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L 257/14 IL-GURNAL UFFICJALI TAL-KOMUNITAJIET EWROPE] 19.9.1998

ID-DIRETTIVA TAL-KUMMISSJONI 98/64/KE
tat-3 ta’ Settembru 1998

Ii jistabbilixxi metodi ta’ analizi tal-Komunita ghad-determinazzjoni ta’ amino-ac¢idi, Zjut mhux
raffinati u xahmijiet, u olaquindox fl-ghalf u li temenda d-Direttiva 71/393/KEE

(Test b’relevanza ghaz- ZEE)

IL-KUMMISSJONI TAL-KOMUNITAJIET EWROPE]J,

Wara li kkunsidrat it-Trattat li jistabbilixxi il-Komunita
Ewropea,

Wara li kkunsidrat id-Direttiva tal-Kunsill 71/373/KEE ta’ 1-20
ta’ Lulju 1970 dwar l-introduzzjoni ta’ metodi tal-Komunita ta’
kampjunar u analizi ghall-kontroll uffi¢jali ta’ I-ghalf (), kif
emendat l-ahhar bl-Att ta’ Adezjoni ta’ I-Awstrija, il-Fillandja u
I-Isvezja, u b'mod partikolari l-Artikolu 2 tieghu,

Billi d-Direttiva 70/373/KEE tistipula li ghandhom isiru
kontrolli uffic¢jali ta’ l-ghalf ghall-ghan Ii tkun iccekkjata 1-
konformita mal-htigijiet li jitqajjmu fil-ligijiet, regolamenti u
dispozizzjonijiet amministrattivi 1li jirregolaw il-kwalita u
komposizzjoni taghhom bl-uzu ta’ metodi tal-Komunita ta’
kampjunar u analizi;

Billi d-Direttiva tal-Kunsill 79/373/KEE tat-2 ta’ April 1979
dwar il-bejgh ta’ ghalf mhallat (), emendata Il-ahhar bid-
Direttiva tal-Kummissjoni 97/47/KE (}), u d-Direttiva tal-Kunsill
93/74/KEE tat-13 ta’ Settembru 1993 dwar l-ghalf mahsub
ghall-ghanijiet partikolari ta’ nutriment (*), emendata bid-
Direttiva 96/25/KE (), tistipula li l-amino-ac¢idi u zjut mhux
raffinati u xahmijiet ghandhom jitqieghdu fuq it-tikketta ta’ 1-
ghalf;

Billi d-Direttiva tal-Kunsill 70/524/KEE tat-23 ta’ Novembru
1970 li tikkoncerna l-addittivi fl-ghalf (°), emendat l-ahhar bid-
Direttiva tal-Kummissjoni 98/19/KE ('), tistipula li I-kontenut ta’
olaquindox ghandu jkun indikat fuq it-tikketta fejn din is-
sustanza tizdied mal-komposizzjonijiet ta’ ghalf;

Billi t-tieni Direttiva tal-Kummissjoni 71/393/KEE tat-18 ta’
Novembru 1971 tistabbilixxi metodi tal-Komunita ta’ analizi
ghall-kontroll uffi¢jali ta’ I-ghalf (%), kif emendat l-ahhar bid-
Direttiva tal-Kummissjoni 84/4/KEE (°), tfassal metodi ghall-
analizi ghal, inter alia, id-determinazzjoni ta’ Zzjut mhux
irraffinati u xahmijiet; billi huwa xieraq li l-metodu deskritt
jinbidel;
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Billi l-metodi tal-Komunita ta’ analizi ghandhom jigu stabbiliti
sabiex jigu ¢cekkjati dawn is-sustanzi;

Billi l-mizuri li hemm mahsuba fdin id-Direttiva huma
konformi ma’ l-opinjoni tal-Kumitat Permanenti fuq 1-Ghalf,

ADOTTA DIN ID-DIRETTIVA:

Artikolu 1

L-Istati Membri ghandhom jaraw li l-analizi maghmula bi
varjeta’ ghall-kontrolli uffi¢jali ghall-kontenut ta’ I-acidu ammi-
niku, ta’ Zejt mhux raffinat u xaham, ta’ olaquindox fl-ghalf isiru
bl-uzu ta’ metodi mfassla fl-Anness li jinsab hawn.

Artikolu 2

Fl-Anness tad-Direttiva tal-Kummissjoni 71/393/KEE, punt ‘4.
Determinazzjoni ta’ zZjut mhux raffinati u xahmijiet’ jinbidel ma’
parti B ta’ l-anness ta’ din id-Direttiva.

Artikolu 3

1. L-Istati Membri ghandhom idahhlu fis-sehh il-ligijiet,
regolamenti u dispozizzjonijiet amministrattivi mehtiega sabiex
jikkonformaw ma’ din id-Direttiva sal-31 ta’ Diecmbru 1998.
Ghandhom jgharrfu lill-Kummissjoni minnufih dwar dan.

Ghandhom japplikaw dawn id-dispozizzjonijiet mill-1 ta’
Jannar 1999.

Meta l-Istati Membri jadottaw dawn il-mizuri, ghandhom
ikollhom fihom referenza ghal din id-Direttiva jew ikunu
akkumpanjati minn din ir-referenza fil-hin tal-pubblikazzjoni
uffi¢jali taghhom. Il-procedura ghat-tali referenza ghandha tigi
adottata mill-Istati Membri.
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2. L-Istati Membri ghandhom jibaghtu lill-Kummissjoni t-test
tad-dispozizzjonijiet ewlenin tal-ligi domestika li jadottaw fil-
gasam regolat minn din id-Direttiva.

Artikolu 4

Din id-Direttiva ghandha tidhol fis-sehh fI-20 jum wara i tigi
ppubblikata fil-Gurnal Uffi¢jali tal-Komunitajiet Ewropej.

Artikolu 5

Din id-Direttiva hija ndirizzata lill-Istati Membri.

Maghmul fi Brussel, 3 ta’ Settembru, 1998.

Ghall-Kummissjoni
Franz FISCHLER

Membru tal-Kummissjoni



03/Vol. 23 1l-Gurnal Uffi¢jali ta’ 1-Unjoni Ewropea 435
L-ANNESS
PARTI A

2.1.

2.2.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

DETERMIMAZZJONI TA” ACIDI AMMINICI

Ghan u varjeta

Dan il-metodu huwa ghad-determinazzjoni ta’ acidi hielsa (sinteti¢i u naturali) u totali (marbutin peptide u
hielsa) fl-ghalf, bl-uzu ta’ analizzatur ta’ l-acidu amminiku. Japplika ghall-acidi amminici li gejjin: cycs(e)ine,
methionine, lysine, threonine, alanine, arginine, acidu aspartiku, acidu glutamiku, glycine, histidne, isoleucine, leucine,
phenylalanine, proline, serine, tyrosine u valine.

Il-metodu ma jiddistingwix bejn l-imluha ta’ I-a¢idi amminici u ma jistax jaghmel distinzjoni bejn il-forom D u

L ta’ l-acidi amminici. M'huwiex validu ghad-determinazzjoni ta’ analogi ta’ tryptophan jew hydroxy ta’ acidi
amminici.

Prin¢ipju

Acidi amminici hielsa

L-acidi amminici hielsa jinhargu bil-hydrochloric acid mhallat. Macromolecules nitrogenici koestratti jigu
pprecipitati bis-sulfosalicylic acid u jitnehhew billi jigu ffiltrati. Is-soluzzjoni ffiltrata tigi aggustata ghal pH 2,20.
L-acidi amminici jigu sseparati bi kromatografija tat-tip ion exchange u jigu ddeterminati permezz ta’ reazzjoni
man-ninhydrin b'detezzjoni fotometrika £570 nm.

Acidi amminici totali

II-procedura maghzula tiddependi fuq l-acidi amminici li jkunu qeghdin jigu investigati. Is-Cyst(e)ine u I-
methionine ghandhom jigu ossidizzati ghal cysteic acid u methionine sulphone rispettivament qabel ma ssir l-idrolisi.
It-tyrosine ghandu jigi ddeterminat fhydrolysates ta’ kampjuni mhux ossidizzati. L-a¢idi amminici I-ohra kollha li
huma mnizzlin fil-paragrafu 1 jistghu jigi ddeterminati sew fil-kampjun ossidizzat u sew fdak li mhuwiex
ossidizzat.

L-ossidizzazzjoni ssir £0 °C b'tahlita ta’ performic acid/phenol.. Ir-reaggent li jkun fadal jitkisser b'dissulfat tas-
sodju. Il-kampjun ossidizzat jew mhux ossidizzat jigi idrolizzat bil-hydrochloric acid (¢ = 6 mol/l) ghal 23 siegha.
I-hydrolysate jigi aggustat ghal pH 2,20. L-a¢idi amminici jigu sseparati bi kromatografija tat-tip ion exchange u
jigu ddeterminati permezz ta’ reazzjoni man-ninhydrin b'detezzjoni fotometrika £570 nm (440 nm ghall-
proline).

Reagenti

Ghandu jintuza ilma ddistillat doppju jew ilma ta’ kwalita ekwivalenti (konduttivita: 10 1S).

Perossidu ta’ idrogenu, w = 30 %.

Acidu formiku, w = 98-100 %.

Phenol.

Sodium disulfite

Hydroxide tas-sodju:

5-Sulfosalicylic acid dihydrate

Hydrochloric acid, densita bejn wiched u ichor 1,18 g/ml.

tri-Sodium citrate dihydrate.

2,2Y-Thiodiethanol (thiodiglycol).

Klorat tas-sodju.

Ninhydrin.

Zejt hafif mhux raffinat, jiftah jaghli bejn 40-60 °C

Norleucine, jew komponent ichor xieraq ghall-uzu bhala standard intern.

Gass tan-nitrogenu (: 10 ppm ossignu).
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3.15.  1-Octanol.
3.16.  Acidi amminic¢i.

3.16.1. Sustanzi standard imnizzlin fil-paragrafu 1. Komponenti puri li ma jkunx fihom ilma jew kristallizzazzjoni.
Xott taht vakum fuq P205 jew H2SO4 ghal gimgha qabel l-uzu.

3.16.2. Cysteic acid
3.16.3. Methionine sulphone.
3.17.  Soluzzjoni ta’ idrossidu tas-sodju, ¢ = 7,5 mol/l:
Dewweb 300 g NaOH (3.5) fl-ilma u imla sakemm ikollok litru.
3.18.  Soluzzjoni ta’ idrossidu tas-sodju, ¢ = 1 mol/l:
Dewweb 40 g NaOH (3.5) fl-ilma u imla sakemm ikollok litru.
3.19.  Soluzzjoni ta’ formic acid-phenol:
Hallat 889 g formic acid (3.2) ma’ 111 g ilma u zid 4,73 g phenol (3.3).
3.20.  Tahlita ta’ hydrolysis, ¢ = 6 mol HC/l li jkun fih 1 g phenol/l:
Zid 1 g phenol (3.3) sa 492 ml HCI (3.7) u zid bl-ilma sakemm ikollok litru.
3.21.  Tahlita ghall-estrazzjoni, ¢ = 0,1 mol HCI/l li jkun fih 2 % thiodiglycol:

Hu 8,2 ml HCI (3.7), zid bejn wiched u ichor 900 ml ilma, zid 20 ml thiodiglycol (3.9) u zid bl-ilma sakemm
ikollok litru, (thallatx 3.7 u 3.9 direttament).

3.22.  5-Sulfosalicylic acid, 8 = 6 %:
Dewweb 60 g 5-sulfosalicylic acid (3.6) fl-ilma u imla sakemm ikollok litru.

3.23.  Tahlita ghall-ossidizzazzjoni (Performic acid-phenol):
Hallat 0,5 ml perossidu ta’ l-idrogenu (3.1) ma’ 4.5 ml soluzzjoni ta’ formic acid-phenol (3.19) ftazza Zghira.
Pogéi finkubatur ftemperatura ta’ bejn 20-30!! error character !I! B!l error character !l T C sabiex tifforma I-
performic acid, imbaghad kessah fbanju ta’ ilma bis-silg (15-il minuta) qabel ma 7zzid mal-kampjun.
Attenzjoni: Evita l-kuntatt mal-gilda u ilbes ilbies protettiv.

3.24.  Citrate buffer, ¢ = 0,2 mol Na*[l, pH 2,20:

Dewweb 19, 61 g sodium citrate (3.8), 5 ml thiodiglycol (3.9), 1 g phenol (3.3) u 16,50 ml HCI (3.7) fbejn
wiehed u iehor 800 ml ilma. Aggusta l-pH ghal 2.20. Zid bl-ilma sakemm ikollok litru.

3.25.  Elution bufferse, ippreparati skond il-kondizzjonijiet ta’ l-analizzatur uzat (4.9).
3.26.  Reagent tan-ninhydrin, ippreparat skond il-kondizzjonijiet ta’ l-analizzatur uzat (4.9).
3.27.  Soluzzjonijiet standard ta’ a¢idi amminici. Dawn isoluzzjonijiet ghandhom jitpoggew taht temperatura ta’ 5 °C.

3.27.1. Soluzzjoni standard ta’ amino acidi (3.16.1). ¢ = 2,5 pmol/ml minn kull wiehed fil-hydrochloric acid. Jista’
jinkiseb kummer¢jalment

3.27.2. Soluzzjoni standard ta’ ¢ysteic acid u methionine sulphone, ¢ = 1,25 pmol/ml.
Dewweb 0,2115 g cysteic acid (3.16.2) u 0,2265 g methionine sulphone (3.16.3) fcitrate buffer (3.24) fi flask
iggradwat tal-litru u imla sal-marka bis-citrate buffer. Ahznu ftemperatura taht il-5 °C ghal mhux aktar minn 12-

il xahar. Din is-soluzzjoni ma tinuzax jekk is-soluzjoni standard (3.27.1) ikun fiha cysteic acid u methionine
sulphone.

3.27.3. Soluzzjoni standard ta’ l-istandard intern ez. norleucine, ¢ = 20 pmol/ml.

Dewweb 0,6560 g norleucine (3.13) fcitrate buffer (3.24) fi flask iggradwat u imla sa 250 ml bis-citrate buffer.
Ahznu ftemperatura taht il-5 °C ghal mhux aktar minn 6 xhur.

3.27.4. Soluzzjoni tal-kalibrazzjoni ta’ acidi standard amminici biex jintuzaw ma’ hydrolysates, ¢ = 5nmol/50pl cysteic
acid u methionine sulphone u ¢ = 10 nmpl/50 pl ta’ l-acidi amminici l-ohra.
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3.27.5.

4.1.

4.2

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

5.1.

5.2.

Dewweb 2,2 g klorat tas-sodju (3.10) ftazza ta’ 100 ml ma’ 30 ml citrate buffer (3,24). Zid 4,00 ml soluzzjoni
standard ta’ l-acidi amminici (3.27.1), 4,00 ml soluzzjoni standard cysteic acid u methionine sulphone (3.27.2) u
0,50 ml soluzzjoni standard ta’ l-istandard intern (3.27.3) jekk intuza. Agggusta l-pH ghal 2,20 bis-sodium
hydroxide (3.18).

Ittrasferixxi kwantittivament ghal go flask gradwat ta’ 50ml u imla sal-marka bis-citrate buffer (3.24) u hawwad.
Ahznu ftemperatura taht il-5 °C ghal mhux aktar minn 3 xhur.
Ara wkoll l-osservazzjonijiet 9.1.

Soluzzjoni ta’ kalibrazzjoni ta’ l-acidi standard ammini¢i ghall-uzu mal-hydrolysates ippreparati skond il-
paragrafu 5.3.3.1. u ghall-uzu ma’ l-estratti (5.2). Is-soluzzjoni tal-kalibrazzjoni tigi ppreparata skond 3.27.4
minghajr il-klorat tas-sodju.

Ahznu ftemperatura taht il-5 °C ghal mhux aktar minn 3 xhur.

Apparat
Flask bil-qiegh tond ta’ 100 jew 250 ml li ghandu reflux condenser imwahhal mieghu.

Flixkun tal-hgieg borosilicate 100 ml bit-tapp bil-kamin bkisja ta’ gomma/teflon (ez. Duran, Schott) sabiex
jintuza fil-forn.

Forn b'ventilazzjoni sfurzata u regolatur tat-temperatura b'ezattezza aqwa minn 5 2 °C.
pH-meter (tliet postijiet decimali).

Membrane filter (0,2 pm).

Magna centrifuga.

Evaporatur tat-tip rotary vacuum.

Shaker mekkaniku jew oggett li jhawwad manjetiku.

Analizzatur ta’ l-ac¢idi amminici jew apparat HPLC bkolonna ghall-ion exchange, taghmir ghan-ninhydrin, post
column derivatization u detettur fotometriku.

Il-kolonna timtela b'sulfonated polystyrene resins i huma kapaci li jisseparaw l-acidi ammini¢i minn xulxin u minn
materjali li huma ninhydrin-positive. l¢-cirkulazzjoni fit-tubi tal-buffer u tan-ninhydrin hija pprovduta minn pompi
li ghandhom stabilita ta’ ¢irkolazzoni ta’ + 0,5 % fil-perjodu li jkopri sew it-test tal-kalibrazzjoni standard kif
ukoll l-analizi tal-kampjun.

Bxi ftit analizzatturi ta’ l-a¢idu amminiku, jistghu jintuzaw proceduri li fihom il-hydrolysate ghandu
koncentrazzjoni ta’ sodju ta’ ¢ = 0,8 mol/l u jkun fih il-formic acid li jifdal mill-istadju ta’ l-ossidazzjoni. Ohrajn
ma jaghtux separazzjoni sodisfacenti ta’ certi acidi amminici jekk il-hydrolysate ikun fih wisq ac¢idu formiku u/
jew koncentrazzjonijiet gholjin ta’ sodium ion. Fdan il-kaz il-volum ta’ acidu jitnaqqas permezz ta’ evaporazzjoni
ghal bejn wiehed u ichor 5 ml wara l-hydrolysis u qabel l-aggustament tal-pH. L-evaporazzjoni ghandha ssir
fvakwu ftemperatura massima ta’ 40 °C.

Procedura

Preparament tal-kampjun

Il-kampjun jintahan sabiex jghaddi minn passatur ta’ 0,5 mm. Kampjuni li ghandhom hafna umdita ghandhom
jew jitnixxfu bl-arja ftemperatura ta’ mhux aktar minn 50 °C jew jitnixxfu permezz ta’ friza qabel jintahnu.
Kampjuni bkontenut gholi ta’ xaham ghandhom jigu estratti b'zejt hafif mhux raffinat (3.12) qabel ma
jintahnu.

Determinazzjoni ta’ a¢idi amminiudi hielsa fl-ghalf u tahlit li jkun sar minn gabel

Izen sa l-eqreb 0,2 mg ammont xieraq (1-5 g) tal-kampjun ippreparat (5.1), fi flask koniku u zid 100,0 ml
mit-tahlita ta’ l-estrazzjoni (3.21). Hawwad it-tahlita ghal 60 minuta bl-uzu ta’ shaker mekkaniku jew stirrer
manjetiku (4.8). Halli s-sediment joqghod u itfa’ bil-pipetta 10,0 mis-supernatant solution ftazza ta’ 100 ml.
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5.3.

5.3.2.1.

5.3.2.2.

5.3.2.3.

5.3.2.4.

5.3.3.1.

Zid 5,0 ml sulfosaligylic acid solution (3.22), mat-tahwid u kompli hawwad bl-ghajnuna ta’ stirrer manjetiku ghal
5 minuti. Iffiltra jew ic¢centrifuga s-supernatant sabiex jitnehha kull precipitat. Qieghed 10,0 ml mis-soluzzjoni li
tirrizulta go tazza ta’ 100 ml u aggusta l-pH ghal 2,20 bl-uzu ta’ soluzzjoni ta’ sodium hydroxide (3.18),
ittrasferixxi ghal flask volumetriku ta’ volum xieraq bl-uzu ta’ citrate buffer (3.24), u imla sal-marka bil-buffer
solution (3.24).

Jekk gieghed jintuza standard intern, zid 1,00ml mill-istandard intern (3.27.3) ghal kull 100 ml soluzzjoni
finali u imla sal-marka bil-buffer solution (3.24).

Kompli ghall-pass tal-kromatografija skond il-paragrafu 5.4.

Jekk l-estratti m’humiex geghdin jigu ezaminati, ghandhom jinhaznu taht il-5 °C.

Determinazzjoni ta’ l-acidi amminici totali

Ossidazzjoni

Izen sa l-eqreb 0,2 mg minn 0,1 sa 1 g mill-kampjun ippreparat (5.1) f:

— flask bil-qiegh tond ta’ 100 ml (4.1) ghall-hydrolysis miftuh (5.3.2.3) jew,

— flask ta’ 250 ml bil-qiegh tond (4.1) jekk hi mehtiega koncentrazzjoni baxxa ta’ sodju (5.3.3.1) jew,
— flixkun ta’ 100 ml b’tapp bil-kamin (4.2), (ghall-hydrolysis maghluq 5.3.2.4).

ll-porzjon tal-kampjun mizun ghandu jkollu kontenut ta’ nitrogenu ta’ bejn wiehed u iehor 10 mg u kontenut
ta’ umdita ta’ mhux aktar minn 100 mg.

Qieghed il-flask/flixkun fbanju ilma bis-silg u kessah sa 0 °C, zid 5 ml mit-tahlita ta’ ossidazzjoni (3.23) u
hawwad bi spatula tal-hgieg bil-ponta mibruma. Issigilla I-flask/flixkun 1i fih l-ispatula b'rita li ma jghaddix arja
minnha, gieghed il-banju bl-ilma bis-silg li fih ir-recipjent issigillat fi frigg ftemperatura ta’ 0 °C u halli ghal 16-
il siegha. Wara 16-il siegha nehhi mill-frigg u skompona r-reagent eccessiv ta’ l-ossidazzjoni biz-zieda ta’
0,84 g sodium disulfite (3.4).

Ipprocedi ghal 5.3.2.1.

Idrolizi
Idrolizi ta’ kampjuni ossidizzati

Ghall-kampun ossidizzat ippreparat skond 5.3.1 zid 25 ml tahlita ta’ idrolizi (3.20) u oqghod attent li ma
tahsilx xi residwu tal-kampjun li jehel mal-gnub tar-recipjent u ta’ l-ispatula. Skond il-procedura ta’ idrolizi li
gieghda tintuza, kompli skond 5.3.2.3 jew 5.3.2.4.

Idrolizi ta’ kampjuni li mhumiex ossidizzati

Izen fi flask bil-giegh tond ta’ 100 ml jew 250 ml (4.1) jew flixkun ta’ 100 ml bit-tapp bil-kamin (4.2), sa 1-
eqreb 0,2 mg, minn 0,1 sa 1 g tal-kampjun ippreparat (5.1). Il-porzjon mizun tal-kampjun ghandu jkollu
kontenut ta’ nitrogenu ta’ bejn wiched u ichor 10 mg. B'attenzjoni zid 25 ml tat-tahlita ta’ l-idrolizi (3.20) u
hallat mal-kampjun. Kompli skond jew 5.3.2.3 jew 5.3.2.4.

Idrolizi miftuh

Zid 3 zibeg tal-hgieg mat-tahlita fil-flask (ippreparat skond 5.3.2.1 jew 5.3.2.2) u ghalli kontinwament taht
reflux ghal 23 siegha. Meta jitlesta l-idrolizi, ahsel il-kondensatur b’ 5 ml citrate buffer (3.24). Skonnettja I-flask u
kesshu fbanju ta’ silg. Kompli skond 5.3.3.

Idrolizi maghlug

Poggi I-flixkun 1i jkun fih it-tahlita ppreparata fkonformita ma’ 5.3.2.1 jew 5.3.2.2 fforn (4.3) ftemperatura ta’
110 °C. Wagqt l-ewwel siegha sabiex tipprevjeni milli tizdied il-pressjoni (minhabba l-evoluzzjoni ta’ sustanzi li
fihom il-gass) u sabiex tipprevjeni xi spluzjoni, poggi t-tapp bil-kamin fuq ir-re¢ipjent. Taghlagx ir-recipjent bit-
tapp. Wara siegha, ghalaq ir-recipjent bit-tapp u hallih fil-forn (4.3) ghal 23 siegha. Meta jitlesta l-idrolizi, nehhi
I-lixkun mill-forn, iftah it-tapp tal-flixkun b'attenzjoni u poggi I-flixkun fbanju ta’ ilma bis-silg. Hallih jiksah.

Skond il-procedura ghall-aggustament tal-pH (5.3.3), ittrasferixxi kwantittivament il-kontenuti tal-flixkun ghal
go tazza ta’ 250 ml jew flask ta’ 250 ml bil-qiegh tond bl-uzu ta’ citrate buffer (3.24).

Kompli skond 5.3.3.

Aggustament tal-pH

Skond it-tolleranza tas-sodju ta’ l-analizzatur ta’ I-a¢idi amminici (4.9) kompli skond 5.3.3.1 jew 5.3.3.2 ghall-
aggustament tal-pH.

Ghal sistemi kromatografici (4.9) li jehtiegu koncentrazzjoni baxxa tas-sodju:

Huwa rrakkomandat li tintuza soluzzjoni standard interna (3.27.3) meta jintuzaw l-analizzaturi ta’ l-acidi
amminici li jehtiegu koncentrazzjoni baxxa tas-sodju (meta l-volum ta’ I-acidu jkollu jitnaqgas).
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5.3.3.2.

5.4.

Fdan il-kaz, zid 2,00 ml mis-soluzzjoni standard interna (3.27.3) mal-hydrolysate qabel l-evaporazzjoni.
Zid 2 qatriet ta’ octanol (3.15) mal-hydrolysate miksub fkonformita mal-paragrafu 5.3.2.3 jew 5.3.2.4.

Bl-uzu ta’ rotary evaporator (4.7) naqqas il-volum sa 5-10 ml fvakwu ftemperatura ta’ 40 °C. Jekk il-volum
ac¢identalment jitnaqqas ghal inqas minn 5 ml il-hydrolysate ghandu jintrema u l-analizi terga’ tibda.

Aggusta I-pH ghal 2,20 bis-soluzzjoni ta’ idrossidu tas-sodju (3.18) u kompli ghall-paragrafu 5.3.4.
Ghall-Analizzaturi ta” A¢idi Amminici l-ohrajn kollha (4.9)

Hu l-hydrolysates miksuba fkonformita ma’ 5.3.2.3 jew 5.3.2.4 u nnewtralizzahom parzjalment billi zzid filwaqt
li thawwad battenzjoni, 17-il ml soluzzjoni ta’ l-idrossidu tas-sodju (3.17) filwaqt li tizgura li t-temperatura
tinzamm taht 40°C.

Aggusta I-pH ghal 2,20 ftemperatura ambjentali bl-uzu tas-soluzzjoni ta” idrossidu tas-sodju (3.17) u finalment
soluzzjoni ta’ idrossidu tas-sodju (3.18). Kompli ghal 5.3.4.

Kampjun ta’ soluzzjoni ghall-kromatografija

Ittrasferixxi kwantittivament il-hydrolysate bil-pH aggustat (5.3.3.1 jew 5.3.3.2) bis-citrate buffer (3.24) ghal go
flask iggradwat ta’ 200 ml, u imla sal-marka bil-buffer (3.24).

Jekk ma intuzax diga standard intern, zid 2,00 ml standard inter (3.27.3) u imla sal-marka bis-citrate buffer
(3.24). Hawwad sew.

Kompli ghall-istadju tal-kromatografija (5.4).

Jekk il-kamjuni tas-soluzzjonijeit m’humiex ser jigu ezaminati dakinhar stess ghandhom jinhaznu taht il-5 °C.

Kromatografija

Qabel il-kromatografija gib l-estratt (5.2) jew tal-hydrolysate (5.3.4) ghal temperatura ambjentali. Hawwad it-
tahlita u ffiltra ammont xieraq minn membrane filter ta’ 0,2 pm (4.5). Is-soluzzjoni cara li tirrizulta tigi suggetta
ghal kromatografija tat-tip ion exchange bl-uzu ta’ analizzatur ta’ l-a¢idu amminiku (4.9).

L-injezzjoni tista’ ssir b'mod manwali jew awtomatiku. Huwa importanti li tizdid l-istess kwantita tas-soluzzjoni
5 0,5 % mal-kolonna ghall-analizi ta' l-istandards u kampjuni hlief meta jintuza standard intern, u li I-
proporzjonijiet ta’ sodju:acidu amminiku fis-soluzzjonijiet standard u kampjuni huma simili kemm jista’ jkun.

B'mod generali, il-frekwenza tar-runs tal-kalibrazzjoni tiddependi fuq l-istabilita tar-reagent tan-ninhydrin u s-
sistema analitika. L-istandard jew il-kampjun jigi dilwit bis-citrate buffer (3.24) sabiex jaghti erja tal-quccata ta’ 1-
istandard ta’ 30-200 % ta’ l-erja tal-quccata tal-kampjun ta’ l-acidu amminiku.

ll-kromatografija ta’ l-acidi amminic¢i tvarja ftit skond it-tip ta’ l-analizzatur u r-rezina wzati. Is-sistema
maghzula ghandha tkun kapaci li tissepara l-acidi mini¢i minn xulxin u mill-materjali li huma posittivi fin-
ninhydrin. Fil-varjeta ta’ hidma, is-sistema kromatografika ghandha taghti rispons lineari lit-tibdil fllammonti ta’
acidi amminic¢i mizjuda mal-kolonna.

Wagqt l-istadju tal-kromatografija japplikaw il-proporzjonijiet ta’ wied:quécata msemmija hawn taht, meta tigi
analizzata soluzzjoni ekwimolari (ta’ l-a¢idi amminici i qeghdin jigu ddeterminati). Is-soluzzjoni ekwimolari
ghandha jkollha mill-ingas 30 % tat-taghbija massima ta’ kull acidu amminiku li jista’ jitkejjel b’mod preciz bis-
sistema ta’ l-analizzatur ta’ l-acidu amminiku(4.9).

Ghas-separazzjoni tat-threonine-serine l-proporzjon tal-wied:quécata ta’ l-angas minn zew¢ acidi amminici i
huma overlapping fuq il-kromatogram ma ghandux ikun aktar minn 2:10 (jekk huma ddeterminati biss is-
oyst(e)ine, methionine, threonine u lysine, separazzjoni insuffi¢jenti minn qcacet qrib xulxin tinfluwenza d-

determinazzjoni b'mod hazin). Ghall-a¢idi amminici l-ohra kollha s-separazzjoni ghandha tkun ahjar minn
1:10.

Is-sistema ghandha tizgura li I-lysine huwa sseparat mill-Tysine artifacts u ornithine.

Kalkulazzjoni tar-rizultati

L-erja tal-kampjun u l-qcacet standard titkejjel ghal kull a¢idu amminiku individwali u jigi kkalkulat I-ammont,
fi g acidu amminiku ghal kull kg kampjun.

¢ acidu amminiku ghal kull kg kampjun = AxExMWx F
BxWx 1000

Jekk jintuza standard intern immultiplika b’: %



440

03/Vol. 23

6.1.

7.1.

1l-Gurnal Uffi¢jali ta’ [-Unjoni Ewropea
A = erja ta’ quécata, hydrolysate jew estratt
B = erja ta’ quécata, soluzzjoni standard ta’ kalibrazzjoni
C = erja ta’ quccata, standard intern fhydrolysate jew estratt
D = erja ta’ quécata, standard intern, soluzzjoni ta’ kalibrazzjoni standard

MW = piz molekulari ta’ l-a¢cidu amminiku li gieghed jigi ddeterminat
E = koncentrazzjoni ta’ standard flmol/ml
W = piz tal-kampjun (g) (ikkoregut ghall-piz originali jekk huwa mnixxef jew bix-xaham imnehhi)

F = ml hydrolysaet totali (5.3.4) jew kalkulazzjoni ml tal-volum ta’l-estratt totali dilwit (6.1).

Is-Cystine u s-cysteine t-tnejn i huma huma ddeterminati bhala cicteic acid fil-hydrolysates ta’ kampjun ossidizzat,
izda huma kkalkulati bhala ¢yctine (CH,,N,0,S,, MW 240,30 billi jintuza MW 120,15 (= 0,5 x 240,30).

ll-methionine huwa ddeterminat bhala methionine sulphone fhydrolysates ta’ kampjun ossidizzat izda kkalkulat
bhala methionine billi jintuza MW tal-methionine: 149,21.

Methionine hieles mizjud huwa ddeterminat wara l-estrazzjoni bhala methionine, ghall-kalkulazzjoni jintuza 1-
istess MW.

Il-volum totali dilwit ta’ estratti (F) ghad-determinazzjoni ta’ ac¢idi amminici hielsa (5.2) ikkalkulat kif gej:

10ml + 5 ml)X V ml
10 ml 10 ml

F = IOOmIX(

V = volum ta’ estratt finali

Evalwazzjoni tal-metodu

Il-metodu gie ittestjat meta pparagunat flivell internazzjoni fl-1990 billi intuzaw erba’ tipi differenti ta’ ghalf
(ghalf tal-majjali mhallat, komposizzjoni tal-brojlers, koncentrazzjoni ta’ proteini,tahlit minn qabel). Ir-rizultati,
wara eliminazzjoni ta’ dawk li jvarjaw hafna, ta’ devjazzjoni medja u standard jinghataw fil-werrej ta’ hawn taht:

Medji fg/kg

Ac¢idu amminiku
Materjal
Threonine Cyst(e)ine Methionine Lysine
Ghalf tal-majjali mhallat 6,94 3,01 3,27 9,55
n= 15 n= 17 n= 17 n= 13
Komposizzjoni tal-brojlers 9,31 3,92 5,08 13,93
n=16 n=18 n=18 n=16
Koncentrat ta’ proteini 22,32 5,06 12,01 47,74
n= 16 n=17 n=17 n= 15
Tahlit minn gabel 58,42 o 90,21 98,03
n=16 n=16 n=16

n = numru ta’ laborotorji partecipanti

Ripetittivita

Ir-ripetittivita espressa bhala ‘fi hdan l-istandard ta’ devjazzjoni tal-laboratorju’ tal-paragonar imsemmi hawn fuq
jinghata fil-werrej ta’ hawn taht:
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7.2.

Fi hdan id-devjazzjoni standard tal-laboratorju (S) fi g/kg

Acidu amminiku
Materjal ghar-referenza
Threonine Cyst(e)ine Methionine Lysine
Ghalf tal-majjali mhallat 0,13 0,10 0,11 0,26
n=15 n=17 n=17 n=13
Komposizzjoni tal-brojlers 0,20 0,11 0,16 0,28
n=16 n=18 n=18 n= 16
Koncentrat ta’ proteini 0,48 0,13 0,27 0,99
n= 16 n=17 n=17 n=15
Tahlit minn gabel 1,30 o 2,19 2,06
n=16 n=16 n= 16

n = numru ta’ laborotorji partecipanti

Koeffi¢jent ta’ varjazzjoni ( %) ghad-devjazzjoni standard fi hdan il-laboratorju (S)

Acicu amminiku
Materjal ghar-referenza
Threonine Cyst(e)ine Methionine Lysine
Ghalf tal-majjali mhallat 1,9 3,3 3,4 2,8
n=15 n=17 n=17 n=13
Komposizzjoni tal-brojlers 2,1 2,8 3,1 2,1
n=16 n=18 n=18 n=16
Koncentrat ta’ proteini 2,7 2,6 2,2 2,4
n=16 n=17 n=17 n=15
Tahlit minn gabel 2,2 o 2.4 2,1
n=16 n= 16 n= 16

n = numru ta’ laboratorji partecipanti

Riproducibilita

Ir-rizultati ghal bejn id-devjazzjoni standard tal-laboratorju mal-paragonar imsemmi hawn fuq huma moghtija
fil-werrej ta’ hawn taht:

Devjazzjoni standard bejn il-laboratorji (Sy) fg/kg

Acidu amminiku
Materjal ghar-referenza
Threonine Cyst(e)ine Methionine Lysine
Ghalf tal-majjali mhallat 0,28 0,30 0,23 0,30
n= 15 n=17 n=17 n= 13
Komposizzjoni tal-brojlers 0,48 0,34 0,55 0,75
n= 16 n= 18 n= 18 n= 16
Koncentrat ta’ proteini 0,85 0,62 1,57 1,24
n=16 n= 17 n=17 n= 15
Tahlit minn gabel 2,49 - 6,20 6,62
n= 16 n=16 n= 16

n = numru ta’ laboratorji partecipanti
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9.1.

9.2.

9.3.

1.1.

1.2.

Koeffi¢jent ta’ varjazzjoni ( %) ghad-devjazzjoni standard bejn il-laboratorj (S,)

Acidu amminiku
Materjal ghar-referenza
Threonine Cyst(e)ine Methionine Lysine
Ghalf tal-majjali mhallat 4,1 9,9 7,0 3,2
n= 15 n=17 n=17 n=13
Komposizzjoni tal-brojlers 52 8,8 10,9 5,4
n= 16 n=18 n=18 n= 16
Koncentrat ta’ proteini 3,8 12,3 13,0 3,0
n= 16 n=17 n=17 n= 15
Tahlit minn gabel 43 _ 6,9 6,7
n= 16 n= 16 n= 16

n = numru ta’ laborotorji partecipanti

Uzu ta’ materjali ghar-referenza

L-applikazzjoni korretta tal-metodu ghandha tigi vverifikata billi jsir kejl ripetut ta’ materjali ghar-referenza
ccertifikati meta huma disponibbli. Kalibrazzjoni b’kalibrazzjoni c¢certifikata ta’ ac¢idu amminiku hija
rrakommandata.

Osservazzjoni

Minhabba differenzi bejn l-analizzaturi ta’ l-a¢idi ammini¢i l-koncentrazzjonijiet finali tas-soluzzjonijiet ta’ I-
istandar ta’ acidi amminici (ara 3.27.4 u 3.27.5) u tal-hydrolysate (ara 5.3.4) ghandhom jittiehdu bhala gwida.

[l-varji rispons lineari ta’ l-apparat ghandu jigi ¢cekkjat ghall-acidi amminici kollha.

Is-soluzzjoni standard tigi dilwita bis-citrate buffer sabiex taghti l-qcacet fnofs il-varjeta.

Fejn jintuza taghmir ta’ kromatografija likwida ta’ esekuzzjoni gholja sabiex jigu analizzati 1-hydrolysates, il-
kondizzjonijiet esperimentali ghandhom jigu ottimizzati fkonformita mar-rakkommandazzjonijiet tal-
manifattur.

Meta tintuza’ l-applikazzjoni tal-metodu lill-ghalf li jkun fih aktar minn 1 % klorat (koncentrat, ghalf minerali,
ghalf supplimentari) jista’ jkun hemm nuqqas ta’ stima korretta tal-methionine u ghandu jsir trattament specjali.

PARTI B

DETERMINAZZJONI TA’ ZJUT MHUX RAFFINATI U XAHMIJIET

Ghan u varjeta

Dan il-metodu huwa ghad-determinazzjoni ta’ zjut mhux raffinati u xahmijiet fl-ghalf. Ma jkoprix l-analizi ta’
zerriegha taz-zejt u frott oleaginuz definit fir-Regolament tal-Kunsill 136/66 /KEE tat-22 ta’ Settembru 1966.

L-uzu taz-zewg proceduri deskritti hawn taht jiddependi fuq in-natura u l-komposizzjoni ta’ I-ghalf u r-raguni
ghaliex tkun saret l-analizi.

Procedura A - Zjut mhux raffinati u xahmijiet li jistghu jigi estratti direttament

Dan il-metodu huwa applikabbli ghall-materjali ta’ ghalf li joriginaw mill-pjanti, hlief dawk inkluzi fil-varjeta’
tal-procedura B.

Procedura B - Zjut mhux raffinati u xahmijiet kollha

Dan il-metodu japplika lill-materjali li joriginaw mill-annimali u lill-komposizzjonijiet ta’ ghalf kollha. Ghandu
jintuza ghall-materjali kollha li minnhom ma jistghux jigu estratti z-zjut u x-xahmijiet minghajr idrolizi minn

qgabel (ez glutini, hmira, proteini tal-patata u prodotti soggetti ghall-processi bhalma huma l-estruzjoni, tagxir
bicca bicca, u tishin).
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1.3.

2.1.

2.2.

3.1.

3.2
3.3.
3.4.

4.1.

4.2.

4.3.

5.1.

5.2.

Interpretazzjoni ta’ rizultati
Fil-kazijiet kollha fejn jinkiseb rizultat oghla billi tintuza 1-Procedura B milli bil-Procedura A, ir-rizultat miksub
mill-Procedura A ghandu jkun accettat bhala I-valur veru.

Prin¢ipju

Procedura A

Il-kampjun jigi estratt b'zejt mhux raffinat hafif. Is-solvent jigi ddistillat u r-residwu mnixxef u mizun.

Procedura B

Il-kampjun jigi ttrattat bit-tishin bil-hydrochloric acid. It-tahlita titkessah u ffiltrata. Ir-residwu jinhasel u jitnixxef
u jigi sottomess ghad-determinazzjoni skond il-Procedura A.

Reagenti

Zejt mhux raffinat hafif, varjeta ta’ toghlija: 40 sa 60 °C. Il-valur ta’ bromu ghandu jkun anqas minn 1 u r-
residwu ta’ evaporazzjoni inqas minn 2 mg/100ml.

Sulfat tas-sodju, anidru.
Hydrochloric acid, ¢ = 3 mol HCl/1

Ghajnuna ghal-filtrazzjoni, ez. Kieselguhr, Hyflo-supercel.

Apparat

Apparat ghall-estrazzjoni. Jekk mghammar b’sifun (apparat Soxhlet), ir-rata tar-rifluss ghandu jkun tali Ii
jipproduci xi 10 ¢ikli fis-siegha; jekk huwa tat-tip minghajr sifun, ir-rata ta’ rifluss ghandha tkun xi 10 ml fil-
minuta.

Vajlori ghall-estrazzjoni, hielsa minn materja li ddub fzejt mhux raffinat hafif u li ghandhom porosita
konsistenti mal-htigijiet tal-punt 4.1.

Forn ghat-tnixxif, jew forn tal-vakwu ssettjat ftemperatura ta’ 75 °C £ 3°C jew forn ta’ l-arja ssettjat
ftemperatura ta’ 100 °C * 3°C.

Procedura

Procedura A (ara l-punt 8.1)

Izen 5 g mill-kampjun sa l-eqreb 1 mg, ittrasferixxih ghal go vajlora ta’ l-estrazzjoni (4.2) u ghattih b’bicca
tajjar minghajr xaham.

Poggi l-vajlora festrattur (4.1) u estratta ghal sitt sighat b'zejt mhux raffinat hafif (3.1). Igbor l-estratt taz-zejt
hafif mhux raffinat fi flask xott, mizun li jkun fih frak tal-haffiefa ().

Iddistilla s-solvent. Nixxef ir-residwu billi Zzomm il-flask fil-forn tat-tnixxif ghal siegha u nofs (4.3). Hallih
jiksah fdissikatur u izen. Erga nixxef ghal 30 minuta sabiex tizgura li l-piz taz-zjut u x-xahmijiet jibqa’ kostanti
(telf ta’ piz bejn Zewg uzin successivi ghandu jkun inqas minn 1mg).

Procedura B

Izen 2,5 g mill-kampjun sa l-eqreb 1 mg (ara l-punt 8.2), poggi ftazza ta’ 400 ml jew flask koniku ta’
300 ml u zid 100 ml hydrochloric acid (3.3) u frak tal-haffiefa. Ghatti t-tazza bi hgiega jew wahhal kondenser
tar-rifluss mal-flask koniku. Sahhan it-tahlita sakemm taghli bil-mod fuq nar baxx jew fuq pjanca tahraq u
halliha hemm ghal siegha. Thallix il-prodott jehel mal-gnub tar-recipjent.

Kessah u zid kwantita mill-ghajnuna tal-filtrazzjoni (3.4) bizzejjed biex jipprevjeni kull telf ta” Zejt u xaham
waqt il-filtrazzjoni. Iffiltra minn karta tal-filtru doppja, niedja, minghajr xaham. Ahsel ir-residwu filma kiesah
sakemm jinkiseb filtrat naturali. Iccekkja li I-filtrat ma jkun fih l-ebda Zjut jew xahmijiet. Il-prezenza taghhom
tindika li I-kampjun ghandu jinhareg b'zejt hafif mhux raffinat, bl-uzu tal-Procedura A, qabel il-hydrolysis.

Poggi I-karta tal-filtru doppja li jkun fiha r-residwu fuq hgiega u nixxef ghal siegha u nofs fil-forn ta’ l-arja (4.3)
100 °C = 3 °C.

Poggi l-karta doppja talfiltru li jkun fiha r-residwu xott fvajlora ta’ l-estrazzjoni (4.2) u ghatti b’bicca tajjar
minghajr xaham. Poggi l-vajlora fl-estrattur (4.1) u kompli kif indikat fit-tieni u t-tielet paragrafi tal-punt 5.1.
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8.1.

8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

8.6.

Qari ta’ rizultat

Esprimi 1-piz tar-residwu bhala persentagg tal-kampjun.

Ripetittivita

Id-differenza bejn ir-rizultati taz-zewg determinazzjonijiet paralleli li jsiru fuq l-istess kampjun mill-istess
analista ma ghandhiex tkun aktar minn:

— 0,2 % fvalur assolut, ghal kontenuti ta’ Zjut mhux raffinati u xahmijiet anqas minn 5 %.
— 4,0 % relattiv ghall-oghla rizultat ghall-kontenuti ta’ 5 sa 10 %,

— 0,4 % fvalur assolut, ghal kontenuti I-fuqg minn 10 %.

Osservazzjonijiet

Ghal prodotti b’kontenut gholi ta’ zjut u xahmijiet, li huma difficli biex jintahnu jew m’humiex xierqa biex
minnhom jinhareg kampjun ghat-test imnaggas b'mod omogenu, kompli kif gej.

Izen 20 g mill-kampjun sa l-eqreb 1 mg u hallat ma’ 10 g jew aktar mis-sulfat tas-sodju anidru (3.2). Ohrog
b'zejt hafif mhux raffinat (3.1) kif indikat fil-punt 5.1. Imla l-estratt miksub sa 500 ml b’zejt hafif mhux
raffinat (3.1) u hawwad. Hu 50 ml mis-soluzzjoni u poggi fi flask zghir, xott, mizun li jkun fih frak tal-haffiefa
(2). Iddistilla s-solvent, ixxuttah u kompli kif indikat fl-ahhar paragrafu tal-punt 5.1.

Elimina s-solvent mir-residwu ta’ l-estrazzjoni li jifdalfil-vajlora, farrak ir-residwu ghal finezza ta’ 1 mm, erga’
gieghdu fil-vajlora ta’ l-estrazzjoni (izzidx sulfat tas-sodju) u kompli kif indikat ghat-tieni u t-tielet paragrafi tal-
punt 5.1.

Ikkalkula l-kontenut taz-zjut u x-xahmijiet bhala persentagg tal-kampjun billi tuza l-formula li gejja:

(10a + b)x 5

fejn:

a = l-massa fi grammi tar-residwu wara l-ewwel estrazzjoni (parti aliquot ta’ l-estratt),

b = massa fi grammi tar-residwu wara t-tieni estrazzjoni.
Ghall-prodotti baxxi fiz-zjut u x-xahmijiet il-kampjun ghat-test jista’ jizdied ghal 5 g.

Ikel ta’ I-annimali tad-dar li jkun fih kontenut gholi ta’ ilma jista’ jkun hemm il-bzonn li jithalltu mas-sulfat tas-
sodju anidru qabel il-hydrolysis u l-estrazzjoni bhal ma hemm fil-procedura B.

Fil-paragrafu 5.2 jista’ jkun effettiv aktar li jintuza ilma jahraq minflok ilma kiesah sabiex jinhasel ir-residwu
wara |-filtrazzjoni.

[I-hin ghat-tnixxif ta’ siegha u nofs jista’ jkollu bzonn jittawwal ghal xi ghalf. Tnixxif eccessiv ghandu jigi evitat
ghax dan jista’ jwassal ghal rizultati baxxi. Jista’ jintuza microwave oven ukoll.

L-estrazzjoni minn qabel permezz tal-Procedura A qabel l-idrolizi u r-riestrazzjoni hija rrakommandata permezz
tal-Procedura B jekk il-konteut ta’ zejt mhux raffinat/xaham huwa akbar minn 15 %. Dan jiddependi xi ftit fuq
in-natura ta’ l-ghalf u n-natura taz-zejt-xaham fl-ghalf.
PARTI C
DETERMINAZZJONI TA” OLAQUINDOX

(2-[N-2"-(hydroxyethyl)carbamoyl]-3-methylquinoxaline-N1,N4-dioxyde)

Ghan u varjeta

Dan il-metodu huwa ghad-determinazzjoni ta’ olaquindox fl-ghalf. Il-limitu baxx ta’ determinazzjoni huwa
5 mg/kg.

Prin¢ipju

Il-kampjun jigi estratt b'tahlita ta’ ilma u methanol. Il-kontenut ta’ olaquindox jigi ddeterminat b'ezekuzjoni gholja
ta’ kromatografija likwida fil-fazi kontrarja (HPLC) bl-uzu ta’ detettur tal-UV.
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3. Reagenti

3.1. Methanol.

3.2. Methanol, grad ta’ HPLC

3.3. IIma, grad ta’ HPLC

3.4. Fazi mobili ghall-HPLC
Tahlita ta’ ilma (3.3)-methanol (3.2), 900 + 100 (V + V).

3.5. Sustanza standard: olaquinox pura 2-[N-2"-(hydroxyethyl)carbamoyl]-3-methylquinoxaline-N1,N4-diossidu, E 851.

3.5.1.  Soluzzjoni standard ta’ olaquindox mahzuna, 250 ug/ml
Izen sa’ l-eqreb 0,1 mg 50 mg olaquindox (3.5) fi flask iggradwat ta’ 200 ml u zid ¢irka 190 ml ilma.
Imbaghad qieghed il-flask fbanju ultrasoniku (4.1) ghal 20 min. Wara t-trattament ultrasoniku gib is-soluzzjoni
ftempeatura ambjentali, imla sal-marka bl-ilma u hawwad. lksi I-flask b’fojl ta’ I-aluminju u ahznu fi frigg. Is-
soluzzjoni ghandha tithejja friska kull xahar.

3.5.2.  Soluzzjoni standard intermedjarja ta’ olaquindox, 25 pg/ml
Ittrasferixxi 10,0 ml mis-soluzzjoni standard mahzuna (3.5.1) fi flask iggradwat ta’ 100 ml, imla sal-marka bil-
fazi mobbli (3.4) u hawwad. Iksi I-flask b'fojl ta’ l-aluminju u ahznu fi frigg. Is-soluzzjoni ghandha tithejja friska
kuljum.

3.5.3.  Soluzzjonijiet ghall-kalibrazzjoni
Ittrasferixxi f'serje ta’ flasks iggradwati ta’ 50 ml 1,0, 2,0, 5,0, 10,0, 15,0 u 20,0 ml mis-soluzzjoni standard
intermedjarja (3.5.2). Imla sal-marka bil-fazi mobbli (3.4) u hawwad. Iksi 1-flask bfojl ta’ l-aluminju. Is-
soluzzjonijiet jagblu ma’ 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 7,5 u 10,0 pg ta’ aquindox kull ml rispettivament.

Dawn is-soluzzjonijiet ghandhom jithejjew friski kuljum.

4. Apparat

4.1. Banju ultrasoniku

4.2. Shaker mekkaniku

4.3. Taghmir ta’ HPLC b'ditekter ultra-vjola ta’ wavelength varjabbli jew didekter diode array

4.3.1.  Kolonna kromatografika likwida, 250mm x 4 mm, imballagg ta’ C18, 10 pm, jew ekwivalenti.

4.4, Membrane filters, 0,45 pm

5. Procedura
Notament: L-olaquindox huwa sensittiv ghad-dawl. Aghmel il-proceduri taht dawl baxx jew uza affarijiet tal-hgieg
sofor.

51.  Generali

5.1.1.  Ghandu jigi analizzat ghalf minghajr kampjun sabiex ikun iccekkjat li la l-olquindox u lanqas sustanzi li jtellfu
m’huma presenti.

5.1.2.  Ghandu jsir test ta’ rikupru billi jigi analizzat 1-ghalf minghajr kampjun li ssahhah permezz ta’ zieda ta’ kwantita
ta’ olaquindox, simili ghal dik presenti fil-kampjun. Sabiex issahhah flivell ta’ 50 mg/kg, ittrasferixxi 10,0 ml
mis-soluzzjoni standard mahzuna (3.5.1) ghal go flask koniku u evapora s-soluzzjoni ghal ¢irka 0,5 ml. Zid
50 g mill-ghalf minghajr kampjun, hawwad sew u hallih ghal 10 minuti u erga’ hawwad ghal hafna drabi qabel
tkompli bil-pass ta’ l-estrazzjoni (5.2).

Notament: Ghall-ghan ta’ dan il-metodu l-ghalf minghaajr kampjun ghandu jkun simili fit-tip ghal dak tal-
kampjun u l-olaquindox m’'ghandux jingabad.

5.2. Estrazzjoni

Izen sa’ l-eqreb 0,01 g, bejn wiehed u ichor 50 g mill-kampjun. Ittrasferixxi ghal go flask koniku ta” 1 000 ml,
zid 100 ml methanol (3.1) u poggi I-flask ghal 5 minuti fbanju ultrasoniku (4.1). Zid 410 ml ilma u halli fil-
banju ultrasoniku ghal 15-il minuta ohra. Nehhi I-flask mill-banju ultrasoniku, hawdu ghal 30 minuta fix-shaker
(4.2) u ffiltra minn filtru mitwi. Ittrasferixxi 10,0 ml mill-filtrat fi flask iggradwat ta’ 20 ml, imla sal-marka bl-
ilma u hawwad. Alikwot jigi ffiltrat minn membrane filter (4.4). (Ara 9. Osservazzjoni) Kompli ghad-
determinazzjoni HPLC (5.3).
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7.1.

Determinazzjoni ta’ I-HPLC
Parametri:

Il-kondizzjonijiet li gejjin qeghdin offruti bhala gwida, jistghu jintuzaw kondizzjonijiet ohra sakemm jaghtu 1-
istess rizultati.

Kolonna analitika (4.3.1)

Fazi mobbli (3.4): tahlita ta’ ilma (3.3) — methanol(3.2), 900 + 100 (V + V)

Rata ta’ ¢irkulazzjoni: 1,5-2 ml/min.

Detection wavelength 380 nm

Volum ta’ injezzjoni: ~ 20 pl-100 pl

Iccekkja l-istabbilita tas-sistema kromatografika, billi tinjetta hafna drabi s-soluzzjoni ta’ kalibrazzjoni (3.5.3) li
jkun fihom 2,5 pg/ml, sakemm jinkisbu gholi ta’ q¢acet u hinijiet ta’ retenzjoni kostanti.

Graff tal-kalibrazzjoni

Injetta kull soluzzjoni tal-kalibrazzjoni (3.5.3) hafna drabi u stabbilixxi I-gholi medju tal-quécata (erji) ghal kull
kalibrazzjoni. Pingi l-graff ta' kalibrazzjoni billi tuza’ 1-gholi medji tal-qcacet (erji) tas-soluzzjonijiet ta’
kalibrazzjoni bhala ordinati u l-koncentrazzjonijiet korrespondenti fpg/ml bhala l-axxizi.

Kapmpjun ta’ soluzzjoni

Injetta il-kampjun ta’ l-estratt (5.2) hafna drabi billi tuza' l-istess volum mehud ghas-soluzzjonijiet ta’
kalibrazzjoni u stabbilixxi I-gholi medju tal-quccata (erja) tal-qcacet ta’ olaquindox.

Kalkulazzjoni tar-rizultati

Mill-gholji medju (erja) tal-qcacet ta’ olaquindox tal-kampjun ta’ soluzzjoni stabbilixxi l-koncentrazzjoni tal-
kampjun ta’ soluzzjoni fug/ml b'referenza ghall-graft ta’ kalibrazzjoni (5.3.2).

Il-kontenut ta’ olaquindox w fmg’kg tal-kampjun jinghata bil-formula li gejja:

¢ x 1000
w —<¢x 1000
m
li fiha:
¢ = koncentrazzjoni ta’ olaquindox tal-kampjun ta’ estratt (5.2) fug/ml.

m = massa tal-kampjun tat-test fi g (5.2).

Validazzjoni tar-rizultati

Identita

L-identita ta’ l-analita tista’ tigi kkonfermata permezz ta’ ko-kromatografija, jew billi jintuza’ didekter diode-array
li bih l-ispettra tal-kampjun estratt (5.2) u s-soluzzjoni ta’ kalibrazzjoni (3.5.2) li fih 5,0 pg/ml huma mqabbla.

Co-kromatografija

Kampjun estratt (5.2) jissahhah biz-zieda ta’ ammont xieraq mis-soluzzjoni ta’ kalibrazzjoni (3.5.3). L-ammont
ta’ olaquindox mizjud ghandu jkun simili ghall-ammont ta’ olaquindox 1i jinsab fil-kampjun estratt.

L-gholi tal-quccata ta’ l-olaquindox biss ghandu jkun imsahhah wara li jkunu kkunsidrati sew l-ammont mizjud u
sew id-dilwit ta’ l-estratt. Il-wisgha tal-quccata, fnofs l-gholi taghha, ghandha tkun fi hdan + 10 % tal-wisgha
originali tal-quccata ta’ olaquindox tal-kampjun estratt mhux imsahhah.

L-Iskoperta Diode array
Ir-rizultati jigu evalwati skond il-kriterji i gejjin:

(a) Il-mewga manjetika ta’ assorbazzjoni massima tal-kampjun u ta’ l-ispettra standard, irrekordjat fl-apici tal-
quccata fuq il-kromatogramma, ghandha tkun fi hdan margini stabbilita mis-sahha tas-sistema ta’
detezzjoni li ssolvi. Ghall-iskoperta diode-array dan huwa tipikament fi hdan * 2 nm.
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7.2

7.3.

(b) Bejn 220 u 400 nm, il-kampjun u spettra standard irrekordjati fil-quécata ta’ l-apici tal-kromatogramma,
ma ghandhomx ikunu differenti ghal dawk il-partijiet ta’ l-ispektrum li jvarjaw bejn 1-10-100 % ta’
assorbazzjoni relattiva. Din il-kriterja tintlahaq meta l-istess massimi huma prezenti u d-devjazzjoni bejn
iz-zewg spektra fl-ebda punt osservat ma tagbez il-15 % ta’ l-assorbazzjoni ta’ l-analita standard.

(¢) Bejn 220 u 400 nm, l-ispektra tat-telgha, apici u nizla tal-quécata prodotti mill-istess kampjun estratt ma
ghandhomx ikunu differenti minn xulxin ghal dawk il-partijiet ta’ l-ispektrum fi hdan il-varjazzjoni 10-
100 % ta’ l-assorbazzjoni relattiva. Din il-kriterja tintlahaq meta l-istess massimi huma prezenti u meta fil-
punti osservati kollha d-devjazzjoni bejn l-ispektra ma tagbizx il-15 % ta’ l-assorbazzjoni ta’ l-ispektrum

tal-quécata ta’ l-apici.

Jekk ma tintlahaqx wahda minn dawn il-kriterji l-prezenza ta’ l-analitd ma tkunx giet ikkonfermata.

Ripetittivita

Id-differenza bejn ir-rizultati ta’ zewg determinazjzonijeit paralelli li jkunu saru fuq l-istess kampjun ma
ghandux jagbez il-15 % relattiv ma’ l-oghla rizultat ghall-kontenuti ta’ olaquindox bejn 10 u 20 mg/kg.

Rikupru

Ghal kampjun vojt imsahhah ir-rikupru ghandu jkun ta’ I-angas 90 %.

Rizultati ta’ studju kollaborattiv

Gie rrangat studju kollaborattiv tal-KE li fih erba’ kampjuni ta’ ghalf tal-qzieqez li jinkludu ghalf vojt gew
analizzati minn 13-il laboratorju. Ir-rizultati jinghataw hawn taht:

Kampjun 1 Kampjun 2 Kampjun 3 Kampjun 4
L 13 10 11 11
n 40 40 44 44
medja (mg/kg) _ 14,6 48,0 95,4
(Sr) (mgfkg) _ 0,82 2,05 6,36
(SR) (mg]kg) _ 1,62 4,28 8,42
CVr (%) _ 5,6 43 6,7
CVR (%) _ 11,1 8,9 8,8
Kontenut nominali (mg/kg) _ 15 50 100
rikupru. (%) 97,3 96,0 95,4

L : numru ta’ laboratorji

n : numru ta’ valuri singli

S, : devjazzjoni standard ta’ ripetittivita

Sy : devjazzjoni standard ta’ riproducibbilta

CV, : koeffi¢jent tal-varjazzjoni ta’ ripetittivita
CV, : koeffi¢jent ta’ varjazzjoni ta’ riproducibbilta

Osservazzjoni

Ghalkemm il-metodu ma giex ivvalidat ghal ghalf li fih aktar minn 100 mg/kg olaquindox, jista’ jkun possibbli li
jinkisbu rizultati sodisfacenti billi jittiched piz izghar tal-kampjun ufjew billi l-estratt jigi dilwit (5.2) sabiex

tintlahaq koncentrazzjoni fi hdan il-varjeta tal-graff ta’ kalibrazzjoni (5.3.2).



