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DYREKTYWA KOMIS]JI 98/64/WE
z dnia 3 wrze$nia 1998 r.

ustanawiajgca wspdlnotowe metody analiz do oznaczenia aminokwaséw, surowych olejow i ttusz-
cz6w oraz olaquindoksu w paszach i zmieniajgca dyrektywe 71/393/EWG

(Tekst majacy znaczenie dla EOG)

KOMISJA WSPOLNOT EUROPE]JSKICH,
uwzgledniajgc Traktat ustanawiajgcy Wspdlnote Europejska,

uwzgledniajac dyrektywe Rady 70/373/EWG z dnia 20 lipca
1970 r. w sprawie wprowadzenia wspdlnotowych metod
pobierania probek i analizy do urzedowej kontroli pasz (),
ostatnio zmieniong Aktem Przystapienia Austrii, Finlandii i
Szwecji, w szczegdlnosci jej art. 2,

a takze majac na uwadze, co nastepuje:

dyrektywa 70/373[EWG wymaga, zeby urzedowe kontrole pasz
byly przeprowadzone wspdlnotowymi metodami pobierania
probek i analizy w celu sprawdzenia zgodnosci z wymaganiami
przepiséw ustawowych, wykonawczych i administracyjnych
dotyczacych jakosci i sktadu pasz;

dyrektywa Rady 79/373/EWG z dnia 2 kwietnia 1979 r. w
sprawie wprowadzenia do obrotu mieszanek paszowych (3,
ostatnio zmieniona dyrektywa Komisji 97/47/WE () oraz
dyrektywa Rady 93/74/EWG z dnia 13 wrzesnia 1993 r. w
sprawie pasz przeznaczonych na szczegdlne potrzeby zywie-
niowe (), ostatnio zmieniona dyrektywa 96/25/WE (°), prze-
widujg, ze aminokwasy oraz surowe oleje i tluszcze maja by¢
wymienione na etykiecie pasz;

dyrektywa Rady 70/524/EWG z dnia 23 listopada 1970 r.
dotyczaca  dodatkéw  paszowych (°), ostatnio zmieniona
dyrektywa Komisji 98/19/WE (), przewiduje, Ze zawarto§¢
olaquindoksu, w przypadku dodania tej substancji do mieszanki
paszowej, musi by¢ podana na etykiecie;

druga dyrektywa Komisji 71/393/EWG z dnia 18 listopada
1971 r. ustanawiajagca wspélnotowe metody analiz do celow
urzgdowej kontroli pasz (¥), ostatnio zmieniona dyrektywa
Komisji 84/4/EWG (°), ustala metody analiz, migdzy innymi do
oznaczania surowych olejow i tluszczéw; gdzie jest to
wlasciwe, zmieni¢ opisang metodg;
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nalezy ustali¢ wspélnotowe metody analiz w celu sprawdzenia
tych substanciji;

srodki przewidziane w niniejszej dyrektywie sa zgodne z opinig
Stalego Komitetu ds. Pasz,

PRZYJMUJE NINIEJSZA DYREKTYWE:

Artykut 1

Panistwa Czlonkowskie zapewniajg, ze analizy zwigzane z
urzgdowa kontrolg zawartosci aminokwasu, surowego oleju i
tluszczu oraz olaquindoksu w paszach sg przeprowadzane
metodami ustalonymi w niniejszym Zalaczniku.

Artykut 2

W Zalagczniku do dyrektywy Komisji 71/393[EWG punkt ,4.
Oznaczanie surowych olejéw i tluszczoéw” zastepuje si¢ czescig
B Zalacznika do niniejszej dyrektywy.

Artykut 3

1. Do dnia 31 grudnia 1998 r. Panistwa Czlonkowskie wpro-
wadzajg w Zycie przepisy ustawowe, wykonawcze i administra-
cyjne niezbedne do wykonania niniejszej  dyrektywy.
Bezzwlocznie informujg o tym Komisje.

Panistwa Czlonkowskie stosuja te Srodki od dnia 1 stycznia
1999 r.

Srodki przyjete przez Pafistwa Cztonkowskie zawieraja odnie-
sienie do niniejszej dyrektywy lub odniesienie takie towarzyszy
ich urzgdowej publikacji. Metody dokonywania takiego odnie-
sienia przyjmowane sa przez Panstwa Czlonkowskie.
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2. Panstwa Czlonkowskie bezzwlocznie przekazuja Komisji Artykut 5
tekst podstawowych przepiséw prawa krajowego przyjetych w

dziedzinach objetych niniejsza dyrektywa. Niniejsza dyrektywa skierowana jest do Pafistw Czlonkowskich.

Sporzadzono w Brukseli, dnia 3 wrze$nia 1998 r.
Artykut 4
W imieniu Komisji
Niniejsza dyrektywa wchodzi w zycie dwudziestego dnia po jej Franz FISCHLER
opublikowaniu w Dzienniku Urzedowym Wspdlnot Europejskich. Czlonek Komisji
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ZALACZNIK
CZESC A

OZNACZANIE AMINOKWASOW

Cel i zakres

Metoda ta ma na celu oznaczanie wolnych (syntetycznych i naturalnych) oraz ogélem (peptydéw zwiazanych i
wolnych) aminokwaséw w paszach za pomoca analizatora aminokwasow. Metoda ta moze by¢ stosowana w
odniesieniu do nastgpujacych aminokwaséw: cysteiny (cystyny), metioniny, lizyny, treoniny, alaniny, argininy,
kwasu asparaginowego, kwasu glutaminowego, glicyny, histydyny, izoleucyny, leucyny, fenyloalaniny, proliny,
seryny, tyrozyny i waliny.

Metoda nie pozwala odrézni¢ soli aminokwasow, a takze postaci D i L aminokwaséw. Nie mozna jej stosowac
do oznaczania tryptofanu lub wodorotlenowych pochodnych aminokwaséw.

Zasada

Wolne aminokwasy

Wolne aminokwasy sa ekstrahowane rozcieficzonym kwasem solnym. Ekstrahowane jednoczesnie makrocza-
steczki zwigzkéw azotowych sg wytracane kwasem sulfosalicylowym i usuwane przez filtrowanie. Warto$¢ pH
przefiltrowanego roztworu jest doprowadzana do 2,20 pH. Aminokwasy sa rozdzielane metoda chromatografii
jonowymiennej i oznaczane w reakcji z ninhydryng metoda fotometryczng przy dlugosci fali 570 nm.
Aminokwasy ogdtem

Wybér metody zalezy od badanych aminokwaséw. Przed ich hydroliza cysteina i metionina musza by¢
poddane utlenieniu odpowiednio do kwasu cysteinowego i sulfonu metioniny. Tyrozyna musi by¢ ustalona w
hydrolizatach nieutlenionych probek. Wszystkie pozostate aminokwasy wymienione w ust. 1 moga by¢ usta-
lone w prébee utlenionej lub nieutlenionej.

Utlenianie odbywa si¢ w temperaturze 0 °C przy uzyciu mieszaniny kwasu nadmréwkowego i fenolu. Nadmiar
odczynnika utleniajacego zostaje rozlozony za pomoca disiarczku sodu. Utleniona lub nieutleniona prébka jest
poddawana hydrolizie przy uzyciu kwasu solnego (¢ = 6 mol/l) w ciaggu 23 godzin. Hydrolizat jest doprowa-
dzany do 2,20 pH. Aminokwasy s rozdzielane metoda chromatografii jonowymiennej i oznaczane na drodze
reakcji z ninhydryng metoda fotometryczng przy dlugosci fali 570 nm (440 nm w przypadku proliny).
Odczynniki

Nalezy stosowal wod¢ podwdéjnie destylowana lub odpowiadajaca jej pod wzgledem jakosci (przewodno$é
wladciwa < 10 pS).

Nadtlenek wodoru, w 30 %.

Kwas mrowkowy, w 98-100 %.

Fenol.

Siarczyn sodu.

Wodorotlenek sodu.

Kwas 5-sulfosalicylowy dwuwodny.

Kwas solny, gesto$¢ okoto 1,18 g/ml.
Dwuwodny cytrynian trisodowy.
2,2-tiodietanol (tiodiglikol).

Chlorek sodu.

Ninhydryna.

Eter naftowy, temperatura wrzenia 40-60 °C.
Norleucyna lub inny zwiazek odpowiedni do stosowania jako wzorzec wewngtrzny.

Azot gazowy (< 10 ppm tlenu).
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3.15.  Oktanol-1.
3.16.  Aminokwasy.

3.16.1. Substancje podstawowe wymienione w ust. 1. Uzywaé czystych bezwodnych zwigzkéw. Suszy¢ w prézni w
obecnosci P,O; lub H,SO, przez okres jednego tygodnia przed uzyciem.

3.16.2. Kwas cysteinowy.
3.16.3. Sulfon metioniny.
3.17.  Roztwér wodorotlenku sodu, ¢ = 7,5 molfl:
Rozpusci¢ 300 g NaOH (ppkt 3.5) w wodzie i uzupelni¢ do objetosci 1 litra.
3.18.  Roztwér wodorotlenku sodu, ¢ = 1 mol/l.
Rozpusci¢ 40 g NaOH (ppkt 3.5) w wodzie i uzupelni¢ do objetosci 1 litra.
3.19.  Roztwér wodny kwasu mréwkowego i fenolu.
Wymiesza¢ 889 g kwasu mrowkowego (ppkt 3.2) z 111 g wody i doda¢ 4,73 g fenolu (ppkt 3.3).
3.20.  Mieszanina hydrolizujaca, ¢ = 6 mol HCl/l zawierajaca dodatek 1 g fenolu/l:
Doda¢ 1 g fenolu (ppkt 3.3) do 492 ml HCI (ppkt 3.7) i uzupenic do 1 litra woda.
3.21.  Mieszanina ekstrakcyjna, ¢ = 0,1 mol HCl/], zawierajaca 2 % tiodiglikolu:

8,2 ml HCI (ppkt 3.7) rozpusci¢ w okolo 900 ml wody, doda¢ 20 ml tiodiglikolu (ppkt 3.9) i uzupelni¢ do 1
litra wodg (nie miesza¢ bezpo$rednio odczynnikéw ppkt 3.7 i 3.9).

3.22.  Kwas 5-sulfosalicylowy, 8 = 6 %:
Rozpusci¢ 60 g kwasu 5-sulfosalicylowego (ppkt 3.6) w wodzie i uzupetic do 1 litra woda.

3.23.  Mieszanina utleniajgca (kwas nadmréwkowy—fenol):
Zmiesza¢ w malej zlewce 0,5 ml nadtleneku wodoru (ppkt 3.1) z 4,5 ml wodnego roztworu kwasu mréwko-
wego i fenolu (ppkt 3.19). Inkubowaé w temperaturze 20-30 °C przez 1 godzing w celu utworzenia kwasu

nadmréwkowego, nastepnie ochlodzi¢ w wodnej fazni z lodem (15 minut) przed dodaniem do prébki.

Uwaga:
Unika¢ kontaktu ze skérg i nosi¢ odziez ochronng.

3.24.  Bufor cytrynianowy, ¢ = 0,2 mol Na*/l, pH 2,20:

Rozpusci¢ 19,61 g cytrynianu sodu (ppkt 3.8), 5 ml tiodiglikolu (ppkt 3.9), 1 g fenolu (ppkt 3.3) i 16,50 ml
HCI (ppkt 3.7) w okolo 800 ml wody. Doprowadzi¢ pH do 2,20. Uzupelni¢ do 1 litra woda.

3.25.  Bufor elucyjny, przygotowany zgodnie z warunkami dla analizatora (ppkt 4.9).
3.26.  Odczynnik ninhydrynowy, przygotowany zgodnie z warunkami dla analizatora (ppkt 4.9).
3.27.  Roztwory mianowane aminokwaséw. Roztwory te powinny by¢ przechowywane w temperaturze ponizej 5 °C.

3.27.1. Podstawowe roztwory mianowane aminokwasoéw (ppkt 3.16.1). ¢ = 2,5 pmol/ml, kazdy jako kwas solny.
Moga by¢ otrzymane w handlu.

3.27.2. Podstawowe roztwory mianowane kwasu cysteinowego i sulfonu metioniny, ¢ = 1,25 pmol/L

Rozpusci¢ 0,2115 g kwasu cysteinowego (ppkt 3.16.2) i 0,2265 g sulfometioniny (ppkt 3.16.3) w buforze
cytrynianowym (ppkt 3.24) w jednolitrowej kolbie miarowej i uzupehi¢ do kreski buforem cytrynianowym.
Przechowywal w temperaturze ponizej 5 °C nie dluzej niz 12 miesiecy. Roztworu tego nie stosuje sie, jezeli
podstawowy roztwér mianowany (ppkt 3.27.1) zawiera kwas cysteinowy i sulfon metioniny.

3.27.3. Macierzysty roztwér mianowany wzorca wewnetrznego, np. norleucyny, ¢ = 20 pmol/L.
Rozpusci¢ 0,6560 g norleucyny (ppkt 3.13) w buforze cytrynianowym (ppkt 3.24) w kolbie miarowej i
uzupelni¢ do 250 ml buforem cytrynianowym. Przechowywa¢ w temperaturze ponizej 5 °C nie dluzej niz 6

miesigcy.

3.27.4. Wzorcowy roztwér mianowany aminokwaséw do uzycia z hydrolizatami, ¢ = 5 nmol/50 pl kwasu cysteino-
wego i sulfonu metioniny i ¢ = 10 nmol/50 pl innych aminokwaséw.
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W zlewce 100 ml rozpusci¢ 2,2 g chlorku sodu (ppkt 3.10) z 30 ml buforu cytrynianowego (ppkt 3.24).
Doda¢ 4,00 ml podstawowego roztworu mianowanego aminokwaséw (ppkt 3.27.1), 4,00 ml podstawowego
roztworu mianowanego kwasu cysteinowego i sulfonu metioniny (ppkt 3.27.2) i doda¢ 0,50 ml podstawowego
roztworu mianowanego wzorca wewnetrznego (ppkt 3.27.3). Za pomocg wodorotlenku sodu (ppkt 3.18)
doprowadzi¢ pH do wartosci 2,20.

Przenie$¢ ilosciowo do 50 ml kolby miarowej, uzupetni¢ do kreski buforem cytrynianowym (ppkt 3.24) i
wymieszac.

Przechowywaé w temperaturze ponizej 5 °C nie dtuzej niz 3 miesigce.

Patrz takze obserwacje 9.1.

3.27.5. Wzorcowy roztwér mianowanych aminokwaséw do stosowania z hydrolizatami przygotowanymi zgodnie z

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

5.1.

5.2

ppkt 5.3.3.1 i do uzycia z ekstraktami (ppkt 5.2). Roztwor wzorcowy jest przygotowywany zgodnie z 3.27.4 z
pominigciem chlorku sodu.

Przechowywac w temperaturze ponizej 5 °C nie dluzej niz 3 miesiace.

Aparatura
100 lub 250 ml kolba okragtodenna z chtodnicg zwrotna.

100 ml butelka ze szkla borokrzemowego z nakretka pokryta guma/teflonem (np. Duran, Schott) do stoso-
wania w piecu.

Piec z silnym nawiewem i regulacja temperatury z dokladnoscig + 2 °C.
Pehametr (dokladnos¢ do trzeciego miejsca po przecinku).

Filtr membranowy (0,2 pm.).

Wiréwka.

Obrotowa wyparka prézniowa.

Mieszadlo magnetyczne lub mechaniczna wytrzgsarka.

Analizator aminokwaséw lub aparat HPLC z kolumng jonowymienng, z przystawka do ninhydryny, pochod-
nych po przejiciu przez kolumne i detektorem fotometrycznym.

Kolumna jest wypelniona sulfonowang zywica polistyrenowa posiadajaca zdolnos¢ selektywnego rozdziatu
aminokwasow od siebie i od innych ninhydrynododatnich sktadnikéw. Przepltyw buforu i ninhydryny przypro-
wadzany jest przez pompy przeplywowe o stabilnosci przeplywu + 0,5 % podczas analizy zaréwno stan-
dardéw wzorcowych, jak i probek.

W niektérych analizatorach aminokwaséw mogg by¢ stosowane metody hydrolizy hydrolizatéw o stezeniu
sodu 0,8 mol/l zawierajacych calg pozostalos¢ kwasu mrowkowego z metody utleniania. Inne analizatory przy
nadmiarze kwasu mrowkowego iflub wysokiej zawartosci sodu nie daja zadowalajacego rozdziatu niektérych
aminokwasow. W tym przypadku objetos¢ kwasu jest zmniejszana przez odparowanie prébki po hydrolizie do
okolo 5 ml przed skorygowaniem pH. Odparowywanie powinno by¢ prowadzone pod préznig w temperaturze
nieprzekraczajacej 40 °C.

Procedura

Przygotowanie probki

Probke nalezy zemle¢ tak, aby przechodzita przez sito 0,5 mm. Prébki o duzej zawarto$ci wilgoci muszg by¢
przed zmieleniem wysuszone albo suchym powietrzem o temperaturze nieprzekraczajacej 50 °C lub przez
zamrozZenie. Probki o wysokiej zawartoéci tluszczu przed zmieleniem powinny zostaé poddane ekstrakcji za
pomocg eteru naftowego (ppkt 3.12).

5.2.0znaczanie wolnych aminokwaséw w paszach i premiksach

Zwazy¢ z dokladnoscia do 0,2 mg odpowiednig ilos¢ (1-5 g) przygotowanej probki (ppkt 5.1) do kolby
stozkowej i doda¢ 100,0 ml mieszaniny ekstrakcyjnej (ppkt 3.21). Mieszaé zawarto$¢ przez 60 min, uzywajac
wytrzasarki mechanicznej lub mieszadla magnetycznego (ppkt 4.8). Odstawi¢ do sedymentacji osadu i pobraé
pipeta 10,0 ml supernatantu do 100 ml zlewki.
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Doda¢ mieszajac 5,0 ml roztworu kwasu sulfosalicylowego (ppkt 3.22), miesza¢ za pomoca mieszadla magne-
tycznego przez 5 minut. W celu usunigcia osadu przefiltrowac lub odwirowaé supernatant. Przenie$¢ 10,0 ml
otrzymanego roztworu do 100 ml zlewki i doprowadzi¢ pH do 2,20 za pomoca roztworu wodorotlenku sodu
(ppkt 3.18), przenies¢ ilosciowo do kolby miarowej o odpowiedniej objetosci, uzywajac buforu cytrynianowego
(ppkt 3.24) i uzupeli¢ do kreski buforem cytrynianowym (ppkt 3.24).

Jezeli stosowany ma byé wzorzec wewnetrzny, dodaé nalezy 1,00 ml roztworu wzorca wewngtrznego (ppkt
3.27.3) do kazdych 100 ml koficowej objetosci roztworu i uzupelni¢ do kreski za pomocg buforu (ppkt 3.24).

Przeprowadzi¢ rozdzial chromatograficzny zgodnie z ppkt 5.4.

Jezeli ekstrakty nie beda oznaczane tego samego dnia, nalezy je przechowywac w temperaturze ponizej 5 °C.

5.3. Oznaczanie zawartosci aminokwasow ogétem
5.3.1. Utlenianie
Odwazy¢ z dokladnoscig 0,2 mg, 0,1-1 g przygotowanej probki (ppkt 5.1):
— do 100 ml kolby okraglodennej (ppkt 4.1) do hydrolizy otwartej (ppkt 5.3.2.3), lub
— do 250 ml kolby okraglodennej (ppkt 4.1), jezeli wymagana jest niska koncentracja sodu (ppkt 5.3.3.1), lub
— do 100 ml butelki z korkiem (ppkt 4.2), do hydrolizy zamknigtej (ppkt 5.3.2.4).

Odwazone porcje probek powinny zawieraé okoto 10 mg azotu, a ich zawarto§¢ wilgoci nie powinna przekra-
cza¢ 100 mg.

Umiesci¢ kolbg/butelke w tazni wodnej z lodem i ozigbi¢ do 0 °C, doda¢ 5 ml mieszaniny utleniajacej (ppkt
3.23) i mieszal szklang lopatka z wygietym koncem. Uszczelni¢ kolby/butelki z lopatka za pomoca folii
nieprzepuszczajacej powietrza (parafilm), umiesci¢ w lazni wodnej z lodem oraz w lodowce o temperaturze 0
°C 1 pozostawi¢ na 16 godzin. Po 16 godzinach wyja¢ z lodéwki i usungé nadmiar odczynnika utleniajacego

przez dodanie 0,84 g siarczynu sodu (ppkt 3.4).
Postgpowac jak w ppkt 5.3.2.1.

5.3.2. Hydroliza
5.3.2.1. Hydroliza prébek utlenionych

Do utlenionej prébki przygotowanej zgodnie z ppkt 5.3.1 doda¢ 25 ml mieszaniny hydrolizujacej (ppkt 3.20),
starajac si¢, aby zadna pozostalo$¢ probki nie przywarta do bocznych $cianek naczynia lub lopatki. W zalez-
nosci od planowanej metody hydrolizy postgpowac zgodnie z ppkt 5.3.2.3 lub 5.3.2.4.

5.3.2.2. Hydroliza prébek nieutlenionych

Odwazy¢ z dokladnoscia 0,2 mg, 0,1-1 g przygotowanych prébek (ppkt 5.1) do kazdej 100 ml lub 250 ml
kolby z okraglym dnem (ppkt 4.1) lub 100 ml butelki z zakreconym korkiem (ppkt 4.2). Odwazona porcja
powinna zawiera¢ okoto 10 mg azotu. Ostroznie doda¢ 25 ml mieszaniny hydrolizujacej (ppkt 3.20) i wymie-
szal z probka. Postepowac zgodnie z ppkt 5.3.2.3 lub 5.3.2.4.

5.3.2.3. Hydroliza otwarta

Doda¢ trzy szklane kulki do mieszaniny w kolbie (przygotowanej zgodnie z ppkt 5.3.2.1 lub 5.3.2.2) i utrzy-
mywac temperaturg wrzenia ze zwrotem skroplin przez 23 godziny. Po zakonczonej hydrolizie umy¢ skraplacz
w 5 ml buforu cytrynianowego (ppkt 3.24). Odlaczy¢ naczynie i ozigbi¢ w tazni wodnej z lodem. Postgpowac
zgodnie z ppkt 5.3.3.

5.3.2.4. Hydroliza zamknieta

Umiesci¢ butelke zawierajaca mieszaning przygotowang zgodnie z ppkt 5.3.2.1 lub 5.3.2.2 w piecu (ppkt 4.3)
w temperaturze 110 °C. W czasie pierwszej godziny, aby unikna¢ wzrostu ciSnienia (z powodu powstawania
substancji gazowych) i zapobiec wybuchowi, nalezy luzno zalozy¢ korek na szyjke butelki. Nie zamykac butelki
korkiem. Po godzinie dokreci¢ korek i pozostawi¢ butelke w piecu (ppkt 4.3) na 23 godziny. Po zakonczeniu
hydrolizy wyja¢ butelke z pieca, ostroznie otworzy¢ korek i umiesci¢ butelke w tazni wodnej z lodem. Pozos-
tawi¢ do ostygnigcia.

W zaleznosci od stosowanej procedury korekcji pH (ppkt 5.3.3) przenie$¢ iloSciowo zawarto$¢ butelki do
250 ml zlewki lub 250 ml kolby z okraglym dnem i stosowa¢ bufor cytrynianowy (ppkt 3.24).

Postgpowac zgodnie z ppkt 5.3.3.

5.3.3. Ustawianie pH

W zaleznosci od tolerancji zawartosci sodu przez analizator aminokwaséw (ppkt 4.9) ustawia¢ pH zgodnie z
ppkt 5.3.3.1 lub 5.3.3.2.

5.3.3.1. Dla systeméw chromatograficznych (ppkt 4.9) wymagajacych niskiego stezenia sodu:

Jezeli stosujemy analizator aminokwasoéw wymagajacy niskiego stezenia sodu (objeto$¢ kwasu musi by¢ zmniej-
szona), wskazane jest uzycie podstawowego roztworu mianowanego (ppkt 3.27.3).
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W tym przypadku doda¢ 2,0 ml podstawowego roztworu wzorca wewnetrznego (ppkt 3.27.3) do hydrolizatu
przed odparowaniem.

Doda¢ dwie krople oktanolu-1 (ppkt 3.15) do hydrolizatéw otrzymanych zgodnie z ppkt 5.3.2.3 lub 5.3.2.4.

Zmniejszy¢ objeto$¢ do 5-10 ml poprzez odparowanie w prézniowej wyparce obrotowej (ppkt 4.7) w tempe-
raturze 40 °C. Jezeli objeto$¢ zostanie zmniejszona ponizej 5 ml, nalezy wyrzuci¢ hydrolizat i powt6rzy¢
analize.

Ustali¢ pH na 2,20 w temperaturze pokojowej, stosujac roztwor wodorotlenku sodu (ppkt 3.18), i postgpowal
zgodnie z ppkt 5.3.4.

5.3.3.2. Dla wszystkich innych analizatoréw aminokwaséw (ppkt 4.9)

Dodawa¢ ostroznie mieszajac 17 ml roztworu wodorotlenku sodu (ppkt 3.17) do hydrolizatéw otrzymanych
zgodnie z ppkt 5.3.2.3 lub 5.3.2.4, nie przekraczajac temperatury 40 °C.

Doprowadzi¢ pH do 2,20 w temperaturze pokojowej przez dodanie roztworu wodorotlenku sodu (ppkt 3.17),
a pod koniec ustawiania pH — roztworu wodorotlenku sodu (ppkt 3.18). Postepowac jak w ppkt 5.3.4.

5.3.4. Roztwoér probek do analizy chromatograficznej.

Przenies¢ ilosciowo hydrolizaty o odpowiednim pH (ppkt 5.3.3.1 lub 5.3.3.2) za pomoca buforu cytryniano-
wego (ppkt 3.24) do 200 ml kolby miarowej i uzupeni¢ do kreski za pomocg tegoz buforu (ppkt 3.24).

Jezeli wcze$niej nie dodano wzorca wewnetrznego, doda¢ 2,00 ml wzorca wewnetrznego (ppkt 3.27.3) i
uzupehié¢ do kreski buforem (ppkt 3.24). Wymiesza¢ dokladnie.

Przej$¢ do analizy chromatagraficznej (ppkt 5.4).

Jezeli tak przygotowane roztwory prébek nie sa analizowane tego samego dnia, musza by¢ przechowywane w
temperaturze ponizej 5 °C.

5.4. Chromatografia

Przed analizg chromatograficzng przenies¢ ekstrakt (ppkt 5.2) lub hydrolizat (ppkt 5.3.4) do temperatury poko-
jowej. Dobrze wymiesza¢ mieszaning i przefiltrowaé odpowiedni ilo$¢ roztworu, uzywajac filtru 0,2 pm. (ppkt
4.5). Tak otrzymany klarowny roztwér bedzie poddany chromatografii jonowymiennej za pomoca analizatora
aminokwasow (ppkt 4.9).

Nalozenia probki mozna dokona¢ recznie lub automatycznie. Waznym jest, aby nanosi¢ na kolumng ilosciowo
takie same objetosci z dokladnoscig + 0,5 % zaréwno do analizy wzorcéw, jak i probki badanej ze wzorcem
wewngtrznym oraz aby stosunek soéd:aminokwas byl jednakowy zaréwno w prébee badanej, jak i w stoso-
warnym roztworze mianowanym.

Zasadniczo, czesto§¢ przeprowadzania kalibracji jest uzalezniona od stabilnosci roztworu ninhydryny, jak i do
calego systemu analitycznego. Wzorzec lub badana prébka jest wymywana za pomoca buforu cytrynianowego
(ppkt 3.24), tak aby da¢ powierzchni¢ pod pikiem wzorca odpowiadajaca 30-200 % powierzchni pod pikiem
probki aminokwasow.

Przebieg analizy chromatograficznej aminokwaséw jest rozny i zalezy od typu stosowanego analizatora oraz
uzytej zywicy. Wybrany system musi mie¢ zdolno$¢ rozdziatu poszczegdlnych aminokwaséw od siebie oraz od
innych zwigzkéw dajacych z ninhydryng barwng reakcje zwigzkéw. W zakresie prowadzonych badaf stoso-
wany system chromatografii powinien dawaé liniowa odpowiedZ na zmiany zawartosci aminokwaséw podawa-
nych na kolumne.

Gdy analizowane sa réwnomolowe roztwory (oznaczanych aminokwaséw), stosowaé omowiony nizej stosunek
wysokosci dolina:wysoko§¢ piku. Réwnomolowy roztwér musi zawiera¢ co najmniej 30 % maksymalnej ilo$ci
kazdego aminokwasu, ktory mozna prawidlowo oznaczy¢ z uzyciem stosowanego systemu analizy (ppkt 4.9).

Dla rozdzielenia treoniny od seryny stosunek wysokosci dolina:pik dla nizszego z pokrywajacych si¢ aminok-
wasOw nie powinien przekracza¢ 2:10 (jezeli wylacznie cystyna/cysteina, metionina, treonina i lizyna sa ozna-
czane, niepelne rozdzielenie sprzg¢zonych pikéw ma ujemny wplyw na oznaczenie). Dla wszystkich innych
aminokwasow rozdzial musi by¢ lepszy niz 1:10.

System musi zapewnia¢ rozdziat lizyny od ,artefaktow lizyny” i od ornityny.

6. Obliczenia wynikéw

Powierzchnia pikéw probki i wzorca jest mierzona dla kazdego pojedynczego aminokwasu, na podstawie czego
wyliczana jest zawarto$¢ w g aminokwasu na kg probki.

AxExMWxF

inok kg probki
g aminokwasu na kg probki ==~ oo

Jezeli stosowany byl wzorzec wewnetrzny, nalezy pomnozy¢ przez: %
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A = powierzchnia piku, hydrolizat lub ekstrakt
B = powierzchnia piku, wzorcowy roztwér mianowany
C = powierzchnia piku, wewnetrzny wzorzec w hydrolizacie lub ekstrakcie
D = powierzchnia piku, wzorzec wewnetrzny, wzorcowy roztwér mianowany

6.1.

7.1.

MW = masa czgsteczkowa oznaczanego aminokwasu

E = stezenie wzorca w pmol/ml

W = masa probki (g) (sprowadzi¢ do masy wyjsciowej, jezeli odttuszczono lub suszono)

F = ml hydrolizatu ogélem (ppkt 5.3.4) lub ml obliczonej ogélem objetosci rozcieficzonego ekstraktu (ppkt
6.1).

Cystyna i cysteina s3 oznaczane wspodlnie jako kwas cysteinowy w probkach hydrolizatéw utlenionych, ale
przeliczenie na cystyng (C;H,,N,0,S,, MW 240,30 przez uzycie MW 120,15 (= 0,5 x 240,30).

Metionina jest oznaczana jako sulfon metioniny w hydrolizatach prébek utlenionych, ale przelicza si¢ ja na
metioning, uzywajagc MW metioniny: 149,21.

Dodana wolna metionina jest ustalona po ekstrakcji jako metionina, do obliczef stosowana jest ta sama warto§¢
MW.

Sposéb obliczenia ogblnej objetosci rozcieniczonych ekstraktéw (F) dla oznaczenia ilosci wolnych aminokwasow
(ppkt 5.2) jest nastgpujacy:

10ml + 5ml) Vml

_ (
F = 100 mlx = o T X0 ml

V = objetos¢ koncowa ekstraktu

Ocena metody

Metoda byla badana poréwnawczo na poziomie miedzynarodowym w 1990 r. przy uzyciu réznych pasz
(mieszanka paszowa dla $wifn, komponent dla brojleréw, koncentrat biatkowy i premiks). Po odrzuceniu
wynikéw krancowych $rednie wyniki i odchylenia standardowego przedstawia ponizsza tabela:

Srednia w g[kg
Aminokwas
Materiat badany
Treonina Cystyna/cysteina Metionina Lizyna
Mieszanka paszowa dla $wif 6,94 3,01 3,27 9,55
n=15 n=17 n=17 n=13
Komponent dla brojlerow 9,31 3,92 5,08 13,93
n=16 n=18 n=18 n=16
Koncentrat biatkowy 22,32 5,06 12,01 47,74
n=16 n=17 n=17 n=15
Premiks 58,42 - 90,21 98,03
n=16 n=16 n= 16

N = liczba uczestniczacych laboratoriéw

Powtarzalnos¢

Powtarzalno§¢ wyrazona jako ,odchylenie standardowe wewnatrz laboratorium” omawianego powyzej porow-
nawczego badania przedstawia ponizsza tabela:
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7.2.

Laboratoryjna norma odchylenia standardowe (S,) w g/kg

Aminokwas
Materiat badany
Treonina Cystyna/cysteina Metionina Lizyna
Mieszanka paszowa dla §win 0,13 0,10 0,11 0,26
n= 15 n=17 n=17 n=13
Komponent dla brojlerow 0,20 0,11 0,16 0,28
n= =6 n=18 n=18 n= 16
Koncentrat biatkowy 0,48 0,13 0,27 0,99
n= 16 n=17 n=17 n= 15
Premiks 1,30 - 2,19 2,06
n= 16 n= 16 n= 16

N = liczba uczestniczacych laboratoriéw

Wsp6élezynnik zmiennosci (%) dla odchylenia standardowego (S,) wewnatrz laboratorium

Aminokwas
Materiat badany
Treonina Cystyna/cysteina Metionina Lizyna
Mieszanka paszowa dla $win 1,9 3,3 3,4 2,8
n=15 n=17 n=17 n=13
Komponent dla brojleréw 2,1 2,8 3,1 2,1
n=16 n=18 n=18 n=16
Koncentrat biatkowy 2,7 2,6 2,2 2,4
n=16 n=17 n=17 n=15
Premiks 2,2 - 2.4 2,1
n=16 n=16 n= 16

N = liczba uczestniczacych laboratoriow

Odtwarzalnosé

Wyniki odchylenia standardowego miedzy laboratoriami w wyzej omawianych badaniach poréwnawczych
przedstawia tabela:

Odchylenie standardowe migdzy laboratoriami (S,) w g/kg

Aminokwas
Materiat badany
Treonina Cystyna/cysteina Metionina Lizyna
Mieszanka paszowa dla $win 0,28 0,30 0,23 0,30
n=15 n=17 n=17 n=13
Komponent dla brojleréw 0,48 0,34 0,55 0,75
n=16 n=18 n=18 n=16
Koncentrat biatkowy 0,85 0,62 1,57 1,24
n=16 n=17 n=17 n=15
Premiks 2,49 - 6,20 6,62
n=16 n=16 n=16

N = liczba uczestniczacych laboratoriow
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Wspolczynnik zmiennosci (%) dla odchylenia standardowego migdzy laboratoriami (Sy)

Aminokwas
Materiat badany
Treonina Cystyna/cysteina Metionina Lizyna
Mieszanka paszowa dla $wif 4,1 9,9 7,0 3,2
n= 15 n= 17 n= 17 n=13
Komponent dla brojleréw 52 8,8 10,9 5,4
n=16 n=18 n=18 n= 16
Koncentrat biatkowy 3,8 12,3 13,0 3,0
n=16 n= 17 n= 17 n= 15
Premiks 4,3 - 6,9 6,7
n=16 n=16 n=16

N = liczba uczestniczgcych laboratoriow

8. Stosowanie materialéw odwolawczych
Prawidlowe stosowanie metody powinno by¢ sprawdzane przez wykonanie oznaczen na certyfikowanych mate-
rialach odwolawczych, o ile takie s3 dostgpne. Réwniez zalecana jest kalibracja z zastosowaniem certyfikowa-
nych roztworéw wzorcowych aminokwasow.

9. Obserwacje

9.1. Z powodu réznic miedzy poszczegdlnymi analizatorami aminokwaséw podawane tu kocowe stezenia wzorco-
wych roztworéw mianowanych aminokwasoéw (patrz ppkt 3.27.4 i 3.27.5) i hydrolizatéw (patrz ppkt 5.3.4)
nalezy traktowaé jako wskazanie.

Zakres liniowej odpowiedzi aparatu powinien zosta¢ sprawdzony dla wszystkich aminokwaséw.

Mianowany roztwér wymywany jest buforem cytrynianowym tak, aby daé pik o powierzchni w §rednim
zakresie.

9.2.  Jezeli do analizy aminokwasow uzywany jest wysokoci$nieniowy chromatograf cieczowy, nalezy zoptymali-
zowacl eksperymentalnie warunki analizy zgodnie z zaleceniami producenta.

9.3. Przy stosowaniu tej metody do Srodkéw Zywienia zwierzat zawierajacych wigcej niz 1 % chlorkéw (koncentraty,
mieszanki mineralne, dodatki paszowe) oznaczenie metioniny bedzie zanizone i wtedy nalezy stosowaé szcze-
g6lne postepowanie.

CZESC B

OZNACZANIE SUROWYCH OLEJOW I TLUSZCZOW

1. Cel i zakres

Metoda ta ma na celu oznaczanie surowych olejow i tluszczéw w paszach. Nie dotyczy ona analizy nasion
oleistych i owocdw oleistych, okreslonych w rozporzadzeniu Rady 136/66/EWG z dnia 22 wrzesnia 1966 r.

Zastosowanie dwéch metod opisanych ponizej zalezy od rodzaju i skladu paszy oraz przyczyny prowadzenia
analiz.

1.1. Procedura A - Bezposrednio ulegajgce wyekstrahowaniu oleje i thuszcze
Metoda ta stosowana jest do materialdw paszowych pochodzenia rolinnego, z wyjatkiem tych, ktore zostaly
objete zakresem stosowania procedury B.

1.2. Procedura B - Ogdtem surowe oleje i thuszcze
Metoda ta stosowana jest do materialéw paszowych pochodzenia zwierzgcego i wszystkich mieszanek paszo-
wych. Jest stosowana do tych wszystkich materialéw, z ktérych oleje i thuszcze nie moga by¢ w calosci wyek-

strahowane bez uprzedniej hydrolizy (np. gluten, drozdze, bialka ziemniaczane i produkty przetworzone np.
poprzez ekstruzje, platkowanie i ogrzewanie).
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1.3.

2.1.

2.2.

3.2.
3.3.
3.4.

4.2

4.3.

5.1.

5.2.

Interpretacja wynikéw
We wszystkich przypadkach, w ktérych wynik otrzymany przy zastosowaniu procedury B jest wyzszy od otrzy-
manego przy zastosowaniu procedury A, nalezy traktowaé wynik B jako rzeczywisty.

Zasada

Procedura A

Prébki sg poddane ekstrakeji za pomocy eteru naftowego. Rozpuszczalnik jest oddestylowany, a pozostalos¢ jest
suszona i wazona.

Procedura B

Probki sa traktowane kwasem solnym i ogrzewane. Mieszanina po ozigbieniu zostaje przesaczona. Pozostato§¢
jest przemywana i suszona, nastgpnie oznacza si¢ ja zgodnie z procedurg A.

Odczynniki

Eter naftowy o temperaturze wrzenia 40—-60 °C. Warto$¢ bromowa powinna by¢ ponizej 1, a pozostalo$¢ po
odparowaniu ponizej 2 mg/100 ml.

Bezwodny siarczan sodu.
Kwas solny, ¢ = 3 mol HCl/I
Srodek filtracyjny, np. Kieselguhr, Hyflo-supercel.

Aparatura

Aparat do ekstrakcji. Jezeli zawiera syfon (jak np. aparat Soxhleta), powinien by¢ tak ustawiony, aby liczba
powrotéw (przelewania skroplin) wynosila 10 cykli na godzing. Jezeli nie ma syfonu, to objetos¢ skroplin
powinna wynosi¢ okolo 10 ml na minute.

Gilzy do ekstrakeji, wolne od substancji rozpuszczalnych w eterze naftowym i o porowatosci odpowiadajacej
wymaganiom zawartym w ppkt 4.1.

Suszarka albo prézniowy zestaw do suszenia w temperaturze 75 °C + 3 °C lub suszarka owiewowa w tempera-
turze 100 °C £ 3 °C.

Procedura

Procedura A (patrz ppkt 8.1)

Odwazy¢ 5 g prébki z doktadnoscia do 1 mg, przenie$¢ do gilzy ekstrakeyjnej (ppkt 4.2) i przykry¢ tamponem
z odtluszczonej waty bawelniane;.

Umiesci¢ gilz¢ w aparacie do ekstrakeji (ppkt 4.1) i ekstrahowaé przez sze$¢ godzin za pomocg eteru naftowego
(ppkt 3.1). Zebra¢ uzyskany ekstrakt do suchej, zwazonej kolby zawierajacej kawatki pumeksu ().

Oddestylowaé rozpuszczalnik. Suszyé pozostalo$é, umieszczajac kolbe w suszarce (ppkt 4.3) na poéltorej
godziny. Ostudzi¢ w eksykatorze i zwazy¢. Suszy¢é ponownie przez 30 minut dla zapewnienia stalej masy
olejow i tluszczéw (straty masy miedzy dwoma nastgpujacymi po sobie wazeniami nie mogg przekraczal
1 mg).

Procedura B

Odwazy¢ 2,5 g probki z dokladnoscig do 1 mg (patrz ppkt 8.2), umiescié w 400 ml zlewce lub 300 ml
kolbie stozkowej i doda¢ 100 ml kwasu solnego (ppkt 3.3) oraz kawatki pumeksu. Przykry¢ zlewke szkietkiem
zegarkowym, a kolb¢ chlodnica zwrotng. Doprowadzi¢ mieszaning do spokojnego wrzenia w niskim plomieniu
palnika lub na plytce grzejnej i utrzymywaé wrzenie przez jedng godzing. Nie dopuszczaé do osadzania sie
produktu na Scianach naczynia.

Ostudzi¢ i dodaé Srodek filtracyjny (ppkt 3.4) w iloSci zapobiegajacej jakimkolwiek stratom oleju i thuszczu
podczas filtracji. Przefiltrowal przez nawilzona, wolng od tluszczu podwdjng bibule filtracyjng. Przemy¢ pozos-
tato$¢ zimng woda do czasu zobojetnienia przesaczu. Sprawdzié, czy przesacz nie zawiera Sladow tluszczu lub
oleju. Obecno$¢ tluszczu lub oleju wskazuje na konieczno§¢ przeprowadzenia przed hydroliza ekstrakeji
zgodnie z procedura A.

Umiesci¢ na szkielku zegarkowym podwdjna bibule filtracyjng z pozostatoscia i suszy¢ przez poéttorej godziny
w suszarce owiewowej (ppkt 4.3) w 100 °C £ 3 °C.

Umiesci¢ wysuszona bibule z pozostaloscia w gilzie ekstrakcyjnej (ppkt 4.2) i zamkna¢ korkiem z odttuszczonej
waty bawelnianej. Umiesci¢ gilz¢ w ekstraktorze (ppkt 4.1) i postgpowaé zgodnie z opisem zawartym w pkt 5
akapit drugi i trzeci.

(") W przypadkach, gdy tluszcz lub olej muszg by¢ okreslane jakosciowo, zastgpi¢ pumeks kuleczkami szklanymi.
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8.1.

8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

8.6.

Sposéb prezentowania wynikéw

Wyrazi¢ mase pozostalosci jako procent masy probki.

Powtarzalno$é

Réznice miedzy dwoma réwnoleglymi okresleniami przeprowadzonymi dla tej samej probki przez tego samego
analityka nie powinny przekroczy¢:

— 0,2 % wartosci bezwzglednej dla zawartosci oleju i thuszczu ponizej 5 %,
— 4,0 % odpowiednio dla wyzszych wynikoéw o zawartosci 5-10 %,

— 0,4 % wartosci bezwzglednej dla zawarto$ci powyzej 10 %.

Uwagi

Dla produktéw o wysokiej zawartoSci olejéw i tluszczéw, ktére s trudne do rozdrobnienia lub osiggniecia
jednorodnosci prébki badanej, postepowa¢ jak podano ponizej.

Odwazy¢ 20 g probki z dokladno$cia do 1 mg i wymieszaé z 10 g lub wigcej bezwodnego siarczanu sodu
(ppkt 3.2). Ekstrahowa¢ eterem naftowym (3.1), jak podano w ppkt 5.1. Uzupehié eterem naftowym (ppkt 3.1)
otrzymany ekstrakt do objetosci 500 ml i wymiesza¢. Pobra¢ 50 ml roztworu i przenie$¢ do malej, suchej i
zwazonej kolby zawierajacej kawalki pumeksu (). Destylowaé rozpuszczalnik, suszy¢ i postepowal jak wska-
zano w ppkt 5.1 akapit ostatni.

Usuna¢ rozpuszczalnik z pozostatosci ekstrakcyjnej umieszczonej w gilzie, rozdrobni¢ pozostato$¢ na czastki
1 mm, ponownie umie$ci¢ w gilzie (nie dodawac siarczanu sodu) i postgpowaé zgodnie z ppkt 5.1 akapit drugi
i trzeci.

Przeliczy¢ zawarto$¢ oleju i thuszezu jako odsetek masy prébki wedtug podanego wzoru:

(10a + b)x 5

gdzie:

a = masa w gramach pozostalosci po pierwszej ekstrakeji (cz¢$¢ wielokrotnosci ekstraktu),

b = masa w gramach pozostatosci po drugiej ekstrakgji.
Dla produktow o niskiej zawartosci olejéw i thuszczow mase probki mozna zwigkszy¢ do 5 g.

W przypadku zywnosci dla zwierzat zawierajacej wysoka zawarto$¢ wody moze wystapi¢ potrzeba dodania
przed hydroliza i ekstrakcjg bezwodnego siarczanu sodu, jak podaje procedura B.

W ppkt 5.2 do przemywania pozostatosci po filtracji moze by¢ bardziej efektywne uzycie wody goracej zamiast
zimne;j.

Dla niektorych pasz moze wystapi¢ potrzeba przedluzenia 1,5-godzinnego czasu suszenia. Nalezy jednak
unika¢ nadmiernego suszenia, gdyz moze prowadzi¢ do zanizania wynikéw. Mozna réwniez stosowaé kuchenki
mikrofalowe.
Jezeli zawarto$¢ surowego oleju/tluszczu jest wigksza niz 15 %, zaleca si¢ stosowanie wstepnej ekstrakcji wedlug
procedury A przed hydroliza i powt6rnej ekstrakeji wedtug procedury B.
CZESC C
OZNACZANIE OLAQUINDOKSU

(2-[N-2"-(hydroksyetyl)karbamoilo]-3-metylochinoksalina-N',N*-dioksyd)

Cel i zakres

Metoda ta stosowana jest do ustalania zawartosci olaquindoksu w paszach. Najmniejsza wykrywana ilo$¢
wynosi 5 mg/kg.

Zasada

Probki sa ekstrahowane przy uzyciu mieszaniny woda—metanol. Zawarto$¢ olaquindoksu ustalona jest w fazie
odwréconej wysokoci$nieniowej chromatografii cieczowej (HPLC) przy uzyciu detektora UV.

(") W przypadkach, gdy tluszcz lub olej muszg by¢ okreslane jakosciowo, zastgpi¢ pumeks kuleczkami szklanymi.
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3.1.
3.2
3.3.
3.4.

3.5.

4.1.
4.2.
4.3.

4.3.1.

4.4.

5.2.

Odczynniki

Metanol.

Metanol, czysto$¢ HPLC.

Woda, czysto§¢ HPLC.

Faza ruchoma dla HPLC:

Woda (ppkt 3.3)-metanol (ppkt 3.2), mieszanina 900 + 100 (V + V).

Substancja podstawowa: czysty olaquindox 2-[N-2"-(hydroksyetyl)karbamoil]-3-metylochinoksalina-N?,N*-
dioksyd, E 851.

Podstawowy roztwér mianowany olaquindoksu, 250pg/ml

Odwazy¢ z dokladnoscig do 0,1 mg 50 mg olaquindoksu (ppkt 3.5) do 200 ml kolby miarowej i doda¢ okoto
190 ml wody. Nastgpnie umiesci¢ kolbe w lazni ultradzwickowej (ppkt 4.1) na 20 minut. Roztwér potrakto-
wany ultradzwigckami doprowadzi¢ do temperatury pokojowej, uzupelni¢ woda do kreski i wymieszal. Przykry¢
kolbe folig aluminiowa i przechowywaé w lodéwce. Swiezy roztwér musi byé przygotowywany kazdego
miesigca.

Posredni roztwér mianowany olaquindoksu, 25 pg/ml

Pobra¢ 10,0 ml podstawowego roztworu mianowanego (ppkt 3.5.1) i przenies¢ do 100 ml kolby miarowej,
uzupelni¢ do kreski faza ruchoma (ppkt 3.4) i wymieszac. Przykry¢ kolbe folig aluminiows i przechowywaé w
lodéwee. Ten $wiezy roztwér musi by¢ przygotowywany codziennie.

Roztwory wzorcowe:

Do serii 50 ml kolb miarowych przenies¢ kolejno po 1,0, 2,0, 5,0, 10,0, 15,0 i 20,0 ml posredniego roztworu
mianowanego (ppkt 3.5.2). Uzupelni¢ do kreski za pomoca fazy ruchomej (ppkt 3.4) i wymieszaé. Przykryé
kolbe folig aluminiowa i przechowywaé w lodowce. Roztwory te odpowiadajg zawartosci 0,5, 1,0, 2,5, 5,0,
7,5,1 10 pg olaquindoksu/ml.

Swieze roztwory nalezy przygotowywaé codziennie.

Aparatura
Laznia ultradzwickowa.
Wytrzasarka mechaniczna.

Aparat HPLC z detektorem promieniowania ultrafioletowego o réznej dlugosci fali lub z detektorem
diodowym.

Kolumna do chromatografii cieczowej, 250 mm x 4 mm, wypelnienie C18, 10 pm lub réwnowazne.

Filtr membranowy, 0,45 pm.

Procedura

Uwaga: Olaquindox jest wrazliwy na dzialanie $wiatla. Prowadzi¢ calg procedurg w ograniczonym oswietleniu lub
uzywac szkta brunatnego.

Uwagi ogdlne

Wyjsciowa (Slepa) pasza powinna by¢ przeanalizowana odnosnie do zawartosci olaquindoksu badZ substancji
interferujacych.

Badania rozpoznawcze powinny by¢ prowadzone przy pomocy analizy paszy wyjsciowej (Slepej), do ktorej
nalezy doda¢ olaquindox w ilosci takiej, jaka wystepuje w prébee. Aby uzyskaé zawarto$¢ olaquindoksu w
Slepej probee rzedu 50 mglkg, przenies¢ 10,0 ml macierzystego roztworu mianowanego (ppkt 3.5.1) do
250 ml kolby stozkowej i odparowal roztwor do objetosci 0,5 ml. Dodaé 50 g paszy wyjsciowej, wymieszaé
dokladnie i pozostawi¢ na 10 min, wielokrotnie w tym czasie mieszajac. Przej$¢ do ekstrakcji, postepujac dalej
zgodnie z ppkt 5.2.

Uwaga: Do celéw niniejszej metody Slepa (wyjéciowa) pasza powinna by¢ podobna do prébek paszy badanej i
nie powinna zawiera¢ olaquindoksu.

Ekstrakcja

Odwazy¢ z dokladnoscig 0,01 g okolo 50 g probki. Przenies¢ do 1000 ml kolby stozkowej, doda¢ 100 ml
metanolu (ppkt 3.1) i umie$ci¢ na 5 minut w fazni ultradzwigkowej (ppkt 4.1). Doda¢ 410 ml wody i pozos-
tawi¢ w fazni ultradzwigkowej na nastgpne 15 minut. Przenie$¢ kolbe z lazni i wytrzasal przez 30 minut,
stosujac wytrzasarke mechaniczna (ppkt 4.2), nastepnie przesaczy¢ przez pofaldowang bibule filtracyjng. Prze-
nie$¢ 10 ml filtratu do 20 ml kolby miarowej, uzupeli¢ woda do kreski i wymiesza¢. Rozcienczony roztwor
przefiltrowaé przez filtr membranowy (ppkt 4.4) (patrz 9. obserwacja). Prowadzi¢ oznaczenia metoda HPLC
(ppkt 5.3).
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Analiza HPLC
Parametry:

Jako wskazoéwki przykladowe podane sa nastepujace warunki. Dopuszczalne jest stosowanie innych warunkéw,
o ile dajg réwnowazne wyniki.

Kolumna analityczna (ppkt 4.3.1)

Faza ruchoma (ppkt 3.4): woda (ppkt 3.3)-metanol (ppkt 3.2), 900 + 100 (V + V)
Szybkos¢ przeplywu: 1,5-2 ml/min.
Detekgja, dtugos¢ fali: 380 nm

Objetos¢ podana na kolumne: 20 pl-100 pl

Sprawdzi¢ stabilno$¢ ukfadu chromatograficznego, wprowadzi¢ kilkakrotnie roztwér wzorcowy (ppkt 3.5.3)
zawierajacy 2,5 pg/ml do uzyskania stalej wysokosci piku i czasu retencji.

Krzywa wzorcowa

Wprowadzi¢ kazdy roztwér wzorcowy (ppkt 3.5.3) kilkakrotnie i okresli¢ $rednig wysoko$¢ piku (powierzch-
ni¢) dla kazdego stezenia. Wykonaé wykres wzorcowy, nanoszac na o$ rz¢dnych $rednig wysoko$¢ (powierzch-
ni¢) piku, a na o$ odcigtych odpowiadajace mu stezenie.

Roztwor prébki

Wstrzykna¢ ekstrakt probki (ppkt 5.2), kilka razy stosujac takg sama objetos¢ jak zastosowano przy roztworach
wzorcowych i oznaczy¢ $rednig wysoko$¢ (powierzchnie) piku olaquindoksu.

Obliczanie wynikéw

Stezenie olaquindoksu w badanych prébkach w pg/ml ustala si¢ ze Sredniej wysoko$ci (powierzchni) piku
olaquindoksu prébki badanej i odpowiadajacego stezeniu na krzywej wzorcowej (ppkt 5.3.2).

Zawarto$¢ olaquindoksu wyrazong w mg/kg probki jest otrzymywana z obliczenia nastgpujacego wzoru:

W _CX
m

gdzie:

¢ = stezenie olaquindoksu w ekstrakcie probki (ppkt 5.2) w pg/ml

m = masa badanej porcji w g (ppkt 5.2).

Zatwierdzenie wynikéw

Identycznos¢

Identyczno$¢ analizy mozna potwierdzi¢ poprzez wspdlchromatografi¢ lub przez uzycie detektora z zestawem
diod, dzieki czemu przeprowadza si¢ poréwnanie uzyskanych rozdzialéw probek ekstraktu (ppkt 5.2) i
roztworu wzorcowego (ppkt 3.5.3) zawierajacego 5,0 pg/ml.

Wspétchromatografia

Probke ekstraktu (ppkt 5.2) wzbogaca sie¢ przez dodanie odpowiedniej ilosci roztworu wzorcowego (ppkt
3.5.3). llo$¢ dodanego olaquindoksu powinna by¢ taka sama jak oznaczono w prdbee ekstraktu.

Przy rozwazaniu ilosci dodanego zwigzku i rozcieficzenia ekstraktu powinna by¢ podniesiona tylko wysokos¢
piku olaquindoksu. Jezeli chodzi o szeroko§¢ piku olaquindoksu w polowie jego wysokosci, musi by¢ ona
miedzy + 10 % oryginalnej szerokosci piku olaquindoksu prébki bez dodatku roztworu wzorcowego
(niewzbogaconej).

Detekcja za pomocg zestawu diod

Wyniki sa oceniane zgodnie z nastgpujacymi kryteriami:

a) Dlugos¢ fali dajaca maksimum absorpcji proby i wzorca, ustalona na szczytowym piku chromatogramu,
musi znajdowac si¢ wewnatrz zdolnosci rozdzielczej systemu detekcji. Dla tego typu detektora zazwyczaj
zawiera si¢ w zakresie * 2 nm.
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b) Migdzy 220 i 400 nm widma probki i wzorca rejestrowane w najwyzszym piku chromatogramu nie moga
by¢ rézne od tej czesci widma w zakresie 10-100 % odpowiedniej absorbancji. To kryterium jest spelnione,
gdy stwierdza si¢ te same maksima i nie obserwuje si¢ w zadnym punkcie odchylenia migdzy dwoma
widmami wigkszego od 15 % absorbancji analizowanego wzorca.

o

Migdzy 220 i 400 nm widma wzrostu krzywej, wierzchotka i obnizenia zbocza pikéw uzyskiwane z prébek

ekstraktu nie moga si¢ rézni¢ od innych w tych czesciach widma w zakresie 10-100 % absorbancji. Kryte-
rium to jest spelnione, kiedy sg te same maksima obecne i kiedy we wszystkich obserwowanych punktach

odchylenia migdzy widmami nie przekraczaja 15 % absorbancji najwyzszego piku widma.

Jezeli jedno z tych kryteridw nie jest spelnione, analiza nie moze by¢ potwierdzona.

Powtarzalnos¢

Réznice miedzy dwoma réwnoleglymi oznaczeniami dla tej samej prébki nie moga by¢ wigksze niz 15 % odpo-
wiednio do wyzszych wynikéw zawartosci olaquindoksu miedzy 10 i 200 mg/kg.

Odzyskiwanie

Dla wzbogaconej Slepej proby odzysk powinien wynosi¢ co najmniej 90 %.

Wyniki badafi poréwnawczych

Przeprowadzono wspélny projekt badawczy WE, w nie wigcej niz 13 laboratoriach dokonano analizy czterech

probek pasz dla prosiat, w tym jednej pustej. Wyniki s3 podane ponizej:

Probka 1 Probka 2 Probka 3 Probka 4
L 13 10 11 11
n 40 40 44 44
$rednia (mg/kg) - 14,6 48,0 95,4
(S1) (mg/kg) - 0,82 2,05 6,36
(SR) (mg/kg) - 1,62 428 8,42
CVr (%) - 5,6 43 6,7
CVR (%) - 11,1 8,9 8,8
Nominalna zawartos¢ (mg/kg) - 15 50 100
Odzysk (%) - 97,3 96,0 95,4

: liczba laboratoriow

v n S

: liczba pojedynczych wartosci
: odchylenie standardowe powtarzalnosci
x . odchylenie standardowe odtwarzalnosci wynikow

CV, : wspélczynnik zmiennosci powtarzalnoci

r

CV, @ wspélczynnik zmiennosci powtarzalnosci.

Uwagi

Chociaz metoda ta nie moze by¢ oceniona dla pasz zawierajacych wigcej niz 100 mg/kg olaquindoksu, jest
jednak mozliwe otrzymanie zadowalajacych wynikow poprzez pobranie mniejszej wagowo probki iflub
rozcienczenie ekstraktu (ppkt 5.2) do osiagnigcia stezenia w zakresie krzywej wzorcowej (ppkt 5.3.2).



