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(Acte adoptate in temeiul Tratatelor CE/Euratom a ciror publicare este obligatorie)

REGULAMENTE

REGULAMENTUL (CE) NR. 152/2009 AL COMISIEI
din 27 ianuarie 2009
de stabilire a metodelor de esantionare si analizd pentru controlul oficial al furajelor

(Text cu relevantd pentru SEE)

COMISIA COMUNITATILOR EUROPENE, — A patra Directivd 73/46/CEE a Comisiei din 5 decem-
brie 1972 de stabilire a metodelor comunitare de
analizd pentru controlul oficial al furajelor (°);

avand in vedere Tratatul de instituire a Comunitdtii Europene,

—  Prima Directivd 76/371/CEE a Comisiei din 1 martie

avand in vedere Regulamentul (CE) nr. 882/2004 al Parlamen- 1976 de stabilire a modalititilor comunitare de
tului European si al Consiliului din 29 aprilie 2004 privind prelevare de probe pentru controlul oficial al
controalele oficiale efectuate pentru a asigura verificarea con- furajelor (°);

formittii cu legislatia privind hrana pentru animale §i produsele
alimentare si cu normele de sindtate animald si de bundstare a
animalelor (), in special articolul 11 alineatul (4) literele (a), (b)

s (0 — A aptea Directivd 76/372/CEE a Comisiei din 1 martie

1976 de stabilire a metodelor comunitare de analizi
pentru controlul oficial al furajelor (7);

intrucat:

— A opta Directivd 78/633/CEE a Comisiei din 15 iunie
1978 de stabilire a metodelor comunitare de analiza

(1)  Urmditoarele acte au fost adoptate in vederea punerii in pentru controlul oficial al furajelor (%);

aplicare a Directivei 70/373/CEE si rdman in vigoare in
conformitate cu articolul 61 alineatul (2) din Regulamentul

(CE) nr. 882/2004:
— A noua Directivd 81/715/CEE a Comisiei din 31 iulie

1981 de stabilire a metodelor comunitare de analizd

—  Prima Directivd 71/250/CEE a Comisiei din 15 iunie pentru controlul oficial al furajelor ()
1971 de stabilire a metodelor comunitare de analizad
pentru controlul oficial al furajelor (2);
— A zecea Directivd 84/425/CEE a Comisiei din 25 iulie
1984 de stabilire a metodelor comunitare de analizd
— A doua Directivi 71/393/CEE a Comisiei din pentru controlul oficial al furajelor (*%);
18 noiembrie 1971 de stabilire a metodelor comu-
nitare de analizi pentru controlul oficial al
furajelor (°); —  Directiva 86/174/CEE a Comisiei din 9 aprilie 1986
de stabilire a metodei de calculare a valorii energetice a
furajelor combinate pentru pdsdrile de curte (11);
— A treia Directivd 72/199/CEE a Comisiei din 27 aprilie
1972 de stabilire a unor metode comunitare de
analizd pentru controlul oficial al furajelor (¥);

°) JOL 83,30.3.1973, p. 21.

% JOL 102, 15.4.1976, p. 1.
JO L 102, 15.4.1976, p. 8.
JO L 206, 29.7.1978, p. 43.
JO L 257, 10.9.1981, p. 38.
1) JO L 238, 6.9.1984, p. 34.
1) JO L 130, 16.5.1986, p. 53.
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— A unsprezecea Directivd 93/70/CEE a Comisiei din
28 iulie 1993 de stabilire a metodelor comunitare de
analizd pentru controlul oficial al furajelor (');

— A doudsprezecea Directivd 93/117/CE a Comisiei din
17 decembrie 1993 de stabilire a metodelor comu-
nitare de analizi pentru controlul oficial al
furajelor (%);

— Directiva 98/64/CE a Comisiei din 3 septembrie 1998
de stabilire a metodelor comunitare de analizd pentru
determinarea aminoacizilor, uleiurilor si grasimilor
brute si a olaquindoxului din furaje §i de modificare a
Directivei 71/393/CEE (%);

— Directiva 1999/27/CE a Comisiei din 20 aprilie 1999
de stabilire a metodelor comunitare de analizd pentru
dozarea de amproliu, diclazuril si carbadox in furaje,
de modificare a Directivelor 71/250/CEE, 73/46/CEE
si de abrogare a Directivei 74/203/CEE (%);

—  Directiva 1999/76/CE a Comisiei din 23 iulie 1999 de
stabilire a unei metode comunitare pentru dozarea de
lasalocid sodiu in furaje (°);

—  Directiva 2000/45/CE a Comisiei din 6 iulie 2000 de
stabilire a metodelor comunitare de analizd pentru
determinarea vitaminei A, a vitaminei E §i a
triptofanului din furaje (%);

—  Directiva 2002/70/CE a Comisiei din 26 iulie 2002 de
stabilire a cerintelor pentru determinarea nivelurilor
de dioxine si de PCB de tipul dioxinelor din furaje (7);

— Directiva 2003/126/CE a Comisiei din 23 decembrie
2003 privind metoda analitici de determinare a
componentelor de origine animald pentru controlul
oficial al furajelor (3).

Din moment ce Directiva 70/373/CEE a fost inlocuitd de
Regulamentul (CE) nr. 882/2004, este necesard inlocuirea
actelor de punere in aplicare a directivei respective cu un
singur regulament. In acelasi timp, metodele ar trebui
adaptate tinind cont de progresele stiintifice si tehnologice
in domeniu. Metodele care nu mai sunt valabile pentru
scopul lor propus ar trebui eliminate. Cu toate cd, pentru a
se lua in considerare progresele recente in modul in care
furajele sunt produse, pdstrate, transportate si comerciali-
zate, se anticipeazd actualizarea intr-un termen adecvat a
dispozitiilor privind esantionarea, in prezent este necesard
mentinerea dispozitiilor actuale privind esantionarea.

Prin urmare, directivele 71/250/CEE, 71/393/CEE, 72/199/
CEE, 73/46/CEE, 76/371/CEE, 76/372/CEE, 78/633/CEE,

JO L 234,17.9.1993, p. 17.

JO L 329, 30.12.1993, p. 54.
JO L 257,19.9.1998, p. 14.
JO L 118, 6.5.1999, p. 36.
JO L 207, 6.8.1999, p. 13.
JO L 174, 13.7.2000, p. 32.
JO L 209, 6.8.2002, p. 15.
JO L 339, 24.12.2003, p. 78.

81/715/CEE, 84/425/CEE, 86/174|CEE, 93/70/CEE, 93/
117/CE, 98/64/CE, 1999/27|CE, 1999/76/CE, 2000/45/
CE, 2002/70/CE si 2003/126/CE ar trebui abrogate.

(4)  Mdasurile previzute in prezentul regulament sunt conforme
cu avizul Comitetului permanent pentru lantul alimentar si
sindtatea animali,

ADOPTA PREZENTUL REGULAMENT:

Articolul 1

Esantionarea pentru controlul oficial al furajelor, in vederea
determindrii constituentilor, aditivilor §i a substantelor nedorite,
cu exceptia reziduurilor de pesticide §i a microorganismelor, se
efectueazd in conformitate cu metodele descrise in anexa 1.

Articolul 2

Prepararea esantioanelor pentru analizd si exprimarea rezul-
tatelor se efectueazd in conformitate cu metodele descrise in
anexa IL

Articolul 3

Analizele pentru controlul oficial al furajelor se efectueaza
utilizand metodele descrise in anexa II (Metode de analizd pentru
controlul compozitiei materiilor prime furajere si a furajelor
combinate), anexa IV (Metode de analizi pentru controlul
nivelului de aditivi autorizati in furaje), anexa V (Metode de
analizd pentru controlul substantelor nedorite in furaje) si
anexa VI (Metode de analizd pentru determinarea constituentilor
de origine animald pentru controlul oficial al furajelor).

Articolul 4

Valoarea energetici a furajelor combinate pentru pasiri de
crescdtorie se calculeazd in conformitate cu anexa VIL

Articolul 5

Metodele de analizd pentru controlul prezentei ilegale a aditivilor
care nu mai sunt autorizati pentru furaje, descrise in anexa VIII,
se utilizeaza in scop de confirmare.

Articolul 6

Directivele 71/250/CEE, 71/393/CEE, 72/199/CEE, 73/46/CEE,
76/371|CEE, 76/372|CEE, 78/633/CEE, 81/715/CEE, 84/425]
CEE, 86/174/CEE, 93/70/CEE, 93/117|CE, 98/64/CE, 199927/
CE, 1999/76/CE, 2000/45/CE, 2002/70/CE si 2003/126/CE se
abrogi.

Trimiterile la directivele abrogate se interpreteazd ca trimiteri la
prezentul regulament si se citesc in conformitate cu tabelul de
corespondentd din anexa IX.
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Articolul 7

Prezentul regulament intrd in vigoare in a doudzecea zi de la data publicirii in Jurnalul Oficial al Uniunii
Europene.

Se aplica de la 26 august 2009.

Prezentul regulament este obligatoriu in toate elementele sale si se aplicd direct in toate statele
membre.
Adoptat la Bruxelles, 27 ianuarie 2009.

Pentru Comisie
Androulla VASSILIOU

Membru al Comisiei
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4.1.

4.2.

4.2.1.1.

4.2.1.2.

4.2.2.

ANEXA |

METODE DE ESANTIONARE

OBIECTIV SI DOMENIU DE APLICARE

Esantioanele destinate controlului oficial al furajelor se preleveazd in conformitate cu metodele descrise in
continuare. Esantioanele astfel prelevate se considerd reprezentative pentru loturile esantionate.

PERSONALUL CARE EFECTUEAZA ESANTIONAREA

Esantioanele se preleveaza de citre personal autorizat in acest sens de statele membre.

DEFINITII

Lot esantionat: o cantitate de produs care constituie o unitate i care are caracteristici presupuse a fi uniforme.
Esantion elementar: o cantitate prelevatd dintr-un punct al lotului esantionat.

Esantion colectiv: o colectie de esantioane elementare prelevate din acelasi lot esantionat.

Esantion redus: o parte reprezentativd a esantionului colectiv, obtinutd din acesta printr-un proces de reducere.

Esantion final: o parte din esantionul redus sau din esantionul colectiv omogenizat.

APARATURA

Aparatura de prelevare de esantioane trebuie si fie realizatd din materiale care nu contamineaza produsele de
esantionat. Aceastd aparaturd poate fi omologata de citre statele membre.

Aparatura recomandatd pentru prelevarea esantioanelor din furaje solide
Prelevarea manuald

Lopatd platd cu margini verticale.

Sondd de esantionare cu o fantd lungd sau compartimentatd. Dimensiunile sondei de esantionare trebuie si fie
adecvate caracteristicilor lotului esantionat (adancimea recipientului, dimensiunile sacului etc.)) si dimensiunilor
particulelor furajului.

Prelevarea mecanicd

Pentru prelevarea de esantioane din furajele in miscare poate fi utilizatd aparaturd mecanici omologata.
Separatorul

Aparatura destinatd divizdrii esantionului in parti aproximativ egale poate fi folositd pentru preleviri de
esantioane elementare §i pentru prepararea esantioanelor reduse si finale.

CERINTE CANTITATIVE

5.A. in relatie cu controlul substantelor sau produselor uniform distribuite in furaje
5.A.1. Lotul esantionat
Mirimea lotului esantionat trebuie sd permitd esantionarea fiecdrei parti constituente.
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5.A.2. Esantioane elementare
5.A.2.1. Furaje vrac: Numdr minim de esantioane elementare:
5.A.2.1.1. loturile esantionate nu depasesc 2,5 tone sapte
metrice
5.A.2.1.2. loturile esantionate depisesc 2,5 tone v 20 inmultit cu numdrul de tone metrice
metrice care compune lotul esantionat (¥), pana la un
maximum de 40 de esantioane elementare
5.A.2.2. Furaje ambalate: Numdrul minim de ambalaje de esantio-
nat (**):
5.A.2.2.1. Ambalaje care depasesc 1 kg:
5.A.2.2.1.1. loturi esantionate reprezentdnd unul pand | toate ambalajele
la patru ambalaje
5.A.2.2.1.2. loturi esantionate reprezentand cinci pAnd | patru
la 16 ambalaje
5.A.2.2.1.3. loturi esantionate reprezentdnd mai mult  numirul de ambalaje care compun lotul
de 16 ambalaje esantionat (*), pand la un maximum de 20 de
ambalaje
5.A.2.2.2. Ambalaje care nu depdsesc 1 kg patru
5.A.2.3. Furaje lichide sau semilichide: Numdrul minim de recipiente de esantio-
nat (**):
5.A.2.3.1. Recipiente care depdsesc un litru:
5.A.2.3.1.1. loturi esantionate de unul pani la patru toate recipientele
recipiente
5.A.2.3.1.2. loturi esantionate de cinci pana la 16 patru
recipiente
5.A.2.3.1.3. loturi esantionate reprezentdnd mai mult V numirul de recipiente care compune lotul
de 16 recipiente esantionat (*), pand la un maximum de 20 de
recipiente
5.A.2.3.2. Recipiente care nu depdsesc un litru patru
5.A.2.4. Blocuri de furaje si brichete minerale Numdrul minim de blocuri sau brichete de
esantionat (**):
un bloc sau o brichetd per lot esantionat de
25 de unitdti, pAnd la un maximum de patru
blocuri sau brichete
5.A.3. Esantion colectiv
Se cere un singur esantion colectiv per lot esantionat. Cantitatea totald de esantioane
elementare care constituie egantionul colectiv nu poate fi mai mica decat cantitiile de mai
jos:
5.A3.1. Furaje vrac 4 kg
5.A.3.2. Furaje ambalate
5.A.3.2.1. ambalaje care depisesc 1 kg 4 kg
5.A.3.2.2. ambalaje care nu depisesc 1 kg greutatea continutului a patru ambalaje
originale
5.A.3.3. Furaje lichide sau semilichide:
5.A.3.3.1. recipiente care depasesc un litru: patru litri
5.A.3.3.2. recipiente care nu depdsesc un litru volumul continutului a patru recipiente
originale
5.A.3.4. Blocuri de furaje sau brichete minerale:
5.A.3.4.1. cantdrind mai mult de 1 kg fiecare 4 kg
5.A.3.4.2. cantdrind cel mult 1 kg fiecare greutatea a patru blocuri sau brichete origi-

nale
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5.A.4. Esantioane finale
Daci este cazul, esantionul final provine din esantionul colectiv, prin reducere. Se cere analiza
a cel putin un esantion final. Cantitatea din esantionul final de analizat nu poate fi mai micd
decat cantitdtile de mai jos:
Furaje solide 500 g
Furaje lichide sau semilichide 500 ml
5.B. In functie de controlul substantelor sau produselor nedorite care pot fi distribuite neuniform
in masa de furaje, cum ar fi aflatoxinele, cornul-secarei, ricinul si crotalaria din materiile
prime furajere (***)
5.B.1. Lot esantionat: a se vedea 5.A.1.
5.B.2. Esantioane elementare
5.B.2.1. Furaje vrac: a se vedea 5.A.2.1.
5B.2.2. Furaje ambalate: Numdrul minim de ambalaje de esantionat:
5.B.2.2.1. loturi esantionate numdarand unul pand la | toate ambalajele
patru ambalaje
5.B.2.2.2. loturi esantionate de cinci pand la 16 patru
ambalaje
5.B.2.2.3. loturi esantionate numirand mai mult de | ¥ numirul de ambalaje care compun lotul
16 ambalaje esantionat (*), pand la un maximum de 40 de
ambalaje
5.B.3. Esantioane colective
Numdirul de esantioane colective va varia in functie de mdrimea lotului esantionat. Numarul
minim de esantioane colective per lot esantionat este redat mai jos. Greutatea totald a
esantioanelor elementare care constituie esantionul colectiv nu poate fi mai micd de 4 kg
5.B.3.1. Furaje vrac
Greutatea lotului esantionat in tone Numdrul minim de esantioane colective per
metrice: lot esantionat:
pand la 1 1
mai mult de 1 si pand la 10 2
mai mult de 10 si pani la 40 3
mai mult de 40 4
5.B.3.2. Furaje ambalate
Mirimea loturilor esantionate pentru fura- | Numdrul minim de esantioane colective per
jele ambalate, in numdr de ambalaje: lot esantionat:
1 pand la 16 1
17 pani la 200 2
201 pani la 800 3
mai mult de 800 4
5.B.4. Esantioane finale

Esantionul final provine din fiecare esantion colectiv, prin reducere. Se cere analiza a cel putin
un esantion final per esantion colectiv. Greutatea esantionului final de analizat nu poate fi mai

micd de 500 g.

(* In cazul in care numdrul obtinut este o fractie, aceasta se rotunjeste la numirul intreg imediat superior.

(** In cazul ambalajelor sau recipientelor care nu depasesc 1 kg sau un litru si in cazul blocurilor sau brichetelor de sare care nu
cantdresc mai mult de 1 kg fPi)ecare, un esantion elementar este reprezentat de continutul unui ambalaj sau recipient original,
un bloc sau o brichetd de sare.

(***) Metodele mentionate in 5.A sunt destinate a fi utilizate in controlul aflatoxinelor, cornului-secarei, ricinului i crotalariei din
furajele complete si complementare.
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6.1.

6.2.

6.2.A.

6.2.A.1.

6.2.A.2.

6.2.A.3.

6.2.A.4.

6.2.A.5.

6.2.B.

INSTRUCTIUNI PENTRU PRELEVAREA, PREPARAREA SI AMBALAREA ESANTIOANELOR
Aspecte generale

Esantioanele se preleveazd si se prepard cit mai rapid posibil, ludnd in considerare precautiile necesare pentru a
asigura ¢ produsul nu este nici modificat, nici contaminat. Instrumentele, suprafetele de lucru si recipientele
destinate esantiondrii trebuie si fie curate si uscate.

Esantioane elementare
In relatie cu controlul substantelor sau produselor uniform distribuite in furaje

Esantioanele elementare trebuie prelevate in mod aleatoriu din intregul lot esantionat, iar dimensiunile lor trebuie
sd fie aproximativ egale.

Furaje vrac

Lotul esantionat se imparte in mod imaginar in mai multe parti aproximativ egale. In mod aleator, se selecteazd un
numdr de parti corespunzator numdrului de esantioane elementare necesare, in conformitate cu punctul 5.A.2, si
se preleveaza cel putin un esantion din fiecare din aceste parti.

Daci este cazul, esantionarea poate fi efectuatd atunci cand lotul este in miscare (incircare sau descircare).

Furaje ambalate

Dupi selectarea pentru esantionare a numarului necesar de ambalaje, conform indicatiilor de la punctul 5.A.2, o
parte a continutului fiecirui ambalaj se scoate folosind o sondd sau o lopatd. Dacd este cazul, esantioanele se
preleveazd dupi ce ambalajele au fost golite separat. Orice aglomeriri se destramd, daci este cazul prin separarea
lor de esantion, urmata de reincorporare in esantion, pentru fiecare esantion colectiv in parte.

Furaje lichide sau semilichide, omogene sau omogenizabile

Dupi selectarea pentru esantionare a numdarului necesar de recipiente, in conformitate cu indicatiile de la punc-
tul 5.A.2, continutul lor se omogenizeazd, dacd este necesar, si se preleveazd o cantitate din fiecare recipient.

Esantioanele elementare pot fi prelevate la descircarea continutului.

Furaje lichide sau semilichide, neomogenizabile

Dupi selectarea pentru esantionare a numarului necesar de containere, in conformitate cu indicatiile de la punc-
tul 5.A.2, esantioanele se preleveaza de la diferite niveluri.

Esantioanele se pot preleva si in timpul descircirii continutului, dar primele fractiuni se indeparteaza.
in oricare dintre cazuri, volumul total prelevat nu trebuie s3 fie mai mic de 10 litri.

Blocuri de furaje si brichete minerale

Dupi selectarea pentru esantionare a numdrului necesar de blocuri sau brichete, conform indicatiilor de la punc-
tul 5.A.2, se preleveazd o parte din fiecare bloc sau bricheta.

In relatie cu controlul substantelor sau al produselor nedorite care ar putea fi distribuite neuniform in masa de furaje, cum ar fi
aflatoxinele, cornul-secarei, ricinul i crotalaria din materiile prime furajere

Lotul esantionat se imparte in mod imaginar in mai multe parti aproximativ egale, corespunzitoare numdrului de
esantioane colective prevazute la punctul 5.B.3. Dacd acest numdr este mai mare decat 1, numdrul total de
esantioane elementare previzute la punctul 5.B.2 se distribuie aproximativ egal intre diferitele parti. In continuare
se preleveazd esantioane cu mdrimi aproximativ egale (1), astfel inct cantitatea totald a esantioanelor provenite
din fiecare parte si nu fie mai micd decat cantitatea minimd de 4 kg necesard pentru fiecare esantion colectiv.
Esantioanele elementare prelevate din diferite parti nu se considerd colective.

(") Pentru furajele ambalate, o parte a continutului ambalajelor de esantionat se preleveazd prin utilizarea unei sonde sau a unei lopeti, dupd
golirea separatd a ambalajelor, daca este cazul.
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6.3.

6.4.

6.5.

Prepararea esantioanelor colective

In relatie cu controlul substantelor produselor cu distributie uniformd in masa de furaje

Esantioanele elementare se amestecd pentru a forma un singur esantion colectiv.

In relatie cu controlul substantelor sau produselor nedorite care ar putea fi distribuite neuniform in masa de furaje, cum ar fi
aflatoxinele, cornul-secarei, ricinul si crotalaria din materii prime furajere

Esantioanele elementare prelevate din fiecare parte a lotului esantionat se amesteca si se constituie numdrul de
esantioane colective prevazute la punctul 5.B.3, avandu-se grijd s se noteze provenienta fiecdrui esantion colectiv.

Prepararea esantioanelor finale
Materialul din fiecare esantion colectiv se amestecd cu grijd pentru a se obtine un esantion omogenizat ('). Dacd

este necesar, esantionul colectiv se reduce mai intai la cel putin 2 kg sau doi litri (esantion redus), fie prin utilizarea
unui separator mecanic sau automat, fie prin metoda sferturilor.

Se prepard apoi cel putin trei esantioane finale avand aproximativ aceeasi cantitate, in conformitate cu cerintele
cantitative prevdzute la punctul 5.A.4 sau 5.B.4. Fiecare esantion se pune intr-un recipient corespunzitor. Se iau
toate precautiile necesare pentru evitarea oricdrei modificiri de compozitie a esantionului, a contamindrii sau a
falsificarii, care ar putea avea loc in timpul transportdrii sau depozitarii.

Ambalarea esantioanelor finale

Recipientele sau ambalajele se sigileazd si se eticheteazd (eticheta completd se incorporeazd in sigiliu) astfel incat
ele sd nu poatd fi deschise fird a deteriora sigiliul.

PROCESUL-VERBAL DE ESANTIONARE

Pentru fiecare esantionare se intocmeste un proces-verbal, care permite identificarea fird ambiguitdti a lotului
esantionat.

DESTINATIA ESANTIOANELOR

Pentru fiecare esantion colectiv se trimite, cat mai repede posibil, citre laboratorul de analize autorizat, cel putin
un esantion final, impreund cu informatiile necesare specialistului.

()  Orice aglomerdri se destramd (daci este cazul prin separarea lor de esantion urmatd de reincorporarea lor in esantion), pentru fiecare

esantion colectiv in parte.
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ANEXA II

DISPOZITII GENERALE PRIVIND METODELE DE ANALIZA A FURAJELOR

A.  PREPARAREA ESANTIOANELOR [N VEDEREA ANALIZARII
1. Obiectiv

Procedurile descrise mai jos privesc prepararea pentru analizarea esantioanelor finale, trimise laboratoarelor de control
dupi esantionare conform dispozitiilor mentionate in anexa I.

Prepararea acestor esantioane trebuie astfel efectuatd incat cantititile prelevate, in conformitate cu dispozitiile din
metoda de analiz3, s3 fie omogene si reprezentative pentru esantioanele finale.

2. Precautiile ce trebuie luate

Procedura de preparare a esantioanelor care trebuie urmati este dependentd de metodele de analizd utilizate. De aceea,
este de importantd majord a se asigura ca procedura de preparare a esantioanelor urmati si fie adecvatd metodei de
analiza utilizate.

Toate operatiunile necesare se efectueazd astfel incat si se evite, pe cat posibil, contaminarea esantionului si
modificarea compozitiei acestuia.

Micinarea, amestecarea §i cernerea se efectueazd cat mai repede posibil in conditiile unei expuneri minime a
esantionului la aer si la lumind. Nu se utilizeazd rasnite sau aparate de mdcinat care ar putea cauza incdlzirea
semnificativd a esantionului.

Se recomanda ca furajele foarte sensibile la cdldurd sa fie micinate manual. De asemenea, aparatura folositd nu trebuie
sd constituie o sursd de contaminare cu oligoelemente.

Daci prepararea nu poate fi efectuatd fard modificdri semnificative ale continutului umed al esantionului, se determind
continutul umed inainte si dupd pregitire, in conformitate cu metoda mentionati in partea A din anexa IIL

3. Procedura

Se divide esantionul in subesantioane adecvate, in vederea analizdrii §i trimiterii, prin utilizarea unor tehnici adecvate
de separare, cum ar fi esantionarea alternativd cu ajutorul lopetii sau esantionarea in conditii stationare sau rotative.
Formarea unui con si selectarea de sferturi nu este recomandata deoarece ar putea s se formeze subesantioane care si
dea nagtere la erori de separare mari. Esantionul de trimis se pistreaza intr-un recipient adecvat, curat §i uscat,
prevdzut cu un capac ermetic, iar subesantioanele de analizat, cu greutate de cel putin 100 g, se prepard in modul
indicat mai jos.

3.1. Furaje care pot fi mdcinate ca atare

Daci nu se specifica altfel in metodele de analizd, se cerne intregul esantion printr-o sitd cu orificii patrate cu latura de
1 mm (in conformitate cu recomandarea ISO R565), dupd micinare, dacd este cazul. Se evitd micinarea exageratd.

Se amestecd esantionul trecut prin sitd si se pune intr-un recipient adecvat, curat si uscat, dotat cu un capac ermetic. Se
amestecd din nou, imediat inainte de a preleva esantionul pentru analiza.

3.2. Furaje care pot fi mdcinate dupd uscare
Dacd nu se specificd altfel in metodele de analizd, esantionul se deshidrateaza astfel incat umiditatea sa sd se reducd la
8-12 %, in conformitate cu procedura de preuscare, descrisd la punctul 4.3, din metoda de determinare a umiditatii,
mentionatd in partea A din anexa IIL. In continuare, se procedeazd astfel cum se indicd in sectiunea 3.1.

3.3. Furaje lichide sau semilichide
Esantioanele se recolteazd intr-un recipient adecvat, curat si uscat, dotat cu un capac ermetic. Se amestecd minutios,
imediat inainte de prelevarea esantionului de analizat.

3.4. Alte furaje
Esantioanele care nu pot fi preparate conform unei proceduri indicate anterior se trateazd prin orice altd procedurd

prin care se asigurd ci esantioanele prelevate in vederea analizarii sunt omogene si reprezentative pentru esantioanele
finale.



L 54/10

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

26.2.2009

0

Depozitarea esantioanelor

Esantioanele trebuie pistrate la o temperaturd care si nu le altereze compozitia. Esantioanele destinate analizarii
prezentei vitaminelor sau substantelor foarte sensibile la lumind se pastreazd in recipiente de sticld bruna.

B.  DISPOZITII PRIVIND REACTIVII ST APARATURA UTILIZATE IN METODELE DE ANALIZA

Dacd nu se specificd altfel in metodele de analizd, toti reactivii destinati analizelor trebuie sd fie puri din punct de
vedere analitic (p.a.). Pentru analiza prezentei oligoelementelor, puritatea reactivilor se controleazd printr-un test
martor. In functie de rezultatele obtinute, poate fi necesard o purificare suplimentari a reactivilor.

Pentru orice operatie care implicd prepararea solutiilor, dilutia, clatirea sau spdlarea, mentionate in metodele de analiza
si pentru care nu existd indicatii referitoare la natura solventului sau diluantului, se utilizeazd apa. Ca reguld generald,
se utilizeazd apd demineralizati sau distilata. In cazuri speciale, care sunt indicate in metodele de analizd, apa trebuie
supusd unor proceduri de purificare speciale.

Avand in vedere dotarea uzuald a laboratoarelor de control, in metodele de analizd se mentioneaza doar instrumentele
si aparatura speciale sau care au utilizari specifice. Ele trebuie sd fie curate, in special in cazul determindrii unor
cantitati foarte mici de substante.

C.  APLICAREA METODELOR DE ANALIZA SI EXPRIMAREA REZULTATELOR
Procedura de extractie
O serie de metode determind o procedurd de extractie specifici. Ca reguld generald, se pot aplica alte proceduri de

extractie decat cea la care se face referire in metodd dacd s-a dovedit ¢ procedura de extractie utilizatd are, pentru
matricea analizatd, o eficientd de extractie echivalentd cu procedura mentionatd in metoda.

Procedura de purificare
O serie de metode determind o procedurd de purificare specifici. Ca reguld generald, se pot aplica alte proceduri de

purificare decat cea la care se face referire in metodd daci s-a dovedit ¢ procedura de purificare utilizatd determind,
pentru matricea analizatd, rezultate analitice echivalente cu procedura mentionatd in metodd.

Raportarea metodei de analizi utilizate

In general, pentru determinarea fiecdrei substante in furaje se stabileste o singurd metodd de analiza. In cazul in care
sunt indicate mai multe metode, in buletinul de analizd se specificd metoda aplicatd de laboratorul de control.

Numirul determinirilor

Rezultatul mentionat in buletinul de analiz reprezinti valoarea medie obtinutd in urma a cel putin doud determindri,
efectuate pe portiuni distincte ale esantionului, cu repetabilitate satisficitoare.

Totusi, in cazul analizelor de detectare a substantelor indezirabile, daci rezultatul primei determindri este semnificativ
(> 50 %) mai mic decat specificatia de control, nu sunt necesare alte determindri, cu conditia sa fie aplicate procedurile
calitative adecvate.

In cazul controlului privind continutul declarat pentru o anumiti substanti sau un anumit ingredient, daci rezultatul
primei determindri confirmd continutul declarat, adici rezultatul analizei se situeazd in interiorul intervalului de
variatie acceptat, nu sunt necesare alte determindri, cu conditia si fie aplicate procedurile calitative adecvate.

In unele cazuri, intervalul de variatie acceptabil respectiv este definit in legislatie, de exemplu in Directiva 79/373/CEE
a Consiliului ().

Raportarea rezultatului analitic

Rezultatul analitic se exprimd in maniera indicatd in metoda de analiz4, printr-un numdr adecvat de cifre semnificative
si se ajusteazd, dacd este cazul, la continutul de umiditate al esantionului final inainte de preparare.

JO L 86, 6.4.1979, p. 30.
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Incertitudinea de misurare si rata de recuperare in cazul analizelor de detectare a substantelor indezirabile

in ce priveste substantele indezirabile, in sensul Directivei 2002/32/CE, inclusiv dioxina si PCB asemdndtori dioxinei,
un produs destinat utilizdrii in furaje se considerd neconform in ce priveste continutul maxim acceptat daci rezultatul
analitic este considerat ¢ depdseste continutul maxim, tinand cont de incertitudinea de masurare extinsi i ajustarea
pentru recuperare. Pentru a evalua conformitatea, concentratia analizatd se utilizeazd dupa ce a fost corectatd pentru
recuperare si dupd deducerea incertitudinii de mésurare extinse. Aceastd procedurd este aplicabild doar in cazurile in
care metoda de analizd permite estimarea incertitudinii de mdsurare §i ajustarea pentru recuperare (de exemplu,
imposibild in cazul analizelor la microscop).

Rezultatul analitic se raporteaza in modul urmitor (in mdsura in care metoda de analiza utilizatd permite estimarea
incertitudinii de masurare si a ratei de recuperare):

(a)  ajustat pentru recuperare, nivelul de recuperare fiind indicat. Ajustarea pentru recuperare nu este necesard in
cazul in care rata de recuperare este intre 90 si 110 %.

(b) ca,x +/- U, unde x este rezultatul analitic si U este incertitudinea de masurare extinsa, folosind un factor de
acoperire 2, care dd un nivel de incredere de aproximativ 95 %.

Totusi, dacd rezultatul analizei este semnificativ (> 50 %) mai mic decat specificatia de control §i cu conditia ca
procedurile calitative corespunzdtoare si fie aplicate §i ca analiza si serveascd doar verificdrii conformititii cu
prevederile legale, rezultatul analitic ar putea fi raportat fird ajustare pentru recuperare, iar raportarea ratei de
recuperare si a incertitudinii de mdsurare ar putea fi omisa in aceste cazuri.
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ANEXA III

METODE DE ANALIZA DE CONTROL AL COMPOZITIEI MATERIILOR PRIME FURAJERE SI AL FURAJELOR

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

4.1.

COMBINATE

A.  DETERMINAREA UMIDITATII
Obiectiv si domeniu de aplicare
Aceastd metodd permite determinarea continutului de umiditate al furajelor. In cazul furajelor care contin

substante volatile, cum sunt acizii organici, este de notat ci o datd cu determinarea continutului de umiditate se
determind i cantitdti semnificative de substante volatile.

Metoda nu se aplicd in cazul analizei produselor lactate utilizate ca materii prime furajere, analizei substantelor
minerale si a mixturilor compuse in principal din substante minerale, analizei grasimilor si uleiurilor de origine
animald i vegetald sau analizei semintelor si a fructelor oleaginoase.

Principiu
Esantionul se deshidrateaza in conditii specificate, care variaza in functie de natura furajelor. Scaderea greutatii se

determind prin cantdrire. Este necesar si se efectueze o uscare prealabild atunci cand se analizeaza furaje solide cu
continut ridicat de umiditate.

Aparaturd
Moard construitd dintr-un material care nu absoarbe umiditatea, ugor de curitat, care permite o zdrobire rapida si
uniformd, fird a provoca incilzire semnificativd, care evitd pe cat posibil contactul cu aerul exterior si care

corespunde cerintelor mentionate la punctele 4.1.1 si 4.1.2 (de exemplu, micro-mori cu ciocane sau ricite cu
apd, mori conice pliabile sau mori cu mecanism lent sau cu discuri dintate).

Balanta analiticd, cu tolerantd de 1 mg.

Recipiente uscate din metal care nu se corodeazd sau din sticld cu capace ermetice; suprafata de lucru permite
imprastierea esantionului pand la aproximativ 0,3 g/cm?

Cuptor izoterm cu incilzire electricd (+ 2 °C), ventilat corespunzitor si care asigurd o reglare rapidd a
temperaturii (*).

Cuptor vidat cu incilzire electric, reglabil, dotat cu o pompa de ulei i cu: fie un mecanism de introducere a
aerului fierbinte uscat, fie un agent de desicare (de exemplu, oxid de calciu).

Desicator cu o placd din metal sau portelan, groasd, perforatd, contindnd un agent de desicare eficient.

Procedura

N.B. Operatiile descrise in aceastd sectiune se efectueazd imediat dupd deschiderea ambalajelor care contin
esantioanele. Analizele trebuie si fie efectuate cel putin in duplicat.

Preparare
Furaje care nu sunt mentionate la punctele 4.1.2 si 4.1.3

Se preleveaza cel putin 50 g de esantion. Dacd este necesar, se zdrobeste sau se divizeaza astfel incat si se evite
orice variatie a continutului de umiditate (a se vedea punctul 6).

Cereale si tdrate

Se preleveazd cel putin 50 g de esantion. Se macind in particule din care cel putin 50 % trec printr-o sitd cu
orificii de 0,5 mm si care nu determind un reziduu mai mare de 10 % in cazul folosirii unei site cu orificii
rotunde cu diametru de 1 mm.

(") Pentru uscarea cerealelor, a finii fine, a taratelor si a fiinii grunjoase, cuptorul trebuie si aib o capacitate termici astfel incat, atunci cand
este prestabilitd la 131 °C, va reveni la temperatura respectivd in mai putin de 45 de minute dupd ce in interior a fost plasat un numdr
maxim de esantioane de testat, in vederea uscirii simultane. Ventilatia trebuie si fie astfel incat, atunci cand un numdr cit mai mare de
esantioane de grau comun pe care le poate contine sunt supuse uscarii timp de doud ore, rezultatele diferd de cele obtinute dupd patru ore
de uscare cu mai putin de 0,15 %.
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4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.3.

Furaje lichide sau pistoase, furaje constituite in mod predominant din uleiuri si
grdsimi

Se preleveazd aproximativ 25 g din esantion, se cantdreste cu o abatere de 10 mg, se adaugd o cantitate adecvatd
de nisip anhidru cantdritd cu o abatere de 10 mg si se amestecd pand la obtinerea unui produs omogen.

Uscare
Furaje care nu sunt mentionate la punctele 4.1.2 si 4.1.3

Se cantdreste un recipient (3.3) impreund cu capacul siu, cu o abatere de 1 mg. In recipientul respectiv se
cantdreste, cu o abatere de 1 mg, o cantitate de 5 g de esantion si se imprastie uniform. Recipientul se introduce,
fard capac, in cuptorul incilzit in prealabil la 103 °C. Pentru a impiedica scdderea inadecvatd a temperaturii din
cuptor, recipientul se introduce cat mai rapid posibil. Se lasa la uscat timp de patru ore, calculate din momentul
in care temperatura din cuptor revine la 103 °C. Se pune capacul pe recipient, acesta din urmd se scoate din
cuptor, se lasd sd se rdceascd timp de 30-45 de minute in desicator (3.6) si se cantdreste cu o abatere de 1 mg.

In cazul furajelor constituite in mod predominant din uleiuri i grasimi, uscarea in cuptor se prelungeste cu
30 de minute, la 103 °C. Diferenta intre cele doud cntdriri nu trebuie si depiseascd 0,1 % in umiditate.

Cereale, fdind find, tdrate §i fdind grunjoasd

Se cantireste un recipient (3.3) impreuni cu capacul siu, cu o abatere de 0,5 mg. In recipientul respectiv se
cantdreste, cu o abatere de 1 mg, o cantitate de aproximativ 5 g de esantion micinat §i se imprastie uniform.
Recipientul se introduce, fard capac, in cuptorul incdlzit in prealabil la 130 °C. Pentru a impiedica scdderea
inadecvatd a temperaturii din cuptor, recipientul se introduce cit mai rapid posibil. Se lasa la uscat timp de doud
ore, considerate din momentul in care temperatura din cuptor revine la 130 °C. Se pune capacul pe recipient,
acesta din urma se scoate din cuptor, se lasd sd se riceascd timp de 30-45 de minute in desicator (3.6) si se
cantdreste cu o abatere de 1 mg.

Furaje combinate continind peste 4 % zaharozi sau lactozd: materii prime furajere precum semintele de roscove,
produsele cerealiere hidrolizate, semintele de malt, buciti de sfecld uscatd, solubilizate de peste si zaharuri; furaje
combinate contindnd peste 25 % sdruri minerale care inglobeazd apa de cristalizare.

Se cantireste un recipient (3.3) impreund cu capacul siu, cu o abatere de 0,5 mg. In recipientul respectiv se
cantdreste, cu o abatere de 1 mg, o cantitate de aproximativ 5 g de esantion si se impréstie uniform. Recipientul
se introduce, fird capac, in cuptorul vidat (3.5) incilzit in prealabil la o temperaturd cuprinsa intre 80 si 85 °C.
Pentru a impiedica sciderea inadecvatd a temperaturii din cuptor, recipientul se introduce cit mai rapid posibil.

Se aduce presiunea la 100 Torr si se lasd la uscat, la aceastd presiune, timp de patru ore, fie intr-un curent de aer
uscat si cald, fie cu ajutorul unui agent de desicare (aproximativ 300 g pentru 20 de esantioane). In al doilea caz,
pompa de vid se deconecteazd dupd ce se obtine presiunea recomandatd. Durata de uscare se calculeazd din
momentul in care temperatura in cuptor revine la o valoare cuprinsd intre 80 si 85 °C. Presiunea cuptorului se
readuce cu grijd pand la nivelul presiunii atmosferice. Se deschide cuptorul, se aseazd imediat capacul pe
recipient, se scoate recipientul din cuptor, se lasd sd se riceascd timp de 30-45 de minute in desicator (3.6) si se
cantdreste cu o abatere de 1 mg. Uscarea in cuptorul vidat se prelungeste cu incd 30 de minute la o temperaturd
cuprinsd intre 80 si 85 °C si se recantdreste. Diferenta intre cele doud cantdriri nu trebuie sd depiseascd 0,1 % in
umiditate.

Uscarea prealabild
Furaje care nu sunt mentionate la punctul 4.3.2

Furajele solide al cdror continut de umiditate este ridicat, ficand dificild zdrobirea, trebuie si fie supuse uscrii
prealabile, dupd cum urmeaza:

Se cantdresc, cu o abatere de 10 mg, 50 g de esantion nemdcinat (dacd este cazul, furajele comprimate sau
aglomerate pot fi divizate cu aproximatie) intr-un recipient corespunzitor (de exemplu, un taler de aluminiu de
20 x 12 cm cu bordurd de 0,5 cm). Se lasd la uscat intr-un cuptor la o temperaturd cuprinsd intre 60 si 70 °C,
pand ce continutul de umiditate s-a redus la o valoare cuprinsi intre 8 si 12 %. Se scoate din cuptor, se lasd sd se
rdceascd, neacoperit, in laborator, timp de o ord si se cantdreste cu o abatere de 10 mg. Se zdrobeste imediat
conform indicatiilor de la punctul 4.1.1 si se usucd conform indicatiilor de la punctul 4.2.1 sau 4.2.3, in functie
de natura furajului.

Cereale

Grauntele cu un continut de umiditate mai mare de 17 % trebuie sd fie supuse uscdrii prealabile, dupd cum
urmeazd:
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5.1.

5.2.

5.3.

3.1.

3.2

3.3.

Se cantdresc, cu o abatere de 10 mg, 50 g de grdunte nemdcinate intr-un recipient corespunzitor (de exemplu, un
taler de aluminiu de 20 x 12 ¢m cu bordurd de 0,5 cm). Se lasa la uscat intr-un cuptor, timp de 5-7 minute, la
temperatura de 130 °C. Se scot din cuptor, se lasi s se riceascd, neacoperit, in laborator, timp de doud ore si se
cantdresc cu o abatere de 10 mg. Se macind imediat conform indicatiilor de la punctul 4.1.2 si se usuci conform
indicatiilor de la punctul 4.2.2.

Calculul rezultatelor

Continutul de umiditate (X) al esantionului, in procente, se calculeazd prin utilizarea formulelor urmatoare:

Uscare fard uscare prealabild

:(m—mo)

X x 100

unde:

m = greutatea initiald, in grame, a esantionului de testat;
greutatea, in grame, a esantionului de testat uscat.

mg

Uscare cu uscare prealabild

- 100
X, - wm_ml} 100 .00 % (1m)
m m X mj

unde:

3
|

= greutatea initiald, in grame, a esantionului de testat;

m; = greutatea, in grame, a esantionului de testat dupd uscare prealabil3;

m, = greutatea, in grame, a esantionului de testat dupd zdrobire sau macinare;
m, = greutatea, in grame, a esantionului de testat uscat.

Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele obtinute in doud determindri paralele efectuate pe acelasi esantion nu depaseste 0,2 %
din valoarea absolutd pentru umiditate.

Observatie
Dacid zdrobirea se dovedeste a fi necesard si dacd aceastd actiune poate modifica continutul de umiditate al

produsului, rezultatele analizei referitoare la componentele furajelor trebuie ajustate in functie de continutul de
umiditate al esantionului in starea lui initiald.

B.  DETERMINAREA UMIDITATH DIN GRASIMILE SI ULEIURILE ANIMALE SI VEGETALE

Obiectiv si domeniu de aplicare

Aceastd metodd permite determinarea continutului in apa si substante volatile din grasimile si uleiurile animale si
vegetale.

Principiu

Esantionul se usucd pand la atingerea greutitii constante (pierderea de greutate intre doud cantariri succesive este

mai micd sau egald cu 1 mg) la 103 °C. Pierderea de greutate se determind prin cantdrire.

Aparaturd

Vas cu fund plat, din material rezistent la coroziune, cu diametru de 8-9 cm si adancime de aproximativ 3 cm.

Termometru cu bulb intdrit si cu tub de expansiune la capatul superior, gradat de la aproximativ 80 °C pand la cel
putin 110 °C si lung de aproximativ 10 cm.

Cuva cu nisip sau plita.
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3.4.

3.5.

3.1.

Desicator, continand un agent de uscare eficient.

Balantd analiticd.

Procedura
Se cantdresc, cu o abatere de 1 mg, aproximativ 20 g din esantionul omogenizat, in recipientul uscat i cantarit

(3.1), continand termometrul (3.2). Se incilzeste pe cuva cu nisip sau pe plitd (3.3), amestecand continuu cu
termometrul, astfel incat temperatura sd ajungd la 90 °C in aproximativ 7 minute.

Se reduce intensitatea cdldurii, urmarind frecventa cu care bulele se ridicd de pe fundul vasului. Temperatura nu
trebuie sd depdseascd 105 °C. Se continud amestecarea, rizuind fundul vasului, pand cand bulele inceteazd si se
mai formeze.

Pentru a asigura eliminarea completd a umiditdtii, se reincdlzeste de cateva orila 103 + 2 °C, ricind la 93 °C intre
incalziri succesive. In continuare se lasd sd se raceascd la temperatura camerei in desicator (3.4) si se cantdreste. Se
repetd aceastd operatie pand cand pierderea de greutate dintre doud incalziri succesive nu depaseste 2 mg.

N.B. O crestere a greutdtii esantionului dupd incdlzire repetatd indicd oxidarea grasimilor, caz in care rezultatul
se calculeazd prin cantdrirea imediat inainte ca greutatea si inceapd sd creascd.

Calculul rezultatelor

Continutul de umiditate (X), ca procentaj din esantion, este dat de urmdtoarea formula:

unde:

greutatea, in grame, a egantionului de testat;

2
1}

m; = greutatea, in grame, a vasului impreund cu continutul siu inainte de incilzire;

m, = greutatea, in grame, a vasului impreund cu continutul siu dupd incilzire.

Rezultatele mai mici de 0,05 % se inregistreaza ca fiind ,sub 0,05 %".

Repetabilitate

Diferenta de umiditate dintre rezultatele a doud determindri paralele efectuate pe acelasi esantion nu trebuie sd
depaseascd 0,05 %, in valoare absolutd.

C.  DETERMINAREA CONTINUTULUI DE PROTEINE BRUTE
Obiectiv si domeniu de aplicare

Prezenta metodd permite determinarea continutului de proteine brute din furaje pe baza continutului de azot,
determinat conform metodei Kjeldahl.

Principiu
Esantionul se dizolvd cu acid sulfuric in prezenta unui catalizator. Solutia acidd se alcalinizeazd cu solutie de

hidroxid de sodiu. Amoniacul se distileazi si se colecteazi intr-o cantitate masuratd de acid sulfuric, al cirei exces
se titreazd cu o solutie etalon de hidroxid de sodiu.

Ca alternativi, amoniacul eliberat se distileaza intr-o solutie de acid boric in exces, urmat de titrare cu o solutie de
acid clorhidric sau acid sulfuric.

Reactivi

Sulfat de potasiu.
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

5.1.

Catalizator: oxid de cupru (I) CuO sau sulfat de cupru (I) pentahidrat, CuSO4 5H,0.

Zinc granulat.

Acid sulfuric, pyo = 1,84 g/ml.

Acid sulfuric, solutie volumetrica standard, ¢(H,SO,) = 0,25 mol/l.

Acid sulfuric, solutie volumetricd standard, ¢(H,SO,) = 0,1 mol/l.

Acid sulfuric, solutie volumetricd standard, ¢(H,SO,) = 0,05 mol/l.

Indicator rogu de metil; se dizolvd 300 mg de rosu de metil in 100 ml de etanol, 6 = 95-96 % (v/v).
Solutie de hidroxid de sodiu (se poate utiliza solutie de calitate tehnicd) f = 40 g/100 ml (m/v: 40 %).
Hidroxid de sodiu, solutie volumetricd standard, c(NaOH) = 0,25 mol/l.

Hidroxid de sodiu, solutie volumetricd standard, ¢(NaOH) = 0,1 mol/l.

Piatrd ponce granulatd, spalatd in acid clorhidric si calcinatd.

Acetanilidd (m.p. = 114 °C, continutul in N = 10,36 %).

Zaharozad (fird azot).

Acid boric (H;BO3).

Solutie indicator de rosu de metil: se dizolvd 100 mg de rosu de metil in 100 ml de etanol sau metanol.
Solutie de verde de bromocrezol: se dizolvd 100 mg de verde de bromocrezol in 100 ml de etanol sau metanol.
Solutie de acid boric (10-40 g/l, in functie de aparatura utilizata).

Cand se aplicd detectarea prin colorimetrie a punctului final, indicatorii rosu de metil si bromocrezol trebuie
addugati la solutiile de acid boric. Dacd se prepara 1 litru de solutie de acid boric, inainte de ajustarea de volum,
se adaugd 7 ml de solutie de indicator rogu de metil (3.16) si 10 ml de solutie verde de bromocrezol (3.17).

In functie de apa utilizatd, pH-ul solutiei de acid boric poate diferi de la lot la lot. Adesea este necesard o ajustare
cu ajutorul unui mic volum de substantd alcalind pentru a obtine un martor pozitiv.

Notd: Addugarea a aproximativ 3-4 ml de NaOH (3.11) in 1 litru de acid boric 10 g/l boric oferd, de obicei,
ajustdri bune. Solutia se pastreazd la temperatura camerei si, pe durata pastrdrii, se protejeazd de lumina si
de surse de vapori de amoniac.

Acid clorhidric, solutie volumetricd standard, ¢(HCl) = 0,1 mol/l.

Notd: Daci in calcule se fac ajustdrile necesare, se pot folosi alte concentratii de solutii volumetrice (3.5, 3.6, 3.7,
3.10, 3.11 si 3.19). Concentratiile se exprima intotdeauna cu patru zecimale.

Aparaturd

Aparaturd adecvatd pentru efectuarea dizolvarii, distildrii si titrdrii conform procedurii Kjeldahl.

Proceduri
Dizolvarea

Se cantdreste 1 g de esantion cu o abatere de 0,001 g si se transferd esantionul in vasul aparatului de dizolvare. Se
adaugd 15 g de sulfat de potasiu (3.1), o cantitate adecvatd de catalizator (3.2) [0,3-0,4 g oxid de cupru (Il) sau
0,9-1,2 g sulfat de cupru (Il) pentahidrat], 25 ml de acid sulfuric (3.4) si, dacd este necesar, citeva granule de
piatrd ponce (3.12), apoi se amestecd.
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5.2.

5.2.1.

5.2.2.

5.3.

Se incilzeste vasul, la inceput moderat, agitdnd circular din cind, dacd este cazul, pind cand materia s-a
carbonizat si spuma a disparut; apoi se incilzeste mai intens, pani cand lichidul fierbe constant. Incilzirea este
adecvatd dacd acidul aflat in fierbere se condenseazi pe peretele vasului. Se previne supraincidlzirea marginilor si
lipirea particulelor organice de acestea.

Cand solutia devine limpede si de culoare verde deschis, se continud fierberea timp de incd doud ore, apoi se lasi
sd se rdceasca.

Distilarea

Se adaugd cu atentie apd suficientd pentru a asigura dizolvarea completd a sulfatilor. Se lasd la ricit i apoi se
adaugd, dacd este cazul, citeva granule de zinc (3.3). Se procedeazd ca la punctul 5.2.1 sau 5.2.2.

Distilarea in acid sulfuric

in vasul de colectare al aparatului de distilare se introduce o cantitate de 25 ml de acid sulfuric (3.5) sau (3.7),
madsuratd cu exactitate, in functie de continutul estimat de azot. Se addugd cateva picituri de indicator rosu de
metil (3.8).

Se conecteazd vasul de dizolvare la condensatorul aparatului de distilare si se scufundi capitul condensatorului in
lichidul din vasul de colectare pand la o adancime de cel putin 1 cm (a se vedea observatia 8.3). Se toarnd incet
100 ml de solutie de hidroxid de sodiu (3.9) in vasul de dizolvare, fird pierderi de amoniac (a se vedea observatia
8.1). Se incilzeste vasul pand la distilarea completd a amoniacului.

Distilarea in acid boric

In cazul in care titrarea amoniacului continut in distilat se face manual, se aplicd procedura de mai jos. In cazul in
care unitatea de distilare este complet automatizatd, inclusiv titrarea amoniacului continut in distilat, se urmeaza
instructiunile de operare a unititii de distilare puse la dispozitie de fabricant.

Sub orificiul de evacuare al condensatorului se ageazd un vas de colectare continind 25-30 ml de solutie de acid
boric (3.18), astfel incat tubul de evacuare se afld sub nivelul suprafetei solutiei de acid boric in exces. Se regleazd
unitatea de distilare astfel incat sd elibereze 50 ml de solutie de hidroxid de sodiu (3.9). Unitatea de distilare se
opereazd in conformitate cu instructiunile fabricantului, distilandu-se complet amoniacul eliberat prin addugarea
de solutie de hidroxid de sodiu. Distilatul se colecteazd in solutia de acid boric receptoare. Cantitatea de distilat
(timpul de distilare in vapori) depinde de cantitatea de azot din esantion. Se urmeaza instructiunile fabricantului.

Notd: In cazul unei unitdti de distilare semiautomate, addugarea hidroxidului de sodiu in exces si distilarea in
vapori se efectueazd automat.

Titrarea

Se procedeazd ca la punctul 5.3.1 sau 5.3.2.

Acid sulfuric

Se titreazd excesul de acid sulfuric in vasul de colectare cu solutie de hidroxid de sodiu (3.10 sau 3.11), in functie
de concentratia acidului sulfuric utilizat, pand se atinge punctul final.

Acid boric

Cu ajutorul unei biurete se titreazd continutul vasului de colectare cu solutie volumetricd standard de acid
clorhidric (3.19) sau cu solutie volumetricd standard de acid sulfuric (3.6) si se citeste cantitatea de solutie de
titrare utilizatd.

Cand se aplicd detectarea colorimetricd a punctului final, acesta este atins la prima aparitie in continut a culorii
roz. Citirea biuretei se estimeaza cu o abatere de 0,05 ml. Vizualizarea punctului final poate fi facilitatd de o placd
de agitator magnetic iluminat sau de un detector fotometric.

Aceasta poate fi efectuatd automat prin utilizarea unui aparat de distilare cu vapori cu titrare automata.

Operarea specificd a aparatului de distilare sau a celui de distilare/titrare se face conform instructiunilor
fabricantului.
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Notd: In cazul in care se utilizeazd un sistem automat de titrare, aceasta incepe imediat dup inceperea distilarii si
se utilizeazd solutia de acid boric 1 % (3.18).

In cazul care se utilizeazi o unitate de distilare complet automata, titrarea automati a amoniacului poate fi
efectuatd, de asemenea, prin detectarea punctului final cu ajutorul unui sistem pH potentiometric.

In acest caz, se utilizeazi un aparat de titrare automat, cu pH-metru. pH-metrul se calibreazd corespunzitor
in intervalul de pH 4-7, folosindu-se proceduri de laborator normale de calibrare a pH-ului.

Punctul final al titrdrii exprimat in pH este atins la valoarea de 4,6, reprezentand punctul cel mai de jos al
curbei de titrare (punctul de inflexiune).

5.4. Testul martor

Pentru a confirma faptul cd reactivii nu contin azot, se efectueazd un test martor (dizolvare, distilare si titrare),
folosind 1 g de zaharoza (3.14) in locul esantionului.

6. Calculul rezultatelor

Calcularea se efectueazd in conformitate cu punctul 6.1 sau 6.2.

6.1. Calcularea titrdrii in conformitate cu punctul 5.3.1

Continutul de proteine brute, exprimat ca procent din greutate, se calculeazd conform urmdtoarei formule:

(Vo-V1) x ¢ x 0,014 x 100 x 6,25
m

unde:

Vo = volumul (ml) de NaOH (3.10 sau 3.11) folosit in testul martor;
V; = volumul (ml) de NaOH (3.10 sau 3.11) folosit in titrarea esantionului;
¢ = concentratia (mol/l) a hidroxidului de sodiu (3.10 sau 3.11);
m = greutatea (g) a esantionului.
6.2. Calcularea titrdrii in conformitate cu punctul 5.3.2

6.2.1. Titrare cu acid clorhidric

Continutul de proteine brute, exprimat ca procent din greutate, se calculeazd conform urmdtoarei formule:

(Vi=Vg) xcx 1,4 %625
m

unde:

m = greutatea (g) a partii de testat;

¢ = concentratia (mol/l) a solutiei volumetrice standard de acid clorhidric (3.19);
Vo = volumul (in ml) de acid clorhidric utilizat in testul martor;

V; = volumul (in ml) de acid clorhidric utilizat in partea de testat.

6.2.2. Titrare cu acid sulfuric

Continutul de proteine brute, exprimat ca procent din greutate, se calculeazd conform urmdtoarei formule:

(Vl _VO) X cX2,8x6,25
m

unde:

m = greutatea (g) a partii de testat;

¢ = concentratia (mol/l) a solutiei volumetrice standard de acid sulfuric (3.6);
Vo = volumul (in ml) de acid sulfuric (3.6) utilizat in testul martor;

V; = volumul (in ml) de acid sulfuric (3.6) utilizat in testul martor.
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7.1.

7.2.

8.1.

8.2.

8.3.

8.4.

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

Verificarea metodei
Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri paralele efectuate pe acelasi esantion nu trebuie si depaseasci:
— 0,2 % in valoare absolutd, pentru un continut de proteine brute mai mic de 20 %;
— 1% relativ la valoarea mai mare, pentru un continut de proteine brute cuprins intre 20 si 40 %;

— 0,4 % in valoare absolutd, pentru un continut de proteine brute mai mare de 40 %.

Acuratetea

Analiza (dizolvare, distilare i titrare) se efectueazd pe 1,5-2 g acetanilidd (3.13), in prezenta a 1 g zaharozd
(3.14); 1 g de acetanilidd consuma 14,8 ml de acid sulfuric (3.5). Recuperarea trebuie si fie de cel putin 99 %.

Observatii

Aparatura poate fi de tip manual, semiautomat sau automat. Daci aparatura necesitd un transfer intre etapele de
dizolvare si distilare, acest transfer trebuie realizat fard pierderi. Daci vasul aparatului de distilare nu este prevazut
cu o palnie de picurare, se adaugd hidroxidul de sodiu imediat inainte de conectarea vasului la condensator,
turnand incet lichidul pe marginea vasului.

Daci produsul de dizolvare se solidificd, se reincepe determinarea folosind o cantitate mai mare de acid sulfuric
(3.4) decat cea mentionatd anterior.

Pentru produsele cu continut scizut de azot, volumul de acidul sulfuric (3.7) care trebuie introdus in vasul de
colectare poate fi redus, daci este cazul, la 10 sau 15 ml si completat pani la 25 ml cu apa.

Pentru analizele curente, in vederea determindrii continutului de proteine brute se pot aplica metode alternative
de analizd, dar metoda Kjeldahl descrisd in prezenta parte C este metoda de referintd. Echivalenta dintre
rezultatele obtinute cu metoda alternativd (de exemplu DUMAS) si cele obtinute prin metoda de referinta trebuie
demonstratd pentru fiecare matrice in mod individual. Intrucat rezultatele obtinute cu o metoda alternativi, chiar
si dupd verificarea echivalentei, pot devia usor fatd de rezultatele obtinute cu metoda de referintd, este necesar a
mentiona in raportul analitic metoda de analizd utilizatd pentru determinarea continutului de proteine brute.

D. DETERMINAREA UREEI
Obiectiv si domeniu de aplicare

Aceastd metodd permite determinarea continutului de uree din furaje.

Principiu
Esantionul este pus in suspensie in apd, in care s-a addugat un produs de limpezire. Suspensia se filtreaza.

Continutul in uree al filtratului este determinat dupa adaugarea de 4-dimetilaminobenzaldehidi (4-DMAB), prin
mdsurarea densitatii optice la o lungime de undd de 420 nm.

Reactivi

Solutie de 4-dimetilaminobenzaldehida: se dizolvd 1,6 g de 4-DMAB in 100 ml de etanol 96 % si se adauga
10 ml de acid clorhidric (pyo 1,19 g/ml). Acest reactiv se conserva timp de maximum doud sdptimani.

Solutie Carrez I: se dizolvd 21,9 g de acetat de zinc, Zn(CH;CO0),2H,0 si 3 g de acid acetic glacial in apa. Se
completeazd cu apd pand la 100 ml.

Solutie Carrez II: se dizolva 10,6 g de ferocianurd de potasiu, K4Fe(CN)s3H,O in apd. Se completeazd cu apd pand
la 100 ml.

Cdrbune activ care nu absoarbe ureea (de controlat).
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3.5.

4.1.

4.2.

4.3.

5.1.

5.2.

7.1.

7.2.

7.3.

Uree, solutie 0,1 % (greutate/volum).

Aparaturd

Mixer (agitator): aproximativ 35-40 rpm.
Eprubete: 160 x 16 mm cu dopuri de sticld slefuita.

Spectrofotometru.

Proceduri

Analiza esantionului

Se cantiresc 2 g de esantion cu abatere de 1 mg si se introduc impreund cu 1 g de cirbune activ (3.4) intr-un
balon gradat de 500 ml Se adaugd 400 ml de apd si 5 ml de solutie Carrez I (3.2), se amestecd timp de

aproximativ 30 secunde si se adaugd 5 ml de solutie Carrez II (3.3). Se amestecd timp de treizeci de minute in
agitator. Se completeazd volumul cu ap3, se agitd si se filtreaza.

Se indepdrteazd 5 ml de filtrat transparent si incolor, se introduc in eprubete cu dop de sticld slefuitd, se adauga
5 ml de solutie de 4-DMAB (3.1) si se amestecd. Se introduc eprubetele intr-o baie de apa la 20 °C (¢ 4 °C). Dupd
cincisprezece minute se masoard densitatea opticd a solutiei de esantion cu spectrofotometrul la 420 nm. Se
compard cu solutia de reactivi pentru testul martor.

Curba de calibrare

Se indeparteaza volume de 1, 2, 4, 5 si 10 ml din solutia de uree (3.5), se introduc in baloanele gradate de 100 ml
si se completeazd volumul cu apd. Se indepirteazd 5 ml din fiecare solutie, se adaugd in fiecare 5 ml de solutie

4-DMAB (3.1), se omogenizeazd si se misoard densitatea optici conform indicatiilor de mai sus cu o solutie
martor care contine 5 ml de 4-DMAB si 5 ml de apd in care nu existd uree. Se traseazd curba de calibrare.

Calculul rezultatelor

Se determind cantitatea de uree din esantion cu ajutorul curbei de calibrare.

Se exprimd rezultatul ca procent din esantion.

Observatii

fn cazul unui continut de uree care depiseste 3 %, se reduce greutatea esantionului la 1 g sau se dilueaza solutia
initiala astfel incat s nu fie mai mult de 50 mg de uree in 500 ml.

In cazul unui continut mic in uree, se creste greutatea esantionului atata timp cat filtratul rimane transparent si
incolor.

Daci egantionul contine compusi de azot simpli cum ar fi aminoacizii, densitatea opticd se masoard la 435 nm.

E.  DETERMINAREA BAZELOR AZOTATE VOLATILE
L PRIN MICRODIFUZIE
Obiectiv si domeniu de aplicare

Aceastd metodd permite determinare continutului de baze azotate volatile, exprimate ca amoniac, din furaje.

Principiu

Esantionul este supus extractiei cu apd, iar solutia este limpezit3 si filtratd. Bazele azotate volatile sunt dislocate
prin microdifuzie cu ajutorul unei solutii de carbonat de potasiu, colectate intr-o solutie de acid boric si titrate cu
acid sulfuric.
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

4.1.

4.2.

4.3.

Reactivi

Acid tricloracetic, solutie 20 % (greutate/volum).

Indicator: se dizolvd 33 mg de verde de bromocrezol si 65 mg de rosu de metil in 100 ml de alcool etilic
95-96 % (V[v).

Solutie de acid boric: intr-un balon gradat de 1 1 se dizolvd 10 g de acid boric in 200 ml de alcool etilic 95-96 %
(v/v) si 700 ml de apa. Se adaugd 10 ml de indicator (3.2). Se amestecd si, dacd este necesar, se ajusteazd coloratia
solutiei la rogu deschis prin addugarea unei solutii de hidroxid de sodiu. 1 ml din aceastd solutie permite fixarea a
maximum 300 pg de NH;.

Solutie saturatd de carbonat de potasiu: se dizolvd 100 g de carbonat de sodiu in 100 ml de apa la temperatura
de fierbere. Se lasd si se riceasci si se filtreaza.

Acid sulfuric 0,01 mol/litru.

Aparaturd

Mixer (agitator): aproximativ 35-40 rpm.

Celule Conway (a se vedea diagrama) din sticld sau din material plastic.

Microbiurete gradate la 1/100 ml.

Proceduri

Se cantdresc 10 g de esantion cu abatere de 1 mg si se introduc impreund cu 100 ml de apd intr-un balon gradat
de 200 ml. Se amestecd sau se agitd in agitator timp de 30 de minute. Se adaugd 50 ml de solutie de acid
tricloracetic (3.1), se completeaza volumul cu apd, se agitd cu putere si se filtreaza printr-un un filtru cutat.

Cu ajutorul unei pipete se introduce 1 ml de solutie de acid boric (3.3) in partea centrald a celulei Conway si 1 ml
de filtrat de esantion in coroana celulei. Se acoperd partial cu ajutorul unui capac lubrifiat. Se picurd cu rapiditate
1 ml de solutie saturatd de carbonat de potasiu (3.4) in coroand si se inchide capacul astfel incat celula este
ermetizatd. Se intoarce celula cu precautie, rotind-o in plan orizontal, astfel incat cei doi reactivi se amesteci. Se
lasd la incubat fie timp de cel putin patru ore la temperatura camerei, fie timp de o ord la 40 °C.

Cu ajutorul unei microbiurete (4.3), se titreazd bazele volatile din solutia de acid boric cu acid sulfuric (3.5).

Se efectueazd un test martor aplicind aceeasi procedurd, dar fird a analiza un esantion.

Calculul rezultatelor

1 ml de H,S0, 0,01 mol/litru corespunde la 0,34 mg de amoniac.

Se exprimd rezultatul ca procent din esantion.

Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele obtinute in doud determindri paralele efectuate pe acelasi esantion nu depiseste:

— 10 %, in valoare relativd, pentru un continut in amoniac mai mic de 1 %;

— 0,1 %, in valoare absoluti, pentru un continut in amoniac de 1 % sau mai mare.

Observatie

Daci continutul in amoniac al esantionului depaseste 0,6 %, se dilueaz filtratul initial.
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3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

4.1.

4.2.

IL. PRIN DISTILARE
Obiectiv si domeniu de aplicare
Aceastd metodd permite determinarea continutului de baze azotate volatile, exprimate ca amoniac, a fiinii din
peste care practic nu contine deloc uree. Ea este aplicabild doar in cazul unui continut in amoniac mai mic de
0,25 %.
Principiu
Esantionul este supus extractiei cu ap4, iar solutia este limpezita si filtratd. Bazele azotate volatile sunt dislocate la
punctul de fierbere prin addugare de oxid de magneziu si colectate intr-o cantitate determinati de acid sulfuric, al
cirui exces este retitrat cu o solutie de hidroxid de sodiu.

Reactivi

Acid tricloracetic, solutie 20 % (greutate/volum).
Oxid de magneziu.

Emulsie antispumanti (de exemplu, silicon).
Acid sulfuric 0,05 mol/litru.

Solutie de hidroxid de sodiu 0,1 mol/litru.

Solutie de rosu de metil 0,3 % in etanol 95-96 % (v/v).

Aparaturd

Mixer (agitator): aproximativ 35-40 de rpm.

Aparat de distilat de tip Kjeldahl.

Procedura
Se cantdresc 10 g de esantion cu abatere de 1 mg si se introduc impreund cu 100 ml de apd intr-un balon gradat

de 200 ml. Se amestecd sau se agitd in agitator timp de 30 de minute. Se adaugd 50 ml de solutie de acid
tricloracetic (3.1), se completeaza volumul cu apd, se agitd cu putere si se filtreazd printr-un un filtru cutat.

Se preleveazd o cantitate de filtrat limpede adecvatd pentru continutul in baze azotate volatile presupus (100 ml
este de obicei suficient). Se dilueazd la 200 ml si se adaugd 2 g de oxid de magneziu (3.2), precum si citeva
picaturi de emulsie antispumanta (3.3). Solutia trebuie si fie alcalind la testul cu turnesol; dacd nu este, se adaugd
oxid de magneziu (3.2). Se continud ca la punctul 5.2 si 5.3 al metodei de analizd pentru determinarea
continutului de proteine brute (partea C a prezentei anexe).

Se efectueazd un test martor aplicind aceeasi procedurd, dar fird a analiza un esantion.

Calculul rezultatelor

1 ml de H,SO,4 0,05 mol/litru corespunde la 1,7 mg de amoniac.
Se exprima rezultatul ca procent din esantion.

Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele obtinute in doud determindri paralele efectuate pe acelasi esantion nu depaseste, in
valoare relativi, 10 % amoniac.

F.  DETERMINAREA AMINOACIZILOR (CU EXCEPTIA TRIPTOFANULUI)
Obiectiv si domeniu de aplicare

Aceastd metodd permite determinarea aminoacizilor liberi (sintetici §i naturali) si totali (legati in peptide si liberi)
din furaje, folosind un analizator de aminoacizi. Ea este aplicabild urmatorilor aminoacizi: cist(e)ind, metionina,
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2.1.

2.2.

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

lizind, treonind, alanind, arginind, acid aspartic, acid glutamic, glicin, histidind, izoleucind, leucind, fenilalanin,
prolind, serind, tirozind si valind.

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

Principiu
Aminoacizi liberi

Aminoacizii liberi se extrag cu acid clorhidric diluat. Macromoleculele azotate coextrase se precipitd cu acid
sulfosalicilic si se iIndeparteaza prin filtrare. Solutia filtrata se ajusteaza la pH-ul de 2,2. Aminoacizii se separd prin
cromatografie cu schimb de ioni si se determind prin reactie cu ninhidrina cu detectie fotometrica la 570 nm.

Aminoacizi totali

Procedura aleasd depinde de aminoacizii care sunt analizati. Cist(e)ina si metionina trebuie oxidate la acid cisteic
si, respectiv, metionin sulfond inainte de hidrolizd. Tirozina trebuie determinatd in hidrolizate de esantioane
neoxidate. Toti ceilalti aminoacizi enumerati la punctul 1 se pot determina fie in esantionul oxidat, fie in
esantionul neoxidat.

Oxidarea se realizeazd la 0 °C cu ajutorul unui amestec de acid performic si fenol. Reactivul de oxidare in exces se
descompune cu disulfit de sodiu. Esantionul oxidat sau neoxidat se hidrolizeazd cu acid clorhidric (3.20) timp de
23 de ore. Hidrolizatul se ajusteazi la pH-ul de 2,2. Aminoacizii se separd prin cromatografie cu schimb de ioni
si se determind prin reactie cu ninhidrind folosind detectia fotometric la 570 nm (440 nm pentru prolind).

Reactivi

Trebuie utilizatd apd dublu distilatd sau apd de calitate echivalentd (conductivitate < 10 pS).
Peroxid de hidrogen, g (g/g) = 30 %.

Acid formic, g (g/g) = 98-100 %.

Fenol.

Disulfit de sodiu.

Hidroxid de sodiu.

Acid 5-sulfosalicilic dihidrat.

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

Citrat trisodic dihidrat.

2,2-tiodietanol (tiodiglicol).

Clorurd de sodiu.

Ninhidrina.

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

Norleucind sau alt compus adecvat pentru a fi utilizat ca etalon intern.
Azot, gaz (< 10 ppm oxigen).

1-octanol.
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3.16. Aminoacizi.

3.16.1.  Substante standard enumerate la punctul 1. Compusi puri care nu contin deloc api de cristalizare. Inainte de
utilizare, se usucd in vid cu ajutorul P,Os sau al H,SO,, timp de 1 siptimand.

3.16.2.  Acid cisteic.
3.16.3.  Metionin sulfona.
3.17. Solutie de hidroxid de sodiu, ¢ = 7,5 mol/l
Se dizolvd 300 g de NaOH (3.5) in api si se completeazd pand la 1 litru.
3.18. Solutie de hidroxid de sodiu, ¢ = 1 mol/l
Se dizolvd 40 g de NaOH (3.5) in api si se completeazd pand la 1 litru.
3.19. Solutie de acid formic-fenol:
Se amestecd 889 g de acid formic (3.2) cu 111 g de apd si se adaugd 4,73 g de fenol (3.3).
3.20. Mixturd de hidrolizd, ¢ = 6 mol HCl/l continind 1 g de fenol/l:
Se adaugd 1 g de fenol (3.3) la 492 ml de HCl (3.7) si se completeazd cu apd pand la 1 litru.

3.21. Mixturd de extractie, ¢ = 0,1 mol HCl/I continand 2 % tiodiglicol: se iau 8,2 ml de HCl (3.7), se dilueaza cu
aproximativ 900 ml de ap4, se adaugd 20 ml de tiodiglicol (3.9) si se completeazd cu apd pani la 1 litru (nu se
amestecd direct 3.7 si 3.9).

3.22. Acid 5-sulfosalicilic dihidrat, £ = 6 %:
se dizolvd 60 g de acid 5-sulfosalicilic (3.6) in apd si se completeazd cu apd pand la 1 litru.
3.23. Mixturd de oxidare (acid performic-fenol):

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

Atentie: a se evita contactul cu pielea si a se purta imbracdminte protectoare.
3.24. Solutie tampon de citrat, ¢ = 0,2 mol Na*/l, pH 2,2:

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

3.25. Solutii tampon de elutie, preparate in conformitate cu conditiile pentru analizorul utilizat (4.9).
3.26. Reactiv ninhidrind, preparat in conformitate cu conditiile pentru analizorul utilizat (4.9).

3.27. Solutii etalon de aminoacizi. Aceste solutii se pastreazd la o temperaturd sub 5 °C.

3.27.1.  Solutie etalon stoc de aminoacizi (3.16.1).

¢ = 2,5 pmol/ml pentru fiecare, in acid clorhidric.
Se pot obtine din surse comerciale.
3.27.2.  Solutie etalon stoc de acid cisteic si metionin sulfond, ¢ = 1,25 pmol/ml.

Se dizolva 0,2115 g de acid cisteic (3.16.2) si 0,2265 g de metionin sulfoni (3.16.3) in solutie tampon de citrat
(3.24) intr-un balon gradat de 1 litru i se completeazd pand la semn cu solutie tampon de citrat. Se pastreaza la o
temperaturd sub 5 °C, nu mai mult de 12 luni. Aceastd solutie nu se utilizeaza daci solutia etalon stoc (3.27.1)
contine acid cisteic i metionin sulfona.
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3.27.3.

3.27.4.

3.27.5.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

5.1.

Solutie etalon stoc de etalon intern, de exemplu, norleucing, ¢ = 20 pmol/ml.

Se dizolvd 0,656 g de norleucina (3.13) in solutie tampon de citrat (3.24) intr-un balon gradat si se completeazd
cu solutie tampon de citrat pand la 250 ml. Se pastreazd la o temperaturd sub 5 °C, nu mai mult de 6 luni.

Solutie de calibrare a aminoacizilor standard pentru utilizare cu hidrolizate, ¢ = 5 nmol/50 pl de acid cisteic si
metionin sulfond si ¢ = 10 nmol/50 pl din ceilalti aminoacizi. Se dizolvi 2,2 g de clorurd de sodiu (3.10) intr-un
pahar de laborator de 100 ml care contine 30 ml solutie tampon de citrat (3.24). Se adaugd 4 ml de solutie
etalon stoc de aminoacizi (3.27.1), 4 ml solutie etalon stoc de acid cisteic si metionin sulfond (3.27.2) si 0,5 ml
solutie etalon stoc de etalon intern (3.27.3), dacd este cazul. Se ajusteazd pH-ul la valoarea 2,2 cu hidroxid de
sodiu (3.18).

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

Se pastreazd la o temperaturd sub 5 °C, nu mai mult de 3 luni.
A se vedea si observatia de la punctul 9.1.

Solutie de calibrare a aminoacizilor standard pentru utilizare cu hidrolizate preparatd in conformitate cu punc-
tul 5.3.3.1 si pentru utilizare cu extracte (5.2). Solutia de calibrare se prepard in conformitate cu 3.27.4 dar
omitand clorura de sodiu.

Se pastreazd la o temperaturd sub 5 °C, nu mai mult de 3 luni.

Aparaturd

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

Sticld din borosilicat, de 100 ml, cu un dop filetat cu ciptugeald de cauciuc/teflon (de exemplu, Duran, Schott)
pentru utilizare in cuptor.

Cuptor cu ventilatie fortatd si un regulator de temperaturd cu precizie mai mare de £ 2 °C.
pH-metru (cu trei zecimale).

Filtru cu membrand (0,22 pm).

Centrifugd.

Evaporator rotativ cu vid.

Agitator mecanic sau magnetic.

Analizor de aminoacizi sau echipament HPLC cu coloand schimbitoare de ioni, dispozitiv pentru ninhidrin,
derivare post-coloand si detector fotometric.

Coloana este umplutd cu rasini de polistiren sulfonat capabile sd separe aminoacizii unul de altul, precum si de
materiale care contin ninhidrina. Fluxul din liniile cu solutie tampon si ninhidrina este asigurat de pompe care au
o stabilitate a fluxului de + 0,5 % in perioada care include atit functionarea in vederea calibririi standardului, cat
si analiza esantionului.

In cazul unor analizori de aminoacizi se pot utiliza proceduri de hidrolizare in care hidrolizatul are o
concentratie de sodiu de ¢ = 0,8 mol/l si contine intreaga cantitate de acid formic rezidual din etapa de oxidare.
Alti analizori nu oferd o separare satisficitoare a anumitor aminoacizi daci hidrolizatul contine exces de acid
formic sifsau concentratii mari de ioni de sodiu. In acest caz, volumul de acid se reduce prin evaporare la
aproximativ 5 ml dupa hidroliza si inainte de ajustarea pH-ului. Evaporarea se face sub vid, la o temperaturd
maxima de 40 °C.

Proceduri
Prepararea esantionului

Se macind esantionul astfel incat poate trece printr-o sitd cu ochiuri de 0,5 mm. Esantioanele cu un continut
ridicat de umiditate trebuie fie uscate la aer, la o temperaturd de maximum 50 °C, fie liofilizate inainte de
mdcinare. Esantioanele cu un continut ridicat de substante grase se extrag cu eter de petrol (3.12) inainte de
mdcinare.
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5.2.

5.3.

5.3.2.

5.3.2.1.

5.3.2.2.

5.3.2.3.

Determinarea aminoacizilor liberi in furaje si in premixuri
Se cantdreste cu o abatere de 0,2 mg o cantitate adecvatd (1-5 g) din esantionul preparat (5.1), intr-un flacon tip
Erlenmeyer si se adaugd 100 ml de extract de mixturd (3.21). Se agitd mixtura timp de 60 minute cu ajutorul

agitatorului mecanic sau magnetic (4.8). Se lasd si se decanteze sedimentul si se pipeteazd 10 ml din solutia
supernatantd intr-un pahar de laborator de 100 ml.

Se adaugd 5 ml de solutie de acid sulfosalicilic (3.22) in cursul agitirii §i se continud agitarea cu ajutorul
agitatorului magnetic timp de 5 minute. Se filtreaza sau se centrifugheazd supernatantul pentru a se indeparta
orice precipitat. Se introduc 10 ml din solutia rezultatd intr-un pahar de laborator de 100 ml si se ajusteazd pH-ul
la valoarea de 2,2 cu ajutorul solutiei de hidroxid de sodiu (3.18), se transferd intr-un balon gradat de volum
adecvat utilizdndu-se solutie tampon de citrat (3.24) si se completeazd pand la semn cu solutia tampon (3.24).

Daci se utilizeazd etalon intern, se adaugd 1 ml de etalon intern (3.27.3) pentru fiecare 100 ml de solutie finala i
se completeazd pand la semn cu solutie tampon (3.24).

Se trece la etapa de cromatografie conform punctului 5.4.

Dacd extractele nu se examineazd in aceeasi zi, trebuie pastrate la o temperaturd sub 5 °C.

Determinarea continutului total in aminoacizi
Oxidare

Se cantdresc cu o abatere de 0,2 mg intre 0,1 si 1 g de esantion preparat (5.1) intr-un (intr-o):

—  balon cu fund rotund de 100 ml (4.1) pentru hidrolizd in mediu deschis (5.3.2.3); sau

—  balon cu fund rotund de 250 ml (4.1) daci este necesard o concentratie mici de sodiu (5.3.3.1); sau
—  sticld de 100 ml dotatd cu un dop filetat (4.2) pentru hidrolizd in mediu inchis (5.3.2.4).

Portia de esantion cantdritd are un continut de azot de aproximativ 10 mg si un continut de umiditate de
maximum 100 mg.

Se introduce balonul/sticla intr-o baie de apa cu gheatd si se rdceste la 0 °C, se adaugd 5 ml de mixturd de oxidare
(3.23) si se amestecd cu ajutorul unei spatule de sticld cu varf incovoiat. Se etanseizeazd balonul/sticla continand
spatula cu ajutorul unei pelicule ermetizante, se introduce baia de apd cu gheatd continand recipientul etangeizat
intr-un frigider la 0 °C si se lasd timp de 16 ore. Dupd 16 ore, se scoate din frigider, iar excesul de reactiv de
oxidare se descompune prin addugarea a 0,84 g de disulfit de sodiu (3.4).

Se trece la 5.3.2.1.

Hidroliza
Hidroliza esantioanelor oxidate

La esantioanele oxidate preparate in conformitate cu punctul 5.3.1 se adaugd 25 ml de mixturd hidrolizatd (3.20)
avand grijd s se spele orice reziduu de esantion de pe peretii vasului si de pe spatuld.

In functie de procedura de hidrolizare utilizatd, se trece la punctul 5.3.2.3 sau 5.3.2.4.

Hidroliza esantioanelor neoxidate

Se cantdresc 0,1-1 g de esantion preparat (5.1), cu o abatere de 0,2 mg, fie intr-un balon cu fund rotund de
100 ml sau 250 ml (4.1), fie intr-o sticld de 100 ml dotati cu dop filetat (4.2). Portia de esantion cantdrit trebuie
sd aibd un continut de azot de aproximativ 10 mg. Se adauga cu grijd 25 ml de mixturd hidrolizatd (3.20) si se
amestecd cu esantionul. Se procedeazi ca la punctul 5.3.2.3 sau 5.3.2.4.

Hidroliza in mediu deschis

Se adaugd 3 mirgele de sticld in mixtura din balon (preparatd conform mentiunilor de la punctul 5.3.2.1
sau 5.3.2.2) si se fierbe in clocot continuu sub reflux timp de 23 de ore. La incheierea hidrolizei, se spald
condensatorul cu 5 ml de solutie tampon de citrat (3.24). Se deconecteazd balonul si se riceste intr-o baie de apd
cu gheatd.

Se procedeazi ca la punctul 5.3.3.
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5.3.2.4.

5.3.3.1.

5.3.3.2.

5.4.

Hidroliza in mediu inchis

Sticla continind mixtura preparatd conform punctului 5.3.2.1 sau 5.3.2.2 se introduce in cuptor (4.3) la 110 °C.
In timpul primei ore, pentru a se preveni o crestere progresivd a presiunii (datoratd expansiunii substantelor
gazoase) si pentru a se evita o explozie, se plaseazd dopul filetat la nivelul extremitatii superioare a vasului. A nu
se inchide vasul cu dopul respectiv. Dupd o ord, se inchide vasul cu dopul respectiv si se lasd in cuptor (4.3) timp
de 23 de ore. La incheierea hidrolizei, se indepdrteaza sticla din cuptor, se scoate cu grijd dopul de la nivelul
sticlei, iar aceasta se introduce intr-o baie de apd cu gheatd. Se lasi si se riceasca.

fn functie de procedura de ajustare a pH-ului (5.3.3), se transferd cantitativ continutul sticlei intr-un pahar de
laborator de 250 de ml sau intr-un balon cu fund rotund, utilizand solutie tampon de citrat (3.24).

Se procedeazd ca la punctul 5.3.3.

Ajustarea pH-ului

In functie de toleranta la sodiu a analizorului de aminoacizi (4.9), pentru ajustarea pH-ului se procedeaz ca la
punctul 5.3.3.1 sau 5.3.3.2.

Pentru sistemele cromatografice (4.9) necesitdnd o concentratie de sodiu micd

Este recomandabil s se utilizeze o solutie etalon stoc internd (3.27.3) in cazul in care se folosesc analizori de
aminoacizi necesitdnd o concentratie micd de sodiu (in cazul in care volumul de acid trebuie redus).

In acest caz, la hidrolizat se adaugd 2 ml de solutie etalon stoc internd (3.27.3) inainte de evaporare.
La hidrolizatul obtinut conform punctului 5.3.2.3 sau 5.2.3.4 se adaugd 2 picituri de 1-octanol (3.15).

Utilizdnd un evaporator rotativ (4.7) se reduce volumul la 5-10 ml in conditii de vid la 40 °C. Daci volumul este
redus accidental la mai putin de 5 ml, hidrolizatul trebuie aruncat, iar analiza trebuie repetati.

Se ajusteazd pH-ul la 2,2 cu ajutorul solutiei de hidroxid de sodiu (3.18) si se procedeazi ca la punctul 5.3.4.

Pentru toti ceilalti analizori de aminoacizi (4.9)

Hidrolizatele obtinute ca la punctul 5.3.2.3 sau 5.3.2.4 se neutralizeazd partial prin addugarea cu grija, in conditii
de agitare continud, a 17 ml de solutie de hidroxid de sodiu (3.17), asigurandu-se ci temperatura este mentinuta
sub 40 °C.

Se ajusteaza pH-ul la valoarea de 2,2 la temperatura camerei prin utilizarea solutiei de hidroxid de sodiu (3.17) si
in cele din urma a solutiei de hidroxid de sodiu (3.18) Se trece la punctul 5.3.4.

Solutia de esantion pentru cromatografie

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

Daci nu s-a utilizat deja un etalon intern, se adaugd 2 ml de etalon intern (3.27.3) si se completeaza pana la semn
cu solutie tampon de citrat (3.24). Se amestecd minutios.

Se trece la etapa cromatograficd (5.4).

Daci solutiile de esantion nu se examineaza in aceeasi zi, ele se pdstreazd la o temperaturd sub 5 °C.

Cromatografia

fnainte de cromatografie se aduce extractul (5.2) sau hidrolizatul (5.3.4) la temperatura camerei. Se agitd mixtura
si se filtreazd o cantitate potrivitd printr-un filtru cu membrand cu orificii de 0,22 pm (4.5). Solutia limpede
rezultatd se supune cromatografiei prin schimb ionic, utilizdnd un analizor de aminoacizi (4.9).

Injectarea poate fi efectuatd manual sau automat. Este important ca aceeasi cantitate de solutie + 0,5 % sd fie
addugatd in coloand pentru analizarea etaloanelor si a esantioanelor cu exceptia situatiilor in care se utilizeazi un
etalon intern i ca raporturile sodiu:aminoacizi in solutiile de etalon §i in cele de esantion si fie cit mai similare

posibil.
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6.1.

in general, frecventa manevrelor de calibrare depinde de stabilitatea reactivului ninhidrin si a sistemului analitic.
Etalonul sau esantionul se dilueazd cu solutie tampon de citrat (3.24) pentru a genera o arie a varfului pentru
etalon de 30-200 % din aria varfului pentru esantionul de aminoacid.

Cromatografia aminoacizilor va varia usor in functie de tipul analizorului si de risina utilizate. Sistemul ales
trebuie si fie capabil sd separe aminoacizii unul de altul, precum si de materiale care contin ninhidrind. In cursul
operatiilor, sistemul cromatografic genereazd un raspuns linear la modificarile cantitatilor de aminoacizi adiugati
la coloana.

fn cursul etapei cromatografice se aplicd rapoartele iniltimii corespunzitoare punctului minim:varfului
mentionate mai jos, in cazul in care se analizeazd o solutie echimolard (de aminoacizi analizati). Aceastd solutie
echimolard trebuie sd contind cel putin 30 % din cantitatea maximd de aminoacizi care poate fi misuratd cu
precizie cu ajutorul sistemului analizor de aminoacizi (4.9).

Pentru separarea treoninei-serinei, in cazul suprapunerii a doi aminoacizi, raportul punct minim/varf
corespunzitor aminoacidului situat mai jos pe cromatograma nu trebuie si depdseascd 2:10. [daci se determind
doar cist(e)ina, metionina, treonina si lizina, separarea insuficientd a varfurilor invecinate va influenta in mod
negativ determinarea]. Pentru toti ceilalti aminoacizi, separarea trebuie s fie mai bund de 1:10.

'

Sistemul trebuie s asigure cd lizina se separd de ,artefactele de lizind” si de ornitind.

Calculul rezultatelor

Aria varfului pentru esantion si etalon se masoara pentru fiecare aminoacid in parte, iar cantitatea (X) se masoard
in g de aminoacid per kg de esantion.

X_A><c><M><V
"Bxmx 1000

. - . . . D
Dacid se utilizeazd un etalon intern se multiplica cu: T

= aria varfului, hidrolizat sau extract;
= aria varfului, solutia etalon de calibrare;
= aria varfului, etalon intern in hidrolizat sau extract;

= aria varfului, etalon intern, solutia etalon de calibrare;

Z O N = >
|

= greutatea molard a aminoacidului determinat;

¢ = concentratia de standard in pmol/ml;

m = greutatea esantionului (g) (corectati pentru a obtine greutatea originald daci produsul este uscat sau
degresat);

V = total hidrolizat in ml (5.3.4) sau volumul de dilutie total calculat pentru extract, in ml (6.1).

Cistina si cisteina se determind amandoud ca acid cisteic in hidrolizate de esantion oxidat, dar se calculeazd ca
cistind (CsH1,N,04S,, M 240,30 g/mol) folosind M 120,15 g/mol (= 0,5 x 240,30 g/mol).

Metionina se determind ca metionin sulfond in hidrolizate de esantion oxidat, dar se calculeazd ca metionind
folosind M pentru metionina: 149,21 g/mol.

Metionina liberd addugati se determind dupa extractie ca metionind, pentru calculare folosindu-se aceeasi M.

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

l:_100 mlx (10 ml+5ml) V

X
10 ml 10

V = volumul extractului final.
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7. Evaluarea metodei

Metoda a fost testatd prin comparatii la nivel international in 1990 utilizand patru furaje diferite (furaj mixt
pentru porc, mixturd pentru pui de carne, concentrat proteic, premixuri). Rezultatele, dupd eliminarea valorilor

extreme, exprimate ca medie si deviatie standard sunt prezentate in tabelele de la acest punct:

Medii in glkg
Aminoacid

Material de referintd
Treonind Cist(e)ind Metionind Lizind
Furaj mixt pentru porci 6,94 3,01 3,27 9,55
n=15 n=17 n=17 n=13
Compozitie pentru pui de 9,31 3,92 5,08 13,93
carne n=16 n=18 n=18 n=16
Concentrat proteic 22,32 5,06 12,01 47,74
n=16 n=17 n=17 n=15
Premixuri 58,42 — 90,21 98,03
n=16 n=16 n=16

n = numdr de laboratoare participante.

7.1. Repetabilitate

Repetabilitatea exprimatd ca ,deviatie standard intra-laborator” a comparatiei intre laboratoare mentionatd mai

sus este redatd in tabelele de mai jos:

Deviatia standard intra-laborator (S,) in g/kg

Aminoacid
Material de referind
Treonind Cist(e)ind Metionina Lizind
Furaj mixt pentru porci 0,13 0,10 0,11 0,26
n=15 n=17 n=17 n=13
Compozitie pentru pui de 0,20 0,11 0,16 0,28
carne n=16 n=18 n=18 n=16
Concentrat proteic 0,48 0,13 0,27 0,99
n=16 n=17 n=17 n=15
Premixuri 1,30 — 2,19 2,06
n=16 n=16 n=16
n = numdr de laboratoare participante.
Coeficient de variatie (%) al deviatiei standard intra-laborator (S,)
Aminoacid
Material de referingd
Treonind Cist(e)ind Metionina Lizina
Furaj mixt pentru 1,9 3,3 3,4 2,8
porci n=15 n=17 n=17 n=13
Compozitie pentru 2,1 2,8 3,1 2,1
pui de carne n=16 n=18 n=18 n=16
Concentrat proteic 2,7 2,6 2,2 2,4
n=16 n=17 n=17 n=15
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Aminoacid
Material de referingd
Treonind Cist(e)ind Metionind Lizind
Premixuri 2,2 — 2,4 2,1
n=16 n=16 n=16

n = numdr de laboratoare participante.

7.2 Reproductibilitate

Rezultatele pentru deviatia standard inter-laboratoare pentru comparatia intre laboratoare mentionatd mai sus

sunt prezentate in tabelul de mai jos:

Deviatia standard inter-laboratoare (Sg) in g/kg

Aminoacid
Material de referintd

Treonind Cist(e)ind Metionind Lizina

Furaj mixt pentru porci 0,28 0,30 0,23 0,30
n=15 n=17 n=17 n=13

Compozitie pentru pui de 0,48 0,34 0,55 0,75
carne n=16 n=18 n=18 n=16
Concentrat proteic 0,85 0,62 1,57 1,24
n=16 n=17 n=17 n=15

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

n = numir de laboratoare participante.
Coeficient de variatie (%) al deviatiei standard inter-laboratoare (Sg)
Aminoacid
Material de referintd

Treonind Cist(e)ind Metionind Lizina

Furaj mixt pentru porc 4,1 9,9 7,0 3,2
n=15 n=17 n=17 n=13

Compozitie pentru pui de 5,2 8,8 10,9 5,4
carne n=16 n=18 n=18 n=16

Concentrat proteic 3,8 12,3 13,0 3,0
n=16 n=17 n=17 n=15

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

n = numdr de laboratoare participante.

8. Utilizarea materialelor de referinti

Aplicarea corectd a metodei se verificd prin repetarea masurdtorilor pentru materialele de referintd certificate,
atunci cand acestea sunt disponibile. Se recomanda calibrarea cu solutie de calibrare pentru aminoacid certificata.

9. Observatii

9.1. Din cauza diferentelor dintre analizorii de aminoacizi, concentratiile finale ale solutiilor de calibrare pentru
aminoacizii standard (a se vedea 3.27.4 si 3.27.5) si pentru hidrolizat (vezi 5.3.4) se considerd orientative.
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9.2.

9.3.

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.11.

Intervalul raspunsului liniar al aparatului trebuie verificat pentru toti aminoacizii.
Solutia etalon se dilueazd cu solutie tampon de citrat pentru a genera arii de varf situate la mijlocul intervalului.

In cazul in care pentru analizarea hidrolizatelor se foloseste aparaturi de cromatografie lichidd de inalti
performantd, conditiile experimentale trebuie optimizate in conformitate cu recomandarile fabricantului.

Prin aplicarea metodei la furajele care contin peste 1 % clorurd (concentrat, furaje minerale, furaje suplimentare)
poate apdrea o subestimare a metioninei, ceea ce necesitd un tratament special.

G.  DETERMINAREA TRIPTOFANULUI
Obiectiv si domeniu de aplicare

Metoda permite determinarea in furaje a triptofanului total si liber. Ea nu face distinctie intre formele D si L.

Principiu
Pentru determinarea triptofanului total, esantionul se hidrolizeazd in mediu bazic cu o solutie de hidroxid de
bariu saturatd si se incilzeste la 110 °C timp de 20 de ore. Dupd hidrolizd, se adaugi etalon intern.

Pentru determinarea triptofanului liber, esantionul se extrage in mediu usor acid in prezenta etalonului intern.

Triptofanul si etalonul intern din hidrolizat sau din extract se determind prin HPLC prin detectarea fluorescentei.

Reactivi

Se utilizeazd apd dublu distilatd sau apd de calitate echivalentd (conductivitate < 10 pS/cm).
Substantd etalon: triptofan (puritate/continut > 99 %), uscat sub vid pe pentoxid fosforic.
Substantd etalon intern: a-metil-triptofan (puritate/continut > 99 %), uscat sub vid pe pentoxid fosforic.

Hidroxid de bariu octahidratat (se evitd expunerea excesivd la aer a Ba(OH), - 8 H,O pentru a se evita formarea de
BaCO;, care ar putea perturba determinarea) (a se vedea observatia de la punctul 9.3).

Hidroxid de sodiu.

Acid ortofosforic, g (g/g) = 85 %.

Acid clorhidric, pyo 1,19 g/ml.

Metanol, de calitate HPLC.

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

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

Se dizolvd 40 g de NaOH (3.5) in apd si se completeazd pand la 1 litru cu apd (3.1).
Acid clorhidric, ¢ = 6 mol/l:

Se iau 492 ml HCl (3.7) si se completeazd pand la 1 litru cu apa.
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3.12.

3.20.

3.21.

3.22.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

Acid clorhidric, ¢ = 1 mol/l:

Se iau 82 ml HCl (3.7) si se completeazd pand la 1 litru cu api.

Acid clorhidric, ¢ = 0,1 moll:

Se iau 8,2 ml HCI (3.7) si se completeazd pand la 1 litru cu apa.

Acid ortofosforic, ¢ = 0,5 mol/l:

Se iau 34 ml de acid ortofosforic (3.6) si se completeazd pand la 1 litru cu apd (3.1).
Solutie concentratd de triptofan (3.2), ¢ = 2,50 pmol/ml:

fntr-un balon gradat de 500 ml se dizolvi 0,2553 g de triptofan (3.2) in acid clorhidric (3.13) si se completeazi
pand la semn cu acid clorhidric (3.13). Se pastreaza la — 18 °C timp de maximum 4 siptimani.

Solutie de etalon intern concentratd, ¢ = 2,50 pmol/ml:

Intr-un balon gradat de 500 ml se dizolvi 0,2728 g de a-metil-triptofan (3.3) in acid clorhidric (3.13) si se
completeazd pand la semn cu acid clorhidric (3.13). Se pastreazd la — 18 °C timp de maximum 4 sdptimani.

Solutie etalon de calibrare pentru triptofan si etalon intern:

Se iau 2 ml din solutia concentratd de triptofan (3.15) si 2 ml din solutia concentratd de etalon intern (a-metil-
triptofan) (3.16). Se dilueazd cu apd (3.1) si metanol (3.8) pand se ajunge la un volum aproximativ egal si la
aproximativ aceeasi concentratie de metanol (10-30 %) ca si hidrolizatul final.

Aceastd solutie trebuie proaspat preparatd inainte de fiecare utilizare.

fn timpul preparirii se protejeaza de lumina solara directa.

Acid acetic.

1,1,1-triclor-2-metil-2-propanol.

Etanolamind g (g/g) > 98 %.

1 g de solutie de 1,1,1-triclor-2-metil-2-propanol (3.19) in 100 ml de metanol (3.8).

Fazd mobild pentru HPLC: 3 g de acid acetic (3.18) + 900 ml apa (3.1) + 50 ml solutie (3.21) de 1,1,1-triclor-2-
metil-2-propanol (3.19) in metanol (3.8) (1 g/100 ml). Se ajusteazd pH-ul la valoarea 5 cu ajutorul etanolaminei
(3.20). Se completeazd pand la 1 000 ml cu apa (3.1).

Aparaturd

Echipament de HPLC cu detector spectrofluorometric.

Coloand pentru cromatografie lichidd, 125 mm x 4 mm, Cy;, particule de 3 pm sau echivalent.
pH-metru.

Vas de polipropilend, cu capacitate de 125 ml, cu gat larg si dop filetat.

Filtru cu membrand, 0,45 pm.

Autoclavd, 110 ( 2) °C, 1,4 (+ 0,1) bar.

Agitator mecanic sau amestecator magnetic.

Mixer Vortex.
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5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

Procedura
Prepararea esantioanelor

Esantionul se macina astfel incat poate trece printr-o sitd cu ochiuri de 0,5 mm. Inainte de micinare, esantioanele
cu un continut ridicat de umiditate trebuie fie uscate la aer la o temperaturd de maximum 50 °C, fie liofilizate.
Inainte de micinare, esantioanele cu un continut ridicat de substante grase se extrag cu eter de petrol (3.9).

Determinarea triptofanului liber (extract)

Se cantireste cu o abatere de 1 mg o cantitate adecvatd (1-5 g) din esantionul preparat (5.1) intr-un flacon tip
Erlenmeyer. Se adaugd 100 ml de acid clorhidric (3.13) si 5 ml din solutia etalon intern concentrati (3.16). Se
agitd sau se amestecd timp de 60 minute cu ajutorul unui agitator mecanic sau al unui amestecitor magnetic
(4.7). Se lasd s se decanteze sedimentul si se pipeteazd 10 ml din solutia supernatanta intr-un pahar de laborator.
Se adaugd 5 ml de acid ortofosforic (3.14). Se ajusteazd pH-ul la valoarea 3 utilizand hidroxid de sodiu (3.10). Se
adaugd suficient metanol (3.8) pentru a obtine o concentratie de metanol in volumul final de 10-30 %. Se
transferd intr-un balon gradat de volum corespunzitor si se dilueazd cu api pana la un volum necesar pentru
cromatografie (aproximativ acelasi volum ca si solutia etalon de calibrare (3.17).

Se filtreazd cativa ml de solutie printr-un filtru cu membrana cu orificii de 0,45 pm (4.5) inainte de a se injecta in
coloana de HPLC. Se trece la etapa de cromatografie conform punctului 5.4.

Solutia etalon si extractele se protejeazd de lumina solard directd. Dacd analizarea extractelor nu este posibild in
aceeasi zi, ele pot fi depozitate la 5 °C, cel mult 3 zile.

Determinarea triptofanului total (hidrolizat)

Se cantdresc cu o abatere de 0,2 mg intre 0,1 si 1 g din esantionul preparat (5.1) intr-un vas de polipropilend
(4.4). Portia de esantion cantdrit are un continut de azot de aproximativ 10 mg. Se adauga 8,4 g de hidroxid de
bariu octahidrat (3.4) si 10 ml de apd. Se amestecd intr-un mixer Vortex (4.8) sau intr-un amestecitor magnetic
(4.7). Magnetul invelit in teflon se lasd in amestec. Se spald peretii vasului cu 4 ml de apd. Se pune dopul filetat si
se inchide vasul neermetic. Se transferd intr-o autoclava (4.6) cu apd clocotitd si se expun la vapori de apd timp de
30-60 minute. Se inchide autoclava si se autoclaveazd la 110 (£ 2) °C timp de 20 de ore.

fnainte de a deschide autoclava se reduce temperatura la o valoare imediat sub 100 °C. Pentru a se evita
cristalizarea Ba(OH),'8H,0, se adaugd la amestecul cald 30 ml api la temperatura camerei. Se agitd sau se
amestecd usor. Se adaugd 2 ml din solutia concentratd de etalon intern (a-metil-triptofan) (3.16). Se ricesc vasele
intr-o baie de apd/gheatd timp de 15 minute.

Apoi, se adaugd 5 ml de acid ortofosforic (3.14). Se mentine vasul in baia de ricire si se neutralizeazd cu HCl
(3.11) amestecand continuu, apoi se ajusteazd pH-ul la valoarea 3 utilizdnd HCl (3.12). Se adaugd suficient
metanol pentru a obtine o concentratie de metanol in volumul final de 10-30 %. Se transferd intr-un balon
gradat de volum corespunzitor si se dilueazd cu apd pand la volumul definit necesar pentru cromatografie (de
exemplu 100 ml). Addugarea de metanol nu provoaci precipitare.

Se filtreaza cativa ml de solutie printr-un filtru cu membrand cu orificii de 0,45 pm (4.5) inainte de a se injecta in
coloana HPLC. Se trece la etapa de cromatografie conform punctului 5.4.

Solutia etalon si hidrolizatele se protejeazd de lumina solard directd. Dacd analizarea hidrolizatelor nu este
posibild in aceeasi zi, ele pot fi depozitate la 5 °C, cel mult 3 zile.

Determinarea prin HPLC

Urmdtoarele conditii pentru elutia izocraticd sunt oferite in scop orientativ; se pot aplica alte conditii cu conditia
ca acestea sd determine rezultate echivalente (a se vedea, de asemenea, observatiile de la punctele 9.1 si 9.2):

Coloand pentru cromato- 125 mm x 4 mm, Cy, particule de 3 pm sau echivalent
grafie lichidd (4.2):
Temperatura coloanei: Temperatura camerei

Faza mobild (3.22): 3 g acetic acid (3.18) + 900 ml apd (3.1) + 50 ml solutie (3.21) de 1,1,1-triclor-2-
metil-2-propanol (3.19) in metanol (3.8) (1 g/100 ml). Se ajusteazd pH-ul la
valoarea 5 utilizand etanolamind (3.20). Se completeazd pand la 1 000 ml cu apd
(3.1)

Rata fluxului: 1 ml/minut

Timpul total de desfisu-  aproximativ 34 min

rare:

Lungimea undei de detec- excitare: 280 nm, emisie: 356 nm.

tie:

Volum de injectare 20 pl
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Calculul rezultatelor

Se calculeazd cantitatea de triptofan (X), in g per 100 g de esantion.

_A><B><V1><c><V2><M
“CxDxV;x10 000 x m

A = aria varfului etalonului intern, solutia etalon de calibrare (3.17);
B = suprafata varfului pentru triptofan, extract (5.2) sau hidrolizat (5.3);
V; = volumul in ml (2 ml) al solutiei concentrate de triptofan (3.15) addugati la solutia de calibrare (3.17);

¢ = concentratia in pmol/ml (= 2,50) a solutiei concentrate de triptofan (3.15) addugata la solutia de calibrare

(3.17);
V, = volumul in ml al solutiei etalon intern concentrate (3.16) addugatd la extract (5.2) (= 5 ml) sau la hidrolizat
(5.3) (= 2 ml);

C = aria varfului etalonului intern, extract (5.2) sau hidrolizat (5.3);
= aria varfului pentru triptofan, solutia etalon de calibrare (3.17);

V; = volumul in ml (= 2 ml) al solutiei de etalon intern concentrate (3.16) addugata la solutia etalon de calibrare
(3.17);

m = greutatea esantionului in g (corectatd pentru a obtine greutatea originald dacd produsul este uscat si/sau
degresat);

M = masa molari a triptofanului (= 204,23 g/mol).

Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri paralele realizate pe acelasi esantion nu trebuie si depiseascd
10 % din rezultatul cel mai mare.

Rezultatele unui studiu colaborativ

S-a efectuat un studiu comunitar colaborativ (a 4-a comparatie intre laboratoare) in care au fost analizate trei
esantioane de citre 12 laboratoare pentru a certifica metoda de hidrolizd. Fiecare esantion a fost supus la cinci
analize. Rezultatele sunt prezentate in tabelul urmator:

Fsanti Esantion 2 Esantion 3

santion 1 . X . .

Furaie pentru porci Furaje pentru porci supli- Furaje concentrate pentru
je p P mentate cu L-triptofan porci

L 12 12 12

n 50 55 50

Medie (g/kg) 2,42 3,40 422

s; (g/kg) 0,05 0,05 0,08

r (glkg) 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 22

L = numdrul de laboratoare care au transmis rezultate;

n = numdrul de rezultate individuale retinute dupa eliminarea extremelor (identificate prin testele Cochran,

Dixon pentru extreme);

s, = devierea standard a repetabilitatii;

Sk = devierea standard a reproductibilitatii;

r = repetabilitate;

R = reproductibilitate;

CV, = coeficientul de variatie al repetabilitatii, %;

CVr = coeficientul de variatie al reproductibilitatii, %.
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9.1.

S-a efectuat un alt studiu comunitar colaborativ (a 3-a comparatie intre laboratoare) in care au fost analizate dou
esantioane de cdtre 13 laboratoare pentru a certifica metoda de extractie a triptofanului liber. Fiecare esantion a
fost supus la cinci analize. Rezultatele sunt prezentate in tabelul urmator:

Esanti Esantion 5
santion 4 Amestec de grau cu soia (= esantion 4)
Amestec de griu cu soia addugat cu triptofan (0,457 glkg)
L 12 12
n 55 60
Medie (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
CVy (%) 471 5,11
L = numdirul de laboratoare care au transmis rezultate;
n = numdrul de rezultate individuale retinute dupd eliminarea extremelor (identificate prin testele Cochran,
Dixon pentru extreme);

s, = devierea standard a repetabilitatii;
Sk = devierea standard a reproductibilitatii;
r = repetabilitate;
R = reproductibilitate;

CV, = coeficientul de variatie al repetabilitatii, %;

CVy = coeficientul de variatie al reproductibilitatii, %.

S-a efectuat un alt studiu comunitar de comparatie intre laboratoare in care au fost analizate patru esantioane de
catre 7 laboratoare cu scopul de a certifica metoda de hidrolizd pentru triptofan. Rezultatele sunt prezentate mai
jos. Fiecare esantion a fost supus la cinci analize.

Esantion 1 Esantion 2 Esantion 3 Esantion 4
o Fiind de peste cu fantion gantion
Furaje rgz)xrtci pentru continut mic de gra- Fiini din soia Lapte praf degresat
simi
(CRM 117) s (CRM 119) (CRM 120)
L 7 7 7 7
n 25 30 30 30
Medie (g/kg) 2,064 8,801 6,882 5,236
s, (g/kg) 0,021 0,101 0,089 0,040
r (g/ke) 0,059 0,283 0,249 0,112
CV, (%) 1,04 1,15 1,30 0,76
Sk (g/kg) 0,031 0,413 0,283 0,221
R (g/kg) 0,087 1,156 0,792 0,619
CVr (%) 1,48 4,69 411 422
L = numirul de laboratoare care au transmis rezultate;
n = numdrul de rezultate individuale retinute dupa eliminarea extremelor (identificate prin testele Cochran,
Dixon pentru extreme);
s, = devierea standard a repetabilitatii;
Sy = devierea standard a reproductibilitatii;
r = repetabilitate;
R = reproductibilitate;

CV, = coeficientul de variatie al repetabilitatii, %;

CVr = coeficientul de variatie al reproductibilitatii, %.

Observatii

Respectarea urmitoarelor conditiile speciale de cromatografie poate conduce la o mai buni separare a
triptofanului de a-metil-triptofan.
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9.2.

9.3.

1.1.

1.2.

1.3.

Elutie izocraticd urmatd de curitarea coloanei prin gradient:

Coloand pentru cromato- 125 mm x 4 mm, Cyg, particule de 5 pm sau echivalent
grafie lichida:

Temperatura coloanei: 32°C

Faza mobila: A: 0,01 mol/l KH,PO,/metanol, 95 + 5 (V + V).
B: Metanol

Programul gradientului: 0 minute 100 % A 0%B
15 minute 100 % A 0%B
17 minute 60 % A 40 % B
19 minute 60 % A 40 % B
21 minute 100 % A 0%B
33 minute 100 % A 0%B

Rata fluxului: 1,2 ml/minut

Timpul total de desfisu-  aproximativ 33 minute.
rare:

Cromatografia variazd in functie de tipul de HPLC si de materialul utilizat la umplerea coloanei. Sistemul ales
trebuie si fie capabil si stabileascd o separare initiald de referintd intre triptofan si etalonul intern. In plus, este
important ca produsii de degradare s fie bine separati de triptofan si de etalonul intern. Se efectueazi o operatie
de probd pe hidrolizate fird etalon intern pentru a verifica prezenta impurititilor la nivelul liniei de bazi
corespunzitoare etalonului intern. Este important ca durata elutiei pentru toti produsii de degradare si fie
suficient de lungd, altfel prezenta unor varfuri de elutie intarziate poate interfera cu operatiile ulterioare de
cromatografie.

fn cursul operatiilor, sistemul cromatografic oferd un rispuns linear. Acest rispuns linear se mdsoard in conditii
de concentratie constantd (normalul) a etalonului intern §i de concentratii variabile a triptofanului. Este
important ¢i indlfimea varfurilor pentru triptofan si pentru etalonul intern s se situeze in gama lineard a
sistemului HPLC/fluorescentd. Daci varfurile pentru triptofan si/sau pentru etalonul intern sunt prea joase sau
prea inalte, analiza se repetd cu un esantion de o altd dimensiune gi/sau un volum final modificat.

Hidroxid de bariu

Cu timpul, hidroxidul de bariu devine mai dificil de dizolvat. Aceasta genereaza o solutie lipsitd de limpezime
pentru determinarea HPLC, ceea ce poate duce la rezultate slabe pentru triptofan.

H. DETERMINAREA CONTINUTULUI DE ULEIURI SI GRASIMI BRUTE
Obiectiv si domeniu de aplicare

Prezenta metoda este destinatid determindrii in furaje a continutului de uleiuri si grisimi brute. Ea nu este
aplicabild analizarii semintelor si fructelor oleaginoase.

Utilizarea celor doud proceduri descrise mai jos depinde de natura si compozitia furajului si de motivul efectudrii
analizei.

Procedura A — Uleiuri si grasimi brute care pot fi extrase direct

Aceastd metodd este aplicabild materiilor prime furajere de origine vegetald, cu exceptia celor incluse in sfera de
aplicare a procedeului B.

Procedura B — Uleiuri si grdsimi brute totale

Aceastd metodd este aplicabild materiilor prime furajere de origine animald si tuturor furajelor combinate. Ea
trebuie folositd pentru toate materiile din care ulejurile §i grasimile nu pot fi extrase complet fird hidroliza
prealabild (de exemplu, gluten, drojdie, proteine din cartofi si produse supuse unor procese cum ar fi extrudarea,
transformarea in fulgi si incilzirea).

Interpretarea rezultatelor

fn toate cazurile in care se obtine un rezultat superior folosind procedura B comparativ cu cel obtinut prin
folosirea procedurii A, rezultatul obtinut prin procedura B se acceptd ca valoarea reald.



L 54/38 Jurnalul Oficial al Uniunii Europene 26.2.2009

2. Principiu

2.1. Procedura A
Esantionul se extrage cu eter de petrol. Solventul se indeparteaza prin distilare, iar reziduul se usucd si se
cantdreste.

2.2. Procedura B

Esantionul se trateaza la cald cu acid clorhidric. Amestecul se riceste si se filtreaza. Reziduul se spald si se usucd,
apoi se supune determindrii in conformitate cu procedura A.

3. Reactivi

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

3.2. Sulfat de sodiu, anhidru.

3.3. Acid clorhidric, ¢ = 3 mol/l.

3.4. Agent de filtrare, de exemplu Kieselguhr, Hyflo-supercel.

4. Aparaturd

4.1. Aparat de extractie. Dacd este dotat cu un sifon (aparat Soxhlet), rata refluxului este astfel incat si produci
aproximativ 10 cicluri pe ord; dacd aparatul este de tip fard sifon, rata refluxului este de aproximativ 10 ml pe
minut.

4.2. Cartuse de extractie, lipsite de materie solubild in eter de petrol si cu o porozitate compatibild cu cerintele de la
punctul 4.1.

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

5. Procedura

5.1. Procedura A (a se vedea punctul 8.1)

Se cantdresc 5 g de esantion cu o abatere de 1 mg, se transferd intr-un cartug de extractie (4.2) si se acoperd cu un
tampon de vatd lipsit de grasimi.

Cartugul se introduce intr-un extractor (4.1) si se extrage timp de sase ore cu eter de petrol (3.1). Se colecteazd
extractul de eter de petrol intr-un vas uscat si cantdrit, care contine fragmente de piatrd ponce (1).

Solventul se indepdrteaza prin distilare. Se usuci reziduul, pastrand vasul timp de o ord si jumatate in cuptorul de
uscare (4.3). Se lasd sd se rdceascd intr-un desicator si se cantdreste. Se usucd din nou timp de 30 minute pentru a
asigura cd greutatea ulejurilor si grasimilor rimane constantd (pierderea de greutate intre doud cantdriri succesive
trebuie sd fie mai micd sau egald cu 1 mg).

5.2. Procedura B

Se cantdresc 2,5 g de esantion cu o abatere de 1 mg (a se vedea punctul 8.2), se introduc intr-un pahar de
laborator de 400 ml sau intr-un flacon tip Erlenmeyer de 300 ml si se adaugd 100 ml de acid clorhidric (3.3) si
fragmente de piatrd ponce. Se acoperd paharul de laborator cu o sticld de ceas sau se conecteazd un condensator
cu reflux la flaconul tip Erlenmeyer. Se aduce amestecul la fierbere ugoard deasupra unei flaciri mici sau pe o
plitd si se pastreazd in aceastd stare timp de o ord. Trebuie si se impiedice lipirea produsului de partile laterale ale
recipientului.

Se riceste si se adaugd o cantitate de adjuvant de filtrare (3.4) suficientd pentru a evita orice pierdere de ulei si
grasime in timpul filtrdrii. Se filtreazd printr-un filtru de hartie dubld, umezitd si lipsitd de grisimi. Se spald
reziduul in apa rece pand se obtine un filtrat neutru. Se verifica filtratul ca sd nu contina deloc uleiuri si grasimi.
Prezenta acestora indicd faptul cd esantionul trebuie extras cu eter de petrol, folosind procedura A, inainte de
hidroliza.

(") In cazul in care uleiurile sau grisimile trebuie supuse unor teste de calitate ulterioare, fragmentele de piatrd ponce se inlocuiesc cu
mdrgele de sticld.
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8.1.

8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

8.6.

Se ageazd filtrul de hartie dubld care contine reziduul pe o sticld de ceas si se usuca timp de o ord §i jumdtate in
cuptorul cu aer (4.3) la 100 = 3 °C.

Se ageazd filtrul de hartie dubld care contine reziduul uscat intr-un cartus de extractie (4.2) si se acoperd cu un
tampon de vatd lipsit de grdsimi. Cartusul se introduce intr-un extractor (4.1) si se procedeazid astfel cum se
indicd la paragrafele doi si trei de la punctul 5.1.

Exprimarea rezultatului

Greutatea reziduului se exprima ca procent din esantion.

Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri paralele efectuate pe acelasi esantion de acelasi laborant nu
depdsesc:

— 0,2 % in valoare absolutd, pentru un continut in uleiuri §i grasimi brute mai mic de 5 %;
— 4% relativ la rezultatul cel mai mare pentru un continut cuprins intre 5 si 10 %;

— 0,4 % in valoare absolutd, pentru un continut mai mare de 10 %.

Observatii

Pentru produse cu un continut mare de ulejuri si grasimi, care sunt dificil de macinat sau care sunt improprii
prelevdrii unui esantion de testare redus omogen, se procedeazd dupd cum urmeaza.

Se cantdresc 20 g de esantion cu o abatere de 1 mg si se amestecd cu o cantitate de 10 g sau mai mare de sulfat de
sodiu anhidru (3.2). Se extrage cu eter de petrol (3.1) astfel cum se indica la punctul 5.1. Se completeaza extractul
obtinut pani la 500 ml cu eter de petrol (3.1) si se amestecd. Se iau 50 ml de solutie i se introduc intr-un vas
mic, uscat si cantdrit, care contine fragmente de piatrd ponce. Se elimind solventul prin distilare, se usuci si se
procedeazd astfel cum se indicd la ultimul paragraf al punctului 5.1.

Se elimind solventul din reziduul de extractie rimas in cartus, se macind reziduul pani la o finete de 1 mm, se
reintroduce in cartugul de extractie (nu se adaugd sulfat de sodiu) i se procedeaza astfel cum se indici la punc-
tul 5.1, paragrafele doi si trei.

Continutul de ulejuri §i grasimi se calculeazd ca procent din esantion folosind urmdtoarea formula:
(10 my + my) x 5
unde:

= greutatea in grame a reziduului dupi prima extractie (parte alicotd din extract);

E
|

m, = greutatea in grame a reziduului dupd a doua extractie.

Pentru produsele cu continut mic de uleiuri §i grasimi, masa esantionului de testat se poate mari la 5 g.

Este posibil ca, inainte de hidroliza si extractie, hrana pentru animalele de companie cu continut mare de api si
trebuiasca si fie amestecatd cu sulfat de sodiu anhidru, conform procedurii B.

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

Este posibil ca timpul de uscare de 1,5 h sd necesite a fi prelungit pentru unele furaje. Uscarea excesiva se evitd,
intrucat acest fapt poate determina rezultate slabe. Se poate folosi, de asemenea, un cuptor cu microunde.

Preextractia prin procedura A inainte de hidroliza si de reextractie prin procedura B se recomandd in cazul in care
continutul de uleiuri/grasimi brute este mai mare de 15 %. Intr-o anumitd mdsurd, acest fapt depinde de natura
furajului si de natura uleiurilor/grasimilor din furaj.
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

L DETERMINAREA CONTINUTULUI DE FIBRE BRUTE
Obiectiv si domeniu de aplicare

Aceastd metodd permite determinarea in furaje a substantelor organice lipsite de grasimi care sunt insolubile in
mediu acid si alcalin si care sunt descrise in mod conventional ca fibre brute.

Principiu

Esantionul, degresat la nevoie, se trateazd succesiv cu solutii de acid sulfuric si hidroxid de potasiu, de concentratii
specifice, in stare de fierbere. Reziduul se separd prin filtrare printr-un filtru de sticla sinterizatd spalat, uscat,
cantdrit si calcinat la o temperaturd cuprinsa intre 475 si 500 °C. Pierderea de greutate rezultatd prin calcinare
corespunde fibrelor brute din esantionul testat.

Reactivi

Acid sulfuric, ¢ = 0,13 mol/l.

Agent antispumant (de exemplu n-octanol).

Agent de filtrare (Celite 545 sau echivalent), incdlzit la 500 °C timp de patru ore (8.6).
Acetond.

Eter de petrol cu interval de fierbere intre 40 si 60 °C.

Acid clorhidric, ¢ = 0,5 mol/l.

Solutie de hidroxid de potasiu, ¢ = 0,23 mol/l.

Aparaturd
Unitate de incilzire pentru dizolvare cu acid sulfuric i solutie de hidroxid de potasiu, echipatd cu un suport
pentru creuzetul filtrant (4.2) si dotatd cu un tub de evacuare prevazut cu un dop la orificiul de iesire pentru

lichide si de creare de vid, posibil si cu aer comprimat. inainte de fiecare utilizare zilnica, unitatea se preincalzeste
cu api aflatd in stare de fierbere, timp de 5 minute.

Creuzet filtrant de sticld cu placi filtrantd de sticld sinterizatd fuzionatd, cu pori de 40-90 pm. Inainte de prima
utilizare se incilzeste la 500 °C timp de citeva minute, iar apoi se raceste (8.6).

Cilindru de cel putin 270 ml cu condensator cu reflux, care poate fi supus fierberii.
Cuptor de uscare, cu termostat.
Cuptor cu mufld, cu termostat.

Unitate de extractie compusd dintr-o placd de sprijin pentru creuzetul filtrant (4.2) si cu o teavd de evacuare
prevazutd cu un dop la orificiul de creare de vid si de iesire a lichidelor.

Inele de conectare utilizate pentru a asambla unitatea de incdlzire (4.1), creuzetul (4.2) si cilindrul (4.3), precum si
pentru a conecta unitatea de extractie la rece (4.6) cu creuzetul.

Proceduri

Se cintdreste 1 g de esantion preparat cu o abatere de 1 mg si se introduce in creuzet (4.2), (a se vedea
observatiile 8.1, 8.2 si 8.3) si se adaugd 1 g de adjuvant de filtrare (3.3).

Se asambleazd unitatea de incdlzire (4.1) si creuzetul filtrant (4.2), apoi se atageazd cilindrul (4.3) la creuzet. Se
toarnd 150 ml de acid sulfuric aflat in stare de fierbere (3.1) in ansamblul cilindru-creuzet si, daci este necesar, se
adaugd citeva picdturi de agent antispumant (3.2).

Se aduce lichidul la fierbere in decurs de 5 * 2 minute si se fierbe viguros exact 30 de minute.
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8.1.

8.2.

Se deschide dopul tevii de evacuare (4.1) si, in conditii de vid, se filtreazd acidul sulfuric prin creuzetul filtrant,
apoi se spald reziduul cu trei portii consecutive de 30 ml de api aflatd in stare de fierbere, asigurdndu-se ci
reziduul se filtreazad uscat dupa fiecare spilare.

Se inchide dopul orificiului de evacuare si se toarnd 150 ml de solutie de hidroxid de potasiu aflatd in stare de
fierbere (3.7) in ansamblul cilindru-creuzet, apoi se adauga cateva picaturi de agent antispumant (3.2). Se aduce
lichidul la punctul de fierbere in decurs de 5 + 2 minute si se fierbe viguros exact 30 de minute. Se filtreaza si se
repetd procedura de spalare utilizatd in etapa cu acid sulfuric.

Dupi spdlarea si uscarea finald, se deconecteazd creuzetul impreund cu continutul siu §i se reconecteaza la
unitatea de extractie la rece (4.6). Se creeazd vidul, iar reziduul se spald in creuzet cu trei portii consecutive de
acetond de 25 ml (3.4), asigurdndu-se ci reziduul se filtreaza in starea uscatd dupd fiecare spalare.

Creuzetul se usucd in cuptor la 130 °C pand se ajunge la o greutate constantd. Dupd fiecare uscare, se riceste in
desicator si se cantdreste rapid. Se introduce creuzetul intr-un cuptor cu mufld si se calcineazd pand se atinge o
greutate constantd (pierderea de greutate intre doud cantariri succesive trebuie sd fie mai mica sau egald cu 2 mg)
la o temperaturd cuprinsa intre 475 °C si 500 °C timp de cel putin 30 de minute.

Dupi fiecare incilzire, inainte de cantdrire se rdceste mai intdi in cuptor, iar apoi in desicator.

Se efectueazd un test martor fird esantion. Pierderea de greutate rezultatd din calcinare nu trebui sd depaseasca
4 mg.

Calculul rezultatelor

Continutul de fibre brute exprimat ca procent din esantion este dat de formula:

(I’l’lo —Il’ll) x 100
m

X=

unde:

2
1}

greutatea esantionului in g;

my = pierderea de greutate dupd calcinare in cursul determindrii, in g;

= pierderea de greutate dupa calcinare in cursul testului martor, in g.

E
|

Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri paralele efectuate pe acelasi esantion nu trebuie si depaseasci:

— 0,6 % in valoare absolutd pentru un continut de fibre brute mai mic de 10 %;

— 6 % relativ la rezultatul mai mare, pentru un continut de fibre brute egal sau mai mare de 10 %.

Observatii

Furajele care au continut de grdsimi brute mai mare de 10 % trebuie sa fie degresate inainte de a fi supuse analizei
cu eter de petrol (3.5). Creuzetul filtrant (4.2) impreund cu continutul siu se conecteaz la unitatea de extractie la
rece (4.6) si se creeazd vidul, apoi se spald reziduul cu trei portii consecutive de eter de petrol de 30 ml,
asigurandu-se cd reziduul este uscat. Creuzetul impreund cu continutul siu se conecteazd la unitatea de incilzire
(4.1) si se continud astfel cum se descrie la punctul 5.

Furajele care contin grasimi care nu pot fi extrase direct cu eter de petrol (3.5) trebuie degresate astfel cum se
indica la punctul 8.1 si degresate incd o datd dupd fierbere cu acid. Dupa fierbere cu acid i spilare consecutiva,
creuzetul impreund cu continutul siu se conecteazd la unitatea de extractie la rece (4.6), apoi se spald de trei ori
cu 30 ml acetond, urmat de trei spalari suplimentare cu portii de eter de petrol de 30 ml. Se filtreazd sub vid pand
la uscare, iar analizarea se continud astfel cum se descrie la punctul 5, incepand cu tratamentul cu hidroxid de
potasiu.
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8.3.

8.4.

8.5.

8.6.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

Daci furajul contine mai mult de 5 % carbonati, exprimati ca si carbonat de calciu, se conecteaza creuzetul (4.2)
impreund cu esantionul cantdrit la unitatea de incalzire (4.1). Esantionul se spald de trei ori cu 30 ml acid
clorhidric (3.6). Dupd fiecare addugare, se lasd esantionul sa stea timp de aproximativ 1 minut inainte de filtrare.
Se spald o singurd datd cu 30 ml apd, iar apoi se continud astfel cum se descrie la punctul 5.

Daci se utilizeazd aparaturd in formd de stativ (o serie de creuzete atasate la aceeasi unitate de incilzire) nu se
efectueazd doud determindri individuale pe acelasi esantion de analizat in aceeasi serie.

Daci dupi fierbere este dificil sd se filtreze solutiile acide si alcaline, se utilizeazd aer comprimat introdus prin
teava de evacuare a unitdtii de incdlzire si apoi se continua filtrarea.

Temperatura de calcinare nu depiseste 500 °C pentru a se putea prelungi timpul de utilizare a sticlei creuzetului
filtrant. Trebuie acordatd atentie pentru a se evita socurile termice excesive in cursul ciclurilor de incilzire si
rdcire.

J. DETERMINAREA ZAHARURILOR
Obiectiv si domeniu de aplicare

Aceastd metodd permite determinarea cantitdtii de zaharuri reductoare si a zaharurilor totale dupi inversie,
exprimate ca glucozd sau, acolo unde este cazul, ca zaharozd, prin conversie cu factorul 0,95. Ea este aplicabild
furajelor combinate. Pentru alte tipuri de furaje existd metode specifice. Dacd este necesar, lactoza se determind
separat, {inandu-se cont de aceasta la calcularea rezultatelor.

Principiu

Zaharurile se extrag in etanol diluat; solutia se limpezeste cu solutii Carrez I si II. Dupa eliminarea etanolului,
cantitatile pre- si post-inversie se determind prin metoda Luff-Schoorl.

Reactivi

Solutie de etanol cu concentratie de 40 % (v/v): 0,948 g/ml la 20 °C, neutralizatd cu fenolftaleina.

Solutie Carrez I: se dizolva 21,9 g de acetat de zinc Zn(CH;COO),2H,0 si 3 g de acid acetic glacial in apa. Se
completeazd cu apd pand la 100 ml.

Solutie Carrez II: se dizolvd 10,6 g de ferocianurd de potasiu, K,Fe(CN)s3H,O in apd. Se completeazd cu apd
pand la 100 ml.

Metiloranj, solutie 0,1 % (greutate/volum).
Acid clorhidric 4 mol/litru.

Acid clorhidric 0,1 mol/litru.

Solutie de hidroxid de sodiu 0,1 mol/litru.
Reactiv Luff-Schoorl:

Amestecand cu grijd, se toarnd solutia de acid citric (3.8.2) in solutia de carbonat de sodiu (3.8.3). Se adauga
solutia de sulfat de cupru (3.8.1) si se completeaza pand la 1 litru cu apa. Se lasd la decantare peste noapte si se
filtreaza.

Se verificd concentratia reactivului obtinut astfel (Cu 0,05 mol/litru; Na,CO5 1 mol/litru), a se vedea (5.4) ultimul
paragraf. ph-ul solutiei este aproximativ 9,4.

Solutie de sulfat de cupru: se dizolvd 25 g de sulfat de cupru, CuSO,'5 H,0, lipsitd de fier, in 100 ml de apa.
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3.8.2.

3.8.3.

3.9.

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

Solutie de acid citric: se dizolva 50 g de acid citric, C¢HsO7-H,0, in 50 ml de apa.

Solutie de carbonat de sodiu: se dizolvd 143,8 g de carbonat de sodiu anhidru in aproximativ 300 ml de api
calda. Se lasd sa se riceascd.

Solutie de tiosulfat de sodiu 0,1 mol/litru.

Solutie de amidon: se adaugd un amestec de 5 g de amidon solubil cu 30 ml de apd la un litru de apd in stare de
fierbere. Se fierbe timp de 3 minute, se lasd sd se rdceascd si, dacd este necesar, se adaugd 10 mg de iodurd de
mercur ca agent de conservare.

Acid sulfuric 3 mol/litru.
lodurd de potasiu, solutie 30 % (greutate/volum).
Granule de piatrd ponce fierte in acid clorhidric, spalate in apd si uscate.

3-metilbutan-l-ol.

Aparaturd

Mixer (agitator): aproximativ 35-40 rpm.

Proceduri
Extractia egantionului

Se cantdresc 2,5 g de esantion cu o abatere de 1 mg si se introduc intr-un balon gradat de 250 ml. Se adaugd
200 ml etanol (3.1) si se amestecd timp de o ord in agitator. Se adaugd 5 ml de solutie Carrez I (3.2) si se
amestecd timp de aproximativ 30 de secunde. Se adauga aproximativ 5 ml de solutie Carrez II (3.3) si se amestecd
din nou timp de un minut. Se completeazd pana la volum cu etanolul (3.1), se omogenizeaza si se filtreaza. Se
indepirteazd 200 ml de filtrat §i se evapord pand la aproximativ jumdtate din volum in scopul elimindrii
majorititii etanolului. Reziduul rimas dupi evaporare se transferd cantitativ intr-un balon gradat de 200 ml cu
ajutorul apei calde, se riceste, se completeazd pand la volum cu apd, se omogenizeazd si, dacd este necesar, se
filtreazd. Aceastd solutie se va utiliza pentru determinarea cantitdtii zaharurilor reductoare si, dupd inversie, a
zaharurilor totale.

Determinarea zaharurilor reductoare

Cu ajutorul unei pipete se indepdrteazd maximum 25 ml din solutia care contine mai putin de 60 mg de zaharuri
reductoare exprimate ca glucozd. Dacd este necesar, se completeaza pand la 25 ml cu api distilatd i se determind
continutul in zaharuri reductoare prin metoda Luff-Schoorl. Rezultatul se exprimd sub formi de continut
procentual de glucozd in esantion.

Determinarea zaharurilor totale dupd inversie

Cu ajutorul unei pipete se recolteazd 50 ml de solutie si se transferd intr-un balon gradat de 100 ml. Se adaugd
cateva picaturi de solutie de metiloranj (3.4), apoi, amestecand continuu, se adaugd cu grija acid clorhidric (3.5)
pand cand lichidul vireazd intr-un rosu bine definit. Se adaugd 15 ml de acid clorhidric (3.6), se scufundd balonul
intr-o baie de apd clocotindd si se mentine acolo timp de 30 de minute. Se riceste rapid la aproximativ 20 °C si se
adaugd 15 ml de solutie de hidroxid de sodiu (3.7). Se completeazi cu apd pand la 100 ml i se omogenizeazd. Se
indepdrteazd maximum 25 ml din solutia care contine mai putin de 60 mg de zaharuri reductoare exprimate ca
glucozd. Dacd este necesar, se completeazd pand la 25 de ml cu apd distilatd si se determind continutul in
zaharuri reductoare prin metoda Luff-Schoorl. Rezultatul se exprima in procente de glucozd sau, daci este cazul,
de zaharozd, prin multiplicare cu factorul 0,95.

Titrare prin metoda Luff-Schoorl

Cu ajutorul unei pipete se recolteazd 25 ml de reactiv Luff-Schoorl (3.8) si se transferd intr-un flacon Erlenmeyer
de 300 ml; se adaugd exact 25 ml din solutia de zaharuri limpeziti. Se adaugd 2 granule de piatrd ponce (3.13),
se incilzeste, amestecand manual, deasupra unei fliciri libere cu indltime medie, aducandu-se lichidul la fierbere
in aproximativ 2 minute. Flaconul Erlenmeyer se ageazd imediat pe o plasd de sarmd acoperitd cu azbest avand un
orificiu cu diametru de aproximativ 6 cm sub care existd o flacdrd aprinsa. Flacdra se regleaza astfel incat si se
incilzeascd doar baza flaconului Erlenmeyer. La flaconul Erlenmeyer se monteazd un condensator cu reflux. Se
fierbe exact zece minute. Se riceste imediat in apd rece si, dupd aproximativ 5 minute, se titreazd dupd cum
urmeazd:
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7.1.

7.2.

8.1.

8.2.

8.3.

Se adaugd 10 ml de solutie de iodurd de potasiu (3.12) si, imediat dupd aceea (cu grijd, din cauza riscului formarii
unei spume abundente), se adaugd 25 ml de acid sulfuric (3.11). Se titreazd in continuare cu solutie de tiosulfat
de sodiu (3.9) pand la aparitia unei coloraturi galben sters, addugand ca indicator solutia de amidon (3.10) si
incheind titrarea.

Se efectueazd aceeasi titrare pe un amestec de 25 ml de reactiv Luff-Schoorl (3.8) cu 25 ml de apd, masurat cu
precizie, dupd ce s-au addugat 10 ml de solutie de iodurd de potasiu (3.12) si 25 ml de acid sulfuric (3.11), fird a
se fierbe.

Calculul rezultatelor

Utilizand tabelul, se stabileste cantitatea de glucozd in mg care corespunde diferentei dintre valorile celor doud
titrdri, exprimate in mg de tiosulfat de sodiu 0,1 mol/litru. Rezultatele se exprimd ca procent din egantion.

Proceduri speciale

In cazul furajelor bogate in melase si al altor furaje care nu sunt in mod particular omogene, se cantiresc 20 g si
se introduc, impreund cu 500 ml de apd, intr-un balon gradat de 1 litru. Se amestecd timp de o ord in agitator. Se
limpezeste cu ajutorul reactivilor Carrez I (3.2) si II (3.3) astfel cum se descrie la punctul 5.1, utilizind, de data
aceasta, o cantitate de patru ori mai mare din fiecare reactiv. Se completeazd pand la volum cu etanol 80 % (v[v).

Se omogenizeazi si se filtreazd. Se elimind etanolul astfel cum se descrie la punctul 5.1. In absenta amidonului
dextrinizat, se completeaza pand la volum cu apa distilata.

In cazul melaselor si al materiilor prime pentru furaje bogate in zaharuri si cvasi lipsite de amidon (rogcove, fulgi
de radicind de sfecld uscati etc.), se cantdresc 5 g, se introduc intr-un balon gradat de 250 ml, se adaugd 200 ml
apa distilatd §i se amestecd in agitator timp de o ord sau, daci este necesar, mai mult. Se limpezeste cu ajutorul
reactivilor Carrez I (3.2) si Il (3.3) astfel cum se descrie la punctul 5.1. Se completeaza pand la volum cu apa rece,
se omogenizeaza si se filtreaza. Pentru determinarea cantitatii totale de zaharuri, se continud astfel cum se descrie
la punctul 5.3.

Observatii

In scopul prevenirii formarii de spumi este recomandabil si se adauge (indiferent de volum) aproximativ 1 ml de
3-metilbutan-l-ol (3.14) inainte de fierbere cu reactiv Luff-Schoorl.

Diferenta dintre continutul total de zaharuri dupd inversie exprimat ca glucoza si continutul de zaharuri
reductoare exprimat ca glucozd, multiplicatd cu 0,95, reprezintd continutul procentual de zaharoza.

Pentru a determina continutul de zaharuri reductoare, cu exceptia lactozei, se pot adopta doud metode:

Pentru un calcul aproximativ, continutul de lactoza stabilit printr-o metodd de analizd diferitd se multiplicd cu
0,675, iar rezultatul obtinut se scade din continutul de zaharuri reductoare.

Pentru un calcul precis al zaharurilor reductoare, cu exceptia lactozei, se utilizeazd acelasi esantion in cele doud
determindri finale. Una dintre analize se efectueazd pe o parte din solutia obtinutd in conformitate cu punc-
tul 5.1, alta pe o parte din solutia obtinutd in cursul determindrii lactozei prin metoda stabilitd in acest sens (dupa
fermentarea celorlalte tipuri de zaharuri §i limpezire).

In ambele cazuri, cantitatea de zaharuri prezenti se determind prin metoda Luff-Schoor! si se calculeaza in mg de
glucozd. Una dintre valori se scade din cealaltd, iar diferenta se exprima ca procent din esantion.

Exemplu

Cele doud volume considerate corespund, pentru fiecare determinare, unui esantion de 250 mg.

in primul caz, se consuma 17 ml de solutie de tiosulfat de sodiu 0,1 mol/litru, ceea ce corespunde la 44,2 mg de
glucozd; in al doilea, 11 ml, ceea ce corespunde la 27,6 mg de glucoza.

Diferenta este 16,6 mg de glucoza.
Prin urmare, continutul de zaharuri reductoare (cu exceptia lactozei), calculat ca glucozd, este:

4 x 16,6

=6,64 %
10 ’
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Tabel de valori pentru 25 ml de reactiv Luff-Schoorl
ml de Na,$,05 0,1 mol/litru, doud minute incilzire, zece minute fierbere
Nas,0, | Clucozd. fructozd zaharuri Lactoza Maltoza Na$,0;
0,1 mol/litru C4H,,0, Cy,H,,04; Cy,H,,04; 0,1 mol/litru
ml mg diferentd mg diferentd mg diferentd ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 3,9 3,9 1
2 4,8 2,4 7.3 3,7 7,8 3,9 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 11,7 3,9 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 15,6 4,0 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 19,6 3,9 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 23,5 4,0 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 27,5 4,0 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 31,5 4,0 8
9 22,4 2,6 33,2 3,8 35,5 4,0 9
10 25,0 2,6 37,0 3,8 39,5 4,0 10
11 27,6 2,7 40,8 3,8 43,5 4,0 11
12 30,3 2,7 44,6 3,8 47,5 4,1 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 51,6 4,1 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 55,7 4,1 14
15 38,5 2,8 56,0 3,9 59,8 4,1 15
16 41,3 2,9 59,9 3,9 63,9 4,1 16
17 44,2 2,9 63,8 3,9 68,0 4,2 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 72,2 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
K. DETERMINAREA LACTOZEI
1. Obiectiv si domeniu de aplicare
Aceastd metodd permite determinarea continutului de lactoza in furajele care au un continut de lactozd mai mare
de 0,5 %.
2. Principiu
Zaharurile se dizolvd in api. Solutia este supusd fermentatiei de citre drojdia Saccharomyces cerevisiae care nu
descompune lactoza. Dupd limpezire si filtrare, continutul de lactoza al filtratului se determind prin metoda
Luff-Schoorl.
3. Reactivi
3.1. Suspensie de Saccharomyces cerevisiae: se suspendd 25 g de drojdie proaspitd in 100 ml de apd. Suspensia se
piastreazd in frigider o perioadd de maximum o siaptimand.
3.2. Solutie Carrez I: se dizolvd 21,9 g de acetat de zinc, Zn(CH;COO0),-2H,0 si 3 g de acid acetic glacial in api. Se
completeazd cu apd pand la 100 ml.
3.3. Solutie Carrez II: se dizolvd 10,6 g de ferocianurd de potasiu K Fe(CN)gx3H,0 in api. Se completeazd cu apd
pand la 100 ml.
3.4. Reactiv Luff-Schoorl:

Amestecand cu grijd, se toarnd solutie de acid citric (3.4.2) in solutia de carbonat de sodiu (3.4.3). Se adaugd
solutia de sulfat de cupru (3.4.1) si se completeazd pand la 1 litru cu apd. Se lasi la decantare peste noapte si se
filtreaza. Se verificd concentratia reactivului obtinut astfel (Cu 0,05 mol/litru; Na,CO; 1 mol/litru). ph-ul solutiei
este aproximativ 9,4.
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3.4.1. Solutie de sulfat de cupru: se dizolvd 25 de g de sulfat de cupru, CuSO,-5H,0, lipsitd de fier, in 100 ml apa.
3.4.2. Solutie de acid citric: se dizolvd 50 de g de acid citric, CsHgO7H,0, in 50 ml de apa.

3.4.3. Solutie de carbonat de sodiu: se dizolvd 143,8 g de carbonat de sodiu anhidru in aproximativ 300 ml de apa
caldi. Se lasd sa se rdceasca.

3.5. Granule de piatrd ponce fierte in acid clorhidric, spélate in apa si uscate.

3.6. lodurd de potasiu, solutie 30 % (greutatevolum).

3.7. Acid sulfuric 3 mol/litru.

3.8. Solutie de tiosulfat de sodiu 0,1 molllitru.

3.9. Solutie de amidon: se adaugd un amestec de 5 g de amidon solubil cu 30 ml de apa la un litru de ap in stare de

fierbere. Se fierbe timp de 3 minute, se lasd sd se riceasca si, dacd este necesar, se adaugd 10 mg de iodurd de
mercur ca agent de conservare.

4. Aparaturd

Baie de apd cu termostat reglat la 38-40 °C.

5. Proceduri

Se cantdreste 1 g de esantion cu o abatere de 1 mg si se introduce intr-un balon gradat de 100 ml. Se adaugi
25-30 ml de apa. Balonul se introduce intr-o baie de apa aflata la temperatura de fierbere, timp de 30 de minute,
apoi se rdceste la aproximativ 35 °C. Se adaugd 5 ml de suspensie de drojdie (3.1) si se omogenizeaza. Balonul se
lasd sd stea timp de doud ore intr-o baie de apd la temperatura de 38-40 °C. Se riceste la aproximativ 20 °C.

Se adaugd 2,5 ml de solutie Carrez I (3.2) si se amestecd timp de treizeci de secunde, apoi se adaugd 2,5 ml de
solutie Carrrez II (3.3) si se amestecd din nou timp de treizeci de secunde. Se completeazd cu apa pand la 100 ml,
se amestecd si se filtreazd. Cu ajutorul unei pipete, se indeparteaza o cantitate de filtrat care nu depaseste 25 ml si
care contine, de preferintd, 40-80 mg de lactozd, apoi se transferd intr-un flacon Erlenmeyer de 300 ml. Dacd
este necesar, se completeazd cu apd pand la 25 ml.

Se efectueazd un test martor in acelasi mod cu 5 ml de suspensie de drojdie (3.1). Se determind continutul de
lactozd prin metoda Luff-Schoorl, dupa cum urmeaza: se adaugd exact 25 ml de reactiv Luff-Schoorl (3.4) si doud
granule de piatrd ponce (3.5). Se amestecd manual concomitent cu incilzirea deasupra unei fliciri libere de
indltime medie, iar lichidul se aduce la fierbere in aproximativ doud minute. Flaconul Erlenmeyer se ageazd
imediat pe o plasd de sirma acoperitd cu azbest avand un orificiu cu diametru de aproximativ 6 cm sub care
existd o flacdrd aprinsid. Flacdra se regleazd astfel incat si se incilzeascd doar baza flaconului Erlenmeyer. La
flaconul Erlenmeyer se monteaza un condensator cu reflux. Se fierbe exact zece minute. Se raceste imediat in apd
rece si, dupd aproximativ 5 minute, se titreazd dupd cum urmeaza:

Se adaugd 10 ml de solutie de iodurd de potasiu (3.6) si, imediat dupa aceea (cu grijd, din cauza riscului formdrii
unei spume abundente), se adaugd 25 ml acid sulfuric (3.7). Se titreaza cu solutie de tiosulfat de sodiu (3.8) pand
la aparitia unei culori galben sters, se adauga solutia de amidon (3.9) si se finalizeazd titrarea.

Se efectueazd aceeasi titrare pe un amestec de 25 ml de reactiv Luff-Schoorl (3.4) cu 25 ml de apd, misurat cu
precizie, dupd ce s-au addugat 10 ml de solutie de iodurd de potasiu (3.6) si 25 ml de acid sulfuric (3.7), fard a se
fierbe.

6. Calculul rezultatelor

Utilizand tabelul atasat, se stabileste cantitatea de lactoza in mg care corespunde diferentei dintre rezultatele celor
doud titrdri, exprimate in ml de tiosulfat de sodiu 0,1 mol/litru.

Rezultatul pentru lactoza anhidrd se exprimd ca procent din esantion.

7. Observatie

Pentru produsele care contin mai mult de 40 % zahir fermentescibil, se utilizeazd mai mult de 5 ml de suspensie

de drojdie (3.1).
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3.1.

0

Tabel de valori pentru 25 ml de reactiv Luff-Schoorl

ml de Na,$,0;5 0,1 mol/litru, doud minute incilzire, zece minute fierbere

Na,S,04 Glucoz3, lfrrlsg?lfg zaharuri Lactozd Maltoza Na,S,04
0,1 mol/litru CoHpL0, Cy,H,,04; Cy,H,,04; 0,1 mol/litru
ml mg diferentd mg diferentd mg diferentd ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 3,9 3,9 1
2 4,8 2,4 7,3 3,7 7,8 3,9 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 11,7 3,9 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 15,6 4,0 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 19,6 3,9 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 23,5 4,0 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 27,5 4,0 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 31,5 4,0 8
9 22,4 2,6 33,2 3,8 35,5 4,0 9
10 25,0 2,6 37,0 3,8 39,5 4,0 10
11 27,6 2,7 40,8 3,8 43,5 4,0 11
12 30,3 2,7 44,6 3,8 47,5 4,1 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 51,6 4,1 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 55,7 4,1 14
15 38,5 2,8 56,0 3,9 59,8 4,1 15
16 41,3 2,9 59,9 3,9 63,9 4,1 16
17 44,2 2,9 63,8 3,9 68,0 4,2 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 72,2 4,3 18
19 50,0 3,0 71,7 4,0 76,5 4,4 19
20 53,0 3,0 75,7 4,1 80,9 4,5 20
21 56,0 3,1 79,8 4,1 85,4 4,6 21
22 59,1 3,1 83,9 4,1 90,0 4,6 22
23 62,2 88,0 94,6 23

L.  DETERMINAREA AMIDONULUI

Obiectiv si domeniu

Aceastd metodd permite determinarea in furaje a continutului de amidon si a produselor de degradare a
amidonului cu masd moleculard mare cu scopul de a se verifica conformitatea cu valoarea energeticd declaratd
(prevederile din anexa VII) si cu Directiva 96/25/CE a Consiliului (1).

Principiu

Metoda cuprinde doud determiniri. in prima, esantionul este tratat cu acid clorhidric diluat. Dupa limpezire si

METODA POLARIMETRICA

de aplicare

filtrare, se masoard rotatia opticd a solutiei prin polarimetrie.

In cea de-a doua, esantionul este extras cu etanol 40 %. Dupd acidificarea filtratului cu acid clorhidric, limpezire si
filtrare, se misoard rotatia opticd la fel ca in prima determinare.

Diferenta dintre cele doud mdsurdtori, multiplicatd cu un factor cunoscut, oferd continutul de amidon al

esantionului.

Reactivi

Acid clorhidric, solutie cu concentratie 25 % (g/g): 1,126 g/ml.

JO L 125, 23.5.1996, p. 35.
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.

4.1.

4.2

5.1.

5.2.

5.3.

6.1.

Acid clorhidric, solutie 1,13 % (greutate/volum)

Concentratia se verificd prin titrare folosind o solutie de hidroxid de sodiu 0,1 mol/litru in prezenta rosului de
metil 0,1 % (greutate/volum) in etanol 94 % (v/v). Pentru neutralizarea a 10 ml sunt necesari 30,94 ml de NaOH
0,1 mol/litru.

Solutie Carrez I: se dizolvd 21,9 g de acetat de zinc Zn(CH;COO),2H,0 si 3 g de acid acetic glacial in api. Se
completeazd cu apd pand la 100 ml.

Solutie Carrez II: se dizolvd 10,6 g de ferocianurd de potasiu K4Fe(CN)g3H,0 in apad Se completeazi cu api pand
la 100 ml.

Etanol, solutie cu concentratie de 40 % (v[v): 0,948 g/ml la 20 °C.

Aparaturd

Flacon Erlenmeyer de 250 ml cu imbinare de sticla slefuitd standard si cu condensator cu reflux.

Polarimetru sau zaharimetru.

Proceduri
Prepararea esantionului

Esantionul se zdrobeste pand cand devine suficient de fin pentru a trece complet printr-o sitd cu orificii rotunde
de 0,5 mm.

Determinarea rotatiei optice totale (P sau S) (a se vedea observatia de la punctul 7.1)

Se cantdresc 2,5 g din esantionul zdrobit cu abatere de 1 mg si se introduc intr-un balon gradat de 100 ml. Se
adaugd 25 ml de acid clorhidric (3.2), se agitd pentru a obtine o distributie uniforma a esantionului de testat si se
adaugd incd 25 ml de acid clorhidric (3.2). Se scufunda balonul intr-o baie de api care fierbe, agitandu-se cu
putere si in mod constant in primele trei minute pentru a preveni formarea de aglomerdri. Cantitatea de apd din
baia de api trebuie sd fie suficientd pentru ca baia s rimand la punctul de fierbere atunci cand balonul este
introdus in ea. Balonul nu trebuie si fie scos din baie in timp ce este agitat. Dupd exact 15 minute, se scoate din
baie, se adaugd 30 ml de api rece si se riceste imediat la 20 °C.

Se adaugd 5 ml de solutie Carrez I (3.3) si se agitd timp de aproximativ 30 de secunde. Apoi se adaugd 5 ml de
solutie Carrez II (3.4) si se agitd din nou timp de aproximativ 30 de secunde. Se completeazd cu apd pand la
volum, se amestecd si se filtreazd. Dacd filtratul nu este perfect limpede (ceea ce se intampld rar), se repetd
determinarea folosind o cantitate mai mare din solutiile Carrez I si II, de exemplu 10 ml.

Se misoard rotatia opticd a solutiei intr-un tub de 200 mm cu polarimetrul sau cu zaharimetrul.

Determinarea rotatiei optice (P sau S’) a substangelor solubile in etanol 40 %

Se cantdresc 5 g din esantion cu abatere de 1 mg, se introduc intr-un balon gradat de 100 ml si se adaugd
aproximativ 80 ml de etanol (3.5) (a se vedea observatia de la punctul 7.2). Se lasd balonul si stea timp de o ord
la temperatura camerei; in acest timp, se agitd cu putere de sase ori astfel incit esantionul de testat sd se amestece
complet cu etanolul. Se completeazd pand la volum cu etanol (3.5), se amestecd si se filtreaza.

Se pipeteazd 50 ml de filtrat (corespunde la 2,5 g de esantion) intrun flacon Erlenmeyer de 250 ml, se adauga
2,1 ml de acid clorhidric (3.1) si se agitd puternic. La flaconul Erlenmeyer se monteazd un condensator cu reflux,
far vasul se scufunda intr-o baie de apd in fierbere. Dupd exact 15 minute, se scoate flaconul Erlenmeyer din baie,
se transferd continutul intrun balon gradat de 100 ml, clitind cu putini apd rece si se riceste la 20 °C.

Se limpezeste folosind solutiile Carrez I (3.3) si Il (3.4), se completeazd pand la volum cu apd, se amestecd, se
filtreazd §i se misoard rotatia opticd astfel cum se indica la punctul 5.2 paragrafele doi si trei.
Calculul rezultatelor

Continutul de amidon (%) se calculeazd dupa cum urmeazi:

Masurare cu polarimetrul

2 000(P-P)

Continut de amidon (%) = T
[alp

P = rotatia opticd totald in grade unghiulare;
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P' = rotatia opticd in grade unghiulare a substantelor solubile in etanol 40 % (V/V);

[a] )" = rotatia optica specificd a amidonului pur. Valorile numerice acceptate in mod convenional pentru acest
factor sunt urmdtoarele:

+185,9° amidon din orez

+185,7° amidon din cartofi

+184,6° amidon din porumb

+182,7° amidon din grau

+181,5% amidon din orz

+181,3° amidon din oviz

+184,0°: alte tipuri de amidon si amestecuri de amidon in furaje combinate.

6.2. Misurare cu zaharimetrul

2000 (2N x 0,665) x (S-§) 266N x (S-5)

Continut de amidon (%) =

lalp” 100 a5
S = rotatia opticd totald in grade zaharimetrice;
S = rotatia opticd in grade zaharimetrice a substantelor solubile in etanol 40 % (v/v);
N = greutatea (g) a zaharozei in 100 ml de apd determinand o rotatie opticd de 100 grade zaharimetrice

mdsuratd cu un tub de 200 mm
16,29 g pentru zaharimetrele franceze
26 g pentru zaharimetrele germane
20 g pentru zaharimetrele mixte;
[a] )" = rotatia opticd specificd a amidonului pur (a se vedea punctul 6.1).
6.3. Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri paralele efectuate pe acelasi esantion nu trebuie s depiseascd 0,4
in valoare absolutid pentru un continut de amidon mai mic de 40 % si 1% in valoare relativd in cazul
continutului de amidon egal sau mai mare de 40 %.

7. Observatii

7.1. in cazul in care esantionul contine mai mult de 6 % carbonati, calculati sub formi de carbonat de calciu, acestia
trebuie distrusi prin tratare cu o cantitate perfect adecvatd de acid sulfuric diluat inaintea determindrii rotatiei
optice totale.

7.2. fn cazul produselor cu un continut mare de lactoza, cum ar fi zerul praf sau laptele praf degresat, se procedeaza
dupd cum urmeazd dupd adiugarea a 80 ml etanol (3.5). La balon se fixeazd un condensator cu reflux, iar
balonul se scufunda intr-o baie de api la 50 °C timp de 30 minute. Se lasd sd se rdceascd §i se continud analiza
astfel cum se indicd la punctul 5.3.

7.3. In cazul in care sunt prezente in cantiti{i semnificative in furaje, urmitoarele materii prime furajere sunt
cunoscute ca dand nastere la interferente atunci cind continutul de amidon se determind prin metoda
polarimetrica si, din acest motiv, se pot obtine rezultate incorecte:

—  produse din sfecld (de zahdr), precum pulpd de sfecld (de zahar), melasd de sfecld (de zahar), pulpa melasata
de sfecld (de zahdr), vinasi de sfecld (de zahir), zahdr (din sfecld);

—  pulpd de citrice;
—  seminte de in; srot de seminte de in; srot de seminte de in rezultat dupd extractie;

—  seminte de rapitd; srot de seminte de rapitd; srot de seminte de rapitd rezultat dupd extractie; coji de
seminte de rapitd;

—  seminte de floarea soarelui; srot de seminte de floarea soarelui rezultat dupd extractie; seminte de floarea
soarelui partial decorticate, rezultate dupd extractie;

—  srot de copra; srot de copra rezultat dupd extractie;
—  pulpd de cartofi;

—  drojdie deshidratati;
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4.1.

4.2.

4.3.

5.1.

5.2.

7.1.

7.2

—  produse bogate in inulind (de exemplu, fulgi si fiind de topinambur);

—  jumadri.

M. DETERMINAREA CONTINUTULUI DE CENUSA BRUTA
Obiectiv si domeniu de aplicare

Aceastd metodd permite determinarea in furaje a continutului de cenusi brutd.

Principiu

Esantionul se calcineazd la 550 °C; reziduul se cantireste.

Reactivi

Nitrat de amoniu, solutie 20 % (greutate/volum).

Aparaturd
Plitd.
Cuptor electric cu mufla, dotat cu termostat.

Creuzete pentru calcinare fabricate din silice, portelan sau platini, de formd rectangulard (aproximativ 60 x 40
x 25 mm) sau circulard (diametru: 60-75 mm, indltime: 20-40 mm).

Proceduri

Se cantdresc aproximativ 5 g de esantion cu o abatere de 1 mg (2,5 g pentru produsele cu tendintd de umflare) si
se introduc Intr-un creuzet pentru calcinare, care in prealabil a fost incilzit la 550 °C, ricit si tarat. Se ageazd
creuzetul pe plitd si se incdlzeste progresiv pand la carbonizarea materialului. Se calcineazd in conformitate cu
mentiunile de la punctul 5.1 sau 5.2.

Se introduce creuzetul in cuptorul cu mufld calibrat, reglat la 550 °C. Se mentine la aceastd temperaturd pand la
obtinerea unei cenusi albe, gri deschis sau rosiatice, aparent lipsitd de particule carbonizate. Se introduce
creuzetul intr-un desicator, se lasd si se riceasci §i se cantireste imediat.

Se introduce creuzetul in cuptorul cu mufla calibrat, reglat la 550 °C. Se calcineaza timp de 3 ore. Se introduce
creuzetul intr-un desicator, se lasi si se riceascd si se cantareste imediat. Se calcineazd din nou timp de 30 minute
pentru a asigura cd greutatea cenusii rimane constantd (pierderea de greutate intre doud cintdriri succesive
trebuie sd fie mai micd sau egald cu 1 mg).

Calculul rezultatelor

Greutatea reziduului se calculeazi prin deducerea tarei.

Rezultatul se exprimd ca procent din esantion.

Observatii

Cenusa substantelor dificil de calcinat trebuie supusd unei calcindri initiale timp de cel putin trei ore, urmati de
rdcire si de addugarea catorva picaturi de solutie de nitrat de amoniu 20 % sau de apd (cu griji, pentru a evita
dispersarea cenusii si formarea de aglomerdri). Se continud calcinarea dupd uscarea in cuptor. Operatia se repetd
pand cind calcinarea este completd.

In cazul substantelor rezistente la tratamentul descris la punctul 7.1, se procedeazi in felul urmitor: dup calcinare
timp de trei ore, se introduce cenusa in api caldd si se filtreaza printr-un filtru mic, lipsit de cenusd. Filtrul i
continutul sdu se calcineazd in creuzetul initial. Filtratul se introduce in creuzetul ricit, se evapord pand la uscare,
se calcineazd i se cantireste.
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7.3.

1.1.

1.2.

2.1.

2.2.

3.1.

3.2.

3.3.

4.1.

4.2.

4.3.

5.1.

5.2.

In cazul uleiurilor §i grasimilor, se cantdresc cu precizie 25 g de esantion intr-un creuzet de dimensiuni adecvate. Se
carbonizeazd prin aprinderea materialului cu ajutorul unei benzi de filtru de hartie, lipsit de cenusd. Dupi
combustie, se umecteazd cu cat mai putind apd. Se usuci si se calcineazd astfel cum se descrie la punctul 5.

N.  DETERMINAREA CENUSII INSOLUBILE IN ACID CLORHIDRIC
Obiectiv si domeniu de aplicare

Aceastd metoda permite determinarea in furaje a continutului de substante minerale insolubile in acid clorhidric.
Se pot utiliza doud metode, in functie de natura esantionului.

Metoda A: aplicabild materiilor prime furajere organice furaje si majoritatii furajelor combinate.

Metoda B: aplicabild compusilor §i amestecurilor minerale, precum furajelor combinate al ciror continut de
substante insolubile in acid clorhidric, determinat conform metodei A, este mai mare de 1 %.

Principiu

Metoda A: esantionul se calcineazd, cenusa se fierbe in acid clorhidric, iar reziduul insolubil se filtreaza si se
cantdreste.

Metoda B: esantionul se trateazi cu acid clorhidric. Solutia se filtreazd, reziduul se calcineazd, iar cenusa astfel
obtinutd se trateazd conform metodei A.

Reactivi

Acid clorhidric 3 mol/litru.
Acid tricloracetic, solutie 20 % (greutate/volum).

Acid tricloracetic, solutie 1 % (greutate/volum).

Aparaturd
Plitd.
Cuptor electric cu mufld, dotat cu termostat.

Creuzete pentru calcinare fabricate din silice, portelan sau plating, de forma rectangulard (aproximativ 60 x 40
x 25 mm) sau circulard (diametru: 60-75 mm, indltime: 20-40 mm).

Proceduri
Metoda A:

Esantionul se calcineazd prin metoda descrisi la determinarea cenusii brute. Se poate utiliza §i cenusa obtinutd
din analiza respectiva.

Se introduce cenusa intr-un pahar de laborator de 250-400 ml, utilizand 75 ml de acid clorhidric (3.1). Se aduce
lent la fierbere si se fierbe incet timp de cincisprezece minute. Solutia calda se filtreaza printr-un filtru de hartie
lipsit de cenusd, iar reziduul se spald cu api caldd pand cand reactia acidd nu mai este vizibila. Filtrul care contine
reziduul se usucd si se calcineazd intr-un creuzet tarat, la o temperaturd de minimum 550 °C si maximum
700 °C. Se riceste intr-un desicator si se cantdreste.

Metoda B

Se cantdresc 5 g de esantion cu o abatere de 1 mg si se introduc intr-un pahar de laborator de 250-400 ml. Se
adaugd succesiv 25 ml apd si 25 ml acid clorhidric (3.1), se amestecd si se asteaptd ca efervescenta si inceteze. Se
adaugd incd 50 ml de acid clorhidric (3.1). Se asteaptd ca degajarea de gaz sd inceteze, apoi se introduce paharul
de laborator intr-o baie de apd la temperatura de fierbere si se mentine acolo timp de 30 de minute sau, daci este
necesar, mai mult, pentru ca amidonul eventual prezent si se hidrolizeze complet. Se filtreazd pand este inci cald,
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3.1.

3.2

3.3.

printr-un filtru lipsit de cenusd, iar filtrul se spald in 50 ml de apa caldd (a se vedea observatia 7). Se introduce
filtrul care contine reziduul intr-un creuzet pentru calcinare, se usucd si se calcineazd la o temperaturd de
minimum 550 °C si maximum 700 °C. Se introduce cenusa intr-un pahar de laborator de 250-400 ml, utilizand
75 ml de acid clorhidric (3.1); se continud astfel cum se descrie la punctul 5.1, al doilea paragraf.

Calculul rezultatelor

Se calculeaza greutatea reziduului prin deducerea tarei. Rezultatul se exprimd ca procent din esantion.

Observatie

Daci filtrarea se dovedeste dificild, se reia analiza, inlocuind cei 50 ml de acid clorhidric (3.1) cu 50 ml de acid
tricloracetic 20 % (3.2) si spaland filtrul intr-o solutie caldd de acid tricloracetic 1 % (3.3).

O. DETERMINAREA CARBONATILOR
Obiectiv si domeniu de aplicare

Aceastd metodd permite determinarea in majoritatea furajelor a cantitdtii de carbonati, exprimati in mod
conventional ca si carbonat de calciu.

Totusi, in anumite cazuri (cum ar fi carbonatul de fier), se utilizeazd o metoda speciald.

Principiu
Carbonatii se descompun in acidul clorhidric; dioxidul de carbon eliberat se colecteaza intr-un tub gradat, iar

volumul sdu se compard cu cel eliberat in aceleasi conditii de o cantitate cunoscutd de carbonat de calciu.

Reactivi

Acid clorhidric, concentratie 1,10 g/ml.
Carbonat de calciu.

Acid sulfuric, aproximativ 0,05 mol/litru, colorat cu rosu de metil.

Aparaturd

Aparat Scheibler-Dietrich (vezi schema) sau aparaturd echivalentd.

Proceduri

In conformitate cu continutul de carbonati al esantionului, se cantireste o portie de esantion conform indicatiilor
de mai jos:

— 0,5 g pentru produsele care contin 50-100 % carbonati, exprimati ca si carbonat de calciu;
— 1 g pentru produsele care contin 40-50 % carbonati, exprimati ca si carbonat de calciu;
—  2-3 g pentru alte produse.

Portia de eantion se introduce in flaconul special (4) al aparatului, dotat cu un mic tub din material indestructibil
care contine 10 ml acid clorhidric (3.1), apoi se conecteazd flaconul la aparat. Se risuceste robinetul cu trei cdi (5)
astfel incat tubul (1) sd comunice cu exteriorul. Cu ajutorul tubului mobil (2), care este umplut cu acid sulfuric
colorat (3.3) si conectat la tubul gradat (1), se aduce nivelul lichidului la gradatia zero. Se risuceste robinetul (5)
astfel incat s se conecteze tuburile (1) si (3) si se verificd nivelul pentru a fi la zero.
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7.1.

7.2.

Se toarnd lent acidul clorhidric (3.1) peste portia de esantion, inclinand flaconul (4). Se egalizeazd presiunea prin
coborarea tubului (2). Se agitd flaconul (4) pand la incetarea completd a eliberdrii de dioxid de carbon.

Se restabileste presiunea prin readucerea lichidului la acelasi nivel in tuburile (1) si (2). Dupd cdteva minute, cind
volumul de gaz a devenit constant, se face citirea.

Se efectueazd un test de control, in aceleasi conditii, cu 0,5 g de carbonat de calciu (3.2).

Calculul rezultatelor

Continutul de carbonati, exprimati ca si carbonat de calciu, se calculeazd prin utilizarea urmatoarei formule:

_Vx 100
“V; x 2m

unde:

X = % (gfg) de carbonati in esantioane, exprimati ca i carbonat de calciu;
V = ml de CO, eliberat de portia de esantion;

V; = ml de CO, eliberat de 0,5 g de CaCO3;

m = greutatea, in grame, a portiei de esantion.

Observatii

fn cazul in care portia de esantion este mai mare de 2 g, se introduc mai intai 15 ml de apa distilatd in flaconul
(4) si se amestecd inainte de inceperea testului. In testul de control se utilizeaza acelagi volum de apai.

Dacd aparatul utilizat are un volum diferit de cel al aparatului Scheibler-Dietrich, portiile prelevate din esantion si
din substanta de control, precum si calcularea rezultatelor, trebuie adaptate corespunzator.
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P.  DETERMINAREA FOSFORULUI TOTAL
METODA FOTOMETRICA

1. Obiectiv si domeniu de aplicare
Aceastd metodd permite determinarea in furaje a continutului de fosfor total. Ea este indicatd in special pentru
analiza produselor sirace in fosfor. In anumite cazuri (produs bogat in fosfor), se poate utiliza o metoda
gravimetricd.

2. Principiu
Esantionul se mineralizeazd, fie prin combustie uscatd (in cazul furajelor organice), fie prin dizolvare in mediu
acid (in cazul furajelor combinate contindnd minerale si al celor lichide), iar apoi se introduce in solutie acida.
Solutia se trateazd cu reactivul molibdovanadat. Densitatea optica a solutiei galbene astfel formate se mdsoara cu
un spectrofotometru la 430 nm.

3. Reactivi

3.1. Carbonat de calciu.

3.2 Acid clorhidric, py = 1,10 g/ml (aproximativ 6 mol/litru).

3.3. Acid azotic, pyg = 1,045 g/ml.

3.4. Acid azotic, pyo = 1,38-1,42 g/ml.

3.5. Acid sulfuric, pyo = 1,84 g/ml.

3.6. Reactiv molibdovanadat: se amestecd 200 ml de solutie de heptamolibdat de amoniu (3.6.1), 200 ml de solutie
de monovanadat de amoniu (3.6.2) si 134 ml de acid azotic (3.4) intr-un balon gradat de 1 litru. Se completeaza
pand la volum cu api.

3.6.1. Solutie de heptamolibdat de amoniu: se dizolvd in apd fierbinte 100 g de heptamolibdat de amoniu (NH,)
6M0;0,4-4H,0. Se adaugd 10 ml de amoniac (concentratie 0,91 g/ml) si se completeazd cu apd pana la 1 litru.

3.6.2. Solutie de monovanadat de amoniu: se dizolva 2,35 g de monovanadat de amoniu NH,VO; in 400 ml de apd
fierbinte. Amestecand constant, se adauga lent 20 ml de acid azotic diluat [7 ml de HNOs (3.4) + 13 ml de H,0]
si se completeazd cu apd pand la 1 litru.

3.7. Solutie etalon de 1 mg de fosfor per ml: se dizolvd 4,387 g de fosfat diacid de potasiu KH,PO, in api. Se
completeazd cu apd pand la 1 litru.

4. Aparaturd

4.1. Creuzete pentru calcinare din silice, portelan sau platini.

4.2. Cuptor cu mufla electric, dotat cu termostat reglat la 550 °C.

4.3. Flacon Kjeldahl de 250 ml.

4.4. Baloane gradate si pipete de precizie.

4.5. Spectrofotometru.

4.6. Eprubete cu diametru de aproximativ 16 mm, cu dopuri gradate la un diametru de 14,5 mm; capacitate:
25-30 ml.

5. Procedura

5.1. Prepararea solutiei

fn functie de natura esantionului, solutia se prepara astfel cum se indicd la punctul 5.1.1 sau 5.1.2.
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5.2.

5.3.

Procedura uzuald

Se cantdreste 1 g de esantion, sau mai mult, cu o abatere de 1 mg. Se introduce esantionul de testat intr-un flacon
Kjeldahl, se adaugd 20 ml de acid sulfuric (3.5), se agitd pentru a impregna complet substanta cu acid si pentru a
preveni ca substanta si adere pe peretii flaconului, se incilzeste si se mentine la punctul de fierbere timp de
10 minute. Se lasa sa se rdceascd usor, se adaugd 2 ml de acid azotic (3.4), se incilzeste usor, se lasi sa se raceascd
usor, se mai adaugd putin acid azotic (3.4) si se readuce la punctul de fierbere. Se repetd aceastd procedurd pana
se obtine o solutie incolord. Se riceste, se adaugd putind apd, se decanteazd lichidul intr-un balon gradat de
500 ml clitind flaconul Kjeldahl cu apa fierbinte. Se lasi sd se riceascd, se completeazd pand la volum cu ap4, se
omogenizeaza si se filtreazd.

Esantioane care contin substante organice si sunt lipsite de fosfati diacizi de
calciu §i magneziu

Se cantdresc aproximativ 2,5 g de esantion cu abatere de 1 mg intr-un creuzet de calcinare. Se amestecd
esantionul de testat cu 1 g de carbonat de calciu (3.1) pand cand se obtine un amestec complet omogen. Se
calcineazd in cuptor la 550 °C pand se obtine o cenusd albd sau gri (o cantitate micd de cirbune se ignord). Se
transferd cenusa intr-un pahar de laborator de 250 ml. Se adaugd 20 ml de apd si acid clorhidric (3.2) pani cand
efervescenta inceteazd. Se adaugd incd 10 ml de acid clorhidric (3.2). Se ageaza paharul de laborator pe o baie de
nisip §i se evapord pand la uscare, pentru a face silicea insolubild. Se redizolva reziduul in 10 ml de acid azotic
(3.3) si se fierbe pe baia de nisip sau pe o plitd timp de 5 minute, fird a se evapora pand la uscare. Se decanteaza
lichidul intr-un balon gradat de 500 ml, clitind paharul de mai multe ori cu apa fierbinte. Se lasa sd se rdceascd,
se completeazd pand la volum cu apd, se omogenizeazi si se filtreazd.

Aparitia coloratiei si mdsurarea densitdtii optice

Se dilueazi o parte alicotd de filtrat obtinut ca la punctul 5.1.1 sau 5.1.2 pentru a obtine o concentratie de fosfor
de maximum 40 pg/ml. Se introduc 10 ml din aceastd solutie intr-o eprubetd (4.6) si se adaugd 10 ml de reactiv
molibdovanadat (3.6). Se omogenizeaza si se lasd sa stea timp de cel putin 10 minute la 20 °C. Densitatea opticd

se masoard cu un spectrofotometru la 430 nm, prin comparatie cu o solutie obtinutd prin addugarea de 10 ml de
reactiv molibdovanadat (3.6) la 10 ml de apa.

Curba de calibrare

Din solutia etalon (3.7) se prepard solutii care contin 5, 10, 20, 30 si 40 pg de fosfor per ml, respectiv. Se iau
10 ml din fiecare din aceste solutii si se adaugd la 10 ml de reactiv molibdovanadat (3.6). Se omogenizeaza si se
lasd sd stea timp de cel putin 10 minute la 20 °C. Densitatea opticd se mdsoard astfel cum se indicd la punctul 5.2.
Se traseazd curba de calibrare prin inscrierea graficd a densitatilor optice in raport cu cantitdtile corespunzitoare
de fosfor. Pentru concentratii cuprinse intre 0 si 40 pg/ml, curba va fi liniard.

Calculul rezultatelor

Cantitatea de fosfor din esantionul de testat se determind prin utilizarea curbei de calibrare.
Rezultatul se exprima ca procent din esantion.

Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele obtinute in doud determindri paralele efectuate pe acelasi esantion nu depasesc:
— 3%, relativ la rezultatul mai mare, pentru un continut de fosfor mai mic de 5 %;

— 0,15 % in valoare absolutd, pentru un continut de fosfor egal sau mai mare de 5 %.

Q. DETERMINAREA CLORULUI DIN CLORURI
Obiectiv si domeniu de aplicare

Aceastd metodd permite determinarea cantitdtii de clor din clorurile solubile in apd, exprimate conventional ca
clorurd de sodiu. Este aplicabild tuturor furajelor.

Principiu

Clorurile se dizolva in apd. Daci produsul contine materii organice, se limpezeste. Solutia se acidificd usor cu acid
azotic, iar clorurile precipitd sub forma de cloruri de argint cu ajutorul unei solutii de nitrat de argint. Excesul de
nitrat de argint se titreazd cu o solutie de tiocianat de amoniu, prin metoda Volhard.
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3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

5.1.

5.2.

Reactivi

Solutie de tiocianat de amoniu 0,1 mol/litru.

Solutie de nitrat de argint 0,1 mol/litru.

Solutie saturatd de sulfat feric de amoniu (NH4)Fe(SO,),.
Acid azotic, concentratie: 1,38 g/ml.

Eter dietilic.

Acetond.

Solutie Carrez I: se dizolvd 21,9 g de acetat de zinc Zn(CH;COO),-2H,0 si 3 g de acid acetic glacial in apa. Se
completeazd cu apd pand la 100 ml.

Solutie Carrez II: se dizolva 10,6 g de ferocianurd de potasiu K4Fe(CN)4-3H,0 in apd. Se completeazd cu apa pand
la 100 ml.

Carbune activ, lipsit de cloruri si fard a le absorbi.

Aparaturd

Mixer (agitator): aproximativ 35-40 rpm.

Proceduri
Prepararea solutiei

in functie de natura esantionului, se prepard o solutie conform indicatiilor de la punctul 5.1.1, 5.1.2 sau 5.1.3.
In acelasi timp, se efectueazi un test martor fird esantionul de analizat.

Esantioane fird materii organice

Se cantdresc maximum 10 g de esantion cu o abatere de 1 mg, care contin maximum 3 g de clor sub forma de
cloruri. Se introduc, impreund cu 400 ml de apd, intr-un balon gradat de 500 ml la aproximativ 20 °C. Se
amestecd timp de treizeci de minute in agitator, se aduce la volum, se omogenizeazi si se filtreaza.

Esantioane care contin materii organice, exceptdnd produsele mentionate la
punctul 5.1.3

Se cantdresc aproximativ 5 g de esantion cu o abatere de 1 mg si se introduc, impreund cu 1 g de cirbune activ,
intr-un balon gradat de 500 ml. Se adaugd 400 ml apa la aproximativ 20 °C si 5 ml de solutie Carrez I (3.7), se
amestecd timp de 30 de secunde, apoi se adaugd 5 ml de solutie Carrez II (3.8). Se amestecd timp de treizeci de
minute in agitator, se aduce la volum, se omogenizeaza si se filtreaza.

Furaje preparate termic, turte si fdind de in, produse bogate in fdinid de in si alte
produse bogate in mucilagii sau in substante coloidale (de exemplu amidon
dextrinat)

Se prepard solutia astfel cum se descrie la punctul 5.1.2, dar nu se filtreaza. Se decanteaza (daci este necesar, se
centrifugheazd), se indeparteazd 100 ml lichid supernatant si se transferd intr-un flacon de mésurare de 200 ml.
Se amestecd cu acetond (3.6) si se aduce la volum cu acest solvent, se omogenizeaza si se filtreaza.

Titrarea

Cu ajutorul unei pipete, se transferd intr-un flacon Erlenmeyer o cantitate cuprinsa intre de 25 si 100 ml de filtrat
(in functie de continutul anticipat de clor), obtinut astfel cum se descrie la punctul 5.1.1, 5.1.2 sau 5.1.3. Portia
alicotd nu trebuie si contind mai mult de 150 mg de clor (Cl). Daci este necesar, se dilueazd cu maximum 50 ml
de ap3, se adaugd 5 ml acid azotic (3.4), 20 ml de solutie saturatd de sulfat feric de amoniu (3.3) si doud picaturi
de solutie de tiocianat de amoniu (3.1) transferatd cu ajutorul unei biurete umplute pani la gradatia zero. Cu
ajutorul unei biurete, se transferd solutia de nitrat de argint (3.2) astfel incat s se obtind un exces de 5 ml. Se
adaugd 5 ml de eter dietilic (3.5) si se agitd puternic pentru a coagula precipitatul. Excesul de nitrat de argint se
titreazd cu solutia de tiocianat de amoniu (3.1) pand cand coloratia maro-rogcat a persistat timp de un minut.
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6. Calculul rezultatelor

Cantitatea de clor (X), exprimata ca % de clorurd de sodiu, se calculeazd cu ajutorul urmdtoarei formule:

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

X

unde:

V; = ml de solutie de nitrat de argint 0,1 mol/l addugatd;
V, = ml de solutie de tiocianat de amoniu 0,1 mol/l utilizatd la titrare;
m = greutatea esantionului.

Dacd testul martor indicd un consum de solutie de nitrat de argint 0,1 mol/l, se deduce aceastd valoare din volum

(V 17 Vz)-
7. Observatii
7.1. Titrarea se poate face si prin potentiometrie.
7.2. In cazul produselor foarte bogate in uleiuri si grisimi, se procedeaza mai intai la o degresare cu eter dietilic sau cu

eter de petrol.

7.3. In cazul fiinii de peste, titrarea se poate efectua prin metoda Mohr.
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ANEXA IV
METODE DE ANALIZA PENTRU CONTROLAREA NIVELULUI AUTORIZAT DE ADITIVI DIN FURAJE

A.  DETERMINAREA VITAMINEI A

1. Obiectiv si domeniu de aplicare
Aceastd metodd permite determinarea nivelului de vitamind A (retinol) din furaje §i premixuri. Vitamina A
include alcoolul all-trans-retinil §i izomerii sdi cis, care se determind prin aceastd metodd. Continutul de
vitamind A se exprimd in unitdti internationale (Ul) per kg. O Ul corespunde activititii a 0,3 pg de alcool
all-trans-vitamind A sau a 0,344 pg all-trans-vitamind A acetat sau 0,550 pg all-trans-vitamind A palmitat.
Limita de cuantificare este 2 000 UI de vitamind A/kg.

2. Principiu
Esantionul se hidrolizeaza cu o solutie de hidroxid de potasiu etanolic, iar vitamina A se extrage cu eter de petrol.
Solventul se indeparteaza prin evaporare, iar reziduul se dizolvd in metanol si, dacd este cazul, se dilueazd pani la
concentratia necesard. Continutul de vitamind A se determind prin cromatografie lichidd de inaltd performanta
cu fazd inversatd (RP-HPLC) cu ajutorul unui detector de UV sau de fluorescentd. Parametrii cromatografiei se
aleg astfel incat si nu existe separatie intre alcoolul all-trans-vitamina A si izomerii sdi cis.

3. Reactivi

3.1. Etanol, 0 = 96 %.

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

3.3. Metanol.

3.4. Solutie de hidroxid de potasiu, ¢ = 50 g/100 ml.

3.5. Solutie de ascorbat de sodiu, ¢ = 10 g/100 ml (a se vedea observatiile de la punctul 7.7).

3.6. Sulfurd de sodiu, Na,SxH,0 (x = 7-9).

3.6.1. Solutie de sulfurd de sodiu, ¢ = 0,5 mol/l in glicerol, p = 120 g/l (pentru x = 9) (a se vedea observatiile de la
punctul 7.8).

3.7. Solutie de fenolftaleind, ¢ = 2 g/100 ml in etanol (3.1).

3.8. 2-propanol.

3.9. Fazd mobild pentru HPLC: amestec de metanol (3.3) si apd, de exemplu 980 + 20 (v + v). Proportia exactd este
determinatd de caracteristicile coloanei folosite.

3.10. Azot, lipsit de oxigen

3.11. All-trans-vitamind A acetat, extra purd, cu activitate certificatd, de exemplu 2,80 x 10° Ul/g

3.11.1.  Solutie stoc de all-trans-vitamind A acetat: se cantdresc 50 mg de vitamind A acetat (3.11) cu o abatere de 0,1 mg
intr-un balon gradat de 100 ml. Se dizolvd in 2-propanol (3.8) si se completeazd pand la semn cu acelasi solvent.
Concentratia nominald a acestei solutii este de 1 400 UI vitamind A per ml. Continutul exact se determind in
conformitate cu indicatiile de la punctul 5.6.3.1.

3.12. All-trans-vitamind A palmitat, extra purd, cu activitate certificatd, de exemplu 1,80 x 10® Ul/g

3.12.1.  Solutie stoc de all-trans-vitamind A palmitat: se cintiresc 80 mg de vitamind A palmitat (3.12) cu o abatere de

0,1 mg intr-un balon gradat de 100 ml. Se dizolvd in 2-propanol (3.8) si se completeazd pand la semn cu acelasi
solvent. Concentratia nominald a acestei solutii este de 1400 Ul vitamind A per ml. Continutul exact se
determind in conformitate cu indicatiile de la punctul 5.6.3.2.
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4.4.

4.5.

5.1.

5.2.

2,6-di-tert-butil-4-metilfenol (BHT) (a se vedea observatiile de la punctul 7.5).

Aparaturd

Evaporator rotativ cu vid.

Sticlarie laborator bruna.

Baloane cu fund plat sau flacoane tip Erlenmeyer, 500 ml, cu orificiu din sticla slefuita.
Baloane gradate cu dopuri de sticla slefuitd, cu gat ingust, de 10, 25, 100 si 500 ml.
Palnii de separare, conice, 1 000 ml, cu dopuri de sticld slefuita.

Flacoane piriforme, 250 ml, cu orificiu din sticld slefuita.

Condensator Allihn, cu lungime a mantalei de 300 mm, cu imbinare de sticld slefuitd si cu adaptor pentru
conductd de alimentare cu gaz.

Filtru de hartie plisatd pentru separarea fazelor, cu diametru de 185 mm (de exemplu Schleicher & Schuell 597
HY 1)2).

Echipament HPLC cu sistem de injectie

Coloand pentru cromatografie lichidd, 250 mm x 4 mm, Cyg, cu particule de 5 sau 10 pm, sau echivalent
(criteriu de performantd: un singur varf pentru toti izomerii de retinol in conditiile HPLC).

Detector de UV sau de fluorescentd, cu ajustare variabild a lungimii de unda.
Spectrofotometru cu celule de cuarf de 10 mm.

Baie de apa cu agitator magnetic.

Aparat de extractie (vezi figura 1) compus din:

Cilindru din sticld cu capacitate de 1 1 previzut cu gat si dop de sticld glefuite.

Piesd din sticla slefuitd echipatd cu o tijd laterald si un tub reglabil care trece prin centru. Tubul ajustabil are un
capat inferior in forma de ,U” si o duzd la capdtul opus, astfel incét stratul superior de lichid din cilindru si poatd
fi transferat intr-o palnie de separare.

Proceduri

Notd: Vitamina A este sensibild la lumind (UV) si la oxidare. Toate operatiunile se efectueaza in absenta luminii
(utilizand sticldrie brund sau protejati cu o folie de aluminiu) si a oxigenului (alimentare cu azot). In timpul
extractiei, aerul de deasupra lichidului se inlocuieste cu azot (a se evita excesul de presiune slibind din cand
in cand dopul).

Prepararea esantionului

Se macind esantionul astfel incat si poatd trece printr-o sitd cu ochiuri de 1 mm, evitdndu-se producerea
de cildurd. Micinarea se efectucazd imediat inainte de cantdrire si saponificare, altfel pot exista pierderi de
vitaminad A.

Saponificarea

In functie de continutul de vitamind A, se cantiresc 2-25 g de esantion cu o abatere de 1 mg intr-un balon cu
fund plat sau intr-un flacon tip Erlenmeyer de 500 ml (4.2.1). Se adaugd, agitand circular, 130 ml de etanol (3.1),
aproximativ 100 mg de BHT (3.13), 2 ml de solutie de ascorbat de sodiu (3.5) si 2 ml de solutie de sulfurd de
sodiu (3.6). Se monteazd un condensator (4.3) la balon si acesta se scufundi intr-o baie de api cu agitator
magnetic (4.7). Se incdlzeste pand la fierbere si se lasi sd reflueze timp de 5 minute. Apoi se adaugd 25 ml de
solutie de hidroxid de potasiu (3.4) prin condensator (4.3) si se lasd sd reflueze timp de incd 25 min, amestecand
continuu sub un jet slab de azot. Apoi se cliteste condensatorul cu aproximativ 20 ml de apd, iar continutul
balonului se lasd si se riceasci la temperatura camerei.
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5.3.

5.4.

5.5.

Extractia

Se transferd cantitativ prin decantare solutia de saponificare clitind cu un volum total de 250 ml de api intr-o
palnie de separare de 1 000 ml (4.2.3) sau in aparatul de extractie (4.8). Se clateste balonul utilizat la saponificare
succesiv cu 25 ml de etanol (3.1) si 100 ml de eter de petrol (3.2), iar lichidul de clitire se transferd in palnia de
separare sau in aparatul de extractie. Proportia de apd si etanol in solutiile combinate trebuie si fie de aproximativ
2:1. Se agitd energic timp de 2 minute si se lasi la decantat timp de 2 minute.

Extractia cu ajutorul unei palnii de separare (4.2.3)

Cand straturile s-au separat (a se vedea observatia de la punctul 7.3), se transferd stratul de eter de petrol intr-o
altd palnie de separare (4.2.3). Se repetd de doud ori aceastd extractie cu 100 ml de eter de petrol (3.2), apoi de
incd doud ori cu 50 ml de eter de petrol (3.2).

Se spald de doud ori extractele combinate in palnia de separare agitand circular usor (pentru a se evita formarea
de emulsii) cu portii de 100 ml de apa si repetand agitarea cu alte portii de apd de 100 ml pand cand apa rimane
incolord la addugarea de solutie de fenolftaleina (3.7) (patru spaldri sunt de obicei suficiente). Se filtreazd extractul
spalat cu un filtru plisat uscat pentru separarea fazelor (4.4) cu scopul de a se indeparta apa suspendatd intr-un
balon gradat de 500 ml (4.2.2). Se cliteste palnia de separare si filtrul cu 50 ml de eter de petrol (3.2), se
completeazd pand la semn cu eter de petrol (3.2) si se amestecd bine.

Extractia cu ajutorul unui aparat de extractie (4.8)

Cand straturile s-au separat (a se vedea observatia de la punctul 7.3), se inlocuieste dopul cilindrului de sticld
(4.8.1) cu piesa din sticld slefuitd (4.8.2) si se amplaseazd capatul inferior in forma de ,U” a tubului reglabil astfel
incat s se afle exact deasupra nivelului interfetei. AplicAnd o presiune din linia de azot asupra tijei laterale, se
transferd stratul superior de eter de petrol intr-o palnie de separare de 1 000 ml (4.2.3). Se adaugd 100 ml de eter
de petrol (3.2) in cilindrul de sticld, se pune dopul si se agitd energic. Se lasa straturile si se separe si se transferd
stratul superior in palnia de separare la fel ca inainte. Se repetd procedura de extractie cu incd 100 ml de eter de
petrol (3.2), apoi de doud ori cu portii de 50 ml de eter de petrol (3.2) si se adaugd straturile de eter de petrol in
palnia de separare.

Se spald extractele combinate de eter de petrol astfel cum se descrie la punctul 5.3.1 si se procedeazi astfel cum
se descrie la punctul respectiv.

Prepararea soluiei esantion pentru HPLC

Se pipeteazd o portie alicotd din solutia de eter de petrol (de la punctul 5.3.1 sau 5.3.2) intr-un flacon piriform de
250 ml (4.2.4). Se evapori solventul aproape pand la uscare in evaporatorul rotativ (4.1) cu presiune redusi la o
temperaturd a bdii care sd nu depdseascd 40 °C. Se restabileste presiunea atmosfericd prin admisia azotului (3.10)
si se indeparteazd flaconul din evaporatorul rotativ. Se elimind restul de solvent cu un jet de azot (3.10), iar
reziduul se dizolvi imediat intr-un volum cunoscut (10-100 ml) de metanol (3.3) (concentratia de vitamind A
trebuie sd fie cuprinsa in intervalul 5-30 Ul/ml).

Determinarea prin HPLC

Vitamina A se separd pe o coloand cu fazd inversatd Cyg (4.5.1), iar concentratia se masoard cu un detector de UV
(325 nm) sau un detector de fluorescentd (excitatie: 325 nm, emisie: 475 nm) (4.5.2).

Se injecteazd o portie alicotd (de exemplu 20 pl) din solutia metanolicd obtinutd la punctul 5.4 si se elueazd cu
faza mobild (3.9). Se calculeazd iniltimea medie a varfului (aria) mai multor injectiri ale aceleiasi solutii de
esantion si indltimile (ariile) medii ale varfurilor mai multor injectdri ale solutiilor de calibrare (5.6.2).

Conditii HPLC

Urmdtoarele conditii se oferd cu titlu orientativ; se pot aplica alte conditii cu conditia ca ele sd genereze rezultate
echivalente.

Coloand pentru croma- 250 mm x 4 mm, Cg, particule de 5 sau 10 pm sau echivalent
tografie lichida (4.5.1):

Faza mobild (3.9): Mixturd de metanol (3.3) si apd, de exemplu 980 + 20 (v + v).
Rata fluxului: 1-2 ml/minut
Detector (4.5.2): detector de UV (325 nm) sau detector de fluorescentd

(excitatie: 325 nm/emisie: 475 nm).
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5.6.

5.6.3.1.

5.6.3.2.

5.6.3.3.

Calibrarea
Prepararea solutiilor etalon de lucru

Se pipeteazd 20 ml de solutie stoc de vitamind A acetat (3.11.1) sau 20 ml de solutie stoc de vitamind A palmitat
(3.12.1) intr-un balon cu fund plat sau intr-un flacon tip Erlenmeyer de 500 ml (4.2.1) si se hidrolizeaza astfel
cum se descrie la punctul 5.2, dar fird a se adduga BHT. In continuare se extrage cu eter de petrol (3.2) conform
punctului 5.3 si se completeazd pand la 500 ml cu eter de petrol (3.2). Se evapord 100 ml din acest extract in
evaporatorul rotativ (a se vedea punctul 5.4) aproape pand la uscare, se indeparteaza solventul care rimane cu un
jet de azot (3.10) si se redizolva reziduul in 10 ml de metanol (3.3). Concentratia nominald a acestei solutii este
de 560 Ul vitamind A per ml. Continutul exact se determind in conformitate cu indicatiile de la punctul 5.6.3.3.
Solutia etalon de lucru trebuie proaspit preparatd inainte de utilizare.

Se pipeteazd 2 ml din aceastd solutie etalon de lucru intr-un balon gradat de 20 ml, se completeazd pand la semn
cu metanol (3.3) si se amestecd. Concentratia nominali a acestei solutii etalon de lucru diluate este de 56 UI de
vitamind A per ml.

Prepararea solutiilor de calibrare si curba de calibrare

Se transferd 1, 2, 5 si 10 ml din solutia etalon de lucru diluatd intr-o serie de baloane gradate de 20 ml, se
completeazd pand la semn cu metanol (3.3) si se amestecd. Concentratiile nominale ale acestor solutii sunt de
2,8, 5,6, 14 si respectiv 28 Ul de vitamind A per ml.

Se injecteaza de mai multe ori cate 20 pl din fiecare solutie de calibrare si se determina indltimile medii (ariile) ale
varfurilor. Utilizand indltimile (ariile) medii ale varfurilor, se traseazd o curbd de calibrare tinind cont de
rezultatele obtinute cu solutia de control UV (5.6.3.3).

Standardizarea UV a solutiilor etalon
Solutia stoc de vitamind A acetat

Se pipeteazd 2 ml din solutia stoc de vitamind A acetat (3.11.1) intr-un balon gradat de 50 ml (4.2.2) si se
completeazd pand la semn cu 2-propanol (3.8). Concentratia nominald a acestei solutii este de 56 UI de vitami-
nd A per ml. Se pipeteaza 3 ml din aceastd solutie diluatd de vitamina A acetat intr-un balon gradat de 25 ml si se
completeazd pand la semn cu 2-propanol (3.8). Concentratia nominald a acestei solutii este de 6,72 Ul de
vitamind A per ml. Se masoard spectrul UV al acestei solutii comparativ cu cel al solutiei de 2-propanol (3.8), in
spectrofotometru (4.6), in intervalul 300-400 nm. Maximumul de extinctie trebuie sd fie intre 325 si 327 nm.

Calculul continutului de vitamini A:
Ul vitamind Ajml = Esp5 x 19

(E} %, pentru vitamind A acetat = 1 530 la 326 nm in 2-propanol)

Solutia stoc de vitamind A palmitat

Se pipeteazd 2 ml de solutie stoc de vitamind A palmitat (3.12.1) intr-un balon gradat de 50 ml (4.2.2) si se
completeazd pand la gradatie cu propanol-2 (3.8). Concentratia nominald a acestei solutii este de 56 Ul de
vitamind A per ml. Se pipeteazd 3 ml din aceastd solutie diluatd de vitamind A palmitat intr-un balon gradat de
25 ml si se completeazd pand la semn cu 2-propanol (3.8). Concentratia nominald a acestei solutii este de
6,72 Ul de vitamind A per ml. Se mdsoard spectrul UV al acestei solutii comparativ cu cel al solutiei de
2-propanol (3.8), in spectrofotometru (4.6), in intervalul 300-400 nm. Maximumul de extinctie trebuie si fie
intre 325 si 327 nm.

Calculul continutului de vitamini A:
Ul vitamind A/ml = Esp6 x 19

(E} % pentru vitamind A palmitat = 957 la 326 nm in 2-propanol)

Solutia etalon de lucru de vitamind A

Se pipeteazd 3 ml din solutia etalon de lucru nediluatd de vitamind A, preparatd conform punctului 5.6.1,
intr-un balon gradat de 50 ml (4.2.2) si se completeazd pand la semn cu 2-propanol (3.8). Se pipeteazd 5 ml din
aceastd solutie intr-un balon gradat de 25 ml si se completeazd pand la semn cu 2-propanol (3.8). Concentraia
nominald a acestei solutii este de 6,72 Ul de vitamind A per ml. Se mdsoard spectrul UV al acestei solutii
comparativ cu cel al solutiei de 2-propanol (3.8), in spectrofotometru (4.6), in intervalul 300-400 nm.
Maximumul de extinctie trebuie si fie intre 325 §i 327 nm.
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7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

7.6.

7.7.

7.8.

7.9.

Calculul continutului de vitamind A:
Ul vitamind Ajml = Ez, x 18,3

(E} % pentru vitamind A alcool = 1 821 la 325 nm in 2-propanol)

Calculul rezultatelor

Din iniltimea (aria) medie a varfurilor de vitamini A ale solutiei de esantion se determind concentratia solutiei de
esantion in Ul/ml prin referire la curba de calibrare (5.6.2).

Continutul w de vitamind A al esantionului, in Ul/kg, este dat de urmatoarea formula:

W:500 xXcxVy; x1 OOO[UI
Vi Xxm

fkg]

in care:

¢ = concentratia de vitamind A a solutiei de esantion (5.4), in Ul/ml;
V, = volumul solutiei de esantion (5.4), in ml;

V, = volumul de alicotd prelevat la punctul 5.4, in ml;

m = greutatea portiei de testat, in g.

Observatii

Pentru esantioanele cu concentratii mici de vitamind A poate fi utild combinarea extractelor cu eter de petrol
provenite din doud operatii de saponificare (cantitate cantdritd: 25 g) intr-o solutie de esantion pentru
determinare prin HPLC.

Greutatea esantionului prelevat pentru analizd nu contine mai mult de 2 g de grisimi.

Dacd separarea fazelor nu are loc, se adaugi aproximativ 10 ml de etanol (3.1) pentru a fragmenta emulsia.
fn cazul uleiului din ficat de cod si al altor grisimi pure, timpul de saponificare se prelungeste la 45-60 minute.
Hidrochinona poate fi folositd in locul BHT.

Utilizandu-se o coloand cu fazd normald, separarea izomerilor de retinol este posibild. Dar in acest caz, indltimile
(ariile) varfurilor izomerilor all-cis si all-trans trebuie Insumate pentru a face calcule.

Se pot folosi aproximativ 150 mg de solutie de acid ascorbic in locul solutiei de ascorbat de sodiu.
Se pot folosi aproximativ 50 mg de EDTA in locul solutiei de sulfurd de sodiu.
in cazul analizirii vitaminei A in inlocuitorii de lapte, se acordd o atentie deosebitd la:

—  saponificare (5.2): din cauza cantitatii de grisimi prezente in esantion, poate fi necesara cresterea cantitatii
de solutie de hidroxid de potasiu (3.4);

— extractie (5.3): din cauza prezentei emulsiilor, poate fi necesard adaptarea valorii raportului de 2:1 pentru
apd/etanol.

Pentru a verifica dacd metoda de analizare aplicatd genereazi rezultate fiabile pentru aceastd matrice specificd
(inlocuitor de lapte), se aplicd un test de recuperare pe o portie suplimentard de testat. Dacd rata de recuperare
este mai micd de 80 %, rezultatul analitic trebuie corectat in functie de recuperare.

Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele obtinute in doud determiniri paralele efectuate pe acelasi esantion nu trebuie si
depdseascd 15 % relativ la rezultatul mai mare.
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Rezultatele unui studiu colaborativ (1)

Premix Furaje tip premix Coqcentrlate Furaje proteice Furaje pentru pur-

minerale cel

L 13 12 13 12 13

n 48 45 47 46 49

medie (Ul/kg) 17,02 x 10° 1,21 x 10° 537100 151 800 18 070

s, (Ul/kg) 0,51 = 10° 0,039 x 10° 22080 12 280 682

r (Ulkg) 1,43 x 10° 0,109 x 10° 61 824 34384 1910

CV; (%) 3,0 3,5 4,1 8,1 3,8

Sk (Ul/kg) 1,36 x 10° 0,069 x 10° 46 300 23 060 3614

R (Ul/kg) 3,81 x 10° 0,193 x 10° 129 640 64 568 10119

CV(%) 8,0 6,2 8,6 15 20

L = numir de laboratoare;

n = numdir de valori individuale;

s, = devierea standard a repetabilitatii;

Sk = devierea standard a reproductibilitatii;

r = repetabilitate;

R = reproductibilitate;

CV, = coeficientul de variatie al repetabilitatii;
CVr = coeficientul de variatie al reproductibilitatii.

Realizat de Grupul de lucru pentru furaje al Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA).
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Figura 1
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3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.1.

3.11.1.

4.1.

4.2.

B.  DETERMINAREA VITAMINEI E
Obiectiv si domeniu de aplicare

Aceastd metodd permite determinarea nivelului de vitamind E din furaje §i premixuri. Continutul de vitamind E se
exprimd ca mg DL-a-tocoferol acetat per kg. 1 mg DL-a-tocoferol acetat corespunde la 0,91 mg DL-a-tocoferol
(vitamina E).

Limita de cuantificare este 2 mg de vitamind E/kg. Aceastd limitd de cuantificare se obtine doar cu detectorul de
fluorescentd. Cu un detector de UV, limita de cuantificare este 10 mg/kg.

Principiu

Esantionul se hidrolizeazd cu o solutie etanolicd de hidroxid de potasiu, iar vitamina E se extrage cu eter de
petrol. Solventul se indepdrteazd prin evaporare, iar reziduul se dizolvd in metanol si, dacd este necesar, se
dilueazd pand la concentratia necesard. Continutul de vitamina E se determind prin cromatografie lichidd de
inaltd performantd cu fazd inversatd (RP-HPLC), utilizand un detector de fluorescentd sau de UV.

Reactivi

Etanol, 0 = 96 %.

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

Metanol.

Solutie de hidroxid de potasiu, ¢ = 50 g/100 ml.

Solutie de ascorbat de sodiu, ¢ = 10 g/100 ml (a se vedea observatiile de la punctul 7.7).
Sulfurd de sodiu, Na,S-xH,0 (x = 7-9).

Solutie de sulfurd de sodiu, ¢ = 0,5 mol/l in glicerol, f§ = 120 g/l (pentru x = 9) (a se vedea observatiile de la
punctul 7.8).

Solutie de fenolftaleind, ¢ = 2 g/100 ml in etanol (3.1).

Fazd mobild pentru HPLC: amestec de metanol (3.3) si apd, de exemplu 980 + 20 (v + v). Proportia exactd este
determinatd de caracteristicile coloanei folosite.

Azot, lipsit de oxigen.
DL-a-tocoferol acetat, extra pur, cu activitate certificatd

Solutie stoc de DL-a-tocoferol acetat: se cantiresc 100 mg de DL-a-tocoferol acetat (3.10) cu o abatere de 0,1 mg
intr-un balon gradat de 100 ml. Se dizolva in etanol (3.1) si se completeazd pand la semn cu acelasi solvent. 1 ml
din aceastd solutie contine 1 mg de DL-a-tocoferol acetat. (pentru control UV vezi 5.6.1.3; pentru stabilizare a se
vedea observatiile de la punctul 7.4).

DL-a-tocoferol, extra pur, cu activitate certificatd

Solutia stoc de DL-a-tocoferol: se cantiresc 100 mg de DL-a-tocoferol (3.11) cu o abatere de 0,1 mg intr-un
balon gradat de 100 ml. Se dizolvé in etanol (3.1) si se completeazd pand la semn cu acelasi solvent. 1 ml din
aceastd solutie contine 1 mg de DL-a-tocoferol. (Pentru control UV a se vedea 5.6.2.3; pentru stabilizare a se
vedea observatiile de la punctul 7.4).

2,6-di-terf-butil-4-metilfenol (BHT) (a se vedea observatiile de la punctul 7.5).

Aparaturd

Evaporator rotativ cu generare de film.
Sticlarie laborator bruna.

Baloane cu fund plat sau flacoane tip Erlenmeyer, 500 ml, cu orificiu din sticld slefuita.
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Baloane gradate cu dopuri de sticld slefuitd, cu gat ingust, de 10, 25, 100 si 500 ml.
Palnii de separare, conice, 1 000 ml, cu dopuri de sticld slefuita.
Flacoane piriforme, 250 ml, cu orificiu din sticld slefuita.

Condensator Allihn, cu lungime a mantalei de 300 mm, cu imbinare de sticld slefuitd si cu adaptor pentru
conductd de alimentare cu gaz.

Filtru de hartie plisatd pentru separarea fazelor, cu diametru de 185 mm (de exemplu Schleicher & Schuell 597
HY 1/2).

Echipament HPLC cu sistem de injectie

Coloand pentru cromatografie lichidd, 250 mm x 4 mm, Cyg, particule de 5 sau 10 pm, sau echivalent.
Detector de fluorescentd sau de UV, cu ajustare variabild a lungimii de unda.

Spectrofotometru cu celule de cuarf de 10 mm.

Baie de apd cu agitator magnetic.

Aparat de extractie (a se vedea figura 1) compus din:

Cilindru din sticld cu capacitate de 1 1 prevazut cu gat si dop de sticld slefuite.

Piesd din sticla slefuitd echipatd cu o tijd laterald si un tub reglabil care trece prin centru. Tubul ajustabil are un
capit inferior in formd de ,U” si o duzd la capdtul opus, astfel incat stratul superior de lichid din cilindru sd poatd
fi transferat intr-o palnie de separare.

Procedura

Notd: Vitamina E este sensibild la lumina (UV) si la oxidare. Toate operatiunile se efectueazi in absenta luminii (in
recipiente de sticld brund sau protejate cu folie de aluminiu) i in absenta oxigenului (se expune unui flux
de azot). In timpul extractiei, aerul de deasupra lichidului se inlocuieste cu azot (a se evita excesul de
presiune sldbind din cand in cind dopul).

Pregatirea egantionului

Se macind esantionul pentru a trece printr-o sitd cu ochiuri de 1 mm, evitandu-se producerea de cildura.
Micinarea trebuie efectuatd imediat inainte de cantdrire si saponificare, in caz contrar riscAndu-se pierderi de
vitamina E.

Saponificarea

in functie de greutatea continutului de vitamina E, se cantdresc, cu o abatere de 0,01 g, 2-25 g de esantion intr-un
balon cu fund plat sau intr-un flacon tip Erlenmeyer, de 500 ml (4.2.1). Se adaugd succesiv, agitand circular,
130 ml de etanol (3.1), cca 100 mg de BHT (3.12), 2 ml de solutie de ascorbat de sodiu (3.5) si 2 ml de solutie de
sulfurd de sodiu (3.6). Se monteaza un condensator (4.3) la vas si se introduce vasul intr-o baie de apa cu agitator
magnetic (4.7). Se incilzeste pand la fierbere si se lasd sd reflueze timp de 5 minute. Apoi se adaugd 25 ml de
solutie de hidroxid de potasiu (3.4) prin condensator (4.3) si se lasa sa reflueze timp de incd 25 min, amestecand
sub un flux ugor de azot. Apoi se cliteste condensatorul cu circa 20 ml de api si se riceste continutul vasului la
temperatura camerei.

Extractie

Se transferd cantitativ prin decantare solutia saponificatd, prin clitire cu un volum total de 250 ml de apd intr-o
palnie de separare de 1 000 ml (4.2.3) sau in aparatul de extractie (4.8). Se clateste succesiv vasul de saponificare
cu 25 ml de etanol (3.1) si 100 ml de eter de petrol (3.2) si se transferd lichidul de clatire in palnia de separare sau
in aparatul de extractie. Proportia de api si etanol in solutiile combinate trebuie sa fie de cca 2:1. Se agitd energic
timp de 2 minute. i se lasd si se sedimenteze timp de 2 minute.

Extractia folosind o palnie de separare (4.2.3)

Cand straturile s-au separat (a se vedea observatia de la punctul 7.3), se transferd stratul de eter de petrol intr-o
alta palnie de separare (4.2.3). Se repetd aceastd extractie de doud ori cu 100 ml eter de petrol (3.2) si de doud ori
cu 50 ml eter de petrol (3.2).
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Se spald de doud ori extractele combinate in palnia de separare amestecand usor (pentru a se evita formarea de
emulsii) cu cantitdti de 100 ml de api si din nou, prin agitare repetatd cu alte cantitdti de apd de 100 ml pand
cand apa rimane incolord dupad addugarea unei solutii de fenolftaleind (3.7) (patru spaldri sunt in general
suficiente). Se filtreazd extractul spilat cu un filtru cutat uscat pentru separarea fazelor (4.4) pentru a se elimina
apa in suspensie si se transferd intr-un balon gradat de 500 ml (4.2.2). Se clitesc palnia de separare si filtrul cu
50 ml eter de petrol (3.2), se completeazd pand la semn cu eter de petrol (3.2) si se amestecd bine.

Extractia folosind un aparat de extractie (4.8)

Cand straturile s-au separat (a se vedea observatia de la punctul 7.3), se inlocuieste dopul cilindrului de sticld
(4.8.1) prin insertie de sticld slefuitd (4.8.2) si se amplaseaza extremitatea inferioard in forma de ,U” a tubului
reglabil astfel incat sd se afle exact deasupra nivelului interfetei. AplicAnd o presiune de la generatorul de azot
prin bratul lateral, se transferd stratul superior de eter de petrol intr-o palnie de separare de 1 000 ml (4.2.3). Se
adaugd 100 ml de eter de petrol (3.2) in cilindrul de sticld, se pune dopul si se agitd energic. Se lasd straturile sd se
separe si se transferd stratul superior in palnia de separare, la fel ca inainte. Se repetd procedura de extractie cu
incd 100 ml eter de petrol (3.2), apoi de doud ori cu cantitdti de 50 ml eter de petrol (3.2) si se adaugd straturile
de eter de petrol in palnia de separare.

Se spald extractele combinate de eter de petrol conform procedurii descrise la punctul 5.3.1 si se procedeazd
conform punctului mentionat.

Prepararea solutiei de esantion pentru HPLC

Se pipeteazd o parte alicotd din solutia de eter de petrol (de la 5.3.1 sau 5.3.2) intr-un balon piriform de 250 ml
(4.2.4). Se evapord solventul aproape in totalitate pe evaporatorul rotativ (4.1), cu presiune redusd, la o
temperaturd a bdii de apd de maximum 40 °C. Se restabileste presiunea atmosfericd prin admisie de azot (3.9) si
se indeparteaza balonul de pe evaporatorul rotativ. Se elimind restul de solvent cu un curent de azot (3.9) si se
dizolvi imediat reziduul intr-un volum cunoscut (10-100 ml) de metanol (3.3) (concentratia de DL-a-tocoferol
trebuie si fie de ordinul a 5-30 pg/ml).

Determinarea prin HPLC

Vitamina E se separd pe o coloand Cig cu fazd inversatd (4.5.1), iar concentratia se mdsoard cu un detector de
fluorescentd (excitatie: 295 nm, emisie: 330 nm) sau cu un detector de UV (292 nm) (4.5.2).

Se injecteazd o parte alicotd (de exemplu 20 pl) din solutia metanolicd obtinutd conform punctului 5.4 si se
elueazd cu faza mobild (3.8). Se calculeazd inaltimile (ariile) medii ale varfurilor pentru mai multe injectiri ale
aceleiasi solutii esantion si inaltimile (ariile) medii ale varfurilor pentru mai multe injectdri ale solutiilor de

calibrare (5.6.2).

Conditii HPLC

Urmdtoarele conditii sunt propuse cu titlu orientativ; se pot aplica si alte conditii, daci acestea duc la rezultate
echivalente.

Coloand pentru croma- 250 mm x 4 mm, Cig, particule de 5 sau 10 pum sau echivalent
tografie lichida (4.5.1):

Faza mobild (3.8): Amestec de metanol (3.3) si apd de exemplu 980 + 20 (v + v).
Debit: 1-2 ml/minut
Detector (4.5.2) Detector de fluorescentd

(excitatie: 295 nm/emisie: 330 nm) sau detector de UV (292 nm)

Calibrare (acetat de DL-a-tocoferol sau DL-a-tocoferol)
Etalon de acetat de DL-a-tocoferol
Prepararea solutiei etalon de lucru

Se picurd din pipetd 25 ml din solutia stoc de acetat de DL-a-tocoferol (3.10.1) intr-un balon cu fundul plat sau
intr-un flacon tip Erlenmeyer, de 500 ml (4.2.1) si se hidrolizeazd conform procedurii descrise la punctul 5.2. Se
realizeazd apoi extractia cu eter de petrol (3.2) conform punctului 5.3 si se completeazi pand la 500 ml cu eter
de petrol. Se lasd sd se evapore 25 ml din acest extract aproape in totalitate in evaporatorul rotativ (a se vedea
5.4), se indeparteazd solventul rdmas intr-un curent de azot (3.9) si se dizolvd din nou reziduul in 25 ml de
metanol (3.3). Concentratia nominald a acestei solutii este de 45,5 pg DL-a-tocoferol per ml, echivalent cu 50 pg
acetat de DL-a-tocoferol per ml. Solutia etalon de lucru trebuie si fie preparatd imediat inainte de utilizare.
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Prepararea solutiilor de calibrare §i a curbei de calibrare
Se transferd 1, 2, 4 si 10 ml din solutia etalon de lucru intr-o serie de baloane gradate de 20 ml, se comple-

teazd pand la semn cu metanol (3.3) si se amestecd. Concentratiile nominale ale acestor solutii sunt 2,5, 5, 10 si
25 pg/ml acetat de DL-a-tocoferol, echivalent cu 2,28, 4,55, 9,1 pg/ml si 22,8 pg/ml DL-a-tocoferol.

Se injecteazd de mai multe ori cate 20 pl din fiecare solutie de calibrare si se determind inaltimile (ariile) medii ale
varfurilor. In functie de iniltimile (ariile) medii ale varfurilor, se traseazd o curbd de calibrare.

Standardizarea UV a solutiei stoc de acetat de DL-a-tocoferol (3.10.1)

Se dilueazd 5 ml din solutia stoc de acetat de DL-a-tocoferol (3.10.1) in 25 ml de etanol si se misoard spectrul
UV al acestei solutii fatd de etanol (3.1) in spectrofotometru (4.6), intre 250 nm i 320 nm.

Absorbtia maximi este de 284 nm:
El % = 43,6 la 284 nm in etanol
La aceastd dilutie trebuie si se obtind o valoare de extinctie intre 0,84 si 0,88.

Etalonul de DL-a-tocoferol

Prepararea solutiei etalon de lucru

Se pun cu pipeta 2 ml din solutia stoc de DL-a-tocoferol (3.11.1) intr-un balon gradat de 50 ml, se dizolvi in
metanol (3.3) si se completeaza pand la semn cu metanol. Concentratia nominald a acestei solutii este de 40 pg

DL-a-tocoferol per ml, echivalent cu 44 pg acetat DL-a-tocoferol per ml. Solutia etalon de lucru trebuie si fie
preparatd imediat inainte de utilizare.

Prepararea solutiilor de calibrare si a curbei de calibrare
Se transferd 1, 2, 4 si 10 ml din solutia etalon de lucru intr-o serie de baloane gradate de 20 ml, se completeazi

pand la semn cu metanol (3.3) si se amestecd. Concentratiile nominale ale acestor solutii sunt 2, 4, 8 si 20 pg/ml
DL-a-tocoferol, echivalent cu 2,2 4,4, 8,79 pg/ml si 22 pg/ml acetat de DL-a-tocoferol.

Se injecteaza de mai multe ori cate 20 pl din fiecare solutie de calibrare si se determind inaltimile (ariile) medii ale
varfurilor. In functie de inaltimile (ariile) medii ale varfurilor, se traseazd o curbd de calibrare.

Standardizarea UV a solutiei stoc de DL-a-tocoferol (3.11.1)
Se dilueazd 2 ml din solutia stoc de DL-a-tocoferol (3.11.1) in 25 ml de etanol §i se mdsoard spectrul UV al

acestei solutii fatd de etanol (3.1) in spectrofotometru (4.6) intre 250 nm i 320 nm. Absorbtia maximi este de
292 nm:

El% =758 la 292 nm in etanol

1cm

La aceastd dilutie trebuie sd se obtind o valoare de extinctie de 0,6.

Calculul rezultatelor

Pornindu-se de la iniltimile (ariile) medii ale varfurilor de vitamina E ale solutiei de esantion, se determini
concentratia solutiei de esantion in pg/ml (calculatd ca acetat de a-tocoferol) prin referire la curba de calibrare
(punctul 5.6.1.2 sau 5.6.2.2).

Continutul w de vitamina E al esantionului, exprimat in mg/kg, este dat de urmatoarea formul:

500 x ¢ x V
W=——""——

k
Vixm  melkgl
unde:
¢ = concentratia de vitamina E (ca acetat de a-tocoferol) al solutiei de esantion (5.4) in pg/ml;
V; = volumul solutiei de esantion (5.4), in ml;
V, = volumul partii alicote luate conform punctului 5.4, in ml;

m = greutatea portiunii de testat, in g.
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Observatii

Pentru esantioanele cu o concentratie redusi de vitamina E, poate fi utild combinarea extractelor in eter de petrol
provenite din doud saponificari (cantitate cantdritd: 25 g) intr-o solutie de esantion pentru determinarea prin
HPLC.

Esantionul prelevat pentru analizd nu contine mai mult de 2 g de grisime.
Dacd nu are loc separatia fazelor, se adaugd cca 10 ml de etanol (3.1) pentru a fragmenta emulsia.

Odatd efectuatd masuritoarea spectrofotometricd a solutiei de acetat de DL-a-tocoferol sau de DL-a-tocoferol,
conform punctului 5.6.1.3 sau 5.6.2.3, se adaugd cca 10 mg de BHT (3.12) la solutie (3.10.1 sau 3.10.2) si se
conserva solutia la frigider (durata maximd de stocare patru saptimani).

BHT poate fi inlocuit cu hidrochinona.

Utilizdndu-se o coloand in fazd normald este posibild separarea tocoferolilor a, 5, y si 6.
Solutia de ascorbat de sodiu poate fi inlocuitd cu cca 150 mg de acid ascorbic.

Solutia de sulfurd de sodiu poate fi inlocuitd cu cca 50 mg de EDTA.

Acetatul de vitamina E hidrolizeazd foarte rapid in conditii alcaline fiind, prin urmare, foarte sensibil la oxidare,
mai ales in prezenta oligoelementelor, cum ar fi fierul sau cuprul. Determinarea vitaminei E in premixuri la
niveluri de peste 5 000 mg/kg ar avea drept consecintd o degradare a vitaminei E. Prin urmare, pentru confirmare
se recomanda o metodd HPLC care include o formuld pentru dizolvarea enzimaticd a vitaminei E in absenta fazei
de saponificare alcalina.

Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri paralele realizate pe acelasi esantion nu trebuie si depdseascd
15 % din rezultatul superior.

Rezultatele unui studiu colaborativ (1)

e T

L 12 12 12 12 12
n 48 48 48 48 48
medie (mg/kg) 17 380 1187 926 315 61,3
s, (mgfkg) 384 453 25,2 13,0 23
r (mg/kg) 1075 126,8 70,6 36,4 6,4
CV, (%) 2,2 3,8 2,7 4,1 3,8
Sk (mgfkg) 830 65,0 55,5 18,9 7,8
R (mg/kg) 2324 182,0 155,4 52,9 21,8
CVy (%) 4,8 5,5 6,0 6,0 12,7

= numidr de laboratoare;
n = numdr de valori individuale;
s, = deviatia standard a repetabilittii;
Sy = deviatia standard a reproductibilitatii;
r = repetabilitate;
R = reproductibilitate;

CV, = coeficientul de variatie a repetabilitatii;

CVr = coeficientul de variatie a reproductibilitatii.

Studiu realizat de Grupul de lucru pentru furaje Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten
(VDLUFA).
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Figura 1
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C.  DETERMINAREA OLIGOELEMENTELOR FIER, CUPRU, MANGAN SI ZINC
Obiectiv si domeniu de aplicare

Metoda permite determinarea oligoelementelor fier, cupru, mangan si zinc din furaje. Limitele de cuantificare
sunt:

—  fier (Fe): 20 mg/kg
—  cupru (Cu): 10 mg/kg
— mangan (Mn): 20 mg/kg

—  zinc (Zn): 20 mg/kg

Principiu

Esantionul este pus in solutie de acid clorhidric dupd distrugerea materiei organice, dacd aceasta este prezentd. Se
determind elementele fier, cupru, mangan si zinc, dupd o diluare corespunzitoare, cu ajutorul spectrometriei de
absorbtie atomicd.

Reactivi
Comentarii introductive

Pentru prepararea reactivilor si a solutiilor analitice se foloseste apa fard cationii care urmeaza si fie determinati,
obtinutd fie prin distilarea dubld a apei intr-un distilator din sticld borosilicat sau din cuart, fie prin dublu
tratament cu risind schimbdtoare de ioni.

Reactivii trebuie si fie cel putin de calitate analitici. Absenta elementului care urmeazd si fie determinat trebuie
verificatd intr-un experiment martor. Dacd este necesar, reactivii trebuie si fie purificati in continuare.

fn locul solutiilor etalon descrise mai jos pot fi folosite solutii etalon din comert, cu conditia ca ele s fie garantate
si sd fi fost verificate inainte de utilizare.

Acid clorhidric (d: 1,19 g/ml).
Acid clorhidric (6 mol/litru).
Acid clorhidric (0,5 mol/litru).

Acid fluorhidric 38-40 % (v/v) cu un continut de fier (Fe) de mai putin de 1 mg/litru si un reziduu dupa
evaporare de mai putin de 10 mg (ca sulfat)/litru.

Acid sulfuric (d: 1,84 g/ml).
Peroxid de hidrogen [circa 100 volume de oxigen (30 % in greutate)].

Solutie etalon de fier (1 000 pg Fe/ml) preparatd conform indicatiilor de mai jos sau o solutie echivalentd din
comert: se dizolva 1 g de sarma de fier in 200 ml de acid clorhidric 6 mol/litru (3.2), se adaugd 16 ml de peroxid
de hidrogen (3.6) si se completeazd pand la un litru cu apa.

Solutie etalon de lucru de fier (100 pg Fe/ml) preparatd diluand o parte din solutia etalon (3.7) cu 9 parti de apa.

Solutie etalon de cupru (1 000 pg Cu/ml) preparatd conform indicatiilor de mai jos sau o solutie echivalentd din
comert:

—  sedizolvd 1 g de praf de cupru in 25 ml de acid clorhidric 6 mol/litru (3.2), se adaugd 5 ml de peroxid de
hidrogen (3.6) si se completeazd pand la un litru cu apa.
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Solutie etalon de cupru de lucru (10 pg Cu/ml) preparatd diludnd o parte din solutia standard (3.8) cu 9 parti de
apd si apoi diluind o parte din solutia rezultatd cu 9 parti de apd.

Solutie etalon de mangan (1 000 pg Mn/ml) preparatd conform indicatiilor de mai jos sau o solutie echivalentd
din comert:

—  sedizolvd 1 g de praf de mangan in 25 ml de acid clorhidric 6 mol/litru (3.2) si se completeazd pand la un
litru cu apd.

Solutie etalon de lucru de mangan (10 pg Mn/ml) preparatd diluand o parte din solutia etalon (3.9) cu 9 parti de
apd si apoi diludnd o parte din solutia rezultatd cu 9 parti de apd.

Solutie etalon de zinc (1 000 pg Zn/ml) preparatd conform indicatiilor de mai jos sau o solutie echivalentd din
comert:

—  se dizolvd 1 g de zinc sub forma de benzi sau folii in 25 ml de acid clorhidric 6 molflitru (3.2) si se
completeazd pand la un litru cu apa.

Solutie etalon de lucru de zinc (10 pg Zn/ml) preparatd diluind o parte din solutia etalon (3.10) cu 9 parti de apd
si apoi diludnd o parte din solutia rezultatd cu 9 parti de apa.

Solutie de clorurd de lantan: se dizolvd 12 g de oxid de lantan in 150 ml de apd, se adaugd 100 ml de acid
clorhidric 6 mol/litru (3.2) si se completeazd pand la un litru cu apa.

Aparaturd

Cuptor cu mufld cu reglare de temperaturd si, preferabil, cu dispozitiv de inregistrare.

Sticliria trebuie si fie de tip borosilicat rezistent si se recomanda folosirea aparaturii rezervate exclusiv pentru
determinarea oligoelementelor.

Spectrofotometru de absorbtie atomicd care indeplineste cerintele metodei cu privire la sensibilitatea §i precizia
in intervalul necesar.

Proceduri (1)
Esantioane care contin materie organicd
Arderea si prepararea solutiei pentru analizd ()

Se introduc 5-10 g de esantion cantdrit cu o abatere de 0,2 mg intr-un creuzet de cuarf sau platind [a se vedea
nota (b)], se usucd intr-un cuptor la 105 °C si se introduce creuzetul in cuptorul cu mufld neincalzit (4.1). Se
inchide cuptorul [a se vedea nota (c)] si se mdreste treptat temperatura pand la 450-475 °C, timp de circa
90 minute. Se mentine temperatura timp de 4-16 ore (de exemplu peste noapte) pentru a indepdrta materialul
carbonic si apoi se deschide cuptorul si se lasi si se riceascd [a se vedea nota (d)].

Se umezeste cenusa cu apd si se transferd substanta obtinutd intr-un pahar de laborator de 250 ml. Se spald
creuzetul cu o cantitate totald de circa 5 ml de acid clorhidric (3.1) si se adauga acesta din urma incet si cu atentie
in paharul de laborator (poate apirea o reactie puternicd din cauza formdrii de CO,). Se adauga acid clorhidric
(3.1), picaturd cu picaturd, agitindu-se, paAna cind efervescenta inceteazd. Se evapord pand la uscare, agitandu-se
din cand in cand cu o baghetd de sticla.

(")  Se pot folosi alte metode de dizolvare, cu conditia ca acestea si fi fost demonstrate si sd aibd rezultate similare (cum ar fi dizolvarea sub

presiune cu microunde).

() Furajul verde (proaspdt sau uscat) poate contine cantitdti mari de silice vegetald, care ar putea retine oligoelemente si trebuie eliminatd.
Prin urmare, pentru esantioane din aceste furaje trebuie urmatd urmatoarea procedura modificatd. Se efectueaza operatia 5.1.1.1 pand la
filtrare. Hartia de filtru care contine reziduul insolubil se spald de doud ori cu apa clocotitd si se asazd intr-un creuzet de cuart sau platind.
Se incilzeste in cuptorul cu mufl (4.1) la o temperaturd sub 550 °C, pand cand materialul carbonic a disparut complet. Se lasd sd se
riceascd, se adaugd cateva picituri de apd urmate de 10-15 ml de acid fluorhidric (3.4) si se evaporeaza pana la uscare la circa 150 °C.
Daci reziduul incd mai contine silice, aceasta se dizolva din nou in cativa mililitri de acid fluorhidric (3.4) si se evapord pana la uscare. Se
adaugd cateva picaturi de acid sulfuric (3.5) si se incilzeste pand cand emisiile de fum alb inceteazd. Dupd ce se adaugd 5 ml de acid
clorhidric 6 mol/litru (3.2) si circa 30 ml de apd, se incilzeste, se filtreazd solutia intr-un balon gradat de 250 ml si se completeazd pani
la semn cu apa (concentratie a HCl circa 0,5 mol/l). Se trece apoi la determinarea de la punctul 5.1.2.
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5.1.1.2.

5.1.2.1.

Se adaugd apoi 15 ml de acid clorhidric 6 mol/litru (3.2) la reziduu, apoi circa 120 ml de api. Se amestecd cu
bagheta de sticld, care se lasd in paharul de laborator, i se acoperd paharul cu o sticld de ceas. Se aduce incet la
fierbere si se mentine la punctul de fierbere pand cand cenusa se dizolva complet. Se filtreazd cu hartie de filtru
lipsitd de cenusd si se colecteazd filtratul intr-un balon gradat de 250 ml. Se spald paharul de laborator si se
filtreazd cu 5 ml de acid clorhidric 6 mol/litru fierbinte (3.2) si de doud ori cu apa fiartd. Se umple balonul gradat
cu apd pand la semn (concentratia de HCl: circa 0,5 mol/litru).

Daci reziduul din filtru este negru (cirbune), se reintroduce in cuptor si se calcineazd din nou la 450-475 °C.
Calcinarea, care necesitd numai cateva ore (circa 3-5 ore), este completd cind cenusa este albd sau aproape albi.
Se dizolva reziduul cu aproximativ 2 ml de acid clorhidric (3.1), se evapord pand la uscare si se adaugd 5 ml de
acid clorhidric 6 mol/litru (3.2). Se incilzeste, se filtreazd solutia in balonul gradat si se umple cu apd pand la
semn (concentratia HCl: circa 0,5 mol/litru).

Note:

(@)  Este important ca atunci cand se mdsoard oligoelementele si se tind cont de riscul de contaminare, in
special cu zinc, cupru si fier. Din acest motiv, echipamentul folosit in cursul prepardrii esantioanelor
trebuie s nu contind aceste metale.

Pentru reducerea riscului general de contaminare, se lucreazd intr-o atmosferd fird praf, folosind un
echipament curdtat cu mare atentie si o sticldrie spalatd cu griji. Determinarea zincului este in mod special
sensibild la multe tipuri de contaminare, de exemplu prin intermediul sticlariei, al reactivilor, al prafului etc.

(b)  Greutatea esantionului care urmeaza si fie calcinat rezultd din cantitatea aproximativa de oligoelemente din
furaje in raport cu sensibilitatea spectrofotometrului folosit. Pentru anumite tipuri de furaje, sirace in
oligoelemente, poate fi necesar sd se inceapa cu un esantion de 10-20 g si sd se completeze solutia finald
numai pand la 100 ml.

() Arderea trebuie efectuatd intr-un cuptor inchis fird injectare de aer sau de oxigen.

(d)  Temperatura indicatd de pirometru nu trebuie s depaseasca 475 °C.

Determinarea spectrofotometrici
Pregdtirea solutiilor de calibrare

Pentru fiecare dintre elementele care urmeazd si fie determinate se prepard din solutiile etalon de lucru de la
punctele 3.7.1, 3.8.1, 3.9.1 si 3.10.1 o gamd de solutii de calibrare, fiecare solutie de calibrare avand o
concentratie de HCl de aproximativ 0,5 mol/litru si (in cazul fierului, manganului si zincului) o concentratie de
clorurd de lantan echivalentd cu 0,1 % La (g/v).

Concentratiile de oligoelemente selectate trebuie sd se situeze in intervalul sensibilitatii spectrofotometrului
utilizat. Tabelele prezentate in continuare indici, de exemplu, compozitiile unor seturi tipice de solutii de
calibrare; totusi, in functie de tipul si sensibilitatea spectrofotometrului folosit, poate fi necesar si se selecteze alte
concentratii.

Fier
pg Fe/ml 0 0,5 1 2 3 4 5
ml de solutie etalon de lucru (3.7.1) 0 0,5 1 2 3 4 5
(1 ml = 100 pg Fe)
ml HCl (3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml de solutie de clorurd de lantan (3.11) si se completeazd pand la 100 ml cu apd

Cupru

ng Cu/ml 0 0,1 0.2 04 0,6 0.8 1

ml de solutie etalon de lucru (3.8.1) 0 1 2 4 6 8 10
(1 ml =10 pg Cu)

ml HCl (3.2) 8 8 8 8 8 8 8
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Mangan
pg Mn/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1
ml de solutie etalon de lucru (3.9.1) 0 1 2 4 6 8 10
(1 ml = 10 pg Mn)
ml HCl (3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml de solutie de clorurd de lantan (3.11) si se completeazd pand la 100 ml cu apa

Zinc
yg Zn/ml 0 005 | 01 02 04 | 06 0,8
ml de solutie etalon de lucru (3.10.1) 0 0,5 1 2 4 6 8
(1 ml = 10 pg Zn)
ml HCl (3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml de solutie de clorurd de lantan (3.11) si se completeazd pani la 100 ml cu apa

5.1.2.2. Prepararea solutiei pentru analizd

Pentru determinarea cuprului, solutia preparatd la punctul 5.1.1 poate fi, in mod normal, folositd direct. Dacd
este necesar sd se obtind o concentratie situatd in intervalul solutiilor de calibrare, o parte alicotd poate fi pipetatd
intr-un balon gradat de 100 ml si completatd pand la semn cu acid clorhidric 0,5 mol/litru (3.3).

Pentru determinarea fierului, manganului si zincului, se pipeteazd o parte alicotd din solutia preparata la punc-
tul 5.1.1 intr-un balon gradat de 100 ml, se adauga 10 ml de solutie de clorurd de lantan (3.11) si se completeazd
pand la semn cu acid clorhidric 0,5 mol/litru (3.3) (a se vedea si punctul 8, ,Observatii”).

5.1.2.3. Experiment martor

Experimentul martor trebuie sd includa toate etapele previzute in procedurd, cu exceptia faptului cd materialul de
esantion este omis. Solutia de calibrare ,0” nu trebuie si fie folositd ca martor.

5.1.2.4. Madsurarea absorbtiei atomice

Se misoard absorbtia atomici a solutiilor de calibrare si a solutiei care urmeaza si fie analizati folosind o flacird
aer-acetilend oxidantd, la urmdtoarele lungimi de unda:

Fe: 248,3 nm

Cu: 324,8 nm

Mn: 279,5 nm

Zn: 213,8 nm

Fiecare masurdtoare se realizeazd de patru ori.

5.2. Furaje minerale

Dacid esantionul nu contine materie organicd, calcinarea prealabild nu este necesard. Se procedeazd conform
descrierii de la punctul 5.1.1.1, incepand de la al doilea paragraf. Evaporarea cu acid fluorhidric poate fi omisa.

6. Calculul rezultatelor

Folosind o curbi de calibrare, se calculeazi concentratia de oligoelemente in solutia care urmeaza si fie analizatd
si se exprimi rezultatul in mg de oligoelemente per kg de esantion (ppm).
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3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri paralele efectuate pe acelasi esantion de citre acelasi laborant nu
depiseste:

— 5 mg/kg, in valoare absolutd, pentru continutul de oligoelement in cauzi pand la 50 mg/kg;
— 10 % din valoarea superioard, pentru un continut de oligoelement in cauzi de la 50 pani la 100 mg/kg;
— 10 mg/kg, in valoare absolutd, pentru un continut de oligoelement in cauzi de la 100 pana la 200 mg/kg;

— 5% din valoarea superioard, pentru un continut de oligoelement in cauzd mai mare de 200 mg/kg.

Observatie
Prezenta de cantitdti mari de fosfati ar putea interfera cu determinarea fierului, manganului i zincului. Astfel de
interferente trebuie si fie corectate addugand solutie de clorurd de lantan (3.11). Dacd, insd, in esantion, raportul

de greutate Ca + Mg/P este > 2, addugarea solutiei de clorurd de lantan (3.11) la solutia de analizat si la solutiile de
calibrare poate fi omisa.

D. DETERMINAREA CONTINUTULUI DE HALOFUGINONA

DL-trans-7-brom-6-clor-3-[ 3-(3-hidroxi-2-piperidil)acetonil ]-chinazolin-4-(3H)-ond-hidrobromid

Obiectiv si domeniu de aplicare

Metoda permite determinarea continutului de halofuginond din furaje. Limita de cuantificare este de 1 mg/kg.

Principiu

Dupd tratarea cu apd fierbinte, halofuginona se extrage ca bazd liberd in acetat de etil i ulterior se separd ca
hidroclorid, intr-o solutie apoasd de acid. Extractul se purifici prin cromatografie prin schimb ionic. Continutul
de halofuginond se determind prin cromatografie lichidd de inaltd performanti cu faza inversatd (RP-HPLC), prin
utilizarea unui detector de raze UV.

Reactivi

Acetonitril, de calitate HPLC.
Risind Amberlit XAD-2.
Acetat de amoniu.

Acetat de etil.

Acid acetic glacial.

Substanta etalon halofuginond (DL-trans-7-brom-6-clor-3-[3-hidroxi-2-piperidil)acetonil]chinazolin-4-(3H)-ona
hidrobromid, E 764)

Solutie etalon stoc de halofuginoni, 100 pg/ml

Se cantdresc, cu o abatere de 0,1 mg, 50 mg de halofuginond (3.6) intr-un balon gradat de 500 ml, apoi se
dizolvd in solutie tampon de acetat de amoniu (3.18), se completeazd pand la semn cu solutie tampon si se
amestecd. Aceastd solutie este stabild timp de trei sdptdmani, la 5 °C, daci este depozitatd la intuneric.

Solutii de calibrare

Se transferd 1, 2, 3, 4 si 6 ml de solutie etalon stoc (3.6.1) intr-o serie de baloane gradate de 100 ml. Se
completeazd pand la semn cu fazd mobild (3.21) i se amestecd. Solutiile au concentratii de 1, 2, 3, 4 si 6 pg/ml
de halofuginona. Aceste solutii se prepard imediat inainte de utilizare.
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3.7. Acid clorhidric (pyo aproximativ 1,16 g/ml).

3.8. Metanol.

3.9. Nitrat de argint.

3.10. Ascorbat de sodiu.

3.11. Carbonat de sodiu.

3.12. Clorurd de sodiu.

3.13. EDTA (acid etilendiaminotetraacetic, sare disodicd).

3.14. Apd, de calitate HPLC.

3.15. Solutie de carbonat de sodiu, ¢ = 10 g/100 ml.

3.16. Solutie de carbonat de sodiu saturatd cu clorurd de sodiu, ¢ = 5 g/100 ml
Se dizolvd 50 g de carbonat de sodiu (3.11) in ap4, se dilueaza pand la 1 litru i se adaugd clorurd de sodiu (3.12)
pand la saturarea solutiei.

3.17. Acid clorhidric, aproximativ 0,1 mol/l
Se dilueazd 10 ml de HCl (3.7) in apd pand la 1 litru.

3.18. Solutie tampon de acetat de amoniu, aproximativ 0,25 mol/l
Se dizolvd 19,3 g de acetat de amoniu (3.3) si 30 ml de acid acetic (3.5) in apd (3.14) si se dilueazd pand la 1 litru.

3.19. Prepararea rdsinii de Amberlit XAD-2
Se spald cu apd o cantitate corespunzitoare de Amberlit (3.2), pini la indepartarea tuturor ionilor de clor, dupd
cum indicd testul cu nitrat de argint (3.20) efectuat pe faza apoasa eliminatd. Apoi se spald rdsina cu 50 ml de
metanol (3.8), se elimind metanolul si se depoziteazd risina in metanol proaspat.

3.20. Solutie de nitrat de argint, aproximativ 0,1 mol/l
Se dizolvd 0,17 g de nitrat de argint (3.9) in 10 ml de apa.

3.21. Fazd mobild HPLC
Se amestecd 500 ml de acetonitril (3.1) cu 300 ml solutie tampon de acetat de amoniu (3.18) si 1 200 ml de apa
(3.14). Se aduce pH-ul la valoarea 4,3 folosind acid acetic (3.5). Se trece printr-un filtru de 0,22 pm (4.8) si se
degazeazd solutia (de exemplu prin ultrasonare timp de 10 minute). Aceastd solutie este stabild timp de o lund
daci este deporzitatd intr-un recipient inchis, la intuneric.

4. Aparaturd

4.1. Baie cu ultrasunete.

4.2. Evaporator rotativ cu generare de film.

4.3. Centrifuga.

4.4, Echipament HPLC cu detector de raze UV cu lungimi de undd variabile sau detector cu grup de diode

4.4.1. Coloand pentru cromatografie lichidd, 300 mm x 4 mm, Cy;, particule de 10 pm sau o coloand echivalenta.

4.5, Coloand de sticld (300 mm x 10 mm) previzutd cu filtru de sticld sinterizatd si cu robinet de inchidere.

4.6. Filtre din fibra de sticld, cu diametru de 150 mm.
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4.7.

4.8.

5.1.

5.1.2.

5.2.

5.3.

Filtre cu membrana de 0,45 pm.

Filtre cu membrand de 0,22 pm.

Proceduri

Notd: Halofuginona ca bazi libera este instabild in solutii alcaline sau de acetat de etil. Ea nu trebuie sd rimana in
acetat de etil mai mult de 30 de minute.

Aspecte generale

Se analizeazd un furaj martor pentru a verifica absenta halofuginonei si a substantelor interferente.

Se efectueazd un test de recuperare prin analiza furajului martor care a fost imbogitit prin addugarea unei
cantitdti de halofuginond, similard cu cea prezentd in esantion. Pentru a obtine o concentratie de 3 mg/kg se
adaugd 300 pl din solutia etalon stoc (3.6.1) la 10 g de furaj martor, se amestec si se asteaptd 10 minute inainte
de a se incepe etapa de extractie (5.2).

Nota: Conform acestei metode, furajul martor este similar, ca tip, cu esantionul, iar la analizd nu se detecteazi
halofuginona.

Extractie

Se cantdresc, cu o abatere de 0,1 g, 10 g de esantion preparat, intr-un tub de centrifugd de 200 ml, se adaug
0,5 g de ascorbat de sodiu (3.10), 0,5 g de EDTA (3.13) si 20 ml de apd, apoi se amestecd. Se plaseazd
tubul intr-o baie de apa timp de 5 minute (80 °C). Dupd ricire la temperatura camerei se adaugd 20 ml solutie de
carbonat de sodiu (3.15) si se amestecd. Se adaugd imediat 100 ml de acetat de etil (3.4) si se agitd energic cu
ména timp de 15 secunde. Apoi tubul se aseazd intr-o baie cu ultrasunete (4.1) timp de 3 minute si se slibeste
dopul. Se centrifugheazi timp de 2 minute §i se decanteazd faza de acetat de etil printr-un filtru de fibrd de sticla
(4.6), intr-o palnie de separare de 500 ml. Se repetd extractia esantionului cu o a doua cantitate de 100 ml acetat
de etil. Se spald extractele combinate timp de 1 minut cu 50 ml de solutie de carbonat de sodiu saturatd cu
clorurd de sodiu (3.16) si se indepdrteaza stratul apos.

Se extrage stratul organic timp de 1 minut cu 50 ml de acid clorhidric (3.17). Se trece stratul inferior de acid
printr-o palnie de separare de 250 ml. Se extrage din nou stratul organic timp de 1,5 minute, cu o altd cantitate
de 50 ml acid clorhidric, apoi se combind cu primul extract. Se spald extractele de acid combinate prin agitare
circulard timp de aproximativ 10 secunde cu 10 ml de acetat de etil (3.4).

Se transferd cantitativ stratul apos intr-un balon cu fund rotund de 250 ml si se indeparteaza faza organica. Se
evapord din solutia acida tot acetatul de etil rimas utilizind un evaporator rotativ cu generare de film (4.2).
Temperatura bdii de apd trebuie si nu depaseascd 40 °C. In conditiile unei presiuni de aproximativ 25 mbar
intreaga cantitate de acetat de etil rezidual se indeparteazd in 5 minute la 38 °C.

Curdtare
Pregdtirea coloanei de Amberlit

Pentru fiecare extract de esantion se pregiteste cite o coloand XAD-2. Se transferd 10 g de Amberlit preparat
(3.19) intr-o coloand de sticld (4.5) cu metanol (3.8). Se adaugd un dop mic de vatd de sticld deasupra patului de
rdsind. Se scurge metanolul din coloani si se spald risina cu 100 ml de ap, oprind fluxul pe masurd ce lichidul
ajunge la partea superioard a patului de rigind. Se lasd coloana si se echilibreze timp de 10 minute inainte de
utilizare. Niciodatd nu se lasd coloana s se usuce.

Curdtarea esantionului

Se transferd cantitativ extractul (5.2) in partea superioard a coloanei de Amberlit preparatd (5.3.1) si se elueazd,
indepartand apoi eluatul. Rata de eluare nu trebuie s depdseascd 20 ml/minut. Se cliteste balonul cu fund
rotund cu 20 ml de acid clorhidric (3.17), apoi acesta se foloseste pentru spilarea coloanei de risind. Se sufld
orice urmd de solutie acida rimasa cu ajutorul unui curent de aer. Se indeparteaza lichidele de spalare. Se adaugd
100 ml de metanol (3.8) in coloand si se elueazd 5-10 ml; se colecteazi eluatul intr-un balon cu fundul rotund de
250 ml. Se lasd metanolul rimas timp de 10 minute sd se echilibreze cu risina si se continui eluarea la o ratd care
sd nu depaseascd 20 ml/minut, colectdnd eluatul in acelasi balon cu fundul rotund. Se evaporeazd metanolul pe
evaporatorul rotativ cu generare de film (4.2); temperatura baii de apa trebuie sd nu depiseascd 40 °C. Se
transferd cantitativ reziduul intr-un balon gradat de 10 ml, utilizind faza mobild (3.21). Se completeaza pani la
semn cu ajutorul fazei mobile si se amestecd. Se filtreazd o parte alicotd printr-un filtru cu membrand (4.7).
Aceastd solutie se pastreazd pentru determinarea prin HPLC (5.4).
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5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

7.1.

7.1.1.

Determinarea prin HPLC
Parametri

Urmitoarele conditii sunt propuse cu titlu orientativ; se pot aplica si alte conditii, daci acestea duc la rezultate
echivalente.

Coloand pentru cromatografie lichidd (4.4.1)
Fazd mobild HPLC (3.21)

Debit: 1,5-2 ml/minut

Lungimea undei de detectie: 243 nm

Volum de injectie: 40-100 pl.

Stabilitatea sistemului cromatografic se verific prin injectarea de mai multe ori a solutiei de calibrare (3.6.2)
continand 3 pg/ml, pana la obtinerea de indlfimi (sau de arii) ale varfurilor si de timpi de retentie constanti.

Curba de calibrare

Se injecteazd fiecare solutie de calibrare (3.6.2) de mai multe ori §i se determind inaltimile (ariile) varfurilor
pentru fiecare concentratie. Se traseazd o curbd de calibrare utilizand indltimile (ariile) medii ale varfurilor
solutiilor de calibrare ca ordonate si concentratiile corespunzitoare, in pg/ml, ca abscise.

Solutia de esantion

Se injecteaza extractul de esantion (5.3.2) de mai multe ori, utilizind acelasi volum ca cel utilizat pentru solutiile
de calibrare i se determind inaltimea (aria) medie a varfurilor pentru varfurile de halofuginona.

Calculul rezultatelor

Concentratia solutiei de esantion in pg/ml se determind plecand de la indlfimea (aria) medie a varfurilor de
halofuginond a solutiei de esantion prin referire la curba de calibrare (5.4.2).

Continutul de halofuginond w (mg/kg) al esantionului este dat de formula urmatoare:

cx 10
W=
m

unde:

¢ = concentratia de halofuginona din solutia de esantion, in pg/ml;

m = greutatea portiunii de testat, in grame.

Validarea rezultatelor
Identitatea

Identitatea analitului poate fi confirmatd prin co-cromatografie sau prin utilizarea unui detector cu grup de diode
cu care se compard spectrul extractului de esantion cu cel al solutiei de calibrare (3.6.2), care contine 6 pg/ml.

Co-cromatografie

Un extract de esantion este imbogdtit prin addugarea unei cantitdti corespunzdtoare de solutie de calibrare
(3.6.2). Cantitatea de halofuginona adaugata trebuie si fie similard cu cantitatea estimatd de halofuginona gdsitd
in extractul de esantion.

Dupi luarea in considerare att a cantitatii addugate, cat si a dilutiei extractului, creste numai inaltimea varfului de
halofuginond. Lirgimea varfului, la jumatate din iniltimea sa maximd, trebuie si se incadreze intr-o variatie de
+ 10 % din ldrgimea originala.
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7.2.

7.3.

Detectie cu grup de diode

Rezultatele se evalueazd dupd urmdtoarele criterii:

@)

Lungimea de undd a absorbtiei maxime a spectrelor esantionului si a etalonului, inregistrata la varful cel
mai inalt al cromatogramei, trebuie sd fie aceeasi intr-o marjd determinatd de puterea de rezolutie a
sistemului de detectie. Pentru detectia cu grup de diode, aceasta este de obicei de + 2 nm;

intre 225 si 300 nm, spectrele esantionului si ale etalonului, inregistrate la varful cel mai inalt al
cromatogramei, nu trebuie si fie diferite pentru acele parti ale spectrului situate intre 10 si 100 % din
absorbanta relativa. Acest criteriu este indeplinit atunci cAnd sunt prezente aceleasi maxime si cand deviatia
dintre doud spectre nu depdseste in niciun punct observat 15 % din absorbanta analitului etalon;

intre 225 si 300 nm, spectrele curbei ascendente, ale punctului maxim si ale curbei descendente ale
varfului produs de extractul de esantion nu trebuie sd fie diferite unele de altele pentru acele parti ale
spectrului situate intre 10 si 100 % din absorbanta relativa. Acest criteriu este indeplinit atunci cand sunt
prezente aceleasi maxime si cand deviatia dintre doud spectre nu depaseste in niciun punct observat 15 %
din absorbanta spectrului punctului maxim.

Dacd unul din aceste criterii nu este indeplinit, prezenta analitului nu a fost confirmata.

Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri paralele efectuate pe acelasi esantion nu trebuie si depaseascd
0,5 mg/kg pentru un continut de halofugionond de pana la 3 mg/kg.

Recuperare

Pentru esantionul martor imbogitit se realizeazd o recuperare de minimum 80 %.

Rezultatele unui studiu colaborativ

A fost organizat un studiu colaborativ (') in cadrul ciruia trei esantioane au fost analizate de opt laboratoare.

Rezultate
Esantionul A
(martor) Esantionul B (fdind) Esantionul C (pelete)
La primire
La primire Dupd doud luni La primire Dupi doud luni

Medie (mg/kg) ND 2,8 2,42 2,89 2,45
Sk (mg/kg) — 0,45 0,43 0,4 0,42
CVr (%) — 16 18 14 17
Rec. (%) 86 74 88 75

ND
Sk
CVy
Rec.

E.

nedetectat;

deviatia standard a reproductibilitatii;

coeficientul de variatie a reproductibilitatii (%);

= recuperare (%).

DETERMINAREA ROBENIDINEI

Clorhidrat de 1,3-bis[(4-clorbenziliden)amino]guanidin

Obiectiv si domeniu de aplicare

Metoda permite determinarea continutului de robenidind din furaje. Limita de cuantificare este de 5 mg/kg.

(") The Analyst 108, 1983, p. 1 252-1 256.
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3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.9.1.

Principiu

Esantionul se extrage cu metanol acidifiat. Extractul se usuci i o parte alicotd se curdta intr-o coloand de oxid de
aluminiu. Robenidina se elueazd din coloand cu metanol, se concentreazd si se completeazd pand la un volum
adecvat cu fazd mobild. Continutul de robenidini se determind prin cromatografie lichidd de inaltd performanta
cu fazd inversatd (RP-HPLC), utilizind un detector de radiatii UV.

Reactivi

Metanol.
Metanol acidifiat

Se transferd 4 ml de acid clorhidric (pyo = 1,18 g/ml) intr-un balon gradat de 500 ml, se completeazd pani la
semn cu metanol (3.1) si se amestecd. Solutia se prepard imediat inainte de utilizare.

Acetonitril, de calitate HPLC.

Sitd moleculard

Tip 3A, 8-12 noduri ale sitei (noduri de 1,6-2,5 mm, aluminosilicat cristalin, diametrul porilor 0,3 mm).
Oxid de aluminiu, activitate acidd grad I pentru cromatografia pe coloand

Se transferd 100 g de oxid de aluminiu intr-un recipient adecvat si se adaugd 2 ml de apd. Se inchide si se agitd
timp de aproximativ 20 de minute. Se pastreaza intr-un recipient bine inchis.

Solutie de fosfat diacid de potasiu, ¢ = 0,025 mol/l

Se dizolvd 3,4 g de fosfat diacid de potasiu in apd (de calitate HPLC), intr-un balon gradat de 1 000 ml, se
completeazd pand la semn §i se amestecd.

Solutie de fosfat acid disodic, ¢ = 0,025 mol/l

Se dizolva 3,55 g de fosfat acid disodic anhidru (sau 4,45 g de dihidrat sau 8,95 g de dodecahidrat) in apd (de
calitate HPLC), intr-un balon gradat de 1 litru, se completeazd pand la semn si se amestecd.

Fazd mobild HPLC

Se amestecd urmadtorii reactivi:

650 ml de acetonitril (3.3),

250 ml apd (de calitate HPLC),

50 ml solutie de fosfat diacid de potasiu (3.6),
50 ml solutie de fosfat acid disodic (3.7).

Se trece printr-un filtru de 0,22 pm (4.6) si se degazeazd solutia (de exemplu, prin ultrasonare timp de
10 minute).

Substanta etalon
Robenidind purd: clorhidrat de 1,3-bis[(4-clorobenziliden)amino]guanidin.
Solutia etalon stoc de robenidind: 300 pg/ml

Se cantdresc, cu o abatere de 0,1 mg, 30 mg de substantd etalon de robenidini (3.9). Se dizolvd in metanol
acidifiat (3.2) intr-un balon gradat de 100 ml, se completeazd pani la semn cu acelasi solvent si se amestecd. Se
impacheteaza balonul in folie de aluminiu si se pastreazd la intuneric.
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4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.4.1.

4.5.

4.6.

4.7.

5.2.

Solutie etalon intermediard de robenidind: 12 pg/ml

Se transferd 10 ml din solutia etalon stoc (3.9.1) intr-un balon gradat de 250 ml, se completeazd pani la semn cu
faza mobild (3.8) si se amestecd. Se impacheteazd balonul in folie de aluminiu si se pastreazd la intuneric.

Solutii de calibrare

Se transferd 5, 10, 15, 20 si 25 ml de solutie etalon intermediari (3.9.2) intr-o serie de baloane gradate de 50 ml.
Se completeazd pand la semn cu fazd mobild (3.8) si se amestecd. Aceste solutii corespund concentratiilor de 1,2,
2,4, 3,6, 4,8 si 6 pg/ml de robenidind. Solutiile se prepard imediat inainte de a fi utilizate.

Api de calitate HPLC.

Aparaturd

Coloand de sticld

Construitd din sticld brund, previzutd cu robinet de inchidere §i un rezervor cu capacitatea de aproximativ
150 ml, diametru interior 10-15 mm, lungime 250 mm.

Agitator mecanic sau magnetic.
Evaporator rotativ cu generare de film.

Echipament HPLC cu detector de radiatii UV cu lungimi de undi variabile sau cu detector cu grup de diode care
functioneazi in intervalul 250-400 nm

Coloand pentru cromatografie lichidd: 300 mm x 4 mm, Cyg, particule de 10 pm sau echivalent.
Hartie de filtru din fibrd de sticld (Whatman GF/A sau echivalentd).
Filtre cu membrang, 0,22 pm.

Filtre cu membrand, 0,45 pm.

Proceduri

Notd: Robenidina este sensibild la lumind. Pentru toate operatiile se foloseste sticla bruna.

Aspecte generale

Se analizeazd un furaj martor pentru a verifica absenta robenidinei si a substantelor interferente.

Se efectueazd un test de recuperare prin analizarea furajului martor (5.1.1) care a fost imbogitit prin addugarea
unei cantitdti de robenidind, similard cu cea prezentd in esantion. Pentru a obtine o concentratie de 60 mg/kg, se
transferd 3 ml din solutia etalon stoc (3.9.1) intr-un flacon tip Erlenmeyer de 250 ml. Se evapora solutia pand la
cca 0,5 ml intr-un curent de azot. Se adaugd 15 g din furajul martor, se amesteci si se agteaptd 10 minute inainte
de a se incepe etapa de extractie (5.2).

Notd: Pentru aceastd metodd, furajul martor este similar, ca tip, cu esantionul, iar la analizd nu se detecteazd
robenidina.

Extractie

Se cantdresc cu o abatere de 0,01 g, aproximativ 15 g de esantion preparat. Se transferd intr-un flacon tip
Erlenmeyer de 250 ml si se adaugd 100 ml metanol acidifiat (3.2), se inchide si se agitd timp de 1 ord in agitator
(4.2). Se filtreazd solutia prin hartie de filtru din fibrd de sticld (4.5) si se colecteazd intregul filtrat intr-un flacon
tip Erlenmeyer de 150 ml. Se adaugd 7,5 g de sitd moleculard (3.4), se inchide si se agitd timp de 5 minute. Se
filtreazd imediat prin hartie de filtru din fibrd de sticld. Se conservd aceastd solutie pentru etapa de purificare
(5.3).
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5.3.

5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

Purificare
Pregidtirea coloanei de oxid de aluminiu

Se introduce un tampon mic de vatd de sticld in capatul inferior al coloanei de sticla (4.1) si se impinge utilizind
o bagheta de sticld. Se cantiresc 11 g din oxidul de aluminiu preparat (3.5) si se transferd in coloand. Pe parcursul
acestei etape este important ca expunerea la aer si fie redusd la minimum. Se loveste usor coloana incdrcatd in
partea inferioard pentru a permite stabilizarea oxidului de aluminiu.

Purificarea esantionului

Se transferd in coloand cu pipeta 5 ml de extract de esantionul preparat in (5.2). Varful pipetei se mentine
aproape de peretele coloanei si se permite ca solutia sa fie absorbitd de oxidul de aluminiu. Se elueazd robenidina
din coloani folosind 100 ml metanol (3.1), cu un debit de 2-3 ml/minut si se colecteaza eluatul intr-un balon cu
fundul rotund de 250 ml. Se evapord solutia de metanol pand la uscare sub presiune redusd la 40 °C, prin
intermediul unui evaporator rotativ cu generare de film (4.3). Se redizolvd reziduul in 3-4 ml de fazd mobili (3.8)
si se transferd cantitativ intr-un balon gradat de 10 ml. Se cliteste balonul de mai multe ori cu cantitdti de 1-2 ml
de fazd mobild si se transferd lichidul de clatire in balonul gradat. Se completeazd pani la semn cu acelasi solvent
si se amestecd. Se filtreazd o parte alicotd printr-un filtru cu membrand de 0,45 pm (4.7). Aceastd solutie se
pastreazd pentru determinarea prin HPLC (5.4).

Determinarea prin HPLC

Parametri

Urmdtoarele conditii sunt propuse cu titlu orientativ; se pot aplica si alte conditii, dacd acestea duc la rezultate
echivalente:

Coloand pentru cromatografie lichida (4.4.1).

Fazd mobild HPLC (3.8).

Debit: 1,5-2 ml/minut.

Lungimea de undd a detectorului: 317 nm.

Volum de injectie: 20-50 pl.

Se verifica stabilitatea sistemului cromatografic, prin injectarea de mai multe ori a solutiei de calibrare (3.9.3) care
contine 3,6 pg/ml, pand la obtinerea de valori de varf si de timpi de retentie constanti.

Curba de calibrare

Fiecare solutie de calibrare (3.9.3) se injecteazd de mai multe ori §i se determind indltimile (ariile) varfurilor
pentru fiecare concentratie. Se traseazd o curbd de calibrare utilizind indltimile sau ariile medii ale varfurilor
solutiilor de calibrare ca ordonate §i concentratiile corespunzitoare, in pg/ml, ca abscise.

Solutia de esantion

Se injecteazd de mai multe ori extractul de esantion (5.3.2) folosind acelasi volum ca si in cazul solutiilor de
calibrare i se determind iniltimea (aria) medie a varfurilor pentru varfurile de robenidina.

Calculul rezultatelor

Din inilfimea (aria) medie a varfurilor robenidinei din solutia de esantion se determind concentratia in pg/ml a
solutiei de esantion prin referire la curba de calibrare (5.4.2).

Continutul de robenidind w (mg/kg) din esantion este dat de formula urmatoare:

¢ x 200
wW=——
m

unde:

¢ = concentratia de robenidind din solutia de esantion, in pg/ml;

3
I

greutatea portiunii de testat, in grame.
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7.1.

7.2.

7.3.

Validarea rezultatelor
Identitate

Identitatea analitului poate fi confirmata prin co-cromatografie sau prin folosirea unui detector cu grup de diode,
prin intermediul cdruia se compard spectrul extractului de esantion si cel al solutiei de calibrare (3.9.3) continand

6 pg/ml.

Co-cromatografie

Un extract de esantion se imbogdteste prin adiugarea unei cantitdti adecvate de solutie de calibrare (3.9.3).
Cantitatea de robenidind adiugatd trebuie si fie similard cu cantitatea estimatd de robenidind constatatd in
extractul de esantion.

Numai iniltimea varfului de robenidind creste dupd luarea in considerare a cantititii addugate si a dilutiei
extractului. Lirgimea varfului la jumdtatea inaltimii sale maxime trebuie si se incadreze intr-o variatie de
aproximativ 10 % din largimea initiala.

Detectie cu grup de diode

Rezultatele se evalueazd dupd urmdtoarele criterii:

(@) Lungimea de undd a absorbtiei maxime a spectrelor esantionului si a etalonului, inregistratd la varful cel
mai inalt al cromatogramei, trebuie si fie aceeasi, intr-o marji determinatd de puterea de rezolutie a
sistemului de detectie. Pentru detectarea cu grup de diode, aceasta este in mod normal de aproximativ
2 nm;

(b) intre 225 si 400 nm, spectrele esantionului si ale etalonului, inregistrate la varful cel mai inalt al
cromatogramei, nu trebuie sd fie diferite pentru acele parti ale spectrului situate intre 10 si 100 % din
absorbanta relativa. Acest criteriu este indeplinit atunci cind sunt prezente aceleasi maxime si cand deviatia
dintre doud spectre nu depdseste in niciun punct observat 15 % din absorbanta analitului etalon;

(¢) intre 225 si 400 nm, spectrele curbei ascendente, ale punctului maxim si ale curbei descendente ale
varfului produs de extractul de esantion nu trebuie si fie diferite unele de altele pentru acele parti ale
spectrului situate intre 10 si 100 % din absorbanta relativd. Acest criteriu este indeplinit atunci cand sunt
prezente aceleasi maxime si cand deviatia dintre spectre nu depdseste in niciun punct observat 15 % din
absorbanta spectrului punctului maxim.

Daci unul din aceste criterii nu este indeplinit, prezenta analitului nu a fost confirmata.
Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele a doud determinari paralele efectuate pe acelasi esantion nu trebuie si depiseascd
10 % din valoarea superioard, pentru un coninut de robenidind mai mare de 15 mg/kg.

Recuperare

Pentru un esantion martor imbogitit, recuperarea este de cel putin 85 %.

Rezultatele unui studiu colaborativ

A fost organizat un studiu prin colaborare la nivelul CE, in cursul cdruia au fost analizate de citre 12 laboratoare

patru esantioane, sub forma de fdind sau de pelete, de hrand pentru pasiri de crescitorie si pentru iepuri. Fiecare
esantion a facut obiectul unei duble analize. Rezultatele sunt prezentate in tabelul de mai jos:

Pasiri de crescitorie lepuri

Fiind Pelete Fiind Pelete
Medie (mg/kg) 27 27,99 43,6 40,1
s, (mg/kg) 1,46 1,26 1,44 1,66
CV, (%) 5,4 45 3,3 41
Sk (mgfkg) 4,36 3,36 4,61 3,91
CVy (%) 16,1 12 10,6 9,7
Recuperare (%) 90 93,3 87,2 80,2
s, = deviatia standard a repetabilittii;
CV, = coeficientul de variatie a repetabilitatii, %;
Sk = deviatia standard a reproductibilitatii;
CVr = coeficientul de variatie a reproductibilitatii, %.
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F. DETERMINAREA CONTINUTULUI DE DICLAZURIL
(+)-4-clorfenil [2,6-diclor-4-(2,3,4,5-tetrahidro-3,5-dioxo-1,2,4-triazin- 2yl)fenil]-acetonitril

1. Obiectiv si domeniu de aplicare
Metoda permite determinarea continutului de diclazuril din furaje §i premixuri. Limita de detectie este de
0,1 mg/kg, iar limita de cuantificare este de 0,5 mg/kg.

2. Principiu
Dupd addugarea unui standard intern, esantionul este extras cu metanol acidifiat. Pentru furaje, o parte alicotd a
extractului este purificatd pe un cartus Cyg pentru extractie in fazd solida. Diclazurilul este eluat din cartus cu un
amestec de metanol acidifiat si apd. Dupd evaporare, reziduul se dizolvd intr-un amestec DMF/apd. Pentru
premixuri, extractul se evapord si reziduul se dizolvd intr-un amestec DMF[apd. Continutul de diclazuril se
determind prin cromatografie lichidd de inaltd performantd (HPLC) cu gradient ternar si cu fazd inversatd, prin
utilizarea unui detector UV.

3. Reactivi

3.1. Apd, de calitate HPLC.

3.2. Acetat de amoniu.

3.3. Sulfat acid de tetrabutilamoniu (TBHS).

3.4. Acetonitril, de calitate HPLC.

3.5. Metanol, de calitate HPLC.

3.6. N,N-dimetilformamida (DMF).

3.7. Acid clorhidric, pyo = 1,19 g/ml.

3.8. Substantd etalon: diclazuril 11-24: (+)-4-clorfenil [2,6 diclor-4-(2,3,4,5-tetrahidro-3,5-dioxo-1,2,4-triazin-2-il)
fenil] acetonitril, cu puritate garantatd, E771

3.8.1. Solutie etalon stoc de diclazuril, 500 pg/ml
Se cantdresc, cu o abatere de 0,1 mg, 25 mg de substanta etalon de diclazuril (3.8) intr-un balon gradat de 50 ml.
Se dizolva in DMF (3.6), se completeazd pand la semn cu DMF (3.6) si se amestecd. Se impacheteaza balonul in
folie de aluminiu sau se utilizeazd un balon de culoare bruni si se depoziteaza in frigider. La o temperaturd
< 4 °C, solutia este stabild timp de o lund.

3.8.2. Solutia etalon de diclazuril, 50 pg/ml
Se transferd 5 ml din solutia etalon stoc (3.8.1) intr-un balon gradat de 50 ml, se completeazd pand la semn cu
DMF (3.6) si se amestecd. Se impacheteazd balonul in folie de aluminiu sau se utilizeazd un balon de culoare
bruni si se depoziteazd in frigider. La o temperaturd < 4 °C, solutia este stabild timp de o lun.

3.9. Substantd etalon internd: 2,6 diclor-a-(4-clorfenil)-4-[4,5-dihidro-3,5-dioxo-1,2,4-triazind-2 (3H)-il]a-metilben-
zen-acetonitril

3.9.1. Solutie etalon stoc internd de diclazuril, 500 pg/ml
Se cantdresc, cu o abatere de 0,1 mg, 25 mg de substantd etalon internd (3.9) intr-un balon gradat de 50 ml. Se
dizolvd in DMF (3.6), se completeazd pana la semn cu DMF (3.6) si se amestecd. Se impacheteazd balonul in folie
de aluminiu sau se utilizeazd un balon de culoare bruni si se depoziteaza in frigider. La o temperaturd < 4 °C,
solutia este stabild timp de o luna.

3.9.2. Solutie etalon internd, 50 pg/ml

Se transferd 5 ml din solutia etalon stoc internd de etalon intern (3.9.1) intr-un balon gradat de 50 ml, se
completeazd pand la semn cu DMF (3.6) si se amestecd. Se impacheteazd balonul in folie de aluminiu sau se
utilizeazd un balon de culoare brund si se depoziteaza in frigider. La o temperaturd < 4 °C, solutia este stabild
timp de o luna.
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3.13.1.

3.13.2.

3.13.3.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

5.1.2.

Solutie etalon internd pentru premixuri, p/1 000 mg/ml
(p = continut nominal in diclazuril al premixului in mg/kg)

Se cantiresc, cu o abatere de 0,1 mg, p/10 mg de substanti etalon internd intr-un balon gradat de 100 ml, se
dizolvd in DMF (3.6) intr-o baie cu ultrasunete (4.6), se completeazd pand la semn cu DMF si se amestecd. Se
impacheteazd balonul in folie de aluminiu sau se utilizeazd un balon de culoare bruni si se depoziteazd in
frigider. La o temperaturd < 4 °C, solutia este stabild timp de o luni.

Solutie de calibrare, 2 pg/ml

Se pipeteazd 2 ml din solutia etalon de diclazuril (3.8.2) si 2 ml din solutia etalon interna (3.9.2) intr-un balon
gradat de 50 ml. Se adaugd 16 ml de DMF (3.6), se completeazd pand la semn cu apd si se amestecd. Solutia
trebuie preparatd imediat inainte de utilizare.

Cartus C pentru extractie in fazd solida, de exemplu Bond Elut, marime: 1 cc, greutatea absorbentului: 100 mg.
Solvent de extractie: metanol acidifiat

Se pipeteazd 5 ml de acid clorhidric (3.7) in 1 000 ml de metanol (3.5) si se amestecd.

Fazd mobild pentru HPLC

Eluent A: acetat de amoniu — solutie de sulfat acid de tetrabutilamoniu.

Se dizolvd 5 g de acetat de amoniu (3.2) si 3,4 g de TBHS (3.3) in 1 000 ml de apa (3.1) si se amestecd.
Eluent B: acetonitril (3.4).

Eluent C: metanol (3.5).

Aparaturd

Agitator mecanic.

Echipament pentru HPLC cu gradient ternar

Coloand pentru cromatografie lichidd, Hypersil ODS, particule de 3 pm, 100 mm x 4,6 mm sau echivalent.
Detector UV cu ajustare variabild a lungimii de undd sau detector cu grup de diode.

Evaporator rotativ cu generare de film.

Filtru cu membrang, 0,45 pm.

Distribuitor in vid.

Baie cu ultrasunete.

Procedura
Aspecte generale
Furaj martor

Se analizeaza un furaj martor pentru a verifica absenta diclazurilului si a substantelor interferente. Furajul martor
este similar, ca tip, cu esantionul, iar prin analizd nu se detecteaza nici diclazuril, nici substante interferente.

Test de recuperare

Se efectueazd un test de recuperare prin analiza furajului martor imbogitit prin addugarea unei cantititi de
diclazuril, similard cu cea prezentd in esantion. Pentru a obtine o concentratie de 1 mg/kg, se adaugi 0,1 ml din
solutia etalon stoc (3.8.1) la 50 g din furajul martor, se amesteca bine si se lasd timp de 10 minute, amestecand
din nou de mai multe ori inainte de a continua (5.2).
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Alternativ, dacd nu este disponibil un furaj martor similar, ca tip, cu e§aptionul (a se vedea 5.1.1), testul de
recuperare poate fi efectuat prin metoda standard de addugare a etalonului. In acest caz, esantionul de analizat se
imbogiteste addugand o cantitate de diclazuril similard celei deja prezente in esantion. Acest esantion este
analizat impreund cu esantionul neimbogitit, iar recuperarea poate fi calculatd prin scidere.

5.2 Extractie
5.2.1. Furaje
Se cntdresc, cu o abatere de 0,01 g, aproximativ 50 g de esantion. Se transferd intr-un flacon tip Erlenmeyer de
500 ml, se adaugd 1 ml din solutia etalon internd (3.9.2), 200 ml din solventul de extractie (3.12) si se astupi
flaconul. Se agitd amestecul in agitator (4.1) pe parcursul noptii. Se lasi s se sedimenteze timp de 10 minute. Se
transferd o parte alicotd de 20 ml din supernatant intr-un recipient de sticld adecvat si se dilueaza in 20 ml apa.
Se transferd aceastd solutie intr-un cartus de extractie (3.11) si se trece prin acesta prin aplicare de vid (4.5). Se
spald cartusul cu 25 ml dintr-un amestec de solvent de extractie (3.12) si apd, 65 + 35 (V + V). Se elimind
fractiunile colectate si se elueazd compusii cu ajutorul a 25 ml dintr-un amestec de solvent de extractie (3.12) si
apd, 80 + 20 (V + V). Se evapord aceastd fractiune pand la uscare prin intermediul evaporatorului rotativ (3.1) la
60 °C. Se dizolvi reziduul in 1 ml DMF (3.6), se adaugd 1,5 ml de ap (3.1) si se amesteca. Se filtreaza cu un filtru
cu membrand (4.4). Se continud cu determinarea prin HPLC (5.3).
5.2.2. Premixuri
Se cantdresc, cu o abatere de 0,001 g, aproximativ 1 g de esantion. Se transferd intr-un flacon tip Erlenmeyer de
500 ml, se adaugd 1 ml din solutia etalon interna (3.9.3) si 200 ml din solventul de extractie (3.12) si se astupa
flaconul. Se agitd amestecul in agitator (4.1) pe parcursul noptii. Se lasi s se sedimenteze timp de 10 minute. Se
transferd o parte alicotd de 10 000/p ml (p = continutul nominal in diclazuril al premixului in mg/kg) din
supernatant intr-un balon cu fund rotund de dimensiuni adecvate. Se evapord acest amestec pand la uscare, la
presiune scazutd si la 60 °C, cu ajutorul unui evaporator rotativ (4.3). Se dizolvd din nou reziduul in 10 ml de
DMEF (3.6), se adaugd 15 ml de apd (3.1) si se amestecd. Se continud cu determinarea prin HPLC (5.3).
5.3. Determinarea prin HPLC
5.3.1. Parametri
Urmdtoarele conditii sunt propuse cu titlu orientativ; se pot aplica si alte conditii, daci acestea duc la rezultate
echivalente.
Coloand pentru croma- 100 mm x 4,6 mm Hypersil ODS,
tografie lichida (4.2.1):  particule de 3 pm sau echivalent
Fazd mobila: Fluent A (3.13.1): Solutie apoasi de acetat de amoniu si
sulfat acid de tetrabutilamoniu
Eluent B (3.13.2): acetonitril
Eluent C (3.13.3): metanol
Mod de elutie: —  gradient linear
—  conditii initiale: A + B + C = 60 + 20 + 20 (V + V + V)
—  dupd 10 min, elutia prin gradient timp de 30 min la: A + B+ C =45 + 20 + 35
V+V+V).
Se cliteste cu B timp de 10 minute.
Debit: 1,5-2 ml/minut
Volum de injectie: 20 pl
Lungimea de undi a 280 nm
detectorului:
Se verificd stabilitatea sistemului cromatografic injectandu-se de mai multe ori solutia de calibrare (3.10) care
contine 2 pg/ml, pand cand se obtin valori de varf i timpi de retentie constanti.
5.3.2. Solutia de calibrare
Se injecteazd 20 pl din solutia de calibrare (3.10) de mai multe ori si se determind inaltimea (aria) medie a
varfurilor de diclazuril si a varfurilor etalonului intern.
5.3.3. Solutia de esantion

Se injecteazd 20 pl din solutia de esantion (5.2.1 sau 5.2.2) de mai multe ori si se determind iniltimea (aria)
medie a varfului de diclazuril si a varfurilor etalonului intern.
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6.1.

6.2.

7.1.

Calculul rezultatelor
Furaje

Continutul in diclazuril w (in mg/kg) al esantionului este dat de urmatoarea formula:

_ hd,s X hi,c Cde X 10 Vr
w= hig x hg. X m [mg/kg]

unde:

hgs = Indltimea (aria) varfului de diclazuril din solutia de esantion (5.2.1);
hi, = iniltimea (aria) varfului etalonului intern din solutia de esantion (5.2.1);
hy. = indltimea (aria) varfului de diclazuril din solutia de calibrare (3.10);
h;. = iniltimea (aria) varfului etalonului intern din solutia de calibrare (3.10);

cac = concentratia de diclazuril din solutia de calibrare in pg/ml (3.10);

m = greutatea portiunii de testat, in g;
V = volumul extractului de esantion conform 5.2.1 (adicd 2,5 ml).
Premixuri

Continutul in diclazuril w (in mg/kg) al esantionului este dat de urmatoarea formula:

_hgg x hi o CdeX (r)r,102V X p[mg/kg]

W=
hi,s X hd,c
unde:

hy. = iniltimea (aria) varfului de diclazuril din solutia de calibrare (3.10);
hj. = iniltimea (aria) varfului etalonului intern din solutia de calibrare (3.10);
hgs = Iniltimea (aria) varfului de diclazuril din solutia de esantion (5.2.2);
hj; = iniltimea (aria) varfului etalonului intern din solutia de esantion (5.2.2);

cqc = concentratia in diclazuril a solutiei de calibrare in pg/ml (3.10);

m = greutatea portiunii de test, in g;
V= volumul extractului de esantion conform 5.2.2 (adicd 25 ml);
p = continutul nominal de diclazuril al premixului in mg/kg.

Validarea rezultatelor
Identitate

Identitatea analitului poate fi confirmata prin co-cromatografie sau prin utilizarea unui detector cu grup de diode
care permite compararea spectrelor extractului de esantion (5.2.1 sau 5.2.2) si ale solutiei de calibrare (3.10).

Co-cromatografie

Un extract de esantion (5.2.1 sau 5.2.2) este imbogitit prin addugarea unei cantitdi adecvate din solutia de
calibrare (3.10). Cantitatea de diclazuril addugatd trebuie sa fie similard cu cantitatea de diclazuril constatatd in
extractul de esantion.

Numai indltimea varfului de diclazuril si a varfului etalonului intern creste dupd luarea in considerare atat a
cantitatii adiugate, cat si a dilutiei extractului. Lirgimea varfului, la jumitatea iniltimii sale, trebuie si se
incadreze in + 10 % din largimea initiald a varfului de diclazuril sau a varfului etalonului intern al extractului de
esantion neimbogatit.

Detectie cu grup de diode

Rezultatele se evalueazd in functie de urmadtoarele criterii:

(@) lungimea de undi a absorbtiei maxime a spectrelor esantionului si etalonului, inregistratd la varful cel mai
inalt al cromatogramei, trebuie sd fie aceeasi, intr-o marja determinatd de puterea de rezolutie a sistemului
de detectie. Pentru detectia cu grup de diode, acest interval este in general de + 2 nm;

(b) intre 230 si 320 nm, spectrele esantionului si etalonului inregistrate la varful cel mai inalt al
cromatogramei nu trebuie s fie diferite pentru acele parti ale spectrului situate intre 10 si 100 % din
absorbanta relativa. Acest criteriu este indeplinit atunci cAnd sunt prezente aceleasi maxime si cand deviatia
dintre spectre nu depaseste in niciun punct observat 15 % din absorbanta analitului etalon;
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(9 intre 230 si 320 nm, spectrele curbei ascendente, ale punctului maxim si ale curbei descendente ale
varfului produs de extractul de esantion nu trebuie si fie diferite unele de altele pentru acele parti ale
spectrului situate intre 10 si 100 % din absorbanta relativd. Acest criteriu este indeplinit atunci cand sunt
prezente aceleasi maxime si cand deviatia dintre spectre nu depdseste in niciun punct observat 15 % din
absorbanta spectrului celui mai inalt varf al cromatogramei.

Dacd unul din aceste criterii nu este indeplinit, prezenta analitului nu a fost confirmata.

Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri paralele efectuate pe acelasi esantion nu trebuie sd depaseasca:
— 30 % din valoarea superioard pentru un continut in diclazuril situat intre 0,5 si 2,5 mg/kg;
— 0,75 mg/kg pentru un continut in diclazuril situat intre 2,5 si 5 mg/kg;

— 15 % din valoarea superioard pentru un continut de diclazuril mai mare de 5 mg/kg.

Recuperare

Pentru un egantion (martor) imbogitit, recuperarea este de cel putin 80 %.

Rezultatele unui studiu colaborativ

S-a realizat un studiu colaborativ in cursul ciruia au fost analizate cinci egantioane de citre 11 laboratoare.
Aceste esantioane au constat din doud premixuri; unul a fost amestecat cu o matrice organicd (O 100), iar celilalt
cu o matrice anorganicd (A 100). Continutul teoretic este de 100 mg de diclazuril pe kg. Cele trei furaje
amestecate pentru pasiri de crescitorie erau fabricate de trei producitori diferiti (NL) (L1/Z1/K1). Continutul
teoretic este de 1 mg de diclazuril pe kg. Laboratoarele au primit instructiuni si analizeze fiecare esantion o
singurd datd sau in duplicat. (Informatii detaliate privind acest studiu colaborativ figureaza in Journal of AOAC

International, vol. 77, nr. 6, 1994, p. 1 359-1 361). Rezultatele sunt prezentate in tabelul de mai jos.

Esantion 1 Esantion 2 Esantion 3 Esantion 4 Esantion 5

A 100 0O 100 L1 Z1 K1
L 11 11 11 11 6
n 19 18 19 19 12
Medie 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
Sg (mgfkg) 7,59 7,64 0,17 0,11 0,12
CVy (%) 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65
Continut nominal 100 100 1 1 1
(mg]kg)

numdr de laboratoare;

n numdr de valori unice;

S deviatie standard a repetabilitatii;

CV, = coeficientul de variatie a repetabilitatii;
Sk = deviatie standard a reproductibilitatii;

CVy = coeficientul de variatie a reproductibilitatii.

Observatie

Trebuie sd se demonstreze in prealabil cd reactia diclazurilului este liniard pentru toatd gama de concentratii
masurate.

G.  DETERMINAREA CONTINUTULUI DE LASALOCID SODIC

Sare sodicd a unui acid monocarboxilic polieter, produsd de Streptomyces lasaliensis
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.1.

3.10.2.

Obiectiv si domeniu de aplicare

Metoda permite determinarea continutului in lasalocid sodic din furaje §i premixuri. Limita de detectie este de
5 mg/kg, iar limita de cuantificare este de 10 mg/kg.

Principiu

Lasalocidul sodic este extras din esantion cu metanol acidifiat §i dozat prin cromatografie lichidd de inaltd
performantd cu faza inversatd (RP-HPLC) cu ajutorul unui detector spectrofluorimetric.

Reactivi

Fosfat diacid de potasiu (KH,PO,).

Acid ortofosforic, g (g/g) = 85 %.

Solutie de acid ortofosforic, ¢ = 20 %.

Se dilueaza 23,5 ml acid ortofosforic (3.2) in 100 ml de apd.

6-metil-2-heptilamin (1,5-dimetilhexilamin), g (g/g) = 99 %.

Metanol, de calitate HPLC.

Acid clorhidric, densitate = 1,19 g/ml.

Solutie tampon de fosfat, ¢ = 0,01 mol/1

Se dizolvd 1,36 g de KH,PO, (3.1) in 500 ml de apa (3.11), se adaugd 3,5 ml de acid ortofosforic (3.2) si 10 ml
de 6-metil-2-heptilamind (3.4). Se ajusteazd pH-ul la 4 cu ajutorul solutiei de acid ortofosforic (3.3) si se dilueazd
cu apd completandu-se pand la 1 000 ml (3.11).

Metanol acidifiat

Se transferd 5 ml de acid clorhidric (3.6) intr-un balon gradat de 1 000 ml, se completeazd pand la semn cu
metanol (3.5) si se amestecd. Solutia trebuie preparatd imediat inainte de utilizare.

Fazd mobild HPLC, solutie tampon de fosfat si metanol 5 + 95 (V + V)

Se amestecd 5 ml de solutie tampon de fosfat (3.7) cu 95 ml de metanol (3.5).

Substantd etalon de lasalocid sodic cu puritate garantatd, C;4Hs305Na (sare sodicd a unui acid monocarboxilic
polieter, produsa de Streptomyces lasaliensis), E 763

Solutie etalon stoc de lasalocid sodic, 500 pg/ml

Se cantiresc, cu o abatere de 0,1 mg, 50 mg de lasalocid sodic (3.10) intr-un balon gradat de 100 ml, se dizolva
in metanol acidifiat (3.8), se completeazd pand la semn cu acelasi solvent si se amestecd. Solutia se prepard
imediat inainte de utilizare.

Solutie etalon intermediard de lasalocid sodic, 50 pg/ml

Se pipeteazd 10 ml din solutia etalon stoc (3.10.1) intr-un balon gradat de 100 ml, se completeaza pani la semn
cu metanol acidifiat (3.8) si se amesteca. Solutia se prepard imediat nainte de utilizare.
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3.10.3.  Solutii de calibrare

Se transferd 1, 2, 4, 5 si 10 ml de solutie etalon intermediard (3.10.2) intr-o serie de baloane gradate de 50 ml. Se
completeazd pand la semn cu metanol acidifiat (3.8) si se amestecd. Aceste solutii corespund concentratiilor de 1,
2,4, 5 si 10 pg de lasalocid sodic pe ml. Ele se prepard imediat inainte de utilizare.

3.11. Apd, de calitate HPLC.

4. Aparaturd

4.1. Baie cu ultrasunete (sau baie de apd cu agitare) cu reglaj de temperaturd

4.2. Filtre cu membrang, 0,45 pm

4.3. Echipament HPLC cu sistem de injectie, permitand injectarea de volume de 20 l

4.3.1. Coloand pentru cromatografie lichidd de 125 mm x 4 mm, fazd inversatd Cy, particule de 5 pm sau echivalent
4.3.2. Spectrofluorimetru cu ajustare variabild a lungimii de unda pentru excitatie si emisie

5. Procedura

5.1. Aspecte generale

5.1.1. Furaj martor

Pentru a efectua testul de recuperare (5.1.2), se analizeaza un furaj martor pentru a verifica absenta lasalocidului
sodic si a substantelor interferente. Furajul martor este similar, ca tip, cu esantionul; nu se detecteazd nici
lasalocid sodic, nici substante interferente.

5.1.2. Test de recuperare

Se efectueazd un test de recuperare prin analiza furajului martor imbogitit prin addugarea unei cantitdti de
lasalocid sodic, similard cu cea prezentd in esantion. Pentru a obtine o concentratie de 100 mg/kg, se transferd
10 ml de solutie etalon stoc (3.10.1) intr-un flacon tip Erlenmeyer de 250 ml si se evapord solutia pand la
aproximativ 0,5 ml. Se adauga 50 g de furaj martor, se amestecd bine si se lasd timp de 10 minute, amestecand
din nou de mai multe ori Inainte de a trece la etapa de extractie (5.2).

Alternativ, dacd nu este disponibil un furaj martor similar, ca tip, cu esantionul (vezi 5.1.1), testul de recuperare
poate fi efectuat prin metoda standard de addugare a etalonului. In acest caz, esantionul de analizat este imbogatit
cu o cantitate de lasalocid sodic asemandtoare celei deja prezente in esantion. Acesta este analizat impreund cu
esantionul neimbogtit, iar recuperarea se poate calcula prin diferenta.

5.2. Extractie
5.2.1. Furaje

Se cantdresc cu o abatere de 0,01 g, de la 5 1a 10 g de esantion intr-un flacon tip Erlenmeyer de 250 ml cu dop.
Se picurd cu pipeta 100 ml de metanol acidifiat (3.8). Se inchide usor si se agitd circular pentru a se dispersa.
Flaconul se plaseazd intr-o baie cu ultrasunete (4.1) la aproximativ 40 °C timp de 20 de minute, se scoate §i se
lasd sd se rdceascd la temperatura camerei. Se lasd in repaus timp de aproximativ o ord, pand la decantarea
materiilor in suspensie, apoi se filtreazd o parte alicotd printr-un filtru cu membrani de 0,45 pm (4.2) intr-un
recipient adecvat. Se continud cu determinarea prin HPLC (5.3).

5.2.2. Premixuri

Se cantdresc, cu o abatere de 0,001 g, 2 g de premix nemdcinat intr-un balon gradat de 250 ml. Se adauga
100 ml de metanol acidifiat (3.8) si se agitd circular pentru a se dispersa. Se pune balonul i continutul acestuia
intr-o baie cu ultrasunete (4.1) la aproximativ 40 °C timp de 20 de minute, apoi se scoate si se lasi s se raceascd
la temperatura camerei. Se completeazd pand la semn cu metanol acidifiat (3.8) si se amestecd bine. Se lasi in
repaus timp de aproximativ o ord, pani la decantarea materiilor in suspensie, apoi se filtreazd o parte alicotd
printr-un filtru cu membrand de 0,45 pm (4.2). Se dilueazd un volum adecvat de filtrat limpede cu metanol
acidifiat (3.8), pentru a produce o solutie de testat finald care si contind aproximativ 4 ug/ml de lasalocid sodic.
Se continud cu determinarea prin HPLC (5.3).



L 54/92

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

26.2.2009

5.3.

6.1.

6.2.

7.1.

Determinarea prin HPLC
Parametri

Urmdtoarele conditii sunt propuse cu titlu orientativ; se pot aplica si alte conditii, daci acestea duc la rezultate
echivalente:

Coloand pentru croma- 125 mm x 4 mm, fazd inversatd Cyg, particule de 5 pm sau echivalent
tografie lichida (4.3.1)

Fazd mobild (3.9): amestec de solutie tampon de fosfat (3.7) si metanol (3.5), 5 + 95 (V + V)
Debit: 1,2 ml/minut
Lungimea undelor de
detectie:
Excitatie: 310 nm
Emisie: 419 nm
Volum de injectie: 20 pl

Se verificd stabilitatea sistemului cromatografic, injectand de mai multe ori solutia de calibrare (3.10.3) continind
4 pg/ml, pand la obtinerea de indltimi (arii) ale varfurilor si de timpi de retentie constanti.

Curba de calibrare
Se injecteazd fiecare solutie de calibrare (3.10.3) de mai multe ori §i se determind inaltimile (ariile) medii ale

varfurilor pentru fiecare concentragie. Se traseazd o curbd de calibrare utilizdnd valorile (ariile) medii ale
varfurilor ca ordonate si concentratiile corespunzitoare, in pg/ml, ca abscise.

Solutia de esantion

Se injecteazd extractul de esantion (5.2.1 sau 5.2.2) de mai multe ori utilizdnd acelasi volum cu cel retinut pentru

solutia de calibrare si se determind inaltimile (ariile) medii ale varfurilor de lasalocid sodic.

Calculul rezultatelor

Plecand de la iniltimea (aria) medie a varfurilor solutiei de esantion (5.3.3), se determind concentratia de lasalocid
sodic (ug/ml) prin referire la curba de calibrare.

Furaje

Continutul de lasalocid sodic w (in mg/kg) al esantionului este dat de urmatoarea formula:

=V g kgl

unde:

¢ = concentratia de lasalocid sodic a solutiei de esantion (5.2.1) in pg/ml;
V, = volumul extractului de esantion conform 5.2.1 in ml (adici 100);
m = greutatea portiunii de testat, in g.

Premixuri

Continutul de lasalocid sodic w (in mg/kg) al esantionului este dat de urmatoarea formula:

cxVy xf
w=—"—"2""[mglkg]

unde:

¢ = concentratia de lasalocid sodic a solutiei de esantion (5.2.2), in pug/ml;
V, = volumul extractului de esantion conform 5.2.2, in ml (adicd 250);

f = factorul de dilutie conform 5.2.2;

m = greutatea portiunii de testat, in g.

Validarea rezultatelor

Identitate

Metodele bazate pe spectrofluorimetrie sunt mai putin supuse interferentelor decat cele care utilizeazd un
detector UV. Identitatea analitului poate fi confirmatd de citre co-cromatografie.
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7.1.1. Co-cromatografie
Un extract de esantion (5.2.1 sau 5.2.2) este imbogatit prin addugarea unei cantitdi corespunzitoare de solutie
de calibrare (3.10.3). Cantitatea de lasalocid sodic addugati trebuie sd fie aseminatoare cantitatii de lasalocid
sodic constatatd in extractul de esantion. Numai iniltimea varfului corespunzitor lasalocidului sodic se mareste
dupd ce s-a luat in calcul cantitatea de lasalocid sodic addugatd si dilutia extractului. Lirgimea varfului, la
jumdtatea indltimii, trebuie s se incadreze intre + 10 % din lirgimea initiald a varfului produs de extractul de
esantion neimbogitit.

7.2 Repetabilitate
Diferenta dintre rezultatele a doud determindri paralele efectuate pe acelasi esantion nu trebuie sd depdseasc:
— 15 % din valoarea superioard pentru un continut de lasalocid sodic situat intre 30 si 100 mg/kg;
— 15 mg/kg pentru un continut de lasalocid sodic situat intre 100 si 200 mg/kg;
— 7,5 % din valoarea superioard pentru un continut de lasalocid sodic mai mare de 200 mg/kg.

7.3. Recuperare
Pentru un esantion de furaj (martor) imbogitit, recuperarea este de cel putin 80 %. Pentru esantioanele de
premixuri imbogatite, recuperarea este de cel putin 90 %.

8. Rezultatele unui studiu colaborativ

S-a realizat un studiu colaborativ (*) in cursul cdruia au fost analizate 2 premixuri (esantioanele 1 si 2) si 5 furaje
(esantioanele 3-7) de citre 12 laboratoare. Fiecare esantion a ficut obiectul unei duble analize. Rezultatele
studiului sunt prezentate in tabelul de mai jos:

Esantion 1 Esantion 2 Esantion 3 Esantion 4 Esantion 5 Esantion 6 Esantion 7
Premix pen- | Premix pen- | Pelete pentru | Sfardmdturi | Hrand pentru |Hrand A pen-| Hrand B pen-

tru pui tru curcani curcani pentru pui curcani tru pui tru pui
L 12 12 12 12 12 12 12
n 23 23 23 23 23 23 23
Medie (mg/kg) 5050 16 200 76,5 78,4 92,9 48,3 32,6
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 5,37
Sg (mg/kg) 286 883 3,85 7,32 5,29 3,47 3,49
CVr (%) 5,66 5,45 5,03 9,34 5,69 7,18 10,7
Continut nomi- | 5000 (*) | 16 000 (¥ 80 () 105 (%) 120 (%) 50 (**) 35 (%%
nal (mg/kg)

(*) Continutul declarat de producitor.
(**) Furaj preparat in laborator.

L = numir de laboratoare;

n = numdr de valori unice;

s, = deviatie standard a repetabilitatii;

Sk = deviatie standard a reproductibilitatii;

CV, = coeficientul de variatie a repetabilititii, %;
CVy = coeficientul de variatie a reproductibilitatii, %.

(*) Analyst, 1995, 120, p. 2 175-2 180.
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

4.1.

4.2.

5.1.

ANEXA 'V

METODE DE ANALIZA PENTRU CONTROLUL SUBSTANTELOR NEDORITE DIN FURAJE

A.  DETERMINAREA CONTINUTULUI DE GOSIPOL LIBER SI TOTAL
Obiectiv si domeniu de aplicare

Aceastd metodd permite determinarea nivelurilor de gosipol liber, de gosipol total si de substante chimic inrudite cu
acesta din simantd de bumbac, fdind de simantd de bumbac si brichete de simantd de bumbac si din furaje
combinate care contin aceste materii prime furajere, atunci cand gosipolul liber, gosipolul total si substantele chimic
inrudite cu acesta sunt prezente in concentratic mai mare de 20 mg/kg.

Principiu

Gosipolul se extrage in prezenta a 3-aminopropan-1-ol, fie cu un amestec de propan-2-ol si hexan, pentru
determinarea gosipolului liber, fie cu dimetilformamidd, pentru determinarea gosipolului total. Gosipolul este
convertit de anilind in gosipol-dianilind, a cirei densitate optici se misoard la lungimea de undi de 440 nm.

Reactivi

Amestec de propan-2-ol-hexan: se amestecd 60 de parti volumetrice de propan-2-ol cu 40 de parti volumetrice de
n-hexan.

Solvent A: Se plaseaza intr-un balon gradat de 1 litru aproximativ 500 ml de amestec de propan-2-ol-hexan (3.1),
2 ml de 3-aminopropan-1-ol, 8 ml de acid acetic glacial si 50 ml de apa. Se aduce la volum cu amestec de propan-2-
ol-hexan (3.1). Acest reactiv este stabil timp de o sdptimana.

Solvent B: Se pipeteazd 2 ml de 3-aminopropan-1-ol si 10 ml de acid acetic glacial intr-un balon gradat de 100 ml.
Se raceste la temperatura camerei si se aduce la volum cu N, N-dimetilformamida. Acest reactiv este stabil timp de o
sdptdmand.

Anilind: Dacd densitatea opticd a testului martor depdseste 0,022, se distileazd anilina peste praf de zinc, indepartand
primele si ultimele fractiuni de 10 % de distilat. Récit in frigider si depozitat intr-un vas din sticld bruni cu dop,
acest reactiv se pastreazd timp de céteva luni.

Solutie etalon de gosipol A: Se plaseazd 27,9 mg de acetat de gosipol intr-un balon gradat de 250 ml. Se dizolvi si
se aduce la volum cu solvent A (3.2). Se pipeteazd 50 ml din aceastd solutie intr-un balon gradat de 250 ml si se
completeazd pand la volum cu solvent A. Concentratia de gosipol a acestei solutii este de 0,02 mg/ml. Se lasd s4 stea
timp de o ord la temperatura camerei inainte de utilizare.

Solutie etalon de gosipol B: Se plaseazd 27,9 mg de acetat de gosipol intr-un balon gradat de 50 ml, se dizolvd si se
aduce la volum cu solvent B (3.3). Concentratia de gosipol a acestei solutii este de 0,5 mg/ml.

Solutiile etalon de gosipol A si B riman stabile timp de 24 de ore dacd sunt protejate de lumina.

Aparatura

Mixer (agitator): aproximativ 35 rpm.

Spectrofotometru.

Proceduri
Esantion de testat

Cantitatea de esantion de testat folositd depinde de continutul estimat de gosipol al esantionului. Este preferabil sd
se lucreze cu un esantion de testat mic si cu o parte alicotd de filtrat relativ mare, pentru a obtine suficient gosipol
pentru a permite misurarea fotometricd precisd. Pentru determinarea gosipolului liber din simantd de bumbac, fiini de
sdmantd de bumbac si din brichetele de simantd de bumbac, esantionul de testat nu depdseste 1 g; pentru furajele
combinate, aceasta poate fi de maximum 5 g. O parte alicotd de 10 ml de filtrat este suficientd in majoritatea
cazurilor; aceasta contine intre 50 si 100 pg de gosipol. Pentru determinarea gosipolului total, esantionul de testat este
intre 0,5 si 5 g, pentru ca o parte alicotd de 2 ml de filtrat si contind intre 40 si 200 pg de gosipol.

Analiza se efectueazd la o temperaturd a camerei de aproximativ 20 °C.
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5.2.

5.3.

6.1.

Determinarea gosipolului liber

Se plaseazd esantionul de testat intr-un balon cu gat slefuit de 250 ml, fundul balonului fiind acoperit cu sticld
pisatd. Utilizand o pipetd, se adaugd 50 ml de solvent A (3.2), se astupd balonul si se amestecd timp de o ord in
mixer. Se filtreaza printr-un filtru uscat si se colecteazi filtratul intr-un balon mic cu gt slefuit. In timpul filtrarii, se
acoperd palnia cu o sticld de ceas.

Se pipeteaza parti alicote identice de filtrat continind 50-100 pg de gosipol in fiecare din cele doud baloane gradate
de 25 ml (A si B). Dacd este necesar, se aduce la volum pand la 10 ml cu solvent A (3.2). Apoi se completeazd
continutul balonului (A) pani la volum cu amestec de propan-2-ol-hexan (3.1). Aceastd solutie va fi folositd ca
solutie de referintd fatd de care se misoari solutia de esantion.

Se pipeteazd 10 ml de solvent A (3.2) in fiecare din celelalte doud baloane gradate de 25 ml (C si D). Se completeaza
continutul balonului (C) pand la volum cu amestec de propan-2-ol-hexan (3.1). Aceastd solutie va fi utilizatd ca
solutie de referintd fatd de care se madsoard solutia de testului martor.

Se adaugd 2 ml de anilind (3.4) in fiecare din baloanele (D) si (B). Se incilzesc timp de 30 de minute deasupra unei
bii de apd in fierbere, pentru a apirea culoarea. Se ricesc la temperatura camerei, se aduc la volum cu amestec de
propan-2-ol-hexan (3.1), se omogenizeazd si se lasd s stea timp de o ord.

Se determind densitatea optici a solutiei testului martor (D) prin comparatie cu solutia de referind (C), precum si
densitatea opticd a solutiei de esantion (B) prin comparatie cu solugia de referintd (A), in spectrofotometru la
440 nm folosind celule de sticld de 1 cm.

Se scade densitatea opticd a solutiei testului martor din cea a solutiei de esantion (= densitatea opticd corectatd). Din
aceastd valoare se calculeazd continutul in gosipol liber, conform indicatiilor de la punctul 6.

Determinarea gosipolului total

Se plaseazd un esantion de testat continind 1-5 mg de gosipol intr-un balon gradat de 50 ml si se adaugd 10 ml de
solvent B (3.3). In acelasi timp, se prepard un test martor, plasindu-se 10 ml de solvent B (3.3) in alt balon gradat de
50 ml. Se incilzesc cele doud baloane timp de 30 de minute deasupra unei bii de api in fierbere. Se ricesc la
temperatura camerei si se completeazd continutul fiecirui balon pani la volum cu amestec de propan-2-ol-hexan
(3.1). Se omogenizeaza si se lasd sd se depund timp de 10-15 minute, apoi se filtreazd i se colecteaz filtratele in
baloane cu gat slefuit.

Se pipeteazd 2 ml de filtrat de esantion in fiecare din cele doud baloane gradate de 25 ml, si 2 ml de filtrat al testului
martor in fiecare din celelalte doud baloane de 25 ml. Se completeazi continutul unui balon din fiecare serie pana la
25 ml cu amestecul de propan-2-ol-hexan (3.1). Aceste solutii sunt utilizate ca solutii de referinta.

Se adaugd 2 ml de anilind (3.4) in fiecare dintre celelalte doud baloane. Se incilzesc timp de 30 de minute deasupra
unei béi de apd in fierbere, pentru a apirea culoarea. Se ricesc la temperatura camerei, se aduc la volumul de 25 ml
cu amestecul de propan-2-ol-hexan (3.1), se omogenizeazd i se lasd s stea timp de o ord.

Se determind densitatea opticd, in conformitate cu indicatiile de la punctul 5.2 pentru gosipolul liber. Din aceastd
valoare se calculeazd continutul de gosipol total, in conformitate cu indicatiile de la punctul 6.

Calculul rezultatelor

Rezultatele pot fi calculate fie pe baza densitatii optice specifice (6.1), fie prin referire la o curba de calibrare (6.2).

Cu ajutorul densitdtii optice specifice

Densitatile optice specifice, in conditiile descrise, sunt urmatoarele:

0,
Gosipolul liber  E 1% _ 625
1 cm
0,
Gosipolul total ~ E 1% _ 600
1 cm
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6.2.

6.3.

Continutul de gosipol liber sau de gosipol total al esantionului este calculat folosind urmdtoarea formula:

Ex 1250

1%
E lem

% gosipol : <pxa

unde:

E = densitatea opticd corectatd, determinatd conform indicatiilor de la punctul 5.2;

p = esantion de testat, in g;

partea alicotd a filtratului, in ml.

Cu ajutorul curbei de calibrare
Gosipolul liber

Se prepard 2 serii de cinci baloane gradate de 25 ml. Se pipeteaza parti alicote de 2, 4, 6, 8 si 10 ml de solutie etalon
de gosipol A (3.5) in fiecare serie de baloane. Se aduc la volum pand la 10 ml cu solventul A (3.2). Se completeazi
fiecare serie cu o balon gradat de 25 ml contindnd numai 10 ml de solvent A (3.2) (testul martor).

Se aduc la volum baloanele din prima serie (inclusiv balonul testului martor) pand la 25 ml cu un amestec de
propan-2-ol-hexan (3.1) (serii de referintd).

Se adaugd 2 ml de anilind (3.4) la fiecare din baloanele din a doua serie (inclusiv balonul testului martor). Se
incdlzesc timp de 30 de minute deasupra unei bdi de api in fierbere, pentru a apirea culoarea. Se ricesc la
temperatura camerei, se aduc la volum cu un amestec de propan-2-ol-hexan (3.1), se omogenizeaza si se lasa sd stea
0 ord (serii etalon).

Se determind, conform indicatiilor de la punctul 5.2, densitatea optica a solutiilor din seriile etalon, prin comparatie
cu solutiile corespunzitoare din seriile de referintd. Se traseazd curba de calibrare prin reprezentarea graficd a
densitatilor optice in raport cu cantititile de gosipol (in pg).

Gosipolul total

Se prepari sase baloane gradate de 50 ml. In primul balon se plaseazi 10 ml de solvent B (3.3), iar in celelalte 2, 4,
6, 8 si 10 ml de solutie etalon de gosipol B (3.6). Se completeaza continutul fiecdrui balon pani la 10 ml cu solvent
B (3.3). Se incdlzesc timp de 30 de minute intr-o baie de apd in fierbere. Se ricesc la temperatura camerei, se
completeazd volumul cu un amestec de propan-2-ol-hexan (3.1) si se omogenizeaza.

Se plaseazd 2 ml din aceste solutii in fiecare din cele doud serii de cate sase baloane gradate de 25 ml. Se
completeazd continutul baloanelor din prima serie pana la 25 ml cu un amestec de propan-2-ol-hexan (3.1) (serii
de referint).

Se adaugd 2 ml de anilind (3.4) la fiecare balon din a doua serie. Se incilzesc timp de 30 de minute intr-o baie de
apd in fierbere. Se rdcesc la temperatura camerei, se aduc la volum cu un amestec de propan-2-ol-hexan (3.1), se
omogenizeazd si se lasd sd stea timp de o ord (serii etalon).

Se determind, conform indicatiilor de la punctul 5.2, densitatea optica a solutiilor din seriile etalon, prin comparatie
cu solutiile corespunzitoare din seriile de referintd. Se traseazd curba de calibrare prin reprezentarea graficd a
densitatilor optice in raport cu cantititile de gosipol (in pg).

Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri paralele efectuate pe acelasi esantion nu trebuie si depaseasca:
— 15 %, in valoare relativd, pentru un continut de gosipol mai mic de 500 ppm;

— 75 ppm, in valoare absolutd, pentru un continut de gosipol de minimum 500 ppm si maximum 750 ppm;

— 10 %, in valoare relativi la cea mai inaltd valoare, pentru un continut de gosipol mai mare de 750 ppm.
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B. DETERMINAREA NIVELURILOR DE DIOXINE (PCDD/PCDF)  SI AL NIVELURILOR DE DIFENILI
POLICLORURATI (PCB) ASEMANATORI DIOXINEI

L METODE DE ESANTIONARE SI DE INTERPRETARE A REZULTATELOR ANALITICE

Obiectiv si domeniu de aplicare

Esantioanele destinate controalelor oficiale ale nivelurilor de dioxine [dibenzo-p-dioxine policlorurate (PCDD) si
dibenzofurani policlorurati (PCDF)] si de difenili policlorurati (PCB) (") asemandtori dioxinei din furaje se preleveaza
in conformitate cu dispozitiile din anexa 1. Este necesar si se aplice cerintele cantitative referitoare la controlul
substantelor sau produselor uniform repartizate in furaje, in conformitate cu dispozitiile de la punctul 5.A din
anexa I. Esantioanele colective astfel obtinute se considerd ca reprezentative pentru loturile sau subloturile din care
sunt prelevate. Respectarea continuturilor maxime stabilite in Directiva 2002/32/CE a Parlamentului European si a
Consiliului () se stabileste pe baza continuturilor determinate in esantioanele de laborator.

Conformitatea lotului sau sublotului cu specificatiile

Lotul este acceptat dacd rezultatul analitic al unei analize unice nu depiseste continutul maxim stabilit in Directiva
2002/32/CE, luandu-se in considerare incertitudinea de masurare.

Lotul nu se conformeaza continutului maxim stabilit in Directiva 2002/32/CE daci rezultatul analitic pentru limita
superioard (*), confirmat de o analizd paraleld (*), depaseste, cu un grad de certitudine rezonabil, continutul maxim,
tinand seama de incertitudinea masurarii.

Tabelul factorilor de echivalentd toxica, TEF (= toxic equivalency factors), pentru dioxine, furani si compusi PCB asemanatori dioxinei

Congener Valoare TEF Congener Valoare TEF

Dibenzo-p-dioxine (,PCDD”) Compusi PCB ,asemd-

ndtori dioxinei”:
2,3,7,8-TCDD 1
1,2,3,7,8-PeCDD 1 Non-orto PCB
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0,1 PCB 77 0,0001
1,2,3,6,7,8-HxCDD 0,1 PCB 81 0,0001
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0,1 PCB 126 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0,01 PCB 169 0,01
OCDD 0,0001 Mono-orto PCB

PCB 105 0,0001
Dibenzofurani (,,PCDF”) PCB 114 0,0005
2,3,7,8-TCDF 0,1 PCB 118 0,0001
1,2,3,7,8-PeCDF 0,05 PCB 123 0,0001
2,3,4,7,8-PeCDF 0,5 PCB 156 0,0005
1,2,3,4,7,8-HxCDF 0,1 PCB 157 0,0005
1,2,3,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 167 0,00001
1,2,3,7,8,9-HxCDF 0,1 PCB 189 0,0001
2,3,4,6,7,8-HxCDF 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01
OCDF 0,0001

Abrevieri utilizate: T = tetra; Pe = penta; Hx = hexa; Hp = hepta; O = octa; CDD = clordibenzo-p-dioxind; CDF = clordibenzofuran; CB =
difenili clorurati.

JO L 140, 30.5.2002, p. 10.

Conceptul de ,limitd superioard” necesitd utilizarea limitei de cuantificare pentru participarea la TEQ a fiecirui congener necuantificat.
Conceptul de ,limitd inferioard” necesitd utilizarea valorii zero pentru participarea la TEQ a fiecirui congener necuantificat.
Conceptul de limitd medie” necesitd utilizarea jumatdtii limitei de cuantificare, calculandu-se participarea la TEQ a fiecdrui congener
necuantificat.

Analiza paraleld este necesard pentru a exclude posibilitatea contamindrii incrucisate interne sau a incurcarii accidentale a esantioanelor.
Prima analizd, care tine cont de incertitudinea de masurare, se utilizeazd pentru verificarea conformitatii.

Daci analiza se efectueazd in contextul unui incident de contaminare cu dioxind, se poate omite confirmarea de citre o analizd paraleld
atunci cand esantioanele selectionate pentru analizd sunt asociate, prin intermediul trasabilitatii, cu incidentul de contaminare cu dioxina.
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Incertitudinea masurdrii poate fi luatd in considerare in una din urmadtoarele doud modalitati:

—  calculandu-se incertitudinea extinsd cu ajutorul unui coeficient de acoperire 2 care di un nivel de incredere de
aproximativ 95 %. Un lot nu este conform daci valoarea masuratd minus U este mai mare de nivelul maxim.
in cazul unei determiniri separate a dioxinelor §i a PCB-urilor asemdndtori dioxinei, suma incertitudinii
extinse estimate a rezultatelor analitice separate ale dioxinelor si PCB-urilor asemanitori dioxinei se utilizeaza
pentru suma dioxinelor si a PCB-urilor asemandtori dioxinei;

—  stabilindu-se limita de decizie (CCa) in conformitate cu dispozitiile Deciziei 2002/657/CE a Comisiei (*)
(punctul 3.1.2.5 din anexd — cazul unor substante pentru care este stabilitd o limitd autorizatd). Un lot este
neconform dacd valoarea masuratd este egald sau mai mare decat CCa.

Prezentele norme de interpretare se aplicd pentru rezultatele analitice obtinute pentru esantioanele destinate
controlului oficial. Ele nu aduc atingere dreptului statelor membre de a aplica analizelor normele de drept intern in
scop de apdrare sau de arbitraj.

1. PREGATIREA ESANTIOANELOR SI CERINTE PRIVIND METODELE DE ANALI%A UTILIZATE PENTRU
CONTROLUL OFICIAL AL NIVELURILOR DE DIOXINE (PCDD/PCDF) SI DE PCB ASEMANATORI DIOXINELOR

Obiectiv si domeniu de aplicare

Prezentele cerinte se aplicd atunci cand furajele si materiile prime furajere sunt analizate pentru a se determina
dioxinele [dibenzo-p-dioxine policlorurate (PCDD), dibenzofuranii policlorurati (PCDF)] si difenilii policlorurati
asemdndtori dioxinelor (PCB).

Monitorizarea prezentei dioxinelor in furaje se poate realiza printr-o strategie care implicd o metoda de depistare, cu
scopul de a selecta acele esantioane cu niveluri de dioxine si de PCB asemandtori dioxinei care au valori cu mai putin
de 25 % inferioare sau superioare concentratiei de interes. Concentratia de dioxine din acele esantioane in care se
identificd niveluri semnificative trebuie determinatd/confirmatd printr-o metodd de confirmare.

Metodele de depistare sunt metode utilizate pentru a se detecta prezenta dioxinelor si a PCB asemanatori dioxinelor
la concentratia de interes. Aceste metode au o capacitate mare de procesare a esantioanelor si sunt utilizate pentru a
tria un numdar mare de esantioane potential pozitive. Sunt concepute special pentru a evita rezultatele fals negative.

Metodele de confirmare sunt metode care furnizeaza date complete sau complementare care permit identificarea si
cuantificarea certd a dioxinelor si a PCB-urilor asemdnitori dioxinelor la concentratia de interes.

Context

Avand in vedere faptul ¢ esantioanele din mediu si cele biologice (inclusiv esantioancle de furaje/materii prime
furajere) contin, in general, amestecuri complexe de diversi congeneri ai dioxinelor, a fost elaborat conceptul , factori
de echivalent toxicd” (TEF) pentru a facilita evaluarea riscurilor. Acesti TEF au fost stabiliti pentru a exprima
concentratiile de amestecuri de PCDD si PCDF 2,3,7,8-substituiti si de PCB non-orto si mono-orto clor-substituiti
care au o activitate asemandtoare dioxinei in echivalenti toxici (TEQ) de 2, 3, 7, 8-TCDD. Concentratiile substantelor
individuale intr-un esantion anumit se inmultesc cu valoarea TEF corespunzitoare si apoi se adund, pentru a se
obtine concentratia totald de compusi asemandtori dioxinelor, exprimati ca TEQ.

Numai in sensul prezentului regulament, limita specifici de cuantificare acceptatd pentru un congener individual
este concentratia unui analit dintr-un extract de esantion care produce un rispuns instrumental pentru doi ioni
diferiti, care trebuie monitorizati printr-un raport S/Z (semnal/zgomot) de 3:1 pentru semnalul cel mai putin
sensibil, si indeplineste conditiile de bazd, cum sunt, de exemplu, timpul de retentie si raportul izotopic conform
procedurii de determinare descrise in metoda EPA 1613, revizia B.

Cerinte de asigurare a calititii care trebuie respectate in cursul pregitirii esantioanelor

Se aplica dispozitiile generale privind prepararea esantioanelor pentru analizd, stabilite in anexa II.
De asemenea, trebuie si se indeplineascd urmadtoarele cerine:

—  Esantioanele se pastreazd si se transportd in recipiente din sticld, aluminiu, polipropilend sau polietilend. Din
recipientul care contine esantionul trebuie indepartate urmele de praf de hartie. Sticlria se cliteste cu solventi
controlati in prealabil in vederea detectdrii dioxinelor.

JO L 221, 17.8.2002, p. 8.
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Se efectueazd o analizd martor prin efectuarea intregii proceduri analitice, dar omitand numai esantionul.

Greutatea esantionului utilizat pentru extractie trebuie si fie suficientd pentru a indeplini cerintele referitoare
la sensibilitate.

Cerinte aplicabile laboratoarelor

Laboratoarele trebuie si demonstreze performanta unei metode in zona nivelului de interes, de exemplu de
0,5x, 1x si 2x nivelul de interes, cu un coeficient de variatie acceptabil la repetarea analizei. Pentru detalii
privind criteriile de acceptare, a se vedea punctul 5.

Limita de cuantificare pentru o metoda de confirmare trebuie si se situeze intr-un interval de o cincime din
nivelul de interes, pentru a garanta ci in intervalul nivelului de interes sunt indepliniti coeficienti de variatie
acceptabili.

Ca mdsuri interne de control al calitatii, trebuie efectuate periodic controale martor, experimente cu
esantioane contaminate sau analize ale unor egantioane de control (daci este posibil, cu material de referintd
certificat).

Participarea cu succes la studii interlaboratoare, care evalueazd competenta laboratorului, este cea mai buni
modalitate de a dovedi competenta in efectuarea unor analize specifice. Totusi, participarea cu succes la
studiile interlaboratoare, de exemplu pentru esantioane de sol sau de ape reziduale, nu dovedeste neapdrat si
competenta in domeniul esantioanelor de produse alimentare sau furaje, care prezintd niveluri de
contaminare mai reduse. Din acest motiv este necesard participarea permanentd la studii interlaboratoare
pentru determinarea dioxinelor si a PCB asemdndtori dioxinelor in structura alimentelor/furajelor in cauza.

Laboratoarele sunt acreditate de un organism recunoscut care functioneaza in conformitate cu ghidul ISO 58,
pentru a se asigura cd laboratoarele in cauzd aplicd gradul necesar de asigurare a calitdtii analizelor.
Laboratoarele se acrediteazd conform standardului ISO/IEC/17025.

Cerinte aplicabile procedurilor analitice pentru dioxine si PCB asemdnitori dioxinelor

Cerinte fundamentale pentru acceptarea procedurilor analitice:

Sensibilitate inalt3 si limite de detectie joase. Pentru PCDD si PCDF, cantitdtile detectabile trebuie si fie de
ordinul picogramelor TEQ (1072 g) din cauza toxicitdtii extreme a unora dintre acesti compusi. Este cunoscut
faptul cd PCB se afld la niveluri mai ridicate decat PCDD si PCDF. Pentru majoritatea congenerilor de PCB, o
sensibilitate de ordinul nanogramelor (107 g) este deja suficientd. Cu toate acestea, pentru mdsurarea
congenerilor PCB asemandtori dioxinelor mai toxici (in special congeneri non-orto substituiti), trebuie si fie
atinsd aceeasi sensibilitate ca si pentru PCDD si PCDF.

Selectivitate (specificitate) inaltd. Este necesard o distinctie a PCDD, PCDF si PCB aseméndtori dioxinelor in
raport cu o multitudine de alti compusi coextrasi si cu posibile interferente, prezenti in concentratii de pani la
cateva ordine de marime mai mari decat cele ale analitilor studiati. Pentru metodele de cromatografie in faza
gazoasd/[spectrometrie de masd (CG/SM), este necesard o distinctie intre diferiti congeneri, cum ar fi intre
compusii toxici (de exemplu, cei saptesprezece PCDD si PCDF substituiti la 2,3,7,8 si PCB asemandtori
dioxinelor) si altii. Biotestele trebuie sd permitd determinarea selectiva a valorilor TEQ, ca sumd de PCDD,
PCDF si PCB asemanitori dioxinelor.

Acuratete ridicatd (veridicitate si precizie). Este necesar ca determinarea si furnizeze o estimare valida si
fiabild a concentratiei reale dintr-un egantion. O acuratete ridicatd (acuratetea masurdtorii: gradul de apropiere
dintre rezultatul unei masurdtori si valoarea reald sau atribuitd a marimii de masurat) este necesard pentru a se
evita respingerea rezultatului analizei unui esantion din cauza fiabilitdtii reduse a estimdrii TEQ. Acuratetea
este exprimatd ca veridicitate (diferenta dintre valoarea medie misuratd pentru un analit dintr-un material
certificat i valoarea certificatd a acesteia, exprimatd ca procentaj din aceastd valoare) si precizie (RSDg,
deviatia standard relativd, calculatd pe baza rezultatelor generate in conditii de reproductibilitate).

Metodele de depistare pot include biotestele si metodele CG/SM; metodele de confirmare cuprind cromatografia in
fazd gazoasi de inaltd rezolutie/spectrometria de masid de inaltd rezolutie (HRGC/HRMS).
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Pentru valoarea totald TEQ, trebuie sd se respecte urmatoarele criterii:

Metode de depistare Metode de confirmare
Ratd de fals negative <1%
Veridicitate —20% pand la + 20 %
Precizie RSDy <30% <15%

Cerinte specifice privind metodele CG/SM care trebuie respectate in scop de depistare sau de confirmare

—  Addugarea de etaloane interne de PCDDJF 2,3,7,8 clor-substituite si de PCB asemdndtori dioxinei marcate cu
13C trebuie sd se efectueze chiar de la inceputul efectudrii metodei de analizd, de exemplu, inaintea extractiei,
pentru validarea procedurii analitice. Trebuie addugat cel putin un congener pentru fiecare din grupele
omoloage tetra-octo-clorurate de PCDD/F si cel putin un congener pentru fiecare dintre grupele omoloage de
PCB asemdndtori dioxinei (alternativ, cel putin un congener pentru fiecare functie de inregistrare a ionului
selectionat prin spectrometrie de masd, utilizat pentru monitorizarea PCDD/F si a PCB asemdndtori dioxinei).
Este necesar si existe o preferingd clard, mai ales in cazul metodelor de confirmare, pentru utilizarea tuturor
celor 17 etaloane interne de PCDD|F 2,3,7,8-clor-substituite marcate cu *C si a tuturor celor 12 etaloane
interne de PCB asemdandtori dioxinei marcate cu *C.

—  Se determind, de asemenea, factorii de rispuns relativ pentru acei congeneri pentru care nu se adauga niciun
analog marcat cu *C, utilizdnd solutii de calibrare corespunzitoare.

—  Pentru furajele de origine vegetald si furajele de origine animali care contin mai putin de 10 % grisime, este
obligatorie addugarea etaloanelor interne inainte de extractie. Pentru furajele de origine animala ce contin mai
mult de 10 % grasime, etaloanele interne se pot adduga fie inaintea extractiei, fie dupd extractia grasimii. Se
efectueazd o validare adecvatd a eficientei metodei de extractie, in functie de etapa in care se introduc
etaloanele interne si de modul in care se consemneazd rezultatele (in functie de produs sau de grisime).

—  Inaintea analizei CG/SM, trebuie si se adauge unul sau doui etaloane de recuperare (surogat).

—  Este necesar controlul recuperdrii. Pentru metodele de confirmare, recuperarea etaloanelor interne individuale
trebuie sd se situeze in intervalul 60-120 %. Se acceptd si recuperdri inferioare sau superioare pentru
congeneri individuali, in special pentru dibenzodioxine si dibenzofurani hepta- si octo-clorurati, atat timp cat
contributia acestora la valoarea TEQ nu depiseste 10 % din valoarea TEQ totald (bazatd pe suma dintre
PCDDJF si PCB asemandtori dioxinei). Pentru metodele de depistare, recuperarea trebuie s se situeze in
intervalul 30-140 %.

—  Separarea dioxinelor de compusii clorurati interferenti, cum sunt PCB neasemandtori dioxinei si difenileterii
clorurai, se realizeazd prin tehnici cromatografice adecvate (de preferintd pe coloand de florisil, alumind
sifsau carbune).

—  Separarea izomerilor prin cromatografie in fazd gazoasd este suficientd (< 25 % de la varf la varf intre
1,2,3,4,7,8-HxCDF si 1,2,3,6,7,8-HxCDF).

—  Determinarea se realizeazd in conformitate cu metoda EPA 1613 revizuire B: dioxine si furani tetra-
octoclorurati prin metoda de dilutie a izotopilor HRGC/HRMS sau alti metodd cu criterii de performantd
echivalente.

—  Diferenta dintre limita superioard §i limita inferioard trebuie si nu depdseascd 20 % pentru furajele
caracterizate de o contaminare cu dioxine situatd in interval sau peste nivelul maxim de contaminare. Pentru
furajele cu niveluri de contaminare mult sub nivelul maxim, diferenta se poate situa in intervalul 25-40 %.

Metode analitice de depistare

Introducere

Se pot avea diferite abordari analitice utilizdnd o metodd de depistare: o abordare pur de depistare si o abordare
cantitativa.
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7.2.

7.3.

Abordare de depistare

Rispunsul esantioanelor este comparatd cu cea a unui esantion de referinti la nivelul de interes. Esantioanele cu un
raspuns inferior celui de referingd sunt declarate negative, iar cele cu raspuns superior sunt presupuse pozitive.
Cerinte:

— In fiecare serie de testdri trebuie sd se includd un esantion martor i unul de referintd, care se supun extractiei
si testdrii in acelagi timp si in conditii identice. Esantionul de referintd trebuie sd prezinte un rispuns cu mult
mai mare in comparatie cu un martor.

—  Se includ esantioane de referintd suplimentare de 0,5x §i 2x nivelul de interes, pentru a se demonstra
eficacitatea testului in intervalul de interes, pentru controlul nivelului de interes.

—  Atundi cind se testeazd alte matrice, trebuie sd se demonstreze ci esantionul (esantioanele) de referintd sunt
cele corespunzdtoare, de preferintd prin includerea esantioanelor la care s-a dovedit prin HRGC/HRMS ci au
un nivel TEQ in jurul celui al esantionului de referingd sau, altfel, a unui martor contaminat la nivelul
respectiv.

—  Deoarece etaloanele interne nu se pot utiliza in bioteste, testele cu privire la repetabilitate sunt foarte
importante, pentru a se obtine informatii privind deviatia standard in cadrul unei serii de teste. Coeficientul
de variatie trebuie si fie inferior valorii de 30 %.

—  pentru bioteste se definesc compusii-tintd, interferentele potentiale si nivelurile maxime tolerabile ale
martorului.

Abordare cantitativd

Aceasta necesitd o serie de dilutii standard, procese de curdtare si de misurare duble sau triple, precum si controale
de recuperare si ale martorului. Rezultatul poate fi exprimat ca TEQ, presupunandu-se astfel ci acei compusi care se
afld la originea semnalului corespund principiului TEQ. Acest lucru se poate realiza prin utilizarea TCDD (sau a
unui amestec etalon de dioxind/furan/PCB asemandtor dioxinei) pentru a se obtine o curbd de calibrare pentru
calculul nivelului TEQ din extract si, astfel, din esantion. Cantitatea obtinutd se corecteaza apoi cu valoarea TEQ
calculatd pentru un esantion martor (pentru a se tine cont de impurititile din solventi si din substantele chimice
utilizate) si pentru recuperare (calculatd pe baza valorii TEQ dintr-un esantion de control al calititii apropiatd de
limita de interes). Este esential sd se tind cont de faptul cd o parte din aparenta pierdere de recuperare poate fi
determinatd de efectele matricei sifsau de diferentele dintre valorile TEF in bioteste si valorile TEF oficiale stabilite de
OMS.

Cerinte privind metodele analitice pentru depistare

—  Depistarea se poate face prin metode analitice CG/SM sau prin bioteste. Pentru metodele CG/SM, trebuie
utilizate cerintele previzute la punctul 6. Pentru biotestele celulare se stabilesc cerinte specifice la punctul 7.3,
iar pentru biotestele realizate cu ajutorul kiturilor de testat se stabilesc cerinte specifice la punctul 7.4.

—  Sunt necesare informatii privind numarul de rezultate fals pozitive si fals negative obtinute pentru un set
mare de esantioane peste sau sub nivelul maxim sau nivelul de interventie, prin comparatie cu continutul
TEQ determinat printr-o metod analiticd de confirmare. Ratele efective de rezultate fals negative trebuie si se
situeze sub 1%. Rata de rezultate fals pozitive este suficient de scizutd pentru a face ca utilizarea
instrumentului de depistare si fie avantajoasa.

—  Rezultatele pozitive trebuie confirmate intotdeauna printr-o metodi analiticd de confirmare (HRGC/HRMS).
in plus, esantioanele dintr-o gama largd de TEQ se confirma prin HRGC/HRMS (aproximativ 2-10 % din
esantioanele negative). Se furnizeaza informatii privind corespondenta dintre rezultatele biotestelor si cele ale
HRGC/HRMS.

Ceringe specifice pentru bioteste celulare

—  (Cand se executd un biotest, fiecare testare necesitd o serie de concentratii de referintd ale TCDD sau ale unui
amestec de dioxind/furan (curbi de rispuns pentru o dozi completd cu un R? > 0,95). Cu toate acestea, in
scopuri de depistare se poate utiliza o curbd de nivel scazut extinsd, pentru analiza esantioanelor cu continut
scazut.

—  Pentru rezultatul biotestului intr-un interval de timp constant se utilizeazd pe o foaie de control al calititii o
concentragie TCDD de referintd (aproximativ de 3x limita de cuantificare). Ca alternativd, se poate utiliza drept
referind raspunsul relativ al unui esantion de referintd comparat cu o curbi de calibrare TCDD, deoarece
raspunsul celulelor poate depinde de multi factori.

—  Graficele de control al calititii pentru fiecare tip de material de referintd se inregistreaza si se verificd pentru a
se garanta ci rezultatul este conform cu liniile directoare stabilite.
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—  In special pentru calculele cantitative, realizarea dilutiei esantionului trebuie sd se situeze in cadrul portiunii
liniare a curbei de rdspuns. Esantioanele situate deasupra portiunii liniare a curbei de rispuns trebuie diluate si
testate din nou. Prin urmare, se recomanda testarea a cel putin trei dilutii o data.

—  Procentul deviatiei standard nu depdseste 15 % intr-o determinare tripld pentru fiecare dilutie a esantionului si
30 % pentru trei experimente independente.

—  Limita de detectie poate fi stabilitd la de 3 ori valoarea deviatiei standard a solventului martor sau a
raspunsului de fond. Altd abordare constd in aplicarea unui rispuns care se situeazi deasupra raspunsului de
fond (factor de inductie de 5x martorul solventului), calculat din curba de calibrare a zilei. Limita de
cuantificare poate fi stabilitd ca o valoare de la 5x pana la 6x deviatia standard a martorului solventului sau a
raspunsului de fond ori si se aplice un raspuns ce este clar superior raspunsului de fond (factor de inductie de
10x martorul solventului), calculat din curba de calibrare a zilei.

Cerine specifice pentru biotestele realizate pe bazd de kituri

—  Este necesar si se garanteze cd biotestele pe baza de kituri au o sensibilitate si o fiabilitate suficiente pentru a fi
aplicate furajelor.

—  Trebuie respectate instructiunile producatorului privind pregitirea si analiza esantioanelor.
—  Kiturile de testare nu se utilizeazd dupa data expirdrii.
—  Nu se utilizeazd materiale sau componente destinate utilizdrii cu alte kituri.

—  Kiturile de testare se pastreazd la o temperaturd de depozitare situatd in cadrul unui interval specificat si se
utilizeazd la temperatura de lucru specificatd.

—  Limita de detectie pentru imunodozari este determinatd ca suma mediei i a valorii de 3x deviatia standard,
bazatd pe o serie de 10 analize repetate ale martorului si care este impartitd la valoarea pantei ecuatiei de
regresie liniard.

—  Pentru testele realizate in laborator se utilizeaza etaloane de referintd, pentru a garanta ca raspunsul la etalon
se situeazd intr-un interval acceptabil.

Raportarea rezultatelor

In masura in care procedura analitici utilizatd permite acest lucru, rezultatele analitice contin niveluri individuale
ale congenerilor PCDD/F si PCB; rezultatele analitice se raporteaza ca limitd inferioard, limitd superioard si limitd
medie, pentru a se include un maximum de informatii in raportarea rezultatelor, permitand astfel interpretarea
rezultatelor in conformitate cu ceringele specifice.

Raportarea include, de asemenea, continutul de lipide al esantionului, precum si metoda utilizatd pentru extractia
lipidelor.

Trebuie si fie disponibile informatii despre recuperirile etaloanelor interne individuale, dacd recuperdrile se situeazd
in afara intervalului mentionat la punctul 6, dacd depisesc nivelul maxim, iar in celelalte cazuri, la cerere.

Dat fiind ¢, atunci cind se stabileste conformitatea esantionului, este necesar sd se tind cont de incertitudinea
masurdrii, acest parametru trebuie sd fie de asemenea disponibil. De aceea, rezultatul analizei se raporteazd ca x
+[- U, unde x este rezultatul analitic si U este incertitudinea de masurare extinsd, folosind un factor de acoperire 2,
care di un nivel de incredere de aproximativ 95 %. In cazul unei determindri separate a dioxinelor si a PCB
asemandtori dioxinei, suma incertitudinii extinse estimate a rezultatelor analitice separate ale dioxinelor si PCB
asemdndtori dioxinei se utilizeazd pentru suma dioxinelor si a PCB asemandtori dioxinei.

Daci incertitudinea de masurare se ia in considerare aplicindu-se CCa (conform descrierii de la punctul 1.2 din
prezenta parte B), acest parametru se comunicd.
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ANEXA VI

METODE DE ANALIZA PENTRU DETERMINAREA CONSTITUENTILOR DE ORIGINE ANIMALA PENTRU

CONTROLUL OFICIAL AL FURAJELOR

Conditii pentru detectarea, identificarea sau estimarea prin examinare microscopici a constituentilor de origine

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.3.

4.3.1.

[N

animali in furaje

Obiectiv si domeniu de aplicare

Prezentele conditii se utilizeazd in cazul in care detectarea constituentilor de origine animala (definiti ca produse
rezultate din prelucrarea carcaselor sau a unor parti din corpul mamiferelor, pasarilor de crescitorie sau pestilor) din
furaje se realizeazd prin examinare microscopicd in cadrul unui program de inspectie coordonat in domeniul
nutritiei animalelor, in conformitate cu Regulamentul (CE) nr. 882/2004 al Parlamentului European si al
Consiliului (). Pentru o mai buna detectare a anumitor tipuri de constituenti de origine animald sau pentru a se
preciza originea constituentilor de origine animald, se poate realiza o a doua analizd prin metode derivate sau
metode alternative, cu conditia ca metodele din prezenta anexd si se utilizeze in toate analizele oficiale. in plus, se
poate utiliza o variantd a protocolului in cazul in care se examineazd anumiti constituenti de origine animald
specifici, cum ar fi plasma sau oasele prezente in seu (a se vedea si punctul 9), cu conditia ca analizele respective si
se realizeze in completarea analizelor previzute in programul de inspectie coordonatd.

Sensibilitate

In functie de natura constituentilor de origine animal, este posibild detectarea unor cantititi foarte mici (< 0,1 %) in
furaje.

Principiu

Pentru identificare se utilizeazd un esantion reprezentativ, prelevat in conformitate cu dispozitiile din anexa I si care
a fost supus unei prepardri adecvate. Protocolul descris in continuare este adecvat pentru tratarea furajelor cu un
continut mic de umiditate. Furajele cu un continut de umiditate mai mare de 14 % se usucd (condenseazd) inaintea
tratamentului. Furajele sau materiile prime furajere speciale (de exemplu, grisimi, uleiuri) necesitd un tratament
specific (a se vedea punctul 9). Constituentii de origine animald se identifici pe baza caracteristicilor tipice,
identificabile prin examinare microscopici (adicd fibre musculare si alte particule de carne, cartilagii, oase, coarne,
pdr, par de porc, sange, pene, coji de oud, oase si solzi de peste). Identificarea trebuie sd se realizeze atdt pentru
fractia care a trecut prin sitd (6.1), cat si pentru sedimentul concentrat (6.2) de esantion.

Reactivi
Agent de includere

Clorhidrat (solutie apoasd, 60 % g/v).
Lesie (NaOH 2,5 % gfv sau KOH 2,5 % g|v) pentru fractiile cernute.

Ulei de parafind sau glicerol (vascozitate: 68-81) pentru examinarea microscopica a sedimentului.

Agenti de clatire

Alcool, 96 %.

Acetona.

Agent de concentrare

Tetracloretilend (densitate 1,62).

() JO L 165, 20.4.2004, p. 1.
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4.4.

4.4.1.

4.4.2.

4.4.3.

4.4.4.

4.5.

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

5.7.

6.1.

Reactivi de colorare

Solutie de iodfiodurd de potasiu (se dizolvd 2 g iodurd de potasiu in 100 ml apa si se adaugd 1 g de iod agitind
frecvent).

Rosu de alizarind (se dilueazd 2,5 ml acid clorhidric 1M in 100 ml apd si se adaugd 200 mg rosu de alizarind in
solutia obtinut).

Reactiv cistind (2 g acetat de plumb, 10 ¢ NaOH/100 ml H,0).

Solutie de iodfiodurd de potasiu (dizolvatd in etanol 70 %).

Reactiv decolorant

Solutie comerciald de hipoclorit de sodiu (9,6 % clor activ).

Echipament si accesorii

Balanti analiticd (precizie de 0,01 g, cu exceptia sedimentului concentrat: 0,001 g).

Dispozitiv de micinat (moard de macinat sau mojar, in special pentru furaje ce contin > 15 % grasime, detectati la
analizd).

Sitd cu ochiuri patrate cu ldrgimea de maximum 0,5 mm.

Palnie de separare sau pahar de laborator de decantare cu fund conic.

Microscop stereoscopic (mdrire de minimum 40 de ori).

Microscop compus (mirire de minimum 400 de ori), lumind transmisd sau lumina polarizata.

Sticldrie de laborator standard

Toatd aparatura se curdtd cu grijd. Palniile de separare si sticliria se spald in masina de spilat. Sitele se curdtd cu o

perie cu peri aspri.

Proceduri

Dacid ambele fractii se analizeazd ca esantioane individuale, furajele sub forma de pelete se cern in prealabil.

Cel putin 50 g de esantion se trateaza [dacd este necesar, se macind cu grija cu un dispozitiv de mdcinare adecvat
(5.2) pentru a obtine o structurd corespunzitoare]. Din materialul macinat se iau doud portiuni reprezentative, una
pentru fractia cernutd (cel putin 5 g) (6.1) si una pentru sedimentul concentrat (cel putin 5 g) (6.2). Pentru
identificare, se poate aplica suplimentar colorarea cu reactivi de colorare (6.3).

Pentru a indica natura proteinelor animale si originea particulelor, se poate utiliza un sistem de decizie asistata de
tipul ARIES si pot fi documentate esantioane de referintd.

Identificarea constituentilor de origine animald din fractiile cernute

Un esantion de cel putin 5 g se cerne prin sitd (5.3) in doud fractii.

Fractia (fractiile) cernutd (cernute) cu particule mari (sau o parte reprezentativa a fractiei) se aplicd in strat subtire pe
un suport adecvat si se examineaza sistematic la microscopul stereoscopic (5.5) cu mdriri diferite pentru detectarea
constituentilor de origine animald.

Lamelele preparate cu fractia (fractiile) cu particule fine se examineazd sistematic la microscopul compus (5.6) cu
mdriri diferite pentru detectarea constituentilor de origine animala.
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6.2.

6.3.

6.4.

Identificarea constituentilor de origine animald din sedimentul concentrat

Cel putin 5 g (cu o precizie de pand la 0,01 g) de esantion se transferd intr-o palnie de separare sau intr-un vas de
laborator de decantare cu fund conic si se trateaza cu cel putin 50 ml tetracloretilend (4.3.1). Amestecul se agitd sau
se amestecd de mai multe ori.

—  Daci se utilizeazd o palnie de separare inchisa, sedimentul se lasd sd stea un timp suficient (cel putin trei
minute) inainte de a fi separat. Se repetd agitarea si sedimentul se lasa iar s stea timp de cel putin trei minute.
Se separd din nou sedimentul.

—  Daci se utilizeaza un pahar de laborator deschis, sedimentul se lasa s stea cel putin cinci minute inainte de a
fi separat.

Sedimentul total se usuci si apoi se cantireste (cu o precizie de 0,001 g). Cantdrirea este necesarda doar dacd este
necesard o estimare. Dacd sedimentul contine multe particule mari, se poate cerne printr-o sitd (5.3) in doud fractii.
Sedimentul uscat se examineazd la microscopul stereoscopic (5.5) si la microscopul compus (5.6) pentru detectarea
constituentilor ososi.

Utilizarea agentilor de includere si a reactivilor de colorare

Pentru a facilita identificarea la microscop a constituentilor de origine animald se pot utiliza agenti de includere si
reactivi de colorare speciali.

Clorhidrat (4.1.1): Prin incilzire cu atentie, structurile celulare se vid mai clar, ca urmare a faptului cd granulele de
amidon se gelatinizeazd, iar continuturile celulare nedorite sunt eliminate.

Lesie (4.1.2): Atat hidroxidul de sodiu, cat si hidroxidul de potasiu limpezesc materialul furajului, facilitind detectia
fibrelor musculare, a parului sau a altor structuri cheratinoase.

Ulei de parafind si glicerol (4.1.3): Constituentii ososi pot fi identificati bine in acest agent de includere pentru ci
majoritatea lacunelor riman umplute cu aer si apar sub formd de gduri negre de aproximativ 5-15 pm.

Solutie de iodfiodurd de potasiu (4.4.1): Se utilizeazd pentru detectia amidonului (culoare albastrd-violetd) si a
proteinelor (culoare galbend-portocalie). Dacd este necesar, solutiile pot fi diluate.

Solutie de rosu de alizarind (4.4.2): Coloratie rosie/roz a oaselor, precum si a oaselor si solzilor de peste. Inainte
de uscarea sedimentului (a se vedea 6.2), intregul sediment se transferd intr-o eprubetd de sticld si se cliteste de doud
ori cu aproximativ 5 ml de alcool (4.2.1) (de fiecare data se utilizeazd un agitator, solventul se lasd sd stea timp de
aproximativ un minut si se elimind). inainte de a utiliza acest reactiv de colorare, sedimentul se decoloreazi
adaugandu-se cel putin 1 ml de solutie de hipoclorit de sodiu (4.5.1). Se permite ca reactia sd continue timp de
10 minute. Eprubeta se umple cu apd, se asteaptd timp de 2-3 minute ca sedimentul si se decanteze, iar apa si
particulele in suspensie se elimind. Sedimentul se cliteste de incd doud ori cu aproximativ 10 ml de apa (de fiecare
datd se utilizeazd un agitator, se lasd si stea si apoi se elimind apa). Se adaugd doud pand la zece sau mai multe
picituri (in functie de cantitatea de reziduu) de solugie de rosu de alizarinid. Amestecul se agitd si se permite
desfasurarea reactiei timp de cateva secunde. Sedimentul colorat se clateste de doud ori cu aproximativ 5 ml de
alcool (4.2.1), apoi o datd cu acetond (4.2.2) (de fiecare datd se utilizeazd un agitator, solventul se lasd si stea timp
de aproximativ un minut i se elimind). Astfel sedimentul este pregitit pentru a fi uscat.

Reactiv cistind (4.4.3): Prin incilzire cu atentie, constituentii care contin cistind (pdr, pene etc.) devin de culoare
negru-maro.

Examinarea furajelor susceptibile de a contine faind de peste

Se examineaza la microscopul compus (6.1 si 6.2) cel putin o lameld din fractia find cernutd si din fractia find de
sediment.

Daci eticheta indicd prezenta fiinii de peste in ingrediente sau daci se suspecteazi sau se detecteaza prezenta fainii
de peste la examinarea initiald, se examineaza cel putin incd doud lamele cu fractie find cernutd din esantionul
original, precum si fractia de sediment total.

Calcul si evaluare

Statele membre se asigurd ca procedurile descrise la prezentul punct sunt utilizate pentru toate analizele oficiale in
vederea estimdrii cantitatii (si nu doar a prezentei) constituentilor de origine animald.

Calculul se poate realiza doar in cazul in care constituentii de origine animald contin fragmente osoase.
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7.1.

7.2.

8.1.

8.2.

Fragmentele osoase ale speciilor terestre cu sange cald (de exemplu, mamifere si pasiri) se pot distinge de diferitele
tipuri de os de peste pe o lameld microscopicd, cu ajutorul lacunei tipice. Proportia de constituenti de origine
animald din egantion se estimeazd luand in considerare urmatoarele:

—  proportia estimatd (% greutate) de fragmente osoase in sedimentul concentrat; si
—  proportia (% greutate) de os din constituentii de origine animald.

Pentru estimare trebuie sd se examineze (dacd este posibil) cel putin trei lamele si cel putin cinci campuri pentru
fiecare lameld. in furajele combinate, sedimentul concentrat contine de reguli nu numai fragmente de oase de
animale terestre si de oase de peste, ci si alte particule cu greutate specificd mare, cum ar fi minerale, nisip,
fragmente de plante lignificate si altele.

Valoarea estimatd a procentajului de fragmente osoase

% de fragmente de oase de animale terestre = (S x ¢)/g
% de fragmente de oase si solzi de peste = (S x d)/g

[S = greutatea sedimentului (mg), ¢ = factor de corectie (%) pentru portiunea estimatd de oase de animale terestre
din sediment, d = factor de corectie (%) pentru portiunea estimati de fragmente de oase si solzi de peste din
sediment, g = greutatea esantionului pentru sedimentare (mg)].

Valoarea estimatd a constituentilor de origine animald

Proportia de os din produsele de origine animald poate si varieze foarte mult. (Procentajul de os este de ordinul a
50-60 % in cazul fainii de oase si de 20-30 % in cazul fiinii de carne; in cazul fainurilor de peste, continutul de os si
de solzi variazi in functie de categoria si de originea fiinii de peste, fiind de reguld de ordinul a 10-20 %).

Daci tipul fdinii de origine animald prezente in esantion este cunoscut, este posibil si se estimeze continutul:
Continutul estimat de constituenti al produselor din animale terestre (%) = (S x ¢)[(g x f) x 100
Continutul estimat de constituenti al produselor din peste (%) = (S x d)/(g x f) x 100

[S = greutatea sedimentului (mg), ¢ = factor de corectie (%) pentru portiunea estimatd de constituenti de oase de
animale terestre din sediment, d = factor de corectie (%) pentru portiunea estimatd de fragmente de oase si solzi
de peste din sediment, f = factor de corectie pentru proportia de oase din constituentii de origine animald din
esantionul examinat, g = greutatea esantionului pentru sedimentare (mg)].

Exprimarea rezultatelor examindrii

Raportul contine cel putin informatii privind prezenta constituentilor derivati din animale terestre si din fiind de
peste. Diferitele cazuri se raporteaza in modul urmator:

Referitor la prezenta constituentilor derivati din animale terestre:

—  in mdsura in care a fost perceptibil la microscop, in esantionul analizat nu a fost detectat niciun constituent
derivat din animale terestre;

sau

—  in mdsura in care a fost perceptibil la microscop, in esantionul analizat au fost detectati constituenti derivati
din animale terestre.

N
b

i, referitor la prezenta fiinii de peste:

— in mdsura in care a fost perceptibil la microscop, niciun constituent derivat din peste nu a fost detectat in
esantionul analizat;

sau

— in mdsura in care a fost perceptibil la microscop, in esantionul analizat au fost detectati constituenti derivati
din peste.
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Daci sunt detectati constituenti derivati din peste sau din animale terestre, raportul privind rezultatele examinarii,
daci este necesar, poate sd indice o estimare a cantitdtii de componente detectate (x %, < 0,1 %, 0,1-0,5 %, 0,5-5 %
sau > 5 %), alte specificatii privind tipul animalului terestru, daci este posibil, precum si constituentii de origine
animald identificati (fibre musculare, cartilaj, oase, coarne, pdr, peri de porc, pene, sange, coji de oud, oase de peste,
solzi).

Pentru cazul in care se estimeazd cantitatea de constituenti de origine animald, se mentioneaza factorul de corectie f
utilizat.

Pentru cazul in care se identificdi componente osoase derivate din animalele terestre, raportul contine mentiunea
suplimentara:

,Nu se poate exclude posibilitatea provenientei din mamifere a constituentilor mentionati anterior.”

Aceastd mentiune suplimentard nu este necesard in cazurile in care fragmentele osoase provenite de la animale
terestre sunt specificate ca fragmente osoase provenite de la pasdri de crescitorie sau mamifere.

9. Protocol facultativ pentru analiza grisimilor sau a uleiurilor

Pentru analiza grisimilor sau a uleiurilor se poate utiliza urmdtorul protocol:

—  Dacid grisimea este solidd, aceasta se incilzeste, de exemplu intr-un cuptor cu microunde, pana cand devine
lichida.

—  Cu ajutorul unei pipete, se transferd 40 ml de grasime din partea inferioard a esantionului intr-un tub de
centrifuga.

—  Se centrifugheaza timp de 10 minute la 4 000 rpm.

—  Dacil grasimea se solidificd dupa centrifugare, aceasta se incdlzeste incd o datd intr-un cuptor pand cand
devine lichidd. Se repetd centrifugarea timp de cinci minute la 4 000 rpm.

—  Cu ajutorul unei linguri mici sau al unei spatule, se transferd jumadtate din impuritdtile decantate intr-o placd
Petri sau pe o lameld de microscop pentru identificarea microscopicd a unui posibil continut de constituenti
de origine animala (fibre de carne, pene, fragmente osoase s.a.). Ca agent de includere pentru microscopie, se
recomanda uleiul de parafind sau glicerolul.

—  Impurititile rimase se utilizeazd pentru sedimentare, conform descrierii de la punctul 6.2.
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ANEXA VII

METODA DE CALCUL A VALORII ENERGETICE A HRANEI PENTRU PASARILE DE CRESCATORIE

1.  Metoda de calcul si exprimarea valorii energetice
Valoarea energeticd a hranei combinate pentru pasdrile de crescitorie se calculeazd aplicandu-se formula de mai jos, pe

baza procentajului anumitor compusi analitici ai hranei pentru pasarile de crescatorie. Aceastd valoare se exprimd in
megajouli (M]) de energie metabolizabild (EM), corectatd pentru azot, per kilogram de furaje combinate:

MJ/kg de EM = 0,1551 x % proteind brutd + 0,3431 x % grisime brutd + 0,1669 x % amidon + 0,1301 x % zaharuri
totale (exprimate in zaharoza).

2. Tolerante aplicabile valorilor declarate

In cazul in care la inspectia oficiald se constatd o diferentd (valoare energetici mai mare sau mai mica a hranei pentru
pasari) intre rezultatul inspectiei si valoarea energetici mentionatd, se admite o tolerantd minima de 0,4 MJ/kg EM.

3. Exprimarea rezultatului

Rezultatul obtinut prin aplicarea formulei mentionate se exprimi cu o zecimald.

4. Metode de esantionare si de analizd

Prelevarea esantionului din furajele combinate si determinarea continutului de compusi analitici indicati in metoda de
calcul trebuie si se efectueze in conformitate cu metodele comunitare de esantionare si de analizd pentru controlul
oficial al hranei pentru animale.

Se aplicd urmitoarele metode:

—  pentru determinarea continutului de grisime brutd: procedura B a metodei de determinare a ulejurilor si a
grasimilor brute, din anexa IIl partea H.

—  pentru determinarea continutului de amidon: metoda polarimetricd, din anexa III partea L.
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ANEXA VIII

METODE DE ANALIZA PENTRU CONTROLUL PREZENTEI ILEGALE IN FURAJE A ADITIVILOR CARE NU
MAI SUNT AUTORIZATI

Note importante

Pentru detectarea prezentei ilegale in furaje a aditivilor care nu mai sunt autorizati se pot utiliza metode de analiza
mai sensibile decat cele mentionate in prezenta anexa.

Metodele de analizi mentionate in prezenta anexd se utilizeaza in scop de confirmare.

A.  DETERMINAREA CONTINUTULUI DE METIL BENZOQUAT

7-benziloxi-6-butil- 3-metoxicarbonil-4-chinolond

1. Obiectiv si domeniu de aplicare

Metoda permite determinarea continutului de metil benzoquat din furaje. Limita de cuantificare este de 1 mg/kg.

2. Principiu

Se extrage metil benzoquat din esantion cu ajutorul unei solutii metanolice de acid metansulfonic. Extractul este
purificat cu diclormetan, prin cromatografie prin schimb ionic apoi din nou cu diclormetan. Continutul de metil
benzoquat se determind cu ajutorul cromatografiei lichide de inaltd performantd cu fazd inversatd (RP-HPLC),
utilizand un detector de radiatii UV.

3. Reactivi

3.1. Diclormetan.

3.2. Metanol, de calitate HPLC.
3.3. Fazd mobild HPLC

Amestec de metanol (3.2) si apd (de calitate HPLC) 75 + 25 (v + V).

Se trece printr-un filtru de 0,22 pm (4.5) si se degazeazi solutia (de exemplu, prin ultrasonare timp de
10 minute).

3.4. Solutie de acid metansulfonic, ¢ = 2 %

Se dilueazd 20 ml acid metansulfonic pani la 1 000 ml, cu metanol (3.2).
3.5. Acid clorhidric, ¢ = 10 %

Se dilueazd, cu apd, 100 ml acid clorhidric (pyo 1,18 g/ml) pand la 1 000 ml.
3.6. Risind Amberlit schimbitoare de cationi CG-120 (Na), ochiuri 100-200

Risina se pretrateazd inainte de utilizare. Se trateazd 100 g de rdsind cu 500 ml solutie de acid clorhidric (3.5) si
se incdlzeste pe o plitd pani la fierbere, amestecand continuu. Se lasd s se riceasca si se decanteazd acidul. Se
filtreaza printr-o hartie de filtru, sub vid. Se spald risina de doud ori, cu cate 500 ml api si apoi cu 250 ml
metanol (3.2). Se cliteste risina cu incd 250 ml metanol si se usucd trecand un curent de aer prin turta de filtrare.
Risina uscatd se pastreazd intr-o sticld inchisa.
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3.7.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.4.1.

4.5.

4.6.

5.1.

5.1.1.

5.2.

5.3.

Substantd etalon: metil benzoquat pur (7-benziloxi-6-butil-3-metoxicarbonil-4-chinolon)
Solutie etalon stoc de metil benzoquat, 500 pg/ml

Se cantdresc, cu o abatere de 0,1 mg, 50 mg de substanta etalon (3.7), se dizolva in solutie de acid metansulfonic
(3.4) intr-un balon gradat de 100 ml, se completeazd pand la semn si se amesteca.

Solutie etalon intermediard de metil benzoquat, 50 pg/ml

Se transferd 5 ml de solutie etalon stoc de metil benzoquat (3.7.1) intr-un balon gradat de 50 ml, se completeazd
pand la semn cu metanol (3.2) si se amestecd.

Solutii de calibrare

Se transferd 1, 2, 3, 4, si 5 ml de solutie etalon intermediard de metil benzoquat (3.7.2) intr-o serie de baloane
gradate de 25 ml. Se completeazd pani la semn cu faza mobild (3.3) si se amestecd. Aceste solutii au concentratii
de 2, 4, 6, 8 si 10 pg/ml de metil benzoquat. Solutiile se prepard imediat inainte de a fi utilizate.

Aparaturd

Agitator de laborator.
Evaporator rotativ cu generare de film.

Coloand de sticld (250 mm x 15 mm) prevdzutd cu robinet de inchidere si rezervor cu capacitatea aproximativa
de 200 ml.

Echipament HPLC cu detector de raze UV cu lungimi de undd variabile sau detector cu grup de diode
Coloand pentru cromatografie lichidd: 300 mm x 4 mm, Cy;, particule de 10 pm sau echivalent.
Filtre cu membrand, 0,22 pm.

Filtre cu membrand, 0,45 pm.

Procedura
Aspecte generale

Se analizeazd un furaj martor pentru a verifica absenta metil benzoquatului si a substantelor interferente.

Se efectueaza un test de recuperare prin analizarea furajului martor care a fost imbogdtit prin adiugarea unei
cantitdti de metil benzoquat, similard cu cea prezentd in esantion. Pentru a obtine o concentratie de 15 mg/kg, se
adaugd 600 pl din solutia etalon stoc (3.7.1) la 20 g de furaj martor, se amestec si se asteaptd 10 minute inainte
de a se incepe etapa de extractie (5.2).

Nota: Conform acestei metode, furajul martor este similar, ca tip, cu esantionul, iar metil benzoquatul nu trebuie
sd fie detectat la analiza.

Extractie

Se cantdresc, cu o abatere de 0,01 g, aproximativ 20 g din esantionul preparat si se transferd intr-un flacon tip
Erlenmeyer de 250 ml. Se adaugd 100 ml de solutie de acid metansulfonic (3.4) si se agitd mecanic (4.1) timp de
30 minute. Se filtreaza solutia prin hartie de filtru §i se pastreaza filtratul pentru etapa de separare lichid-lichid
(5.3).

Separarea lichid-lichid

Intr-o palnie de separare de 500 ml care contine 100 ml solugie de acid clorhidric (3.5) se transferd 25 ml din
filtratul obtinut la (5.2). Se adaugd 100 ml diclormetan (3.1) prin palnie si se agitd timp de 1 minut. Se asteaptd
pand la separarea straturilor si se scurge stratul inferior (diclormetan) intr-un balon cu fundul rotund de 500 ml.
Se repetd extractia fazei apoase cu incd doud portii de cate 40 ml de diclormetan i se combind acestea cu primul
extract in balonul cu fund rotund. Se evapord extractul de diclormetan pand la uscare pe evaporatorul rotativ
(4.2) la presiune scazutd si la temperaturd de 40 °C. Se dizolvd reziduul in 20-25 ml metanol (3.2), se inchide
balonul si se pastreazd intregul extract pentru cromatografia prin schimb ionic (5.4).
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5.4.2.

5.5.

5.6.

5.6.1.

5.6.2.

5.6.3.

Cromatografia prin schimb ionic
Pregdtirea coloanei de schimb cationic

Se introduce un dop de vatd de sticld in capatul inferior al coloanei de sticld (4.3). Se prepard o suspensic de 5 g
de risind schimbitoare de cationi tratatd (3.6) cu 50 ml acid clorhidric (3.5), se toarnd in coloana de sticla si se
lasd sa se sedimenteze. Se indeparteazd acidul in exces pand se ajunge aproape de suprafata stratului de rasind si
se spald coloana cu apd pand cand efluentul devine neutru la turnesol. Se transferd 50 ml metanol (3.2) in
coloand si se lasd sd se dreneze pand la suprafata rasinii.

Cromatografia pe coloand

Se transferd cu grijd in coloand, utilizind o pipetd, extractul obtinut la (5.3). Se cliteste balonul cu fund rotund cu
doud portii de 5-10 ml metanol (3.2) si se transferd lichidele de spdlare in coloand. Se toarnd extractul pe
suprafata stratului de risind si se spald coloana cu 50 ml metanol, avand grija ca debitul s3 nu depaseascd 5 ml pe
minut. Se indepdrteazi efluentul. Se elueazd metil benzoquatul din coloani folosind 150 ml de solutie de acid
metansulfonic (3.4) si se colecteazd eluatul din coloand intr-un flacon tip Erlenmeyer de 250 ml.

Separarea lichid-lichid

Se transferd eluatul obtinut la (5.4.2) intr-o palnie de separare de 1 litru. Se cliteste flaconul tip Erlenmeyer cu
5-10 ml metanol (3.2) si se combind lichidele de spalare cu continutul palniei de separare. Se adaugd 300 ml
solutie de acid clorhidric (3.5) si 130 ml de diclormetan (3.1). Se agitd timp de 1 minut si se asteaptd separarea
fazelor. Se evacueazi stratul inferior (diclormetan) intr-un balon cu fundul rotund de 500 ml. Se repetd extractia

fazei apoase cu alte doud portii de 70 ml de diclormetan si se combina aceste extracte cu primul in balonul cu
fund rotund.

Se evapord extractul de diclormetan pand la uscare pe evaporatorul rotativ (4.2) la presiune scizutd si la
temperatura de 40 °C. Se dizolvd reziduul din balon cu aproximativ 5 ml de metanol (3.2) si se transferd
cantitativ aceastd solutie intr-un balon gradat de 10 ml. Se cliteste balonul cu fund rotund cu alte doud portii de
1-2 ml metanol, apoi acestea se transferd in balonul gradat. Se completeazd cu metanol pand la semn si se
amestecd. Se filtreazd o parte alicotd printr-un filtru cu membrand (4.6). Se pastreazd aceastd solutie pentru
determinarea HPLC (5.6).

Determinarea prin HPLC

Parametri

Urmatoarele conditii sunt propuse cu titlu orientativ; se pot aplica si alte conditii, daci acestea duc la rezultate
echivalente:

—  coloand pentru cromatografie lichidd (4.4.1);
—  fazd mobild HPLC: amestec metanol-apa (3.3);
—  debit: 1-1,5 ml/minut;

—  Lungimea undei de detectie: 265 nmy;

—  volum de injectie: 20-50 pl.

Se verificd stabilitatea sistemului cromatografic, injectind de mai multe ori solutia de calibrare (3.7.3) continand
4 pg/ml, pand la obtinerea de indltimi (arii) ale varfurilor si de timpi de retentie constanti.

Curba de calibrare
Se injecteazd fiecare solutie de calibrare (3.7.3) de mai multe ori si se determind inaltimile (ariile) medii ale

varfurilor pentru fiecare concentratie. Se traseazd o curbid de calibrare utilizand inaltimile (ariile) medii ale
varfurilor solutiilor de calibrare ca ordonate si concentratiile corespunzatoare, in pg/ml, ca abscise.

Solutia de esantion

Se injecteazd extractul de esantion (5.5) de mai multe ori, utilizand acelasi volum ca cel utilizat pentru solutiile de
calibrare §i se determind iniltimea (aria) medie a varfurilor de metil benzoquat.

Calculul rezultatelor

Din iniltimea (aria) medie a varfurilor de metil benzoquat din solutia de esantion se determind concentratia in
pg/ml a solutiei de esantion prin referire la curba de calibrare (5.6.2).
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Continutul de metil benzoquat w (mg/kg) din esantion este dat de formula urmatoare:

cx 40
W=
m

unde:

¢ = concentratia de metil benzoquat din solutia de esantion, in pg/ml;
m = greutatea portiunii de testat, in grame.

Validarea rezultatelor
Identitate
Identitatea analitului poate fi confirmata prin co-cromatografie sau prin utilizarea unui detector cu grup de diode

care permite compararea spectrelor extractului de esantion i ale solutiei de calibrare (3.7.3), care contine
10 pg/ml.

Co-cromatografie
Un extract de esantion se imbogdteste prin addugarea unei cantitdti corespunzitoare de solutie etalon

intermediard (3.7.2). Cantitatea de metil benzoquat addugata trebuie s fie similard cu cantitatea estimatd de metil
benzoquat din extractul de esantion.

Numai inaltimea varfului de metil benzoquat se mareste dupd luarea in considerare atat a cantitatii adaugate, cat
si a dilutiei extractului. Lirgimea varfului la jumatatea indltimii sale maxime trebuie sd se incadreze intr-o variatie
de aproximativ 10 % din ldrgimea initiald.

Detectie cu grup de diode

Rezultatele se evalueazd in functie de urmdtoarele criterii:

(@) lungimea de undi a absorbtiei maxime a spectrelor esantionului si etalonului, inregistratd la varful cel mai
inalt al cromatogramei, trebuie sd fie aceeasi intr-o marji determinatd de puterea de rezolutie a sistemului
de detectie. Pentru detectia cu grup de diode, aceasta este in mod normal de aproximativ 2 nm;

(b) intre 220 si 350 nm, spectrele esantionului si etalonului inregistrate la varful cel mai inalt al
cromatogramei nu trebuie s3 fie diferite pentru partile spectrului situate intre 10 si 100 % din absorbanta
relativd. Acest criteriu este indeplinit atunci cand sunt prezente aceleasi maxime si cand deviatia dintre
doud spectre nu depiseste in niciun punct observat 15 % din absorbanta analitului etalon;

(¢) intre 220 si 350 nm, spectrele curbei ascendente, ale punctului maxim si ale curbei descendente ale
varfului produs de extractul de esantion nu trebuie si fie diferite unele de altele pentru acele parti ale
spectrului situate intre 10 si 100 % din absorbanta relativa. Acest criteriu este indeplinit atunci cand sunt
prezente aceleasi maxime si cand deviatia dintre spectre nu depdseste in niciun punct observat 15 % din
absorbanta spectrului punctului maxim.

Daci unul din aceste criterii nu este indeplinit, prezenta analitului nu a fost confirmata.

Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri paralele efectuate pe acelasi esantion nu trebuie sd depiseasci:
10 % fata de rezultatul superior pentru continutul de metil benzoquat cuprins intre 4 si 20 mg/kg.

Recuperare

Pentru un esantion martor imbogatit, recuperarea este de cel putin 90 %.

Rezultatele unui studiu colaborativ

Cinci esantioane au fost analizate de 10 laboratoare. Fiecare esantion a ficut obiectul unei duble analize.

Martor Fiind 1 Pelete 1 Fiini 2 Pelete 2
Medie (mg/kg) ND 4,5 4,5 8,9 8,7
s, (mg/kg) — 0,3 0,2 0,6 0,5
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

Martor Faind 1 Pelete 1 Fdind 2 Pelete 2
CV, (%) — 6,7 4,4 6,7 5,7
S (mgfkg) — 0,4 0,5 0,9 1
CVi (%) — 8,9 11,1 10,1 11,5
Recuperare (%) — 92 93 92 89

ND = nedetectat;
s, = deviatia standard a repetabilitatii;

CV, = coeficientul de variatie a repetabilitatii, %;
Sk = deviatia standard a reproductibilitatii;
CVy = coeficientul de variatie a reproductibilitatii, %.

B.  DETERMINAREA CONTINUTULUI DE OLAQUINDOX

2-[N-2'~(hidroxietil)carbamoil |- 3-metilquinoxalind-N,N*-dioxid

Obiectiv si domeniu de aplicare

Metoda permite determinarea continutului de olaquindox din furaje. Limita de cuantificare este de 5 mg/kg.

Principiu

Esantionul se extrage cu un amestec api si metanol. Continutul de olaquindox se determind prin cromatografie
lichidd de naltd performanti cu fazd inversatd (RP-HPLC), utilizind un detector de radiatii UV.

Reactivi

Metanol.

Metanol, de calitate HPLC.

Apd, de calitate HPLC.

Fazd mobild pentru HPLC

Amestec de api (3.3) si metanol (3.2), 900 + 100 (V + V)

Substantd etalon: olaquindox pur 2-[N-2’-(hidroxietil)carbamoil]-3-metilquinoxalind-N!,N*-dioxid, E 851.
Solutie etalon stoc de olaquindox, 250 pg/ml

Se cantdresc, cu o abatere de 0,1 mg, 50 mg de olaquindox (3.5) intr-un balon gradat de 200 ml si se adaugd
circa 190 ml de apa. Apoi se introduce balonul timp de 20 minute intr-o baie cu ultrasunete (4.1). Dupd
tratamentul cu ultrasunete, se aduce solutia la temperatura camerei, se completeaza pand la semn cu api si se
amestecd. Se impacheteazd balonul in folie de aluminiu §i se depoziteazd in frigider. Aceastd solutie trebuie
preparatd proaspat in fiecare luna.

Solutie etalon intermediard de olaquindox, 25 pg/ml

Se transferd 10 ml din solutia etalon stoc (3.5.1) intr-un balon gradat de 100 ml, se completeazd pand la semn cu
fazd mobild (3.4) si se amestecd. Se impacheteazd balonul in folie de aluminiu si se depoziteazd in frigider.
Aceastd solutie trebuie preparatd proaspat in fiecare zi.

Solutii de calibrare

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

Aceste solutii trebuie preparate proaspit in fiecare zi.
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4.1.

4.2.

4.3.

5.2.

5.3.

Aparaturd

Baie cu ultrasunete.

Agitator mecanic.

Echipament HPLC cu detector de raze UV cu lungime de unda variabild sau detector cu grup de diode.
Coloand pentru cromatografie lichidd, 250 mm x 4 mm, Cyg, particule de 10 sau echivalent.

Filtre cu membrang, 0,45 pm.

Proceduri

Notd: Olaquindoxul este sensibil la lumina. Toate operatiile se efectueazd sub lumind atenuatd sau se foloseste
sticlarie bruna.

Aspecte generale

Se analizeazd un furaj martor pentru a verifica absenta de olaquindox si a substantelor interferente.

Se efectueazd un test de recuperare prin analizarea furajului martor la care s-a addugat o cantitate de olaquindox,
similard cu cea prezentd in esantion. Pentru a obtine o concentratie de 50 mg/kg, se transferd 10 ml de solutie
etalon stoc (3.5.1) intr-un flacon tip Erlenmeyer de 250 ml si se evapord solutia pand la aproximativ 0,5 ml. Se
adaugi 50 g de furaj martor, se amestecd bine si se lasd timp de 10 minute, amestecand din nou de mai multe ori
inainte de a trece la etapa de extractie (5.2).

Notda: Conform acestei metode, furajul martor este similar, ca tip, cu esantionul si nu trebuie detectatd prezenta de
olaquindox.

Extractie

Se cantdresc, cu o abatere de 0,01 g, aproximativ 50 g de esantion. Se transferd intr-un flacon tip Erlenmeyer de
1 000 ml, se adaugd 100 ml de metanol (3.1) si se introduce balonul timp de 5 minute in baia cu ultrasunete
(4.1). Se adauga 410 ml de apd si se lasd in baia cu ultrasunete timp de alte 15 minute. Se scoate flaconul din baia
cu ultrasunete, se agitd timp de 30 de minute in agitator (4.2) si se filtreazd printr-un filtru cutat. Se transferd
10 ml de filtrat intr-un balon gradat de 20 ml, se completeazi pand la semn cu apd si se amestecd. Se filtreaza o
parte alicotd printr-un filtru cu membrand (4.4) (a se vedea punctul 9, Observatii). Se efectueazd determinarea
prin HPLC (5.3).

Determinarea prin HPLC
Parametri

Urmdtoarele conditii sunt propuse cu titlu orientativ; se pot aplica si alte conditii, daci acestea duc la rezultate
echivalente.

Coloand analitica (4.3.1)

Fazd mobild (3.4): amestec de apd (3.3) si de metanol (3.2), 900 + 100 (V + V)
Debit: 1,5-2 ml/minut

Lungimea undei de 380 nm

detectie:

Volum de injectie: 20-100 pl

Se verificd stabilitatea sistemului cromatografic injectandu-se de mai multe ori solutia de calibrare (3.5.3) care
contine 2,5 pg/ml, pand cand se obtin valori de varf si timpi de retentie constanti.

Curba de calibrare

Se injecteaza fiecare solutie de calibrare (3.5.3) de mai multe ori §i se determind valorile (ariile) medii ale
varfurilor pentru fiecare concentratie. Se traseazd o curbd de calibrare utilizand indltimile (ariile) medii ale
varfurilor solutiilor de calibrare ca ordonate si concentratiile corespunzitoare, in pg/ml, ca abscise.

Solutia de esantion

Se injecteazd extractul de esantion (5.2) de mai multe ori folosind acelasi volum ca si cel utilizat pentru solutiile

de calibrare i se determind inaltimea (suprafata) medie a varfurilor de olaquindox.



26.2.2009

Jurnalul Oficial al Uniunii Europene

L 54/115

7.1.

7.1.1.

7.2.

7.3.

Calculul rezultatelor

Din indltimea (aria) medie a varfurilor de olaquindox din solutia de esantion se determind concentratia in pg/ml a
solutiei de esantion prin referire la curba de calibrare. (5.3.2).

Continutul w de olaquindox al esantionului, exprimat in mg/kg, este dat de urmdtoarea formuld:

¢ x 1000
wW=——
m

unde:

¢ = concentratia de olaquindox din extractul de esantion (5.2) in pg/ml;

m = greutatea portiunii de testat, in g (5.2).

Validarea rezultatelor
Identitate

Identitatea analitului poate fi confirmatd prin co-cromatografie sau prin utilizarea unui detector cu grup de diode
prin care se compara spectrul extractului de esantion (5.2) si cel al solutiei de calibrare (3.5.3), continand 5 pg/m.

Co-cromatografie

Un extract de esantion (5.2) se imbogateste prin addugarea unei cantititi adecvate de solutie de calibrare (3.5.3).
Cantitatea de olaquindox addugatd trebuie s fie similard cu cantitatea de olaquindox detectatd in extractul de
esantion.

Numai indltimea varfului de olaquindox se mdreste dupd luarea in considerare atat a cantitatii addugate, cat si a
dilutiei extractului. Lirgimea varfului, la jumatatea indltimii sale, trebuie sd se incadreze intr-o variatie de £ 10 %
din lirgimea initiald a varfului de olaquindox al extractului de esantion neimbogatit.

Detectie cu grup de diode

Rezultatele se evalueazd in functie de urmdtoarele criterii:

(@ lungimea de undi a absorbtiei maxime a spectrelor esantionului si etalonului, inregistrata la varful cel mai
inalt al cromatogramei, trebuie s fie identic intr-o marji determinati de puterea de rezolutie a sistemului
de detectie. Pentru detectia cu grup de diode, acest interval este in general de £ 2 nm;

(b) intre 220 si 400 nm, spectrele esantionului si etalonului inregistrate la varful cel mai inalt al
cromatogramei nu trebuie si fie diferite pentru acele parti ale spectrului situate intre 10 si 100 % din
absorbanta relativa. Acest criteriu este indeplinit atunci cAnd sunt prezente aceleasi maxime si cand deviatia
dintre spectre nu depaseste in niciun punct observat 15 % din absorbanta analitului etalon;

(0 intre 220 si 400 nm, spectrele curbei ascendente, punctului maxim si curbei descendente ale varfului
produs de extractul de esantion nu trebuie si fie diferite unele de altele pentru acele parti ale spectrului
situate intre 10 i 100 % din absorbanta relativd. Acest criteriu este indeplinit atunci cind sunt prezente
aceleagi maxime si cAnd deviatia dintre spectre nu depdseste in niciun punct observat 15 % din absorbanta
spectrului celui mai inalt varf al cromatogramei.

Dacd unul din aceste criterii nu este indeplinit, prezenta analitului nu a fost confirmata.

Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele a doud determinari paralele efectuate pe acelasi esantion nu trebuie si depiseascd
15 % fatd de valoarea superioard, pentru continuturile de olaquindox cuprinse intre 10 si 200 mg/kg.

Recuperare

Pentru un esantion martor imbogatit, recuperarea este de cel putin 90 %.
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

Rezultatele unui studiu colaborativ

La nivelul CE a fost organizat un studiu colaborativ in cursul ciruia au fost analizate patru esantioane de hrani
pentru purcei, inclusiv un esantion martor, de citre 13 laboratoare. Rezultatele sunt prezentate mai jos:

Esantion 1 Esantion 2 Esantion 3 Esantion 4

L 13 10 11 11
n 40 40 44 44
medie (mg/kg) — 14,6 48 95,4
s, (mg/kg) — 0,82 2,05 6,36
Sk (mgfkg) — 1,62 4,28 8,42
CV; (%) — 5,6 4,3 6,7
CVy (%) — 11,1 8,9 8,8
Continut nominal

(mg/kg) — 15 50 100
recuperare % — 97.3 96 95,4

= numadr de laboratoare;

n = numir de valori unice;
s, = deviatia standard a repetabilittii;
Sk = deviatia standard a reproductibilitatii;

CV, = coeficientul de variatie a repetabilitatii;
CVr = coeficientul de variatie a reproductibilitatii.

Observatie
Cu toate cd metoda nu a fost validatd pentru furajele care contin peste 100 mg/kg de olaquindox, este posibil si

se obtind rezultate satisficitoare prin folosirea unui esantion cu o greutate mai micd sifsau prin diluarea
extractului (5.2) pentru a atinge o concentraie situatd in intervalul curbei de calibrare (5.3.2).

C.  DETERMINAREA CONTINUTULUI DE AMPROLIUM

Clorhidrat de clorurd de 1-[(4-amino-2-propilpirimidin-5-il)metil]-2-metil-piridind

Obiectiv si domeniu de aplicare

Metoda permite determinarea continutului de amprolium din furaje §i premixuri. Limita de detectie este de
1 mg/kg, limita de cuantificare este de 5 mg/kg.

Principiu

Esantionul este extras cu un amestec de metanol si apd. Dupd diluarea cu fazd mobild si filtrarea prin membrana,
continutul de amprolium se determind prin cromatografie lichidd de inaltd performantd (HPLC) cu schimb de
cationi, utilizdnd un detector UV.

Reactivi

Metanol.

Acetonitril, de calitate HPLC.

Apd, de calitate HPLC.

Solutie de fosfat diacid de sodiu, ¢ = 0,1 mol/l

Se dizolva 13,8 g de fosfat diacid de sodiu in api (3.3) intr-un balon gradat de 1 000 ml, se completeaza pand la
semn cu apd (3.3) si se amestecd.
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3.5.

3.6.

3.7.

3.7.1.

3.7.2.

3.7.3.

3.8.

4.2.

4.3.

4.4,

4.5.

Solutie de perclorat de sodiu, ¢ = 1,6 mol/l

Se dizolvd 224,74 g de perclorat de sodiu monohidrat in api (3.3) intr-un balon gradat de 1 000 ml, se
completeazd pand la semn cu apd (3.3) si se amesteci.

Fazd mobild pentru HPLC (a se vedea observatia de la 9.1)

Amestec de acetonitril (3.2), solutie de fosfat diacid de sodiu (3.4) si solutie de perclorat de sodiu (3.5), 450
+ 450 + 100 (v + v + v). Inainte de utilizare, se filtreazd printr-un filtru cu membrand de 0,22 pm (4.3) si se
degazeazd solutia [de exemplu, intr-o baie cu ultrasunete (4.4) timp de cel putin 15 minute].

Substantd etalon: amprolium pur, clorhidrat de clorurd de 1-[(4-amino-2-propilpirimidin-5-iljmetil]-2-metil-
piridind, E 750 (a se vedea 9.2)

Solutie etalon stoc de amprolium, 500 pg/ml

Se cantiresc, cu o abatere de 0,1 mg, 50 mg de amprolium (3.7) intr-un balon gradat de 100 ml, se dizolvi in
80 ml de metanol (3.1) si se plaseazd balonul timp de 10 minute intr-o baie cu ultrasunete (4.4). Dupi
tratamentul cu ultrasunete, se aduce solutia la temperatura camerei, se completeaz pand la semn cu api si se
amestecd. La o temperaturd < 4 °C, solutia este stabild timp de o luna.

Solutie etalon intermediard de amprolium, 50 pg/ml

Se pipeteazd 5 ml din solutia etalon stoc (3.7.1) intr-un balon gradat de 50 ml, se completeaz pand la semn cu
solvent de extractie (3.8) si se amestecd. La o temperaturd < 4 °C, solutia este stabild timp de o lund.

Solutii de calibrare

Se transferd 0,5, 1 si 2 ml din solutia etalon intermediard (3.7.2) intr-o serie de baloane gradate de 50 ml. Se
completeazd pand la semn cu faza mobild (3.6) si se amestecd. Aceste solutii corespund la 0,5, 1 si respectiv 2 g
de amprolium per ml. Solutiile se prepard imediat inainte de utilizare.

Solvent de extractie

Amestec de metanol (3.1) si apd 2 + 1 (v + v).

Aparaturd

Echipament HPLC cu sistem de injectie, permitind injectarea de volume de 100 pl

Coloand pentru cromatografie lichidd de 125 mm x 4 mm, Nucleosil 10 SA cu schimb de cationi, particule de
5 sau 10 pm sau echivalent.

Detector UV cu ajustare variabild a lungimii de undd sau detector cu grup de diode.
Filtru cu membrand, material PTFE, de 0,45 pm.

Filtru cu membrand, 0,22 pm.

Baie cu ultrasunete.

Agitator mecanic sau magnetic.

Procedura

Aspecte generale

Furaj martor

Pentru efectuarea testului de recuperare (5.1.2), se analizeazd un furaj martor pentru a verifica absenta de

amprolium i a substantelor interferente. Furajul martor este similar, ca tip, cu esantionul; nu trebuie s se
detecteze amprolium sau substante interferente.
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5.2.

5.2.2.

5.3.

5.3.2.

Test de recuperare

Se efectueazd un test de recuperare prin analiza furajului martor imbogitit prin addugarea unei cantititi de
amprolium similard celei prezente in esantion. Pentru a obtine o concentratie de 100 mg/kg, se transferd 10 ml
de solutie etalon stoc (3.7.1) intr-un flacon tip Erlenmeyer de 250 ml si se evapord solutia pand la aproximativ
0,5 ml. Se adauga 50 g de furaj martor, se amestecd bine si se lasd timp de 10 minute, amestecand din nou de mai
multe ori inainte de a trece la etapa de extractie (5.2).

Alternativ, dacd nu este disponibil un furaj martor similar, ca tip, cu esantionul (a se vedea 5.1.1), testul de
recuperare poate fi efectuat conform metodei de adugare standard a etalonului. In acest caz, esantionul de
analizat este imbogatit cu o cantitate de amprolium similard cu cea deja prezentd in esantion. Acest esantion este
analizat impreund cu esantionul neimbogitit si recuperarea poate fi calculatd prin scadere.

Extractie
Premixuri (continut de amprolium < 1 %) si furaje

Se cantdresc, cu o abatere de 0,01 g, intre 5 si 40 g de esantion, in functie de continutul de amprolium, intr-un
flacon tip Erlenmeyer de 500 ml si se adaugd 200 ml de solvent de extractie (3.8). Se plaseazd flaconul in baia cu
ultrasunete (4.4) si se lasd timp de 15 minute. Se scoate flaconul din baia cu ultrasunete si se agitd timp de o ord
cu agitatorul mecanic sau magnetic (4.5). Se dilueazd o parte alicotd din extract cu faza mobild (3.6), pentru a se
obtine un continut de amprolium intre 0,5 si 2 pg/ml §i se amestecd (a se vedea observatia de la 9.3). Se filtreaza
5-10 ml din aceasta solutie diluatd cu un filtru cu membrana (4.2). Se continud cu determinarea prin HPLC (5.3).

Premixuri (continut de amprolium = 1 %)

Se cantdresc, cu o abatere de 0,001 g, 1-4 g de premix, in functie de continutul de amprolium, intr-un flacon tip
Erlenmeyer de 500 ml si se adaugd 200 ml solvent de extractie (3.8). Se plaseazi flaconul in baia cu ultrasunete
(4.4) si se lasd timp de 15 minute. Se scoate flaconul din baia cu ultrasunete si se agitd timp de o ord cu agitatorul
mecanic sau magnetic (4.5). Se dilueazd o parte alicotd din extract cu faza mobild (3.6), pentru a se obtine un
continut de amprolium intre 0,5 si 2 pg/ml si se amestecd. Se filtreazd 5-10 ml din aceastd solutie diluatd cu un
filtru cu membrand (4.2). Se continud cu determinarea prin HPLC (5.3).

Determinarea prin HPLC

Parametri:

Urmitoarele conditii sunt propuse cu titlu orientativ; se pot aplica i alte conditii, daci acestea duc la rezultate
echivalente.

Coloand pentru croma- 125 mm x 4 mm, Nucleosil 10 SA cu schimb de cationi, particule de 5 sau 10 pm sau
tografie lichida (4.1.1): echivalent

Fazd mobild (3.6): amestec de acetonitril (3.2), solutie de fosfat diacid de sodiu (3.4) si solutie de perclorat
de sodiu (3.5), 450 + 450 + 100 (v + v + v)

Debit: 0,7-1 ml/minut

Lungimea undei de 264 nm

detectie:

Volum de injectie: 100 pl

Se verificd stabilitatea sistemului cromatografic, injectindu-se de mai multe ori solutia de calibrare (3.7.3) care
contine 1 pg/ml, pand cand se obtin valori de varf i timpi de retentie constanti.

Curba de calibrare
Se injecteazd fiecare solutie de calibrare (3.7.3) de mai multe ori §i se determind inaltimile (ariile) medii ale

varfurilor pentru fiecare concentratie. Se traseazd o curbd de calibrare utilizand inaltimile (ariile) medii ale
varfurilor solutiilor de calibrare ca ordonate §i concentratiile corespunzitoare, in pg/ml, ca abscise.

Solutia de esantion

Se injecteazd extractul de esantion (5.2) de mai multe ori folosind acelasi volum ca cel utilizat pentru solutiile de
calibrare i se determind indltimea (aria) medie a varfurilor de amprolium.

Calculul rezultatelor

Din indltimea (aria) medie a varfurilor de amprolium din solutia de esantion se determind concentratia in pg/ml a
solutiei de esantion prin referire la curba de calibrare (5.3.2).
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7.1.

7.2.

7.3.

Continutul w de amprolium al esantionului, exprimat in mg/kg, este dat de urmdtoarea formula:

Vxecxf
wW=———

[mg/kg]
unde:
V = volumul solventului de extractie (3.8), in ml, conform 5.2 (adicd 200 ml);
¢ = concentratia de amprolium din extractul de esantion (5.2), in pg/ml;
f = factorul de dilutie conform 5.2;
m = greutatea portiunii de testat, in g.

Validarea rezultatelor
Identitate
Identitatea analitului poate fi confirmatd prin co-cromatografie sau prin utilizarea unui detector cu grup de diode

care permite compararea spectrelor extractului de esantion si ale solutiei de calibrare (3.7.3), care contine
2 pg/ml.

Co-cromatografie
Un extract de esantion (5.2) se imbogateste prin addugarea unei cantititi adecvate de solutie de calibrare (3.7.3).

Cantitatea de amprolium addugata trebuie sa fie similard cu cantitatea de amprolium constatatd in extractul de
esantion.

Numai indltimea varfului de amprolium se mareste dupa luarea in considerare att a cantititii addugate, cat si a
dilutiei extractului. Lirgimea varfului, la jumatatea indltimii sale, trebuie sd se incadreze intr-o variatie de + 10 %
din lirgimea initiald a varfului de amprolium din extractul de esantion neimbogitit.

Detectie cu grup de diode

Rezultatele se evalueazd in functie de urmdtoarele criterii:

(@ lungimea de unda a absorbtiei maxime a spectrelor esantionului si etalonului, inregistratd la varful cel mai
inalt al cromatogramei, trebuie sa fie aceeasi, intr-o marja determinatd de puterea de rezolutie a sistemului
de detectie. Pentru detectia cu grup de diode, acest interval este in general de = 2 nm;

(b) intre 210 si 320 nm, spectrele esantionului si etalonului inregistrate la varful cel mai inalt al
cromatogramei nu trebuie si fie diferite pentru acele parti ale spectrului situate intre 10 si 100 % din
absorbanta relativ. Acest criteriu este indeplinit atunci cAnd sunt prezente aceleasi maxime si cand deviatia
dintre spectre nu depaseste in niciun punct observat 15 % din absorbanta analitului etalon;

() intre 210 si 320 nm, spectrele curbei ascendente, punctului maxim si curbei descendente ale varfului
produs de extractul de esantion nu trebuie si fie diferite unele de altele pentru acele parti ale spectrului
situate intre 10 si 100 % din absorbanta relativd. Acest criteriu este indeplinit atunci cdnd sunt prezente
aceleagi maxime si cAnd deviatia dintre spectre nu depdseste in niciun punct observat 15 % din absorbanta
spectrului celui mai inalt varf al cromatogramei.

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

Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele a doud determinri paralele efectuate pe acelasi esantion nu trebuie si depaseasca:
— 15 % din rezultatul superior pentru un continut de amprolium situat intre 25 si 500 mg/kg;

— 75 mglkg pentru un continut de amprolium situat intre 500 si 1 000 mg/kg;

— 7,5 % din valoarea superioard pentru un continut de amprolium mai mare de 1 000 mg/kg.

Recuperare

Pentru un esantion (martor) imbogitit, recuperarea este de cel putin 90 %.
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8. Rezultatele unui studiu colaborativ

S-a realizat un studiu colaborativ in cursul cdruia au fost analizate trei tipuri de hrand pentru pasiri de crescitorie
(esantioanele 1-3), un furaj mineral (esantionul 4) si un premix (esantionul 5). Rezultatele sunt prezentate in
tabelul de mai jos:

(fiiz?;iq(;rrltér) Esantion 2 Esantion 3 Esantion 4 Esantion 5
L 14 14 14 14 15
n 56 56 56 56 60
medie (mg/kg) — 45,5 188 5129 25 140
s, (mgfkg) — 2,26 3,57 178 550
CV, (%) — 4,95 1,9 3,46 22
Sy (mg/kg) — 2,95 11,8 266 760
CVg (%) — 6,47 6,27 5,19 3
continut nominal (mg/kg) — 50 200 5000 25 000
= numdr de laboratoare;

n = numdir de valori unice;
s, = deviatia standard a repetabilitatii;
CV, = coeficientul de variatie a repetabilitati;
Sk = deviatia standard a reproductibilitatii;
CVy = coeficientul de variatie a reproductibilitatii.

9. Observatii

9.1. Daci esantionul contine tiaming, varful tiaminei din cromatogramd apare putin inaintea varfului amproliumului.
Conform acestei metode, amproliumul si tiamina trebuie sa fie separate. Dacd amproliumul si tiamina nu sunt
separate de coloana (4.1.1) utilizatd in aceastd metodd, se inlocuieste cu metanol pand la 50 % din portia de
acetonitril a fazei mobile (3.6).

9.2. Conform Farmacopeei Britanice, spectrul solutiei de amproliu (c = 0,02 mol/l) in acid clorhidric (c = 0,1 mol/l)
prezintd valori maxime la 246 nm si 262 nm. Absorbanta este de 0,84 la 246 nm si de 0,8 la 262 nm.

9.3. Extractul trebuie si fie intotdeauna diluat cu faza mobild, altfel timpul de retinere al varfului de amprolium se
poate schimba in mod semnificativ din cauza variatiilor fortei ionice.
D. DETERMINAREA CONTINUTULUI DE CARBADOX
Metil 3-(2-quinoxalinilmetilend)carbazat N',N*-dioxid

1. Obiectiv si domeniu de aplicare
Metoda permite determinarea continutului de carbadox din furaje, premixuri §i preparate. Limita de detectie este
de 1 mg/kg, iar limita de cuantificare este de 5 mg/kg.

2. Principiu
Proba se echilibreazd cu apd si se extrage cu metanol-acetonitril. Pentru furaje, o parte alicotd din extrasul filtrat
se supune purificarii pe o coloand de oxid de aluminiu. Pentru premixuri si preparate, o parte alicotd din extrasul
filtrat se dilucazd la o concentratie adecvatd cu apd, metanol si acetonitril. Continutul de carbadox se determind
prin cromatografie lichidd de inaltd performantd cu faza inversatd (RP-HPLC), utilizand un detector UV.

3. Reactivi

3.1. Metanol.

3.2

Acetonitril, de calitate HPLC.
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3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.11.1.

3.11.2.

4.1.

4.2.

Acid acetic, w = 100 %.

Oxid de aluminiu: neutru, grad de activitate 1.

Metanol-acetonitril 1 + 1 (v + v)

Se amestecd 500 ml de metanol (3.1) cu 500 ml de acetonitril (3.2).
Acid acetic, 6 = 10 %

Se dilueazd 10 ml de acid acetic (3.3) cu apd pand la 100 ml.
Acetat de sodiu.

Apd, de calitate HPLC.

Solutie tampon de acetat, ¢ = 0,01 mol/l, pH = 6

Se dizolvd 0,82 g acetat de sodiu (3.7) in 700 ml apa (3.8) si se ajusteazd pH-ul la 6 cu acid acetic (3.6). Se
transferd intr-un balon gradat de 1 000 ml, se completeazd pand la semn cu apa (3.8) si se amestecd.

Fazd mobild pentru HPLC
Se amestecd 825 ml de solutie tampon de acetat (3.9) cu 175 ml de acetonitril (3.2).

Se filtreaza printr-un filtru de 0,22 pm (4.5) si se degazeazd solutia (de exemplu, prin ultrasonare timp de
10 minute).

Substanta etalon
Carbadox pur: metil 3-(2-quinoxalinilmetilend)carbazat N!,N*-dioxid, E 850
Solutie etalon stoc de carbadox, 100 pg/ml (a se vedea nota 5, Procedurd):

Se cantdresc, cu o abatere de 0,1 mg, 25 mg de substantd etalon de carbadox (3.11) intr-un balon gradat de
250 ml. Se dizolvd intr-un amestec de metanol-acetonitril (3.5) prin ultrasonare (4.7). Dupd tratament cu
ultrasunete, se aduce solutia la temperatura camerei, se completeazd pana la semn cu metanol-acetonitril (3.5) si
se amestecd. Se impacheteazd balonul in folie de aluminiu sau se utilizeazd un balon de culoare bruni si se
depoziteazd in frigider. La o temperaturd < 4 °C, solutia este stabild timp de o luna.

Solutii de calibrare

Se transferd 2, 5, 10 si 20 ml din solutia etalon stoc (3.11.1) intr-o serie de baloane gradate de 100 ml. Se adauga
30 ml de apd, se completeazd pand la semn cu metanol-acetonitril (3.5) si se amestecd. Se impacheteazd
baloanele in folie de aluminiu. Aceste solutii corespund valorilor de 2, 5, 10 si 20 pg/ml de carbadox.

Solutiile de calibrare se prepard imediat inainte de utilizare.

Notd: Pentru determinarea continutului de carbadox din furajele care contin mai putin de 10 mg/kg, trebuie
pregitite solutii de calibrare cu concentratii mai mici de 2 pg/ml.

Amestec de apd-[metanol-acetonitril] (3.5), 300 + 700 (v + v)

Se amestecd 300 ml de apd cu 700 ml de amestec de metanol-acetonitril (3.5).

Aparaturd

Agitator de laborator sau magnetic.

Hartie de filtru din fibrd de sticld (Whatman GF/A sau echivalentd).
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4.3. Coloand de sticld (lungime 300-400 mm, diametru intern aproximativ 10 mm), cu fritd de sticld sinterizatd si
valvd de evacuare.

Notd: Poate fi utilizatd, de asemenea, o coloand de sticld previzutd cu un robinet sau o coloand de sticld cu o
extremitate efilatd; in acest caz, se introduce un dop mic de vati de sticld in capatul inferior al coloanei si se
impinge utilizand o baghetd de sticla.

4.4. Echipament HPLC cu sistem de injectie, permitind injectarea de volume de 20 pl

4.4.1. Coloand pentru cromatografie lichidd: 300 mm x 4 mm, Cy;, particule de 10 pm sau echivalent.

4.4.2. Detector UV cu ajustare variabild a lungimii de unda sau detector cu grup de diode care functioneaza in intervalul
225-400 nm.

4.5. Filtru cu membran, 0,22 pm.

4.6. Filtru cu membrang, 0,45 pm.

4.7. Baie cu ultrasunete.

5. Procedura

Nota: Carbadoxul este fotosensibil. Toate operatiile se efectueazd in lumina atenuatd sau prin utilizarea de sticlarie
de culoare brund sau de sticldrie ambalatd in folie de aluminiu.

5.1. Aspecte generale
5.1.1. Furaj martor

Pentru a efectua testul de recuperare (5.1.2), se analizeaza un furaj martor pentru a verifica absenta carbadoxului
si a substantelor interferente. Furajul martor este similar, ca tip, cu esantionul; trebuie sd nu se detecteze carbadox
sau substante interferente.

5.1.2. Test de recuperare

Se efectueazd un test de recuperare prin analizarea furajului martor (5.1.1) care a fost imbogatit prin addugarea
unei cantitati de carbadox, similard cu cea prezentd in esantion. Pentru a obtine o concentratie de 50 mg/kg, se
transferd 5 ml din solutia etalon stoc (3.11.1) intr-un flacon tip Erlenmeyer de 200 ml. Se evapor solutia pand la
aproximativ 0,5 ml intr-un curent de azot. Se adaugd 10 g din furajul martor, se amestecd si se asteaptd timp de
10 minute inainte de a se trece la etapa de extractie (5.2).

Alternativ, dacd nu este disponibil un furaj martor similar, ca tip, cu esantionul (a se vedea 5.1.1), testul de
recuperare poate fi efectuat conform metodei de adiugare standard a etalonului. In acest caz, esantionul este
imbogdtit cu o cantitate de carbadox similard celei deja prezente in esantion. Acest esantion este analizat
impreund cu esantionul neimbogdtit, iar recuperarea poate fi calculatd prin diferentd.

5.2. Extractie
5.2.1. Furaje

Se cantdresc, cu o abatere de 0,01 g, 10 g de esantion i se transferd intr-un flacon tip Erlenmeyer de 200 ml. Se
adaugd 15 ml de apd, se amestecd si se echilibreazd timp de 5 minute. Se adaugi 35 ml de metanol-acetonitril
(3.5), se astupd si se agitd timp de 30 de minute cu agitatorul mecanic sau magnetic (4.1). Se filtreaza solutia
printr-o hartie de filtru din fibrd de sticld (4.2). Se conserva aceastd solutie pentru etapa de purificare (5.3).

5.2.2. Premixuri (0,1-2 %)

Se cantdreste, cu o abatere de 0,001 g, 1 g de esantion nemdcinat si se transferd intr-un flacon tip Erlenmeyer de
200 ml. Se adaugd 15 ml de apd, se amesteca si se echilibreaza timp de 5 minute. Se adaugd 35 ml de metanol-
acetonitril (3.5), se astupa si se agitd timp de 30 de minute cu agitatorul mecanic sau magnetic (4.1). Se filtreazd
solutia printr-o hartie de filtru din fibra de sticld (4.2).
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5.2.3.

5.3.

5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

Se pipeteazd o parte alicotd de filtrat intr-un balon gradat de 50 ml. Se adauga 15 ml de apd, se completeaza pand
la semn cu metanol-acetonitril (3.5) si se amestecd. Concentratia de carbadox a solutiei finale este de aproximativ
10 pg/ml. O parte alicotd este filtratd printr-un filtru de 0,45 pm (4.6).

Se continud cu determinarea prin HPLC (5.4).

Preparate (> 2 %)

Se cantdresc, cu o abatere de 0,001 g, 0,2 g de esantion nemdcinat si se transferd intr-un flacon tip Erlenmeyer de
250 ml. Se adaugd 45 ml de apd, se amestecd si se echilibreazd timp de 5 minute. Se adaugd 105 ml de metanol-
acetonitril (3.5), se astupd si se omogenizeazd. Esantionul se supune ultrasunetelor (4.7) timp de 15 minute,

urmate de agitare mecanicd sau magnetica timp de 15 minute (4.1). Se filtreazd solutia printr-o hartie de filtru
din fibri de sticld (4.2).

Se dilueazd o parte alicotd de filtrat cu amestecul api-metanol-acetonitril (3.12) pani la o concentratie finald
de carbadox de 10-15 pg/ml (pentru un preparat 10 %, factorul de dilutie este 10). O parte alicotd se filtreaza
printr-un filtru de 0,45 pm (4.6).

Se continud cu determinarea prin HPLC (5.4).

Purificare
Preparareca coloanei de oxid de aluminiu

Se cantiresc 4 g de oxid de aluminiu (3.4) si se transferd in coloana de sticld (4.3).

Purificarea esantionului

Se introduc 15 ml din extrasul filtrat (5.2.1) in coloana de oxid de aluminiu si se elimind primii 2 ml de eluat. Se
colecteaza urmdtorii 5 ml si se filtreazd o parte alicotd printr-un filtru de 0,45 pm (4.6).

Se continud cu determinarea prin HPLC (5.4).

Determinarea prin HPLC
Parametri

Urmdtoarele conditii sunt propuse cu titlu orientativ; se pot aplica si alte conditii, daci acestea duc la rezultate
echivalente:

Coloand pentru croma- 300 mm x 4 mm, Cyg, particule de 10 pm sau echivalent
tografie lichidd coloand

(4.4.1):

Fazi mobild (3.10): Amestec de solutie tampon de acetat (3.9) si acetonitril (3.2), 825 + 175 (v + v)
Debit: 1,5-2 ml/minut

Lungimea undei de 365 nm

detectie:

Volum de injectie: 20 pl

Se verifica stabilitatea sistemului cromatografic, injectind de mai multe ori solutia de calibrare (3.11.2) continand
5 pg/ml, pand la obtinerea de inaltimi (arii) ale varfurilor si de timpi de retentie constanti.

Curba de calibrare

Se injecteazd fiecare solutie de calibrare (3.11.2) de mai multe ori si se determind indltimile (ariile) varfurilor
pentru fiecare concentratie. Se traseazd o curbid de calibrare utilizand valorile sau ariile medii ale varfurilor
solutiilor de calibrare ca ordonate §i concentraiile corespunzitoare, in pg/ml, ca abscise.

Solutia de esantion

Se injecteazd extractul de esantion [(5.3.2) pentru furaje, (5.2.2) pentru premixuri si (5.2.3) pentru preparate] de
mai multe ori si se determind indltimea (aria) medie a varfurilor de carbadox.

Calculul rezultatelor

Din indltimea (aria) medie a varfurilor de carbadox din solutia de esantion se determini concentratia de carbadox,
in pg/ml, a solutiei de esantion prin referire la curba de calibrare (5.4.2).
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6.1.

6.2.

7.1.

7.1.1.

Furaje

Continutul de carbadox w (in mg/kg) al esantionului este dat de urmdtoarea formula:

cxVp

w=—— [mgfkg]

unde:

¢ = concentratia de carbadox din extractul de esantion (5.3.2), in pg/ml;
V, = volumul de extractie, in ml (adicd 50);
m = greutatea portiunii de testat, in g.

Premixuri si preparate

Continutul de carbadox w (in mg/kg) al esantionului este dat de urmdtoarea formula:

w= Y g

unde:

¢ = concentratia de carbadox din extractul de esantion (5.2.2 sau 5.2.3), in pg/ml;
V, = volumul de extractie in ml (adicd 50 pentru premixuri si 150 pentru preparate);
f = factorul de dilutie conform 5.2.2 (premixuri) sau 5.2.3 (preparate);

m = greutatea portiunii de testat, in g.

Validarea rezultatelor
Identitate

Identitatea analitului poate fi confirmata prin co-cromatografie sau prin utilizarea unui detector cu grup de diode
care permite compararea spectrelor extractului de esantion si ale solutiei de calibrare (3.11.2), care contine
10 pg/ml.

Co-cromatografie

Un extract de esantion este imbogatit prin addugarea unei cantitdti corespunzitoare de solutie de calibrare
(3.11.2). Cantitatea addugatd de carbadox trebuie si fie similard cu cantitatea estimatd de carbadox gdsitd in
extractul de esantion.

Numai iniltimea varfului de carbadox se mareste dupa luarea in considerare a cantitdtii addugate si a dilutiei
extractului. Lirgimea varfului la jumdtatea iniltimii sale maxime trebuie si se incadreze intr-o variatie de
aproximativ 10 % din largimea initiala.

Detectie cu grup de diode

Rezultatele se evalueazd in functie de urmadtoarele criterii:

(@)  lungimea de undi a absorbtiei maxime a spectrelor esantionului si etalonului, inregistratd la varful cel mai
inalt al cromatogramei, trebuie si fie aceeasi, intr-o marja determinatd de puterea de rezolutie a sistemului
de detectie. Pentru detectia cu grup de diode, aceasta este de obicei de + 2 nm;

(b) intre 225 si 400 nm, spectrele esantionului si ale etalonului, inregistrate la varful cel mai inalt al
cromatogramei, trebuie sd nu fie diferite pentru acele parti ale spectrului situate intre 10 si 100 % din
absorbanta relativa. Acest criteriu este indeplinit atunci cind sunt prezente aceleasi maxime si cand deviatia
dintre doud spectre nu depdseste in niciun punct observat 15 % din absorbanta analitului etalon;

(¢) intre 225 si 400 nm, spectrele curbei ascendente, ale punctului maxim si ale curbei descendente ale
varfului produs de extractul de esantion nu trebuie sd fie diferite unele de altele pentru acele parti ale
spectrului situate intre 10 si 100 % din absorbanta relativa. Acest criteriu este indeplinit atunci cand sunt
prezente aceleasi maxime si cand deviatia dintre spectre nu depdseste in niciun punct observat 15 % din
absorbanta spectrului punctului maxim.

Daci unul din aceste criterii nu este indeplinit, prezenta analitului nu a fost confirmata.
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7.2.

7.3.

Repetabilitate

Pentru un continut de 10 mg/kg si mai mult, diferenta dintre rezultatele a doud determindri paralele realizate pe
acelasi esantion nu trebuie sd depdseascd 15 % din rezultatul superior.

Recuperare

Pentru un esantion (martor) imbogitit, recuperarea este de cel putin 90 %.

Rezultatele unui studiu colaborativ
S-a realizat un studiu colaborativ in cursul ciruia au fost analizate sase furaje, patru premixuri si trei preparate de
citre opt laboratoare. Fiecare esantion a ficut obiectul unei duble analize. (Informatii detaliate privind acest

studiu colaborativ figureaza in Journal of AOAC, vol. 71, 1988, p. 484-490). Rezultatele (cu exceptia valorilor
aberante) sunt aritate mai jos:

Tabelul 1

Rezultatele studiului colaborativ pentru furaje

Esantion 1 Esantion 2 Esantion 3 Esantion 4 Esantion 5 Esantion 6
L 8 8 8 8 8 8
n 15 14 15 15 15 15
Medie (mg/kg) 50 47,6 48,2 49,7 46,9 49,7
s, (mgf/kg) 2,9 2,69 1,38 1,55 1,52 2,12
CV; (%) 5,8 5,6 2,9 3,1 3,2 4,3
Sk (mg/kg) 3,92 4,13 2,23 2,58 2,26 2,44
CVr (%) 7,8 8,7 4,6 52 4,8 4,9
Continut nominal (mg/kg) 50 50 50 50 50 50
Tabelul 2

Rezultatele studiului colaborativ pentru premixuri §i preparate

Premixuri Preparate

A B C D A B C
L 7 7 7 7 8 8 8
n 14 14 14 14 16 16 16
Medie (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 51 7,7
CV; (%) 4,2 3 3 5 43 52 7,4
Sk (g/kg) 0,37 0,28 0,4 0,55 54 6,4 7,7
CVr (%) 4,2 3 4,3 6,3 5,7 6,5 7,4
Continut nominal (g/kg) 10 10 10 10 100 100 100

L = numdir de laboratoare;

n = numir de valori unice;

s, = deviatia standard a repetabilitatii;

CV, = coeficientul de variatic a repetabilitatii;

Sk = deviatia standard a reproductibilitatii;

CVy = coeficientul de variatie a reproductibilitatii.
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ANEXA IX

TABELE DE CORESPONDENTA MENTIONATE LA ARTICOLUL 6

Directiva 71/250/CEE

Directiva 71/250/CEE

Prezentul regulament

Articolul 1 primul paragraf
Articolul 1 al doilea paragraf

Articolul 2
Articolul 3
Anexd partea 1
Anexd partea 2
Anexa partea 3
Anexa partea 4
Anexd partea 5
Anexd partea 6
Anexd partea 7
Anexd partea 9
Anexd partea 10
Anexd partea 11
Anexa partea 12
Anexa partea 14
Anexa partea 16

Articolul 3
Articolul 2

Anexa II

Anexa III partea O
Anexa Il partea M
Anexa III partea N
Anexa III partea Q
Anexa Il partea K

Anexa III partea |
Anexa III partea D

Directiva 71/393/CEE

Directiva 71/393/CEE

Prezentul regulament

Articolul 1
Articolul 2
Articolul 3
Anexd partea |
Anexd partea II
Anexa partea III
Anexa partea IV

Articolul 3

Anexa III partea A
Anexa III partea E
Anexa IIl partea P
Anexa III partea H

Directiva 72/199/CEE

Directiva 72/199/CEE

Prezentul regulament

Articolul 1
Articolul 2
Articolul 3
Articolul 4
Anexa I partea 1
Anexa | partea 2
Anexa | partea 3
Anexa I partea 4
Anexa I partea 5
Anexa I

Articolul 3

Anexa III partea L
Anexa Il partea C

Anexa V partea A
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Directiva 73/46/CEE

Directiva 73/46/CEE

Prezentul regulament

Articolul 1
Articolul 3
Articolul 4
Anexa | partea 1
Anexa [ partea 2
Anexa | partea 3

Articolul 3

Anexa Il partea B

Anexa III partea |

Directiva 76/371/CEE

Directiva 76/371|CEE

Prezentul regulament

Articolul 1
Articolul 2
Articolul 3
Anexa

Articolul 1

Anexa |

Directiva 76/372/CEE

Directiva 76/372|CEE

Prezentul regulament

Articolul 1
Articolul 2
Articolul 3
Anexa

Directiva 78/633/CEE

Directiva 78/633/CEE

Prezentul regulament

Articolul 1
Articolul 2
Articolul 3
Anexd partea 1
Anexd partea 2
Anexa partea 3

Articolul 3

Anexa 1V, partea C

Directiva 81/715/CEE

Directiva 81/715/CEE

Prezentul regulament

Articolul 1
Articolul 2
Articolul 3
Anexd
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10.

11.

12.

13.

Directiva 84/425/CEE

Directiva 84/425|CEE

Prezentul regulament

Articolul 1
Articolul 2
Articolul 3
Anexa

Directiva 86/174/CEE

Directiva 86/174|CEE

Prezentul regulament

Articolul 1
Articolul 2
Articolul 3
Anexa

Articolul 4

Anexa VII

Directiva 93/70/CEE

Directiva 93/70/CEE

Prezentul regulament

Articolul 1
Articolul 2
Articolul 3
Anexa

Articolul 3

Anexa IV partea D

Directiva 93/117/CE

Directiva 93/117/CE

Prezentul regulament

Articolul 1
Articolul 2
Articolul 3
Anexd partea 1
Anexd partea 2

Articolele 3 si 5

Anexa IV partea E
Anexa VIII partea A

Directiva 98/64/CE

Directiva 98/64/CE

Prezentul regulament

Articolul 1
Articolul 2
Articolul 3
Articolul 4
Anexd partea A
Anexa partea C

Articolele 3 si 5

Anexa III partea F
Anexa VIII partea B
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14. Directiva 1999/27|CE
Directiva 1999/27CE Prezentul regulament
Articolul 1 Articolele 3 si 5
Articolul 2 —
Articolul 3 —
Articolul 4 —
Articolul 5 —
Articolul 6 —
Articolul 7 —
Anexd partea A Anexa VIII partea C
Anexa partea B Anexa IV partea F
Anexd partea C Anexa VIII partea D
15. Directiva 1999/76/CE
Directiva 1999/76/CE Prezentul regulament
Articolul 1 Articolul 3
Articolul 2 —
Articolul 3 —
Articolul 4 —
Anexd Anexa IV partea G
16. Directiva 2000/45/CE
Directiva 2000/45/CE Prezentul regulament
Articolul 1 Articolul 3
Articolul 2 —
Articolul 3 —
Articolul 4 —
Anexd partea A Anexa IV partea A
Anexd partea B Anexa IV partea B
Anexd partea C Anexa Il partea G
17. Directiva 2002/70/CE

Directiva 2002/70/CE

Prezentul regulament

Articolul 1
Articolul 2
Articolul 3
Articolul 4
Articolul 5
Anexa |

Anexa Il

Articolul 1
Articolele 2 si 3

Anexa I si anexa V partea B (I)
Anexa II si anexa V partea B (I)
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18.

Directiva 2003/126/CE

Directiva 2003/126/CE

Prezentul regulament

Articolul 1
Articolul 2
Articolul 3
Articolul 4
Articolul 5
Articolul 6
Anexd

Articolul 3

Anexa VI
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