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

a takarmanyok hatosagi ellenérzése soran alkalmazott mintavételi
és vizsgalati médszerek megallapitasarol

(EGT-vonatkozasu szoveg)

1. cikk

A takarmanyok hatosagi ellenérzésére, kiilonos tekintettel az alkotdele-
mek, tobbek kozott a géntechnologiaval modositott szervezeteket
(GMO-kat) tartalmazo, azokbol allo, illetve azokbol eldallitott anyagok,
az 1831/2003/EK rendelet (') szerinti takarmany-adalékanyagok és a
2002/32/EK eurdpai parlamenti és tanacsi iranyelv (%) szerinti nemkiva-
natos anyagok meghatdrozasara szolgald mintavételezést az 1. mellék-
letben meghatarozott modszereknek megfelelden kell elvégezni.

Az 1. mellékletben foglalt mintavételi modszer alkalmazando6 a takarma-
nyoknal el6forduldé peszticid-szermaradvanyok 2005. februar 23-i
396/2005/EK eurdpai parlamenti és tanacsi rendelet (%) szerinti meghata-
rozasara iranyuld ellendrzés, valamint a 619/2011/EU rendeletnek vald
megfelelés ellendrzése soran.

2. cikk

Az analitikai vizsgalat céljara szolgald mintak elokészitését és az ered-
mények megadasat a II. mellékletben el6irt modszerek szerint kell
végrehajtani.

3. cikk

A takarméanyok hatdsagi ellendrzésére szolgald analitikai vizsgélatokat a
II. mellékletben (Analitikai modszerek a takarmany-alapanyagok és
» C1 takarmanykeverékek « Osszetételének ellendrzésére), a IV.
mellékletben (Analitikai modszerek a takarmanyokban 1évé engedélye-
zett adalékanyagok szintjének ellendrzésére), az V. mellékletben (Ana-
litikai modszerek a takarmanyokban 1évé nemkivéanatos anyagok ellen-
Orzésére) és a VI. mellékletben (A takarmanyok hatosagi ellendrzése
soran az allati eredetli alkotdelemek meghatarozasara szolgald analitikai
modszerek) eléirt modszerek szerint kell végrehajtani.

4. cikk

»C1 A baromfitakarmany-keverék « energiaértékét a VII. mellék-
letnek megfeleléen kell kiszamitani.

5. cikk

Megerdsités céljabol a VIII. mellékletben a mar nem engedélyezett
adalékanyagok takarmanyokban valo illegalis jelenlétének ellendrzésére
eloirt analitikai modszereket kell hasznalni.

(') HL L 268., 2003.10.18., 29. o.
() HL L 140., 2002.5.30., 10. o.
¢) HL L 70., 2005.3.16., 1. o.
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6. cikk

A 7T1/250/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
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 iranyelv hatalyat veszti.

A hatalyon kiviil helyezett iranyelvekre torténé hivatkozasokat az e
rendeletre torténd hivatkozasoknak kell tekinteni, és a IX. mellékletben
talalhatdo megfelelési tablazatokkal 6sszhangban kell értelmezni.

7. cikk
Ez a rendelet az Eurdpai Unio Hivatalos Lapjiban vald kihirdetését
kovetd huszadik napon 1€p hatalyba.
Ezt a rendeletet 2009. augusztus 26-t6] kell alkalmazni.

Ez a rendelet teljes egészében kotelezd és kozvetleniil alkalmazando
valamennyi tagallamban.
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I MELLEKLET
MINTAVETELI MODSZEREK

CEL ES ALKALMAZASI TERULET

A takarmanyok hatdsagi ellenérzésére szolgaldo mintavételezést az alab-
biakban leirt médszerek szerint kell elvégezni. Az igy nyert mintakat a
mintavételi tételek reprezentativ részének kell tekinteni.

A reprezentativ mintavétel célja kisebb mennyiséget venni a tételbdl oly
modon, hogy e mennyiség barmely jellemzd tulajdonsaganak meghata-
rozasaval az adott tulajdonsagot illetden a teljes tételre érvényes kozép-
értéket kapjunk. A mintavételezés soran a tétel kiilonb6zd részeibol
ismételten elemi mintakat kell venni. Ezen elemi mintdkat Ossze kell
keverni annak érdekében, hogy az igy nyert atlagolt mintabol reprezen-
tativ osztassal reprezentativ végsé mintakat lehessen kialakitani.

Ha a mintavételre keriild takarmanyadagok szemrevételezés alapjan
mindségi eltérést mutatnak a takarmany ugyanazon tételének tobbi
részéhez képest, a szoban forgd adagokat el kell kiiloniteni és altételként
kell kezelni 6ket. Amennyiben a takarmanyt nem lehet kiilonallo altéte-
lekre osztani, azt egyetlen tételként kell mintavételezni. Ebben az
esetben errdl a tényrdl emlitést kell tenni a mintavételi jegyzokonyvben.

Ha az e rendelet el6irasai alapjan mintavételezett takarmanyrol megalla-
pitjak, hogy nem felel meg az unids kovetelményeknek, tovabba az egy
azonos osztaly(l vagy megnevezésii takarmanytétel részét képezi, abbol
kell kiindulni, hogy a tétel tobbi része sem biztonsagos, kivéve, ha a
részletes atvizsgalas soran nem bizonyithatd, hogy a tétel tobbi része
nem felel meg az unids kovetelményeknek.

FOGALOMMEGHATAROZASOK

— Tétel: azonositott mennyiségli takarmany, amely kozos jellemzokkel
rendelkezik, Ggymint eredet, fajta, a csomagolas tipusa, csomagolo,
felado, cimkézés, valamint — el6allitasi folyamat esetében — az
egyetlen lizemben egységes eléallitasi paraméterek mellett eléallitott
termelési egység vagy — amennyiben azokat egymas utan folyama-
tosan allitjak el6 és egyiitt taroljak — tobb ilyen egység.

— Mintavételi tétel: egy tétel, illetve a tétel vagy altétel egy azonositott
része.

— Lepecsételt minta: pecséttel oly modon ellatott minta, hogy a pecsét
felsértése vagy eltavolitasa nélkiil ne lehessen hozzaférni a mintdhoz.

— Elemi minta: a mintavételi tétel egy pontjabol vett mennyiség.

— Atlagolt minta: ugyanazon mintavételi tételbdl vett elemi mintak
egyesitésével nyert minta.

— Redukalt minta: az atlagolt minta olyan része, amelyet az utobbibol
reprezentativ redukalasi folyamattal nyernek.

— Végsé minta: a redukalt minta vagy a homogenizalt 4tlagolt minta
egy része.

— Laboratériumi minta: a laboratorium részére szant minta (a laborato-
riumba érkezd minta), amely lehet végs6, redukalt vagy atlagolt
minta.
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3.

4.2.
4.2.1.
42.1.1.
42.1.2.

4.2.2.

4.23.

ALTALANOS RENDELKEZESEK

— A mintavételt végz6 személyzet: a mintavételezést az illetékes hato-
sagok altal erre a feladatra felhatalmazott személyek végzik.

— A mintat pecséttel kell ellatni ugy, hogy a pecsét felsértése vagy
eltavolitasa nélkiil ne lehessen hozzaférni a mintdhoz. A pecsétjelnek
egyértelmiien azonosithatonak és jol lathatonak kell lennie. Egy
masik lehetdség szerint a mintat zarhaté edénybe kell helyezni oly
modon, hogy azt a taroléedény vagy tartaly visszafordithatatlan
roncsolasa nélkiil ne lehessen felnyitni, elkeriilve igy a taroléedény
vagy tartdly esetleges Ujrafelhasznélasat.

— A minta azonositasa: a mintat letorélhetetleniil meg kell jelolni és
azonositani kell oly mdodon, hogy egyértelmii kapcsolata a mintavé-
teli jegyzokonyvvel megallapithatod legyen.

— Valamennyi atlagolt mintabdl legalabb kettd végsé mintat kell venni:
egyet az ellenérzéshez (hatosagi ellendrzés), egyet pedig a takarma-
nyipari vallalkozo részére (védelem). Adott esetben referencia
céljabol is lehet végsé mintat venni. Amennyiben a teljes atlagolt
minta homogenizalt, a végsé mintakat a homogenizalt atlagolt
mintabol kell venni, ha ez az eljaras nem {itkézik az adott tagallam
takarmanyipari vallalkozoi jogokra vonatkozé jogszabalyaiba.

BERENDEZES

A mintavételi eszkozoket olyan anyagokbol kell késziteni, amelyek nem
szennyezhetik a mintavételre keriil¢ termékeket. A tobbszori hasznalatra
szant eszkozoknek konnyen tisztithatonak kell lenniiik a keresztszeny-
nyezddések elkeriilése érdekében.

Szilard takarmanyok mintavételére ajanlott eszkozok
Kézi mintavétel
Lapos feneki, fiiggbleges oldalu lapat.

Nyilassal vagy rekeszekkel rendelkez6 mintavételi szurcsap. A mintavé-
teli szarcsap méretének Osszhangban kell lennie a mintavételi tétel
jellemzdivel (a tartaly mélysége, a gongydleg nagysaga stb.), valamint
a takarmany részecskeméretével.

Amennyiben a mintavételi szircsapon tobb nyilas talalhato, e nyilasokat
rekeszekkel kell elvalasztani, vagy a szlrcsapnak lépcsésen elhelyezett,
szekvencidlis nyilasokkal kell rendelkeznie annak biztositdsara, hogy a
mintavételezés a szlrcsap egymas mellett elhelyezkedd kiilonboz6 pont-
jain torténjen.

Gépi mintavétel

Mozgasban 1év6 takarmanyok mintavételére megfeleld gépi eszkozok
hasznalhatok. Az eszkéz megfeleldnek tekinthetd, ha alkalmas legalabb
az anyagaram teljes keresztmetszetének mintavételezésére.

A (magas aramlasi sebességgel) mozgasban 1évo takarmanyok esetében
automata mintavevoket lehet hasznalni.

Mintaoszto

Ha lehetséges és indokolt, a minta megkozelitden egyenl6 részekre valod
felosztasara tervezett eszkozt kell hasznalni a redukalt mintak reprezen-
tativ elkészitéséhez.
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5.

5.1

AZ ELEMI ,MINTAK SZAMARA VONATKOZO MENNYISEGI
KOVETELMENYEK

— Az elemi mintak szamara vonatkozéan az 5.1. és 5.2. pontban leirt
mennyiségi kovetelmények alkalmazandok az 500 tonnat meg nem
haladé tomegli és a reprezentativ moédon mintavételezhetd tételek
esetében. A bemutatott mintavételi eljards érvényes a mintavételi
tétel eldirt maximalis méreténél nagyobb mennyiségekre is, feltéve,
hogy figyelmen kiviil hagyjak az elemi mintak alabbi tablazatokban
feltiintetett maximalis szamat, hogy az elemi mintdk szdmanak
meghatarozasa az eljaras megfeleld részénél megadott négyzetgyokos
képlettel torténik (lasd: az 5.3. pont), valamint hogy az atlagolt minta
minimalis méretét aranyosan novelték. Ez nem zarja ki egy nagy
tétel kisebb altételekre torténd felosztasat, amelyet kdvetéen minden
egyes altételt az 5.1. és 5.2. pontban leirt eljarassal dsszhangban kell
mintavételezni.

— A mintavételi tételnek akkoranak kell lennie, hogy minden egyes
alkotorészébdl mintat lehessen venni.

— Igen nagy témegli (> 500 tonna) tételek és altételek, valamint azon
tételek esetében, amelyek szallitdsa vagy taroldsa nem teszi lehetdvé
az e fejet 5.1. és 5.2. pontja szerinti mintavételi eljarast, az 5.3.
pontban bemutatott eljarast kell alkalmazni.

— Ha a takarmanyipari vallalkozot kotelez6 monitoringrendszer kere-
tében jogszabalyok kotelezik az e rendeletben foglaltaknak valo
megfelelésre, a vallalkozdo a miikodési jellemzok figyelembevétele
érdekében — az illetékes hatosag engedélyét kovetden — eltérhet az
e fejezetben megallapitott mennyiségi kovetelményektdl, feltéve,
hogy az illetékes hatésdg szamara kielégitdé modon bizonyitotta a
mintavételi eljaras egyenértékiiségét a reprezentativitas tekintetében.

— Kiilonleges esetekben, amikor (a csomagolasi forma, szallitas és
tarolas modja stb. miatt) a mennyiségi kovetelmények szerinti minta-
vételi mddszer nem alkalmazhato a tételen bekovetkezé elfogadha-
tatlan gazdasagi kar miatt” alternativ mintavételi modszert lehet
alkalmazni, feltéve, hogy az a lehet6ségekhez képest reprezentativ,
tovabba azt teljes kortien leirjak és dokumentaljak.

A takarmanyban egyenletesen eloszl6 anyagok és termékek ellen-
orzése kapcsan az elemi mintikra vonatkoz6 mennyiségi kovetelmé-
nyek

Omlesztett szildard takarmadny

A mintavételi tétel tomege Az elemi mintdk minimalis szama
< 2,5 tonna 7
> 2.5 tonna a mintavételi tételt (*) kitevo

tonndk szémanak V20-szorosa,
legfeljebb 40 elemi minta

(*) Amennyiben az eredmény tortszam, fel kell kerekiteni a legkdzelebbi egész
szamra.
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Omlesztett folyékony takarmdny

A mintavételi tétel tomege Az elemi mintdk minimalis szama
< 2,5 tonna vagy < 2 500 liter 4 (%)
> 2,5 tonna vagy > 2 500 liter 7(%)

(*) Amennyiben nem lehet homogén folyadékot elérni, novelni kell az elemi
mintak szamat.

Kiszerelt takarmany

A (szilard és folyékony) takarmanyt zsakokba, gongydlegekbe, dobo-
zokba, hordokba stb. lehet csomagolni, amelyek a tablazatban egységek
néven szerepelnek. A nagy egységek (> 500 kg vagy liter) esetében a
mintavételezésnek az Omlesztett takarmanyokra érvényes eldirasokkal
Osszhangban kell torténnie (lasd: az 5.1.1. és az 5.1.2. pont).

Azon egységek minimalis szdma,
A mintavételi tétel tomege amelyekbdl (legalabb) egy elemi mintat
kell venni (*)

1-20 egység 1 egység (**)
21-150 egység 3 egység (**)
151-400 egység 5 egység (**)
> 400 egység a mintavételi tételt (¥**) kitevo

egységek Vszamanak egy negyede,
legfeljebb 40 egység

(*) Ha egy egység felbontasa befolyasolhatja a vizsgalatot (pl. romland6 nedves
takarmanyoknal), az elemi mintanak a felbontatlan egységnek kell lennie.
(**) Az 1 kg-ot vagy 1 litert meg nem halado egységek esetében az elemi
mintanak egy eredeti egység tartalmanak kell lennie.
(***) Amennyiben az eredmény tortszam, fel kell kerekiteni a legkozelebbi egész
szamra.

Takarmanytombok és nyalésok

A 25 egységbdl allo mintavételi tételenként legalabb egy, legfeljebb 4
tombot vagy nyalosot kell mintaként venni.

Az egyenként 1 kg-ot meg nem haladd tomegii tombok és nyaldsok
esetében az elemi mintdnak egy tombnek vagy egy nyalosonak kell
lennie.

Szalastakarmany/zéldtakarmany

A mintavételi tétel tomege Az elemi mintak minimalis szama (*)
< 5 tonna 5
> 5 tonna a mintavételi tételt (**) kitevo
tonnadk  szamanak \/5-szorosa,
legfeljebb 40 elemi minta

(*) Elismert tény, hogy bizonyos helyzetekben (pl. silétakarméanyok esetében) a
tétel elfogadhatatlan mértékii sériilése nélkiil nem lehet teljesiteni az elemi
mintdk szdmara vonatkozé eldirast. Ekkor alternativ moédszerhez lehet folya-
modni, és még e rendelet alkalmazasanak megkezdése el6tt utmutatd késziil
az ilyen tipusu tételek mintavételezéséhez.

(**) Amennyiben az eredmény tortszam, fel kell kerekiteni a legkozelebbi egész
szamra.
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5.2.

5.3.

A takarmanyban egyenetleniil eloszl6 anyagok és termékek ellen-
6rzése kapcsan az elemi mintidkra vonatkozé mennyiségi kovetelmé-
nyek

Az elemi mintak szdmara vonatkozoan itt ismertetett kovetelményeket az
alabbi esetekben kell alkalmazni:

— takarmany-alapanyagokban el6fordulé aflatoxinok, anyarozs, mas
mikotoxinok és karos botanikai szennyezddések ellendrzése,

— alkotoelemek, tobbek kozott a géntechnologiaval modositott anyagok
okozta keresztszennyezddés, illetve a takarmany-alapanyagokban
feltételezhetden egyenetleniil eloszld anyagok ellendrzése.

Amennyiben az ellendrzést végzo hatdsagnak erds a gyantja, hogy ez az
egyenetlen eloszlas valamely alkotoelem, illetve az Osszetett takar-
manyban talalhato valamely anyag okozta keresztszennyez6dés nyoman
is fellép, az alabbi tablazatban feltiintetett mennyiségi kovetelményeket
lehet alkalmazni.

A mintavételi tétel tomege Az elemi mintak minimalis szama

< 80 tonna Lasd: az 5.1. pont szerinti mennyiségi
kovetelmények. Az elemi mintdk sziik-
séges szamat meg kell szorozni 2,5-tel.

> 80 tonna 100

Az igen nagyméretii tételek esetében az elemi mintikra vonatkozé
mennyiségi kovetelmények

A nagyméretii mintavételi tételek (> 500 tonna) esetében az elemi
mintak sziikséges szdma = 40 elemi minta + Vtonna a takarményban
egyenletesen eloszlo anyagok ¢és termékek ellendrzése esetén, vagy
100 clemi minta + Vtonna a takarméanyban feltételezhet6en egyenetleniil
eloszlo anyagok és termékek ellendrzése esetén.

AZ ATLAGOLT MINTARA VONATKOZO MENNYISEGI KOVE-
TELMENYEK

Mintavételi tételenként egy atlagolt minta sziikséges.

Az atlagolt minta minimalis

A takarmany jellege tomege (*) (**)

6.1. Omlesztett takarmény 4 kg

6.2. Kiszerelt takarmanyok 4 kg (***)
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Mintavételi tételenként egy atlagolt minta sziikséges.

Az atlagolt minta minimalis

A takarmany jellege tomege (*) (**)

6.3. Folyékony vagy félfolyékony | 4 liter
takarmanyok
6.4. Takarmanytombok vagy nyaldsok

6.4.1. 1 kg-ndl nagyobb egyedi | 4 kg
tomeg

6.4.2. legfeljebb 1 kg-os egyedi | négy eredeti tomb vagy

tomeg nyaldsé tomege
6.5. Szélastakarmany/zoldtakar- 4 kg (¥¥**)
many

(*) A nagy ¢értékii megmintazott takarmany esetében az eldirtndl kisebb
mennyiségli atlagolt mintat lehet venni azzal a feltétellel, hogy mindezt a
mintavételi jegyzkdnyvben ismertetik és dokumentaljak.

(**) A takarmanyok hatosagi ellenérzése soran alkalmazott mintavételi és vizs-
galati modszereknek a géntechnoldgidval modositott anyagok — amelyek
esetében az engedélyezési eljaras fiiggbben van vagy amelyek esetében
az engedély lejart — jelenléte tekintetében torténd megallapitasarol szolo,
2011. junius 24-i 619/2011/EU bizottsagi rendelet (HL L 166., 2011.6.25.,
9. 0.) eldirasainak megfeleléen a géntechnologiaval modositott anyagok
jelenlétének ellendrzésére szolgald atlagolt mintanak legalabb 35 000
magot/szemet kell tartalmaznia. Ez azt jelenti, hogy a kukorica esetében
az atlagolt minta tdmege legalabb 10,5 kg, a szdjabab esetében pedig 7 kg.
Mas magvak és szemek, mint példaul az arpa, a kéles, a zab, a rizs, a rozs,
a bliza és a repcemag tekintetében az atlagolt minta 4 kg-os témege tobb
mint 35 000 magnak felel meg.

(***) Kiszerelt takarmanyok esetében is el6fordulhat, hogy a kiszerelési egységek
méretének fliggvényében az atlagolt minta tomege nem éri el a 4 kg-ot.

(*¥***) A kis fajlagos tomegli szalastakarmanyok és zoldtakarmanyok (pl. széna,
szalma) tekintetében az atlagolt minta minimalis tomegének 1 kg-nak kell
lennie.

A VEGSO MINTAKRA VONATKOZO MENNYISEGI KOVETEL-
MENYEK

Végso mintak

Legalabb egy végsé minta elemzése sziikséges. Az analizalasra szolgalo
végsé minta nem lehet kisebb a kovetkezOknél:

Szilard takarményok 500 g (*) (*¥*) (**%)

Folyékony vagy félfolyékony takarma- | 500 ml (*)
nyok

(*) A 619/2011/EU rendelet elbirasainak megfelelden a géntechnologiaval
modositott anyagok jelenlétének ellendérzésére szolgaldo végsd mintanak
legalabb 10 000 magot/szemet kell tartalmaznia. Ez azt jelenti, hogy a kuko-
rica esetében a végsd minta tomege legalabb 3 000 g, a szojabab esetében
pedig 2 000 g. Mas magvak és szemek, mint példaul az arpa, a koles, a zab,
a rizs, a rozs, a buza és a repcemag tekintetében a végsé 500 g-os minta
tomege tobb mint 10 000 magnak felel meg.

(**) Amennyiben az atlagolt minta tomege lényegesen kevesebb, mint 4 kg vagy
liter (lasd: a 6. fejezet labjegyzetei), az eldirtnal kisebb mennyiségii végs6
mintat lehet venni azzal a feltétellel, hogy mindezt a mintavételi jegy-
z6konyvben ismertetik és dokumentaljak.

(***) Hiivelyesek, gabonafélék és fan termd héjas gyiimolcsiick mintavételezé-
sekor a peszticid-szermaradvanyok meghatarozasahoz vett végsé minta
tomegének — a 2002/63/EK bizottsagi iranyelv (HL L 187., 2002.7.16.,
30. o.) rendelkezéseivel dsszhangban — legalabb 1 kg-nak kell lennie.
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8.1.

8.2.
8.2.1.

IGEN NAGYMERETU TETELEK, ILLETVE OLY MODON TAROLT
VAGY SZALLITOTT TETELEK MINTAVETELEZESE, AMELY
NEM TESZI LEHETOVE A MINTAVETELEZESET A TETEL
EGESZEBEN

Altalanos elvek

Amennyiben egy tétel széllitdsi vagy tarolasi modja nem teszi lehetdvé,
hogy elemi mintikat vegylink a tétel valamennyi részébdl, a mintavéte-
lezésre lehetSleg akkor kell sort keriteni, amikor a tétel mozgédsban van.

Takarmanyok tarolasara szolgalé nagyméretii raktarak esetében a
raktarak tizemeltet6it 6sztondzni kell olyan berendezések felszerelésére,
amelyek segitségével (automatikusan) mintat lehet venni az ott tarolt
teljes tételbol.

Az e 8. fejezetben meghatarozott mintavételi eljarasok alkalmazasa
esetén a takarmanyipari vallalkozé vagy annak képviseldje tisztaban
van a mintavételi eljarassal. Ha a takarmanyipari vallalkozé vagy
annak képviselje kétségbe vonja a mintavételi eljarast, lehetové kell
tennie az illetékes hatdsag szamara, hogy a vallalkozo sajat koltségén
a tétel minden részébdl mintat tudjon venni.

Hajéval szallitott nagy tételek
A hajoval szallitott nagy tételek dinamikus mintavételezése

A hajoval szallitott nagy tételek mintavételezésére lehetdleg akkor kell
sort keriteni, amikor az mozgasban van (dinamikus mintavételezés).

A mintavételezést rakterenként (fizikailag elkiilonithetd egységenként)
kell végezni. A rakterek kiliritése azonban egymas utan, részlegesen
torténik, ezért a kezdeti fizikai elkiilonités a tarololétesitménybe torténd
athelyezést kovetden mar nem 4ll fenn. A mintavételezést ennek
megfelelden vagy a kezdeti fizikai elkiilonités, vagy a tarololétesit-
ménybe torténd athelyezést kovetd elkiilonités fiiggvényében lehet elvé-
gezni.

A hajo rakterének kiiiritése néhany napot is igénybe vehet. A mintavé-
telezést rendszerint a kitirités teljes id6tartama alatt, szabalyos id6k6zon-
ként kell végezni. Hatosagi ellenér jelenléte azonban nem mindig lehet-
séges vagy célszerli a teljes kiiiritési miivelet alatt. A mintavételezést
tehat a tétel egy részén (mintavételi tétel) is el lehet végezni. Az elemi
mintak szaméanak meghatarozasa a mintavételi tétel méretének figyelem-
bevételével torténik.

Ha azonos osztilyl vagy megnevezésli takarmanytétel egy részének
mintavételezése esetén azt allapitjak meg, hogy a tétel szoban forgd
része nem felel meg az unids kovetelményeknek, abbodl kell kiindulni,
hogy a tétel tobbi része sem biztonsagos, kivéve, ha a részletes atvizs-
galas soran nem bizonyithato, hogy a tétel tobbi része nem felel meg az
unioés kovetelményeknek.

Abban az esetben is, ha a hatdsagi mintat automata mintavevd segit-
ségével veszik, indokolt az ellenér jelenléte. Amennyiben azonban az
automatikus mintavételezés elére beallitott paraméterekkel torténik, és a
csalas barmely forméajat megel6zendé a mintakat pecséttel ellatott tarolo-
edényekbe gylijtik, az ellenérnek kizarolag a mintavételezés megkezdé-
sekor és befejezésekor, valamint akkor kell jelen lennie, amikor a tarolo-
edényeket cserélni kell.
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8.2.2.

8.3.

8.4.
8.4.1.

8.4.2.
8.4.2.1.

8.4.22.

A hajoval szallitott nagy tételek statikus mintavételezése

Statikus mintavételezés esetén a feliilrdl hozzaférhet tarolok (silok)
tekintetében el6irt eljarast kell alkalmazni (lasd: 8.4.1. pont).

A mintavételezést a tétel/raktér hozzaférheté részén (feliilrél) kell elvé-
gezni. Az elemi mintdk szdmdanak meghatdrozdsa a mintavételi tétel
méretének figyelembevételével torténik. Ha azonos osztalya vagy
megnevezésli takarmanytétel egy részének mintavételezése esetén azt
allapitjdk meg, hogy a tétel szoban forgd része nem felel meg az
unios kovetelményeknek, abbol kell kiindulni, hogy a tétel tobbi része
sem biztonsagos, kivéve, ha a részletes atvizsgalas soran nem bizonyit-
hatd, hogy a tétel tobbi része nem felel meg az unids kovetelményeknek.

A raktarakban tarolt nagy tételek mintavételezése

A mintavételezést a tétel hozzaférhetd részén kell elvégezni. Az elemi
mintak szamanak meghatirozasa a mintavételi tétel méretének figyelem-
bevételével torténik. Ha azonos osztalya vagy megnevezésii takarmany-
tétel egy részének mintavételezése esetén azt allapitjak meg, hogy a tétel
szoban forgd része nem felel meg az unids kovetelményeknek, abbol
kell kiindulni, hogy a tétel tobbi része sem biztonsagos, kivéve, ha a
részletes atvizsgalas soran nem bizonyithatd, hogy a tétel tobbi része
nem felel meg az unidos kovetelményeknek.

A raktarozasi létesitmények (silok) mintavételezése
A feliilrél (konnyen) hozzdférhetd silok mintavételezése

A mintavételezést a tétel hozzaférhetd részén kell elvégezni. Az elemi
mintak szaméanak meghatarozasa a mintavételi tétel méretének figyelem-
bevételével torténik. Ha azonos osztalyll vagy megnevezésli takarmany-
tétel egy részének mintavételezése esetén azt allapitjak meg, hogy a tétel
szoban forgd része nem felel meg az unids kovetelményeknek, abbol
kell kiindulni, hogy a tétel tobbi része sem biztonsagos, kivéve, ha a
részletes atvizsgalas soran nem bizonyithatd, hogy a tétel tobbi része
nem felel meg az unids kovetelményeknek.

A feliilrél nem hozzaférhetd (zart) silok mintavételezése

Felilrdl nem hozzaférhetdéd (zart), 100 tonnat
meghaladd kapacitasu sildok

Az ilyen tipust silokban tarolt takarmanybol nem lehet statikusan mintat
venni. Ezért amennyiben el kell végezni a siloban tarolt takarmany
mintavételezését, tovabba nincs lehetdség a tétel mozgatasara, meg kell
allapodni a létesitmény iizemeltetdjével, hogy az értesiteni fogja az
ellendrt a sild kitiritésének id6pontjarél annak érdekében, hogy mintat
lehessen venni a mozgasban 1évé takarmanybol.

Felilrol nem hozzaférhetd (zart), legfeljebb 100
tonna kapacitasu silok

A mintavételi eljaras 50-100 kg kozotti mennyiségben a takarmany
tartalyba torténé engedésébdl és e mennyiség megmintazasabol all. Az
atlagolt minta mérete a teljes tételnek, az elemi mintdk szama pedig a
silobol mintavételezési céllal a tartalyba engedett takarmany mennyi-
ségének felel meg. Ha azonos osztalyt vagy megnevezésii takarmany-
tétel egy részének mintavételezése esetén azt allapitjak meg, hogy a tétel
szoban forgd része nem felel meg az unids kovetelményeknek, abbol
kell kiindulni, hogy a tétel tobbi része sem biztonsagos, kivéve, ha a
részletes atvizsgalas soran nem bizonyithatd, hogy a tétel tobbi része
nem felel meg az unids kovetelményeknek.
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8.5.

9.1.

9.2.

9.2.1.

9.2.2.

9.2.3.

Nagyméretii zart tartalyokban tarolt 6mlesztett takarmany mintavé-
telezése

Az ilyen tipusu tételekb6l sokszor csak a tartalybol torténd eltavolitas
soran lehet mintat venni. Bizonyos esetekben erre nincs lehetség a
behozatal vagy az ellenérzés helyén, ezért a mintavételezésre a tartaly
kitiritésekor kell sort keriteni.

A MINTAVETELRE, A MINTAK ELOKESZITESERE ES CSOMA-
GOLASARA VONATKOZO UTASITASOK

Altalanos megjegyzések

A mintakat indokolatlan késedelem nélkiil kell vételezni és eldokésziteni,
mindvégig ligyelve a sziikséges ovintézkedések betartasara, amelyek
biztositjak azt, hogy a termék ne véltozzon meg, illetve ne szennyezdd-
jon. A mintakkal kozvetleniil érintkezd eszkozoknek, feliileteknek és
tartalyoknak tisztaknak és szarazaknak kell lenniiik.

Elemi mintak

A teljes mintavételi tételbdl véletlenszeriien, koriilbeliil egyforma nagy-
sagu elemi mintakat kell venni.

Az elemi minta minimdlis tdmege 100 gramm, illetve 25 gramm a kis
fajlagos tomegii szalastakarmanyok és zoldtakarmanyok esetében.

Amennyiben a 8. fejezetben meghatérozott mintavételi eljarasra vonat-
kozo6 szabélyok alapjan kevesebb mint 40 elemi mintat kell venni, az
elemi mintak méretét az atlagolt minta eléirt méretének fliggvényében
kell meghatarozni (lasd: 6. fejezet).

Kiszerelt takarmany kis tételeinek mintavételezésekor — amikor is a
mennyiségi kovetelmények szerint korlatozott szamti elemi mintat kell
venni — az elemi minta egy olyan eredeti egység tartalma, amelynek
tartalma nem haladja meg az 1 kg-ot vagy az 1 litert.

Kis egységli (pl.: < 250 g) kiszerelt takarmany mintavételezésekor az
elemi minta mérete az egység méretérdl fiigg.

Omlesztett takarmdny

Adott esetben, a mintavételi tétel mozgatasa kozben (berakodaskor,
illetve kirakodaskor) is végre lehet hajtani a mintavételt.

Kiszerelt takarmany

Miutan a mintavétel elvégzésére az 5. fejezet szerint kivalasztottuk az
el6irt szama egységet, minden egység tartalmanak egy részét szurcsap
vagy lapat segitségével ki kell venni. Ha sziikséges, az egységek egyen-
kénti kitiritése utan is le lehet venni a mintakat.

Homogén vagy homogenizalhato folyékony vagy félfolyékony takarma-
nyok

Miutan a mintavétel elvégzésére az 5. fejezet szerint kivélasztottuk az
eldirt szama egységet, az egységek tartalmat sziikség esetén homogeni-
zalni kell, és minden egyes egységbdl ki kell venni egy bizonyos
mennyiséget.

Az elemi mintakat a tartalyok kiiritésekor is lehet vételezni.
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9.2.4.  Nem homogenizalhato, folyékony vagy félfolyékony takarmanyok

Miutan a mintavétel elvégzésére az 5. fejezet szerint kivalasztottuk az
el6irt szamu egységet, a kiilonboz6 rétegekbdl kell a mintakat levenni.

A tartalyok tartalméanak kitiritésekor is lehet mintdkat venni, 4&m ebben
az esetben az els¢ frakciokat el kell onteni.

A minta Osszesitett Urtartalmanak mindkét esetben legalabb 10 liternek
kell lennie.

9.2.5. Takarmanytémbék és nyalosok

Miutan a mintavétel elvégzésére az 5. fejezet szerint kivalasztottuk a
kivant szami blokkot vagy tombot, minden blokk vagy tomb egy részét
lehet venni. Nem homogén blokk vagy tomb gyanuja esetén a teljes
blokkot vagy tombét fel lehet mintaként hasznalni.

Az egyenként 1 kg-ot meg nem haladd tomegli blokkok ¢és tombok
esetében az elemi minta egy blokk vagy egy tomb.

9.3.  Atlagolt mintik elkészitése

Az atlagolt minta kialakitasa érdekében az elemi mintakat 6ssze kell
keverni.

9.4. Végs6 mintiak elkészitése

Az atlagolt mintdban 1év$ anyagot gondosan ossze kell keverni (1).

— Valamennyi vizsgalati mintat egy, a célnak megfeleld kiilon tartaly-
ba/edénybe kell tenni. Minden sziikséges ovintézkedést meg kell
tenni a minta Osszetételének a szallitas vagy tarolas soran eléfordulod
esetleges megvaltozasanak, illetve a minta beszennyezddésének vagy
meghamisitdsanak elkeriilése érdekében.

— A takarmanyban egyenletesen eloszlé alkotdelemek vagy anyagok
ellenérzésekor az atlagolt minta tomegét reprezentativ modon, lehe-
téleg mechanikus vagy automata osztéval minimum 2 kg-ra vagy 2
literre lehet csokkenteni (redukalt minta) (?). Peszticid-szermaradva-
nyok hiivelyesekben, gabonafélékben és fan termd héjas gyiimolesi-
ekben valod jelenlétének ellendrzésekor a redukalt minta minimalis
tomegének 3 kg-nak kell lennie. Ha a takarmany jellege nem teszi
lehetévé az osztd hasznalatat, vagy az osztd nem elérhetd, a mintat a
negyedeléses modszer segitségével lehet csokkenteni. Ezt kovetden a
redukalt mintakbol megkozelitéleg egyenld szamu (ellendrzési,
védelmi és referencia célra szant) végsé mintat kell késziteni a 7.
fejezetben bemutatott mennyiségi kovetelményeknek megfelelGen.
Alkotoelemek, tobbek kozott géntechnologiaval modositott anyagok,
illetve a takarmany-alapanyagokban feltételezhetéen egyenetleniil
eloszld anyagok ellenérzésekor az atlagolt minta:

— teljesen homogenizalt kell, hogy legyen, majd végsé mintakra
kell azt felosztani, vagy

— tomegét mechanikus vagy automata osztoval legalabb 2 kg-ra,
illetve 2 literre kell csokkenteni (}). A mintat sziikség esetén
negyedeléses modszerrel is lehet csokkenteni, de kizardlag
abban az esetben, ha a takarmany jellege nem teszi lehetévé az
0szt6 hasznalatat. A géntechnologiaval modositott anyagok jelen-
létének 619/2011/EU rendelet szerinti ellenérzésekor a redukalt
mintanak legalabb 35 000 magot/szemet kell tartalmaznia annak
érdekében, hogy el lehessen érni a hatosagi, valamint a védelmi
és a referenciacélra szant végsé mintak esetében érvényes, mini-
malisan 10 000 mag/szem szamot (lasd: a 6. fejezet (**) jelolésu
és a 7. fejezet (*) jelolést labjegyzete).

(') Az esetlegesen el6forduld csomokat Gssze kell torni (a csomokat sziikség esetén ki is
lehet venni, porlasztas utan pedig visszatenni a mintaba).

(®) Kivéve a kis fajlagos tomegii szdlastakarmanyokat vagy zoldtakarmanyokat.

() Kivéve a kis fajlagos tomegii szalastakarmanyokat vagy zoldtakarmanyokat.
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9.5.

9.6.

10.

A minta csomagolasa

A tartalyokat, illetve csomagokat le kell pecsételni és cimkével kell
ellatni oly modon, hogy a pecsét felsértése nélkiil ne lehessen kinyitni
azokat. A pecsétnek magaban kell foglalnia a teljes cimkét.

A mintak laboratériumba torténé kiildése

A mintat — a vegyelemz6 szamara sziikséges informaciokkal egyiitt —
indokolatlan késedelem nélkiil el kell kiildeni az arra a kijelolt vizsgalati
laboratoriumba.

MINTAVETELI JEGYZOKONYV

Minden egyes mintarol jegyzkonyvet kell vezetni, amely lehetévé teszi
az egyes mintavételi tételek és azok méretének egyértelmii azonositasat.

Jegyz6konyvbe kell foglalni az e rendeletben meghatarozott mintavételi
eljarastol torténd barmely eltérést.

A jegyzOkonyvet elérhetdvé kell tenni a hatdsagi ellenérzd laboratorium,
tovabba a takarmanyipari vallalkozé és/vagy a takarmanyipari véllalkozo
altal kijelolt laboratorium szamara.
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1. MELLEKLET

A TAKARMANYVIZSGALATI MODSZEREKRE VONATKOZO ALTA-

3.1.2.

LANOS RENDELKEZESEK

A. MINTAK ANALITIKAI VIZSGALATRA TORTENO ELOKESZI-
TESE

Cél

Az alabbiakban leirt eljarasok az I. mellékletben megéllapitott rendelke-
zéseknek megfeleldé mintavételezés utan, az ellen6rz6 laboratoriumoknak
megkiildott mintak analitikai vizsgalat céljabol torténd el6készitésére
vonatkoznak.

A laboratoriumi mintakat oly modon kell elékésziteni, hogy a vizsgalati
modszerekben el6irt kimért mennyiségek homogének ¢és a végsé
mintakra jellemzéek legyenek.

Ovintézkedések

A kovetendé mintael6készitési eljaras fiigg az alkalmazando vizsgalati
modszertdl és az ellendrizendd alkotoelemektdl, illetve anyagoktol. Ezért
elsérendti fontossagli annak biztositasa, hogy a kovetett minta-el6készi-
tési eljaras megfeleljen az alkalmazott vizsgalati modszernek, valamint
az ellenérizend6 alkotdelemeknek, illetve anyagoknak.

Minden sziikséges miiveletet oly modon kell elvégezni, hogy minimalis
legyen a minta beszennyezddésének és Osszetétele megvaltozasanak
lehetdsége.

Az &rlést, keverést és rostalast haladéktalanul végre kell hajtani azért,
hogy a minta a lehet6 legrovidebb ideig érintkezzen a levegdvel és a
fénnyel. Keriilni kell az olyan dardlo- és Orlégépek hasznélatat, amelyek
a mintat érzékelhetden felmelegitik.

A kiilonosen héérzékeny takarmanyok esetében a kézi 6rlés alkalmazasa
javasolt. Figyelmet kell forditani annak biztositasara is, hogy az eszkoz
maga ne lehessen szennyez6dés forrasa.

Ha az elokészitést nem lehet a minta nedvességtartalmanak jelentds
megvaltozasa nélkiil elvégezni, akkor a nedvességtartalmat az elokészités
eldtt és utan is meg kell hatdrozni a III. melléklet A. részében meghata-
rozott modszer szerint.

Az eljaras
Altalanos eljards

A vizsgalati aliquotot a végsd mintabol kell venni. Az 4atlos negyede-
Iéssel torténd mintavétel nem ajanlott, mivel magas eloszlasi hibat tartal-
maz6 vizsgalati aliquotokat eredményezhet.

El6készités nélkil 6rolhetd takarmanyok

— Keverjiik 0ssze az atrostalt végsé mintat, és vegyiik fel egy megfele-
16en tiszta, szaraz, légmentesen zarodo tartalyba. Kozvetleniil a vizs-
galatra szant mennyiség (vizsgalati aliquot) kimérése eldtt keverjiik
ujra Ossze a teljes homogenitas elérése érdekében.

Szaritas utan 6rolhetd takarmanyok

— Amennyiben a vizsgalati modszerekben masképpen nem irjak eld, a
II1. melléklet A. részében emlitett nedvességmeghatarozasi modszer
4.3. pontja szerint leirt elézetes szaritasi eljarasnak megfeleléen
szaritsuk a végsé mintat 812 %-os nedvességtartalmuira. Ezt kove-
téen a 3.1.1. szakaszban leirtak szerint jarjunk el.
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3.2

Folyékony vagy félfolyékony takarmanyok

— Vegyiik fel a végs6 mintat egy megfelelden tiszta, szaraz, légmen-
tesen zarodo tartalyba. Kozvetleniil a vizsgalatra szant mennyiség
(vizsgalati aliquot) kimérése el6tt alaposan keverjilk Ossze a teljes
homogenitas elérése érdekében.

Egyéb takarmanyok

— Azok a végs6 mintak, amelyek a fent emlitett eljarasok egyikével
sem készithetok eld, barmely egyéb, olyan eljarassal kezelhetdk,
amely biztositja, hogy a vizsgalatra kimért mennyiségek (vizsgalati
aliquotok) homogének és a végs6 mintakra jellemzéek legyenek.

A szemrevételezéses vagy mikroszkopos vizsgalat, illetve a teljes
egészében homogenizalt atlagolt minta esetében alkalmazando kiilon
eljaras

— A szemrevételezéses (mikroszkop alkalmazasa nélkiili) ellendrzés a
teljes laboratoriumi minta felhasznalasaval torténik.

— Mikroszkdpos ellendrzés esetén a laboratorium redukélhatja az atla-
golt mintat, vagy tovabb redukalhatja a mar redukalt mintat. A
védelem és adott esetben a referencia céljait szolgald végsé mintakat
a hatosagi ellendrzéshez hasznalt végsé mintakra érvényes eljarassal
egyenérteki eljarast kovetve kell venni.

— Amennyiben a teljes atlagolt minta homogenizalt, a végsé mintakat a
homogenizalt atlagolt mintabol kell venni.

A mintak tarolasa

A mintakat olyan hémérsékleten kell tarolni, amely Osszetételiiket nem
valtoztatja meg. A vitaminok vagy fényre kiilonosen érzékeny anyagok
vizsgalatara szant mintakat a fény esetleges hatranyos hatasat kizaro
feltételek mellett kell tarolni.

B. A VIZSGALATI MODSZEREK SORAN HASZNALT REAGEN-
SEKRE ES ESZKOZOKRE VONATKOZO RENDELKEZESEK

Amennyiben a vizsgalati modszerekben masképpen nem irjak eld,
minden analitikai reagensnek analitikai tisztasagiinak (a. t.) kell lennie.
Nyomelem-analizis végrehajtasakor a reagensek tisztasagat vakprobaval
kell ellendrizni. Az igy kapott eredmények a reagensek esetleges tovabbi
tisztitasat tehetik sziikségessé.

A vizsgalati modszerek leirasaban emlitett barmely oldatkészitési, higi-
tasi, Oblitési vagy mosasi mivelet esetében, ahol az alkalmazott oldoszer
vagy higitoszer fajtajat nem tiintetik fel, vizet kell hasznalni. Altalanos
szabalyként ioncserélt vagy desztillalt vizet kell hasznalni. A vizsgalati
modszerekben jelzett kiilonleges esetekben a vizet specialis tisztitasi
eljarasokkal kell kezelni.

Az ellendrz6 laboratoriumokban megtalalhaté alapfelszerelésre valod
tekintettel a vizsgalati modszerek leirasaban csak a specialis vagy speci-
alis hasznalatot megkoveteld eszkozoket és késziilékeket emlitik.
Ezeknek tisztaknak kell lennitik, kiilondsen a nagyon kis anyagmeny-
nyiségek meghatarozasa esetén.
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C. A yleGALATl MQDSZEREK ALKALMAZASA ES AZ ERED-
MENYEK KIFEJEZESE

1. Extrahalasi eljaras

Szamos maddszer kiilon extrahalasi eljarast hataroz meg. Foszabalyként a
modszerben emlitettdl eltérd extrahalasi eljarast is lehet kovetni, feltéve,
hogy az alkalmazott extrahalasi eljaras hatékonysaga a vizsgélt matrix
tekintetében bizonyitottan egyenértékli a modszerben emlitett eljaras
extrahalasi hatékonysagaval.

2. Tisztitasi eljaras

Szamos modszer kiilon tisztitasi eljarast hatdroz meg. FOszabalyként a
modszerben emlitettd] eltérd tisztitasi eljarast is lehet kovetni, feltéve,
hogy az alkalmazott tisztitasi eljaras a vizsgalt matrix tekintetében bizo-
nyitottan a modszerben emlitett eljarassal egyenértékii vizsgalati ered-
ményt ad.

3. Meghatarozisok szama

Nemkivanatos anyagok vizsgalata esetében, ha az els6 meghatarozas
eredménye jelentsen (> 50 %) alacsonyabb, mint a megengedett hatar-
érték, nincs sziikség tovabbi meghatarozasokra, feltéve, hogy a
megfeleld mindségligyi eljarasokat alkalmazzak. Eltér6 esetben parhu-
zamos vizsgalatra (masodik meghatarozasra) van sziikség ahhoz, hogy
kizarjuk a mintak belsé keresztszennyezddésének, valamint esetleges
Osszecserélodésének veszélyét. A mérési bizonytalansagot is figyelembe
véve, a két meghatarozas szamtani kozépértéke szolgal a megfeleloség
ellendrzésére.

Valamely anyag vagy Osszetevé feltliintetett mennyiségére végzett vizs-
galat esetében, ha az els6 meghatdrozas eredménye igazolja a feltiintetett
mennyiséget, azaz az vizsgalati eredmény a feltiintetett tartalom elfogad-
hat6 szorasi tartomanyaba esik, nincs sziikség tovabbi meghatarozasokra,
feltéve, hogy a megfeleld mindségiligyi eljarasokat alkalmazzak. Ett6l
eltéré esetben parhuzamos vizsgélatra (masodik meghatarozasra) van
sziikség ahhoz, hogy kizarjuk a mintdk belsé keresztszennyezédésének,
valamint esetleges Osszecserélddésének veszélyét. A mérési bizonytalan-
sagot is figyelembe véve, a két meghatarozas szamtani kozépértéke
szolgal a megfeleloség ellendrzésére.

Néhany esetben az elfogadhatd szorasi tartomanyrol jogszabalyok
rendelkeznek, mint példaul a takarmanyok forgalomba hozatalardl és
felhasznalasarol, az 1831/2003/EK rendelet modositasardl, valamint a
79/373/EGK tanacsi iranyelv, a 80/511/EGK bizottsagi iranyelv, a
82/471/EGK, 83/228/EGK, 93/74/EGK, 93/113/EK és 96/25/EK tanacsi
iranyelv és a 2004/217/EK bizottsagi hatarozat hatalyon kiviil helyezé-
sérdl sz6lo, 2009. jalius 13-i 767/2009/EK eurdpai parlamenti és tanacsi
rendelet (1).

4. Az alkalmazott vizsgalati modszer jegyzokonyvi feltiintetése

A vizsgalati jegyzokonyvben fel kell tiintetni az alkalmazott vizsgalati
modszert.

5. Az vizsgalati eredmények jegyzokonyvi feltiintetése

A vizsgalati eredményt a vizsgalati modszerben meghatérozott modon és
megfeleld helyiérték-szammal kell kifejezni, és ha sziikséges, akkor a
végsd minta elokészités elotti nedvességtartalmara kell korrigalni.

(") HL L 229., 2009.9.1., 1. o.
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Mérési bizonytalansag és visszanyerési arany nemkivanatos anyagok
vizsgalata esetében

A 2002/32/EK iranyelv szerinti nemkivanatos anyagok tekintetében vala-
mely takarmanyozasra szant termék akkor mindsiil meg nem felelének a
megengedett hatarérték szempontjabol, ha gy itélik meg, hogy a 12 %-
os nedvességtartalmi takarmanyra vonatkoztatott vizsgalati eredmény —
figyelembe véve a kiterjesztett mérési bizonytalansagot és a visszanye-
rési korrekciot — meghaladja a megengedett hatarértéket. A megfelelés
megallapitasara a mért koncentraciot alkalmazzak a visszanyerés alapjan
végzett korrekcio, valamint a kiterjesztett mérési bizonytalansag kivo-
nasa utan. Ezt az eljarast csak olyan esetekben lehet alkalmazni, amikor
a vizsgalati modszer lehetdvé teszi a mérési bizonytalansag becslését és
a visszanyerési korrekciot (pl. mikroszkopos elemzésnél nem lehetséges).

A vizsgalati eredményt a kovetkezék szerint kell a jegyz6konyvben
feltiintetni (amennyiben az alkalmazott vizsgalati modszer lehetévé
teszi a mérési bizonytalansag és a visszanyerés becslését):

a) visszanyerésre korrigaltan, ebben az esetben fel kell tiintetni a vissza-
nyerés mértékét. Nem sziikséges feltiintetni a visszanyerési korrek-
ciot, ha a visszanyerés aranya 90-110 % kozotti;

b) x +/— U formaban, ahol x a vizsgélati eredmény, U a kiterjesztett
mérési bizonytalansag, a kiterjesztési tényezé 2, amely koriilbeliil
95 %-os konfidenciaszintet eredményez.

Ha azonban a vizsgalat eredménye jelentésen (> 50 %) alacsonyabb,
mint a megengedett hatarérték, és feltéve, hogy megfelelé mindségi
eljarasokat alkalmaznak és az analizis célja kizarOlag a jogszabalyi
rendelkezéseknek valé megfelelés ellendrzése, a vizsgalati eredményeket
fel lehet tlintetni a jegyzOkonyvben a visszanyerési korrekcio nélkiil, és
ezekben az esetekben el lehet hagyni a visszanyerés aranyanak és a
mérési bizonytalansagnak jegyzOkonyvi feltiintetését.
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III. MELLEKLET

ANALITIKALI M(’)DSZEREIg A TAKARMANY’-ALAI”ANYAGOK ES
»Cl TAKARMANYKEVEREKEK <  OSSZETETELENEK ELLEN-

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

Q)

ORZESERE
A. A NEDVESSEGTARTALOM MEGHATAROZASA

Cél és alkalmazasi teriilet

Ez a modszer lehet6vé teszi a takarmanyok nedvességtartalmanak
meghatarozasat. Illoanyagokat (mint példaul szerves savakat) tartalmazo
takarmanyok esetében figyelembe kell venni, hogy a nedvességtarta-
lommal egyiitt jelentds mennyiségli illdanyag meghatarozasa torténik.

Nem vonatkozik a tejtermékek mint takarméany-alapanyagok analizisére,
az 4svanyi anyagok ¢és a tilnyomorészt dsvanyi anyagokbol allo keve-
rékek analizisére, az allati és ndvényi zsirok €s olajok és olajos magvak
¢és olajtartalmt gylimolesok analizisére.

Vizsgalati alapelv

A mintat, a takarmany jellege szerint, meghatarozott koriilmények kozott
szaritjuk. A tomegveszteséget méréssel hatarozzuk meg. Amennyiben
magas nedvességtartalmu, szilard takarmanyokkal dolgozunk, elézetes
szaritast kell végezni.

Eszkozok

Nem nedvszivd anyagbol késziilt, konnyen tisztithatd apritogép,
amelynek hasznalata gyors és egynemi Orlést tesz lehetdvé anélkiil,
hogy észrevehetd mennyiségli hotermeléssel jarna, a lehetd legnagyobb
mértékben megakadalyozza a kiilsé levegdvel torténd érintkezést, és
megfelel a 4.1.1. és 4.1.2. pontban foglalt kdvetelményeknek (pl. kalapa-
csos toré vagy vizhiitéses mikroapritok, sszecsukhaté kupos malmok,
finommozgasu-lassu fordulat vagy fogaskerekes apritok).

1 mg pontossagl analitikai mérleg.

Nem rozsdasodd fémbol vagy tivegbdl késziilt, [égmentes zarodast bizto-
sito fedéllel ellatott szaraz tartdlyok; megfeleldé munkafeliilet, amely
lehet6vé teszi a vizsgalati minta 0,3 g/em?® koriili mennyiségben torténd
teritését.

Elektromos fiitési  izotermikus, megfeleléen »C3 szelloztethetd
szaritoszekrény d (£ 2 °C), amely gyors h6éfokszabalyozast tesz lehets-

vé ().

Szabalyozhato, elektromos fiitésti »C3 vakuum szaritoszekrény <« olaj-
szivattyuval és forro, szaraz levegd vagy szaritdoanyag (pl. kalcium-oxid)
bejuttatasara alkalmas szerkezettel ellatva.

Megfeleld szaritdoanyagot tartalmazo, vastag, perforalt fém- vagy porce-
lanlemezes exszikkator.

A vizsgalat médja

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

A gabonafélék, lisztek, darafélék és derce szaritasara szolgalo P> C3 széritoszekrény €

olyan hékapacitasu legyen, hogy 131 °C-ra beallitva kevesebb mint 45 perc alatt vissza-
alljon a beallitott héfokra, azt kdvetden, hogy a maximalis szamu vizsgalati mintat
elhelyezték benne egyidejii szaritas céljabol. A szelléztetése olyan legyen, hogy amikor
a maximalis befogadoképességnek megfelelé szamu kozonséges buzamintat elhelyezziik
benne és két oran at szaritjuk, akkor az igy kapott eredmény minddssze kevesebb mint
0,15 %-kal térjen el attol az eredménytdl, amelyet a négy oOran at folytatott szaritassal
kapunk.
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vB
4.1.
4.1.1.
4.1.2.
4.1.3.
4.2.
4.2.1.
ves
422,
vB
4.2.3.
ves

Elokészités

A 4.1.2. és a 4.1.3. pont alatt nem szerepld takar-
manyok

Vegyiink legalabb 50 g-ot a mintabol. Sziikség esetén apritsuk fel vagy
oszlassuk el Ggy, hogy a nedvességtartalma egyenletes legyen (lasd 6.
pont).

Gabona- és darafélék

Vegyiink legalabb 50 g-ot a mintabol. Oréljiik le gy, hogy a kapott
részecskék legalabb 50 %-a atjusson egy 0,5 mm-es szembdségil szitan,
¢és ne maradjon vissza 10 %-nal tobb egy kerek szemii, 1 mm-es szem-
béségli szitan.

Folyékony vagy kendcsds allagi takarmanyok,
talnyomoérészt olajokbol és zsirokbol alléo takarma-
nyok

Mérjiink ki 25 g mintat 10 mg pontossaggal, adjunk hozzd megfeleld
mennyiségli vizmentes homokot, 10 mg pontossaggal kimérve, ¢és
keverjiik addig, amig homogén masszat nem kapunk.

Szaritas

»C3 4.2.1. A 4.2.2. és a 4.2.3. pont alatt nem
szereplé takarmanyok

Fedelével egyiitt mérjiink le egy tartalyt (3.3.) 1 mg pontossaggal.
Meérjiink a lemért tartalyba 5 g mintat 1 mg pontossaggal, és teritsiik
el egyenletesen. Helyezziik a tartalyt fedél nélkiil 103 °C-ra elémelegitett
szaritoszekrénybe. Annak megakadalyozasa érdekében, hogy a szarito-
szekrény héfoka a kivanatos érték ala siillyedjen, a tartalyt a lehetd
leggyorsabban helyezziik a szaritoszekrénybe. Hagyjuk szaradni négy
oran at attol az idéponttol szamitva, amikor a szaritoszekrény héfoka
ujbol elérte a 103 °C-ot. Helyezzilk vissza a tartalyra a fedelet, a tartalyt
vegylik ki a szaritészekrénybdl, hagyjuk hiilni 30—45 percig az exszik-
katorban (3.6.), és mérjikk le 1 mg pontossaggal.

Talnyomorészt olajokbol és zsirokbol allo takarmanyok esetén szaritsuk
tovabbi 30 percen at 130 °C-on a szaritoszekrényben. A két mérés
kiilénbsége nem haladhatja meg a nedvességtartalom 0,1 %-at. «

Gabonafélék, liszt, darafélék és derce

Fedelével egyiitt mérjink le egy tartalyt (3.3.) 0,5 mg pontossiggal.
Mérjiink a lemért tartdlyba 5 g apritott mintdt 1 mg pontossaggal, és
teritsiik el egyenletesen. Helyezziik a tartalyt fedél nélkil 130 °C-ra
elémelegitett szaritoszekrénybe. Annak megakadalyozasa érdekében,
hogy a szaritoszekrény héfoka a kivanatos érték ala siillyedjen, a tartalyt
a lehetd leggyorsabban helyezziik a szaritoszekrénybe. Hagyjuk szaradni
két oran at attol az idéponttdl szamitva, amikor a szaritoszekrény héfoka
ujbol elérte a 130 °C-ot. Helyezziik vissza a tartélyra a fedelet, a tartalyt
vegylik ki a szaritdszekrényb6l, hagyjuk hiilni 30—45 percig az exszik-
katorban (3.6.), és mérjikk le 1 mg pontossaggal.

Tébb mint 4 % szachardzt vagy P C1 laktozt tartalmazé takarmany-
keverékek: <« takarmany-alapanyagok, mint a szentjanoskenyér, a
hidrolizalt gabonatermékek, a maldtamagvak, a szaritott répaszelet, a
hal- és cukorlevek; a 25 %-nal tobb dsvanyi sot »C1 beleértve a kris-
talyviztartalmat is) tartalmazo takarmanykeverékek. <

Fedelével egyiitt mérjiink le egy tartalyt (3.3.) 0,5 mg pontossaggal.
Meérjiink a lemért tartalyba 5 g mintat 1 mg pontossaggal, és teritsiik
el egyenletesen. Helyezziik a tartalyt fedél nélkiil 80-85 °C-ra elémele-
gitett vakuum szaritoszekrénybe (3.5.). Annak megakadalyozasa érdekeé-
ben, hogy a szaritoszekrény héfoka a kivanatos érték ala siillyedjen, a
tartalyt a lehetd leggyorsabban helyezziik a szaritoszekrénybe.

Emeljik a nyomast 100 torr-ra, és hagyjuk a mintat szaradni ezen a
nyomason négy Oran at szaraz, forrd levegé aramoltatasaval vagy szari-
téanyag (20 mintdhoz kb. 300 g) felhasznalasaval. Utobbi esetben a
kivant nyomas elérésekor kapcsoljuk le a vakuumszivattyat. A szaritasi
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4.3.

43.1.

5.1.

5.2.

id6t attdl a pillanattol kell szamitani, amikor a szaritoszekrény homér-
séklete visszaall 80-85 °C-ra. Ovatosan allitsuk vissza a szaritoszek-
rényben a légkori nyomast. Nyissuk ki a szaritoszekrényt, azonnal
helyezziik vissza a tartaly fedelét, vegyiik ki a tartalyt a szaritoszekrény-
bél, hagyjuk hiilni 30—45 percen at az exszikkatorban (3.6.), és mérjiik
le 1 mg-os pontossaggal. Szaritsuk tovabbi 30 percen 4t a vakuum
szaritoszekrényben 80-85 °C-on, és mérjiik le jra. A két mérés kiilonb-
sége nem haladhatja meg a nedvességtartalom 0,1 %-at.

Eldszaritas
A 4.3.2. pont alatt nem szerepld takarmanyok

A magas nedvességtartalmu szilard takarmanyokat, amelyek nehezen
aprithatok fel, elészaritasnak kell alavetni az alabbiak szerint:

Meérjink le 50 g-ot az apritatlan mintabol 10 mg pontossaggal (a préselt
vagy agglomeralt mintakat kissé fel is lazithatjuk, ha sziikséges) egy
megfeleld tartalyba (pl. 20x12 cm-es, 0,5 cm-es peremmel ellatott alumi-
niumtalca). »C3 Hagyjuk szaradni 60-70 °C-os széritoszekrényben,
amig a nedvességtartalom 8—12 % koriili értékre csokken. Vegyiik ki a
szaritoszekrényb6l, hagyjuk fedél nélkiil hiilni a laboratériumban egy
oran at, és mérjiik le 10 mg pontossaggal. € Ezutan apritsuk fel azonnal
a 4.1.1. pontban feltlintetett modon, és szaritsuk a 4.2.1. vagy a 4.2.3.
pontban feltiintetett modon, a takarmany jellege szerint.

Gabonafélék

A 17 %-nal magasabb nedvességtartalmi gabonaféléket elOszaritdsnak
kell alavetni az alabbiak szerint:

Mérjiink le 50 g-ot az apritatlan gabonabol 10 mg pontossaggal egy
megfeleld tartalyba (pl. 20x12 cm-es, 0,5 cm-es peremmel ellatott alumi-
niumtalca). »C3 Hagyjuk szaradni 5-7 percen at 130 °C-os szarito-
szekrényben. Vegyiik ki a szaritoszekrényben, hagyjuk fedél nélkiil hiilni
a laboratériumban két oran at, és mérjik le 10 mg pontossaggal. «
Orsljilk meg azonnal a 4.1.2. pontban feltiintetett modon, és szaritsuk
a 4.2.2. pontban feltintetett modon.

Az eredmények kiszamitasa
A minta szazalékosan kifejezett nedvességtartalmat (X) az alabbi

képletek segitségével szamitjuk ki:

Szaritas eldszaritas nélkiil

MX]OO

ahol:

m = a vizsgalati minta eredeti tomege, grammban;
my = a szaraz vizsgalati minta tdmege, grammban.

Szaritas eldszaritdassal

- X 100 X
X, — wm_ml} L1000« <l_u)
m, m m X mp

m = a vizsgalati minta eredeti tomege, grammban,

a vizsgalati minta tomege, grammban, eldszaritas utan,

m, = a vizsgalati minta tdmege, grammban, apritas vagy Orlés utan,
my = a szaraz vizsgalati minta tdmege, grammban.

E
Il
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5.3.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

Ismételhetoség

Az ugyanazon mintan elvégzett két parhuzamos meghatarozas ered-
ménye kozotti kiilonbség nem haladhatja meg a nedvességtartalom
abszolut értékének 0,2 %-at.

Eszrevételek

Ha az apritas sziikségesnek bizonyul, és Ggy tiinik, hogy ez befolyasolja
a termék nedvességtartalmat, a takarmany-alkotoelemek analizisének
eredményét az eredeti minta nedvességtartalmanak megfeleléen korri-
galni kell.

B. AZ ALLATI ES NOVENYI ZSIROK ES OLAJOK NEDESSEG-
TARTALMANAK MEGHATAROZASA

Cél és alkalmazasi teriilet

Ez a modszer lehetdvé teszi az allati és novényi zsirok és olajok viz- és
illéanyag-tartalmanak meghatérozasat.

Vizsgalati alapelv

A mintat 103 °C-on, a tdmegéllandosag eléréséig szaritjuk (két egymast
kovetd mérés kozotti tomegveszteségnek 1 mg-nal kevesebbnek kell
lennie). A tomegveszteséget méréssel hatarozzuk meg.

Eszkozok

Rozsdamentes anyagbol késziilt, 8-9 cm atmérdjii és koriilbeliil 3 cm
magas, lapos fenekii edény.

Rogzitett tiveggombbel és a fels6 végén kiterjedési cs6vel rendelkezd
h6mérd, amely koriilbeliil 80 °C-tol legalabb 110 °C-ig beosztassal
rendelkezik és koriilbeliill 10 cm hossza.

Homokfiirdd vagy elektromos f6z6lap.
Hatékony szaritokozeget tartalmazd exszikkator.
Analitikai mérleg.

A vizsgalat médja

Meérjiink ki mg pontossaggal 20 g homogenizalt mintat a hémérét (3.2.)
tartalmazd szaraz, lemért edénybe (3.1.). A hémérével folyamatosan
kevergetve hevitsik a homokfiirdén vagy a fézélapon (3.3.) ugy, hogy
a hémérséklet koriilbeliil hét perc alatt érje el a 90 °C-ot.

Csokkentsiik a hét, tigyelve az edény aljarol felszallo buborékok gyako-
risagara. A hdmérséklet nem haladhatja meg a 105 °C-ot. Folytassuk az
edény aljan 1évé anyag keverését, amig a buborékképzddés le nem all.

A teljes kiszaritas érdekében hevitsiik az edényt néhanyszor 103 + 2 °C-
ra, mikdzben két hevités kozott 93 °C-ra hiitjik tartalmat. Ezutan
hagyjuk szobahOmérsékletre lehiilni az exszikkatorban (3.4.), és mérjikk
le. Ismételjik addig a miiveletet, amig a két egymast kovetd mérés
kozotti tomegveszteség mar nem haladja meg a 2 mg-ot.

Megjegyzés: A minta tomegének ndvekedése a tobbszori hevitést kove-
tden a zsir oxidaciojat jelzi, ebben az esetben az eredményt
a tomeg novekedését kozvetleniil megeldzd mérés alapjan
kell kiszamitani.

Az eredmények kiszamitasa

A mintara vonatkoztatott, szdzalékosan kifejezett nedvességtartalmat (X)
a kovetkezd képlettel lehet kiszamitani:

100
X =(m —mp) x —
m
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

m = a vizsgalati minta tomege, grammban;
m; = az edény hevités eldtti tomege, grammban, a tartalmdval egyiitt;
m, = az edény hevités utani tomege, grammban, a tartalmaval egyiitt.

A 0,05 %-nal kisebb eredményeket a ,,0,05 %-nal kisebb” megneve-
zéssel kell feljegyezni.

Ismételhetoség

Az ugyanazon mintan elvégzett két parhuzamos meghatarozas eredmé-
nyeként kapott nedvességtartalmak eltérésének abszolut értéke nem
haladhatja meg a 0,05 %-ot.

C. A NYERSFEHERJE-TARTALOM MEGHATAROZASA
Cél és alkalmazasi teriilet

E modszer lehetdvé teszi a takarmanyok nyersfehérje-tartalmanak
meghatarozasat a Kjeldahl-modszer szerint meghatirozott nitrogéntar-
talom alapjan.

Vizsgalati alapelv

A mintat katalizator jelenlétében kénsavval roncsoljuk. A savas oldatot
natrium-hidroxid-oldattal ligositjuk. Az ammoniat leparoljuk, és ismert
mennyiségli kénsavban vesszik fel, amelynek feleslegét natrium-
hidroxid standardoldataval titraljuk.

Alternativ megoldasként a felszabadult ammoniat béséges borsavoldatba
desztillaljuk, majd sosav- vagy kénsavoldattal titraljuk.

Reagensek

Kalium-szulfat.

Katalizator: réz(II)-oxid, CuO vagy réz(I)-szulfat-pentahidrat, CuSO,
SH,O.

Granulalt cink.

Kénsav, p20 = 1,84 g/ml.

Kénsav, normal méréoldat, c(H,SO4) = 0,25 mol/l.
Kénsav, normal méréoldat, c(H,SO4) = 0,10 mol/l.
Kénsav, normal mérboldat, c(H,SO4) = 0,05 mol/l.

Metilvorosindikator; oldjunk fel 300 mg metilvorést 100 ml etanolban, o
= 95-96 % (v/v)

Natrium-hidroxid-oldat (technikai minéségii is hasznalhatd) f = 40 g/100
ml (m/v: 40 %).

Natrium-hidroxid, normal méréoldat, ¢ (NaOH) = 0,25 mol/l.
Natrium-hidroxid, normal méroldat, ¢ (NaOH) = 0,10 mél/L.
Granulalt horzsakd, sdsavban mosott és meggyujtott.
Acetanilid (olvadaspont = 114 °C, N-tartalom = 10,36 %).
Szachardz (nitrogénmentes).

Borsav (H3;BO3).

Metilvordsindikator-oldat: oldjunk fel 100 mg metilvorést 100 ml
etanolban vagy metil-alkoholban.
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5.2.

5.2.1.

Bromkrezol-zold-oldat: oldjunk fel 100 mg bromkrezol-zoldet 100 ml
etanolban vagy metil-alkoholban.

Borsavas oldat (10 g/l — 40 g/, a hasznalt eszko6zt6l figgden).

Kolorimetrids végpont-meghatdrozas alkalmazasakor a metilvords és a
bromkrezol indikatort a borsavas oldathoz kell adni. Ha 1 liter borsavas
oldatot készitiink, a térfogat kiigazitdsa el6tt 7 ml metilvordsindikétor-
oldatot (3.16.) és 10 ml bréomkrezol-zold oldatot (3.17.) kell hozzaadni.

A hasznalt viztd] fiiggden a borsavas oldat pH-ja tételenként valtozhat.
Pozitiv vakprobahoz gyakorta szilkség lehet kis mennyiségli lug hozza-
adasara.

Megjegyzés: Rendszerint jo eredményt ad koriilbeliil 3—4 ml NaOH-nak
(3.11.) 1 liter 10 g/l borsavas oldathoz valé hozzaadasa.
Taroljuk az oldatot szobahdmérsékleten, és tarolas kozben
védjik a fényt6l és az ammoniagaz-forrasoktol.

Sésav, normal mérdoldat, c(HC1) = 0,10 mol/l.

Megjegyzés: A normal mér6oldatok mas koncentraciéi (3.5., 3.6., 3.7.,
3.10., 3.11. és 3.19.) is hasznalhatok, ha ezt a szamita-
sokban korrigaljuk. A koncentraciot mindig négytizedes
pontossaggal kell megadni.

Eszkozok

A Kjeldahl-eljaras szerinti roncsolés, desztillalas és titrdlas elvégzésére
alkalmas késziilek.

A vizsgalat médja
Roncsolas

Mérjiink ki 0,001 g pontossaggal 1 g mintét, és helyezziik be a roncsold
lombikjaba. Adjunk hozzd 15 g kalium-szulfatot (3.1.), megfeleld
mennyiségli katalizatort (3.2.) (0,3-0,4 g réz(II)-oxidot vagy 0,9-1,2 g
réz(1l)-szulfat-pentahidratot), 25 ml kénsavat (3.4.) és sziikség szerint
néhany szemcse horzsakovet (3.12.), majd keverjiik ossze.

El6szor mérsékelten hevitsik a lombikot, sziikség esetén id6nként
keverjik meg annak tartalmat, egészen addig, amig a massza karboni-
zalodik és a hab eltiinik; ezt kovetden er6sebben hevitsiik, amig a
folyadék erds forrasba nem jon. A hevités akkor megfeleld, ha a
forrasban levé sav a lombik falan lecsapddik. Keriiljiik a lombik olda-
lanak tulhevitését és azt, hogy ahhoz szerves részecskék tapadjanak.

Amikor az oldat feltisztult és vildgoszold sziniivé valt, folytassuk a
forralast tovabbi két o6ran 4t, majd hagyjuk lehiilni az oldatot.

Leparlas

Ovatosan adjunk hozza annyi vizet, amennyi a szulfatok teljes feloldo-
dasahoz elegendd. Engedjiik lehiilni, majd sziikség szerint adjunk hozza
néhany szemcsényi cinket (3.3.). Folytassuk az 5.2.1. vagy az 5.2.2. pont
szerint.

Leparlas kénsavba

A leparlokésziilék gytjtélombikjaba mérjiink be pontosan 25 ml
kénsavat (3.5. vagy 3.7.), a feltételezett nitrogéntartalomtol fiiggéen.
Adjunk hozza néhany csepp metilvorosindikatort (3.8.).
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52.2.

5.3.

Kapcsoljuk ossze a Kjeldahl-lombikot a leparlokésziilék hiit6jével, és
legalabb 1 cm mélyen meritsiik be a hiitd végét a gyiijtélombikban
1évé folyadékba (lasd a 8.3. észrevételt). Lassan, ammoniaveszteség
nélkiil Ontsiink 100 ml natrium-hidroxid oldatot (3.9.) a Kjeldahl-
lombikba (lasd a 8.1. észrevételt). Hevitsik a lombikot az ammonia
leparlodasaig.

Leparlas borsavba

Amennyiben a parlat ammoniatartalméanak titralasat manuélisan végez-
ziik, az aldbb megadott eljarast kell alkalmazni. Amennyiben a leparlo-
egység teljesen automatikusan a pérlat ammoniatartalmat is titralja,
kovessiik a gyartd utasitasait a leparloegység mikodtetése tekintetében.

Tegylink a hiité kifolyojahoz 25-30 ml borsavas oldatot (3.18.) tartal-
maz6 gyijtélombikot ugy, hogy az adagolocsé a borsavas oldat szintje
alatt legyen. Allitsuk be a leparloegységet 50 ml natrium-hidroxid oldat
(3.9.) adagolésara. A leparloegységet a gyartod utasitasainak megfeleléen
mitkodtessiik, és paroljuk le a natrium-hidroxid oldat hozzéadasaval
felszabadult ammoniat. Gyljtsiik Ossze a parlatot a borsavas fogadool-
datban. A parlat mennyisége (a gézleparlas ideje) a minta nitrogéntar-
talmatol fiigg. Kovessiik a gyartod utasitasait.

Megjegyzés: Félautomata leparloegység esetében a natrium-hidroxid
felesleg hozzaadasa és a gdzleparlas automatikusan torté-
nik.

Titralas

Folytassuk az 5.3.1. vagy a 5.3.2. pont szerint.

Kénsav

A gytijtélombikban levé kénsavfelesleget a végpont eléréséig titraljuk
natrium-hidroxid oldattal (3.10. vagy 3.11.) az alkalmazott kénsav-
koncentraciotol fiiggéen.

Borsav

A gyiijtélombik tartalmat a normal sésavmérdéoldattal (3.19.) vagy
normal kénsavmérdoldattal (3.6.) titraljuk biiretta segitségével, ¢és
olvassuk le a hasznalt parlat mennyiségét.

Kolorimetrias végpont-meghatarozas alkalmazasakor a végpont elérése
akkor torténik, amikor a rozsaszin elsé jele megjelenik a tartalomban.
Becsiiljilk meg a biiretta eredményét 0,05 ml pontossaggal. Egy megvila-
gitott magneses keverGlemez vagy fotometrikus detektor segithet a
végpont megjelenitésében.

Ez torténhet automatikusan automata titraloval felszerelt gézleparl6 hasz-
nalataval.

Kovessik a gyartd utasitdsait az adott leparld vagy leparld/titrald
miikddtetésekor.

Megjegyzés: Automata titralorendszer hasznalatakor a titralas a leparlas
kezdetekor rogton megkezdddik és 1 %-os borsavas oldatot
(3.18.) hasznalunk.



02009R0152 — HU — 24.05.2017 — 006.002 — 26

5.4.

6.1.

6.2.

6.2.1.

6.2.2.

Teljesen automatikus leparlorendszer hasznalatakor az

ammonia automatikus titralasa potenciometrikus
pH-rendszer alkalmazasaval végpont-meghatarozassal is
elvégezhetd.

Ebben az esetben pH-mérével felszerelt automata titralot
hasznalunk. A pH-mér6t a szokasos laboratoriumi
pH-kalibrélasi eljarasokat kovetve megfelelden kalibralni
kell a 4-7 kozétti pH tartomdanyra.

A titralas pH-végpontjanak elérése 4,6-os pH értéknél
kovetkezik be, ami a titracios gorbe legmeredekebb pontja
(inflexids pont).
Vakproba
A reagensek nitrogénmentességének igazolasara végezziink vakprobat
(roncsolas, leparlas és titralas) a minta helyett 1 g szacharozt (3.14.)
hasznalva.

Az eredmények kiszamitiasa

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

Szamitas az 5.3.1. pont szerinti titralas esetén

A tomegszazalékban kifejezett nyersfehérje-tartalom kiszamitasa a kovet-
kezd képlettel torténik:

(Vo — Vi) x ¢ x 0,014 x 100 x 6,25
m

ahol:

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

V; = a minta titralasdhoz hasznalt NaOH (3.10. vagy 3.11.) térfogata
(ml).

¢ = a natrium-hidroxid (3.10. vagy 3.110.) koncentracidja (mol/l).

m a minta tomege (g).

Szamitas az 5.3.2. pont szerinti titralas esetén
Soésavas titralas

A tomegszazalékban kifejezett nyersfehérje-tartalom kiszamitasa a kovet-
kezd képlettel torténik:

(Vi —Vp) xecx 1,4 %625
m

ahol:

m = a vizsgalt adag g-ban kifejezett tomege;

¢ = a normal sosav-mérdoldat (3.19.) koncentracidja (mol/l);
Vo = a vakprobaban hasznalt sosav térfogata (ml);

V, = a vizsgalt adaghoz hasznalt sosav térfogata (ml).

Kénsavas titralas

A tomegszazalékban kifejezett nyersfehérje-tartalom kiszamitasa a kovet-
kezd képlettel torténik:

(Vi —Vp) xecx28x 6,25
m




02009R0152 — HU — 24.05.2017 — 006.002 — 27

7.2.

8.2.

8.3.

8.4.

ahol:

m = a vizsgalt adag g-ban kifejezett tomege

¢ = a normal kénsav-mér6oldat (3.6.) koncentracioja (mol/l)
Vo = a vakprobaban hasznalt kénsav (3.6.) térfogata (ml)

V; = a vizsgalt adaghoz hasznalt kénsav (3.6.) térfogata (ml)

A médszer validalasa
Ismételhetdség

Ugyanazon a mintan végzett két parhuzamos meghatarozas eredménye
kozotti kiilonbség nem haladhatja meg:

— 20 %-nal alacsonyabb nyersfehérje-tartalom esetén a 0,2 %-ot
abszolut értékben,

— 20 % ¢és 40 % kozotti nyersfehérje-tartalom esetén a magasabb érték
1,0 %-at,

— 40 %-nal magasabb nyersfehérje-tartalom esetén a 0,4 %-ot abszolut
értékben.

Pontossag

Végezziik el az analizist (roncsolas, leparlas és titralas) 1,5-2,0 g aceta-
niliden (3.13.) 1 g szachar6z (3.14.) jelenlétében; 1 g acetanilid 14,80 ml
kénsavat (3.5.) fogyaszt. A visszanyerés mértékének legalabb 99 %-
osnak kell lennie.

Eszrevételek

A késziilek lehet kézi, félautomata vagy automata tipusi. Ha az alkal-
mazott késziilék esetében a roncsolasi és a leparlasi 1épések kozott
mintaatvitelre van sziikség, ezt anyagveszteség nélkiil kell végrehajtani.
Ha a leparlokésziilék lombikja nincs felszerelve csepegtetStolesérrel, a
natrium-hidroxidot kozvetleniil a lombik és a hiité dsszekapcsolasa el6tt
kell hozzaadni, a folyadékot lassan az edény belsé oldala mentén
folyatva.

Ha a roncsolt anyag megszilardul, a fent megadottnal nagyobb mennyi-
ségli kénsavval (3.4.) kezdjiik ujra a meghatarozast.

Alacsony nitrogéntartalmi termékek esetén a gytijtélombikba mérend6
kénsav (3.7.) térfogata sziikség esetén 10 vagy 15 ml-re csokkenthetd, és
vizzel 25 ml-re feltdlthetd.

Rutinanalizishez mas analitikai modszerek is hasznalhatéak a nyers-
fehérje meghatarozasara, de a C. részben leirt Kjeldahl-modszer
a referencia-modszer. Minden métrix esetében egyedileg kell igazolni,
hogy az alternativ (pl. DUMAS) moédszerrel kapott eredmények egyen-
értékiiek a referenciamodszerrel kapott eredményekkel. Mivel az alter-
nativ modszerrel kapott eredmények — még az egyenértékiliség igazolasat
kovetden is — eltérhetnek kissé a referenciamodszerel kapott eredmé-
nyektdl, az analitikai jelentésben meg kell emliteni a nyersfehérje
meghatarozasara hasznalt analitikai modszert.

D. A KARBAMID MEGHATAROZASA
Cél és alkalmazasi teriilet

Ez a modszer lehet6vé teszi a takarmanyokban 1évé karbamid szintjének
meghatarozasat.
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.

4.2.

4.3.

5.2

Vizsgalati alapelv

A mintat vizben szuszpendaljuk egy deritészerrel. A szuszpenziot lesziir-
juk. A sziirlet karbamidtartalmat, 4-dimetil-amino-benzaldehid (4-
DMAB) hozzaadasa utan, az optikai stiriiség 420 nm-es hullamhosszon
valé megmérésével hatarozzuk 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 soésavat (pyo 1,19 g/ml). A
reagens legfeljebb kéthetes idStartamon keresztiil all el.

Carrez 1. oldat: oldjunk fel vizben 21,9 g cink-acetatot,
Zn(CH3COO0),2H,0 ¢és 3 g jégecetet. Toltsik fel vizzel 100 ml-re.

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

Aktiv szén, amely nem abszorbealja a karbamidot (ezt ellendrizni kell).
Karbamid, 0,1 %-os oldat (w/v).

Eszkozok

Billenédobos keverdgép: kb. 35-40 fordulatszam/perc teljesitménnyel.
Kémesovek: 160 x 16 mm, csiszolt iivegdugoval.
Spektrofotométer.

A vizsgalat médja
A minta elemzése

Meérjiink ki a mintabol 2 g-ot mg-nyi pontossaggal, és 1 g aktiv szénnel
(3.4.) egyiitt helyezziik egy 500 ml-es mérélombikba. Adjunk hozza 400
ml vizet és 5 ml Carrez 1. oldatot (3.2.), keverjik kb. 30 masodpercig,
majd adjunk hozza 5 ml Carrez II. oldatot (3.3.). Keverjiik a forgédobon
harminc percig. Toltsiik térfogatra vizzel, razzuk fel, és sziirjiik le.

Vegytink el 5 ml-t az attetsz6, szintelen sziirletekb6l, ontsiik csiszolt
ivegdugdval ellatott kémcesovekbe, adjunk hozzajuk 5 ml 4-DMAB
oldatot (3.1.), és keverjiik fel. Helyezziik a kémcsoveket vizfiirdébe 20
°C-on (+/- 4 °C). Tizenét perc elteltével a spektrofotométer segitségével,
420 nm-en mérjitk meg a mintaoldat optikai siirtiségét, és ezt hasonlitsuk
Ossze a vakprobahoz a reagensekbdl készitett oldattal.

Kalibracios gérbe

Vegyiink el a karbamid oldatbol (3.5.) 1, 2, 4, 5 és 10 ml-t, 6ntsiik 100
ml-es mér6lombikokba, és toltsiik fel dket térfogatra vizzel. Vegyiink el
5 ml-t minden egyes oldatb6l, és mindegyikhez adjunk 5 ml 4-DMAB
oldatot (3.1.), homogenizaljuk, és a fentick szerint mérjiik meg az
optikai stirliséget Osszehasonlitva az 5 ml 4-DMAB oldatot és 5 ml
vizet tartalmazé karbamidmentes kontrolloldattal. Szerkesszilk meg a
kalibracios gorbét.

Az eredmények Kkiszamitasa
A kalibracios gorbe segitségével hatarozzuk meg a mintaban 1év6 karba-
midmennyiséget.

Az eredményt a minta szazalékaban fejezziik ki.

Eszrevételek

3 %-ot meghalad6 karbamidtartalom esetén, csokkentsiik a minta nagy-
sagat 1 g-ra vagy higitsuk az eredeti oldatot ugy, hogy 500 ml-ben ne
legyen tobb 50 mg karbamidnal.
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7.2.

7.3.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

4.2.

43.

Alacsony karbamidtartalom esetén noveljik a minta nagysagat mind-
addig, amig a sziirlet attetszd és szintelen marad.

Ha a minta olyan egyszer(i nitrogéntartalmt elegyeket tartalmaz, mint az
aminosavak, akkor az optikai stirliséget 435 nm-en kell mérni.

E. AZ ILLO NITROGENBAZISOK MEGHATAROZASA
I. MIKRODIFFUZIOVAL
Cél és alkalmazasi teriilet

Ez a modszer lehetové teszi a takarmanyok ammonidban kifejezett illo
nitrogénbazis-tartalméanak meghatarozasat.

Vizsgalati alapelv

A mintat vizzel extrahaljuk, majd az oldatot deritjikk és sziirjik. Az illo
nitrogénbazisokat mikrodiffuzioval, kalium-karbonat oldat hasznalataval
kiszoritjuk, borsavas oldatban fogjuk fel, és kénsavval titraljuk.

Reagensek

20 %-os (w/v) triklor-ecetsav oldat.

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

Borsavas oldat: 1 literes mér6lombikban oldjunk fel 10 g borsavat 200
ml, 95-96 %-os (v/v) etanolban és 700 ml vizben. Adjunk hozza 10 ml
indikatort (3.2.). Keverjilk 0ssze, és ha sziikséges, allitsuk be az oldat
szinét vilagos vorosre natrium-hidroxid oldat hozzaadasaval. Ezen oldat
1 ml-je maximum 300 pg NH3-t fog megkdtni.

Telitett kalium-karbonat oldat: oldjunk fel 100 g kalium-karbonatot 100
ml forrasban 1évé vizben. Hagyjuk lehiilni, majd szirjik le.

Eszkozok

Billenédobos keverdgép: kb. 35-40 fordulatszam/perc teljesitménnyel.
Uveg vagy miianyag Conway-kiivettdk (lasd az 4brat).
1/100 ml-es fokbeosztasos mikrobiirettak.

A vizsgalat médja

Mérjink le 10 g mintat 1 mg pontossaggal és tegyiik egy 100 ml vizet
tartalmazé 200 ml-es mér6lombikba. Keverjiik a kever6gépben 30
percen at. Adjunk hozza 50 ml triklor-ecetsavas oldatot (3.1.), toltsiik
fel térfogatra vizzel, razzuk Ossze alaposan, majd sziirjik at hajtogatott
sziirén.

Pipettazzunk 1 ml boérsavas oldatot (3.3.) a Conway-kiivetta kozépso
részébe és 1 ml mintasziirletet a kiivetta koronarészébe. Fedjiik le rész-
legesen a bezsirozott fedéllel. Tegyiink 1 ml telitett kalium-karbonat
oldatot (3.4.) gyorsan a kiivetta koronarészébe, majd zarjuk le légmen-
tesen a kiivettat a fedéllel. Forgassuk el a kiivettat dvatosan a vizszintes
sikban ugy, hogy a két reagens Osszekeveredjen. Hagyjuk inkubalddni
legalabb négy oran at szobahOmérsékleten vagy egy oOran at 40 °C-on.

Mikrobiiretta (4.3.) segitségével titraljuk az ill6 bazisokat a borsavol-
datban kénsavval (3.5.).

Végezziink vakprobat ugyanezzel az eljarassal, de az analizdland6 minta
hozzaadasa nélkiil.
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Az eredmények kiszamitasa

meg.
Az eredményt a minta szdzalékaban fejezziik ki.
IsmételhetSség

Az ugyanazon mintan végzett két parhuzamos meghatarozas eredmé-
nyének kiilonbsége nem haladhatja meg:

— 1,0 %-osnal alacsonyabb ammoniatartalom esetén relativ értékben a
10 %-ot,

— 1,0 %-os vagy annal magasabb ammoniartartalom esetén abszolut
értékben a 0,1 %-ot.

Eszrevételek

Ha a minta ammoniatartalma meghaladja a 0,6 %-ot, az eredeti sziirletet
higitani kell.
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

II. DESZTILLALASSAL
Cél és alkalmazasi teriilet

Ez a modszer lehetdvé teszi a karbamidot gyakorlatilag nem tartalmazo
halliszt ammoniaban kifejezett illo nitrogénbazis-tartalmanak meghata-
rozasat. Csak 0,25 %-nal alacsonyabb ammoniatartalom esetén alkalmaz-
hato.

Vizsgalati alapelv

A mintat vizzel extrahaljuk, majd az oldatot deritjiik és szirjik. Az illo
nitrogénbazist forrasponton szoritjuk ki magnézium-oxid hozziadasaval,
és meghatarozott mennyiségii kénsavban fogjuk fel, amelynek feleslegét
natrium-hidroxid oldattal titraljuk vissza.

Reagensek

20 %-os (w/v) triklor-ecetsav oldat.
Magnézium-oxid.

Habzasgétld emulzi6 (pl. szilikon).

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

Eszkozok

Billenédobos keverdgép: kb. 35-40 fordulatszam/perc teljesitménnyel.
Kjeldahl-féle leparlokésziilék.

A vizsgalat médja

Mérjiink le 10 g mintat 1 mg pontossaggal, és tegyiik egy 100 ml vizet
tartalmazé 200 ml-es mér6lombikba. Keverjiik a kever6gépben 30
percen at. Adjunk hozza 50 ml triklor-ecetsavas oldatot (3.1.), toltsiik
fel térfogatra vizzel, razzuk Gssze alaposan, majd sziirjikk at hajtogatott
sziirén.

Vegyiink a tiszta sziirletbdl elegendd mennyiséget, hogy a feltételezett
ill6 nitrogénbazis-tartalmat meg tudjuk hatarozni (100 ml mennyiség
rendszerint megfelel a célnak). Higitsuk fel 200 ml-re, és adjunk
hozza 2 g magnézium-oxidot (3.2.), valamint néhany csepp habzasgatlo
emulziot (3.3.). Az oldatnak lakmuszpapirral mérve lugos kémhatasunak
kell lennie; ha nem az, adjunk hozza egy kevés magnézium-oxidot
(3.2.). Folytassuk a nyersfehérje meghatdrozasara az 5.2. vagy 5.3.
pontban ismertetett modszer szerint (e melléklet C. része).

Végezziink vakprobdt ugyanezzel az eljarassal, de az analizalando minta
hozzaadasa nélkiil.

Az eredmények Kkiszamitasa

meg.
Az eredményt a minta szazalékaban fejezziik ki.

Ismételhetéség

Az ugyanazon mintdn végzett két parhuzamos meghatarozas eredménye
kozotti kiilonbség nem haladhatja meg relativ értékben az ammoniatar-
talom 10 %-at.

F. AZ AMINOSAVAK MEGHATAROZASA (A TRIPTOFAN
KIVETELEVEL)

Cél és alkalmazasi teriilet

Ez a moddszer a takarmanyok szabad (szintetikus és természetes) és
Osszes (peptidhez kotott és szabad) aminosav-tartalmanak meghata-
rozasat teszi lehetdvé, aminosav-analizatort hasznalataval. A modszer a
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2.2.

3.1

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

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

A modszer nem tesz kiilonbséget az aminosav soi kozott, és nem kiilon-
bozteti meg az aminosavak D és L formait. A modszer nem érvényes
triptofan vagy az aminosavak hidroxi analdgjainak meghatarozasara.

Vizsgalati alapelv

Szabad aminosavak

A szabad aminosavakat hig sosavval extrahaljuk. Az egyiitt extrahalt
nitrogéntartalmi makromolekulakat szulfoszalicilsavval csapatjuk ki, és
sziliréssel tavolitjuk el. A szlirt oldat kémhatasat pH = 2,20 értékre
allitjuk be. Az aminosavakat ioncserés kromatografiaval valasztjuk
sz€t, és ninhidrines reakcioval, 570 nm-en végzett fotometrias detekta-
lassal hatarozzuk meg.

Osszes aminosav

A valasztott eljaras fligg a vizsgalt aminosavaktol. A ciszteint és a
metionint a hidrolizis el6tt ciszteinsavva, illetve metionin-szulfonna
kell oxidalni. A tirozint az oxidalatlan mintdk hidrolizatumaibol kell
meghatarozni. Az (1) bekezdésben felsorolt Osszes tobbi aminosav
akar oxidalt, akar oxidalatlan mintabdl meghatarozhat6.

Az oxidalast 0 °C-on végezzikk perhangyasav/fenol keverékével. A
oxidaloszer-felesleget natrium-diszulfittal bontjuk le. Az oxidalt vagy
oxidalatlan mintat soésavval (3.20.) hidrolizaljuk 23 o6ran keresztil. A
hidrolizatum kémbhatasat pH = 2,20 értékre allitjuk be. Az aminosavakat
ioncserés kromatografiaval valasztjuk szét, és ninhidrines reakcioval, 570
nm-en (prolin esetében 440 nm-en) végzett fotometrias detektalassal
hatarozzuk meg.

Reagensek

Kétszer desztillalt vizet vagy ezzel egyenértékli mindségli vizet kell
hasznalni (vezetdképessége < 10 pS).
Hidrogén-peroxid, w (w/w) = 30 %.
Hangyasav, w (w/w) = 98-100 %.

Fenol.

Natrium-diszulfit.

Natrium-hidroxid.
5-szulfo-szalicilsav-dihidrat.

Sosav, stirlisége megkozelitéleg 1,18 g/ml.
tri-natrium-citrat-dihidrat.

2,2'-Tiodietanol (tiodiglikol).
Natrium-klorid.

Ninhidrin.

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

Norleucin vagy mas, belsé standardként torténd hasznalatra alkalmas
vegylilet.
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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.

Nitrogéngaz (10 ppm-nél kevesebb oxigénnel).
1-oktanol.
Aminosavak.

Az 1. pontban felsorolt standard anyagok. Tiszta vegyiiletek kristalyviz-
tartalom nélkiil. Hasznélat eldtt egy hétig szaritsuk vdkuumban P,Os
vagy H,SO, felett.

Ciszteinsav.

Metionin-szulfon.

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

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

Oldjunk fel 40 g NaOH-t (3.5.) vizben, és vizzel toltsiik fel 1 I-re.
Hangyasav-fenol oldat:

Elegyitsink 889 g hangyasavat (3.2.) 111 g vizzel és adjunk hozza
4,73 g fenolt (3.3.).

Hidrolizis keverék ¢ = 6 mol HCI /1 1 g fenol/] tartalommal:

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

Extrahalo keverék, ¢ = 0,1 mol HCVI 2 %-os tiodiglikol tartalommal:
Vegyiink 8,2 ml HCI-t (3.7.), higitsuk megkozelitéleg 900 ml vizzel,
adjunk hozza 20 ml tiodiglikolt (3.9.), és vizzel toltsiik fel 1 l-re (ne
keverjik 0ssze kozvetleniil a 3.7.-et és 3.9.-et).

5-szulfo-szalicilsav 3 = 6 %:

Oldjunk fel 60 g 5-szulfo-szalicilsavat (3.6.) vizben, és vizzel toltsiik fel
1 l-re.

Oxidalé keverék (perhangyasav-fenol):

Elegyitsiink 0,5 ml hidrogén peroxidot (3.1.) 4,5 ml hangyasav-fenol
oldattal (3.19.) egy kis f6zOpoharban. Inkubaljuk 20-30 °C-on egy
oran at a perhangyasav keletkezéséhez, majd hiitsiik le jeges vizfiirddben
(15 percig), miel6tt a mintahoz adnank.

Figyelem: Keriiljiikk a borrel valo érintkezést, és viseljiink véddruhazatot.
Citratpuffer, ¢ = 0,2 mél Na*/l, pH 2,20:

Oldjunk fel 19,61 g natrium-citratot (3.8.), 5 ml tiodiglikolt (3.9.), 1 g
fenolt (3.3.) és 16,50 ml HCI-t (3.7.) megkozelit6leg 800 ml vizben.
Allitsuk be a pH-t 2,20-re. Toltsiik fel vizzel 1 literre.

Elualo pufferek, a hasznalt analizator feltételei szerint készitve (4.9.).
Ninhidrin reagens, a hasznalt analizator feltételei szerint készitve (4.9.).

Aminosavak standardoldata. Ezeket az oldatokat 5 °C alatt kell tarolni.
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3.27.1.

3.27.2.

3.27.3.

3.27.4.

3.27.5.

4.2.

43.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

Aminosavak standard térzsoldata (3.16.1.).

¢ = 2,5 pmol/l, mindegyik soésavban.

Kereskedelmi forgalomban kaphato.

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

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

Bels6 standard pl. norleucin standard torzsoldata, ¢ = 20 pmol/ml.

Meér6lombikban oldjunk fel 0,6560 g norleucint (3.13.) citratpufferben
(3.24.), majd az oldatot toltsiik fel 250 ml-re citratpufferrel. Legfeljebb 6
honapig taroljuk 5 °C alatt.

Standard aminosavak kalibraldoldata hidrolizatumokkal vald hasznalatra,
¢ = 5 nmol/50 pl ciszteinsav és metionin szulfon és ¢ = 10 nmol/50 pl
mas aminosav. Egy 100 ml-es fézOpoharban oldjunk fel 30 ml citrat-
pufferben (3.24.) 2,2 g natrium-kloridot (3.10.). Adjunk hozza 4,00 ml
standard aminosav-tdrzsoldatot (3.27.1.), 4,00 ml ciszteinsav €s metionin
szulfon standard torzsoldatot (3.27.2.) és 0,50 ml-t a belsé standard
(3.27.3.) standard torzsoldatabol, ha ilyet hasznalunk. A pH-t allitsuk
2,20-re natrium-hidroxiddal (3.18.).

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

Legfeljebb 3 honapig taroljuk 5 °C alatt.
Lasd még az Eszrevételek 9.1. pontjat.

Standard aminosavak kalibralooldata hidrolizatumokkal valo hasznalatra,
az 5.3.3.1. pont szerint készitve és a kivonatokkal valé hasznalatra (5.2.).
A kalibraléoldat a 3.27.4. pont szerint késziil, de elhagyjuk a natrium-
kloridot.

Legfeljebb 3 honapig taroljuk 5 °C alatt.

Eszkozok

100 vagy 250 ml-es visszafolyos hiitdvel ellatott ggmblombik.

100 ml-es, csavaros tetejii, gumi/teflon béléses borszilikat tiveglombik
(pl. Duran, Schott) »C3 szaritoszekrényben « torténd hasznélatra.

Intenziv szelldztetésii és + 2 °C-nal nagyobb pontossagi hdmérséklet-
szabalyozoval ellatott »C3 szaritoszekrény .

pH-mérd (harom tizedesjegyig)
0,22 pm-es membranszird.
Centrifuga.

Rotécids vakuumbeparlo.

Mechanikus vagy magneses keveréberendezés.
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4.9.

5.2

5.3.
5.3.1.

Aminosav-analizator vagy HPLC-berendezés ioncserélé oszloppal,
késziilék ninhidrinhez, utdkolonnas derivatizalashoz ¢és fotometrias
detektor.

A kolonna szulfonalt polisztirol gyantaval van toltve, amely képes az
aminosavak egymastol és mas ninhidrin-pozitiv anyagoktol valo elva-
lasztasara. A puffer és ninhidrin vonal aramlasat +0,5 %-os aramlasi
stabilitast szivattyuk biztositjak a standard kalibralds és a minta anali-
zisének iddszakaban.

Néhany aminosav-analizatornal olyan hidrolizises eljarasok is alkalmaz-
hatok, amelyekben a hidrolizatum natriumkoncentracidja k = 0,8 mol/l,
és amelyek tartalmazzak az oxidacids 1épésbdl szarmazd valamennyi
hangyasavmaradékot. Mas analizatorok nem biztositanak megfeleld elva-
lasztast bizonyos aminosavak esetében, ha a hidrolizatum feleslegben
tartalmaz hangyasavat, és/vagy magas benne a natrium-ion koncentracio.
Ebben az esetben a sav térfogatat a hidrolizis utan és a pH-beallitas el6tt
mintegy 5 ml-re valo beparlassal csokkentjitk. A beparlast vakuum alatt
és maximum 40 °C-on kell végezni.

A vizsgalat médja
A minta eldkészitése

A mintat Ggy 6roljiik meg, hogy atjusson egy 0,5 mm-es szitan. Orlés
elott a nagy nedvességtartalmu mintdkat vagy légszaraz allapotba kell
hozni 50 °C-ndl nem magasabb hémérsékleten, vagy liofilizalni kell
azokat. A nagy zsirtartalmi mintdkat O&rlés eldtt petroléterrel (3.12.)
extrahalni kell.

A szabad aminosavak meghatdarozdsa takarmanyokban és eldkevereé-
kekben

Az el6készitett mintabol (5.1.) megfelelé mennyiséget (1-5 g) mérjiink
be 0,2 mg pontossaggal egy Erlenmeyer-lombikba, és adjunk hozza
100,0 ml extrahald keveréket (3.21.). Razassuk a keveréket 60 percig
mechanikus razogép vagy magneses keverd segitségével (4.8.). Hagyjuk
lelilepedni az iledéket, és a feliilluszo oldatbol pipettazzunk 10,0 ml-t
egy 100 ml-es f6zOpoharba.

Keverés kozben adjunk hozza 5,0 ml szulfoszalicilsavat (3.22.), és foly-
tassuk a keverést magneses keverd segitségével 5 percig. A feliiliiszo
folyadékot sziirjik le, vagy centrifugaljuk a csapadék levalasztasa célja-
bol. A kapott oldat 10,0 ml-ét tegyiik egy 100 ml-es fé6zOpoharba, és
allitsuk be a pH-t 2,20-ra natrium-hidroxid-oldattal (3.18.), majd toltsiik
at egy megfeleld térfogati mérSlombikba citrat-puffer segitségével
(3.24.), és a lombikot toltsiik fel jelig a pufferoldattal (3.24.).

Ha belsé standardot hasznalunk, adjunk 1,00 ml bels6 standardot
(3.27.3.) minden 100 ml végsé oldathoz, és a lombikot toltsiik fel
jelig a pufferoldattal (3.24.).

Folytassuk a miveletet a kromatografiaval, az 5.4. pont szerint.

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

Osszes aminosav meghatarozdsa
Oxidéacio

0,2 mg pontossaggal mérjink ki 0,1-1 g-ot az el6készitett mintabol

(5.1.):

— egy 100 ml-es gomblombikba (4.1.) nyitott hidrolizishez (5.3.2.3.),
vagy
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53.2.
53.2.1.

53.22.

5.3.2.3.

53.2.4.

— egy 250 ml-es gomblombikba (4.1.), ha alacsony natriumkoncentra-
cidra 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 hozzavetélegesen 10 mg nitrogéntarta-
lommal és legfeljebb 100 mg nedvességtartalommal kell rendelkeznie.

Helyezziik a lombikot/palackot jeges vizfiirdébe, és hiitsiik le 0 °C-ra,
adjunk hozza 5 ml oxidacios keveréket (3.23.), és keverjik Ossze egy
hajlitott végli iivegspatulaval. Zarjuk le légmentesen a spatulat is
magaban foglalé lombikot/palackot, tegyiik a lezart tartalyt tartalmazo
jeges vizfiirdét 0 °C-os hiitdszekrénybe, és hagyjuk allni 16 6ran keresz-
til. 16 6ra mulva vegyiik ki a hiit6szekrényb6l, és a feleslegben 1évé
oxidalo reagenst 0,84 g natrium-diszulfit (3.4.) adagolasaval bontsuk le.

Folytassuk a miveletet az 5.3.2.1. pont szerint.

Hidrolizis
Az oxiddlt mintak hidrolizise

Az 5.3.1. pont szerint elkészitett oxidalt mintdhoz adjunk 25 ml hidroli-
ziskeveréket (3.20.), ligyelve arra, hogy lemossuk az edény falara és a
spatulra tapadt mintamaradékot.

Az alkalmazott hidrolizis-eljarastol fiiggben az 5.3.2.3. vagy az 5.2.3.4.
pont szerint folytassuk a miiveletet.

A nem oxidalt minta hidrolizise

Meérjink be egy 100 ml-es vagy egy 250 ml-es gémblombikba (4.1.)
vagy egy 100 ml-es csavaros fedeli palackba (4.2.) 0,1-1 g-ot az el6ké-
szitett mintabol (5.1.) 0,2 mg pontossaggal. A mintabdl bemért adagnak
hozzavet6legesen 10 mg nitrogéntartalommal kell rendelkeznie.
Ovatosan adjunk hozza 25 ml hidroliziskeveréket (3.20.), és keverjiik
Oket Ossze. Az 5.3.2.3. vagy az 5.3.2.4. pont szerint folytassuk a miive-
letet.

Nyitott hidrolizis

Tegyiink 3 iiveggyongyot a lombikban 1évé keverékbe (ami az 5.3.2.1.
vagy az 5.3.2.2. pont szerint késziilt), és forraljuk folyamatos buboré-
kolas mellett, reflux alatt, 23 6ran keresztiil. Amikor a hidrolizis befe-
jezédott, mossuk ki a hiitét 5 ml citrat-pufferrel (3.24.). Vegyiik le a
lombikot, ¢és hiitsiik le jeges vizfiirdoben.

Az 5.3.3. pont szerint folytassuk a miiveletet.

Zart hidrolizis

Tegyiik az 5.3.2.1. vagy az 5.3.2.2. pont szerint elkészitett keveréket
tartalmazd palackot egy 110 °C-os szaritoszekrénybe (4.3.). A (gazfej-
16désnek tulajdonithatd) nyomas kialakulasanak megelézése ¢és a
robbanas elkeriilése érdekében az els§ oraban helyezziik a csavaros
fedelet az edény nyilasara. Ne zarjuk le az edényt a fed6vel. Egy ora
elteltével zarjuk le az edényt a feddvel, és hagyjuk a szaritészekrényben
(4.3.) 23 6ran keresztiil. Amikor a hidrolizis befejezddott, vegyiik ki az
edényt a szaritoszekrénybdl, ovatosan nyissuk fel a palack fedelét, és
tegyiik a palackot jeges vizfiirdébe. Hagyjuk lehilni.

A pH beallitasdhoz alkalmazott eljarastol fiiggéen (5.3.3.) a palack
tartalmat teljes egészében vigyiik at egy 250 ml-es f6z6poharba vagy
egy 250 ml-es gomblombikba citrat-puffer segitségével (3.24.).

Az 5.3.3. pont szerint folytassuk a miiveletet.
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5.3.3.

53.3.1.

53.3.2.

5.4.

A pH beallitasa

Az aminosav-analizator (4.9.) natriummal szembeni tiréképességétol
fliggben az 5.3.3.1. vagy az 5.3.3.2. pont szerint végezziik el a pH
beallitasat.

Alacsony ndtriumkoncentrdciot igénylé kromatog-
rdafias rendszerek (4.9.) esetén:

Tanacsos belsd standard torzsoldatot (3.27.3.) hasznalni alacsony natri-
umkoncentraciot igényld aminosav-analizatorok alkalmazidsa esetén
(amikor a sav térfogatat csokkenteni kell).

Ebben az esetben beparlas el6tt adjunk 2,00 ml belsé standard torzs-
oldatot (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 hidrolizatumhoz.

Rotaciods beparlo segitségével (4.7.) csokkentsiik a térfogatot 5—10 ml-re
vakuum alatt, 40 °C-on. Ha a térfogat véletleniil 5 ml ala csokken, akkor
a hidrolizatumot ki kell onteni, és az analizist Gjra kell kezdeni.

Natrium-hidroxid-oldattal (3.18.) allitsuk be a pH-t 2,20-re, és az 5.3.4.
ponttal folytassuk a miiveletet.

Minden mads tipusu aminosav-analizdator (4.9.)
esetén:

Az 5.3.2.3. vagy az 5.3.2.4. pont szerint kapott hidrolizdtumokat részle-
gesen semlegesitsiik ugy, hogy keverés kozben dvatosan hozzaadunk 17
ml natrium-hidroxid-oldatot (3.17.), mialatt a hdmérsékletet 40 °C alatt
tartjuk.

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

Mintaoldat a kromatografiahoz

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

Ha még nem hasznaltunk belsé standardot, adjunk hozza 2,00 ml bels6
standardot (3.27.3.), és toltsiik fel jelig citrat-pufferrel (3.24.). Keverjiik
Ossze alaposan.

Folytassuk a miiveletet a kromatografiaval (5.4.).

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

Kromatografia

Kromatografias vizsgalat el6tt a kivonatot (5.2.) vagy a hidrolizatumot
(5.3.4.) allitsuk be szobahdmérsékletre. Razzuk fel a keveréket, és sziir-
junk at megfelelé mennyiséget egy 0,2 pm-es membranszirén (4.5.). A
kapott tiszta oldatot vessiik ala ioncserés kromatografianak
aminosav-analizator segitségével (4.9.).

Az injektéalast lehet kézzel vagy automatikusan végezni. Ugyeljiink arra,
hogy — + 0,5 %-os eltéréssel — azonos mennyiségii oldatot tegylink az
oszlopra a standardok és mintak analiziséhez, kivéve, amikor bels6 stan-
dardot hasznalunk, valamint, hogy a natrium-aminosav aranyok, ameny-
nyire csak lehet, megegyezzenek a standardban és a mintaban.
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A Kkalibralas gyakorisaga altalaban a ninhidrin reagens és az analitikai
rendszer stabilitdsatol fliigg. A standardot vagy a mintdt citrat-pufferrel
(3.24.) higitjuk annak érdekében, hogy a standard csucsteriilete a minta
aminosav csucsteriiletének 30-200 %-a legyen.

Az aminosavak kromatografias vizsgalata az alkalmazott analizator és a
hasznalt gyanta tipusatol fiiggéen némiképp eltérhet. A valasztott rend-
szernek képesnek kell lennie arra, hogy az aminosavakat elvalassza
egymastol és a ninhidrin-pozitiv anyagoktol. A miikodési tartomanyban
a kromatografias rendszer reakcidjanak egyenesen aranyosnak kell lennie
a kolonnara felvitt aminosavak mennyiségével.

A kromatografids lépésnél az aldbbiakban emlitett cstics-mélyponti
aranyt alkalmazzuk, amikor (a meghatdrozand6é aminosavak vonatkoza-
saban) ekvimolaris oldatot analizalunk. Az ekvimolaris oldatnak
az aminosav-analizator rendszerrel (4.9.). pontosan mérheté aminosavak
maximalis mennyiségének legalabb 30 %-at tartalmaznia kell.

A treonin-szerin szétvalasztasanal a kromatogramon a két egymast
atfedd aminosav koziil a kisebb cstcs-mélyponti aranya ne haladja
meg a 2:10 értéket (ha csak cisztein, metionin, treonin és lizin meghata-
rozasarol van szo, a szomszédos cstucsok nem megfeleld elvalasa hatra-
nyosan befolyasolja a meghatarozast). Minden mas aminosav esetében a
szétvalasztasnak jobbnak kell lennie, mint 1:10.

A rendszernek el kell tudnia valasztani a lizint a ,mesterséges lizin
képz6dményektbl” és az ornitintdl.

Az eredmények kiszamitiasa

Minden aminosavra megmérjiikk a minta és a standard csucsteriiletét, és
kiszamitjuk a minta egy kg-jaban 1évé aminosav g-ban kifejezett
mennyiségét (X).

_AxecxMxV

X_B><m><1000

D
Ha belsé standardot hasznalunk, szorozzuk meg c -vel.

= a hidrolizatum vagy a kivonat csucsteriilete

= a kalibralé standardoldat csucsteriilete

a hidrolizatumban vagy a kivonatban 1évé belsé standard csucs-
teriilete

D = a bels6 standard, kalibralé standardoldat cstcsteriilete

M = a meghatarozandé aminosav moltdmege
c
m

QW >

a standard koncentracidja pmol/l-ben
= a minta témege (g) (ha szaritott vagy zsirtalanitott, akkor az eredeti
tomegre korrigalva)
V = ml &sszes hidrolizatum (5.3.4.) vagy ml kivonat (6.1.) szamitott
teljes higitasi térfogata

Mind a cisztin, mind a cisztein mint cisztein-sav keriil meghatérozasra az
oxidalt minta hidrolizdtumaiban, de cisztinként keriil kiszamitasra
(C6H12N204S,, MW 240,30 g/mol), ha MW 120,15 g/molt (= 0,5 x
240,30 g/mol) hasznalunk.

A metionin metionin-szulfonként keriil meghatarozasra az oxidalt minta
hidrolizatumaiban, de metioninként Keriil kiszdmitasra a metionin mole-
kulatomegének (MW = 149,21 g/mol) hasznalataval.
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A hozzaadott szabad metionin extrahdlas utan metioninként keriil
meghatarozasra, és a szamitashoz ugyanezt a molekulatémeget (M) hasz-
naljuk.

6.1. A szabad aminosavak (5.2.) meghatarozasa esetén a kivonatok teljes
higitasi térfogatat (F) a kovetkezOképpen szamitjuk ki:

F_100m1><(10m1+5m1) \Y

X
10 ml 10

V = a végsd kivonat térfogata

7. A modszer értékelése

A modszert nemzetkdzi Osszehasonlitdo vizsgalat soran ellendrizték,
amelyet 1990-ben végeztek négy kiilonboz6 takarmany (kevert sertéstap,
brojlertapkeverék, fehérjekoncentratum, el6keverék) felhasznalasaval. A
szélsoértékek kizarasaval kapott atlagértékeket és standard szorasokat az
ebben a pontban talalhato tablazatok mutatjak be:

Atlagértékek g/kg-ban

Aminosav
Referenciaanyag

Treonin Ciszt(e)in Metionin Lizin

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

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

Fehérjekoncent- 22,32 5,06 12,01 47,74
ratum n=16 n=17 N=17 n=15
El6keverék 58,42 — 90,21 98,03
n=16 N =16 n=16

n = a részt vevo laboratoriumok szama

7.1. Ismételhetoség

A fent emlitett 6sszehasonlitd vizsgalat ismételhet6ségét ,,laboratoriumon
beliili szorasként” kifejezve az alabbi tablazatok mutatjak:

Laboratériumon beliili szoras (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

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

Fehérjekoncent- 0,48 0,13 0,27 0,99
ratum n=16 n=17 n=17 n=15

Elékeverék 1,30 — 2,19 2,06
n=16 n=16 n=16

n = a részt vevl laboratériumok szama
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A laboratériumon beliili széras (S,) relativ szérasa ( %)

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

Fehérjekoncent- 2,7 2,6 2,2 2,4
ratum n=16 n=17 n=17 n=15

Elékeverék 2,2 — 2,4 2,1
n=16 n=16 n =16

n = a részt vevo laboratoriumok szama

7.2. Reprodukalhatosdag

A fent emlitett Osszehasonlitd vizsgalatra vonatkozoan, a kiilonb6zo
laboratoriumok kozotti szorasértékeket az alabbi tablazat adja meg:

Laboratériumon beliili széras (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

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

Fehérjekoncent- 0,85 0,62 1,57 1,24
ratum n=16 n=17 n=17 n=15

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

n = a részt vevd laboratoriumok szama

A laboratériumon beliili szoras (Sg) relativ szérasa ( %)

Aminosav
Referenciaanyag

Treonin Ciszt(e)in Metionin Lizin

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

Brojlertapkeverék 52 8,8 10,9 54
n=16 n=18 n=18 n=16

Fehérjekoncent- 3,8 12,3 13,0 3,0
ratum n=16 n=17 n=17 n=15

Elokeverék 4,3 — 6,9 6,7
n=16 n=16 n=16

n = a részt vev laboratériumok szama
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9.2.

9.3.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

Referenciaanyagok hasznalata

A modszer helyes alkalmazasat lehetdség szerint hitelesitett referencia-
anyagokon végzett ismételt mérésekkel kell ellendrizni. Hitelesitett
aminosav-kalibralooldattal végzett kalibralas javasolt.

Eszrevételek

Az aminosav-analizatorok kozotti kiilonbségek miatt a standard amino-
savak (lasd 3.27.4. és 3.27.5.) és a hidrolizatumok (lasd 5.3.4.) kalibra-
l6oldatainak végsé koncentracidit iranyadonak kell tekinteni.

A berendezés linearis reakciojanak tartomanyat valamennyi aminosavra
ellendrizni kell.

A standardoldatot citrat-pufferrel higitjuk, hogy a cstcsteriiletek a tarto-
many kdzepére essenek.

Amennyiben nagy teljesitményli folyadékkromatografias berendezést
hasznadlunk a hidrolizditumok elemzéséhez, a gyartd ajanlasainak
megfelelden kell a kisérleti koriilményeket optimalizélni.

Ha 1 %-nal tobb kloridot tartalmazo takarmanyokra (koncentratum,
asvanyi takarmanyok, kiegészité takarmanyok) alkalmazzuk a moédszert,
eléfordulhat a metionin alulértékelése, és ezért specialis kezelést kell
végezni.

G. A TRIPTOFAN MEGHATAROZASA

Cél és alkalmazasi teriilet

A modszer a takarmanyokban talalhatdo Osszes és a szabad triptofan
meghatarozasara szolgal. Nem kiilonbozteti meg a D- és az L-formékat.
Vizsgalati alapelv

Az Osszes triptofan meghatarozasahoz a mintat alkalikus koriilmények
kozott, telitett barium-hidroxid-oldattal hidrolizaljuk, majd 110 °C-ra
hevitjiik, és ezen a hémérsékleten tartjuk 20 o6ran at. Hidrolizis utan
belsé standardot adunk hozza.

A szabad triptofain meghatarozasahoz a mintat enyhén savas koriilmé-
nyek kozott extrahaljuk belsé standard jelenlétében.

A hidrolizdtumban vagy a kivonatban talalhatd triptofant és a belso
standardot HPLC-modszerrel, fluoreszcens detektalassal hatarozzuk meg.

Reagensek

Bideszt vagy azzal egyenértékii minéségii vizet kell hasznalni (konduk-
tivitas < 10 pS/cm).

Standard anyag: vakuumban, foszfor-pentoxid felett szaritott triptofan
(tisztasag/tartalom > 99 %).

Bels6 standard anyag: vakuumban, foszfor-pentoxid felett szaritott o-
metil-triptofan (tisztasag/tartalom > 99 %).

Barium-hidroxid oktahidrat (BaCO; képzddésének elkeriilése érdekében
igyelniink kell arra, hogy a Ba(OH), .0,8 H,O-t ne tegyiik ki talzott
mértékben levegd hatdsanak, mert ez zavarhatja a meghatarozast) (lasd
az Eszrevételek 9.3. pontjat).

Natrium-hidroxid.
Ortofoszforsav, w (w/w) = 85 %.
Sésav, pyy = 1,19 g/ml.
Metil-alkohol, HPLC mindségii.

Petroléter, forraspont-tartoméany: 40-60 °C.
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3.20.

3.21.

3.22.

4.2.

4.3.

44.

Natrium-hidroxid-oldat, ¢ = 1 mol/l:

Oldjunk fel 40,0 g NaOH-t (3.5.) vizben, és vizzel (3.1.) toltsiik fel 1
literre.

Sosav, ¢ = 6 mol/l:

Vegytink 492 ml HCI-t (3.7.), és vizzel toltsiik fel 1 literre.
Sosav, ¢ = 1 mol/l:

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

Sésav, ¢ = 0,1 mol/l:

Vegyiink 8,2 ml HCI-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.

Triptofan (3.2.) koncentralt oldata, ¢ = 2,50 umol/ml:

Egy 500 ml-es mér6lombikban oldjunk fel 0,2553 g triptofant (3.2.)
sosavban (3.13.), majd az oldatot toltsik fel jelig sosavval (3.13.).
Taroljuk —18 °C-on maximum négy hétig.

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

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

A triptofan kalibral6 standardoldata és a bels6 standard:

Vegyiink 2,00 ml-t a triptofan koncentralt oldatabol (3.15.) és 2,00 ml-t
a koncentralt belsé standard (o-metil-triptofan) oldatbol (3.16.). Oldjuk
fel vizben (3.1.) és metil-alkoholban (3.8.) a kész hidrolizatuméval
koriilbeliil azonos térfogatra és koriilbeliil azonos metil-alkohol koncent-
raciora (10-30 %).

Az oldatot felhasznalas el6tt frissen kell elkésziteni.

Készités soran kozvetlen napfényhatastol ovjuk.

Ecetsav

1,1,1-triklor-2-metil-2-propanol.

Etanolamin w (w/w) > 98 %

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

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

Eszkozok

HPLC-berendezés spektrofluorometrias detektorral

Folyadékkromatografias oszlop, 125 mm x 4 mm, C;g, 3 um toltet, vagy
azzal egyenértékii oszlop

pH-mérd

Polipropilén lombik, 125 ml térfogata, széles nyakkal és csavaros zaro-
kupakkal



02009R0152 — HU — 24.05.2017 — 006.002 — 43

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

5.2.

5.3.

0,45 pm-es membransziiré

Autoklav, 110 (+2) °C, 1,4 (0,1) bar
Mechanikus vagy magneses keveroberendezés
Kémcsdkeverd (vortex).

A vizsgalat médja
A mintik elkészitése

Oréljiik meg a mintit annyira, hogy az atjusson egy 0,5 mm-es szem-
méreti szitan. Orlés el6tt a nagy nedvességtartalmi mintakat vagy
légszaraz allapotba kell hozni 50 °C-nal nem magasabb hdmérsékleten,
vagy liofilizalni kell azokat. A nagy zsirtartalmil mintakat Orlés eldtt
petroléterrel (3.9.) extrahalni kell.

A szabad triptofan (kivonat) meghatarozasa

1 mg-os pontossdggal mérjiink be az elkészitett mintdbol (5.1.)
megfeleld mennyiséget (1-5 g) egy Erlenmeyer-lombikba. Adjunk
hozza 100,0 ml soésavat, k = 0,1 moél/l (3.13.) és 5,00 ml koncentralt
belsd standardoldatot (3.16.). Razzuk vagy keverjiik 60 percen at mecha-
nikus rdzégépen vagy magneses keverén (4.7.). Engedjiik a zagyot leiile-
pedni, majd pipettazzunk a feliilisz6 oldatbél 10,0 ml-t f6z6poharba.
Adjunk hozza 5 ml ortofoszforsavat (3.14.). Natrium-hidroxiddal (3.10.)
allitsuk a pH-t 3,0-ra. Adjunk hozza annyi metil-alkoholt (3.8.), hogy a
végtérfogatra szamitott metil-alkohol-koncentracié 10 és 30 % kozott
legyen. Vigyiik 4t megfeleld trtartalmu mér6lombikba, és vizzel higitsuk
a kromatografidhoz sziikséges térfogatra (koriilbeliil a kalibralé standar-
doldat (3.17.) térfogatdval megegyezo térfogatra).

A HPLC oszlopra vald felvitel eldtt sziirjiik at az oldat néhany ml-ét
0,45 pm-es membranszirén (4.5.). A kromatografiat az 5.4. bekezdés
szerint végezziik.

A standardoldatot és a kivonatokat ovjuk a kozvetlen napfényhatastol.
Ha a kivonatokat nem lehet a készités napjan analizélni, azok 5 °C-on
legfeljebb harom napig tarolhatok.

Az dsszes triptofan (hidrolizatum) meghatdrozasa

Az elkészitett mintabol (5.1.) mérjiink be 0,2 mg-os pontossaggal 0,1-1
g-ot a polipropilén lombikba (4.4.). A kimért mintamennyiség nitrogén-
tartalmanak kb. 10 mg-nak kell lennie. Adjunk hozza 8,4 g barium-
hidroxid-oktahidratot (3.4.) és 10 ml vizet. Keverjiik 6ssze kémcsdkeve-
rével (4.8.) vagy magneses keverén (4.7.). A teflonbevonati magnest
hagyjuk a keverékben. Mossuk le 4 ml vizzel az edény falat. Helyezziik
ra a csavaros zarOkupakot, és lazan zarjuk le a lombikot. Helyezziik
autoklavba (4.6.) forrd vizzel, és gdzoljik 30-60 percig. Zarjuk be az
autoklavot, és autoklavozzuk 110 (£2) °C hémérsékleten 20 Oran at.

Az autoklav kinyitasa el6tt csokkentsiik a hémérsékletet kevéssel 100 °C
ala. A Ba(OH), .0,8 H,O kikristalyosodasanak elkeriilése érdekében
adjunk a meleg keverékhez 30 ml, szobahémérsékletii vizet. Ovatosan
razzuk vagy keverjiik Ossze. Adjunk hozza 2,00 ml koncentralt belsd
standard (o-metil-triptofan) oldatot (3.16.). Hutsiik az edényeket viz-
vagy jégflirdében 15 percen at.

Ezutan adjunk hozza 5 ml ortofoszforsavat (3.14.). Tartsuk az edényt a
hit6firdében, és keverés kozben semlegesitsik az oldatot sosavval
(3.11.), majd allitsuk a pH-t 3,0-ra sosavval (3.12.). Adjunk hozza
annyi metil-alkoholt, hogy a végtérfogatra szamitott metil-alkohol-
koncentracio 10 és 30 % kozott legyen. Vigyiik at megfelel Grtartalma
mérélombikba, és vizzel higitsuk a kromatografiahoz sziikséges térfo-
gatra (példaul 100 ml-re). Ugyeljiink, hogy a metil-alkohol hozzaadasa
ne okozzon kicsapodast.
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5.4.

A HPLC oszlopra valo felvitel el6tt szlirjik at az oldat néhany ml-ét
0,45 pm-es membransziirén (4.5.). A kromatografiat az 5.4. bekezdés
szerint végezzik.

A standardoldatot és a kivonatokat ovjuk a kozvetlen napfényhatastol.
Ha a hidrolizatumokat nem lehet a készités napjan analizélni, azok 5 °C-
on legfeljebb harom napig tarolhatok.

Meghatdarozas HPLC-vel

Az izokratikus elticiéra vonatkozod kovetkezd paraméterek uGtmutatasul
szolgdlnak; mas paraméterek is alkalmazhatok, feltéve, hogy ezzel
egyenértékii eredményeket adnak (lasd még az Eszrevételek 9.1. és
9.2. pontjat).

Folyadékkromatografias Cig, 125 mm x 4 mm, 3 pm-es toltettel,
oszlop (4.2.): vagy ezzel egyenértékii berendezés.
Oszlophdmérséklet: szobahdmérséklet

Mozgofazis (3.22.): 3,00 g ecetsav (3.18.) + 900 ml viz (3.1.) +

az 1,1,1-triklor-2-metil-2-propanol (3.19.)
metil-alkohollal (3.8.) késziilt oldatanak
(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.

Ataramlasi sebesség: 1 ml/perc.
Teljes futasido: kortilbeliil 34 perc
Kimutatasi hullamhossz: gerjesztés: 280 nm, emisszio: 356 nm.

Befecskendezett mennyiség: 20 pl.

Az eredmények kiszamitasa

100 g mintaban 1évé triptofan grammban kifejezett mennyiségét (X) az
alabbiak szerint szamitjuk.

_A><B><V1><c><V2><M
T CxDxVsx 10000 x m

A = a belsd standard, standard kalibral6oldat (3.17.) cstcsteriilete

B = a triptofan -kivonat (5.2.) vagy -hidrolizatum (5.3.) csucsteriilete

V; = a kalibralooldathoz (3.17.) hozzéaadott koncentralt triptofanoldat
(3.15.) térfogata ml-ben (2 ml)

¢ = a kalibralooldathoz (3.17.) hozzaadott koncentralt triptofanoldat
(3.15.) koncentracidja, pmol/ml-ben (= 2,50)

V, = az extrahélasnal (5.2.) (= 5,00 ml) vagy a hidrolizatumhoz (5.2.)
(= 2,00 ml) hozzaadott, koncentralt belsé standardoldat (3.16.)
térfogata ml-ben

C = a bels6 standard, kivonat (5.2.) vagy hidrolizatum (5.3.) csucs-
tertilete

D = a triptofan, standard kalibraléoldat (3.17.) csucsteriilete

V; = a standard kalibraléoldathoz (3.17.) hozzaadott, koncentralt belsd
standardoldat (3.16.) térfogata, ml-ben (= 2,00 ml)

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

M = a triptofan molekulatdémege (= 204,23 g/mol)

w

Ismételhetéség

Ugyanazon a mintan végzett két parhuzamos meghatirozas eredmé-
nyének kiilonbsége nem haladhatja meg a magasabb érték 10 %-at.
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A korvizsgalat eredményei

Kozosségi korvizsgalatra keriilt sor (negyedik korvizsgalat), amelynek
soran harom mintat vizsgaltak meg a hidrolizis médszerének hitelesitése
céljabol, 12 laboratériumban. Mindegyik mintat tobbszor (5) analizaltak.
Az eredmények a kovetkezd tablazatban szerepelnek:

2. minta 3. minta
1. minta L-triptofannal Takarmanykon-
Sertéstap kiegészitett centratum sertések
sertéstap szamara
L 12 12 12
n 50 55 50
Atlag [g/kg] 2,42 3,40 4,22
s, [g/kg] 0,05 0,05 0,08
r [g/kg] 0,14 0,14 0,22
CV; [ %] 1,9 1,6 1,9
Sk [g/kg] 0,15 0,20 0,09
R [g/kg] 0,42 0,56 0,25
CVr [ %] 6,3 6,0 2,2
L = eredményeket bekiildé laboratériumok szdma
n = a (Cochran- és Dixon-probaval azonositott) kiugro értékek kiza-
rasat kovetéen megmaradt egyedi értékek szama
S = az ismételhetdség szorasa
Sgr = a reprodukalhatosag szoérasa
r = ismételhetség
R = reprodukalhatdsag
CV, = az ismételhetdség relativ szordsa, %

CVy = a reprodukalhatosag relativ szorasa, %

Egy masik kozosségi korvizsgalatot is végeztek (harmadik korvizsgalat),
amelynek soran két mintat vizsgaltak meg a szabad triptofan kivonésara
hasznalt mddszer hitelesitése céljabol, 13 laboratoriumban. Mindegyik
mintat tobbszor (5) analizaltak. Az eredmények a kovetkezd tablazatban

szerepelnek:
5. minta
4. minta Buza és szdja keveréke
Buza és szoja keveréke | (= 4. minta), hozzaadott
triptofannal (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
CV, [ %] 1,34 1,34
Sk [g/kg] 0,018 0,048
R [g/kg] 0,050 0,134
CVr [ %] 4,71 5,11
L = eredményeket bekiild laboratoriumok szama
n = a (Cochran- és Dixon-probaval azonositott) kiugr6 értékek kiza-
rasat kovetéen megmaradt egyedi értékek szama
S = az ismételhetdség szoérasa
Sg = a reprodukélhatdsag szorasa
r = ismételhetség
R = reprodukalhatosag
CV, = az ismételhet6ség relativ szorasa, %

CVr = a reprodukalhatosag relativ szorasa, %
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9.2.

Egy tovabbi kozosségi korvizsgalatot is végeztek, amelynek soran négy
mintdt vizsgaltak meg a triptofan hidrolizisére hasznalt modszer hite-
lesitése céljabol, hét laboratériumban. Az eredmények az alabbi tabla-
zatban szerepelnek. Mindegyik mintat tobbszor (5) analizaltak.

1. mint 2. minta 4 mint
- mnta Alacsony 3. minta ‘ unta
Kevert . . 1 Folozott
sertéstap Zsf?ﬁ.talinu ( gZR(;\J/?hlSlZ (;) tejpor
all1sz
(CRM 117) (CRM 118) (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/kg] 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
CVr [ %] 1,48 4,69 4,11 4,22
L = eredményeket bekiildé laboratériumok szdma
n = a (Cochran- és Dixon-probaval azonositott) kiugro értékek kiza-
rasat kovetéen megmaradt egyedi értékek szama
S = az ismételhetdség szorasa
Sgr = a reprodukalhatosag szoérasa
r = ismételhetOség
R = reprodukalhatdsag
CV, = az ismételhet6ség relativ szorasa, %

CVy = a reprodukalhatosag relativ szorasa, %
Eszrevételek

Specialis kromatografids paraméterek alkalmazésa a triptofan és az a-
metil-triptofan jobb elvalasztasat teheti lehetdvé.

Izokratikus eltcid, majd gradiens oszlopon torténd tisztitas:

Folyadékkromatografias 125 mm x 4 mm, Cig, 5 um toltet, vagy

oszlop: ezzel egyenértékil oszlop

Oszlophémérséklet: 32 °C

Mozgoéfazis: A: 0,01 mol/l KH,PO4/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 futtatasi idd: koriilbeliil 33 perc.

A kromatografia a HPLC tipusatol és az oszloptdltetként alkalmazott
anyagtol fiiggden valtozik. A valasztott rendszernek képesnek kell lennie
a triptofan és a bels6 standard alapvonalon torténé elvalasztasara. Fontos
tovabba, hogy a bomlastermékek jol elvaljanak a triptofantol és a bels6
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9.3.

1.1.

1.2.

2.2.

standardtol. A belsé standard nélkiili hidrolizatumokat is futtatni kell a
belsd standard alatti alapvonal szennyezettségének ellendrzése céljabol.
Fontos, hogy a futtatasi id6 elég hossza legyen az osszes bomlastermék
elualasdhoz, mert kiilonben a késén elualodd csucsok zavarhatjak a
késobbi kromatografias futtatasokat.

A kromatografias rendszernek a miikodési tartomanyban linearis valaszt
kell adnia. A linearis valaszt a bels6 standard allandé (a normalis)
Fontos, hogy mind a triptofan-, mind a belsd standard csucsok nagysaga
a HPLC/fluoreszcens rendszer linearis tartomanyaba essen. Ha a tripto-
fan- és/vagy a bels6 standard cstcs(ok) tal kicsi(k) vagy tal nagy(ok), az
analizist meg kell ismételni mas mintamérettel és/vagy mas végtérfogat-
tal.

Barium-hidroxid

Allas hatasara a barium-hidroxid egyre nehezebben oldodik. Ennek
kovetkeztében a HPLC-meghatarozashoz hasznalt oldat zavaros lesz,
ami alacsony triptofanértékeket eredményezhet.

H. NYERSOLAJOK ES ZSIROK MEGHATAROZASA
Cél és alkalmazasi teriilet

Ez a modszer az éllati takarmanyokban 1évé nyersolajok és zsirok
meghatdrozasara szolgadl. Nem vonatkozik az olajos magvakra és olaj-
tartalma gylimolcsokre.

A tovabbiakban leirt két modszer hasznalata a takarmany jellegétol és
Osszetételétdl, valamint az analitikai vizsgélat céljatol fiigg.

A. eljaras — Kozvetleniil extrahalhato nyersolajok és zsirok

Ez a modszer a novényi eredetli takarmany-alapanyagok esetében alkal-
mazhat6, kivéve azokat, amelyek a B. modszer targykorébe esnek.

B. eljards — Osszes nyersolaj és zsir

Ez a modszer az allati eredetli takarmany-alapanyagok ¢és minden
» C1 takarméanykeverék € esetében alkalmazhat6. Mindazon anya-
gokra alkalmazandd, amelyekbdl az olajok és a zsirok teljesen nem
extrahalhatok eldzetes hidrolizis nélkiil (pl. sikér, éleszt6, burgonyafe-
hérjék és extrudalas, a pelyhesités és a melegités révén készitett termé-
kek).

Az eredmények értelmezése

Mindazon esetekben, amikor magasabb eredményt kapunk a B. eljaras-
sal, mint az A. eljarassal, a B. eljarassal kapott eredményt tekintsiik a
helyes értéknek.

Vizsgalati alapelv
A. modszer

A mintat petroléterrel extrahdljuk. Az olddszert beparoljuk, a maradék-
anyagot megszaritjuk, és megmeérjiik.

B. modszer

A mintat melegités kozben sosavval kezeljiik. A keveréket lehitjiik, és
lesziirjiik. A maradékanyagot kimossuk, megszaritjuk és a meghatarozast
az A. mddszer szerint végezzik el.
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3. Reagensek

3.1. Petroléter, forraspont tartomanya: 40-60 °C. Bromszama kisebb legyen
1-nél, és a beparlasi maradékanyaga kisebb legyen, mint 2 mg/100 ml.

3.2. Natrium-szulfat, vizmentes.
3.3. Sosav, ¢ = 3 mol/l
3.4. Sziirési segédanyag, pl. Kieselguhr, Hyflo-supercel.

4. Eszkozok

4.1. Extrahalokésziilék. Amennyiben szifonnal ellatott késziilékrdl van szd
(Soxhlet-késziilék) a visszafolyas mértéke koriilbeliil oranként 10 ciklus
legyen; ha nem szifonos tipust hasznalunk, a visszafolyas mértéke koriil-
beliil percenként 10 ml legyen.

4.2. Extrahélotégely, petroléterben oldhatd anyagoktol mentes, a 4.1. pont
kovetelményeinek megfelelé porozitassal.

4.3. » C3 Szaritoszekrény, amely lehet 75 + 3 °C-ra beallitott vakuum szari-
toszekrény vagy 100 + 3 °C-ra bedllitott 1égkeveréses szaritoszekrény. «

5. A vizsgalat médja
5.1. A. modszer (lasd 8.1. pont)

1 mg pontossdggal mérjiink ki 5 g mintat, toltsiik at egy extrahald
tégelybe (4.2.), és fedjik be egy zsirmentes gyapotvattatamponnal.

Tegyiik az extrahalé tégelyt az extrahalokésziilékbe (4.1.), és extrahaljuk
hat oran keresztiil petroléterrel (3.1.). A petroléter-kivonatot egy horzsa-
kddarabokat (1) tartalmazo, szaraz, lemért lombikba gytijtsiik.

Paroljuk be az oldoszert. A lombikot masfél oOran at tartsuk a
P C3 szaritdszekrényben 4 (4.3.), hogy a maradékanyag megszaradjon.
Hagyjuk kihiilni egy exszikkatorban, és mérjik meg a tomegét. Ismét
szaritsuk 30 percig annak biztositasa érdekében, hogy az olajok és zsirok
tomege stabilizalodjon (a tomegveszteség a két egymast koveté mérés
kozott legfeljebb 1 mg lehet).

5.2. B. modszer

1 mg pontossaggal mérjiink ki 2,5 g mintat (lasd 8.2. pont), tegyiik egy
400 ml-es fézOpoharba vagy egy 300 ml-es Erlenmeyer-lombikba,
adjunk hozza 100 ml sésavat (3.3.) és horzsakddarabokat. Fedjik le a
fézOpoharat egy oOraiiveggel, vagy csatlakoztassunk az Erlenmeyer-
lombikhoz egy visszafolyos hiitét. Lassu langon vagy féz6lapon enyhén
forraljuk fel, ¢és tartsuk igy egy oran keresztiil. Ne hagyjuk, hogy az
anyag odatapadjon az edény faldhoz.

Hitsiik le, és adjunk hozza annyi sziirési segédanyagot (3.4.), amely elég
ahhoz, hogy megakadalyozza a sziirés folyaman keletkezé olaj- vagy
zsirveszteséget. Sziirjilk at egy nedvesitett, zsirmentes, kettGs sziir6papi-
ron. Addig mossuk hideg vizzel a maradékanyagot, amig semleges sziir-
letet nem kapunk. Ellendrizziik, hogy a sziirlet nem tartalmaz olajat vagy
zsirokat. Ezek jelenléte azt jelzi, hogy a mintat a hidrolizis el6tt petrolé-
terrel extrahalni kell az A. modszer szerint.

Tegylik a maradékanyagot tartalmazo kettés sziirGpapirt egy Oraiivegre,
és szaritsuk a P C3 légkeveréses szdritoszekrényben « (4.3.) mdsfél
oran keresztiil, 100 °C + 3 °C-on.

(") Amennyiben az olajon vagy a zsiron ezt kovetden mindség-ellendrzést végeznek, a
horzsakddarabokat tiveggyongyokkel helyettesitsiik.
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8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

Tegyiik a szaraz maradékanyagot tartalmazd kettds sziirGpapirt egy
extrahalotégelybe (4.2.), és fedjiik le egy zsirmentes iivegvatta tampon-
nal. Helyezzilk az extrahalotégelyt egy extrahalokésziilékbe (4.1.), és
folytassuk a miveletet az 5.1. pont masodik és harmadik bekezdése
szerint.

Az eredmény kifejezése

A maradékanyag tomegét a minta szdzalékaban fejezziik ki.

Ismételhetéség

Ugyanazon a mintan, ugyanazon analitikus altal végzett két parhuzamos
meghatarozas eredménye kozotti kiilonbség nem haladhatja meg:

— az 5 % alatti nyersolaj és zsirtartalmaknal a 0,2 %-ot, abszolut érték-
ben,

— 5-10 % kozotti olaj- és zsirtartalom esetében a 4,0 %-ot, a legma-
gasabb eredményhez viszonyitva,

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

Eszrevételek

Magas olaj- és zsirtartalmii termékeknél, amelyeket nehéz felapritani,
vagy amelyek nem alkalmasak arra, hogy homogén vizsgalati mintat
képezziink beldliik, a kovetkez6képpen jarjunk el:

1 mg pontossaggal mérjiink ki 20 g mintat, és keverjitk dssze 10 g vagy
annal tobb vizmentes natriumszulfattal (3.2.). Extrahaljuk petroléterrel
(3.1.) az 5.1. pont szerint. A kapott kivonatot t6ltsiikk fel petroléterrel
(3.1.) 500 ml-re, és keverjik Ossze. Helyezziink 50 ml oldatot egy
horzsakddarabokat tartalmazo, szaraz, lemért kis lombikba. Paroljuk be
az oldoszert, szaritsuk, majd az 5.1 pont utols6 bekezdésében leirtak
szerint jarjunk el.

Tavolitsuk el az olddszert az extrahalotégelyben hagyott maradékanyag-
bol, apritsuk fel a maradékanyagot 1 mm-es finomsagura, tegyiik vissza
az extrahalotégelybe (ne adjunk hozza natriumszulfatot), és az 5.1. pont
masodik és harmadik bekezdésében leirtak szerint folytassuk a mivele-
tet.

Az olaj- és zsirtartalmat a minta szazalékaban szamitsuk ki a kovetkez6
képlet segitségével:

(IOm] + mz) x5

ahol:

m; = a maradékanyag tOmege grammban az els§ extrahalas utan (a
kivonat aliquot része),

m, = a maradékanyag tomege grammban a maésodik extrahdlds utan.

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

A magas viztartalmi hobbiallat-eledeleket vizmentes natriumszulfattal
kell keverni a B. mddszer szerinti hidrolizis és extrahalas el6tt.

Az 5.2. pontban hatdsosabb lehet forrd viz hasznélata hideg viz helyett a
maradékanyag szlirés utdni moséasahoz.

Az 1,5 oras szaritasi id6t néhany takarmany esetében meg kell hosszab-
bitani. El kell keriilni a talzott szaritast, mivel az alacsony eredmé-
nyekhez vezethet. Mikrohullamu siité is hasznalhato.
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8.6.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

4.2.

43.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

Az A. modszer szerinti elGzetes extrahalas a hidrolizis eldtt és a B.
modszer szerinti ismételt extrahalas akkor javasolt, ha a nyersolaj- és
zsirtartalom nagyobb, mint 15 %. Bizonyos mértékig ez a takarmany
jellegétdl és a takarmanyban 1év6 olaj és zsir jellegétol fligg.

I. A NYERSROST MEGHATAROZASA

Cél és alkalmazasi teriilet

Ez a modszer lehetévé teszi a takarmanyokban el6forduld, hagyoma-
nyosan nyersrostnak nevezett, savas és lagos kdzegben oldhatatlan, zsir-
mentes szerves anyagok meghatarozasat.

Vizsgalati alapelv

A sziikség esetén zsirtalanitott mintat tobbszor egymdas utan meghata-

ival kezeljiik. A maradékot zsugoritott tivegsziirdvel sziiréssel elvalaszt-
juk, kimossuk, megszaritjuk, lemérjiik és 475-500 °C-on elhamvasztjuk.
A hamvasztasbol eredd tomegveszteség megegyezik a vizsgalati minta
nyersrosttartalmaval.

Reagensek

Kénsav, ¢ = 0,13 mol/l.
Habzasgatlo anyag (pl. n-oktanol).

Sziirési segédanyag (Celite 545 vagy azzal egyenértékil), négy oran at
500 °C-on hevitve (8.6.).

Aceton.

Petroléter, forraspont-tartoméany: 40-60 °C.
Sosav, ¢ = 0,5 mol/l.

Kalium-hidroxid oldat, ¢ = 0,23 mol/l.

Eszkozok

Kénsavval vagy kalium-hidroxiddal torténé roncsolasra szolgalo
fiitéegység, amely egy, a szlirtégely (4.2.) csatlakoztatasara alkalmas
tartoval, illetve egy olyan elvezetdcsével van felszerelve, amelyhez egy
lehetbleg stiritett levegdvel toltott folyadékelvezetohdz és a vakuumhoz
kapcsolt csap tartozik. Hasznélat elétt mindennap 6t percig melegitsiik
elé az egységet forrasban 1évé vizzel.

Uveg sziirétégely 40-90 um porozitdst, olvasztott zsugoritott {iveg
szlirBlappal. Az els6 hasznélat el6tt melegitsiik fel 500 °C-ra néhany
percre, ¢és hiitsiik le (8.6.).

Visszafolyos hiitével ellatott, legaldbb 270 ml-es, forraldsra alkalmas
henger.

» C3 Szaritoszekrény <, héfokszabalyzoval.
Tokos kemence, héfokszabalyzoval.

Extrahéaloegység, amelyhez a sziir6tégelyhez (4.2.) vald tartdlemez és a
vakuum, illetve folyadék kivezetésére szolgald csappal ellatott {iritdpipa
tartozik.

Csatlakozogytriik a fitéegység (4.1.), a szlirétégely (4.2.) és a henger
(4.3.) osszekapcsolasdhoz, a hideg extrahdloegység (4.6.) és a tégely
csatlakoztatasahoz.

A vizsgalat médja

Merjink ki 1 mg-os pontossaggal 1 g-ot az eldkészitett mintabol, ¢s
helyezziik a sziir6tégelybe (4.2.) (lasd az Eszrevételek 8.1., 8.2. és 8.3.
pontjat), majd adjunk hozza 1 g sziirési segédanyagot (3.3.).
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Allitsuk 6ssze a fiitdegységet (4.1.) és a sziirdtégelyt (4.2.), majd csat-
lakoztassuk a hengert (4.3.) a sz{ir8tégelyhez. Ontsiink 150 ml forrdsban
1évé kénsavat (3.1.) az Osszeallitott hengerbe és tégelybe, és sziikség
esetén adjunk hozza néhany csepp habzasgatlo anyagot (3.2.).

5 £ 2 perc alatt hozzuk forrasba a folyadékot, és forraljuk erdteljesen
pontosan 30 percig.

Nyissuk meg az liritdpipa csapjat (4.1.), vakuum alatt szlrjik at a
kénsavat a sziir6tégelyen, és mossuk a maradékot egymast kovetden
haromszor, 30 ml-es forrovizadagokkal, ligyelve arra, hogy a maradékot
minden mosas utan szarazra szirjik.

Zarjuk el a kivezetd csapot, és Ontsiink 150 ml forrasban 1évé kalium-
hidroxid oldatot (3.7.) az Gsszeallitott hengerbe és tégelybe, majd adjunk
hozza néhany csepp habzasgatld anyagot (3.2.). 5 + 2 perc alatt hozzuk
forrasba a folyadékot, és forraljuk erételjesen pontosan 30 percig. Sziir-
juk, és ismételjilk meg a kénsavas 1épésnél alkalmazott mosasi mivele-
tet.

Az utols6 mosas és szaritas utan szereljiik le a tégelyt, és tartalmaval
egyiitt csatlakoztassuk a hideg extrahaloegységhez (4.6.). Vakuumot
hasznalva mossuk a tégelyben 1évé maradékot haromszor egymas utan
25 ml-es acetonadagokkal (3.4.), ligyelve arra, hogy a maradékot minden
mosas utan szarazra szirjik.

Szaritsuk a tégelyt tomegallandosigig a P C3 szaritoszekrényben 4
130 °C-on. Az egyes szaritasok utan hiitsik le exszikkatorban, és
gyorsan mérjiik le. Helyezziik a tégelyt a tokos kemencébe, és 475-500
°C-on hamvasszuk tdmegallandosagig (a tomegveszteségnek két egymast
kovetd mérés kozott 1 mg-nal kisebbnek kell lennie) legalabb 30 percen
at.

A mérés el6tt minden hevités utan hitsiik a tégelyt el6szor a kemencé-
ben, majd az exszikkatorban.

Végezziink vakprobat minta nélkiil. A hamvasztasbol adodd témegvesz-
teség nem haladhatja meg a 4 mg-ot.
Az eredmények kiszamitasa

A minta szazalékosan kifejezett nyersrosttartalma az alabbi képlettel
adhat6 meg:

(mp —my) x 100

X =
m
ahol:
m = a minta tdmege g-ban;
mp = a meghatdrozas soran végzett hamvasztas utdni tomegveszteség,
g-ban;
m; = a vakproba soran végzett hamvasztas utani tOmegveszteség,
g-ban.
Ismételhetéség

Ugyanazon a mintan végzett két parhuzamos meghatarozas eredménye
kozotti kiilonbség nem haladhatja meg:

— 10 %-nal alacsonyabb nyersrosttartalom esetén abszolut értékben a
0,6 %-ot,

— 10 %-o0s vagy anndl magasabb nyersrosttartalom esetén a magasabb
értek 6 %-at.

Eszrevételek

A 10 %-nal tobb nyerszsirt tartalmazd takarmanyokat az analizis eldtt
petroléterrel (3.5.) zsirtalanitani kell. Csatlakoztassuk a sziir6tégelyt
(4.2.) tartalmaval egyiitt a hideg extrahaloegységhez (4.6.), és vakuumban
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8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

8.6.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

mossuk a maradékot egymas utan haromszor 30 ml-es petroléteradagokkal,
igyelve arra, hogy a maradék szaraz legyen. Csatlakoztassuk a tégelyt
tartalmaval egyiitt a fiitdegységhez (4.1.), és folytassuk a meghatarozast
az 5. pont szerint.

A petroléterrel (3.5.) kozvetleniil nem extrahalhatdé zsirokat tartalmazé
takarmanyokat a 8.1. pontban bemutatott modon kell zsirtalanitani, majd
savas forralast kovetden még egyszer zsirtalanitani kell éket. A savas
forralas és az ezt kovetd mosas utan csatlakoztassuk a tégelyt tartalmaval
egyiitt a hideg extrahaloegységhez (4.6.), és mossuk harom alkalommal
30 ml acetonnal, amit tovabbi harom mosas kovet 30 ml-es petroléter-
adagokkal. Vakuumban sziirjiik, amig szaraz nem lesz, majd folytassuk
az analizist az 5. pontban leirtak szerint, a kalium-hidroxidos kezeléssel
kezdve.

Ha a takarmanyok, kalcium-karbonatban kifejezve tobb mint 5 % karbo-
natot tartalmaznak, akkor csatlakoztassuk a tégelyt (4.2.) a lemért
mintaval egyiitt a fiitdegységhez (4.1.). Mossuk a mintat haromszor 30
ml sosavval (3.6.). Az egyes savadagok hozzaadasa utan, a sziirés el6tt
koriilbeliil egy percig hagyjuk allni a mintat. Mossuk egyszer 30 ml
vizzel, és folytassuk az analizist az 5. pontban leirtak szerint.

Ha allvany formaju berendezést hasznalunk (tobb tégely csatlakozik
ugyanahhoz a fiitéegységhez), akkor ugyanannak a mintanak nem végez-
hetd el két egyedi vizsgalata ugyanabban a sorozatban.

Ha a forralas utdn nehéz lesziirni a savas és a ligos oldatokat, akkor
vezessiink siiritett levegét a flitGegység liritGecsovébe, és igy folytassuk a
szlirést.

Az iiveg szirdtégelyek élettartamanak meghosszabbitasa érdekében a
hamvasztas hémérséklete nem haladhatja meg az 500 °C-ot. Ugyeljiink
arra, hogy a hevitési és a hiitési ciklusok alatt keriiljiik a talzott, 16kész-
szerli h6hatast.

J. A CUKOR MEGHATAROZASA

Cél és alkalmazasi teriilet

A moddszer lehet6évé teszi a redukalocukor és az invertalas utani Osszes
cukor glilkdzban vagy, adott esetben, 0,95-os tényezével konvertalva,
szacharozban kifejezett szintjének meghatarozasat. A  modszer
»C1 takarménykeverékek « esetében alkalmazhaté. Egyéb takarma-
nyokra kiilonleges modszerek vonatkoznak. Adott esetben, a laktozt
kiilon meg kell mérni, és figyelembe kell venni az eredmények kisza-
mitasanal.

Vizsgalati alapelv

A cukrot higitott etanolban extrahaljuk; az oldatot Carrez I. és 1. oldattal
deritjiik. Az etanol kizarasa utan az invertalas el6tti €s utani mennyiség
Luff-Schoorl-médszerrel keriil meghatarozasra.

Reagensek

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

Carrez 1. oldat: vizben oldjunk fel 21,9 g cink-acetatot, Zn(CH3;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, K4Fe(CN)g 3H,O. Toltsiik fel vizzel 100 ml-re.

0,1 %-os (w/v) metilnarancsoldat.
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3.7.

3.8.

3.8.1.

3.8.2.

3.8.3.

3.9.

3.11.

3.12.

5.2.

5.3.

Luff-Schoorl-reagens:

Ovatosan kevergetve Sntsiik a citromsavoldatot (3.8.2.) a natrium-karbo-
nat-oldatba (3.8.3.). Adjuk hozzé a réz-szulfat oldatot (3.8.1.), és oOntsiik
fel 1 literig vizzel. Hagyjuk masnapig iilepedni, majd sziirjik.

pont utolsé bekezdését. Az oldat pH-értékének koriilbeliil 9,4-nek kell
lenni.

Réz-szulfat-oldat. 100 ml vizben oldjunk fel 25 g vasmentes rézszulfatot
CUSO4 5H20

Citromsavoldat: 50 ml vizben oldjunk fel 50 g citromsavat, C¢HgO5
HzO.

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

Keményit6oldat: adjunk 30 ml vizben elkevert 5 g oldhaté keményit6t 1
liter forrasban 1évé vizhez. Forraljuk harom percen keresztiil, hagyjuk
kihiilni, sziikség esetén adjunk hozza 10 mg higany-jodidot tartositoszer-
ként.

30 %-os (w/v) kalium-jodid oldat.
Sosavban forralt, vizben mosott és szaritott, szemcsés horzsakd.
3-metilbutan-1-ol.

Eszkozok

Billenédobos kever6gép: kb. 35-40 fordulatszam/perc teljesitménnyel.

A vizsgalat médja
A minta extrahdldsa

Mérjiink ki mg-os pontossaggal 2,5 g-ot a mintabol, és helyezziik egy
250 ml-es mér6lombikba. Adjunk hozza 200 ml etanolt (3.1.), ¢és
keverjiik a kever6gépen egy oran keresztiil. Adjunk hozzd 5 ml Carrez
I. oldatot (3.2.), és kevergessiik koriilbeliil 30 masodpercig. Adjunk
hozza 5 ml Carrez II. oldatot (3.3.), és kevergessiik egy percig. Toltsiik
fel térfogatra etanollal (3.1.), homogenizaljuk, és szlirjik. Vegyiink el
200 ml-t a szlirletbdl, és az etanol nagy részének eltavolitasa céljabol
paroljuk térfogatanak kb. felére. Helyezziik a beparlds utdni maradékot
mennyiségileg egy 200 ml-es mérélombikba meleg vizzel, hiitsiik,
toltsiik fel térfogatra vizzel, homogenizaljuk, és sziikség esetén szirjik.
Ezen oldatot hasznéljuk a redukalocukor és invertalds utdni dsszes cukor
mennyiségének meghatarozasara.

A redukadlocukor meghatarozasa

Pipetta segitségével vegyiink fel legfeljebb 25 ml oldatot, amely 60
mg-ndl kevesebb, gliikozban kifejezett redukalocukrot tartalmaz.
Sziikség esetén toltsiik fel az oldatot desztillalt vizzel 25 ml-re, és hata-
rozzuk meg redukalocukor-tartalmat a Luff-Schoorl-modszerrel. Az
eredményt a minta glikoztartalmara vonatkoztatva, szazalékosan
fejezziik ki.

Az invertalds utani Osszes cukor meghatarozasa

Pipetta segitségével vegyiink fel az oldatbol 50 ml-t, és Ontsiik at egy
100 ml-es mérélombikba. Adjunk hozza néhany csepp metilnarancsol-
datot (3.4.), majd ovatosan és folyamatos kevergetés kozben, adjunk
hozza sosavat (3.5.), amig a folyadék hatarozottan vordssé nem valik.
Adjunk hozza 15 ml sésavat (3.6.), meritsiik a lombikot gyorsan forrd
vizfirdébe, és tartsuk ott harminc percen keresztiil. Hiitsiik le gyorsan
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5.4.

7.2.

kb. 20 °C-ra, és adjunk hozza 15 ml natrium-hidroxid-oldatot (3.7.).
Toltsiik fel vizzel 100 ml-re, és homogenizaljuk. Vegyliink el legfeljebb
25 ml oldatot, amely 60 mg-nal kevesebb, glikkozban kifejezett reduka-
locukrot tartalmaz. Sziikség esetén toltsiik fel az oldatot desztillalt vizzel
25 ml-re, és hatarozzuk meg redukaldcukor-tartalmat a Luff-Schoorl-
modszerrel. Az eredményt a gliikkozra vagy, adott esetben, 0,95-o0s ténye-
z6vel szorozva a szachardzra vonatkoztatva, szazalékosan fejezziik ki.

Titralas a Luff-Schoorl-mddszerrel

Pipetta segitségével vegyiink fel 25 ml Luff-Schoorl-reagenst (3.8.), és
helyezziik 4t egy 300 ml-es Erlenmeyer-lombikba; adjunk hozza
pontosan 25 ml-t a deritett cukoroldatbol. Adjunk hozza kétszemcsényi
habkovet (3.13.), hevitsik kozepes méretli, szabad langon, kozben
kézzel kevergessiik, és kb. két perc alatt forraljuk fel a folyadékot. Az
Erlenmeyer-lombikot azonnal helyezziik egy 6 cm atmérdji lyukkal ella-
tott azbesztes drothalora, amely alatt el6zdleg langot gyujtunk. A langot
ugy kell szabalyoznunk, hogy az Erlenmeyer-lombiknak csak az aljat
melegitse. Illessziink egy visszafolyos hiitét az Erlenmeyer-lombikhoz.
Forraljuk pontosan tiz percig. Hitsiik le azonnal hideg vizben, és kb. 6t
perc elteltével a kdvetkezdk szerint titraljuk:

Adjunk hozza 10 ml kalium-jodid-oldatot (3.12.), és kozvetleniil ezutan
(a bdséges habképzddés veszélye miatt ovatosan) adjunk hozza 25 ml
kénsavat (3.11.). Titraljuk natrium-tioszulfat-oldattal (3.9.), amig fako-
sarga szint nem kapunk, adjuk hozza a keményitd-indikatort (3.10.), és
fejezziik be a titralast.

Forralas nélkiil, 10 ml kalium-jodid-oldat (3.12.) és 25 ml kénsav (3.11.)
hozzaadasa utan végezziik el ugyanezt a titralast egy pontosan kimért, 25
ml Luff-Schoorl-reagenst (3.8.) és 25 ml vizet tartalmazo keveréken.

Az eredmények kiszamitasa

A tablazat segitségével hatarozzuk meg a glikdoz mennyiségét mg-ban,
amely a két titralas eredménye kozti kiilonbségnek felel meg 0,1 mol/

a minta szazalékaban fejezziik ki.

Kiilonleges vizsgalati médok

A melaszban gazdag, valamint egyéb, kevésbé homogén Osszetételi
takarmanyok esetében mérjink ki 20 g-ot, és helyezziikk egy 1 literes
mérélombikba 500 ml vizzel felontve. Keverjikk forgd dobon egy oran
keresztiil. Az 5.1. pontban leirtak szerint deritsiik Carrez 1. (3.2.) és
Carrez II. (3.3.) reagensek hasznalataval, ebben az esetben azonban
négyszeres mennyiséget hasznaljunk az egyes reagensekb6l. Toltsiik
fel térfogatra 80 %-os (v/v) etanollal.

Homogenizaljuk és sziirjiikk. Vonjuk ki az etanolt az 5.1. pontban leirtak
szerint. Ha nincs jelen dextrinalt keményitd, toltsiik fel térfogatra desz-
tillalt vizzel.

Melaszok, valamint cukorban gazdag és gyakorlatilag keményitémentes
takarmany-alapanyagok (szentjanoskenyér, szaritottcukorrépa-szeletek
stb.) esetében mérjiink ki 5 g-ot, és helyezziik egy 250 ml-es mérélom-
bikba, adjunk hozza 200 ml desztillalt vizet, és keverjiik forgd dobon
egy oran keresztiil vagy sziikség esetén tovabb. Az 5.1. pontban leirtak
szerint deritsiik Carrez 1. (3.2.) és Carrez II. (3.3.) reagensekkel. Toltsiik
fel térfogatra hideg vizzel, homogenizaljuk, és sziirjikk. Az sszes cukor-
tartalom meghatarozasahoz az 5.3. pontban leirtak szerint folytassuk a
vizsgalatot.

Eszrevételek

A habképzddés elkeriilése érdekében a Luff-Schoorl-reagenssel torténd
forralas el6tt tanacsos (a mennyiségtdl fiiggetleniil) kb. 1 ml 3-metilb-
utan-1-ol (3.14.) hozzaadasa.
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8.2.

A gliikozban Kkifejezett, invertalas utani Osszes cukortartalom és a
gliikozban kifejezett, redukalocukor-tartalom kiilonbsége 0,95-dal
szorozva megadja a szacharoztartalomra vonatkoztatott szazalékos
aranyt.

A laktéz nélkiil szamitott redukalocukor-tartalom meghatarozasara két
modszer alkalmazhatd:

Kozelité szamitashoz, szorozzuk meg 0,675-tel a laktoztartalmat, amely
egy masik elemzési modszerrel keriilt megallapitasra, és vonjuk ki a
kapott eredményt a redukalocukor-tartalombol.

A laktoz nélkiil szamitott redukalocukor-tartalom pontos kiszamitasahoz
ugyanazt a mintat kell hasznalni a két végsé meghatarozashoz. Az egyik
vizsgalatot az 5.1. pontban foglaltak szerint nyert oldaton végezzik, a
masikat pedig a lakt6z meghatarozasa sordn nyert oldaton az emlitett
célbol meghatarozott modszer szerint (mas tipus cukrok erjesztése és
derités utan).

A jelen 1évé cukormennyiség meghatarozasa mindkét esetben a Luff—S-
choorl-moédszerrel torténik, és a glilkkéz mg-ban keriil kiszamitasra. Az
egyik értéket kivonjuk a masikbdl, és az eredményt a minta szazalé-
kéaban fejezziik ki.

Példa

A kivalasztott két mennyiség az egyes meghatarozasok esetében 250
mg-os mintanak felel meg.

Az elsé esetben 44,2 mg glikéznak megfelel6, 17 ml 0,1 moél/liter

ml, amely 27,6 mg gliikoznak felel meg.
A kiilonbség 16,6 mg gliikoz.

Ezért a glikézra atszamitott (laktoz nélkiili) redukalocukor-tartalom a
kovetkezd

4 x 16,6

= 6,649
10 64 %

25 ml Luff-Schoorl-reagenshez tartozo értékek tiblazata

Na,S,0; Na,S,05
0,1 ) mol/ | Glikoz, fruktoz, invert- Laktoz Maltéz O,I-m()l/
liter cukor CiaHy0y, CioHy01, liter
koncent- CsH 1,06 koncent-
racio racio
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 3.8 355 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
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3.2.

3.3.

3.4.

3.4.1.

3.4.2.

3.43.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

K. LAKTOZ MEGHATAROZASA

Cél és alkalmazasi teriilet

Ez a modszer lehetdvé teszi a 0,5 %-nal magasabb laktoztartalmu takar-
manyok laktozszintjének meghatarozasat.

Vizsgalati alapelv

A cukrokat vizben oldjuk. Az oldatot Saccharomyces cerevisiae élesz-
tével erjesztjiik, amely a laktozt érintetleniil hagyja. Derités és sziirés
utan a szlrlet laktoztartalmat Luff-Schoorl-mddszerrel hatarozzuk meg.

Reagensek
Saccharomyces cerevisiae szuszpenzid: oldjunk fel 25 g friss élesztét

100 ml vizben. A szuszpenzié hiitében legfeljebb egy hétig all el.

Carrez 1. oldat: vizben oldjunk fel 21,9 g cink-acetatot, Zn(CH3;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, K4Fe(CN)g 3H,0. Toltsiik fel vizzel 100 ml-re.

Luff-Schoorl-reagens:

Ovatosan kevergetve ontsiik a citromsavoldatot (3.4.2.) a natrium-karbo-
nat-oldatba (3.4.3.). Adjuk hozza a réz-szulfat-oldatot (3.4.1.), és toltsiik
fel egy 1 l-re vizzel. Hagyjuk masnapig iilepedni, majd sztrjik. Ellen-

liter Na,COs3). Az oldat pH-értékének koriilbeliil 9,4-nek kell lenni.

Réz-szulfat-oldat. 100 ml vizben oldjunk fel 25 g vasmentes rézszulfatot
CUSO45H20.

Citromsavoldat: 50 ml vizben oldjunk fel 50 g citromsavat, CcHgO; .
HzO.

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

Sosavban forralt, vizben mosott és szaritott, granulalt habko.

30 %-os (w/v) kalium-jodid-oldat:

Keményitéoldat: adjunk 30 ml vizben elkevert 5 g oldhaté keményitot 1
liter forrasban 1év6 vizhez. Forraljuk 3 percig, hagyjuk hiilni, és ameny-
nyiben sziikséges, adjunk hozza 10 mg higany-jodidot tartositoszerként.

Eszkozok

38-40 °C-ra beallitott, héfokszabalyzoval ellatott vizfiirdd.

A vizsgalat médja

Mérjink ki a mintab6l 1 g-ot mg-os pontossaggal, és ezt a részmintat
helyezziik egy 100 ml-es mér6lombikba. Adjunk hozza 25-30 ml vizet.
Helyezziik a lombikot harminc percre forrasban 1évé vizfiirdébe, majd
hiitsiik le kb. 35 °C-ra. Adjunk hozza 5 ml éleszt6-szuszpenziot (3.1.), és
homogenizaljuk. Hagyjuk a lombikot két 6ran keresztiil, 38-40 °C-on
allni a vizfirdSben. Hiitsiik le kb. 20 °C-ra.

Adjunk hozza 2,5 ml Carrez 1. oldatot (3.2.), és kevergessiik harminc
masodpercig, majd adjunk hozza 2,5 ml Carrez II. oldatot (3.3.), és Gjra
kevergessiik harminc masodpercig. Toltsiik fel vizzel 100 ml-re,
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keverjiik Ossze, és szirjiik. Pipetta segitségével vegyiink fel a sziirletb6l
egy részt, amely nem haladja meg a 25 ml-t, és amely lehetdleg
40-80 mg laktozt tartalmaz, és helyezzik at egy 300 ml-es
Erlenmeyer-lombikba. Amennyiben sziikséges, toltsik fel 25 ml-re
vizzel.

Végezziink vakprobat ugyanilyen modon 5 ml élesztd oldattal (3.1.). A
laktoztartalmat a Luff-Schoorl-médszer szerint, a kdvetkez8képpen hata-
rozzuk meg: adjunk az oldathoz pontosan 25 ml Luff-Schoorl-reagenst
(3.4.) és kétszemcsényi habkdvet (3.5.). Kozepes méretii, szabad langon
torténd melegités kozben kézzel kevergessiik, és kb. két perc alatt
forraljuk fel a folyadékot. Az Erlenmeyer-lombikot azonnal helyezziik
egy 6 cm atmérGji lyukkal ellatott azbesztes drothaléra, amely alatt
elézéleg langot gyujtunk. A langot ugy kell szabalyoznunk, hogy
az Erlenmeyer-lombiknak csak az aljat melegitse. Illessziink egy vissza-
folyos hiitét az Erlenmeyer-lombikhoz. Forraljuk pontosan tiz percig.
Hitsiik le azonnal hideg vizben, és kb. 6t perc elteltével a kdovetkezok
szerint titraljuk:

Adjunk hozza 10 ml kalium-jodid-oldatot (3.6.), és rogton utana (a
bbéséges habképzddés veszélye miatt Ovatosan) adjunk hozza 25 ml
kénsavat (3.7.). Titraljuk natrium-tioszulfat-oldattal (3.8.) amig fakosarga
szint nem kapunk, adjuk hozza a keményité-indikatort (3.9.), és fejezziik
be a titralast.

Forralas nélkiil, 10 ml kalium-jodid-oldat (3.6.) és 25 ml kénsav (3.7.)
hozzaadasa utan végezziik el ugyanezt a titralast egy pontosan kimért, 25
ml Luff-Schoorl-reagenst (3.4.) és 25 ml vizet tartalmazé keveréken.

Az eredmények kiszamitasa
A csatolt tablazat segitségével hatarozzuk meg a laktéz mennyiségét

mg-ban, amely a két titralas eredménye kozti kiilonbségnek felel meg,

A dehidratalt laktéozra vonatkozd eredményt a minta szazalékaban
fejezziik ki.

Eszrevételek

A 40 %-nal tobb erjeszthetd cukrot tartalmazd termékek esetében 5
ml-nél nagyobb mennyiségli élesztd-szuszpenziét (3.1.) hasznaljunk.

25 ml Luff-Schoorl-reagenshez tartozé értékek tiblazata

Na,S,0; Na,S,0;
0,1 ' mol/ | Gliikoz, fruktdz, invert- Lakiéz Maltéz 0,1 ' mol/
liter cukor CioHy0, CioHr0y, liter
koncent- CsH 1,06 koncent-
racié racio
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 73 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
17 442 2,9 63,8 3,9 68,0 42 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 72,2 43 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
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

5.2.

L. A KEMENYIiT® MEGHATAROZASA
POLARIMETRIAS MODSZER
Cél és alkalmazasi teriilet

E modszer lehetévé teszi a keményitd és a nagy molekulasulya kemé-
nyitd-bomlastermékek takarmanyokban jelen 1évé szintjének meghata-
rozasat a feltiintetett energiaérték (a VII. melléklet rendelkezései) és a
96/25/EK tanacsi iranyelv (1) betartisanak ellen6rzése céljabol.

Vizsgalati alapelv

A mobdszer két meghatarozasbol all. Az els6 meghatirozas soran a
mintat hig sosavval kezeljik. Tisztitds és sziirés utdn az oldat optikai
forgatoképességét polarimetriaval mérjiik.

A masodik meghatarozas soran a mintat 40 %-os etanollal extrahaljuk. A
szlirlet sosavval vald savanyitasa, tisztitasa és szlirése utan az optikai
forgatoképességet ugyanugy mérjiik, mint az els6 meghatarozas eseté-
ben.

A minta keményit6tartalmat Ggy kapjuk meg, hogy a két mért érték
kiilonbségét megszorozzuk egy ismert egyiitthatoval.

Reagensek

25 %-o0s (w/w) sbésav-oldat, d: 1,126 g/ml.

1,13 %-o0s (w/v) sosav-oldat

végzett titralassal kell ellendrizni, 94 %-os (v/v) etanolban oldott
0,1 % (w/v) metilvords jelenlétében. 10 ml semlegesitéséhez 30,94 ml

Carrez 1. oldat: vizben oldjunk fel 21,9 g cink-acetatot,
Zn(CH53COO0),2H,0 ¢és 3 g jégecetet. Toltsik fel vizzel 100 ml-re.

Carrez II. oldat: vizben oldjunk fel 10,6 g kalium-[hexaciano-ferrat(II)]-
ot K4Fe(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 iivegcsiszolattal és visszafo-
lyos hitével.

Polariméter vagy szachariméter.

A vizsgalat médja
A minta eldkészitése

Oréljiik a mintat olyan finomsagura, hogy az teljes egészében atjusson
egy 0,5 mm szemméretli, kerek szemi szitan.

A teljes optikai forgatdképesség (P vagy S) meghatdrozasa (lasd az
Eszrevételek 7.1. pontjat)

Meérjiink ki a meg6rolt mintabdl mg pontossaggal 2,5 g-ot, és helyezziik
azt egy 100 ml-es mérélombikba. Adjunk hozza 25 ml soésavat (3.2.),
razzuk Ossze a vizsgalati minta egyenletes eloszlasanak biztositdsa célja-
bol, és adjunk hozza tovabbi 25 ml sosavat (3.2.). Meritsiik a lombikot

() HL L 125, 1996.5.23., 35. o.



02009R0152 — HU — 24.05.2017 — 006.002 — 59

forrasban levé vizfiirddbe, az elsé harom percben erdteljesen és folya-
matosan razogassuk a csomoképzOodés megakadalyozdsa céljabol. A
vizfiirdében elegend6 viznek kell lennie ahhoz, hogy a fiird6 a lombik
behelyezésekor forrasponton maradjon. A lombikot razogatas kozben
nem szabad kivenni a vizfiird6b6l. Pontosan 15 perc elteltével vegyiik
ki a lombikot a vizfiirdob6l, adjunk hozza 30 ml hideg vizet, és azonnal
hiitsiik le 20°-ra.

Adjunk hozzd 5 ml-t a Carrez I. oldatbol (3.3.), és razogassuk kb.
harminc masodpercen at. Ezt kovetden adjunk hozza 5 ml-t a Carrez
II. oldatbol (3.4.), és ismét razzuk kb. harminc masodpercen at. Toltsiik
fel vizzel térfogatra, keverjilk 0ssze és sziirjiik meg. Ha a szlirlet nem
teljesen tiszta (ami ritkdn fordul eld), nagyobb mennyiségii (pl. 10 ml)
Carrez 1. és II. oldat hozzdadasaval ismételjik meg a meghatarozast.

Egy 200 mm-es csében a polariméterrel vagy a szachariméterrel mérjiik
meg az oldat optikai forgatoképességét.

5.3. A 40 %-os etanolban oldhato anyagok optikai forgatoképességének (P’
vagy S') meghatarozasa

Mérjiink ki a mintdbdl mg pontossaggal 5 g-ot, helyezziik egy 100 ml-es
mérélombikba, és adjunk hozza mintegy 80 ml etanolt (3.5.) (lasd az
Eszrevételek 7.2. pontjat). Hagyjuk a lombikot allni szobahémérsékleten
1 oran at; ezalatt hatszor erételjesen razzuk Ossze, hogy a vizsgalati
minta alaposan Osszekeveredjen az etanollal. Toltsiik fel térfogatra
etanollal (3.5.), keverjiik 0ssze és sziirjiik meg.

A sziirletbdl pipettazzunk 50 ml-t (= 2,5 g minta) egy 250 ml-es
Erlenmeyer-lombikba, adjunk hozza 2,1 ml sésavat (3.1.), és erdsen
razzuk Ossze. Csatlakoztassunk visszafolyos hiitét az Erlenmeyer-
lombikhoz, és meritsiik az utdbbit forrasban levé vizfiirdébe. Pontosan
15 perc elteltével vegyiik ki az Erlenmeyer-lombikot a vizfiird6bol,
ontsiik at annak tartalmat egy 100 ml-es mér6lombikba, oblitsiik kis
mennyiségli hideg vizzel, majd hiitsiik le 20 °C-ra.

Deritsiik Carrez 1. oldattal (3.3.) és Carrez II. oldattal (3.4.), vizzel
toltsiik fel térfogatra, keverjilk Ossze, sziirjiik at, majd mérjiik meg az
optikai forgatoképességét az 5.2. pont masodik és harmadik bekezdé-
sében ismertetett modon.

6. Az eredmények kiszamitasa

A keményitdtartalmat ( %) a kovetkezoképpen szamitjuk ki:

6.1. Meérés polariméterrel
2 000(P — P’
Keményit6tartalom (%) = %
[a]p
P = a teljes optikai forgatoképesség szogfokban
P' = a 40 %-os (V/V) etanolban oldhaté anyagok optikai forgato-
képessége szogfokban
[a]zDO = a tiszta keményitd fajlagos optikai forgatoképessége. Az e
tényezére hagyomanyosan elfogadott  szamértékek a kovet-
kezok:

+185,9°:  rizskeményitd

+185,7°:  burgonyakeményitd

+184,6°:  kukoricakeményitd

+182,7°:  buzakeményitd

+181,5°:  arpakeményitd

+181,3°:  zabkeményitd

+184,0° P C1 takarmanykeverékekben < talalhato egyéb
keményit6- és keményitOkeverék-fajtak.

6.2. Mérés szachariméterrel
2000 (2N x0,665)x(S—S) 266Nx(S—5)

= X g
o] 100 o5y

KeményitStartalom (%) =
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6.3.

7.2.

7.3.

S = teljes optikai forgatoképesség szachariméter-fokban

S' = a 40 %-os (v/v) etanolban oldhaté anyagok optikai forgatoké-
pessége szachariméter-fokban

N = az a szachar6zmennyiség (g) 100 ml vizben, amely 100 szacha-

riméter-foknak megfelelé optikai forgatoképességet ad 200
mm-es csében mérve.
16,29 g a francia szachariméterek esetében
26,00 g a német szachariméterek esetében
20,00 g a vegyes szachariméterek esetében.

[a]lz)oo = a tiszta keményitd fajlagos optikai forgatoképessége (lasd a 6.1.
pontot).

Ismételhetoség

Az ugyanazon a mintdn végzett két parhuzamos meghatarozas eredmé-
nyének kiilonbsége 40 %-ndl alacsonyabb keményitStartalom esetén,
abszolut értékben nem lehet tobb mint 0,4, 40 %-os vagy annal nagyobb
keményitétartalom esetén pedig nem haladhatja meg az 1 %-os relativ
értéket.

Eszrevételek

Ha a minta tobb mint 6 %-nyi karbonatot tartalmaz kalcium-karbonatra
szamitva, ¢ karbonatot hig kénsav pontosan megfelelé mennyiségével
torténd kezeléssel el kell roncsolni a teljes optikai forgatoképesség
meghatarozasat megel6zéen.

Magas laktoztartalmu termékek — pl. tejsavopor vagy sovany tejpor —
esetében, 80 ml etanol (3.5.) hozzaadasat kovetden, a kovetkez6képpen
kell eljarni. Csatlakoztassunk visszafolyos hiitét a lombikhoz, és
meritsiik az utobbit 50 °C-os vizfiirddbe 30 percre. Hagyjuk lehiilni,
majd folytassuk az analizist az 5.3. pontban leirt modon.

A kovetkez6 takarmany-alapanyagokrol ismert, hogy a takarmanyokban
valé nagy mennyiségli jelenlétiik esetén olyan interferenciakat idéznek
elé a keményitétartalom polarimetrias modszerrel vald meghatarozasa-
kor, amelyek téves eredményekhez vezethetnek:

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

— citruspép,
— lenmag; lenmagpogacsa; lenmagkivonat,
— repcemag; repcemagpogacsa; repcemagkivonat; repcemaghéj,

— napraforgdmag; napraforgomag kivonat; részlegesen hantolt napra-
forgomag kivonat,

— koprapogacsa, koprakivonat,

— burgonyapép,

— szaritott éleszto,

— inulinban gazdag termékek (pl. csicsokaszeletek €s csicsokaliszt),
— tOporty.

M. NYERSHAMU MEGHATAROZASA
Cél és alkalmazasi teriilet

A modszer lehetdvé teszi a takarmanyok nyershamutartalmanak
meghatarozasat.
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4.2.

4.3.

5.1

5.2.

7.2.

7.3.

Vizsgalati alapelv

A mintat 550 °C-on hamvasztjuk; a maradékanyagot megmérjik.

Reagensek

20 %-os (w/v) ammonium-nitrat-oldat.

Eszkozok

Fo6zolap.

Hofokszabalyzos, elektromos tokos kemence.

Kvarcbol, porcelanbol vagy platinabol késziilt négyszogletes (60 x 40 x
25 mm) vagy kor alak(l (4tmérd: 60—75 mm, magassdg: 20—-40 mm)
hamvasztotégelyek.

A vizsgalat médja

Mérjink ki a mintabdl 5 g-ot mg-os pontossaggal (2,5 g-ot a duzzado-
képes anyagbol szarmazd termékek esetében), ¢és helyezzik egy
hamvasztotégelybe, amelyet elzetesen 550 °C-ra hevitettiik, majd lehii-
tottiik és taraztunk. Helyezziik a tégelyt a fozolapra, 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 beallitott, kalibralt tokos kemencébe.
Tartsuk ezen a hdmérsékleten egészen addig, amig széntartalmu részecs-
kéktdl mentesnek tiing fehér, halvanysziirke vagy vordses hamut nem
nyeriink. Helyezziik a tégelyt egy szaritoba, hagyjuk kih{ilni, majd
azonnal mérjilk meg.

Helyezziik a tégelyt az 550 °C-ra beallitott, kalibralt tokos kemencébe.
Hamvasszuk 3 oran at. Helyezzilk a tégelyt egy szaritoba, hagyjuk
kihtilni, majd azonnal mérjiik meg. Hamvasszuk jra 30 percen keresz-
til, annak érdekében, hogy a hamu tomege allandd maradjon (két
egymast kovetd mérés kozotti tomegveszteség legfeljebb 1 mg lehet).

Az eredmények kiszamitasa

A maradék tomegét a taratdmeg kivondsaval szamoljuk ki.

Az eredményt a minta szazalékaban fejezziik ki.

Eszrevételek

A nehezen hamvaszthato anyagok hamujat legalabb harom o6ran
keresztiil elozetesen hamvasztani kell, le kell hiiteni, majd néhany
csepp 20 %-os ammonium-nitrat oldatot vagy vizet kell hozzaadni
(ligyelve arra, hogy elkeriiljiik a hamu szétszorédasat vagy a csomokép-
z0dést). A P C3 szaritoszekrényben « vald szaritasa utdn folytassuk a
kalcinalast. Sziikség szerint ismételjiik a miiveletet a teljes elhamvadasig.

A 7.1. pontban ismertetett eljardssal szemben ellenallé anyagok esetében
a kovetkezOképpen jarjunk el: haromoéras hamvasztas utan helyezziik a
hamut meleg vizbe, és egy kisméretli, hamumentes sz{irén szirjiik at.
Hamvasszuk el a sziirét és annak tartalmat az eredeti tégelyben.
Helyezziikk a sziirletet a lehlitott tégelybe, parologtassuk kiszaradasig,
hamvasszuk, és mérjiik meg.

Olajok és zsirok esetében mérjiink ki pontosan egy 25 g-os mintat egy
megfeleld méreti tégelybe. Hamumentes sziirdpapircsikkal meggyujtva,
szenesitsiik az anyagot. A gyulladas utan a leheté legkevesebb vizzel
nedvesitsiik meg. Szaritsuk, és hamvasszuk az 5. pontban ismertetett
modszerrel.
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1.1.

1.2.

2.2.

3.2.

3.3.

4.2.

4.3.

5.2

N. SOSAVBAN OLDHATATLAN HAMU MEGHATAROZASA
Cél és alkalmazasi teriilet

A modszer lehetdvé teszi a takarmanyokban 1évé sdsavban oldhatatlan
asvanyi anyagok szintjének meghatarozasat. A minta jellegétdl fliggden
két modszer alkalmazhato.

A. modszer: a szerves takarmany-alapanyagok ¢és a legtobb
»Cl1 takarmanykeveré¢k < esetében alkalmazhato;

B. modszer: olyan asvanyi vegyiiletek ¢és keverékek, valamint
»Cl1 takarméanykeverékek « esetében alkalmazhat6, amelyeknek az
A. modszer szerint meghatarozott, sésavban nem oldhatd anyagtartalma
1 %-nal magasabb.

Vizsgalati alapelv

A. médszer: a mintat hamvasztjuk, a hamut sosavban forraljuk, az oldha-
tatlan maradékanyagot pedig sziirjiik és megmérjik.

B. mddszer: a mintat sésavval kezeljiik. Az oldatot szlirjiikk, a maradék-
anyagot hamvasztjuk, az igy kapott hamut pedig az A. modszer szerint
kezeljiik.

Reagensek

20 %-os (w/v) triklor-ecetsav oldat.

1 %-o0s (w/v) triklor-ecetsav oldat.

Eszkozok

Foézolap.

Hofokszabalyzos, elektromos tokos kemence.

Kvarcbol, porcelanbdl vagy platinabol késziilt négyszogletes (60 x 40 x
25 mm) vagy kor alaka (atméré: 60-75 mm, magassag: 20-25 mm)
hamvasztotégelyek.

A vizsgalat médja
A. modszer

Hamvasszuk a mintdt a nyershamu meghatarozasanal ismertetett
modszer szerint. Annak az analizisnek a soran kapott hamut is hasznal-
hatjuk.

75 ml sosav (3.1.) felhasznalasaval helyezzilk a hamut egy 250—400
ml-es fézOpoharba. Lassan forraljuk, és tartsuk forrdsban ovatosan
tizenot percig. Sziirjiik at a meleg oldatot egy hamumentes sziirdpapiron,
és mossuk a maradékot meleg vizzel mindaddig, amig a savreakcido mar
nem észlelhetd. Szaritsuk ki a maradékot tartalmazé szlirét, és hamvas-
szuk egy tarazott tégelyben legalabb 550 °C és legfeljebb 700 °C hémér-
sékleten. Hiitsiik le egy szaritoban, és mérjilk meg.

B. modszer

Mérjiink le a mintabol 5 g-ot mg-nyi pontossaggal, és helyezziik egy
250—400 ml-es fézépoharba. Adjunk hozza egymast kovetéen 25 ml
vizet és 25 ml sosavat (3.1.), keverjik Ossze, és varjunk a pezsgés
elallasaig. Adjunk hozza még 50 ml sosavat (3.1.). Varjunk az esetleges
gazkibocsatas megsziinéséig, majd helyezziik a f6z6poharat forrd vizfiir-
dobe, és tartsuk ott harminc percig vagy sziikség esetén tovabb, az
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3.1
3.2.
3.3.

esetlegesen jelen 1évé Osszes keményité teljes hidrolizise érdekében.
Még meleg éllapotban sziirjiik 4t egy hamumentes sziir6n, és mossuk
a sziirbt 50 ml meleg vizben (lasd: 7. Eszrevételek). Helyezziik a
maradékanyagot tartalmazo sziir6t hamvasztotégelybe, szaritsuk ki, és
hamvasszuk legalabb 550 °C és legfeljebb 700 °C hémérsékleten. 75
ml sosav (3.1.) felhasznalasaval helyezzik a hamut egy 250-400 ml-es
fézépoharba; kovessilk az 5.1. pont masodik albekezdésében leirtakat.

Az eredmények kiszamitasa

A maradék tomegét a taratdomeg kivonasaval szamoljuk ki. Az ered-
ményt a minta szdzalékdban fejezziik ki.

Eszrevételek

Ha a sziirés problémasnak bizonyul, kezdjiik Gjra az analizist ugy, hogy
az 50 ml sosavat (3.1.) 50 ml 20 %-os triklor-ecetsavval (3.2.) helyet-
tesitjiik, és a szlir6t 1 %-os meleg triklor-ecetsavban oldatban (3.3.)
mossuk.

0. KARBONATOK MEGHATAROZASA
Cél és alkalmazasi teriilet

Ez a modszer lehetévé teszi a karbonatok hagyomanyosan
kalcium-karbonatban kifejezett mennyiségének meghatarozasat a legtobb
takarmanyban.

Bizonyos esetekben (példaul a vas-karbonat esetében) specialis modszert
kell alkalmazni.

Vizsgalati alapelv

A karbonatokat sosavban bontjuk szét; a kibocsatott szén-dioxidot egy
kalibralt csében gyljtjiik Ossze, és térfogatat ismert mennyiségl
kalcium-karbonat altal azonos koriilmények kozott kibocsatott mennyi-
séggel hasonlitjuk Ossze.

Reagensek
Sésav, d = 1,10 g/ml.

Kalcium-karbonat.

nezve.

Eszkozok

Scheibler—Dietrich-késziilék (lasd az abrat) vagy annak megfeleld készii-
lék.

A vizsgalat médja

A minta karbonattartalmatol figgéen mérjiink ki egy részmintat az alab-
biak szerint:

— 0,5 g az 50-100 % karbonattartalmti termékek esetén, kalcium-kar-
bonatban kifejezve,

— 1 g a 40-50 % karbonattartalmu termékek esetén, kalcium-karbo-
natban kifejezve;

— 2-3 g egyéb termékek esetében.

Helyezziik a részmintat a késziilék specialis lombikjaba (4), amelyet 10
ml sosavat (3.1.) tartalmazo, torhetetlen anyagbol késziilt, kisméretil
cs6vel szereltek fel, és kapcsoljuk a lombikot a késziilékhez. Forditsuk
el a haromfazist csapot (5), hogy a cs6 (1) a kiilsé résszel kapcsolodjon.
A szinezett kénsavval (3.3.) toltott és a kalibralt cs6hoéz (1) kapcsolt
mozgathatd cs6 (2) segitségével igazitsuk a folyadék szintjét a nulla
jelhez. Az (1) és a (3) cs6 Osszekapcsolasahoz forditsuk el a csapot
(5), és ellendrizziik, hogy a szint nullan all-e.

A lombik (4) megdontésével folyassunk lassan sosavat (3.1.) a részmin-
tara. A (2) cs6 leengedésével egyenlitsik ki a nyomast. Razzuk a (4)
lombikot egészen addig, amig a szén-dioxid-kibocsatas teljesen meg nem
sziinik.

Az (1) és a (2) cs6ben 1évo folyadék egyenld szintre igazitasaval allitsuk
vissza a nyomast. Néhany perc mulva, amikor a gaz mennyisége allan-
dosul, olvassuk le az eredményt.

Végezziink ellen6rzé vizsgalatot ugyanilyen koriilmények kozott 0,5 g
kalcium-karbonaton (3.2.).
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6. Az eredmények kiszamitasa

A kalcium-karbonatként kifejezett karbonattartalmat az alabbi képlet
segitségével szamitjuk ki:

~Vx 100

"~ Vi x2m

X = a minta kalcium-karbonatként kifejezett %-os (w/w) karbonattar-
talma

V = a részminta altal kibocsatott szén-dioxid, ml-ben.

V,;= 0,5 g CaCO; altal kibocsatott szén-dioxid, ml-ben.

m = a részminta grammban kifejezett tomege.

7. Eszrevételek

7.1. Ha a részminta 2 g-nal nehezebb, el6szor toltsiink 15 ml desztillalt vizet
a (4) lombikba, és keverjik Ossze a vizsgalat megkezdése el6tt. Az
ellendrzé vizsgalat esetében ugyanezt a vizmennyiséget hasznaljuk.

7.2. Ha a hasznalt késziilék trtartalma eltér a Scheibler—Dietrich-késziiléké-
t6l, a mintabdl és a kontrollanyagbol vett részt, valamint az eredmények
kiszamitasat annak megfeleléen kell korrigalni.

SCHEIBLER-DIETRICH-KESZULEK SZEN-DIOXID MEGHATAROZASARA
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.1.

3.6.2.

3.7.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

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

Ez a modszer lehetévé teszi a takarmanyok Osszes foszfortartalmanak
meghatarozasat. Kiilonosen alkalmas az alacsony foszfortartalma
termékek elemzésére. Bizonyos esetekben (foszforban gazdag termékek-
nél) gravimetrias modszert hasznalhatunk.

Vizsgalati alapelv

A mintat szaraz égetéssel (szerves takarmanyok esetén) vagy savas felta-
rassal (asvanyi vegyliletek és folyékony takarmanyok esetén) minerali-
zaljuk, és savas oldatba helyezziik. Az oldatot molibdén-vanadat
reagenssel kezeljik. Az igy keletkezd sarga oldat optikai sirliségét
430 nm-nél mérjitk egy spektrofotométeren.

Reagensek

Kalcium-karbonat.

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

Salétromsav, py = 1,38-1,42 g/ml.

Kénsav, pyy = 1,84 g/ml.

Molibdén-vanadat reagens: 1 literes mérélombikban keverjiink dssze 200
ml ammonium-heptamolibdat-oldatot (3.6.1.), 200 ml ammoénium-mono-
vanadat-oldatot (3.6.2.) és 134 ml salétromsavat (3.4.). Toltsiik fel vizzel
térfogatra.

Ammonium-heptamolibdat-oldat: oldjunk fel forré vizben 100 g ammo-
nium-heptamolibdatot, (NH;) 6Mo070,4.4H,0. Adjunk hozza 10 ml
ammoniat (d: 0,91 g/ml), és toltsiik fel vizzel 1 literre.

Ammonium-monovanadatoldat: 2,35 g = ammoénium-monovanadatot
(NH4VOs3) oldjunk fel 400 ml forré vizben. Allandé keverés kdzben,
lassan adjunk hozza 20 ml higitott salétromsavat (7 ml HNO; (3.4.) +
13 ml H,0), és toltsiik fel vizzel 1 literre.

1 mg/ml foszfortartalmt standardoldat: oldjunk fel 4,387 g kalium-dihid-
rogén-foszfatot (KH,PO,) vizben. Toltsiik fel vizzel 1 literre.

Eszkozok

Kvarc, porcelan vagy platina hamvasztotégelyek.

Elektromos tokos kemence, 550 °C-ra beallitott termosztattal.
250 ml-es Kjeldahl-lombik.

Mérélombikok €s precizids pipettak.

Spektrofotométer.

Kb. 16 mm atmérgji kémcsovek, 14,5 mm atmérdjiire keskenyedd
dugoval; trtartalom: 25-30 ml.

A vizsgilat médja
Oldatkészités

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

Altalanos modszer

Mérjiink le kb. 1 g-ot vagy valamivel tobbet a mintabol, 1 mg pontos-
saggal. Tegyik a vizsgalati mintat egy Kjeldahl-lombikba és adjunk
hozza 20 ml kénsavat (3.5.), razzuk Gssze, hogy az anyag teljesen teli-
t6djon a savval és ne tapadjon semmi a lombik oldalara, hevitsiik és
tartsuk forrasponton 10 percen at. Hagyjuk kissé lehiilni, adjunk hozza 2
ml salétromsavat (3.4.), lassan hevitsiik, majd hagyjuk Gjra kissé lehtilni,
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5.2.

5.3.

ezt kovetéen adjunk hozza kevés salétromsavat (3.4.), és forraljuk fel
ujra. Addig ismételjiik ezt a miiveletet, amig szintelen oldatot nem
kapunk. Hagyjuk hiilni, adjunk hozza egy kevés vizet, majd dekantaljuk
a folyadékot egy 500 ml-es mérélombikba, és oblitsiik ki a Kjeldahl-
lombikot forrd vizzel. Hagyjuk hiilni, t6ltsiik fel vizzel térfogatra, homo-
genizaljuk, és sziirjik.

Szerves anyagokat tartalmazo, kalcium- és magné-
zium-dihidrogén-foszfatoktol mentes mintak

Mérjiink kb. 2,5 g-ot a mintabol 1 mg pontossaggal egy hamvasztoté-
gelybe. Keverjiik Ossze a vizsgalati mintat 1 g kalcium-karbonattal
(3.1.), amig teljesen egynemiivé nem valik. Hamvasszuk a kemencében
550 °C-on, amig fehér vagy sziirke hamut nem kapunk (egy kis szén-
maradvany nem szamit). Tegyiik a hamut egy 250 ml-es f6z6poharba.
Adjunk hozza 20 ml vizet és soésavat (3.2.), amig a pezsgés meg nem
szlinik. Adjunk hozza még 10 ml sosavat (3.2.). Tegyiik a f6z6poharat
homokfiirdébe és hagyjuk teljesen elparologni, hogy a kvarc szarazza és
oldhatatlanna valjon. Oldjuk fel a maradékot 10 ml salétromsavban
(3.3.), és forraljuk a homokfiirdében vagy f6z6lapon 5 percen at anélkiil,
hogy teljesen beszaritanank. Dekantaljuk a folyadékot egy 500 ml-es
mér6lombikba, majd oblitsiik ki a fé6zOpoharat néhanyszor forrd vizzel.
Hagyjuk hiilni, toltsiik fel vizzel térfogatra, homogenizaljuk, és szirjik.

FElszinezodeés kialakulasa és az optikai siirliség mérése

Higitsuk az 5.1.1. vagy az 5.1.2. pont szerint nyert sziirlet aliquot részét
ugy, hogy 40 pg/ml-nél nem nagyobb foszforkoncentraciot kapjunk.
Tegylink 10 ml-t ebbdl az oldatbél kémesbbe (4.6.), és adjunk hozza
10 ml molibdén-vanadat reagenst (3.6.). Homogenizaljuk és hagyjuk
allni legalabb 10 percen at 20 °C-on. Mérjiikk meg az optikai stirliséget
430 nm-nél spektrofotométeren egy olyan oldattal szemben, amelyet gy
nyertiink, hogy 10 ml molibdén-vanadat reagenst (3.6.) adtunk 10 ml
vizhez.

Kalibracios gorbe

A standardoldatbol (3.7.) készitsiink egyenként 5, 10, 20, 30 és 40 pg/ml
foszfort tartalmaz6 oldatokat. Vegyilink 10 ml-t ezekbdl az oldatokbol, és
adjunk hozzd mindegyikhez 10 ml molibdén-vanadat reagenst (3.6.).
Homogenizaljuk és hagyjuk allni legalabb 10 percen at 20 °C-on.
Mérjiik meg az optikai siirliséget az 5.2. pontban leirt modon. Szerkesz-
szilk meg a kalibracios gorbét tgy, hogy az optikai striiséget a
megfeleld foszformennyiség fiiggvényében abrazoljuk. A 0 és 40
pg/ml kozotti koncentraciok esetében a gorbe linearis lesz.

Az eredmények Kkiszamitasa

A vizsgalati minta foszfortartalmat a kalibracios gorbe segitségével hata-
rozzuk meg.

Az eredményt a minta szazalékaban fejezziik ki.

Ismételhetdség

Az ugyanazon mintan végzett két parhuzamos meghatarozas eredmé-
nyének kiilonbsége nem haladhatja meg:

— 5 %-osnal alacsonyabb foszfortartalom esetén a magasabb érték 3 %-
at

>

— az 5 %-os vagy annal magasabb foszfortartalom esetén abszolut
értékben a 0,15 %-ot.
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

Q. KLORIDOKBOL SZARMAZO KLOR MEGHATAROZASA
Cél és alkalmazasi teriilet

Ez a modszer lehet6vé teszi a vizben oldhatdé kloridokban talalhato,
hagyomanyosan natrium-kloridban kifejezett klor mennyiségének
meghatarozdsat. A modszer minden takarmany esetében alkalmazhato.

Vizsgalati alapelv

A kloridokat vizben oldjuk. Ha a termék szerves anyagot tartalmaz,
tisztitjuk. Az oldatot salétromsavval enyhén savasitjuk, és a kloridokat
eziist-klorid formajaban csapjuk ki eziist-nitrat-oldat felhasznalasaval. Az
eziist-nitrat felesleget ammonium-tiocianat oldattal, a Volhard-modszer
szerint titraljuk.

Reagensek

Telitett ammonium-vasszulfat-oldat (NH4)Fe(SO4),.
Salétromsav, d: 1,38 g/ml.

Dietiléter.

Aceton.

Carrez 1. oldat: oldjunk fel vizben 21,9 g cink-acetatot,
Zn(CH;COO0),2H,0 ¢és 3 g jégecetet. Toltsiik fel vizzel 100 ml-re.

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

Klorid-mentes, azokat nem abszorbeald aktiv szén.

Eszkozok

Billenédobos keverdgép: kb. 3540 fordulatszam/perc teljesitménnyel.

A vizsgalat médja
Oldatkészités

A minta jellegétdl fliggden készitsiink oldatot az 5.1.1., az 5.1.2. vagy az
5.1.3. pontban foglaltak szerint.

Ezzel egy idoben végezziink vakprobat az analizdlandé minta kihagya-
saval.

Szerves anyagtol mentes mintdk

Mg-os pontossaggal mérjiink le a mintabdl legfeljebb 10 g-ot, amely
legfeljebb 3 g klort tartalmaz kloridok formajaban. 400 ml vizzel
helyezziik egy 500 ml-es mér6lombikba kb. 20 °C-on. Keverjiik harminc
percig a keverdgépen, toltsiik fel térfogatra, homogenizaljuk, és szirjik.

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

Mérjiink le a mintabol 5 g-ot mg-os pontossaggal, és 1 g aktiv szénnel
egyiitt helyezziik egy 500 ml-es mér6hengerbe. Adjunk hozzd 400 ml,
kériilbeliil 20 °C-os vizet és 5 ml Carrez 1. oldatot (3.7.), keverjiik 30
masodpercig, majd adjunk hozza 5 ml Carrez II. oldatot (3.8.). Keverjiik
harminc percig a kever6gépen, toltsiik fel térfogatra, homogenizaljuk, és
szlirjik.
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5.2

7.1.
7.2.

7.3.

Fézott takarmanyok, lenpogacsak ¢és lenliszt,
lenlisztben gazdag termékek, valamint mids,
nyakban és kolloid anyagokban (példaul dextrinalt
keményitdben) gazdag termékek

Készitsiik el az oldatot az 5.1.2. pontban foglaltak szerint, de ne szlrjiik.
Dekantaljuk (ha sziikséges, centrifugaljuk), vegyiink el 100 ml-t a feliil-
usz6 folyadékbol, és ontsiik at egy 200 ml-es mérélombikba. Keverjiik
Ossze acetonnal (3.6.), és toltsiik fel térfogatra ezzel az oldoszerrel,
homogenizaljuk, és szirjiik.

Titralas

Pipettazzunk egy Erlenmeyer-lombikba 25-100 ml-t (a feltételezett klor-
tartalom szerint) a szlirletbdl, 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-nal tobb klort (Cl). Sziikség szerint higitsuk vizzel, legalabb 50
ml-ig, adjunk hozza 5 ml salétromsavat (3.4.), 20 ml telitett ammo-
nium-vasszulfat-oldatot (3.3.) és két csepp ammodnium-tiocianat-oldatot
(3.1.) egy nulla jelig toltott biiretta segitségével. Biiretta segitségével
helyezziik at az eziist-nitrat oldatot (3.2.) gy, hogy 5 ml-nyi tobbletet
kapjunk. Adjunk hozza 5 ml dietilétert (3.5.), és razzuk fel erésen, a
csapadék koagulalasaig. Titraljuk az eziist-nitrat tobbletet az ammonium-
tiocianat oldattal (3.1.), amig egy percen at tartdé vordsesbarna szinarnya-
latot nem kapunk.

Az eredmények Kiszamitasa

A natriumklorid szazalékaban kifejezett klor mennyiségét (X) a kovet-
kezd képlet segitségével szamithatjuk ki:

5845 % (V1 —V,)
- m

X

ahol:

V,; = a hozzaadott, 0,1 mol/liter koncentracidji eziist-nitrat oldat
mennyisége, ml-ben

V, = a titralashoz hasznalt, 0,1 mol/liter koncentracioji ammoénium-
tiocianat oldat mennyisége, ml-ben.

m = a minta tomege.

Ha a vakproba azt jelzi, hogy 0,1 moél/liter koncentracioju eziist-nitrat

oldat keriilt felhasznalasra, vonjuk ki ezt az értéket a (V; — V,) mennyi-

ségbol.

Eszrevételek

A titralast potenciometrikus modszerrel is el lehet végezni.

Olajban ¢és zsirban rendkiviil gazdag termékek esetében el6szor dietilé-
terrel vagy petroléterrel végezziink zsirtalanitast.

Halliszt esetében a titralas Mohr-modszerrel is végezhetd.
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1V. MELLEKLET

ANALITIKALI MODSZEREK A TAKARMANYOKBAN LEyé ENGEDE-
LYEZETT ADALEKANYAGOK SZINTJENEK ELLENORZESERE

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.1.

3.7.

3.8.

3.9.

3.11.1.

A. AZ A-VITAMIN MEGHATAROZASA
Cél és alkalmazasi teriilet

Ez a modszer lehetdvé teszi a takarmanyok és elékeverékek A-vitamin-
(retinol-) tartalmanak meghatarozasat. Az A-vitamin magaban foglalja az
ezzel a modszerrel meghatarozasra keriil¢ all-fransz-retinyl alkoholt és
annak cisz-izomerjeit. Az A-vitamin-tartalmat nemzetkdzi egység
(NE)/kg-ban fejezziik ki. Egy NE 0,300 pg all-transz-A-vitamin-alkohol,
0,344 pg all-transz-A-vitamin-acetat vagy 0,550 pg all-fransz-A-vitamin-
palmitat aktivitdsanak felel meg.

A meghatarozasi hatar 2 000 NE A-vitamin/kg.

Vizsgalati alapelv

A mintat etanolos kalium-hidroxid oldattal hidrolizaljuk, és az A-vita-
mint petroléterrel extrahdljuk. Az olddszert bepdrlassal eltavolitjuk, a
maradékot metanolban oldjuk, és — sziikség esetén — a kivant koncent-
raciora higitjuk. Az A-vitamin-tartalmat forditott fazisu, nagy teljesit-
ményli folyadék-kromatografidval (RP-HPLC) hatirozzuk meg, UV-
vagy fluoreszcens detektor alkalmazisaval. A kromatografids paraméte-
reket ugy valasszuk meg, hogy az all-transz-A-vitamin-alkohol és annak
cisz-izomerjei ne valjanak szét.

Reagensek

Etanol, 6 = 96 %

Petroléter, forraspont-tartoméany: 40-60 °C
Metil-alkohol

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

Natrium-aszkorbat-oldat, ¢ = 10 g/100 ml (lasd az Eszrevételek 7.7.
pontjat)

Natrium-szulfid, Na,S x H,O (x = 7-9)

Natrium-szulfid-oldat, ¢ = 0,5 mol/1 glicerinben, B = 120 g/l (x = 9-nel)
(lasd az Eszrevételek 7.8. pontjat).

Fenolftaleinoldat, ¢ = 2 g/100 ml etanolban (3.1.)
2-propanol

Mozgofazis a HPLC-hez: metil-alkohol (3.3.) és viz keveréke, pl. 980
+ 20 (v + v). A pontos aranyt az alkalmazott oszlop tulajdonsagai hata-
rozzak meg.

Nitrogén, oxigénmentes

All-transz-A-vitamin-acetat, fokozott tisztasagl, igazolt aktivitast, pl.
2,80 x 10° NE/g

All-transz-A-vitamin-acetat torzsoldat: mérjiink be 0,1 mg pontossaggal
50 mg A-vitamin acetatot (3.11.) egy 100 ml-es mér6lombikba. Oldjuk
fel 2-propanolban (3.8.), majd toltsiik fel jelig ugyanazzal az oldoszerrel.
Ennek az oldatnak a névleges koncentracidja 1 400 NE A-vitamin/ml. A
pontos A-vitamin-tartalmat az 5.6.3.1. pont szerint kell meghatarozni.

All-transz-A-vitamin-palmitat, fokozott tisztasagl, igazolt aktivitast, pl.
1,80 x 10° NE/g
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3.12.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

423,

4.2.4.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.8.1.

4.8.2.

5.1.

All-transz-A-vitamin-palmitat torzsoldat: mérjink be 0,1 mg pontos-
saggal 80 mg A-vitamin-acetatot (3.12.) egy 100 ml-es mér6lombikba.
Oldjuk fel 2-propanolban (3.8.), majd toltsiik fel jelig ugyanazzal az
oldoszerrel. Ennek az oldatnak a névleges koncentracidja 1400 NE
A-vitamin/ml. A pontos A-vitamin-tartalmat az 5.6.3.2. pont szerint
kell meghatarozni.

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

Eszkozok

Rotacids vakuumbeparl6
Barna iivegedények

500 ml-es, lapos feneki vagy Erlenmeyer-lombikok, csiszolt {iveg-
nyakkal

Csiszolt tivegdugods, vékony nyaku, 10, 25, 100 és 500 ml-es mérélom-
bikok

1 000 ml-es, kupos valasztotolesérek, csiszolt tivegdugoval
250 ml-es, korte alaku lombikok, csiszolt livegnyakkal

Allihn-féle hiitd, kopeny hossza 300 mm, csiszolt iivegcsatlakozoval,
adapteres gazadagold csdvel

Redés szlirGpapir a fazisok szétvalasztasahoz, 185 mm atmér6ji (pl.
Schleicher & Schuell 597 HY 1/2)

HPLC-berendezés, befecskendezd rendszerrel

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

Allithato hullamhosszasagi UV- vagy fluoreszcens detektor,
Spektrofotométer 10 mm-es kvarckiivettakkal

Vizfird, magneses keverdvel

Extrahalokésziilék (lasd 1. abra), amely az alabbiakbol all:
1 1 térfogatu tiveghenger, csiszolt tivegnyakkal és -dugoval

Oldaliranyt bevezetdcsovel ¢és allithato, a feltét kozepén athalado csével
ellatott, csiszolt livegbdl késziilt feltét. Az allithatd csének U alaku alsé
véggel, az ellenkezd oldalon pedig fivokaval kell rendelkeznie, hogy a
hengerben levé felsé folyadékréteg atvihetd legyen a valasztotdlesérbe.

A vizsgilat médja

Megjegyzés: Az A-vitamin (UV-) fényre és oxidaciora érzékeny. Minden
miiveletet fénytdl elzarva (barna iivegedényekben vagy
aluminiumfolidba tekert tivegedényekben), és oxigén kiza-
rasaval (nitrogénaramban) kell végezni. Az extrahalas soran
a folyadék feletti levegdt nitrogénnel kell eltavolitani (a
dugd id6szakonkénti meglazitasaval keriiljik el a talzottan
nagy nyomas kialakulasat).

A minta eldkészitése

Ugyelve a hdképzédés elkeriilésére, 6roljiik a mintat annyira, hogy az
atjusson egy 1 mm-es szemnagysagu szitan. Az Orlést kozvetleniil a
sulymérés és a szappanositas el6tt kell végezni, kiilonben A-vitamin-
veszteség léphet fel.
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5.2.

5.3.

5.4.

Szappanositas

Az A-vitamin-tartalomtol fiiggden mérjiink be 1 mg pontossaggal 2-25
g mintat egy 500 ml-es, lapos fenekii vagy Erlenmeyer-lombikba
(4.2.1.). Keverés kozben adjunk hozza egymast kdvetéen 130 ml etanolt
(3.1.), koriilbelil 100 mg BHT-t (3.13.), 2 ml natrium-aszkorbat-oldatot
(3.5.) és 2 ml natrium-szulfid-oldatot (3.6.). Illesszlink a lombikhoz hiitét
(4.3.), és meritsik magneses keverdvel felszerelt vizfiirdébe (4.7.).
Hevitsiik forrasig a lombik tartalmat, majd hagyjuk visszacsepegni Gt
percig. Ezutdn a hitén (4.3.) at adjunk hozzd 25 ml kalium-hidroxid-
oldatot (3.4.), és hagyjuk visszacsepegni Gjabb 25 percig, lassu nitrogén-
aramban torténd keverés kozben. Ezt kdvetden kb. 20 ml vizzel &blitsiik
a hiit6t, és hitsiik le a lombik tartalmat szobahdmérsékletiire.

Extrahadlas

250 ml vizzel torténd atoblitéssel dekantaljuk a szappanositasi oldatot
teljes mennyiségében egy 1 000 ml-es valasztotdlesérbe (4.2.3.) vagy az
extrahdlokésziilékbe (4.8.). Oblitsiik a szappanositashoz hasznalt
lombikot egymast kdvetden 25 ml etanollal (3.1.) és 100 ml petroléterrel
(3.2.), majd az 6blitd oldoszereket toltsiikk a valasztotdlcsérbe vagy az
extrahalokésziilékbe. Az egyesitett oldatokban a viz és az etanol ardnya
koriilbeliil 2:1 legyen. Razassuk erédteljesen két percig, majd két percen
at hagyjuk tilepedni.

Extrahaléas valasztotolcsérrel (4.2.3.)

Amikor a rétegek mar elkiiloniiltek (lasd az Eszrevételek 7.3. pontjat),
vigyuk at a petroléterréteget egy masik valasztotolesérbe (4.2.3.). Az
extrahalast ismételjik meg kétszer 100 ml petroléterrel (3.2.), kétszer
pedig 50 ml petroléterrel (3.2.).

Az egyesitett kivonatokat a valasztotélcsérben mossuk kétszer 100-100
ml vizadaggal, lasst keverés kozben (az emulzioképzodés megakadalyo-
zasa céljabol), majd tobbszori razatas kozben tovabbi 100 ml-es vizada-
gokkal egészen addig, amig a viz, fenolftaleinoldat (3.7.) hozzaadasat
kovetben szintelen nem marad (négyszeri mosas rendszerint elegend?).
A szuszpendalt viz eltavolitasa céljabol, a mosott kivonatot sziirjiik at a
fazisok elkiilonitésére szolgald szaraz, red6s sziirdpapiron (4.4.) egy 500
ml-es mérélombikba (4.2.2.). A valasztotolesért €s a szlir6t oblitsik 50
ml petroléterrel (3.2.), toltsiik fel jelig petroléterrel (3.2.), és a tartalmat
alaposan keverjiikk Ossze.

Extrahalas extrahalokészilékkel (4.8.)

Amikor a rétegek szétvaltak (lisd az Eszrevételek 7.3. pontjat),
helyezziik az liveghenger (4.8.1.) dugdja helyére a csiszolt iivegfeltétet
(4.8.2.), és helyezziik az allithatd cs6 U alaku, als6 végét ugy, hogy az
éppen a rétegek taldlkozasi feliilete felett legyen. Egy nitrogénvezetékbdl
nyomast gyakorolva az oldalcsére, vigyiik at a fels6 petroléterréteget egy
1 000 ml-es valasztotolesérbe (4.2.3.). Mérjiink 100 ml petrolétert (3.2.)
az liveghengerbe, helyezziik vissza a dugot, és alaposan rdzzuk Ossze.
Hagyjuk szétvalni a rétegeket, majd a felsé réteget vigyiik at a valasz-
totolcsérbe az eldbbiekben ismertetett modon. Ismételjik meg az
extrahalasi miiveletet tovabbi 100 ml petroléterrel (3.2.), majd kétszer
50 ml petroléterrel (3.2.), és vigyiik at a petroléterrétegeket a valaszto-
tolcsérbe.

Mossuk az egyesitett petroléterkivonatokat az 5.3.1. pontban leirt
modon, majd folytassuk a miiveletet az ott leirtak szerint

A mintaoldat elkészitése a HPLC-hez

Pipettazzuk a petroléteroldat aliquot részét (5.3.1. vagy 5.3.2.) egy 250
ml-es, korte alaki lombikba (4.2.4.). Az olddszert paroljuk még éppen
nedves allapotira a rotaciés beparlokésziiléken (4.1.), csokkentett
nyomason legfeljebb 40 °C-os vizfiird6ben. Nitrogén (3.10.) bejuttata-
saval allitsuk vissza az atmoszferikus nyomast, és vegyiik le a lombikot
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5.5.

5.6.
5.6.1.

5.6.2.

a rotacios beparlokésziilékrol. Nitrogén bearamoltatasaval (3.10.) tavo-
litsuk el a maradék olddszert, és a maradékot azonnal oldjuk fel ismert
térfogatt (10-100 ml) metil-alkoholban (3.3.) (az A-vitamin koncentra-
cigjanak 5 NE/ml és 30 NE/ml kozott kell lennie).

Meghatdrozas HPLC-vel

Az A-vitamin elvalasztasa forditott fazisu C,g oszlopon (4.5.1.) torténik,

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

Fecskendezziink be az 5.4. 1épés szerint nyert metil-alkoholos oldatbol
egy aliquot részt (pl. 20 pl), és elualjuk a mozgofazissal (3.9.). Ugyan-
abbol a mintaoldatbol tobbszori befecskendezés utdn szamitsuk ki a
mintaoldathoz tartozo atlagos csucsmagassagot (teriiletet), valamint a
kalibralooldatbol (5.6.2.) tobbszori befecskendezés utan szamitsuk ki a
kalibralooldathoz tartozo atlagos cstiicsmagassagokat (teriileteket).

HPLC paraméterek

A kovetkezd paraméterek utmutatdsul szolgalnak; ettdl eltérd paramé-
terek is alkalmazhatok, feltéve, hogy ezzel egyenértékli eredményeket
adnak.

Folyadékkromatografias  Cjg, 250 mm x 4 mm, 5 vagy 10 pm-es

oszlop (4.5.1.): toltettel, vagy ezzel egyenértékli berendezés.

Mozgofazis (3.9.): Metil-alkohol (3.3.) és viz keveréke, pl. 980
+20 (v +v).

Ataramlasi sebesség: 1-2 ml/perc

Detektor (4.5.2): UV-detektor (325 nm) vagy fluoreszcens
detektor

(gerjesztés: 325 nm / emisszio: 475 nm)
Kalibralas
A standard munkaoldatok elkészitése

Pipettazzunk az A-vitamin-acetat torzsoldatbol (3.11.1.) 20 ml-t vagy
az A-vitamin-palmitat torzsoldatbol (3.12.1.) 20 ml-t egy 500 ml-es,
lapos fenekii vagy Erlenmeyer-lombikba (4.2.1.), és hidrolizaljuk az
5.2. pontban leirt médon, de BHT hozzaadasa nélkiil. Ezt kovetden
extrahaljuk petroléterrel (3.2.) az 5.3. pont szerint, és toltsik fel 500
ml-re petroléterrel (3.2.). Ebbdl a kivonatbol 100 ml-t paroljunk még
éppen nedves allapotig a rotacios beparlokésziiléken (lasd 5.4.), nitro-
géndramoltatassal tavolitsuk el a maradék oldészert (3.10.), majd oldjuk
a maradékot 10,0 ml metil-alkoholban (3.3.). Ennek az oldatnak a
névleges koncentracidja 560 NE A-vitamin/ml. A pontos A-vitamin-
tartalmat az 5.6.3.3. pont szerint kell meghatarozni. A standard munka-
oldatot felhasznalas elott frissen kell elkésziteni.

Ebbdl a standard munkaoldatbél 2,0 ml-t pipettdzzunk egy 20 ml-es
mérélombikba, majd toltsiik azt fel jelig metil-alkohollal (3.3.), és
keverjiik 0ssze. E higitott standard munkaoldat névleges koncentracidja
56 NE A-vitamin/ml.

A kalibraléoldatok és a kalibrdcidos gorbe elkészi-
tése

A higitott standard munkaoldatbél vigytink 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 keverjik Ossze a tartalmukat. Ezeknek az oldatoknak a
névleges koncentracidja 2,8, 5,6, 14,0 és 28,0 NE A-vitamin/ml.

Minden kalibraléoldatbdl fecskendezziink be 20 pl-t tobb alkalommal, és
hatarozzuk meg az atlagos csticsmagassagokat (teriileteket). Figyelembe
véve az UV-ellenérzés (5.6.3.3.) eredményeit, az atlagos csticsmagas-
sagok (teriiletek) alapjan szerkessziik meg a kalibracios gorbét.
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5.6.3.
5.6.3.1.

5.6.3.2.

5.6.3.3.

A standardoldatok UV hitelesitése
A-vitamin-acetat térzsoldat

Pipettazzunk az A-vitamin-acetat torzsoldatbol (3.11.1.) 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 koncentracidja 56 NE
A-vitamin/ml. Ebbdl a higitott A-vitamin-acetat oldatbol pipettazzunk
3,0 ml-t egy 25 ml-es mérdlombikba, és a lombikot toltsiik fel jelig 2-
propanollal (3.8.). Ennek az oldatnak a névleges koncentracidja 6,72 NE
A-vitamin/ml. Mérjiik meg ennek az oldatnak az UV-spektrumét spekt-
rofotométeren (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 kiszamitasa:

A-vitamin NE/ml = E;5¢ x 19,0

(El % az A-vitamin-acetat esetében = 1 530, 326 nm-nél 2- propanolban)

A-vitamin-palmitdt térzsoldat

Pipettdzzunk az A-vitamin-palmitat torzsoldatbol (3.12.1.) 2,0 ml-t egy
50 ml-es mérélombikba (4.2.2.), és a lombikot toltsiik fel jelig 2-propa-
nollal (3.8.). Ennek az oldatnak a névleges koncentracidja 56 NE
A-vitamin/ml. Ebbdl a higitott A-vitamin-palmitat oldatbdl pipettazzunk
3,0 ml-t egy 25 ml-es mér6lombikba, és a lombikot tdltsiik fel jelig 2-
propanollal (3.8.). Ennek az oldatnak a névleges koncentracidja 6,72 NE
A-vitamin/ml. Mérjiikk meg ennek az oldatnak az UV-spektrumat spekt-
rofotométeren (4.6.) 2-propanollal (3.8.) szemben, 300 nm ¢és 400 nm
kozott. Az extinkcid maximalis értékének 325 nm és 327 nm kozott kell
lennie.

Az A-vitamin-tartalom kiszamitasa:

A-vitamin NE/ml = E3,¢ % 19,0

(E{ % az A-vitamin-palmitat esetében = 957, 326 nm-nél 2- propanolban)

A-vitamin standard munkaoldat

Pipettazzunk az 5.6.1. pont szerint elkészitett, higitatlan A-vitamin stan-
dard munkaoldatbdl 3,0 ml-t egy 50 ml-es mér6lombikba (4.2.2.), és a
lombikot toltsiik fel jelig 2-propanollal (3.8.). Ebbdl az oldatbol pipet-
tazzunk 5,0 ml-t egy 25 ml-es mérélombikba, és a lombikot toltsiik fel
jelig 2-propanollal (3.8.). Ennek az oldatnak a névleges koncentracioja
6,72 NE A-vitamin/ml. Mérjilk meg ennek az oldatnak az UV-spekt-
rumat spektrofotométeren (4.6.) 2-propanollal (3.8.) szemben, 300 nm és
400 nm kozott. Az extinkcid maximalis értékének 325 nm és 327 nm
kozott kell lennie.

Az A-vitamin-tartalom kiszamitasa:

A-vitamin NE/ml = E;,5 x 18,3

(E} z/ﬁn az A-vitamin-alkohol esetében = 1 821, 325 nm-nél 2- propanolban)
Az eredmények Kiszamitasa

A mintaoldat A-vitamin csticsainak atlagos magassagabol (teriiletébdl)

gorbét (5.6.2.) hasznalva.
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7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

7.6.

7.7.

7.8.

7.9.

Az A-vitamin-tartalmat (w) NE/kg mintaban a kovetkez6 képlet adja:

500 x ¢ x V, x 1000
w =
V]><m

[NE/kg]

ahol:

¢ = a mintaoldat (5.4.) A-vitamin-koncentracidja, NE/ml-ben
V; = a mintaoldat (5.4.) térfogata, ml-ben

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

m = a vizsgalati adag tdomege grammban.

Eszrevételek

Alacsony A-vitamin-koncentracioji mintak esetében a HPLC-meghata-
rozashoz hasznos lehet két szappanositas (kimért mennyiség: 25 g)
petroléterkivonatait egy mintaoldatban egyesiteni.

Az analizalashoz bemért minta nem tartalmazhat 2 g-nal tobb zsirt.

Ha a fazisok nem véalnak szét, adjunk az elegyhez koriilbeliil 10 ml
etanolt (3.1.) az emulzi6 megbontasa céljabol.

Tékehalmajolaj és mas tiszta zsirok esetében a szappanositasi id6t 45-60
percre kell meghosszabbitani.

BHT helyett hidrokinon is hasznalhato.

Normalfazisu oszlop hasznalata esetén a retinol-izomerek szétvélaszt-
hatok. De ebben az esetben valamennyi cisz- és transz-izomer cstcs-
magassagat (teriiletét) Osszesiteni kell a szamitasokhoz.

Natrium-aszkorbat-oldat helyett mintegy 150 mg aszkorbinsav is hasz-
nalhato.

Natrium-szulfid-oldat helyett mintegy 50 mg EDTA is hasznalhato.

A tejpotlok A-vitamin tartalmanak analizise esetében kiemelt figyelmet
kell forditani a kovetkezdkre:

— szappanositaskor (5.2.): a mintaban jelen 1év6 zsir mennyisége miatt
sziikséges lehet a kalium-hidroxid oldat (3.4.) mennyiségének nove-
Iése,

— extrahalaskor (5.3.): az emulziok jelenléte miatt sziikséges lehet a
viz/etanol 2:1 arany moédositasara.

Annak ellendrzése érdekében, hogy a hasznalt analitikai modszer
megbizhatd eredményt ad-e az adott matrixon (tejpotld), visszanyerési
probat kell végezni egy tovabbi vizsgalati adagon. Ha a visszanyerés
80 % alatti, az analizis eredményét korrigalni kell a visszanyeréssel.

Ismételhetéség

Ugyanazon a mintan végzett két parhuzamos meghatirozas eredmé-
nyének kiilonbsége nem haladhatja meg a magasabb érték 15 %-at.
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9. A korvizsgalat eredményei (')
. X Asvanyi -
Eldkeverékek Elokeve}r ck- koncentra- Feherjretakar— Malactap
takarmany many
tumok

L 13 12 13 12 13
n 48 45 47 46 49
atlag [NE/kg] 17,02 x 10| 1,21 x 10° 537 100 151 800 18 070
s, [NE/kg] 0,51 x 10° | 0,039 x 10° 22 080 12 280 682
r [NE/kg] 1,43 x 105 [ 0,109 x 10° 61 824 34 384 1910
CV,; [ %] 3,0 3,5 4,1 8,1 3,8
sr [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 10 119
CVr [ %] 8,0 6,2 8,6 15 20
L = a laboratoriumok szama
n = az egyedi értékek szdma
s, = az ismételhetdség szorasa
sg = a reprodukalhatosag szoérasa
r = ismételhet6ség
R = reprodukéalhatosag
CV, = az ismételhetdség relativ szordsa

CVy = a reprodukalhatdsag relativ szorasa

() A vizsgalatot a Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und
Forschungsanstalten (VDLUFA) takarmany-munkacsoportja végezte.
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1. abra: Extrahalokészilék (4.8)
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.1.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.1.

3.11.1.

B. AZ E-VITAMIN MEGHATAROZASA
Cél és alkalmazasi teriilet

Ez a médszer a takarmanyokban és az eldkeverékekben 1évé E-vitamin
meghatarozasara szolgal. Az E-vitamin-tartalmat mg DL-a-tokoferol-
acetat/kg-ban fejezziik ki. Egy mg DL-o-tokoferol-acetat 0,91 mg
DL-a-tokoferolnak (E-vitaminnak) felel meg.

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

Vizsgalati alapelv

A mintat etanolos kalium-hidroxid oldattal hidrolizaljuk, és az E-vita-
mint petroléterrel extrahaljuk. Az oldoszert beparlassal eltavolitjuk, a
maradékot metanolban oldjuk, és — sziikség esetén — a kivant koncent-
raciora higitjuk. Az E-vitamin-tartalmat forditott fazisu, nagy teljesit-
ményli folyadék-kromatografiaval (RP-HPLC) hatarozzuk meg, fluoresz-
cens vagy UV-detektor alkalmazasaval.

Reagensek

Etanol, ¢ = 96 %

Petroléter, forrasponttartomany: 40-60 °C
Metil-alkohol

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

Natrium-aszkorbat-oldat, ¢ = 10 g/100 ml (lasd az Eszrevételek 7.7.
pontjét)

Natrium-szulfid, Na,S x H,O (x = 7-9)

Natrium-szulfid-oldat, ¢ = 0,5 mol/l glicerinben, § = 120 g/l (x = 9-nél)
(lasd az Eszrevételek 7.8. pontjat)

Fenolftaleinoldat, ¢ = 2 g/100 ml etanolban (3.1.)

Mozgofazis a HPLC-hez: metil-alkohol (3.3.) és viz keveréke, pl. 980
+ 20 (v + v). A pontos aranyt az alkalmazott oszlop tulajdonsagai hata-
rozzak meg.

Nitrogén, oxigénmentes
DL-a-tokoferol-acetat, fokozottan tiszta, igazolt aktivitasu

DL-a-tokoferol-acetat torzsoldat: mérjiink be 0,1 mg-os pontossaggal
100 mg DL-a-tokoferol-acetatot (3.10.) egy 100 ml-es mér6lombikba.
Oldjuk fel etanolban (3.1.), majd toltsiik fel jelig ugyanezzel az oldo-
szerrel. Ebbdl az oldatbol 1 ml 1 mg DL-a-tokoferol-acetatot tartalmaz.
(Az UV-ellendrzést lasd az 5.6.1.3. pontban; a stabilizalast lasd az
Eszrevételek 7.4. pontjénal.)

DL-a-tokoferol, fokozottan tiszta, igazolt aktivitasu

DL-a-tocopherol torzsoldat: Mérjiink be 0,1 mg-os pontossaggal 100 mg
DL-a-tokoferolt (3.11.) egy 100 ml-es mérélombikba. Oldjuk fel
etanolban (3.1.), majd toltsiik fel jelig ugyanezzel az oldoszerrel.
Ebbél az oldatbél 1 ml 1 mg DL-o-tokoferolt tartalmaz. (Az
UV-ellen6rzést lasd az 5.6.2.3. pontban; a stabilizalast lasd az Eszrevé-
telek 7.4. pontjanal.)

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

Eszkozok

Rotacios vékonyréteges beparld
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4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.23.

4.2.4.

43.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.8.1.

4.8.2.

5.1

5.2

Barna tivegedények

500 ml-es, lapos feneki vagy Erlenmeyer-lombikok csiszolt iiveg-
nyakkal

Csiszolt tivegdugods, vékony nyaku, 10, 25, 100 és 500 ml-es mérélom-
bikok

1 000 ml-es, kupos valasztotdlesérek, csiszolt tivegdugoval
250 ml-es, korte alakd lombikok, csiszolt iivegnyakkal

Allihn-féle hiitd, kopeny hossza 300 mm, csiszolt iivegcsatlakozdval,
adapteres gazadagold csdvel

Redds szlrdpapir a fazisok szétvalasztasahoz, 185 mm atmérdji (pl.
Schleicher & Schuell 597 HY 1/2)

HPLC-berendezés befecskendez6 rendszerrel

Folyadék-kromatografias oszlop, 250 mm x 4 mm, Cg, 5 vagy 10 um
toltet, vagy azzal egyenértékii

Allithato hullamhosszasagi, fluoreszcens- vagy UV-detektor,
Spektrofotométer 10 mm-es kvarckiivettakkal

Vizfirdé magneses keverével

Extrahalokésziilék (lasd 1. abra), amely az alabbiakbol all:

1 1 térfogatu liveghenger, csiszolt tivegnyakkal és -dugoval

Oldaliranyt bevezetdcsével és éllithato, a feltét kozepén athaladd csével
ellatott, csiszolt {ivegbdl késziilt feltét. Az allithatd csének U alaku also
véggel, az ellenkez6 oldalon pedig fivokaval kell rendelkeznie, hogy a
hengerben levé felsé folyadékréteg atvihetd legyen a valasztotdlesérbe.

A vizsgalat médja

Megjegyzés: Az E-vitamin (UV-) fényre és oxidaciora érzékeny. Minden
miveletet fényt6l elzarva (barna ilivegedényekben vagy
aluminiumfolidba tekert iivegedényekben), és oxigén kiza-
rasaval (nitrogénaramban) kell végezni. Az extrahalas soran
a folyadék feletti leveg6t nitrogénnel kell eltavolitani (a
dugd id6szakonkénti meglazitasaval keriiljik el a talzottan
nagy nyomas kialakulasat).

A minta eldkészitése

Ugyelve a hdképzoédés elkeriilésére, 6roljiik a mintat annyira, hogy az
atjusson egy 1 mm-es szemnagysagu szitan. Az Orlést kozvetleniil a
sulymérés és a szappanositas el6tt kell végezni, kiilonben E-vitamin-
veszteség léphet fel.

Szappanositas

Az E-vitamin-tartalomtol fiiggéen mérjiink be 0,01 g pontossaggal 2-25
¢ mintat egy 500 ml-es, lapos fenekii vagy Erlenmeyer-lombikba
(4.2.1.). Keverés kozben adjunk hozza egymast kovetéen 130 ml etanolt
(3.1.), koriilbelil 100 mg BHT-t (3,12.), 2 ml natrium-aszkorbat-oldatot
(3.5.) és 2 ml natrium-szulfid-oldatot (3.6.). Illesszik a lombikhoz a
hitét (4.3.), és meritsiik a magneses keverdvel felszerelt vizfiirdobe
(4.7.). Hevitsiik forrasig a lombik tartalmat, majd hagyjuk visszacsepegni
Ot percig. Ezutan a hiitén keresztiil (4.3.) adjunk hozza 25 ml kalium-
hidroxid-oldatot (3.4.), és hagyjuk visszacsepegni ujabb 25 percig, lasst
nitrogénaramban torténd keverés kozben. Ezt kdvetéen kb. 20 ml vizzel
Oblitsiik a hiit6ét, és hiitsiik le a lombik tartalmat szobahOmérsékletiire.
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5.3.

5.4.

5.5.

Extrahdldas

250 ml vizzel torténd atoblitéssel dekantaljuk a szappanositasi oldatot
teljes mennyiségében egy 1 000 ml-es valasztotolesérbe (4.2.3.) vagy az
extrahalokésziilékbe (4.8.). Oblitsiik a szappanositishoz hasznalt
lombikot egymast kdvetéen 25 ml etanollal (3.1.) és 100 ml petroléterrel
(3.2.), majd az 6blitd oldoszereket toltsiik a valasztotdlcsérbe vagy az
extrahalokésziilékbe. Az egyesitett oldatokban a viz és az etanol aranya
koriilbeliil 2:1 legyen. Razassuk erételjesen két percig, majd két percen
at hagyjuk iilepedni.

Extrahalas valasztotdlcesérrel (4.2.3.)

Amikor a rétegek mar elkiiloniiltek (lasd az Eszrevételek 7.3. pontjat),
vigyuk at a petroléterréteget egy masik valasztotolcsérbe (4.2.3.). Az
extrahalast ismételjik meg kétszer 100 ml petroléterrel (3.2.), kétszer
pedig 50 ml petroléterrel (3.2.).

Az egyesitett kivonatokat a valasztotolcsérben mossuk kétszer 100—-100
ml vizadaggal, lasst keverés kozben (az emulzidképzodés megakadalyo-
zésa céljabol), majd tobbszori razatas kozben tovabbi 100 ml-es vizada-
gokkal egészen addig, amig a viz, fenolftaleinoldat (3.7.) hozzaadasat
kovetden szintelen nem marad (négyszeri mosas rendszerint elegendd).
A szuszpendalt viz eltavolitasa céljabol, a mosott kivonatot sziirjikk at a
fazisok elkiilonitésére szolgald szaraz, redds sziirdpapiron (4.4.) egy 500
ml-es mérélombikba (4.2.2.). A valasztotdlesért és a szlir6t oblitsik 50
ml petroléterrel (3.2.), toltsiik fel jelig petroléterrel (3.2.), és a tartalmat
alaposan keverjiik ssze.

Extrahalas extrahalokésziilékkel (4.8.)

Amikor a rétegek szétvaltak (lasd az Eszrevételek 7.3. pontjat),
helyezziik az {iveghenger (4.8.1.) dugdja helyére a csiszolt iivegfeltétet
(4.8.2.), és helyezziik az allithatd cs6 U alaku, alsé végét ugy, hogy az
éppen a rétegek talalkozasi feliilete felett legyen. Egy nitrogénvezetékbdl
nyomast gyakorolva az oldalcsére, vigytik at a fels6 petroléterréteget egy
1 000 ml-es valasztotolesérbe (4.2.3.). Mérjiink 100 ml petrolétert (3.2.)
az iveghengerbe, helyezzilk vissza dugot, és alaposan razzuk Ossze.
Hagyjuk szétvalni a rétegeket, majd a felsé réteget vigyiik at a valasz-
totdlcsérbe az eldbbiekben ismertetett modon. Ismételjik meg az
extrahalasi miiveletet tovabbi 100 ml petroléterrel (3.2.), majd kétszer
50 ml petroléterrel (3.2.), és vigyiik at a petroléterrétegeket a valaszto-
tolesérbe.

Mossuk az egyesitett petroléterkivonatokat az 5.3.1. pontban leirt
modon, majd folytassuk a miiveletet az ott leirtak szerint.

A mintaoldat elkészitése a HPLC-hez

Pipettazzuk a petroléteroldat aliquot részét (5.3.1. vagy 5.3.2.) egy 250
ml-es, korte alaki lombikba (4.2.4.). Az oldoszert paroljuk még éppen
nedves allapotira a rotaciés beparlokésziiléken (4.1.), csokkentett
nyomason legfeljebb 40 °C-os vizfiirdében. Nitrogén (3,9.) bejuttata-
saval allitsuk vissza az atmoszferikus nyomast, és vegyiik le a lombikot
a rotacios beparlokésziilékrdl. Nitrogénaram (3.9.) segitségével tavo-
litsuk el a maradék olddszert, és a maradékot azonnal oldjuk fel ismert
térfogatt  (10-100 ml) metil-alkoholban (3.3.) (a DL-o-tokoferol

Meghatarozas HPLC-vel

Az E-vitamin elvalasztasa forditott fazisi C;g oszlopon (4.5.1.) torténik,

nm) vagy UV-detektor (292 nm) (4.5.2.) segitségével mérjiik.
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5.6.
5.6.1.
5.6.1.1.

5.6.1.2.

5.6.1.3.

Fecskendezziink be az 5.4. 1épés szerint nyert metil-alkoholos oldatbol
egy aliquot részt (pl. 20 pl), és elualjuk a mozgofazissal (3.8.). Ugyan-
abbol a mintaoldatbol tobbszor befecskendezve szamitsuk ki a mintaol-
dathoz tartozo atlagos csucsmagassagokat (teriileteket), valamint a kalib-
ralooldatokbdl (5.6.2.) tobbszor befecskendezve a kalibralooldatokhoz
tartozo atlagos csiicsmagassagokat (teriileteket).

HPLC paraméterek

A kovetkezd paraméterek utmutatdsul szolgalnak; ettdl eltérd paramé-
terek is alkalmazhatok, feltéve, hogy ezzel egyenértékli eredményeket
adnak.

Folyadékkromatografias ~ C;g, 250 mm x 4 mm, 10 pm-es toltettel,

oszlop (4.5.1.): vagy ezzel egyenértékii berendezés.

Mozgofazis (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 / emisszio: 330 nm)
vagy UV-detektor (292 nm)

Kalibralas (DL-a-tokoferol-acetat vagy DL-o-tokoferol)
DL-a-tokoferol-acetat standard
A standard munkaoldat elkészitése

Pipettazzunk a DL-a-tokoferol-acetat torzsoldatbol (3.10.1.) 25 ml-t egy
500 ml-es, lapos fenekil vagy Erlenmeyer-lombikba (4.2.1.), és hidroli-
zéljuk az 5.2. pontban leirt moédon. Ezt kdvetden extrahaljuk petroléterrel
(3.2.) az 5.3. pont szerint, és toltsiik fel 500 ml-re petroléterrel. Ebbdl a
kivonatbol 25 ml-t paroljunk még éppen nedves allapotig a rotacios
beparlokésziiléken (lasd 5.4.), nitrogénaramoltatassal tavolitsuk el a
maradék oldészert (3.9.), majd oldjuk a maradékot 25,0 ml
metil-alkoholban (3.3.). Ennek az oldatnak a névleges koncentracioja
45,5 pg DL-a-tokoferol/ml, ami egyenértékli 50 pg DL-o-tokoferol-
acetat/ml-rel. A standard munkaoldatot felhasznalas eldtt frissen kell
elkésziteni.

A kalibrdléoldatok és a kalibrdcios gorbe elkészi-
tése

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

Minden kalibraléoldatbdl fecskendezziink be 20 pl-t tobb alkalommal, és
hatdrozzuk meg az atlagos csucsmagassagokat (teriileteket). Az atlagos
csiicsmagassagok (teriiletek) alapjan szerkesszilk meg a kalibracids
gorbét.

A DL-oa-tokoferol-acetdat torzsoldat (3.10.1.) UV
hitelesitése

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

Az abszorbancia maximalis értéke 284 nm kell, hogy legyen:
E!% = 43,6 284 nm-nél etanolban

lem

Ennél a higitasnal 0,84 és 0,88 kozotti extinkcios értéket kell kapni.
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5.6.2.
5.6.2.1.

5.6.2.2.

5.6.2.3.

7.2.

7.3.

DL-a-tokoferol standard
A standard munkaoldat elkészitése

Pipettazzunk a DL-a-tokoferol torzsoldatbol (3.11.1.) 2 ml-t egy 50
ml-es mérélombikba, oldjuk fel metil-alkoholban (3.3.), és toltsiik fel
jelig metil-alkohollal. Ennek az oldatnak a névleges koncentracidja 40
ng DL-a-tokoferol/ml, ami egyenértékli 44,0 ng DL-a-tokoferol-
acetat/ml-rel. A standard munkaoldatot felhasznalas el6tt frissen kell
elkésziteni.

A kalibraléoldatok és a kalibracios gorbe elkészi-
tése

A standard munkaoldatbdl vigyiink at 1,0, 2,0, 4,0 és 10,0 ml-t 20 ml-es
mérélombikokba, toltsiik fel a lombikokat jelig metil-alkohollal (3.3.), és
keverjiik Ossze a tartalmukat. Ezeknek az oldatoknak a névleges
koncentracidja 2,0, 4,0, 8,0 és 20,0 pg/ml DL-a-tokoferol, azaz 2,20,
4,40, 8,79 pg/ml és 22,0 pg/ml DL-a-tokoferol-acetat.

Minden kalibraléoldatbol fecskendezziink be 20 pl-t tobb alkalommal, és
hatarozzuk meg az atlagos csucsmagassagokat (teriileteket). Az atlagos
csucsmagassagok (teriiletek) alapjan szerkesszik meg a kalibracios
gorbét.

A DL-a-tokoferol torzsoldat (3.11.1.) UV hitelesi-
tése

Etanollal higitsuk a DL-a-tokoferol torzsoldat (3.11.1.) 2,0 ml-ét 25,0
ml-re, majd mérjiik meg ennek az oldatnak az UV-spektrumat spektro-
fotométeren (4.6.) etanollal (3.1.) szemben, 250 nm ¢s 320 nm kozott.
Az abszorbancia maximalis értéke 292 nm kell, hogy legyen:

El% =758 292 nm-nél etanolban

1cm

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

Az eredmények Kkiszamitisa

A mintaoldat E-vitamin-csticsainak atlagos magassagabdl (teriiletébdl) a
kalibracios gorbét (5.6.1.2. vagy 5.6.2.2.) hasznalva hatarozzuk meg a

Az E-vitamin-tartalmat (w) mg/kg mintaban kifejezve a kdvetkez6 képlet
adja:

500 x ¢ x V,
== /k
V) xm [mg/kg]
ahol:
¢ =a mintaoldat (5.4.) E-vitamin-koncentracidja (a-tokoferol-acetat-

ként), pg/ml-ben
V; = a mintaoldat (5.4.) térfogata, ml-ben
V, = az 5.4. szerint vett aliquot rész térfogata, ml-ben
m = a vizsgalati adag tomege, g-ban.

Eszrevételek

rozashoz hasznos lehet a két szappanositas petroléterkivonatait (kimért
mennyiség: 25 g) petroléterkivonatait egy mintaoldatban egyesiteni.

Az analizaldshoz bemért minta nem tartalmazhat 2 g-nal tobb zsirt.

Ha a fazisok nem véalnak szét, adjunk az elegyhez koriilbelil 10 ml
etanolt (3.1.) az emulzié megbontasa céljabol.
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7.4. A DL-o-tokoferol-acetat- vagy DL-o-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
hiitészekrényben (a tarolasi idétartam legfeljebb négy hét).

7.5. BHT helyett hidrokinon is hasznalhato.

7.6. Normalfazist oszloppal lehetséges az a-, B-, x- és d-tokoferol elvalasz-
tasa.

7.7. Natrium-aszkorbat-oldat helyett mintegy 150 mg aszkorbinsav is hasz-
nalhato.

7.8. Natrium-szulfid-oldat helyett mintegy 50 mg EDTA is hasznalhato.

7.9. Az E-vitamin-acetat lagos kozegben igen gyorsan hidrolizalodik, ezért
igen érzékeny az oxidaciora, kiilonsen olyan nyomelemek jelenlétében,
mint a vas vagy a réz. E-vitamin elékeverékekben 5 000 mg/kg szint
felett torténd meghatarozasakor ennek kovetkezménye az E-vitamin
bomlasa lehet. Ezért megerdsitésre egy, az E-vitamin lgos szappanosi-
tasanak lépését nem tartalmazd, enzimes bontassal jar6 HPLC-modszer
ajanlott.

8. Ismételhetéség

Ugyanazon a mintan végzett két parhuzamos meghatarozas eredmé-
nyének kiilonbsége nem haladhatja meg a magasabb érték 15 %-at.

9. A Kkorvizsgalat eredményei (')
Elokeveréek- Asva'nyi Fehérjetakar-
El6keverekek . koncentra- J Malactap
takarmany many
tumok
L 12 12 12 12 12
n 48 48 48 48 48
atlag [NE/kg] 17 380 1187 926 315 61,3
s, [g/kg] 384 45,3 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/kg] 830 65,0 55,5 18,9 7,8
r [g/kg] 2324 182,0 155,4 52,9 21,8
CVg [ %] 4,8 5,5 6,0 6,0 12,7
L = a laboratdriumok szama
n = az egyedi értékek szama
s, = az ismételhetdség szordsa
s = a reprodukalhatbsag szorasa
r = ismételhetGség
R = reprodukalhatosag
CV, = az ismételhetdség relativ szorasa

CVg = a reprodukélhatdsag relativ szorasa

() A vizsgalatot a Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und
Forschungsanstalten (VDLUFA) takarmany-munkacsoportja végezte.
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1. abra: Extrahalokészilék (4.8)

]

=

Uveghenger (4.8.1)
(magassag kb. 48 cm)
C

siszoltliveg feltét (4.8.2)

(hosszusag kb. 45 cm)
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.7.1.

3.8.

3.8.1.

C. A VAS, REZ, MANGAN ES CINK NYOMELEMEK
MEGHATAROZASA

Cél és alkalmazasi teriilet

A modszer lehetdvé teszi a vas, réz, mangan és cink nyomelemek takar-
manyokban torténd meghatdrozasat. A meghatdrozds méréshatdrai a
kovetkezok:

— vas (Fe): 20 mg/kg
— réz (Cu): 10 mg/kg
— mangan (Mn): 20 mg/kg
— cink (Zn): 20 mg/kg

Vizsgalati alapelv

Az esetleg jelen 1év6 szerves anyag roncsolasa utan a mintat s6savban
oldjuk. A vas, réz, mangan és cink nyomelemeket megfelel higitas utan
atomabszorpcids spektrometriaval hatdrozzuk meg.

Reagensek
Eldzetes megjegyzések

A reagensek és az analitikai oldatok elkészitéséhez hasznalt viznek a
meghatdrozas ald esé kationoktél mentesnek kell lennie, amelyet vagy
boroszilikat {iiveg, illetve kvarc leparlokésziilékben torténé kétszeres
desztillalassal, vagy ioncserélé gyantaval végzett kétszeres kezeléssel
érhetiink el.

A reagenseknek legalabb analitikai tisztasagtiaknak kell lenniiik. A
meghatarozand6 elemektdl vald mentességet vakprobaval kell ellen-
Orizni. Sziikség esetén a reagenseket tovabb kell deriteni.

Az alabb leirasra keriild standardoldatok helyett hasznalhatunk olyan
kereskedelmi forgalomban 1év6 standardoldatokat is, amelyek garantalt
mindségliek, és ezt felhasznalasuk elétt le is ellendrizték.

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

38-40 %-os (v/v) fluorsav, amelynek vastartalma kevesebb mint 1 mg
Fe/liter, és a beparlas utani maradék kevesebb mint 10 mg (mint szulfat)/
liter.

Kénsav (d: 1,84 g/ml).

Hidrogén-peroxid (megkozelitéleg 100 térfogat oxigén (30 tomegszaza-
1¢k)).

Standard vasoldat (1 000 pg Fe/ml) a kovetkezOképpen elkészitve vagy
ezzel egyenértékii, kereskedelmi forgalomban kaphato oldat: oldjunk fel

hozza 16 ml hidrogén-peroxidot (3.6.), és toltsiik fel vizzel 1 literre.

Standard vas-munkaoldat (100 ug Fe/ml), amelyet a standardoldat (3.7.)
egy részének 9 rész vizzel torténd higitasaval készitiink el.

Standard rézoldat (1 000 pg Cu/ml) a kdovetkezOképpen elkészitve vagy
ezzel egyenértékil, kereskedelmi forgalomban kaphato oldat:

sosavban (3.2.), adjunk hozza 5 ml hidrogén-peroxidot (3.6.), és
toltsiik fel vizzel 1 literre.

Standard réz-munkaoldat (10 pg Cu/ml), amelyet a standardoldat (3.8.)
egy részének 9 rész vizzel torténd higitasaval, majd az igy kapott oldat
egy részének 9 rész vizzel torténd higitasaval készitiink el.
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3.9.

3.9.

Standard manganoldat (1 000 pg Mn/ml) a kovetkezOképpen elkészitve
vagy ezzel egyenértékii, kereskedelmi forgalomban kaphat6 oldat:

sosavban (3.2.), és toltsiik fel vizzel 1 literre.

1. Standard mangan-munkaoldat (10 pg Mn/ml), amelyet a standardoldat
(3.9.) egy részének 9 rész vizzel torténd higitasaval, majd az igy kapott
oldat egy részének 9 rész vizzel torténd higitasaval készitiink el.

3.10.  Standard cinkoldat (1 000 pg Zn/ml) a kévetkezéképpen elkészitve vagy

ezzel egyenértékii kereskedelmi forgalomban kaphat6 oldat:

— oldjunk fel 1 g cinkszalagot vagy -foliat 25 ml 6 mol/liter koncent-

3.10.1. Standard cink-munkaoldat (10 pg Zn/ml), amelyet a standardoldat

4.2.

4.3.

5.1.

5.1

5.1

Q]
Q)

(3.10.) egy részének 9 rész vizzel torténd higitasaval, majd az igy kapott
oldat egy részének 9 rész vizzel torténd higitasaval készitiink el.

.11.  Lantan-klorid-oldat: oldjunk fel 12 g lantan-oxidot 150 ml vizben,

fel vizzel 1 literre.

Eszkozok

Hémérséklet-szabalyozoval és lehetbleg regisztralokésziilékkel ellatott
tokos kemence.

Magas rezisztencidju boroszilikat iiveg eszkozok. Ajanlatos kimondottan
nyomelemek meghatarozasara szolgald eszkozoket hasznalni.

Atomabszorpcids spektrofotométer, amely érzékenység és pontossag
vonatkozasaban a kivant tartomanyban megfelel a modszer kovetelmé-
nyeinek.

A vizsgalat modja (')
Szerves anyagot tartalmazo mintak

1. Hamvasztas és az oldatok el6készitése az analizis-
re(®

.1.1. Helyezziink egy 0,2 mg pontossaggal kimért, 5-10 g tomegii mintat
kvarc- vagy platinatégelybe (lasd a b) megjegyzést), szaritsuk ki
»C3 szaritoszekrényben € 105 °C-on, majd rakjuk be a tégelyt a
hideg tokos kemencébe (4.1.). Zarjuk a kemencét (lasd a c) megjegyzést)
és fokozatosan emeljiik a hdmérsékletet kb. 90 perc alatt 450475 °C-ra.
Tartsuk ezt a homérsékletet 4—16 oraig (pl. egész éjszaka), hogy elta-
vozzanak a széntartalmii anyagok, majd nyissuk ki a kemencét, és
hagyjuk kihtilni (lasd a d) megjegyzést).

Mas roncsolasi modszerek is hasznéalhatok, ha azok igazoltan hasonl6é eredményt adnak

(mint példaul a nyomas alatti mikrohullama roncsolas).

A (friss vagy szaritott) zoldtakarmanyok nagy mennyiségii névényi eredetii kovasavat
tartalmazhatnak, amely nyomelemeket tarthat vissza, ezért el kell tavolitani. Ilyen takar-
manyokbol vett mintak esetén ezért a kovetkezd, modositott modszert kell kovetni.
Végezziik el az 5.1.1. pont i. alpontjaban ismertetett miiveletet egészen a szlirésig. Az
oldhatatlan maradékot tartalmazé sziirGpapirt mossuk at kétszer forrasban 1évé 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 tlinik. Hagyjuk
kihiilni, adjunk hozz4 néhany csepp vizet, ezt kdvetden pedig 10-15 ml fluorsavat (3.4.),
és parologtassuk el belSle a nedvességet kb. 150 °C-on. Ha maradt kovasav a maradék-
anyagban, oldjuk fel Gjra néhany milliliter fluorsavban (3.4.), és parologtassuk el beléle a
nedvességet. Adjunk hozza Ot csepp kénsavat (3.5.), és melegitsiik addig, amig
sosavat (3.2.) és kb. 30 ml vizet, melegitsik meg, sziirjik le az oldatot egy 250 ml-es
mérélombikba, és toltsiik fel vizzel a jelig (a HCl-koncentracio kb. 0,5 moél/liter). Foly-
tassuk a meghatarozast az 5.1.2. ponttol.
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5.1.1.2.

5.1.2.
5.1.2.1.

Vizzel nedvesitsilk meg a hamut, és tegyiik egy 250 ml-es f6zépoharba.
Mossuk a tégelyt kb. 5 ml sésavval (3.1.), amit aztdn lassan és dvatosan
ontsiink a f6z6poharba (a CO,-képz6dés miatt heves reakcio léphet fel).
Adjuk hozza cseppenként a sosavat (3.1.) addig kevergetve, amig a
pezsgés meg nem sziinik. Parologtassuk el beléle a nedvességet, idon-
ként tivegbottal megkeverve.

sosavat (3.2.), majd kb. 120 ml vizet. Keverjik meg az ivegbottal,
amit a f6z6poharban hagyunk, és fedjiik be a f6z6poharat egy kémlels-
iveggel. Lassan forraljuk ¢és tartsuk forrasponton addig, amig a hamu
feloldodasa befejezddik. Sziirjiik le hamumentes sziirGpapiron, és vegyiik
fel a sziirletet egy 250 ml-es mér6lombikban. Mossuk a fézépoharat és a
forrasban 1évé vizzel. Toltsik fel a mér6lombikot jelig vizzel (a
HCl-koncentracio kb. 0,5 mol/liter).

Ha a sziir6ben lévé maradékanyag feketének latszik (szén), tegyiik
vissza a kemencébe, és hamvasszuk Gjra 450475 °C-on. Ez a hamvasz-
tas, amely csak par orat vesz igénybe (kb. harom—6t orat), akkor feje-
z6dik be, amikor a hamu fehérnek vagy majdnem fehérnek tlinik. Oldjuk
fel a maradékanyagot kb. 2 ml sosavval (3.1.), parologtassuk el beldle a
(3.2.). Hevitsiik, szlirjik az oldatot mérélombikba, és toltsik fel a
mérdlombikot jelig vizzel (a HCl-koncentracié kb. 0,5 mol/liter).

Megjegyzések:

a) A nyomelemek meghatarozasakor fontos odafigyelni a — foleg a cink,
réz és vas képezte — szennyezOdés jelentette kockazatokra. Ezért a
mintak eldkészitésére hasznalt eszkozoknek mentesnek kell lennie
ezen fémektol.

A szennyezOdés altalanos kockazatanak csokkentése érdekében
dolgozzunk pormentes kornyezetben, gondosan tisztitott eszkozokkel
¢és alaposan elmosott livegedényekkel. Kiilondsen a cink meghata-
rozasa érzékeny a szennyezOdések szamos tipusara, pl. az tvegké-
szitményektdl, a reagensektdl, a portdl stb. szarmazokra.

b) Az elhamvasztandd minta tomege a takarmany hozzavetdleges
nyomelemtartalma alapjan szamithat6 ki, az alkalmazott spektrofoto-
méter érzékenységéhez viszonyitva. Egyes, kevés nyomelemet tartal-
maz6 takarmanyok esetén 10-20 g-os mintat kell venni, és a végsd
oldatot csak 100 ml-re kell feltdlteni.

c) A hamvasztast zart kemencében kell elvégezni, levegd vagy oxigén
befuvatasa nélkiil.

d) A pirométer altal jelzett hdmérséklet nem lépheti til a 475 °C-ot.

Spektrofotometrias meghatarozas
A kalibralooldatok elkészitése

Minden egyes meghatarozando6 elemhez készitsiink a 3.7.1., 3.8.1., 3.9.1.
¢és 3.10.1. pontban megadott standard munkaoldatokbol egy kalibralool-
dat-sorozatot, Gigy, hogy minden egyes kalibralooldatnak a HCl-koncent-
racidja kb. 0,5 mol/liter és (vas, mangan és cink esetében) a lantan-
klorid koncentracioja 0,1 %-os (w/v) lantannal egyenértékii legyen.

A kivalasztott nyomelem-koncentracidknak az alkalmazott spektrofoto-
méter érzékenységi tartomanyan beliil kell lenniiik. Az alabbi tablazatok
példakon keresztiil mutatjak a kalibralooldat-sorozatok egy mintasoroza-
tat; az alkalmazott spektrofotométer tipusatol és érzékenységi tartoma-
nyatol fiiggben, adott esetben mas koncentraciokat kell kivalasztani.
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5.1.2.2.

5.1.2.3.

5.1.2.4.

Vas
pg Fe/ml 0 0,5 1 2 3 4 5
standard munkaoldat, ml-ben 0 0,5 1 2 3 4 5
(3.7.1) (1 ml = 100 pg Fe)
ml HCI (3.2.) 7 7 7 7 7 7 7
+ 10 ml lantan-klorid oldat (3.11.), t6ltsiik fel vizzel 100 ml-re.

Réz
pg Cu/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
standard munkaoldat, ml-ben 0 1 2 4 6 8 10
(3.8.1) (1 ml = 10 pg Cu)
ml HCI (3.2.) 8 8 8 8 8 8 8

Mangan

pug Mn/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
standard munkaoldat, ml-ben 0 1 2 4 6 8 10
(3.9.1) (1 ml = 10 pg Mn)
ml HCI (3.2.) 7 7 7 7 7 7 7
+ 10 ml lantan-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 0 0,5 1 2 4 6 8
(3.10.1.) (1 ml = 10 pug Zn)
ml HCI (3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml lantan-klorid oldat (3.11.), toltsiik fel vizzel 100 ml-re.

Az oldat eldkészitése az analizisre

A réz meghatarozasdhoz az 5.1.1. pont szerint elkészitett oldatot alta-
laban kozvetleniil fel lehet hasznalni. Ha mégis korrigalni kell koncent-

egy 100 ml-es mérélombikba, és toltsiik fel jelig 0,5 mol/liter koncent-
racioju sosavval (3.3.).

A vas, mangan ¢és cink meghatarozasahoz pipettazzunk egy aliquot részt
az 5.1.1. pont szerint elkészitett oldatbol egy 100 ml-es mérélombikba,
adjunk hozza 10 ml lantan-klorid oldatot (3.11.), és toltsiik fel jelig 0,5

pontjat).

Vakproba

A vakproba soran a modszer Osszes meghatarozott lépését el kell
végezni, azzal a kiilonbséggel, hogy a mintaanyagot elhagyjuk. A ,,0”
kalibralooldatot nem szabad vakoldatként hasznalni.

Az atomabszorpcio mérése

Mérjiik meg a kalibralooldatok és az analizalandé oldat atomabszorpci-
ojat oxidalo, levegd-acetilén lang alkalmazéasaval, a kovetkezd hullam-
hosszokon:

Fe: 248,3 nm

Cu: 324,8 nm
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5.2.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

Mn: 279,5 nm
Zn: 213,8 nm
Minden mérést négyszer végezziink el.

Asvanyi takarmdnyok

Ha a minta nem tartalmaz szerves anyagot, az el6zetes hamvasztas
sziikségtelen. Folytassuk a miveletet az 5.1.1.1. pont masodik bekezdé-
sétél. A fluorsavval végzett beparlas elhagyhato.

Az eredmények kiszamitasa

Egy kalibracios gorbe segitségével szamoljuk ki az analizdland6 oldat

nyomelemtartalmara vonatkoztatva, milligrammban adjuk meg (ppm).

Ismételhetéség

Ugyanazon a mintan, ugyanazon analitikus altal végzett két parhuzamos
meghatarozas eredménye kozotti kiilonbség nem haladhatja meg a:

— a vizsgalt nyomelemtartalom legfeljebb 50 mg/kg értéke esetén
abszolut értékben az 5 mg/kg-ot,

— a vizsgélt nyomelemtartalom 50 és 100 mg/kg koncentracio kozotti
értéke esetén a magasabb érték 10 %-at,

— a vizsgalt nyomelemtartalom 100 és 200 mg/kg kozotti értéke esetén
abszolut értékben a 10 mg/kg-ot,

— a vizsgalt nyomelemtartalom 200 mg/kg feletti értéke esetén a maga-
sabb érték 5 %-at.
Eszrevétel

Nagy mennyiségli foszfat jelenléte interferenciat okozhat a wvassal,
mangannal ¢és cinkkel. Az intereferenciat lantan-klorid oldat (3.11.)
hozzaadasaval kell korrigalni. Ha azonban a mintdban a Ca + Mg / P
sulyaranya > 2, elhagyhato a lantan-klorid oldatnak a vizsgalando
oldathoz és a kalibralooldatokhoz valé hozzaadésa.

D. A HALOFUGINON MEGHATAROZASA
DL-transz-7-bromo-6-kloro-3-[3-(3-hidroxi-2-piperidil)acetonil]-
quinazolin-4-(3H)-egy hidrobromid

Cél és alkalmazasi teriilet

A modszer a halofuginon takarmanyokban torténé meghatarozasara szol-
gal. A meghatarozas hatarértéke 1 mg/kg.

Vizsgalati alapelv

Forrd vizzel tortént kezelés utdn a halofuginont szabad bazis formaban
etilén-acetatba extrahaljuk, ezt kovetden pedig hidroklorid forméban
vizes savoldatba particionaljuk. A kivonatot ioncser¢ld kromatografiaval
tisztitjuk. A halofuginontartalom meghatarozasat forditott fazisti, nagy
teljesitményli ~ folyadékkromatogratids ~ (HPLC)  moddszerrel — és
UV-detektor alkalmazasaval végezziik.

Reagensek

Acetonitril, HPLC minéségi.
Amberlite XAD-2 miigyanta
Ammonium-acetat
Etil-acetat

Jégecet
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3.6.

3.6.1.

3.6.2.

3.7.

3.8.

3.9.

3.20.

3.21.

Halofuginon standard anyag (DL-transz-7-bromo-6-kloro-3-[3-hidroxi-2-
piperidil)acetonil] quinazolin-4-(3H)-egy hidrobromid, E 764)

Halofuginon standard térzsoldat, 100 pg/ml

Meérjink be egy 500 ml-es mérélombikba 0,1 mg pontossaggal 50 mg
halofuginont (3.6.), oldjuk fel ammonium-acetat pufferoldatban (3.18.),
toltsiik fel a lombikot jelig a pufferoldattal, majd keverjiik el. Ezen oldat
5 °C hémérsékleten és sotétben tarolva harom héten at stabil marad.
Kalibraléoldatok

100 ml-es mér6lombikokba adagoljunk 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 és 6,0 ml
standard torzsoldatot (3.6.1.). A mozgofazissal (3.21.) toltsiik fel jelig,
¢és keverjiik el. Ezen oldatok halofuginon-koncentracidja 1,0, 2,0, 3,0,
4,0, illetve 6,0 pg/ml lesz. Az oldatokat hasznalat el6tt frissen kell
elkésziteni.

Sésav (p20 megkdzelitleg 1,16 g/ml)

Metil-alkohol

Eziist-nitrat

Natrium-aszkorbat

Natrium-karbonat

Natrium-klorid

EDTA (etilén-diamin-tetraccetsav, dinatrium so)

Viz, HPLC minéségii

Natrium-karbonat-oldat, ¢ = 10 g/100 ml

Natrium-kloriddal telitett natrium-karbonat-oldat, ¢ = 5 g/100 ml

Oldjunk fel 50 g natrium-karbonatot (3.11.) vizben, higitsuk fel 1 literre,
és adjunk hozza natrium-kloridot (3.12.), amig az oldat telitett nem lesz.

Sésav, megkozelitleg 0,1 mol/l

10 ml HCI-t (3.7.) higitsunk vizzel egy literre.

Oldjunk fel 19,3 g ammoénium-acetatot (3.3.) és 30 ml ecetsavat (3.5.)
vizben (3.14.), és higitsuk 1 literre.

Amberlite XAD-2 miigyanta el6készitése

Megfeleld mennyiségli Amberlite-et (3.2.) mossunk addig vizzel, amig
az Osszes kloridiont el nem tavolitottuk, mindezt eziist-nitratnak (3.20.)
az elontott vizes fazishoz vald hozzdadasaval ellendrizhetjilk. Ezutan
mossuk ki a gyantat 50 ml metil-alkoholban (3.8.), ontsiik le a metil-
alkoholt, és a gyantat friss metil-alkohol alatt taroljuk.

Eziist-nitrat oldat, megkozelitdleg 0,1 mol/l
Oldjunk fel 0,17 g eziist-nitratot (3.9.) 10 ml vizben.
HPLC mozgéfazis

Keverjiink el 500 ml acetonitrilt (3.1.) 300 ml ammonium-acetat puffe-
roldattal (3.18.) és 1200 ml vizzel (3.14.). Az oldat pH-jat ecetsavval
(3.5.) allitsuk be 4,3-ra. Szlrjik at egy 0,22 pum-es sziir6n (4.8.) és
gazmentesitsiik az oldatot (pl. 10 percig tartd ultrahangos kezeléssel).
Az oldat egy honapon 4t stabil marad, ha zart edényben, s6tétben tarol-
juk.
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4.2.

43.

4.4.

44.1.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

5.1

S5.1.1.

5.1.2.

5.2

Eszkozok

Ultrahangos flird6
Rotacios, vékonyfilmes beparlo
Centrifuga

HPLC-berendezés, valtoztathatd hullamhosszi UV-detektorral vagy
diddasoros detektorral

Folyadékkromatografias oszlop, 300 mm x 4 mm, C;g, 10 um-es toltet,
vagy egy ezzel egyenértékii oszlop

Zsugoritott tivegsziirével és elzardcsappal ellatott tivegoszlop (300 mm %
10 mm)

Uvegszalas sziirdk, 150 mm-es atmérdvel
Membransziirék, 0,45 pum-es.
Membransziirék, 0,22 pum-es.

A vizsgalat médja

Megjegyzés: A halofuginon szabad béazis form4jaban nem stabil a lugos
és etil-acetat oldatokban. Harminc percnél tovabb nem
maradhat etil-acetatban.

Altalanos szabdlyok

Vizsgaljunk meg egy takarmanyvakmintdt annak ellendrzésére, hogy
sem halofuginon, sem interferdlé anyagok nincsenek jelen.

A mintaban talalhatoval kozel azonos mennyiségli halofuginonnal dusi-
tott takarmanyvakminta analizisével végezziink visszanyerési probat. A
3 mg/kg-os szintre torténd dusitashoz adjunk 300 pl standard torzs-
oldatot (3.6.1.) 10 g takarmanyvakmintahoz, keverjiik Ossze, majd
varjunk 10 percet, miel6tt folytatnank a miiveletet az extrahalassal (5.2.).

Megjegyzés: Ennél a modszernél a takarmanyvakminta a mintaval
azonos fajtaju takarmany legyen, amelyben az analizis
soran halofuginon nem mutathat6 ki.

Extrahdlas

Egy 200 ml-es centrifugacsdbe 0,1 g-os pontossaggal mérjiink ki 10 g-ot
az el6készitett mintabol, adjunk hozza 0,5 g natrium-aszkorbatot (3.10.),
0,5 g EDTA-oldatot (3.13.) és 20 ml vizet, majd keverjik Ossze. A
csovet helyezziik 6t percre 80 °C-os vizflirddbe. Miutdn visszahtilt
szobah6mérsékletre, adjunk hozza 20 ml natrium-karbonat oldatot
(3.15.), és keverjik Ossze. Kozvetleniil ezutan adjunk hozza 100 ml
etil-acetatot (3.4.), és kézzel er6sen razzuk 15 masodpercen keresztiil.
Ezutan tegyiik a csovet harom percig az ultrahangos fiirdébe (4.1.), és
lazitsuk meg a dugdjat. Centrifugaljuk két percen at, majd dekantaljuk
az etil-acetat fazist egy iivegszalas szlirdn (4.6.) keresztiil egy 500 ml-es
valasztotdlesérbe. Ismételjiik meg az extrahalast a mintdn egy madsodik
100 ml-es etil-acetat adaggal. Mossuk az elegyitett kivonatot 50 ml
natrium-kloriddal telitett natrium-karbonat oldattal (3.16.) egy percen
keresztiil, és a vizes fazist Ontsiik el.

A szerves réteget 1 percen keresztiil 50 ml sosavval (3.17.) extrahaljuk.
Az alsé savas réteget eresszilk le egy 250 ml-es valasztotlcsérbe. A
szerves réteget ismételten extrahaljuk masfél percen keresztiil tovabbi 50
ml sosavval, és elegyitsiik az elsé kivonattal. Mossuk az elegyitett savas
kivonatokat gy, hogy megkozelitdleg tiz masodpercig locsoljuk 10 ml
etil-acetattal (3.4.).
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5.3.
5.3.1.

5.4.
5.4.1.

5.4.2.

A vizes réteget teljes mennyiségben vigyiik at egy 250 ml-es gémblom-
bikba, és ontsiik el a szerves fazist. A rotacids, vékonyfilmes beparlo-
késziilékkel (4.2.) parologtassuk el az Gsszes visszamarado etil-acetatot a
savas oldatbol. A vizfiirdd hdmérséklete nem haladhatja meg a 40 °C-ot.
Koriilbeliil 25 mbar vdkuumban 38 °C-on az Osszes visszamaradt
etil-acetat 6t perc alatt elparolog.

Tisztitas
Az Amberlite-oszlop eldkészitése

Minden mintakivonat szamara kiilon XAD-2 oszlopot készitiink.
Vigyiink at metil-alkohollal (3.8.) 10 g el6készitett Amberlite-et (3.19.)
egy livegoszlopba (4.5.). A gyantaagy tetejére tegyiink egy kis ivegvatta
dugot. Eressziik le az oszloprol a metil-alkoholt, és 100 ml vizzel
mossuk el a gyantat, de allitsuk meg az atfolyast, amikor a folyadék
elérte a gyantaagy tetejét. Hasznalat el6tt, 10 percig engedjiik, hogy az
oszlop egyensulyba keriiljon. Soha ne hagyjuk az oszlopot kiszaradni.

A minta tisztitdsa

A kivonatot (5.2.) teljes mennyiségben vigyiik at az eldkészitett
Amberlite-oszlop (5.3.1.) tetejére, elualjuk, majd az eluatumot Ontsiik
el. Az eludlas sebessége nem lehet tbb, mint 20 ml/perc. Oblitsiik el
a gomblombikot 20 ml sdsavval (3.17.), és ezt hasznaljuk a gyanta-
oszlop elmosasdhoz is. Légbefuvassal tavolitsunk el minden
savoldat-maradékot. A mosoéoldatot Ontsiik el. Adjunk 100 ml
metil-alkoholt (3.8.) az oszlopra, és engedjiink 5-10 ml-t elualodni,
mikdzben az eludtumot egy 250 ml-es gomblombikban fogjuk fel. Tiz
percig hagyjuk, hogy a maradék metil-alkohol egyensutlyba keriiljon a
miigyantaval, majd folytassuk az eludldst maximum 20 ml/perc sebes-
ségen, mikozben az eluatumot ugyanabban a gdmblombikban fogjuk fel.
A metil-alkoholt a rotaciés, vékonyfilmes beparlokésziiléken parolog-
tassuk el (4.2.), a vizfiirdé hémérséklete nem haladhatja meg a 40 °C-
ot. A maradékot a mozgofazis (3.21.) segitségével teljes mennyiségben
vigyiik at egy 10 ml-es mérélombikba. Mozgofazissal toltsiik fel jelig, és
keverjiik el. Egy aliquot részt szlirjiink at membransziirén (4.7.) Ezt az
oldatot tegyiik el a HPLC-meghatarozashoz (5.4.).

HPLC-meghatarozas
Paraméterek

A kovetkez vizsgalati feltételek ttmutatasként szolgalnak, egyéb felté-
telek is hasznalhatok, feltéve, hogy ezzel egyenértékii eredményeket
adnak.

Folyadékkromatografias oszlop (4.4.1.)
HPLC mozgofazis (3.21.)

Ataramlasi sebesség: 1,5-2 ml/perc
Kimutatasi hullamhossz: 243 nm
Befecskendezett mennyiség: 40—100 pl.

Ellenérizziik a kromatografias rendszer stabilitasat oly modon, hogy 3,0
szor, amig a csicsmagassagok (vagy teriiletek) és a retencids idok allan-
dova nem valnak.

Kalibraciés gorbe

Fecskendezziik be tobbszor egymas utan az egyes kalibralooldatokat
(3.6.2.), és mérjiik meg az egyes koncentracidkhoz tartozd csticsok
magassagat (teriiletét). Szerkessziink kalibracios gorbét tigy, hogy a
kalibralooldatok atlagos csticsmagassagait vagy teriileteit az ordinataten-
gelyen, a hozzajuk tartozo, pg/ml-ben kifejezett koncentraciokat pedig az
abszcisszan abrazoljuk.
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5.4.3.

Mintaoldat

Ugyanolyan mennyiségli oldatot hasznalva, mint amennyit a kalibralo-
oldatoknal hasznaltunk, fecskendezzilk be a mintakivonatot (5.3.2.)
egymas utan tobbszor, és hatarozzuk meg a halofuginoncsticsok atlagos
magassagat (teriiletét).

Az eredmények Kkiszamitasa

A mintaoldat halofuginoncsucsainak atlagos magassagat (teriiletét) a
kalibracios gorbével (5.4.2.) egybevetve hatarozzuk meg a mintaoldat

A minta (mg/kg-ban kifejezett) w halofuginontartalmat az alabbi képlet
segitségével kapjuk meg:

cx 10
W =
m

ahol:

¢ : a mintaoldat halofuginon-koncentracidja, pg/ml-ben,
m : a mintadarab témege grammban.

Az eredmények validalasa
Azonositas

Az analizalt anyag azonositisa parhuzamos kromatografiaval vagy
diddasoros detektor hasznalataval erdsithetd meg, amely soran a minta-
kivonat és a 6,0 pg/ml-es kalibralooldat (3.6.2.) spektrumat hasonlitjuk
Ossze.

Parhuzamos kromatografia

A mintakivonatot megfeleld mennyiségii kalibralooldattal (3.6.2.) dusit-
juk. A hozzaadott halofuginon mennyiségének a mintakivonatban talal-
hat6 halofuginon becsiilt mennyiségével kozel azonosnak kell lennie.

A hozzaadott mennyiséget és a kivonat higitasat figyelembe véve, csak a
halofuginoncsucs emelkedhet. A cstics szélességének a legnagyobb
magassag felénél az eredeti szélesség + 10 %-on beliil kell lennie.

Diddasoros detektalas

Az eredményeket a kovetkezd kritériumok szerint értékeljiik:

a) a minta és a standard spektrumaban a kromatogram csicsmaximuman
rogzitett legnagyobb elnyeléshez tartozé hullamhossznak a detektor
felbontoképessége altal meghatarozott tliréshataron beliil azonosnak
kell lennie. A diddasoros detektoroknal ez a tiiréshatar jellemzéen
+ 2 nm;

b) 225 ¢és 300 nm kozott a spektrumnak a relativ abszorbancia 10 és
100 %-a kozotti tartomanyba esd részein a mintanak €s a standardnak
a kromatogram csicsmaximuman rogzitett spektruma nem térhet el
egymastol. 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 %-anal nagyobb mértékben;

c) 225 és 300 nm kozott a mintakivonat altal kivaltott csucs felszalld
aganak, csucsmaximumanak ¢és leszallo aganak spektrumai nem
térhetnek el egymastol a spektrumnak a relativ abszorbancia 10 és
100 %-a kozotti tartomanyba esé részein. Ez a kritérium akkor telje-
stil, ha ugyanazok a maximalis értékek vannak jelen, és a spektrumok
egyetlen vizsgalt ponton sem térnek el a csficsmaximum spektruma
abszorbanciajanak 15 %-anal nagyobb mértékben.
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Amennyiben ezen kritériumok valamelyike nem teljesiil, az analizalt
anyag jelenléte nem bizonyitott.

7.2. Ismételhetoség
Két azonos mintan végzett parhuzamos meghatarozas eredménye kozotti
kiilonbség 3 mg/kg halofuginontartalomig nem lehet tobb, mint 0,5
mg/kg.

7.3. Visszanyerés
A dusitott takarmanyvakminta esetében legaldbb 80 %-o0s visszanyerési
aranyt kell elérni.

8. A korvizsgalat eredményei

Egy korvizsgalat (') soran harom mintat analizaltak nyolc laboratorium-

ban.
Eredmények
A. minta
(vak) B. minta (takarmanyliszt) C. minta (granulatum)
atvételkor
atvételkor két hénap atvételkor ket hf’map
utan utan
Kozépértek [mg/kg] ND 2,80 2,42 2,89 2,45
Sg [mg/kg] — 0,45 0,43 0,40 0,42
CVg [ %] — 16 18 14 17
vissza. [ %] 86 74 88 75
ND = nem kimutathat6
Sr = a reprodukalhatosag szorasa
CVr = a reprodukélhatosag relativ szorasa ( %)

vissza = visszanyerés ( %)

E. A ROBENIDIN MEGHATAROZASA
1,3-bisz[(4-klorobenzilidén)amino]guanidin-hidroklorid

1. Cél és alkalmazasi teriilet

Ez a modszer lehetdvé teszi a takarmanyokban 1év6 robenidin szintjének
meghatarozasat. A meghatarozas hatarértéke 5 mg/kg.

2. Vizsgalati alapelv

A mintat savas metil-alkohollal extrahaljuk. A kivonatot szaritjuk, és egy
aliquot részét aluminium-oxid oszlopon tisztitjuk. A robenidint az
oszloprol metil-alkohollal elualjuk, koncentraljuk, majd a mozgé6fazissal
megfeleld térfogatra toltjiik fel. A robenidintartalom meghatarozasat
forditott fazisu, nagy teljesitményti folyadékkromatografiaval (HPLC),
UV-detektor alkalmazasaval végezziik.

3. Reagensek
3.1. Metil-alkohol

3.2 Savas metil-alkohol

Ontsiink 4t 4,0 ml sésavat (p20 = 1,18 g/ml) egy 500 ml-es mérdlom-
bikba, toltsiik fel jelig metil-alkohollal (3.1.), majd keverjiik el. Ezt az
oldatot hasznalat eldtt frissen kell elkésziteni.

(") The Analyst 108., 1983, 1 252-1 256. o.
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3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.9.1.

3.9.2.

3.9.3.

Acetonitril, HPLC mingségili
Molekularis sziird

3A tipusu, 8-12 szitaszemcse (1,6-2,5 mm-es szemcsék, kristalyos
aluminium-szilikat, 0,3 mm porusatmérd)

Aluminium-oxid: . savas aktivitasi fokozati anyag oszlopkromatografias
célra

Ontsiink 4t 100 g aluminium-oxidot egy megfeleld tiroldedénybe, és
adjunk hozza 2,0 ml vizet. Zarjuk le, és razzuk kb. 20 percen keresztiil.
Jol lezart taroléedényben tartsuk.

Kalium-dihidrogén-foszfat-oldat, ¢ = 0,025 mol/l

Oldjunk fel vizzel 3,40 g kalium-dihidrogén-foszfatot (HPLC min6ségit)
egy 1000 ml-es mér6lombikban, toltsiik fel jelig, és keverjik el.

Dinatrium-hidrogén-foszfat-oldat, ¢ = 0,025 mol/l

Oldjunk fel 3,55 g vizmentes (vagy 4,45 g dehidrat, illetve 8,95 g dode-
kahidrat) dinatrium-hidrogén-foszfatot vizben (HPLC mindségi) egy 1
literes mér6lombikban, toltsiik fel jelig, és keverjik el.

HPLC mozg6fazis

Az alabbi reagenseket keverjiik Ossze:

650 ml acetonitril (3.3.),

250 ml viz (HPLC min&ségi),

50 ml kalium-dihidrogén-foszfat oldat (3.6.),

50 ml dinatrium-hidrogén-foszfat oldat (3.7.).

Szirjiik at egy 0,22 pum-es sziirén (4.6.) és gazmentesitsiik az oldatot (pl.
10 percig tartd ultrahangos kezeléssel).

Standard anyag

Tiszta robenidin: 1,3-bisz[(4-klorobenzilidén)amino]guanidin-hidroklo-
rid.

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 mérélom-
bikban, toltsiik fel jelig ugyanezzel az olddszerrel, és keverjik el. A
lombikot tekerjilk aluminiumfoliaba, és taroljuk sotét helyen.

Robenidin kozbensd standardoldat: 12 pg/ml

A standard torzsoldatbol (3.9.1.) ontsiink at 10,0 ml-t egy 250 ml-es
mérélombikba, toltsiik fel jelig a mozgofazissal (3.8.), és keverjik el. A
lombikot tekerjilk aluminiumfoliaba, és taroljuk sotét helyen.

Kalibraléoldatok

50 ml-es mérélombikokba adagoljunk 5,0, 10,0, 15,0, 20,0 és 25,0 ml
kozbensd standardoldatot (3.9.2.). A mozgofazissal (3.8.) toltsik fel
jelig, és keverjiik el. Ezen oldatok 1,2, 2.4, 3,6, 4,8, illetve 6,0 ng/ml
robenidin-koncentracionak felelnek meg. Az oldatokat hasznalat el6tt
frissen kell elkésziteni.

Viz, HPLC min&ségt.
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4.2.

4.3.

4.4.

44.1.

4.5.

4.6.

4.7.

5.1
5.1.1.

5.2.

5.3.
5.3.1.

Eszkozok

Uvegoszlop

Barna iivegbdl késziilt, elzaro csappal és egy megkozelitdleg 150 ml-es
tartallyal ellatott, 10-15 mm belsé atmérdjii és 250 mm hosszi oszlop.

Mechanikus razogép vagy magneses keverd
Rotaciés vékonyréteges beparlo.

250—400 mm-es érzékenységi tartomanyu HPLC-berendezés, valtoztat-
haté hullamhosszi UV-detektorral vagy diddasoros detektorral

Folyadékkromatografias oszlop: Cig, 300 mm x 4 mm, 10 um-es toltet-
tel, vagy ezzel egyenértékii berendezés.

Uvegszdlas sziirdpapir (Whatman GF/A vagy azzal egyenértékii mas
papir)

Membransziirék, 0,22 pum-es.
Membransziirék, 0,45 pum-es.

A vizsgalat médja

Megjegyzés: A robenidin fényérzékeny. Minden miiveletnél barna
ivegeszkozoket kell hasznalni.

Altalénos szabdlyok

Visgaljunk meg egy takarmanyvakmintat annak ellen6rzésére, hogy sem
robenidin, sem interferalé anyagok nincsenek jelen.

A mintdban taldlhatoval kdzel azonos mennyiségii robenidinnel dusitott
takarmanyvakminta (5.1.1.) analizisével végezziink visszanyerési probat.
A 60 mg/kg-os szintre torténd dusitashoz ontsiink 3,0 ml standard torzs-
oldatot (3.9.1.) egy 250 ml-es Erlenmeyer-lombikba. Az oldatot nitro-
génaramban kb. 0,5 ml-re paroljuk be. Adjunk hozza 15 g takarmany-
vakmintat, keverjik 0ssze, és hagyjuk allni 10 percig, miel6tt folytatjuk
a milveletet az extrahalassal (5.2.).

Megjegyzés: Ehhez a modszerhez a takarmanyvakminta a mintaval
azonos fajtaji takarmany legyen, amelyben az analizis
soran robenidin nem mutathato ki.

Extrahdldas

Az elokészitett mintabol mérjiink ki 15 g-t, 0,01 g-os pontossaggal.
Tegyiik egy 250 ml-es Erlenmeyer-lombikba, adjunk hozza 100,0 ml
savas metil-alkoholt (3.2.), zarjuk le, és razassuk egy oOran keresztiil a
razogépen (4.2.). Az oldatot sziirjiik at livegszalas sziirdpapiron (4.5.),
majd az egész szlirletet vegyiik fel egy 150 ml-es Erlenmeyer-lombik-
ban. Adjunk hozza 7,5 g molekularis sziirét (3.4.), zarjuk le, és 6t percig
razassuk. Azonnal sziirjiik at egy tlivegszalas sziirdpapiron. Ezt az oldatot
hasznaljuk a deritésnél (5.3.).

Derités
Az aluminium-oxid oszlop eldkészitése

Az tivegoszlop (4.1.) alsé végébe illessziink egy kis tivegvatta dugot, és
ivegbottal tomkodjiik le egészen az aljara. Mérjiink ki az el6készitett
aluminium-oxidbdl (3.5.) 11,0 g-ot, és ontsiik at az oszlopba. Ugyeljiink
arra, hogy az oszlop tartalma, a vizsgalat ezen szakaszaban minél
kevésbé legyen a levegd hatasanak kitéve. Gyengéden {itégessik a
megtoltott oszlop alsd végét, hogy a benne 1évé aluminium-oxid leiile-
pedjen.



02009R0152 — HU — 24.05.2017 — 006.002 — 96

53.2.

5.4.

5.4.1.

54.2.

5.4.3.

A minta deritése

Az (5.2.) pontban el6készitett mintakivonatbdl 5,0 ml-t pipettazzunk az
oszlop tetejére. A pipetta cstcsat az oszlop falanak kozelébe fektessiik,
és hagyjuk, hogy az oldatot az aluminium-oxid elnyelje. 100 ml
metil-alkohol (3.1.) segitségével, 2-3 ml/perc atfolyasi sebességgel
elualjuk a robenidint az oszloprol, és vegyiik fel az eluatumot egy 250
ml-es gomblombikban. Csékkentett nyomason, 40 °C hémérsékleten egy
rotacios, vékonyfilmes beparlo (4.3.) segitségével teljes szaradasig
parologjuk be a metil-alkoholt. A maradékot Gjra oldjuk fel 3—4 ml
mozgoéfazisban (3.8.), és Ontsiik at teljes mennyiségben egy 10 ml-es
mérélombikba. Tobbszor oblitsiik el a lombikot 1-2 ml mozgofazissal,
és az 0blitd folyadékot is Ontsiik bele a mérdlombikba. Toltsiik fel jelig
ugyanezzel az olddszerrel, majd keverjiik el. Egy aliquot részt sziirjiink
at egy 0,45 pm-es membransziirén (4.7.). Ezt az oldatot tegyiik el
a HPLC-meghatarozashoz (5.4.).

HPLC-meghatarozas
Paraméterek

Az alabbi vizsgalati feltételek csak utmutatasként szolgalnak, ettdl eltérd
feltételeket is lehet hasznalni, feltéve, hogy ezzel egyenértékii eredményt
adnak:

Folyadékkromatografias oszlop (4.4.1.)
HPLC mozgofazis (3.8.)

Ataramlasi sebesség: 1,5-2 ml/perc
Kimutatasi hullamhossz: 317 nm
Befecskendezett mennyiség: 20—50 pl.

Ellendrizziik a kromatografias rendszer stabilitasat oly modon, hogy 3,6
pg/ml anyagot tartalmazo kalibralooldatot (3.9.3.) fecskendeziink be
tobbszor, mig a csucsok magassaga €s a retencios idok allandéova nem
valnak.

Kalibracids gorbe

Fecskendezziik be tobbszor egymas utan az egyes kalibralooldatokat
(3.9.3.), és mérjiik meg az egyes koncentraciokhoz tartozé cstcsok
magassagat (teriiletét). A kalibralooldatok atlagos magassaga vagy teri-
lete legyen az ordinatatengelyen, a megfelelé koncentraciok pg/ml-ben
az abszcisszan, és ennek alapjan szerkessziink kalibracios gorbét.

Mintaoldat

Ugyanolyan mennyiségli oldatot hasznalva, mint amennyit a kalibralo-
oldatoknal hasznaltunk, fecskendezziik be a mintakivonatot (5.3.2.)
egymas utan tobbszor, és hatarozzuk meg a robenidincstcsok atlagos
magassagat (tertiletét).

Az eredmények kiszamitiasa

A mintaoldat robenidincsticsainak atlagmagassagabol (teriiletébdl) hata-

(5.4.2.) alapjan.

A minta, (mg/kg-ban kifejezett) w robenidintartalmat az aldbbi képlet
segitségével kapjuk meg:

¢ x 200
W =

ahol:

¢ = a mintaoldat robenidin-koncentracidja, pg/ml-ben,
m = a mintadarab tomege grammban.
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7.2.

7.3.

Az eredmények validalasa
Azonositds

Az analizdlt anyag azonositdsit parhuzamos kromatografidval vagy
diodasoros detektorral lehet megerdsiteni, amely sordn a mintakivonat
és a 6,0 pg/ml robenidint tartalmazoé kalibralooldat (3.9.3.) spektrumat
hasonlitjuk Ossze.

Parhuzamos kromatografia

A mintakivonatot megfeleld mennyiségli kalibraldoldattal (3.9.3.) dusit-
juk. A hozzaadott robenidin mennyisége és a mintakivonatban talalhato
robenidin becsiilt mennyisége kozel azonos legyen.

A hozzaadott mennyiséget és a kivonat higitdsat figyelembe véve, csak a
robenidincsics magassaga emelkedhet. A cstics szélességének, a legna-
gyobb magassaganak felénél, az eredeti szélesség + 10 %-an beliil kell
lennie.

Di6odasoros detektalas

Az eredményeket a kovetkezd kritériumok szerint értékeljiik:

a) a minta és a standard spektruméban a kromatogram csiicsmaximuman
rogzitett legnagyobb elnyeléshez tartozd hulldmhossznak a detektor
felbontoképessége altal meghatarozott tiiréshataron beliil azonosnak
kell lennie. A diddasoros detektoroknal ez a tiiréshatar jellemzdéen
+ 2 nm;

b) 250 és 400 nm kozott a spektrumnak a relativ abszorbancia 10 és
100 %-a kozotti tartomanyba es6 részein a mintanak és a standardnak
a kromatogram csGcsmaximuman rogzitett spektruma nem térhet el
egymastol. Ez a kritérium akkor teljesiil, ha ugyanazok a maximalis
értékek vannak jelen, és a két spektrum egyetlen vizsgalt ponton sem
tér el a standard abszorbancidjanak 15 %-4anal nagyobb mértékben;

250 és 400 nm kozott a mintakivonat altal kivaltott cstcs felszallo
aganak, csucsmaximumanak és leszalld 4ganak spektrumai nem
térhetnek el egymastol a spektrumnak a relativ abszorbancia 10 és
100 %-a kozotti tartoméanyba esd részein. Ez a kritérium akkor telje-
stil, ha ugyanazok a maximalis értékek vannak jelen, és a spektrumok
egyetlen vizsgalt ponton sem térnek el a csicsmaximum spektruma
abszorbanciajanak 15 %-anal nagyobb mértékben.

C

~

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

Ismételhetség

Két azonos mintan végzett parhuzamos meghatarozas eredménye kozotti
kiilonbség, 15 mg/kg-nal magasabb robenidintartalom esetén, nem halad-
hatja meg a magasabb érték 10 %-at.

Visszanyerés

A dusitott vakminta esetében legalabb 85 %-os visszanyerési aranyt kell
elérni.

A korvizsgalat eredményei

Az EK korvizsgalatot szervezett, amely soran érlemény, illetve pellet
formajaban négy baromfi- és négy nyultakarmanymintat elemeztek, 12
laboratoriumban. Minden mintan ketts analizist végeztek. Az eredmé-
nyeket az alabbi tablazat mutatja.
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.8.1.

Baromfi Nyul

Orlemény Pellet Orlemény Pellet
Kozépértek [mg/kg] 27,00 27,99 43,6 40,1
s, [mg/kg] 1,46 1,26 1,44 1,66
CV; [ %] 54 4,5 33 4,1
Sr [mg/kg] 4,36 3,36 4,61 3,91
CVr [ %] 16,1 12,0 10,6 9,7
Visszanyerés [ %] 90,0 93,3 87,2 80,2

s, = az ismételhetdség szorasa

CV, = az ismételhetdség relativ szorasa, %
Sr a reprodukalhatdsag szorasa

CVy = a reprodukalhatosag relativ szorasa, %

F. DIKLAZURIL MEGHATAROZASA

(+)-4-klorfenil [2,6-dikloro-4-(2,3,4,5-tetrahidro-3,5-dioxo-1,2,4-triazin-
2-il) fenil] acetonitril

Cél és alkalmazasi teriilet

Ez a modszer lehetévé teszi a takarmanyokban és el6keverékekben 1évo
diklazuril meghatarozasat. A kimutatasi hatarérték 0,1 mg/kg, a meghata-
rozas hatarértéke 0,5 mg/kg.

Vizsgalati alapelv

Egy belsé standard hozzaadasat kovetden a mintat savas metil-alkohollal
extrahaljuk. A takarmanyok esetében a kivonat egy aliquot részét Cig
szilardfazisu extrahalotoltetben deritjitk. A diklazurilt savas metil-alkohol
és viz keverékével elualjuk a toltetbdl. Beparlas utan a maradékot DMF/
vizben feloldjuk. Eldkeverékek esetében a kivonatot beparoljuk, és a
maradékot DMF/vizben feloldjuk. A diklazuriltartalmat haromkompo-
nenstl, forditott fazisu, nagy teljesitményli folyadékkromatografiaval
(HPLC) hatarozzuk meg, UV-detektor hasznalataval.

Reagensek

Viz, HPLC mindségu.

Ammonium-acetat
Tetrabutil-ammoénium-hidrogén-szulfat (TBHS)
Acetonitril, HPLC mindségii.

Metil-alkohol, HPLC mindségii

N, N-dimetilformamid (DMF).

Sésav, pyp = 1,19 g/ml

Standard anyag: garantalt tisztasagu diklazuril 11-24: (+)-4-klorfenil [2,6-
dikloro-4-(2,3,4,5-tetrahidro-3,5-dioxo-1,2,4-triazin-2-il) fenil] acetonit-
ril, E771.

Diklazuril standard térzsoldat, 500 pg/ml.

Mérjiink ki 0,1 mg pontossaggal 25 mg diklazuril standard anyagot
(3.8.) egy 50 ml-es mér6lombikba. Oldjuk fel DMF-ben (3.6.), toltsiik
fel jelig DMF-fel (3.6.) és keverjik Ossze. Tekerjik a lombikot alumi-
niumfoliaba, vagy hasznaljunk barna iiveglombikot, és taroljuk hiitében.
4 °C-on vagy ennél alacsonyabb hdmérsékleten az oldat egy honapig
stabil.
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3.8.2.

3.9.

3.9.1.

3.9.2.

3.93.

3.13.1.

3.13.2.

3.13.3.

Diklazuril standardoldat, 50 pg/ml.

Ontsiink at 5,00 ml standard torzsoldatot (3.8.1.) egy 50 ml-es mérélom-
bikba, toltsiik fel jelig DMF-fel (3.6.), és keverjitk Ossze. Tekerjik a
lombikot aluminiumfo6liaba, vagy hasznaljunk barna iiveglombikot, és
taroljuk hiitében. 4 °C-on vagy ennél alacsonyabb hémérsékleten az
oldat egy honapig stabil.

Belsé standard anyag: 2,6 dikloro-a-(4-klorofenil)-4-(4,5 dihidro-3,5-
dioxo-1,2,4-triazin-2 (3H)-il) a-metilbenzén-acetonitril.

Bels6é standard téorzsoldat, 500 pg/ml.

Mérjink be 0,1 mg pontossaggal 25 mg belsé standard anyagot (3.9.)
egy 50 ml-es mér6lombikba. Oldjuk fel DMF-ben (3.6.), toltsiik fel jelig
DMF-fel (3.6.), és keverjiikk ossze. Tekerjiik a lombikot aluminiumfoli-
aba, vagy hasznaljunk barna iiveglombikot, és taroljuk hiitében. 4 °C-on
vagy ennél alacsonyabb homérsékleten az oldat egy honapig stabil.

Belsé standardoldat, 50 pg/ml.

Ontsiink 4t 5,00 ml belsd standard torzsoldatot (3.9.1.) egy 50 ml-es
mér6lombikba, toltsiik fel jelig DMF-fel (3.6.), és keverjik Ossze.
Tekerjilk a lombikot aluminiumfolidba, vagy hasznaljunk barna iiveg-
lombikot, és taroljuk hiitben. 4 °C-on vagy ennél alacsonyabb hémér-
sékleten az oldat egy hoénapig stabil.

Belsé standardoldat eldkeverékekhez, p/1000
mg/ml

(p = az eldkeverék névleges diklazuriltartalma, mg/kg-ban kifejezve)

Mérjiink be 0,1 mg-os pontossaggal p/10 mg belsé standardoldatot egy
100 ml-es mérélombikba, oldjuk fel DMF-ben (3.6.) egy ultrahangos
fiirdében (4.6.), toltsiik fel jelig DMF-fel, és keverjitk 6ssze. Tekerjiik
a lombikot aluminiumféliaba, vagy hasznaljunk barna iiveglombikot, és
taroljuk hiitdben. 4 °C-on vagy ennél alacsonyabb hémérsékleten az
oldat egy honapig stabil.

Kalibralooldat, 2 pg/ml.

Pipettazzunk 2,00 ml diklazuril standardoldatot (3.8.2.) és 2,00 ml bels6
standardoldatot (3.9.2.) egy 50 ml-es mérélombikba. Adjunk hozza 16
ml DMF-et (3.6.), toltsiik fel jelig vizzel, és keverjiik Ossze. Ezt az
oldatot kozvetleniil a felhasznalas eldtt kell elkésziteni.

C,g szilardfazist extrahalotoltet, pl. Bond Elut, méret: 1 cm’, szorbens
tomege: 100 mg.

Extrahalé oldoszer: savas metil-alkohol.

Pipettazzunk 5,0 ml sésavat (3.7.) 1000 ml metil-alkoholba (3.5.), és
keverjiik Ossze.

Mozgofazis a HPLC-hez:
A-eluens: ammoénium-acetat — tetrabutilammonium-hidrogénszulfat oldat.

Oldjunk fel 5 g ammoénium-acetatot (3.2.) és 3,4 g TBHS-t (3.3.) 1 000
ml vizben (3.1.), és keverjiik Ossze.

B-eluens: acetonitril (3.4.).

C-eluens: metil-alkohol (3.5.).
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4.2.

4.2.1.

4.2.2.

43.

44,

4.5.

4.6.

5.1
S5.1.1.

5.2.
5.2.1.

5.2.2.

Eszkozok

Mechanikus razogép
Felszerelés a haromkomponensti HPLC-hez.

Hypersil ODS folyadékkromatografias oszlop, 100 mm x 4,6 mm,
3 um-es toltettel, vagy ezzel egyenértékii berendezés.

Valtoztathatd hullamhosszon méré UV-detektor vagy diddasoros
detektor.

Rotacids vékonyréteges beparlo.
Membransziird, 0,45 um
Vakuumos elosztovezeték.
Ultrahangos flird6

A vizsgalat médja
Altaldnos szabdlyok
Takarmanyvakminta

Vizsgaljunk meg egy takarmanyvakmintdt annak ellendrzésére, hogy
sem diklazuril, sem interferaldo anyagok nincsenek jelen. A takarmany-
vakminta a mintaval azonos tipusi takarmany legyen, amelyben az
analizis sordn sem diklazuril, sem interferalo anyagok nem mutathatok
ki.

Visszanyerési proba

Végezziink visszanyerési probat a mintaban meglévovel kozel azonos
mennyiségli diklazurillel dusitott takarmanyvakminta analizisével. Az
1 mg/kg szintre vald disitdshoz adjunk 0,1 ml standard tdrzsoldatot
(3.8.1.) 50 g takarmanyvakmintadhoz, keverjik Ossze alaposan, ¢és
hagyjuk allni 10 percig, keverjik 0ssze néhanyszor, miel6tt folytatjuk
a miveletet (5.2.).

Amennyiben a mintaval megegyez0 takarmanyfajtabol vett takarmany-
vakminta nem all rendelkezésre (lasd az 5.1.1. pontot), a visszanyerési
probat a standard hozzdadasos modszerrel lehet elvégezni. Ebben az
esetben a vizsgalt mintdt a mintaban meglévovel azonos mennyiségii
diklazurillal dasitsuk. Ezt a mintat a nem dusitott mintaval egyiitt
elemezziik, és a visszanyerést kivonassal szamitjuk ki.

Extrahalas
Takarmany

0,01 g pontossaggal mérjiink ki 50 g mintat. Ontsiik 4t egy 500 ml-es
Erlenmeyer-lombikba, adjunk hozza 1,00 ml belsé standardoldatot
(3.9.2)), 200 ml extrahalé oldoszert (3.12.), és zarjuk le a lombikot.
Razassuk a keveréket a razogépen (4.1.) egy éjszakan at. Hagyjuk
ilepedni 10 percig. A feliilisz6 anyag 20 ml-es aliquot részét ontsiik
it egy iivegedénybe, és higitsuk fel 20 ml vizzel. Ontsiik at ezt az
oldatot egy extrahalotoltetbe (3.11.), és vakuum segitségével engedjiik
at rajta (4.5.). Mossuk a toltetet 25 ml extrahalo oldoszer (3.12.) és viz
65 + 35 (V + V) ardnyna keverékével. Ontsiik el a felvett frakciokat, és
elualjuk az alkotdelemeket 25 ml extrahald olddszer (3.12.) és viz 80 +
20 (V + V) aranyu keverékével. Paroljuk be ezt a frakciot a rotacios
beparld (4.3.) segitségével 60 °C-on, amig éppen beszarad. A maradékot
oldjuk fel 1,0 ml DMF-ben (3.6.), adjunk hozza 1,5 ml vizet (3.1.), és
keverjik Ossze. Szirjik at egy membranszirén (4.4.). Folytassuk a
miiveletet a HPLC-meghatarozassal (5.3.).

Elékeverékek

0,001 g pontossiggal mérjiink ki 1 g mintat. Ontsiik it egy 500 ml-es
Erlenmeyer-lombikba, adjunk hozza 1,00 ml belsé standardoldatot
(3.9.2)), 200 ml extrahalé oldoszert (3.12.), és zarjuk le a lombikot.
Réazassuk a keveréket a razogépen (4.1.) egy éjszakan at. Hagyjuk
ilepedni 10 percig. A feliilisz6 anyag egy 10 000/p ml (p = az elSke-
verék mg/kg-ban kifejezett névleges diklazuriltartalma) aliquot részét
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5.3.
53.1.

ontsiik at egy megfeleld méretli gomblombikba. Paroljuk be ezt a frak-
ciOt a rotacids beparld (4.3.) segitségével 60 °C-on, csokkentett nyoma-
son, amig éppen beszarad. A maradékot oldjuk fel 10,0 ml DMF-ben
(3.6.), adjunk hozza 15,0 ml vizet (3.1.), és keverjiik 6ssze. Folytassuk a
miiveletet a HPLC-meghatarozassal (5.3.).

HPLC-meghatarozas
Paraméterek

Az alabbi vizsgalati feltételek utmutatdsként szolgdlnak, ettdl eltérd
feltételeket is lehet haszndlni, feltéve, hogy ezzel egyenértékli eredményt
adnak.

Folyadékkromatogra- 100 mm X 4,6 mm

fias oszlop (4.2.1.): meéreti, Hypersil
ODS 3 um-es toltet-
tel, vagy ezzel egyen-
értékii berendezés

Mozgofazis: A-eluens (3.13.1): ammonium-acetat-tetra-
butilammonium-hidro-
génszulfat vizes oldata

B-eluens (3.13.2): acetonitril
C-eluens(3.13.3): metil-alkohol
Eluélas modja: — linedris gradiens

— kiindulasi feltételek: A+ B+ C = 60 +
20+20 (V+V+V)

— 10 perces gradiens elualas utan 30 percig:
A+B+C=45+20+35(V+V+V).

Oblités B-eluenssel 10 percig.

Ataramlasi sebesség: 1,5-2 ml/perc
Befecskendezett 20 pl.
mennyiség:

Kimutatasi hullam- 280 nm
hossz:

Ellendrizziikk a kromatografias rendszer stabilitasat oly modon, hogy 2
pg/ml-es kalibralooldatot (3.10.) fecskendeziink be tobbszor, amig a
csticsok magassaga €s a retencios idék allandéva nem valnak.

Kalibraldéoldat

Fecskendezziink be 20 pl kalibralooldatot (3.10.) néhany alkalommal, és
hatarozzuk meg a diklazurilcsticsok és a belsd standard csucsok atlag-
magassagat (teriiletét).

Mintaoldat

Fecskendezziink be 20 pl mintaoldatot (5.2.1. vagy 5.2.2.) egymas utan
tobbszor, és hatarozzuk meg a diklazurilcsiicsok és a belsd standard
csticsok atlagmagassagat (tertiletét).

Az eredmények kiszamitasa
Takarmanyok

A minta mg/kg-ban kifejezett w diklazuriltartalmat a kovetkez6 képlet
segitségével kapjuk meg:

has X hic  cqe x 10 V
w = = x
hi,s X hd,c

[mg/kg]



02009R0152 — HU — 24.05.2017 — 006.002 — 102

6.2.

ahol:

hys = a mintaoldatban (5.2.1.) 1év6 diklazuril csiicsmagassaga (teriilete)
his = a mintaoldatban (5.2.1.) 1évé belsé standard csicsmagassaga

(teriilete)

hy. = a kalibraléoldatban (3.10.) 1év6 diklazuril csicsmagassaga (terii-
lete)

hi. = a kalibraléoldatban (3.10.) 1év6 bels6 standard csicsmagassaga
(tertilete)

Cqc = a diklazuril pg/ml-ben kifejezett koncentracidja a kalibralool-
datban (3.10.)

m = a mintadarab tdmege grammban
V = a mintakivonat 5.2.1. pont szerinti térfogata (pl. 2,5 ml)
Elokeverékek

A minta mg/kg-ban kifejezett w diklazuriltartalmat a kovetkez6 képlet
segitségével kapjuk meg:

hdsXth Cch0,0ZVXp
= : : /k

P X e x m [mg/kg]
ahol:

hg. = a kalibralooldatban (3.10.) 1év6 diklazuril csiicsmagassaga (terii-
lete)

h;. = a kalibralooldatban (3.10.) 1év6 bels6 standard csicsmagassaga
(teriilete)

hys = a mintaoldatban (5.2.2.) 1év6 diklazuril csiicsmagassaga (teriilete)

his = a mintaoldatban (5.2.2.) 1évé bels¢ standard csicsmagassaga
(tertilete)

cqc = a diklazuril pg/ml-ben kifejezett koncentracidja a kalibralool-
datban (3.1.0.)

m = a mintadarab tdmege grammban
V = a mintakivonat 5.2.2. pont szerinti térfogata (azaz 25 ml)
p = az elékeverék névleges diklazuriltartalma, mg/kg-ban kifejezve

Az eredmények validalasa
Azonositas

Az analizalt anyag azonositisa parhuzamos kromatografiaval vagy
diddasoros detektor hasznalataval erdsithetd meg, amely soran a minta-
kivonat (5.2.1. vagy 5.2.2.) és a kalibral6oldat (3.10.) spektrumat hason-
litjuk Gssze.

Parhuzamos kromatografia

A mintakivonatot (5.2.1. vagy 5.2.2.) megfelelé mennyiségii kalibralo-
oldattal (3.10.) dusitjuk. A hozzaadott diklazuril mennyisége kozel
azonos legyen a mintakivonatban meglévé diklazuril mennyiségével.

A hozzéaadott mennyiséget ¢és a kivonat higitasat figyelembe véve, csak a
diklazuril csucs és a bels standard csics magassaga emelkedhet. A
csucs szélességének a legnagyobb magassag felénél a dusitas el6tti
mintakivonat diklazuril csticsa vagy belsd standard csucsa eredeti széles-
ségének + 10 %-an beliil kell lennie.

Diodasoros detektalas

Az eredményeket a kovetkezd kritériumok szerint értékeljiik:

a) a minta és a standard spektrumaban a kromatogram csticsmaximuman
rogzitett legnagyobb elnyeléshez tartozo hullimhossznak a detektor
felbontoképessége altal meghatarozott tiiréshataron beliil azonosnak
kell lennie. A diddasoros detektoroknal ez a tiréshatar jellemzben
+ 2 nm.



02009R0152 — HU — 24.05.2017 — 006.002 — 103

7.2.

7.3.

b) 230 és 320 nm ko6zott a spektrumnak a relativ abszorbancia 10 és
100 %-a kozotti tartomanyba es6 részein a mintdnak és a standardnak
a kromatogram csicsmaximuman rogzitett spektruma nem térhet el
egymastol. Ez a kritérium akkor teljesiil, ha ugyanazok a maximalis
értékek vannak jelen, és a két spektrum egyetlen vizsgalt ponton sem
tér el a standard abszorbancidjanak 15 %-anal nagyobb mértékben.

c) 230 és 320 nm kozott a mintakivonat altal kivaltott csucs felszalld
aganak, cstcsmaximumanak és leszalld aganak spektrumai nem
térhetnek el egymastol a spektrumnak a relativ abszorbancia 10 és
100 %-a kozotti tartomanyba esd részein. Ez a kritérium akkor telje-
siil, ha ugyanazok a maximalis értékek vannak jelen, és a spektrumok
egyetlen vizsgalt ponton sem térnek el a csticsmaximum spektruma
abszorbancidjanak 15 %-anal nagyobb mértékben.

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

Ismételhetdség

Ugyanazon a mintan végzett két parhuzamos meghatarozas eredménye
kozotti kiilonbség nem haladhatja meg:

— 0,5 mg/kg és 2,5 mg/kg kozotti diklazuriltartalom esetén a magasabb
érték 30 %-at,

— 2,5 mg/kg és 5 mg/kg kozotti diklazuriltartalom esetén a 0,75 mg/kg
értéket,

— 5 mg/kg feletti diklazuriltartalom esetén a magasabb értek 15 %-at.

Visszanyerés

Dusitott (vak-)minta esetében a visszanyerésnek legalabb 80 %-osnak
kell lennie.

A korvizsgalat eredményei

Korvizsgalatot szerveztek, amely sordn 6t mintat elemeztek 11 laborato-
riumban. A mintak két elékeverékbol alltak; az egyiket egy szerves
matrixszal (O 100), a masikat egy szervetlen matrixszal (A 100) keverték
Ossze. Az elméleti diklazuriltartalom 100 mg/kg. A harom baromfitakar-
many-keverék harom kiilonb6z6 gyartotol szarmazott (NL) (L1/Z1/K1).
Az elméleti diklazuriltartalom 1 mg/kg. A laboratériumokat utasitottak,
hogy a vizsgalatokat egyszer vagy kétszeres ismétléssel vizsgaljak. (Erre
a korvizsgalatra vonatkozoan részletesebb informaciok talalhatok a
kovetkezé helyen: Journal of AOAC International, 77. évfolyam, 6.
szam, 1994, 1359-1361. o.). Az eredmények a kovetkezd tablazatban
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, (mg/kg) 5,88 7,64 0,15 0,02 0,03
CV, (%) 5,83 7,38 17,32 1,92 3,34
Sr (mg/kg) 7,59 7,64 0,17 0,11 0,12
CVr (%) 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65
Névleges tartalom mg/kg) 100 100 1 1 1
L = a laboratériumok szama
n = az egyedi értékek szama
S, = az ismételhetség szorasa

CV, = az ismételhetség relativ szorasa
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3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.1.

Sg = a reprodukalhatdsag szorasa

CVy = a reprodukalhatosag relativ szorasa

Eszrevételek

A diklazuril-reakciot korabban linearisnak talaltdk a mért koncentraciok
savja felett.

G. A LAZALOCID-NATRIUM MEGHATAROZASA

A Streptomyces lasaliensis altal termelt poliéter-monokarboxilsav
natriumsoja

Cél és alkalmazasi teriilet

A modszer a takarmanyok és az el6keverékek lazalocid-natrium-tartal-
manak meghatarozasara szolgal. A kimutatasi hatarérték 5 mg/kg, a
meghatarozas hatarértéke 10 mg/kg.

Vizsgalati alapelv

A lazalocid-natriumot a mintabol savas metil-alkohollal extrahaljuk,
majd forditott fazist, nagy teljesitményli folyadékkromatografidval
(HPLC), spektrofotometrids detektor segitségével hatadrozzuk meg.

Reagensek

Kalium-dihidrogén-foszfat (KH,PO,4)

Ortofoszforsav, w (w/w) = 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 (w/w) = 99 %
Metil-alkohol, HPLC mindségii

Sésav, d: = 1,19 g/ml

Foszfatpuffer-oldat, ¢ = 0,01 mol/l

Oldjunk fel 1,36 g KH,PO4-ot (3.1.) 500 ml vizben (3.11.), adjunk
hozza 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 sosavat (3.6.) egy 1 000 ml-es mérélombikba, toltsiik fel
jelig metil-alkohollal (3.5.), és keverjiik ssze. Ezt az oldatot kdzvetleniil
a felhasznalas el6tt kell elkésziteni.

A HPLC mozgoéfazis, foszfatpuffer-metil-alkohol-oldat, 5 + 95 (V + V)

Keverjiink 6ssze 5 ml foszfatpuffer-oldatot (3.7.) 95 ml metil-alkohollal
(3.5)).

Lazalocid-natrium garantalt tisztasagl standard anyag, C;3Hs30gNa (a
poliéter-monokarboxilsav natriumsoja, amelyet a Streptomyces lasali-
ensis termel), E763

Lazalocid-natrium standard térzsoldat, 500 pg/ml

Mérjink be 0,1 mg-os pontossaggal 50 mg lazalocid-natriumot (3.10.)
egy 100 ml-es mér6lombikba, oldjuk fel savas metil-alkoholban (3.8.),
toltsiik fel jelig ugyanezzel az olddszerrel, és keverjik Ossze. Ezt az
oldatot hasznalat elott frissen kell elkésziteni.
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3.10.2.

3.10.3.

4.2.

4.3.

5.1
5.1.1.

5.1.2.

5.2.
5.2.1.

Lazalocid-natrium kozbensd standardoldat,
50 pg/ml

Pipettazzunk 10,0 ml standard torzsoldatot (3.10.1.) egy 100 ml-es
mérélombikba, toltsiik fel jelig savas metil-alkohollal (3.8.), és keverjiik
Ossze. Ezt az oldatot kozvetleniil a felhasznalas el6tt kell elkésziteni.

Kalibralooldatok

50 ml-es mér6lombikokba ontstink 1,0, 2,0, 4,0, 5,0, illetve 10,0 ml
kozbensé  standardoldatot  (3.10.2.). Ontsik fel jelig savas
metil-alkohollal (3.8.), és keverjiik Ossze. Ezek az oldatok egyenként
1,0, 2,0, 4,0, 5,0 és 10,0 pg/ml lazalocid-natriumnak felelnek meg.
Ezen oldatokat kozvetleniil a felhasznalas el6tt kell elkésziteni.

Viz, HPLC min&ségii

Eszkozok

Ultrahangos fiird6 (vagy vizflirdés razogép), hémérséklet-szabalyozoval
Membransziirék, 0,45 um

HPLC-berendezés injektald rendszerrel, 20 pl-nyi injektalasi lehetdség-
gel.

Folyadékkromatografias oszlop 125 mm x 4 mm, forditott fazisi Cig,
5 um-es toltet vagy ezzel egyenértékii berendezés

Spektrofluoriméter, valtoztathatd gerjesztési és emisszios hullamhossz-
szabalyozassal

A vizsgilat médja
Altalénos szabdlyok
Takarmanyvakminta

A visszanyerési proba (5.1.2.) elvégzése érdekében elemezziink egy
takarmanyvakmintat annak ellenérzésére, hogy sem lazalocid-natrium,
sem egyéb interferdlo anyag nincs jelen. A takarmanyvakminta a
mintdhoz hasonlo tipust legyen, és benne lazalocid-natrium vagy més
interferalé anyag ne legyen kimutathato.

Visszanyerési proba

Végezziink visszanyerési probat egy olyan takarmanyvakminta analiza-
lasaval, amelyet a mintdban jelen 1év6éhéz hasonldé mennyiségi
lazalocid-natriummal dusitottak. 100 mg/kg-os szintre torténd dusitashoz
ontsiink 10,0 ml standard torzsoldatot (3.10.1.) egy 250 ml-es
Erlenmeyer-lombikba, és paroljuk be az oldatot kb. 0,5 ml-re. Adjunk
hozza 50 g takarmanyvakmintat, keverjik Ossze alaposan, és hagyjuk
allni 10 percig, majd keverjiik 6ssze ujra néhanyszor, miel6tt az extraha-
lassal (5.2.) folytatjuk a miiveletet.

Amennyiben a mintaval megegyez6 takarmanyfajtabol vett takarmany-
vakminta nem all rendelkezésre (lasd az 5.1.1. pontot), a visszanyerési
probat a standard hozzaadasos modszerrel lehet elvégezni. Ebben az
esetben az analizdlandd mintat a mintdban mar meglévdvel kozel azonos
mennyiségli lazalocid-natriummal désitjuk. Ezt a mintadt a nem dusitott
mintaval egyiitt analizaljuk, a visszanyerést kivonassal szamitjuk ki.

Extrahalas

Takarmany

Mérjiink be 0,01 g-os pontossaggal 5-10 g mintat egy dugos, 250 ml-es
Erlenmeyer-lombikba. Pipettaval adjunk hozza 100,0 ml savas
metil-alkoholt (3.8.). Dugaszoljuk le lazan, és keverjilk, mig diszperziot
nem kapunk. Helyezziik a lombikot koriilbeliil 40 °C-os ultrahangos fiirdSbe
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52.2.

5.3.
53.1.

(4.1.) 20 percre, majd vegyiik ki, és hiitsiik le szobahdmérsékletre.
Hagyjuk allni kb. 1 6raig, amig a szuszpendalt anyag leiilepszik, majd
egy 0,45 pm-es membransziirén (4.2.) sziirjink egy aliquot részt egy
megfeleld edénybe. Folytassuk a miiveletet a HPLC-meghatarozassal
(5.3)).

El6keverékek

Meérjiink be 0,001 g-os pontossaggal 2 g 6rdletlen elékeveréket egy 250
ml-es mér6lombikba. Adjunk hozza 100,0 ml savas metil-alkoholt (3.8.),
¢és keverjiik, amig diszperziot nem kapunk. Helyezziik a mérélombikot
tartalmaval 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 keverjiik 0ssze. Hagyjuk 4llni
1 oraig, amig a szuszpendalt anyag leiilepszik, majd egy 0,45 um-es
membranszlirén (4.2.) sziirjiink 4t egy aliquot részt. Higitsuk a tiszta
filtrdtum megfeleld mennyiségét savas metil-alkohollal (3.8.), hogy igy
kb. 4 pg/ml lazalocid-natriumot tartalmazé végsd vizsgalati oldatot
kapjunk. Folytassuk a miiveletet a HPLC-meghatarozassal (5.3.).

HPLC-meghatarozas
Paraméterek

A kovetkezd paraméterek iranymutatdsul szolgalnak; mds paraméterek is
alkalmazhatok, feltéve, hogy egyenértékii eredményeket adnak:

Folyadékkromatografias 125 mm x 4 mm, forditott fazisa Cg,
oszlop (4.3.1) 5 um-es toltet vagy egy ezzel egyenértékii
berendezés
Mozgofazis (3.9.): Foszfatpuffer-oldat (3.7.) és metil-alkohol

(3.5.) keveréke, 5+ 95 (V +V)

Ataramlasi sebesség: 1,2 ml/perc.
Kimutatasi hullamhossz:
gerjesztés: 310 nm
emisszio: 419 nm
Befecskendezett mennyiség: 20 pl

Ellenérizziik a kromatografias rendszer stabilitasat oly modon, hogy 4,0

tobbszor, amig a csticsmagassagok (vagy teriiletek) és retencios idok
allandova nem valnak.

Kalibracids gorbe

Fecskendezziik be tobbszor egymas utdn az egyes kalibralooldatokat
(3.10.3.), ¢és hatarozzuk meg az egyes koncentraciok atlagos csucsmagas-
sagait (tertileteit). Készitsiik el a kalibracios gorbét tigy, hogy az atlagos
csiicsmagassagokat (teriileteket) az ordinatdn, a pg/ml-ben kifejezett
megfeleld koncentraciokat az abszcisszan abrazoljuk.

Mintaoldat

Ugyanolyan mennyiségli oldatot hasznalva, mint amennyit a kalibralo-
oldatoknal hasznaltunk, fecskendezzik be az 5.2.1. vagy 5.2.2. pont
szerint nyert mintakivonatokat egymas utan tobbszor, és hatarozzuk
meg a lazalocid-natrium-cstcsok atlagos csucsmagassagait (teriileteit).

Az eredmények Kiszamitasa

A mintaoldat (5.3.3.) befecskendezése utan kapott atlagos csiucsmagas-
sagokbol (teriiletekbdl), a kalibraciés gorbe alapjan hatarozzuk meg
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6.1.

6.2.

7.2.

7.3.

Takarmany

A minta w lazalocid-natrium-tartalma (mg/kg) a kovetkez6 képlet szerint
adhat6 meg:

x V
w =" mg/kg]
m
ahol:
¢ = a mintaoldat (5.2.1.) pg/ml-ben kifejezett lazalocid-natrium
koncentracioja
V; = a mintakivonat, 5.2.1. pont szerint ml-ben megadott (= 100)
térfogata
m = a vizsgalati adag tomege, g-ban.
Elokeverékek

A minta w lazalocid-natrium-tartalma (mg/kg) a kovetkez6 képlet szerint
adhat6 meg:

_exVyxf

w = ——— [mg/kg]
m
ahol:
¢ = a mintaoldat (5.2.2.) pg/ml-ben megadott lazalocid-natrium
koncentracioja
V, = a mintakivonat 5.2.2. pont szerint ml-ben megadott (= 250) térfo-
gata
f = az 5.2.2. pont szerinti higitasi tényezd
m = a vizsgalati adag tomege, g-ban.

Az eredmények validalasa
Azonositas

A spektro-fluorimetrian alapuld modszerek kevésbé érzékenyek az inter-
ferenciara, mint azok az eljarasok, amelyek soran UV-detektort hasznal-
nak. Az analizalt anyag azonossaga parhuzamos kromatografiaval ellen-
Grizhetd.

Parhuzamos kromatografia

A mintakivonatot (5.2.1. vagy 5.2.2.) megfelel6 mennyiségli kalibralo-
oldattal (3.10.3.) duasitjuk. A hozzaadott lazalocid-natrium mennyisége
kozel azonos legyen a mintaoldatban talalhat6 lazalocid-natrium mennyi-
ségével. A hozzaadott lazalocid-natrium mennyiségét és a kivonat higu-
lasat figyelembe véve csak a lazalocid-natrium csucsmagassaga emelked-
het. A cslics szélességének a legnagyobb magassag felénél a nem dusi-
tott mintakivonat eredeti csucsszélessége + 10 %-on beliil kell lennie.

Ismételhetoség
Ugyanazon a mintan végzett két parhuzamos meghatarozas eredménye

kozotti kiillonbség nem haladhatja meg:

— 30-100 mg/kg kozotti lazalocid-natrium-tartalom esetén a magasabb
értek 15 %-at,

— 100-200 mg/kg kozotti lazalocid-natrium-tartalom esetén a 15 mg/kg
értéket,

— 200 mg/kg-nal nagyobb lazalocid-natrium-tartalom esetén a maga-
sabb érték 7,5 %-at.

Visszanyerés

A dusitott (vakproba) takarmanyminta esetében a visszanyerés foka
legalabb 80 %-os legyen. A dusitott elokeverék-minta esetében legalabb
90 %-os visszanyerési aranyt kell elérni.
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8. A korvizsgalat eredményei

Korvizsgalat (*) keretében 12 laboratoriumban 2 elékeveréket (1. és 2.
minta) és 5 takarmanyt (3—7. minta) analizaltak. Minden mintan kettés
analizist végeztek. Az eredmények a kovetkezd tablazatban szerepelnek:

. . . . . 6. minta | 7. minta
1. minta 2. minta 3. minta | 4. minta | 5. minta B & | Baromfi
Csirke- Pulyka- Pulyka- Csirke- | Pulykata- A artolr(n B tok
elokeverék | elokeverék pellet derce karmany - taxar- - takar
many many
L 12 12 12 12 12 12 12
n 23 23 23 23 23 23 23
Kozépértek 5050 16 200 76,5 78,4 92,9 48,3 32,6
[mg/kg]
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 5000 (*) [ 16 000 (*) [ 80 (*) 105 (*) | 120 (*) | 50 (**) | 35 (**)
tartalom mg/
kg)

(*) Gyarto altal feltintetett tartalom.
(**) Laboratoriumban készitett takarmany.

L = a laboratériumok szama

n = az egyedi értékek szdma

s, = az ismételhet6ség szorasa
sg = a reprodukalhatdsag szorasa

CV, = az ismételhetéség relativ szorasa, %
CVg = a reprodukalhatosag relativ szorasa, %

(*) Analyst, 1995, 120., 2175-2180. o.
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V. MELLEKLET

ANALITIKAI MODSZEREK A TAKARMANYOKBAN LEVO

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

NEMKIVANATOS ANYAGOK ELLENORZESERE

A. A SZABAD ES AZ OSSZES GOSSZIPOL MEGHATAROZASA
Cél és alkalmazasi teriilet

Ez a modszer lehet6vé teszi a szabad gosszipol, az dsszes gosszipol és a
kémiailag rokon anyagok mennyiségi meghatarozasat a gyapotmagban,
a gyapotmaglisztben és a gyapotmagpogacsaban, valamint az ezen
takarmany-alapanyagokat tartalmaz6 P C1 takarmanykeverékekben «,
amennyiben tobb mint 20 mg/kg mennyiségben van jelen szabad gosszi-
pol, Gsszes gosszipol vagy kémiailag rokon anyag.

Vizsgalati alapelv

A gosszipolt 3-aminopropan-1-ol jelenlétében, vagy propan-2-ol és
hexan keverékével (a szabad gosszipol meghatarozasa esetén), vagy
dimetil-formamiddal (az 0Osszes gosszipol meghatdrozdsa esetén)
extrahaljuk. A gosszipol anilinnel gosszipol-dianilinné alakul, amelynek
optikai stiriségét 440 nm-nél mérjiik.

Reagensek

Propan-2-ol-hexan keverék: keverjiink 0Ossze 60 térfogategységnyi
propan-2-ol-t 40 térfogategységnyi n-hexannal.

A. oldoszer: tegylink 1 literes mér6lombikba kb. 500 ml propéan-2-ol-
hexan keveréket (3.1.), 2 ml 3-aminopropan-1-ol-t, 8 ml jégecetet, vala-
mint 50 ml vizet. Toltstik fel térfogatra a propan-2-ol-hexan keverékkel
(3.1.). Ez a reagens egy hétig stabil.

B. olddszer: pipettazzunk 2 ml 3-aminopropan-1-ol-t és 10 ml jégecetet
egy 100 ml-es mérélombikba. Hiitsiik le szobahémérsékletre, és toltsiik
fel térfogatra N,N-dimetil-formamiddal. Ez a reagens egy hétig stabil.

Anilin: ha a vakproba optikai siirlisége meghaladja a 0,022-t, paroljuk
le az anilint cinkpor f6l6tt, és Ontsiik el a parlat elsé és utolsé 10-10 %-
at. Lehiitve és barna, lezart iliveglombikban tarolva a reagens tobb
honapig elall.

Gosszipol-A standardoldat: tegyiink 27,9 mg gosszipol-acetatot egy 250
ml-es mér6lombikba. Oldjuk fel, és toltsiik fel térfogatra az A. oldo-
szerrel (3.2.). Pipettazzunk 50 ml-t ebbdl az oldatbol egy 250 ml-es
mérélombikba, és toltsiik fel térfogatra az A. olddszerrel. Ennek az
oldatnak a gosszipolkoncentracidja 0,02 mg/ml. Hasznélat el6tt hagyjuk
egy oOran at szobahdémeérsékleten allni.

Gosszipol-B standardoldat: tegyiink 27,9 mg gosszipol-acetatot egy 50
ml-es mérélombikba. Oldjuk fel, és toltsiik fel térfogatra a B. olddszerrel
(3.3.). Ennek az oldatnak a gosszipolkoncentracioja 0,5 mg/ml.

Ha fénytdl védve taroljuk, a gosszipol-A és -B standardoldat 24 6ran 4t
stabil marad.

Eszkozok

Billenédobos keverdgép: koriilbeliil 35 fordulat/perc.
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4.2.

5.2

5.3.

Spektrofotométer.

A vizsgalat médja
A vizsgalati minta

A vizsgalati minta mennyisége a minta feltételezett gosszipoltartalmatol
fiigg. Jobb kisebb mennyiségii vizsgalati mintaval dolgozni, és a sziirlet
viszonylag nagyobb mennyiségii aliquot részét hasznalni, hogy elegendd
mennyiségli gosszipolt nyerjiink, amely preciz fotometrids mérést tesz
lehetévé. A gyapotmag, a gyapotmagliszt és a gyapotmagpogacsa szabad
gosszipoltartalmanak mérésére a vizsgalati minta mennyisége ne haladja
meg az 1 g-ot, »C1 takarméanykeverékek « vizsgalata soran a minta
mennyisége akar 5 g is lehet. A sziirlet 10 ml-nyi aliquot része a legtobb
esetben megfeleld: ez kb. 50-100 pg gosszipolt tartalmaz. Az Jsszes
gosszipoltartalom meghatdrozasahoz a vizsgélati minta mennyisége 0,5
és 5 g kozott legyen, igy a sziirlet 2 ml-nyi aliquot része kb. 40-200 pg
gosszipolt fog tartalmazni.

A vizsgalatokat kb. 20 °C-os szobahdmérsékleten kell végezni.

A szabad gosszipoltartalom meghatdrozasa

Tegylik a vizsgalati mintat egy 250 ml-es, csiszolatos lombikba,
amelynek az aljan {ivegzizalékot helyeztiink el. Pipettdzzunk 50 ml A.
oldoszert (3.2.) a lombikba, zarjuk le a lombikot, és keverjiik egy oran at
a kever6ben. Sziirjiik at egy szaraz sziir6n, és gyljtsiik Ossze a sziirletet
egy kis, csiszolatos lombikban. Sziirés kozben fedjik be a tolesért egy
oraiiveggel.

Pipettazzunk azonos aliquot mennyiségii, 50—100 pg gosszipolt tartal-
maz6 sziirletet két, 25 ml-es mér6lombikba (A. és B. jeli). Ha sziik-
séges, toltsik fel a mintat 10 ml-re az A. oldodszerrel (3.2.). Ezutan
toltsiik fel térfogatra az A. jelii lombikot propan-2-ol-hexan keverékkel
(3.1.). Ezt az oldatot referenciaoldatként hasznaljuk, amellyel szemben a
mintaoldatot mérjik.

Pipettazzunk 10—10 ml A. oldészert (3.2.) két masik, 25 ml-es mérélom-
bikba (C. és D. jelii). Toltsiik fel a C. jeld lombik tartalmat térfogatra
propan-2-ol-hexan 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. jelii lombikhoz. Hevitsiik
ezeket 30 percen at forrd vizfiirdé f616tt, hogy tartalmuk elszinez6djon.
Hitsiik le szobahdmérsékletiire, és toltsiik fel tartalmukat térfogatra
propan-2-ol-hexdn keverékkel (3.1.), homogenizaljuk, majd hagyjuk
allni egy oran at.

Hatarozzuk meg a D. jelii vakprobaoldat optikai stiriiségét a C. jeli
referenciaoldattal 0sszehasonlitva, és a B. jelii mintaoldat optikai siir(i-
ségét az A. jelii referenciaoldattal dsszehasonlitva egy spektrofotométer-
rel, 440 nm-nél, 1 cm-es iivegkiivettakat hasznalva.

Vonjuk ki a vakprobaoldat optikai slirliségét a mintaoldat optikai siirfi-
ségébdl (= korrigalt optikai stiriség). Ebbdl az értékbdl a 6. pontban
leirtak szerint szamitsuk ki a szabad gosszipoltartalmat.

Az Osszes gosszipoltartalom meghatarozasa

Tegylink egy 1-5 mg gosszipolt tartalmazd vizsgalati mintat egy 50
ml-es mér6lombikba, és adjunk hozza 10 ml B. olddszert (3.3.). Készit-
siink ezzel parhuzamosan egy vakprobaoldatot is ugy, hogy 10 ml B.
oldoszert (3.3.) tesziink egy masik, 50 ml-es mér6lombikba. Hevitsiik a
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6.1.

6.2.
6.2.1.

két lombikot forro vizfiird6 folott 30 percen at. Hitsiik le a lombikokat
szobahémérsékletlire, és toltsiik fel tartalmukat térfogatra propan-2-ol-
hexan keverékkel (3.1.). Homogenizaljuk, és hagyjuk iilepedni 10-15
percig, utana sziirjik at, majd gytjtsiik Ossze a szirletet csiszolatos
lombikokba.

A mintasziirletbdl pipettazzunk 2-2 ml-t két, 25 ml-es mérélombikba, és
a vakprobasziirletbdl is pipettazzunk 2-2 ml-t két masik, 25 ml-es
lombikba. Mindkét sorozatban az egyik lombikot toltsik fel 25 ml-re
a propan-2-ol-hexan keverékkel (3.1.). Ezeket az oldatokat hasznaljuk
referenciaoldatként.

A masik két lombik tartalmahoz adjunk 2-2 ml anilint (3.4.). Hevitsiik
ezeket 30 percen at forrd vizfiirdé f616tt, hogy tartalmuk elszinez6djon.
Utana hiitsiik le 6ket szobahémérsékletiire, toltsiik fel tartalmukat
propan-2-ol-hexan keverékkel (3.1.) 25 ml-re, homogenizaljuk, és
hagyjuk allni egy oran at.

Hatarozzuk meg az optikai siirliséget az 5.2 pontban, a szabad gosszi-
poltartalomra vonatkozdan ismertetett modon. Ebbdl az  értekbol
szamitsuk ki az Osszes gosszipoltartalmat a 6. pont Gtmutatasa alapjan.

Az eredmények Kkiszamitasa

Az eredmény kiszamithat6 akar a fajlagos optikai stiriségbél (6.1.), akar
egy kalibracios gorbe (6.2.) segitségével.

A fajlagos optikai siiriiségbdl

A fajlagos optikai siirliség a leirt feltételek esetén az alabbiak szerint
alakul:

1 %
Szabad gosszipoltartalom: E =625
1l cm
.. . 1 %
Osszes gosszipoltartalom: E1 = 600
m

A minta szabad vagy Osszes gosszipoltartalmat a kovetkezd képlet
alapjan szamitjuk ki:

E x 1250

El %2 xpxa

gosszipol %

ahol:

E = az 5.2 pont szerint meghatarozott korrigalt optikai sfir(iség,
p = a vizsgalati minta mennyisége g-ban;
a = a szlirlet aliquot része ml-ben.

Kalibracios gorbébdl
Szabad gosszipoltartalom

Készitsiink elé két, egyenként 5 db 25 ml-es mérélombikbol allé soro-
zatot. Pipettazzunk 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 oldoészerrel (3.2.). Egészitsik ki mindkét sorozatot
egy-egy, 25 ml-es, de csak 10 ml A. oldoszert (3.2.) tartalmazo
lombikkal (vakproba).

Toltstik fel 25 ml-re az egyik sorozat lombikjait (beleértve a vakproba
lombikjat is) propan-2-ol-hexan keverékkel (3.1.) (referenciasorozat).
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6.2.2.

6.3.

Adjunk a masik sorozat minden lombikjanak tartalmahoz 2 ml anilint
(3.4.), beleértve a masik vakproba lombikjat is. Hevitsiik ezeket 30
percen at forrd vizfiirdé folott, hogy tartalmuk elszinez6djon. Ezutan
hitsiik le Oket szobahdmérsékletiire, toltsiik fel térfogatra propan-2-
ol-hexan keverékkel (3.1.), homogenizaljuk, és hagyjuk allni egy o6ran
at (standard sorozat).

Hatarozzuk meg a standardoldatok optikai siirliségét az 5.2 pont szerint,
a referenciasorozat oldataival dsszehasonlitva. Szerkessziik meg a kalib-
racios gorbét tigy, hogy az optikai siirliséget a gosszipol pg-ban kifeje-
zett mennyiségének fiiggvényében abrazoljuk.

Osszes gosszipoltartalom

Készitsiink elé 6 db 50 ml-es mérélombikot. Tegyiink az els¢ lombikba
10 ml-t a B. oldészerbdl (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 vizfiirdd f6l6tt 30 percen at. Hitsiik le dket szobahdmérsékletiire,
toltsiik fel térfogatra a propan-2-ol-hexan keverékkel (3.1.), és homoge-
nizaljuk a tartalmukat.

Az elkészitett oldatokbdl tegyiink 2-2 ml-t a két sorozatban el6készitett,
6-6 db 25 ml-es mérélombikba. Toltsiik fel az els6 sorozat lombikjainak
tartalmat 25 ml-re propan-2-ol-hexan keverékkel (3.1.) (referenciasoro-
zat).

A masik sorozat minden egyes lombikjaba tegylink 2 ml anilint (3.4.).
Hevitsiik a lombikokat forré vizfiirdé f616tt 30 percen at. Ezutan hiitsiik
le ket szobahémérsékletiire, toltsik fel térfogatra propan-2-ol-hexan
keverékkel (3.1.), homogenizéljuk, és hagyjuk allni egy 6ran 4t (standard
sorozat).

Hatarozzuk meg a standardoldatok optikai siirliségét az 5.2. pont szerint,
a referenciasorozat oldataival dsszehasonlitva. Szerkessziik meg a kalib-
racios gorbét tigy, hogy az optikai siiriiséget a gosszipol pg-ban kifeje-
zett mennyiségének fliggvényében abrazoljuk.

Ismételhetdség

Ugyanazon a mintan végzett két parhuzamos meghatarozas eredménye
kozotti kiilonbség nem haladhatja meg:

— az 500 ppm-nél kevesebb gosszipolt tartalmazé mintdk esetében a
magasabb érték 15 %-at,

— az 500 ppm-nél nem kevesebb és 750 ppm-nél nem tobb gosszipolt
tartalmazé mintak esetében a 75 ppm-et, abszolut értékben,

— a 750 ppm-nél tobb gosszipolt tartalmazé mintak esetében a maga-
sabb érték 10 %-at.
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B. DIOXINOK (PCDD/PCDF) ES PCB-K KONCENTRACIOJANAK
MEGHATAROZASA

1. FEJEZET

Mintavételi modszerek és az analitikai eredmények értelmezése

Cél és alkalmazasi kor

A takarmanyokban eléforduld poliklorozott dibenzo-p-dioxinok (PCDD-
k), poliklorozott dibenzo-furanok (PCDF-¢ek), dioxin jellegli polikloro-
zott bifenilek (PCB-k) () és nem dioxin jellegli PCB-k koncentracio-
janak hatosagi ellenérzésére az 1. mellékletnek megfeleléen kell mintat
venni. Alkalmazni kell az 1. melléklet 5.1. pontjdban a takarmanyban
egyenletesen eloszlo anyagok vagy termékek ellendrzésére vonatkozdan
eldirt mennyiségi kovetelményeket. Az igy nyert egyesitett mintak repre-
zentativnak tekintenddk azon tételekre és altételekre, amelyekbdl a
mintavétel tortént. A 2002/32/EK irdnyelvben el6irt felsd hatarérté-
keknek valo megfelelést a laboratoriumi mintdk elemzésével kapott
koncentraciok alapjan kell megallapitani.

E B. rész alkalmazasakor a 2002/657/EK bizottsagi hatarozat (?) L.
mellékletében meghatarozott fogalommeghatarozasok alkalmazandok.

() A PCDD-k, PCDF-¢k és dioxin jellegli PCB-k toxicitasi egyenérték-tényez6it (TEF)

(2

N>

tartalmazo tablazat: Az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) Nemzetkozi Kémiai Bizton-
sagi Programja (IPCS) keretében 2005 juniusaban Genfben tartott szakért6i konferencia
megallapitasai alapjan szamitott, a human kockéazatok felméréséhez hasznalt WHO-TEF-
értékek (Martin van den Berg és mtsai.. The 2005 World Health Organization
Re-evaluation of Human and Mammalian Toxic Equivalency Factors for Dioxins and
Dioxin-like Compounds [Dioxinok és dioxin jellegli vegyiiletek emberekre és eml6sokre
vonatkozo toxicitasi egyenérték-tényezdinek az Egészségiligyi Vilagszervezet altal 2005-
ben végzett ujraértékelése] Toxicological Sciences 93(2), 223-241. oldal (2006).

Kongeéner TEF-érték Kongéner TEF-érték
Dibenzo-p-dioxinok Lo . .

(PCDD) & dibnzor- e orto Bk 1 mon-orte-PCBk
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 0,0003
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 0,03
OCDD 0,0003 mono-orto-PCB-k
2,3,7,8-TCDF 0,1 PCB 105 0,00003
1,2,3,7,8-PeCDF 0,03 PCB 114 0,00003
2,3,4,7,8-PeCDF 0,3 PCB 118 0,00003
1,2,3,4,7,8-HxCDF 0,1 PCB 123 0,00003
1,2,3,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 156 0,00003
1,2,3,7,8,9-HxCDF 0,1 PCB 157 0,00003
2,3,4,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 167 0,00003
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01 PCB 189 0,00003
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01
OCDF 0,0003

Alkalmazott roviditések: ,,T” = tetra; ,,Pe” = penta; ,,Hx” = hexa; ,,Hp” = hepta; ,,0” =

okta; ,,CDD” = klor-dibenzo-dioxin; ,,CDF” = klér-dibenzo-furan; ,,CB” = klér-bifenil.

A Bizottsag 2002/657/EK hatarozata (2002. augusztus 14.) a 96/23/EK tandcsi irany-
elvnek az analitikai modszerek elvégzése és az eredmények értelmezése tekintetében
torténé végrehajtasarol (HL L 221., 2002.8.17., 8. o.).
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Az emlitett fogalommeghatarozasokon kiviil e B. rész alkalmazasaban a
kovetkezé fogalommeghatarozasokat kell alkalmazni:

L, Sziiromodszerek”: azoknak a mintdknak a kivalasztasara hasznalt
modszerek, melyekben a PCDD/F-ek és a dioxin jellegii PCB-k koncent-
racioja meghaladja a fels6 hatarértéket vagy a beavatkozasi kiiszobérté-
ket. Segitségiikkel koltséghatékonyan lehet nagy mennyiségli mintat
feldolgozni, és igy nagyobb az esély az olyan 0j szennyezddési esetek
felismerésére, amelyek nagy fogyasztdi expoziciot és egészségi kocka-
zatot jelenthetnek. A szlirdmodszerek bioanalitikai modszereken vagy
gazkromatografias/tomegspektrometrias (GC-MS) modszereken alapsza-
nak. A fels¢ hatarértékeknek valdo megfelelés ellendrzéséhez hasznalt
cut-off értéket meghaladd mintakbdl kapott eredményeket az eredeti
minta megerdsitdé modszerrel torténd teljes jboli vizsgalata altal kell
ellendrizni.

., Megerdsité modszerek”: olyan teljes vagy kiegészité informaciokkal
szolgalnak, amelyek lehetévé teszik a PCDD/F-ek és a dioxin jellegii
PCB-k maximalis koncentracidban vagy sziikség esetén a beavatkozasi
kiiszobértéken torténd azonositasat és egyértelmii mennyiségi meghata-
rozasat. E modszerek gazkromatografiat/nagyfelbontasti tomegspektro-
metriat (GC-HRMS) vagy géazkromatografiat/tandem tomegspektromet-
riat (GC-MS/MS) alkalmaznak.

2. A tétel vagy altétel megfelelése a felsé hatarértéknek
2.1. A nem dioxin jellegii PCB-k tekintetében

A tétel vagy altétel akkor felel meg a felsé hatarértéknek, ha a PCB 28,
PCB 52, PCB 101, PCB 138, PCB 153 ¢és PCB 180 (a tovabbiakban:
nem dioxin jellegi PCB-k) 6sszege tekintetében az analitikai eredmény
— a Kkiterjesztett mérési bizonytalansagot is figyelembe véve — nem
haladja meg a 2002/32/EK iranyelvben megallapitott felsd hatarérté-
ket (1). A tétel vagy altétel nem felel meg a 2002/32/EK iranyelvben
megéllapitott felsd hatarértéknek, ha két parhuzamos elemzéssel (%) nyert
két felfelé kerekitett (°) analitikai eredmény étlaga — figyelembe véve a
kiterjesztett mérési bizonytalansagot is — az észszeriiség hatarain beliil
kétséget kizardan meghaladja a fels¢ hatarértéket; azaz a megfelelés
megallapitdsara az elemzett koncentraciot alkalmazzak a kiterjesztett
mérési bizonytalansag levondsa utan.

A kiterjesztett mérési bizonytalansag kb. 95 %-os konfidenciaszintnek
megfeleld 2-es kiterjesztési tényez6vel szamitandd ki. A tétel vagy
altétel nem megfeleld, ha az atlagos mért értékekbol az atlag kiterjesztett
bizonytalansagi értékét kivonva a megallapitott felsd hatarérték feletti
értéket kapunk.

(") Adott esetben a ,,Guidance Document on Measurement Uncertainty for Laboratories
performing PCDD/F and PCB Analysis using Isotope Dilution Mass Spectrometry”
(Iranymutatas a mérési bizonytalansag tekintetében PCDD/F és PCB vizsgalatat végzo,
izotophigitdsos tdmegspektrometriat alkalmazé laboratériumok szamara) (http://ec.europa.
eu/food/safety/animal-feed en) cimi dokumentumban meghatarozott elvek kovetendok.

(%) Parhuzamos elemzés: a keresett analitok kiilon vizsgalata ugyanazon homogenizalt minta
mésodik alikvotjanak hasznélataval. Altaldban a II. melléklet C. fejezetének 3. pontjaban
eldirt kovetelmények alkalmazandok a parhuzamos elemzésre. Ugyanakkor az adott
analitoknal a '>C-jellésti belsd standardot alkalmazo modszerek esetében a két parhu-
zamos elemzésre csak akkor van sziikség, ha az ilyen els¢ megerdsités eredménye nem
mutat megfelelést. A két parhuzamos elemzésre azért van sziikség, hogy ki lehessen zarni
a mintak bels6 keresztszennyezodésének vagy véletlen Osszecserélodésének lehetGségét.
Ha szennyez6dési eset miatt torténik az elemzés, el lehet tekinteni a két parhuzamos
elemzéssel torténd megerdsitéstol abban az esetben, ha az elemzésre kivalasztott mintak
nyomon kd&vethetden a szennyezddéshez kapcsolodnak, a megallapitott koncentracid
pedig jelentds mértékben meghaladja a felsd hatarértéket.
A felfelé kerekités fogalma szerint a mennyiségileg nem meghatarozott egyes kongénerek
hozzajarulasanak értéke a meghatarozasi hatar értékével egyenld. A lefelé kerekités
fogalma szerint a mennyiségileg nem meghatarozott egyes kongénerek hozzajarulasanak
értéke nullaval egyenld. A kozépre kerekités fogalma szerint a mennyiségileg nem
meghatarozott egyes kongénerek hozzajarulasanak értéke a meghatarozasi hatar értékének
felével egyenld.

(3

~
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Az e pont alatt, a fenti bekezdésekben emlitett szabalyok a hatosagi
ellendrzés céljabol vett mintdkkal kapott analitikai eredményekre alkal-
mazandok. Az érdekvédelmi vagy szakért6i célbol végzett elemzések
esetében a nemzeti szabalyok alkalmazandok.

2.2. A PCDD/F-ek és a dioxin jellegii PCB-k tekintetében

A tétel vagy altétel megfelel a fels6 hatarértékeknek, ha

— 5% alatti ,hamis megfelel6” aranyt biztositd sziirdmodszerrel
végzett egyetlen elemzés eredménye azt mutatja, hogy a koncent-
racio nem haladja meg a 2002/32/EK iranyelvben a PCDD/F-ekre,
illetve a PCDD/F-ek és a dioxin jellegii PCB-k &sszegére megalla-
pitott fels6 hatarértéket,

— a meger6sitd modszerrel végzett egyetlen elemzés eredménye — a
kiterjesztett mérési bizonytalansagot is figyelembe véve — nem
haladja meg a 2002/32/EK iranyelvben a PCDD/F-ekre, illetve a
PCDD/F-ek ¢és a dioxin jellegli PCB-k 0sszegére megallapitott
felsé hatarértéket.

A sziir6tesztekhez cut-off értéket kell megallapitani annak meghataroza-
sahoz, hogy a minta megfelel-e a PCDD/F-ekre, illetve a PCDD/F-ek és
a dioxin jellegi PCB-k Osszegére megallapitott hatarértéknek.

A tétel vagy altétel nem felel meg a 2002/32/EK iranyelvben megalla-
pitott felsé hatarértéknek, ha megerdsitdé modszerrel végzett két parhu-
zamos elemzéssel (1) nyert két felfelé kerekitett (?) analitikai eredmény
atlaga — figyelembe véve a kiterjesztett mérési bizonytalansagot is — az
észszerliség hatarain beliil kétséget kizar6an meghaladja a fels6 hatar-
értéket; azaz a megfelelés megallapitasara az elemzett koncentraciot
alkalmazzak a kiterjesztett mérési bizonytalansag levonasa utan.

A Kkiterjesztett mérési bizonytalansag kb. 95 %-os konfidenciaszintnek
megfeleld 2-es kiterjesztési tényezével szamitandd ki. A tétel vagy
altétel nem megfeleld, ha az atlagos mért értékekbdl az atlag kiterjesztett
bizonytalansagi értékét kivonva a megallapitott felsé hatarérték feletti
értéket kapunk.

A PCDD/F-ek és a dioxin jellegli PCB-k kiilon-kiilon kapott analitikai
eredményei becsiilt kiterjesztett bizonytalansagainak Osszegét kell hasz-
nalni a PCDD/F-ek ¢s a dioxin jellegli PCB-k 0sszegének kiszamitasa-
hoz.

Az e pont alatt, a fenti bekezdésekben emlitett szabalyok a hatdsagi
ellendrzés céljabol vett mintakkal kapott analitikai eredményekre alkal-
mazandok. Az érdekvédelmi vagy szakértdi célbol végzett elemzések
esetében a nemzeti szabalyok alkalmazandok.

(") Altalaban a II. melléklet C. fejezetének 2. pontjaban eldirt kovetelmények alkalmazandok
a parhuzamos elemzésre. Ugyanakkor az adott analitoknal a '*C-jel5lésii belsé standardot
alkalmazoé megerdsité modszerek esetében a két parhuzamos elemzésre csak akkor van
sziikség, ha az ilyen elsé megerdsités eredménye nem mutat megfelelést. A két parhu-
zamos elemzésre azért van sziikség, hogy ki lehessen zarni a mintak belsd keresztszeny-
nyez6désének vagy véletlen Osszecserélédésének lehetéségét. Ha szennyezddési eset
miatt torténik az elemzés, el lehet tekinteni a két parhuzamos elemzéssel torténd megerd-
sitéstd] abban az esetben, ha az elemzésre kivalasztott mintdk nyomon kovethetéen a
szennyez6déshez kapcsolodnak, a megallapitott koncentracio pedig jelentés mértékben
meghaladja a felsd hatarértéket.

A felfelé kerekités fogalma szerint a mennyiségileg nem meghatarozott egyes kongéne-
reknek a toxicitasi egyenértékhez (TEQ) valo hozzdjarulasa a meghatarozasi hatar érté-
kével egyenls. A lefelé kerekités fogalma szerint a mennyiségileg nem meghatarozott
egyes kongénereknek a toxicitasi egyenértékhez (TEQ) valdo hozzajarulasa nullaval
egyenl6. A kozépre kerekités fogalma szerint a mennyiségileg nem meghatarozott
egyes kongénereknek a toxicitasi egyenértékhez (TEQ) vald hozzajarulasa a meghata-
rozasi hatar értékének felével egyenld.

(2

-~
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3. A 2002/32/EK iranyelv II. mellékletében megallapitott beavatkozasi
kiiszobértékeket meghaladé eredmények

A Dbeavatkozasi kiiszobértékek a mintak kivalasztasanak eszkozei
azokban az esetekben, amelyekben azonositani kell a szennyez6dés
forrasat, ¢és intézkedni kell a csokkentésérdl vagy megsziintetésérol. A
szlirdomodszereknél meg kell hatarozni a megfelelé cut-off értékeket az
ilyen mintak kivalasztasahoz. Ha jelentds eréfeszitések sziikségesek a
szennyezOdés forrasanak beazonositasdhoz ¢s a szennyezodés csokken-
téséhez vagy megsziintetéséhez, célszerli eljaras két parhuzamos,
megerdsitd modszert alkalmazd elemzést végezni — a kiterjesztett mérési
bizonytalansagot is figyelembe véve — a beavatkozasi kiiszobérték
tullépésének megerdsitésére (1).

1I. FEJEZET

A takarmdanyokban eldfordulo dioxinok (pcdd/f-ek) és dioxin jellegii pcb-k
koncentrdciojanak hatosdgi ellenorzéséhe; hasznalt minta-eldkészités és az
elemzési modszerekre vonatkozo kovetelmények

1. Alkalmazasi kor

Az e fejezetben el6irt kovetelményeket kell alkalmazni a takarma-
nyoknak a 2,3,7,8-as szénatomokon helyettesitett PCDD/F-¢k és a dioxin
jellegli PCB-k koncentracidja tekintetében torténd hatosagi ellenérzési
céli elemzéséhez, tovabba az egyéb szabalyozasi célokat szolgalod
minta-elokészités és analitikai kovetelmények tekintetében, ideértve
183/2005/EK eurdpai parlamenti és tanacsi rendelet (?) rendelkezéseinek
valo megfelelés biztositasa érdekében a takarmanyipari vallalkozé altal
végzett ellenérzéseket.

A takarmanyokban el6fordulo PCDD/F-ek és dioxin jellegi PCB-k
jelenlétének figyelemmel kisérése két kiilonbozé analitikai modszerrel
torténhet:

a) Sziirémodszerek

A szlirdmodszerek célja azoknak a mintdknak a kivalasztéasa,
melyekben a PCDD/F-ek és a dioxin jellegii PCB-k koncentracidja
meghaladja a fels6 hatarértéket vagy a beavatkozasi kiiszobértéket. A
szlirdmodszerek segitségével koltséghatékonyan lehet nagy mennyi-
ségli mintat feldolgozni, és igy nagyobb az esély az olyan 0j szeny-
nyezédési esetek felismerésére, amelyek nagy fogyasztdi expoziciot
és egészségi kockazatot jelenthetnek. Alkalmazasuknak arra kell
iranyulnia, hogy ne forduljanak el6 ,hamis megfelel6” eredmények.
A szirdmodszerek kozé tartozhatnak bioanalitikai modszerek és
gazkromatografids/tomegspektrometrias (GC-MS) modszerek.

A sziirdbmodszerek az analitikai eredményt Osszehasonlitjak egy
cut-off értékkel, és igen/nem valaszt adnak a felsd hatarérték vagy
a beavatkozasi kiiszobérték lehetséges tallépésérél. Az olyan mintak-
ban, amelyek esetében feltételezhet a felsd hatarértéket meghalado

meghatarozni vagy megerdsiteni.

Emellett a szirdmodszerek jelezhetik a mintdban 1évé PCDD/F-ek és
alkalmazésa esetén az eredmény bioanalitikai egyenértékként (BEQ)
fejezhetd ki, mig fizikai-kémiai GC-MS modszerek alkalmazasa
esetén toxicitasi egyenértékként (TEQ). A sziirémodszerek szam-
adattal megadott eredményei megfelelden mutatjak a megfelelést, a

(") A beavatkozasi kiiszobértékek ellendrzésére szolgald parhuzamos elemzés indokolasa és
kovetelményei azonosak a fels6 hatarértékre a fenti 2. labjegyzetben leirtakkal.

(®) Az Eurdpai Parlament és a Tanacs 183/2005/EK rendelete (2005. januar 12.) a takar-
manyhigiénia kovetelményeinek meghatarozasarél (HL L 35., 2005.2.8., 1. o.).
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feltételezett meg nem felelést vagy a beavatkozasi kiiszobérték
tallépését, és amennyiben megerdsité modszerekkel torténd nyomon
kovetés sziikséges, jelzik a koncentraciotartomanyt. Nem alkalmasak
olyan célokra, mint példaul a hattér-koncentraciok értékelése, a
bevitel becslése, a koncentracié id6beli tendencidinak nyomon kove-
tése vagy a beavatkozasi kiiszobérték, illetve a felsé hatarértékek
felulvizsgalata.

b) Megerdsitd modszerek

A megerdsité modszerek lehetdvé teszik a mintdban jelen 1évo
PCDD/F-ek ¢és dioxin jellegli PCB-k egyértelmii azonositasat és
mennyiségi meghatarozasat, és teljeskorti informaciot adnak a kongé-
nerszintr6l. Ezért e mddszerek lehetdvé teszik a fels hatarértékek és
a beavatkozasi kiiszobértékek ellenOrzését, ideértve a sziirdmodsze-
rekkel kapott eredmények megerdsitését. Ezen tiilmenden az eredmé-
nyek egyéb célokra — példaul a takarmanyellenérzésben az alacsony
hattér-koncentraciok meghatarozasara, az idébeli tendencidk koveté-
sére, az expozicidé felmérésére, valamint a beavatkozasi kiiszobérték
és a fels6 hatarértékek esetleges feliilvizsgalatat szolgald adatbazis
létrehozasara — is alkalmazhatok. Fontosak tovabba a kongénerkom-
binaciok megallapitasahoz, hogy azonositani lehessen egy szennye-
z6dés lehetséges forrasat. Az ilyen modszerek GC-HRMS-t alkalmaz-
nak. A fels6 hatarértéknek valdo megfelelés/meg nem felelés meger6-
sitésére GC-MS/MS is alkalmazhato.

Hattér

A toxicitasi egyenértékben (TEQ) kifejezett koncentracié kiszamitasahoz
a hozzajuk tartozé toxicitasi egyenérték-tényezével (TEF) (lasd az 1.
fejezet 1. labjegyzetét), majd Ossze kell adni Oket, és ez adja a dioxin
jellegli vegyiiletek toxicitasi egyenértékben (TEQ) kifejezett sszkon-

Az e B. rész alkalmazasaban egy adott kongéner specifikus meghata-
rozasi hatara a mintaban az a legkisebb analittartalom, amely elfogadhato
statisztikai bizonyossaggal mérhetd, teljesitve a nemzetkozileg elfogadott
szabvanyokban, igy példaul az EN 16215:2012 szabvanyban (A4nimal
feed — Determination of dioxins and dioxin-like PCBs by GC-HRMS
and of indicator PCBs by GC-HRMS; Allati takarmanyok. Dioxinok
¢és dioxin jellegli PCB-k meghatarozasa GC-HRMS modszerrel és indi-
kator PCB-k meghatarozasa GC-HRMS modszerrel) és/vagy a feliilvizs-
galt EPA 1613 és 1668 modszerben leirt azonositasi kritériumokat.

Egy adott kongéner meghatarozasi hatara a kovetkezOképpen azonosit-
hato:

a) a mintakivonatban mért azon analitkoncentracio, amelynél két kiilon-
boz6 vizsgalt ion olyan analitikai jelet ad, amelynél a jel/zaj (S/N)
arany a kisebb intenzitasu jelre 3:1; vagy

b) amennyiben technikai okokbol a jel-zaj viszony szamitasa nem ad
megbizhatd eredményt, egy kalibracids gorbe legkisebb koncentracios
pontja, amely elfogadhat6 (< 30 %) és kovetkezetes (a mintak anali-
tikai sorozatanak legalabb a kezdetén és a végén mért) eltérést mutat
az egyes mintasorozatokban a kalibracios gorbe valamennyi pontjara
kiszamitott atlagos relativ valaszfaktoroktol. A meghatarozasi hatart a
legkisebb koncentracios pontbdl kell kiszamitani, figyelembe véve a
belsd standardok visszanyerését és a beviteli mintamennyiséget.
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3.4.

3.5.
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3.8.

3.9.

Q]

A Dbioanalitikai sziirbmodszerek az eredményeket nem a kongénerek
szintjén adjak meg, hanem csupan bioanalitikai egyenértékként (BEQ)
jelzik (') a TEQ-értéket, ami azt jelenti, hogy a méréskor analitikai jelet
add, a mintakivonatban jelen 1évé vegyiiletek koziil esetleg nem felel
meg mindegyik a TEQ-elv 0sszes kovetelményének.

Egy adott matrix ellenérzésére csak akkor alkalmazhatok sziirési és
megerdsitd modszerek, ha azok kell6en érzékenyek ahhoz, hogy megbiz-
hatéan ki tudjak mutatni a beavatkozasi kiiszobérteket vagy a felsod
hatéarérteket.

Minéségbiztositasi eldirasok

Intézkedéseket kell hozni, hogy a mintavétel és az analitikai eljaras
szakaszaiban ne fordulhasson elé a mintdk keresztszennyezédése.

A mintdkat olyan {iveg, aluminium, polipropilén vagy polietilén
edényekben kell tarolni és szallitani, amelyek alkalmasak a mintak
olyan trolasara, hogy az azokban 1évé PCDD/F-ek és dioxin jellegii

kokat el kell tavolitani a mintatartobol.

A mintak tarolasa és szallitasa soran gondoskodni kell a takarmanyminta
épségének megdrzésérol.

Adott esetben az egyes laboratoriumi mintdkat finomra kell érdlni és
alaposan Ossze kell keverni bizonyitottan teljes homogenizaciot eredmé-
nyez6 eljarassal (példaul Orlés olyan finomsagura, hogy 1 mm-es szitdn
athulljon). A tul nagy nedvességtartalmii mintdkat Orlés eldtt szaritani
kell.

Ellendrizni kell, hogy a reagensek, a laboratoriumi ilivegeszk6zok és
berendezések esetleg nem befolyasoljak-e a TEQ-értékre vagy
BEQ-értékre alapozott eredményeket.

Vakprobat kell végezni, azaz végre kell hajtani a teljes analitikai eljarast,
a mintat kihagyva beldle.

Bioanalitikai modszereknél az elemzéshez hasznalt dsszes laboratoriumi
ivegeszkozt és oldoszert ellendrizni kell, hogy mentesek legyenek olyan
vegyliletekt6l, melyek a munkatartomanyban zavarhatnak a keresett
vegyliletek kimutatasat. Az livegeszkozoket ki kell obliteni oldoszerrel,
vagy fel kell melegiteni olyan hémérsékletre, amelyen a feliiletiikr6l
eltavoznak a nyomokban esetleg ott 1évd PCDD/F-ek, dioxin jellegii
vegyiiletek és zavard vegyiiletek.

Az extrakciohoz hasznalt minta mennyiségének elegendének kell lennie
ahhoz, hogy teljesiiljenek a fels6 hatarérték vagy a beavatkozasi kiiszob-
érték koncentracioit magaban foglalo, kelléen alacsony munkatarto-
manyra vonatkozo kovetelmények.

A vizsgalt termékekre alkalmazott adott minta-el6készitési eljarasoknak
nemzetkozileg elfogadott iranymutatasokat kell kovetniiik.

A bioanalitikai médszerek nem specifikusak a TEF-rendszerben szereplé kongénerekre.

A mintakivonatban lehetnek szerkezetileg hasonld mas AhR-aktiv vegyiiletek, amelyek
hozzajarulnak az Osszreakcidhoz. A bioanalitikai eredményeket ezért nem lehet a minta
TEQ-értéke becslésének tekinteni, hanem csupan jelzik azt.
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5.2

5.2.1.

52.2.

5.3.

A laboratériumokra vonatkozé kovetelmények

A 882/2004/EK rendelet rendelkezéseinek megfeleléen az analitikai
mindségbiztositas alkalmazasanak biztositasa érdekében a laboratoriu-
mokat az ISO 58 utmutatd szerint miikodd elismert testiiletnek kell
akkreditalnia. A laboratoriumokat az EN ISO/IEC 17025 szabvany
szerint kell akkreditalni. Adott esetben a ,,Technical Guidelines for the
estimation of measurement uncertainty and limits of quantification for
PCDD/F and PCB analysis” (Miszaki iranymutatds a mérési bizonyta-
lansadg ¢és meghatarozasi hatar becslés¢hez PCDD/F és PCB vizsgalata
tekintetében) dokumentumban (') foglalt elvek kovetenddk.

A laboratoriumok szakmai felkésziiltségét olyan laboratoriumkozi
korvizsgalatokban valo folyamatos, sikeres részvétellel kell bizonyitani,
amelyek a PCDD/F-ek és a dioxin jellegli PCB-k meghatarozasara
iranyulnak a megfeleld takarmanymatrixokban és koncentraciotartoma-
nyokban.

A mintak rutinszer( ellenérzésére sziirdmodszereket alkalmazoé laborato-
riumoknak szoros egylittmikodést kell kialakitaniuk a megerdsitd
modszert alkalmaz6 laboratoriumokkal mind a mindség-ellendrzés,
mind a feltehetben nem megfelelé mintak analitikai eredményének
megerdsitése terén.

A dioxinok (PCDD/F-ek) és dioxin jellegli PCB-k tekintetében alkal-
mazott analitikai eljarasokra vonatkoz6 alapkévetelmények

Alacsony munkatartomdny és a mennyiségi meghatdrozas hatarértéke

A PCDD/F-¢k esetében a kimutathatd mennyiségnek a femtogrammos
(100 ' @) tartomany fels§ részébe kell esnie, mivel az emlitett vegyii-
letek koziil tobb rendkiviil mérgezd. A legtobb PCB-kongéner esetében
mar az is elegendd, ha a meghatarozasi hatar értéke a nanogrammos (10~
? g) tartomanyban van. A mérgezébb dioxin jellegii PCB-kongénerek (és
kiilondsen a nem orto szubsztitualt kongénerek) méréséhez a munkatar-
tomany aljanak el kell érnie a pikogrammos (10~ ' g) tartomény aljat.
Az Osszes tobbi PCB-kongéner esetében elegend$, ha a meghatarozasi
hatar értéke a nanogrammos (10~ ° g) tartoméanyba esik.

Nagy szelektivitas (specifikussag)

Meg kell tudni kiilonboztetni a PCDD/F-eket és a dioxin jellegli
PCB-ket azoktol a sokféle, egyiitt extrahalodo és a mérést esetleg zavard
mas vegyiiletektdl, amelyek tobb nagysagrenddel nagyobb koncentraci-
oban lehetnek jelen, mint a keresett analitok. A GC-MS modszerekkel
meg kell tudni kiillonboztetni egymastol a kiilonbozé kongénereket, igy
példaul a mérgezé kongénereket (példaul a 2,3,7.8-as szénatomokon
helyettesitett tizenhét PCDD/F-et és a tizenkét dioxin jellegi PCB-t) a
tobbi kongénertdl.

A bioanalitikai modszerekkel ki kell tudni mutatni a keresett vegyiile-
teket a PCDD/F-ek, és/vagy a dioxin jellegii PCB-k Osszegeként. A
mintatisztitds célja az olyan vegyiiletek eltavolitasa, amelyek ,hamis
nem megfelel6” eredményeket okoznak, vagy az olyanokét, amelyek a
reakcio gyengitésével ,,hamis megfelel6” eredményt okoznak.

Nagy adatpontossag (valodisag és modszerpontossdag, biologiai proba
sordn észlelt visszanyerés)

A GC-MS modszerekkel a meghatarozasnak hiteles becslést kell adnia a
minta valodi koncentraciojarol. Nagy adatpontossag sziikséges ahhoz,
hogy a mintaclemzés eredményét ne kelljen elutasitani a kapott TEQ-érték
gyenge megbizhatosdga miatt. Az adatpontossag a valodisag (egy

(") Guidance Document on Measurement Uncertainty for Laboratories performing PCDD/F
and PCB Analysis using Isotope Dilution Mass Spectrometry (Iranymutatas a mérési
bizonytalansag tekintetében PCDD/F ¢és PCB vizsgalatat végzd, izotophigitasos tomegs-
pektrometriat  alkalmazo laboratoriumok szamara) (http://ec.europa.eu/food/safety/
animal-feed_en), Guidance Document on the Estimation of LOD and LOQ for Measu-
rements in the Field of Contaminants in Feed and Food (Iranymutatas az érzékelési hatar
és a meghatarozasi hatar méréséhez a takarmanyban és élelmiszerekben eléforduld szeny-
nyez6 anyagok tekintetében) (http:/ec.europa.eu/food/safety/animal-feed en).
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5.4.1.

5.4.2.

5.5.

5.5.1.

5.6.

hitelesitett anyagban az adott analitra mért atlagérték és a hitelesitett érték
kozotti kiilonbség, ez utdbbi szazalékaban kifejezve) és a modszerpon-
tossag (a reprodukalhatosagi koriilmények kozott kapott eredményekbol
kiszamitott relativ szoras [RSDg] Osszege).

A bioanalitikai modszereknél a biologiai proba soran észlelt visszanye-
rést kell meghatarozni. A biologiai proba soran észlelt visszanyerés a
TCDD vagy a PCB-126 kalibraciés gorbéjéb6l szamitott, a vakminta
eredményeivel korrigalt BEQ-érték osztva a megerGsitdé modszerrel
meghatarozott TEQ-értékkel. Célja az olyan hatdsok korrigalasa, mint
példaul a PCDD/F-ek és a dioxin jellegli vegyiiletek vesztesége az
extrakcio és a mintatisztitds soran, az extrakcioval atmend mas vegyii-
letek reakciot erGsitd vagy gyengitd (agonisztikus és antagonisztikus)
hatasa, a gorbeilleszkedés minésége vagy a toxikologiai egyenérték-
tényez6 (TEF) és a relativ hatoképesség (REP) értékei kozotti kiilonb-
ségek. A bioldgiai proba soran észlelt visszanyerés kiszamitasa repre-
zentativ kongénerkombindciokat a keresett koncentracio koriili koncent-
raciokban tartalmazo, alkalmas referenciamintakbodl torténik.

Hitelesités a felsé hatarérték tartomdanyaban és dltalanos mindség-ellen-
0rzd intézkedések

A laboratériumoknak a hitelesités és a rutinszerli elemzés soran igazol-
niuk kell a médszerek teljesit6képességét a felsd hatarérték esetében —
példaul a felsd hatarérték felénél, egyszeresénél és kétszeresénél — azzal,
hogy az ismételt elemzések varidcios egyiitthatdja elfogadhato.

Belsd mindség-ellendrzési intézkedésként rendszeresen vakprobakat,
adalékolasi kisérleteket vagy kontrollminta-elemzést (lehetdleg hitelesi-
tett referenciaanyaggal) kell végezni. A vakprobakrol, az adalékolasi
kisérletekr6l vagy a kontrollminta-elemzésekr6l mindség-ellendrzési
nyilvéantartast kell vezetni, és ellendrizni kell, hogy az analitikai teljesi-
toképesség valoban megfelel-e a kovetelményeknek.

A meghatarozasi hatar

A bioanalitikai sziirdmodszereknél nem feltétleniil sziikséges, hogy meg
legyen hatdrozva a meghatarozasi hatar (LOQ), de a modszerr6l bizo-
nyitani kell, hogy meg tudja kiilonboztetni a vakmintaval kapott ered-
ményeket a cut-off értéktdl. BEQ-érték megadasakor az e koncentracio
alatti reakciot mutatd mintdk kezelése céljabol meg kell hatarozni egy
jelentési hatarértéket. A jelentési hatarértéknek igazoltan az elemzési
vakmintakkal kapott eredmény legalabb haromszorosanak kell lennie
ugy, hogy az érték a munkatartomany ala esik. Ezért ezt a keresett
vegyliletet az eldirt minimumkoncentracié koriili koncentracioban tartal-
maz6 mintakbol, nem pedig a jel/zaj aranybdl vagy mérési vakmintabol
kell kiszamitani.

Megerdsitd modszer esetében a meghatarozasi hatar értékének a felsd
hatarérték koriilbelill egyotodénél kell lennie.

Analitikai kritériumok

Ahhoz, hogy a meger6sitd vagy a sziirémodszerek megbizhaté eredmé-
nyeket adjanak, a kovetkezé kritériumoknak kell teljesiilniiik a felsd
hatarérték vagy a Dbeavatkozasi kiiszObérték tartomanyaban a
TEQ-értékre, illetve a BEQ-értékre, fiiggetleniil attol, hogy a meghata-
rozas TEQ-0sszértékként (a PCDD/F-ek és a dioxin jellegi PCB-k
Osszegéként) vagy kiilon a PCDD/F-ekre és kiilon a dioxin jellegi
PCB-kre torténik:
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5.7.3.

5.7.4.

5.7.5.

5.7.6.

Szlirés bioanalitikai M Bsit
vagy fizikai-kémiai éieroml(()
modszerekkel mogszere
~Hamis megfelel6” arany (1) <5%
Valodisag —20 % és +20 %
kozott
Ismételhet6ség (RSD,) <20 %
Kozbensé modszerpontossag <25% <15%
(RSDR)

(") A fels§ hatarértékhez képest.

A sziirémodszerekre vonatkozo egyedi kévetelmények

A sziréshez mind GC-MS moddszerek, mind bioanalitikai modszerek
hasznalhatok. A GC-MS moddszerekre a 6. pontban elbirt kovetelmé-
nyeket kell alkalmazni. A sejtalapt bioanalitikai modszerekre vonatkozo
egyedi kovetelményeket a 7. pont irja le.

A mintak rutinszer(i ellenérzéséhez sziiromodszereket alkalmazo labora-
toriumoknak szoros egyiittmiikodést kell kialakitaniuk a megerdsitd
modszert alkalmazé laboratoriumokkal.

A szlirdmodszerek teljesitOképességét a rutinszerli elemzések soran
analitikai mindség-ellendrzéssel és a modszer folyamatos hitelesitésével
ellendrizni kell. A ,megfelel6” eredmények ellenérzésére folyamatos
programot kell alkalmazni.

A sejtreakcid és a citotoxicitas esetleges elnyomasanak ellendrzése:

A mintakivonatok 20 %-at kell mérni rutinszer(i sz(iréssel, a fels6 hatar-
érteknek vagy a beavatkozasi kiiszobértéknek megfeleléen hozzaadott
2,3,7,8-TCDD-vel és anélkiil, ellenérizendd, hogy el6fordulhat-e reak-
cidelnyomds a mintakivonatban jelen 1év6 zavar6 anyagok miatt. Az
adalékolt minta mért koncentraciojat dssze kell hasonlitani az adalékolas
Osszegével. Ha a mért koncentracio tobb mint 25 %-kal kisebb a szami-
tott (Ossz)koncentracional, akkor ez azt mutatja, hogy fennall a reakcio-
elnyomads lehetdsége, és az illeté mintat meg kell vizsgalni GC-HRMS
megerdsitd elemzéssel. Az eredményeket figyelemmel kell kisérni a
mindség-ellendrzd nyilvantartasban.

A ,,megfelel6” mintak mindség-ellendrzése:

A mintamatrixtdl és a laboratoriumi gyakorlattol fiiggden a ,,megfelels”
mintak megkozelitéleg 2-10 %-aval el kell végezni a megerdsitést
GC-HRMS modszerrel.

A hamis megfeleld” aranyok meghatdrozdsa a mindség-ellendrzési
adatokbol:

A felsé hatarérték vagy a beavatkozasi kiiszobérték alatti és feletti
mintak sziirése alapjan meg kell hatarozni a ,,hamis megfelel6” eredmé-
nyek aranyat. A tényleges ,hamis megfelel6” aranynak 5 % alatt kell
lennie. Ha matrixonként vagy matrixcsoportonként van legalabb 20
megerésitett eredmény a ,,megfelel6” mintak minéség-ellendrzésébol,
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5.7.8.

6.1.

6.2.

6.2.1.

akkor a ,hamis megfelel6” aranyt ebbdl az adatbazisbol kell megalla-
pitani. A korvizsgalatokban vagy a szennyezddési esetek soran elemzett
mintak eredményei, amelyek példaul akar a fels hatarérték (ML) kétsze-
reséig terjed6 koncentraciotartomanyokba is eshetnek, szintén felveheték
a ,.hamis megfeleld” arany kiszamitasahoz minimumként hasznalando 20
eredmény kozé. A mintaknak le kell fedniik a kiilonféle forrasokat
reprezentalo, leggyakoribb kongénerkombinaciokat.

Noha a szlir6teszteknek lehet6leg azt kell célozniuk, hogy kimutassék a
beavatkozasi kiiszobértéket meghaladé mintakat, a ,hamis megfelel6”
aranyok meghatarozasanak kritériuma a felsd hatarérték, figyelembe
véve a megerdsitd modszer mérési bizonytalansagat.

A sziirés alapjan ,feltehetden nem megfelel6” mintakat az eredeti
mintanak a teljeskorii Gjraclemzése utjan megerGsité modszerrel kell
mindig ellendrizni. Ezek a mintak a ,,hamis nem megfelel6” eredmények
aranyanak kiszamitdsdhoz is hasznalhatok. A sziirdémodszereknél a
,hamis nem megfelel6” eredmények aranya a korabbi sziiréskor ,,felte-
hetéen nem megfelel6”-nek mindsitett mintak megerdsité elemzéssel
megfeleld”-ként megerdsitett eredmények hanyada. A sziirdmodszer
elényosségének értékelése a ,hamis nem megfelel” mintaknak az
Osszes ellendrzott mintaval vald Osszehasonlitasan alapul. Ennek az
aranynak elég kicsinek kell lennie ahhoz, hogy a sziirGvizsgalati
modszer alkalmazasa elényds legyen.

A bioanalitikai modszereknek a hitelesitési koriilmények kozott, hite-
lesen kell jelezniiik — a BEQ-érték kiszamitasaval és megadasaval — a
TEQ-értéket.

A megismételt koriilmények kozott alkalmazott bioanalitikai modsze-
rekre is igaz, hogy a laboratoriumon beliili RSD, jellemzden kisebb,
mint reprodukalhatosagi koriilmények kozott (RSDg).

A sziirés és megerdsités céljabol alkalmazott GC-MS médszerekre
vonatkozo egyedi kovetelmények

A felfelé kerekitett és a lefelé kerekitett WHO-TEQ-koncentraciok kézotti
elfogadhato kiilonbség

A megerdsitett fels6 és alsd hatar kozotti kiilonbség nem haladhatja meg
a 20 %-ot a fels6 hatarérték vagy sziikség esetén a beavatkozasi kiiszob-
érték tullépésének megerdsitése céljabol.

A visszanyerések ellendrzése

Az elemzési eljaras hitelesitésé¢hez a 2,3,7,8-as szénatomokon klorral
helyettesitett PCDD/F-ekb8l készitett, '*C-jeldlésii belsé standardokat
és a dioxin jellegli PCB-kbl készitett, '*C-jelélésti belsd standardokat
az analitikai eljaras legelején, példaul az extrakci6 el6tt hozza kell adni a
mintdkhoz. A tetraklorozottol az oktaklorozottig terjed6 PCDD/F
homolog csoportok mindegyikébdl legalabb egy kongénert, tovabba a
dioxin jellegli PCB homolog csoportok mindegyikéb6l legalabb egy
kongénert kell hozzdadni a mintdhoz (mas megoldasként legalabb
egy-egy kongénert a PCDD/F-ek és dioxin jellegli PCB-k ellendrzéséhez
hasznalt tomegspektrometrias szelektiv ionkdvetéses funkcidkhoz). A
meger6sitd modszerek esetében a 2,3,7,8-as szénatomokon helyettesitett
mind a tizenhét PCDD/F-bél készitett, '*C-jelolésii belsd standardot és
mind a tizenkét dioxin jellegli PCB-b&l készitett, '>C-jeldlésti belsd
standardot hasznalni kell.
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6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

6.2.5.

6.3.

6.4.

6.5.

Ezenkiviil megfelel6 kalibral6 oldatok alkalmazasaval relativ valaszfak-
torokat kell meghatérozni azon kongénerckre, amelyek '>C-jeldlésii
analogja nem lett hozzdadva a mintahoz.

A névényi eredetii takarmanyok és a 10 %-nal kevesebb zsirt tartalmazo
allati eredetli takarmanyok esetében a belsd standardokat kotelezéen az
extrakcio eldtt kell a mintdhoz adni. A 10 %-nal nagyobb zsirtartalmi
allati eredetli takarmanyok esetében a belsé standardokat vagy a zsir-
extrakcio el6tt, vagy azt kovetden kell a mintdhoz adni. Az extrakcid
hatékonysagat megfelelden hitelesiteni kell, figyelembe véve, hogy a
bels6é standardok hozzdadasa melyik szakaszban tortént.

GC-MS elemzés elott a visszanyerés mérésére egy vagy két (kisérd)
standardot is hozza kell adni a mintdhoz.

A visszanyerést ellendrizni kell. A megerdsité modszerek esetében az
egyes belsd standardokndl a visszanyerésnek a 60-120 %-os tarto-
manyban kell lennie. Egyes kongénereknél, kiilondsen néhany 7, illetve
8 kloratomot tartalmazé dibenzo-p-dioxin és dibenzo-furan esetében
ennél kisebb vagy nagyobb visszanyerés is elfogadhato, feltéve, hogy
TEQ-értékiik részaranya a (PCDD/F-ek ¢és dioxin jellegi PCB-k
Osszegén alapulo) TEQ-Osszértéken beliil legfeljebb 10 %. GC-MS
sziirémodszerek esetében a visszanyerésnek a 30-140 %-os tarto-
manyban kell lennie.

A zavaro anyagok eltavolitasa

— A PCDD/F-eket megfelelé kromatografids eljarassal (lehetdleg
florisil-, aluminium-oxid- és/vagy szénoszlopon) el kell valasztani a
zavard klorozott vegyiiletekt6l, igy példaul a nem dioxin jellegii
PCB-kt6l és a klorozott difenil-éterektodl.

— Izomerek gazkromatografias elvalasztasanal az 1,2,3,4,7,8-HxCDF és
az 1,2,3,6,7,8-HXCDF esetében a csucsok kozotti eltérésnek 25 %o-
nal kisebbnek kell lennie.

Kalibralas standard gorbével

A kalibracios gorbe tartomanyanak le kell fednie a felsé hatarérték vagy
a beavatkozasi kiiszobérték megfeleld tartomanyat.

A megerdsité modszerekre vonatkozo egyedi kritériumok

— A GC-HRMS esetében:

A HRMS esetében a felbontds a teljes tomegtartomanyra nézve
jellemzden legalabb 10 000 vagy annal nagyobb, 10 %-os mélypont
mellett.

A nemzetkozileg elismert szabvanyokban — példaul az EN
16215:2012 szabvanyban (Animal feed — Determination of dioxins
and dioxin-like PCBs by GC-HRMS and of indicator PCBs by
GC-HRMS — Allati takarmanyok. Dioxinok és dioxin jellegii
PCB-k meghatarozasa GC-HRMS moddszerrel és indikator PCB-k
meghatarozasa GC-HRMS modszerrel) és/vagy a feliilvizsgalt EPA
1613 és 1668 modszerekben — ismertetett tovabbi azonositasi és
meger6sitési kritériumok teljesiilése.

— A GC-MS/MS esetében:

legalabb két specifikus anyaion nyomon kovetése, melyek a vizsgalat
keretében minden jellt és nem jelolt analit tekintetében rendel-
keznek egy specifikus, megfelelé ionatmenettel.

A relativ ionintenzitdsokhoz engedélyezett felsd tliréshatar a kiva-
lasztott ionatmenetek esetében a kiszamitott vagy mért értékekhez
viszonyitva + 15 % (a kalibracios standardokbol szarmazo atlag),
az analit minden egyes atmenete esetében azonos MS/MS-feltételek
alkalmazasa mellett (mindenekel6tt iitkGzési energia és iitkozési
gaznyomas).
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Az egyes quadrupolok felbontasat ugy kell beallitani, hogy — a vizs-
galat szempontjabol fontos analitokkal kapcsolatos esetleges inter-
ferencia minimalizalasa érdekében — megegyezzen az egységnyi
tomegfelbontéssal, vagy nagyobb legyen annal (egységnyi tomegfel-
bontas: ahhoz elegendé felbontds, hogy egy tomegegységet két
csucsra bontson).

A nemzetkozileg elismert szabvanyokban — példaul az EN
16215:2012 szabvanyban (Animal feed — Determination of dioxins
and dioxin-like PCBs by GC-HRMS and of indicator PCBs by
GC-HRMS — Allati takarmanyok. Dioxinok és dioxin jellegii
PCB-k meghatarozasa GC-HRMS modszerrel és indikator PCB-k
meghatarozasa GC-HRMS modszerrel) és/vagy a feliilvizsgalt EPA
1613 és 1668 modszerekben — ismertetett tovabbi kritériumok telje-
stilése, a GC-HRMS alkalmazasara vonatkozo kotelezettséget lesza-
mitva.

A bioanalitikai modszerekre vonatkozé egyedi kovetelmények

A Dbioanalitikai modszerek biologiai alapelveken alapuldé moddszerek,
mint példdul sejtalapu tesztek, receptortesztek vagy immuntesztek. E 7.
pont altalanossagban leirja a bioanalitikai modszerekre vonatkozo kdve-
telményeket.

Egy szlirdmodszer alapvetden ,,megfelelé”-nek vagy ,feltehetéen nem
megfeleld”-nek mindsit egy mintadt. Ehhez a szamitott BEQ-értéket
Ossze kell hasonlitani a cut-off értékkel (lasd a 7.3. pontot). A cut-off
érték alatti mintdk ,, megfelel6”-nek mindsiilnek, az azzal egyenld vagy a
feletti értéki mintdk pedig ,.feltehetben nem megfeleld”-nek, és ezeket
meger6sité modszerrel elemezni kell. A gyakorlatban a felsé hatarérték
2/3-anak megfeleldé BEQ-érték alkalmazhatd cut-off értékként, ameny-
nyiben biztositott, hogy a ,hamis megfelel6” ardny 5 % alatt van, és a
,»hamis nem megfeleld” eredmények aranya is elfogadhatd. Mivel kiilon
fels6 hatarértékek vonatkoznak a PCDD/F-ekre, illetve a PCDD/F-ek és
a dioxin jellegli PCB-k 6sszegére, a mintak frakcionalds nélkiili megfele-
16ség-ellendrzéséhez a biologiai probaknal megfeleld cut-off értékek
sziikségesek a PCDD/F-ek vonatkozasaban. A beavatkozasi kiiszobérté-
keket meghaladdé mintak ellen6rzéséhez az adott beavatkozasi kiiszob-
értékek megfeleld szazalékaranya az alkalmas cut-off érték.

Amennyiben tajékoztatdé BEQ-érték van megadva, a mintabol szarmazo
eredményeknek a munkatartomanyon beliil kell lenniiik, és meg kell
haladniuk a jelentési hatarértéket (lasd a 7.1.1. és a 7.1.6. pontot).

A mérési reakciok kiértékelése
Altaldnos kovetelmények

— Ha a koncentraciok kiszamitasa TCDD-s kalibracios gorbével torté-
nik, akkor a gorbe fels6 végénél 1évo értékek nagy szorast (nagy
variacios egyiitthatot [CV]) mutatnak. A munkatartomany az a terii-
let, ahol ez a CV kisebb, mint 15 %. A munkatartomany aljat (jelen-
tési hatareérték) gy kell meghatarozni, hogy az legalabb haromszo-
rosa legyen a elemzési vakmintakkal kapott eredményeknek. A
munkatartomany tetejét altalaban az EC érték jelenti (a legnagyobb
hatasos koncentracio 70 %-a), de ennél kisebbnek kell lennie, ha
ebben a tartomanyban a CV nagyobb, mint 15 %. A munkatarto-
manyt a hitelesités soran kell meghatarozni. A cut-off értékeknek
(lasd a 7.3. pontot) a munkatartomany belsejében kell lenniiik.

— A standard oldatokat és a mintakivonatokat legalabb harom vagy
legalabb két parhuzamos elemzéssel kell mérni. Parhuzamos vizs-
galatkor a lemezen elosztva 4—6 cellaban mért standard oldatnak
vagy kontrollkivonatnak olyan reakciokat vagy koncentraciokat kell
adnia (ez csak a munkatartomanyban lehetséges), amelyek variacios
egyiitthatoja CV) < 15 %.
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7.1.2.

Kalibralas

7.1.2.1. Kalibralas standard gorbével

— A mintdban 1évé mennyiségeket a mérési reakcio és a TCDD-vel
(vagy a PCB-126-tal vagy pedig PCDD-bdl/PCDF-bdl/dioxin jellegli
PCB-bdl allo standard keverékkel) készitett kalibracios gorbe Ossze-
hasonlitdsaval kell megbecsiilni, és ez alapjan lehet kiszadmitani a
kivonatra és ezt kovetéen a mintara jellemzé BEQ-értéket.

— A kalibracios gorbéknek 8-12 (legalabb két parhuzamos elemzéssel
kapott) koncentraciot kell tartalmazniuk gy, hogy elegendd koncent-
raci6 legyen a gorbe alsd részén (a munkatartomanyban). Kiilon
figyelmet kell forditani a munkatartomdnyban a gorbeilleszkedés
minGségére. Ennél az R? érték kevéssé vagy egyaltalan nem hasz-
nalhat6 az illeszkedés josdganak becslésére a nem lineéris regresszio
esetében. Jobb illeszkedést kell elérni a gérbe munkatartomanyéban
szamitott és mért koncentraciok kozotti legkisebb kiilonbségek,
példaul a legkisebb maradék négyzetdsszeg alkalmazasaval.

vakmatrixra vagy vakoldoszerre szamitott BEQ-értékkel (az alkalma-
zott oldoszerek ¢és vegyszerek szennyezddéseinek figyelembevétele
céljabol) és a latszolagos visszanyeréssel (ennek kiszamitasa a repre-
zentativ kongénerkombinaciokat a fels hatarérték vagy a beavatko-
zéasi kiiszOobérték koriil tartalmazd, alkalmas referenciamintak
BEQ-értékébol torténik). A visszanyeréssel vald korrigalashoz a
latszolagos visszanyerésnek az eldirt tartomanyba kell esnie (lasd a
7.1.4. pontot). A visszanyeréssel valo korrigalashoz hasznalt referen-
ciamintdknak meg kell felelniiik a 7.2. pontban ismertetett kovetel-
ményeknek.

7.1.2.2. Kalibralas referenciamintakkal

Mas megoldasként hasznalhato legalabb négy referenciaminta (lasd a
7.2.4. pontot) — egy vakmatrix és harom, a felsd hatarértek vagy a
cselekvési kiiszobérték 0,5-szorosét, 1-szeresét, illetve 2-szeresét képvi-
sel6 referenciaminta — felhasznalasaval készitett kalibracios gorbe; igy
nincs szitkség a vakminta eredményeivel és a visszanyeréssel torténd
korrigalasra, ha a referenciamintak matrixtulajdonsagai megfelelnek az
ismeretlen mintdk tulajdonsagainak. Ebben az esetben a fels¢ hatarérték
2/3-anak megfeleld mérési reakcio (lasd a 7.3. pontot) kozvetleniil kisza-
mithaté ezekbdl a mintakbol és cut-off értékként hasznalhato. A beavat-
kozasi kiiszobértékeket meghaladé minték ellenérzéséhez a beavatkozasi
kiiszobértékek megfeleld szazalékaranya az alkalmas cut-off érték.

A PCDD/F-ek ¢és a dioxin jellegli PCB-k meghata-
rozasa kiilon-kilon

A kivonatok szétvalaszthatok olyan frakciokra, melyek PCDD/F-eket,
illetve dioxin jellegi PCB-ket tartalmaznak, igy kiilon-kiilon meghata-
rozhaté a PCDD/F-ek, illetve a dioxin jellegi PCB-k TEQ-értéke (BEQ-
értékként kifejezve). A dioxin jellegli PCB-ket tartalmazo frakcio ered-
ményeinek kiszamitasdhoz lehetéleg a PCB-126-tal készitett standarddal
felvett kalibracios gorbét kell haszndlni.

Biologiai probdk sordn észlelt visszanyerések

A ,biologiai probak soran észlelt visszanyerést” a felsé hatarérték vagy a
beavatkozasi kiiszobérték koriili reprezentativ kongénerkombinacidkat
tartalmazé alkalmas referenciamintakbol kell kiszamitani ¢és a
BEQ-értéknek a TEQ-értékhez képesti szazalékaban kell megadni. A
teszt tipusatdl és az alkalmazott TEF-értékekt6l (') fliggben a dioxin
jellegli PCB-kre vonatkozo TEF- és REP-tényezék kozotti kiilonbségek
a dioxin jellegli PCB-k esetében a PCDD/F-ekhez képest kis latszolagos
visszanyerést okozhatnak. Ezért ha a PCDD/F-ek és a dioxin jellegli

(1) A jelenlegi kovetelmények az aldbbi kiadvanyban kozzétett TEF-értékeken alapulnak: M.

Van den Berg és mtsai., Toxicol Sci 93 (2), 223-241 (2006).
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7.2.1.

7.2.2.

7.2.3.

7.2.4.

PCB-k meghatarozasa kiilon-kiilon torténik, akkor a biologiai proba
soran észlelt visszanyerésnek a kovetkezének kell lennie: dioxin jellegi
PCB-knél 20-60 %, PCDD/F-eknél pedig 50-130 % (a tartomanyok
a TCDD-s kalibracios gorbére vonatkoznak). Mivel a dioxin jellegii
PCB-k hozzajarulasa a PCDD/F-ek és a dioxin jellegi PCB-k Ossze-
géhez a matrixoktol és a mintaktol fliggen valtozhat, a PCDD/F-ek
és a dioxin jellegi PCB-k 0Osszegére vonatkozoan a bioldgiai proba
soran észlelt visszanyerések tiikrozik ezeket a tartomanyokat, és ezeknek
30 % és 130 % kozott kell lenniiik. A PCDD/F-ekre és a dioxin jellegii
PCB-kre vonatkozé unids szabalyozasban a TEF-értékek Iényeges
modositasa esetén ezeket a tartomanyokat is modositani kell.

A visszanyerések ellendrzése mintatisztitasnal

A mintatisztitas soran el6forduld vegyiiletvesztést a hitelesitéskor ellen-
drizni kell. A kiilonboz6 kongénerek keverékével adalékolt vakmintan el
kell végezni a mintatisztitast (n = legalabb 3), és a visszanyerést és a
variabilitast meger6sité modszerrel kell ellendrizni. A visszanyerésnek
60 % és 120 % kozott kell lennie, foként olyan kongénereknél, amelyek
10 %-nal nagyobb mértékben jarulnak hozza a TEQ-értékhez a kiilonféle
keverékekben.

Jelentési hatarérték

A BEQ-értékeknek a jelentésben torténé megadasahoz jelentési hatar-
értéket kell meghatarozni jellemz6 kongénerkombinaciokat tartalmazo
adott matrixmintdkbol, de nem a standard kalibracios gorbébdl, mivel
a gorbe aljan kicsi a modszerpontossag. Figyelembe kell venni az
extrakcio €s a mintatisztitas hatdsait. A jelentési hatarértéket az elemzési
vakmintakkal kapott érték legalabb haromszorosaként kell megallapitani.

Referenciamintik haszndlata

A referenciamintaknak reprezentalniuk kell a mintamatrixot, a kongéner-
kombinaciokat és a PCDD/F-eknek és a dioxin jellegti PCB-knek a fels6
hatarérték vagy a beavatkozasi kiiszobérték koriili koncentracidtartoma-
nyait.

Mindegyik méréssorozatban lennie kell vakmatrixnak vagy, ha ez nem
lehetséges, elemzési vakmintanak, valamint a felsd hatarérték vagy a
beavatkozasi kiiszobérték koriili koncentracioju referenciamintanak.
Ezeket a mintdkat egy idoben és azonos koriilmények kozott kell
extrahalni és elemezni. A referenciamintanak egyértelmiien nagyobb
reakciot kell adnia, mint a vakmintanak, igy biztositva az elemzés alkal-
massagat. Ezek a mintdk hasznalhatok a vakminta eredményeivel és a
visszanyeréssel valo korrigalashoz.

A visszanyeréssel vald korrigalashoz valasztott referenciamintaknak
reprezentativaknak kell lenniiik az elemzett mintdkra, ami azt jelenti,
hogy a kongénerkombinaciok nem okozhatjak a koncentraciok alabecs-
lését.

A fels6é hatarérték vagy a beavatkozasi kiiszobérték ellendrzésére példaul
a fels@ hatarérték vagy a beavatkozasi kiiszobérték felének és kétszere-
sének megfelelé tovabbi referenciamintakat is alkalmazni lehet annak
igazolasara, hogy az elemzés alkalmassdga a keresett tartomanyban
megfeleld. Ezek a mintdk egyiittesen hasznalhatok az elemzett mintak
BEQ-értékeinek kiszamitasara (lasd a 7.1.2.2. pontot).
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A cut-off értékek meghatarozasa

Meg kell hatarozni a BEQ-értékként kapott bioanalitikai eredmények és
a megerdsitdé modszerrel kapott TEQ-értékek kozotti Osszefiiggést,
példaul egyeztetett matrixokkal végzett kalibralasi kisérletekkel, a felsé
hatarérték (ML) 0O-szorosaval, 0,5-szeresével, 1-szeresével és 2-szere-
sével egyenlé koncentraciokra adalékolt referenciamintdkat hasznalva,
mindegyik koncentracional hat-hat ismétléssel (n = 24). Ebbdl az Ossze-
fliggésb6l meg lehet becsiilni a korrigalasi tényezoket (vakminta és
visszanyerés), de azokat a 7.2.2. pont szerint ellendrizni kell.

Cut-off értékeket kell megéllapitani annak eldontéséhez, hogy a minta
megfelel-e a PCDD/F-ekre és a dioxin jellegli PCB-kre kiilon-kiilon,
vagy pedig a PCDD/F-ek és a dioxin jellegli PCB-k Osszegére meghata-
rozott felsd hatarértéknek, illetve adott esetben a beavatkozasi kiiszob-
értéknek. Ezeket a (vakminta eredményeivel és a visszanyeréssel korri-
galt) bioanalitikai eredmények eloszlasanak also végpontja jelenti, amely
megfelel a meger6sité modszernél hasznalt, 5 %-nal kisebb ,hamis
megfelel” aranyt és 25 %-nal kisebb RSDg-t feltételezd 95 %-os
megbizhatosagi szinten alapuld dontési hatarértéknek. A megerdsitd
modszernél hasznalt dontési hatarérték a felsé hatarérték, figyelembe
véve a kiterjesztett mérési bizonytalansagot.

A (BEQ-értékként kifejezett) cut-off érték a 7.3.1., a 7.3.2. és a 7.3.3.
pontban ismertetett modszerek egyikével szamithatd ki (lasd: 1. abra).

A 95 %-os predikcios intervallum alsé savja a megerdsité modszernél
hasznalt dontési hatarértéknél:

Cut — off érték = BEQpL — Sy X tofem 2 \/ 1n+1/m+ (x; = %)*/ Oxr

ahol:

BEQpL A megerdsité modszer dontési hatarértékének — amely a
kiterjesztett mérési bizonytalansagot is figyelembe vevd
felsé hatarérték — megfeleldé BEQ

Sy.x maradék szoras

tafr=m2  Student-tényezé (o = 5 %, f = szabadsagfok, egyoldali)

m a kalibracios pontok Osszesen (j index)
n az ismétlések szama az egyes koncentracioknal
X; az i. kalibraciés pontnal a minta meger6sité modszerrel

mért koncentracioja (TEQ-értékként)
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Qu = Z(xi — )?)2 négyzetdsszeg-paraméter, i = az i. kalibralasi pont indexe

J=1

A meger6sité modszer dontési hatarértékének megfeleld szennyezettségili
mintdk parhuzamos elemzéseinek (n > 6) (a vakminta eredményeivel és
a visszanyeréssel korrigalt) bioanalitikai eredményeibdl, az eloszlasi
gorbének a megfeleldé BEQ-atlagértéknél 1évd alsd végpontjaként:

Cut-off érték = BEQpy — 1,64 x SDg

ahol:

SDr a biologiai tesztek BEQpy -értékre kapott eredményeinek szorasa,
a laboratoriumon beliili reprodukalhatosag koriilményei kozott
mérve.
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7.3.4.

7.4.
7.4.1.

A felsé hatarérték vagy a beavatkozasi kiiszobérték 2/3-anak megfeleld
szennyezettségli mintak parhuzamos elemzéseivel (n > 6) kapott (BEQ-
értékkeént kifejezett, a vakminta eredményeivel és a visszanyeréssel
korrigalt) bioanalitikai eredmények atlaga, annak a megfigyelésnek az
alapjan, hogy ez az érték a 7.3.1. vagy 7.3.2. pont szerint meghatarozott
cut-off érték koriil lesz.

5 %-nal kisebb ,.hamis megfelel6” aranyt ¢és 25 %-nal kisebb RSDg-t
feltételezé 95 %-os megbizhatdsagi szinten alapuld cut-off értékek kisza-
mitasa:

1. a 95 %-os predikciés intervallum also savjabol a megerdsitd
modszernél hasznalt dontési hatarértéknél;

2. a meger6sitd modszer dontési hatarértékének megfelelé szennyezett-
ségli mintak parhuzamos elemzéseibdl (n > 6), az eloszlasi gorbének
(az abran a harang alak gorbe) a megfeleldé BEQ-atlagértéknél 1évé
alsé végpontjaként.

1. dbra
Bioanalitikai
eredmények o
BEQ ’
{ ) L o)
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’
e O
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,
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Regresszids egyenes
I 95%-0s predikcios intervallummal

Beavat-
kozasi
szint

Felsé Déntési
hatar-  hatar-
érték  érték

A cut-off értékek korlatozasai

A korlatozott szamu, kiilonb6zé matrixii/kongénerkombinacioju
mintakkal végzett hitelesités sordn kapott RSDg-bdl kiszamitott,
BEQ-értéken alapuld cut-off értékek nagyobbak lehetnek a TEQ értéken
alapulo felsé hatarértéknél vagy beavatkozasi kiiszobértéknél, mivel
nagyobb modszerpontossag érhetd el, mint a rutinszeri elemzéseknél,
ahol a lehetséges kongénerkombinaciok ismeretlen skalajat kell ellen-
Orizni. Ilyen esetekben a cut-off értékek kiszamitasahoz RSDR =
25 %-ot kell venni, vagy pedig a felsé hatarérték vagy a beavatkozasi
kiiszobérték kétharmadat célszerli cut-off értéknek tekinteni.

Alkalmassagjellemzok

Mivel a bioanalitikai modszereknél nem alkalmazhato belsd standard, a
méréssorozatokon beliili és a sorozatok kozotti szoras megallapitasahoz
vizsgalni kell a bioanalitikai modszerek megismételhetéségét. A
megismételhetdségnek 20 % alatt, a laboratoriumon beliili reprodukélha-
tosagnak pedig 25 % alatt kell lennie. Ehhez a vakminta eredményeivel
és a visszanyeréssel korrigalt BEQ-értékként szamitott koncentraciokat
kell hasznalni.

HRGC/HRMS eredmények (TEQ)
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7.4.2.

7.4.3.

7.4.4.

7.4.5.

7.4.6.

7.4.7.

7.4.8.

7.4.9.

8.1.

8.1.1.

A hitelesitési eljaras részeként a tesztrdl ki kell mutatni, hogy kiilonb-
séget tesz a vakminta eredménye és a cut-off alsé kiiszobérték kozott, és
igy lehetové teszi a megfeleld cut-off érték felett 1évé mintak azonosi-
tasat (lasd a 7.1.2. pontot).

Meg kell hatarozni a keresett vegyiileteket, az esetleges interferenciakat
és a vakmintak elfogadhaté legnagyobb értékeit.

Egy mintakivonat harom parhuzamos meghatdrozasakor kapott reakciok
vagy az ilyen reakciobdl szamitott koncentraciok (csak a munkatarto-
manyban lehetséges) szazalékos szorasa nem lehet nagyobb 15 %-nal.

A referenciaminta/referenciamintak BEQ-értékként kifejezett, korrigalas
(vakminta ¢és felsé hatarérték vagy beavatkozasi kiiszobérték) nélkiili
eredményeit kell hasznalni a bioanalitikai moédszer egy meghatarozott
iddszak alatti alkalmassaganak értékelésére.

Az elemzési vakmintakrol és a referenciamintak egyes tipusairdl mind-
ség-ellendrzési nyilvantartast kell vezetni, és ellendrizni kell, hogy az
analitikai alkalmassag biztosan megfelel-e a kovetelményeknek, az elem-
zési vakmintak esetében f6ként a munkatartomany aljahoz képest eldirt
legkisebb kiilonbség, a referenciaminték esetében pedig f6ként a labora-
toriumon beliili reprodukalhatosag tekintetében. Az elemzési vakmint-
aknal tgyelni kell arra, hogy a kivonas miatt ne keletkezhessenek
,.hamis megfelel6” eredmények.

A szilirdmddszer alkalmassaganak, valamint a BEQ ¢és a TEQ kozotti
Osszefliggés értékeléséhez a feltehetden nem megfelelé mintaknak és a
megfeleld mintdk 2-10 %-anak (matrixonként legalabb 20 minta)
meger6sitd modszerrel végzett elemzésébdl szarmazd eredményeket
kell 6sszegytjteni és felhasznalni. Ez az adatbazis hasznalhatdé a hite-
lesitett matrixokkal végzett rutinszerli elemzésekre vonatkozo cut-off
értékek ujraértékeléséhez.

A modszerek alkalmassaga igazolhatd korvizsgalatokban vald részvé-
tellel is. A korvizsgalatokban elemzett mintdk eredményei, a felsé hatar-
érték kétszereséig terjedd koncentracidtartomanyokban, felhasznalhatok a
,hamis megfeleld” arany kiszdmitdsahoz, ha a laboratoérium igazolni
tudja az alkalmassdgot. A mintdknak le kell fedniiik a kiilonféle forra-
sokat reprezentald, leggyakoribb kongénerkombinaciokat.

Szennyezddési eseteknél a cut-off értékek atértékelhetdk, hogy tiikrozzék
az adott kiilon esemény egyedi matrix- és kongénerkombin4cioit.

Az eredmények jelentése
Megerdsité modszerek

Amennyire az alkalmazott analitikai eljaras lehetdvé teszi, az analitikai
eredmények kozott fel kell tiintetni az egyes PCDD/F- és dioxin jellegii
PCB-kongénerek koncentracioit, és ezeket felfele, lefelé és kozépre kere-
kitett értékként kell a jelentésben megadni, hogy az az eredményekrél a
lehet6 legtobb informaciot tartalmazza, lehet6vé téve az eredményeknek
a vonatkozo kovetelmények szerinti értelmezését.

A jelentésnek tartalmaznia kell a PCDD/F-ek és a dioxinjellegii PCB-k
extrakciojahoz hasznalt modszert.
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8.2.

8.2.1.

8.2.2.

8.2.3.

8.2.4.

8.2.5.

8.2.6.

8.2.7.

8.2.8.

8.3.

8.3.1.

Meg kell adni az egyes bels6é standardok visszanyeréseit abban az eset-
ben, ha a visszanyerések kiviil esnek a 6.2.5. pontban megadott tarto-
manyon, ha az eredmények meghaladjak a fels6 hatarértéket (ebben az
esetben meg kell adni a két parhuzamos elemzés egyikének visszanye-
réseit) vagy kérésre mas esetekben.

Mivel a minta megfelel6ségér6l valo dontésnél figyelembe kell venni a
kiterjesztett mérési bizonytalansagot, ezt a paramétert is meg kell adni.
Az analitikai eredményeket tehat x +/— U formaban kell megadni a
jelentésben, ahol x az analitikai eredmény, U a kiterjesztett mérési
bizonytalansag, a kiterjesztési tényez6 2, amely koriilbelil 95 %-os
megbizhatdsagi szintet eredményez. A PCDD/F-ek és a dioxin jellegii
PCB-k kiilon meghatarozasa esetén a PCDD/F-ek és a dioxin jellegli
PCB-k kiilon-kiilon kapott analitikai eredményeinél becsiilt kiterjesztett
bizonytalansagok Osszegét kell hasznalni a PCDD/F-ek és a dioxin
jellegli PCB-k 6sszegének kiszamitasahoz.

Az eredményeket ugyanabban a mértékegységben és legalabb ugyan-
annyi tizedesjeggyel kell megadni, ahogy a 2002/32/EK iranyelv a
fels6 hatarértékeket megadja.

Bioanalitikai sziirdmddszerek

A szlirés eredményét ,megfeleld” vagy ,.feltehetéen nem megfelels”
megjeldléssel kell megadni.

Ezenkiviil megadhaté egy indikativ eredmény a PCDD/F-ekre és/vagy a
dioxin jellegi PCB-kre — TEQ érték helyett — BEQ-értékként.

A jelentési hatarérték alatti reakciokat adé mintékat ,jelentési hatarérték
alatt” megjeldléssel kell feltiintetni. A munkatartomany feletti reakciokat
mutatd mintakat a ,,munkatartomanyt meghaladokként” kell jelenteni, és
a munkatartomany tetejének megfeleld szintet BEQ-értékként kell
megadni.

A jelentésnek minden mintamatrix-tipusndl tartalmaznia kell az értékelés
alapjat képezo felsé hatarértéket vagy beavatkozasi kiiszobértéket.

A jelentésnek tartalmaznia kell az alkalmazott teszt tipusat, a teszt alap-
elvét és a kalibracio tipusat.

A jelentésnek tartalmaznia kell a PCDD/F-ek és a dioxinjellegli PCB-k
extrakciojahoz hasznalt modszert.

Ha valamely mintaval kapcsolatban felmeriil, hogy feltehetéen nem felel
meg, a jelentésben szerepelnie kell a sziikséges intézkedésre vonatkozd
megjegyzésnek. A jelentds koncentraciot tartalmazd mintakban a

megerdsiteni.

A nem megfeleld eredményeket csak megerdsitd elemzés utan kell
jelenteni.

Fizikai-kémiai sziirdmodszerek

A szlirés eredményét ,megfelel6” vagy ,feltehetben nem megfeleld”
megjeloléssel kell megadni.

A jelentésnek minden mintamatrix-tipusnal tartalmaznia kell az értékelés
alapjat képezo felsé hatarértéket vagy beavatkozasi kiiszobértéket.
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3. Emellett jelenteni kell az egyes PCDD/F- és dioxin jellegil

PCB-kongénerek koncentracioit és a TEQ-értékeket, és ezeket felfelé,
lefelé és kozépre kerekitett értékként kell a jelentésben megadni. Az
eredményeket ugyanabban a mértékegységben és legalabb ugyanannyi
tizedesjeggyel kell megadni, ahogy a 2002/32/EK iranyelv a fels6 hatar-
értékeket megadja.

4. Meg kell adni az egyes belsd standardok visszanyeréseit abban az eset-

ben, ha a visszanyerések kivill esnek a 6.2.5. pontban megadott tarto-
manyon, ha az eredmények meghaladjak a felsé hatarértéket (ebben az
esetben meg kell adni a két parhuzamos elemzés egyikének visszanye-
réseit) vagy kérésre mas esetekben.

.5. A jelentésnek tartalmaznia kell az alkalmazott GC-MS modszert.

.6. A jelentésnek tartalmaznia kell a PCDD/F-ek és a dioxinjellegti PCB-k

extrakciojahoz hasznalt modszert.

7. Ha valamely mintdval kapcsolatban felmeriil, hogy feltehetden nem felel

meg, a jelentésben szerepelnie kell a sziikséges intézkedésre vonatkozd
megjegyzésnek. A jelentés koncentraciot tartalmazé mintdkban a

megerdsiteni.

8. A nem megfelelésrdl csak megerdsitd elemzés utan lehet hatarozni.

1. FEJEZET

A takarmanyokban eldfordulo nem dioxin jellegii pcb-k koncentrdcidjanak
hatosagi ellendrzéséhez hasznalt minta-elokészités és az elemzési modszerekre

3.2.

3.3.

Q]

vonatkozo kovetelmények
Alkalmazasi kor

Az e fejezetben eldirt kovetelményeket kell alkalmazni a takarma-
nyoknak a nem dioxin jellegli PCB-k koncentracidja tekintetében torténd
hatdsagi ellenérzési céli elemzéséhez, tovabba az egyéb szabalyozasi
célokat szolgaldé minta-eldkészités és analitikai kovetelmények tekinteté-
ben, ideértve a 183/2005/EK rendelet rendelkezéseinek valo megfelelés
biztositasa érdekében az takarmanyipari vallalkozo altal végzett ellen-
Orzéseket.

Az alkalmazandé kimutatasi médszerek
Gazkromatografia/elektronbefogasos kimutatas (GC-ECD), GC-LRMS,
GC-MS/MS, GC-HRMS vagy egyenértékli modszerek.

A Keresett analitok beazonositisa és megerdsitése

A bels6 standardokhoz vagy referenciastandardokhoz viszonyitott relativ

retencios 1d6 (elfogadhato eltérés: +/— 0,25 %).

A nem dioxin jelleg PCB-k gazkromatografias elvalasztasa a zavard
anyagoktol, foként az egyiitt elualdddo PCB-kt6l, kiilondsen, ha a mintak
koncentracioi a jogszabalyi hatarértékek tartomanyaban vagy afolott
vannak, és a meg nem felelést meg kell erdsiteni. (*).

A GC-MS modszerekre vonatkozo kdvetelmények

Legaldbb az alabbi szam(i molekularis ion vagy a molekularis klasz-
terben 1évé jellemz6 ionok nyomon kovetése:

a) a HRMS-nél két specifikus ion;

A tapasztalatok szerint a kovetkezé kongénereknél példaul gyakran eléfordul az egyiittes

eluacié: PCB-28/31, PCB-52/69 és PCB-138/163/164. A GC-MS modszernél figyelembe
kell venni az esetleg a nagyobb mértékben klorozott kongénerek fragmentumai altal
okozott esetleges zavarast is.
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3.4.

7.2.

7.3.

7.4.

Q)

(2

-~

b) az LRMS-nél harom specifikus ion;

c) két specifikus anyaion; mindegyik esetében egy megfelelé ionatme-
nettel az MS-MS tekintetében.

Kivalasztott tomegfragmentumok gyakorisagara megengedett tlirések:

Kivélasztott tomegfragmentumok gyakorisdganak relativ eltérése az
elméleti gyakorisaghoz vagy a keresett ion (a vizsgalt ionok koziil a
leggyakoribb) és a mindsitd ion(ok) kalibracios standardjahoz képest:
+15%

A GC-ECD moddszerekre vonatkoz6 kdvetelmények

A felsd hatarértéket meghaladé eredményeket kiilonboz6 polaritasa allo-
fazist hasznalo két gazkromatografias oszloppal meg kell erdsiteni.
A médszer alkalmassaginak igazolisa

A modszer alkalmassagat a felsé hatarérték tartomanyaban (a felsé hatar-
érték felétol a kétszereséig) kell hitelesiteni Gigy, hogy az ismételt elem-
zések elfogadhat6 variacios egyiitthatot adnak (a kozbensé modszerpon-
tossagra vonatkozé eldirasokat lasd a 9. pontban).

A meghatarozasi hatar

A nem dioxin jellegii PCB-k meghatarozasi hataranak (') 6sszege nem
lehet magasabb a felsé hatarérték egyharmadanal (?).
Mindség-ellenorzés

Rendszeres vakkontrollmérések, adalékolt mintak elemzése, mindség-
ellen6rzési mintak, részvétel a vonatkozd matrixokkal végzett laborato-
riumkozi korvizsgalatokban.

A visszanyerések ellenorzése

A keresett analitokhoz hasonlo fizikai-kémiai tulajdonsagokkal rendel-
kez6 alkalmas belsd standardokat kell hasznalni.

Bels6 standardok hozzaadasa:
Hozzaadas a termékekhez (extrakcid és mintatisztitas el6tt).

A mind a hat izotopos jeldlésii nem dioxin jellegli PCB-kongénert hasz-
nalé modszerekre vonatkozo elbirasok:

a) az eredményeket korrigalni kell a belsd standardok visszanyeréseivel;

Nl

b) az izotopjeldlésii belsd standardok visszanyerésének 60 és 120 %

ko6zott kell lennie;

=

¢) anem dioxin jellegli PCB-k Osszegéhez 10 %-nal kisebb mértékben
hozzajarulo egyes kongénereknél elfogadhatd ennél kisebb vagy
nagyobb visszanyerés.

A nem mind a hat izotdpos jelolésti belsé standardot vagy mas bels6
standardokat hasznalé modszerekre vonatkozo eldirasok:

a) a bels standard(ok) visszanyerését minden minta esetében ellendrizni
kell;

Adott esteben a ,,Guidance Document on the Estimation of LOD and LOQ for Measu-

rements in the Field of Contaminants in Feed and Food” (Iranymutatas az érzékelési
hatar és a meghatarozasi hatar méréséhez a takarmanyban és élelmiszerekben el6forduld
szennyezd anyagok tekintetében) (http://ec.europa.eu/food/safety/animal-feed en) doku-
mentumban meghatarozott elvek kovetenddk.

lasa a mintaban 1év6 szennyez6dés koncentracidjahoz ennél kisebb legyen. A laborato-
rium feleléssége a vakmintak koncentracioeltéréseinek ellenérzés alatt tartasa, kiilondsen
akkor, ha a vakmintakkal kapott eredményeket le kell vonni az analitikai eredményekbdl.
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7.5.

10.

10.1.

10.2.

10.3.

10.4.

10.5.

b) a belsd standard(ok) visszanyeréseinek 60 % és 120 % kozott kell
lennitik;

c) az eredményeket korrigalni kell a belsd standardok visszanyeréseivel.

Az izotoppal nem jelolt kongénerek visszanyerését olyan adalékolt
mintdkkal vagy mindség-ellendrzési mintadkkal kell ellendrizni, amelyek
koncentracioja a fels6 hatarérték tartomanyaba esik. Ezen kongénereknél
a visszanyerést elfogadhatonak kell tekinteni, ha az 60 és 120 % kozott
van.

A laboratériumokra vonatkozé kovetelmények

A 882/2004/EK rendelet rendelkezéseinek megfeleléen az analitikai
mindségbiztositds alkalmazisanak biztositdsa érdekében a laboratoriu-
mokat az ISO 58 utmutatd szerint miikodd elismert testiiletnek kell
akkreditalnia. A laboratoriumokat az EN ISO/IEC 17025 szabvany
szerint kell akkreditalni. Emellett adott esetben a ,,Technical Guidelines
for the estimation of measurement uncertainty and limits of quantifica-
tion for PCB analysis” (Miiszaki irAnymutatds a mérési bizonytalansag
és meghatarozasi hatar becsléséhez a PCB vizsgalata tekintetében) doku-
mentumban foglalt elvek kovetenddk (V).

Alkalmassagjellemzék: a felsé hatarértékben jelen 1évé hat indikator
PCB o6sszegére vonatkoz6 kritériumok

Izotophigitasos

tomegspekometria (') Egyéb technikik

Valodisag —20 % és +20 % |— 30 % és + 30 %
kozott kozott

Kozbensé modszerpontossag <15% <20 %

(RSD%)

A felfelé és a lefelé kerekités <20 % <20 %

kozotti kiilonbség

(") Belsé standardként mind a hat, 13 C-jeldlésti analogot hasznalni kell.

Az eredmények jelentése

Az analitikai eredmények kozott fel kell tiintetni az egyes nem dioxin
jellegli PCB-k koncentracioit és az ilyen PCB-kongénerek Osszegét, és
ezeket felfelé, lefelé és kozépre kerekitett értékként kell a jelentésben
megadni, hogy az az eredményekrdl a lehet6 legtobb informaciot tartal-
mazza, lehetévé téve az eredményeknek a vonatkozd kovetelmények
szerinti értelmezését.

A jelentésnek tartalmaznia kell a PCB-k extrakcidjdhoz hasznalt
modszert.

Meg kell adni az egyes belsé standardok visszanyeréseit abban az eset-
ben, ha a visszanyerések kiviil esnek a 7. pontban megadott tartoma-
nyon, ha az eredmények meghaladjak a fels hatarértéket vagy kérésre
mas esetekben.

Mivel a minta megfelel6ségérdl valo dontésnél figyelembe kell venni a
kiterjesztett mérési bizonytalansagot, ezt a paramétert is meg kell adni.
Az analitikai eredményeket tehat x +/— U formaban kell megadni a
jelentésben, ahol x az analitikai eredmény, U a Kkiterjesztett mérési
bizonytalansag, a kiterjesztési tényez6 2, amely koriilbeliil 95 %-os
megbizhatdsagi szintet eredményez.

Az eredményeket ugyanabban a mértékegységben és legalabb ugyan-
annyi tizedesjeggyel kell megadni, ahogy a 2002/32/EK iranyelv a
felsd hatarértékeket megadja.

(1) A jelenlegi kovetelmények az aldbbi kiadvanyban kozzétett TEF-értékeken alapulnak: M.
Van den Berg és mtsai., Toxicol Sci 93 (2), 223-241 (2006).
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VI. MELLEKLET

A TAKARMANYOK HATOSAGI ELLENORZESE SORAN AZ ALLATI
EREDETU ALKOTOELEMEK MEGHATAROZASARA SZOLGALO

2.1.
2.1.1.

2.1.2.
2.1.2.1.
2.1.2.1.1.
2.1.2.1.1.1.
2.1.2.1.2.
2.1.2.1.2.1.

2.1.2.1.3.
2.1.2.1.3.1.

ANALITIKAI MODSZEREK

CEL ES ALKALMAZASI TERULET

E melléklet rendelkezéseinek értelmében a takarmanyban 1évo
allati eredetli alkotoelemeket fénymikroszkoppal vagy polimeraz
lancreakcioval (PCR) kell meghatarozni.

A két mddszer lehetévé teszi az allati fehérje jelenlétének kimuta-
tasat a takarmany-alapanyagokban és az Osszetett takarmanyokban.
Azonban ezekkel a modszerekkel az emlitett Gsszetevok mennyi-
ségét a takarmany-alapanyagokban és az Gsszetett takarmanyokban
nem lehet meghatarozni. A kimutatasi hatarérték mindkét modszer
esetén 0,1 m/m%.

A PCR-mddszerrel lehetséges a takarmany-alapanyagokban és az
Osszetett takarmanyokban jelen 1évé allati fehérje rendszertani
csoportjanak meghatarozasa.

Ezek a modszerek alkalmazandok a 999/2001/EK rendelet
7. cikkének (1) bekezdésében és IV. mellékletében, valamint az
1069/2009/EK rendelet 11. cikkének (1) bekezdésében megalla-
pitott tilalmak betartasanak ellenérzéséhez.

A vizsgalt takarmany tipusatol fliggben a takarmanyokban el6for-
duld allati fehérjéket vizsgald uniods referencialaboratorium (EURL-
AP) altal meghatarozott és a laboratorium honlapjan (') kozzétett
szabvanymiveleti eljarasoknak (SOP) megfeleléen ezek a
modszerek kiilon-kiilon vagy egymassal kombinalva egy miiveleti
eljarason beliil is alkalmazhatok.

MODSZEREK
Fénymikroszkop
A mddszer alapelve

Az elemzésre kiildott takarmany-alapanyagokban és Osszetett takar-
manyokban jelen 1év$ allati eredetii alkotdelemek a tipusos,
mikroszkoppal felismerheté jellegzetességek alapjan azonosithatok
(pl. izomrostok és egyéb husrészek, porc, csontok, szaru, szor,
sorte, vér, tollak, tojashéjak, halcsontok, pikkelyek).

Reagensek és eszkozok
Reagensek

Koncentralé anyagok
Tetraklor-etilén (fajsuly: 1,62)
Szinezékek

Alizarinvorés-oldat (fel kell oldani 2,5 ml 1 M-os s6savat 100 ml
vizben, majd hozza kell adni ehhez az oldathoz 200 mg alizarin-
voroset)

Beagyazo kozegek
Lug (NaOH 2,5 % w/v vagy KOH 2,5 %w/v)

(") http://eurl.craw.eu/
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2.1.2.1.3.2.
2.1.2.1.3.3.

2.1.2.14.
2.1.2.1.4.1.

2.1.2.14.2.
2.1.2.1.4.3.

2.1.2.1.4.4.

2.1.2.1.5.
2.1.2.1.5.1.
2.1.2.1.5.2.
2.1.2.1.6.
2.1.2.1.6.1.
2.1.2.2.
2.1.2.2.1.
2.1222.
2.1.2.23.
2.1.2.2.4.

Glicerin (t6mény, viszkozitas: 1490 cP)

Norland ® Optical Adhesive 65 (viszkozitas: 1 200 cP) vagy ezzel
egyenértékii tulajdonsagokkal rendelkezd, tartds targylemez-el6ké-
szitésre alkalmas gyanta

Szinezd tulajdonsaggal rendelkezé bedgyazd kozegek

Lugololdat (fel kell oldani 2 g kalium-jodidot 100 ml vizben, majd
hozzaadni 1 g jodot sirli razogatas kdzben)

Cisztin reagens (2 g 6lom-acetat, 10 g NaOH/100 ml viz)

Fehling reagens (felhasznalas el6tt az A és B torzsoldatbol vett
egyenld egységekbdl (1/1) késziil. A oldat: fel kell oldani 6,9 g
réz(I1)-szulfat-pentahidratot 100 ml vizben. B oldat: fel kell oldani
34,6 g kalium-natrium-tartarat-tetrahidratot és 12 g NaOH-t 100 ml
vizben)

Tetrametilbenzidin/Hidrogén-peroxid. (fel kell oldani 1 g 3,3°,5,5°-
tetrametilbenzidint (TMB) 100 ml jégecetben és 150 ml vizben.
Felhasznalas elott dssze kell keverni négy rész TMB-oldatot és egy
rész 3 %-os hidrogén-peroxidot.

Oblité reagensek

Etanol > 96 % (technikai mindségii)

Aceton (technikai mindségit)

Fehérité reagens

Kereskedelmi natriumhipoklorit-oldat (9—14 % aktiv klor)
Felszerelés

0,001 g pontossagu analitikai mérleg.

Orléeszkozok: dardld vagy mozsér

0,25 mm-es és 1 mm-es lyukatmérdjii négyzethalos szita

250 ml drtartalmt kapos iiveg elvalasztotolesér, a tolesér kiipos
végén teflon vagy csiszolt iliveg elzarocsappal. Az elzardcsap
nyitasi atmérdje > 4 mm. Alternativ megoldasként kapos alji f6z6-
pohar is hasznalhatd, amennyiben a laboratorium bizonyitja, hogy
a kimutatasi szintek megegyeznek a kupos iiveg elvalasztotolesér
alkalmazasaval elért kimutatasi szintekkel.

Elvalasztéotolesér

/"

250 ml

4mm diameter
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2.1.2.2.5.

2.1.2.2.6.

2.1.2.2.7.
2.1.2.2.8.

2.1.3.
2.13.1.

2.1.3.2.

2.1.3.3.
2.1.3.3.1.

2.1.33.2.

2.1.3.3.3.

2.1.3.34.

Sztereomikroszkép, legalabb 6,5—40-szeresig terjedd nagyitast

Osszetett mikroszkop legalabb 100—400-szorosig terjedd nagyitas,
ates6 fényl vilagos latotérrel. Kiegészitésként polarizalt fény és
differencial-interferenciakontraszt is alkalmazhatd

Szabvanyos laboratoriumi iivegedények

Felszerelés targylemez elokészitéséhez: klasszikus mikroszkop-
targylemezek, vésett targylemezek, feddlemezek (20x20 mm),
csipeszek, finom spatula

Mintavételezés és minta-elékészités
Mintavétel

Az 1. mellékletben megallapitott rendelkezések szerint vett repre-
zentativ mintat kell hasznalni.

Ovintézkedések

A laboratériumban a keresztszennyez6dés elkeriilése érdekében a
tobbszor hasznalatos eszkozoket hasznalat el6tt gondosan meg kell
tisztitani. Az elvalasztotolesért tisztitas el6tt részekre kell szedni.
Az elvalasztotolesért és az iivegedényeket el6szor kézzel el kell
mosni, és ezt kovetden mosogatogépben tisztitani. A szitakat erész-
szalo miszalas kefével kell megtisztitani. Zsiros anyag (példaul
halliszt) atszitalasat kovetden acetonnal és siritett levegdvel java-
solt a szitakon végso tisztitast végezni.

Zsirtol vagy olajtol eltérd mintak el6készitése

Mintaszaritas: a 14 %-nal magasabb nedvességtartalmii mintakat
kezelés elott ki kell szaritani.

Minta elészitalasa: a pelletalt takarmanyokat és magvakat ajanlatos
1 mm-es lyukatmérdjii szitan eldszitalni, majd a két kapott frakciot
kiilon mintaként el6késziteni és elemezni.

Részminta-vételezés és 6rlés: A mintabol legalabb 50 g részmintat
kell venni elemzés céljara, majd le6rolni.

Uledék kivondsa és eldkészitése: a 10 g tomegii (0,01 g pontos-
saggal bemért) 6rolt részmintat elvalasztd tolcsérbe vagy kapos
alju f6z6poharba kell helyezni, és legalabb 50 ml tetraklor-etilént
hozzaadni. Hallisztb6l vagy egyéb tiszta allati termékb6l, asvanyi
alkotoelembdl vagy olyan eldkeverékekbdl, amelyek 10 %-nal
nagyobb mennyiségli iledéket képeznek, 3 g-nal nagyobb
mennyiség nem keriilhet a tolcsérbe.A keveréket legalabb 30
mp-ig er6teljesen kell razni, majd oOvatosan hozzdadni legalabb
50 ml tetraklor-etilént a tolcsér bels6 falanak leoblitésével, a rata-
padt részecskék eltavolitasa érdekében. A kapott keveréket
legalabb 6t percig allni kell hagyni, miel6tt az elzarocsap megnyi-
tasaval az iledéket levalasztjuk.

Kupos alju f6z6pohar hasznalatakor a keveréket legalabb 15 mp-ig
erdteljesen fel kell keverni, majd legalabb 10 ml tiszta tetraklor-
etilénnel Ovatosan ledbliteni a pohar belsé falardl az odatapadt
részecskéket. A keveréket legalabb 3 percig allni kell hagyni,
majd tovabbi 15 mp-ig keverni és legalabb 10 ml tiszta tetraklor-
etilénnel Ovatosan ledbliteni a pohar belsé falardl az odatapadt
részecskéket. Az igy kapott keveréket legalabb 5 percig allni kell
hagyni, majd a folyadékfrakciot eltavolitani és dvatos dekantalassal
kionteni ugy, hogy az Gsszes iiledék megmaradjon.
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2.1.3.3.5.

2.1.3.3.6.

2.13.4.

2.1.3.5.

Az iiledéket ki kell szaritani, és ezt kovetden (0,001 g) pontos-
saggal lemérni. Ha az iiledék tobb mint 5 %-at 0,50 mm-nél
nagyobb részecskék alkotjak, 0,25 mm lyukatmérGji szitan at
kell szitalni és az igy kapott két frakciot vizsgalni.

A flotatum kivonasa és eldkészitése: az iiledék fentiek szerinti
modszerrel torténd kinyerése utan két fazis marad vissza az elva-
laszto tolcsérben: a tetraklor-etilénbdl allo folyadék és a feliiluszo
anyagbol allo szilard halmazallapoti anyag. A szilard fazist (a
flotatumot) a tetraklor-etilénnek az elzardcsapon keresztiili kienge-
désével kell kinyerni a tolcsérbdl. Az elvalasztotolesér megfordita-
saval a flotatumot egy nagy Petri-csészébe kell onteni, majd fiistel-
szivo slivegben levegls szaritassal megszaritani. Ha a flotatum
tobb mint 5 %-4t 0,50 mm-nél nagyobb részecskék alkotjak, 0,25
mm lyukatmérdjii szitan at kell szitalni és az igy kapott két frakciot
vizsgalni.

A nyersanyag el6készitése: az 6rolt részmintabol legalabb 5 g-ot
kell el6késziteni. Ha az anyag tobb mint 5 %-at 0,50 mm-nél
nagyobb részecskék alkotjak, 0,25 mm lyukatmérGji szitan at
kell szitalni és az igy kapott két frakciot vizsgalni.

Zsirt vagy olajat tartalmaz6é mintdk elokészitése

A kovetkez6 modszer alkalmazhatd a zsirt vagy olajat tartalmazo
mintdk elokészitéséhez:

— ha a zsir szilird, addig kell melegiteni P»C2 szaritos-
zekrényben, € amig folyékonnya nem valik,

— at kell pipettazni 40 ml zsirt vagy olajat a minta aljardl egy
centrifugacsdbe,

— centrifugaljuk tiz percig 4 000-es percenkénti fordulatszamon,

— ha a zsir a centrifuglds utdn szilard, addig kell melegiteni
» C2 szaritdszekrényben, € amig folyékonnyd nem valik,

— ismételjiik meg a centrifugalast 6t percig 4 000 percenkénti
fordulatszamon,

— a leiilepedett szennyezddések felét egy kiskanallal vagy egy
spatulaval tegyiik at egy mikroszkop-targylemezre vizsgalat
céljabol, beagyazoszerként a glicerin hasznalata javasolt,

— a fennmaradé szennyezddéseket a 2.1.3.3. pontnak megfelelden
az iiledék elékészitésére kell hasznalni.

Szinezékek hasznalata

Az 4llati eredetii alkotoelemek helyes meghatarozasanak megkony-
nyitése érdekében, az EURL-AP altal kiadott és a honlapjan is
elérheté utmutatokkal Osszhangban a laboratoriumi munkatars
hasznalhat szinezékeket a minta elokészitése soran.

Az iiledék alizarinvoros-oldattal torténd festésekor az alabbi eljaras
alkalmazando:

— a szaritott tiledéket iivegkémcsobe kell tolteni, és kétszer kb. 5
ml etanollal atébliteni (minden alkalommal 30 mp-ig Vortex
kever6t kell hasznalni, az olddszert masfél percig hagyni leiile-
pedni, majd lednteni),

— az liledéket legalabb 1 ml natrium-hipoklorit oldat hozzaada-
saval fehériteni kell. A folyamatnak 10 perc reakci6iddt kell
biztositani. A kémcsovet megtoltjiik vizzel, az iiledéket 2-3
percig hagyjuk letilepedni, és a vizet és a szuszpendalt részecs-
kéket ovatosan ledntjiik,
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2.1.4.
2.1.4.1.

2.1.4.2.

— az liledéket még kétszer kb. 10 ml vizzel le kell 6bliteni (30
mp-ig Vortex keverdt kell hasznalni, hagyni leiilepedni, és a
vizet minden alkalommal lednteni),

— hozza kell adni 2—-10 csepp alizarinvords-oldatot, majd Vortex
keverével Osszekeverni. A reakcid 30 mp-ig tarthat, és a szine-
zett tiledéket kétszer kb. 5 ml etanollal, majd egyszer acetonnal
at kell obliteni (minden alkalommal 30 mp-ig Vortex 30
kever6t kell hasznalni, az oldoszert kb. egy percig hagyni leiile-
pedni, majd lednteni),

— a szinezett iiledéket ki kell szaritani.

Mikroszkopos vizsgalat
Targylemez-el6készités

Az iiledékbdl és a laboratoriumi munkatars valasztasatol fiiggden a
flotatumbol vagy a nyersanyagb6l targylemezen preparatumot
készitiink. Amennyiben szitat hasznaltunk a minta elékészitése
soran, mindkét igy kapott frakciot (finom és durva) preparalni
kell. A frakciobol a targylemezre teritett vizsgalati mennyiségeknek
az egész frakciora nézve reprezentativaknak kell lennitik.

Elegendé mennyiségli targylemezt kell elokésziteni annak érdeké-
ben, hogy a 2.1.4.2. pontban ismertetett vizsgalati eljarast teljes
egészében végre lehessen hajtani.

A targylemezeket az EURL-AP &ltal meghatarozott és a honlapjan
kozzétett szabvanymiiveleti eljarasokat kovetve a megfeleld
beagyazoszerrel kell bedgyazni. A targylemezeket fed6lemezekkel
le kell fedni.

Megfigyelési eljaras allati részecskék kimutatasara takarmany-alap-
anyagokban és Osszetett takarmanyokban

A preparalt targylemezt az Gsszetett takarmanyokra és a nem kiza-
rolag hallisztbdl (1. abra) vagy a kizardlag hallisztbdl allo (2. abra)
takarmany-alapanyagokra vonatkozodan eldirt megfigyelési elja-
rassal 0sszhangban kell megvizsgalni.

Az iledék ¢és a laboratoriumi munkatars dontésétol fiiggden a
flotdtum vagy a nyersanyag mikroszkopos vizsgalatat Osszetett
mikroszkoppal kell elvégezni. A durva frakciok megfigyelésekor
az Osszetett mikroszkop mellett sztereomikroszkop is hasznéalhato.
Minden targylemezt tobbféle nagyitassal kell teljes egészében
megvizsgalni.

A megfigyelési eljards minden szakaszdban szigorGian be kell
tartani a targylemezek megfigyelésre el6irt minimalis szamat,
kivéve, ha a frakcio teljes mérete nem teszi lehetévé a megadott
szam teljesitését. Meghatdrozasonként legfeljebb 6 targylemezt kell
megvizsgalni.

A részecskék tulajdonsagainak ¢és eredetének meghatarozasat
megkonnyitendd a laboratériumi munkatars alkalmazhat segédesz-
kozoket, példaul dontéstamogatd rendszereket, képkonyvtarakat és
referenciamintakat.
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1 dbra

Megfigyelési eljaras allati részecskék kimutatasara osszetett takarmanyokban és nem hallisztbél allo takarmany-
alapanyagokban

Sieving on
0.25 mm mesh

Grinding process of sample
insures 95 % of particles
< 0.50 mm

YES

3 slides from < 0.25 mm sediment

3 slides from sediment
P
1 slide <0.25 mm flotate or raw material

+
1 slide from flotate or raw material

repetition of analysis
according to
point 2.1.4.3

>5 animal particles
of same nature
detected?

sample declared
according to point
2.1.5.3 for FISH

YES

> 5 animal particles
of same nature detec-
ted?

Number of fish
particles?

1 slide from > 0.25 mm
sediment

1 slide from sediment

> 5 animal particles
of same nature
detected?

nature of animal
particles?

> 5 animal particles
of same nature
detected?

1 slide
from
>0.25 mm flotate or raw material

1 slide
from
rotate or raw material

Number of terrestrial
particles?

repetition of analysis accor-
ding to
point 2.1.4.3

sample declared according
to point 2.1.5.3 for TERREST-
RIAL ANIMAL

animal
particles detected?

afimal particles detec™
ted?

sample declared according to
point 2.1.5.1
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2 abra

Megfigyelési eljaras allati részecskék kimutatasara hallisztben

YES

Grinding process

3 slides
from sediment

> 5 terrestrial
particles detected?

2 slides
from sediment

> 5 terrestrial
particles detected?

1 slide
from
flotate or raw material

terrestrial YES

particles detected?

insures 95% of particles
< 0.50 mm

Sieving on 0.25 mm
mesh

sample declared
according to point 2.1.5.3
for TERRESTRIAL ANIMAL

Number of terrestrial
particles?

repetition of analysis
according to
point 2.1.4.3

sample declared

-

3 slides
from < 0.25 mm sediment

> 5 terrestrial
particles detected?

2 slides
from > 0.25 mm sediment

> 5 terrestrial
particles detected?

1 slide
from
< 0.25 mm flotate or raw material

YES

terrestrial
particles detected?

according to point 2.1.5.1
for TERRESTRIAL ANIMAL
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2.1.4.3.

2.1.5.1.

2.1.5.2.

Meghatarozasok szdma

Ha az 1. vagy 2. abra szerinti megfigyelési eljarasnak megfeleléen
végzett elsé meghatarozas nem mutatta ki egy adott (szarazfoldi
allatokbol vagy halbol szarmazo) allati részecske jelenlétét, tovabbi
meghatarozasra nincs sziikség, és az elemzés eredményét a 2.1.5.1.
pont szerinti terminoldgiat alkalmazva jelenteni kell.

Ha az 1. vagy 2. abra szerinti megfigyelési eljarasnak megfeleléen
végzett els6 meghatarozas egy adott (szarazfoldi allatokbol vagy
halbol szarmazo) allati részecskébdl 1-5-ig terjedd mennyiséget
mutat ki, egy masodik meghatarozast kell végezni egy wjabb, 50
g-os részmintan. Ha a masodik meghatarozas egy adott allati
részecskébdl 1-5-ig terjedd mennyiséget mutatott ki, az elemzés
eredményét jelenteni kell a 2.1.5.2. pont szerinti terminoldgia
alkalmazasaval, ellenkezé esetben még egy harmadik meghata-
rozast is el kell végezni egy Ujabb, 50 g-os részmintan. Ugyan-
akkor, ha az els6 és a masodik meghatarozas egy adott allati
részecskébdl 15-nél tobbet mutatott ki, nincs sziikség tovabbi
meghatarozasra, és az elemzés eredményét kozvetleniil jelenteni
kell a 2.1.5.3. pont szerinti terminologia alapjan. Ha a harmadik
meghatarozas egy adott allati részecskéb6l 15-nél tobbet mutatott
ki, az elemzés eredményérdl jelentést kell késziteni a 2.1.5.3.
pontban szerepld terminologia szerint. Egyéb esetben az elemzés
eredményét jelenteni kell a 2.1.5.2. pontban meghatérozott termi-
noldgia alapjan.

Ha az 1. vagy 2. abra szerinti megfigyelési eljarasnak megfeleléen
végzett els6 meghatarozas egy adott (szarazfoldi allatokbol vagy
halbdl szarmazo) allati részecskébdl 5-nél tobbet mutatott ki, az
elemzés eredményérdl jelentést kell késziteni a 2.1.5.3. pontban
meghatérozott terminologiat hasznalva.

Az eredmények kozlése

A laboratorium az eredmények jelentésekor megadja a vizsgalt
anyagok tipusat (liledék, flotatum, nyersanyag) és az elvégzett
meghatarozasok szamat.

A laboratériumi jelentésnek tartalmaznia kell legalabb a szarazfoldi
allatokbol és a halbol szarmazo alkotoelemek jelenlétére vonatkozo
informéaciot.

A kiilonbozo eseteket a kovetkezd modon kell jelenteni:

A meghatarozas nem mutatott ki adott allati részecskét:

— a bekiildott mintaban fénymikroszkopos vizsgalat alapjan,
szarazfoldi allatokbol szarmazo részecske nem volt kimutat-
hato,

— a bekildott mintaban fénymikroszkdpos vizsgalat alapjan,
halbdl szarmazo6 alkotoelem nem volt kimutathato,

A meghatarozas egy adott allati részecskébdl atlagosan 1-5-6t
mutatott ki:

— a bekiildott mintdban fénymikroszkopos vizsgalat alapjan
meghatarozasonként atlagosan legfeljebb 5, szarazfoldi allat-
okbol szarmazd részecske volt kimutathatd. Az alabbi
részecskék keriiltek azonositasra: ... [csont, porc, izom, szdr,
szaru...] Az allati részecskéknek a mikroszkopos modszer
kimutatasi hatarértéke alatti jelenléte miatt a téves pozitiv ered-
mény nem zarhato ki.
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2.1.53.

2.2.
2.2.1.

222.
22.2.1.
222.1.1.

22.2.1.2.

Illetve, adott esetben:

— a bekiildott mintdban fénymikroszkopos vizsgalat alapjan
meghatarozasonként atlagosan legfeljebb 5, halbdl szarmazo
részecske volt kimutathatd. Az alabbi részecskék keriiltek
azonositasra: ... [halcsont, halpikkely, porc, izom, halloké (oto-
lith), kopoltyt...] A halbdl szarmazoé részecskéknek a mikrosz-
kopos modszer kimutatasi hatarértéke alatti jelenléte miatt a
téves pozitiv eredmény nem zarhato ki.

El6szitalt minta esetén a laboratoriumi jelentés tartalmazza, hogy
mely frakcidban (atszitalt frakcio, pelletalt frakcié vagy magvak)
mutattak ki ezidaig éllati részecskéket, mivel a kizarélag az atszi-
talt frakcioban kimutatott allati részecskék jelenléte kornyezeti
szennyezésre utalhat.

A meghatdrozas egy adott 4llati részecskébdl atlagosan 5-nél tobbet
mutatott ki

— a bekiildott mintaban fénymikroszkopos vizsgalat alapjan
meghatarozasonként nem volt kimutathatd 5-nél tobb szaraz-
foldi allatokbol szarmazo részecske. Az alabbi részecskéket
azonositottak: ... [csont, porc, izom, szér, szaru...]

Tlletve, adott esetben:

— a bekiildott mintdban fénymikroszkopos vizsgalat alapjan
meghatérozasonként 5-nél tobb, halbol szarmazd részecskét
mutattak ki. Az alabbi részecskéket azonositottak: ... [halcsont,
halpikkely, porc, izom, halloké (otolith), kopoltyu...]

A minta el6szitalasa esetén a laboratoriumi jelentés tartalmazza,
hogy melyik frakcidban (atszitalt frakcid, pelletalt frakcio vagy
magvak) mutattak ki ezidaig allati részecskéket, mivel a kizardlag
az atszitalt frakcidban kimutatott allati részecskék jelenléte kornye-
zeti szennyezésre utalhat.

PCR
A mdodszer alapelve

A takarmany-alapanyagokban vagy az Osszetett takarmanyokban
eléforduld allati eredetii dezoxiribonukleinsav- (DNS-) fragmen-
tumok jelenlétét a PCR-modszerrel végzett genetikai amplifikacios
technika révén mutatjdk ki, meghatarozott fajspecifikus
DNS-szakaszok kivalasztasaval

A PCR-modszer elsé 1épése a DNS-extrakcio. Az igy kapott
DNS-kivonat egy amplifikacids eljarassal alkalmassa valik a vizs-
galando allatfaj jelenlétének kimutatasara.

Reagensek és eszkozék
Reagensek
Reagensek a DNS-extrakcio szakaszaban

Kizarolag az EURL-AP 4ltal jovahagyott és a honlapjan kozzétett
reagensek hasznalhatok.

Reagensek a génamplifikacié szakaszaban
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2221.2.1.

222122,

222.1.23.

222.123.1.
2221232
2.221.233.

2222,

2222.1.
22222,
22223.
22224
22.2.25.
2.2.2.2.6.

2222.7.
2.2.3.
2.23.1.

2232

2.2.4.

Primerek és probak

Kizarolag az EURL-AP altal validalt oligonukleotid szekvenciakat
tartalmazd primerek és probak hasznalhatok (1).

Master Mix

Kizarélag olyan Master Mix oldatok hasznalhatéak, amelyek nem
tartalmaznak allati eredeti DNS komponenseket, melyek hibas
mérési eredményhez vezetnek ().

Dekontaminacids reagens

Sosavoldat (0,1 N)

Natriumhipoklorit-oldat, 0,15 % aktiv klor

Nem korroziv reagensek nagy értékii eszkozok, példaul analitikai
mérlegek fert6tlenitéséhez (pl. az MP Biomedicals altal gyartott
DNA EraseTM)

Felszerelés

0,001 g pontossagu analitikai mérleg

Orldeszkozok

Valos idejii PCR-t lehetévé tevd termocykler

Mikrocentrifuga mikrofugacsovekhez

1 pl-1 000 pl pipettazasara alkalmas mikropipetta-készlet
Standard molekularis bioldgiai milanyag edények, mikrofugacso-
vek, sziirds milanyag hegy mikropipettahoz, lemezek a termocyk-
lerhez

Fagyasztoszekrény a mintak és reagensek tarolasara
Mintavételezés és minta-elGkészités

Mintavétel

Az azonositasra az 1. mellékletben megallapitott rendelkezések
szerint vett reprezentativ mintat kell hasznalni.

Minta-el6készités

A DNS-extrakciora szolgald laboratoriumi mintak készitése soran
figyelembe kell venni a II. mellékletben meghatarozott kovetelmé-
nyeket. A mintabdl elemzés céljara legalabb 50 g részmintat kell
venni, majd meg6rdlni.

Az ISO 24276 szabvanyban meghatarozottak értelmében a minta-
elékészitést mas helyiségben kell elvégezni, mint a DNS-extrakciot
és a génamplifikaciot.

Két, egyenként legalabb 100 mg vizsgalati mennyiséget kell eloké-
sziteni.

DNS-extrakcio

A DNS-extrakciét minden egyes elkészitett vizsgalati mintan
az EURL-AP altal meghatarozott és a honlapjan kozzétett szab-
vanymiiveleti eljarasokat (SOP) alkalmazva kell elvégezni.

Az ISO 24276 szabvany értelmében minden extrakcids sorozathoz
két extrakcios kontrollt kell késziteni:

— egy extrakcios vakprobat,

— egy pozitiv DNS-extrakcios kontrollt.

(") Az EURL-AP honlapjan megtalalhato a vizsgalat altal megcélzott allatfajokhoz haszna-

land6 primerek és probak jegyzéke.
(® A célnak megfeleld Master Mix oldatok megtalalhatok az EURL-AP honlapjan.
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2.2.5.

2.2.6.

2.2.6.1.

2.2.6.2.

Genetikai amplifikacio

A genetikai amplifikaciot a meghatarozni kivant egyes fajokra
vonatkozoan validalt moédszerek alkalmazéasaval kell végezni.
Ezeket a modszereketaz EURL-AP altal meghatarozott és a
honlapjan kozzétett szabvanymiveleti eljarasok allapitjdk meg.
Az inhibicié felmérése érdekében a DNS-kivonatokat legalabb
két kiilonbozo higitasban sziikséges vizsgalni.

Az ISO 24276 szabvany értelmében minden célallatfajra vonatko-
zoan két amplifikacids kontrollt kell elokésziteni:

— egy pozitiv DNS-kontrollt minden lemezhez vagy PCR vizs-
galati sorozathoz,

— egy nontemplat kontrollt (mas néven templatmentes kontrollt)
minden lemezhez vagy PCR vizsgalati sorozathoz

Az eredmények értékelése és koziése

— A laboratoriumnak az eredmények kozlésekor meg kell jeldlnie
legalabb a felhasznélt vizsgélati minta stlyat, az alkalmazott kivo-
nasi technikat, az elvégzett meghatarozasok szamat és a modszer
kimutatasi hatarértékét.

Ha negativ templatmentes kontroll mellett a pozitiv
DNS-extrakcios kontroll és a pozitiv DNS-kontroll nem ad pozitiv
eredményt a vizsgalt célra vonatkozoan, az eredményeket nem kell
értékelni és kozolni.

Ha a két parhuzamos vizsgalat eredménye nem egyezik, legalabb a
génamplifikacios lépést meg kell ismételni. Amennyiben a labora-
torium azt feltételezi, hogy az ellentmondasok a DNS-kivonatokbol
adodnak, az eredmények értékelését megelézéen  ujabb
DNS-extrakciot, majd ezt kdvetéen génamplifikaciot kell végezni.

Az EURL-AP altal meghatarozott és a honlapjan kozzétett szab-
vanymiiveleti eljarasok (SOP) értelmében az eredmények végsé
kozlésének két pathuzamos mérés egyiittes értékelésén kell
alapulnia.

Negativ eredmény
A negativ eredményt a kovetkezOk szerint kell kozdlni:

A vizsgalatra bekiildott mintaban nem volt kimutathaté X-b6l szar-
maz6 DNS (X alatt a vizsgalat altal megcélzott allatfaj vagy fajcso-
port értendd).

Pozitiv eredmény
A pozitiv eredményt a kovetkezok szerint kell k6zG6lni:

A vizsgalatra bekiildott mintaban X-b6l szarmazé DNS volt kimu-
tathato (X alatt a vizsgalat altal megcélzott allatfaj vagy fajcsoport
értendo).
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Vil. MELLEKLET

A BAROMFITAKARMA’NY’-K’EVERIE]KEK ENERGIAERTEKENEK
SZAMITASI MODSZERE

1. Az energiaérték szamitisanak és kifejezésének médszere

A baromfitakarmany-keverékek energiaértékét az alabbi képletnek megfele-
16en kell kiszamitani a takarmany bizonyos analitikai alkotéelemeinek szaza-
lékos aranya alapjan. Ezt az értéket > C1 a takarmanykeverék <« kilogram-
monkénti, nitrogénnel korrigalt, metabolizalhato energiajaval (ME) kell kife-
jezni, 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)

2. A feltiintetett értékekre alkalmazandé tiréshatarok

Amennyiben a hatdsagi ellenérzés eltérést (a takarmany megemelkedett vagy
lecsokkent energiaértéke) mutat ki az ellenérzés eredménye ¢€s a feltlintetett
energiaérték kozott, az ME 0,4 MJ/kg-os tiiréshatarat engedélyezik.

3. Az eredmény Kkifejezése

A fenti képlet alkalmazasaval kapott eredményt egy tizedesjegyre kerekitve
kell megadni.

4. A mintavétel és analitikai modszerek

»C1 A takarminykeverék <« mintavételét és a szamitdsi modszerben jelzett
analitikai alkotdelemek tartalmanak meghatarozasat a takarmanyok hatdsagi
ellenérzésére szolgald kozosségi mintavételi és analitikai modszerekkel Gssz-
hangban kell elvégezni.

A kovetkezoket kell alkalmazni:

— a nyerszsirtartalom meghatarozésara: a I1I. melléklet H. részében a nyers-
olajok és zsirok meghatarozasara szolgalé B. modszer,

— a keményitStartalom meghatarozasara: a III. melléklet L. részében
megallapitott polarimetrias modszer.
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VIl MELLEKLET

ANALITIKAI MODSZEREK A MAR NEM ENQEDELYEZETT
ADALEKANYAGOK TAKARMANYOKBAN VALO ILLEGALIS

JELENLETENEK ELLENORZESERE

Fontos megjegyzések:

Az e mellékletben emlitett modszereknél érzékenyebb analitikai modszerek
hasznalhatok a mar nem engedélyezett adalékanyagok takarmanyokban valo
illegalis jelenlétének ellendrzésére.

Megeroésités céljara az e mellékletben emlitett analitikai modszerek kell
hasznalni.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

A. A METIL-BENZOKVAT MEGHATAROZASA

7-benziloxi-6-butil-3-metoxikarbonil-4-kvinolon

Cél és alkalmazasi teriilet

Ezzel a modszerrel a takarmanyokban 1évé metil-benzokvat szintjét lehet
meghatarozni. A meghatarozasi hatar 1 mg/kg.

Vizsgalati alapelv

A metil-benzokvatot a mintdbol metil-alkoholos metanszulfonsav-
oldattal extrahaljuk. A kivonatot diklormetannal, ioncserélé kromatogra-
fias modszerrel deritjiik, majd ismét diklormetannal kezeljik. A
metil-benzokvat-tartalom meghatarozasat forditott fazist, nagy teljesit-
ményli folyadékkromatografias eljarassal (HPLC) és UV-detektor alkal-
mazasaval végezzik.

Reagensek

Diklérmetan
Metil-alkohol, HPLC mindségii
HPLC mozgofazis

metil-alkohol (3.2.) és viz (HPLC mindségli) 75 + 25 (v + v) térfogat-
aranyl keveréke.

Szirjiik at egy 0,22 pm-es sziirén (4.5.), és gazmentesitsik az oldatot
(pl. 10 percig tartd ultrahangos kezeléssel).

Metanszulfonsav-oldat, ¢ = 2 %

Higitsunk 20,0 ml metanszulfonsav-oldatot metil-alkohollal (3.2.) 1 000
ml-re.

Sosavoldat, ¢ = 10 %
Higitsunk 100 ml sésavat (pyol,18 g/ml) vizzel 1 000 ml-re.
Amberlite CG-120 (Na) kationcserélé miigyanta, 100 és 200-as térhald

A gyantat felhasznalas eldtt elokezeljikk. 100 g gyantat mossunk at 500
ml sosavoldattal (3.5.), és alland6 keverés mellett hevitsiik forrasig forrd
féz6lapon. Hagyjuk kihiilni, és Ontsiik le rola a savat. Vakuum alatt
szlirjiikk at egy sziirGpapiron. Mossuk at kétszer a gyantat 500 ml vizzel,
majd 250 ml metil-alkohollal (3.2.). Tovabbi 250 ml metil-alkohollal
oblitsiik a gyantat, és a sziir6pogacsan keresztiil engedett levegdvel
szaritsuk. A szaraz gyantat lezart ivegben taroljuk.

Standard anyag: tiszta metil-benzokvat (7-benziloxi-6-butil-3-metoxicar-
bonil-4-kvinolon)
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3.7.1.

3.7.2.

3.7.3.

4.2.

43.

44,

44.1.

4.5.

4.6.

5.1

S5.1.1.

5.2.

5.3.

Metil-benzokvat standard térzsoldat, 500 pg/ml

Mérjink ki 0,1 mg-os pontossaggal 50 mg standard anyagot (3.7.),
oldjuk fel metanszulfonsav-oldattal (3.4.) egy 100 ml-es mérélombikban,
toltsiik fel jelig, és keverjiik el.

Metil-benzokvat kozbensd standardoldat, 50 pg/ml

Ontsiink at 5,0 ml metil-benzokvat standard torzsoldatot (3.7.1.) egy
50 ml-es mér6lombikba, toltsik fel metil-alkohollal (3.2.) jelig, és
keverjiik el.

Kalibraléoldatok

25 ml-es mérélombikokba adagoljunk 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, illetve 5,0 ml
metil-benzokvat kdzbensd standardoldatot (3.7.2.). Toltsiik fel a lombi-
kokat jelig a mozgofazissal (3.3.), és keverjik Ossze. Ezen oldatok 2,0,
4,0, 6,0, 8,0, illetve 10,0 pg/ml metil-benzokvat koncentracionak
felelnek meg. Az oldatokat hasznalat el6tt frissen kell elkésziteni.

Eszkozok

Laboratoriumi razogép
Rotacids, vékonyfilmes beparlo

Elzarocsappal és egy megkozelitoleg 200 ml-es tartallyal ellatott, 15 mm
belsd atmérdjii és 250 mm magas iivegoszlop

HPLC-késziilék, valtoztathaté hullamhossza UV-detektorral vagy dioda-
soros detektorral

Folyadékkromatografias oszlop: 300 mm X 4 mm, C;g, 10 um-es toltet,
vagy egy ezzel egyenértékii berendezés

Membransziirék, 0,22 pm-es.
Membransziirék, 0,45 pum-es.

A vizsgalat médja
Altaldnos szabdlyok

Vizsgaljunk meg egy takarmanyvakmintat annak ellendrzésére, hogy
sem metil-benzokvat, sem interferalé anyagok nincsenek jelen.

A mintdban talalhatéval kézel azonos mennyiségli metil-benzokvattal
dusitott takarmanyvakminta analizisével végezziink visszanyerési probat.
15 mg/kg-os szintre torténé dusitashoz adjunk 600 ml standard torzs-
oldatot (3.7.1.) 20 g takarmanyvakmintdhoz, mindezt keverjiik el, majd
10 percet varjunk, miel6tt folytatnank a miiveletet az extrahalassal (5.2.).

Megjegyzés: Ehhez a modszerhez a takarmanyvakminta a mintaval
azonos fajtaji takarmany legyen, és abban az analizis soran
metil-benzokvat ne legyen kimutathato.

Extrahdlas

Mérjink ki az elokészitett mintdbol 0,01 g pontossaggal 20 g-ot, és
ontsiik at egy 250 ml-es Erlenmeyer-lombikba. Adjunk hozza 100,0
ml metanszulfonsav-oldatot (3.4.), és razzuk mechanikus razogépben
(4.1.) 30 percig. Szlirjik at az oldatot szlirpapiron, és tegyiik félre a
szlirletet a folyadék-folyadék elvalasztashoz (5.3.).

Folyadék-folyadék elvalasztas

Egy 100 ml sosavoldatot (3.5.) tartalmaz6 500 ml-es elvalasztotolesérbe
ontstink at 25,0 ml-t az (5.2.) Iépésben nyert sziirletbdl. Adjunk hozza
100 ml diklérmetant (3.1.) a tolcsérhez, és razzuk egy percen keresztiil.
Hagyjuk a rétegeket elvalni egymastodl, és az also réteget (a diklorme-
tant) eresszitk bele egy 500 ml-es gomblombikba. Ismételjik meg a
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5.4.
5.4.1.

5.4.2.

5.5.

5.6.
5.6.1.

vizes fazis extrakcidjat még kétszer, tovabbi 40-40 ml diklérmetannal,
majd vegyitsik az elsé kivonattal a gdomblombikban. A rotécids,
vékonyfilmes beparlokésziiléken (4.2.) csokkentett nyomason, 40 °C
hémérsekleten teljes szaradasig paroljuk be a diklormetan-kivonatot.
Oldjuk fel a maradékot 20-25 ml metil-alkoholban (3.2.), zarjuk le az
iveget, ¢és tartsuk meg az egész kivonatot az ioncseré¢ld kromatografi-
ahoz (5.4.).

loncseréld kromatografia
A kationcseréld oszlop eldkészitése

Az iivegoszlop (4.3.) alsd végébe illessziink egy kis tivegvatta dugot.
Készitsiink a kezelt kationcseréld migyanta (3.6.) 5,0 grammjabol és 50
ml sosavbol (3.5.) egy elegyet, Ontsilk 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 leszivarogjon a
gyanta felszinén.

Oszlopkromatogréafia

Az (5.3.) pontban készitett mintakivonatot pipettazzuk Ovatosan az
oszlop tetejére. A gomblombikot két adag, 5-10 ml mennyiségi
metil-alkohollal (3.2.) oblitsiik, és oOntsiik ezt a mosofolyadékot is az
oszlopra. Futtassuk le a kivonatot a gyanta felszinén, és mossuk az
oszlopot 50 ml metil-alkohollal, iigyelve arra, hogy az atfolyasi sebesség
ne haladja meg az 5 ml/percet. Ontsiik el a sziiredéket. Elualjuk az
oszloprol a metil-benzokvatot 150 ml metanszulfonsav-oldattal (3.4.),
majd vegyiik fel az eluatumot egy 250 ml-es gémblombikban.

Folyadék-folyadék elvalasztas

Egy 1 literes elvalasztotdlcsérbe ontsiik at az (5.4.2.) lépésben nyert
eluatumot. Az Erlenmeyer-lombikot 5-10 ml metil-alkohollal (3.2.)
oblitsiik, és a mosofolyadékot Ontsiik Ossze az elvalasztotdlesér tartal-
maval. Adjunk hozza 300 ml s6savoldatot (3.5.) és 130 ml diklormetant
(3.1.). Razzuk egy percen keresztiil, és engedjiik, hogy a fazisok elval-
janak egymastol. Az also réteget (a diklormetant) eressziik bele egy 500
ml-es gomblombikba. Ismételjik meg a vizes fazis extrakciojat még
kétszer, tovabbi 70-70 ml diklormetannal, és ezen kivonatokat Ontsiik
Ossze a gomblombikban 1évé elsé kivonattal.

A rotacids, vékonyfilmes beparlokésziiléken (4.2.), csokkentett nyoma-
son, 40 °C hdmérsékleten teljes szaradasig paroljuk be a diklormetan-
kivonatot. Oldjuk fel a maradékot megkozelitdleg 5 ml metil-alkoholban
(3.2.), és ontsiik az oldatot teljes mennyiségben egy 10 ml-es mérélom-
bikba. Oblitsiik el még kétszer a lombikot 1-2 ml metil-alkohollal, majd
ontsitk a mérélombikba. Toltsiik fel jelig metil-alkohollal, és keverjiik el.
Egy aliquot részt szlirjink 4t membransziirén (4.6.). Ezt az oldatot
tegyiik el a HPLC-meghatarozashoz (5.6.).

HPLC-meghatarozas
Paraméterek

Az alabbi vizsgalati feltételek csak utmutatasként szolgalnak, ettdl eltérd
feltételeket is lehet hasznalni, feltéve, hogy ezzel egyenértékii eredményt
adnak:

— folyadékkromatografias oszlop (4.4.1.),

— HPLC mozgofazis: metil-alkohol és viz keveréke (3.3.),
— ataramlasi sebesség: 1-1,5 ml/perc,

— kimutatasi hullamhossz: 265 nm,

— befecskendezett mennyiség: 20-50 pl.
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5.6.2.

5.6.3.

Ellendrizziik a kromatografias rendszer stabilitasat oly modon, hogy 4,0
pug/ml anyagot tartalmazé kalibraldoldatot (3.7.3.) fecskendeziink be
tobbszor, amig a csicsmagassagok vagy teriiletek, illetve a retencids
idék allandova nem valnak.

Kalibracios gorbe

Fecskendezziik be tobbszor egymas utan az egyes kalibralooldatokat
(3.7.3)), és mérjiik meg az egyes koncentraciokhoz tartozé csticsok
magassagat (teriiletét). A kalibralooldatok atlagos magassaga vagy terii-
lete legyen az ordinatatengelyen, a megfelelé koncentraciok pedig
pg/ml-ben az abszcisszan, és ennek alapjan szerkessziink kalibracios
gorbét.

Mintaoldat

Ugyanolyan mennyiségli oldatot hasznalva, mint amennyit a kalibralo-
oldatoknal hasznaltunk, fecskendezziikk be a mintakivonatot (5.5.)
egymas utan tobbszor, és hatarozzuk meg a metil-benzokvat-csucsok
atlagos magassagat (tertiletét).

Az eredmények kiszamitasa

A mintaoldat altal kivaltott metil-benzokvat-csticsok atlagos magassagat
(tertiletét) a kalibracios gorbével egybevetve (5.6.2.), hatarozzuk meg a

A minta mg/kg-ben kifejezett w metilbenzokvat-tartalma a kovetkezd
képlet alapjan szamithato ki:
c x40
W =
m

ahol:

¢ = a mintaoldat metil-benzokvat-koncentracidja g/ml-ben,
m = a mintadarab tdmege grammban.

Az eredmények validalasa
Azonositas

Az analizalt anyag azonositasat parhuzamos kromatografiaval vagy
diddasoros detektorral lehet megerdsiteni, amely soran a mintakivonat
és a 10,0 pg/ml metil-benzokvatot tartalmazé kalibralooldat (3.7.3.)
spektrumat hasonlitjuk Gssze.

Parhuzamos kromatografia

A mintakivonatot megfelelé mennyiségii kozbensé standardoldattal
(3.7.2.) dusitjuk. A hozzaadott metil-benzokvat mennyiségének a minta-
kivonatban talalhatd metil-benzokvat becsiilt mennyiségével kozel
azonosnak kell lennie.

A hozzaadott mennyiséget és a kivonat higitasat figyelembe véve, csak
a metil-benzokvat-cstics magassaga emelkedhet. A cstcs szélességének,
a legnagyobb magassaganak felénél, az eredeti szélesség + 10 %-an
beliil kell lennie.

Di6odasoros detektalas

Az eredményeket a kovetkezd kritériumok szerint értékeljiik:

a) a minta és a standard spektrumaban a kromatogram csticsmaximuman
rogzitett legnagyobb elnyeléshez tartozo hullimhossznak a detektor
felbontoképessége altal meghatarozott tiiréshataron beliil azonosnak
kell lennie. A diddasoros detektoroknal ez a tiréshatar jellemzben
+ 2 nm;
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b) 220 és 350 nm kozott a spektrumnak a relativ abszorbancia 10 és
100 %-a kozotti tartomanyba es6 részein a mintdnak és a standardnak
a kromatogram csicsmaximuman rogzitett spektruma nem térhet el
egymastol. Ez a kritérium akkor teljesiil, ha ugyanazok a maximalis
értékek vannak jelen, és a két spektrum egyetlen vizsgalt ponton sem
tér el a standard abszorbancidjanak 15 %-anal nagyobb mértékben;

c) 220 és 350 nm kozott a mintakivonat altal kivaltott csucs felszallo
aganak, csicsmaximumanak és leszallo aganak spektrumai nem
térhetnek el egymastol a spektrumnak a relativ abszorbancia 10 és
100 %-a kozotti tartomanyba esé részein. Ez a kritérium akkor telje-
siil, ha ugyanazok a maximalis értékek vannak jelen, és a spektrumok
egyetlen vizsgalt ponton sem térnek el a csticsmaximum spektruma
abszorbancidjanak 15 %-andl nagyobb mértékben.

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

Ismételhetdség

Ugyanazon a mintan végzett két parhuzamos meghatarozas eredménye
kozotti kiilonbség 4-20 mg/kg metil-benzokvat-tartalom esetén nem
haladhatja meg a magasabb érték 10 %-at.

Visszanyerés

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

A korvizsgalat eredményei

Tiz laboratériumban 6t minta elemzésére keriilt sor. Minden mintan
kettés analizist végeztek.

Vak 1. liszt 1. pellet 2. liszt 2. pellet
Kozépértek [mg/kg] ND 4,50 4,50 8,90 8,70
s, [mg/kg] — 0,30 0,20 0,60 0,50
CV, [ %] — 6,70 4,40 6,70 5,70
sr [mg/kg] — 0,40 0,50 0,90 1,00
CVr [ %] — 8,90 11,10 10,10 11,50
Visszanyerés [ %] — 92,00 93,00 92,00 89,00
ND = nem kimutathato
s, = az ismételhetdség szorasa
CV, = az ismételhetéség relativ szorasa, %
s~ = a reprodukalhatdsag szorasa

CVyr = a reprodukalhatosag relativ szorasa, %

B. AZ OLAQUINDOX MEGHATAROZASA
(2-[N-2’-(hidroxietil) karbamoil]-3-metilkinoxalin-N', N*-dioxid)

Cél és alkalmazasi teriilet

Ez a modszer a takarmanyokban 1évé olaquindoxszint meghatarozasara
szolgal. A meghatarozasi hatar 5 mg/kg.

Vizsgalati alapelv

A mintat viz-metil-alkohol keverékével extrahaljuk. Az olaquindoxtar-
talmat forditott fazisG nagy teljesitményli folyadékkromatografiaval
(HPLC) hatarozzuk meg, UV-detektor segitségével.
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

4.2.

4.3.

5.1

5.1.1.

Reagensek

Metil-alkohol

Metil-alkohol, HPLC mindségii

Viz, HPLC minéségii

Mozgofazis a HPLC-hez:

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

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

Olaquindox standard torzsoldat, 250 pg/ml

0,1 mg pontossaggal mérjiink be 50 mg olaquindoxot (3.5.) egy 200
ml-es mérélombikba, és adjunk hozza kb. 190 ml vizet. Ezutan tegyiik a
lombikot 20 percre ultrahangos fiirdébe (4.1.). Az ultrahangos kezelés
utan allitsuk be az oldatot szobahdmérsékletiire, toltsiik fel jelig vizzel és
keverjiik 6ssze. Tekerjiik a lombikot aluminiumféliaba, és taroljuk hiitd-
szekrényben. Ebbol az oldatb6l minden honapban frisset kell késziteni.

Olaquindox kdzbensd standardoldat, 25 pg/ml

Toltstink 10,0 ml standard torzsoldatot (3.5.1.) egy 100 ml-es mérélom-
bikba, toltsiik fel jelig a mozgofazissal (3.4.), és keverjilk Ossze.
Tekerjik a lombikot aluminiumfdlidba, és taroljuk hiitészekrényben.
Ebbdl az oldatbol mindennap frisset kell késziteni.

Kalibral6oldatok

Toltsiink 50 ml-es mérélombikokba 1,0, 2,0, 5,0, 10,0 és 20,0 ml
kozbensd standardoldatot (3.5.2.). Toltsiik fel a lombikokat jelig a
mozgofazissal (3.4.), és keverjiik dssze. Tekerjiik a lombikot aluminium-
foliaba. Ezek az oldatok 0,5, 1,0, 2,5, 5,07,5 és 10,0 pg/ml olaquindox
koncentracionak felelnek meg.

Ezekbdl az oldatokbol mindennap frisset kell késziteni.

Eszkozok

Ultrahangos flird6
Mechanikus razogép

HPLC-berendezés, valtoztathatd hullimhosszi ultraibolya-detektorral
vagy diddasugaras detektorral.

Folyadékkromatografias oszlop, 250 mm x 4 mm, C;g, 10 um-es toltet
vagy ezzel egyenértékii berendezés.

Membransziirék, 0,45 pm-es.

A vizsgalat médja

Megjegyzés: Az olaquindox fényérzékeny. Valamennyi miiveletet tompi-
tott fénynél végezziik, vagy barna iivegedényeket hasznal-
junk.

Altalanos szabdlyok

Vizsgaljunk meg egy takarmanyvakmintat annak ellenérzésére, hogy
sem olaquindox, sem pedig interferalé anyagok nincsenek jelen.

Visszanyerési probat kell végezni a takarmanyvakminta analizalasaval,
amelyet a minta olaquindoxtartalmahoz kozelité mennyiségii olaquin-
doxszal dasitunk. Ahhoz, hogy 50 mg/kg értékre dusitsuk a takarmany-
vakmintat, toltsiink 10,0 ml standard torzsoldatot (3.5.1.) egy 250 ml-es
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5.2.

5.3.
53.1.

Erlenmeyer-lombikba, és paroljuk be az oldatot kb. 0,5 ml-re. Adjunk
hozza 50 g takarmanyvakmintét, alaposan keverjiik dssze, és hagyjuk 10
percig allni, majd tobbszor keverjik meg tjra, miel6tt folytatjuk a miive-
letet az extrahaléssal (5.2.).

Megjegyzés: Ehhez a modszerhez a takarmanyvakminta a mintdhoz
hasonl6 tipusi legyen, és benne olaquindox ne legyen
kimutathato.

Extrahadlas

0,01 g pontossaggal mérjiink ki koriilbelil 50 g mintat. Toltsiik at egy
1 000 ml-es Erlenmeyer-lombikba, adjunk hozza 100 ml metil-alkoholt
(3.1.), és tegyiik a lombikot 5 percre ultrahangos fiirdébe (4.1.). Adjunk
hozza 410 ml vizet, és hagyjuk az ultrahangos fiirdében tovabbi 15
percre. Vegyiik ki a lombikot az ultrahangos fiird6bél, razzuk 30 percig
razogépen (4.2.), és szlirjik at egy red6zott szlirpapiron. A sziirletb6l
toltstink 10,0 ml-t egy 20 ml-es mér6lombikba, toltsiik fel jelig vizzel, és
keverjik 6ssze. Egy aliquot részt szlirjink at membransziirén (4.4.) (lasd
9. Eszrevételek). Folytassuk a miiveletet a HPLC-meghatarozassal (5.3.).

HPLC-meghatarozas
Paraméterek:

A kovetkez6 vizsgalati feltételek utmutatasként szolgalnak, mas feltéte-
leket is lehet alkalmazni, feltéve, hogy ezzel egyenértékii eredményeket
adnak.

Analitikai oszlop (4.3.1.)

Mozgofazis (3.4.): viz (3.3.)-metil-alkohol (3.2.) keveréke
900 + 100 (V + V)

Ataramlasi sebesség: 1,5-2 ml/perc

Kimutatasi hullamhossz: 380 nm

Befecskendezett mennyiség: 20-50 pl.

Ellendrizziik a kromatografias rendszer stabilitasat oly modon, hogy 2,5
pg/ml-t tartalmazo kalibralooldatot (3.5.3.) fecskendeziink be tobbszor,
amig a csucsok magassaga és a retencios idok éallandova nem valnak.

Kalibracids gorbe

Fecskendezziik be tobbszor egymas utan az egyes kalibralooldatokat
(3.5.3.), és hatarozzuk meg az egyes koncentraciokhoz tartozo atlagos
csticsmagassagot (teriiletet). Szerkessziink kalibracios gorbét ugy, hogy a
kalibralooldatok atlagos csucsmagassagait (teriileteit) az ordinatatenge-
lyen, a hozzéjuk tartozd, pg/ml-ben kifejezett koncentraciokat pedig az
abszcisszan abrazoljuk.

Mintaoldat

Ugyanolyan mennyiségli oldatot hasznalva, mint amennyit a kalibralo-
oldatoknal hasznaltunk, fecskendezzilk be a mintakivonatokat (5.2.)
egymas utan tobbszor, és hatarozzuk meg az olaquindoxcsucsok atlagos
csticsmagassagat (teriiletét).

Az eredmények kiszamitasa

A mintaoldat olaquindoxcstcsainak atlagmagassagabol (teriiletébol)

gorbe alapjan (5.3.2.).

A minta w olaquindoxtartalmat mg/kg egységben a kovetkezd képlet
adja meg:

¢ x 1000
wW=—
m
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7.2.

7.3.

ahol:

¢ = a mintakivonat (5.2.) olaquinox-koncentracidja pg/ml-ben
m = a vizsgalati adag (5.2.) tomege g-ban.

Az eredmények validalasa
Azonositas

Az analizalt anyag azonositasat parhuzamos kromatografiaval vagy
diddasoros detektor alkalmazasaval lehet megerésiteni, amelyek segit-

kalibralooldat (3.5.3.) spektruma Osszehasonlithato.

Parhuzamos kromatografia

A mintakivonatot (5.2.) megfelel6 mennyiségii kalibralooldattal (3.5.3.)
dusitjuk. A hozzaadott olaquindox mennyisége kozel azonos legyen a
mintakivonatban talalhaté olaquindox mennyiségével.

A hozzaadott mennyiséget ¢és a kivonat higitasat figyelembe véve, csak
az olaquindoxcsiics magassaga emelkedhet. A cstcs szélességének a
legnagyobb magassag felénél a dusitas el6tti mintakivonat olaquindox-
csticsa eredeti szélessége £ 10 %-on beliil kell lennie.

Di6odasoros detektalas

Az eredményeket a kovetkezd kritériumok szerint értékeljiik:

a) A minta és a standard spektrumdban a kromatogram csicsmaxi-
muman rogzitett legnagyobb elnyeléshez tartozé hullamhossznak a
detektor felbontoképessége altal meghatarozott tliréshataron beliil
azonosnak kell lennie. A diddasoros detektorokndl ez a tiiréshatar
jellemzden + 2 nm.

b) 220 és 400 nm kozott a spektrumnak a relativ abszorbancia 10 és
100 %-a kozotti tartomanyba esd részein a mintanak és a standardnak
a kromatogram csGcsmaximuman rogzitett spektruma nem térhet el
egymastol. Ez a kritérium akkor teljesiil, ha ugyanazok a maximalis
értékek vannak jelen, és a két spektrum egyetlen vizsgalt ponton sem
tér el a standard abszorbanciajanak 15 %-anal nagyobb mértékben.

c) 220 és 400 nm kozott a mintakivonat altal kivaltott csucs felszallo
aganak, csicsmaximumanak és leszallo aganak spektrumai nem
térhetnek el egymastol, a spektrumnak a relativ abszorbancia 10 és
100 %-a kozotti tartomanyba esd részein. Ez a kritérium akkor telje-
siil, ha ugyanazok a maximalis értékek vannak jelen, és a spektrumok
egyetlen vizsgalt ponton sem térnek el a csicsmaximum spektruma
abszorbancidjanak 15 %-andl nagyobb mértékben.

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

Ismételhetdség

Ugyanazon a mintan végzett két parhuzamos meghatarozas eredménye
kozotti kiilonbség 10 és 200 mg/kg kozotti olaquindoxtartalom esetén
nem haladhatja meg a magasabb eredmény 15 %-at.

Visszanyerés

A dusitott vakminta esetében a visszanyerésnek legalabb 90 %-osnak
kell lennie.
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.

A korvizsgalat eredményei

Kozosségi korvizsgalatot szerveztek, amelyben négy malactapmintat,
koztik egy vakmintaként hasznalt tapot elemeztek maximum 13 labora-
toriumban. Az eredményeket az alabbi tablazat tartalmazza:

1. minta 2. minta 3. minta 4. minta
L 13 10 11 11
n 40 40 44 44
atlag [NE/kg] — 14,6 48,0 95,4
s, [g/kg] — 0,82 2,05 6,36
Sg [mg/kg] — 1,62 4,28 8,42
CV; [ %] — 5,6 4,3 6,7
CVr [ %] — 11,1 8,9 8,8
Névleges tartalom
[mg/kg] — 15 50 100
Visszanyerés % — 97,3 96,0 95.4
L = a laboratoriumok szama
n = az egyedi értékek szdma
S, = az ismételhet6ség szorasa
Sg = a reprodukalhatdsag szorasa

CV, = az ismételhetség relativ szorasa
CVyr = a reprodukalhatosag relativ szordsa

Eszrevételek

Bar a modszer nem lett hitelesitve a 100 mg/kg-nal tobb olaquindoxot
tartalmazd takarmdnyokra, kielégitd eredményeket kaphatunk kisebb
salyt mintdkkal és/vagy az extraktum (5.2.) olyan mértékii higitasaval,
hogy a kalibracios gorbe (5.3.2.) tartomanyaba es6 koncentracidt érjen
el.

C. AZ AMPROLIUM MEGHATAROZASA

1-[(4-amino-2-propilpirimidin-5-il)metil]-2-metil-piridinium klorid hidroklorid

Cél és alkalmazasi teriilet

Ezzel a mddszerrel a takarmanyokban és el6keverékekben 1évé ampro-
lium szintjét lehet meghatarozni. A kimutatasi hatar 1 mg/kg, a meghata-
rozasi hatar 5 mg/kg.

Vizsgalati alapelv

A mintat metil-alkohol és viz keverékével extrahaljuk. A mozgo6fazissal
torténd higitds és membransziirés utdn az amproliumtartalmat kationcse-
réld, nagy teljesitményii folyadékkromatografiaval (HPLC), UV-detektor
hasznalataval hatarozzuk meg.

Reagensek

Metil-alkohol

Acetonitril, HPLC minéségti.

Viz, HPLC minéségii

Natrium-dihidrogén-foszfat oldat, ¢ = 0,1 mol/l

Oldjunk fel 13,80 g néatrium-dihidrogén-foszfat-monohidratot vizben
(3.3.), egy 1000 ml-es mér6lombikban, toltsiik fel vizzel (3.3.) jelig
és keverjiik Ossze.

Natrium-perklorat oldat, ¢ = 1,6 mol/l

Oldjunk fel 224,74 g natrium-perklorat-monohidratot vizben (3.3.) egy

1 000 ml-es mérélombikban, tdltsiik fel vizzel (3.3.) jelig, és keverjiik
Ossze.
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3.6.

3.7.

3.7.1.

3.7.2.

3.7.3.

3.8.

4.2.

4.3.

44,

4.5.

5.1
5.1.1.

Mozgéfazis a HPLC-hez (lasd az Eszrevételek 9.1. pontjat).

Acetonitril (3.2.), natrium-dihidrogén-foszfat oldat (3.4.) és natrium-
perklorat oldat (3.5.) 450 + 450 + 100 (v + v + v) aranya keveréke.
Hasznalat eldtt szirjiik at egy 0,22 pm-es membransziirén (4.3.) és
gazmentesitsiik az oldatot (pl. ultrahangos fiirdében (4.4.) legalabb 15
percig).

Standard anyag: tiszta amprolium, 1-[(4-amino-2-propilpirimidin-5-
il)metil]-2-metil-piridinium klorid hidroklorid, E 750 (lasd a 9.2. pontot).

Ampréolium standard torzsoldat, 500 pg/ml

Mérjiink ki 0,1 mg-os pontossaggal 50 mg amproliumot (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 utan allitsuk be az oldatot szobahémérsékletiire,
toltsiik fel jelig vizzel, és keverjikk 6ssze. 4 °C-on vagy ennél alacso-
nyabb hémérsékleten az oldat egy honapig stabil.

Ampréolium kdzbensé standardoldat, 50 pg/ml

Pipettazzunk 5,0 ml standard torzsoldatot (3.7.1.) egy 50 ml-es
mérélombikba, toltsik fel jelig az extrahalo oldoészerrel (3.8.), és
keverjiik Ossze. 4 °C-on vagy ennél alacsonyabb hémérsékleten az
oldat egy honapig stabil.

Kalibralooldatok

Adagoljunk 0,5, 1,0 és 2,0 ml kozbens6é standardoldatot (3.7.2.) 50
ml-es mérélombikokba. Toltsiik fel a lombikokat jelig a mozgofazissal
(3.6.), és keverjiikk Ossze. Ezek az oldatok 0,5, 1,0, illetve 2,0 pg/ml
amproliumnak felelnek meg. Ezeket az oldatokat kozvetleniil a felhasz-
nalas el6tt kell elkésziteni.

Extrahalé oldészer
Metil-alkohol (3.1.) és viz 2 + 1 (v + v) aranyu keveréke.

Eszkozok
HPLC-berendezés 100 pl mennyiség befecskendezésére alkalmas befecs-

kendez6 rendszerrel

125 mm x 4 mm méretii, kationcserélé Nucleosil 10 SA folyadékkroma-
tografias oszlop, 5 vagy 10 pm-es toltettel, vagy ezzel egyenértékil
berendezés

Valtoztathatd hullamhosszon méré UV-detektor vagy diddasoros
detektor

Membransziiré, PTFE anyag, 0,45 um-es
0,22 pm-es membranszird

Ultrahangos fiirdd

Mechanikus razogép vagy magneses keverd

A vizsgalat médja
Altalanos szabdlyok
Takarméanyvakminta

A visszanyerési proba (5.1.2.) eldtt vizsgaljunk meg egy takarmanyvak-
mintat annak ellendrzésére, hogy sem amprolium, sem interferald
anyagok nincsenek jelen. A takarmanyvakminta a mintaval azonos
fajtaji takarmany legyen, és amproliumot vagy interferalé anyagokat
ne tartalmazzon.
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5.2.

5.2.1.

5.2.2.

5.3.

5.3.1.

Visszanyerési proba

A mintaban talalhatoval kozel azonos mennyiségii amproliummal disi-
tott takarmanyvakminta analizisével végezziink visszanyerési probat. A
100 mg/kg szintre vald dusitashoz Ontsiink at a standard torzsoldatbol
(3.7.1.) 10,0 ml-t egy 250 ml-es Erlenmeyer-lombikba, és parologtassuk
az oldatot kortilbeliil 0,5 ml-ig. Adjunk hozza 50 g takarmanyvakmintat,
alaposan keverjik Ossze, és hagyjuk 10 percig allni, majd tobbszor
keverjik meg ujra, miel6tt folytatjuk a miiveletet az extrahalassal (5.2.).

Amennyiben a mintdval megegyezd takarmanyfajtabol vett takarméany-
vakminta nem all rendelkezésre (lasd az 5.1.1. pontot), a visszanyerési
probat a standard hozzdaddsos modszerrel lehet elvégezni. Ebben az
esetben a vizsgalt mintdt az abban mar jelen lévével kozel azonos
mennyiségli amproliummal duasitjuk. Ezt a mintdit a nem dusitott
mintdval egyiitt elemezziik, és a visszanyerést kivondssal szamitjuk ki.

Extrahdldas

Elékeverékek (amproliumtartalom < 1 %) és takar-
manyok

Meérjiink ki 0,01 g pontossaggal, az amproliumtartalomtol fiiggéen, 5-40
g mintat egy 500 ml-es Erlenmeyer-lombikba, és adjunk hozza 200 ml
extrahalo oldészert (3.8.). Helyezziik a lombikot az ultrahangos fiird6be
(4.4.), és hagyjuk benne 15 percig. Vegyiik ki a lombikot az ultrahangos
fiird6bol, és egy oOraig razassuk a razogépen, vagy keverjilk a magneses
kever6vel (4.5.). Oldjuk a kivonat egy aliquot részét a mozgofazissal
(3.6.) 0,52 pg/ml amproliumtartalomig és keverjilkk Ossze (lasd az
Eszrevételek 9.3. pontjat). Sziirjitk at ezen higitott oldatnak 5-10 ml-ét
egy membransziirén (4.2.). Folytassuk a miiveletet a HPLC-meghata-
rozassal (5.3.).

Eldkeverékek (amprémiumtartalom > 1 %).

Mérjiink ki 0,001 g pontossaggal, az amproliumtartalomtol fiiggden,
1-4 g elokeveréket egy 500 ml-es Erlenmeyer-lombikba, és adjunk
hozza 200 ml extrahalo oldoszert (3.8.). Helyezziik a lombikot az ultra-
hangos fiirdébe (4.4.), és hagyjuk benne 15 percig. Vegyik ki a
lombikot az ultrahangos fiird6bdl, és egy Oraig razassuk a razogépen,
vagy keverjiik a magneses keverdvel (4.5.). Oldjuk a kivonat egy aliquot
részét a mozgofazissal (3.6.) 0,5-2 pg/ml amproliumtartalomig, és
keverjiik 6ssze. Szlirjiikk at ezen higitott oldatnak 5-10 ml-ét egy memb-
ransziirén (4.2.). Folytassuk a miiveletet a HPLC-meghatarozassal (5.3.).

HPLC-meghatarozas
Paraméterek:

Az alabbi vizsgalati feltételek Gtmutatasként szolgalnak, ett6l eltérd
feltételeket is lehet hasznalni, feltéve, hogy ezzel egyenértékii eredményt
adnak.

Folyadékkromatografias

oszlop (4.1.1): 125 mm x 4 mm méretli, kationcseréld
Nucleosil 10 SA, 5 vagy 10 um-es toltettel,
vagy ezzel egyenértékii berendezés.

Mozgofazis (3.6.): Acetonitril  (3.2.), natrium-dihidrogén-
foszfat oldat (3.4.) és natrium-perklorat
oldat (3.5.) 450 +450+ 100 (v+v+vV)
aranyu keveréke.

Ataramlasi sebesség: 0,7-1 ml/perc

Kimutatasi hullamhossz: 264 nm

Befecskendezett mennyi- 100 pl.

ség:
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Ellendrizziik a kromatografias rendszer stabilitasat oly modon, hogy 1,0
pg/ml-es kalibralooldatot (3.7.3.) fecskendeziink be tobbszor, amig a
cstucsok magassaga €s a retencios idék allandova nem valnak.

Kalibracios gorbe

Fecskendezziink be minden kalibralooldatot (3.7.3.) tobbszor egymas
utan, és hatarozzuk meg az egyes koncentraciokhoz tartozo csiicsmagas-
sagok (teriiletének) atlagat. Szerkessziink kalibracios gorbét tigy, hogy a
kalibralooldatok atlagos csucsmagassagait (teriileteit) az ordinatatenge-
lyen, a hozzajuk tartozo, ug/ml-ben kifejezett koncentraciokat pedig az
abszcisszan abrazoljuk.

Mintaoldat

Ugyanolyan mennyiségli oldatot hasznalva, mint amennyit a kalibralo-
oldatoknal hasznaltunk, fecskendezziik be a mintakivonatot (5.2.)
egymas utan tobbszor, és hatarozzuk meg az amproliumesucsok atlagos
csticsmagassagat (teriiletét).

Az eredmények Kkiszamitasa

A mintaoldat amproliumcstcsainak atlagmagassagabol (teriiletéb6l) hata-

cids gorbe (5.3.2.) alapjan.

A minta mg/kg-ban kifejezett w amproliumtartalmat a kovetkezo
képlettel kapjuk meg:

_ Vxexf
- m

w [mg/kg]

ahol:

V = az extrahalo oldészer (3.8.) ml-ben kifejezett térfogata, az 5.2. pont
szerint (azaz 200 ml)

¢ = a mintakivonat (5.2.) pg/ml-ben kifejezett amproliumkoncentracioja

f = higitasi faktor, az 5.2. pont szerint

m = a mintadarab tdmege grammban.

Az eredmények validalasa
Azonositds

Az analizalt anyag azonositdsa parhuzamos kromatografiaval vagy
diodasoros detektor segitségével erdsitheté meg, amely sordn a mintaki-
vonat (5.2.) és a 2,0 pg/ml-es kalibralooldat (3.7.3.) spektrumat hason-
litjuk dssze.

Parhuzamos kromatografia

A mintakivonatot (5.2.) megfeleld mennyiségli kalibralooldattal (3.7.3.)
dusitjuk. A hozzaadott amprolium mennyisége kozel azonos legyen a
mintakivonatban taldlhatd amprolium mennyiségével.

A hozzaadott mennyiséget és a kivonat higitasat figyelembe véve, csak
az amproliumcsiics magassaga emelkedhet. A csucs szélességének a
legnagyobb magassag felénél a dusitas eldtti mintakivonat amprolium-
csticsa eredeti szélessége £ 10 %-on beliil kell lennie.

Di6odasoros detektalas

Az eredményeket a kovetkezd kritériumok szerint értékeljiik:

a) a minta és a standard spektrumaban a kromatogram csticsmaximuman
rogzitett legnagyobb elnyeléshez tartozo hullimhossznak a detektor
felbontoképessége altal meghatarozott tiiréshataron beliil azonosnak
kell lennie. A diddasoros detektoroknal ez a tiréshatar jellemzben
+ 2 nm.
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b) 210 és 320 nm kozott a spektrumnak a relativ abszorbancia 10 és
100 %-a kozotti tartomanyba es6 részein a mintdnak és a standardnak
a kromatogram csicsmaximuman rogzitett spektruma nem térhet el
egymastol. Ez a kritérium akkor teljesiil, ha ugyanazok a maximalis
értékek vannak jelen, és a két spektrum egyetlen vizsgalt ponton sem
tér el a standard abszorbancidjanak 15 %-anal nagyobb mértékben.

c) 210 és 320 nm kozott, a mintakivonat altal kivaltott cstcs felszallo
aganak, csicsmaximumanak és leszallo aganak spektrumai nem
térhetnek el egymastol a spektrumnak a relativ abszorbancia 10 és
100 %-a kozotti tartomanyba esé részein. Ez a kritérium akkor telje-
stil, ha ugyanazok a maximalis értékek vannak jelen, és a spektrumok
egyetlen vizsgalt ponton sem térnek el a csicsmaximum spektruma
abszorbancidjanak 15 %-andl nagyobb mértékben.

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

Ismételhetdség

Az ugyanazon mintdn végzett két parhuzamos meghatarozas eredménye
kozotti kiillonbség nem haladhatja meg

— 25 mg/kg és 500 mg/kg kozotti amproliumtartalom esetén a maga-
sabb érték 15 %-at,

— 500 mg/kg és 1000 mg/kg kozotti amproliumtartalom esetén a
75 mg/kg értéket,

— 1000 mg/kg feletti amproliumtartalom esetén a magasabb érték
7,5 %-at.

Visszanyerés

Dusitott (vak-)minta esetében a visszanyerésnek legalabb 90 %-osnak
kell lennie.

A korvizsgalat eredményei

Korvizsgalatot szerveztek, amely sordn hdrom baromfitakarméanyt (1-3.
minta) egy asvanyi takarmanyt (4. minta) és egy elokeveréket (5. minta)
analizaltak. Az eredmények a kovetkezd tablazatban szerepelnek.

1. minta

(takarmany- 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 25 140
s, [mg/kg] — 2,26 3,57 178 550
CV, [ %] — 4,95 1,90 3,46 2,20
sr [mg/kg] — 2,95 11,8 266 760
CVgr [ %] — 6,47 6,27 5,19 3,00
Névleges tartalom [mg/kg] — 50 200 5000 25 000
L = a laboratoriumok szama
n = az egyedi értékek szdma
S = az ismételhetdség szoérasa
CV, = az ismételhetéség relativ szorasa

s~ = a reprodukalhatdsag szorasa
CVy = a reprodukalhatbsag relativ szorasa
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9.2

9.3.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

Eszrevételek

Amennyiben a minta tiamint tartalmaz, a tiamincsucs valamivel az
amproliumesucs el6tt jelenik meg a kromatogramon. Ezt a moddszert
kovetve az amproliumot és a tiamint el kell valasztani. Amennyiben az
ebben a modszerben hasznalt oszlopon (4.1.1.) nem sikeriil szétvalasztani
az amproliumot és a tiamint, akkor a mozgofazis (3.6.) acetonitril
részének legfeljebb 50 %-at helyettesitsiik metil-alkohollal.

A British Pharmacopoeia szerint az amproéliumoldat (¢ = 0,02 mol/l)
spektruma sosavban (¢ = 0,1 mél/l) 246 nm és 262 nm kozott ad maxi-
mumértékeket. Az abszorbancia értéke 246 nm-nél 0,84, 262 nm-nél
0,80.

A kivonatot mindig fel kell higitani a mozgofazissal, mert egyébként az
amproliumesucs  retencios ideje jelentésen eltolodhat az ionerdben
torténd valtozasoknak koszonhetden.

D. KARBADOX MEGHATAROZASA

Metil 3-(2-kinoxalin-2-ilmetilén)karbazat N' \N* -dioxid

Cél és alkalmazasi teriilet

Ez a modszer a takarmanyokban, elékeverékekben és készitményekben
1év6 karbadoxszint meghatarozasara szolgal. A kimutatasi hatar 1 mg/kg,
a meghatarozasi hatar 5 mg/kg.

Vizsgalati alapelv

A mintat vizzel stabilizaljuk és metil-alkohol-acetonitril keverékével
extrahaljuk. Takarmanyok esetében, a lesziirt kivonat egy aliquot részét
aluminium-oxid oszlopon tisztitjuk. El6keverékek ¢és készitmények
esetében a leszirt kivonat egy aliquot részét megfeleld koncentraciora
higitjuk vizzel, metil-alkohollal és acetonitrillel. A karbadoxtartalmat
forditott fazisu, nagy teljesitményii folyadékkromatografiaval (HPLC)
hatarozzuk meg, UV-detektor felhasznalasaval.

Reagensek

Metil-alkohol

Acetonitril, HPLC minéségi.

Sosav, w = 100 %.

Aluminium-oxid: neutralis, I. aktivitasi fokozat.

Metil-alkohol — acetonitril 1 + 1 (v + v).

Keverjiink 6ssze 500 ml metil-alkoholt (3.1.) 500 ml acetonitrillel (3.2.).
Ecetsav, 6 = 10 %.

Higitsunk fel 10 ml ecetsavat (3.3.) vizzel 100 ml-ig.

Natrium-acetat

Viz, HPLC min&ségli

Acetat pufferoldat, ¢ = 0,01 mol/l, pH = 6,0.

Oldjunk fel 0,82 g natrium-acetatot (3.7.) 700 ml vizben (3.8.), és
allitsuk be a pH-t 6,0 ra ecetsavval (3.6.). Ontsiik at egy 1 000 ml-es
mér6lombikba, toltsiik fel jelig vizzel (3.8.), és keverjikk Ossze.

Mozgofazis a HPLC-hez:

Keverjiink 6ssze 825 ml acetat pufferoldatot (3.9.) 175 ml acetonitrillel
(3.2).

Szirjiik at egy 0,22 pum-es sziirén (4.5.), és gazmentesitsik az oldatot
(pl. 10 percig tarto ultrahangos kezeléssel).
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3.11.1.

3.11.2.

3.12.

4.2.

4.3.

44.

44.1.

4.4.2.

4.5.

4.6.

4.7.

Standard anyag

Tiszta karbadox: Metil 3-(2-kinoxalin-2-ilmetilén)karbazat N',N*-dioxid,
E 850.

Karbadox standard tdrzsoldat, 100 pg/ml (lasd a
Megjegyzést az 5. A vizsgalat modja cimil pont-
ban):

Meérjink ki 0,1 mg-os pontossaggal 25 mg karbadox standard anyagot
(3.11.) egy 250 ml-es mérélombikba. Oldjuk fel metil-alkohol—-acetonitril
keverékében (3.5.) ultrahangos kezeléssel (4.7.). Az ultrahangos kezelést
kovetéen allitsuk az oldatot szobahémérséklettire, toltsiik fel jelig
metil-alkohol-acetonitril keverékével (3.5.), és keverjiik ssze. Tekerjiik
a lombikot aluminiumfolidba vagy hasznaljunk barna tiveglombikot, és
taroljuk hiitében. 4 °C-on vagy ennél alacsonyabb hémérsékleten az
oldat egy honapig stabil.

Kalibralooldatok

Toltstink at 2,0, 5,0, 10,0 és 20,0 ml standard térzsoldatot (3.11.1.) 100
ml-es mér6lombikokba. Adjunk hozzajuk 30 ml vizet, toltsiik fel jelig
metil-alkohol—acetonitril keverékével (3.5.), és keverjikk dssze. Tekerjiik
a lombikokat aluminiumféliaba. Ezek az oldatok 2,0, 5,0, 10,0, illetve
20,0 pg/ml karbadoxnak felelnek meg.

A kalibralooldatokat kozvetleniil a felhasznalas el6tt kell elkésziteni.

Megjegyzés: A 10 mg/kg-nal kevesebb karbadoxot tartalmazd takarma-
nyoknal torténd meghatarozasnal, 2,0 pg/ml-nél alacso-

Viz-[metil-alkohol-acetonitril] keveréke (3.5.), 300 + 700 (v + v)

Keverjiink 6ssze 300 ml vizet 700 ml metil-alkohol-acetonitril keve-
rékkel (3.5.).

Eszkozok

Laboratoriumi razogép vagy magneses kevero.

Uvegszalas sziirépapir (Whatman GF/A vagy azzal egyenértékii mas
papir).

Uvegoszlop (300400 mm hosszisagli, belsé atméréje  koriilbeliil
10 mm), perforalt liveglemezzel és leeresztd csappal ellatva.

Megjegyzés: Elzarocsappal ellatott tivegoszlop vagy kipos iiveges6
szintén hasznalhatd; ebben az esetben helyezziink egy
kis tiveggyapot dugot a csd alsd végébe és egy ilivegpal-
caval tomkaodjik le.

HPLC-berendezés 20 pl mennyiség befecskendezésére alkalmas befecs-
kendez6 rendszerrel

Folyadékkromatografias oszlop: Cig, 300 mm x 4 mm, 10 um-es toltet-
tel, vagy ezzel egyenértékii berendezés

Viltoztathatd hulldmhosszon méré UV-detektor vagy 225-400 nm
kozott mérdé diddasoros detektor

0,22 pm-es membransziird
Membransziir6, 0,45 pm

Ultrahangos flird6
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5.1

5.1.1.

5.2.

5.2.1.

522.

5.23.

A vizsgalat médja

Megjegyzés: A karbadox fényérzékeny. Az Osszes miiveletet csokkentett
fény mellett végezziik vagy hasznaljunk barna iivegb6l
késziilt, illetve aluminiumfoliaba tekert tivegeszkozoket.

Altalénos szabdlyok
Takarmanyvakminta

A visszanyerési proba elvégzése el6tt vizsgaljunk meg egy takarmany-
vakmintat annak ellendrzésére, hogy sem karbadox, sem interferalo
anyagok nincsenek jelen. A referenciaminta ugyanolyan tipusu takar-
many legyen, mint a minta, és az analizis soran karbadox vagy inter-
feralo anyagok ne legyenek kimutathatok benne.

Visszanyerési proba

A mintéban talalhatoval kozel azonos mennyiségii karbadoxszal dusitott
takarmanyvakminta (5.1.1.) analizisével végezziink visszanyerési probat.
Az 50 mg/kg szintre valo disitdshoz Ontsiink 4t 5,0 ml standard torzs-
oldatot (3.11.1.) egy 200 ml-es Erlenmeyer-lombikba. Paroljuk be az
oldatot koriilbeliil 0,5 ml-re nitrogénaramban. Adjunk hozza 10 g takar-
manyvakmintat, keverjiik 6ssze, és hagyjuk allni 10 percig, miel6tt foly-
tatjuk a miiveletet az extrahalassal (5.2.).

Amennyiben a mintaval megegyez6 takarmanyfajtabol vett takarmany-
vakminta nem all rendelkezésre (lasd az 5.1.1. pontot), a visszanyerési
probat a standard hozzdadasos modszerrel lehet elvégezni. Ebben az
esetben a mintat a mintadban mar meglévdvel kozel azonos mennyiségii
karbadoxszal dusitjuk. Ezt a mintit a nem dusitott mintaval egyiitt
elemezziik, és a visszanyerést kivonassal szamitjuk ki.

Extrahalas
Takarmany

Meérjink ki 0,01 g pontossaggal 10 g mintat, és tegyiik bele egy 200
ml-es Erlenmeyer-lombikba. Adjunk hozza 15,0 ml vizet, keverjiik 6ssze
és stabilizaljuk 5 percig. Adjunk hozza 35,0 ml metil-alkohol-acetonitril
keveréket (3.5.), dugaszoljuk le, és 30 percig razzuk a razogépen, vagy
keverjik a magneses keverével (4.1.) Szlirjik at az oldatot iivegszalas
szlir6papiron (4.2.). Ezt az oldatot hasznaljuk a deritésnél (5.3.).

Eldkeverékek (0,1-2,0 %).

Meérjink ki 0,001 g pontossaggal 1 g 6roletlen mintat, és tegyiik egy
200 ml-es Erlenmeyer-lombikba. Adjunk hozza 15,0 ml vizet, keverjiik
Ossze, ¢és stabilizaljuk 5 percig. Adjunk hozza 350 ml
metil-alkohol-acetonitril keveréket (3.5.), dugaszoljuk le, és 30 percig
razzuk a razogépen, vagy keverjilk a magneses keverdvel (4.1.). Szirjiik
at az oldatot tivegszalas szlir6papiron (4.2.).

A sziirlet egy aliquot részét pipettazzuk at egy 50 ml-es mérélombikba.
Adjunk hozzajuk 15,0 ml vizet, tdltsiik fel jelig metil-alkohol-acetonitril
keverékével (3.5.), és keverjik 0ssze. A végsé oldat karbadox koncent-

jink at egy 0,45 um-es sziirén (4.6.).

Folytassuk a miveletet a HPLC-meghatarozassal (5.4.).

Készitmények (> 2 %).

Mérjiink ki 0,001 g pontossaggal 0,2 g Oroletlen mintat, és tegyiik egy
250 ml-es Erlenmeyer-lombikba. Adjunk hozza 45,0 ml vizet, keverjik
Ossze, és stabilizaljuk 5 percig. Adjunk hozza 105,0 ml metil-alkohol-a-
cetonitril keveréket (3.5.), dugaszoljuk le, és homogenizaljuk. Kezeljik
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5.3.

53.1.

5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

a mintat ultrahanggal (4.7.) 15 percig, majd ezt kovetden razassuk vagy
keverjiik (4.1.) 15 percig. Szirjik at az oldatot {ivegszalas sziirépapiron
4.2).

A sziirlet egy aliquot részét higitsuk fel viz—metil-alkohol-acetonitril
keverékkel (3.12.) 10-15 pg/ml-es végsd karbadoxkoncentracioig (egy
10 %-os készitmény esetében a higitasi faktor 10). Egy aliquot részt
sziirjiink 4t egy 0,45 um-es szlirén (4.6.).

Folytassuk a miiveletet a HPLC-meghatarozassal (5.4.).

Derités
Az aluminium-oxid oszlop elé6készitése

Mérjink le 4 g aluminium-oxidot (3.4.), és helyezziik az iivegoszlopra
4.3).

A minta deritése

Engedjiink 4t az aluminium-oxid oszlopon 15 ml leszlirt kivonatot
(5.2.1.), és ontsiik el az elsé 2 ml eluatumot. Vegyiik fel a kdvetkezd
5 ml-t, és egy aliquot részét sziirjiik at egy 0,45 pm-es sziirén (4.6.).

Folytassuk a miveletet a HPLC-meghatarozassal (5.4.).

HPLC-meghatarozas
Paraméterek

Az alabbi vizsgalati feltételek csak utmutatasként szolgalnak, ett6l eltérd
feltételeket is lehet hasznalni, feltéve, hogy ezzel egyenértékii eredményt
adnak:

Folyadékkromatografias

oszlop (4.4.1): 300 mm x 4 mm, Cig, 10 um-es toltettel,
vagy ezzel egyenértékii berendezés.

Mozgotazis (3.10.): Acetat pufferoldat (3.9.) és acetonitril (3.2.)
825 + 175 (v + v) aranyu keveréke.

Ataramlasi sebesség: 1,5-2 ml/perc

Kimutatasi hullamhossz: 365 nm

Befecskendezett mennyi- 20 pl.
ség:

Ellendrizziik a kromatografias rendszer stabilitasat oly modon, hogy 5,0
pg/ml-es kalibralooldatot (3.11.2.) fecskendeziink be tobbszor, amig a
csticsmagassagok (vagy teriiletek) és a retenciés idék allandova nem
valnak.

Kalibracids gorbe

Fecskendezziink be minden kalibraléoldatot (3.11.2.) tobbszor egymas
utan, és hatarozzuk meg az egyes koncentraciokhoz tartozé csiicsmagas-
sagokat (teriileteket). Szerkessziink kalibracios gorbét ugy, hogy a kalib-
ralooldatok atlagos csucsmagassagait (teriileteit) az ordinatatengelyen, a
hozzajuk tartozo, pg/ml-ben kifejezett koncentraciokat pedig az abszcisz-
szan abrazoljuk.

Mintaoldat

Fecskendezziik be a mintakivonatot ((5.3.2.) a takarmanyok, (5.2.2.) az
elékeverékek és (5.2.3.) a készitmények esetében) egymas utan tobbszor,
és hatarozzuk meg a karbadox atlagos csticsmagassagat (teriiletét).
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6.1.

6.2.

Az eredmények kiszamitasa

A mintaoldat karbadoxcstcsainak atlagmagassagabol (teriiletébdl) hata-

kalibracios gorbe (5.4.2.) alapjan.

Takarmany

A minta mg/kg-ban kifejezett w karbadoxtartalmat a kovetkezé képlet
segitségével kapjuk meg:

A%
w="""" [mgkg]
m
ahol:
¢ = a mintakivonat (5.3.2.) pg/ml-ben kifejezett karbadoxkoncentréci-
oja.
V; = a ml-ben kifejezett extrahalt térfogat (pl. 50)

m = a mintadarab tdmege grammban.

Elokeverékek és készitmények.

A minta mg/kg-ban kifejezett w karbadoxtartalmat a kovetkezé képlet
segitségével kapjuk meg:

Vy x f
=S 2 Imgikg]

ahol:

¢ = a mintakivonat (5.2.2. vagy 5.2.3.) pg/ml-ben kifejezett karbadox-
koncentracidja.

V, = a ml-ben kifejezett extrahalt térfogat (azaz az el6keverékek
esetében 50; a készitmények esetében 150).

f = higitasi faktor az 5.2.2. pont szerint (el6keverékek) vagy az 5.2.3.
pont szerint (készitmények).

m = a mintadarab tdmege grammban.

Az eredmények validalasa
Azonositas

Az analizalt anyag azonositisa parhuzamos kromatografiaval vagy
diddasoros detektor hasznalataval erdsithetd meg, amely soran a minta-
kivonat és a 10,0 pg/ml-es kalibralooldat (3.11.2.) spektrumat hason-
litjuk Ossze.

Parhuzamos kromatografia

A mintakivonatot megfelelé mennyiségii kalibralooldattal (3.11.2.) dusit-
juk. A hozzaadott karbadox mennyisége kozel azonos legyen a minta-
kivonatban talalhaté karbadox becsiilt mennyiségével.

A hozzaadott mennyiséget és a kivonat higitasat figyelembe véve, csak a
karbadoxcstcs magassaga emelkedhet. A cstcs szélességének a legna-
gyobb magassag felénél az eredeti szélesség + 10 %-on beliil kell lennie.

Diddasoros detektalas

Az eredményeket a kovetkezd kritériumok szerint értékeljiik:

a) a minta és a standard spektrumaban a kromatogram csticsmaximuman
rogzitett legnagyobb elnyeléshez tartozo hullimhossznak a detektor
felbontoképessége altal meghatarozott tiiréshataron beliil azonosnak
kell lennie. A diddasoros detektoroknal ez a tiréshatar jellemzben
+ 2 nm;
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7.2.

7.3.

b) 225 és 400 nm kozott a spektrumnak a relativ abszorbancia 10 és
100 %-a kozotti tartomanyba es6 részein a mintdnak és a standardnak
a kromatogram csicsmaximuman rogzitett spektruma nem térhet el
egymastol. Ez a kritérium akkor teljesiil, ha ugyanazok a maximalis
értékek vannak jelen, és a két spektrum egyetlen vizsgalt ponton sem
tér el a standard abszorbancidjanak 15 %-anal nagyobb mértékben;

¢) 225 és 400 nm kozott a mintakivonat altal kivaltott csucs felszallo
aganak, csiicsmaximumanak és leszallo dganak spektrumai nem térhet
el egymastol a spektrumnak a relativ abszorbancia 10 és 100 %-a
kozotti tartomanyba esd részein. Ez a kritérium akkor teljesiil, ha
ugyanazok a maximadlis értékek vannak jelen, és a spektrumok
egyetlen vizsgalt ponton sem térnek el a csicsmaximum spektruma
abszorbancidjanak 15 %-4ndl nagyobb mértékben.

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

Ismételhetdség

A 10 mg/kg vagy magasabb karbadoxtartalmii anyagok esetében az
ugyanazon mintdn végzett két parhuzamos meghatdrozas eredménye
kozotti kiillonbség nem haladhatja meg a magasabb érték 15 %-at.

Visszanyerés

Dusitott (vak)minta esetében a visszanyerésnek legalabb 90 %-osnak kell
lennie.

A korvizsgalat eredményei

Korvizsgalatot szerveztek, amely soran hat takarmanyt, négy eldkeve-
réket és harom készitményt analizéltak nyolc laboratériumban. Minden
mintan kettds analizist végeztek. (Errél a korvizsgalatrol részletesebb
informaciok a kovetkezd helyen szerepelnek: Journal of the AOAC,
71. kotet, 1988, 484—490. o.). Az eredmények (a szélséértekek kizara-
saval) a kovetkezd tablazatokban lathatok:

1. tabldzat

A takarmanyokon 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
Sg (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. tablazat

Az el6keverékeken és készitményeken végzett korvizsgalat eredményei

Eldkeverékek Készitmények

A B C D A B C
L 7 7 7 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/kg) 0,37 0,28 0,28 0,44 4,1 5,1 7,7
CV; (%) 4,2 3,0 3,0 5,0 43 5,2 7,4
Sk (g/kg) 0,37 0,28 0,40 0,55 54 6,4 7,7
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vB
Elokeverékek Készitmények
A B C D A B C
CVr (%) 4,2 3,0 4,3 6,3 5,7 6,5 7,4
Névleges tartalom 10,0 10,0 10,0 10,0 100 100 100
(mg/kg)
L = a laboratoriumok szama
n = az egyedi értékek szdma
S, = az ismételhet6ség szorasa
CV, = az ismételhet6ség relativ szorasa
Sr = a reprodukalhatosag szorasa

CVy = a reprodukalhatdsag relativ szorasa
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IX. MELLEKLET

A 6. CIKKBEN EMLITETT MEGFELELESI TABLAZATOK

71/250/EGK iranyelv

71/250/EGK iranyelv

Ez a rendelet

. cikk, els6é albekezdés
. cikk, masodik albekezdés
. cikk

. 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

W N = —

3. cikk
2. cikk

II. melléklet

—

III. melléklet, O. rész
III. melléklet, M. rész
III. melléklet, N. rész
III. melléklet, Q. rész
III. melléklet, K. rész

—_ = —

III. melléklet, J. rész

Melléklet, 14. rész III. melléklet, D. rész
Melléklet, 16. rész —
71/393/EGK iranyelv

71/393/EGK iranyelv Ez a rendelet
1. cikk 3. cikk
2. cikk —
3. cikk —
Melléklet, 1. rész III. melléklet, A. rész
Melléklet, II. rész III. melléklet, E. rész
Melléklet, II1. rész III. melléklet, P. rész
Melléklet, IV. rész 1. melléklet, H. rész

72/199/EGK iranyelv

72/199/EGK iranyelv

Ez a rendelet

cikk
. cikk
. cikk
. cikk
. melléklet, 1. rész
. melléklet, 2. rész
. melléklet, 3. rész
. melléklet, 4. rész

— = =~ N W) N —

. melléklet, 5. rész
II. melléklet

3. cikk

III. melléklet, L. rész
III. melléklet, C. rész

V. melléklet, A. rész

73/46/EGK iranyelv

73/46/EGK iranyelv

Ez a rendelet

cikk
cikk
cikk
. melléklet, 1. rész
. melléklet, 2. rész

— o = A W —

. melléklet, 3. rész

3. cikk

III. melléklet, B. rész

III. melléklet, 1. rész
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10.

11.

76/371/EGK iranyelv

76/371/EGK iranyelv

Ez a rendelet

1. cikk
2. cikk
3. cikk
Melléklet

1. cikk

1. melléklet

76/372/EGK iranyelv

76/372/EGK iranyelv

Ez a rendelet

1. cikk
2. cikk
3. cikk
Melléklet

78/633/EGK iranyelv

78/633/EGK iranyelv

Ez a rendelet

1. cikk
2. cikk
3. cikk
Melléklet, 1. rész
Melléklet, 2. rész
Melléklet, 3. rész

3. cikk

IV. melléklet, C. rész

81/715/EGK iranyelv

81/715/EGK iranyelv

Ez a rendelet

1. cikk
2. cikk
3. cikk
Melléklet

84/425/EGK iranyelv

84/425/EGK iranyelv

Ez a rendelet

1. cikk
2. cikk
3. cikk
Melléklet

86/174/EGK iranyelv

86/174/EGK iranyelv

Ez a rendelet

1. cikk
2. cikk
3. cikk
Melléklet

4. cikk

VII. melléklet

93/70/EGK iranyelv

93/70/EGK iranyelv

Ez a rendelet

1. cikk
2. cikk
3. cikk
Melléklet

3. cikk

IV. melléklet, D. rész
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12.

13.

14.

15.

93/117/EK iranyelv

93/117/EK iranyelv

Ez a rendelet

1. cikk
2. cikk
3. cikk
Melléklet, 1. rész
Melléklet, 2. rész

3. és 5. cikk

IV. melléklet, E. rész
VIII. melléklet, A. rész

98/64/EK iranyelv

98/64/EK iranyelv

Ez a rendelet

1. cikk
2. cikk
3. cikk
4. cikk
Melléklet, A. rész
Melléklet, C. rész

3. és 5. cikk

III. melléklet, F. rész
VIII. melléklet, B. rész

1999/27/EK iranyelv

1999/27/EK iranyelv

Ez a rendelet

cikk
cikk
cikk
cikk
cikk
cikk
. cikk
Melléklet, A. rész
Melléklet, B. rész
Melléklet, C. rész

e

3. és 5. cikk

VIII. melléklet, C. rész
IV. melléklet, F. rész
VIII. melléklet, D. rész

1999/76/EK iranyelv

1999/76/EK iranyelv

Ez a rendelet

1. cikk
2. cikk
3. cikk
4. cikk
Melléklet

3. cikk

IV. melléklet, G. rész

2000/45/EK iranyelv

2000/45/EK irdnyelv

Ez a rendelet

cikk
cikk
cikk
. cikk
Melléklet, A. rész
Melléklet, B. rész
Melléklet, C. rész

e

3. cikk

IV. melléklet, A. rész
IV. melléklet, B. rész
III. melléklet, G. rész
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17.

18.

2002/70/EK iranyelv

2002/70/EK irdnyelv

Ez a rendelet

cikk
cikk
. cikk
. cikk
cikk
. melléklet

el N N

II. melléklet

1. cikk
2. és 3. cikk

I. melléklet és V. melléklet, B. (I.)
rész

II. melléklet és V. melléklet, B. (I1.)
rész

2003/126/EK irdnyelv

2003/126/EK iranyelv

Ez a rendelet

. cikk
cikk
cikk
cikk
cikk
. cikk
Melléklet

R N

3. cikk

VI. melléklet
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