.

Standard anyag: tiszta metil-benzokvét (7-benziloxi-6-butil-3-metoxicarbonil-4-kvinolon)
Metil-benzokvdt standard torzsoldat, 500 pg/ml

Mérjiink ki 0,1 mg-os pontossiggal 50 mg standard anyagot (3.7.), oldjuk fel metdnszulfonsav-oldattal (3.4.) egy
100 ml-es mér8lombikban, toltsiik fel jelig, és keverjiik el.

Metil-benzokvdt kézbensd standardoldat, 50 pg/ml

Ontsiink 4t 5,0 ml metil-benzokvét standard térzsoldatot (3.7.1.) egy 50 ml-es mérlombikba, téltsiik fel metil-
alkohollal (3.2.) jelig, és keverjiik el.

Kalibrdléoldatok

25 ml-es mér8lombikokba adagoljunk 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, illetve 50 ml metil-benzokvit kozbenss
standardoldatot (3.7.2.). Toltsiik fel a lombikokat jelig a mozgéfazissal (3.3.), és keverjitk 6ssze. Ezen oldatok
2,0, 4,0, 6,0, 8,0, illetve 10,0 pg/ml metil-benzokvat koncentracionak felelnek meg. Az oldatokat hasznélat el6tt
frissen kell elkésziteni.

Eszkozok
Laboratériumi rdzogép
Rotdcids, vékonyfilmes beparl6

Elzdr6csappal és egy megkozelitSleg 200 ml-es tartillyal ellitott, 15 mm belsé dtmérgji és 250 mm magas
tivegoszlop

HPLC-késziilék, véltoztathaté hullimhosszt UV-detektorral vagy diddasoros detektorral
Folyadékkromatografids oszlop: 300 mm x 4 mm, Cy5, 10 pm-es toltet, vagy egy ezzel egyenértékd berendezés
Membransztirdk, 0,22 pm-es.

Membranszirdk, 0,45 pm-es.

A vizsgdlat médja
Altaldnos szabdlyok

Vizsgdljunk meg egy takarmdnyvakmintdt annak ellendrzésére, hogy sem metil-benzokvat, sem interferdld
anyagok nincsenek jelen.

A mintéban taldlhat6val kozel azonos mennyiségli metil-benzokvittal disitott takarmdnyvakminta analizisével
végezziink visszanyerési probat. 15 mg/kg-os szintre torténd dusitdshoz adjunk 600 ml standard térzsoldatot
(3.7.1) 20 g takarmanyvakmintdhoz, mindezt keverjitk el, majd 10 percet varjunk, miel6tt folytatndnk a
miiveletet az extrahdldssal (5.2.).

Megjegyzés: Ehhez a modszerhez a takarmdnyvakminta a mintdval azonos fajtdji takarmany legyen, és abban az
analizis sordn metil-benzokvat ne legyen kimutathaté.

Extrahdlds

Mérjink ki az el6készitett mintdbol 0,01 g pontossiggal 20 g-ot, és ontsiik 4t egy 250 ml-es Erlenmeyer-
lombikba. Adjunk hozzd 100,0 ml metédnszulfonsav-oldatot (3.4.), és rdzzuk mechanikus rdzégépben (4.1.) 30
percig. Sztrjiik at az oldatot sziirGpapiron, és tegyiik félre a sziirletet a folyadék-folyadék elvélasztashoz (5.3.).

Folyadék-folyadék elvdlasztds

Egy 100 ml sésavoldatot (3.5.) tartalmazé 500 ml-es elvilasztotolesérbe ontsiink dt 25,0 ml-t az (5.2.) 1épésben
nyert szirletbl. Adjunk hozzd 100 ml diklérmetdnt (3.1.) a tolesérhez, és rdzzuk egy percen keresztiil. Hagyjuk
a rétegeket elvdlni egymdstdl, és az alsé réteget (a diklormetdnt) eressziik bele egy 500 ml-es gomblombikba.
Ismételjiik meg a vizes fdzis extrakcidjit még kétszer, tovibbi 40-40 ml diklérmetdnnal, majd vegyitsiik az els§
kivonattal a gdmblombikban. A rotdciés, vékonyfilmes bepdrlokésziiléken (4.2.) csokkentett nyomdson, 40 °C
hémérsékleten teljes szdraddsig paroljuk be a diklormetdn-kivonatot. Oldjuk fel a maradékot 20-25 ml metil-
alkoholban (3.2.), zdrjuk le az {iveget, és tartsuk meg az egész kivonatot az ioncserélé kromatogréfidhoz (5.4.).
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5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.5.

5.6.

5.6.1.

5.6.2.

5.6.3.

Toncseréld kromatogrdfia
A kationcseréld oszlop el6készitése

Az iivegoszlop (4.3.) als6 végébe illessziink egy kis iivegvatta dugot. Készitsiink a kezelt kationcserélé miigyanta
(3.6.) 5,0 grammjdbdl és 50 ml s6savbol (3.5.) egy elegyet, ontsiik bele az iivegoszlopba, majd hagyjuk, hogy
leiilepedjen. Engedjiik ki a felesleges savat, hogy még éppen ellepje a gyanta felszinét, és addig mossuk az
oszlopot vizzel, amig a sziiredéken végzett lakmuszteszt semleges nem lesz. Ontsiink 4t 50 ml metil-alkoholt
(3.2) az oszlopra, és hagyjuk, hogy leszivirogjon a gyanta felszinén.

Oszlopkromatogréfia

Az (5.3.) pontban készitett mintakivonatot pipettdzzuk évatosan az oszlop tetejére. A gomblombikot két adag,
5-10 ml mennyiség metil-alkohollal (3.2.) 6blitsiik, és ontsiik ezt a mosoéfolyadékot is az oszlopra. Futtassuk le
a kivonatot a gyanta felszinén, és mossuk az oszlopot 50 ml metil-alkohollal, tigyelve arra, hogy az éatfolyési
sebesség ne haladja meg az 5 ml/percet. Ontsiik el a sziiredéket. Eludljuk az oszloprél a metil-benzokvatot
150 ml metdnszulfonsav-oldattal (3.4.), majd vegyiik fel az eludtumot egy 250 ml-es gomblombikban.

Folyadék-folyadék elvdlasztds

Egy 1 literes elvédlasztotolcsérbe ontsiik t az (5.4.2.) 1épésben nyert eludtumot. Az Erlenmeyer-lombikot 5-10 ml
metil-alkohollal (3.2.) 6blitsiik, és a moséfolyadékot ontsiik 6ssze az elvalasztotolesér tartalmaval. Adjunk hozzd
300 ml sosavoldatot (3.5.) és 130 ml diklérmetdnt (3.1.). Razzuk egy percen keresztill, és engedjiik, hogy a
fazisok elvaljanak egymdstdl. Az alsé réteget (a diklérmetdnt) eressziik bele egy 500 ml-es gomblombikba.

Ismételjik meg a vizes fazis extrakci6jat még kétszer, tovabbi 70-70 ml diklérmetdnnal, és ezen kivonatokat
ontsiik ossze a gobmblombikban 1évé elsd kivonattal.

A rotacids, vékonyfilmes beparlokésziiléken (4.2.), csokkentett nyomdson, 40 °C hdmérsékleten teljes szaraddsig
paroljuk be a diklormetdn-kivonatot. Oldjuk fel a maradékot megkozelitGleg 5 ml metil-alkoholban (3.2.), és
ontsiik az oldatot teljes mennyiségben egy 10 ml-es mérdlombikba. Oblitsitk el még kétszer a lombikot 1-2 ml
metil-alkohollal, majd ontsitk a mér6lombikba. Téltsiik fel jelig metil-alkohollal, és keverjiik el. Egy aliquot részt
sziirjink 4t membransz{ir6n (4.6.). Ezt az oldatot tegyiik el a HPLC-meghatdrozdshoz (5.6.).
HPLC-meghatdrozds

Paraméterek

Az aldbbi vizsgdlati feltételek csak ttmutatasként szolgdlnak, ettd] eltérd feltételeket is lehet haszndlni, feltéve,
hogy ezzel egyenértéki eredményt adnak:

—  folyadékkromatografids oszlop (4.4.1.),

—  HPLC mozgofazis: metil-alkohol és viz keveréke (3.3.),
—  4tdramldsi sebesség: 1-1,5 ml/perc,

—  kimutatdsi hullimhossz: 265 nm,

—  befecskendezett mennyiség: 20-50 pl.

Ellendrizzitk a kromatografids rendszer stabilitdsit oly modon, hogy 4,0 pg/ml anyagot tartalmazo
kalibraléoldatot (3.7.3.) fecskendeziink be tobbszor, amig a csicsmagassagok vagy teriiletek, illetve a retencids
id6k allandéva nem vélnak.

Kalibrdciés gorbe

Fecskendezzitk be t6bbszor egymds utdn az egyes kalibrdloldatokat (3.7.3.), és mérjiik meg az egyes
koncentricidkhoz tartozé csicsok magassdgét (teriiletét). A kalibrdléoldatok édtlagos magassdga vagy teriilete
legyen az ordindtatengelyen, a megfelel6 koncentraciok pedig pg/ml-ben az abszcisszén, és ennek alapjin
szerkessziink kalibracios gorbét.

Mintaoldat
Ugyanolyan mennyiségt oldatot haszndlva, mint amennyit a kalibrdlooldatokndl haszndltunk, fecskendezziik be

a mintakivonatot (5.5.) egymds utdn tobbszor, és hatdrozzuk meg a metil-benzokvat-csticsok dtlagos magassagat
(teriiletét).

Az eredmények kiszdmitisa

A mintaoldat 4ltal kivéltott metil-benzokvét-csticsok dtlagos magassdgdt (teriiletét) a kalibrdciés gorbével
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7.1.

7.1.1.

7.2.

7.3.

A minta mgfkg-ben kifejezett w metilbenzokvit-tartalma a kovetkezd képlet alapjan szdmithaté ki

cx 40
W=
m

ahol:
¢ = a mintaoldat metil-benzokvit-koncentracidja g/ml-ben,
m = a mintadarab tomege grammban.

Az eredmények validdldsa

Azonositds

Az analizdlt anyag azonositdsat parhuzamos kromatogréfidval vagy diddasoros detektorral lehet megerdsiteni,
amely sordn a mintakivonat és a 10,0 pg/ml metil-benzokvatot tartalmazé kalibraléoldat (3.7.3.) spektrumat

hasonlitjuk ossze.

Pirhuzamos kromatogrifia

A mintakivonatot megfelel6 mennyiségli kozbensG standardoldattal (3.7.2.) dasitjuk. A hozzdadott metil-
benzokvat mennyiségének a mintakivonatban taldlhaté metil-benzokvat becsiilt mennyiségével kozel azonosnak

kell lennie.

A hozzdadott mennyiséget és a kivonat higitdsit figyelembe véve, csak a metil-benzokvat-csiics magassiga
emelkedhet. A cstics szélességének, a legnagyobb magassdgdnak felénél, az eredeti szélesség = 10 %-dn beliil kell

lennie.

Diddasoros detektdlds

Az eredményeket a kovetkezd kritériumok szerint értékeljiik:

a)  a minta és a standard spektrumdban a kromatogram csticsmaximumén rogzitett legnagyobb elnyeléshez
tartoz6 hullimhossznak a detektor felbontoképessége dltal meghatdrozott ttiréshatdron beliil azonosnak

kell lennie. A diédasoros detektorokndl ez a tiiréshatdr jellemz@en * 2 nm;

b) 220 és 350 nm kozott a spektrumnak a relativ abszorbancia 10 és 100 %-a kozotti tartomdnyba esé
részein a mintdnak és a standardnak a kromatogram csticsmaximumén rogzitett spektruma nem térhet el
egymdstol. Ez a kritérium akkor teljesiil, ha ugyanazok a maximalis értékek vannak jelen, és a két spektrum

egyetlen vizsgdlt ponton sem tér el a standard abszorbancidjdnak 15 %-dndl nagyobb mértékben;

¢ 220 és 350 nm kozott a mintakivonat dltal kivaltott cstcs felszallo dganak, csticsmaximumanak és leszallo
dganak spektrumai nem térhetnek el egymdstdl a spektrumnak a relativ abszorbancia 10 és 100 %-a
kozotti tartoményba es részein. Ez a kritérium akkor teljesiil, ha ugyanazok a maximalis értékek vannak
jelen, és a spektrumok egyetlen vizsgdlt ponton sem térnek el a csicsmaximum spektruma

abszorbancidjinak 15 %-dndl nagyobb mértékben.

Amennyiben ezen kritériumok valamelyike nem teljesiil, az analizdlt anyag jelentéte nem bizonyitott.

Ismételhetdség

Ugyanazon a mintdn végzett két pirhuzamos meghatdrozds eredménye kozotti killonbség 4-20 mg/kg metil-

benzokvit-tartalom esetén nem haladhatja meg a magasabb érték 10 %-at.

Visszanyerés

A dusitott vakminta esetében a visszanyerésnek legaldbb 90 %-osnak kell lennie.

A korvizsgilat eredményei

Tiz laboratériumban 6t minta elemzésére keriilt sor. Minden mintdn kettés analizist végeztek.

Vak 1. liszt 1. pellet 2. liszt 2. pellet
Kozépérték [mgfkg] ND 4,50 4,50 8,90 8,70
s, [mg/kg] — 0,30 0,20 0,60 0,50
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Vak 1. liszt 1. pellet 2. liszt 2. pellet
CV, [ %] — 6,70 4,40 6,70 5,70
sg [mg/kg] — 0,40 0,50 0,90 1,00
CVy [ %] — 8,90 11,10 10,10 11,50
Visszanyerés [ %] — 92,00 93,00 92,00 89,00

ND = nem kimutathatd

s, = az ismételhetGség szordsa

CV, = az ismételhetség relativ szérdsa, %
sg = a reprodukdlhatdsdg szordsa

CVy = a reprodukélhatdsag relativ szordsa, %

B. AZ OLAQUINDOX MEGHATAROZASA

(2-[N-2~(hidroxietil)karbamoil - 3-metilkinoxalin-N*,N*-dioxid)

1. Cél és alkalmazdsi teriilet

Ez a médszer a takarmdnyokban 1év8 olaquindoxszint meghatdrozdsara szolgdl. A meghatdrozdsi hatdr 5 mg/kg.

2. Vizsgilati alapelv

A mintdt viz-metil-alkohol keverékével extrahdljuk. Az olaquindoxtartalmat forditott fzisti nagy teljesitmény
folyadékkromatografidval (HPLC) hatdrozzuk meg, UV-detektor segitségével.

3. Reagensek

3.1. Metil-alkohol

3.2. Metil-alkohol, HPLC mindségti
3.3. Viz, HPLC min&ségt

3.4. Mozgéfizis 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 pontossaggal mérjiink be 50 mg olaquindoxot (3.5.) egy 200 ml-es mérSlombikba, és adjunk hozza kb.
190 ml vizet. Ezutdn tegyitk a lombikot 20 percre ultrahangos fiirdébe (4.1.). Az ultrahangos kezelés utdn
dllitsuk be az oldatot szobahdmérsékletiire, toltsitk fel jelig vizzel és keverjikk ossze. Tekerjiik a lombikot
aluminiumfdlidba, és téroljuk hiitSszekrényben. Ebbdl az oldatbél minden hénapban frisset kell késziteni.

3.5.2. Olaquindox koézbensd standardoldat, 25 pg/ml

Toltstink 10,0 ml standard torzsoldatot (3.5.1.) egy 100 ml-es mér6lombikba, toltsiik fel jelig a mozgdfazissal
(3.4.), és keverjiik ossze. Tekerjiik a lombikot aluminiumf6lidba, és tdroljuk hiitGszekrényben. Ebbdl az oldatbdl
mindennap frisset kell késziteni.

3.5.3. Kalibrdl6oldatok

Toltstink 50 ml-es mérdlombikokba 1,0, 2,0, 5,0, 10,0 és 20,0 ml kézbensd standardoldatot (3.5.2.). Téltsiik fel
a lombikokat jelig a mozgofazissal (3.4.), és keverjiikk Ossze. Tekerjikk a lombikot aluminiumfélidba. Ezek az
oldatok 0,5, 1,0, 2,5, 5,0 7,5 és 10,0 pg/ml olaquindox koncentracionak felelnek meg.

Ezekbdl az oldatokbdl mindennap frisset kell késziteni.
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4.1.

4.2.

4.3.

5.1.

5.1.1.

5.1.2.

5.2.

5.3.

5.3.1.

5.3.2.

5.3.3.

Eszkozok

Ultrahangos fiirds

Mechanikus rdzgép

HPLC-berendezés, véltoztathaté hullimhosszi ultraibolya-detektorral vagy diddasugaras detektorral.
Folyadékkromatografids oszlop, 250 mm x 4 mm, C;5, 10 pm-es toltet vagy ezzel egyenértékd berendezés.

Membranszirdk, 0,45 pm-es.

A vizsgdlat médja

Megjegyzés: Az olaquindox fényérzékeny. Valamennyi miiveletet tompitott fénynél végezziik, vagy barna
tivegedényeket haszndljunk.

Altaldnos szabdlyok

Vizsgéljunk meg egy takarmdnyvakmintt annak ellenérzésére, hogy sem olaquindox, sem pedig interferdld
anyagok nincsenek jelen.

Visszanyerési probat kell végezni a takarmdnyvakminta analizéldsdval, amelyet a minta olaquindoxtartalmahoz
kozelitd mennyiségii olaquindoxszal dusitunk. Ahhoz, hogy 50 mg/kg értékre dusitsuk a takarmdnyvakmintdt,
toltsiink 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 takarmanyvakmintdt, alaposan keverjiik dssze, és hagyjuk 10 percig dllni, majd
tobbszor keverjitkk meg tjra, miel6tt folytatjuk a miiveletet az extrahaldssal (5.2.).

Megjegyzés: Ehhez a modszerhez a takarmdnyvakminta a mintdhoz hasonlé tipust legyen, és benne olaquindox
ne legyen kimutathatd.

Extrahdlds

0,01 g pontossdggal mérjiink ki koriilbeliil 50 g mintdt. Téltsiik 4t egy 1 000 ml-es Erlenmeyer-lombikba, adjunk
hozza 100 ml metil-alkoholt (3.1.), és tegyiik a lombikot 5 percre ultrahangos fiird6be (4.1.). Adjunk hozzd
410 ml vizet, és hagyjuk az ultrahangos fiird6ben tovabbi 15 percre. Vegyiik ki a lombikot az ultrahangos
firdébdl, razzuk 30 percig rdzogépen (4.2.), és szirjik dt egy red6zott sziirSpapiron. A szirletbdl toltsiink
10,0 ml-t egy 20 ml-es mérSlombikba, toltsiik fel jelig vizzel, és keverjik 6ssze. Egy aliquot részt szirjiink 4t
membranszirén (4.4 (lasd 9. Eszrevételek). Folytassuk a miiveletet a HPLC-meghatdrozassal (5.3.).

HPLC-meghatdrozds
Paraméterek:

A kovetkezd vizsgdlati feltételek titmutatdsként szolgalnak, mds feltételeket is lehet alkalmazni, feltéve, hogy ezzel
egyenértéki eredményeket adnak.

Analitikai oszlop (4.3.1.)

Mozgdfazis (3.4.): viz (3.3.)-metil-alkohol (3.2.) keveréke 900 + 100 (V + V)
Atéramlasi sebesség:  1,5-2 ml/perc

Kimutatasi hullimhossz: 380 nm

Befecskendezett mennyi-20-50 pl.
ség:

Ellendrizziik a kromatografids rendszer stabilitdsat oly modon, hogy 2,5 pg/ml-t tartalmazé kalibraléoldatot
(3.5.3.) fecskendeziink be tobbszor, amig a csticsok magassdga és a retencids iddk allandévd nem valnak.

Kalibrdciés gorbe

Fecskendezziik be tobbszor egymds utdn az egyes kalibrdléoldatokat (3.5.3.), és hatdrozzuk meg az egyes
koncentrdciokhoz tartozé dtlagos csicsmagassagot (teriiletet). Szerkessziink kalibréciés gorbét tgy, hogy a
kalibralooldatok 4tlagos csticsmagassdgait (tertileteit) az ordindtatengelyen, a hozzdjuk tartozo, pg/ml-ben
kifejezett koncentrdciokat pedig az abszcisszdn dbrézoljuk.

Mintaoldat

Ugyanolyan mennyiség( oldatot haszndlva, mint amennyit a kalibrdlooldatokndl hasznaltunk, fecskendezzik be
a mintakivonatokat (5.2.) egymds utdn tobbszor, és hatdrozzuk meg az olaquindoxcsicsok dtlagos
csticsmagassagt (teriiletét).
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6. Az eredmények kiszimitdsa

A mintaoldat olaquindoxcsticsainak dtlagmagassigabol (teriiletébdl) hatdrozzuk meg a mintaoldat koncentrd-

cidjat pg/ml-ben, a kalibrdciés gorbe alapjan (5.3.2.).

A minta w olaquindoxtartalmdt mg/kg egységben a kovetkezd képlet adja meg:

c x 1000
w=———
m

ahol:

¢ = a mintakivonat (5.2.) olaquinox-koncentricidja pg/ml-ben

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

7. Az eredmények validdldsa
7.1. Azonositds

Az analizélt anyag azonositdsit parhuzamos kromatogrifidval vagy diddasoros detektor alkalmazdsival lehet

megerdsiteni, amelyek segitségével a mintakivonat (5.2.) spektruma és az 5,0 pg/ml koncentraci6ja kalibrdléoldat

(3.5.3.) spektruma 6sszehasonlithaté.

7.1.1. Pirhuzamos kromatografia

A mintakivonatot (5.2.) megfelel§ mennyiségii kalibrdléoldattal (3.5.3.) dusitjuk. A hozzdadott olaquindox

mennyisége kozel azonos legyen a mintakivonatban taldlhaté olaquindox mennyiségével.

A hozzdadott mennyiséget és a kivonat higitdsit figyelembe véve, csak az olaquindoxcstics magassiga

emelkedhet. A cstics szélességének a legnagyobb magassdg felénél a dusitds elStti mintakivonat olaquindoxcsticsa

eredeti szélessége * 10 %-on belill kell lennie.
7.1.2. Didédasoros detektdlds

Az eredményeket a kovetkezd kritériumok szerint értékeljiik:

a) A minta és a standard spektruméban a kromatogram csticsmaximumaén rogzitett legnagyobb elnyeléshez
tartoz6 hullimhossznak a detektor felbontoképessége dltal meghatdrozott ttiréshatdron beliil azonosnak
kell lennie. A diddasoros detektorokndl ez a tiiréshatdr jellemzGen + 2 nm.

b) 220 és 400 nm kozott a spektrumnak a relativ abszorbancia 10 és 100 %-a kozotti tartomédnyba esé
részein a mintdnak és a standardnak a kromatogram csticsmaximumaén rogzitett spektruma nem térhet el
egymdstol. Ez a kritérium akkor teljesiil, ha ugyanazok a maximalis értékek vannak jelen, és a két spektrum
egyetlen vizsgdlt ponton sem tér el a standard abszorbancidjanak 15 %-dndl nagyobb mértékben.

o 220 és 400 nm kozott a mintakivonat dltal kivéltott cstcs felszdllo dganak, csticsmaximumaénak és leszdllo
dgdnak spektrumai nem térhetnek el egymadstdl, a spektrumnak a relativ abszorbancia 10 és 100 %-a
kozotti tartomdnyba es§ részein. Ez a kritérium akkor teljesiil, ha ugyanazok a maximalis értékek vannak
jelen, és a spektrumok egyetlen vizsgdlt ponton sem térnek el a csicsmaximum spektruma
abszorbancidjanak 15 %-dndl nagyobb mértékben.

Amennyiben ezen kritériumok valamelyike nem teljesiil, az analizdlt anyag jelentéte nem bizonyitott.

7.2 Ismételhetdség
Ugyanazon a mintdn végzett két parhuzamos meghatdrozds eredménye kozotti kilonbség 10 és 200 mg/kg
kozotti olaquindoxtartalom esetén nem haladhatja meg a magasabb eredmény 15 %-dt.

7.3. Visszanyerés

A dusitott vakminta esetében a visszanyerésnek legaldbb 90 %-osnak kell lennie.
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

A kérvizsgilat eredményei

Kozosségi korvizsgdlatot szerveztek, amelyben négy malactdpmintdt, koztitk egy vakmintaként hasznlt tépot
elemeztek maximum 13 laboratériumban. Az eredményeket az aldbbi tdblézat tartalmazza:

1. minta 2. minta 3. minta 4. minta

L 13 10 11 11
n 40 40 44 44
dtlag [NE/kg] — 14,6 48,0 95,4
s, [g/kg] — 0,82 2,05 6,36
Sk [mg/kg] — 1,62 4,28 8,42
CV, [ %] — 5,6 4,3 6,7
CVy [ %] — 11,1 8,9 8,8
Névleges tartalom

[mg/kg] — 15 50 100
Visszanyerés % — 97,3 96,0 95,4

= a laboratériumok szdma

az egyedi értékek szdma

S, = az ismételhetség szordsa
Sk = a reprodukdlhatdsdg szordsa

CV, = az ismételhetdség relativ szordsa
CVr = a reprodukdlhatdsag relativ szordsa

Eszrevételek

Bar a mddszer nem lett hitelesitve a 100 mg/kg-ndl tobb olaquindoxot tartalmazé takarmdnyokra, kielégits
eredményeket kaphatunk kisebb stlyti mintdkkal ésfvagy az extraktum (5.2.) olyan mértékd higitdsdval, hogy a
kalibréciés gorbe (5.3.2.) tartomdnydba esd koncentraci6t érjen el.

C.  AZ AMPROLIUM MEGHATAROZASA

1-[(4-amino- 2-propilpirimidin-5-il)metil]- 2-metil-piridinium klorid hidroklorid

Cél és alkalmazdsi teriilet

Ezzel a moédszerrel a takarmdnyokban és elGkeverékekben 1év6 amprélium szintjét lehet meghatdrozni. A
kimutatdsi hatdr 1 mg/kg, a meghatdrozdsi hatdr 5 mg/kg.

Vizsgilati alapelv

A mintdt metil-alkohol és viz keverékével extrahdljuk. A mozgofazissal torténd higitds és membranszirés utdn az
amproéliumtartalmat kationcseréld, nagy teljesitményt folyadékkromatografidval (HPLC), UV-detektor haszné-
latdval hatdrozzuk meg.

Reagensek

Metil-alkohol

Acetonitril, HPLC mindségd.

Viz, HPLC minGségt
Natrium-dihidrogén-foszfat oldat, ¢ = 0,1 mol/l

Oldjunk fel 13,80 g ndtrium-dihidrogén-foszfat-monohidratot vizben (3.3.), egy 1 000 ml-es mér6lombikban,
toltsiik fel vizzel (3.3.) jelig és keverjiik ossze.
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3.5.

3.6.

3.7.

3.7.1.

3.7.2.

3.7.3.

3.8.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

Nétrium-perklorét oldat, ¢ = 1,6 mol/l

Oldjunk fel 224,74 g natrium-perklordt-monohidratot vizben (3.3.) egy 1 000 ml-es mérlombikban, toltsiik fel
vizzel (3.3.) jelig, és keverjiik ossze.

Mozgéfizis a HPLC-hez (ldsd az Eszrevételek 9.1. pontjt).

Acetonitril (3.2.), nétrium-dihidrogén-foszfat oldat (3.4.) és natrium-perklordt oldat (3.5.) 450 + 450 + 100 (v +
v + v) ardnyd keveréke. Haszndlat el6tt szrjik 4t egy 0,22 pm-es membranszlir6n (4.3.) és gdzmentesitsiik az
oldatot (pl. ultrahangos firdében (4.4.) legaldbb 15 percig).

Standard anyag: tiszta amprélium, 1-[(4-amino-2-propilpirimidin-5-il)metil]-2-metil-piridinium klorid hidro-
klorid, E 750 (ldsd a 9.2. pontot).

Amprélium standard térzsoldat, 500 pg/ml

Meérjiink ki 0,1 mg-os pontossiggal 50 mg amproéliumot (3.7.) egy 100 ml-es mér6lombikba, oldjuk fel 80 ml
metil-alkoholban (3.1.), és helyezziik a lombikot 10 percre egy ultrahangos fiirdébe (4.4.). Az ultrahangos
kezelés utdn dllitsuk be az oldatot szobahdmérsékletiire, toltsiik fel jelig vizzel, és keverjik ossze. 4 °C-on vagy
ennél alacsonyabb hémérsékleten az oldat egy honapig stabil.

Amprélium kozbensd standardoldat, 50 pg/ml

Pipettdzzunk 5,0 ml standard térzsoldatot (3.7.1) egy 50 ml-es mérSlombikba, toltsiik fel jelig az extrahdl6
oldészerrel (3.8.), és keverjiik Ossze. 4 °C-on vagy ennél alacsonyabb hémérsékleten az oldat egy honapig stabil.

Kalibrdl6oldatok

Adagoljunk 0,5, 1,0 és 2,0 ml kozbensd standardoldatot (3.7.2.) 50 ml-es mér6lombikokba. Toltsik fel a
lombikokat jelig a mozgofazissal (3.6.), és keverjiik Ossze. Ezek az oldatok 0,5, 1,0, illetve 2,0 pg/ml
amproliumnak felelnek meg. Ezeket az oldatokat kozvetlentil a felhaszndlds el6tt kell elkésziteni.

Extrahdl6 olddszer

Metil-alkohol (3.1.) és viz 2 + 1 (v + v) ardny keveréke.

Eszkozok

HPLC-berendezés 100 pl mennyiség befecskendezésére alkalmas befecskendezd rendszerrel

125 mm x 4 mm méretd, kationcseréld Nucleosil 10 SA folyadékkromatogréfids oszlop, 5 vagy 10 pm-es
toltettel, vagy ezzel egyenértékd berendezés

Viltoztathaté hullimhosszon méré UV-detektor vagy diddasoros detektor
Membréansz(ird, PTFE anyag, 0,45 pm-es

0,22 pm-es membransz{iré

Ultrahangos fiird§

Mechanikus rdzogép vagy mdgneses keverd

A vizsgilat médja

Altaldnos szabdlyok

Takarmdnyvakminta

A visszanyerési proba (5.1.2.) el6tt vizsgdljunk meg egy takarmdnyvakmintdt annak ellendrzésére, hogy sem

amprolium, sem interferdlé anyagok nincsenek jelen. A takarmdnyvakminta a mintdval azonos fajtdji takarmany
legyen, és amproliumot vagy interferdlé anyagokat ne tartalmazzon.
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5.2.

5.3.

Visszanyerési proba

A mintdban taldlhatéval kozel azonos mennyiségli ampréliummal dusitott takarmédnyvakminta analizisével
végezziink visszanyerési probat. A 100 mg/kg szintre valé dusitdshoz ontsiink 4t a standard torzsoldatbdl
(3.7.1.) 10,0 ml-t egy 250 ml-es Erlenmeyer-lombikba, és parologtassuk az oldatot kériilbeliil 0,5 ml-ig. Adjunk
hozzd 50 g takarmdnyvakmintat, alaposan keverjitk 6ssze, és hagyjuk 10 percig dllni, majd tobbszor keverjiik
meg Ujra, mieltt folytatjuk a mveletet az extrahdldssal (5.2.).

Amennyiben a mintdval megegyez$ takarmdanyfajtdbol vett takarmdnyvakminta nem 4l rendelkezésre (ldsd az
5.1.1. pontot), a visszanyerési prébat a standard hozzdaddsos modszerrel lehet elvégezni. Ebben az esetben a
vizsgalt mintét az abban mdr jelen 1évével kozel azonos mennyiségti amproliummal dasitjuk. Ezt a mintdt a nem
dasitott mintdval egyiitt elemezziik, és a visszanyerést kivondssal szdmitjuk ki.

Extrahdlds
El6keverékek (ampréliumtartalom < 1 %) és takarmdnyok

Mérjiink ki 0,01 g pontossdggal, az amproliumtartalomt6l fiiggéen, 5-40 g mintdt egy 500 ml-es Erlenmeyer-
lombikba, és adjunk hozzd 200 ml extrahdl6 olddszert (3.8.). Helyezziik a lombikot az ultrahangos fiird6be
(4.4.), és hagyjuk benne 15 percig. Vegyiik ki a lombikot az ultrahangos fiird6bdl, és egy o6rdig rdzassuk a
razogépen, vagy keverjitk a magneses keverdvel (4.5.). Oldjuk a kivonat egy aliquot részét a mozgéfazissal (3.6.)
0,5-2 pg/ml ampréliumtartalomig és keverjiik ossze (ldsd az Eszrevételek 9.3. pontjat). Sziirjiik at ezen higitott
oldatnak 5-10 ml-ét egy membransztir6n (4.2.). Folytassuk a mtveletet a HPLC-meghatdrozdssal (5.3.).

El6keverékek (amprémiumtartalom = 1 %).

Mérjink ki 0,001 g pontossdggal, az amprdliumtartalomtdl fiiggSen, 1-4 g elSkeveréket egy 500 ml-es
Erlenmeyer-lombikba, és adjunk hozzd 200 ml extrahdl6 oldoszert (3.8.). Helyezziik a lombikot az ultrahangos
firddbe (4.4.), és hagyjuk benne 15 percig. Vegyiik ki a lombikot az ultrahangos fiird6bdl, és egy 6rdig rzassuk a
razogépen, vagy keverjitk a magneses keverdvel (4.5.). Oldjuk a kivonat egy aliquot részét a mozgéfazissal (3.6.)
0,5-2 pg/ml ampréliumtartalomig, és keverjilk ossze. Szirjik dt ezen higitott oldatnak 5-10 ml-ét egy
membransz{irén (4.2.). Folytassuk a miiveletet a HPLC-meghatdrozassal (5.3.).

HPLC-meghatdrozds
Paraméterek:

Az aldbbi vizsgdlati feltételek dtmutatdsként szolgdlnak, ettdl eltérd feltételeket is lehet haszndlni, feltéve, hogy
ezzel egyenértékd eredményt adnak.

Folyadékkromatografids

oszlop (4.1.1): 125 mm x 4 mm méret(i, kationcserél§ Nucleosil 10 SA, 5 vagy 10 pm-es toltettel,
vagy ezzel egyenértékd berendezés.

Mozgéfizis (3.6.): Acetonitril (3.2.), nétrium-dihidrogén- foszfét oldat (3.4.) és natrium-perklordt oldat
(3.5.) 450 + 450 + 100 (v + v + v) ardnyt keveréke.

Atdramldsi sebesség:  0,7-1 mlfperc

Kimutatasi hullimhossz: 264 nm
Befecskendezett mennyi-100 pl.
ség:

Ellendrizzitk a kromatogréfids rendszer stabilitdsdt oly mddon, hogy 1,0 pg/ml-es kalibrdl6oldatot (3.7.3.)
fecskendeziink be tobbszor, amig a csticsok magassdga és a retenciés id6k dlland6évd nem vélnak.

Kalibrdciés gorbe

Fecskendezziink be minden kalibrdléoldatot (3.7.3.) tobbszor egymds utdn, és hatdrozzuk meg az egyes
koncentricidkhoz tartozd csticsmagassigok (teriiletének) dtlagit. Szerkessziink kalibrciés gorbét tigy, hogy a
kalibralooldatok 4tlagos cstcsmagassdgait (teriileteit) az ordindtatengelyen, a hozzdjuk tartozd, pg/ml-ben
kifejezett koncentraciokat pedig az abszcisszdn dbrézoljuk.

Mintaoldat
Ugyanolyan mennyiségt oldatot hasznélva, mint amennyit a kalibraléoldatokndl haszndltunk, fecskendezzik be

a mintakivonatot (5.2.) egymads utdn tobbszor, és hatdrozzuk meg az amproéliumcsicsok dtlagos csiicsmagassagat
(teriiletét).

Az eredmények kiszdmitdsa

A mintaoldat ampréliumestcsainak dtlagmagassdgabdl (teriiletébdl) hatdrozzuk meg a mintaoldat pg/ml-ben



2009.2.26.

Az Eurdpai Unié Hivatalos Lapja

L 54/119

7.1.

7.1.2.

7.2.

7.3.

A minta mg/kg-ban kifejezett w amproliumtartalmdt a kovetkezd képlettel kapjuk meg:

Vxexf
=———— [mgfkg]
ahol:
V = az extrahdl6 olddszer (3.8.) ml-ben kifejezett térfogata, az 5.2. pont szerint (azaz 200 ml)
¢ = a mintakivonat (5.2.) pg/ml-ben kifejezett ampréliumkoncentraciéja
f = higitdsi faktor, az 5.2. pont szerint

m = a mintadarab tomege grammban.

Az eredmények validdldsa
Azonositds

Az analizdlt anyag azonositdsa parhuzamos kromatografidval vagy diddasoros detektor segitségével erdsithets
meg, amely sordn a mintakivonat (5.2.) és a 2,0 pg/ml-es kalibraléoldat (3.7.3.) spektrumat hasonlitjuk ossze.

Pirhuzamos kromatografia

A mintakivonatot (5.2.) megfelel§ mennyiségti kalibrdlooldattal (3.7.3.) dusitjuk. A hozzdadott amprélium
mennyisége kozel azonos legyen a mintakivonatban taldlhaté amprélium mennyiségével.

A hozzdadott mennyiséget és a kivonat higitdsat figyelembe véve, csak az amprdliumcstcs magassiga
emelkedhet. A cstics szélességének a legnagyobb magassdg felénél a dusitds el6tti mintakivonat amproliumesticsa
eredeti szélessége + 10 %-on beliil kell lennie.

Di6édasoros detektdlds

Az eredményeket a kovetkezd kritériumok szerint értékeljiik:

a)  a minta és a standard spektrumdban a kromatogram csticsmaximumdn rogzitett legnagyobb elnyeléshez
tartoz6 hullimhossznak a detektor felbontoképessége dltal meghatdrozott ttiréshatdron beliil azonosnak
kell lennie. A diddasoros detektorokndl ez a tiiréshatdr jellemz@en * 2 nm.

b) 210 és 320 nm kozott a spektrumnak a relativ abszorbancia 10 és 100 %-a kozotti tartomédnyba esé
részein a mintdnak és a standardnak a kromatogram csticsmaximumaén rogzitett spektruma nem térhet el
egymdstol. Ez a kritérium akkor teljesiil, ha ugyanazok a maximalis értékek vannak jelen, és a két spektrum
egyetlen vizsgdlt ponton sem tér el a standard abszorbancidjanak 15 %-dndl nagyobb mértékben.

c) 210 és 320 nm kozott, a mintakivonat dltal kivéltott cstics felszall6 dganak, csicsmaximumanak és leszdllo
dgdnak spektrumai nem térhetnek el egymdstdl a spektrumnak a relativ abszorbancia 10 és 100 %-a
kozotti tartomdnyba es§ részein. Ez a kritérium akkor teljesiil, ha ugyanazok a maximalis értékek vannak
jelen, és a spektrumok egyetlen vizsgdlt ponton sem térnek el a csicsmaximum spektruma
abszorbancidjanak 15 %-andl nagyobb mértékben.

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

Az ugyanazon mintdn végzett két pirhuzamos meghatdrozds eredménye kozotti kilonbség nem haladhatja meg
— 25 mgfkg és 500 mg/kg kozotti amproliumtartalom esetén a magasabb érték 15 %-dt,

— 500 mgfkg és 1 000 mgfkg kozotti amprdliumtartalom esetén a 75 mg/kg értéket,

— 1000 mg/kg feletti amproéliumtartalom esetén a magasabb érték 7,5 %-dt.

Visszanyerés

Disitott (vak-)minta esetében a visszanyerésnek legalibb 90 %-osnak kell lennie.
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9.1.

9.2.

9.3.

3.1.

3.2

A kérvizsgilat eredményei

Korvizsgdlatot szerveztek, amely sordn hdrom baromfitakarmdnyt (1-3. minta) egy dsvanyi takarmanyt (4.
minta) és egy el6keveréket (5. minta) analizaltak. Az eredmények a kovetkezd tdblazatban szerepelnek.

1. minta

(takarmdny- 2. minta 3. minta 4. minta 5. minta

vakminta)
L 14 14 14 14 15
n 56 56 56 56 60
atlag [NE/kg] — 45,5 188 5129 25140
s, [mg/kg] — 2,26 3,57 178 550
CV, [ %] — 4,95 1,90 3,46 2,20
sg [mg/kg] — 2,95 11,8 266 760
CVg [ %] — 6,47 6,27 5,19 3,00
Névleges tartalom [mg/kg] — 50 200 5000 25 000

a laboratériumok szdma

n = az egyedi értékek szdma
s, = az ismételhetSség szordsa

CV, = az ismételhetdség relativ szordsa
sg = a reprodukélhatésdg szordsa
CVr = a reprodukdlhatdsag relativ szordsa

Eszrevételek
Amennyiben a minta tiamint tartalmaz, a tiamincstics valamivel az ampréliumcsics el6tt jelenik meg a
kromatogramon. Ezt a médszert kovetve az amproliumot és a tiamint el kell védlasztani. Amennyiben az ebben a

modszerben haszndlt oszlopon (4.1.1.) nem sikeriil szétvélasztani az ampréliumot és a tiamint, akkor a
mozgdfazis (3.6.) acetonitril részének legfeljebb 50 %-dt helyettesitsiik metil-alkohollal.

A British Pharmacopoeia szerint az amproéliumoldat (¢ = 0,02 mél/l) spektruma sésavban (c = 0,1 mél[l) 246 nm
és 262 nm kozott ad maximumértékeket. Az abszorbancia értéke 246 nm-nél 0,84, 262 nm-nél 0,80.

A kivonatot mindig fel kell higitani a mozgéfazissal, mert egyébként az ampréliumesics retencids ideje
jelentGsen eltolddhat az ionerdben torténd valtozdsoknak koszonhetden.

D. KARBADOX MEGHATAROZASA

Metil 3-(2-kinoxalin-2-ilmetilén)karbazdt N',N*-dioxid

Cél és alkalmazdsi teriilet

Ez a médszer a takarmdnyokban, el6keverékekben és készitményekben 1évé karbadoxszint meghatdrozdsdra
szolgdl. A kimutatdsi hatdr 1 mg/kg, a meghatdrozasi hatdr 5 mg/kg.

Vizsgilati alapelv

A mintat vizzel stabilizdljuk és metil-alkohol-acetonitril keverékével extrahdljuk. Takarmanyok esetében, a
lesztirt kivonat egy aliquot részét aluminium-oxid oszlopon tisztitjuk. El6keverékek és készitmények esetében a
lesztirt kivonat egy aliquot részét megfelel§ koncentraciéra higitjuk vizzel, metil-alkohollal és acetonitrillel. A

karbadoxtartalmat forditott fazist, nagy teljesitményd folyadékkromatogréfidval (HPLC) hatirozzuk meg, UV-
detektor felhaszndldsaval.

Reagensek

Metil-alkohol

Acetonitril, HPLC mindségd.
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3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.11.1.

3.11.2.

4.1.

4.2.

Sésav, w = 100 %.

Aluminium-oxid: neutralis, 1. aktivitdsi fokozat.

Metil-alkohol — acetonitril 1 + 1 (v + v).

Keverjiink ossze 500 ml metil-alkoholt (3.1.) 500 ml acetonitrillel (3.2.).
Ecetsav, 0 = 10 %.

Higitsunk fel 10 ml ecetsavat (3.3.) vizzel 100 ml-ig.

Natrium-acetat

Viz, HPLC minGségi

Acetét pufferoldat, ¢ = 0,01 mél/l, pH = 6,0.

Oldjunk fel 0,82 g nédtrium-acetdtot (3.7.) 700 ml vizben (3.8.), és dllitsuk be a pH-t 6,0 ra ecetsavval (3.6.).
Ontsiik 4t egy 1 000 ml-es mérSlombikba, toltsiik fel jelig vizzel (3.8.), és keverjiik ossze.

Mozgdfazis a HPLC-hez:

Keverjiink 6ssze 825 ml acetdt pufferoldatot (3.9.) 175 ml acetonitrillel (3.2.).

Sziirjitk dt egy 0,22 pm-es szirén (4.5.), és gdzmentesitsiik az oldatot (pl. 10 percig tartd ultrahangos kezeléssel).
Standard anyag

Tiszta karbadox: Metil 3-(2-kinoxalin-2-ilmetilén)karbazdt N',N*-dioxid, E 850.

Karbadox standard torzsoldat, 100 pg/ml (ldsd a Megjegyzést az 5. A vizsgdlat
médja cimd pontban):

Mérjink ki 0,1 mg-os pontossaggal 25 mg karbadox standard anyagot (3.11.) egy 250 ml-es mérSlombikba.
Oldjuk fel metil-alkohol-acetonitril keverékében (3.5.) ultrahangos kezeléssel (4.7.). Az ultrahangos kezelést
kovetden dllitsuk az oldatot szobahémérsékletiire, toltsiik fel jelig metil-alkohol-acetonitril keverékével (3.5.), és
keverjitk Ossze. Tekerjikk a lombikot aluminiumfélidba vagy haszndljunk barna tiveglombikot, és tdroljuk
htit6ben. 4 °C-on vagy ennél alacsonyabb hémérsékleten az oldat egy honapig stabil.

Kalibrédldoldatok

Toltstink 4t 2,0, 5,0, 10,0 és 20,0 ml standard torzsoldatot (3.11.1.) 100 ml-es mér6lombikokba. Adjunk
hozzdjuk 30 ml vizet, toltsiik fel jelig metil-alkohol-acetonitril keverékével (3.5.), és keverjitk ossze. Tekerjiik a
lombikokat aluminiumfélidba. Ezek az oldatok 2,0, 5,0, 10,0, illetve 20,0 pg/ml karbadoxnak felelnek meg.

A kalibrél6oldatokat kozvetleniil a felhaszndlds el6tt kell elkésziteni.

Megjegyzés: A 10 mg/kg-nal kevesebb karbadoxot tartalmazé takarmanyoknal torténd meghatdrozasndl, 2,0 pg/
ml-nél alacsonyabb koncentréciéji kalibraloldatokat kell késziteni.

Viz-[metil-alkohol-acetonitril] keveréke (3.5.), 300 + 700 (v + v)

Keverjiink ossze 300 ml vizet 700 ml metil-alkohol-acetonitril keverékkel (3.5.).

Eszkozok

Laboratériumi rdzogép vagy magneses keverd.

Uvegszélas sz(ir6papir (Whatman GFJA vagy azzal egyenértékdi mds papir).
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4.3.

4.4.

4.4.1.

4.4.2.

4.5.

4.6.

4.7.

5.1.

5.1.2.

5.2.

5.2.2.

Uvegoszlop (300-400 mm hossztsagt, bels§ dtmérdje koriilbeliil 10 mm), perfordlt iiveglemezzel és leeresztd
csappal elldtva.

Megjegyzés: Elzardesappal elldtott iivegoszlop vagy kipos iivegesS szintén haszndlhatd; ebben az esetben
helyezziink egy kis iiveggyapot dugdt a cs6 alsd végébe és egy tivegpalcdval tomkodjiik le.

HPLC-berendezés 20 pl mennyiség befecskendezésére alkalmas befecskendezd rendszerrel
Folyadékkromatogrifids oszlop: Cy, 300 mm x 4 mm, 10 pm-es toltettel, vagy ezzel egyenértékd berendezés
Viltoztathaté hullimhosszon mérd UV-detektor vagy 225-400 nm kozott mérg diddasoros detektor

0,22 pm-es membransziirg

Membrénsz(irg, 0,45 pm

Ultrahangos fiirdé

A vizsgilat médja

Megjegyzés: A karbadox fényérzékeny. Az Osszes miiveletet csokkentett fény mellett végezziik vagy haszndljunk
barna tivegbdl késziilt, illetve aluminiumfélidba tekert tivegeszkozoket.

Altaldnos szabdlyok
Takarmdnyvakminta

A visszanyerési proba elvégzése el6tt vizsgdljunk meg egy takarmdnyvakmintit annak ellendrzésére, hogy sem
karbadox, sem interferdl6 anyagok nincsenek jelen. A referenciaminta ugyanolyan tipust takarmdny legyen, mint
a minta, és az analizis sordn karbadox vagy interferdlé anyagok ne legyenek kimutathatok benne.

Visszanyerési proba

A mintdban taldlhatéval kozel azonos mennyiség(i karbadoxszal dusitott takarmdnyvakminta (5.1.1.) analizisével
végezziink visszanyerési probat. Az 50 mgfkg szintre valé dusitishoz ontsiink 4t 5,0 ml standard torzsoldatot
(3.11.1.) egy 200 ml-es Erlenmeyer-lombikba. Pdroljuk be az oldatot koriilbeliil 0,5 ml-re nitrogéndramban.
Adjunk hozzd 10 g takarmanyvakmintdt, keverjik Ossze, és hagyjuk éllni 10 percig, miel6tt folytatjuk a
miiveletet az extrahdldssal (5.2.).

Amennyiben a mintdval megegyez$ takarmanyfajtdbol vett takarmdnyvakminta nem 4ll rendelkezésre (ldsd az
5.1.1. pontot), a visszanyerési prébét a standard hozzdaddsos modszerrel lehet elvégezni. Ebben az esetben a
mintat a mintdban méar meglévdvel kozel azonos mennyiségti karbadoxszal dusitjuk. Ezt a mintdt a nem ddsitott
mintéval egyiitt elemezziik, és a visszanyerést kivondssal szamitjuk ki.

Extrahdlds
Takarmdny

Mérjiink ki 0,01 g pontossdggal 10 g mintdt, és tegyitk bele egy 200 ml-es Erlenmeyer-lombikba. Adjunk hozzd
15,0 ml vizet, keverjitk 6ssze és stabilizdljuk 5 percig. Adjunk hozzd 35,0 ml metil-alkohol-acetonitril keveréket
(3.5.), dugaszoljuk le, és 30 percig rdzzuk a razogépen, vagy keverjitk a magneses keverével (4.1.) Sziirjik at az
oldatot tivegszélas sztirGpapiron (4.2.). Ezt az oldatot haszndljuk a deritésnél (5.3.).

Eldkeverékek (0,1-2,0 %).

Mérjiink ki 0,001 g pontossdggal 1 g Sroletlen mintat, és tegyiik egy 200 ml-es Erlenmeyer-lombikba. Adjunk
hozza 15,0 ml vizet, keverjitk 6ssze, és stabilizdljuk 5 percig. Adjunk hozzd 35,0 ml metil-alkohol-acetonitril
keveréket (3.5.), dugaszoljuk le, és 30 percig rizzuk a rdzdgépen, vagy keverjitk a médgneses keverdvel (4.1.).
Szirjiik 4t az oldatot iivegszdlas sziir6papiron (4.2.).
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5.2.3.

5.3.

5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

A sziirlet egy aliquot részét pipettazzuk 4t egy 50 ml-es mérSlombikba. Adjunk hozzdjuk 15,0 ml vizet, toltsiik
fel jelig metil-alkohol-acetonitril keverékével (3.5.), és keverjiik ossze. A végs oldat karbadox koncentricidjanak
koriilbeliil 10 pg/ml-nek kell lennie. Egy aliquot részt szirjiink at egy 0,45 pm-es sz(ir6n (4.6.).

Folytassuk a miveletet a HPLC-meghatdrozdssal (5.4.).

Készitmények (> 2 %).
Mérjiink ki 0,001 g pontossaggal 0,2 g éroletlen mintdt, és tegyiik egy 250 ml-es Erlenmeyer-lombikba. Adjunk
hozzd 45,0 ml vizet, keverjiik 6ssze, és stabilizéljuk 5 percig. Adjunk hozzd 105,0 ml metil-alkohol-acetonitril

keveréket (3.5.), dugaszoljuk le, és homogenizéljuk. Kezeljitk a mintdt ultrahanggal (4.7.) 15 percig, majd ezt
kovetden razassuk vagy keverjikk (4.1.) 15 percig. Szfirjitk dt az oldatot tivegszalas sztirGpapiron (4.2.).

A sziirlet egy aliquot részét higitsuk fel viz—metil-alkohol-acetonitril keverékkel (3.12.) 10-15 pg/ml-es végss
karbadoxkoncentrécioig (egy 10 %-os készitmény esetében a higitdsi faktor 10). Egy aliquot részt sziirjink dt egy
0,45 pm-es sz(irén (4.6.).

Folytassuk a miiveletet a HPLC-meghatdrozdssal (5.4.).

Derités
Az aluminium-oxid oszlop elékészitése

Mérjiink le 4 g aluminium-oxidot (3.4.), és helyezziik az tivegoszlopra (4.3.).

A minta deritése

Engedjiink 4t az aluminium-oxid oszlopon 15 ml lesziirt kivonatot (5.2.1.), és ontsiik el az elsé 2 ml eludtumot.
Vegyiik fel a kovetkezd 5 ml-t, és egy aliquot részét szfirjitk at egy 0,45 pm-es szlir6n (4.6.).

Folytassuk a miveletet a HPLC-meghatdrozdssal (5.4.).

HPLC-meghatdrozds
Paraméterek

Az aldbbi vizsgilati feltételek csak ttmutatdsként szolgédlnak, ettdl eltérd feltételeket is lehet haszndlni, feltéve,
hogy ezzel egyenértéki eredményt adnak:

Folyadékkromatogréfis

oszlop (4.4.1): 300 mm x 4 mm, Cyg, 10 pm-es toltettel, vagy ezzel egyenértékd berendezés.
Mozgdéfazis (3.10.): Acetat pufferoldat (3.9.) és acetonitril (3.2.) 825 + 175 (v + v) ardnyu keveréke.
Atdramlasi sebesség:  1,5-2 ml/perc

Kimutatdsi hullimhossz: 365 nm

Befecskendezett mennyi-20 pl.
ség:

Ellendrizzik a kromatogréfids rendszer stabilitdsit oly médon, hogy 5,0 pg/ml-es kalibréléoldatot (3.11.2.)
fecskendeziink be tobbszor, amig a csicsmagassagok (vagy teriiletek) és a retencios iddk allandéva nem vélnak.

Kalibrdciés gorbe
Fecskendezziink be minden kalibrdléoldatot (3.11.2)) tobbszor egymds utdn, és hatdrozzuk meg az egyes
koncentrdcidkhoz tartozd csticsmagassdgokat (teriileteket). Szerkessziink kalibraciés gorbét gy, hogy a

kalibrdl6oldatok étlagos csticsmagassdgait (teriileteit) az ordindtatengelyen, a hozzdjuk tartozd, pg/ml-ben
kifejezett koncentraciokat pedig az abszcisszan dbrazoljuk.

Mintaoldat

Fecskendezziik be a mintakivonatot ((5.3.2.) a takarmdnyok, (5.2.2.) az el6keverékek és (5.2.3.) a készitmények
esetében) egymds utdn tobbszor, és hatdrozzuk meg a karbadox dtlagos csicsmagassagat (teriiletét).

Az eredmények kiszdmitisa

A mintaoldat karbadoxcsticsainak dtlagmagassigabdl (teriiletébdl) hatdrozzuk meg a mintaoldat pg/ml-ben
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6.1.

6.2.

7.1.

Takarmdny

A minta mgfkg-ban kifejezett w karbadoxtartalmat a kovetkezd képlet segitségével kapjuk meg:

ahol:

Vi

Vi

[mgkg]

a mintakivonat (5.3.2.) pg/ml-ben kifejezett karbadoxkoncentricidja.

= a ml-ben kifejezett extrahdlt térfogat (pl. 50)

a mintadarab tomege grammban.

ElGkeverékek és készitmények.

A minta mgfkg-ban kifejezett w karbadoxtartalmdt a kovetkezd képlet segitségével kapjuk meg:

ahol:

cxVy xf
=——2" [mgkg]

a mintakivonat (5.2.2. vagy 5.2.3.) pg/ml-ben kifejezett karbadoxkoncentraciéja.
a ml-ben kifejezett extrahdlt térfogat (azaz az elGkeverékek esetében 50; a készitmények esetében 150).
higitasi faktor az 5.2.2. pont szerint (el6keverékek) vagy az 5.2.3. pont szerint (készitmények).

a mintadarab tomege grammban.

Az eredmények validdldsa

Azonositds

Az analizdlt anyag azonositdsa parhuzamos kromatogréfidval vagy diddasoros detektor hasznalatdval erdsithetd
meg, amely sordn a mintakivonat és a 10,0 ug/ml-es kalibrdléoldat (3.11.2.) spektrumat hasonlitjuk 6ssze.

Pirhuzamos kromatogrifia

A mintakivonatot megfelel§ mennyiségi kalibralooldattal (3.11.2.) dusitjuk. A hozzdadott karbadox mennyisége
kozel azonos legyen a mintakivonatban taldlhaté karbadox becsiilt mennyiségével.

A hozzdadott mennyiséget és a kivonat higitasat figyelembe véve, csak a karbadoxcstics magassdga emelkedhet. A
csucs szélességének a legnagyobb magassig felénél az eredeti szélesség + 10 %-on beliil kell lennie.

Di6édasoros detektdlds

Az eredményeket a kovetkezd kritériumok szerint értékeljiik:

a)

a minta és a standard spektrumdban a kromatogram csticsmaximuman rogzitett legnagyobb elnyeléshez
tartozé hullimhossznak a detektor felbontoképessége dltal meghatdrozott tiiréshatdron beliil azonosnak
kell lennie. A diddasoros detektorokndl ez a ttiréshatdr jellemz&en + 2 nm;

225 és 400 nm kozott a spektrumnak a relativ abszorbancia 10 és 100 %-a kozotti tartomdnyba es§
részein a mintdnak és a standardnak a kromatogram csticsmaximumadn rogzitett spektruma nem térhet el
egymastdl. Ez a kritérium akkor teljesiil, ha ugyanazok a maximalis értékek vannak jelen, és a két spektrum
egyetlen vizsgédlt ponton sem tér el a standard abszorbancidjanak 15 %-dnal nagyobb mértékben;

225 és 400 nm kozott a mintakivonat dltal kivaltott cstcs felszallé dganak, csticsmaximumadnak és leszallo
dgdnak spektrumai nem térhet el egymdstdl a spektrumnak a relativ abszorbancia 10 és 100 %-a kozotti
tartomdnyba es§ részein. Ez a kritérium akkor teljesiil, ha ugyanazok a maximalis értékek vannak jelen, és
a spektrumok egyetlen vizsgdlt ponton sem térnek el a csticsmaximum spektruma abszorbancidjanak
15 %-dnal nagyobb mértékben.

Amennyiben ezen kritériumok valamelyike nem teljesiil, az analizélt anyag jelenléte nem bizonyitott.
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7.2.

7.3.

Ismételhetdség

A 10 mg/kg vagy magasabb karbadoxtartalmt anyagok esetében az ugyanazon mintdn végzett két pirhuzamos
meghatdrozds eredménye kozotti kilonbség nem haladhatja meg a magasabb érték 15 %-dt.

Visszanyerés

Disitott (vak)minta esetében a visszanyerésnek legaldbb 90 %-osnak kell lennie.

A korvizsgilat eredményei
Korvizsgélatot szerveztek, amely sordn hat takarmdnyt, négy elSkeveréket és hirom készitményt analizdltak
nyolc laboratériumban. Minden mintdn kettds analizist végeztek. (Err6l a korvizsgdlatrol részletesebb

informaciok a kovetkezd helyen szerepelnek: Journal of the AOAC, 71. kotet, 1988, 484-490. o). Az
eredmények (a szélséértékek kizdrdsaval) a kovetkezd tdblazatokban lathatok:

1. tdbldzat

A takarmdnyokon végzett korvizsgilat eredményei

1. minta 2. minta 3. minta 4. minta 5. minta 6. minta

L 8 8 8 8 8 8

n 15 14 15 15 15 15

Atlag (mg/kg) 50,0 47,6 48,2 49,7 46,9 49,7
S: (mg/kg) 2,90 2,69 1,38 1,55 1,52 2,12
CV, (%) 5,8 5,6 2,9 3,1 3,2 4,3
Sk (mg/kg) 3,92 4,13 2,23 2,58 2,26 2,44
CVr (%) 7,8 8,7 4,6 5,2 4,8 4,9
Névleges tartalom (mg/kg) 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0

2. tdbldzat

Az elGkeverékeken és készitményeken végzett korvizsgélat eredményei

ElSkeverékek Készitmények

A B C D A B C
L 7 7 7 7 8 8 8
n 14 14 14 14 16 16 16
Atlag (g[kg) 8,89 9,29 9,21 8,76 94,6 98,1 104
S, (g/ke) 037 0,28 0,28 0,44 41 5,1 7,7
CV, (%) 4,2 3,0 3,0 5,0 4,3 52 7,4
Sk (g/ke) 037 0,28 0,40 0,55 5.4 6,4 7,7
CVr (%) 4,2 3,0 4,3 6,3 5,7 6,5 7.4
Névleges tartalom (mg/ 10,0 10,0 10,0 10,0 100 100 100
kg)
L = alaboratériumok szdma
n = az egyedi értékek szdma
S, = az ismételhetGség szordsa
CV, = az ismételhetGség relativ szordsa
Sk = a reprodukdlhat6sdg szordsa
CVy = a reprodukélhatdsig relativ szordsa
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IX. MELLEKLET

A 6. CIKKBEN EMLITETT MEGFELELESI TABLAZATOK

71/250/EGK irdnyelv

71/250/EGK irdnyelv

Ez a rendelet

. cikk, els§ albekezdés
. cikk, mdsodik albekezdés
. cikk

3. cikk

Melléklet, 1. rész
Melléklet, 2. rész
Melléklet, 3. rész
Melléklet, 4. rész
Melléklet, 5. rész
Melléklet, 6. rész
Melléklet, 7. rész
Melléklet, 9. rész
Melléklet, 10. rész
Melléklet, 11. rész
Melléklet, 12. rész
Melléklet, 14. rész
Melléklet, 16. rész

N = =

3. cikk
2. cikk

II. melléklet

IIL. melléklet, O. rész
III. melléklet, M. rész
III. melléklet, N. rész
ML melléklet, Q. rész
1L melléklet, K. rész

==

IIL. melléklet, J. rész
III. melléklet, D. rész

71/393/EGK iranyelv

71/393/EGK irdnyelv

Ez a rendelet

1. cikk

2. cikk

3. cikk

Melléklet, L. rész
Melléklet, II. rész
Melléklet, III. rész
Melléklet, IV. rész

3. cikk

III. melléklet, A. rész
M. melléklet, E. rész
III. melléklet, P. rész
IIL. melléklet, H. rész

72[199/EGK irényelv

72/199/EGK irdnyely

Ez a rendelet

1. cikk

2. cikk

3. cikk

4. cikk

1. melléklet, 1. rész
1. melléklet, 2. rész
1. melléklet, 3. rész
I. melléklet, 4. rész
I. melléklet, 5. rész
II. melléklet

3. cikk

M. melléklet, L. rész
1L melléklet, C. rész

V. melléklet, A. rész
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73/46/EGK irdnyelv

73[46/ECGK irdnyelv

Ez a rendelet

1. cikk
3. cikk
4. cikk
L. melléklet, 1. rész
L. melléklet, 2. rész
L. melléklet, 3. rész

3. cikk

1IL. melléklet, B. rész

1L melléklet, . rész

76/371/EGK irdnyelv

76/371[EGK irdnyelv

Ez a rendelet

1. cikk
2. cikk
3. cikk
Melléklet

1. cikk

I. melléklet

76/372[EGK irdnyelv

76/372[EGK irdnyelv

Ez a rendelet

1. cikk
2. cikk
3. cikk
Melléklet

78/633[EGK irdnyelv

78/633[EGK irdnyelv

Ez a rendelet

1. cikk

2. cikk

3. cikk

Melléklet, 1. rész
Melléklet, 2. rész
Melléklet, 3. rész

)

. cikk

IV. melléklet, C. rész

81/715/EGK irényelv

81/715(EGK irdnyely

Ez a rendelet

1. cikk

2. cikk

3. cikk

Melléklet
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10.

11.

12.

13.

84/425[EGK irdnyelv

84/425EGK irdnyelv Ez a rendelet
1. cikk _
2. cikk —
3. cikk —
Melléklet —
86/174/EGK irdnyelv

86/174[EGK irdnyelv Ez a rendelet
1. cikk 4. cikk
2. cikk _
3. cikk —
Melléklet VIL melléklet
93/70/EGK irdnyelv

93/70/EGK irdnyelv Ez a rendelet
1. cikk 3. cikk
2. cikk —
3. cikk —
Melléklet IV. melléklet, D. rész

93/117/EK irdnyelv

93/117[EK irdnyelv

Ez a rendelet

1. cikk
2. cikk
3. cikk
Melléklet, 1. rész
Melléklet, 2. rész

3. és 5. cikk

IV. melléklet, E. rész
VI melléklet, A. rész

98/64/EK irdnyelv

98/64/[EK irdnyelv

Ez a rendelet

. cikk
. cikk
. cikk
4. cikk
Melléklet, A. rész
Melléklet, C. rész

w N =

3. és 5. cikk

I1I. melléklet, F. rész
VIIIL. melléklet, B. rész
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14.

15.

16.

17.

1999/27[EK irdnyelv

1999/27EK irdnyely

Ez a rendelet

. cikk
cikk
cikk
cikk
cikk
. cikk
7. cikk
Melléklet, A. rész
Melléklet, B. rész
Melléklet, C. rész

S

3. és 5. cikk

VIIIL. melléklet, C. rész
IV. melléklet, F. rész
VIII. melléklet, D. rész

1999/76/EK irdnyelv

1999/76[EK irdnyely

Ez a rendelet

1. cikk
2. cikk
3. cikk
4. cikk
Melléklet

3. cikk

IV. melléklet, G. rész

2000/45[EK irdnyelv

2000/45/EK irdnyelv

Ez a rendelet

. cikk
. cikk
. cikk
. cikk
Melléklet, A. rész
Melléklet, B. rész
Melléklet, C. rész

BN =

3. cikk

IV. melléklet, A. rész
IV. melléklet, B. rész
1L melléklet, G. rész

2002/70[EK irdnyelv

2002/70[EK irdnyelv

Ez a rendelet

cikk
cikk
cikk
. cikk
5. cikk
I. melléklet
II. melléklet

bl B

1. cikk
2. és 3. cikk

I. melléklet és V. melléklet, B. (L) rész

II. melléklet és V. melléklet, B. (IL.) rész
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18. 2003/126[EK irdnyelv

2003/126/EK irdnyelv Ez a rendelet

. cikk 3. cikk

. cikk —

. cikk —

. cikk —

. cikk —

. cikk —
Melléklet VI. melléklet

(= N B O N I




MEGJEGYZES AZ OLVASOHOZ
Az intézmények tgy hatdroztak, hogy a jovében nem tiintetik fel szovegeikben az idézett jogszabdly
utolsé modositasat.

Ellenkez§ jelzés hidnyaban, az itt megjelent szovegekben a jogszabdlyokra torténd hivatkozast a
hatélyos véltozatukra torténd hivatkozasként kell értelmezni.
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