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A BIZOTTSAG (EU) 2024/771 VI::GREHA]TASI RENDELETE
(2024. februdr 29.)

a takarmdnyok hat6sigi ellendrzése sorin alkalmazott mintavételi és vizsgdlati moédszerek
megillapitdsirol sz616 152/2009/EK rendelet médositdsirdl

(EGT-vonatkozisii szoveg)

AZ EUROPAI BIZOTTSAG,
tekintettel az Eurdpai Uni6é miikodésérdl sz6l6 szerz6désre,

tekintettel az élelmiszer- és takarmdnyjog, valamint az dllategészségiigyi és dllatj6léti szabélyok, a novényegészségiigyi
szabélyok, és a novényvédd szerekre vonatkozd szabdlyok alkalmazdsdnak biztositdsa céljdbdl végzett hatdsdgi
ellendrzésekr6l és mds hat6sdgi tevékenységekrdl, tovdbba a 999/2001/EK, a 396/2005/EK, az 1069/2009/EK,
az 1107/2009/EK, az 1151/2012/EU, a 652/2014/EU, az (EU) 2016/429 és az (EU) 2016/2031 eurbpai parlamenti és
tandcsi rendelet, az 1/2005/EK és az 1099/2009/EK tandcsi rendelet, valamint a 98/58[EK, az 1999/74[EK, a 2007/43EK,
a2008/119/EK és a 2008/120/EK tandcsi irdnyelv médositdsarol, és a 854/2004/EK és a 882/2004/EK eurdpai parlamenti
és tandcsi rendelet, a 89/608/EGK, a 89/662/EGK, a 90/425[EGK, a 91/496/EGK, a 96/23[EK, a 96/93/EK és a 97/78[EK
tandcsi irdnyelv és a 92/438/EGK tandcsi hatdrozat hatdlyon kiviil helyezésérdl sz616, 2017. mércius 15-i (EU) 2017/625
eurdpai parlamenti és tandcsi rendeletre (a hatdsigi ellendrzésekrdl sz6l6 rendelet) () és killonosen annak 34. cikke (6)
bekezdésére,

mivel:

(1) A Bizottsdg 152/2009/EK rendelete () megallapitja a takarmdnyok hatdsigi ellendrzése sordn alkalmazott
mintavételi és vizsgalati modszereket.

(2) A 152/2009/EK rendeletben meghatdrozott mintavételi és vizsgdlati modszereket a tudomdnyos és technoldgiai
ismeretek alakuldsira figyelemmel ki kell igazitani. E rendeletnek szdmos kisebb véltoztatdst kell bevezetnie a
mintavételi mddszer alkalmazdsdval szerzett tapasztalatok figyelembevétele, illetve bizonyos rendelkezések
pontositasa érdekében.

(3) A 152/2009/EK rendeletben leirt mintavételi médszer nem megfelel a mikrobioldgiai szennyezettség ellendrzésére
szolgdlé mintavételhez, ezért az nem tartozik a rendelet hatdlya ald. Mivel azonban a 691/2013/EU bizottsdgi
rendelettel () tortént modositdst kovetGen mdr nem volt kifejezetten kizdrva a rendelet hatdlya aldl, ez némi
zavarhoz vezetett, ezért helyénvald ismételten kifejezetten kizdrni a rendelet hatdlya aldl.

(4)  Helyénvalé egyedi rendelkezéseket bevezetni a takarmdnyipari vallalkozok dltal tdvkozl eszkozok datjan
értékesitésre kindlt takarmdnyok mintavételére vonatkozdan, tekintettel arra, hogy a takarmdnyok tavkozls
eszkozok utjdn torténd értékesitése novekszik. A nemkivdnatos anyagok vizsgdlata esetében alkalmazando, a
vizsgélati mérési bizonytalansdgra és a visszanyerésre vonatkozé rendelkezések mellett ilyen rendelkezéseket kell
bevezetni a takarmdnyadalékanyag-tartalom vizsgdlatdra is, mivel ezek a rendelkezések ebben az esetben is
relevansak. Tekintettel arra, hogy a karbamid takarmany-adalékanyagként valé felhasznaldsdra vonatkozé engedély
hatélydn kiviil es6 karbamid meghatdrozdsdra szolgdld vizsgdlati médszer alkalmazdsa bizonyitottan helytelen
vizsgélati eredményekhez vezet, pontositani kell e mddszer alkalmazdsi korét, és ki kell egésziteni a mdodszer
értékelésére és a kollaborativ vizsgalat eredményeire vonatkozé informdciokkal.

(5) A 152/2009/EK rendelet 4ltal megéllapitott vizsgalati modszerek koziil tobbet el kell hagyni, mivel azok az elérni
kivant cél vonatkozdsiban mdr nem érvényes moddszerek. Az ill6 nitrogénbazisok meghatdrozdsira szolgald
vizsgélati mddszert és a karbondtok meghatdrozdsara szolgdlé médszert el kell hagyni, mivel a takarmdnyokra
vonatkozé unids jogszabalyok mar nem irjak el6 a megfelelés ellendrzését. A diklazuril meghatdrozasira szolgald
jelenlegi vizsgalati mddszer szerkesztési hibakat tartalmaz, kovetkezésképpen nem ad megbizhaté vizsgalati
eredményeket. Ezért olyan kiigazitott modszerrel kell felvaltani, amely bizonyitottan megbizhaté eredményeket ad.
A szabad és az Osszes gosszipol vizsgélatdra szolgdlé Uj vizsgdlati médszerek bizonyitékot szolgdltattak arra

() HLL95.,2017.4.7, 1.0.

() A Bizottsdg 152/2009/EK rendelete (2009. janudr 27.) a takarmdnyok hat6sdgi ellenérzése sordn alkalmazott mintavételi és vizsgalati
modszerek megéllapitdsardl (HL L 54., 2009.2.26., 1. 0.).

() A Bizottsdg 691/2013/EU rendelete (2013. jalius 19.) a 152/2009/EK rendeletnek a mintavételi és vizsgalati modszerek tekintetében
torténd modositdsardl (HL L 197.,2013.7.20., 1. o.).
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vonatkozdan, hogy a 152/2009/EK rendelettel a szabad és az 6sszes gosszipol meghatarozdsdra bevezetett vizsgalati
modszer nem nyujt megbizhat6 eredményeket, ezért azt el kell hagyni, és az eurdpai szabvanyokra (EN szabvanyok)
val6 hivatkozdssal kell felvdltani. A takarmdnyokban mar nem engedélyezett adalékanyagok illegdlis jelenlétének
ellenérzésére szolgdld vizsgalati mddszereket el kell hagyni, mivel azéta érzékenyebb sziirési megkozelitéseket és
vizsgalati modszereket dolgoztak ki.

(6) Az e rendelet mellékleteiben leirt vizsgalati modszerek mellett a hatésdgi ellendrzések sordn valé alkalmazas
tekintetében az EN szabvadnyokra is hivatkozni kell.

(7)  mivel az (EU) 2021/2047 bizottsdgi végrehajtasi rendelet () engedélyezte az amprélium 1) takarmdny-adalékanyag
hasznalatdt, a 152/2009/EK rendelet IV. mellékletébe fel kell venni az amprélium meghatdrozdsira szolgdld
vizsgalati modszert.

(8) mivel a 152/2009/EK rendelet moédositdsai jelentGsek, és a rendelet mellékleteinek tobb rendelkezéséhez
kapcsolddnak, az egyértelmség érdekében helyénvald e mellékleteket teljes egésziikben felvaltani.

(9) Az e rendeletben el6irt intézkedések 6sszhangban vannak a Névények, Allatok, Elelmiszerek és Takarmanyok
Allandé Bizottsdgdnak véleményével,

ELFOGADTA EZT A RENDELETET:

1. cikk

A 152/2009/EK rendelet médositdsai

A 152/2009/EK rendelet a kovetkez8képpen modosul:

1. Az 1. cikk els6 bekezdésének helyébe a kovetkezs szoveg lép:
»A takarmdnyok hatdsigi ellendrzésére, killonos tekintettel az alkotéelemek, tobbek kozott a géntechnoldgiaval
modositott szervezeteket (GMO-kat) tartalmazd, azokbdl allo, illetve azokbol eldallitott anyagok, az 1831/2003/EK
rendelet (¥) szerinti takarmany-adalékanyagok és a 2002/32[EK eurdpai parlamenti és tandcsi irdnyelv (**) szerinti

nemkivdnatos anyagok meghatdrozdsdra szolgdlé mintavételezést az I. mellékletben meghatdrozott médszereknek
megfelelGen kell elvégezni, a mikrobioldgiai szennyez8dés ellenSrzésére szolgalé mintavétel kivételével.”

() Az Eurdpai Parlament és a Tandcs 1831/2003/EK rendelete (2003. szeptember 22.) a takarmanyozdsi célra
felhasznalt adalékanyagokrol (HL L 268., 2003.10.18., 29. o.).
(**) Az Eurdpai Parlament és a Tandcs 2002/32[EK irdnyelve (2002. mdjus 7. a takarmdnyban el6forduld
nemkivdnatos anyagokrél (HL L 140., 2002.5.30., 10. o.).
2. Az L melléklet helyébe e rendelet I. mellékletének szovege 1ép.
3. A IL melléklet helyébe e rendelet II. mellékletének szovege 1ép.
4. ATIL melléklet helyébe e rendelet III. mellékletének szovege 1ép.
5. A IV. melléklet helyébe e rendelet IV. mellékletének szovege 1ép.
6. Az V. melléklet helyébe e rendelet V. mellékletének szovege 1ép.
7. AVIL melléklet helyébe e rendelet VII. mellékletének szovege 1ép.

8. AVIIL mellékletet el kell hagyni.

(*) A Bizottsdg (EU) 2021/2047 végrehajtési rendelete (2021. november 23.) az amprélium-hidroklorid (COXAM) brojlercsirkék és
tojojéreék takarmdny-adalékanyagaként torténd engedélyezésérél (az engedély jogosultja: HuvePharma NV) (HL L 418., 2021.11.24.,
13.0.).
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2. cikk
Hatdlybalépés

Ez a rendelet az Eurdpai Unié Hivatalos Lapjdban valé kihirdetését kovetd huszadik napon 1ép hatalyba.

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

Kelt Briisszelben, 2024. februdr 29-én.

a Bizottsdg részérdl
az elnok
Ursula VON DER LEYEN
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I. MELLEKLET

,I. MELLEKLET
MINTAVETELI MODSZEREK

1. CEL £S ALKALMAZASI TERULET

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

A reprezentativ mintavétel célja kisebb mennyiséget venni a tételbsl oly médon, hogy e mennyiség barmely
jellemz§ tulajdonsaganak meghatdrozasaval az adott tulajdonsdgot illetden a teljes tételre érvényes kozépértéket
kapjunk. A mintavételezés sordn a tétel killonb6z6 részeibdl ismételten elemi mintdkat kell venni. Ezen elemi
mintdkat Ossze kell keverni annak érdekében, hogy az igy nyert egyesitett mintdbdl reprezentativ osztdssal
reprezentativ végsé mintdkat lehessen kialakitani.

Ha a mintavételre keriil§ takarmanyadagok szemrevételezés vagy egyéb relevans informacidk alapjan mindségi
eltérést mutatnak a takarmdny ugyanazon tételének tobbi részéhez képest, a szdéban forgd adagokat el kell
kiiloniteni és altételként kell kezelni Sket. Amennyiben a takarmanyt nem lehet killonall6 altételekre osztani, azt
egyetlen tételként kell mintavételezni. Ebben az esetben errdl a tényrdl emlitést kell tenni a mintavételi
jegyz6konyvben.

Ha az e rendelet el6irdsai alapjan mintavételezett takarmdnyr6l megéllapitjdk, hogy nem felel meg az unids
kovetelményeknek, tovdbbd az egy azonos osztdlyli vagy megnevezésti takarmdnytétel részét képezi, abbdl kell
kiindulni, hogy a tétel tobbi része sem biztonsdgos, kivéve, ha a részletes atvizsgalds sordn nem bizonyithatd,
hogy a tétel tobbi része nem felel meg az unids kovetelményeknek.

A mintavétel kiterjedhet a 767/2009/EK eurdpai parlamenti és tandcsi rendelet (') 11. cikkének (3) bekezdésével
osszhangban a takarményipari véllalkozok dltal tavkozls eszkoz révén értékesitésre kindlt takarmdnyokra is. A
tavkozl§ eszkoz révén értékesitésre kindlt takarmdny mintavételére fGszabdly szerint az e mellékletben
meghatarozott pontok vonatkoznak. A tdvértékesitési mintdk vételezésének konkrét szempontjait a 11. pont
ismerteti.

2. FOGALOMMEGHATAROZASOK

— Tétel: azonositott mennyiségli takarmany, amely kozos jellemzékkel rendelkezik, tigymint eredet, fajta, a
csomagolds tipusa, csomagold, feladd, cimkézés, valamint — el@éllitdsi folyamat esetében — az egyetlen

22

tizemben egységes el@allitdsi paraméterek mellett el@allitott termelési egység vagy — amennyiben azokat
egymads utan folyamatosan allitjdk el6 és egyiitt taroljdk — tobb ilyen egység.

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

— Lepecsételt minta: pecséttel oly médon elldtott minta, hogy a pecsét felsértése vagy eltdvolitdsa nélkil ne
lehessen hozzaférni a mintdhoz.

— Elemi minta: a mintavételi tétel egy pontjabdl vett mennyiség.
— Egyesitett minta: ugyanazon mintavételi tételbél vett elemi mintdk egyesitésével nyert minta.

— Redukélt minta: az egyesitett minta olyan része, amelyet az utbbibdl reprezentativ redukaldsi folyamattal
nyernek.

— Végsd minta: az egyesitett minta (0sszekevert), a redukalt minta vagy a homogenizalt egyesitett minta egy
része, az ellendrzés tipusatol figgden (lasd a 9.4. pontot).

— Laboratériumi minta: a laboratérium részére szant minta (a laboratériumba érkezé minta), amely lehet végsd,
redukélt vagy egyesitett minta.

—  Tavértékesitési minta: tavkozls eszkoz révén értékesitésre kindlt takarmdnytételbl vagy -adagbdl vett minta.

(") Az Eurdpai Parlament és a Tandcs 767/2009/EK rendelete (2009. julius 13.) a takarmdnyok forgalomba hozataldrél és felhasznaldsarol,

az 1831/2003[EK eur6pai parlamenti és tandcsi rendelet médositdsdrdl, valamint a 79/373/EGK tandcsi irdnyelv, a 80/511/EGK
bizottsagi irdnyelv, a 82/471/EGK, 83/228/EGK, 93/74/EGK, 93/113[EK és 96/25[EK tandcsi irdnyelv és a 2004/217[EK bizottsdgi
hatarozat hatalyon kiviil helyezésérsl (HL L 229., 2009.9.1., 1. o.).
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4.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.1.1.

4.2.1.2.

4.2.2.

4.2.3.

ALTALANOS RENDELKEZESEK
— A mintavételezést az illetékes hatdsdgok altal erre a feladatra felhatalmazott személyek végzik.

— Tévértékesitési minta esetében az illetékes hatdsdg tavkozls eszkoz révén bekér a takarmdnybdl egy bizonyos
mennyiséget a takarmdnyipari véllalkozotol.

- A mintdt pecséttel kell elldtni igy, hogy a pecsét felsértése vagy eltdvolitdsa nélkiil ne lehessen hozzéférni a
mintdhoz.

A biztonsigi pecsétnek egyértelmten azonosithatonak és jol lathatonak kell lennie.

- A minta azonositdsa: a mintit letorolhetetlenil meg kell jelolni és azonositani kell oly médon, hogy
egyértelm( kapcsolata a mintavételi jegyz6konyvvel megéllapithato legyen.

— Valamennyi egyesitett mintabdl vagy redukalt mintabdl a kovetkezd végs6 mintdkat kell venni: egyet az
ellendrzéshez (hatdsagi ellendrzés), egyet pedig a takarmanyipari vallalkozé részére (védelmi minta) kell
venni. Adott esetben referencia céljdb6l lehet még egy végs6 mintdt venni. Amennyiben a teljes egyesitett
minta homogenizdlt, a végsd mintdkat a homogenizalt egyesitett mintdbol kell venni, ha ez az eljards nem
iitkozik az adott tagdllam takarmanyipari vallalkozoi jogokra vonatkoz jogszabalyaiba.

- Az (EU) 2017/625 rendelet 15. cikkének (1) és (2) bekezdésével sszhangban, amennyiben a hatdsagi
mintavételezés elvégzéséhez sziikséges, a takarmdnyipari villalkozok — az illetékes hat6sdgok kérésére —
kotelesek:

— hozzaférést biztositani az illetékes hatésdgok személyzete szdmdra az ellendrzésik ald tartozé
felszerelésekhez, beleértve sziikség esetén a megfelel§ mintavételi felszerelést és egyéni védGeszkozoket is;

- segiteni az illetékes hat6sdgok személyzetét és egyiittmiikodni vele a mintavétel lehet6vé tétele érdekében,
beleértve a takarmdny hozzaférhet6vé tételét az illetékes hatdsdgok személyzete szdmadra.

Eszkozok

A mintavételi eszkozoket olyan anyagokbdl kell késziteni, amelyek nem szennyezhetik a mintavételre keriil§
termékeket. A tobbszori hasznilatra szdnt eszkozoknek konnyen tisztithatonak kell lenniiik a keresztszeny-
nyez8dések elkeriilése érdekében.

Szildrd takarmdnyok mintavételére ajanlott eszk6zok
Kézi mintavétel
Lapos fenekd, fiiggbleges oldalti mintavételezd lapat.

Nyildssal vagy rekeszekkel rendelkez8 mintavételi szircsap. A mintavételi szircsap méretének dsszhangban kell
lennie a mintavételi tétel jellemzbivel (a tartdly mélysége, a gongyoleg nagysaga stb.), valamint a takarmany
részecskeméretével.

Amennyiben a mintavételi sziircsapon tobb nyilds taldlhatd, e nyilasokat rekeszekkel kell elvalasztani, vagy a

sztrcsapnak 1épcsésen elhelyezett, szekvencialis nyildsokkal kell rendelkeznie annak biztositdsira, hogy a
mintavételezés a szircsap egymds mellett elhelyezked§ kiillonb6z4 pontjain torténjen.

Gépi mintavétel

Mozgisban 1év6 takarmdnyok mintavételére megfelel6 gépi eszkozok hasznalhaték. A gépi eszkoz akkor
tekinthetS megfelelének, ha alkalmas legaldbb az anyagdram teljes keresztmetszetének mintavételezésére.

A (magas dramldsi sebességgel) mozgdasban 1évé takarmdanyok esetében automata mintavevdket lehet hasznélni.

Mintaoszto

Ha lehetséges és indokolt, a minta megkozelitGen egyenlS részekre vald felosztdsdra tervezett eszkozt kell
hasznalni a redukdlt mintdk reprezentativ elkészitéséhez.
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5.1.

5.1.1.

AZ ELEMI MINTAK SZAMARA VONATKOZO MENNYISEGI KOVETELMENYEK

- Az elemi mintdk szdmdra vonatkozdan az 5.1. és 5.2. pontban leirt mennyiségi kovetelmények
alkalmazand6k az 500 tonndt meg nem halad6 tomeg(i és a reprezentativ médon mintavételezhetd tételek
esetében. A bemutatott mintavételi eljards érvényes a mintavételi tétel el8irt maximadlis méreténél nagyobb
mennyiségekre is, feltéve, hogy figyelmen kiviil hagyjak az elemi mintdknak az 5.1.1., az 5.1.3., és az 5.1.5
pont aldbbi tdbldzataiban feltiintetett maximalis szdmdt, hogy az elemi mintdk szdmdnak meghatdrozdsa az
eljards megfelel§ részénél megadott négyzetgyokos képlettel torténik (lasd az 5.3. pontot), valamint hogy az
egyesitett minta minimdlis méretét ardnyosan novelték. Ez nem zdrja ki egy nagy tétel kisebb altételekre
torténd felosztdsdt, amelyet koveten minden egyes altételt az 5.1. és 5.2. pontban leirt eljdrdssal
osszhangban kell mintavételezni.

- A mintavételi tételnek akkordnak kell lennie, hogy minden egyes alkot6rész€bdl mintat lehessen venni.

— Igen nagy tomegi (> 500 tonna) tételek és altételek, valamint azon tételek esetében, amelyek szallitdsa vagy
tdroldsa nem teszi lehet6vé az e pont 5.1. és 5.2. pontja szerinti mintavételi eljdrdst, az 5.3. pontban
bemutatott eljarast kell alkalmazni.

- Téavértékesitési mintdk esetében az illetékes hatdsdg dltaldban nem ismeri annak a tételnek a méretét, amelybdl
a mennyiséget kéri. Ezért az 5.1. és 5.2. pontban emlitett eljdrds nem alkalmazhat6. Ebben az esetben a 11.
pontban ismertetett eljarast kell alkalmazni.

- Ha a takarmdnyipari vallalkozot kotelez6 monitoringrendszer keretében jogszabédlyok kotelezik az e
rendeletben foglaltaknak valé megfelelésre, a véllalkozé a miikodési jellemzdk figyelembevétele érdekében —
az illetékes hatdsdg engedélyét kovetden — eltérhet az e pontban megallapitott mennyiségi kovetelményektdl,

feltéve, hogy az illetékes hatdsdg szdmdra kielégit6 médon bizonyitotta a mintavételi eljards egyenértékiiségét
a reprezentativitds tekintetében.

— Kilonleges esetekben, amikor (a csomagolasi forma, a szdllitds és a tarolds mddja stb. miatt) a mennyiségi
kovetelmények szerinti mintavételi mddszer nem alkalmazhaté a tételen bekovetkezs elfogadhatatlan
gazdasdgi kdr miatt, alternativ mintavételi mddszert lehet alkalmazni, feltéve, hogy az a lehetségekhez képest
reprezentativ, tovabbd azt teljeskorien leirjak és dokumentaljdk.

A takarmdnyban egyenletesen eloszl6 anyagok és termékek ellendrzése kapcsin az elemi mintdkra
vonatkoz6 mennyiségi kovetelmények

Omlesztett szildrd takarmdny

A mintavételi tétel tomege Az elemi mintdk minimdlis szima
< 2,5 tonna 7
> 2,5 tonna V(20 " a mintavételi tételt kitev tonndk szama) (¥), de legfeljebb 40
elemi minta

(*) Amennyiben az eredmény tortszdm, fel kell kerekiteni a legkozelebbi egész szdmra.

Omlesztett folyékony takarmdny

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

(*) Amennyiben nem lehet homogén folyadékot elérni, novelni kell az elemi mintdk szdmat.
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5.1.4.

5.2.

Kiszerelt takarmdny

A (szildrd és folyékony) takarmdnyt zsdkokba, gongyolegekbe, dobozokba, hordékba stb. lehet csomagolni,
amelyek az aldbbi tdbldzatban egységek néven szerepelnek. A nagy egységek (> 500 kg vagy liter) esetében a
mintavételezésnek az dmlesztett takarmanyokra érvényes elGirdsokkal osszhangban kell torténnie (ldsd az 5.1.1.
és az 5.1.2. pontot).

A mintavételi tétel tomege Azon egységek minimalis szénﬁzﬁ zi:;ll);eg;(’il (legaldbb) egy elemi mintdt
1-20 egység 1 egység (**)
21-150 egység 3 egység (**)
151-400 egység 5 egység (**)
> 400 egység V (a mintavételi tételt kitevé egységek szaméanak) (***) egy negyede,
legfeljebb 40 egység

(*)  Ha egy egység felbontdsa befolydsolhatja a vizsgdlatot (pl. romland6 nedves takarmdnyokndl), az elemi mintdnak a
felbontatlan egységnek kell lennie.

(* Az 1 kg-ot vagy 1 litert meg nem haladé egységek esetében az elemi mintdnak egy eredeti egység tartalmédnak kell lennie.

(***) Amennyiben az eredmény tortszdm, fel kell kerekiteni a legkozelebbi egész szdmra.

Takarmdnytombok és nyaldsok
A 25 egységbdl dll6 mintavételi tételenként legaldbb egy, legfeljebb 4 tombot vagy nyal6sét kell mintaként venni.

Az egyenként 1 kg-ot meg nem halad6 tomegii blokkok és tombok esetében az elemi minta egy blokk vagy egy
tomb.

Szdlastakarmdny/zoldtakarmdny

A mintavételi tétel tomege Az elemi mintdk minimaélis szdma (¥)
< 5 tonna 5
> 5 tonna V(5 (**) a mintavételi tételt kitevé tonnak szdma) ("), de legfeljebb
40 elemi minta

(*)  Elismert tény, hogy bizonyos helyzetekben (pl. silotakarmanyok esetében) a tétel elfogadhatatlan mértéki sériilése nélkiil
nem lehet teljesiteni az elemi mintdk szdmdra vonatkoz¢ el8irdst. Ekkor alternativ médszerhez lehet folyamodni, dtmutatd
késziilt az ilyen tipust tételek mintavételezéséhez, amely itt érhet§ el: https:/[food.ec.europa.cu/system/files/2016-10/
animal-feed-guidance_documents_691_2013_en.pdf.

(**) Amennyiben az eredmény tortszdm, fel kell kerekiteni a legkozelebbi egész szdmra.

A takarmdnyban nem egyenletesen eloszl6 anyagok és termékek ellenérzése kapcsin az elemi mintdkra
vonatkoz6 mennyiségi kovetelmények

Az elemi mintdk szdmdra vonatkozoan itt ismertetett kovetelményeket az alabbi esetekben kell alkalmazni:

— takarmdny-alapanyagokban el6fordulé aflatoxinok, anyarozs, mds mikotoxinok és kdros botanikai
szennyezGdések ellendrzése,

- alkotéelemek, tobbek kozott a géntechnoldgiaval médositott anyagok okozta keresztszennyezédés, illetve a
takarmdany-alapanyagokban feltételezhetGen egyenetleniil eloszlé anyagok ellenérzése.

Amennyiben az ellen8rzést végz3 hatdsagnak erds a gyantja, hogy ez az egyenetlen eloszlds valamely alkotdelem,
illetve a takarmanykeverékben taldlhat6 valamely anyag okozta keresztszennyezédés nyoman is fellép, az aldbbi
tdbldzatban feltiintetett mennyiségi kovetelményeket lehet alkalmazni.
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A mintavételi tétel tomege Az elemi mintdk minimdlis szdéma
< 80 tonna Lasd az 5.1. pont szerinti mennyiségi kovetelményeket. Az elemi
mintdk sziikséges szdmdt meg kell szorozni 2,5-tel.
> 80 tonna 100
5.3. Az igen nagy méretii tételek esetében az elemi mintikra vonatkoz6 mennyiségi kovetelmények

A nagy méretd mintavételi tételek (> 500 tonna) esetében az elemi mintak szitkséges szdma = 40 elemi minta +
Vtonna a takarmanyban egyenletesen eloszl6 anyagok és termékek ellendrzése esetén, vagy 100 elemi minta +
Vtonna a takarmanyban feltételezhetSen nem egyenletesen eloszlé anyagok és termékek ellendrzése esetén.

6. AZ EGYESITETT MINTARA VONATKOZO MENNYISEGI KOVETELMENYEK
Mintavételi tételenként egy egyesitett minta sziikséges.
A takarmény jellege Az egyesitett minta minimélis tomege (*) (**)

6.1. Omlesztett takarmény 4 kg

6.2. Kiszerelt takarmadnyok 4 kg (***)

6.3. Folyékony vagy félfolyékony takarmanyok 4 liter

6.4. Takarmédnytombok vagy nyal6sok

6.4.1. 1 kg-nél nagyobb egyedi tomeg 4 kg

6.4.2. legfeljebb 1 kg-os egyedi tomeg négy eredeti tomb vagy nyaldsé tomege

6.5. Szélastakarmdny|z6ldtakarmdny 4 kg (%)

(*) A nagy értékd megmintdzott takarmany esetében az el6irtnal kisebb mennyiségii egyesitett mintat lehet venni azzal a
feltétellel, hogy mindezt a mintavételi jegyzSkonyvben ismertetik és dokumentaljak.

(* A takarmdnyok hatdsagi ellenSrzése sordn alkalmazott mintavételi és vizsgdlati mddszereknek a géntechnoldgidval
modositott anyagok — amelyek esetében az engedélyezési eljérds fiigg6ben van vagy amelyek esetében az engedély lejart
— jelenléte tekintetében torténd megallapitdsardl sz6l6, 2011. junius 24-i 619/2011/EU bizottsagi rendelet (HL L 166.,
2011.6.25., 9. o.) eldirdsainak megfelelSen a géntechnoldgidval médositott anyagok jelenlétének ellenSrzésére szolgdlo
egyesitett mintdnak legaldbb 35 000 magot/szemet kell tartalmaznia. Ez azt jelenti, hogy a kukorica esetében az
egyesitett minta tomege legaldbb 10,5 kg, a szbjabab esetében pedig 7 kg. Mds magvak és szemek, mint példdul az drpa,
a koles, a zab, a rizs, a rozs, a biiza és a repcemag tekintetében az egyesitett minta 4 kg-os témege tobb mint
35 000 magnak/szemnek felel meg.

(***)  Kiszerelt takarmdnyok esetében is el6fordulhat, hogy az egyedi kiszerelési egységek méretének fiiggvényében az egyesitett
minta tomege nem éri el a 4 kg-ot.

(***¥) A kis fajlagos tomegii szalastakarmanyok/zoldtakarményok (pl. széna, szalma) tekintetében az egyesitett minta minimalis
tomegének 1 kg-nak kell lennie.

7. AVEGSO MINTAKRA VONATKOZO MENNYISEGI KOVETELMENYEK

Végsd mintdk
Legaldbb egy végs6 minta elemzése sziikséges. Az analizdldsra szolgdlé végs6 minta nem lehet kisebb a
kovetkezSknél:
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8.1.

8.2.

8.2.1.

Szildrd takarmanyok 500 g (¥) (¥*) (%) (%)

Folyékony vagy félfolyékony takarmdnyok 500 ml (¥

(* A 619/2011/EU rendelet elSirdsainak megfelelGen a géntechnoldgidval médositott anyagok jelenlétének ellendrzésére
szolgdl6 végsG mintdnak legaldbb 10 000 magot/szemet kell tartalmaznia. Ez azt jelenti, hogy a kukorica esetében a
végs6 minta tomege legaldbb 3 000 g, a szbjabab esetében pedig 2 000 g. Mds magvak és szemek, mint példdul az drpa,
a koles, a zab, a rizs, a rozs, a btza és a repcemag tekintetében a végsé 500 g-os minta tomege tobb mint
10 000 magnak/szemnek felel meg.

(*)  Amennyiben az egyesitett minta tomege lényegesen kevesebb, mint 4 kg vagy liter (l4sd a 6. fejezet ldbjegyzeteit), az
el6irtnal kisebb mennyiségli végsS mintdt lehet venni azzal a feltétellel, hogy mindezt a mintavételi jegyz6konyvben
ismertetik és dokumentaljdk.

(***)  Hiuvelyesek, gabonafélék és fin termé héjas gyiimolcstiek mintavételezésekor a  peszticid-szermaradvanyok
meghatdrozdsahoz vett végs6 minta tomegének — a n6vényi és dllati eredetti termékekben és azok felszinén taldlhato
peszticid-szermaradvanyok hatdsagi ellendrzésére szolgdlé kozosségi mintavételi modszerek megéllapitdsrdl és
a 79/700/EGK irdnyelv hatdlyon kiviil helyezésérdl sz6l6, 2002. jalius 11-i 2002/63[EK bizottsagi iranyelv (HL L 187.,
2002.7.16., 30. 0.) rendelkezéseivel 6sszhangban — legaldbb 1 kg-nak kell lennie.

(**%) (") Szemrevételezéses vagy mikroszkopos vizsgalat esetén a vizsgalatra szdnt végsG minta mennyisége 1 kg.

IGEN NAGY MEREI('J TETELEK, ILLETVE OLY MODON TAROLT VAGY SZALLITOTT TETELEK MINTAVETELEZESE, AMELY
NEM TESZI LEHETOVE A MINTAVETELEZESET A TETEL EGESZEBEN

Altaldnos elvek

Amennyiben egy tétel szallitdsi vagy tdroldsi mddja nem teszi lehetévé, hogy elemi mintdkat vegylink a tétel
valamennyi részébdl, a mintavételezésre lehetSleg akkor kell sort keriteni, amikor a tétel mozgdsban van.

Takarmdnyok tdroldsdra szolgdlé nagy méretii raktdrak esetében a raktdrak tizemeltetSit 6sztonozni kell olyan
berendezések felszerelésére, amelyek segitségével (automatikusan) mintat lehet venni az ott térolt teljes tételbdl.

Az e pontban meghatdrozott mintavételi eljardsok alkalmazdsa esetén a takarmdnyipari véllalkozé vagy annak
képviselgje tisztdban van a mintavételi eljardssal. Ha a takarmdnyipari vallalkoz6 vagy annak képviselGje kétségbe
vonja a mintavételi eljdrast, lehet6vé kell tennie az illetékes hatdsdg szdmadra, hogy a villalkozé sajat koltségén a
tétel minden részébdl mintat tudjon venni.

Hajéval szillitott nagy tételek

A hajéval szdllitott nagy tételek dinamikus mintavételezése

A hajéval széllitott nagy tételek mintavételezésére lehetSleg akkor kell sort keriteni, amikor az mozgdsban van
(dinamikus mintavételezés).

A mintavételezést rakterenként (fizikailag elkiilonithet§ egységenként) kell végezni. A rakterek kiiiritése azonban
egymds utdn, részlegesen torténik, ezért a kezdeti fizikai elkiilonités a taroldlétesitménybe torténd athelyezést
kovetGen mdr nem 4&ll fenn. A mintavételezést ennek megfelelGen vagy a kezdeti fizikai elkiilonités, vagy a
tarololétesitménybe torténd athelyezést kovetd elkiilonités fiiggvényében lehet elvégezni.

A hajé rakterének kiiiritése néhdny napot is igénybe vehet. A mintavételezést rendszerint a Kiiirités teljes
idStartama alatt, szabalyos id6kozonként kell végezni. Hatdsagi ellendr jelenléte azonban nem mindig lehetséges
vagy célszer( a teljes kitiritési miivelet alatt. A mintavételezést tehdt a teljes tétel egy részén (mintavételi tétel) is el
lehet végezni. Az elemi mintdk szdmdnak meghatdrozdsa a mintavételi tétel méretének figyelembevételével
torténik.

Ha azonos osztdly vagy megnevezésti takarmanytétel egy részének mintavételezése esetén azt dllapitjdk meg,
hogy a tétel szoban forgd része nem felel meg az uniés kovetelményeknek, abbdl kell kiindulni, hogy a tétel tobbi
része sem biztonsdgos, kivéve, ha a részletes atvizsgalds soran nem bizonyithatd, hogy a tétel tobbi része nem felel
meg az uni6s kovetelményeknek.

Abban az esetben is, ha a hatdsdgi mintdt automata mintavevd segitségével veszik, indokolt az ellendr jelenléte.
Amennyiben azonban az automatikus mintavételezés elGre beallitott paraméterekkel torténik, és a csalds barmely
formdjit megel6zend6 a mintdkat pecséttel ellatott tdroldedényekbe gydjtik, az ellenSrnek kizarélag a
mintavételezés megkezdésekor és befejezésekor, valamint akkor kell jelen lennie, amikor a tdroléedényeket
cserélni kell.
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8.2.2. A hajéval szdllitott nagy tételek statikus mintavételezése

Statikus mintavételezés esetén a felilr§l hozzaférhetd tarolok (silok) tekintetében el8irt eljarast kell alkalmazni
(lasd a 8.4.1. pontot).

A mintavételezést a tétel/raktér hozzaférhet§ részén (felulrdl) kell elvégezni. Az elemi mintdk szamdnak
meghatdrozdsa a mintavételi tétel méretének figyelembevételével torténik. Ha azonos osztdlya vagy megnevezésii
takarmdnytétel egy részének mintavételezése esetén azt dllapitjadk meg, hogy a tétel széban forgd része nem felel
meg az unids kovetelményeknek, abbdl kell kiindulni, hogy a tétel tobbi része sem biztonsagos, kivéve, ha a
részletes atvizsgdlds sordn nem bizonyithat6, hogy a tétel tobbi része nem felel meg az unids kovetelményeknek.

8.3. A raktdrakban tdrolt nagy tételek mintavételezése

A mintavételezést a tétel hozzaférhet§ részén kell elvégezni. Az elemi mintdk szdmdnak meghatdrozdsa a
mintavételi tétel méretének figyelembevételével torténik. Ha azonos osztdlyti vagy megnevezésti takarmanytétel
egy részének mintavételezése esetén azt allapitjdk meg, hogy a tétel szoban forgd része nem felel meg az unids
kovetelményeknek, abbdl kell kiindulni, hogy a tétel tobbi része sem biztonsdgos, kivéve, ha a részletes
atvizsgdlds sordn nem bizonyithatd, hogy a tétel tobbi része nem felel meg az unids kovetelményeknek.

8.4. A raktdrozdasi létesitmények (silok) mintavételezése

8.4.1. A feliilr6l (konnyen) hozzdférhetd silok mintavételezése

A mintavételezést a tétel hozzaférhet§ részén kell elvégezni. Az elemi mintdk szdmdnak meghatdrozdsa a
mintavételi tétel méretének figyelembevételével torténik. Ha azonos osztélyti vagy megnevezésti takarmanytétel
egy részének mintavételezése esetén azt allapitjidk meg, hogy a tétel szoban forgé része nem felel meg az unids
kovetelményeknek, abbdl kell kiindulni, hogy a tétel tobbi része sem biztonsdgos, kivéve, ha a részletes
atvizsgélas sordn nem bizonyithatd, hogy a tétel tobbi része nem felel meg az unids kovetelményeknek.

8.4.2. A feliilr6l nem hozzdférhet (zdrt) silok mintavételezése

8.4.2.1. Feliillr6l nem hozzdférhets (zdrt), 100 tonndt meghaladé kapacitdsd silék

Az ilyen tipust silékban térolt takarmdnybdl nem lehet statikusan mintdt venni. Ezért amennyiben el kell végezni
a siléban tdrolt takarmany mintavételezését, tovabba nincs lehetGség a tétel mozgatdsira, meg kell dllapodni a
létesitmény iizemeltetGjével, hogy az értesiteni fogja az ellendrt a silé kitiritésének idépontjardl annak érdekében,
hogy mintdt lehessen venni a mozgésban 1év takarmdanyb6l.

8.4.2.2. Feliilr6l nem hozzadférhetd (zart), < 100 tonna kapacitdst silok

A mintavételi eljards 50-100 kg kozotti mennyiségben a takarmany tartdlyba torténg engedésébdl és e mennyiség
megmintazdsdbol dll. Az egyesitett minta mérete a teljes tételnek, az elemi mintdk szdma pedig a silobol
mintavételezési céllal a tartdlyba engedett takarmdny mennyiségének felel meg. Ha azonos osztilyd vagy
megnevezésti takarmanytétel egy részének mintavételezése esetén azt dllapitjdk meg, hogy a tétel széban forgd
része nem felel meg az uniés kovetelményeknek, abbdl kell kiindulni, hogy a tétel tobbi része sem biztonsdgos,
kivéve, ha a részletes dtvizsgilds sordn nem bizonyithatd, hogy a tétel tobbi része nem felel meg az unids
kovetelményeknek.

8.5. Nagy méretii zdrt tartilyokban tdrolt omlesztett takarmany mintavételezése
Az ilyen tipust tételekbdl sokszor csak a tartalybdl torténd eltavolitds sordn lehet mintdt venni. Bizonyos

esetekben erre nincs lehet8ség a behozatal vagy az ellendrzés helyén, ezért a mintavételezésre a tartdly
kitiritésekor kell sort keriteni.

9. A MINTAVETELRE, A MINTAK ELOKESZITESERE £ES CSOMAGOLASARA VONATKOZO UTASITASOK

9.1. Altalénos megjegyzések

A mintdkat indokolatlan késedelem nélkiil kell vételezni és el6késziteni, mindvégig {igyelve a sziikséges
6vintézkedések betartasara, amelyek biztositjdk azt, hogy a termék ne véltozzon meg, illetve ne szennyez8djon. A
mintakkal kozvetleniil érintkezd eszkozoknek, felilleteknek és tartdlyoknak tisztdknak és szdrazaknak kell lenniiik.

10/129 ELL http://data.europa.eufelijreg_impl/2024/771/oj



HL L, 2024.3.15.

HU

9.2.

9.2.1.

9.2.2.

9.2.3.

9.2.4.

9.2.5.

9.3.

9.4.

Elemi mintdk

Az elemi mintékat véletlenszertien és egyenletes eloszldsban kell venni a teljes mintavételezett tételbél és azoknak
kozel azonos nagysagtiaknak kell lenniiik.

Az elemi minta minimélis tomege 100 gramm, illetve 25 gramm a kis fajlagos tomeg(i szdlastakarmdnyok/
z6ldtakarményok esetében.

Amennyiben a 8. fejezetben meghatdrozott mintavételi eljdrasra vonatkozé szabalyok alapjdn kevesebb mint 40
elemi mintdt kell venni, az elemi mintdk méretét az egyesitett minta elSirt méretének fiiggvényében kell
meghatdrozni (ldsd a 6. fejezetet).

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

Kis egység(i (pl.: < 250 g) kiszerelt takarmany mintavételezésekor az elemi minta mérete az egység méretérél fugg.

Tavértékesitési mintdk esetében az elemi minta mérete az egység méretétSl fugg, és egyedi esetekben 100 g-ndl
vagy 100 ml-nél kisebb mennyiséget is tartalmazhat.

Omlesztett takarmdny

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

Kiszerelt takarmdny

Miutdn a mintavétel elvégzésére az 5. pont szerint kivélasztottuk az elSirt szdmi egységet, minden egység
tartalmanak egy részét szircsap vagy lapat segitségével ki kell venni. Ha sziikséges, az egységek egyenkénti
kitiritése utdn is le lehet venni a mintakat.

Homogén vagy homogenizdlhatd folyékony vagy félfolyékony takarmdnyok

Miutdn a mintavétel elvégzésére az 5. pont szerint kivalasztottuk az eldirt szdmu egységet, az egységek tartalmdt
sziikség esetén homogenizalni kell, és minden egyes egységbdl ki kell venni egy bizonyos mennyiséget.

Az elemi mintdkat a tartalyok kitiritésekor is lehet vételezni.

Nem homogenizdlhaté, folyékony vagy félfolyékony takarmdnyok

Miutdn a mintavétel elvégzésére az 5. pont szerint kivélasztottuk az el8irt szdmi egységet, a killonbo6z6 rétegekb6l
kell a mintdkat levenni.

A tartdlyok tartalmdnak kitiritésekor is lehet mintakat venni, &m ebben az esetben az els§ frakciokat el kell 6nteni.

A minta Osszesitett Girtartalmdnak mindkét esetben legaldbb 10 liternek kell lennie.

Takarmdnytombak és nyalosok

Miutdn a mintavétel elvégzésére az 5. pont szerint kivalasztottuk a kivdnt szdmd blokkot vagy tombot, minden
blokk vagy tomb egy részét lehet venni. Nem homogén blokk vagy tomb gyandja esetén a teljes blokkot vagy
tombot fel lehet mintaként haszndlni.

Az egyenként 1 kg-ot meg nem haladé témeg( blokkok és tombok esetében az elemi minta egy blokk vagy egy
tomb.

Egyesitett mintdk elkészitése
Az egyesitett minta kialakitdsa érdekében az elemi mintdkat 6ssze kell keverni.

VégsG mintdk elkészitése

2oz

Az egyesitett mintdban 1év$ anyagot gondosan Ossze kell keverni (3).

() Az esetlegesen el6fordulé csomokat dssze kell torni (a csomokat szitkség esetén ki is lehet venni, porlasztds utdn pedig visszatenni a
mintaba).
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Valamennyi vizsgélati mintdt egy, a célnak megfelel§ kiilon tartdlybajedénybe kell tenni. Minden sziikséges
Gvintézkedést meg kell tenni a minta Osszetételének a szdllitds vagy tdrolds sordn elSforduld esetleges
megvaltozasinak, illetve a minta beszennyezddésének vagy meghamisitdsdnak elkeriilése érdekében.

9.4.1.  Egyenletesen eloszld anyagok

A takarmdnyban egyenletesen eloszl6 alkotéelemek vagy anyagok ellenérzésekor az egyesitett minta tomegét
reprezentativ médon, lehetSleg mechanikus vagy automata osztéval minimum 2 kg-ra vagy 2 literre lehet
csokkenteni (redukalt minta) (°). Peszticid-szermaradvanyok hiivelyesekben, gabonafélékben és fin termd héjas
gyiimolcstiekben vald jelenlétének ellendrzésekor a redukalt minta minimalis tomegének 3 kg-nak kell lennie. Ha
a takarmdny jellege nem teszi lehetévé az osztd hasznalatdt, vagy az oszté nem elérhetd, a mintit a negyedeléses
modszer segitségével lehet csokkenteni.

Ezt kovetSen az egyesitett mintabdl vagy a redukalt mintdkbdl megkozelitSleg egyenlS szdmi (ellendrzési,
védelmi és esetlegesen referenciacélra szant) végs6 mintdt kell venni a 7. pontban bemutatott mennyiségi
kovetelményeknek megfelelGen.

9.4.2.  Nem egyenletesen eloszlo anyagok

Alkotdelemek, tobbek kozott géntechnoldgidval mddositott anyagok, illetve a takarmdnyban feltételezhetGen nem
egyenletesen eloszl6 anyagok ellenérzésekor az egyesitett minta:

i. teljesen homogenizdlt. Ezt kovetGen a homogenizdlt egyesitett mintdbél megkozelitGleg egyenld szadmd
(ellendrzési, védelmi és esetlegesen referenciacélra szant) végs6 mintdkat kell venni a 7. pont mennyiségi
kovetelményeinek megfelelGen; vagy

ii. tomegét mechanikus vagy automata osztéval legaldbb 2 kg-ra, illetve 2 literre kell csokkenteni (*). A mintdt
szitkség esetén negyedeléses mddszerrel is lehet csokkenteni, de kizdrdlag abban az esetben, ha a takarmdny
jellege nem teszi lehet6vé az oszté Thaszndlatdit. A  géntechnolégidval mobdositott anyagok
jelenlétének  619/2011/EU  rendelet szerinti ellendrzésekor a  redukdlt mintdnak legaldbb
35 000 magot/szemet kell tartalmaznia annak érdekében, hogy el lehessen érni a hat6sagi, valamint a védelmi
és a referenciacélra szant végsé mintdk esetében érvényes, minimdlisan 10 000 mag/szem szdmot (lisd a 6.
pont (**) jelolésti és a 7. pont (*) jelolést labjegyzetét).

A redukdlt mintdbol megkozelitSleg egyenl§ szdmii végs6 mintdt kell venni a 7. pont mennyiségi
kovetelményeinek megfelelGen.

9.5. A minta csomagoldsa
A tartdlyokat, illetve csomagokat le kell pecsételni és cimkével kell elldtni oly médon, hogy a pecsét felsértése
nélkill ne lehessen kinyitni azokat. A pecsétnek magédban kell foglalnia a teljes cimkét. Egy mésik lehet8ség szerint

a mintdt zdrhat6 edénybe kell helyezni oly médon, hogy azt a tdroléedény vagy tartdly visszafordithatatlan
roncsoldsa nélkiil ne lehessen felnyitni, elkeriilve igy a tdroléedény vagy tartaly esetleges tjrafelhasznéldsat.

9.6. A mintdk laboratériumba torténd kiildése

A mintdt — a vegyelemz§ szamdra sziikséges informdacidkkal egyiitt — indokolatlan késedelem nélkiil el kell kiildeni
az arra a kijelolt vizsgalati laboratériumba.

10. MINTAVETELI JEGYZOKONYV

Minden egyes mintdrdl jegyz&konyvet kell vezetni, amely lehet6vé teszi az egyes mintavételi tételek és azok
méretének egyértelmii azonositasat.

JegyzSkonyvbe kell foglalni az e rendeletben meghatirozott mintavételi eljardstdl torténd barmely eltérést.

A jegyz6konyvet elérhet6vé kell tenni a hatdsigi ellendrzd laboratérium, tovdbbd a takarmdnyipari
véllalkozé és|vagy a takarmdnyipari véllalkozé dltal kijel6lt laboratorium szdmara.

() Kivéve a kis fajlagos tomegti szalastakarmanyokat/zoldtakarmdnyokat.
(*) Kivéve a kis fajlagos tomeg( szalastakarmanyokat/z6ldtakarmanyokat.
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11.

TAVERTEKESITESI MINTA

Tavértékesitési minta esetében tdvkozls eszkozon keresztil kell bekérni a takarmanyipari véllalkoz6tdl egy
takarmdnymennyiséget. Ebben az esetben a takarmany bekérésekor az illetékes hat6sdgnak nem kell felfednie
magét a hivatalos minGségében a takarmdnyipari véllalkozé elétt, és dlnevet is haszndlhat.

A tdvértékesitési minta egyesitett mintdjinak és végs6 mintdinak vételezését a széllitmany dtvételét kovetGen
az e célra felhatalmazott személyeknek azonnal el kell végezniiik. Az egyesitett minta elGallitdisdhoz a kapott
teljes mennyiségbdl véletlenszertien és egyenletesen elosztva megfeleld szdmi elemi mintdt kell venni, és
gondosan Ossze kell keverni/homogenizalni kell az 5., a 9.2. és a 9.3. pontban megallapitott elveknek lehets
leginkdbb megfelel6 médon. Ha a takarmdny egyedi kiszerelési egységekbe van csomagolva, legaldbb 4
darabot kell kérni, amelyekbdl legaldbb egy elemi mintdt kell venni. Amennyiben eseti alapon bizonyitdst
nyer, hogy a kapott egységek kiilonb6z6 tételekbdl szarmaznak, a mintavétel targyat képezd egységek szamat
csokkenteni kell, és az ugyanabbdl a tételbsl szdrmazd egységekre kell korldtozni. A takarmdnyban nem
egyenletesen eloszlo Osszetev6k vagy anyagok tavértékesitési mintdjanak elemzése esetén az elemi mintdk
szdménak a takarmdnyban egyenletesen eloszl6 anyagok elemzett mintdinak szdmdhoz képest legaldbb
2,5-szer nagyobbnak kell lennie.

Az egyesitett mintdbdl ezutdn a megfeleld végs6 mintdkat (ellendrzés, védelem és esetlegesen referencia
céljabol) a 9.4. pontban meghatdrozott elvekkel 6sszhangban kell venni, és a mintavételi jegyz8konyvben fel
kell tiintetni, hogy a minta tavértékesitési minta. Az illetékes hatdsag ezt kovet8en haladéktalanul tdjékoztatja
a takarmdnyipari vallalkozo6t a mintavételrdl. A takarmanyipari vallalkozoét arrdl is értesitik, hogy az illetékes
hat6sdg lehetGség szerint egy (védelmi céli) mintdt egy meghatdrozott helyen, védelmi célbél a rendelkezésére
bocsdt, vagy elkilldi a takarmdnyipari véllalkozonak, vagy a takarmdnyipari villalkoz6 dltal kijelolt
laboratériumba kiildi a hatdlyos nemzeti szabalyoknak megfelelGen.

Ha a mintdt kozvetleniil a hatdsdgi laboratériumba kiildik, a végs6 mintdt a laboratériumban erre
felhatalmazott személyeknek kell elkésziteniiik és lepecsételniiik vagy az erre felhatalmazott személyek
jelenlétében kell elkésziteni és lepecsételni. A tavértékesitési minta mintavételi jegyzGkonyvét a végsé mintak
Osszedllitaisa utdn haladéktalanul meg kell killdeni az illetékes hatdsignak, amely tdjékoztatjia a
takarmdanyipari vallalkoz6t a mintavételr6l.

Ugy kell tekinteni, hogy a takarmdnyipari véllalkoz6 ltal az illetékes hatésdg részére tadott mennyiség egy
azonos osztdlyd vagy megnevezésti takarmanytétel részét képezi. A 178/2002EK eurdpai parlamenti és
tandcsi rendelet (°) 15. cikkének megfelelGen, ha egy azonos osztdlyt vagy megnevezésti takarmanytétel egy
részének mintavételezése esetén azt dllapitjadk meg, hogy a tétel széban forgd része nem felel meg az unids
kovetelményeknek, a tavértékesitési minta esetében is abbdl kell kiindulni, hogy a tétel tobbi része sem
biztonsigos, kivéve, ha a részletes kivizsgaldst kovetGen (adott esetben helyszini vizsgdlat keretében) nem 4ll
fenn bizonyiték arra, hogy a tétel tobbi része nem felel meg az unids kovetelményeknek.”

() Az Eurdpai Parlament és a Tandcs 178/2002/EK rendelete (2002. janudr 28.) az élelmiszerjog dltaldnos elveirdl és kovetelményeirdl, az

Eurépai Elelmiszerbiztonsdgi Hat6sg létrehozdsirdl és az élelmiszerbiztonsdgra vonatkozé eljardsok megallapitasarél (HL L 31.,
2002.2.1., 1. 0.).
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II. MELLEKLET

I MELLEKLET
A TAKARMANYVIZSGALATI MODSZEREKRE VONATKOZO ALTALANOS RENDELKEZESEK
A. MINTAK ANALITIKAI VIZSGALATRA TORTENG ELOKESZITESE

1. Cél

Az e mellékletben leirt eljardsok az I. mellékletben megallapitott rendelkezéseknek megfelel§ mintavételezés utdn, az
ellendrzé laboratériumoknak megkiildott mintak analitikai vizsgalat céljabol torténd el6készitésére vonatkoznak.

A laborat6riumi mintdkat oly médon kell el6késziteni, hogy a vizsgdlati médszerekben el6irt kimért mennyiségek
homogének és a végs6 mintdkra jellemzdek legyenek.

.....

Az e mellékletben leirt eljardsokon kiviil az EN ISO 6498 szabvanyban elSirt minta-el6készitési irdnyelveket is
kovetni kell.

2. Ovintézkedések

A kovetend6 mintael6készitési eljards fiigg az alkalmazand$ vizsgilati moédszert§l és az ellenGrizendd
alkotéelemektdl, illetve anyagokt6l. Ezért elsérendd fontossdgti annak biztositdsa, hogy a kovetett minta-
el6készitési eljards megfeleljen az alkalmazott vizsgdlati médszernek, valamint az ellenérizendd alkotdéelemeknek,
illetve anyagoknak.

Minden sziikséges miiveletet oly mddon kell elvégezni, hogy minimdlis legyen a minta beszennyez8désének és
Osszetétele megvaltozasanak lehetSsége.

Az Grlést, keverést és rostdldst haladéktalanul végre kell hajtani azért, hogy a minta a lehet§ legrovidebb ideig
érintkezzen a levegdvel és a fénnyel. Keriilni kell az olyan dardlé- és 6rlGgépek haszndlatdt, amelyek a mintdt
érzékelhetGen felmelegitik.

A kiilonosen héérzékeny takarmdnyok esetében a kézi 6rlés alkalmazdsa javasolt. Figyelmet kell forditani annak
biztositasdra is, hogy az eszkdz maga ne lehessen szennyez8dés forrasa.

A minta homogenizdldsa vizzel torténd nagysebességii keveréssel eldillitott iszapként bizonyos esetekben
homogénebb részmintdkat eredményezett, mint a szdraz homogenizélds/6rlés, kiilonosen a heterogén eloszlasii
vegyi anyagok esetében. Ugyanakkor a megfelel§ szdraz Grléssel torténd homogenizdlas is homogén részmintdkat
biztosithat.

Bizonyos esetekben, példdul az anyarozs, a kdros botanikai szennyezédések stb. meghatdrozdsa sordn a minta
homogenizildsa nem 8rléssel, hanem a minta megfelel§ sszekeverésével végezhetd el.

Ha az el6készitést nem lehet a minta nedvességtartalmdnak jelentSs megvaltozdsa nélkiil elvégezni, akkor a
nedvességtartalmat az el6készités el6tt és utdn is meg kell hatdrozni a IIl. melléklet A. részében meghatdrozott
médszer szerint.

3. Az eljiras

3.1, Altaldnos eljdrds
A vizsgélati aliquotot a végsé homogenizélt mintdbol kell venni. Az dtlés negyedeléssel torténd mintavétel nem
ajanlott, mivel magas eloszlasi hibat tartalmazo vizsgalati aliquotokat eredményezhet.

3.1.1. El6készités nélkil 6rolhetd takarmanyok

—  Keverjik 0ssze a végs6 mintdt, és vegyiik fel egy megfelelGen tiszta, szdraz, légmentesen zdrddé tartdlyba.
Kozvetleniil a vizsgédlatra szdnt mennyiség (vizsgdlati aliquot) kimérése el6tt keverjik djra ossze a teljes
homogenitds elérése érdekében.

3.1.2. Széritds utdn Srolhetd takarmdnyok

- Amennyiben a vizsgilati mddszerekben mdsképpen nem irjak elS, a I melléklet A. részében emlitett
nedvességmeghatdrozasi modszer 4.3. pontja szerint leirt elGzetes szdritdsi eljardsnak megfelelGen szaritsuk a
végs6 mintdt 8-12 %-os nedvességtartalmura. Ezt kovetSen a 3.1.1. pontban leirtak szerint jarjunk el.
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3.1.3. Folyékony vagy félfolyékony takarmdnyok

- Vegyiik fel a végs6 mintdt egy megfelelGen tiszta, szdraz, légmentesen zdr6do tartdlyba. Kozvetleniil a vizsgdlatra
szant mennyiség (vizsgdlati aliquot) kimérése el6tt alaposan keverjiik ossze a teljes homogenitds elérése
érdekében.

3.1.4. Egyéb takarmanyok

3.2.

— Azok a végsé mintdk, amelyek a fent emlitett eljardsok egyikével sem készithetSk el8, barmely egyéb, olyan
eljrdssal kezelhetSk, amely biztositja, hogy a vizsgalatra kimért mennyiségek (vizsgélati aliquotok) homogének
és a végs6 mintdkra jellemzdek legyenek.

A szemrevételezéses vagy mikroszkdpos vizsgdlat, illetve a teljes egészében homogenizdlt egyesitett minta esetében alkalmazandd
kiilon eljdrds

- A szemrevételezéses (mikroszkép alkalmazdsa nélkili) ellendrzés a teljes egyesitett vagy végsé minta
felhasznaldsaval torténik.

— Mikroszkopos ellendrzés esetén a laboratérium redukélhatja az egyesitett mintdt, vagy tovabb redukalhatja a
mar redukdlt mintdt. A védelem és esetlegesen a referencia céljait szolgalé végsé mintdkat a hatdsdgi
ellenérzéshez hasznalt végs6 mintdkra érvényes eljardssal egyenértékd eljarast kovetve kell venni.

- Amennyiben a teljes egyesitett minta homogenizilt, a végsé mintdkat a homogenizdlt egyesitett mintdb6l kell
venni.

— Az anyarozs és a kdros botanikai szennyez8dések meghatdrozdsihoz a végs§ mintdt két, egyenld tomeg,
koriilbeliil 500 grammos részmintdra kell osztani. Egy részmintét kell megvizsgalni. Amennyiben a részmintak
eredménye nem haladja meg a fels§ hatdrérték 50 %-at (analitikai kiiszobérték), a minta megfelel a felsG
hatarértéknek. Ha az eredmény meghaladja a fels§ hatarérték 50 %-dt, egy masik részmintat kell megvizsgalni,
és a fels6 hatdrértéknek vald megfelelés ellendrzésére a két részminta eredményének atlagértékét kell figyelembe
venni.

A mintdk tdroldsa

A mintdkat olyan h6mérsékleten kell tirolni, amely Osszetételiiket nem véltoztatja meg. A vitaminok vagy fényre
kiilonosen érzékeny anyagok vizsgalatdra szant mintdkat a fény esetleges hdtrdnyos hatdsat kizaro feltételek mellett
kell tarolni.

B. AVIZSGALATI MODSZEREK SORAN HASZNALT REAGENSEKRE ES ESZKOZOKRE VONATKOZO RENDELKEZESEK

Amennyiben a vizsgdlati médszerekben masképpen nem irjdk el6, minden analitikai reagensnek analitikai
tisztasdgtinak (a. t.) kell lennie. Nyomelem-analizis végrehajtdsakor a reagensek tisztasdgit vakprobaval kell
ellendrizni. Az igy kapott eredmények a reagensek esetleges tovabbi tisztitasat tehetik szitkségessé.

A vizsgalati mddszerek leirdsaban emlitett barmely oldatkészitési, higitdsi, 6blitési vagy mosdsi mvelet esetében,
ahol az alkalmazott oldészer vagy higitészer fajtajit nem tiintetik fel, vizet kell hasznalni. Altaldnos szabalyként
ioncserélt vagy desztilldlt vizet kell haszndlni. A vizsgdlati modszerekben jelzett killonleges esetekben a vizet
specidlis tisztitasi eljardsokkal kell kezelni.

Az ellendrzd laboratériumokban megtaldlhaté alapfelszerelésre valé tekintettel a vizsgdlati mddszerek leirdsdban
csak a specialis vagy specidlis haszndlatot megkovetel§ eszkozoket és késziilékeket emlitik. Ezeknek tisztaknak kell
lenniiik, kiilonosen a nagyon kis anyagmennyiségek meghatdrozdsa esetén.

C. AVIZSGALATI MODSZEREK ALKALMAZASA ES AZ EREDMENYEK KIFEJEZESE

Extrahdldsi eljards

Szdmos médszer kiilon extrahdldsi eljardst hatiroz meg. FGszabalyként a mddszerben emlitettdl eltérd extrahdldsi
eljdrast is lehet kovetni, feltéve, hogy az alkalmazott extrahdldsi eljards hatékonysdga a vizsgalt matrix tekintetében
bizonyitottan egyenértéki a médszerben emlitett eljdrds extrahdldsi hatékonysdgaval.
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2. Tisztitdsi eljards

Szamos médszer kiilon tisztitdsi eljardst hatdroz meg. Fészabdlyként a médszerben emlitettd] eltérd tisztitdsi eljardst
is lehet kovetni, feltéve, hogy az alkalmazott tisztitdsi eljards a vizsgdlt madtrix tekintetében bizonyitottan a
modszerben emlitett eljardssal egyenértékd vizsgilati eredményt ad.

3. Meghatirozdsok szima

Nemkivanatos anyagok vizsgdlata esetében, ha az els6 meghatdrozas eredménye jelent8sen (> 50 %) alacsonyabb,
mint az ellendrizend§ el6irds, nincs sziikség tovabbi meghatdrozasokra, feltéve, hogy a megfelel6 mindségiigyi
eljardsokat alkalmazzdk. Ettdl eltérd esetben parhuzamos vizsgélatra (mdsodik meghatdrozdsra) van sziikség ahhoz,
hogy kizdrjuk a mintdk belsé keresztszennyezddésének, valamint esetleges Osszecserélédésének veszélyét. A két
meghatarozds szamtani kozépértékét hasznaljuk a tovabbi értékeléshez.

Takarmdny-adalékanyagok als6 és felsG hatdrértékeinek vizsgalata esetében, ha az els§ meghatdrozds eredményei az
als6 hatarérték felett vagy a fels6 hatdrérték alatt vannak, nincs sziikség tovabbi meghatdrozasokra, feltéve, hogy a
megfelel6 mindségiigyi eljardsokat alkalmazzdk. EttSl eltér6 esetben parhuzamos vizsgalatra (mdsodik
meghatdrozdsra) van szitkség ahhoz, hogy kizarjuk a mintdk belsG keresztszennyez$désének, valamint esetleges
osszecserél6désének veszélyét. A két meghatdrozds szdmtani kozépértéke haszndlhat6 a tovabbi értékeléshez.

Valamely anyag vagy Osszetev$ feltiintetett mennyiségére végzett vizsgdlat esetében, ha az els6 meghatdrozds
eredménye igazolja a feltiintetett mennyiséget, azaz a vizsgdlati eredmény a feltiintetett tartalom elfogadhaté szérdsi
tartomdnyédba esik, nincs sziikség tovabbi meghatdrozdsokra, feltéve, hogy a megfelel6 minGségiigyi eljarasokat
alkalmazzak. EttSl eltérS esetben parhuzamos vizsgdlatra (mdsodik meghatarozdsra) van szitkség ahhoz, hogy
kizdrjuk a mintdk bels6 keresztszennyezédésének, valamint esetleges Osszecserélédésének veszélyét. A két
meghatdrozds szamtani 4tlagdt kell haszndlni a tovébbi értékeléshez (az atlagolt vizsgalati eredmény a feltiintetett
tartalom elfogadhat6 szérési tartomanydba esik-e vagy sem).

Néhdny esetben az elfogadhaté szérdsi tartomdnyrél jogszabélyok rendelkeznek, mint példdul a 767/2009/EK
rendelet és az (EU) 2019/4 eurdpai parlamenti és tandcsi rendelet (').

4. Az alkalmazott vizsgilati modszer jegyzGkonyvi feltiintetése

A vizsgdlati jegyz6konyvben fel kell tiintetni az alkalmazott vizsgdlati médszert.

5. A vizsgilati eredmények jegyzdkonyvi feltiintetése

A vizsgilati eredményt a vizsgdlati modszerben meghatarozott moédon és megfelel§ helyiérték-szimmal kell
kifejezni, és ha sziikséges, akkor a végs6 minta el6készités el6tti nedvességtartalmdra kell korrigalni.

A takarmdanyra vonatkozé unids jogszabalyokban a legtobb szabélyozasi szint (pl. fels§ hatdrérték, alsé hatarérték)
12 %-os nedvességtartalmii takarmanyra vonatkozik. Ezért ezekben az esetekben annak érdekében, hogy a mintdn
mért vizsgélati eredményt a szabdlyozdsi szinthez képest értékelni lehessen, a vizsgélati eredményt el8szor el kell
osztani a minta szdrazanyag-tartalmaval (%-ban), megszorozva 88-cal, a kovetkezd képlet szerint:

_ 88%Rana
Rivi = Too-dte
ahol:
Mc: a minta nedvességtartalma (%-ban). 100 — Mc tehdt a minta szdrazanyag-tartalmat jeloli (%-ban).
Rona: a mintdn mért vizsgélati eredmény.
Ri,4  eredmény 12 %-os nedvességtartalma takarmdnyban; a szabalyozasi szinthez képest értékelendd.

(") Az Eurdpai Parlament és a Tandcs (EU) 2019/4 rendelete (2018. december 11.) a gydgyszeres takarményok el6éllitdsdrél, forgalomba
hozataldrél és felhaszndldsardl, a 183/2005/EK eurdpai parlamenti és tandcsi rendelet médositdsardl, valamint a 90/167/EGK tandcsi
iranyelv hatalyon kiviil helyezésérsl (HL L 4., 2019.1.7., 1. 0.).
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Emellett, ha a kovetkez§ feltételek teljesiilnek:

- a vizsgdlat eredménye jelentdsen (> 50 %) alacsonyabb vagy magasabb, mint az ellendrizendd
cimkézési informdcid/termék specifikdcio (attdl fiiggGen, hogy a cimkézési informdcid[specifikdcié fels6 vagy
alsé hatdrérték);

- a mintavételnek aldvetett takarmany nedvességtartalma ismert, és megdllapithat6, hogy a nedvességtartalom
korrekcidja nem véltoztatja meg az értékelést,

akkor — feltéve, hogy a megfelel6 mindségi eljardsokat alkalmazzdk, és az elemzés kizdrélag a jogszabalyi
rendelkezések betartdsanak ellenérzésére szolgdl — a nedvességtartalom korrekcidja elhagyhat (pl. olyan esetekben,
amikor nincs specifikdci6 vagy szabdlyozdsi szint), kivéve, ha értelmezésre van sziikség.

Ha az analitikai eredményt korrigaljak a nedvességtartalomra, a vonatkozé mérési bizonytalansagot is korrigdlni kell
ugyanabban az eljdrasban.

Az anyarozs vagy kdros botanikai szennyezSdések szemrevételezéses/mikroszkopos vizsgdlattal torténd
meghatdrozdsa esetén nincs sziikség a nedvességtartalom korrekcidjara.

6. Mérési bizonytalansdg és visszanyerési ariny nemkivinatos anyagok vizsgilata esetében

A 2002/32/EK szerinti nemkivanatos anyagok tekintetében valamely takarmdnyozasra szdnt termék akkor mindsiil
nem megfelelének a megengedett hatdrérték szempontjabdl, ha a két fiiggetlen meghatdrozds atlagaként kapott,
12 %-os nedvességtartalmd takarmdnyra vonatkoztatott vizsgdlati eredmény — figyelembe véve a korilbelil
95 %-os konfidenciaszintnek megfelel6 2-es kiterjesztési tényezd alkalmazdsdval szdmitott kiterjesztett mérési
bizonytalansdgot, és a visszanyerési korrekci6t —, meghaladja a megengedett hatdrértéket. Ez azt jelenti, hogy a
megfelelés megallapitdsira a mért koncentraciot alkalmazzdk a visszanyerés alapjan végzett korrekcid, valamint a
kiterjesztett mérési bizonytalansag kivondsa utdn. Ez az eljdrds csak abban az esetben alkalmazando, ha az elemzési
modszer lehet6vé teszi a kiterjesztett mérési bizonytalansdg becslését és a visszanyeréssel torténd korrekciot (pl.
szemrevételezéses/mikroszképos vizsgalat esetén nem sziikséges).

Ha a védelem céljabdl vett minta vizsgdlati eredménye meghaladja a megengedett hatdrértéket (a kiterjesztett mérési
bizonytalansdg figyelembevétele nélkill), ez az erre vonatkozé nemzeti szabdlyok hidnydban megerGsiti az
ellendrzési minta tekintetében megallapitott nem megfelelGséget.

A vizsgilati eredményt a kovetkez6k szerint kell a jegyzékonyvben feltiintetni (amennyiben az alkalmazott
vizsgdlati modszer lehetévé teszi a kiterjesztett mérési bizonytalansdg becslését):

a) visszanyerésre korrigdltan — amennyiben helyénval6 és relevans —, és ha korrigdltdk, azt fel kell tintetni. A
visszanyerési ardnyt meg kell adni, kivéve, ha a torzitds bels6 korrekcibja része az eljdrdsnak, ahol a torzitds a
mért érték és a referenciakoncentracié kozotti kilonbség. Nem szitkséges feltiintetni a visszanyerési korrekciot,
ha a visszanyerés ardnya 90-110 % kozotti;

b) »x +/- U« formaban, ahol x a vizsgalati eredmény, U a kiterjesztett mérési bizonytalansag, a kiterjesztési tényezd
2 (3, amely koriilbeliil 95 %-os konfidenciaszintet eredményez.

Ha azonban a vizsgélat eredménye jelentésen (> 50 %) alacsonyabb, mint az ellendrizend§ elirds, és feltéve, hogy
megfelel6 mindségi eljardsokat alkalmaznak és a vizsgdlat célja kizdr6lag a jogszabalyi rendelkezéseknek vald
megfelelés ellendrzése, el lehet hagyni a visszanyerés ardnydnak és a kiterjesztett mérési bizonytalansignak a
jegyz6konyvi feltiintetését (pl. olyan esetekben, amikor nincs specifikdcié vagy szabalyozasi szint), kivéve, ha
értelmezésre van sziikség.

7. Mérési bizonytalansig és visszanyerési ardny takarmédny-adalékanyagok tartalmdnak vizsgilata esetében

Annak ellendrzése érdekében, hogy a takarmany-adalékanyagok megfelelnek-e az engedélyezett minimdlis és
maximdlis tartalomnak, gy kell tekinteni, hogy a takarmdny-adalékanyag jelenléte nem felel meg a megéllapitott
minimdlis és maximdlis tartalomnak, ha gy itélik meg, hogy a 12 %-os nedvességtartalmd takarmdnyra
vonatkoztatott vizsgélati eredmény, két fiiggetlen meghatdrozds szdmtani kozépértékeként:

() A 95 %-os konfidencia-intervallumot egy masik tényezd, példdul a Student-féle (t) egyiitthatd felhaszndldsdval is el lehet érni.
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- meghaladja a maximdlis tartalmat, figyelembe véve a kiterjesztett mérési bizonytalansdgot és a visszanyerési
korrekciot. Ez azt jelenti, hogy a megfelelés megdllapitdsdra a mért koncentrdciét (azaz két meghatdrozds
szamtani kozépértékét) alkalmazzdk a visszanyerés alapjan végzett korrekci6, valamint a kiterjesztett mérési
bizonytalansag kivondsa utdn;

— a minimalis tartalomnal alacsonyabb, figyelembe véve a kiterjesztett mérési bizonytalansdgot és a visszanyerési
korrekciot. Ez azt jelenti, hogy a megfelelés megdllapitdsdra a mért koncentrdciét (azaz két meghatdrozds
szamtani kozépértékét) alkalmazzdk a visszanyerés alapjan végzett korrekcid, valamint a kiterjesztett mérési
bizonytalansdg hozzdaddsa utn.

Ha a védelem céljabol vett minta vizsgélati eredménye meghaladja a megengedett hatarértéket (a kiterjesztett mérési
bizonytalansdg figyelembevétele nélkiil), ez erre vonatkozd nemzeti szabalyok hidnydban megerdsiti az ellenérzési
minta tekintetében megallapitott nem megfelelGséget.

A vizsgdlati eredményt a kovetkezSk szerint kell a jegyz6konyvben feltiintetni (amennyiben az alkalmazott
vizsgdlati modszer lehetévé teszi a kiterjesztett mérési bizonytalansdg becslését):

a) visszanyerésre korrigdltan — amennyiben helyénval6 és relevans —, és ha korrigdltdk, azt fel kell tintetni. A
visszanyerési ardnyt meg kell adni, kivéve, ha a torzitds bels6 korrekcibja része az eljdrdsnak, ahol a torzitds a
mért érték és a referenciakoncentracié kozotti kilonbség. Nem szitkséges feltiintetni a visszanyerési korrekeiot,
ha a visszanyerés ardnya 90-110 % kozotti;

b) »x +/- U« formdban, ahol x a vizsgélati eredmény (két meghatdrozds szdmtani kozépértéke), U a kiterjesztett
mérési bizonytalansdg, a kiterjesztési tényezd 2 (), amely koriilbeliil 95 %-os konfidenciaszintet eredményez.”

() A 95 %-os konfidencia-intervallumot egy masik tényezd, példdul a t-tényezd felhaszndldsaval is el lehet érni.
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

M. MELLEKLET

I MELLEKLET

ANALITIKAI MODSZEREK A TAKABMANY—ALAPANXAG()K, ES TAKARMANYKEVEREKEK
OSSZETETELENEK ELLENORZESERE

A. A NEDVESSEGTARTALOM MEGHATAROZASA

Cél és alkalmazdsi teriilet

Ez a mddszer lehet6vé teszi a takarmdnyok nedvességtartalmdnak meghatdrozdsat. Illéanyagokat (mint
példdul szerves savakat) tartalmazé takarmdnyok esetében figyelembe kell venni, hogy a nedvességtar-
talommal egyiitt jelents mennyiség( illdanyag meghatdrozdsa torténik.

Nem vonatkozik a tejtermékek mint takarmdny-alapanyagok és a tllnyomorészt tejtermékekbdl 4llo
takarmdnykeverékek analizisére, az dllati és novényi zsirok és olajok és olajos magvak és olajtartalmi
gyumolesok analizisére.

Az olajmagvak nedvességtartalmanak meghatdrozdsit A nedvesség- és az illéanyag-tartalom
meghatdrozdsa” cim(i EN ISO 665 szabvanyban el6irt modszerrel kell elvégezni azzal a kitétellel, hogy a
sz6jababot a nedvességtartalom meghatdrozdsa el6tt meg kell 6rolni.

Vizsgilati alapelv

A mintdt, a takarmdny jellege szerint, meghatdrozott koriilmények kozott szdritjuk. A tomegveszteséget
méréssel hatdrozzuk meg. Amennyiben magas nedvességtartalmd, szilird takarmdnyokkal dolgozunk,
elGzetes szaritdst kell végezni.

Eszkozok

Nem nedvszivé anyagb6l késziilt, konnyen tisztithaté apritégép, amelynek hasznalata gyors és egynemd Grlést
tesz lehet6vé anélkiil, hogy észrevehet6 mennyiségli hétermeléssel jarna, a lehetS legnagyobb mértékben
megakadélyozza a kils§ levegSvel torténd érintkezést, és megfelel a 4.1.1. és 4.1.2. pontban foglalt
kovetelményeknek (pl. kalapdcsos t6r§ vagy vizhttéses mikroapritdk, osszecsukhaté kdpos malmok,
finommozgéast-lasst fordulatil vagy fogaskerekes apritok).

1 mg pontossdgi analitikai mérleg.

Nem rozsddsodd fémbdl vagy iivegbdl késziilt, Iégmentes zarddast biztositd fedéllel ellatott szdraz tartdlyok;
megfelel6 munkafeliilet, amely lehet6vé teszi a vizsgdlati minta 0,3 g/cm? koriilli mennyiségben torténd
teritését.

Elektromos fiitésti izotermikus, megfeleléen szellztethet szdritészekrény (+ 2 °C), amely gyors
héfokszabalyozast tesz lehetévé ().

Szabélyozhat6, elektromos fitésti vakuum szdritoszekrény olajszivattytval és forrd, szdraz levegd vagy
szaritéanyag (pl. kalcium-oxid) bejuttatdsdra alkalmas szerkezettel ellitva.

Megfelel§ szaritdanyagot tartalmazd, vastag, perforalt fém- vagy porceldnlemezes exszikkétor.
A vizsgélat médja

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

(") A gabonafélék, lisztek, darafélék és derce szaritdsdra szolgald szaritdszekrény olyan hékapacitdsi legyen, hogy 131 °C-ra bedllitva
kevesebb mint 45 perc alatt visszaalljon a bedllitott héfokra, azt kovetSen, hogy a maximalis szdmu vizsgdlati mintat elhelyezték
benne egyidejdi szdritds céljdbol. A szell6ztetése olyan legyen, hogy amikor a maximédlis befogadéképességnek megfelel szdma
kozonséges bazamintat elhelyezzitk benne és két 6ran at szdritjuk, akkor az igy kapott eredmény mindossze kevesebb mint 0,15 %-kal
térjen el attdl az eredménytdl, amelyet a négy 6ran 4t folytatott szdritdssal kapunk.
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4.1. Elokészités

4.1.1. A 4.1.2.¢ésa4.1.3. pont alatt nem szerepld takarméanyok

Vegyiink legalabb 50 g-ot a mintdbdl. Sziikség esetén apritsuk fel vagy oszlassuk el gy, hogy a nedvesség-
tartalma egyenletes legyen (ldsd a 6. pontot).

4.1.2. Gabona- és darafélék

Vegyiink legalabb 50 g-ot a mintabol. Oroljiik le tgy, hogy a kapott részecskék legaldbb 50 %-a dtjusson egy
0,5 mm-es szemb@ségi szitdn, és ne maradjon vissza 10 %-ndl tobb egy kerek szemd, 1 mm-es szemb@ségii

szitan.
4.1.3. Folyékony vagy kendcsds dllagti takarmanyok, tilnyomérészt olajokbél és zsirokbdl allé
takarmanyok

Mérjiink ki 25 g mintdt 10 mg pontossaggal, adjunk hozzd megfelel§ mennyiség(i vizmentes homokot, 10 mg
pontossaggal kimérve, és keverjitk addig, amig homogén masszat nem kapunk.

4.2. Szdritds

Széritsunk meg egy tartdlyt (3.3. pont) fedelével a 103 °C-ra bedllitott szdritészekrényben 30 perc 1 percig.
Vegyiik ki a tartdlyt a szdritészekrénybdl, és hagyjuk lehdlni szobahdmérsékletre az exszikkdtorban (3.6.
pont),

4.2.1. A 4.2.2.ésa 4.2.3. pont alatt nem szerepld takarmdnyok

Fedelével egyiitt mérjitk le a tartdlyt 1 mg pontossdggal. Mérjiink a lemért tartdlyba 5 g mintdt 1 mg
pontossdggal, és teritsiik el egyenletesen. Helyezzitk a tartdlyt fedél nélkil 103 °C-ra el6melegitett
szaritoszekrénybe. Annak megakadalyozdsa érdekében, hogy a szdritoszekrény héfoka a kivanatos érték ald
sillyedjen, a tartdlyt a lehet leggyorsabban helyezziik a szdritészekrénybe. Hagyjuk szdradni négy 6ran at
att6l az idSponttdl szdmitva, amikor a szdritészekrény héfoka wjbdl elérte a 103 °C-ot. Nyissuk ki a
szdritdszekrényt, azonnal helyezziik vissza a tartaly fedelét, vegyiik ki a tartdlyt a szdrit6szekrénybdl, hagyjuk
hiilni 30-45 percen 4t az exszikkdtorban (3.6. pont), és mérjiik le 1 mg-os pontossdggal.

Talnyomorészt (> 50 %) éllati és novényi eredetti olajokbdl és zsirokbdl dll6 takarmdnyok esetén szaritsuk
tovabbi 30 percen at 103 °C-on a szdritészekrényben. A két mérés kiilonbsége nem haladhatja meg a
nedvességtartalom 0,1 %-4t.

4.2.2. Gabonafélék, liszt, darafélék és derce

Fedelével egytitt mérjitk le a tartdlyt 0,5 mg pontossaggal. Mérjiink a lemért tartdlyba 5 ¢ meg6rolt mintat
1 mg pontossdggal, és teritsitk el egyenletesen. Helyezziik a tartdlyt fedél nélkil 130 °C-ra eldmelegitett
szaritoszekrénybe. Annak megakadalyozdsa érdekében, hogy a szdritoszekrény héfoka a kivanatos érték ald
stillyedjen, a tartdlyt a lehet6 leggyorsabban helyezziik a szarit6szekrénybe. Hagyjuk szdradni két 6ran 4t attdl
az id6ponttdl szdmitva, amikor a szdritészekrény hdfoka wjbdl elérte a 130 °C-ot. Nyissuk ki a
szaritoszekrényt, azonnal helyezziik vissza a tartaly fedelét, vegyiik ki a tartdlyt a szdritészekrénybdl, hagyjuk
hiilni 30-45 percen 4t az exszikkatorban (3.6. pont), és mérjitk le 1 mg-os pontossaggal.

4.2.3. Tobb mint 4 % szachardézt vagy laktézt tartalmazd takarmdnykeverékek: takarmdany-
alapanyagok, mint a szentjdnoskenyér, a hidrolizdlt gabonatermékek, a maldtamagvak, a
szaritott répaszelet, a hal- és cukorlevek

Fedelével egyiitt mérjitk le a tartdlyt 0,5 mg pontossdggal. Mérjiink a lemért tartdlyba 5 g mintdt 1 mg
pontossaggal, és teritsiik el egyenletesen. Helyezziik a tartdlyt fedél nélkiil 80-85 °C-ra el6melegitett vakuum
szaritszekrénybe (3.5. pont). Annak megakadalyozdsa érdekében, hogy a széritdszekrény héfoka a kivanatos
érték ald stillyedjen, a tartdlyt a lehetd leggyorsabban helyezziik a szdritészekrénybe.
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Emeljik a nyomdst 100 torr-ra, és hagyjuk a mintat szdradni ezen a nyomdason négy oran it szaraz, forré
leveg dramoltatdsaval vagy széritéanyag (20 mintdhoz kb. 300 g) felhaszndldsdval. Ut6bbi esetben a kivant
nyomds elérésekor kapcsoljuk le a vakuumszivattyit. A szdritdsi id6t attdl a pillanattdl kell szamitani, amikor
a szdritészekrény hémérséklete visszadll 80-85 °C-ra. Ovatosan llitsuk vissza a szaritészekrényben a légkori
nyomdst. Nyissuk ki a szdritszekrényt, azonnal helyezziik vissza a tartaly fedelét, vegyik ki a tartdlyt a
szaritoszekrénybdl, hagyjuk hilni 30-45 percen 4t az exszikkatorban (3.6. pont), és mérjitkk le 1 mg-os
pontossaggal. Szdritsuk tovabbi 30 percen t a vikuum széritoszekrényben 80-85 °C-on, és mérjiik le tjra. A
két mérés kiilonbsége nem haladhatja meg a nedvességtartalom 0,1 %-at.

4.3. El@szdritds (részleges)

A szilird anyagok elemzése érdekében a finom Grlést megel6z8en részlegesen szdritani kell a 85 %-ndl
kevesebb szdrazanyagot tartalmazd »nedves« takarmdnyokat (pl. zoldtakarmdnyok, teljes vegyes
takarmdnyadagok (TMR), (nem) folyékony takarmanyok); instabil anyagok esetében a részleges szaritds nem
lehetséges.

A részleges szdritds torténhet légkeveréses szaritdszekrényben, mikrohulldmi siitében vagy fagyasztva
szdritassal. A fagyasztva szdritdssal torténg részleges szdritds kivételével a cél a takarmdny szdritdsa a minta
hémérsékletének 60 °C alatt tartdsa mellett, hogy a kémiai Gsszetétel a lehetd legkisebb mértékben sériiljon.
A 60 °C-ot meghaladé6 hémérsékleten torténd szaritds kémiai véltozdsokat okoz a takarmanyban (pl.
fehérjelebomlast). A szdritott takarmdnyt a részleges szdrazanyag mérése el6tt koriilbeliil 15 percig
szobahSmérsékleten egyensiilyba kell hozni (ekvilibrélni kell) annak érdekében, hogy a lehets legkisebb
legyen az &rlés és a tdrolds sordn esetlegesen bekovetkez$ nedvességvaltozds. A 60 °C alatti hmérsékleten
torténd szritds nem tévolitja el az Osszes vizet a takarmdnybdl; ezért a (kezdeti) részleges szdritds nem jelenti
a takarmdny teljes szdrazanyag-tartalmdt. A szdritdst kovetden a részmintdt Grolik és elemzik a részlegesen
szdraz minta (végsG) szdrazanyagira (a maradék 3-15 %-os nedvességtartalomra), amikor mds kémiai
osszetevGket meghatdroznak.

Ezért a szdrazanyag meghatdrozdsira kétlépcsGs eljards javasolt. El@szor hatdrozzuk meg a részleges
szdrazanyag-tartalmat (ha nem éri el a szdrazanyag 85 %-dt), majd hatdrozzuk meg az 6rolt vizsgélati minta

fennmarad6 szdrazanyag-tartalmdt, majd szorozzuk meg a részleges szdrazanyagot a fennmaradd
szdrazanyag-tartalommal a teljes szdrazanyag-tartalom meghatdrozasa érdekében.

5. Az eredmények kiszdmitdsa

A minta szdzalékosan kifejezett nedvességtartalmat (X) az alabbi képletek segitségével szamitjuk ki:

5.1. Szdritds eldszdritds nélkiil
_ m-— mo
X = (20 ) x 100
ahol:
m= a vizsgalati minta eredeti tomege, grammban,
my = a széraz vizsgalati minta tomege, grammban.
5.2. Szdritds elGszdritdssal ()

X, = 7(m27m0)xml+mfmli| X 1”1&: 100 x (17—ml><mo)

p mo mx mo
ahol:

m= a vizsgalati minta eredeti tomege, grammban,

m, = a vizsgalati minta tomege, grammban, el@szdritds utdn,

m, = a vizsgalati minta tomege, grammban, apritds vagy &rlés utdn,

my = a szdraz vizsgalati minta tdmege, grammban.

() A szamitdssal kapcsolatos tovabbi részletekért lisd az EN ISO 6498 — Takarmdnyok — A minta-el6készités irdnyelvei cim(i szabvanyt.
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5.3. Ismételhetdség

Az ugyanazon mintdn végzett két pirhuzamos meghatdrozds eredményei kozotti kiilonbség nem haladhatja
meg a nedvességtartalom abszolut értékének 0,2 %-it, kivéve a kedvtelésbdl tartott dllatok nedves eledelét és
a miicsontokat, ahol a kiilonbség nem haladhatja meg a nedvességtartalom abszolut értékének 0,5 %-at.

6. Eszrevételek
Ha az apritds sziikségesnek bizonyul, és ugy tiinik, hogy ez befolydsolja a termék nedvességtartalmdt, a

takarmdny-alkotéelemek analizisének eredményét az eredeti minta nedvességtartalmdnak megfelelGen
korrigalni kell.

B. AZ ALLATI ES NOVENYI ZSIROK £ES OLAJOK NEDESSEGTARTALMANAK MEGHATAROZASA

1. Cél és alkalmazasi teriilet

Ez a médszer lehet6vé teszi az allati és novényi zsirok és olajok viz- és illdanyag-tartalmanak meghatdrozasat.

2. Vizsgdlati alapelv

A mintdt 103 °C-on, a tomegallandésdg eléréséig szdritjuk (két egymdst kovet§ mérés kozotti tomegvesz-
teségnek legfeljebb 1 mg-nak kell lennie). A tomegveszteséget méréssel hatdrozzuk meg.

3. Eszkozok
3.1. Rozsdamentes anyagb6l késziilt, 8—9 cm dtmérdji és koriilbeliil 3 cm magas, lapos fenekd edény.
3.2. Rogzitett iiveggombbel és a felsG végén kiterjedési csével rendelkez8 hdmérs, amely korilbelil 80 °C-tdl

legalabb 110 °C-ig beosztdssal rendelkezik és koriilbeliil 10 cm hosszi.

3.3. Homokfiird§ vagy elektromos f6z8lap.

3.4, Hatékony szdritokozeget tartalmazé exszikkétor.
3.5. Analitikai mérleg.

4. A vizsgilat médja

Mérjiink ki mg pontossdggal 20 g homogenizalt mintdt a h6mérSt (3.2. pont) tartalmazé szdraz, lemért
edénybe (3.1. pont). A h6mérével folyamatosan kevergetve hevitsitk a homokfiird6n vagy a f6zélapon (3.3.
pont) Gigy, hogy a hémérséklet kortilbeliil hét perc alatt érje el a 90 °C-ot.

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

A teljes kiszaritds érdekében hevitsiik az edényt néhanyszor 103 °C + 2 °C-ra, mikozben két hevités kozott
93 °C-ra htjitk tartalmdt. Ezutdn hagyjuk szobahémérsékletre lehdlni az exszikkatorban (3.4. pont), és
mérjitk le. Ismételjitk addig a mtiveletet, amig a két egymadst kovetS mérés kozotti tomegveszteség mar nem
haladja meg a 2 mg-ot.

Megjegyzés: A minta tomegének novekedése a tobbszori hevitést koveten a zsir oxidacidjat jelzi, ebben az
esetben az eredményt a tomeg novekedését kozvetlentil megel6z6 mérés alapjan kell
kiszdmitani.

5. Az eredmények kiszdmitdsa
A mintdra vonatkoztatott, szdzalékosan kifejezett nedvességtartalmat (X) a kovetkezs képlettel lehet

kiszdmitani:

X = (m,—m,) x 10
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HU

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.15.

ahol:

m= a vizsgélati minta tomege, grammban;

my = az edény hevités el6tti tomege, grammban, a tartalmdval egytitt;
m, = az edény hevités utdni tomege, grammban, a tartalmdval egyiitt.

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

Ismételhetdség

Az ugyanazon mintdn elvégzett két parhuzamos meghatdrozds eredményeként kapott nedvességtartalmak
eltérésének abszoliit értéke nem haladhatja meg a 0,1 %-ot.

C. A NITROGENTARTALOM MEGHATAROZASA ES A NYERSFEHERJE-TARTALOM KISZAMITASA

Cél és alkalmazaisi teriilet

E médszer lehet6vé teszi a takarmdnyok nyersfehérje-tartalmanak meghatdrozdsat a Kjeldahl-moédszer szerint
meghatdrozott nitrogéntartalom alapjan ().

Vizsgilati alapelv

A mintat katalizator jelenlétében kénsavval roncsoljuk. A savas oldatot natrium-hidroxid-oldattal lagositjuk.
Az ammonidt lepdroljuk, és ismert mennyiségii kénsavban vessziik fel, amelynek feleslegét natrium-hidroxid
standardoldataval titraljuk.

Alternativ megoldasként a felszabadult ammonidt bdséges boérsavoldatba desztilldljuk, majd sésav- vagy
kénsavoldattal titraljuk.

Reagensek

Kélium-szulfat.

Katalizator: réz(Il)-oxid, CuO vagy réz(ll)-szulfat-pentahidrat, CuSO,4 5H, O.

Granuldlt cink.

Kénsav, p20 = 1,84 g/ml.

Kénsav, normal méréoldat, ¢(H,SO,) = 0,25 mol/l.

Kénsav, normal méréoldat, ¢(H,SO,) = 0,10 mol/l.

Kénsav, normal méréoldat, ¢(H,SO,) = 0,05 mol/l.

Metilvorosindikdtor; oldjunk fel 300 mg metilvorost 100 ml etanolban, 6 = 95-96 % (v/v).
Natrium-hidroxid-oldat (technikai min@ségi is hasznalhaté) f = 40 g/100 ml (m/v: 40 %).
Nétrium-hidroxid, normdl méréoldat, ¢ (NaOH) = 0,25 mol/L.

Nétrium-hidroxid, normdl méréoldat, ¢ (NaOH) = 0,10 mol/lL.

Granuldlt horzsakd, sésavban mosott és meggydijtott.

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

Szachardz (nitrogénmentes).

Bérsav (H;BOs).

() A nitrogéntartalom minden takarmdnyban meghatdrozhatd, de el6fordulhat, hogy a nyersfehérje-tartalom kiszdmitdsdhoz haszndlt
6,25 értékd dtvaltasi egyiitthaté nem alkalmazhaté a rovaralapt takarmdny-alapanyagokra (alacsonyabb atvdltdsi egyiitthatd) és egyes
hobbiallat-eledelekre és vérplazmafehérjékre (magasabb atvaltasi egyiitthat6)
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3.16. Metilvorosindikator-oldat: oldjunk fel 100 mg metilvorost 100 ml etanolban vagy metil-alkoholban.
3.17. Bromkrezol-zold-oldat: oldjunk fel 100 mg brémkrezol-zéldet 100 ml etanolban vagy metil-alkoholban.
3.18. Bérsavas oldat (10 g/l — 40 g/l, a hasznalt eszkoztdl fiiggGen)

Kolorimetrids végpont-meghatdrozas alkalmazdsakor a metilvoros és a bromkrezol indikdtort a bérsavas
oldathoz kell adni. Ha 1 liter bérsavas oldatot készitiink, a térfogat kiigazitdsa el6tt 7 ml metilvorésindikdtor-
oldatot (3.16. pont) és 10 ml brémkrezol-z6ld oldatot (3.17. pont) kell hozzdadni.

A hasznalt vizt6] fiiggéen a borsavas oldat pH-ja tételenként valtozhat. A bérsavoldat pH-értékének 4,3 és 4,7
kozott kell lennie. Pozitiv vakprobahoz gyakorta sziikség lehet kis mennyiségii liig hozzdaddséra.

Megjegyzés:  Rendszerint j6 eredményt ad koriilbeliil 3-4 ml NaOH-nak (3.11. pont) 1 liter 10 g/l borsavas
oldathoz valé hozzdaddsa. Téroljuk az oldatot szobah6mérsékleten, és tirolds kozben védjiik a
fénytdl és az ammoniagdz-forrasoktol.

3.19. Sésav, normal méréoldat, c(HCI) = 0,10 mol/L.

Megjegyzés: A normdl mérGoldatok mds koncentrdciéi (3.5., 3.6., 3.7., 3.10., 3.11. és 3.19. pont) is
hasznilhatk, ha ezt a szdmitdsokban korrigdljuk. A koncentrdciét mindig négytizedes
pontossaggal kell megadni.

4, Eszkozok

A Kjeldahl-eljards szerinti roncsolds, desztilldlds és titralds elvégzésére alkalmas késziilék.
5. A vizsgilat médja

5.1. Roncsolds

Mérjiink ki 0,001 g pontossaggal 1 g mintét, és helyezziik be a roncsolé lombikjiba. Adjunk hozzd 15 g
kélium-szulfitot (3.1. pont), megfelel6 mennyiségli katalizdtort (3.2. pont) (0,3-0,4 g réz(ll)-oxidot vagy
0,9-1,2 g réz(Il)-szulfit-pentahidratot), 25 ml kénsavat (3.4. pont) és sziikség szerint néhdny szemcse
horzsakovet (3.12. pont), majd keverjitk 6ssze.

El6szor mérsékelten hevitsitk a lombikot, sziikség esetén id6nként keverjik meg annak tartalmadt, egészen
addig, amig a massza karbonizalodik és a hab elttinik; ezt koveten erésebben hevitsiik, amig a folyadék erds
forrdsba nem jon. A hevités akkor megfeleld, ha a forrdsban levs sav a lombik faldn lecsapédik. Keriiljitk a
lombik oldaldnak talhevitését és azt, hogy ahhoz szerves részecskék tapadjanak.

Amikor az oldat feltisztult és vildgoszold szintivé vélt, folytassuk a forraldst tovabbi két 6rdn 4t, majd hagyjuk
lehdlni az oldatot.

5.2. Lepdrlds

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

5.2.1. Lepdrlds kénsavba

A leparlokésziilék gytijtGlombikjdba mérjiink be pontosan 25 ml kénsavat (3.5. vagy 3.7. pont), a feltételezett
nitrogéntartalomtdl fiilggSen. Adjunk hozza néhdny csepp metilvorosindikatort (3.8. pont).

Kapcsoljuk 6ssze a Kjeldahl-lombikot a leparlokésziilék hiitdjével, és legalabb 1 cm mélyen meritsiik be a hits
végét a gytjtGlombikban 1év6 folyadékba (lasd az észrevételt, 8.3. pont). Lassan, ammoniaveszteség nélkiil
ontstink 100 ml ndtrium-hidroxid oldatot (3.9. pont) a Kjeldahl-lombikba (ldsd az észrevételt, 8.1. pont).
Hevitsiik a lombikot az amménia leparl6désdig.
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5.2.2.

5.3.

5.4.

6.1.

Lepdrlds bérsavba

Amennyiben a pdrlat ammoniatartalmdnak titrdldsit manudlisan végezziik, az aldbb megadott eljdrdst kell
alkalmazni. Amennyiben a leparloegység teljesen automatikusan a pdrlat ammoniatartalmat is titrdlja,
kovessiik a gydrtd utasitdsait a leparloegység miikodtetése tekintetében.

Tegyiink a htit6 kifoly6jdhoz 25-30 ml bérsavas oldatot (3.18. pont) tartalmazé gytjtSlombikot gy, hogy az
adagol6cs6 a bérsavas oldat szintje alatt legyen. Allitsuk be a leparloegységet 50 ml ndtrium-hidroxid oldat
(3.9. pont) adagoldsdra. A leparloegységet a gyarté utasitdsainak megfelel6en mdkodtessiik, és paroljuk le a
natrium-hidroxid oldat hozzdaddsival felszabadult ammoénidt. Gytjtsik ossze a pdrlatot a bérsavas

fogaddoldatban. A pérlat mennyisége (a g6zleparlds ideje) a minta nitrogéntartalmatdl fiigg. Kovessik a
gyarto utasitasait.

Megjegyzés:  Félautomata leparloegység esetében a natrium-hidroxid felesleg hozzdaddsa és a g@zlepdrlds
automatikusan torténik.

Titrdlds

Folytassuk az 5.3.1. vagy az 5.3.2. pont szerint.

Kénsav

A gytijt6lombikban levé kénsavfelesleget a végpont eléréséig titrdljuk natrium-hidroxid oldattal (3.10. vagy
3.11. pont) az alkalmazott kénsav-koncentraciotél fiiggGen.

Borsav

A gytjt6lombik tartalmdt a normdl sésavmérGoldattal (3.19. pont) vagy normal kénsavmérgoldattal (3.6.
pont) titrdljuk biiretta segitségével, és olvassuk le a haszndlt parlat mennyiségét.

Kolorimetrids végpont-meghatdrozds alkalmazdsakor a végpont elérése akkor torténik, amikor a rézsaszin
els6 jele megjelenik a tartalomban. Becsiiljik meg a biiretta eredményét 0,05 ml pontossiggal. Egy
megvildgitott magneses keverglemez vagy fotometrikus detektor segithet a végpont megjelenitésében.

Ez torténhet automatikusan automata titrdloval felszerelt g8zlepdrl6 hasznélatdval.

Kovessiik a gydrt6 utasitdsait az adott lepdrl6 vagy leparlé/titralé miikodtetésekor.

Megjegyzés: Automata titrdlérendszer hasznélatakor a titrdlds a lepdrlds kezdetekor rogton megkezddédik
és 1 %-os borsavas oldatot (3.18. pont) haszndlunk.

Teljesen automatikus lepdrlérendszer haszndlatakor az ammoénia automatikus titrdldsa potenciometrikus
pH-rendszer alkalmazasaval végpont-meghatarozassal is elvégezhetd.

Ebben az esetben pH-mérével felszerelt automata titralot haszndlunk. A pH-mérét a szokdsos laboratériumi
pH-kalibrélasi eljardsokat kovetve megfelelSen kalibrdlni kell a 4-7 kozotti pH tartomdnyra.

A titrdlds pH-végpontjanak elérése 4,6-os pH értéknél kovetkezik be, ami a titrdcids gorbe legmeredekebb
pontja (inflexiés pont).
Vakpriba

A reagensek nitrogénmentességének igazoldsara végezziink vakprébat (roncsolds, lepdrlds és titrdlds) a minta
helyett 1 g szachardzt (3.14. pont) hasznalva.

Az eredmények kiszdmitdsa

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

Szdmitds az 5.3.1. pont szerinti titrdlds esetén

A tomegszdzalékban kifejezett nyersfehérje-tartalom kiszdmitdsa a kovetkezd képlettel torténik:
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6.2.

6.2.1.

6.2.2.

7.1.

7.2.

(Vo - V1) X x 0,014 x 100 x 6,25

Ahol:

Vo = a vakprébaban hasznélt NaOH (3.10. vagy 3.11. pont) térfogata (ml).

V, = a minta titrdlasdhoz haszndlt NaOH (3.10. vagy 3.11. pont) térfogata (ml).
c= a natrium-hidroxid (3.10. vagy 3.11. pont) koncentracidja (mol/l).

m= a minta tomege (g).

Szdmitds az 5.3.2. pont szerinti titrdlds esetén

Sbsavas titrdlas

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

(V1 -Vg) xex14%625

ahol:

m= a vizsgalt adag g-ban kifejezett tomege;

c= a normdl sésav-mérdoldat (3.19. pont) koncentracidja (mol/l);
Vo = a vakprébaban hasznélt sdsav térfogata (ml);

V, = a vizsgélt adaghoz hasznalt sésav térfogata (ml).

Kénsavas titrdlds

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

(V1 -Vg) xex2,8%6,25

ahol:

m= a vizsgalt adag g-ban kifejezett tomege;

c= a normdl kénsav-mérdoldat (3.6. pont) koncentraci6ja (mol/l)
Vo = a vakprobaban hasznélt kénsav (3.6. pont) térfogata (ml)

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

A médszer validdldsa

Ismételhetdség

Az ugyanazon mintdn végzett két parhuzamos meghatdrozas eredménye kozotti kiilonbség nem haladhatja
meg:

- a0,4 %-ot abszolut értékben, 20 %-ndl alacsonyabb nyersfehérje-tartalom esetében;
— amagasabb értékhez viszonyitott 2,0 %-ot, 20 % és 40 % kozotti nyersfehérje-tartalom esetében;

— 40 %-nal magasabb nyersfehérje-tartalom esetén a 0,8 %-ot abszolut értékben.

Reprodukdlhatdsdg

Az ugyanazon mintdn kilonboz8 laboratériumokban végzett két meghatdrozds eredménye kozotti
kiilonbség nem haladhatja meg:

- az 1,8 %-ot abszolut értékben, 20 %-nal alacsonyabb nyersfehérje-tartalom esetében;
— amagasabb értékhez viszonyitott 9,0 %-ot, 20 % és 40 % kozotti nyersfehérje-tartalom esetében;

— 40 %-nal magasabb nyersfehérje-tartalom esetén a 3,6 %-ot abszoliit értékben.
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7.3.

8.1.

8.2.

8.3.

8.4.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

4.1.

4.2.

4.3.

Pontossdg

Végezziik el az analizist (roncsolds, lepdrlds és titralds) megfelel6 mennyiségli acetaniliden (3.13. pont) (pl.
0,2-0,3 g) 1 g szachar6z (3.14. pont) jelenlétében; 1 g acetanilid 14,80 ml kénsavat (3.5. pont) fogyaszt. A
visszanyerés mértékének legaldbb 99 %-osnak kell lennie.

Eszrevételek

A késziilék lehet kézi, félautomata vagy automata tipust. Ha az alkalmazott késziilék esetében a roncsoldsi és
a lepdrldsi 1épések kozott mintadtvitelre van szitkség, ezt anyagveszteség nélkiil kell végrehajtani. Ha a
leparlokésziilék lombikja nincs felszerelve csepegtetStolesérrel, a natrium-hidroxidot kozvetlentil a lombik és
a htit6 osszekapcsoldsa el6tt kell hozzdadni, a folyadékot lassan az edény bels6 oldala mentén folyatva.

Ha a roncsolt anyag megszildrdul, az 5.1. pontban megadottnal nagyobb mennyiségli kénsavval (3.4. pont)
kezdjik Gjra a meghatdrozast.

Alacsony nitrogéntartalmi termékek esetén a gytjt6lombikba mérend6 kénsav (3.7. pont) térfogata sziikség
esetén 10 vagy 15 ml-re csokkenthetd, és vizzel 25 ml-re feltolthetd.

Rutinanalizishez mds analitikai médszerek is haszndlhat6ak a nyersfehérje meghatdrozdsdra, de a C. részben
leirt Kjeldahl-médszer a referencia-médszer. Minden madtrix esetében egyedileg kell igazolni, hogy az
alternativ (pl. DUMAS) mddszerrel kapott eredmények egyenértékiiek a referencia-mddszerrel kapott
eredményekkel. Mivel az alternativ mddszerrel kapott eredmények — még az egyenértékiiség igazoldsat
kovetben is — eltérhetnek kissé a referencia-mddszerel kapott eredményektél, az analitikai jelentésben meg
kell emliteni a nyersfehérje meghatdrozdsara haszndlt analitikai médszert.

D. A KARBAMID MEGHATAROZASA

Cél és alkalmazaisi teriilet

Ez a médszer lehetévé teszi a kér6dz8k takarmdnydban takarmdany-adalékanyagként hasznalt karbamid
szintjének meghatdrozasat.

Vizsgilati alapelv

A mintdt vizben szuszpendéljuk egy derit@szerrel. A szuszpenzidt lesziirjiikk. A sz(irlet karbamidtartalmat,
4-dimetil-amino-benzaldehid (4-DMAB) hozzdaddsa utdn, az optikai stirtiség 420 nm-es hullimhosszon valé
megmérésével hatdrozzuk meg.

Reagensek

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

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

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

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

Eszkozok

Billen6dobos kever8gép: kb. 35-40 fordulatszam/perc teljesitménnyel.
Kémcsovek: 160 x 16 mm, csiszolt iivegdugdval.

Spektrofotométer.
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5. A vizsgilat médja

5.1. A minta elemzése

Mérjiink ki a mintabdl 2 g-ot mg-nyi pontossdggal, és 1 g aktiv szénnel (3.4. pont) egyiitt helyezziik egy
500 ml-es mérSlombikba. Adjunk hozzd 400 ml vizet és 5 ml Carrez 1. oldatot (3.2. pont), keverjitk kb.
30 mésodpercig, majd adjunk hozzd 5 ml Carrez II. oldatot (3.3. pont). Keverjiik a forgé dobon harminc
percig. Toltsiik térfogatra vizzel, razzuk fel, és sziirjiik le.

Vegyiink el 5 ml-t az dttetsz6, szintelen szrletekbdl, ontsiik csiszolt tivegdugéval ellatott kémesovekbe,
adjunk hozzdjuk 5 ml 4-DMAB oldatot (3.1. pont), és keverjitk fel. Helyezzitk a kémcsoveket vizfiirdbe
20 °C-on (+- 4 °C). Tizenot perc elteltével a spektrofotométer segitségével, 420 nm-en mérjik meg a
mintaoldat optikai stiriségét. Ezt hasonlitsuk dssze a vakprdba sordn a reagensekbdl készitett oldattal.

5.2. Kalibrdcids gorbe

Vegyiink el a karbamid oldatbdl (3.5. pont) 1, 2, 4, 5 és 10 ml-t, ontsitk 100 ml-es mér8lombikokba, és
toltsiik fel Gket térfogatra vizzel. Vegyiink el 5 ml-t minden egyes oldatbdl, és mindegyikhez adjunk 5 ml
4-DMAB oldatot (3.1. pont), homogenizdljuk, és a fentick szerint mérjik meg az optikai striiséget
osszehasonlitva az 5 ml 4-DMAB oldatot és 5 ml vizet tartalmazé karbamidmentes kontrolloldattal.
Szerkessziik meg a kalibraciés gorbét.

6. Az eredmények kiszdmitdsa
A kalibracids gorbe segitségével hatdrozzuk meg a mintdban 1év6 karbamidmennyiséget.

Az eredményt mg karbamid/kg mintdban adjuk meg.

7. A médszer értékelése
7.1. Ismételhetdség

Az ugyanazon mintdn, ugyanazon laboratériumban, ugyanazon elemz§ altal parhuzamosan végzett két
meghatdrozds eredménye kozotti killonbség nem haladhatja meg:

— 420 nm-en

— a legaldbb 3000 mgfkg-ot elér6, de az 5000 mg/kg-ot el nem érS karbamidtartalom esetén a
magasabb érték 50 %-it,

— alegaldbb 5 000 mg/kg-ot elérd, de a 7 000 mg/kg-ot el nem érg karbamidtartalom esetén a magasabb
érték 25 %-dt,

— alegaldbb 7 000 mg/kg-ot elérg karbamidtartalom esetén a magasabb érték 20 %-it,
— 435 nm-en

— a legaldbb 3000 mgfkg-ot elérS, de az 5000 mg/kg-ot el nem ér6 karbamidtartalom esetén a
magasabb érték 40 %-it,

— alegaldbb 5 000 mg/kg-ot elérd, de a 9 000 mg/kg-ot el nem érg karbamidtartalom esetén a magasabb
érték 25 %-ét,

— alegaldbb 9 000 mg/kg-ot elérd karbamidtartalom esetén a magasabb érték 5 %-ét.

7.2. Reprodukdlhatdsdg

Az ugyanazon mintdn kilonboz8 laboratériumokban ésfvagy kilonbozd elemzdk dltal végzett két
meghatdrozas eredménye kozotti kiilonbség nem haladhatja meg:

— 420 nm-en

— a legaldbb 3000 mg/kg-ot elérd, de a 12 000 mg/kg-ot el nem érd karbamidtartalom esetén a
3 000 mg/kg-ot,

— alegalabb 12 000 mg/kg-ot elér§ karbamidtartalom esetén a 4 500 mg/kg-ot,
— 435 nm-en

— alegaldbb 3 000 mg/kg-ot elérd, de a 8 000 mg/kg-ot el nem érg karbamidtartalom esetén a magasabb
érték 50 %-at,

— alegaldbb 8 000 mg/kg-ot elérd karbamidtartalom esetén a magasabb érték 25 %-at.
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A korvizsgilat eredményei

Uniés laboratériumok kozotti dsszehasonlitdsra keriilt sor, amelyben 18 laboratérium vett részt. Ot pozitiv,
kérédzSk takarményozdsdra szant takarmanykeverékbdl vett mintdt (amelyek az 1. és a 2. tdblazatban
ANYAG néven szerepelnek) vizsgaltak meg (1 elemzéssel), mint rejtett azonossdgii mintapdrt, mig egy
kérédz6k takarmanyozasdra szant takarmanykeverék vakmintét csak egyszer elemeztek.

A nemzetkozi irdnymutatdsokban meghatdrozott megismételhetGségi () és reprodukdlhatésdgi (R)
hatdrértékekre vonatkozé szdmitdsokat a kiugrd értékek eltdvolitdsa utdn végezték el az érvényes értékek

varianciaelemzésével.

A mddszer teljesitményjellemz6inek kiszdmitott adatait (ismételhetGség, reprodukdlhatdsig) a kovetkezd
tibldzatok mutatjdk be. Egyetlen vizsgdlt minta — beleértve a vakanyagot is — sem adott hamis pozitiv
eredményt vagy hamis negativ eredményt.

1. tdbldzat

A moédszer teljesitményjellemzéi a karbamidra vonatkozd, X = 420 nm-en minden anyagban elvégzett

mérésnél
2. ANYAG 5. ANYAG 3. ANYAG 4. ANYAG 6. ANYAG
Juh Szarvas- Juh Juh Szarvas-
marha marha

Tomeghdnyad célértéke (mg 3000 5000 7001 9036 11000
kg)
Atlagos tomeghdnyad (mg kg™) 4241 6993 7 830 9962 12071
A reprodukalhat6sdg szérdsa, sg 1141 1303 985 994 1711
(mg kg')
Megismételhetdségi szords, sg 723 601 549 712 737
(mg kg")
A reprodukalhatésag relativ 27 19 13 10 14
sz6rasa, RSDy, (%)
Megismételhetdségi relativ 17 9 7 7 6
széras, RSD, (%)
Reprodukdlhatdsdgi hatdr, R 3195 3649 2759 2784 4790
[R = 2,8 x SR]
IsmételhetGségi hatdr, r 2024 1684 1536 1994 2064
[r=2,8 xs]

2. tdbldzat

A mddszer teljesitményjellemz6i a karbamidra vonatkozé, N = 435 nm-en minden anyagban elvégzett

mérésnél
2. ANYAG 5. ANYAG 3. ANYAG 4. ANYAG 6. ANYAG
Juh Szarvas- Juh Juh Szarvas-
marha marha

Toémeghanyad célértéke (mg 3000 5000 7001 9036 11 000
kg)
Atlagos tomeghdnyad (mg kg™') 4101 6467 7 890 10062 11 642
A reprodukalhatésdg szérdsa, sy 706 1194 675 745 1378
(mg kg")
Megismételhetdségi szords, sy 570 628 613 196 167
(mg kg")
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9.1.

9.2.

9.3.

2.1.

A reprodukdlhatdsdg relativ 17 18 9 7 12
szérasa, RSDy (%)

Megismételhetdségi relativ 14 10 8 2 1
szoras, RSD, (%)

Reprodukdlhatdsdgi hatdr, R 1977 3344 1889 2087 3859
[R=2,8 x 5]

IsmételhetSségi hatar, r 1596 1759 1715 549 467
[r=2,8x5]

Eszrevételek

3 %-ot meghalad6 karbamidtartalom esetén, csokkentsitk a minta nagysagat 1 g-ra vagy higitsuk az eredeti
oldatot tigy, hogy 500 ml-ben ne legyen t6bb 50 mg karbamidnal.

Alacsony karbamidtartalom esetén néveljitk a minta nagysdgat mindaddig, amig a szfirlet attetsz§ és szintelen
marad.

A kollaborativ vizsgélatok fenti eredményei nem mutatnak jelentds precizitdsbeli killonbséget a 420 nm-en
vagy 435 nm-en mért karbamid kozott.

E. AZ AMINOSAVAK MEGHATAROZASA (A TRIPTOFAN KIVETELEVEL)
Az aminosavak meghatdrozdsara (a triptofdn kivételével) hasznalt analitikai médszerek a kovetkezdk:
- ENISO 13903 Takarmanyok. Az aminosav-tartalom meghatdrozasa

- EN ISO 17180 Takarmanyok. A lizin, a metionin és a treonin meghatdrozdsa kereskedelmi
aminosav-tartalmi termékekben és elkeverékekben (%)

- az alabbi 1-10. pontban leirt elemzési modszer.

Cél és alkalmazaisi teriilet

Ez a mddszer az egyes aminosavakb6l 10 %-ndl kevesebb tartalmazé takarmany-alapanyagok, takarmény-
keverékek és elSkeverékek () szabad (szintetikus és természetes) és osszes (peptidhez kotott és szabad)
aminosav-tartalmdnak meghatdrozdsat teszi lehet6vé, aminosav-analizdtort haszndlatdval. A moddszer a
kovetkez8 aminosavakra alkalmazhatd: cisztein, metionin, lizin, treonin, alanin, arginin, aszparaginsav,
glutaminsav, glicin, hisztidin, izoleucin, leucin, fenilalanin, prolin, szerin, tirozin és valin.

A mobdszer nem tesz killonbséget az aminosavak kiilonbozd séi kozott, és nem kilonbozteti meg az
aminosavak D és L formdit. A médszer nem érvényes triptofin vagy az aminosavak hidroxi analdgjainak
meghatdrozdsara.

Vizsgilati alapelv

Szabad aminosavak

A szabad aminosavakat hig sésavval extrahdljuk. Az egyiitt extrahdlt nitrogéntartalmi makromolekulakat
szulfoszalicilsavval csapatjuk ki, és sztiréssel tavolitjuk el. A szirt oldat kémhatdsat pH = 2,20 értékre allitjuk
be. Az aminosavakat ioncserés kromatografidval vélasztjuk szét, és ninhidrines reakciéval, 570 nm-en végzett
fotometrids detektdlassal hatdrozzuk meg.

Az EN 17180 szabvanyban el6irt analitikai modszerre a 10 %-ndl tobb aminosavat tartalmazé takarmdnyokban taldlhat6 aminosavak
meghatdrozdsdra szolgdld, hatdsdgi ellenérzés sordn alkalmazott alternativ médszerként hivatkoznak.

Ezt a médszert nem validaltdk a kollaborativ vizsgdlat sordn a 10 %-nal tobb takarmdny-adalékanyagot tartalmazé elGkeverékek
esetében. A modszer azonban ezekre a mdtrixokra is alkalmazhatd, megfelel§ kisebb mddositdsokkal, feltéve, hogy a méodszert ezt
kovetGen a laboratériumon belil validdljdk. Tovabbi informdcidk a https://ec.europa.eufjrc/en/eurl/feed-additives/authorisation
weboldalon érhet6k el.
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2.2.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.16.1.

3.16.2.

3.16.3.

Osszes aminosav

A vilasztott eljdrds figg a vizsgdlt aminosavaktdl. A ciszteint és a metionint a hidrolizis el6tt ciszteinsavvd,
illetve metionin-szulfonnd kell oxiddlni. A tirozint az oxidalatlan mintdk hidrolizdtumaibdl kell
meghatdrozni. Az 1. pontban (C¢l és alkalmazasi teriilet) felsorolt Gsszes tobbi aminosav akar oxidalt, akar
oxidélatlan mintdbodl meghatdrozhato.

Az oxidalast 0 °C-on végezziik perhangyasav/fenol keverékével. Az oxiddloszer-felesleget natrium-diszulfittal
bontjuk le. Az oxidélt vagy oxidalatlan mintdt s6savval (3.20. pont) hidrolizdljuk 23 6rdn keresztil. A
hidrolizatum kémhatdsat pH = 2,20 értékre allitjuk be. Az aminosavakat ioncserés kromatografidval
vélasztjuk szét, és ninhidrines reakciéval, 570 nm-en (prolin esetében 440 nm-en) végzett fotometrids
detektdlassal hatdrozzuk meg.

Reagensek

Kétszer desztillélt vizet vagy ezzel egyenértékii mindség( vizet kell haszndlni (vezetSképessége < 10 pS).
Hidrogén-peroxid, w (w/w) = 30 %.

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

Fenol.

Natrium-diszulfit.

Nétrium-hidroxid.

5-szulfo-szalicilsav-dihidrat.

Sdsav, stirtisége megkozelitSleg 1,18 g/ml.

Tri-ndtrium-citrat-dihidrat.

2,2"-Tiodietanol (tiodiglikol).

Natrium-klorid

Ninhidrin.

Petroléter, forrdsponttartomany 40-60 °C.

Norleucin vagy mds, bels§ standardként torténd haszndlatra alkalmas vegyiilet.
Nitrogéngdz (10 ppm-nél kevesebb oxigénnel).

1-oktanol.

Aminosavak.

Az 1. pontban (Cél és alkalmazdsi teriilet) felsorolt aminosavak standard anyagai. Tiszta vegyiiletek
kristalyviztartalom nélkiil. Hasznalat elStt egy hétig szaritsuk vakuumban P,O5 vagy H,SO, felett.

Ciszteinsav.
Metionin-szulfon.

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

Oldjunk fel 300 g NaOH-t (3.5. pont) vizben, és vizzel toltsiik fel 1 l-re.

Naétrium-hidroxid-oldat, ¢ = 1 mol/l:

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

Hangyasav-fenol oldat:

Elegyitsiink 889 g hangyasavat (3.2. pont) 111 g vizzel és adjunk hozzd 4,73 g fenolt (3.3. pont).
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3.20. Hidrolizis keverék, ¢ = 6 mol HCl/1 1 g fenol/l tartalommal:
Adjunk egy g fenolt (3.3. pont) 492 ml HCl-hez (3.7. pont), és vizzel toltsiik fel 1 l-re.

3.21. Extrahdl6 keverék, ¢ = 0,1 mol HCl/l 2 %-os tiodiglikol-tartalommal: Vegyiink 8,2 ml HCl-t (3.7. pont),
higitsuk megkozelit6leg 900 ml vizzel, adjunk hozza 20 ml tiodiglikolt (3.9. pont), és vizzel toltsiik fel 1 l-re
(ne keverjiik ossze kozvetleniil a 3.7. és a 3.9. pontot).

3.22. 5-szulfo-szalicilsav £ = 6 %:

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

3.23. Oxidélo keverék (perhangyasav-fenol):

Elegyitsiink 0,5 ml hidrogén peroxidot (3.1. pont) 4,5 ml hangyasav-fenol oldattal (3.19. pont) egy kis
f6z6pohdrban. Inkubaljuk 20-30 °C-on egy 6rdn at a perhangyasav keletkezéséhez, majd hiitsiik le jeges
vizfiird6ben (15 percig), miel6tt a mintdhoz adnank.

Figyelem: Keriiljiik a bdrrel val6 érintkezést, és viseljiink védSruhdzatot.

3.24. Citratpuffer, ¢ = 0,2 mol Na'[l, pH 2,20:

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

1 literre.
3.25. Eludlé pufferek, a haszndlt analizdtor feltételei szerint készitve (4.9. pont).
3.26. Ninhidrin reagens, a haszndlt analizator feltételei szerint készitve (4.9. pont).
3.27. Aminosavak standardoldata. Ezeket az oldatokat 5 °C alatt kell tarolni.
3.27.1. Aminosavak standard torzsoldata (3.16.1. pont).

¢ = 2,5 pmol/l, mindegyik sésavban.

Kereskedelmi forgalomban kaphato.

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

1 literes mérélombikban citratpufferban (3.24. pont) oldjunk fel 0,2115 g ciszteinsavat (3.16.2. pont)
és 0,2265 g metionin szulfont (3.16.3. pont), majd az oldatot toltsiik fel jelig citratpufferrel. Legfeljebb 12
hénapig taroljuk 5 °C alatt. Nem hasznéljuk ezt az oldatot, ha a standard torzsoldat (3.27.1. pont) tartalmaz
ciszteinsavat és metionin szulfont.

3.27.3. Belsé standard pl. norleucin standard térzsoldata, ¢ = 20 pmol/ml.

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

3.27.4. Standard aminosavak kalibrdl6oldata hidrolizitumokkal val6 haszndlatra, ¢ = 5 nmol/50 pl ciszteinsav és
metionin szulfon és ¢ = 10 nmol/50 pl mds aminosav. Egy 100 ml-es f6z6pohdrban oldjunk fel 30 ml
citrdtpufferben (3.24. pont) 2,2 g ndtrium-kloridot (3.10. pont). Adjunk hozzd 4,00 ml standard aminosav-
torzsoldatot (3.27.1. pont), 4,00 ml ciszteinsav és metionin szulfon standard térzsoldatot (3.27.2. pont)
és 0,50 ml-t a bels6 standard (3.27.3. pont) standard torzsoldatabol, ha ilyet haszndlunk. A pH-t dllitsuk
2,20-re natrium-hidroxiddal (3.18. pont).

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

Legfeljebb 3 hénapig taroljuk 5 °C alatt.

Lasd még az Eszrevételek 9.1. pontjat.

3.27.5. Standard aminosavak kalibrdl6oldata hidrolizdtumokkal val6 haszndlatra, az 5.3.3.1. pont szerint készitve és
a kivonatokkal val6 haszndlatra (5.2. pont). A kalibrdléoldat a 3.27.4. pont szerint késziil, de elhagyjuk a
natrium-kloridot.

Legfeljebb 3 honapig téroljuk 5 °C alatt.
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4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

5.1.

5.2.

Eszkozok
100 vagy 250 ml-es visszafolys hiitével ellatott gomblombik.

100 ml-es, csavaros tetejii, gumi/teflon béléses borszilikat tiveglombik (pl. Duran, Schott) szdritdszekrényben
torténd hasznalatra.

Intenziv szell§ztetésti és + 2 °C-ndl nagyobb pontossdgi hémérséklet-szabdlyozdval ellatott szaritdszekrény.
pH-mér6 (hdrom tizedesjegyig)

Membransz{irg (0,22 pm).

Centrifuga.

Rotécids vakuumbeparld.

Mechanikus raz6gép vagy magneses keverd

Aminosav-analizdtor vagy HPLC-berendezés ioncseréld oszloppal, késziilék ninhidrinhez, utékolonnds
derivatizdlashoz és fotometrids detektor.

A kolonna szulfondlt polisztirol gyantdval van t6ltve, amely képes az aminosavak egymadstdl és mds ninhidrin-
pozitiv anyagoktol val6 elvdlasztdsdra. A puffer és ninhidrin vonal dramldsdt + 0,5 %-os dramldsi stabilitdst
szivattyuk biztositjdk a standard kalibralds és a minta analizisének idszakaban.

Néhany aminosav-analizatorndl olyan hidrolizises eljardsok is alkalmazhatok, amelyekben a hidrolizdtum
natriumkoncentrdcidja k = 0,8 mol/l, és amelyek tartalmazzak az oxidacids 1épésbél szdrmazd valamennyi
hangyasavmaradékot. Mds analizdtorok nem biztositanak megfelel§ elvalasztist bizonyos aminosavak
esetében, ha a hidrolizdtum feleslegben tartalmaz hangyasavat, és/vagy magas benne a nitrium-ion
koncentracié. Ebben az esetben a sav térfogatat a hidrolizis utdn és a pH-bedllitds elgtt mintegy 5 ml-re val6
beparléssal csokkentjiik. A bepérlast vikuum alatt és maximum 40 °C-on kell végezni.

A vizsgilat médja

A minta el6készitése

Oroljitk meg a mintdt annyira, hogy az 4tjusson egy 0,5 mm-es szemméret( szitdn. Orlés el6tt a nagy
nedvességtartalmi mintdkat vagy légszaraz allapotba kell hozni 50 °C-ndl nem magasabb hémérsékleten,
vagy liofilizalni kell azokat. A nagy zsirtartalmt mintdkat 6rlés el6tt petroléterrel (3.12. pont) extrahdlni kell.

A szabad aminosavak meghatdrozdsa

Az el8készitett mintdbol (5.1. pont) megfelel6 mennyiséget (1-5 g) mérjiink be 0,2 mg pontossdggal egy
Erlenmeyer-lombikba, és adjunk hozzd 100,0 ml extrahalé keveréket (3.21. pont). Razassuk a keveréket 60
percig mechanikus raz6gép vagy magneses keverd segitségével (4.8. pont). Hagyjuk leiilepedni az iiledéket, és
a feliilisz6 oldatbdl pipettdzzunk 10,0 ml-t egy 100 ml-es {6z6pohdrba.

Keverés kozben adjunk hozzd 5,0 ml szulfoszalicilsavat (3.22. pont), és folytassuk a keverést magneses keverd
segitségével 5 percig. A feliilisz6 folyadékot szirjiik le, vagy centrifugdljuk a csapadék levalasztdsa céljdbol. A
kapott oldat 10,0 ml-ét tegyitk egy 100 ml-es f6z6pohdrba, és dllitsuk be a pH-t 2,20-ra ndtrium-hidroxid-
oldattal (3.18. pont), majd toltsiik 4t egy megfelel§ térfogati mérélombikba citrdt-puffer segitségével (3.24.
pont), és a lombikot toltsiik fel jelig a pufferoldattal (3.24. pont).

Ha bels6 standardot haszndlunk, adjunk 1,00 ml bels§ standardot (3.27.3. pont) minden 100 ml végss
oldathoz, és a lombikot toltsiik fel jelig a pufferoldattal (3.24. pont).

Folytassuk a mtveletet a kromatografidval az 5.4. pont szerint.

Ha a kivonatok vizsgdlatira nem ugyanazon a napon keriil sor, akkor azokat 5 °C alatt kell tarolni.
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5.3. Az Gsszes aminosav meghatdrozdsa

5.3.1. Oxiddcié
0,2 mg pontossdggal mérjiink ki 0,1-1 g-ot az el6készitett mintdbdl (5.1. pont):
— egy 100 ml-es gomblombikba (4.1. pont) nyitott hidrolizishez (5.3.2.3. pont), vagy

- egy 250 ml-es gomblombikba (4.1. pont), ha alacsony ndtriumkoncentraciéra van sziikség (5.3.3.1. pont),
vagy

- egy csavaros tetejii 100 ml-es palackba (4.2. pont), (zrt hidrolizishez 5.3.2.4. pont).

A kimért mintamennyiségnek hozzavetdlegesen 10 mg nitrogéntartalommal és legfeljebb 100 mg nedvesség-
tartalommal kell rendelkeznie.

Helyezziik a lombikot/palackot jeges vizfiirdébe, és hiitsiik le 0 °C-ra, adjunk hozzd 5 ml oxidaciés keveréket
(3.23. pont), és keverjitk 6ssze egy hajlitott vég(i tivegspatulaval. Zarjuk le légmentesen a spatuldt is magdban
foglalé lombikot/palackot, tegyiik a lezdrt tartdlyt tartalmazd jeges vizfiird6t 0 °C-os hiit8szekrénybe, és
hagyjuk dllni 16 6rdn keresztil. 16 6ra malva vegyiik ki a htitGszekrénybdl, és a feleslegben 1évg oxidald
reagenst 0,84 g ndtrium-diszulfit (3.4. pont) adagoldsaval bontsuk le.

Folytassuk a miiveletet az 5.3.2.1. pont szerint.
5.3.2. Hidrolizis

5.3.2.1. Az oxidélt mintdk hidrolizise

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

Az alkalmazott hidrolizis-eljarast6l figgéen az 5.3.2.3. vagy az 5.3.2.4. pont szerint folytassuk a miiveletet.

5.3.2.2. A nem oxidalt minta hidrolizise

Mérjiink be egy 100 ml-es vagy egy 250 ml-es gmblombikba (4.1. pont) vagy egy 100 ml-es csavaros fedeli
palackba (4.2. pont) 0,1-1 g-ot az el6készitett mintdbdl (5.1. pont) 0,2 mg pontossdggal. A mintdbdl bemért
adagnak hozzdvetSlegesen 10 mg nitrogéntartalommal kell rendelkeznie. Ovatosan adjunk hozzd 25 ml
hidroliziskeveréket (3.20. pont), és keverjitk Sket Ossze. Az 5.3.2.3. vagy az 5.3.2.4. pont szerint folytassuk a
miiveletet.

5.3.2.3. Nyitott hidrolizis

Tegyiink 3 tiveggyongyot a lombikban 1évS keverékbe (ami az 5.3.2.1. vagy az 5.3.2.2. pont szerint késziilt),
és forraljuk folyamatos buborékolds mellett, reflux alatt, 23 6rdn keresztiil. Amikor a hidrolizis befejez8dott,
mossuk ki a h(it6t 5 ml citrdt-pufferrel (3.24. pont). Vegyiik le a lombikot, és hiitsiik le jeges vizfiirdGben.

Az 5.3.3. pont szerint folytassuk a miveletet.

5.3.2.4. Zart hidrolizis

Tegyiik az 5.3.2.1. vagy az 5.3.2.2. pont szerint elkészitett keveréket tartalmazé palackot egy 110 °C-os
szaritoszekrénybe (4.3. pont). A (gdzfejlédésnek tulajdonithatd) nyomds kialakuldsinak megelGzése és a
robbands elkeriilése érdekében az els§ 6rdban helyezziik a csavaros fedelet az edény nyildsdra. Ne zarjuk le az
edényt a fedGvel. Ne zarjuk le az edényt a fedGvel. Egy Ora elteltével zarjuk le az edényt a fedGvel, és hagyjuk a
szaritészekrényben (4.3. pont) 23 6rdn keresztiil. Amikor a hidrolizis befejez8dott, vegyiik ki az edényt a

szdritoszekrénybdl, 6vatosan nyissuk fel a palack fedelét, és tegyiik a palackot jeges vizfurd6be. Hagyjuk
kihdlni.

A pH bedllitdsahoz alkalmazott eljdrast6l filggGen (5.3.3. pont) a palack tartalmat teljes egészében vigyiik 4t
egy 250 ml-es f{6z8pohdrba vagy egy 250 ml-es gomblombikba citrat-puffer segitségével (3.24. pont).

Az 5.3.3. pont szerint folytassuk a miiveletet.
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5.3.3.1.

5.3.3.2.

5.4.

A pH bedllitdsa

Az aminosav-analizator (4.9. pont) nitriummal szembeni tiir6képességétdl figgéen az 5.3.3.1. vagy az
5.3.3.2. pont szerint végezziik el a pH bedllitdsat.

Alacsony nétriumkoncentraciot igényl8 kromatografids rendszerek (4.9. pont) esetén:

Tandcsos belsG standard torzsoldatot (3.27.3. pont) haszndlni alacsony ndtriumkoncentriciét igényl§
aminosav-analizdtorok alkalmazdsa esetén (amikor a sav térfogatdt cs6kkenteni kell).

Ebben az esetben beparlds el6tt adjunk 2,00 ml bels6 standard torzsoldatot (3.27.3. pont) a hidrolizitumhoz.
Adjunk 2 csepp 1-oktanolt (3.15. pont) az 5.3.2.3. vagy az 5.3.2.4. pont szerint nyert hidrolizdtumhoz.

Rotdciés bepdrld segitségével (4.7. pont) csokkentsiik a térfogatot 5-10 ml-re vakuum alatt, 40 °C-on. Ha a
térfogat véletleniil 5 ml ald csokken, akkor a hidrolizdtumot ki kell 6nteni, és az analizist tGjra kell kezdeni.

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

Minden mds tipusti aminosav-analizator (4.9. pont) esetén:

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

SzobahSémérsékleten éllitsuk be a pH-t 2,20-re a 3.17. pont alatti natrium-hidroxid-oldattal és végiil a 3.18.
pont alatti ntrium-hidroxid-oldattal. Folytassuk a mtiveletet az 5.3.4. pont szerint.

Mintaoldat a kromatogréafidhoz

A beillitott pH-ji hidrolizdtumot (5.3.3.1. vagy 5.3.3.2. pont) maradék nélkiil, citrat-pufferrel (3.24. pont)
vigyiik at egy 200 ml-es mérSlombikba, és toltsiik fel jelig a pufferrel (3.24. pont).

Ha még nem haszndltunk bels6 standardot, adjunk hozzd 2,00 ml belsg standardot (3.27.3. pont), és tdltsiik
fel jelig citrat-pufferrel (3.24. pont). Keverjiik 6ssze alaposan.

Folytassuk a miiveletet a kromatogréfidval (5.4. pont).

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

Kromatogrdfia

Kromatografids vizsgalat el6tt a kivonatot (5.2. pont) vagy a hidrolizdtumot (5.3.4. pont) allitsuk be
szobahSmérsékletre. Razzuk fel a keveréket, és szirjink 4t megfelel6 mennyiséget egy 0,22 pm-es
membransz(irén (4.5. pont). A kapott tiszta oldatot vessitk ald ioncserés kromatografidnak aminosav-
analizdtor segitségével (4.9. pont).

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

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

Az aminosavak kromatografids vizsgdlata az alkalmazott analizdtor és a haszndlt gyanta tipusdtdl fiiggGen
némiképp eltérhet. A vélasztott rendszernek képesnek kell lennie arra, hogy az aminosavakat elvilassza
egymastél és a ninhidrin-pozitiv anyagoktdl. A mtkodési tartomdnyban a kromatogrifids rendszer
reakcidjanak egyenesen ardnyosnak kell lennie a kolonndra felvitt aminosavak mennyiségével.
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A kromatografids 1épésnél az aldbbiakban emlitett cstics-mélyponti ardnyt alkalmazzuk, amikor (a
meghatdrozandé aminosavak vonatkozdsdban) ekvimoldris oldatot analizdlunk. Az ekvimoldris oldatnak az
aminosav-analizdtor rendszerrel (4.9. pont). pontosan mérhet§ aminosavak maximdlis mennyiségének
legaldbb 30 %-dt tartalmaznia kell.

A treonin-szerin szétvalasztdsindl a kromatogramon a két egymdst dtfed§ aminosav koziil a kisebb cstcs-
mélyponti ardnya ne haladja meg a 2:10 értéket (ha csak cisztein, metionin, treonin és lizin meghatarozasarél
van sz6, a szomszédos csticsok nem megfelel§ elvdldsa hatranyosan befolydsolja a meghatdrozast). Minden
mads aminosav esetében a szétvalasztdsnak jobbnak kell lennie, mint 1:10.

A rendszernek el kell tudnia vélasztani a lizint a »mesterséges lizinképz&dményekt6l« és az ornitint6l.

6. Az eredmények kiszdmitdsa

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

_ A XcxMxV
X = B x'm x 1000

Ha belsg standardot hasznédlunk, szorozzuk meg —Vel.%

A= a hidrolizdtum vagy a kivonat cstcsteriilete

B= a kalibrdl6 standardoldat cstcsteriilete

C= a hidrolizdtumban vagy a kivonatban 1év bels§ standard cstcsteriilete

D= a belsd standard cstcsteriilete a kalibralé standard oldatban

M= a meghatdrozand6 aminosav molekulatomege

c= a standard koncentréciéja pmol/ml-ben

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

V= ml dsszes hidrolizdtum (5.3.4. pont) vagy ml kivonat (6.1. pont) szdmitott teljes higitasi térfogata

Mind a cisztin, mind a cisztein mint cisztein-sav keriil meghatdrozasra az oxidalt minta hidrolizatumaiban, de
cisztinként keriil kiszdmitdsra (CsH,,N,0,S,, M 240,30 g/mol), ha M 120,15 g/molt (= 0,5 x 240,30 g/mol)
hasznalunk.

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

A hozzdadott szabad metionin extrahdlds utin metioninként keriill meghatdrozdsra, és a szdmitdshoz
ugyanezt a molekulatomeget (M) hasznéljuk.

6.1. A szabad aminosavak (5.2. pont) meghatdrozdsa esetén a kivonatok teljes higitdsi térfogatit (F) a
kovetkezGképpen szdmitjuk ki:

F = 100 ml x (10 ml+5 ml) « v
10 ml 10
V= a végsd kivonat térfogata
7. A médszer értékelése

A médszert nemzetkozi Osszehasonlité vizsgalat soran ellendrizték, amelyet 1990-ben végeztek négy
killonbo6z6 takarmany (kevert sertéstép, brojlertdpkeverék, fehérjekoncentratum, el6keverék) felhasznédldsaval.

Megjegyzés: A moddszert 2003-ban egy mdsodik nemzetkozi Gsszehasonlité korvizsgdlat sordn tesztelték
rejtett azonossdgti mintapdrok felhasznaldsdval brojlercsirke befejezd tdp, brojlercsirke inditd
tdp, kukorica-, halliszt- és baromfilisztmintdkra. A részleteket ldsd az EN ISO 13903
szabvanyban.
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7.1.

7.2.

Az 1990-es osszehasonlitd vizsgdlat szélsGértékek kizarasdval kapott dtlagértékeit és standard szordsait az

ebben a pontban taldlhaté tdbldzatok mutatjak be:

Atlagértékek g/kg-ban

Aminosav
Referenciaanyag
Treonin Ciszt(e)in Metionin Lizin
Kevert sertéstdp Takarmany 6,94 3,01 3,27 9,55
n=15 n=17 n=17 n=13
Brojlercsirke 9,31 3,92 5,08 13,93
takarmdnykeverék n=16 n=18 n=18 n=16
Fehérjekoncentratum 22,32 5,06 12,01 47,74
n=16 n=17 n=17 n=15
ElSkeverék 58,42 — 90,21 98,03
n=16 n=16 n=16

n = a részt veve laboratériumok szdma

Ismételhetdség

Az el6z6 téblazat osszehasonlitd vizsgdlatinak megismételhetéségét »laboratériumon beliili szérdskénte
kifejezve az aldbbi tibldzatok mutatjék:

Az megismételhet4ség varidcios egyiitthatdja (%) (CV,)

Aminosav
Referenciaanyag
Treonin Ciszt(e)in Metionin Lizin
Kevert sertéstap Takarmdany 1,9 3,3 3,4 2,8
n=15 n=17 n=17 n=13
Brojlercsirke 2,1 2,8 3,1 2,1
takarmanykeverék n=16 n=18 n=18 n=16
Fehérjekoncentratum 2,7 2,6 2,2 2,4
n=16 n=17 n=17 n=15
Elgskeverék 2,2 — 2,4 2,1
n=16 n=16 n=16

n = a részt vev§ laboratériumok szdma

Reprodukdlhatdsdg

A fent emlitett 9sszehasonlité vizsgalatra vonatkozdan a kiilonb6z6 laboratériumok kozotti szorasértékeket

az alabbi tdblazat adja meg:

A reprodukélhatdsdg varidciés egyiitthatéja (%) (CV,)

Aminosav
Referenciaanyag

Treonin Ciszt(e)in Metionin Lizin
Kevert sertéstdp Takarmany 4,1 9,9 7,0 3,2

n=15 n=17 n=17 n=13
Brojlercsirke 5,2 8,8 10,9 5,4
takarmdnykeverék n=16 n=18 n=18 n=16
Fehérjekoncentrdtum 3,8 12,3 13,0 3,0

n=16 n=17 n=17 n=15
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9.1.

9.2.

9.3.

10.

10.1.

10.2.

Elskeverék 4,3 - 6,9 6,7

n = a részt vev§ laboratériumok szdma

Referenciaanyagok haszndlata
A modszer helyes alkalmazdsat lehetéség szerint hitelesitett referenciaanyagokon végzett ismételt mérésekkel
kell ellendrizni. Hitelesitett aminosav-kalibral6oldattal végzett kalibralds javasolt.

Eszrevételek

Az aminosav-analizdtorok kozotti kilonbségek miatt a standard aminosavak (ldsd a 3.27.4. és a 3.27.5.
pontot) és a hidrolizatumok (ldsd az 5.3.4. pontot) kalibrdléoldatainak végsé koncentraciéit irdinyad6nak kell
tekinteni.

A berendezés linedris reakci6janak tartomanyat valamennyi aminosavra ellendrizni kell.

A standardoldatot citrat-pufferrel higitjuk, hogy a cstcsteriiletek a tartomdny kozepére essenek.

Amennyiben nagy teljesitményl folyadékkromatografids berendezést haszndlunk a hidrolizditumok
elemzéséhez, a gydrtd ajinldsainak megfelelGen kell a kisérleti koriilményeket optimalizélni.

Ha 1 %-ndl tobb kloridot tartalmazé takarmdnykeverékekre vagy el6keverékekre (koncentratum, dsvanyi
takarmdnyok, kiegészit§ takarmdnyok) alkalmazzuk a médszert, eléfordulhat a metionin alulértékelése, és
ezért specidlis kezelést kell végezni.

Teljesitménykritériumok

A két korvizsgdlatb6l szdrmazd (1990-bél lasd a fenti 7. pontban és 2005-bél lasd az ENJISO 13903
szabvanyban kozolt) eredmények (a tirozin kivételével) osszesitése a kovetkezd kritériumokat tartalmazza a
megismételhetdség és a reprodukdlhatésdg tekintetében. Az ebbdl a két laboratériumkozi vizsgalatbol
szarmaz6 értékek valoszintileg nem alkalmazhat6k a megadottakon kiviill mas koncentraciétartomdnyokra és
matrixokra.

Megismételhetdség

A

Az ugyanazon mintdn, ugyanazon laboratériumban, ugyanazon elemz§ éltal parhuzamosan végzett két
meghatdrozds eredménye kozotti killonbség nem haladhatja meg:

— az oOsszes aminosavra vonatkozdan, glicin, alanin, lizin, prolin, glutaminsav, izoleucin és hisztidin esetén a
magasabb érték 6 %-at;

— az Osszes aminosavra vonatkozdan, treonin, fenil-alanin, metionin, aszparaginsav és leucin esetén a
magasabb érték 8 %-at;

— az Osszes aminosavra vonatkozdan, arginin és valin esetén a magasabb érték 10 %-dt;
— aszerin Osszes aminosavra vonatkozéan a magasabb érték 12 %-at;

- acisztin Gsszes aminosavra vonatkozdan a magasabb érték 15 %-at.

Reprodukdlhatdsdg

Az ugyanazon mintdn kilonboz6 laboratériumokban ésfvagy kilonbozs elemzdék altal végzett két
meghatdrozas eredménye kozotti kiilonbség nem haladhatja meg:

- az Osszes aminosavra vonatkozdan, glicin, alanin és treonin esetén a magasabb érték 15 %-at;

— az Osszes aminosavra vonatkozdan, lizin, prolin, fenil-alanin, metionin és aszparaginsav esetén a
magasabb érték 20 %-it;

— az Osszes aminosavra vonatkozdan, glutaminsav és leucin esetén a magasabb érték 22 %-t;
— az arginin Gsszes aminosavra vonatkozéan a magasabb érték 27 %-dt;

— azizoleucin 6sszes aminosavra vonatkozoéan a magasabb érték 32 %-dt;
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.11.

— az Osszes aminosavra vonatkozdan valin és szerin esetén a magasabb érték 35 %-it;

a hisztidin 6sszes aminosavra vonatkozdan a magasabb érték 40 %-dt;

a cisztin Osszes aminosavra vonatkozdan a magasabb érték 50 %-at.

F. A TRIPTOFAN MEGHATAROZASA
A triptofidn meghatdrozasara haszndlt analitikai médszerek a kovetkezsk:
- EN ISO 13904 Takarmadny. A triptofdntartalom meghatdrozdsa,

- az aldbbi 1-9. pontban leirt elemzési modszer.

Cél és alkalmazaisi teriilet

A moédszer a takarmdnyokban taldlhaté Gsszes és a szabad triptofin meghatdrozdsira szolgdl. Nem
kiilonbozteti meg a D- és az L-formakat.

Vizsgilati alapelv

Az Osszes triptofin meghatdrozdséhoz a mintat alkalikus koriilmények kozott, telitett barium-hidroxid-
oldattal hidrolizdljuk, majd 110 °C-ra hevitjiik, és ezen a h6mérsékleten tartjuk 20 6ran 4t. Hidrolizis utdn
bels6 standardot adunk hozza.

A szabad triptofdn meghatdrozdsihoz a mintdt enyhén savas koriilmények kozott extrahdljuk bels standard
jelenlétében.

A hidrolizdtumban vagy a kivonatban taldlhaté triptofint és a bels§ standardot HPLC fluoreszcencids
detektélassal hatdrozzuk meg.

Reagensek
Bideszt vagy azzal egyenértékii mingségii vizet kell haszndlni (konduktivitds < 10 pSjcm).
Standard anyag: vakuumban, foszfor-pentoxid felett szaritott triptofdn (tisztasdg/tartalom > 99 %).

BelsG standard anyag: vdkuumban, foszfor-pentoxid felett szdritott a-metil-triptofdn (tisztasdg/tartalom
299 %).

Barium-hidroxid-oktahidrat (BaCO; képzd&désének elkeriilése érdekében tigyelntink kell arra, hogy a
Ba(OH),.8 H,0-t ne tegyiik ki tulzott mértékben levegd hatdsdnak, mert ez zavarhatja a meghatdrozdst) (ldsd
az Eszrevételek 9.3. pontjdt).

Nétrium-hidroxid.

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

Sésav, pyo 1,19 g/ml.

Metil-alkohol, HPLC-mindség(i

Petroléter, forrdsponttartomany 40-60 °C.

Natrium-hidroxid-oldat, ¢ = 1 mol/l:

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

Sésav, ¢ = 6 mol/l:

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

Sésav, ¢ = 1 mol/l:

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

ELL http://data.europa.eu/elijreg_impl/2024/771/oj 39/129



HU

HL L, 2024.3.15.

3.19.

3.20.

3.21.

3.22.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

Sésav, ¢ = 0,1 mol/l:

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

Ortofoszforsav, ¢ = 0,5 mol/l:

Vegyiink 34 ml ortofoszforsavat (3.6. pont), és vizzel (3.1. pont) toltsiik fel 1 literre.

Triptofdn (3.2. pont) koncentrdlt oldata, ¢ = 2,50 pmol/ml:

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

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

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

A triptofan kalibralé standardoldata és a bels§ standard:

Vegytink 2,00 ml-t a triptofdn koncentralt oldatabél (3.15. pont) és 2,00 ml-t a koncentrélt bels§ standard
(a-metil-triptofdn) oldatbdl (3.16. pont). Oldjuk fel vizben (3.1. pont) és metil-alkoholban (3.8. pont) a kész
hidrolizdtuméval koriilbeliil azonos térfogatra és koriilbeliil azonos metil-alkohol koncentraciéra (10-30 %).

Ezt az oldatot kozvetleniil a felhaszndlas el6tt kell elkésziteni.

Készités soran kozvetlen napfényhatdstdl ovjuk.

Ecetsav

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

Etanolamin w (w/w) > 98 %

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

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

Eszkozok

HPLC-berendezés spektrofluorometrids detektorral.

Folyadékkromatografids oszlop, 125 mm x 4 mm, Cyg, 3 pm toltet vagy azzal egyenértékii berendezés.
pH-méré.

Polipropilén lombik, 125 ml térfogatd, széles nyakkal és csavaros zarokupakkal.

Membransz{irg, 0,45 pm.

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

Mechanikus rdz6gép vagy magneses keverd.

Kémcsdkeverd (vortex).
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5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

A vizsgilat médja

A mintdk elkészitése

Oroljiik meg a mintdt annyira, hogy az 4tjusson egy 0,5 mm-es szemméretd szitan. Orlés el6tt a nagy
nedvességtartalmii mintdkat vagy légszdraz allapotba kell hozni 50 °C-ndl nem magasabb hémérsékleten,
vagy liofilizdlni kell azokat. A nagy zsirtartalmu mintdkat 6rlés el6tt petroléterrel (3.9. pont) extrahdlni kell.

A szabad triptofdn (kivonat) meghatdrozdsa

1 mg-os pontossiggal mérjiink be az elkészitett mintdbdl (5.1. pont) megfelel§ mennyiséget (1-5 g) egy
Erlenmeyer-lombikba. Adjunk hozzd 100,0 ml sésavat (3.13. pont) és 5,00 ml koncentralt belss
standardoldatot (3.16. pont). Razzuk vagy keverjitk 60 percen 4t mechanikus rdzégépen vagy magneses
keverén (4.7. pont). Engedjitk a zagyot leiilepedni, majd pipettdzzunk a feliilisz6 oldatbél 10,0 ml-t
f6z8pohdrba. Adjunk hozzd 5 ml ortofoszforsavat (3.14. pont). Natrium-hidroxiddal (3.10. pont) dllitsuk a
pH-t 3,0-ra. Adjunk hozza annyi metil-alkoholt (3.8. pont), hogy a végtérfogatra szamitott metil-alkohol-
koncentracié 10 és 30 % kozott legyen. Vigyiik at megfelel§ Grtartalm mérélombikba, és vizzel higitsuk a
kromatogréfidhoz szitkséges térfogatra (koriilbelil a kalibrdlé standardoldat (3.17. pont) térfogatdval
megegyezd térfogatra).

A HPLC oszlopra valé felvitel el6tt sziirjitk at az oldat néhdny ml-ét 0,45 pm-es membransz(irén (4.5. pont).
A kromatografiat az 5.4. pont szerint végezziik.

A standardoldatot és a kivonatokat dvjuk a kozvetlen napfényhatdstdl. Ha a kivonatokat nem lehet a készités
napjan analizalni, azok 5 °C-on legfeljebb hdrom napig trolhatok.

Az dsszes triptofdn (hidrolizdtum) meghatdrozdsa

Az elkészitett mintab6l (5.1. pont) mérjiink be 0,2 mg-os pontossdggal 0,1-1 g-ot a polipropilén lombikba
(4.4. pont). A mintdb6l bemért adagnak hozzavetSlegesen 10 mg nitrogéntartalommal kell rendelkeznie.
Adjunk hozzd 8,4 g bdarium-hidroxid-oktahidritot (3.4. pont) é 10 ml vizet. Keverjik Ossze
kémcs6keverével (4.8. pont) vagy mdgneses keverén (4.7. pont). A teflon-bevonati mdgnest hagyjuk a
keverékben. Mossuk le 4 ml vizzel az edény faldt. Helyezziik rd a csavaros zdr6kupakot, és lazdn zarjuk le a
lombikot. Helyezziik autoklavba (4.6. pont) forré vizzel, és g6zoljiik 30-60 percig. Zarjuk be az autoklavot,
és autoklavozzuk 110 (+ 2) °C hémérsékleten 20 6rdn at.

Az autoklav kinyitdsa el8tt csokkentsiik a hdmérsékletet kevéssel 100 °C ald. A Ba(OH),.8 H,O kikristélyo-
soddsanak elkeriilése érdekében adjunk a meleg keverékhez 30 ml, szobahdmérséklett vizet. Ovatosan
razzuk vagy keverjitk 6ssze. Adjunk hozzd 2,00 ml koncentrédlt bels§ standard (a-metil-triptofdn) oldatot
(3.16. pont). Hiitsitk az edényeket viz- vagy jégfiirdében 15 percen it.

Ezutdn adjunk hozzd 5 ml ortofoszforsavat (3.14. pont). Tartsuk az edényt a hiit6furddben, és keverés kozben
semlegesitsiik az oldatot sosavval (3.11. pont), majd allitsuk a pH-t 3,0-ra sésavval (3.12. pont). Adjunk hozza
annyi metil-alkoholt, hogy a végtérfogatra szdmitott metil-alkohol-koncentrdcié 10 és 30 % kozott legyen.
Vigyiik 4t megfelel§ Grtartalmi mérSlombikba, és vizzel higitsuk a kromatografidhoz szitkséges térfogatra
(példdul 100 ml-re). Ugyeljiink, hogy a metil-alkohol hozz4dadédsa ne okozzon kicsapédast.

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

A standardoldatot és a hidrolizatumokat 6vjuk a kozvetlen napfényhatdst6l. Ha a hidrolizdtumokat nem lehet
a készités napjdn analizalni, azok 5 °C-on legfeljebb harom napig trolhatok.

HPLC-meghatdrozds

Az izokratikus analizisre vonatkozé aldbbi vizsgdlati feltételek csak ttmutatdsként szolgdlnak, ettdl eltérs
feltételeket is lehet haszndlni, feltéve, hogy ezzel egyenértéki eredményt adnak (lasd még az Eszrevételek 9.1.
és 9.2. pontjat):
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Folyadékkromatografis oszlop (4.2.  Cjg, 125 mm x 4 mm, 3 pm-es toltettel, vagy ezzel egyenértékd
pont) berendezés.

Oszloph8mérséklet: szobahémérséklet.

Mozgéfazis (3.22. pont): 3,00 g ecetsav (3.18. pont) + 900 ml viz (3.1. pont) + az 1,1,1-triklér-
2-metil-2-propanol (3.19. pont) metil-alkohollal (3.8. pont) késziilt
oldatdnak (3.21. pont) (1 g/100 ml) 50,0 ml-e. A pH-t etanolaminnal
(3.20. pont) allitsuk 5,00-re. Toltsiik fel vizzel (3.1. pont) 1 000 ml-re.

Atéramldsi sebesség: 1 ml/min.

Teljes futtatdsi id6: koriilbelil 34 perc.

Kimutatdsi hullimhossz: gerjesztés: 280 nm, emisszié: 356 nm.
Befecskendezett mennyiség: 20 pl

Az eredmények kiszdmitdsa

100 g mintaban 1év§ triptofdn grammban kifejezett mennyiségét (X) az aldbbiak szerint szamitjuk.

_ A xXBxVxcxVoxM

X =D ry 0000%m

A= a belsé standard, standard kalibrdléoldat (3.17. pont) cstcsteriilete

B= a triptofan-kivonat (5.2. pont) vagy -hidrolizdtum (5.3. pont) csticsteriilete

V, = ? kalli)bréléoldathoz (3.17. pont) hozzdadott koncentralt triptofinoldat (3.15. pont) térfogata ml-ben
2m

c= a kalibrdléoldathoz (3.17. pont) hozzdadott koncentrélt triptofinoldat (3.15. pont) koncentricidja,
pmé/ml-ben (= 2,50)

V, = az extrahdldsndl (5.2. pont) (= 5,00 ml) vagy a hidrolizdtumhoz (5.3. pont) (= 2,00 ml) hozzdadott,
koncentralt belsé standardoldat (3.16. pont) térfogata ml-ben

C= a belsé standard, kivonat (5.2. pont) vagy hidrolizatum (5.3. pont) csticsteriilete

D= a triptofdn, standard kalibrdl6oldat (3.17. pont) cstcstertilete

V; = a standard kalibrdléoldathoz (3.17. pont) hozzdadott, koncentralt bels§ standardoldat (3.16. pont)
térfogata, ml-ben (= 2,00 ml)

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

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

IsmételhetGség

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

A korvizsgilat eredményei

Uni6s korvizsgalatra keriilt sor (negyedik dsszehasonlit6 vizsgélat), amelynek sordn hirom mintdt vizsgaltak
meg a hidrolizis médszerének hitelesitése céljdbél, 12 laboratériumban. Mindegyik mintdt tobbszor (5)
analizdltdk. Az eredmények a kovetkez§ tablazatban szerepelnek.
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1. minta 2. minta 3. minta
Sertéstdp L-triptofénne}l lfiegészftett Takarmélnykongenfrétum
sertestap sertések szdmdra
L 12 12 12
n 50 55 50
Atlag [g/kg] 2,42 3,40 4,22
s, [g/ke] 0,05 0,05 0,08
r [g/kg] 0,14 0,14 0,22
v, [%] 1,9 1,6 1,9
Sk [g/ke] 0,15 0,20 0,09
R [g/kg] 0,42 0,56 0,25
CVi [%] 6,3 6,0 2,2
L= az eredményeket bekiildg laboratériumok szama
n= a (Cochran- és Dixon-prébdval azonositott) kiugr6 értékek kizdrdsdt kovetGen megmaradt
egyedi értékek szdma
S, = az ismételhetSség szordsa
Sg = a reprodukélhat6sag szordsa
r= az ismételhetGség
= a reprodukélhatdsig
CV, = az ismételhetGség relativ szordsa, %
CVg = a reprodukdlhatdsag relativ szérdsa, %

Egy mdsik unids korvizsgélatot is végeztek (harmadik 6sszehasonlitd vizsgélat), amelynek sordn két mintdt
vizsgdltak meg a szabad triptofdn kivondsdra hasznalt mddszer hitelesitése céljabdl, 13 laboratériumban.
Mindegyik mintdt tobbszor (5) analizdltdk. Az eredmények a kovetkezd tdblazatban szerepelnek.

4. minta

Bliza és sz6ja keveréke

5. minta

Buza és szo6ja keveréke (= 4. minta),
hozzdadott triptofinnal (0,457 g/kg)

L

n

Atlag [g/kg]
s: [g/kg]

r [g/kg]

v, [%]

Sk [g/kg]

R [g/kg]
CVr [%]

12

55
0,391
0,005
0,014
1,34
0,018
0,050
4,71

12

60
0,931
0,012
0,034

1,34
0,048
0,134

511
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L= az eredményeket bekiildg laboratériumok szdma
n= a (Cochran- és Dixon-probaval azonositott) kiugré értékek kizdrasat kovetGen megmaradt egyedi

értékek szdma

S = az ismételhetGség szérdsa
Sr = a reprodukdlhatdsdg szérdsa
r= az ismételhetGség

= a reprodukélhatdsig

Cv, = az ismételhetGség relativ szordsa, %
CVg = a reprodukélhatésdg relativ szérdsa, %

Egy tovdbbi unids korvizsgdlatot is végeztek, amelynek sordn négy mintdt vizsgdltak meg a triptofin
hidrolizisére haszndlt mddszer hitelesitése céljabdl, hét laboratériumban. Az eredmények az aldbbi
tdbldzatban szerepelnek. Mindegyik mintdt tobbszor (5) analizaltdk.

1. minta 2. minta 3. minta 4. minta
Vegyes Alacsongaﬁ?irz tta“almﬁ Szojaliszt Folozott tejpor
sertéstakarmdany
(CRM 117) (CRM 118) (CRM 119) (CRM 120)
L 7 7 7 7
n 25 30 30 30
Atlag [g/ke] 2,064 8,801 6,882 5,236
s; [g/ke] 0,021 0,101 0,089 0,040
r [g/kg] 0,059 0,283 0,249 0,112
CV, [%] 1,04 1,15 1,30 0,76
Sk [g/kg] 0,031 0,413 0,283 0,221
R [g/kg] 0,087 1,156 0,792 0,619
Vi [%] 1,48 4,69 411 422
L= az eredményeket bekiildg laboratériumok szdma
n= a (Cochran- és Dixon-prébaval azonositott) kiugrd értékek kizardst kovetden megmaradt egyedi

értékek szdma

S = az ismételhetGség szérasa
Sk = a reprodukdlhatdsdg szérdsa
r= az ismételhetGség

= a reprodukélhatdsdg

CV. = az ismételhetSség relativ szérdsa, %
CVg = a reprodukdlhatdsag relativ szérdsa, %
9. Eszrevételek
9.1. Specidlis kromatografids paraméterek alkalmazasa a triptofin és az a-metil-triptofin jobb elvélasztdsat teheti
lehet6vé.
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Izokratikus eltci6, majd gradiens oszlopon torténd tisztitds:

Folyadékkromatografis oszlop: Cig, 125 mm x 4 mm, 5 pm-es toltettel, vagy ezzel egyenértéki
berendezés.

Oszlophémérséklet: 32°C

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

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

Atéramldsi sebesség: 1,2 ml/perc

Teljes futtatdsi id6: koriilbeliil 33 perc.

9.2. A kromatografia a HPLC tipusdtdl és az oszloptoltetként alkalmazott anyagtol fiiggden véltozik. A vélasztott

rendszernek képesnek kell lennie a triptofin és a belsg standard alapvonalon torténd elvalasztdsara. Fontos
tovabbd, hogy a bomldstermékek jol elvaljanak a triptofintdl és a belsd standardtdl. A belsé standard nélkiili
hidrolizdtumokat is futtatni kell a bels§ standard alatti alapvonal szennyezettségének ellendrzése céljabol.
Fontos, hogy a futtatdsi id§ elég hossza legyen az 6sszes bomlastermék eludldsahoz, mert killonben a késén
eludl6do cstcsok zavarhatjak a késGbbi kromatografids futtatdsokat.

2

A kromatografids rendszernek a midkodési tartomanyban linedris valaszt kell adnia. A linedris valaszt a bels§
standard dlland6 (a normdlis) koncentraci6jdval és a triptofin valtozé koncentrécidival kell mérni. Fontos,
hogy mind a triptofin-, mind a bels§ standard csticsok nagysdga a HPLC/fluoreszcens rendszer linedris
tartomdnydba essen. Ha a triptofdn- és/vagy a belsé standard csics(ok) tal kicsi(k) vagy til nagy(ok), az
analizist meg kell ismételni mds mintamérettel és/vagy mas végtérfogattal.

9.3. Bdrium-hidroxid

Allds hatdsdra a barium-hidroxid egyre nehezebben oldédik. Ennek kovetkeztében a HPLC-meghatdrozdshoz
hasznalt oldat zavaros lesz, ami alacsony triptofdnértékeket eredményezhet.

G. A NYERSOLAJOK ES A ZSIROK MEGHATAROZASA

1. Cél és alkalmazasi teriilet

s o2

Ez a mddszer az dllati takarmanyokban 1év6 nyersolajok és zsirok meghatdrozasara szolgél.

A tovébbiakban leirt két médszer haszndlata a takarmdny jellegétSl és Osszetételétl, valamint az analitikai
vizsgalat céljatdl fiigg.

Az olajos magvakban és olajtartalmi gyimolcsokben, valamint az olyan takarmdnyokban taldlhat6
nyersolajok és zsirok meghatdrozdsdra, amelyekben a nyersolaj-|zsirtartalom meghaladja a 15 %-ot, az
extrahalast az A. eljardssal, az ismételt extrahalast pedig a B. eljarassal (5.3. pont) kell elvégezni.

1.1. A. eljérds — Kozvetleniil extrahdlhaté nyersolajok és zsirok

Ez a médszer a novényi eredetl takarmdny-alapanyagok esetében alkalmazhatd, kivéve azokat, amelyek a B.
modszer targykorébe esnek.
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1.2.

1.3.

2.1.

2.2.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

4.1.

4.2.

4.3.

5.1.

B. eljards — Osszes nyersolaj és zsir

Ez a mddszer az allati eredetl takarmdny-alapanyagok és minden takarménykeverék esetében alkalmazhatd.
Mindazon anyagokra alkalmazand6, amelyekbdl az olajok és a zsirok teljesen nem extrahalhaték elzetes
hidrolizis nélkiil (pl. sikér, élesztd, burgonyafehérjék és extrudilds, a pelyhesités és a melegités révén készitett
termékek).

Az eredmények értelmezése

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

Vizsgilati alapelv

A. eljdrds

A mintat petroléterrel extrahdljuk. Az olddszert bepdroljuk, a maradékanyagot megszaritjuk, és megmérjiik.
B. eljdrds

A mintdt melegités kozben soésavval kezeljik. A keveréket lehdtjik, és leszdirjiik. A maradékanyagot
kimossuk, megszdritjuk és a meghatdrozdst az A. eljards szerint végezziik el.

Reagensek

Petroléter, forrasponttartomany: 40-60 °C. Bromszdma kisebb legyen 1-nél, és a beparldsi maradékanyaga
kisebb legyen, mint 2 mg/100 ml.

Natrium-szulfdt, vizmentes.

Sésav, ¢ = 3 mol/l.

Sztrési segédanyag, pl. Kieselguhr, Hyflo-supercel.
Eszkozok

Extrahdl6késziilék. Amennyiben szifonnal elldtott késziilékr6l van sz (Soxhlet-késziilék) a visszafolyds
mértéke korilbelul 6ranként 10 ciklus legyen; ha nem szifonos tipust haszndlunk, a visszafolyds mértéke
koriilbeluil percenként 10 ml legyen.

Extrahdl6tégely, petroléterben oldhaté anyagokt6l mentes, a 4.1. pont kovetelményeinek megfeleld
porozitassal.

Széritoszekrény, amely lehet 75 + 3 °C-ra bedllitott vikuum szdritoszekrény, vagy 100 + 3 °C-ra bedllitott
légkeveréses kemence.

A vizsgélat médja

A. eljaras (lasd a 8.1. pontot)

1 mg pontossdggal mérjiink ki 5 g mintdt, toltsik 4t egy extrahdld tégelybe (4.2. pont), és fedjitk be egy
zsirmentes gyapotvattatamponnal.

Tegyiik az extrahdlé tégelyt az extrahdlokésziilékbe (4.1. pont), és extrahdljuk hat 6rdn keresztiil petroléterrel
(3.1. pont). A petroléter-kivonatot egy horzsakGdarabokat tartalmazd, szdraz, lemért lombikba
gydjtsikmo (%).

Piroljuk be az olddszert. A lombikot mésfél 6rdn 4t tartsuk a szdritészekrényben (4.3. pont), hogy a
maradékanyag megszdradjon. Hagyjuk kihdlni egy exszikkdtorban, és mérjitk meg a tomegét. Ismét szaritsuk
30 percig annak biztositdsa érdekében, hogy az olajok és zsirok tomege stabilizdlddjon (a tomegveszteség a
két egymast kovets mérés kozott legfeljebb 1 mg lehet).

() Amennyiben az olajon vagy a zsiron ezt kovetGen mingség-ellenérzést végeznek, a horzsakddarabokat iiveggyongyokkel

helyettesitsiik.

46/129

ELL http://data.europa.eufelijreg_impl/2024/771/oj



HL L, 2024.3.15.

HU

5.2.

5.3.

8.1.

B. eljdrds

1 mg pontossdggal mérjiink ki 2,5 g mintdt (ldsd a 8.2. pontot), tegyiik egy 400 ml-es {6zGpohdrba vagy egy
300 ml-es Erlenmeyer-lombikba, adjunk hozzd 100 ml sésavat (3.3. pont) és horzsakGdarabokat. Fedjiik le a
f6z8poharat egy oraiiveggel, vagy csatlakoztassunk az Erlenmeyer-lombikhoz egy visszafolyés hitét. Lassi
langon vagy f6z6lapon enyhén forraljuk fel, és tartsuk igy egy ordn keresztiil. Ne hagyjuk, hogy az anyag
odatapadjon az edény faldhoz.

Hiitsiik le, és adjunk hozza annyi sziirési segédanyagot (3.4. pont), amely elég ahhoz, hogy megakadélyozza a
szlirés folyamdn keletkez8 olaj- vagy zsirveszteséget. Sziirjik at egy nedvesitett, zsirmentes, kett8s
szlirGpapiron. Addig mossuk hideg vizzel a maradékanyagot, amig semleges szfirletet nem kapunk.
Ellendrizziik, hogy a szfirlet nem tartalmaz olajat vagy zsirokat. Ezek jelenléte azt jelzi, hogy a mintdt a
hidrolizis el6tt petroléterrel extrahdlni kell az A. eljérds szerint.

Tegyitk a maradékanyagot tartalmazé kettSs sziirGpapirt egy Oraiivegre, és szdritsuk a légkeveréses
szaritoszekrényben (4.3. pont) masfél 6ran keresztiil, 100 °C + 3 °C-on.

Tegyiik a szdraz maradékanyagot tartalmaz6 kett8s sztir6papirt egy extrahdl6tégelybe (4.2. pont), és fedjik le
egy zsirmentes {ivegvatta tamponnal. Helyezziik az extrahalotégelyt egy extrahdlokésziilékbe (4.1. pont), és
folytassuk a mtiveletet az 5.1. pont mdsodik és harmadik bekezdése szerint.

A. eljdrds és a B. eljdrdssal torténd ismételt extrahdlds

Az olajos magvakban és olajtartalmi gyumolcsokben, valamint az olyan takarmdnyokban taldlhat6
nyersolajok és zsirok meghatdrozasira, amelyekben a nyersolaj-|zsirtartalom meghaladja a 15 %-ot, az
extrahdldst az A. eljdrdssal, az ismételt extrahdldst pedig a B. eljardssal kell elvégezni.

Ez azt jelenti, hogy a petroléterrel torténd extrahdldst (A. eljdrds) kovetGen a maradékot vagy annak egy részét
sosavval Gjra extrahdljuk (B. eljards). A nyersolaj- és zsirtartalom az A és a B eljards eredményének Gsszege.

Az eredmény kifejezése

A maradékanyag tomegét a minta szazalékaban fejezziik ki.

Ismételhetdség

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

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

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

Eszrevételek

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

1 mg pontossiggal mérjiink ki 20 g mintdt, és keverjik Ossze 10 g vagy anndl tobb vizmentes
natriumszulfattal (3.2. pont). Extrahdljuk petroléterrel (3.1. pont) az 5.1. pont szerint. A kapott kivonatot
toltsitk fel petroléterrel (3.1. pont) 500 ml-re, és keverjik ossze. Helyezziink 50 ml oldatot egy
horzsakédarabokat tartalmazo, szdraz, lemért kis lombikba. Paroljuk be az oldészert, széritsuk, majd az 5.1.
pont utols6 bekezdésében leirtak szerint jarjunk el.

Tavolitsuk el az olddszert az extrahdlétégelyben hagyott maradékanyagbdl, apritsuk fel a maradékanyagot
1 mme-es finomsagura, tegyiik vissza az extrahdl6tégelybe (ne adjunk hozza natriumszulfatot), és az 5.1. pont
mésodik és harmadik bekezdésében leirtak szerint folytassuk a miveletet.
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Az olaj- és zsirtartalmat a minta szdzalékdban szdmitsuk ki a kovetkez§ képlet segitségével:

(10m, +m,) x 5

ahol:

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

m, = a maradékanyag tomege grammban a mdsodik extrahdlds utdn.
8.2. Egyes (példaul az olajokban és zsirokban szegény) termékek esetében a vizsgalati mintat meg lehet novelni.
8.3. A magas viztartalmd hobbidllat-eledeleket vizmentes nétriumszulfittal kell keverni a B. eljrds szerinti

hidrolizis és extrahdlds el6tt.

8.4. Az 5.2. pontban hatdsosabb lehet forr6 viz hasznilata hideg viz helyett a maradékanyag szirés utdni
mosdsahoz.
8.5. Az 1,5 6rds szaritasi id6t néhdny takarmdany esetében meg kell hosszabbitani. El kell keriilni a tdlzott szaritast,

mivel az alacsony eredményekhez vezethet. Mikrohulldmd siit6 is hasznédlhaté.
H. A NYERSROST MEGHATAROZASA

1. Cél és alkalmazaisi teriilet

Ez a mddszer lehet6vé teszi a takarmdnyokban el6fordul6, hagyomanyosan nyersrostnak nevezett, savas és
lagos kozegben oldhatatlan, zsirmentes szerves anyagok meghatdrozasat.

A médszer nem alkalmazhaté a lignocelluléz és a névényi szén (tdl finom részecskék) esetében.

2. Vizsgilati alapelv

sz

A sziikség esetén zsirtalanitott mintdt tobbszor egymds utdn meghatdrozott koncentrdci6ju kénsav és kdlium-
hidroxid forrdsban 1évS oldataival kezeljik. A maradékot zsugoritott {ivegsziirGvel sztiréssel elvélasztjuk,
kimossuk, megszdritjuk, lemérjitk és 475-500 °C-on elhamvasztjuk. A hamvasztdsbdl ered6 tomegveszteség
megegyezik a vizsgalati minta nyersrosttartalmaval.

3. Reagensek

3.1. Kénsav, ¢ = 0,13 mol/l.

3.2. Habzdsgatl6 anyag (pl. n-oktanol).

3.3. Szlirési segédanyag (Celite 545 vagy azzal egyenértékd), négy 6rdn 4t 500 °C-on hevitve (8.6. pont).

3.4. Aceton.

3.5. Petroléter, forrdspont-tartomdny: 40-60 °C.

3.6. Sésav, ¢ = 0,5 mol/l.

3.7. Kélium-hidroxid oldat, ¢ = 0,23 mol/L.

4. Eszkozok

4.1. Kénsavval vagy kédlium-hidroxiddal torténd roncsoldsra szolgdl6 flitGegység, amely egy, a sziirGtégely (4.2.

pont) csatlakoztatdsira alkalmas tartéval, illetve egy olyan elvezet8csGvel van felszerelve, amelyhez egy
lehet6leg stiritett levegdvel toltott folyadékelvezet6hoz és a vakuumhoz kapesolt csap tartozik. Haszndlat
el6tt mindennap 6t percig melegitsiik el6 az egységet forrdsban 1év6 vizzel.

4.2. Uveg sziir6tégely 40-90 pm porozitdst, olvasztott zsugoritott iiveg sztirGlappal. Az els§ hasznélat el6tt
melegitsiik fel 500 °C-ra néhany percre, és hiitsiik le (8.6. pont).
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4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

Visszafoly6s hiit6vel ellatott, legaldbb 270 ml-es, forraldsra alkalmas henger.
Szérit6szekrény, héfokszabalyzoval.
Tokos kemence, héfokszabalyzoval.

Extrahdloegység, amelyhez a sziirGtégelyhez (4.2. pont) valé tartélemez és a vikuum, illetve folyadék
kivezetésére szolgdld csappal ellatott tiritGpipa tartozik.

Csatlakozogytirtik a fiitGegység (4.1. pont), a szlir6tégely (4.2. pont) és a henger (4.3. pont)
osszekapcsoldsahoz, a hideg extrahdloegység (4.6. pont) és a tégely csatlakoztatdsdhoz.

A vizsgdlat médja

Mérjiink ki 1 mg-os pontossdggal 1 g-ot az elSkészitett mintdbdl, és helyezziik a szdr6tégelybe (4.2. pont)
(ldsd az Eszrevételek 9.1., 9.2. és 9.3. pontjat), majd adjunk hozzd 1 g sztirési segédanyagot (3.3. pont).

Allitsuk dssze a fdtSegységet (4.1. pont) és a szir6tégelyt (4.2. pont), majd csatlakoztassuk a hengert (4.3.
pont) a sziir6tégelyhez. Ontsiink 150 ml forrdsban 1év8 kénsavat (3.1. pont) az Osszedllitott hengerbe és
tégelybe, és sziikség esetén adjunk hozzd néhdny csepp habzasgatlé anyagot (3.2. pont).

5 + 2 perc alatt hozzuk forrdsba a folyadékot, és forraljuk erételjesen pontosan 30 percig.

Nyissuk meg az iirit8pipa csapjat (4.1. pont), vakuum alatt szfirjiik at a kénsavat a szlir6tégelyen, és mossuk a
maradékot egymdst kovetGen hdromszor, 30 ml-es forrévizadagokkal, iigyelve arra, hogy a maradékot
minden mosds utdn szarazra szrjik.

Zarjuk el a kivezet§ csapot, és ontsiink 150 ml forrdsban 1évg kédlium-hidroxid oldatot (3.7. pont) az
osszedllitott hengerbe és tégelybe, majd adjunk hozzd néhdny csepp habzdsgdtl anyagot (3.2. pont). 5 * 2
perc alatt hozzuk forrdsba a folyadékot, és forraljuk er6teljesen pontosan 30 percig. Sziirjiik, és ismételjitk
meg a kénsavas 1épésnél alkalmazott mosasi mtveletet.

Az utolsé mosds és szdritds utdn szereljik le a tégelyt, és tartalmdval egyiitt csatlakoztassuk a hideg
extrahdloegységhez (4.6. pont). Vakuumot hasznalva mossuk a tégelyben 1év8 maradékot haromszor egymds
utdn 25 ml-es acetonadagokkal (3.4. pont), ligyelve arra, hogy a maradékot minden mosds utdn szdrazra
sztirjiik.

Szaritsuk a tégelyt tomegéllanddsagig a szdritdszekrényben 130 °C-on. Az egyes szdritasok utdn hiitsiik le
exszikkdtorban, és gyorsan mérjiik le. Helyezzikk a tégelyt a tokos kemencébe, és 475-500 °C-on
hamvasszuk tomegallanddsagig (a tomegveszteségnek két egymdst kovetd mérés kozott 2 mg-nal kisebbnek
kell lennie) legaldbb 30 percen at.

A mérés el6tt minden hevités utdn hiitsiik a tégelyt elgszor a kemencében, majd az exszikkatorban.

Végezziink vakprobat minta nélkiil. A hamvasztasb6l ad6dé tomegveszteség nem haladhatja meg a 4 mg-ot.

Az eredmények kiszdmitdsa

A minta szdzalékosan kifejezett nyersrosttartalma az alabbi képlettel adhaté meg:

Y = (mg —my) x 100
m

ahol:

m = a minta tomege g-ban;

mg = a meghatdrozas sordn végzett hamvasztds utdni tomegveszteség, g-ban;
m; = a vakprdba sordn végzett hamvasztds utdni tomegveszteség, g-ban.
Ismételhet3ség

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

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

— 10 %-os vagy anndl magasabb nyersrosttartalom esetén a magasabb érték 6 %-t.
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8. Reprodukdlhatésig

Az ugyanazon mintdn kilonb6z8 laboratériumokban végzett két meghatirozds eredménye kozotti
kiilonbség nem haladhatja meg:

— 10 %-ndl alacsonyabb nyersrosttartalom esetén abszoltit értékben az 1,0 %-ot,

— 10 %-os vagy anndl magasabb nyersrosttartalom esetén a magasabb érték 10 %-at.
9. Eszrevételek

9.1. A 10 %-nal tobb nyerszsirt tartalmazé takarmdnyokat az analizis el6tt petroléterrel (3.5. pont) zsirtalanitani
kell. Csatlakoztassuk a sziirGtégelyt (4.2. pont) tartalmaval egyiitt a hideg extrahdlegységhez (4.6. pont), és
vakuumban mossuk a maradékot egymads utdn haromszor 30 ml-es petroléteradagokkal, tigyelve arra, hogy a
maradék szdraz legyen. Csatlakoztassuk a tégelyt tartalmdval egyiitt a f(itGegységhez (4.1. pont), és folytassuk
a meghatdrozast az 5. pont szerint.

9.2. A petroléterrel (3.5. pont) kozvetleniil nem extrahdlhaté zsirokat tartalmazé takarményokat a 8.1. pontban
bemutatott mddon kell zsirtalanitani, majd savas forraldst kovetGen még egyszer zsirtalanitani kell Sket. A
savas forralds és az ezt kovetd mosds utdn csatlakoztassuk a tégelyt tartalmdval egyiitt a hideg
extrahdl6egységhez (4.6. pont), és mossuk harom alkalommal 30 ml acetonnal, amit tovabbi hirom mosds
kovet 30 ml-es petroléteradagokkal. Vikuumban sziirjiik, amig szdraz nem lesz, majd folytassuk az analizist
az 5. pontban leirtak szerint, a kdlium-hidroxidos kezeléssel kezdve.

9.3. Ha a takarmdnyok kalcium-karbondtban kifejezve tobb mint 5 % karbondtot tartalmaznak, akkor
csatlakoztassuk a tégelyt (4.2. pont) a lemért mintaval egyiitt a f(itGegységhez (4.1. pont). Mossuk a mintat
haromszor 30 ml sésavval (3.6. pont). Az egyes savadagok hozzdaddsa utdn, a sz(irés el6tt koriilbelill egy
percig hagyjuk dllni a mintdt. Mossuk egyszer 30 ml vizzel, és folytassuk az 5. pontban leirtak szerint.

9.4, Ha dllviny formdji berendezést haszndlunk (tobb tégely csatlakozik ugyanahhoz a flitGegységhez), akkor
ugyanannak a mintdnak nem végezhet6 el két egyedi vizsgdlata ugyanabban a sorozatban.

9.5. Ha a forralds utdn nehéz lesziirni a savas és a ligos oldatokat, akkor vezessiink siritett levegdt a flitGegység
tiritGcsovébe, és igy folytassuk a sziirést.

9.6. Az iiveg sz(irGtégelyek élettartamdnak meghosszabbitdsa érdekében a hamvasztds hémérséklete nem
haladhatja meg az 500 °C-ot. Ugyeljiink arra, hogy a hevitési és a hiitési ciklusok alatt keriiljitk a tdlzott,
lokésszerti hhatast.

. A CUKOR MEGHATAROZASA

1. Cél és alkalmazasi teriilet

A moédszer lehetdvé teszi a redukdlécukor és az invertdlds utdni 6sszes cukor glitkézban vagy, adott esetben,
0,95-o0s tényezdvel konvertdlva, szacharézban kifejezett szintjének meghatdrozasat. A modszer takarmany-
keverékek esetében alkalmazhaté. Egyéb takarmanyokra kiilonleges modszerek vonatkoznak. Adott esetben,
a laktozt killon meg kell mérni, és figyelembe kell venni az eredmények kiszdmitdsanal.

Ezt a modszert kell alkalmazni a takarmdny energiaértékének kiszdmitdsdhoz haszndlt cukortartalom
meghatdrozdsara.

Abban az esetben, ha a cukortartalmat mds célbol kell meghatdrozni, mds elemzési mddszerek is
alkalmazhatok.

2. Vizsgilati alapelv

A cukrot higitott etanolban extrahaljuk; az oldatot Carrez I. és II. oldattal deritjitk. Az etanol kizérdsa utdn az
invertdlds el6tti és utdni mennyiség Luff-Schoorl-médszerrel keriil meghatdrozasra.

3. Reagensek

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

50/129 ELL http://data.europa.eufelijreg_impl/2024/771/oj



HL L, 2024.3.15.

HU

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.8.1.

3.8.2.

3.8.3.

3.9.

5.1.

5.2.

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

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

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

4 mol/liter koncentracioji sosav.

0,1 mol/liter koncentracidjii s6sav.

0,1 mol/liter koncentraciji natrium-hidroxid oldat.

Luff-Schoorl-reagens:

Ovatosan kevergetve ontsiik a citromsavoldatot (3.8.2. pont) a nétrium-karbondt-oldatba (3.8.3. pont). Adjuk
hozza a réz-szulfit oldatot (3.8.1. pont), és Ontsitk fel 1 literig vizzel. Hagyjuk mdsnapig iilepedni, majd
sztirjiik.

s

koncentrécidji Na, COs), ldsd az 5.4. pont utols6 bekezdését. Az oldat pH-értékének koriilbeliil 9,4-nek kell
lenni.

Réz-szulfat-oldat: 100 ml vizben oldjunk fel 25 g vasmentes rézszulfitot, Cu SO, 5H,O.
Citromsavoldat: 50 ml vizben oldjunk fel 50 g citromsavat, CsHgO,*H,0.

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

0,1 mol/liter koncentraciéji natrium-tioszulfit-oldat.

KeményitSoldat: adjunk 30 ml vizben elkevert 5 g oldhaté keményitét 1 liter forrdsban 1év6 vizhez. Forraljuk
hdrom percen keresztiil, hagyjuk kihtlni, sziikség esetén adjunk hozzd 10 mg higany-jodidot tartésit6-
szerként.

3 mol/liter koncentracidji kénsav.

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

Sésavban forralt, vizben mosott és szdritott, granuldlt habkd.
3-metilbutan-1-ol.

Eszkoézok

Billenddobos kever6gép: kb. 35-40 fordulatszdm/perc teljesitménnyel.
A vizsgdlat médja

A minta extrahdldsa

Mérjiink ki mg-os pontossdggal 2,5 g-ot a mintdbdl, és helyezziik egy 250 ml-es mérélombikba. Adjunk
hozzd 200 ml etanolt (3.1. pont), és keverjiik a kever6gépen egy 6rdn keresztiil. Adjunk hozzd 5 ml Carrez 1.
oldatot (3.2. pont), és kevergessiik koriilbeliill 30 mdsodpercig. Adjunk hozzd 5 ml Carrez I oldatot (3.3.
pont), és kevergessitk egy percig. Toltsiik fel térfogatra etanollal (3.1. pont), homogenizaljuk, és szfrjiik.
Vegytink el 200 ml-t a szirletbél, és az etanol nagy részének eltdvolitdsa céljabol paroljuk térfogatinak kb.
felére. Helyezziik a beparlds utdni maradékot mennyiségileg egy 200 ml-es mérélombikba meleg vizzel,
htitsiik, toltsiik fel térfogatra vizzel, homogenizéljuk, és sziikség esetén sz(rjiik. Ezen oldatot hasznéljuk a
redukdlécukor és invertalds utdni osszes cukor mennyiségének meghatdrozésara.

A redukdlGcukor meghatdrozdsa

Pipetta segitségével vegyiink fel legfeljebb 25 ml oldatot, amely 60 mg-ndl kevesebb, glitkzban kifejezett
redukdldcukrot tartalmaz. Szitkség esetén toltsiik fel az oldatot desztilldlt vizzel 25 ml-re, és hatdrozzuk meg
redukalécukor-tartalmét a Luff-Schoorl-médszerrel. Az eredményt a minta glitkdztartalmara vonatkoztatva,
szdzalékosan fejezziik ki.
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5.3. Az invertdlds utdni Gsszes cukor meghatdrozdsa

Pipetta segitségével vegyiink fel az oldatbdl 50 ml-t, és ontsiik 4t egy 100 ml-es mérSlombikba. Adjunk hozzd
néhdny csepp metilnarancsoldatot (3.4. pont), majd 6vatosan és folyamatos kevergetés kozben, adjunk hozza
sosavat (3.5. pont), amig a folyadék hatdrozottan vorossé nem valik. Adjunk hozzd 15 ml sésavat (3.6. pont),
meritsiik a lombikot gyorsan forré vizfiirdébe, és tartsuk ott harminc percen keresztiil. Hitsiik le gyorsan kb.
20 °C-ra, és adjunk hozzd 15 ml nétrium-hidroxid-oldatot (3.7. pont). Toltsiik fel vizzel 100 ml-re, és
homogenizéljuk. Vegyiink el legfeliebb 25 ml oldatot, amely 60 mg-ndl kevesebb, glikkdzban kifejezett
redukal6cukrot tartalmaz. Szitkség esetén toltsiik fel az oldatot desztilldlt vizzel 25 ml-re, és hatdrozzuk meg
redukdldcukor-tartalmdt a Luff-Schoorl-médszerrel. Az eredményt a glitkdzra vagy, adott esetben, 0,95-0s
tényezdvel szorozva a szachar6zra vonatkoztatva, szdzalékosan fejezziik ki.

5.4. Titrdlds a Luff-Schoorl-médszerrel

Pipetta segitségével vegyiink fel 25 ml Luff-Schoorl-reagenst (3.8. pont), és helyezziik dt egy 300 ml-es
Erlenmeyer-lombikba; adjunk hozza pontosan 25 ml-t a deritett cukoroldatbdl. Adjunk hozzd kétszemcsényi
habkovet (3.13. pont), hevitsiik kdzepes méretd, szabad lingon, kozben kézzel kevergessiik, és kb. két perc
alatt forraljuk fel a folyadékot. Az Erlenmeyer-lombikot azonnal helyezzik egy 6 cm dtmérgjdi lyukkal
elldtott azbesztes drothdlora, amely alatt el6z8leg langot gydjtunk. A ldngot tgy kell szabélyoznunk, hogy az
Erlenmeyer-lombiknak csak az aljat melegitse. Illessziink egy visszafolyds hiit6t az Erlenmeyer-lombikhoz.
Forraljuk pontosan tiz percig. Htsiik le azonnal hideg vizben, és kb. 6t perc elteltével a kovetkez8k szerint
titréljuk:

Adjunk hozzd 10 ml kalium-jodid-oldatot (3.12. pont), és kozvetleniil ezutdn (a bdséges habképzddés
veszélye miatt Gvatosan) adjunk hozzd 25 ml kénsavat (3.11. pont). Titrdljuk nétrium-tioszulfat-oldattal (3.9.
pont), amig fakdsdrga szint nem kapunk, adjuk hozzd a keményits-indikdtort (3.10. pont), és fejezziik be a
titrdldst.

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

6. Az eredmények kiszdmitdsa

A tablézat segitségével hatdrozzuk meg a gliikdz mennyiségét mg-ban, amely a két titrdlds eredménye kozti
kiilonbségnek felel meg 0,1 molliter koncentraciéji natrium-tioszulfit mg-jaban kifejezve. Az eredményt a
minta szdzalékdban fejezziik ki.

7. Kiil6nleges vizsgilati médok

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

Homogenizdljuk és szrjik. Vonjuk ki az etanolt az 5.1. pontban leirtak szerint. Ha nincs jelen dextrinalt
keményitd, toltsiik fel térfogatra desztillélt vizzel.

7.2. Melaszok, valamint cukorban gazdag és gyakorlatilag keményitémentes takarmdny-alapanyagok
(szentjdnoskenyér, szdritottcukorrépa-szeletek stb.) esetében mérjiink ki 5 g-ot, és helyezziik egy 250 ml-es
mérSlombikba, adjunk hozzd 200 ml desztilldlt vizet, és keverjiik forgé dobon egy 6rdn keresztiil vagy
szitkség esetén tovabb. Az 5.1. pontban leirtak szerint deritsitk Carrez I. oldat (3.2. pont) és Carrez II. oldat
(3.3. pont) reagensekkel. Toltsiik fel térfogatra hideg vizzel, homogenizdljuk, és sziirjik. Az Osszes
cukortartalom meghatdrozdsdhoz az 5.3. pontban leirtak szerint folytassuk a vizsgalatot.

8. Eszrevételek
8.1. A habképz8dés elkeriilése érdekében a Luff-Schoorl-reagenssel torténd forralds el6tt tandcsos (a mennyiségtdl

fuggetleniil) kb. 1 ml 3-metilbutdn-1-ol (3.14. pont) hozzdaddsa.

8.2. A glikkézban kifejezett, invertdlds utdni Osszes cukortartalom és a glitkdzban kifejezett, redukdlécukor-
tartalom kiilonbsége 0,95-dal szorozva megadja a szachardztartalomra vonatkoztatott szdzalékos ardnyt.

8.3. A lakt6z nélkiil szamitott redukdlocukor-tartalom meghatdrozdsara két modszer alkalmazhaté:
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8.3.1. Kozelit§ szamitdshoz, szorozzuk meg 0,675-tel a laktéztartalmat, amely egy mdsik elemzési médszerrel
kertilt megéllapitdsra, és vonjuk ki a kapott eredményt a redukalécukor-tartalombl.

8.3.2. A laktéz nélkiil szamitott redukdlécukor-tartalom pontos kiszdmitdsdhoz ugyanazt a mintét kell hasznalni a
két végs6 meghatdrozashoz. Az egyik vizsgilatot az 5.1. pontban foglaltak szerint nyert oldaton végezziik, a
masikat pedig a laktéz meghatdrozdsa sordn nyert oldaton az emlitett célbol meghatdrozott médszer szerint
(més tipust cukrok erjesztése és derités utdn).

A jelen 1év6 cukormennyiség meghatdrozdsa mindkét esetben a Luff-Schoorl-mddszerrel torténik, és a glitkdz
mg-ban kerill kiszdmitdsra. Az egyik értéket kivonjuk a mdsikbdl, és az eredményt a minta szdzalékdban
fejezziik ki.

Példa
A kivélasztott két mennyiség az egyes meghatdrozasok esetében 250 mg-os mintanak felel meg.

Az els@ esetben 44,2 mg glitkkdznak megfelelS, 17 ml 0,1 mol/liter koncentraciéji natrium-tioszulfat oldat
fogyott; a masodik esetben 11 ml, amely 27,6 mg glitkznak felel meg.

A kiillonbség 16,6 mg gliikoz.

Ezért a glikkdzra dtszamitott (laktdz nélkiili) redukalécukor-tartalom a kovetkezd

4x16,6
166 — 6,64 %

25 ml Luff-Schoorl-reagenshez tartozé értékek tdbldzata

0,1 mol/liter koncentriciéji Na, S, O; l-e, kétpercnyi melegités, tizpercnyi forralds

Na; S, O; Gliikéz, fruktdz, invertcukor Laktéz Na; S, O;
0,1 mol/liter 0,1 mol/liter
koncentr/écié Cs Hi2 Os Ci2 Haz Ony koncentiéci()

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

J. A LAKTOZ MEGHATAROZASA

1. Cél és alkalmazasi teriilet

Ez a modszer lehet6vé teszi a 0,5 %-ndl magasabb laktéztartalmd takarmdnyok laktdzszintjének
meghatdrozdsat.
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2. Vizsgilati alapelv

A cukrokat vizben oldjuk. Az oldatot Saccharomyces cerevisiae élesztével erjesztjitk, amely a laktdzt érintetleniil
hagyja. Derités és sziirés utan a sztirlet lakt6ztartalmat Luff-Schoorl-mddszerrel hatdrozzuk meg.

3. Reagensek

3.1. Saccharomyces cerevisiae szuszpenzi: oldjunk fel 25 g friss éleszt6t 100 ml vizben. A szuszpenzié hiit6ben
legfeljebb egy hétig all el.

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

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

3.4. Luff-Schoorl-reagens:

Ovatosan kevergetve ontsiik a citromsavoldatot (3.4.2. pont) a nétrium-karbondt-oldatba (3.4.3. pont). Adjuk
hozza a réz-szulfit-oldatot (3.4.1. pont), és toltsiik fel egy 1 l-re vizzel. Hagyjuk mdasnapig iilepedni, majd

«sez

pH-értékének koriilbeliil 9,4-nek kell lenni.

3.4.1. Réz-szulfat-oldat: 100 ml vizben oldjunk fel 25 g vasmentes rézszulfitot, Cu SO, 5H,O.

3.4.2. Citromsavoldat: 50 ml vizben oldjunk fel 50 g citromsavat, CsHgO,0,O0.

3.4.3. Nétrium-karbondt-oldat: kb. 300 ml meleg vizben oldjunk fel 143,8 g dehidratdlt natrium-karbonatot.
Hagyjuk kihdlni.

3.5. Sésavban forralt, vizben mosott és szdritott, granuldlt habké.

3.6. 30 %-os (w/v) kdlium-jodid-oldat:

3.7. 3 mol/liter koncentraciéji kénsav.

3.8. 0,1 mol/liter koncentraciéju natrium-tioszulfat oldat.

3.9. KeményitSoldat: adjunk 30 ml vizben elkevert 5 g oldhaté keményit6t 1 liter forrdsban 1évg vizhez. Forraljuk

3 percig, hagyjuk hiilni, és amennyiben sziikséges, adjunk hozza 10 mg higany-jodidot tartésitoszerként.

4, Eszkoézok

38-40 °C-ra bedllitott, h6fokszabélyzdval ellatott vizfiirdd.

5. A vizsgélat médja

Mérjiink ki a mintdb6l 1 g-ot mg-os pontossiggal, és ezt a részmintdt helyezziik egy 100 ml-es
mér6lombikba. Adjunk hozzd 25-30 ml vizet. Helyezziik a lombikot harminc percre forré vizfiirdébe, majd
hdtsiik le kb. 35 °C-ra. Adjunk hozzd 5 ml éleszté-szuszpenziot (3.1. pont), és homogenizdljuk. Hagyjuk a
lombikot két 6ran keresztiil 38—40 °C-on &llni a vizfiird6ben. Hiitsiik le kb. 20 °C-ra.

Adjunk hozzd 2,5 ml Carrez 1. oldatot (3.2. pont), és kevergessitk harminc mésodpercig, majd adjunk hozzd
2,5 ml Carrez II. oldatot (3.3. pont), és tijra kevergessitk harminc médsodpercig. Téltsiik fel vizzel 100 ml-re,
keverjiik Gssze, és sziirjiik. Pipetta segitségével vegyiink fel a szirletbsl egy részt, amely nem haladja meg
a 25 ml-t, és amely lehetSleg 40-80 mg laktézt tartalmaz, és helyezzitk 4t egy 300 ml-es Erlenmeyer-
lombikba. Amennyiben sziikséges, toltsiik fel 25 ml-re vizzel.

Végezziink vakprébat ugyanilyen médon 5 ml élesztd oldattal (3.1. pont). A laktéztartalmat a Luff-Schoorl-
modszer szerint, a kovetkez6képpen hatdrozzuk meg: adjunk az oldathoz pontosan 25 ml Luff-Schoorl-
reagenst (3.4. pont) és kétszemcsényi habkovet (3.5. pont). Kozepes méretd, szabad lingon torténd melegités
kozben kézzel kevergessiik, és kb. két perc alatt forraljuk fel a folyadékot. Az Erlenmeyer-lombikot azonnal
helyezzik egy 6 cm dtmérdjii lyukkal elldtott azbesztes drothdléra, amely alatt el6zéleg lingot gytjtunk. A
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langot tgy kell szabdlyoznunk, hogy az Erlenmeyer-lombiknak csak az aljat melegitse. Illessziink egy
visszafolyés hiit6t az Erlenmeyer-lombikhoz. Forraljuk pontosan tiz percig. Hitsiik le azonnal hideg vizben,
és kb. ot perc elteltével a kovetkez6k szerint titréljuk:

Adjunk hozzd 10 ml kélium-jodid-oldatot (3.6. pont), és rogton utdna (a b&séges habképz3dés veszélye miatt
6vatosan) adjunk hozzd 25 ml kénsavat (3.7. pont). Titrdljuk nétrium-tioszulfdt-oldattal (3.8. pont) amig
fakoésdrga szint nem kapunk, adjuk hozzd a keményit6-indikdtort (3.9. pont), és fejezziik be a titralst.
Forralds nélkiil, 10 ml kdlium-jodid-oldat (3.6. pont) és 25 ml kénsav (3.7. pont) hozzdaddsa utdn végezziik el
ugyanezt a titrdldst egy pontosan kimért, 25 ml Luff-Schoorl-reagenst (3.4. pont) és 25 ml vizet tartalmazé
keveréken.

6. Az eredmények kiszdmitdsa

A csatolt tablazat segitségével hatdrozzuk meg a laktéz mennyiségét mg-ban, amely a két titrdlds eredménye
kozti killonbségnek felel meg, 0,1 mol/liter koncentraciéji ndtrium-tioszulft ml-ében kifejezve.

A dehidratdlt lakt6zra vonatkozd eredményt a minta szdzalékaban fejezziik ki.
7. Eszrevételek

1. A 40 %-ndl tobb erjeszthet§ cukrot tartalmazé termékek esetében 5 ml-nél nagyobb
mennyiség( élesztS-szuszpenzidt (3.1. pont) haszndljunk.

2. A »csokkentett laktodztartalmi« takarmdnyban (pl. macskdk szdmdra készilt tej) a laktozt
fruktézzd alakitjdk t, amely 2 6ra alatt nem erjed meg teljesen, ami magasabb vagy alpozitiv
eredményt eredményez (mivel a kivonatban fruktézmaradvinyok maradnak).

25 ml Luff-Schoorl-reagenshez tartozd értékek tabldzata

0,1 mol/liter koncentricidjiit Na, S, O; ,l-e, kétpercnyi melegités, tizpercnyi forralds

Na; S, 05 Gliikéz, fruktéz, invertcukor Laktoz Na; $, 05
0,1 mol/liter 0,1 mol/liter
koncentr/écié Cs Hiz Os Ci2 Haz Ony koncentlécié

ml mg killonbség mg kiillonbség ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 1
2 4,8 2,4 7,3 3,7 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 8
9 22,4 2,6 33,2 3,8 9
10 25,0 2,6 37,0 3,8 10
11 27,6 2,7 40,8 3,8 11
12 30,3 2,7 44,6 3,8 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 14
15 38,5 2,8 56,0 3,9 15
16 41,3 2,9 59,9 3,9 16
17 44,2 2,9 63,8 3,9 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 18
19 50,0 3,0 71,7 4,0 19
20 53,0 3,0 75,7 4,1 20
21 56,0 3,1 79,8 4,1 21
22 59,1 3,1 83,9 4,1 22
23 62,2 88,0 23
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

4.1.

4.2.

5.1.

K. A KEMENYITO MEGHATAROZASA

— POLARIMETRIAS MODSZER —

Cél és alkalmazisi teriilet

E mddszer lehetdvé teszi a keményits és a nagy molekulasilyd keményit6-bomléstermékek takarmanyokban
jelen 1év8 szintjének meghatdrozdsit a feltiintetett energiaérték (a VIL melléklet rendelkezései) és
a 767/2009/EK rendelet betartdsanak ellenSrzése céljabol.

Ezt a mé6dszert kell alkalmazni a takarmdny energiaértékének kiszdmitdsahoz haszndlt keményitStartalom
meghatdrozdsara.

Abban az esetben, ha a keményitStartalmat mds célbdl kell meghatdrozni, méds elemzési mddszerek is
alkalmazhatok.

Vizsgilati alapelv

A modszer két meghatdrozasbdl dll. Az els§ meghatdrozds sordn a mintat hig s6savval kezeljitk. Tisztitds és
szlirés utdn az oldat optikai forgatoképességét polarimetridval mérjiik.

A miésodik meghatdrozds sordn a mintdt 40 %-os etanollal extrahdljuk. A sz(rlet sosavval valé savanyitdsa,
tisztitdsa és sziirése utdn az optikai forgatoképességet ugyanigy mérjiik, mint az els6 meghatdrozds esetében.

A minta keményitStartalmat gy kapjuk meg, hogy a két mért érték kiilonbségét megszorozzuk egy ismert
egyiitthatval.

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

1,13 %-os (w|v) s6sav-oldat

A koncentréciét 0,1 molliter koncentréciéji ndtrium-hidroxid-oldattal végzett titraldssal kell ellendrizni,
94 %-os (v[v) etanolban oldott 0,1 % (w/v) metilvoros jelenlétében. 10 ml semlegesitéséhez 30,94 ml
0,1 mol/liter koncentraciéju NaOH sziikséges.

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

Carrez I1. oldat: vizben oldjunk fel 10,6 g kdlium-[hexaciano-ferrdt(ll)]-ot, K, Fe (CN)s 3H,O. Toltsiik fel vizzel
100 ml-re.

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

Eszkozok

250 ml-es Erlenmeyer-lombik szabvanyos tivegcsiszolattal és visszafolyds hiitdvel.
Polariméter vagy szachariméter.

A vizsgdlat médja

A minta el6készitése

Oroljitk a mintt olyan finomsagtira, hogy az teljes egészében dtjusson egy 0,5 mm szemméret(, kerek szemd
szitan.
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5.2.

5.3.

6.1.

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

Mérjiink ki a megdrolt mintdbol mg pontossdggal 2,5 g-ot, és helyezziik azt egy 100 ml-es mér6lombikba.
Adjunk hozza 25 ml sésavat (3.2. pont), razzuk Ossze a vizsgalati minta egyenletes eloszldsdnak biztositdsa
céljabdl, és adjunk hozzd tovdbbi 25 ml s6savat (3.2. pont). Meritsiik a lombikot forrdsban levé vizfiirdébe,
az els6 hdrom percben erételjesen és folyamatosan rdzogassuk a csoméképz8dés megakadélyozdsa céljabol.
A vizfiird6ben elegendd viznek kell lennie ahhoz, hogy a fiird6 a lombik behelyezésekor forrdsponton
maradjon. A lombikot rdzogatds kozben nem szabad kivenni a vizfiird6bdl. Pontosan 15 perc elteltével
vegyiik ki a lombikot a vizfiird6bdl, adjunk hozza 30 ml hideg vizet és azonnal hiitsiik le 20 °C-ra.

Adjunk hozzd 5 ml-t a Carrez L. oldatbdl (3.3. pont), és razogassuk kb. harminc mdsodpercen ét. Ezt kovetGen
adjunk hozzd 5 ml-t a Carrez II. oldatbdl (3.4. pont), és ismét rdzzuk kb. harminc mdsodpercen at. Téltsiik fel
vizzel térfogatra, keverjitk Ossze és sziirjik meg. Ha a szlrlet nem teljesen tiszta (ami ritkdn fordul el6),
nagyobb mennyiségi (pl. 10 ml) Carrez I és II. oldat hozzdaddsdval ismételjitk meg a meghatdrozast.

Egy 200 mm-es cs6ben a polariméterrel vagy a szachariméterrel mérjitk meg az oldat optikai forgatoké-
pességét.

A 40 %-os etanolban oldhatd anyagok optikai forgatdképességének (P’ vagy S’) meghatdrozdsa

Mérjiink ki a mintabol mg pontossaggal 5 g-ot, helyezziik egy 100 ml-es mérSlombikba, és adjunk hozza
mintegy 80 ml etanolt (3.5. pont) (lasd az Eszrevételek 7.2. pontjat). Hagyjuk a lombikot allni szobahémér-
sékleten 1 6rdn at; ezalatt hatszor er6teljesen rdzzuk Ossze, hogy a vizsgélati minta alaposan 6sszekeveredjen
az etanollal. Toltsiik fel térfogatra etanollal (3.5. pont), keverjiik Ossze és szrjitk meg.

A sziirletbdl pipettazzunk 50 ml-t (= 2,5 g minta) egy 250 ml-es Erlenmeyer-lombikba, adjunk hozzd 2,1 ml
sosavat (3.1. pont), és erésen razzuk dssze. Csatlakoztassunk visszafolyds hiitét az Erlenmeyer-lombikhoz, és
meritsiik az ut6bbit forrdsban levd vizfirdSbe. Pontosan 15 perc elteltével vegyiik ki az Erlenmeyer-lombikot
a vizfiird6bdl, ontsiik at annak tartalmat egy 100 ml-es mér6lombikba, 6blitsiik kis mennyiség(i hideg vizzel,
majd hiitsiik le 20 °C-ra.

Deritsitk Carrez L. oldattal (3.3. pont) és Carrez IL oldattal (3.4. pont), vizzel toltsiik fel térfogatra, keverjitk

ossze, sziirjik dt, majd mérjik meg az optikai forgatéképességét az 5.2. pont mdsodik és harmadik
bekezdésében ismertetett modon.

Az eredmények kiszdmitdsa

A keményitStartalmat (%) a kovetkez6képpen szdmitjuk ki:

Mérés polariméterrel

Keményitbtartalom (%) = %Z(SJP,)
“D
p= a teljes optikai forgatoképesség szogfokban
p= a 40 %-os (V/V) etanolban oldhat6 anyagok optikai forgatoképessége szogfokban
[a]) = a tiszta keményitS fajlagos optikai forgatoképessége. Az e tényezSre hagyomdnyosan elfogadott

szamértékek a kovetkezdk:
+185,9°  rizskeményits
+185,7°:  burgonyakeményité
+184,6°  burgonyakeményité
+182,7°:  btizakeményité
+181,5%  drpakeményitd
+181,3%  zabkeményit§

+184,0°  takarmanykeverékekben taldlhat6 egyéb keményits- és keményitSkeverék-fajtak.
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6.2. Mérés szachariméterrel

/
A _ 2000  (2Nx0,665)x(S-S) 266Nx(S-§
Keményit6tartalom (%) = P x { 102) 5-S)_ 2(()0 )

[o] D

S= teljes optikai forgatoképesség szachariméter-fokban
S = a 40 %-os (v[v) etanolban oldhat6 anyagok optikai forgatéképessége szachariméter-fokban

N= az a szachar6zmennyiség (g) 100 ml vizben, amely 100 szachariméter-foknak megfelel6 optikai
forgatképességet ad 200 mm-es csében mérve

16,29 g a francia szachariméterek esetében
26,00 g a német szachariméterek esetében
20,00 g a vegyes szachariméterek esetében

[0]2" = atiszta keményitG fajlagos optikai forgatoképessége (ldsd a 6.1. pontot)

6.3. Ismételhetdség

Az ugyanazon a mintdn végzett két parhuzamos meghatdrozds eredményének kiilonbsége 40 %-ndl
alacsonyabb keményitStartalom esetén, abszolat értékben nem lehet tobb mint 0,4, 40 %-os vagy anndl
nagyobb keményitStartalom esetén pedig nem haladhatja meg az 1 %-os relativ értéket.

7. Eszrevételek

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

7.2. Magas lakt6ztartalmi termékek — pl. tejsavopor vagy sovany tejpor — esetében, 80 ml etanol (3.5. pont)
hozzdadédsat kovetden, a kovetkezSképpen kell eljarni. Csatlakoztassunk visszafolyds hiitét a lombikhoz, és
meritsitk az utébbit 50 °C-os vizfiirddbe 30 percre. Hagyjuk lehdlni, majd folytassuk az analizist az 5.3.
pontban leirt médon.

7.3. A kovetkezd takarmdny-alapanyagokrdl ismert, hogy a takarmédnyokban valé nagy mennyiségi jelenlétiik
esetén olyan interferencidkat idéznek el6 a keményitStartalom polarimetrids modszerrel vald
meghatdrozdsakor, amelyek téves eredményekhez vezethetnek:

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

- citruspép,

- lenmag; lenmagpogdcsa; extrahdlt lenmag,

- repcemag; repcemagpogdcsa; extrahalt repcemag; repcemaghéj,

— napraforgémag; extrahalt napraforgémag; részlegesen hintolt, extrahdlt napraforgémag,
— koprapogdcsa; extrahalt kopra,

- burgonyapép,

- szaritott élesztd,

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

- toportyd,

szojababtermékek.

Ezekben az esetekben a 121/2008/EK bizottsdgi rendeletben () el8irt elemzési médszer alkalmazhaté. Ez a
modszer az 1 %-ndl kevesebb keményitdt tartalmazo takarmanyok esetében is alkalmazhato.

() A Bizottsdg 121/2008/EK rendelete (2008. februdr 11.) az éllatok etetésére szolgalé készitmények (KN-k6d: 2309) keményitStar
talmanak meghatdrozdsara szolgél6 analitikai médszer megéllapitdsarél (HL L 37., 2008.2.12., 3. 0.).
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HU

4.1.

4.2.

4.3.

5.1.

5.2.

7.1.

7.2.

7.3.

L. A NYERSHAMU MEGHATAROZASA

Cél és alkalmazaisi teriilet

A modszer lehet6vé teszi a takarmdnyok nyershamutartalménak meghatdrozdsit.

Vizsgilati alapelv

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

Reagensek

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

F6zdlap.

Héfokszabalyzos, elektromos tokos kemence.

Kvarcbdl, porcelanbél vagy platindbdl késziilt négyszogletes (60 x 40 x 25 mm) vagy kor alakd (dtméré:
6075 mm, magassdg: 20-40 mm) hamvasztotégelyek.

A vizsgdlat médja

Mérjiink ki a mintdbdl 5 g-ot mg-os pontossdggal (2,5 g-ot a duzzad6képes anyagb6l szdrmazé termékek
esetében), és helyezzitk egy hamvasztotégelybe, amelyet el8zetesen 550 °C-ra hevitettitk, majd lehditottiik és
taraztunk. Helyezziik a tégelyt a f6z8lapra, és fokozatosan addig hevitsiik, amig az anyag el nem szenesedik.
Hamvasszuk az 5.1. vagy az 5.2. pont szerint.

Helyezziik a tégelyt az 550 °C-ra bedllitott, kalibralt tokos kemencébe. Tartsuk ezen a h6mérsékleten egészen
addig, amig széntartalmi részecskéktSl mentesnek tinG fehér, halvanysziirke vagy voroses hamut nem
nyeriink. Helyezziik a tégelyt egy exszikkdtorba, hagyjuk kihdlni, majd azonnal mérjitk meg.

Helyezziik a tégelyt az 550 °C-ra bedllitott, kalibralt tokos kemencébe. Hamvasszuk 3 6rdn dt. Helyezzik a
tégelyt egy exszikkdtorba, hagyjuk kihtlni, majd azonnal mérjitkk meg. Hamvasszuk tjra 30 percen keresztiil,
annak érdekében, hogy a hamu tomege dllandé maradjon (két egymast kovetd mérés kozotti tomegveszteség
legfeljebb 1 mg lehet).

Az eredmények kiszdmitdsa
A maradék tomegét a tiratomeg kivondsaval szdmoljuk ki.

Az eredményt a minta szdzalékdban fejezziik ki.
Eszrevételek

A nehezen hamvaszthaté anyagok hamujat legalabb harom 6rdn keresztiil el6zetesen hamvasztani kell, le kell
htiteni, majd néhdny csepp 20 %-0os ammoénium-nitrat oldatot vagy vizet kell hozzdadni (iigyelve arra, hogy
elkertiljik a hamu szétszorédasit vagy a csomoképzddést). A szdritoszekrényben valé szdritdsa utin
folytassuk a kalcinaldst. Szitkség szerint ismételjiik a mtiveletet a teljes elhamvadasig.

A 7.1. pontban ismertetett eljdrdssal szemben ellendllé anyagok esetében a kovetkezSképpen jarjunk el:
hdromoéras hamvasztds utdn helyezziik a hamut meleg vizbe, és egy kis méretdi, hamumentes sz{ir6n sztrjitk
at. Hamvasszuk el a sz{ir6t és annak tartalmadt az eredeti tégelyben. Helyezziik a sziirletet a lehditott tégelybe,
parologtassuk kiszdradasig, hamvasszuk, és mérjitk meg.

Olajok és zsirok esetében mérjiink ki pontosan egy 25 g-os mintdt egy megfelel§ méretd tégelybe. Hamumentes
szlirGpapircsikkal meggyujtva, szenesitsik az anyagot. A gyulladds utdn a lehetd legkevesebb vizzel
nedvesitsiik meg. Szdritsuk, és hamvasszuk az 5. pontban ismertetett médszerrel.

M. A SOSAVBAN OLDHATATLAN HAMU MEGHATAROZASA

Cél és alkalmazasi teriilet

A moédszer lehet6vé teszi a takarmdnyokban 1év6 sésavban oldhatatlan dsvdnyi anyagok szintjének
meghatdrozdsat. A minta jellegétdl fiiggen két modszer alkalmazhatd.
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1.1.

1.2.

2.1.

2.2.

3.1.

3.2.

3.3.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

5.1.

5.2.

A. mddszer: a szerves takarmany-alapanyagok és a legtobb takarmdnykeverék esetében alkalmazhato.

B. médszer: olyan dsvanyi vegyiiletek és keverékek, valamint Osszetett takarmanyok esetében alkalmazhato,
amelyeknek az A. médszer szerint meghatdrozott, sésavban nem oldhaté anyagtartalma 1 %-ndl magasabb.

Vizsgilati alapelv

A. médszer: a mintat hamvasztjuk, a hamut sésavban forraljuk, az oldhatatlan maradékanyagot pedig sziirjitk
és megmérjiik.

B. mddszer: a mintat s6savval kezeljiikk. Az oldatot szfirjitk, a maradékanyagot hamvasztjuk, az igy kapott
hamut pedig az A. médszer szerint kezeljiik.

Reagensek

3 mol/liter koncentracidji sdsav.

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

1 %-os (w/v) trikl6r-ecetsav oldat.

Eszkozok

F6z6lap.

Héfokszabalyzos, elektromos tokos kemence.

Kvarcbdl, porceldnbdl vagy platindbdl késziilt négyszogletes (60 x 40 x 25 mm) vagy kor alakd (atmérd:
60-75 mm, magassdg: 20-40 mm) hamvasztotégelyek.

Hamumentes sz{irék.
A vizsgilat médja

A. mddszer:

Hamvasszuk a mintdt a nyershamu meghatdrozdsandl ismertetett modszer szerint. Annak az analizisnek a
sordn kapott hamut is hasznalhatjuk.

75 ml sésav (3.1. pont) felhasznaldsdval helyezzikk a hamut egy 250-400 ml-es f6z8pohdrba. Lassan
forraljuk, és tartsuk forrdsban Gvatosan tizendt percig. Sziirjik dt a meleg oldatot egy hamumentes
szlirGpapiron, és mossuk a maradékot meleg vizzel mindaddig, amig a savreakcié mdr nem észlelhetd.
Széritsuk ki a maradékot tartalmazé szilir6t, és hamvasszuk egy tdrdzott tégelyben legaldbb 550 °C és
legfeljebb 700 °C hémérsékleten. Hiitsiik le egy exszikkdtorban, és mérjitk meg.

B. mddszer

Mérjiink le a mintdbdl 5 g-ot mg-nyi pontossdggal, és helyezziik egy 250-400 ml-es f6z6pohdrba. Adjunk
hozzd egymdst kovetSen 25 ml vizet és 25 ml sésavat (3.1. pont), keverjitk Ossze, és varjunk a pezsgés
elallasdig. Adjunk hozzd még 50 ml sésavat (3.1. pont). Vdrjunk az esetleges gdzkibocsdtds megsziinéséig,
majd helyezziik a f6z8poharat forr6 vizfiirdébe, és tartsuk ott harminc percig vagy szitkség esetén tovabb, az
esetlegesen jelen 1év8 Gsszes keményits teljes hidrolizise érdekében. Még meleg édllapotban szirjik at egy
hamumentes sz(irén, és mossuk a szdrét 50 ml meleg vizben (lisd az Eszrevételek 7. pontjat). Helyezzitk a
maradékanyagot tartalmazé sz(irét hamvasztotégelybe, szdritsuk ki, és hamvasszuk legaldbb 550 °C és
legfeljebb 700 °C hémérsékleten. 75 ml sésav (3.1. pont) felhaszndldsdval helyezzitk a hamut egy
250-400 ml-es f{6z6poharba; kovessiik az 5.1. pont masodik albekezdésében leirtakat.

Az eredmények kiszdmitdsa

A maradék tomegét a tiratomeg kivondsaval szdmoljuk ki. Az eredményt a minta szdzalékdban fejezziik ki.
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HU

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.1.

3.6.2.

3.7.

Eszrevételek

Ha a sz{irés problémdsnak bizonyul, kezdjiik tjra az analizist igy, hogy az 50 ml sésavat (3.1. pont) 50 ml
20 %-os (w|v) triklor-ecetsavval (3.2. pont) helyettesitjitk, és a sz(ir6t 1 %-os meleg triklor-ecetsavban
oldatban (3.3. pont) mossuk.

N. AZ OSSZES FOSZFOR MEGHATAROZASA

Az osszes foszfort az aldbbiak szerint kell meghatdrozni:

- a »Takarmanyok. Mintavételi és elemzési modszerek. A kalcium-, ntrium-, foszfor-, magnézium-,
kélium-, vas-, cink-, réz-, mangan-, kobalt-, molibdén- és 6lomtartalom meghatdrozasa ICP-AES-sel«
cim( EN 15510 szabvanyban el6irt analitikai médszerrel, vagy

- a »Takarmanyok. Mintavételi és elemzési modszerek. A kalcium-, natrium-, foszfor-, magnézium-,
kélium-, kén-, vas-, cink-, réz-, mangdn- és kobalttartalom meghatdrozasa ICP-AES-sel, nyomds alatti
feltdrds utdn« cim@ EN 15621 szabvanyban el6irt analitikai médszerrel, vagy

- az alabbiakban leirt fotometrids eljdrassal.

FOTOMETRIAS ELJARASSAL

Cél és alkalmazasi teriilet

Ez a m6dszer lehetGvé teszi a takarmdnyok osszes foszfortartalmanak meghatdrozdsat. Killonosen alkalmas az
alacsony foszfortartalmi termékek elemzésére. Bizonyos esetekben (foszforban gazdag termékeknél)
gravimetrids médszert hasznalhatunk.

Vizsgilati alapelv

A mintat szdraz égetéssel (szerves takarmdnyok esetén) vagy savas feltdrdssal (dsvanyi vegyiiletek és folyékony
takarmdnyok esetén) mineralizdljuk, és savas oldatba helyezzitk. Az oldatot molibdén-vanadat reagenssel
kezeljiik. Az igy keletkezd sdrga oldat optikai stirtiségét 430 nm-nél mérjik egy spektrofotométeren.

Reagensek

Kalcium-karbonat.

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

Salétromsav, p,o = 1,38-1,42 g/ml.

Kénsav, pyo = 1,84 g/ml.

Molibdén-vanadat reagens: 1 literes mér6lombikban keverjiink 6ssze 200 ml ammonium-heptamolibdat-
oldatot (3.6.1. pont), 200 ml amménium-monovanadat-oldatot (3.6.2. pont) és 134 ml salétromsavat (3.4.
pont). Toltsiik fel vizzel térfogatra.

Ammoénium-heptamolibddt-oldat: oldjunk fel forré vizben 100 g ammoénium-heptamolibdatot, (NH,)
6Mo0,0,4.4H,0. Adjunk hozzd 10 ml amméniat (d: 0,91 g/ml), és toltsiik fel vizzel 1 literre.

Amméniurp—monovanadétoldat: oldjunk fel 400 ml forré vizben 2,35 g ammoénium-monovanadatot,
NH,VO;. Alland6 keverés kozben, lassan adjunk hozzd 20 ml higitott salétromsavat (7 ml HNO; (3.4.
pont) + 13 ml H,0), és toltsiik fel vizzel 1 literre.

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

4.1. Kvarc, porceldn vagy platina hamvasztotégelyek.

4.7. Elektromos tokos kemence, 550 °C-ra beéllitott termosztattal.

4.3. 250 ml-es Kjeldahl-lombik.

4.4. Mérslombikok és precizids pipettak.

4.5. Spektrofotométer.

4.6. Kb. 16 mm dtmér6jii kémcsovek, 14,5 mm dtmérdjtire keskenyedd dugdval; tirtartalom: 25-30 ml.
5. A vizsgilat médja

5.1. Oldatkészités

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

5.1.1. Altaldnos médszer

Mérjiink le kb. 1 g-ot vagy valamivel tobbet a mintdbdl, 1 mg pontossaggal. Tegyiik a vizsgélati mintat egy
Kjeldahl-lombikba és adjunk hozzd 20 ml kénsavat (3.5. pont), razzuk Ossze, hogy az anyag teljesen
telitédjon a savval és ne tapadjon semmi a lombik oldaldra, hevitsiik és tartsuk forrdsponton 10 percen at.
Hagyjuk kissé lehiilni, adjunk hozza 2 ml salétromsavat (3.4. pont), lassan hevitsiik, majd hagyjuk tjra kissé
lehdlni, ezt kovetSen adjunk hozzd kevés salétromsavat (3.4. pont), és forraljuk fel tjra. Addig ismételjiik ezt
a miveletet, amig szintelen oldatot nem kapunk. Hagyjuk hdlni, adjunk hozzd egy kevés vizet, majd
dekantaljuk a folyadékot egy 500 ml-es mér6lombikba, és oblitsiik ki a Kjeldahl-lombikot forrd vizzel.
Hagyjuk hilni, toltsiik fel vizzel térfogatra, homogenizaljuk, és sztrjik.

5.1.2. Szerves anyagokat tartalmazd, kalcium- és magnézium-dihidrogén-foszfatokt6él mentes
mintdk

Mérjiink kb. 2,5 g-ot a mintdbdl 1 mg pontossidggal egy hamvasztotégelybe. Keverjitk 0ssze a vizsgélati mintat
1 g kalcium-karbondttal (3.1. pont), amig teljesen egynemivé nem vilik. Hamvasszuk a szdritdszekrényben
550 °C-on, amig fehér vagy sziirke hamut nem kapunk (egy kis szénmaradviny nem szdmit). Tegyik a
hamut egy 250 ml-es f6z8pohdrba. Adjunk hozzd 20 ml vizet és sésavat (3.2. pont), amig a pezsgés meg
nem sz(inik. Adjunk hozzd még 10 ml sdsavat (3.2. pont). Tegyiik a f6z6poharat homokfiirdbe és hagyjuk
teljesen elpdrologni, hogy a kvarc szdrazzd és oldhatatlannd véljon. Oldjuk fel a maradékot 10 ml
salétromsavban (3.3. pont), és forraljuk a homokfiird6ben vagy f6z6lapon 5 percen dt anélkiil, hogy teljesen
beszéritandnk. Dekantdljuk a folyadékot egy 500 ml-es mér8lombikba, majd 6blitsik ki a f6z8poharat
néhdnyszor forr6 vizzel. Hagyjuk hiilni, toltsiik fel vizzel térfogatra, homogenizéljuk, és sztrjiik.

5.2. Elszinezdés kialakuldsa és az optikai siirdiség mérése

Higitsuk az 5.1.1. vagy az 5.1.2. pont szerint nyert sz(irlet aliquot részét tigy, hogy 40 pg/ml-nél nem nagyobb
foszforkoncentrdciot kapjunk. Tegyiink 10 ml-t ebbdl az oldatbdl kémcsSbe (4.6. pont), és adjunk hozzd
10 ml molibdén-vanadat reagenst (3.6. pont). Homogenizédljuk és hagyjuk allni legaldbb 10 percen 4t
20 °C-on. Mérjitk meg az optikai strtiséget 430 nm-nél spektrofotométeren egy olyan oldattal szemben,
amelyet tigy nyertiink, hogy 10 ml molibdén-vanadat reagenst (3.6. pont) adtunk 10 ml vizhez.

5.3. Kalibrdcids gorbe

A standardoldatbdl (3.7. pont) készitsiink egyenként 5, 10, 20, 30 és 40 pg/ml foszfort tartalmazé oldatokat.
Vegyiink 10 ml-t ezekbdl az oldatokbdl, és adjunk hozzd mindegyikhez 10 ml molibdén-vanadat reagenst
(3.6. pont). Homogenizdljuk és hagyjuk éllni legaldbb 10 percen dt 20 °C-on. Mérjiik meg az optikai
stiriséget az 5.2. pontban leirt médon. Szerkessziik meg a kalibracios gorbét gy, hogy az optikai stirtiséget a
megfeleld foszformennyiség fiiggvényében dbrdzoljuk. A 0 és 40 pg/ml kozotti koncentrdcidk esetében a
gorbe linedris lesz.

6. Az eredmények kiszdmitdsa

A vizsgélati minta foszfortartalmat a kalibrdciés gorbe segitségével hatdrozzuk meg.
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HU

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

5.1.

5.1.1.

Az eredményt a minta szdzalékdban fejezziik ki.

Ismételhetdség

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

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

0. A KLORIDOKBOL SZARMAZO KLOR MEGHATAROZASA

Cél és alkalmazasi teriilet

Ez a médszer lehetGvé teszi a vizben oldhaté kloridokban taldlhatd, hagyomanyosan natrium-kloridban
kifejezett klér mennyiségének meghatdrozdsit. A médszer minden takarmdny esetében alkalmazhato.

Vizsgilati alapelv

A kloridokat vizben oldjuk. Ha a termék szerves anyagot tartalmaz, tisztitjuk. Az oldatot salétromsavval
enyhén savasitjuk, és a kloridokat eziist-klorid formdjdban csapjuk ki eziist-nitrat-oldat felhaszndldsdval. Az
eziist-nitrdt felesleget ammonium-tiociandt oldattal, a Volhard-mddszer szerint titrljuk.

Reagensek

0,1 mol/liter koncentraciéji ammonium-tiociandt-oldat.
0,1 mol/liter koncentracidjii eziist-nitrat-oldat.

Telitett ammonium-vasszulfat-oldat (NH,)Fe(SO,),.
Salétromsav, stirtiség: 1,38 g/ml.

Dietiléter.

Aceton.

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

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

Klorid-mentes, azokat nem abszorbedl aktiv szén.

Eszkézok

Billen6dobos kever8gép: kb. 35-40 fordulatszam/perc teljesitménnyel.
A vizsgélat médja

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

Ezzel egy id6ben végezziink vakprébdt az analizdlandé minta kihagydsaval.

Szerves anyagtdl mentes mintdk

Mg-os pontossdggal mérjiink le a mintdbdl legfeljebb 10 g-ot, amely legfeljebb 3 g klort tartalmaz kloridok
formdjdban. 400 ml vizzel helyezziik egy 500 ml-es mér6lombikba kb. 20 °C-on. Keverjiik harminc percig a
keverdgépen, toltsiik fel térfogatra, homogenizdljuk, és sziirjiik.
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5.2.

7.1.

7.2.

7.3.

Szerves anyagot tartalmaz6 mintdk, az 5.1.3. pontban felsorolt termékek kivételével

Mérjiink le a mintdb6l 5 g-ot mg-os pontossdggal, és 1 g aktiv szénnel egyiitt helyezziik egy 500 ml-es
mérShengerbe. Adjunk hozzd 400 ml, kériilbelill 20 °C-os vizet és 5 ml Carrez I oldatot (3.7. pont),
keverjitk 30 mdsodpercig, majd adjunk hozzd 5 ml Carrez II. oldatot (3.8. pont). Keverjikk harminc percig a
kever8gépen, toltsik fel térfogatra, homogenizaljuk, és sziirjiik.

F6zott takarmdnyok, lenpogdcsdk és lenliszt, lenlisztben gazdag termékek, valamint mds,
nydkban és kolloid anyagokban (példdul dextrindlt keményit6ben) gazdag termékek

Készitsiik el az oldatot az 5.1.2. pontban foglaltak szerint, de ne szfirjitkk. Dekantdljuk (ha sziikséges,
centrifugdljuk), vegyiink el 100 ml-t a feliliiszé folyadékbol, és ontsiik dt egy 200 ml-es mérélombikba.
Keverjiik 0ssze acetonnal (3.6. pont), és toltsiik fel térfogatra ezzel az oldészerrel, homogenizéljuk, és szfirjiik.

Titrdlds

Pipettdzzunk egy Erlenmeyer-lombikba 25-100 ml-t (a feltételezett klortartalom szerint) a sziirletbdl, amelyet
az 5.1.1, az 5.1.2. vagy az 5.1.3. pontban foglaltak szerint nyertiink. Az aliquot rész nem tartalmazhat
150 mg-ndl tobb klért (Cl). Szitkség szerint higitsuk vizzel, legaldbb 50 ml-ig, adjunk hozzd 5 ml
salétromsavat (3.4. pont), 2 ml telitett ammonium-vasszulfit-oldatot (3.3. pont) és két csepp ammonium-
tiociandt-oldatot (3.1. pont) egy nulla jelig toltott biiretta segitségével. Biiretta segitségével helyezziik at az
eziist-nitrdt oldatot (3.2. pont) ugy, hogy 5 ml-nyi t6bbletet kapjunk. Adjunk hozzd 5 ml dietilétert (3.5.

pont), és razzuk fel erésen, a csapadék koagulaldsdig. Titrdljuk az eziist-nitrdt tobbletet az amménium-
tiocianat oldattal (3.1. pont), amig egy percen ét tartd vorosesbarna szindrnyalatot nem kapunk.

Az eredmények kiszdmitdsa
A natriumklorid szdzalékdban kifejezett klér mennyiségét (X) a kovetkezd képlet segitségével szamithatjuk ki:

5,845 x (V] ~ V)
m

X =
ahol:

V, = a hozzdadott, 0,1 mol/liter koncentracidjii eziist-nitrt oldat mennyisége, ml-ben
V, = a titrdldshoz hasznalt, 0,1 mol/liter koncentrdciéji ammonium-tiociandt oldat mennyisége, ml-ben.

m= a minta tomege az aliquotban g-ban kifejezve.

sz

ezt az értéket a (V, — V,) mennyiségbdl.
Eszrevételek
A titrdlast potenciometrids vagy amperometrids modszerrel is el lehet végezni.

Olajban és zsirban rendkiviil gazdag termékek esetében elGszor dietiléterrel vagy petroléterrel végezziink
zsirtalanitdst.

Halliszt esetében a titrdlds Mohr-moédszerrel is végezhetd.”
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.1.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.

IV. MELLEKLET

V. MELLEKLET

ANALITIKAI MODSZEREK A TAKARMANYOKBAN LEVO ENGEDELYEZETT ADALEKANYAGOK

SZINTJENEK ELLENORZESERE

A. Az A-vitamin meghatdrozdsa
Az A-vitamint az aldbbiak szerint kell meghatdrozni:

- a »Takarmdnyok. Mintavételi és elemzési modszerek. Az A-, E- és D-vitamin-tartalom
meghatdrozdsa (). Szildrd fdzist extrakci6s (SPE-) tisztitds és nagy hatékonysdgu folyadékkroma-
tografids (HPLC-) mddszer« cimii EN 17547 szabvanyban el6irt analitikai modszerrel, vagy

- forditott fazisti, nagy teljesitmény( folyadékkromatografidval (RP-HPLC) UV vagy fluoreszcens
detektor hasznélatdval, az aldbbi 1-9. pontban leirtak szerint.

Cél és alkalmazaisi teriilet

Ez a modszer lehet6vé teszi a takarmdnyok A-vitamin- (retinol-) tartalmdnak meghatdrozdsit. Az
A-vitamin magdban foglalja az ezzel a mddszerrel meghatdrozdsra keriil§ all-transz-retinil-alkoholt és
annak cisz-izomerjeit. Az A-vitamin-tartalmat nemzetkozi egység (NE)/kg-ban fejezziik ki. Egy NE 0,300
pg all-transz-A-vitamin-alkohol, 0,344 pg all-transz-A-vitamin-acetdt vagy 0,550 pg all-transz-A-vitamin-
palmitat aktivitdsinak felel meg.

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

Vizsgilati alapelv

A mintat etanolos kdlium-hidroxid oldattal hidrolizdljuk, és az A-vitamint petroléterrel extrahdljuk. Az
oldészert bepdrldssal eltdvolitjuk, a maradékot metanolban oldjuk, és — sziikség esetén — a kivant
koncentrciéra higitjuk. Az A-vitamin-tartalmat forditott fazisi, nagy teljesitmény(i folyadék-
kromatogréfidval (RP-HPLC) hatdrozzuk meg, UV- vagy fluoreszcens detektor alkalmazdsival. A
kromatografids paramétereket tigy vélasszuk meg, hogy az all-transz-A-vitamin-alkohol és annak cisz-
izomerjei ne valjanak szét.

Reagensek

Etanol, 0 =96 %

Petroléter, forrdsponttartomany: 40-60 °C

Metil-alkohol

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

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

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

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

2-propanol

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

Nitrogén, oxigénmentes

(") Az e melléklet A. részében az A-vitamin meghatdrozdsdra és az e melléklet B. részében az E-vitamin meghatdrozdsdra leirt médszer
helyett az EN 17547 szabvanyban el6irt analitikai modszer a hat6sagi ellendrzés céljara alkalmazhaté alternativ médszernek mindsiil.
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3.11. All-transz-A-vitamin-acetdt, fokozott tisztasagu, igazolt aktivitdsd, pl. 2,80 x 106 NE/g

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

3.12. All-transz-A-vitamin-palmitdt, fokozott tisztasdgu, igazolt aktivitdsu, pl. 1,80 x 106 NE/g

3.12.1. All-transz-A-vitamin-palmitat torzsoldat: mérjiink be 0,1 mg pontossiggal 80 mg A-vitamin-palmitatot
(3.12. pont) egy 100 ml-es mérSlombikba. Oldjuk fel 2-propanolban (3.8. pont), majd toltsiik fel jelig
ugyanazzal az olddszerrel. Ennek az oldatnak a névleges koncentracidja 1 400 NE A-vitamin/ml. A pontos
tartalmat az 5.6.3.2. pont szerint kell meghatdrozni.

3.13. 2,6-Di-terc-butil-4-metilfenol (BHT) (ldsd az Eszrevételek 7.5. pontjat)

4. Eszkozok

4.1. Rotdciés vakuumbepdrld

4.2. Barna iivegedények

4.2.1. 500 ml-es, lapos fenekd vagy Erlenmeyer-lombikok, csiszolt tivegnyakkal

4.2.2. Csiszolt tivegdugds, vékony nyakd, 10, 25, 100 és 500 ml-es mérSlombikok

4.2.3. 1 000 ml-es, kiipos vélasztotolesérek, csiszolt iivegdugdval

4.2.4. 250 ml-es, korte alakii lombikok, csiszolt iivegnyakkal

4.3. Allihn-féle hiitd, kopeny hossza 300 mm, csiszolt tivegcsatlakozéval, adapteres gdzadagold csével

4.4, Redds sziirGpapir a fazisok szétvalasztasahoz, 185 mm atmérdj (pl. Schleicher & Schuell 597 HY 1/2)
4.5. HPLC-berendezés, befecskendezd rendszerrel

4.5.1. Folyadékkromatografids oszlop, 250 mm x 4 mm, Cyg, 5 vagy 10 pm toltet vagy azzal egyenértéki

berendezés (teljesitménykritérium: az alkalmazott HPLC paraméterek mellett az dsszes retinol-izomer csak
egyetlen csticsot adjon)

4.5.2. Allithat6 hullimhossztsigii UV- vagy fluoreszcens detektor,

4.6. Spektrofotométer 10 mm-es kvarckiivettikkal

4.7. Vizfiirdd, magneses keverGvel

4.8. Extrahdlokésziilék (lasd az 1. brét), amely az aldbbiakbdl 4ll:

4.8.1. 11 térfogatt tiveghenger, csiszolt ivegnyakkal és -dugéval

4.8.2. Oldaliranyti bevezetSesdvel és llithato, a feltét kozepén dthaladd csével elldtott, csiszolt tivegbdl késziilt

feltét. Az dllithaté csének U alakii als6 véggel, az ellenkezd oldalon pedig favokaval kell rendelkeznie, hogy
a hengerben levé fels6 folyadékréteg dtvihetd legyen a vélasztétolesérbe.
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5.1.

5.2.

5.3.

A vizsgdlat médja

Megjegyzés: Az A-vitamin (UV-) fényre és oxidaciora érzékeny. Minden mtiveletet fényt6l elzdrva (barna

iivegedényekben vagy aluminiumfélidba tekert iivegedényekben), és oxigén kizdrdsdval
(nitrogéndramban) kell végezni. Az extrahdlds sordn a folyadék feletti levegdt nitrogénnel kell
eltavolitani (a dugd idGszakonkénti meglazitdsaval keriiljitk el a tdlzottan nagy nyomds
kialakuldsat).

A minta el6készitése

Ugyelve a h6képz6dés elkeriilésére, 6roljiik a mintat annyira, hogy az dtjusson egy 1 mm-es szemnagysaga
szitdn. Az Grlést kozvetlenill a silymérés és a szappanositds el6tt kell végezni, killonben A-vitamin-
veszteség 1éphet fel. Ne roljitk a mintd(ka)t, ha megfelel§ a szemcsenagysag eloszlasa (pl. el6keverékek és
takarmdny-adalékanyagok).

Szappanositds

Az A-vitamin-tartalomtdl figgéen mérjiink be 1 mg pontossdggal 2-25 g mintit egy 500 ml-es, lapos
fenekd vagy Erlenmeyer-lombikba (4.2.1. pont). Alacsony koncentraciok esetében a minta stlya novelhetd
annak érdekében, hogy elegendd szemcse legyen a vizsgdlati adagban. Keverés kozben adjunk hozza
egymdst kovetden 130 ml etanolt (3.1. pont), koriilbeliil 100 mg BHT-t (3,13. pont), 2 ml ndtrium-
aszkorbat-oldatot (3.5. pont) és 2 ml natrium-szulfid-oldatot (3.6. pont). Illessziink a lombikhoz hiitét
(4.3. pont), és meritsitk magneses keverGvel felszerelt vizfiirdébe (4.7. pont). Hevitsiik forrdsig a lombik
tartalmat, majd hagyjuk visszacsepegni ot percig. Ezutdn a htit6n keresztiil (4.3. pont) adjunk hozza 25 ml
kélium-hidroxid-oldatot (3.4. pont), és hagyjuk visszacsepegni Gjabb 25 percig, lassii nitrogéndramban
torténd keverés kozben. Ezt kovetSen kb. 20 ml vizzel oblitsiik a hiitét, és hitsiik le a lombik tartalmat
szobahSmérsékletiire.

Extrahdlds

250 ml vizzel torténd atoblitéssel dekantdljuk a szappanositdsi oldatot teljes mennyiségében egy
1000 ml-es vélasztotolcsérbe (4.2.3. pont) vagy az extrahdlokésziilékbe (4.8. pont). Oblitsiik a
szappanositishoz hasznalt lombikot egymdst kovetSen 25 ml etanollal (3.1. pont) és 100 ml petroléterrel
(3.2. pont), majd az 6blit6 oldészereket toltsik a vélasztotolesérbe vagy az extrahdlokésziilékbe. Az
egyesitett oldatokban a viz és az etanol ardnya koriilbeliil 2:1 legyen. Rdzassuk erdteljesen két percig, majd
két percen 4t hagyjuk tilepedni.

Extrahdlds vdlasztotolesérrel (4.2.3. pont)

Amikor a rétegek mar elkiiloniiltek (l4sd az Eszrevételek 7.3. pontjdt), vigyiik 4t a petroléterréteget egy
mésik valasztotolesérbe (4.2.3. pont). Az extrahdldst ismételjiik meg kétszer 100 ml petroléterrel (3.2.
pont), kétszer pedig 50 ml petroléterrel (3.2. pont).

Az egyesitett kivonatokat a valasztotolesérben mossuk kétszer 100-100 ml vizadaggal, lasst keverés
kozben (az emulzioképz8dés megakadalyozdsa céljabol), majd tobbszori razatds kozben tovabbi 100 ml-es
vizadagokkal egészen addig, amig a viz, fenolftaleinoldat (3.7. pont) hozzdadasit kovetGen szintelen nem
marad (négyszeri mosds rendszerint elegendd). A szuszpendalt viz eltavolitdsa céljabol, a mosott kivonatot
szlirjik 4t a fazisok elkiilonitésére szolgdld szdraz, redSs szlirGpapiron (4.4. pont) egy 500 ml-es
mérdlombikba (4.2.2. pont). A vélasztotolesért és a sziirSt oblitsiik 50 ml petroléterrel (3.2. pont), toltsitk
fel jelig petroléterrel (3.2. pont), és a tartalmat alaposan keverjiik ossze.

Extrahdlds extrahdlékészulékkel (4.8. pont)

Amikor a rétegek szétvaltak (ldsd az Eszrevételek 7.3. pontjdt), helyezzitk az iiveghenger (4.8.1. pont)
dugéja helyére a csiszolt tivegfeltétet (4.8.2. pont), és helyezziik az éllithat6 cs6 U alakd, alsé végét ugy,
hogy az éppen a rétegek taldlkozdsi feliilete felett legyen. Egy nitrogénvezetékbdl nyomadst gyakorolva az
oldalcsére, vigyiik 4t a fels§ petroléterréteget egy 1 000 ml-es vélaszt6tolesérbe (4.2.3. pont). Mérjiink
100 ml petrolétert (3.2. pont) az iiveghengerbe, helyezziik vissza dugdt, és alaposan razzuk 6ssze. Hagyjuk
szétvalni a rétegeket, majd a felsd réteget vigyik at a vdlasztotolesérbe az eldbbiekben ismertetett médon.
Ismételjiik meg az extrahaldsi mveletet tovabbi 100 ml petroléterrel (3.2. pont), majd kétszer 50 ml
petroléterrel (3.2. pont), és vigyiik 4t a petroléterrétegeket a vélasztotolesérbe.

Mossuk az egyesitett petroléterkivonatokat az 5.3.1. pontban leirt médon, majd folytassuk a mtiveletet az
emlitett pontban leirtak szerint.
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5.4. A mintaoldat elkészitése a HPLC-hez

Pipettdzzuk a petroléteroldat aliquot részét (5.3.1. vagy 5.3.2. pont) egy 250 ml-es, korte alaka lombikba
(4.2.4. pont). Az olddszert paroljuk még éppen nedves dllapotira a rotaci6s beparlokésziiléken (4.1. pont),
csokkentett nyomdson, legfeljebb 40 °C-os vizfiird6ben. Nitrogén (3.10. pont) bejuttatdsaval allitsuk vissza
az atmoszferikus nyomadst, és vegyik le a lombikot a roticiés beparlokésziilékrsl. Nitrogén
bedramoltatdsaval (3.10. pont) tavolitsuk el a maradék olddszert, és a maradékot azonnal oldjuk fel ismert
térfogatti (10-100 ml) metil-alkoholban (3.3. pont) (az A-vitamin koncentracidjanak 5 NE/ml és 30 NE/ml
kozott kell lennie).

5.5. Meghatdrozds HPLC-vel

Az A-vitamin elvalasztdsa forditott fazisti C,3 oszlopon (4.5.1. pont) torténik, koncentrdcidjit pedig
UV-detektor (325 nm) vagy fluoreszcens detektor (gerjesztés: 325 nm, emisszid: 475 nm) (4.5.2. pont)
segitségével mérjiik.

Fecskendezziink be az 5.4. pont szerint nyert metil-alkoholos oldatbdl egy aliquot részt (pl. 20 pl), és
eludljuk a mozgéfazissal (3.9. pont). Ugyanabb6l a mintaoldatbdl tobbszori befecskendezés utdn
szamitsuk ki a mintaoldathoz tartozé dtlagos csicsmagassagot (teriiletet), valamint a kalibrdl6oldatbdl
(5.6.2. pont) tobbszori befecskendezés utdn szdmitsuk ki a kalibrdléoldathoz tartozé dtlagos
csticsmagassagokat (tertileteket).

HPLC paraméterek

Az aldbbi vizsgdlati feltételek Gtmutatdsként szolgdlnak, ettdl eltérd feltételeket is lehet hasznalni, feltéve,
hogy ezzel egyenértéki eredményt adnak.

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

Mozgéfizis (3.9. pont): metil-alkohol (3.3. pont) és viz keveréke, pl. 980 + 20 (v + v).
Ataramlési sebesség: 1-2 ml/perc

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

325 nm/emisszio: 475 nm)

5.6. Kalibrdlds

5.6.1. A standard munkaoldatok elkészitése

Pipettdzzunk az A-vitamin-acetdt torzsoldatbdl (3.11.1. pont) 20 ml-t vagy az A-vitamin-palmitdt
torzsoldatbol (3.12.1. pont) 20 ml-t egy 500 ml-es, lapos fenekii vagy Erlenmeyer-lombikba (4.2.1. pont),
és hidrolizdljuk az 5.2. pontban leirt médon, de BHT hozzdaddsa nélkiil. Ezt kovetSen extrahdljuk
petroléterrel (3.2. pont) az 5.3. pont szerint, és toltsitk fel 500 ml-re petroléterrel (3.2. pont). Ebbél a
kivonatbél 100 ml-t paroljunk még éppen nedves allapotig a rotdci6s beparlékésziiléken (ldsd 5.4. pont),
nitrogéndramoltatdssal tavolitsuk el a maradék oldészert (3.10. pont), majd oldjuk a maradékot 10,0 ml
metil-alkoholban (3.3. pont). Ennek az oldatnak a névleges koncentriciéja 560 NE A-vitamin/ml. A
pontos A-vitamin-tartalmat az 5.6.3.3. pont szerint kell meghatdrozni. A standard munkaoldatot
felhasznalds el6tt frissen kell elkésziteni.

Ebbdl a standard munkaoldatbdl 2,0 ml-t pipettdzzunk egy 20 ml-es mérglombikba, majd toltsiik azt fel
jelig metil-alkohollal (3.3. pont), és keverjiik ossze. E higitott standard munkaoldat névleges koncentrécidja
56 NE A-vitamin/ml.

5.6.2. A kalibrdléoldatok és a kalibrdciés gorbe elkészitése

A higitott standard munkaoldatbdl vigyiink t 1,0, 2,0, 5,0 és 10,0 ml-t 20 ml-es mér8lombikokba, toltsiik
fel a lombikokat jelig metil-alkohollal (3.3. pont), és keverjiik 6ssze a tartalmukat. Ezeknek az oldatoknak a
névleges koncentrécidja 2,8, 5,6, 14,0 és 28,0 NE A-vitamin/ml.

Minden kalibrdléoldatbdl fecskendezziink be 20 pl-t tobb alkalommal, és hatdrozzuk meg az atlagos
cstcsmagassagokat (teriileteket). Figyelembe véve az UV-ellendrzés (5.6.3.3. pont) eredményeit, az dtlagos
csticsmagassagok (teriiletek) alapjn szerkessziik meg a kalibraci6s gorbét.
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5.6.3.

5.6.3.1.

5.6.3.2.

5.6.3.3.

A standardoldatok UV hitelesitése

A-vitamin-acetat torzsoldat

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

Az A-vitamin-tartalom kiszdmitdsa:
A —vitamin NE/ml = E,,; x 19,0
(E;% az A — vitamin — acetat esetében = 1530, 326 nm —nél 2 — propanolban)

A-vitamin-palmitdt torzsoldat

Pipettdzzunk az A-vitamin-palmitdt torzsoldatbdl (3.12.1. pont) 2,0 ml-t egy 50 ml-es mér8lombikba
(4.2.2. pont), és a lombikot toltsiik fel jelig 2-propanollal (3.8. pont). Ennek az oldatnak a névleges
koncentracidja 56 NE A-vitamin/ml. Ebbél a higitott A-vitamin-palmitat oldatbdl pipettdzzunk 3,0 ml-t
egy 25 ml-es mérSlombikba, és a lombikot toltsiik fel jelig 2-propanollal (3.8. pont). Ennek az oldatnak a
névleges koncentrdciéja 6,72 NE A-vitamin/ml. Mérjik meg ennek az oldatnak az UV-spektrumat
spektrofotométeren (4.6. pont) 2-propanollal (3.8. pont) szemben, 300 nm és 400 nm kozott. Az
extinkcié maximalis értékének 325 nm és 327 nm kozott kell lennie.

Az A-vitamin-tartalom kiszdmit4sa:
A —vitamin NE/ml = E,,; x 19,0

(E!" az A —vitamin — palmitat esetében = 957, 326 nm — nél 2 — propanolban)

1cm

A-vitamin standard munkaoldat

Pipettdzzunk az 5.6.1. pont szerint elkészitett, higitatlan A-vitamin standard munkaoldatbél 3,0 ml-t egy
50 ml-es mér6lombikba (4.2.2. pont), és a lombikot toltsiik fel jelig 2-propanollal (3.8. pont). Ebbél az
oldatbdl pipettdzzunk 5,0 ml-t egy 25 ml-es mér8lombikba, és a lombikot toltsiik fel jelig 2-propanollal
(3.8. pont). Ennek az oldatnak a névleges koncentricidja 6,72 NE A-vitamin/ml. Mérjik meg ennek az
oldatnak az UV-spektrumdt spektrofotométeren (4.6. pont) 2-propanollal (3.8. pont) szemben, 300 nm
és 400 nm kozott. Az extinkcié maximalis értékének 325 nm és 327 nm kozott kell lennie.

Az A-vitamin-tartalom kiszdmit4sa:
A —vitamin NE/ml = E,,; x 18,30

(E!" az A — vitamin — alkohol esetében = 1821, 325 nm — nél 2 — propanolban)

1cm

Az eredmények kiszdmitdsa

A mintaoldat A-vitamin csticsainak 4tlagos magassdgab6l (teriiletébdl) hatdrozzuk meg a mintaoldat
koncentraciéjat NE/ml-ben, a kalibracios gorbét (5.6.2. pont) haszndlva.

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

500 x ¢ X Vi x 1000

ahol:
c= va mintaoldat (5.4. pont) A-vitamin-koncentraci6ja, NE/ml-ben
V.= a mintaoldat (5.4. pont) térfogata, ml-ben
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7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

7.6.

7.7.

7.8.

7.9.

V,= az 5.4. pont szerint vett aliquot rész térfogata, ml-ben
m= a vizsgdlati adag tomege g-ban
Eszrevételek

Alacsony A-vitamin-koncentrdcidji mintdk esetében a HPLC-meghatirozdshoz hasznos lehet két
szappanositas (kimért mennyiség: 25 g) petroléterkivonatait egy mintaoldatban egyesiteni.

Az analizdlashoz bemért minta nem tartalmazhat 2 g-ndl tobb zsirt.

Ha a fazisok nem vélnak szét, adjunk az elegyhez koriilbeliil 10 ml etanolt (3.1. pont) az emulzi6
megbontdsa céljabol.

Tékehalmdjolaj és mds tiszta zsirok esetében a szappanositdsi id6t 45-60 percre kell meghosszabbitani.
BHT helyett hidrokinon is hasznalhaté.

Normalfazisi oszlop haszndlata esetén a retinol-izomerek szétvalaszthatok. De ebben az esetben
valamennyi cisz- és transz-izomer csticsmagassagat (teriiletét) dsszesiteni kell a szamitdsokhoz.

Natrium-aszkorbdt-oldat helyett mintegy 150 mg aszkorbinsav is hasznalhaté.
Natrium-szulfid-oldat helyett mintegy 50 mg EDTA is haszndlhato.

A tejp6tlok A-vitamin tartalmdnak analizise esetében kiemelt figyelmet kell forditani a kovetkezSkre:

— szappanositskor (5.2. pont): a mintdban jelen 1év8 zsir mennyisége miatt szitkséges lehet a kdlium-
hidroxid oldat (3.4. pont) mennyiségének novelése,

— extrahalaskor (5.3. pont): az emulzidk jelenléte miatt szitkséges lehet a viz/etanol 2:1 ardny mddositasa.
Annak ellendrzése érdekében, hogy a hasznalt analitikai modszer megbizhaté eredményt ad-e az adott
matrixon (tejpotlo), visszanyerési probat kell végezni egy tovabbi vizsgdlati adagon. Ha a visszanyerés
80 % alatti, az analizis eredményét korrigdlni kell a visszanyeréssel.

Ismételhet3ség

Ugyanazon a mintdn végzett két parhuzamos meghatdrozas eredményének kiilonbsége nem haladhatja

meg a magasabb érték 15 %-at.

A korvizsgilat eredményei ()

El6keverékek ElGkeverék- Asvé?yi Fehérjetakar- Malactdp
takarmany koncentratumok many

L 13 12 13 12 13
n 48 45 47 46 49
atlag [NE/kg] 17,02 x 106 1,21 x 106 537100 151 800 18070
sr [NE/kg] 0,51 x 106 0,039 x 106 22080 12280 682
r [NE/kg] 1,43 x 106 0,109 x 106 61824 34384 1910
CVr [%] 3,0 3,5 4,1 81 3,8
sR [NE/kg] 1,36 x 106 0,069 x 106 46 300 23060 3614
R [NE/kg] 3,81 x 106 0,193 x 106 129 640 64568 10119

() A vizsgdlatot a Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA) takarmdny-

munkacsoportja végezte.
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B. Az E-vitamin meghatdrozdsa
Az E-vitamint az alabbiak szerint kell meghatdrozni:

- a »Takarmdnyok. Mintavételi és elemzési moddszerek. Az A-, E- és D-vitamin-tartalom
meghatarozasa (*). Szildrd fazist extrakcios (SPE-) tisztitds és nagy hatékonysdgu folyadékkroma-
tografids (HPLC-) médszer« cim@ EN 17547 szabvanyban el8irt analitikai modszerrel, vagy

- forditott fazisti, nagy teljesitmény( folyadékkromatografidval (RP-HPLC) UV vagy fluoreszcens
detektor hasznélatdval, az aldbbi 1-9. pontban leirtak szerint.

1. Cél és alkalmazaisi teriilet

Ez a modszer lehet6vé teszi a takarmdnyok E-vitamin- (retinol-) tartalmanak meghatdrozasit. Az
E-vitamin-tartalmat mg DL-a-tokoferol-acetdt/kg-ban fejezziik ki. Egy mg DL-a-tokoferol-acetdt 0,91 mg
DL-a-tokoferolnak (E-vitaminnak) felel meg.

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

2. Vizsgilati alapelv

A mintdt etanolos kdlium-hidroxid oldattal hidrolizdljuk, és az E-vitamint petroléterrel extrahdljuk. Az
oldészert bepdrléssal eltdvolitjuk, a maradékot metanolban oldjuk, és — sziikség esetén — a kivant
koncentraciéra higitjuk. Az E-vitamin-tartalmat forditott fdzisti, nagy teljesitmény(i folyadék-
kromatografiaval (RP-HPLC) hatdrozzuk meg, fluoreszcens vagy UV-detektor alkalmazasaval.

3. Reagensek

3.1. Etanol, 6 = 96 %

3.2 Petroléter, forrdsponttartomdny: 40-60 °C

3.3. Metil-alkohol

3.4, Kélium-hidroxid-oldat, ¢ = 50 g/100 ml

3.5. Nétrium-aszkorbdt-oldat, ¢ = 10 g/100 ml (ldsd az Eszrevételek 7.7. pontjt)

3.6. Nétrium-szulfid, Na,S - x H,O (x =7 -9)

3.6.1. Nétrium-szulfid-oldat, ¢ = 0,5 mol/l glicerinben, p = 120 g/l (x = 9-nél) (ldsd az Eszrevételek 7.8. pontjdt)
3.7. Fenolftaleinoldat, ¢ = 2 g/100 ml etanolban (3.1. pont)

3.8. Mozgéfizis a HPLC-hez: metil-alkohol (3.3. pont) és viz keveréke, pl. 980 + 20 (v + v). A pontos ardnyt az

alkalmazott oszlop tulajdonsagai hatdrozzak meg.

3.9. Nitrogén, oxigénmentes
3.10. DL-a-tokoferol-acetdt, fokozottan tiszta, igazolt aktivitdsa
3.10.1. DL-a-tokoferol-acetdt torzsoldat: mérjiink be 0,1 mg-os pontossiggal 100 mg DL-a-tokoferol-acetdtot

(3.10. pont) egy 100 ml-es mérSlombikba. Oldjuk fel etanolban (3.1. pont), majd toltsik fel jelig
ugyanezzel az olddszerrel. Ebb6l az oldatb6l 1 ml 1 mg DL-a-tokoferol-acetdtot tartalmaz. (Az
UV-ellendrzést ldsd az 5.6.1.3. pontban; a stabilizdlast ldsd az Eszrevételek 7.4. pontjdban.)

() Az e melléklet A. részében az A-vitamin meghatdrozdsdra és az e melléklet B. részében az E-vitamin meghatdrozdsdra leirt médszer
helyett az EN 17547 szabvanyban el6irt analitikai modszer a hat6sagi ellendrzés céljara alkalmazhaté alternativ médszernek mindsiil.
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3.11.1.

3.12.

4.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.8.1.

4.8.2.

5.1.

DL-a-tokoferol, fokozottan tiszta, igazolt aktivitdsa

DL-a-tocopherol torzsoldat: mérjiink be 0,1 mg-os pontossaggal 100 mg DL-a-tokoferolt (3.11. pont) egy
100 ml-es mér8lombikba. Oldjuk fel etanolban (3.1. pont), majd toltsiik fel jelig ugyanezzel az oldészerrel.
Ebbdl az oldatbél 1 ml 1 mg DL-a-tokoferolt tartalmaz. (Az UV-ellendrzést 1asd az 5.6.2.3. pontban; (Az
UV-ellen6rzést 1dsd az 5.6.1.3. pontban;

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

Eszkozok

Rotécids, vékonyfilmes beparl6

Barna iivegedények

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

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

1 000 ml-es, kiipos vélasztétolesérek, csiszolt iivegdugdval

250 ml-es, korte alakii lombikok, csiszolt iivegnyakkal

Allihn-féle hiitd, kopeny hossza 300 mm, csiszolt iivegcsatlakozéval, adapteres gdzadagold csGvel
Redds sziirGpapir a fazisok szétvalasztdsahoz, 185 mm atmérdjd (pl. Schleicher & Schuell 597 HY 1/2)
HPLC-berendezés, befecskendezd rendszerrel

Folyadék-kromatografids oszlop, 250 mm x 4 mm, Cyg 5 vagy 10 pm toltet vagy azzal egyenértékd
berendezés

Allithaté hullimhosszisagt, fluoreszcens- vagy UV-detektor
Spektrofotométer 10 mme-es kvarckiivettdkkal

Vizfirdd, magneses keverGvel

Extrahdlokésziilék (lasd az 1. brét), amely az aldbbiakbdl 4ll:
1 1 térfogatii tiveghenger, csiszolt tivegnyakkal és -dugéval

Oldaliranyti bevezetSesdvel és llithato, a feltét kozepén dthaladd csével elldtott, csiszolt tivegbdl késziilt
feltét. Az allithat6 cs6nek U alaka alsé véggel, az ellenkezd oldalon pedig fivékaval kell rendelkeznie, hogy
a hengerben levé felsd folyadékréteg dtvihets legyen a vélasztotolesérbe.

A vizsgilat médja

Megjegyzés: Az E-vitamin (UV-) fényre és oxidaciora érzékeny. Minden miiveletet fényt6l elzérva (barna
tivegedényekben vagy aluminiumfélidba tekert tivegedényekben), és oxigén kizdrdsaval
(nitrogéndramban) kell végezni. Az extrahdlds sordn a folyadék feletti leveg6t nitrogénnel
kell eltdvolitani (a dugé id8szakonkénti meglazitdsdval keriiljik el a tilzottan nagy
nyomads kialakuldsat).

A minta el6készitése

Ugyelve a hoképzdés elkeriilésére, 6roljiik a mintdt annyira, hogy az 4tjusson egy 1 mm-es szemnagysag
szitdn. Az Orlést kozvetleniil a stilymérés és a szappanositds el6tt kell végezni, killonben E-vitamin-
veszteség 1éphet fel.
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5.2. Szappanositds

Az E-vitamin-tartalomtdl fiiggéen mérjiink be 0,01 g pontossiggal 2-25 ¢ mintdt egy 500 ml-es, lapos
fenekd vagy Erlenmeyer-lombikba (4.2.1. pont). Keverés kozben adjunk hozzd egymast kovetden 130 ml
etanolt (3.1. pont), koriilbeliil 100 mg BHT-t (3.12. pont), 2 ml ndtrium-aszkorbét-oldatot (3.5. pont)
és 2 ml nédtrium-szulfid-oldatot (3.6. pont). Illesszitk a lombikhoz a hiitét (4.3. pont), és meritsiik a
mdgneses keverdvel felszerelt vizfiirdGbe (4.7. pont). Hevitsiik forrdsig a lombik tartalmat, majd hagyjuk
visszacsepegni Ot percig. Ezutdn a hiitén keresztil (4.3. pont) adjunk hozzd 25 ml kélium-hidroxid-oldatot
(3.4. pont), és hagyjuk visszacsepegni tjabb 25 percig, lassti nitrogéndramban torténd keverés kozben. Ezt
kovetSen kb. 20 ml vizzel 6blitsiik a hiit6t, és hiitsiik le a lombik tartalmdt szobah8mérséklettire.

5.3. Extrahdlds

250 ml vizzel torténd atoblitéssel dekantdljuk a szappanositdsi oldatot teljes mennyiségében egy
1000 ml-es vélasztotolcsérbe (4.2.3. pont) vagy az extrahdlokésziilékbe (4.8. pont). Oblitsik a
szappanositishoz hasznalt lombikot egymadst kovetSen 25 ml etanollal (3.1. pont) és 100 ml petroléterrel
(3.2. pont), majd az 6blit6 olddszereket toltsik a valasztotolesérbe vagy az extrahdlokészilékbe. Az
egyesitett oldatokban a viz és az etanol ardnya koriilbeliil 2:1 legyen. Rdzassuk erdteljesen két percig, majd
két percen 4t hagyjuk tilepedni.

5.3.1. Extrahdlds vdlasztotolesérrel (4.2.3. pont)

Amikor a rétegek mar elkiiloniiltek (ldsd az Eszrevételek 7.3. pontjdt), vigyiik 4t a petroléterréteget egy
mésik vélasztotolesérbe (4.2.3. pont). Az extrahdldst ismételjitk meg kétszer 100 ml petroléterrel (3.2.
pont), kétszer pedig 50 ml petroléterrel (3.2. pont).

Az egyesitett kivonatokat a valasztotolesérben mossuk kétszer 100-100 ml vizadaggal, lassi keverés
kozben (az emulzidképzEdés megakadalyozdsa céljabol), majd tobbszori razatds kozben tovabbi 100 ml-es
vizadagokkal egészen addig, amig a viz, fenolftaleinoldat (3.7. pont) hozzdaddsat kovetSen szintelen nem
marad (négyszeri mosds rendszerint elegendd). A szuszpendalt viz eltdvolitdsa céljabdl, a mosott kivonatot
szlirjik 4t a fazisok elkiilonitésére szolgald szdraz, redSs szlir6papiron (4.4. pont) egy 500 ml-es
mérdlombikba (4.2.2. pont). A vélasztotolesért és a sziirSt oblitsiik 50 ml petroléterrel (3.2. pont), toltsik
fel jelig petroléterrel (3.2. pont), és a tartalmat alaposan keverjiik ossze.

5.3.2. Extrahdlds extrahdlokésziilékkel (4.8. pont)

Amikor a rétegek szétvaltak (ldsd az Eszrevételek 7.3. pontjdt), helyezziik az iiveghenger (4.8.1. pont)
dugéja helyére a csiszolt iivegfeltétet (4.8.2. pont), és helyezziik az éllithat6 cs6 U alakd, alsé végét ugy,
hogy az éppen a rétegek taldlkozasi feliilete felett legyen. Egy nitrogénvezetékbdl nyomadst gyakorolva az
oldalcsére, vigyiik dt a fels§ petroléterréteget egy 1 000 ml-es vélaszt6tolesérbe (4.2.3. pont). Mérjiink
100 ml petrolétert (3.2. pont) az tiveghengerbe, helyezziik vissza dugdt, és alaposan razzuk 6ssze. Hagyjuk
szétvalni a rétegeket, majd a felsq réteget vigyik at a vdlasztotolesérbe az el6bbiekben ismertetett médon.
Ismételjiik meg az extrahaldsi mveletet tovabbi 100 ml petroléterrel (3.2. pont), majd kétszer 50 ml
petroléterrel (3.2. pont), és vigyiik 4t a petroléterrétegeket a vélasztotolesérbe.

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

5.4. A mintaoldat elkészitése a HPLC-hez

Pipettdzzuk a petroléteroldat aliquot részét (5.3.1. vagy 5.3.2. pont) egy 250 ml-es, korte alakd lombikba
(4.2.4. pont). Az oldészert paroljuk még éppen nedves allapotira a roticiés beparlokésziiléken (4.1. pont),
csokkentett nyomdson, legfeljebb 40 °C-os vizfiirddben. Nitrogén (3.9. pont) bejuttatdséval allitsuk vissza
az atmoszferikus nyomdst, és vegyiik le a lombikot a rotdcids bepdrlokésziilékrdl. Nitrogéndram (3.9.
pont) segitségével tavolitsuk el a maradék oldészert, és a maradékot azonnal oldjuk fel ismert térfogatii

sz

kell lennie).

5.5. Meghatdrozds HPLC-vel

Az E-vitamin elvélasztdsa forditott fazisti C,5 oszlopon (4.5.1. pont) torténik, koncentraci6jat fluoreszcens
detektor (gerjesztés: 295 nm, emisszid: 330 nm) vagy UV-detektor (292 nm) (4.5.2. pont) segitségével
mérjiik.
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5.6.

5.6.1.

5.6.1.1.

5.6.1.2.

5.6.1.3.

5.6.2.

5.6.2.1.

Fecskendezziink be az 5.4. pont szerint nyert metil-alkoholos oldatbdl egy aliquot részt (pl. 20 pl), és
eludljuk a mozgofazissal (3.8. pont). Ugyanabbdl a mintaoldatbdl tobbszor befecskendezve szamitsuk ki a
mintaoldathoz tartozé dtlagos csticsmagassagokat (teriileteket), valamint a kalibral6oldatokbdl (5.6.2.
pont) tobbszor befecskendezve a kalibrdléoldatokhoz tartozé dtlagos csiicsmagassagokat (teriileteket).

HPLC paraméterek

Az alabbi vizsgélati feltételek ttmutatdsként szolgdlnak, ettdl eltérd feltételeket is lehet hasznélni, feltéve,
hogy ezzel egyenértékdi eredményt adnak.

Folyadékkromatografids oszlop Cis, 250 mm x 4 mm, 5 vagy 10 pm-es toltettel, vagy ezzel

(4.5.1. pont): egyenértékd berendezés.

Mozg6fézis (3,8. pont): metil-alkohol (3.3. pont) és viz keveréke, pl. 980 + 20 (v + v).

Ataramlisi sebesség: 1-2 ml/perc

Detektor (4.5.2. pont) UV-detektor (gerjesztés: 295 nm/ emisszié: 330 nm) vagy
UV-detektor (292 nm)

Kalibrdlds (DL-a-tokoferol-acetdt vagy DL-a-tokoferol)
DL-a-tokoferol-acetdt standard

A standard munkaoldat elkészitése

Pipettdzzunk a DL-a-tokoferol-acetdt torzsoldatbdl (3.10.1. pont) 25 ml-t egy 500 ml-es, lapos fenekii vagy
Erlenmeyer-lombikba (4.2.1. pont), és hidrolizaljuk az 5.2. pontban leirt médon. Ezt kovetden extrahaljuk
petroléterrel (3.2. pont) az 5.3. pont szerint, és toltsik fel 500 ml-re petroléterrel. Ebbél a kivonatbél
25 ml-t paroljunk még éppen nedves allapotig a rotdci6s bepdrlokésziiléken (ldsd 5.4. pont), nitrogénara-
moltatdssal tdvolitsuk el a maradék olddszert (3.9. pont), majd oldjuk a maradékot 25,0 ml metil-
alkoholban (3.3. pont). Ennek az oldatnak a névleges koncentraciéja 45,5 pg DL-a-tokoferol/ml, ami
egyenérték( 50 pg DL-a-tokoferol-acetdt/ml-rel. A standard munkaoldatot felhasznélds eltt frissen kell
elkésziteni.

A kalibréléoldatok és a kalibracids gorbe elkészitése

A standard munkaoldatbdl vigytink 4t 1,0, 2,0, 4,0 és 10,0 ml-t 20 ml-es mérélombikokba, toltsitk fel a
lombikokat jelig metil-alkohollal (3.3. pont), és keverjiik 6ssze a tartalmukat. Ezeknek az oldatoknak a
névleges koncentrécidja 2,5, 5,0, 10,0 és 25,0 pg/ml DL-a-tokoferol-acetat, azaz 2,28, 4,55, 9,10 pg/ml
és 22,8 pg/ml DL-a-tokoferol.

Minden kalibrdl6oldatbdl fecskendezziink be 20 pl-t tobb alkalommal, és hatdrozzuk meg az dtlagos
csiicsmagassagokat (teriileteket). Az dtlagos csticsmagassagok (teriiletek) alapjan szerkesszilk meg a
kalibracios gorbét.

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

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

Az abszorbancia maximdlis értéke 284 nm kell, hogy legyen:

E!'” = 43,6 284 nm — nél etanolban

1cm

Ennél a higitdsndl 0,84 és 0,88 kozotti extinkcids értéket kell kapni.
DL-a-tokoferol standard

A standard munkaoldat elkészitése

Pipettdzzunk a DL-a-tokoferol torzsoldatbdl (3.11.1. pont) 2 ml-t egy 50 ml-es mérSlombikba, oldjuk fel
metil-alkoholban (3.3. pont), és toltsik fel jelig metil-alkohollal. Ennek az oldatnak a névleges
koncentriciéja 40 pg DL-a-tokoferol/ml, ami egyenértékdi 44,0 pg DL-a-tokoferol-acetdt/ml-rel. A
standard munkaoldatot felhaszndlds el6tt frissen kell elkésziteni.
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5.6.2.2. A kalibral6oldatok és a kalibraci6s gorbe elkészitése
A standard munkaoldatbdl vigyunk 4t 1,0, 2,0, 4,0 és 10,0 ml-t 20 ml-es mér6lombikokba, toltsik fel a
lombikokat jelig metil-alkohollal (3.3. pont), és keverjitk 6ssze a tartalmukat. Ezeknek az oldatoknak a
névleges koncentriciéja 2,0, 4,0, 8,0 és 20,0 pg/ml DL-a-tokoferol, azaz 2,20, 4,40, 8,79 ug/ml
és 22,0 pg/ml DL-a-tokoferol-acetat.

Minden kalibrdléoldatbdl fecskendezziink be 20 pl-t tobb alkalommal, és hatdrozzuk meg az atlagos
csticsmagassagokat (teriileteket). Az dtlagos csicsmagassdgok (teriiletek) alapjdn szerkesszik meg a
kalibracios gorbét.

5.6.2.3. A DL-a-tokoferol torzsoldat (3.11.1. pont) UV hitelesitése
Etanollal higitsuk a DL-a-tokoferol torzsoldat (3.11.1. pont) 2,0 ml-ét 25,0 ml-re, majd mérjitkk meg ennek
az oldatnak az UV-spektrumdt spektrofotométeren (4.6. pont) etanollal (3.1. pont) szemben, 250 nm
és 320 nm kozott. Az abszorbancia maximalis értéke 292 nm kell, hogy legyen:

E» = 75,8292 nm —nél etanolban
Ennél a higitasnal 0,6-os extinkcids értéket kell kapni.

6. Az eredmények kiszdmitdsa
A mintaoldat E-vitamin-cstcsainak dtlagos magassagabdl (teriiletébdl) a kalibraciés gorbét (5.6.1.2. vagy
5.6.2.2. pont) hasznilva hatirozzuk meg a mintaoldat koncentriciéjat pg/ml-ben (DL-a-tokoferol-
acetdtban szdmolva).

Az E-vitamin-tartalmat (w) mg/kg mintdban kifejezve a kovetkezd képlet adja:
500 % ¢ X V

= # [mg/kg]
ahol:
c= a mintaoldat (5.4. pont) E-vitamin-koncentracidja (DL-a-tokoferol-acetdtként), pg/ml-ben
V, = a mintaoldat (5.4. pont) térfogata, ml-ben
V,= az 5.4. pont szerint vett aliquot rész térfogata, ml-ben
m= a vizsgdlati adag tomege g-ban

7. Eszrevételek

7.1. Alacsony E-vitamin-koncentrdciéji mintdk esetében a HPLC-meghatdrozdshoz hasznos lehet a két
szappanositds petroléterkivonatait (kimért mennyiség: 25 g) petroléterkivonatait egy mintaoldatban
egyesiteni.

7.2. Az analizdldshoz bemért minta nem tartalmazhat 2 g-ndl tobb zsirt.

7.3. Ha a fdzisok nem vélnak szét, adjunk az elegyhez koriilbeliil 10 ml etanolt (3.1. pont) az emulzid
megbontdsa céljabol.

7.4. A DL-a-tokoferol-acetdt- vagy DL-a-tokoferol-oldat 5.6.1.3., illetve 5.6.2.3. szerinti spektrofotometrids
mérése utdn adjunk kb. 10 mg BHT-t (3.12. pont) az oldathoz (3.10.1. vagy 3.10.2. pont), és tartsuk az
oldatot hiit8szekrényben (a taroldsi idGtartam legfeljebb négy hét).

7.5. BHT helyett hidrokinon is hasznalhaté.

7.6. Normadlfazist oszloppal lehetséges az a-, -, y- és 8-tokoferol elvélasztdsa.
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7.7.
7.8.

7.9.

Natrium-aszkorbat-oldat helyett mintegy 150 mg aszkorbinsav is hasznélhato.

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

Az E-vitamin-acetdt lagos kozegben igen gyorsan hidrolizalodik, ezért igen érzékeny az oxiddciora,
killénosen olyan nyomelemek jelenlétében, mint a vas vagy a réz. E-vitamin el6keverékekben 5 000 mg/kg
szint felett torténd meghatdrozdsakor ennek kovetkezménye az E-vitamin bomldsa lehet. Ezért
megerdsitésre egy, az E-vitamin liigos szappanositdsanak [épését nem tartalmazo, enzimes bontdssal jar6
HPLC-mddszer ajanlott.

IsmételhetGség

Ugyanazon a mintdn végzett két parhuzamos meghatdrozds eredményének kiilonbsége nem haladhatja

meg a magasabb érték 15 %-at.

A korvizsgilat eredményei ()

Elgkeverckek Ela‘f(l;irvne;f}; fon éxf;t{fmok Fehérjetakarmany | Malactdp
L 12 12 12 12 12
n 48 48 48 48 48
kozépér- 17 380 1187 926 315 61,3
ték [mg/kg]
sr [mg/kg] 384 45,3 25,2 13,0 2,3
r [mg/kg] 1075 126,8 70,6 36,4 6,4
CVr [%] 2,2 3,8 2,7 41 3,8
sR mg/kg] 830 65,0 55,5 18,9 7.8
R [mg/kg] 2324 182,0 155,4 52,9 21,8
CVR [%] 4,8 5,5 6,0 6,0 12,7
L: a laboratériumok szdma
n: az egyedi értékek szdma
Se! az ismételhetGség szérdsa
Sk: a reprodukdlhatdsdg szordsa
I az ismételhetGség
R: a reprodukdlhatdsdg
CV.: az ismételhetGség relativ szordsa
CVg: a reprodukalhatdsdg relativ szordsa

() A vizsgdlatot a Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA) takarmdny-
munkacsoportja végezte.
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

C. AVAS, REZ, MANGAN ES CINK NYOMELEMEK MEGHATAROZASA
A vas-, réz-, mangdn- és cinktartalmat az aldbbiak szerint kell meghatdrozni:

- a »Takarmdnyok. Mintavételi és elemzési médszerek. A kalcium-, nétrium-, foszfor-, magnézium-,
kélium-, vas-, cink-, réz-, mangan-, kobalt-, molibdén- és 6lomtartalom meghatdrozasa ICP-AES-
sel« cim@ EN 15510 szabvanyban el6irt analitikai mddszerrel, vagy

- a »Takarmanyok. Mintavételi és elemzési mdodszerek. A kalcium-, natrium-, foszfor-, magnézium-,
kélium-, kén-, vas-, cink-, réz-, mangan- és kobalttartalom meghatdrozdsa ICP-AES-sel, nyomds
alatti feltdrds utdn« cimd EN 15621 szabvanyban el6irt analitikai médszerrel, vagy

- a »Takarmdnyok. Mintavételi és elemzési modszerek. A nyomelemek, a nehézfémek és mas elemek
meghatirozdsa takarmdnyban ICP-MS-sel (multimédszer) « cim@ EN 17053 szabvanyban el6irt
analitikai médszerrel, vagy

- a »Takarmdnyok. A kalcium-, réz-, vas-, magnézium-, mangan-, kdlium-, ndtrium- és cinktartalom
meghatdrozdsa. Atomabszorpci6s spektrometrids moédszer« cimti EN ISO 6869 szabvanyban
el6irt analitikai modszerrel, vagy

- lang-atomabszorpcids spektrometrids (FAAS) médszerrel, az alibbi 1-8. pontban leirtak szerint.

Cél és alkalmazasi teriilet

A modszer lehetdvé teszi a vas, réz, mangin és cink nyomelemek takarmdnyokban torténd
meghatdrozdsat (°). A meghatdrozds méréshatdrai a kovetkezdk:

vas (Fe): 20 mg/kg

réz (Cu): 10 mg/kg

- mangin (Mn): 20 mg/kg

cink (Zn): 20 mg/kg

Vizsgilati alapelv

Az esetleg jelen 1év§ szerves anyag roncsoldsa utdn a mintdt sésavban oldjuk. A vas, réz, mangan és cink
nyomelemeket megfelel higitas utan atomabszorpcids spektrometridval hatdrozzuk meg.

Reagensek

ElGzetes megjegyzések

A reagensek és az analitikai oldatok elkészitéséhez hasznélt viznek a meghatdrozds ald es§ kationoktdl
mentesnek kell lennie, amelyet vagy boroszilikit iiveg, illetve kvarc leparlokésziilékben torténd kétszeres
desztilldlssal, vagy ioncseréld gyantdval végzett kétszeres kezeléssel érhetiink el.

A reagenseknek legaldbb analitikai tisztasdgiaknak kell lenniiik. A meghatdrozand6 elemektsl valé
mentességet vakprobaval kell ellendrizni. Szitkség esetén a reagenseket tovabb kell deriteni.

Az aldbb leirdsra keriil§ standardoldatok helyett haszndlhatunk olyan kereskedelmi forgalomban 1évé
standardoldatokat is, amelyek garantdlt mindségtick, és ezt felhasznalasuk el6tt le is ellendrizték.

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

38-40 %-os (v[v) fluorhidrogénsav, amelynek vastartalma kevesebb mint 1 mg Fe/liter és a beparlds utdni
maradék kevesebb mint 10 mg (mint szulfat)/liter.

() Ezt a moédszert kilonbozé takarmdnymadtrixokra vonatkozé kollaborativ vizsgalattal validdltdk. Tovabbi informdciok a https://ec.
europa.eu/jrc/en/eurl/feed-additives/authorisation weboldalon érhetdk el.
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3.5. Kénsav (d: 1,84 g/ml).
3.6. Hidrogén-peroxid (megkozelitSleg 100 térfogat oxigén [30 tomegszdzalék]).
3.7. Standard vasoldat (1 000 pg Fe/ml) a kovetkez6képpen elkészitve vagy ezzel egyenértékd, kereskedelmi

forgalomban kaphat6 oldat: oldjunk fel 1 g vashuzalt 200 ml 6 mol/liter koncentracidjii sésavban (3.2.
pont), adjunk hozzd 16 ml hidrogén-peroxidot (3.6. pont), és toltsiik fel vizzel 1 literre.

3.7.1. Standard vas-munkaoldat (100 pg Fe/ml), amelyet a standardoldat (3.7. pont) egy részének 9 rész vizzel
torténd higitdséval készitiink el.

3.8. Standard rézoldat (1 000 pg Cu/ml) a kovetkez6képpen elkészitve vagy ezzel egyenértékd, kereskedelmi
forgalomban kaphat6 oldat:

— oldjunk fel 1 g poritott rezet 25 ml 6 mol/liter koncentraciéji sésavban (3.2. pont), adjunk hozzd 5 ml
hidrogén-peroxidot (3.6. pont), és toltsiik fel vizzel 1 literre.

3.8.1. Standard réz-munkaoldat (10 pg Cu/ml), amelyet a standardoldat (3.8. pont) egy részének 9 rész vizzel
torténd higitdséval, majd az igy kapott oldat egy részének 9 rész vizzel torténd higitasaval készitiink el.

3.9. Standard manganoldat (1000 pg Mn/ml) a kovetkez8képpen elkészitve vagy ezzel egyenértékd,
kereskedelmi forgalomban kaphat6 oldat:

c s

vizzel 1 literre.

3.9.1. Standard mangdn-munkaoldat (10 pg Mn/ml), amelyet a standardoldat (3.9. pont) egy részének 9 rész
vizzel torténd higitdséval, majd az igy kapott oldat egy részének 9 rész vizzel torténd higitasdval készitiink
el.

3.10. Standard cinkoldat (1 000 pg Zn/ml) a kovetkezSképpen elkészitve vagy ezzel egyenértékd kereskedelmi

forgalomban kaphaté oldat:

— oldjunk fel 1 g cinkszalagot vagy -félidt 25 ml 6 mol/liter koncentraciéji sésavban (3.2. pont), és
toltsiik fel vizzel 1 literre.

3.10.1. Standard cink-munkaoldat (10 pg Zn/ml), amelyet a standardoldat (3.10. pont) egy részének 9 rész vizzel
torténd higitasdval, majd az igy kapott oldat egy részének 9 rész vizzel torténd higitasaval készitiink el.

3.11. Lantdn-klorid-oldat: oldjunk fel 12 g lantdn-oxidot 150 ml vizben, adjunk hozzd 100 ml 6 mol/liter
koncentracidji sbsavat (3.2. pont), és toltsiik fel vizzel 1 literre.

4. Eszkozok
4.1. Hémérséklet-szabélyozdval és lehetéleg regisztralokésziilékkel elltott tokos kemence.
4.2. Magas rezisztencidju boroszilikat {iveg eszkozok. Ajanlatos kimondottan nyomelemek meghatdrozasdra

szolgalé eszkozoket hasznalni.

4.3. Atomabszorpcids spektrofotométer, amely érzékenység és pontossdg vonatkozdsaban a kivant
tartomdnyban megfelel a médszer kovetelményeinek.
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Az eljrés (%)

Szerves anyagot tartalmazo mintdk

5.1.1. Hamvasztds és az oldatok el6készitése az analizisre ()

5.1.1.1. Helyezziink egy 0,2 mg pontossaggal kimért, 5-10 g témeg( mintdt kvarc- vagy platinatégelybe (ldsd a b)

megjegyzést), szaritsuk ki szdritoszekrényben 105 °C-on, majd rakjuk be a tégelyt a hideg tokos
kemencébe (4.1. pont). Zarjuk a kemencét (lasd a c) megjegyzést) és fokozatosan emeljitk a h6mérsékletet
kb. 90 perc alatt 450-475 °C-ra. Tartsuk ezt a hémérsékletet 4-16 ordig (pl. egész éjszaka), hogy
eltdvozzanak a széntartalmd anyagok, majd nyissuk ki a kemencét, és hagyjuk kihdlni (ldsd a d)
megjegyzést).

Vizzel nedvesitsitk meg a hamut, és tegyiik egy 250 ml-es f6z6pohdarba. Mossuk a tégelyt kb. 5 ml s6savval
(3.1. pont), amit aztdn lassan és Gvatosan ontsiink a f6z8pohdrba (a CO,-képz8dés miatt heves reakci6
léphet fel). Adjuk hozzd cseppenként a sésavat (3.1. pont) addig kevergetve, amig a pezsgés meg nem
sztinik. Parologtassuk el bel6le a nedvességet, id6nként tivegbottal megkeverve.

Ezutdn adjunk a maradékanyaghoz 15 ml, 6 mol/liter koncentraci6jt sésavat (3.2. pont), majd kb. 120 ml
vizet. Keverjik meg az iivegbottal, amit a f6z8pohdrban hagyunk, és fedjik be a f6z6poharat egy
kémlelSiiveggel. Lassan forraljuk és tartsuk forrdsponton addig, amig a hamu felolddddsa befejezédik.
Sztrjitk le hamumentes sz{ir&papiron, és vegyiik fel a sz(rletet egy 250 ml-es mérélombikban. Mossuk a

sz

1év6 vizzel. Toltsiik fel a mér8lombikot jelig vizzel (a HCl-koncentracio kb. 0,5 mol/liter).

5.1.1.2. Ha a sz{ir6ben 1év6 maradékanyag feketének latszik (szén), tegyiik vissza a kemencébe, és hamvasszuk tjra

)
()

450-475 °C-on. Ez a hamvasztds, amely csak pdr orat vesz igénybe (kb. hdrom—6t 6rat), akkor fejezédik be,
amikor a hamu fehérnek vagy majdnem fehérnek tiinik. Oldjuk fel a maradékanyagot kb. 2 ml sésavval
(3.1. pont), parologtassuk el belSle a nedvességet és adjunk hozzd 5 ml, 6 mol/liter koncentrdci6ja sésavat
(3.2. pont). Hevitsiik, sziirjikk az oldatot mérélombikba, és toltsiik fel a mérSlombikot jelig vizzel (a HCl-
koncentracié kb. 0,5 mol/liter).

Megjegyzések:

a) A nyomelemek meghatdrozasakor fontos odafigyelni a — f6leg a cink, réz és vas képezte — szennyez6dés
jelentette kockdzatokra. Ezért a mintdk el6készitésére hasznélt eszkozoknek mentesnek kell lennie ezen
fémektdl.

A szennyez6dés dltaldnos kockdzatdnak csokkentése érdekében dolgozzunk pormentes kornyezetben,
gondosan tisztitott eszkozokkel és alaposan elmosott {ivegedényekkel. Kilonosen a cink
meghatdrozdsa érzékeny a szennyez8dések szdmos tipusdra, pl. az iivegkészitményektdl, a
reagensekt6l, a portdl stb. szdrmazokra.

b) Az elhamvasztand6 minta tomege a takarmany hozzavetSleges nyomelemtartalma alapjan szdmithat6
ki, az alkalmazott spektrofotométer érzékenységéhez viszonyitva. Egyes, kevés nyomelemet tartalmazo
takarmdnyok esetén 10-20 g-os mintat kell venni, és a végs6 oldatot csak 100 ml-re kell feltolteni.

¢) A hamvasztdst zart kemencében kell elvégezni, leveg6 vagy oxigén befavatdsa nélkil.

d) A pirométer altal jelzett hémérséklet nem lépheti tal a 475 °C-ot.

Mds roncsoldsi médszerek is haszndlhatok, ha azok igazoltan hasonl6 eredményt adnak (mint példdul a nyomads alatti mikrohullima
roncsolds).

A (friss vagy szdritott) zoldtakarmdnyok nagy mennyiségii novényi eredetli kovasavat tartalmazhatnak, amely nyomelemeket tarthat
vissza, ezért el kell tavolitani. llyen takarmanyokbdl vett mintdk esetén ezért a kovetkezd, médositott modszert kell kovetni. Végezzitk
el az 5.1.1.1. pontban ismertetett miveletet egészen a sz{irésig. Az oldhatatlan maradékot tartalmazé szdirGpapirt mossuk 4t kétszer
forrasban 1évé vizzel, és helyezziik egy kvarc- vagy platinatégelybe.

Egessiik el a tokos kemencében (4.1. pont) 550 °C alatti hémérsékleten, amig az Ssszes széntartalma anyag teljesen el nem tiinik.
Hagyjuk kihdlni, adjunk hozzd néhdny csepp vizet, ezt kovetSen pedig 10-15 ml fluorhidrogénsavat (3.4. pont), és parologtassuk el
bel6le a nedvességet kb. 150 °C-on. Ha maradt kovasav a maradékanyagban, oldjuk fel Gjra néhdny milliliter fluorhidrogénsavban (3.4.
pont), és parologtassuk el bel6le a nedvességet. Adjunk hozzd 6t csepp kénsavat (3.5. pont), és melegitsiik addig, amig megsziinik a
sztirjiik le az oldatot egy 250 ml-es mérlombikba, és toltsiik fel vizzel a jelig (a HCl-koncentraci6 kb. 0,5 mol/liter). Folytassuk a
meghatdrozdst az 5.1.2. ponttol.
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5.1.2.1.

5.1.2.2.

Spektrofotometrids meghatdrozds

A kalibrél6oldatok elkészitése

Minden egyes meghatdrozand6 elemhez készitsiink a 3.7.1., 3.8.1., 3.9.1. és 3.10.1. pontban megadott
standard munkaoldatokbdl egy kalibrdl6oldat-sorozatot, igy, hogy minden egyes kalibrdléoldatnak a HCl-
koncentrdcidja kb. 0,5 mol/liter és (vas, mangdn és cink esetében) a lantdn-klorid koncentricidja

0,1 %-os (w/v) lantdnnal egyenérték legyen.

A kivélasztott nyomelem-koncentraciknak az alkalmazott spektrofotométer érzékenységi tartomanyan
beliil kell lenniiik. Az aldbbi tabldzatok példdkon keresztil mutatjidk a kalibrdlooldat-sorozatok egy
mintasorozatdt; az alkalmazott spektrofotométer tipusatdl és érzékenységi tartomdnyatol fuggSen, adott

esetben mds koncentraciokat kell kivélasztani.

Vas
pg Fe/ml 0 0,5 1 2 3 4 5
standard munkaoldat, ml-ben (3.7.1. 0 0,5 1 2 3 4 5
pont) (1 ml = 100 pg Fe)
ml HCI (3.2. pont) 7 7 7 7 7 7 7
+ 10 ml lantan-klorid oldat (3.11. pont), toltsiik fel vizzel 100 ml-re.

Réz
pg Cufml 0 0,1 0,2 04 | 06 0.8 1,0
standard munkaoldat, ml-ben (3.8.1. 0 1 2 4 6 8 10
pont) (1 ml = 10 pg Cu)
ml HCI (3.2. pont) 8 8 8 8 8 8 8

Mangén

yig Mn/ml 0 0,1 0,2 04 | 06 0,8 1,0
standard munkaoldat, ml-ben (3.9.1. 0 1 2 4 6 8 10
pont) (1 ml = 10 pg Mn)
ml HCI (3.2. pont) 7 7 7 7 7 7 7
+ 10 ml lantan-klorid oldat (3.11. pont), toltsiik fel vizzel 100 ml-re.

Cink
pg Zn/ml 0 005 | 01 02 | 04 | 06 0.8
standard munkaoldat, ml-ben 0 0,5 1 2 4 6 8
(3.10.1. pont) (1 ml = 10 pug Zn)
ml HCl (3.2. pont) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml lantdn-klorid oldat (3.11. pont), tltsiik fel vizzel 100 ml-re.

Az oldat el8készitése az analizisre

A réz meghatdrozdsahoz az 5.1.1. pont szerint elkészitett oldatot dltaldban kozvetlenill fel lehet hasznélni.
Ha mégis korrigdlni kell koncentraciéjat a kalibraléoldat-sorozaton belill, egy aliquot részt pipettdzzunk

sz
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A vas, mangén és cink meghatdrozasahoz pipettdzzunk egy aliquot részt az 5.1.1. pont szerint elkészitett
oldatbdl egy 100 ml-es mér8lombikba, adjunk hozzd 10 ml lantdn-klorid oldatot (3.11. pont), és toltsiik

sz

fel jelig 0,5 molliter koncentraci6jii sésavval (3.3. pont) (lisd még az Eszrevételek 8. pontjat).

5.1.2.3. Vakpréba

A vakpréba sordn a mddszer Osszes meghatdrozott 1épését el kell végezni, azzal a kilonbséggel, hogy a
mintaanyagot elhagyjuk. A »0« kalibral6oldatot nem szabad vakoldatként hasznalni.

5.1.2.4. Az atomabszorpcid mérése

Mérjitk meg a kalibrdl6oldatok és az analizdlandé oldat atomabszorpcidjat oxiddld, levegS-acetilén lang
alkalmazdséval, a kovetkezd hullimhosszokon:

Fe: 248,3 nm

Cu: 324,8 nm
Mn: 279,5 nm
Zn: 213,8 nm

Minden mérést négyszer végezziink el.

5.2. Asvdnyi takarmdnyok

Ha a minta nem tartalmaz szerves anyagot, az el§zetes hamvasztds sziikségtelen. Folytassuk a miveletet az
5.1.1.1. pont masodik bekezdésétdl. A fluorhidrogénsavval végzett bepdrlds elhagyhaté.

6. Az eredmények kiszdmitdsa

Egy kalibriciés gorbe segitségével szdmoljuk ki az analizdlandé oldat nyomelem-koncentricidjit, az
eredményt a minta kilogrammonkénti nyomelemtartalmara vonatkoztatva, milligrammban adjuk meg

(ppm).

7. Ismételhet3ség

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

a vizsgdlt nyomelemtartalom legfeljebb 50 mg/kg értéke esetén abszolut értékben az 5 mg/kg-ot,

- a vizsgdlt nyomelemtartalom 50 és 100 mg/kg koncentrici6 kozotti értéke esetén a magasabb érték
10 %-at,

— avizsgalt nyomelemtartalom 100 és 200 mg/kg kozotti értéke esetén abszoluat értékben a 10 mg/kg-ot,

- avizsgdlt nyomelemtartalom 200 mg/kg feletti értéke esetén a magasabb érték 5 %-dt.

8. Eszrevételek

Nagy mennyiségii foszfat jelenléte interferencidt okozhat a vassal, mangdnnal és cinkkel. Az intereferenciat
lantdn-klorid oldat (3.11. pont) hozzdaddsaval kell korrigdlni. Ha azonban a mintdban a Ca + Mg/P
stlyardnya > 2, elhagyhat6 a lantdn-klorid oldatnak (3.11. pont) a vizsgdlandé oldathoz és a kalibraléol-
datokhoz val6 hozzdadésa.
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.1.

3.6.2.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.

D. A HALOFUGINON MEGHATAROZASA

DL-transz-7-bromo-6-kloro-3-[ 3-(3-hidroxi- 2-piperidil Jacetonil ]-quinazolin-4-(3H)-egy hidrobromid
A halofuginontartalmat az aldbbiak szerint kell meghatarozni:

- a »Takarmdnyok. Mintavételi és elemzési moédszerek. Az engedélyezett kokcidiosztatikumok
szlirése és meghatdrozasa additiv, illetve 1 %-os és 3 %-os keresztszennyez8dési szinten, valamint
a nem regisztralt kokcidiosztatikumok és egy antibiotikum sztirése és meghatdrozdsa szubadditiv
szinteken, Osszetett takarmdnyban, nagy hatékonysagt folyadékkromatogréfidval. Tandem-
tomegspektrometrids kimutatds (LC-MS/MS)« c¢imd EN 17299 szabvanyban el6irt analitikai
modszerrel, vagy

- forditott fazisa, nagy teljesitményi folyadékkromatografidval (HPLC), UV detektor hasznalataval,
az aldbbi 1-8. pontban leirtak szerint.

Cél és alkalmazdsi teriilet

A modszer a halofuginon takarmanyokban torténd meghatdrozdsira szolgdl. A meghatdrozdsi hatar
1 mg/kg.

Vizsgilati alapelv

Forr6 vizzel tortént kezelés utdn a halofuginont szabad bazis formaban etilén-acetdtba extrahdljuk, ezt
kovetGen pedig hidroklorid formdban vizes savoldatba particiondljuk. A kivonatot ioncseréls
kromatogréfidval tisztitjuk. A halofuginontartalom meghatdrozdsat forditott fizisi, nagy teljesitményti
folyadékkromatografids (HPLC) médszerrel és UV-detektor alkalmazdsaval végezziik.

Reagensek

Acetonitril, HPLC-min&ség(i.

Amberlite XAD-2 m{igyanta

Ammoénium-acetdt

Etil-acetdt

Jégecet

Halofuginon standard anyag (DL-transz-7-bromo-6-kloro-3-[3-(3-hidroxi-2-piperidil)acetonil] quinazolin-
4-(3H)-egy hidrobromid, E 764)

Halofuginon standard torzsoldat, 100 pg/ml

Mérjiink be egy 500 ml-es mér6lombikba 0,1 mg pontossiggal 50 mg halofuginont (3.6. pont), oldjuk fel
ammonium-acetdt pufferoldatban (3.18. pont), toltsiik fel a lombikot jelig a pufferoldattal, majd keverjitk
el. Ezen oldat 5 °C hémérsékleten és sotétben tdrolva hirom héten 4t stabil marad.

Kalibrdl6oldatok
100 ml-es mérdlombikokba adagoljunk 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 és 6,0 ml standard torzsoldatot (3.6.1. pont). A

mozgéfazissal (3.21. pont) toltsiik fel jelig, és keverjiik el. Ezen oldatok halofuginon-koncentraciéja 1,0,
2,0, 3,0, 4,0, illetve 6,0 pg/ml lesz. Az oldatokat hasznélat el6tt frissen kell elkésziteni.

Sésav (pyo megkozelitbleg 1,16 g/ml)

Metil-alkohol

Eziist-nitrdt

Nétrium-aszkorbat

Natrium-karbondt

Nétrium-klorid
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3.20.

3.21.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.4.1.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

EDTA (etilén-diamin-tetraecetsav, dindtrium sé)
Viz, HPLC-mindGségi
Nétrium-karbondt-oldat, ¢ = 10 g/100 ml

Natrium-kloriddal telitett natrium-karbonat-oldat, ¢ = 5 g/100 ml

Oldjunk fel 50 g ndtrium-karbondtot (3.11. pont) vizben, higitsuk fel 1 literre, és adjunk hozzd natrium-
kloridot (3.12. pont), amig az oldat telitett nem lesz.

Sésav, megkozelitSleg 0,1 mol/l

10 ml HCI-t (3.7. pont) higitsunk vizzel egy literre.

Ammonium-acetat pufferoldat, megkozelit8leg 0,25 mol/l koncentracidji

Oldjunk fel 19,3 g ammoénium-acetdtot (3.3. pont) és 30 ml ecetsavat (3.5. pont) vizben (3.14. pont), és
higitsuk 1 literre.

Amberlite XAD-2 miigyanta elGkészitése

Megfelel6 mennyiségli Amberlite-et (3.2. pont) mossunk addig vizzel, amig az 6sszes kloridiont el nem
tavolitottuk, mindezt eziist-nitrdtnak (3.20. pont) az elontott vizes fdzishoz valé hozzdaddsival
ellendrizhetjiik. Ezutdn mossuk ki a gyantdt 50 ml metil-alkoholban (3.8. pont), 6ntsiik le a metil-alkoholt,
és a gyantdt friss metil-alkohol alatt tdroljuk.

Eziist-nitrdt oldat, megkozelit6leg 0,1 mol/l

Oldjunk fel 0,17 g eziist-nitrtot (3.9. pont) 10 ml vizben.

HPLC mozgodfizis

Keverjiink el 500 ml acetonitrilt (3.1. pont) 300 ml ammonium-acetdt pufferoldattal (3.18. pont) és
1200 ml vizzel (3.14. pont). Az oldat pH-jat ecetsavval (3.5. pont) llitsuk be 4,3-ra. Sz(irjik it egy 0,22
pm-es sziir6n (4.8. pont) és gdzmentesitsiik az oldatot (pl. 10 percig tarté ultrahangos kezeléssel). Az oldat
egy honapon at stabil marad, ha zdrt edényben, sotétben téroljuk.

Eszkozok

Ultrahangos fiirdg

Rotécids, vékonyfilmes beparl6

Centrifuga

HPLC-késziilék, valtoztathaté hullimhossza UV-detektorral vagy diédasoros detektorral
Folyadékkromatografids oszlop, 300 mm x 4 mm, C,g, 10 pm-es toltet vagy azzal egyenértéki berendezés
Zsugoritott iivegsziirGvel és elzarocsappal elldtott iivegoszlop (300 mm x 10 mm)

Uvegszélas sz{irdk, 150 mm-es 4tmérével

Membransz(irdk, 0,45 pm

Membransz{irgk, 0,22 pm

A vizsgilat médja

Megjegyzés: A halofuginon szabad bézis formdjdban nem stabil a ltigos és etil-acetdt oldatokban.
Harminc percnél tovabb nem maradhat etil-acetdtban.

Altaldnos szabdlyok

Vizsgdljunk meg egy takarmdnyvakmintdt annak ellendrzésére, hogy sem halofuginon, sem interferdlé
anyagok nincsenek jelen.
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5.1.2. A mintdban taldlhatoval kozel azonos mennyiségi halofuginonnal ddsitott takarmanyvakminta
analizisével végezziink visszanyerési probat. A 3 mg/kg-os szintre torténé dusitishoz adjunk 300 pl
standard torzsoldatot (3.6.1. pont) 10 g takarmdnyvakmintahoz, keverjitk 6ssze, majd varjunk 10 percet,
miel6tt folytatnank a mtveletet az extrahdldssal (5.2. pont).

Megjegyzés: Ennél a mddszernél a takarmanyvakminta a mintdval azonos fajtdja takarmdny legyen,
amelyben az analizis sordn halofuginon nem mutathat6 ki.

5.2. Extrahdlds

Egy 200 ml-es centrifugacsbe 0,1 g-os pontossdggal mérjiink ki 10 g-ot az el6készitett mintdbdl, adjunk
hozzd 0,5 g nétrium-aszkorbdtot (3.10. pont), 0,5 g EDTA-oldatot (3.13. pont) és 20 ml vizet, majd
keverjitk 0ssze. A csovet helyezziik 6t percre egy 80 °C-os vizfiirddbe. Miutdn visszahdlt szobahSmér-
sékletre, adjunk hozzd 20 ml natrium-karbonét oldatot (3.15. pont), és keverjiik 6ssze. Kozvetleniil ezutdn
adjunk hozzd 100 ml etil-acetdtot (3.4. pont), és kézzel erésen razzuk 15 mdsodpercen keresztiil. Ezutdn
tegyiik a csovet hdrom percig az ultrahangos fiird6be (4.1. pont), és lazitsuk meg a dugdjat. Centrifugdljuk
két percen 4t, majd dekantdljuk az etil-acetdt fazist egy iivegszdlas sziir6n (4.6. pont) keresztiil egy
500 ml-es valasztotolesérbe. Ismételjiik meg az extrahdldst a mintdn egy masodik 100 ml-es etil-acetdt
adaggal. Mossuk az elegyitett kivonatot 50 ml ndtrium-kloriddal telitett natrium-karbonat oldattal (3.16.
pont) egy percen keresztiil, és a vizes fazist ontsiik el.

A szerves réteget 1 percen keresztiil 50 ml s6savval (3.17. pont) extrahdljuk. Az als6 savas réteget eressziik
le egy 250 ml-es vélaszt6tolesérbe. A szerves réteget ismételten extrahdljuk mdsfél percen keresztiil tovdbbi
50 ml sésavval, és elegyitsilk az els§ kivonattal. Mossuk az elegyitett savas kivonatokat gy, hogy
megkozelitSleg tiz masodpercig locsoljuk 10 ml etil-acetdttal (3.4. pont).

A vizes réteget teljes mennyiségben vigyiik dt egy 250 ml-es gomblombikba, és ontsiik el a szerves fazist. A
rotdcids, vékonyfilmes beparlokésziilékkel (4.2. pont) parologtassuk el az Gsszes visszamaradd etil-acetdtot
a savas oldatbol. A vizfird6 h6mérséklete nem haladhatja meg a 40 °C-ot. Koriilbeliil 25 mbar vikuumban
38 °C-on az Osszes visszamaradt etil-acetdt 6t perc alatt elpdrolog.

5.3. Tisztitds

53.1. Az Amberlite-oszlop elgkészitése

Minden mintakivonat szdmadra kiilon XAD-2 oszlopot készitiink. Vigylink dt metil-alkohollal (3.8. pont)
10 g el6készitett Amberlite-et (3.19. pont) egy iivegoszlopba (4.5. pont). A gyantadgy tetejére tegyiink egy
kis iivegvatta dugét. Eressziik le az oszloprdl a metil-alkoholt, és 100 ml vizzel mossuk el a gyantdt, de
allitsuk meg az atfolydst, amikor a folyadék elérte a gyantadgy tetejét. Haszndlat el6tt, 10 percig engedjiik,
hogy az oszlop egyenstilyba keriiljon. Soha ne hagyjuk az oszlopot kiszdradni.

5.3.2. A minta tisztitdsa

A kivonatot (5.2. pont) teljes mennyiségben vigyiikk dt az el6készitett Amberlite-oszlop (5.3.1. pont)
tetejére, eludljuk, majd az eludtumot Ontsiik el. Az eludlds sebessége nem lehet tobb, mint 20 ml/perc.
Oblitsiik el a ggmblombikot 20 ml sésavval (3.17. pont), és ezt hasznéljuk a gyantaoszlop elmosdséhoz is.
Légbeftvassal tavolitsunk el minden savoldat-maradékot. A moséoldatot ontsiik el. Adjunk 100 ml metil-
alkoholt (3.8. pont) az oszlopra, és engedjiink 5-10 ml-t eludlédni, mikozben az eludtumot egy 250 ml-es
gomblombikban fogjuk fel. Tiz percig hagyjuk, hogy a maradék metil-alkohol egyensiilyba keriiljon a
migyantaval, majd folytassuk az eludldst legfeliebb 20 ml/perc sebességen, mikozben az eludtumot
ugyanabban a gémblombikban fogjuk fel. A metil-alkoholt a rotdcids, vékonyfilmes beparlokésziiléken
parologtassuk el (4.2. pont), a vizfird§ hémérséklete nem haladhatja meg a 40 °C-ot. A maradékot a
mozgdfazis (3.21. pont) segitségével teljes mennyiségben vigyik at egy 10 ml-es mérSlombikba.
Mozgdéfazissal toltsik fel jelig, és keverjiik el. Egy aliquot részt sztirjiink 4t membransz(irén (4.7. pont) Ezt
az oldatot tegyiik el a HPLC-meghatarozashoz (5.4. pont).

5.4, HPLC-meghatdrozds

5.4.1. Paraméterek

A kovetkez§ vizsgélati feltételek ttmutatdsként szolgdlnak, egyéb feltételek is haszndlhatok, feltéve, hogy
ezzel egyenértékd eredményeket adnak.
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5.4.2.

5.4.3.

7.1.

Folyadékkromatografids oszlop (4.4.1. pont)
HPLC mozgéfazis (3.21. pont)

Atdramlsi sebesség: 1,5-2 ml/perc
Kimutatdsi hullimhossz: 243 nm

Befecskendezett mennyiség: 40-100 pl

s

kalibréléoldatot (3.6.2. pont) fecskendeziink be t6bbszor, amig a csticsmagassagok (vagy teriiletek) és a
retencios id6k dllandéva nem valnak.

Kalibrdcids gorbe

Fecskendezziik be tobbszor egymads utdn az egyes kalibrdlooldatokat (3.6.2. pont), és mérjiik meg az egyes
koncentraciokhoz tartozé csicsok magassagat (tertiletét). A kalibralooldatok dtlagos csticsmagassaga vagy
teriilete legyen az ordindtatengelyen, a megfelel6 koncentraciok pedig pg/ml-ben az abszcisszan, és ennek
alapjan szerkessziink kalibracids gorbét.

Mintaoldat

Ugyanolyan mennyiségi oldatot haszndlva, mint amennyit a kalibrdléoldatoknal haszndltunk,
fecskendezzitk be a mintakivonatot (5.3.2. pont) egymds utdn tobbszor, és hatdrozzuk meg a
halofuginoncstcsok dtlagos magassagat (teriiletét).

Az eredmények kiszdmitdsa

A mintaoldat halofuginoncsticsainak dtlagos magassdgat (teriiletét) a kalibraciés gorbével (5.4.2. pont)
egybevetve hatdrozzuk meg a mintaoldat koncentraciéjt pg/ml-ben.

A minta (mg/kg-ban kifejezett) w halofuginontartalmat az aldbbi képlet segitségével kapjuk meg:

cx10

W = m

ahol:

a mintaoldat halofuginon-koncentraciéja, pg/ml-ben,

a vizsgalati adag tomege grammban.
Az eredmények validaldsa

Azonositds

Az analizalt anyag azonositdsa parhuzamos kromatografidval vagy diddasoros detektor haszndlatdval
erdsithet6 meg, amely sordn a mintakivonat és a 6,0 pg/ml-es kalibrdléoldat (3.6.2. pont) spektrumat
hasonlitjuk ossze.

Pirhuzamos kromatografia

A mintakivonatot megfelel§ mennyiség kalibrdl6oldattal (3.6.2. pont) disitjuk. A hozzdadott halofuginon
mennyiségének a mintakivonatban taldlhaté halofuginon becsiilt mennyiségével kozel azonosnak kell
lennie.

A hozzdadott mennyiséget és a kivonat higitdsat figyelembe véve, csak a halofuginoncsics emelkedhet. A
cstics szélességének a legnagyobb magassag felénél az eredeti szélesség + 10 %-on beliil kell lennie.

Diddasoros detektdlds
Az eredményeket a kovetkez§ kritériumok szerint értékeljiik:

a) a minta és a standard spektrumdban a kromatogram csdcsmaximumédn rogzitett legnagyobb
elnyeléshez tartozé hullimhossznak a detektor felbontdképessége dltal meghatdrozott tiiréshatiron
beliil azonosnak kell lennie. A diédasoros detektorokndl ez a tiiréshatdr jellemzéen * 2 nm;
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7.2.

7.3.

b) 225 és 300 nm kozott a spektrumnak a relativ abszorbancia 10 és 100 %-a kozotti tartomdanyba es6
részein a mintdnak és a standardnak a kromatogram csticsmaximumadn rogzitett spektruma nem térhet
el egymastol. Ez a kritérium akkor teljesiil, ha ugyanazok a maximalis értékek vannak jelen, és a két
spektrum egyetlen vizsgdlt ponton sem tér el a standard abszorbancidjanak 15 %-dndl nagyobb
mértékben;

¢) 225 és 300 nm kozott a mintakivonat altal kivéltott cstics felszdllo dgdnak, csicsmaximumadnak és
leszallé aganak spektrumai nem térhetnek el egymdstdl a spektrumnak a relativ abszorbancia 10
és 100 %-a kozotti tartomanyba esG részein. Ez a kritérium akkor teljesiil, ha ugyanazok a maximalis
értékek vannak jelen, és a spektrumok egyetlen vizsgdlt ponton sem térnek el a csticsmaximum
spektruma abszorbancidjanak 15 %-dndl nagyobb mértékben.

Amennyiben ezen kritériumok valamelyike nem teljesill, az analizalt anyag jelenléte nem bizonyitott.

Ismételhetdség

Két azonos mintdn végzett parhuzamos meghatdrozas eredménye kozotti kilonbség 3 mg/kg halofuginon-
tartalomig nem lehet t6bb, mint 0,5 mg/kg.

Visszanyerés

A dsitott takarmdnyvakminta esetében legaldbb 80 %-os visszanyerési ardnyt kell elérni.

A korvizsgilat eredményei

Egy korvizsgdlat (*) sordn hdrom mintdt analizdltak nyolc laboratériumban.

Eredmények
A'értlzfiéri:k(g:k) B. minta (takarményliszt) C. minta (granuldtum)
atvételkor két hénap utdn atvételkor két hénap utdn

Kozépérték [mg/kg] ND 2,80 2,42 2,89 2,45
Sk [mg/kg] - 0,45 0,43 0,40 0,42
CVy [%] - 16 18 14 17
vissza. [%] 86 74 88 75
ND= nem kimutathatd
Sg= a reprodukadlhatdsag szordsa
CVg= a reprodukdlhatdsag relativ szordsa (%)
vissza.= visszanyerés (%)

E. A ROBENIDIN MEGHATAROZASA

1,3-bisz[(4-klorobenzilidén)amino Jguanidin-hidroklorid
A robenidintartalmat az aldbbiak szerint kell meghatdrozni:

- a »Takarmdnyok. Mintavételi és elemzési moédszerek. Az engedélyezett kokcidiosztatikumok
szlirése és meghatdrozdsa additiv, illetve 1 %-os és 3 %-os keresztszennyez8dési szinten, valamint
a nem regisztralt kokcidiosztatikumok és egy antibiotikum sztirése és meghatdrozasa szubadditiv
szinteken, Osszetett takarmdnyban, nagy hatékonysdgt folyadékkromatografidval. Tandem-
tomegspektrometrids kimutatds (LC-MS/MS)« c¢imt EN 17299 szabvdnyban el6irt analitikai
modszerrel, vagy

- forditott fazisa, nagy teljesitményi folyadékkromatografidval (HPLC), UV detektor hasznalataval,
az aldbbi 1-8. pontban leirtak szerint.

(*) The Analyst 108.,1983, 1252-1256. o.
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HU

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.9.1.

Cél és alkalmazisi teriilet

Ez a médszer lehetGvé teszi a takarmanyokban 1év6 robenidin szintjének meghatarozasat. A meghatdrozasi
hatdr 5 mg/kg.

Vizsgilati alapelv

A mintdt savas metil-alkohollal extrahdljuk. A kivonatot szdritjuk, és egy aliquot részét aluminium-oxid
oszlopon tisztitjuk. A robenidint az oszloprél metil-alkohollal eludljuk, koncentrdljuk, majd a
mozgodfazissal megfelel§ térfogatra toltjitk fel. A robenidintartalom meghatdrozdsat forditott fizisd, nagy
teljesitmény folyadékkromatogréfiaval (HPLC), UV-detektor alkalmazdsaval végezziik.

Reagensek
Metil-alkohol

Savas metil-alkohol

Ontsiink 4t 4,0 ml sésavat (p20 = 1,18 g/ml) egy 500 ml-es mérglombikba, toltsiik fel jelig metil-alkohollal
(3.1. pont), majd keverjiik el. Ezt az oldatot haszndlat el6tt frissen kell elkésziteni.

Acetonitril, HPLC-min&ség(i.

Molekuldris sziiré

3A tipust, 8-12 szitaszemcse (1,6-2,5 mme-es szemcsék, kristdlyos aluminium-szilikdt, 0,3 mm
porusatmérd).

Aluminium-oxid: L. savas aktivitdsi fokozatii anyag oszlopkromatografids célra

Ontsiink 4t 100 g aluminium-oxidot egy megfelels taroléedénybe, és adjunk hozz4 2,0 ml vizet. Zarjuk le,
és razzuk kb. 20 percen keresztiil. J6l lezart taroléedényben tartsuk.

Kélium-dihidrogén-foszfat-oldat, ¢ = 0,025 mol/l

Oldjunk fel vizzel 3,40 g kdlium-dihidrogén-foszfitot (HPLC-mindségti) egy 1 000 ml-es mérSlombikban,
toltsiik fel jelig, és keverjiik el.

Dindtrium-hidrogén-foszfat-oldat, ¢ = 0,025 mol/l

Oldjunk fel 3,55 g vizmentes (vagy 4,45 g dehidrat, illetve 8,95 g dodekahidrat) dindtrium-hidrogén-
foszfatot vizben (HPLC-mindségti) egy 1 literes mér8lombikban, toltsiik fel jelig, és keverjiik el.

HPLC mozgodfizis

Az alabbi reagenseket keverjik ossze:

650 ml acetonitril (3.3. pont),

250 ml viz (HPLC mindségti),

50 ml kdlium-dihidrogén-foszfat oldat (3.6. pont),

50 ml dindtrium-hidrogén-foszfat oldat (3.7. pont).

Sziirjitk 4t egy 0,22 pm-es szlir6n (4.6. pont) és gdzmentesitsiik az oldatot (pl. 10 percig tarté ultrahangos
kezeléssel).

Standard anyag

Tiszta robenidin: 1,3-bisz[(4-klorobenzilidén)amino]guanidin-hidroklorid.

Robenidin standard torzsoldat: 300 pg/ml

Mérjiink ki 0,1 mg-os pontossdggal 30 mg robenidin standard anyagot (3.9. pont). Oldjuk fel savas metil-
alkohollal (3.2. pont) egy 100 ml-es mérSlombikban, toltsitk fel jelig ugyanezzel az olddszerrel, és
keverjiik el. A lombikot tekerjiik aluminiumfélidba, és taroljuk sotét helyen.
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3.9.2.

3.9.3.

4.2.

4.3.

4.4.

4.4.1.

4.5.

4.6.

4.7.

5.1.2.

5.2.

Robenidin kozbens6 standardoldat: 12 pg/ml

A standard torzsoldatbdl (3.9.1. pont) ontsiink dt 10,0 ml-t egy 250 ml-es mér8lombikba, toltsiik fel jelig a
mozgéfazissal (3.8. pont), és keverjik el. A lombikot tekerjitk aluminiumfélidba, és taroljuk sotét helyen.

Kalibral6oldatok

50 ml-es mér8lombikokba adagoljunk 5,0, 10,0, 15,0, 20,0 és 25,0 ml kozbensd standardoldatot (3.9.2.
pont). A mozgodfizissal (3.8. pont) toltsiik fel jelig, és keverjiik el. Ezen oldatok 1,2, 2,4, 3,6, 4,8, illetve
6,0 pg/ml robenidin-koncentracionak felelnek meg. Az oldatokat hasznalat el6tt frissen kell elkésziteni.

Viz, HPLC-mind&ségi
Eszkoézok

Uvegoszlop

Barna iivegbdl késziilt, elzdr6 csappal és egy megkozelitleg 150 ml-es tartdllyal elldtott, 10-15 mm belsé
atmérdjti és 250 mm hossza oszlop.

Mechanikus rdz6gép vagy mégneses keverd
Rotdciés, vékonyfilmes beparld

250-400 mm-es érzékenységi tartomdnyi HPLC-berendezés, valtoztathaté hullimhosszi UV-detektorral
vagy diédasoros detektorral

Folyadékkromatografids oszlop: Cig, 300 mm x 4 mm, 10 pm-es toltettel, vagy ezzel egyenértéki
berendezés

Uvegszélas sziir6papir (Whatman GF/A vagy azzal egyenérték(i més papir)

Membransz(irgk, 0,22 pm

Membranszirgk, 0,45 pm

A vizsgilat médja

Megjegyzés: A robenidin fényérzékeny. Minden mveletnél barna tivegeszkozoket kell hasznélni.
Altaldnos szabdlyok

Visgdljunk meg egy takarmdnyvakmintdt annak ellendrzésére, hogy sem robenidin, sem interferdld
anyagok nincsenek jelen.

A mintdban taldlhatéval kozel azonos mennyiség(i robenidinnel dusitott takarmanyvakminta (5.1.1. pont)
analizisével végezziink visszanyerési probat. A 60 mg/kg-os szintre torténé dusitdshoz ontsiink 3,0 ml
standard torzsoldatot (3.9.1. pont) egy 250 ml-es Erlenmeyer-lombikba. Az oldatot nitrogéndramban kb.
0,5 ml-re paroljuk be. Adjunk hozzd 15 g takarmanyvakmintdt, keverjiik dssze, és hagyjuk 4llni 10 percig,
mieldtt folytatjuk a mdveletet az extrahdldssal (5.2. pont).

Megjegyzés: Ehhez a médszerhez a takarmdnyvakminta a mintdval azonos fajtdji takarmdny legyen,
amelyben az analizis sordn robenidin nem mutathat6 ki.

Extrahdlds

Az el6készitett mintdbdl mérjiink ki 15 g-t, 0,01 g-os pontossiggal. Tegyiik egy 250 ml-es Erlenmeyer-
lombikba, adjunk hozzd 100,0 ml savas metil-alkoholt (3.2. pont), zdrjuk le, és rdzassuk egy 6rdn
keresztiil a raizégépen (4.2. pont). Az oldatot sz{irjik 4t ivegszalas sz{irGpapiron (4.5. pont), majd az egész
sziirletet vegyiik fel egy 150 ml-es Erlenmeyer-lombikban. Adjunk hozzd 7,5 g molekularis sztirét (3.4.
pont), zdrjuk le, és ot percig razassuk. Azonnal sz(rjiik at egy iivegszélas sz{irGpapiron. Ezt az oldatot
hasznéljuk a deritésnél (5.3. pont).
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5.3.

5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

Derités

Az aluminium-oxid oszlop el6készitése

Az iivegoszlop (4.1. pont) alsé végébe illessziink egy kis iivegvatta dugét, és tivegbottal tomkodjiik le
egészen az aljara. Mérjink ki az el6készitett aluminium-oxidbdl (3.5. pont) 11,0 g-ot, és Ontsiik at az
oszlopba. Ugyeljiink arra, hogy az oszlop tartalma, a vizsgilat ezen szakaszdban minél kevésbé legyen a
levegé hatdsdnak kitéve. Gyengéden iitogessik a megtoltott oszlop alsé végét, hogy a benne 1évé
aluminium-oxid letilepedjen.

A minta deritése

Az (5.2. pont) pontban el6készitett mintakivonatb6l 5,0 ml-t pipettdzzunk az oszlop tetejére. A pipetta
cstcsdt az oszlop faldnak kozelébe fektessiik, és hagyjuk, hogy az oldatot az aluminium-oxid elnyelje.
100 ml metil-alkohol (3.1. pont) segitségével, 2-3 ml/perc atfolydsi sebességgel eludljuk a robenidint az
oszloprél, és vegyiik fel az eludtumot egy 250 ml-es gomblombikban. Csokkentett nyomdson, 40 °C
hémérsékleten egy rotdcios, vékonyfilmes bepdrld (4.3. pont) segitségével teljes szdraddsig parologjuk be a
metil-alkoholt. A maradékot Gjra oldjuk fel 3-4 ml mozgdfizisban (3.8. pont), és Ontsitk 4t teljes
mennyiségben egy 10 ml-es mérélombikba. Tobbszor oblitsiik el a lombikot 1-2 ml mozgdfazissal, és az
oblit6 folyadékot is ontsitk bele a mérglombikba. Toltsiik fel jelig ugyanezzel az olddszerrel, majd keverjiik
el. Egy aliquot részt szdrjiink at egy 0,45 pum-es membransz{irén (4.7. pont). Ezt az oldatot tegyiik el a
HPLC-meghatdrozashoz (5.4. pont).

HPLC-meghatdrozds

Paraméterek

Az aldbbi vizsgalati feltételek csak atmutatdsként szolgdlnak, ett8l eltérd feltételeket is lehet hasznalni,
feltéve, hogy ezzel egyenértékii eredményt adnak:

Folyadékkromatografids oszlop (4.4.1. pont),
HPLC mozgdfazis (3.8. pont),

Ataramlsi sebesség: 1,5-2 ml/perc,
Kimutatdsi hullimhossz: 317 nm,
Befecskendezett mennyiség: 20-50 pl.

Ellendrizzitk a kromatografids rendszer stabilitdsit oly mddon, hogy 3,6 pg/ml anyagot tartalmazd
kalibréléoldatot (3.9.3. pont) fecskendeziink be tobbszor, mig a csticsmagassdgok és a retenciés idék
alland6va nem valnak.

Kalibrdcids gorbe

Fecskendezziik be tobbszor egymds utdn az egyes kalibrdléoldatokat (3.9.3. pont), és mérjiik meg az egyes
koncentraciokhoz tartozé csicsok magassigat (teriiletét). A kalibrdlooldatok dtlagos csticsmagassiga vagy
teriilete legyen az ordindtatengelyen, a megfelel6 koncentrdciok pg/ml-ben az abszcisszdn, és ennek
alapjdn szerkessziink kalibrdcids gorbét.

Mintaoldat

Ugyanolyan mennyiségi oldatot haszndlva, mint amennyit a kalibrdloldatoknal haszndltunk,
fecskendezzitk be a mintakivonatot (5.3.2. pont) egymds utdn tobbszor, és hatdrozzuk meg a
robenidincsticsok dtlagos magassagat (teriiletét).

Az eredmények kiszdmitdsa

A mintaoldat robenidincstcsainak 4tlagmagassdgdbdl (teriiletébdl) hatdrozzuk meg a mintaoldat
koncentracijat pg/ml-ben a kalibracios gorbe (5.4.2. pont) alapjan.

A minta, (mg/kg-ban kifejezett) w robenidintartalmat az alabbi képlet segitségével kapjuk meg:

¢ x 200

W="n
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ahol:
c= a mintaoldat robenidin-koncentréicidja, pg/ml-ben,
m= a vizsgalati adag tomege grammban.
7. Az eredmények validdldsa
7.1. Azonositds

Az analizalt anyag azonositdsa parhuzamos kromatografidval vagy diddasoros detektor haszndlatdval
erdsithet6 meg, amely sordn a mintakivonat és a 6 pg/ml-es kalibral6oldat (3.9.3. pont) spektrumat
hasonlitjuk 6ssze.

7.1.1. Pirhuzamos kromatografia

A mintakivonatot megfelel6 mennyiségl kalibrdléoldattal (3.9.3. pont) disitjuk. A hozzdadott robenidin
mennyisége és a mintakivonatban taldlhaté robenidin becsiilt mennyisége kozel azonos legyen.

A hozzdadott mennyiséget és a kivonat higitdsit figyelembe véve, csak a robenidincsiics magassiga
emelkedhet. A cstics szélességének a legnagyobb magassdg felénél az eredeti szélesség + 10 %-on belil kell
lennie.

7.1.2. Diédasoros detektdlds
Az eredményeket a kovetkez§ kritériumok szerint értékeljiik:

a) a minta és a standard spektrumdban a kromatogram csicsmaximumédn rogzitett legnagyobb
elnyeléshez tartozé hullimhossznak a detektor felbontéképessége dltal meghatdrozott tiiréshatdron
beliil azonosnak kell lennie. A diédasoros detektorokndl ez a tiiréshatdr jellemzéen * 2 nm;

b) 250 és 400 nm kozott a spektrumnak a relativ abszorbancia 10 és 100 %-a kozotti tartomdnyba esé
részein a mintdnak és a standardnak a kromatogram csticsmaximumadn rogzitett spektruma nem térhet
el egymdstol. Ez a kritérium akkor teljesiil, ha ugyanazok a maximalis értékek vannak jelen, és a két
spektrum egyetlen vizsgalt ponton sem tér el a standard abszorbancidjanak 15 %-dnal nagyobb
mértékben;

¢) 250 és 400 nm kozott a mintakivonat altal kivéltott cstics felszdllo dgdnak, csicsmaximuménak és
leszéllé aganak spektrumai nem térhetnek el egymdstdl a spektrumnak a relativ abszorbancia 10
és 100 %-a kozotti tartomanyba esG részein. Ez a kritérium akkor teljesiil, ha ugyanazok a maximalis
értékek vannak jelen, és a spektrumok egyetlen vizsgdlt ponton sem térnek el a csticsmaximum
spektruma abszorbancidjanak 15 %-dndl nagyobb mértékben.

Amennyiben ezen kritériumok valamelyike nem teljesiil, az analizalt anyag jelenléte nem bizonyitott.

7.2. Ismételhetdség
Két azonos mintdn végzett parhuzamos meghatdrozds eredménye kozotti killonbség, 15 mg/kg-ndl
magasabb robenidintartalom esetén, nem haladhatja meg a magasabb érték 10 %-t.

7.3. Visszanyerés

A dasitott vakminta esetében legaldbb 85 %-os visszanyerési ardnyt kell elérni.

8. A korvizsgilat eredményei

Unids korvizsgalatot szerveztek, amely sordn Grlemény, illetve pellet formdjiban négy baromfi- és négy
nytltakarmdnymintdt elemeztek 12 laboratériumban. Minden mintdn kettSs analizist végeztek. Az
eredmények a kovetkez§ tabldzatban szerepelnek.

Baromfi Nyl
Orlemény Pellet Orlemény Pellet
Kozépérték [mg/kg] 27,00 27,99 43,6 40,1
s, [mg/kg] 1,46 1,26 1,44 1,66
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HU

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

v, [%] 5,4 45 3,3 41
Sk [mg/kg] 436 3,36 4,61 3,91
CVe [%] 16,1 12,0 10,6 9,7
Visszanyerés [%] 90,0 93,3 87,2 80,2
8= az ismételhetGség szérdsa

CV,= az ismételhetGség relativ szérdsa, %

Sg= a reprodukdlhatdsdg szordsa

CVg= a reprodukadlhatésag relativ szordsa, %

F. A DIKLAZURIL MEGHATAROZASA

(+)-4-kldrfenil [2,6-diklor-4-(2,3,4, 5-tetrahidro-3, 5-dioxo-1,2,4-triazin-2-il) fenil] acetonitril
A diklazuriltartalmat az aldbbiak szerint kell meghatdrozni:

- a »Takarmdnyok. Mintavételi és elemzési modszerek. Az engedélyezett kokcidiosztatikumok
szlirése és meghatdrozdsa additiv, illetve 1 %-os és 3 %-os keresztszennyez8dési szinten, valamint
a nem regisztralt kokcidiosztatikumok és egy antibiotikum sz(irése és meghatdrozdsa szubadditiv
szinteken, Osszetett takarmdnyban, nagy hatékonysdgi folyadékkromatogrifidval. Tandem-
tomegspektrometrids kimutatds (LC-MS/MS)« cimii EN 17299 szabvdnyban el8irt analitikai
modszerrel, vagy

- haromkomponenst, forditott fazisd, nagy teljesitményt folyadékkromatografidval (HPLC), UV
detektor hasznalatdval, az alabbi 1-9. pontban leirtak szerint.

Cél és alkalmazdsi teriilet

Ez a moédszer lehet6vé teszi a takarmdnykeverékekben és elSkeverékekben 1évS diklazuril
meghatdrozdsat (). A kimutatdsi hatdrérték 0,1 mglkg, a meghatdrozds hatdrértéke 0,5 mg/kg.
Alacsonyabb meghatdrozasi hatarok is elérhet6k, de ezt a felhaszndlonak validdlnia kell.

Vizsgilati alapelv

Egy bels§ standard hozzdaddsat kovetGen a mintdt savas metil-alkohollal extrahdljuk. A takarmdnyok
esetében a kivonat egy aliquot részét C18 szilardfizisi extrahdlotoltetben deritjiik. A diklazurilt savas
metil-alkohol és viz keverékével eludljuk a toltetbSl. Bepdrlds utdn a maradékot DMF/vizben feloldjuk.
El6keverékek esetében a kivonatot bepdroljuk, és a maradékot DMF|vizben feloldjuk. A diklazuriltartalmat
haromkomponenst, forditott fazisti, nagy teljesitményii folyadékkromatografidval (HPLC) hatdrozzuk meg,
UV-detektor haszndlataval.

Reagensek

Viz, HPLC minGség

Ammonium-acetdt

Tetrabutil-ammonium-hidrogén-szulft (TBHS)

Acetonitril, HPLC-min&ség(i

Metil-alkohol, HPLC-mindségi

N, N-dimetilformamid (DMF)

Sdsav, pyo = 1,19 g/ml

Standard anyag: diklazuril: (+)-4-klérfenil [2,6-dikl6r-4-(2,3,4,5-tetrahidro- 3,5-dioxo-1,2,4-triazin-2-il)
fenil] acetonitril, garantélt tisztasdgt

() A modszer a takarmdny-alapanyagokban taldlhaté diklazuril meghatdrozasdra is alkalmazhatd.

ELL http://data.europa.eu/elijreg_impl/2024/771/oj

93/129



HU HL L, 2024.3.15.

3.8.1. Diklazuril standard torzsoldat, 500 pg/ml

Mérjink ki 0,1 mg pontossiggal 25 mg diklazuril standard anyagot (3.8. pont) egy 50 ml-es
mérSlombikba. Oldjuk fel DMF-ben (3.6. pont), toltsiik fel jelig DMF-fel (3.6. pont), és keverjitkk ossze.
Tekerjik a lombikot aluminiumfélidba, vagy haszndljunk barna tveglombikot, és tdroljuk
htit6ben. 4 °C-on vagy ennél alacsonyabb hdmérsékleten az oldat egy honapig stabil (1°).

3.8.2. Diklazuril standardoldat, 50 pg/ml

Ontsiink 4t 5,00 ml standard térzsoldatot (3.8.1. pont) egy 50 ml-es mér6lombikba, toltsiik fel jelig DMF-
fel (3.6. pont), és keverjiik Ossze. Tekerjik a lombikot aluminiumfélidba, vagy hasznaljunk barna
tiveglombikot, és tdroljuk hiit6ben. 4 °C-on vagy ennél alacsonyabb hémérsékleten az oldat egy hénapig
stabil.

3.9. Bels6 standard anyag: 2,6-dikl6r-a-(4-klorfenil)-4-(4,5  dihidro— 3,5-dioxo-1,2,4-triazin-2  (3H)-il)
a-metilbenzol-acetonitril (metil-diklazuril)

3.9.1. Belsé standard torzsoldat, 500 pg/ml

Mérjiink be 0,1 mg pontossdggal 25 mg belsd standard anyagot (3.9. pont) egy 50 ml-es mérélombikba.
Oldjuk fel DMF-ben (3.6. pont), toltsiik fel jelig DMF-fel (3.6. pont), és keverjitk dssze. Tekerjitk a lombikot
aluminiumfolidba, vagy haszndljunk barna iiveglombikot, és tdroljuk hitdben. 4 °C-on vagy ennél
alacsonyabb hémérsékleten az oldat egy honapig stabil.

3.9.2. Belsé standardoldat, 50 pg/ml

Ontsiink 4t 5,00 ml belsd standard torzsoldatot (3.9.1. pont) egy 50 ml-es mérglombikba, toltsiik fel jelig
DMF-fel (3.6. pont), és keverjitk ossze. Tekerjitk a lombikot aluminiumfdlidba, vagy haszndljunk barna
tiveglombikot, és tdroljuk hiit6ben. 4 °C-on vagy ennél alacsonyabb hdmérsékleten az oldat egy honapig

stabil.
3.9.3. Bels§ standardoldat elSkeverékekhez, p/1 000 mg/ml (p = az elSkeverék mg/kg-ban kifejezett névleges
diklazuriltartalma)

Mérjiink be 0,1 mg-os pontossdggal p/10 mg belsS standardoldatot egy 100 ml-es mérélombikba, oldjuk
fel DMF-ben (3.6. pont) egy ultrahangos fiird6ben (4.7. pont), toltsiik fel jelig DMF-fel, és keverjitk ossze.
Tekerjiik a lombikot aluminiumfélidba, vagy haszndljunk barna iiveglombikot, és tdroljuk
hiitében. 4 °C-on vagy ennél alacsonyabb hémérsékleten az oldat egy honapig stabil.

3.10. Kalibral6oldatok

3.10.1. Kalibral6oldat, 1 pg/ml (diklazuril)
Pipettdzzunk 1,00 ml diklazuril standardoldatot (3.8.2. pont) és 2,00 ml bels§ standardoldatot (3.9.2.

pont) egy 50 ml-es mérlombikba. Adjunk hozzd 17 ml DMF-t (3.6. pont), toltsiik fel jelig vizzel (3.1.
pont), és keverjiik ossze. Ezt az oldatot kozvetleniil a felhasznalds el6tt kell elkésziteni.

3.10.2. Kalibral6oldat, 2 pg/ml (diklazuril)
Pipettdzzunk 2,00 ml diklazuril standardoldatot (3.8.2. pont) és 2,00 ml bels§ standardoldatot (3.9.2.

pont) egy 50 ml-es mérlombikba. Adjunk hozzd 16 ml DMF-t (3.6. pont), toltsiik fel jelig vizzel (3.1.
pont), és keverjiik 0ssze. Ezt az oldatot kozvetlenil a felhasznalds el6tt kell elkésziteni.

3.10.3. Kalibrdlooldat, 3 pg/ml (diklazuril)
Pipettdzzunk 3,00 ml diklazuril standardoldatot (3.8.2. pont) és 2,00 ml bels§ standardoldatot (3.9.2.

pont) egy 50 ml-es mérlombikba. Adjunk hozzd 15 ml DMF-t (3.6. pont), toltsiik fel jelig vizzel (3.1.
pont), és keverjiik ossze. Ezt az oldatot kozvetlenil a felhasznalds el6tt kell elkésziteni.

(") Hosszabb (legfeljebb 1 éves) stabilitds lehetséges, de azt az egyes laboratériumoknak igazolniuk kell.
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3.10.4.

3.10.5.

3.13.1.

3.13.2.

3.13.3.

4.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

Kalibrl6oldat, 4 pg/ml (diklazuril)

Pipettdzzunk 4,00 ml diklazuril standardoldatot (3.8.2. pont) és 2,00 ml bels§ standardoldatot (3.9.2.
pont) egy 50 ml-es mérSlombikba. Adjunk hozzd 14 ml DMF-t (3.6. pont), toltsiik fel jelig vizzel (3.1.
pont), és keverjiik ossze. Ezt az oldatot kozvetleniil a felhasznalds el6tt kell elkésziteni.

Kalibréléoldat, 5 pg/ml (diklazuril)

Pipettdzzunk 5,00 ml diklazuril standardoldatot (3.8.2. pont) és 2,00 ml bels§ standardoldatot (3.9.2.
pont) egy 50 ml-es mérSlombikba. Adjunk hozzd 13 ml DMF-t (3.6. pont), toltsiik fel jelig vizzel (3.1.
pont), és keverjitk ossze. Ezt az oldatot kozvetleniil a felhasznalds el6tt kell elkésziteni.

MEGJEGYZES: a kalibril6 oldatok (3.10.1., 3.10.2., 3.10.3., 3.10.4. és 3.10.5. pont) a takarmdnyban 1évs
diklazuril 0,5-2,5 mg/kg kozotti koncentrdcidtartomdnyat fedik le a jelen eljards
alkalmazdsa esetén.

Cys szilardfdzisu extrahdlotoltet, pl. Mega Bond Elut, méret: 20 cm’, szorbens tomege: 5000 mg
(el6kondicionalds a beszallitdi irinymutatasok szerint).

Extrahdlo olddszer: savas metil-alkohol.

Pipettdzzunk 5,0 ml sésavat (3.7. pont) 1 000 ml metil-alkoholba (3.5. pont), és keverjitk ossze.
Mozgoéfazis a HPLC-hez:

A. eluens: ammonium-acetat — tetrabutil-ammonium-hidrogénszulfat oldat.

Oldjunk fel 5 g ammonium-acetdtot (3.2. pont) és 3,4 g TBHS-t (3.3. pont) 1 000 ml vizben (3.1. pont), és
keverjiik ossze.

B. eluens: acetonitril (3.4. pont).

C. eluens: metil-alkohol (3.5. pont).
Eszkozok

Mechanikus rdzogép

Felszerelés a haromkomponensti HPLC-hez:

Hypersil ODS folyadékkromatografids oszlop, 100 mm x 4,6 mm, 3 pm-es toltettel, vagy ezzel egyenértéki
berendezés.

Viltoztathat6 hullimhosszon mér6 UV-detektor vagy diddasoros detektor
Rotdcids, vékonyfilmes beparld

Membrénsziirg (pl. vegyi anyagokkal szemben ellendll6 nejlon), 0,45 pm-es
Egyszer haszndlatos fecskendd, 5 ml-es

Vakuumos elosztévezeték.

Ultrahangos fiirdg

A vizsgilat médja

Altaldnos szabdlyok

Takarmdnyvakminta

Vizsgéljunk meg egy takarmdnyvakmintdt annak ellenGrzésére, hogy sem diklazuril, sem interferdld
anyagok nincsenek jelen. A takarmanyvakminta a mintdval azonos tipusti takarmdny legyen, amelyben az
analizis sordn sem diklazuril, sem interferdlé anyagok nem mutathatok ki.
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5.1.2. Visszanyerési proba

Végezziink visszanyerési probat a mintdban meglévével kozel azonos mennyiségti diklazurillel dusitott
takarmdnyvakminta analizisével. Az 1 mg/kg szintre val6 dusitdshoz adjunk 0,1 ml standard torzsoldatot
(3.8.1. pont) 50 g takarmdnyvakmintdhoz, keverjiikk 6ssze alaposan, és hagyjuk dllni 10 percig, keverjitk
ossze néhdnyszor, miel6tt folytatjuk a mveletet (5.2. pont).

Amennyiben a mintdval megegyez§ takarmanyfajtabol vett takarmanyvakminta nem all rendelkezésre (lasd
az 5.1.1. pontot), a visszanyerési probdt a standard hozzdaddsos médszerrel lehet elvégezni. Ebben az
esetben a vizsgdlt mintdt az abban mdr jelen lévgvel azonos mennyiségii diklazurillal dasitjuk. Ezt a mintdt
a nem dusitott mintaval egyiitt elemezziik, és a visszanyerést kivondssal szamitjuk ki.

5.2. Extrahdlds

5.2.1. Takarmadnykeverékek

0,01 g pontossdggal mérjiink ki 50 g mintdt. Ontsiik 4t egy 500 ml-es Erlenmeyer-lombikba, adjunk hozz4
1,00 ml belsé standardoldatot (3.9.2. pont), 200 ml extrahdlé olddszert (3.12. pont), és zarjuk le a
lombikot. Rdzassuk a keveréket a rdzogépen (4.1. pont) egy éjszakdn at. Hagyjuk tlepedni 10 percig. A
feliiltsz6 anyag 20 ml-es aliquot részét ontsiik at egy tivegedénybe, és higitsuk fel 20 ml vizzel (3.1. pont).
Ontsiik 4t ezt az oldatot egy extrahalétoltetbe (3.11. pont), és vakuum segitségével engedjiik 4t rajta (4.6.
pont). Mossuk a toltetet 25 ml extrahdld olddszer (3.12. pont) és viz (3.1. pont) 65 + 35 (V + V) ardnyt
keverékével. Ontsiik el a felvett frakciokat, és eludljuk az alkotéelemeket 25 ml extrahdlé oldészer (3.12.
pont) és viz 80 + 20 (V + V) ardnyu keverékével. Paroljuk be ezt a frakciét a rotacids bepdrld (4.3. pont)
segitségével 60 °C-on, amig éppen beszdrad. A maradékot oldjuk fel 1,0 ml DMF-ben (3.6. pont), adjunk
hozza 1,5 ml vizet (3.1. pont), és keverjitk Ossze. Szfirjitk at egy egyszer haszndlatos fecskendére (4.5.
pont) illesztett membransz{ir6n (4.4. pont). Folytassuk a mtiveletet a HPLC-meghatdrozdssal (5.3. pont).

5.2.2. El6keverékek

0,001 g pontossaggal mérjiink ki 1 ¢ mintdt. Ontsiik 4t egy 500 ml-es Erlenmeyer-lombikba, adjunk hozz4
1,00 ml bels$ standardoldatot (3.9.3. pont), 200 ml extrahdlé olddszert (3.12. pont), és zarjuk le a
lombikot. Rézassuk a keveréket a rdzdgépen (4.1. pont) egy éjszakan at. Hagyjuk iilepedni 10 percig. A
feliilisz6 anyag egy 10 000/p ml (p = az elSkeverék mg/kg-ban kifejezett névleges diklazuriltartalma)
aliquot részét ontsiik 4t egy megfelel6 méretdi gomblombikba. Paroljuk be ezt a frakciét a rotdcids beparld
(4.3. pont) segitségével 60 °C-on, csokkentett nyomdson, amig éppen beszdrad. A maradékot oldjuk fel
10,0 ml DMF-ben (3.6. pont), adjunk hozzd 15,0 ml vizet (3.1. pont), és keverjilk ossze. Folytassuk a
miveletet a HPLC-meghatdrozassal (5.3. pont).

5.3. HPLC-meghatdrozds

5.3.1. Paraméterek

Az alabbi vizsgalati feltételek ttmutatdsként szolgdlnak, ettd] eltérd feltételeket is lehet haszndlni, feltéve,
hogy ezzel egyenértékii vagy jobb eredményeket adnak.

- Folyadékkromatografids oszlop (4.2.1. pont): 100 mm x 4,6 mm méretdi, Hypersil ODS 3 pm-es
toltettel, vagy ezzel egyenértéki berendezés.

- Mozgdfazis
- A.eluens (3.13.1. pont): ammoénium-acetat-tetrabutil-ammonium-hidrogénszulfat vizes oldata.
— B. eluens (3.13.2. pont): acetonitril.
- C.eluens (3.13.3. pont): metil-alkohol.
— Eludlds médja: - linedris gradiens
- kiindulasi feltételek: A +B + C= 60 + 20 + 20 (V + V + V);
— 10 perces gradiens eludlds utan 30 percig: A+ B+ C=45+20+ 35 (V+V+V)
- majd oblités B-eluenssel 10 percig.

—  Atdramldsi sebesség: 1,5-2 ml/perc
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—  Befecskendezett mennyiség: 20 pl.
- Kimutatdsi hulldmhossz: 280 nm

Ellendrizziik a kromatografids rendszer stabilitdsat oly médon, hogy 2 pg/ml diklazurilt és belsd standardot
tartalmazé kalibrdl6oldatot (3.10.2. pont) fecskendeziink be tobbszor, amig a csicsok magassiga és a
retencios id6k dlland6véd nem vélnak.

5.3.2. A kalibrdléoldatok kromatografids vizsgdlata

Fecskendezziink be 20 pl-t minden kalibrdléoldatbdl (3.10.1., 3.10.2., 3.10.3., 3.10.4. és 3.10.5. pont)
kétszer, azonositsuk és integraljuk a diklazurilcsicsot és a bels standard cstcsot, majd szerkessziink
kalibraciés gorbét a diklazurilcsticsok dtlagmagassagdt vagy dtlagteriiletét a bels6 standard csticsok
atlagmagassdgdhoz vagy dtlagteriiletéhez viszonyitott ardnyszdmok és a kalibrdlooldatokban 1évé
diklazuril-koncentréaciok (ug/ml) alapjan.

5.3.3. A mintaoldatok kromatografids vizsgdlata

Fecskendezziink be 20 pl mintaoldatot (5.2.1. vagy 5.2.2. pont) kétszer, és hatdrozzuk meg a
diklazurilcstcsok és a belsd standard cstcsok dtlagmagasségat vagy dtlagteriiletét.

6. Az eredmények kiszdmitdsa

6.1. Takarmdnykeverékek

A minta mg/kg-ban kifejezett w diklazuriltartalmat a kovetkezd képlet segitségével kapjuk meg:

Magassag(d,s) Teriilet(d,s)
w— Magasszig(i,s) X 10V yaoy vy = Terﬁlez(i,s) x 107

ahol:

— Magassdg(d,s): a diklazuril csiicsmagassdga a mintaoldatban (5.2.1. pont)

- Teriilet(d,s): a diklazuril csticsteriilete a mintaoldatban (5.2.1. pont)

—  Magassdg(i,s): a bels6 standard csticsmagassdga a mintaoldatban (5.2.1. pont)
- Teriilet(i,s): a bels6 standard cstcsteriilete a mintaoldatban (5.2.1. pont)

— b: a kalibrdl6 oldatokbdl (3.10.1., 3.10.2., 3.10.3., 3.10.4. és 3.10.5. pont) az 5.3.2. pont szerint
szerkesztett kalibraci6s gorbe tengelymetszete

— a: a kalibrdl6 oldatokbdl (3.10.1., 3.10.2., 3.10.3., 3.10.4. és 3.10.5. pont) az 5.3.2. pont szerint
szerkesztett kalibraciés gorbe meredeksége

- m: avizsgdlt mennyiség tomege grammban

- V:a mintakivonat végsé térfogata milliliterben az 5.2.1. pont szerinti tjrafeloldds utdn (azaz 2,5 ml)

6.2. El6keverékek

A minta mg/kg-ban kifejezett w diklazuriltartalmat a kovetkezd képlet segitségével kapjuk meg:

Magassag(d.s) Teriilet(d,s)
W Magasse;g(z,s) X 002 o b vagy = Terulez(z,s) x 002

ahol:

—  Magassdg(d,s): a diklazuril csiicsmagassdga a mintaoldatban (5.2.2. pont)

- Teriilet(d,s): a diklazuril csticsteriilete a mintaoldatban (5.2.2. pont)

— Magassdg(i,s): a bels6 standard csticsmagassdga a mintaoldatban (5.2.2. pont)

- Teriilet(i,s): a bels§ standard cstcsteriilete a mintaoldatban (5.2.2. pont)
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— b: a kalibrdl6 oldatokbdl (3.10.1., 3.10.2., 3.10.3., 3.10.4. és 3.10.5. pont) az 5.3.2. pont szerint
szerkesztett kalibraci6s gorbe metszete

— a: a kalibrdl6 oldatokbdl (3.10.1., 3.10.2., 3.10.3., 3.10.4. és 3.10.5. pont) az 5.3.2. pont szerint
szerkesztett kalibracids gorbe meredeksége

- m: avizsgdlt mennyiség tomege grammban

— V:a mintakivonat végsé térfogata milliliterben az 5.2.2. pont szerinti Gjrafeloldds utdn (azaz 25 ml)

p: az el6keverék névleges diklazuriltartalma, mg/kg-ban kifejezve
7. Az eredmények validdldsa

7.1. Azonositds
Az analizalt anyag azonositdsa parhuzamos kromatografidval vagy diddasoros detektor haszndlatdval

erdsithet6 meg, amely sordn a mintakivonat (5.2.1. vagy 5.2.2. pont) és a kalibrdléoldat (3.10.2. pont)
spektrumat hasonlitjuk ossze.

7.1.1. Pirhuzamos kromatografia
A mintakivonatot (5.2.1. vagy 5.2.2. pont) megfelel6 mennyiségii kalibrdléoldattal (3.10.2. pont) disitjuk.
A hozzdadott diklazuril mennyisége kozel azonos legyen a mintakivonatban meglévs diklazuril
mennyiségével.
A hozzdadott mennyiséget és a kivonat higitdsat figyelembe véve, csak a diklazuril cstics és a bels6 standard

csics magassaga emelkedhet. A cstics szélességének a legnagyobb magassdg felénél a dusitds el6tti
mintakivonat diklazuril csticsa vagy belsé standard csticsa eredeti szélességének + 10 %-an beliil kell lennie.

7.1.2. Diédasoros detektdlds
Az eredményeket a kovetkez§ kritériumok szerint értékeljik:

a) a minta és a standard spektrumdban a kromatogram csicsmaximumdn rogzitett legnagyobb
elnyeléshez tartozé hullimhossznak a detektor felbontéképessége dltal meghatdrozott tiiréshatdron
beliil azonosnak kell lennie. A diédasoros detektorokndl ez a tiiréshatdr jellemzéen * 2 nm.

b) 230 és 320 nm kozott a spektrumnak a relativ abszorbancia 10 és 100 %-a kozotti tartomdnyba esé
részein a mintdnak és a standardnak a kromatogram csticsmaximumadn rogzitett spektruma nem térhet
el egymastdl. Ez a kritérium akkor teljesiil, ha ugyanazok a maximalis értékek vannak jelen, és a két
spektrum egyetlen vizsgalt ponton sem tér el a standard abszorbancidjanak 15 %-dndl nagyobb
mértékben.

¢) 230 és 320 nm kozott a mintakivonat dltal kivéltott cstics felszallé dgdnak, csicsmaximumdnak és
leszéllé aganak spektrumai nem térhetnek el egymdstdl a spektrumnak a relativ abszorbancia 10
és 100 %-a kozotti tartomanyba esd részein. Ez a kritérium akkor teljesiil, ha ugyanazok a maximalis

értékek vannak jelen, és a spektrumok egyetlen vizsgdlt ponton sem térnek el a csticsmaximum
spektruma abszorbancidjdnak 15 %-dndl nagyobb mértékben.

Amennyiben ezen kritériumok valamelyike nem teljesiil, az analizalt anyag jelenléte nem bizonyitott.

7.2. Ismételhetdség
A két részmintdn végzett két fuiggetlen mérés eredményei kozotti kilonbség nem haladhatja meg:
- 0,5 mglkg és 2,5 mg|kg kozotti diklazuriltartalom esetén a magasabb érték 30 %-dt,
2,5 mgfkg és 5 mg/kg kozotti diklazuriltartalom esetén a 0,75 mg/kg értéket,

— 5 mg/kg feletti diklazuriltartalom esetén a magasabb érték 15 %-at.

7.3. Visszanyerés

Dusitott (vak-)minta esetében a visszanyerésnek legaldbb 80 %-osnak kell lennie.
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A korvizsgilat eredményei

Két korvizsgalatot szerveztek. Az els6ben, amelyet egy mdsik laboratoriumcsoport 1994-ben szervezett, az
elemzett mintdk két el6keverék (O 100, A 100) és harom, baromfinak szdnt kiegészit§ takarmény (L1, Z1,
K1) voltak. Az egyik el6keverék-mintat egy szerves mdtrixszal (O 100), a mdsikat pedig egy szervetlen
matrixszal (A 100) keverték Ossze. Az elméleti diklazuriltartalom 100 mg/kg volt. A laboratériumokat
utasitottdk, hogy a vizsgdlatokat egyszer vagy kétszeres ismétléssel vizsgdljak. (Az elsé kor vizsgalatra
vonatkozdan részletesebb informéciok taldlhatok a kovetkezd helyen: Journal of AOAC International, 77.
évfolyam, 6. szdm, 1994, 1359-1361. o.).

A mdsodik korvizsgélatban harom, baromfi takarmdnyozdsdra szant takarmanykeveréket vizsgaltak meg,
amelyek 0,9 mg/kg (1. ANYAG), 1,5 mg/kg (2. ANYAG) koncentrdciéban diklazurilt, illetve és takarmany-
vakmintdt (3. ANYAG) tartalmaztak. A mdsodik korvizsgdlatra vonatkozd részletes informdciok a JRC
technikai jelentésében (JRC Technical report, 2016) és a Journal of AOAC Internationalben (102. évfolyam, 2.
szam, 2019, 646-652. 0.) taldlhatok. A két korvizsgdlat eredményeit az alabbi tdblazat tartalmazza.

1. minta A 2. minta O 3. minta L1 4. minta 5. minta 6. minta 7. minta 8. minta
100 100 - inta Z1 K1 1. ANYAG | 2. ANYAG 3. ANYAG
L 11 11 11 11 6 10 9 10
n 19 18 19 19 12 20 18 10
Atlag (mg/kg) | 1008 103,5 0,89 1,15 0,89 1,0 1,5 <10Q
S, (mg/kg) 5,88 7,64 0,15 0,02 0,03 0,11 0,07 —
CV; (%) 5,83 7,38 17,32 1,92 3,34 11,2 4,5 —
Sk (mg/kg) 7,59 7,64 0,17 0,11 0,12 0,18 0,21 —
CVi (%) 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65 18,1 14,3
NéVleges 100 100 1,0 1,0 1,0 0,9 1,5 —
tarta-
lom (mg/kg)
Hivatkozds () Az Az Az Az Az A A A 2015-6s
1 994-es 1 994-es 1994-¢s 1994-¢s 1994-es 2015-0s 2015-0s masodik
elsé elsé elsé elsé elsé mdsodik mdsodik vizsgdlat
vizsgalat vizsgilat vizsgalat vizsgalat vizsgalat vizsgalat vizsgalat
L= a laboratériumok szdma
n= az egyedi értékek szdma
S, = az ismételhetGség szordsa
Cv, = az ismételhetGség relativ szordsa
Sr = a reprodukadlhatdsag szordsa
CVy = a reprodukdlhatdsdg relativ szordsa
LOQ = a meghatdrozdsi hatar

(*) Az 1994-es elsG vizsgdlat: Journal of AOAC International, 77. kotet, 6. szdm, 1994., 1359-1361. o.; A 2015-0s
mdsodik vizsgdlat: A JRC technikai jelentése: »Re-validation of a method for the determination of diclazuril by collaborative
study« (Egy a diklazuril kérvizsgilattal torténd meghatdrozasara szolgdlé modszer Gjravalidaldsa) (2016).

Altaldnos megjegyzések
A diklazuril-reakci6t kordbban linedrisnak taldltdk a mért koncentraciék svja felett.

Legaldbb a magas zsirtartalmd (e célbdl a 12 %-ot meghaladé zsirtartalmd) takarmanykeverékben 1évé
diklazuril vizsgdlatdndl a vizsgdlati médszer helyettesithet6 mds HPLC-alapti médszerekkel, példdul nagy
teljesitmény? folyadék-kromatograffal kapcsolt tomegspektrometridan (HPLC-MS) alapulé médszerrel,
feltéve, hogy az alternativ mddszer egyenértéki teljesitményjellemzdkkel rendelkezik (visszanyerési ardny,
precizitds az ismételhetdségi és reprodukdlhatdsagi feltételek melletti).
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G. A LAZALOCID-NATRIUM MEGHATAROZASA

A Streptomyces lasaliensis dltal termelt poliéter-monokarboxilsav ndtriumsdja
A lazalocid-natrium-tartalmat az aldbbiak szerint kell meghatdrozni:

- a »Takarmdnyok. Mintavételi és elemzési mddszerek. Az engedélyezett kokcidiosztatikumok
szlirése és meghatdrozdsa additiv, illetve 1 %-os és 3 %-os keresztszennyez8dési szinten, valamint
a nem regisztralt kokcidiosztatikumok és egy antibiotikum sztirése és meghatdrozasa szubadditiv
szinteken, Osszetett takarmdnyban, nagy hatékonysdgti folyadékkromatografidval. Tandem-
tomegspektrometrids kimutatds (LC-MS/MS)« cim@ EN 17299 szabvanyban el6irt analitikai
modszerrel, vagy

- forditott fdzisti, nagy teljesitmény(i folyadékkromatografidval (HPLC), spektrofotometrids
(fluoreszcens) detektor haszndlatdval, az aldbbi 1-8. pontban leirtak szerint.

1. Cél és alkalmazasi teriilet
A mobdszer a takarmdnyok lazalocid-ndtrium-tartalmdnak meghatdrozdsira szolgdl. A kimutatdsi
hatdrérték 5 mg/kg, a meghatdrozds hatdrértéke 10 mg/kg.

2. Vizsgilati alapelv
A lazalocid-ndtriumot a mintdb6l savas metil-alkohollal extrahdljuk, majd forditott fzisti, nagy
teljesitmény(i folyadékkromatografidval (HPLC), spektrofotometrids (fluoreszcens) detektor segitségével
hatdrozzuk meg.

3. Reagensek

3.1. Kélium-dihidrogén-foszfat (KH,PO,)

3.2. Ortofoszforsav, w (w|w) = 85 %

3.3. Ortofoszforsav-oldat, c = 20 %
Higitsunk fel vizzel 23,5 ml ortofoszforsavat (3.2. pont) 100 ml-re.

3.4. 6-metil-2-heptilamin (1,5-dimetil-hexilamin), w (w/w) = 99 %

3.5. Metil-alkohol, HPLC-mingségii

3.6. Sésav, stirtiség = 1,19 g/ml

3.7. Foszfatpuffer-oldat, ¢ = 0,01 mol/l
Oldjunk fel 1,36 g KH,PO,-ot (3.1. pont) 500 ml vizben (3.11. pont),, adjunk hozzd 3,5 ml
ortofoszforsavat (3.2. pont) és 10,0 ml 6-metil-2-heptilamint (3.4. pont). Allitsuk be a pH-t 4,0-re
ortofoszforsav-oldattal (3.3. pont), és higitsuk fel vizzel 1 000 ml-re (3.11. pont).

3.8. Savas metil-alkohol
Ontsiink 5,0 ml sésavat (3.6. pont) egy 1 000 ml-es mérlombikba, toltsiik fel jelig metil-alkohollal (3.5.
pont), és keverjiik ossze. Ezt az oldatot kozvetleniil a felhasznalds el6tt kell elkésziteni.

3.9. HPLC mozgdfazis, foszfitpuffer-metil-alkohol-oldat, 5 + 95 (V + V)
Keverjiink 6ssze 5 ml foszfitpuffer-oldatot (3.7. pont) 95 ml metil-alkohollal (3.5. pont).

3.10. Lazalocid-ndtrium garantalt tisztasigi standard anyag, C;,Hs;OgNa (a poliéter-monokarboxilsav
ndtriumsdja, amelyet a Streptomyces lasaliensis termel), E763

3.10.1. Lazalocid-ndtrium standard t6rzsoldat, 500 pg/ml
Mérjiink be 0,1 mg-os pontossdggal 50 mg lazalocid-natriumot (3.10. pont) egy 100 ml-es mérélombikba,
oldjuk fel savas metil-alkoholban (3.8. pont), toltsiik fel jelig ugyanezzel az olddszerrel, és keverjitk ossze.
Ezt az oldatot hasznalat el6tt frissen kell elkésziteni.
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3.10.2. Lazalocid-ndtrium kozbensd standardoldat, 50 pg/ml

Pipettdzzunk 10,0 ml standard torzsoldatot (3.10.1. pont) egy 100 ml-es mérSlombikba, toltsiik fel jelig
savas metil-alkohollal (3.8. pont), és keverjiik 0ssze. Ezt az oldatot kozvetlenil a felhaszndlds el6tt kell
elkésziteni.

3.10.3. Kalibrél6oldatok

50 ml-es mérélombikokba ontsiink 1,0, 2,0, 4,0, 5,0, illetve 10,0 ml kozbensd standardoldatot (3.10.2.
pont). Ontsiik fel jelig savas metil-alkohollal (3.8. pont), és keverjiik dssze. Ezek az oldatok egyenként 1,0,
2,0, 4,0, 5,0 és 10,0 pg/ml lazalocid-ndtriumnak felelnek meg. Ezeket az oldatokat kozvetleniil a
felhasznélds eldtt kell elkésziteni.

3.11. Viz, HPLC-mind&ségi

4. Eszkozok

4.1. Ultrahangos fuird§ (vagy vizfirdGs rdz6gép), hémérséklet-szabalyozoval

4.2. Membransztirgk, 0,45 pm

4.3. HPLC-berendezés 20 pl mennyiség befecskendezésére alkalmas befecskendezd rendszerrel

4.3.1. Folyadékkromatografids oszlop, 125 mm x 4 mm, forditott fazisti C,, 5 pm toltet vagy azzal egyenértéki
berendezés

4.3.2. Spektrofluoriméter, valtoztathat6 gerjesztési és emisszids hulldimhossz-szabalyozassal

5. A vizsgilat médja

5.1. Altaldnos szabdlyok

5.1.1. Takarmdnyvakminta

A visszanyerési proba (5.1.2. pont) elvégzése érdekében elemezziink egy takarmdnyvakmintdt annak
ellendrzésére, hogy sem lazalocid-natrium, sem egyéb interferdlé anyag nincs jelen. A takarmanyvakminta
a mintdhoz hasonl6 tipust legyen, és benne lazalocid-ndtrium vagy més interferdlé anyag ne legyen
kimutathato.

5.1.2. Visszanyerési proba

Végezziink visszanyerési probat egy olyan takarmdnyvakminta analizdldsdval, amelyet a mintdban jelen
1év8hoz hasonlé mennyiségii lazalocid-natriummal disitottak. 100 mg/kg-os szintre torténd disitishoz
ontsiink 10,0 ml standard torzsoldatot (3.10.1. pont) egy 250 ml-es Erlenmeyer-lombikba, és paroljuk be
az oldatot kb. 0,5 ml-re. Adjunk hozzd 50 g takarmanyvakmintdt, keverjitk 0ssze alaposan, és hagyjuk
allni 10 percig, majd keverjikk 6ssze Gjra néhdnyszor, miel6tt az extrahdldssal (5.2. pont) folytatjuk a
miiveletet.

Amennyiben a mintdval megegyez takarmdnyfajtabdl vett takarmdnyvakminta nem 4ll rendelkezésre (ldsd
az 5.1.1. pontot), a visszanyerési probdt a standard hozzdaddsos médszerrel lehet elvégezni. Ebben az
esetben a vizsgdlandé mintdt az abban mdr jelen lévGvel kozel azonos mennyiség( lazalocid-ndtriummal
dusitjuk. Ezt a mintdt a nem dusitott mintdval egyiitt analizdljuk, a visszanyerést kivondssal szdmitjuk ki.

5.2. Extrahdlds

5.2.1. Takarmdny

Mérjiink be 0,01 g-os pontossdggal 5-10 g mintat egy dug6s, 250 ml-es Erlenmeyer-lombikba. Pipettdval
adjunk hozza 100,0 ml savas metil-alkoholt (3.8. pont). Dugaszoljuk le lazdn, és keverjiik, mig diszperziét
nem kapunk. Helyezziik a lombikot kériilbeliil 40 °C-os ultrahangos fiirdébe (4.1. pont) 20 percre, majd
vegyik ki, és hiitsitk le szobahSmérsékletre. Hagyjuk allni kb. 1 6rdig, amig a szuszpendalt anyag
leiilepszik, majd egy 0,45 pm-es membrdnsziirén (4.2. pont) szlirjiink egy aliquot részt egy megfeleld
edénybe. Folytassuk a miiveletet a HPLC-meghatdrozdssal (5.3. pont).
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5.2.2. El6keverékek

Mérjiink be 0,001 g-os pontossdggal 2 g Groletlen elSkeveréket egy 250 ml-es mér§lombikba. Adjunk
hozza 100,0 ml savas metil-alkoholt (3.8. pont), és keverjitk, amig diszperziét nem kapunk. Helyezziik a
mérdlombikot tartalméval egyiitt kb. 40 °C-os ultrahangos fiirdébe (4.1. pont) 20 percre, majd vegyiik ki,
és hiitsiik le szobahémérsékletre. Higitsuk a jelig savas metil-alkohollal (3.8. pont), és alaposan keverjitk
ossze. Hagyjuk dllni 1 6rdig, amig a szuszpendalt anyag letilepszik, majd egy 0,45 pm-es membransz(irén
(4.2. pont) sziirjiink 4t egy aliquot részt. Higitsuk a tiszta filtraitum megfelel§ mennyiségét savas metil-
alkohollal (3.8. pont), hogy igy kb. 4 pg/ml lazalocid-ndtriumot tartalmazé végsé vizsgélati oldatot
kapjunk. Folytassuk a miiveletet a HPLC-meghatdrozdssal (5.3. pont).

5.3. HPLC-meghatdrozds

5.3.1. Paraméterek

Az aldbbi vizsgdlati feltételek csak dtmutatdsként szolgdlnak, ettSl eltérd feltételeket is lehet hasznalni,
feltéve, hogy ezzel egyenértékii eredményt adnak:

Folyadékkromatografids oszlop, 125 mm x 4 mm, forditott fizist C,g, 5 pm toltet vagy azzal egyenérték

(4.3.1. pont) berendezés

Mozgéfazis (3.9. pont): Foszfatpuffer-oldat (3.7. pont) és metil-alkohol (3.5. pont) keveréke, 5 + 95
(V+V)

Atéramldsi sebesség: 1,2 ml/perc

Kimutatasi hullimhossz: gerjesztés: 310 nm

emisszio: 419 nm
Befecskendezett mennyiség: 20 pl
Ellendrizzilk a kromatografids rendszer stabilitdsit oly mddon, hogy 4,0 pg/ml-es koncentriciji
kalibréléoldatot (3.10.3. pont) fecskendeziink be tobbszor, amig a csicsmagassagok (vagy teriiletek) és
retencios id6k dllandévéd nem vélnak.
5.3.2. Kalibrdcids gorbe

Fecskendezziik be tobbszor egymds utdn az egyes kalibraléoldatokat (3.10.3. pont), és hatdrozzuk meg az
egyes koncentraciok dtlagos csticsmagassdgait (teriileteit). Készitsiik el a kalibracids gorbét tigy, hogy az
atlagos csticsmagassdgokat (teriileteket) az ordindtdn, a pug/ml-ben kifejezett megfelel§ koncentraciokat az
abszcisszan dbrazoljuk.

5.3.3. Mintaoldat

Ugyanolyan mennyiségi oldatot haszndlva, mint amennyit a kalibrdléoldatokndl haszndltunk,
fecskendezzitk be az 5.2.1. vagy 5.2.2. pont szerint nyert mintakivonatokat egymds utdn tobbszor, és
hatdrozzuk meg a lazalocid-natrium-cstcsok atlagos csticsmagassdgait (teriileteit).

6. Az eredmények kiszdmitdsa
A mintaoldat (5.3.3. pont) befecskendezése utdn kapott dtlagos csicsmagassagokbdl (teriiletekbdl), a
kalibrécios gorbe alapjdn hatdrozzuk meg a lazalocid-natrium koncentraciéjit pg/ml-ben.

6.1. Takarmdny

A minta w lazalocid-ndtrium-tartalma (mg/kg) a kovetkezs képlet szerint adhaté meg:

w ="Vmg/kg]

m

ahol:
c= a mintaoldat (5.2.1. pont) pg/ml-ben kifejezett lazalocid-natrium koncentracidja
vV, = a mintakivonat 5.2.1. pont szerint ml-ben megadott (= 100) térfogata
m = a vizsgélati adag tomege g-ban
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6.2. El6keverékek

A minta w lazalocid-ndtrium-tartalma (mg/kg) a kovetkez6 képlet szerint adhaté meg:

X Ve x f
w =12 [mg/kg]
ahol:

c= a mintaoldat (5.2.2. pont) pg/ml-ben kifejezett lazalocid-natrium koncentracidja

V,= a mintakivonat 5.2.2. pont szerint ml-ben megadott (= 250) térfogata

f= az 5.2.2. pont szerinti higitasi tényezd

m= a vizsgélati adag tomege g-ban
7. Az eredmények validdldsa
7.1. Azonositds

A spektro-fluorimetridn alapulé médszerek kevésbé érzékenyek az interferencidra, mint azok az eljdrdsok,
amelyek sordn UV-detektort haszndlnak. Az analizdlt anyag azonossdga parhuzamos kromatografidval
ellendrizhetd.

7.1.1. Pirhuzamos kromatografia
A mintakivonatot (5.2.1. vagy 5.2.2. pont) megfelel6 mennyiségii kalibrél6oldattal (3.10.3. pont) dusitjuk.
A hozzéadott lazalocid-ndtrium mennyisége kozel azonos legyen a mintaoldatban taldlhat6 lazalocid-
ndtrium mennyiségével. A hozzdadott lazalocid-natrium mennyiségét és a kivonat higuldsat figyelembe

véve csak a lazalocid-natrium csicsmagassaga emelkedhet. A cstics szélességének a legnagyobb magassig
felénél a nem dusitott mintakivonat eredeti csticsszélessége + 10 %-on beliil kell lennie.

7.2. Ismételhetdség

Az ugyanazon mintdn végzett két parhuzamos meghatdrozds eredménye kozotti kiilonbség nem haladhatja
meg:

- 30-100 mg/kg kozotti lazalocid-natrium-tartalom esetén a magasabb érték 15 %-dt,
- 100-200 mg/kg kozotti lazalocid-ndtrium-tartalom esetén a 15 mg/kg értéket,

— 200 mg/kg-ndl nagyobb lazalocid-natrium-tartalom esetén a magasabb érték 7,5 %-at.

7.3. Visszanyerés

A dtsitott (vakpréba) takarmdnyminta esetében a visszanyerés foka legaldbb 80 %-os legyen. A dusitott
el6keverék-minta esetében legalabb 90 %-os visszanyerési ardnyt kell elérni.

8. A korvizsgilat eredményei

Egy korvizsgalat (¥) keretében 12 laboratériumban 2 el6keveréket (1. és 2. minta) és 5 takarmanyt (3-7.
minta) analizdltak. Minden mintdn kett6s analizist végeztek. Az eredmények a kovetkezd tdblazatban

szerepelnek.
1. minta 2. minta 3. minta 4. minta 5. minta 6. minta 7. minta
Csirke- Pulyka- Pulykapel- Csirke- Pulykata- | Baromfi A. | Baromfi B.
elékeverék | elSkeverék let derce karmadny | takarmdny | takarmdny
L 12 12 12 12 12 12 12
n 23 23 23 23 23 23 23
Kozépér- 5050 16 200 76,5 78,4 92,9 48,3 32,6
ték [mg/kg]
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s, [mg/kg] 107 408 1,71 2,23 2,27 1,93 1,75
CV, [%] 2,12 2,52 2,24 2,84 2,44 4,00 5,37
sr [mg/kg] 286 883 3,85 7,32 5,29 3,47 3,49
CVr [%] 5,66 5,45 5,03 9,34 5,69 7,18 10,70
Névleges

tarta- 5000 (**) | 16 000 (*¥) 80 (*¥) 105 (**) 120 (**) 50 () 35 ()
lom [mg/kg]

L= a laboratériumok szdma

n= az egyedi értékek szdma

8= az ismételhetGség szordsa

Sg= a reprodukdlhatdsag szordsa

CV,= az ismételhetGség relativ szérdsa, %

CVi= a reprodukadlhatdsdg relativ szordsa, %

* Analyst, 1995, 120., 2175-2180. o.

(** Gyarto altal feltiintetett tartalom.

() Laboratériumban készitett takarmdny.

H. AZ AMPROLIUM-HIDROKLORID MEGHATAROZASA

1-[(4-amino-2-propil-5-pirimidinil)metil]-2-metilpiridinium klorid monohidroklorid

1. Cél és alkalmazasi teriilet
Ez a médszer lehet6vé teszi a takarmdnyokban 1év amprolium szintjének meghatdrozdsat. A kimutatdsi
hatdr 1 mg/kg, a meghatdrozdsi hatir 5 mg/kg.

2. Vizsgdlati alapelv
A mintdt metil-alkohol és viz keverékével extrahdljuk. A mozgdfazissal torténd higitas és membransziirés
utdn az amproéliumtartalmat kationcseréls, nagy teljesitményd folyadékkromatografidval (HPLC),
UV-detektor hasznalatdval hatdrozzuk meg.

3. Reagensek

3.1. Metil-alkohol

3.2. Acetonitril, HPLC-min&ség(i.

3.3. Viz, HPLC-mindség(

3.4, Natrium-dihidrogén-foszfat oldat, ¢ = 0,1 mol/l
Oldjunk fel 13,80 g nétrium-dihidrogén-foszfit-monohidritot vizben (3.3. pont), egy 1000 ml-es
mérdlombikban, toltsiik fel vizzel (3.3. pont) jelig és keverjiik 6ssze.

3.5. Nétrium-perklorat oldat, ¢ = 1,6 mol/l
Oldjunk fel 224,74 g natrium-perklordt-monohidratot vizben (3.3. pont) egy 1 000 ml-es mérdlombikban,
toltsiik fel vizzel (3.3. pont) jelig, és keverjiik ossze.

3.6. Mozgéfazis a HPLC-hez (ldsd az Eszrevételek 9.1. pontjat).
Acetonitril (3.2. pont), ndtrium-dihidrogén- foszfat oldat (3.4. pont) és natrium-perklorit oldat (3.5. pont)
450 + 450 + 100 (v + v + v) ardnyt keveréke. Haszndlat el6tt szdirjitk at egy 0,22 pm-es membranszirén
(4.3. pont) és gdzmentesitsiik az oldatot (pl. ultrahangos fiird6ben (4.4. pont) legaldbb 15 percig).

3.7. Standard anyag: tiszta amprélium, 1-[(4-amino-2-propil-5-pirimidinil)metil]-2-metilpiridinium klorid, E
750 (l4sd a 9.2. pontot)
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3.8.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

5.1.

5.1.1.

Amprélium standard torzsoldat, 500 pg/ml

Meérjiink ki 0,1 mg-os pontossdggal 50 mg amproliumot (3.7. pont) egy 100 ml-es mérélombikba, oldjuk
fel 80 ml metil-alkoholban (3.1. pont), és helyezziik a lombikot 10 percre egy ultrahangos fiird6be (4.4.
pont). Az ultrahangos kezelés utdn allitsuk be az oldatot szobahSmérsékletire, toltsiik fel jelig vizzel, és
keverjiik ossze. < 4 °C h6mérsékleten az oldat egy honapig stabil.

Amprélium kozbensd standardoldat, 50 pg/ml

Pipettdzzunk 5,0 ml standard torzsoldatot (3.7.1. pont) egy 50 ml-es mérlombikba, toltsiik fel jelig az
extrahdl6 oldoszerrel (3.8. pont), és keverjiik 6ssze. < 4 °C hdmérsékleten az oldat egy honapig stabil.

Kalibral6oldatok

Adagoljunk 0,5, 1,0 és 2,0 ml kozbens§ standardoldatot (3.7.2. pont) 50 ml-es mér§lombikokba. Toltsitk
fel a lombikokat jelig a mozgdfazissal (3.6. pont), és keverjik ossze. Ezek az oldatok 0,5, 1,0, illetve
2,0 pg/ml amproliumnak felelnek meg. Ezeket az oldatokat kozvetleniil a felhaszndlds el6tt kell elkésziteni.

Extrahdl6 olddszer

Metil-alkohol (3.1. pont) és viz 2 + 1 (v + v) ardnyU keveréke.
Eszkozok
HPLC-berendezés 100 pl mennyiség befecskendezésére alkalmas befecskendezd rendszerrel

125 mm x 4 mm méretd, kationcserél8 Nucleosil 10 SA folyadékkromatografids oszlop, 5 vagy 10 pm-es
toltettel, vagy ezzel egyenértékdi berendezés

Viltoztathaté hullimhosszon mérg UV-detektor vagy diédasoros detektor.
Membransz(ird, PTFE anyag, 0,45 um

Membransz(irg, 0,22 pm

Ultrahangos fiirdg

Mechanikus rdz6gép vagy magneses keverd

A vizsgilat médja

Altaldnos szabdlyok

Takarmdnyvakminta

A visszanyerési préba (5.1.2. pont) el6tt vizsgdljunk meg egy takarmdnyvakmintdt annak ellendrzésére,
hogy sem amprélium, sem interferalé anyagok nincsenek jelen. A takarmanyvakminta a mintaval azonos
fajtdju takarmdny legyen, és amproliumot vagy interferdl anyagokat ne tartalmazzon.

Visszanyerési proba

A mintdban taldlhatéval kozel azonos mennyiségli ampréliummal disitott takarmdnyvakminta analizisével
végezziink visszanyerési probat. A 100 mg/kg szintre val6 diisitishoz ontsiink 4t a standard torzsoldatbdl
(3.7.1. pont) 10,0 ml-t egy 250 ml-es Erlenmeyer-lombikba, és pdrologtassuk az oldatot koriilbeliil
0,5 ml-ig. Adjunk hozzd 50 g takarmdnyvakmintdt, alaposan keverjitk Ossze, és hagyjuk 10 percig allni,
majd tobbszor keverjitk meg Gjra, mieldtt folytatjuk a mtiveletet az extrahaldssal (5.2. pont).

Amennyiben a mintdval megegyezd takarmdnyfajtabdl vett takarményvakminta nem 4ll rendelkezésre (ldsd
az 5.1.1. pontot), a visszanyerési probdt a standard hozzdaddsos médszerrel lehet elvégezni. Ebben az
esetben a vizsgdlandé mintdt az abban mdr jelen lévdvel kozel azonos mennyiségli ampréliummal
dusitjuk. Ezt a mintdt a nem ddsitott mintdval egyiitt elemezziik, és a visszanyerést kivondssal szamitjuk ki.
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5.2. Extrahdlds
5.2.1. El6keverékek (ampréliumtartalom < 1 %) és takarmdnyok

Mérjink ki 0,01 g pontossdggal, az ampréliumtartalomtdl figgéen, 5-40 g mintdt egy 500 ml-es
Erlenmeyer-lombikba, és adjunk hozzd 200 ml extrahalé olddszert (3.8. pont). Helyezziik a lombikot az
ultrahangos furd6be (4.4. pont), és hagyjuk benne 15 percig. Vegyiik ki a lombikot az ultrahangos
furd6bdl, és egy Oraig razassuk a rdzdgépen, vagy keverjilk a magneses keverdvel (4.5. pont). Oldjuk a
kivonat egy aliquot részét a mozgéfazissal (3.6. pont) 0,5-2 pg/ml amproliumtartalomig és keverjik ossze
(ldsd az Eszrevételek 9.3. pontjdt). Szrjiik 4t e higitott oldat 5-10 ml-ét egy membranszdrén (4.2. pont).
Folytassuk a miiveletet a HPLC-meghatdrozdssal (5.3. pont).

5.2.2. El6keverékek (ampréomiumtartalom > 1 %)

Mérjiink ki 0,001 g pontossdggal, az amproliumtartalomtdl fiiggden, 1-4 g el6keveréket egy 500 ml-es
Erlenmeyer-lombikba, és adjunk hozzd 200 ml extrahdl6 oldészert (3.8. pont). Helyezziik a lombikot az
ultrahangos fiirdébe (4.4. pont), és hagyjuk benne 15 percig. Vegyiik ki a lombikot az ultrahangos
fird6bdl, és egy ordig razassuk a rdzogépen, vagy keverjiik a magneses keverével (4.5. pont). Oldjuk a
kivonat egy aliquot részét a mozgoéfazissal (3.6. pont) 0,5-2 pg/ml ampréliumtartalomig, és keverjitk
ossze. Szirjiik 4t e higitott oldat 5-10 ml-ét egy membransz(irén (4.2. pont). Folytassuk a miiveletet a
HPLC-meghatdrozdssal (5.3. pont).

5.3. HPLC-meghatdrozds

5.3.1. Paraméterek:

Az alabbi vizsgélati feltételek ttmutatdsként szolgdlnak, ettdl eltéré feltételeket is lehet hasznélni, feltéve,
hogy ezzel egyenértéki eredményt adnak.

Folyadékkromatografids oszlop 125 mm x 4 mm méret(, kationcserél6 Nucleosil 10 SA, 5 vagy 10
(4.1.1. pont): pm-es toltettel, vagy ezzel egyenértékd berendezés.
Mozg6fézis (3.6. pont): Acetonitril (3.2. pont), ndtrium-dihidrogén- foszfit oldat (3.4. pont)

és natrium-perklorat oldat (3.5. pont) 450 + 450 + 100 (v + v +v)
aranyd keveréke.

Atéramldsi sebesség: 0,7-1 ml/perc
Kimutatdsi hullimhossz: 264 nm
Befecskendezett mennyiség: 100 pl

Ellendrizziik a kromatografids rendszer stabilitdsdt 1,0 pg/ml-t tartalmazé kalibrdléoldat (3.7.3. pont)
tobbszori befecskendezésével addig, amig a csticsmagassagok és retencids id6k stabilakkd nem vélnak.
5.3.2. Kalibrdcids gorbe

Fecskendezziink be minden kalibrdléoldatot (3.7.3. pont) tobbszor egymds utdn, és hatdrozzuk meg az
egyes koncentriciokhoz tartozd csicsmagassdgok (teriiletének) atlagat. A kalibrédlooldatok datlagos
csicsmagassaga (teriilete) legyen az ordindtatengelyen, a megfelel6 koncentricidk pedig pg/ml-ben az
abszcisszan, és ennek alapjan szerkessziink kalibracids gorbét.

5.3.3. Mintaoldat

Ugyanolyan mennyiségi oldatot haszndlva, mint amennyit a kalibrdloldatoknal haszndltunk,
fecskendezzitk be a mintakivonatot (5.2. pont) egymds utdn tObbszor, és hatdrozzuk meg az
amproliumesticsok 4tlagos csticsmagassagat (teriiletét).

6. Az eredmények kiszdmitdsa

A mintaoldat ampréliumesticsainak dtlagmagassdgabdl (teriiletébdl) hatdrozzuk meg a mintaoldat pg/ml-
ben kifejezett koncentraciéjdt a kalibraciés gorbe (5.3.2. pont) alapjan.

A minta mg/kg-ban kifejezett w ampréliumtartalmat a kovetkezd képlettel kapjuk meg:

w =2t [mg/kg]
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ahol:
V= az extrahdl6 oldészer (3.8. pont) ml-ben kifejezett térfogata, az 5.2. pont szerint (azaz 200 ml)
c= a mintakivonat (5.2. pont) pg/ml-ben kifejezett ampréliumkoncentracidja
f= az 5.2. pont szerinti higitasi tényezd
m= a vizsgalati adag tomege g-ban
7. Az eredmények validildsa
7.1. Azonositds

Az analizdlt anyag azonositdsat parhuzamos kromatografidval vagy diddasoros detektor alkalmazdsival
lehet megerGsiteni, amelyek segitségével a mintakivonat (5.2. pont) spektruma és a 2,0 pg/ml
koncentraciéju kalibral6oldat (3.7.3. pont) spektruma 6sszehasonlithaté.

7.1.1. Pirhuzamos kromatogrifia

A mintakivonatot (5.2. pont) megfelel6 mennyiségii kalibralooldattal (3.7.3. pont) dusitjuk. A hozzdadott
amprolium mennyisége kozel azonos legyen a mintakivonatban taldlhaté amprolium mennyiségével.

A hozzdadott mennyiséget és a kivonat higitdsat figyelembe véve, csak az amproliumestics magassdga
emelkedhet. A cstics szélességének a legnagyobb magassdg felénél a dusitds elStti mintakivonat
amproliumcsticsa eredeti szélessége + 10 %-on beliil kell lennie.

7.1.2. Diédasoros detektdlds

Az eredményeket a kovetkez§ kritériumok szerint értékeljiik:

a) a minta és a standard spektrumdban a kromatogram csicsmaximumdn rogzitett legnagyobb
elnyeléshez tartozé hullimhossznak a detektor felbontoképessége dltal meghatdrozott tiiréshatdron
beliil azonosnak kell lennie. A diddasoros detektoroknal ez a tiiréshatdr jellemzden + 2 nm.

b) 210 és 320 nm kozott a spektrumnak a relativ abszorbancia 10 és 100 %-a kozotti tartomdnyba esé
részein a mintdnak és a standardnak a kromatogram csticsmaximumadn rogzitett spektruma nem térhet
el egymadst6l. Ez a kritérium akkor teljesiil, ha ugyanazok a maximalis értékek vannak jelen, és a két
spektrum egyetlen vizsgalt ponton sem tér el a standard abszorbancidjanak 15 %-dndl nagyobb
mértékben.

¢) 210 és 320 nm kozott a mintakivonat dltal kivéltott cstics felszallé dgdnak, csicsmaximumdnak és
leszdllé dgdnak spektrumai nem térhetnek el egymdstdl a spektrumnak a relativ abszorbancia 10
és 100 %-a kozotti tartomdnyba esd részein. Ez a kritérium akkor teljesiil, ha ugyanazok a maximalis
értékek vannak jelen, és a spektrumok egyetlen vizsgdlt ponton sem térnek el a csicsmaximum
spektruma abszorbancidjdnak 15 %-dndl nagyobb mértékben.

Amennyiben ezen kritériumok valamelyike nem teljesiil, az analizalt anyag jelenléte nem bizonyitott.

7.2. Ismételhetdség

Az ugyanazon mintdn végzett két parhuzamos meghatdrozas eredménye kozotti kiilonbség nem haladhatja
meg:

- 25 mgfkg és 500 mg/kg kozotti amprdliumtartalom esetén a magasabb érték 15 %-at
- 500 mgfkg és 1 000 mg kg kozotti amproliumtartalom esetén a 75 mg/kg értéket

- 1000 mg/kg feletti ampréliumtartalom esetén a magasabb érték 7,5 %-at

7.3. Visszanyerés

Dsitott (vak)minta esetében a visszanyerésnek legalabb 90 %-osnak kell lennie.

8. A korvizsgilat eredményei

Egy korvizsgalatot szerveztek, amely sordn harom baromfitakarmanyt (1-3. minta) egy dsvanyi takarmanyt
(4. minta) és egy el6keveréket (5. minta) analizdltak. Az eredmények a kovetkezd tdblazatban szerepelnek.
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9.1.

9.2.

9.3.

1. minta

(takarmdany- 2. minta 3. minta 4. minta 5. minta

vakminta)
L 14 14 14 14 15
n 56 56 56 56 60
kozépérték [mg/kg] - 45,5 188 5129 25140
s, [mg/kg] - 2,26 3,57 178 550
CVr [%] - 4,95 1,90 3,46 2,20
sr [mg/kg] - 2,95 11,8 266 760
CVi [%] - 6,47 6,27 5,19 3,00
névleges - 50 200 5000 25000
tartalom [mg/kg]
L: a laboratériumok szdma
n: az egyedi értékek szdma
S az ismételhetGség szérdsa
CV,: az ismételhetGség relativ szordsa
Sk: a reprodukdlhatdsag szordsa
CVg: a reprodukadlhatésag relativ szordsa

Eszrevételek

Amennyiben a minta tiamint tartalmaz, a tiamincstcs valamivel az ampréliumestcs el6tt jelenik meg a
kromatogramon. Ezt a mddszert kovetve az ampréliumot és a tiamint el kell valasztani. Amennyiben az
ebben a médszerben hasznélt oszlopon (4.1.1. pont) nem sikeriil szétvdlasztani az amproéliumot és a
tiamint, akkor a mozgdfizis (3.6. pont) acetonitril részének legfeljebb 50 %-at helyettesitsik metil-
alkohollal.

A British Pharmacopoeia szerint az ampréliumoldat (c = 0,02 mol/l) spektruma sésavban (c = 0,1 mol/l)
246 nm és 262 nm kozott ad maximumértékeket. Az abszorbancia értéke 246 nm-nél 0,84, 262 nm-nél
0,80.

A kivonatot mindig fel kell higitani a mozgoéfazissal, mert egyébként az amproliumestics retencids ideje
jelent6sen eltolodhat az ionerében torténd valtozasoknak koszonhetGen.

. A NARAZIN MEGHATAROZASA
A narazintartalmat az aldbbiak szerint kell meghatdrozni:

- a »Takarmdnyok. Mintavételi és elemzési modszerek. Az engedélyezett kokcidiosztatikumok
szlirése és meghatdrozasa additiv, illetve 1 %-os és 3 %-os keresztszennyez8dési szinten, valamint
a nem regisztralt kokcidiosztatikumok és egy antibiotikum sziirése és meghatdrozdsa szubadditiv
szinteken, Osszetett takarmdnyban, nagy hatékonysdga folyadékkromatogrifidval. Tandem-
tomegspektrometrids kimutatds (LC-MS/MS)« cim@ EN 17299 szabvdnyban el8irt analitikai
modszerrel, vagy

- a»Takarmdnyok. A monenzin-, a narizin- és a szalinomicin-tartalom meghatdrozasa. Oszlop utdni
szarmazékképzést alkalmazo6 folyadékkromatografids médszer« cim@ EN ISO 14183 szabvanyban
el6irt médszerrel.

J. A NIKARBAZIN MEGHATAROZASA
A nikarbazintartalmat az aldbbiak szerint kell meghatérozni:

- a »Takarmdnyok. Mintavételi és elemzési mddszerek. Az engedélyezett kokcidiosztatikumok
sziirése és meghatdrozasa additiv, illetve 1 %-os és 3 %-os keresztszennyezGdési szinten, valamint
a nem regisztralt kokcidiosztatikumok és egy antibiotikum sztirése és meghatdrozdsa szubadditiv
szinteken, Osszetett takarmdnyban, nagy hatékonysdgti folyadékkromatografidval. Tandem-
tomegspektrometrids kimutatds (LC-MS/MS)« cim@ EN 17299 szabvdnyban elirt analitikai
modszerrel, vagy
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a »Takarmdnyok. A nikarbazin meghatdrozdsa. Nagy hatékonysigi folyadékkromatografids
modszer” cim@ EN 15782 szabvdnyban el6irt modszerrel.

K. A DEKOKINAT MEGHATAROZASA

A dekokinattartalmat az alabbiak szerint kell meghatdrozni:

a »Takarmdnyok. Mintavételi és elemzési mddszerek. Az engedélyezett kokcidiosztatikumok
szlirése és meghatdrozdsa additiv, illetve 1 %-os és 3 %-os keresztszennyez8dési szinten, valamint
a nem regisztralt kokcidiosztatikumok és egy antibiotikum sztirése és meghatdrozasa szubadditiv
szinteken, Osszetett takarmdnyban, nagy hatékonysdgi folyadékkromatografidval. Tandem-
tomegspektrometrids kimutatds (LC-MS/MS)« cimii EN 17299 szabvdnyban el8irt analitikai
modszerrel, vagy

a»Takarmdnyok. A dekokindt meghatdrozasa HPLC fluoreszcencids detektdldssal” cimd EN 16162
szabvdnyban el8irt médszerrel.

L. A MONENZIN MEGHATAROZASA

A monenzintartalmat az aldbbiak szerint kell meghatdrozni:

a »Takarmdnyok. Mintavételi és elemzési mddszerek. Az engedélyezett kokcidiosztatikumok
szlirése és meghatdrozdsa additiv, illetve 1 %-os és 3 %-os keresztszennyez8dési szinten, valamint
a nem regisztralt kokcidiosztatikumok és egy antibiotikum sztirése és meghatdrozdsa szubadditiv
szinteken, Osszetett takarmdnyban, nagy hatékonysdgi folyadékkromatogrifidval. Tandem-
tomegspektrometrids kimutatds (LC-MS/MS)« cimii EN 17299 szabvdnyban el8irt analitikai
modszerrel, vagy

a»Takarmdnyok. A monenzin-, a narizin- és a szalinomicin-tartalom meghatarozasa. Oszlop uténi
szdrmazékképzést alkalmaz6 folyadékkromatografids médszer« cim@ EN ISO 14183 szabvéanyban
el6irt modszerrel.

M. A SZALINOMICIN MEGHATAROZASA

A szalinomicintartalmat az aldbbiak szerint kell meghatdrozni:

a »Takarmdnyok. Mintavételi és elemzési mddszerek. Az engedélyezett kokcidiosztatikumok sziirése és
meghatdrozdsa additiv, illetve 1 %-os és 3 %-os keresztszennyez$dési szinten, valamint a nem
regisztralt kokcidiosztatikumok és egy antibiotikum szirése és meghatdrozdsa szubadditiv szinteken,
osszetett takarmanyban, nagy hatékonysdgt folyadékkromatografidval. Tandem-tomegspektrometrids
kimutatas (LC-MS/MS)« cimd EN 17299 szabvanyban el6irt analitikai modszerrel, vagy

a»Takarmdnyok. A monenzin-, a narizin- és a szalinomicin-tartalom meghatarozasa. Oszlop utini
szdrmazékképzést alkalmaz6 folyadékkromatografids médszer« cim@ EN ISO 14183 szabvédnyban
el6irt modszerrel.

N. A SZEMDURAMICIN MEGHATAROZASA

A szemduramicintartalmat az aldbbiak szerint kell meghatdrozni:

a »Takarmdnyok. Mintavételi és elemzési modszerek. Az engedélyezett kokcidiosztatikumok
szlirése és meghatdrozdsa additiv, illetve 1 %-os és 3 %-os keresztszennyezédési szinten, valamint
a nem regisztralt kokcidiosztatikumok és egy antibiotikum sztirése és meghatdrozdsa szubadditiv
szinteken, Osszetett takarmdnyban, nagy hatékonysdgti folyadékkromatografidval. Tandem-
tomegspektrometrids kimutatds (LC-MS/MS) 6« cimdi EN 17299 szabvanyban elirt analitikai
modszerrel, vagy

a »Takarmdnyok. A szemduramicintartalom meghatdrozdsa. Folyadékkromatografids modszer
faszerkezetd’ analitikai megkozelitéssel« cimd EN 16158 szabvanyban el6irt modszerrel kell
meghatdrozni.

0. EN SZABVANYOK

Az (EU) 2017/625 rendelet 34. cikke (2) bekezdése a) pontjinak alkalmazdsiban a kovetkezd EN
szabvanyok relevansak:

EN ISO 30024 Takarmdnyok. A fitdzaktivitds meghatdrozdsa

EN 17050 Takarmdnyok. Mintavételi és vizsgdlai modszerek. A jod meghatdrozdsa takarméanyban ICP-MS-sel

EN 17550 Takarmdnyok. A karotinoidok meghatdrozdsa Gsszetett takarmdnyokban és el6keverékekben
nagy hatékonysagu folyadékkromatografidval. UV-detektalds (HPLC-UV)

EN 15784 Takarmdnyok. Mintavételi és elemzési médszerek. A Bacillus spp. elkiilonitése és megszamldldsa

EN 15785 Takarmdnyok. A Bifidobacterium spp. elkiilonitése és megszamldldsa
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EN 15786 Takarmdnyok. Mintavételi és elemzési médszerek. A Pediococcus spp. kimutatdsa és szamldldsa

EN 15787 Takarmdnyok. Takarmdnyok. Mintavételi és elemzési mddszerek. A takarmdny-adalékanyagként
hasznélt Lactobacillus spp. kimutatasa és szdmldldsa

EN 15788 Takarmdnyok. Mintavételi és elemzési modszerek. A takarmdny-adalékanyagként haszndlt
Enterococcus (E. faecium) spp. kimutatdsa és szamldldsa

EN 15789 Takarmdnyok. Mintavételi és elemzési modszerek. A takarmdny-adalékanyagként haszndlt
Saccharomyces cerevisiae kimutatdsa és szamldlasa

EN 15510 Takarmanyok. Mintavételi és elemzési médszerek. A kalcium-, ndtrium-, foszfor-, magnézium-,
kélium-, vas-, cink-, réz-, mangin-, kobalt-, molibdén- és 6lomtartalom meghatdrozdsa ICP-AES-sel (a
kobalt és a molibdén takarmdny-adalékanyagok vizsgdlata céljabol)

EN 15621 Takarmanyok. Mintavételi és elemzési méodszerek. A kalcium-, ndtrium-, foszfor-, magnézium-,
kélium-, kén-, vas-, cink-, réz-, mangdn- és kobalttartalom meghatdrozdsa ICP-AES-sel, nyomds alatti
feltards utdn (a kobalt takarmdny-adalékanyag vizsgdlata céljabdl)

EN 16159 Takarmédnyok. A szelén meghatdrozdsa hidridfejlesztéses atomabszorpcids spektrometridval
(HGAAS), mikrohulldm feltdrds utdn (feltdrds 65 %-os salétromsavval és 30 %-os hidrogén-peroxiddal)

EN 17053: Takarmdnyok. Mintavételi és elemzési modszerek. A nyomelemek, a nehézfémek és mds elemek
meghatdrozdsa takarmdnyban ICP-MS-sel (multimédszer) (a kobalt, a molibdén és a szelén takarmdny-
adalékanyagok vizsgdlata céljabol)”
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V. MELLEKLET

V. MELLEKLET
ANALITIKAI MODSZEREK A TAKARMANYOKBAN LEVO NEMKIVANATOS ANYAGOK ELLENORZESERE

A. DIOXINOK (PCDD/PCDF) ES PCB-K KONCENTRACIOJANAK MEGHATAROZASA

I FEJEZET
MINTAVETELI MODSZEREK ES AZ ANALITIKAI EREDMENYEK ERTELMEZESE

Cél és alkalmazasi kor

A takarmanyokban el6fordulé poliklérozott dibenzo-p-dioxinok (PCDD-k), poliklérozott dibenzofurdnok
(PCDF-ek), dioxin jellegli poliklérozott bifenilek (PCB-k) () és nem dioxin jellegli PCB-k koncentrdcijanak
hatésdgi ellendrzésére az I. mellékletnek megfelelSen kell mintat venni. Alkalmazni kell az I. melléklet 5.1.
pontjdban a takarmdnyban egyenletesen eloszl6 anyagok vagy termékek ellendrzésére vonatkozdan el8irt
mennyiségi kovetelményeket. Az igy nyert egyesitett mintdk reprezentativnak tekintendk azon tételekre és
altételekre, amelyekbSl a mintavétel tortént. A 2002/32[EK irdnyelvben elirt fels§ hatdrértékeknek vald
megfelelést a laboratériumi mintdk elemzésével kapott koncentrdci6k alapjan kell megallapitani.

E rész alkalmazdsakor az (EU) 2021/808 bizottsdgi végrehajtdsi rendelet () I. mellékletében meghatdrozott
fogalommeghatirozasok alkalmazandék.

Az emlitett fogalommeghatdrozasokon kiviil e rész alkalmazdsaban a kovetkezd fogalommeghatarozasokat kell
alkalmazni:

(") A PCDD-k, PCDF-¢k és dioxin jellegti PCB-k toxicitdsi egyenérték-tényezdit (TEF) tartalmazé tdbldzat: Az Egészségiigyi Vildgszervezet
(WHO) Nemzetkozi Kémiai Biztonsdgi Programja (IPCS) keretében 2005 jiniusdban Genfben tartott szakértSi konferencia
megallapitdsai alapjan szdmitott, a humdn kockdzatok felméréséhez haszndlt WHO-TEF-értékek (Martin van den Berg és mtsai, The
2005 World Health Organization Re-evaluation of Human and Mammalian Toxic Equivalency Factors for Dioxins and Dioxin-like
Compounds. [Dioxinok és dioxin jellegi vegyiiletek emberekre és emlésokre vonatkozd toxicitdsi egyenérték-tényezGinek az

Egészségiigyi Vildgszervezet dltal 2005-ben végzett Gjraértékelése] Toxicological Sciences 93(2), 223-241. oldal (2006).

Kongéner TEF-érték Kongéner TEF-érték
Dibenzo-p-dioxinok (PCDD-k) és Dioxin jellegti PCB-k:
dibenzo-p-furdnok (PCDF-ek) nem orto-PCB-k + mono-orto-PCB-k
2,3,7,8-TCDD 1
1,2,3,7,8-PeCDD 1 Non-ortho PCBs
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0,1 PCB 77 0,0001
1,2,3,6,7,8-HxCDD 0,1 PCB 81 0,0003
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0,1 PCB 126 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0,01 PCB 169 0,03
OCDD 0,0003 Mono-ortho PCBs
2,3,7,8-TCDF 0,1 PCB 105 0,00003
1,2,3,7,8-PeCDF 0,03 PCB 114 0,00003
2,3,4,7,8-PeCDF 0,3 PCB 118 0,00003
1,2,3,4,7,8-HxCDF 0,1 PCB 123 0,00003
1,2,3,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 156 0,00003
1,2,3,7,8,9-HxCDF 0,1 PCB 157 0,00003
2,3,4,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 167 0,00003
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01 PCB 189 0,00003
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01
OCDF 0,0003

Alkalmazott roviditések: »T« = tetra; »Pe« = penta; »Hx« = hexa; »Hp« = hepta; »O« = okta; »CDD« = klér-dibenzo-dioxin; »CDF« = kl6r-
dibenzo-furdn; »CB« = klér-bifenil.
() A Bizottsdg (EU) 2021/808 végrehajtasi rendelete (2021. madrcius 22.) az élelmiszer-termel$ dllatokon alkalmazott gyégyszerha-
téanyagok maradékanyagaira vonatkozé analitikai modszerek elvégzésérol és az eredmények értelmezésérdl, valamint az
alkalmazandé mintavételi mddszerekrsl és a 2002/657[EK és 98/179[EK hatdrozatok hatdlyon kiviil helyezésérél (HL L 180.,
2021.5.21., 84.0.).

ELL http://data.europa.eu/elijreg_impl/2024/771/oj
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»Szirémodszerek«: azoknak a mintdknak a kivdlasztdsira haszndlt médszerek, melyekben a PCDD/F-¢k és a
dioxin jellegti PCB-k koncentriciéja meghaladja a fels§ hatdrértéket vagy a beavatkozdsi kiiszobértéket.
Segitségiikkel koltséghatékonyan lehet nagy mennyiségti mintat feldolgozni, és igy nagyobb az esély az olyan 1j
szennyezGdési esetek felismerésére, amelyek nagy fogyasztdi expoziciot és egészségi kockazatot jelenthetnek. A
szlirémodszerek bioanalitikai mddszereken vagy gdzkromatografids/tomegspektrometrids (GC-MS) mddszereken
alapszanak. A felsd hatdrértékeknek valé megfelelés ellendrzéséhez haszndlt cut-off értéket meghaladé mintakbol
kapott eredményeket az eredeti minta megerdsitd modszerrel torténd teljes 4jboli vizsgélata éltal kell ellendrizni.

»MegerGsit6 modszereke olyan teljes vagy kiegészit6 informacidkkal szolgilnak, amelyek lehet6vé teszik
a PCDD[F-ek és a dioxin jellegli PCB-k maximdlis koncentrdciéban vagy sziikség esetén a beavatkozasi
kiiszobértéken torténd azonositdsdt és egyértelmid mennyiségi meghatdrozasat. E modszerek gazkromatografiat/
nagyfelbontdsti tomegspektrometriat (GC-HRMS) vagy gazkromatografidt/tandem tomegspektrometridt (GC-MS/
MS) alkalmaznak.

2. A tétel vagy altétel megfelelése a felsG hatdrértéknek

2.1. A nem dioxin jellegti PCB-k tekintetében

A tétel vagy altétel akkor felel meg a felsd hatarértéknek, ha a PCB 28, PCB 52, PCB 101, PCB 138, PCB 153 és PCB
180 (a tovdbbiakban: nem dioxin jellegti PCB-k) Gsszege tekintetében az analitikai eredmény — a kiterjesztett
mérési bizonytalansagot is figyelembe véve — nem haladja meg a 2002/32/EK irdnyelvben megéllapitott fels§
hatdrértéket (). A tétel vagy altétel nem felel meg a 2002/32/EK irdnyelvben megallapitott felsé hatdrértéknek, ha
két parhuzamos elemzéssel (*), nyert két felfelé kerekitett (°) analitikai eredmény dtlaga — figyelembe véve a
kiterjesztett mérési bizonytalansdgot is — az észszertiség hatdrain belill kétséget kizdréan meghaladja a fels§
hatdrértéket; azaz a megfelelés megdllapitasira az elemzett koncentraciét alkalmazzdk a kiterjesztett mérési
bizonytalansag levondsa utdn.

A kiterjesztett mérési bizonytalansdg kb. 95 %-os konfidenciaszintnek megfeleld 2-es kiterjesztési tényezdvel
szdmitandé ki. A tétel vagy altétel nem megfelel6, ha az dtlagos mért értékekbdl az dtlag kiterjesztett
bizonytalansagi értékét kivonva a megéllapitott felsg hatarérték feletti értéket kapunk.

Az e pont alatt, a fenti bekezdésekben emlitett szabalyok a hatdsagi ellendrzés céljabodl vett mintdkkal kapott
analitikai eredményekre alkalmazandék. A mdsodik szakért6i vélemény vagy referencia céljabdl végzett
elemzések esetében a nemzeti szabdlyok alkalmazandok.

2.2. A PCDD/F-¢k és a dioxin jellegii PCB-k tekintetében
A tétel vagy altétel megfelel a felsd hatdrértékeknek, ha

— 5 % alatti »hamis megfelelG« ardnyt biztosité sztirémodszerrel végzett egyetlen elemzés eredménye azt mutatja,
hogy a koncentracié nem haladja meg a 2002/32/EK irdnyelvben a PCDD/[F-ekre, illetve a PCDD/F-¢k és a
dioxin jellegti PCB-k 6sszegére megallapitott felsé hatarértéket,

- a megerGsité mddszerrel végzett egyetlen elemzés eredménye — a kiterjesztett mérési bizonytalansdgot is
figyelembe véve — nem haladja meg a 2002/32/EK irdnyelvben a PCDD/F-ekre, illetve a PCDD/F-ek és a dioxin
jellegli PCB-k Gsszegére megallapitott fels§ hatarértéket.

() Adott esetben a »Guidance Document on Measurement Uncertainty for Laboratories performing PCDD/F and PCB Analysis using
Isotope Dilution Mass Spectrometry« (Irdinymutatds a mérési bizonytalansdg tekintetében PCDD|F és PCB vizsgilatdt végzd,
izotéphigitdsos tomegspektrometridt alkalmazé laboratériumok szdmadra) (https://food.ec.europa.eu/system/files/2017-05animal-
feed-guidance_document_pcdd-f_pcb_en.pdf) cim(i dokumentumban meghatdrozott elvek kévetenddk.

() Parhuzamos elemzés: a keresett analitok kiilon vizsgdlata ugyanazon homogenizédlt minta mdsodik alikvotjdnak haszndlatdva-
1. Altaldban a II. melléklet C. fejezetének 3. pontjdban el6irt kovetelmények alkalmazanddk a parhuzamos elemzésre. Ugyanakkor az
adott analitoknal a *C-jelolésti belsS standardot alkalmazé mddszerek esetében a két parhuzamos elemzésre csak akkor van sziikség,
ha az ilyen els6 megerdsités eredménye nem mutat megfelelést. A két parhuzamos elemzésre azért van szitkség, hogy ki lehessen zdrni
a mintdk bels§ keresztszennyezédésének vagy véletlen Osszecserélédésének lehetSségét. Ha szennyezédési eset miatt torténik az
elemzés, el lehet tekinteni a két pirhuzamos elemzéssel torténd megerdsitéstdl abban az esetben, ha az elemzésre kivélasztott mintdk
nyomon kovethetéen a szennyezSdéshez kapcsolédnak, a megdllapitott koncentrdcié pedig jelentGs mértékben meghaladja a felsé
hatérértéket.

() A felfelé kerekités fogalma szerint a mennyiségileg nem meghatdrozott egyes kongénerek hozzajiruldsinak értéke a meghatarozasi
hatdr értékével egyenld. A lefelé kerekités fogalma szerint a mennyiségileg nem meghatdrozott egyes kongénerek hozzdjdruldsdnak
értéke nulldval egyenlS. A kozépre kerekités fogalma szerint a mennyiségileg nem meghatarozott egyes kongénerek hozzdjrulasanak
értéke a meghatdrozdsi hatdr értékének felével egyenld.
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A sztirGtesztekhez cut-off értéket kell megallapitani annak meghatérozasdhoz, hogy a minta megfelel-e a PCDD/F-
ekre, illetve a PCDD/F-ek és a dioxin jellegti PCB-k 6sszegére megdllapitott hatdrértéknek.

A tétel vagy altétel nem felel meg a 2002/32/EK irdnyelvben megdllapitott fels6 hatdrértéknek, ha megerdsitd
modszerrel végzett két parhuzamos elemzéssel (°) nyert két felfelé kerekitett () analitikai eredmény dtlaga —
figyelembe véve a kiterjesztett mérési bizonytalansdgot is — az észszertiség hatdrain belill kétséget kizdr6an
meghaladja a fels6 hatarértéket; azaz a megfelelés megallapitdsira az elemzett koncentraciot alkalmazzak a
kiterjesztett mérési bizonytalansdg levondsa utdn.

A kiterjesztett mérési bizonytalansdg kb. 95 %-os konfidenciaszintnek megfelel§ 2-es kiterjesztési tényezdvel
szdmitandé ki. A tétel vagy altétel nem megfelel6, ha az dtlagos mért értékekbdl az dtlag kiterjesztett
bizonytalansagi értékét kivonva a megéllapitott fels6 hatarérték feletti értéket kapunk.

A PCDD/F-ek és a dioxin jellegti PCB-k kiilon-kiilon kapott analitikai eredményei becsiilt kiterjesztett bizonytalan-
sagainak osszegét kell haszndlni a PCDD/F-ek és a dioxin jellegli PCB-k dsszegének kiszdmitdsdhoz.

Az e pont alatt, a fenti bekezdésekben emlitett szabalyok a hatdsagi ellendrzés céljabdl vett mintdkkal kapott
analitikai eredményekre alkalmazanddk. Az érdekvédelmi vagy szakértSi célbdl végzett elemzések esetében a
nemzeti szabalyok alkalmazanddk.

A 2002/32[EK irdnyelv II. mellékletében megillapitott beavatkozisi kiiszobértékeket meghaladé
eredmények

A beavatkozdsi kiiszobértékek a mintdk kivdlasztdsinak eszkozei azokban az esetekben, amelyekben azonositani
kell a szennyez8dés forrdsat, és intézkedni kell a csokkentésérdl vagy megsziintetésérdl. A szdir6modszereknél
meg kell hatdrozni a megfelel§ cut-off értékeket az ilyen mintdk kivélasztdsdhoz. Ha jelentds erdfeszitések
szitkségesek a szennyez8dés forrdsinak beazonositisdhoz és a szennyez8dés csokkentéséhez vagy
megsziintetéséhez, célszeri eljards két parhuzamos, megerGsit6 modszert alkalmazé elemzést végezni — a
kiterjesztett mérési bizonytalansdgot is figyelembe véve — a beavatkozdsi kiiszobérték tallépésének
megerGsitésére (%).

II. FEJEZET

A TAKARMANYOKBAN ELGFORDULO DIOXINOK (PCDD/F-EK) £S DIOXIN JELLEGU PCB-K KONCENTRACIOJANAK
HATOSAGI ELLENORZESEHEZ HASZNALT MINTA-ELOKESZITES ES AZ ELEMZESI MODSZEREKRE VONATKOZO
KOVETELMENYEK

Alkalmazdsi kor

Az e fejezetben el6irt kovetelményeket kell alkalmazni a takarmédnyoknak a 2,3,7,8-as szénatomokon
helyettesitett PCDD/F-ek és a dioxin jellegli PCB-k koncentricidja tekintetében torténd hatdsdgi ellenSrzési céla
elemzéséhez, tovabbad az egyéb szabalyozdsi célokat szolgdlé minta-el6készités és analitikai kovetelmények
tekintetében, ideértve 183/2005/EK eurdpai parlamenti és tandcsi rendelet (°) rendelkezéseinek valé megfelelés
biztositdsa érdekében a takarmdnyipari véllalkoz6 dltal végzett ellendrzéseket.

A takarmdnyokban el6fordulé PCDD|F-ek és dioxin jellegli PCB-k jelenlétének figyelemmel kisérése két kiilonb6z6
analitikai médszerrel torténhet:

Altaldban a II. melléklet C. fejezetének 3. pontjaban el8irt kovetelmények alkalmazanddk a parhuzamos elemzésre. Ugyanakkor az
adott analitokndl a PC-jelolésti belsd standardot alkalmazé megerdsité modszerek esetében a két parhuzamos elemzésre csak akkor
van sziikség, ha az ilyen els6 megerdsités eredménye nem mutat megfelelést. A két pirhuzamos elemzésre azért van sziikség, hogy ki
lehessen zdrni a mintdk bels6 keresztszennyezédésének vagy véletlen Gsszecserélédésének lehetdségét. Ha szennyezGdési eset miatt
torténik az elemzés, el lehet tekinteni a két parhuzamos elemzéssel torténd megerdsitéstdl abban az esetben, ha az elemzésre
kivélasztott mintdk nyomon kovethetSen a szennyezédéshez kapcsolddnak, a megdllapitott koncentrdcié pedig jelentSs mértékben
meghaladja a felsd hatdrértéket.

A felfelé kerekités fogalma szerint a mennyiségileg nem meghatdrozott egyes kongénereknek a toxicitdsi egyenértékhez (TEQ) vald
hozzéjaruldsa a meghatdrozdsi hatdr értékével egyenl. A lefelé kerekités fogalma szerint a mennyiségileg nem meghatirozott egyes
kongénereknek a toxicitdsi egyenértékhez (TEQ) valé hozzdjiruldsa nulldval egyenlS. A kozépre kerekités fogalma szerint a
mennyiségileg nem meghatdrozott egyes kongénereknek a toxicitdsi egyenértékhez (TEQ) val6 hozzdjéruldsa a meghatdrozasi hatdr
értékének felével egyenld.

A beavatkozdsi kiiszobértékek ellendrzésére szolgalé parhuzamos elemzés indokoldsa és kovetelményei azonosak a felsd hatérértékre
az 5. ldbjegyzetben leirtakkal.

Az Eurdpai Parlament és a Tandcs 183/2005/EK rendelete (2005. janudr 12.) a takarmanyhigiénia kovetelményeinek meghatdrozasarél
(HLL 35.,2005.2.8., 1. 0.).

ELL: http:
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a) SziirGmaddszerek

A szlirémddszerek célja azoknak a mintdknak a kivalasztdsa, melyekben a PCDD/F-ek és a dioxin jellegii
PCB-k koncentricidja meghaladja a fels6 hatdrértéket vagy a beavatkozdsi kiiszobértéket. A
szlirémodszerek  segitségével koltséghatékonyan lehet nagy mennyiségli mintdt feldolgozni, és igy
nagyobb az esély az olyan (] szennyez6dési esetek felismerésére, amelyek nagy fogyasztoi expoziciot és
egészségi kockazatot jelenthetnek. Alkalmazasuknak arra kell irdnyulnia, hogy ne forduljanak el§ »hamis

megfelel6«  eredmények. A  szlir6mddszerek kozé tartozhatnak Dbioanalitikai modszerek és
gazkromatografids/tomegspektrometrids (GC-MS) mddszerek.

A szlir6modszerek az analitikai eredményt 6sszehasonlitjak egy cut-off értékkel, és igen/nem valaszt adnak
a fels6 hatdrérték vagy a beavatkozdsi kiiszobérték lehetséges tallépésérdl. Az olyan mintdkban, amelyek
esetében feltételezhetd a fels hatarértéket meghaladé eredmény, a PCDD/[F-ek koncentracidjat, valamint
a PCDD/F-¢k és a dioxin jellegti PCB-k osszkoncentrcidjit megerdsité modszerrel kell meghatdrozni vagy
megerdsiteni.

Emellett a sziirémddszerek jelezhetik a mintdban 1évé PCDD|F-ek és dioxin jellegti PCB-k koncentréacidjat.
Bioanalitikai sz{irémddszerek alkalmazdsa esetén az eredmény bioanalitikai egyenértékként (BEQ)
fejezhetd ki, mig fizikai-kémiai GC-MS mddszerek alkalmazdsa esetén toxicitdsi egyenértékként (TEQ). A
szlirémodszerek szdmadattal megadott eredményei megfelel6en mutatjak a megfelelést, a feltételezett meg
nem felelést vagy a beavatkozdsi kiiszobérték tillépését, és amennyiben megerdsité modszerekkel torténd
nyomon kovetés sziikséges, jelzik a koncentracitartomdnyt. Nem alkalmasak olyan célokra, mint példaul
a hattér-koncentrdcidk értékelése, a bevitel becslése, a koncentrdcié id6beli tendencidinak nyomon
kovetése vagy a beavatkozasi kiiszobérték, illetve a felsé hatdrértékek feliilvizsgdlata.

,

b) Megerdsitd mddszerek

A meger6sit6 modszerek lehetdvé teszik a mintdban jelen lévé PCDD[F-ek és dioxin jellegi PCB-k
egyértelm( azonositdsit és mennyiségi meghatdrozdsit, és teljeskord informdciot adnak az egyes
kongénerek szintjér6l. Ezért e modszerek lehetGvé teszik a fels6 hatdrértékek és a beavatkozdsi
kiiszobértékek ellendrzését, ideértve a szlir6moddszerekkel kapott eredmények megerdsitését. Ezen
tilmenden az eredmények egyéb célokra — példdul a takarményellendrzésben az alacsony hattér-
koncentriciok meghatdrozdsdra, az idébeli tendencidk kovetésére, az expozicié felmérésére, valamint a
beavatkozasi kiiszobérték és a fels§ hatdrértékek esetleges felulvizsgélatat szolgdlé adatbézis létrehozdsara
— is alkalmazhat6k. Fontosak tovdbbd a kongénerkombindciok megéllapitdsdhoz, hogy azonositani
lehessen egy szennyezd8dés lehetséges forrdsit. Az ilyen modszerek GC-HRMS-t alkalmaznak. A felsg
hatdrértéknek valé megfelelés/meg nem felelés megerdsitésére GC-MS/MS is alkalmazhaté.

2. Hattér

A toxicitdsi egyenértékben (TEQ) kifejezett koncentrécié kiszdmitdsdhoz az egyes anyagok adott mintdban mért
koncentracidjit meg kell szorozni a hozzdjuk tartozé toxicitdsi egyenérték-tényezével (TEF) (ldsd az 1. fejezet 1.
labjegyzetét), majd Ossze kell adni Gket, és ez adja a dioxin jellegli vegyiiletek toxicitdsi egyenértékben (TEQ)
kifejezett osszkoncentracidjat.

Az ezen A. rész alkalmazasdban egy adott kongéner specifikus meghatdrozasi hatdra a mintdban az a legkisebb
analittartalom, amely elfogadhaté statisztikai bizonyossdggal mérhetd, teljesitve a nemzetkozileg elfogadott
szabvanyokban, igy példdul az EN 16215:2012 szabvdnyban (Takarmanyok. A dioxinok és a dioxionhoz hasonl6
PCB-k meghatdrozdsa GC/HRMS-sel és ezek indikdtor-PCB-inek meghatdrozdsa GC/HRMS-sel) ésfvagy a
feliilvizsgalt EPA 1613 és 1668 mddszerben leirt azonositdsi kritériumokat.

Egy adott kongéner meghatdrozasi hatdra a kovetkez6képpen azonosithaté:

a) a mintakivonatban mért azon analitkoncentracid, amelynél két kiillonb6z§ vizsgalt ion olyan analitikai jelet ad,
amelynél a jel/zaj (S/N) ardny a kisebb intenzitdsa jelre 3:1; vagy

b) amennyiben technikai okokbdl a jel-zaj viszony szdmitdsa nem ad megbizhat6 eredményt, egy kalibracids
gorbe legkisebb koncentrdciés pontja, amely elfogadhaté (s 30 %) és kovetkezetes (a mintdk analitikai
sorozatdnak legaldbb a kezdetén és a végén mért) eltérést mutat az egyes mintasorozatokban a kalibracids
gorbe valamennyi pontjara kiszdmitott dtlagos relativ vélaszfaktoroktdl. A meghatdrozasi hatart a legkisebb
koncentraciés pontbdl kell kiszamitani, figyelembe véve a belsé standardok visszanyerését és a beviteli
mintamennyiséget.
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A bioanalitikai szlirémédszerek az eredményeket nem a kongénerek szintjén adjdk meg, hanem csupdn
bioanalitikai egyenértékként (BEQ) jelzik (%) a TEQ-értéket, ami azt jelenti, hogy a méréskor analitikai jelet ad6, a
mintakivonatban jelen 1év6 vegyiiletek koziil esetleg nem felel meg mindegyik a TEQ-elv 0sszes kovetelményének.

Egy adott matrix ellendrzésére csak akkor alkalmazhatdk sziirési és megerdsité modszerek, ha azok kellGen
érzékenyek ahhoz, hogy megbizhatéan ki tudjak mutatni a beavatkozdsi kiiszobértéket vagy a felsé hatdrértéket.

7.

Mindségbiztositasi elGirdsok

Intézkedéseket kell hozni, hogy a mintavétel és az analitikai eljdrds szakaszaiban ne fordulhasson el§ a mintdk
keresztszennyezddése.

A mintdkat olyan iiveg, aluminium, polipropilén vagy polietilén edényekben kell térolni és széllitani, amelyek
alkalmasak a mintdk olyan tdroldsdra, hogy az azokban 1év6 PCDD|F-ek és dioxin jellegti PCB-k koncentracidjdt
semmilyen hatds ne érhesse. A papirpormaradékokat el kell tdvolitani a mintatartobol.

A mintédk tdroldsa és széllitdsa sordn gondoskodni kell a takarmanyminta épségének meg6rzésérdl.

Adott esetben az egyes laboratériumi mintdkat finomra kell 6rolni és alaposan Gssze kell keverni bizonyitottan
teljes homogenizdciét eredményezd eljdrdssal (példaul 6rlés olyan finomsagira, hogy 1 mme-es szitdn athulljon).
A td] nagy nedvességtartalmii mintdkat 6rlés el6tt szdritani kell.

Ellendrizni kell, hogy a reagensek, a laborat6riumi iivegeszkozok és berendezések esetleg nem befolyasoljdk-e a
TEQ-értékre vagy BEQ-értékre alapozott eredményeket.

Vakprobat kell végezni, azaz végre kell hajtani a teljes analitikai eljdrast, a mintat kihagyva beldle.

Bioanalitikai médszereknél az elemzéshez hasznalt 6sszes laboratériumi tivegeszkozt és oldoszert ellendrizni kell,
hogy mentesek legyenek olyan vegyiiletektSl, melyek a munkatartomdnyban zavarhatnak a keresett vegytiletek
kimutatdsdt. Az tivegeszkozoket ki kell 6bliteni olddszerrel, vagy fel kell melegiteni olyan hémérsékletre, amelyen
a feliiletiikrdl eltavoznak a nyomokban esetleg ott 1évé PCDD/F-ek, dioxin jelleg(i vegyiiletek és zavard vegyiiletek.

Az extrakcidhoz haszndlt minta mennyiségének elegend6nek kell lennie ahhoz, hogy teljesiiljenek a felsé
hatdrérték vagy a beavatkozasi kiiszobérték koncentraciéit magaban foglald, kell6en alacsony munkatartomdanyra
vonatkozé kovetelmények.

A vizsgdlt termékekre alkalmazott adott minta-el6készitési eljardsoknak nemzetkozileg elfogadott
iranymutatdsokat — pl. EN ISO 6498 — kell kovetniiik.

A laboratériumokra vonatkozé kovetelmények

Az (EU) 2017/625 rendelet rendelkezéseinek megfeleléen az analitikai mindségbiztositds alkalmazdsanak
biztositdsa érdekében a laboratériumokat az ISO[IEC 58 Gtmutatd szerint miikodd elismert testiiletnek kell
akkreditdlnia. A laboratériumokat az EN ISOJ[IEC 17025 szabviny szerint kell akkreditdlni. A »Technical
Guidelines for the estimation of measurement uncertainty and limits of quantification for PCDDJF and PCB
analysis« (Mtiszaki irdnymutatds a mérési bizonytalansdg és meghatdrozasi hatdr becsléséhez PCDDJF és PCB
vizsgdlata tekintetében) dokumentumban foglalt elvek kovetenddk (11).

A laboratériumok szakmai felkésziiltségét olyan laboratériumkozi korvizsgalatokban vald folyamatos, sikeres
részvétellel kell bizonyitani, amelyek a PCDD/F-¢k és a dioxin jellegli PCB-k meghatdrozdsdra irdnyulnak a
megfelel§ takarmdnymatrixokban és koncentraciétartomanyokban.

A bioanalitikai médszerek nem specifikusak a TEF-rendszerben szerepld kongénerekre. A mintakivonatban lehetnek szerkezetileg
hasonlé mds AhR-aktiv vegyiiletek, amelyek hozzdjirulnak az osszreakcidhoz. A bioanalitikai eredményeket ezért nem lehet a minta
TEQ-értéke becslésének tekinteni, hanem csupdn jelzik azt.

Guidance Document on Measurement Uncertainty for Laboratories performing PCDD/F and PCB Analysis using Isotope Dilution
Mass Spectrometry (Irdnymutatds a mérési bizonytalansag tekintetében PCDD/F és PCB vizsgélatdt végz6, izotophigitdsos tomegspekt-
rometridgt  alkalmazé laboratériumok  szdmdra)  (https://food.ec.europa.eu/system/files/2017-05[animal-feed-guidance_docu
ment_pcdd-f_pcb_en.pdf), Guidance Document on the Estimation of LOD and LOQ for Measurements in the Field of Contaminants
in Feed and Food (Irdnymutatds az érzékelési hatdr és a meghatdrozdsi hatdr méréséhez a takarmdnyban és élelmiszerekben
el6fordulé szennyezd anyagok tekintetében) (https://food.ec.europa.eu/system/files/2016-10/cs_contaminants_sampling_analysis-
report_2004_en.pdf).
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4.3. A mintdk rutinszer( ellenSrzésére szir6mddszereket alkalmazé laboratériumoknak szoros egyiittmiikodést kell
kialakitaniuk a megerdsit6 modszert alkalmazé laboratériumokkal mind a mindség-ellendrzés, mind a
felteheten nem megfelel6 mintdk analitikai eredményének megerdsitése terén.

5. A dioxinok (PCDD|F-ek) és dioxin jellegli PCB-k tekintetében alkalmazott analitikai eljardsokra
vonatkozo alapkovetelmények

5.1. Alacsony munkatartomdny és a mennyiségi meghatdrozds hatdrértéke

A PCDD/F-ek esetében a kimutathaté mennyiségnek a femtogrammos (107°¢) tartomdny fels6 részébe kell esnie,
mivel az emlitett vegyiiletek koziil tobb rendkiviil mérgezd. A legtobb PCB-kongéner esetében mar az is elegends,
ha a meghatdrozasi hatdr értéke a nanogrammos (107 ¢) tartomdnyban van. A mérgezdbb dioxin jellegi PCB-
kongénerek (és kiilonosen a nem orto szubsztitualt kongénerek) méréséhez a munkatartomdny aljanak el kell
érnie a pikogrammos (1072 #) tartomdny aljdt. Az Osszes tobbi PCB-kongéner esetében elegends, ha a
meghatarozasi hatdr értéke a nanogrammos (107°¢) tartomanyba esik.

5.2. Nagy szelektivitds (specifikussdg)

5.2.1.  Meg kell tudni kiilonboztetni a PCDD|F-eket és a dioxin jellegti PCB-ket azoktdl a sokféle, egyiitt extrahdl6dé és a
mérést esetleg zavard mds vegyiiletektdl, amelyek tobb nagysagrenddel nagyobb koncentrcidban lehetnek jelen,
mint a keresett analitok. A GC-MS mddszerekkel meg kell tudni killonboztetni egymdstdl a kilonbozd
kongénereket, igy példdul a mérgez6 kongénereket (példdul a 2,3,7,8-as szénatomokon helyettesitett
tizenhét PCDD/F-et és a tizenkét dioxin jellegti PCB-t) a tobbi kongénertdl.

5.2.2. A bioanalitikai médszerekkel ki kell tudni mutatni a keresett vegyiileteket a PCDD/F-ek, és/vagy a dioxin jellegi
PCB-k osszegeként. A mintatisztitds célja az olyan vegyiiletek eltdvolitdsa, amelyek »hamis nem megfelelG«
eredményeket okoznak, vagy az olyanokét, amelyek a reakcié gyengitésével »hamis megfelel§« eredményt
okoznak.

5.3. Nagy adatpontossdg (valddisdg és médszerpontossdg, bioldgiai proba sordn észlelt visszanyerés)

5.3.1. A GC-MS moédszerekkel a meghatdrozdsnak hiteles becslést kell adnia a minta valédi koncentrécijardl. Nagy
adatpontossdg szitkséges ahhoz, hogy a mintaelemzés eredményét ne kelljen elutasitani a kapott TEQ-érték
gyenge megbizhatdsdga miatt. Az adatpontossdg a valddisdg (egy hitelesitett anyagban az adott analitra mért
atlagérték és a hitelesitett érték kozotti kiilonbség, ez utdbbi szdzalékdban kifejezve) és a mddszerpontossdg (a
reprodukalhat6sdgi koriilmények kozott kapott eredményekbdl kiszdmitott relativ szords [RSDg] Osszege).

5.3.2. A bioanalitikai mddszereknél a bioldgiai proba sordn észlelt visszanyerést kell meghatdrozni. A bioldgiai proba
sordn észlelt visszanyerés a TCDD vagy a PCB-126 kalibriciés gorbéjébdl szamitott, a vakminta eredményeivel
korrigdlt BEQ-érték osztva a megerdsit6 modszerrel meghatdrozott TEQ-értékkel. Célja az olyan hatdsok
korrigaldsa, mint példdul a PCDD/[F-ek és a dioxin jellegii vegyiiletek vesztesége az extrakcié és a mintatisztitds
sordn, az extrakci6val dtmend mads vegyiiletek reakciét erdsitd vagy gyengitS (agonisztikus és antagonisztikus)
hatdsa, a gorbeilleszkedés mindsége vagy a toxikoldgiai egyenérték-tényezd (TEF) és a relativ hatoképesség (REP)
értékei kozotti kilonbségek. A bioldgiai proba soran észlelt visszanyerés kiszamitasa reprezentativ kongénerkom-
bindcidkat a keresett koncentracié koriili koncentrécidkban tartalmazd, alkalmas referenciamintdkbdl torténik.

5.4. Hitelesités a felsd hatdrérték tartomdnydban és dltaldnos mindség-ellendrz intézkedések

5.4.1. A laboratériumoknak a hitelesités és a rutinszer(i elemzés soran igazolniuk kell a médszerek teljesit6képességét a
fels6 hatarérték esetében — példdul a felsé hatdrérték felénél, egyszeresénél és kétszeresénél — azzal, hogy az
ismételt elemzések varidcios egyiitthatdja elfogadhaté.

5.4.2.  Bels6 mindség-ellendrzési intézkedésként rendszeresen vakprobdkat, adalékoldsi kisérleteket vagy kontrollminta-
elemzést (lehetdleg hitelesitett referenciaanyaggal) kell végezni. A vakprébakrol, az adalékoldsi kisérletekrdl vagy a
kontrollminta-elemzésekr6l minGség-ellenSrzési nyilvantartdst kell vezetni, és ellendrizni kell, hogy az analitikai
teljesit6képesség valoban megfelel-e a kovetelményeknek.
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5.5.

5.6.

5.7.

A meghatdrozdsi hatdr

A bioanalitikai szirémddszereknél nem feltétleniil sziikséges, hogy meg legyen hatdrozva a meghatdrozasi hatar
(LOQ), de a mddszerrdl bizonyitani kell, hogy meg tudja kiilonboztetni a vakmintdval kapott eredményeket a cut-
off értéktdl. BEQ-érték megaddsakor az e koncentrdcié alatti reakciot mutaté mintdk kezelése céljabol meg kell
hatdrozni egy jelentési hatdrértéket. A jelentési hatdrértéknek igazoltan az elemzési vakmintdkkal kapott
eredmény legaldbb hdromszorosdnak kell lennie tigy, hogy az érték a munkatartomdny ald esik. Ezért ezt a
keresett vegyiiletet az el8irt minimumkoncentracié koriili koncentrdciéban tartalmazé mintdkbdl, nem pedig
a jel/zaj aranybol vagy mérési vakmintabdl kell kiszdmitani.

Megerdsit6 modszer esetében a meghatdrozdsi hatdr értékének a felsG hatdrérték korilbelul egyotodénél kell
lennie.

Analitikai kritériumok

Ahhoz, hogy a megerGsit§ vagy a szdir6modszerek megbizhaté eredményeket adjanak, a kovetkezd
kritériumoknak kell teljesiilniiik a fels6 hatdrérték vagy a beavatkozasi kiiszobérték tartomdnyaban a TEQ-
értékre, illetve a BEQ-értékre, fiiggetleniil attdl, hogy a meghatdrozas TEQ-o6sszértékként (a PCDD/F-ek és a dioxin
jellegli PCB-k Gsszegéként) vagy kiilon a PCDD|F-ekre és kiilon a dioxin jellegti PCB-kre torténik:

»Hamis megfelel6« arany (¥) <5%

Valddisag —20 % és + 20 % kozott
MegismételhetSség (RSD,) <20%

Kozbensd precizitds (RSDg) <25% <15%

(*) A felsé hatdrértékhez képest.

v 2

A szifrGmddszerekre vonatkozo egyedi kivetelmények

A sz(iréshez mind GC-MS mddszerek, mind bioanalitikai mddszerek haszndlhatok. A GC-MS mddszerekre a 6.
pontban eldirt kovetelményeket kell alkalmazni. A sejtalapii bioanalitikai mddszerekre vonatkozd egyedi
kovetelményeket a 7. pont irja le.

A mintdk rutinszerd ellenSrzéséhez sziirémodszereket alkalmazé laboratériumoknak szoros egytittmaikodést kell
kialakitaniuk a meger6sité modszert alkalmazé laboratériumokkal.

A szlir6modszerek teljesitGképességét a rutinszer( elemzések sordn analitikai minGség-ellenSrzéssel és a modszer
folyamatos hitelesitésével ellendrizni kell. A »megfelel6« eredmények ellen6rzésére folyamatos programot kell
alkalmazni.

A sejtreakcio és a citotoxicitds esetleges elnyomadsanak ellen6rzése:

A mintakivonatok 20 %-dt kell mérni rutinszerti sziiréssel, a fels6 hatdrértéknek vagy a beavatkozdsi
kiiszobértéknek megfelelGen hozzdadott 2,3,7,8-TCDD-vel és anélkiil, ellenérizends, hogy el6fordulhat-e
reakcidelnyomds a mintakivonatban jelen 1év$ zavard anyagok miatt. Az adalékolt minta mért koncentracijdt
ossze kell hasonlitani az adalékolds nélkiili kivonat koncentrici6jdnak és az adalékoldsi koncentrdciénak az
Osszegével. Ha a mért koncentrdci6 tobb mint 25 %-kal kisebb a szdmitott (0ssz)koncentraciondl, akkor ez azt
mutatja, hogy fenndll a reakciéelnyomds lehetsége, és az illet6 mintdt meg kell vizsgdlni GC-HRMS megerdsitd
elemzéssel. Az eredményeket figyelemmel kell kisérni a minéség-ellendrzg nyilvantartasban.

A »megfelel6« mintdk mingség-ellendrzése:

A mintamatrixtdl és a laboratériumi gyakorlattdl fiiggéen a »megfelel6« mintdk megkozelitSleg 2-10 %-dval el kell
végezni a megerdsitést GC-HRMS modszerrel.

ELL http://data.europa.eu/elijreg_impl/2024/771/oj

117/129



HU HL L, 2024.3.15.

5.7.6. A hamis megfelel6« arinyok meghatdrozasa a mingség-ellendrzési adatokbol:

A fels6 hatarérték vagy a beavatkozdsi kiiszobérték alatti és feletti mintdk sziirése alapjan meg kell hatdrozni a
»hamis megfelel6« eredmények ardnydt. A tényleges »hamis megfelel6« ardnynak 5 % alatt kell lennie. Ha
maétrixonként vagy matrixcsoportonként van legaldbb 20 megerdsitett eredmény a »megfeleld« mintdk minGség-
ellendrzésébdl, akkor a »hamis megfelel« aranyt ebbdl az adatbazisbol kell megéllapitani. A korvizsgalatokban
vagy a szennyezGdési esetek sordn elemzett mintdk eredményei, amelyek példdul akdr a fels§ hatdrérték (ML)
kétszereséig terjed6 koncentracitartomanyokba is eshetnek, szintén felvehet6k a »hamis megfelel6« ardany
kiszdmitdsdhoz minimumként haszndlandé 20 eredmény kozé. A mintdknak le kell fedniik a kiilonféle
forrdsokat reprezentald, leggyakoribb kongénerkombinacidkat.

Noha a sziir6teszteknek lehet8leg azt kell célozniuk, hogy kimutassdk a beavatkozasi kiiszobértéket meghalad6
mintdkat, a »hamis megfelel6« ardnyok meghatdrozdsanak kritériuma a fels§ hatdrérték, figyelembe véve a
megerdsité modszer mérési bizonytalansagat.

5.7.7. A sziirés alapjan »feltehetGen nem megfelel6« mintdkat az eredeti mintdnak a teljeskorti Gjraelemzése utjn
megerdsitd modszerrel kell mindig ellendrizni. Ezek a mintdk a »hamis nem megfelel§« eredmények ardnyanak
kiszdmitdsdhoz is haszndlhatok. A sz{ir6mddszereknél a »hamis nem megfelel6« eredmények ardnya a kordbbi
szliréskor feltehetGen nem megfelel6e-nek mindsitett mintdk megerGsit6 elemzéssel »megfelelGe-ként
megerdsitett eredmények hdnyada. A sz(ir6modszer el8nyosségének értékelése a »hamis nem megfelel6e
mintdknak az Gsszes ellenérzott mintdval valé Gsszehasonlitdsdn alapul. Ennek az ardnynak elég kicsinek kell
lennie ahhoz, hogy a sz(irGvizsgalati modszer alkalmazasa el6nyos legyen.

5.7.8. A bioanalitikai moddszereknek a hitelesitési korilmények kozott, hitelesen kell jelezniiik — a BEQ-érték
kiszdmitdsdval és megaddsdval — a TEQ-értéket.

A megismételt koriilmények kozott alkalmazott bioanalitikai modszerekre is igaz, hogy a laboratériumon beliili
RSD; jellemzden kisebb, mint reprodukélhat6sagi koriilmények kozott (RSDy).

6. A sziirés és megerdsités céljabol alkalmazott GC/MS médszerekre vonatkozé kiilonleges kovetelmények

6.1. A felfelé kerekitett és a lefelé kerekitett WHO-TEQ-koncentrdcidk kozotti elfogadhaté kiilonbség

A megerdsitett felsé és als6 hatdr kozotti kiilonbség nem haladhatja meg a 20 %-ot a fels6 hatdrérték vagy sziikség
esetén a beavatkozdsi kiiszobérték tallépésének megerdsitése céljabol.

6.2. A visszanyerések ellendrzése

6.2.1. Az elemzési eljards hitelesitéséhez a 2,3,7,8-as szénatomokon klérral helyettesitett PCDD[F-ekbdl készitett,

BC-jelolésti belsd standardokat és a dioxin jellegli PCB-kbdl készitett, *C-jel6lésii belsS standardokat az analitikai
eljaras legelején, példaul az extrakcié elStt hozzd kell adni a mintdkhoz. A tetraklorozottél az oktaklérozottig
terjed6 PCDD/F homolég csoportok mindegyikébdl legaldbb egy kongénert, tovabbd a dioxin jellegli PCB
homolég csoportok mindegyikébdl legaldbb egy kongénert kell hozzdadni a mintdhoz (mds megolddsként
legaldbb egy-egy kongénert a PCDD/F-ek és dioxin jellegti PCB-k ellendrzéséhez hasznalt tomegspektrometrids
szelektiv ionkovetéses funkci6khoz). A megerdsité modszerek esetében a 2,3,7,8-as szénatomokon helyettesitett
mind a tizenhét PCDD/F-bd] készitett, 17 C-jelolésti bels6 standardot és mind a tizenkét dioxin jellegti PCB-b6l
készitett, 12 PC-jelolésti bels standardot haszndlni kell.

6.2.2.  Ezenkiviil megfelel6 kalibrdlé oldatok alkalmazdsaval relativ valaszfaktorokat kell meghatdrozni azon
kongénerekre, amelyek C-jelolésti analdgja nem lett hozzdadva a mintdhoz.

6.2.3. A novényi eredet(i takarmdnyok és a 10 %-nal kevesebb zsirt tartalmazé dllati eredetii takarmdnyok esetében a
belsS standardokat kotelezGen az extrakcid el6tt kell a mintdhoz adni. A 10 %-ndl nagyobb zsirtartalmu dllati
eredet(i takarmanyok esetében a bels§ standardokat vagy a zsirextrakcio el6tt, vagy azt kovetGen kell a mintdhoz
adni. Az extrakcié hatékonysdgdt megfelelGen hitelesiteni kell, figyelembe véve, hogy a bels§ standardok
hozzdaddsa melyik szakaszban tortént.

6.2.4.  GC-MS elemzés el6tt a visszanyerés mérésére egy vagy két (kisérd) standardot is hozzd kell adni a mintdhoz.
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6.2.5.

6.3.

6.4.

6.5.

A visszanyerést ellendrizni kell. A megerdsit6 modszerek esetében az egyes belsé standardoknél a visszanyerésnek
a 60-120 %-os tartomdnyban kell lennie. Egyes kongénereknél, kiilonosen néhdny 7, illetve 8 klératomot
tartalmaz6 dibenzo-p-dioxin és dibenzo-furdn esetében ennél kisebb vagy nagyobb visszanyerés is elfogadhatd,
feltéve, hogy TEQ-értékiik részardnya a (PCDD/F-ek és dioxin jellegti PCB-k Gsszegén alapulé) TEQ-osszértéken
beliil legfeljebb 10 %. GC-MS sz{irémddszerek esetében a visszanyerésnek a 30-140 %-os tartomdnyban kell
lennie.

A zavar6 anyagok eltdvolitdsa

- A PCDD|F-cket megfelels kromatografids eljardssal (lehetSleg florisil-, aluminium-oxid- és/vagy
szénoszlopon) el kell vélasztani a zavaré klérozott vegyiiletektdl, igy példaul a nem dioxin jellegti PCB-kt6l és
a klérozott difenil-éterekt6l.

— Izomerek gizkromatografids elvélasztdsdndl az 1,2,3,4,7,8-HxCDF és az 1,2,3,6,7,8-HXxCDF esetében a
csticsok kozotti eltérésnek 25 %-nal kisebbnek kell lennie.

Kalibrdlds standard gorbével

A kalibréciés gorbe tartomdnydnak le kell fednie a fels6 hatdrérték vagy a beavatkozasi kiiszobérték megfelel§
tartomdnyat.

A megerdsité mddszerekre vonatkozd egyedi kritériumok
— A GC-HRMS esetében:

A HRMS esetében a felbontds a teljes tomegtartomdnyra nézve jellemzden legaldibb 10 000 vagy annal
nagyobb, 10 %-os mélypont mellett.

A nemzetkozileg elismert szabvdnyokban — példdul az EN 16215:2012 szabvdnyban (Takarmdnyok. A
dioxinok és a dioxionhoz hasonlé PCB-k meghatdrozdsa GC/HRMS-sel és ezek indikdtor-PCB-inek
meghatdrozdsa GC/HRMS-sel) és/vagy a feliilvizsgdlt EPA 1613 és 1668 mddszerekben — ismertetett tovabbi
azonositasi és megerdsitési kritériumok teljestilése.

- A GC-MS/MS esetében:

legaldbb két specifikus anyaion nyomon kovetése, melyek a vizsgalat keretében minden jel6lt és nem jelolt
analit tekintetében rendelkeznek egy specifikus, megfelel§ iondtmenettel.

A relativ jonintenzitdsokhoz engedélyezett felsé tliréshatar a kivalasztott iondtmenetek esetében a kiszdmitott
vagy mért értékekhez viszonyitva £ 15 % (a kalibracids standardokbdl szdrmazé dtlag), az analit minden egyes
atmenete esetében azonos MS/MS-feltételek alkalmazdsa mellett (mindenekel6tt iitk6zési energia és iitkozési
gdznyomds).

Az egyes quadrupolok felbontdsat gy kell bedllitani, hogy — a vizsgalat szempontjabdl fontos analitokkal
kapcsolatos esetleges interferencia minimalizaldsa érdekében — megegyezzen az egységnyi tomegfelbontassal,
vagy nagyobb legyen anndl (egységnyi tomegfelbontds: ahhoz elegend§ felbontds, hogy egy tomegegységet
két csticsra bontson).

A nemzetkozileg elismert szabvanyokban — példdul az EN 16215:2012 szabvanyban (Takarmanyok. A
dioxinok és a dioxionhoz hasonl6 PCB-k meghatdrozdsa GC/HRMS-sel és ezek indikdtor-PCB-inek
meghatarozdsa GC/[HRMS-sel) ésfvagy a feluilvizsgalt EPA 1613 és 1668 mddszerekben — ismertetett tovabbi
kritériumok teljesiilése, a GC-HRMS alkalmazdsdra vonatkozd kotelezettséget leszdmitva.

A BIOANALITIKAI MODSZEREKRE VONATKOZO EGYEDI KOVETELMENYEK

A Dbioanalitikai modszerek biol6giai alapelveken alapulé mbdszerek, mint példdul sejtalapt tesztek,
receptortesztek vagy immuntesztek. E pont altaldnossigban leirja a bioanalitikai médszerekre vonatkozé
kovetelményeket.

Egy szlir6mddszer alapveten »megfelelG«-nek vagy »feltehetden nem megfelel§«-nek mindsit egy mintéat. Ehhez a
szamitott BEQ-értéket 6ssze kell hasonlitani a cut-off értékkel (ldsd a 7.3. pontot). A cut-off érték alatti mintdk
»megfelelG-nek minGsiilnek, az azzal egyenl vagy a feletti értékdi mintdk pedig »feltehetGen nem megfelelG«-nek,
és ezeket megerdsité modszerrel elemezni kell. A gyakorlatban a fels§ hatdrérték 2/3-dnak megfelel§ BEQ-érték
alkalmazhat6 cut-off értékként, amennyiben biztositott, hogy a »hamis megfelelé« ardny 5 % alatt van, és a »hamis
nem megfelel6« eredmények ardnya is elfogadhat6. Mivel kiilon fels6 hatdrértékek vonatkoznak a PCDD/F-ekre,
illetve a PCDD/F-ek és a dioxin jellegi PCB-k 0sszegére, a mintdk frakciondlas nélkiili megfelel6ség-ellendrzéséhez
a bioldgiai probdkndl megfelel§ cut-off értékek szikségesek a PCDD/[F-ek vonatkozdsiban. A beavatkozdsi
kiiszobértékeket meghaladé mintdk ellenérzéséhez az adott beavatkozdsi kiiszobértékek megfeleld
szézalékardnya az alkalmas cut-off érték.

ELL http://data.europa.eu/elijreg_impl/2024/771/oj

119/129



HU HL L, 2024.3.15.

Amennyiben tdjékoztaté BEQ-érték van megadva, a mintdbdl szdirmazé eredményeknek a munkatartomanyon
beliil kell lenniiik, és meg kell haladniuk a jelentési hatdrértéket (ldsd a 7.1.1. és a 7.1.6. pontot).

7.1. A mérési reakciok kiértékelése

7.1.1. Altaldnos kovetelmények

— Haa koncentréciok kiszdmitdsa TCDD-s kalibrdcios gorbével torténik, akkor a gorbe felsé végénél 1évé értékek
nagy szorést (nagy varidcids egyiitthatét [CV]) mutatnak. A munkatartomdany az a teriilet, ahol ez a CV kisebb,
mint 15 %. A munkatartomdny aljdt (jelentési hatdrérték) agy kell meghatdrozni, hogy az legalabb
hdromszorosa legyen az elemzési vakmintdkkal kapott eredményeknek. A munkatartomany tetejét dltaldban
az EC,, érték jelenti (a legnagyobb hatdsos koncentracié 70 %-a), de ennél kisebbnek kell lennie, ha ebben a
tartomdnyban a CV nagyobb, mint 15 %. A munkatartomdanyt a hitelesités sordn kell meghatdrozni. A cut-off
értékeknek (ldsd a 7.3. pontot) a munkatartomdny belsejében kell lenniiik.

- A standardoldatokat és a mintakivonatokat legaldbb hdrom vagy legaldbb két parhuzamos elemzéssel kell
mérni. Parhuzamos vizsgélatkor a lemezen elosztva 4—6 celldban mért standard oldatnak vagy kontrollki-
vonatnak olyan reakcidkat vagy koncentracidkat kell adnia (ez csak a munkatartomdnyban lehetséges),
amelyek varidci6s egytitthatéja CV < 15 %.

7.1.2. Kalibralés

7.1.2.1. Kalibralds standard gorbével

— A mintdban 1év8 mennyiségeket a mérési reakcié és a TCDD-vel (vagy a PCB-126-tal vagy pedig PCDD-b6l/
PCDF-bdl/dioxin jellegti PCB-bél 4ll6 standard keverékkel) készitett kalibracids gorbe 6sszehasonlitasdval kell
megbecsiilni, és ez alapjdn lehet kiszdmitani a kivonatra és ezt kovetSen a mintdra jellemzé BEQ-értéket.

— A kalibréciés gorbéknek 8-12 (legaldbb két parhuzamos elemzéssel kapott) koncentraciot kell tartalmazniuk
tigy, hogy elegendd koncentrdcié legyen a gorbe alsé részén (a munkatartomdnyban). Kilon figyelmet kell
forditani a munkatartomdnyban a gorbeilleszkedés minGségére. Ennél az R? érték kevéssé vagy egydltaldn
nem hasznélhaté az illeszkedés josagdnak becslésére a nem linedris regresszid esetében. Jobb illeszkedést kell
elérni a gorbe munkatartomdnydban szdmitott és mért koncentraciok kozotti legkisebb kiilonbségek, példaul
a legkisebb maradék négyzetosszeg alkalmazdsaval.

— A mintakivonat becsiilt koncentracidjat ezutdn korrigélni kell egy vakmatrixra vagy vakolddszerre szdmitott
BEQ-értékkel (az alkalmazott olddszerek és vegyszerek szennyezddéseinek figyelembevétele céljabdl) és a
ldtszélagos visszanyeréssel (ennek kiszdmitdsa a reprezentativ kongénerkombindciokat a felsd hatdrérték vagy
a beavatkozdsi kiiszobérték koriil tartalmazo6, alkalmas referenciamintik BEQ-értékébdl torténik). A
visszanyeréssel valo korrigdlashoz a ldtszélagos visszanyerésnek az el6irt tartomdnyba kell esnie (ldsd a 7.1.4.
pontot). A visszanyeréssel valé korrigdlashoz haszndlt referenciamintdknak meg kell felelniiik a 7.2. pontban
ismertetett kovetelményeknek.

7.1.2.2. Kalibralds referenciamintakkal

Més megolddsként haszndlhaté legalabb négy, a felsd hatdrérték vagy a beavatkozdsi szint koriili koncentraciéji
referenciamintdval (ldsd a 7.2.4. pontot): egy vakmatrix és hdrom, a felsé hatdrérték vagy a cselekvési kiiszobérték
0,5-sz6rosét, 1-szeresét, illetve 2-szeresét képviseld referenciaminta — felhasznaldsdval készitett kalibraci6s gorbe;
igy nincs szitkség a vakminta eredményeivel és a visszanyeréssel torténs korrigdlasra, ha a referenciamintdk
matrixtulajdonsdgai megfelelnek az ismeretlen mintdk tulajdonsdgainak. Ebben az esetben a fels§
hatarérték 2/3-dnak megfelel6 mérési reakcid (ldsd a 7.3. pontot) kozvetlenil kiszdmithatd ezekbdl a mintakbol
és cut-off értékként haszndlhatd. A beavatkozdsi kiiszobértékeket meghaladé mintdk ellendrzéséhez a
beavatkozdsi kiiszobértékek megfelel§ szdzalékardnya az alkalmas cut-off érték.

7.1.3. A PCDD/F-ek és a dioxin jellegi PCB-k meghatdrozdsa kiilon-kiilon

A kivonatok szétvalaszthatok olyan frakcidkra, melyek PCDD/F-eket, illetve dioxin jellegti PCB-ket tartalmaznak,
igy kilon-kiilon meghatdrozhaté a PCDD/F-ek, illetve a dioxin jellegli PCB-k TEQ-értéke (BEQ-értékként
kifejezve). A dioxin jellegti PCB-ket tartalmazé frakcié eredményeinek kiszdmitdsahoz lehetSleg a PCB-126-tal
készitett standarddal felvett kalibracios gorbét kell haszndlni.
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7.2.

7.2.1.

7.2.2.

7.2.3.

7.2.4.

7.3.

Biol6giai préobdk sordn észlelt visszanyerések

A »bioldgiai probdk sordn észlelt visszanyerést« a fels6 hatdrérték vagy a beavatkozdsi kiiszobérték korili
reprezentativ kongénerkombindcidkat tartalmazé alkalmas referenciamintdkbdl kell kiszdmitani és a BEQ-
értéknek a TEQ-értékhez képesti szdzalékdban kell megadni. A teszt tipusatdl és az alkalmazott TEF-értékektdl (?)
figgGen a dioxin jellegli PCB-kre vonatkozé TEF- és REP-tényez8k kozotti kiilonbségek a dioxin jellegli PCB-k
esetében a PCDD/F-ekhez képest kis ldtsz6lagos visszanyerést okozhatnak. Ezért ha a PCDD/F-ek és a dioxin
jellegti PCB-k meghatdrozdsa kilon-kiillon torténik, akkor a bioldgiai proba sordn észlelt visszanyerésnek a
kovetkezének kell lennie: dioxin jellegi PCB-knél 20-60 %, PCDD/F-cknél pedig 50-130 % (a tartomdnyok a
TCDD-s kalibracids gorbére vonatkoznak). Mivel a dioxin jellegti PCB-k hozzajaruldsa a PCDD/F-¢k és a dioxin
jellegti PCB-k 6sszegéhez a matrixoktdl és a mintdktdl fiiggéen valtozhat, a PCDD/[F-ek és a dioxin jellegti PCB-k
Osszegére vonatkozdan a bioldgiai préba sordn észlelt visszanyerések tikrozik ezeket a tartomdnyokat, és
ezeknek 30 % és 130 % kozott kell lennitik. A PCDD/F-ckre és a dioxin jellegi PCB-kre vonatkozé unids
szabélyozasban a TEF-értékek lényeges modositdsa esetén ezeket a tartomdnyokat is médositani kell.

A visszanyerések ellendrzése mintatisztitdsndl

A mintatisztitds sordn el6forduld vegyiiletvesztést a hitelesitéskor ellendrizni kell. A kiilonboz8 kongénerek
keverékével adalékolt vakmintdn el kell végezni a mintatisztitdst (n = legaldbb 3), és a visszanyerést és a
variabilitdst megerdsit6 médszerrel kell ellendrizni. A visszanyerésnek 60 % és 120 % kozott kell lennie, f6ként
olyan kongénereknél, amelyek 10 %-ndl nagyobb mértékben jirulnak hozzd a TEQ-értékhez a kiilonféle
keverékekben.

Jelentési hatdrérték

A BEQ-értékeknek a jelentésben torténd megaddsdhoz jelentési hatdrértéket kell meghatdrozni jellemzd
kongénerkombindciokat tartalmazé adott matrixmintdkbol, de nem a standard kalibriciés gorbébél, mivel a
gorbe aljdn kicsi a mddszerpontossag. Figyelembe kell venni az extrakcié és a mintatisztitds hatdsait. A jelentési
hatdrértéket az elemzési vakmintdkkal kapott érték legalabb haromszorosaként kell megéllapitani.

Referenciamintdk haszndlata

A referenciamintdknak reprezentdlniuk kell a mintamatrixot, a kongénerkombinaci6kat és a PCDD/F-eknek és a
dioxin jellegti PCB-knek a fels6 hatdrérték vagy a beavatkozési kiiszobérték koriili koncentraciétartoményait.

Mindegyik méréssorozatban lennie kell vakmatrixnak vagy, ha ez nem lehetséges, elemzési vakmintanak, valamint
a felsd hatdrérték vagy a beavatkozdsi kiiszobérték koriili koncentracidjii referenciamintdnak. Ezeket a mintdkat
egy id6ben és azonos korilmények kozott kell extrahdlni és elemezni. A referenciamintdnak egyértelmden
nagyobb reakciét kell adnia, mint a vakmintdnak, igy biztositva az elemzés alkalmassdgdt. Ezek a mintdk
hasznalhaték a vakminta eredményeivel és a visszanyeréssel val korrigéldshoz.

A visszanyeréssel val6 korrigdlashoz vélasztott referenciamintdknak reprezentativaknak kell lenniiik az elemzett
mintdkra, ami azt jelenti, hogy a kongénerkombindciék nem okozhatjdk a koncentraciok aldbecslését.

A fels6 hatarérték vagy a beavatkozdsi kiiszobérték ellenSrzésére példdul a fels6 hatdrérték vagy a beavatkozasi
kiiszobérték felének és kétszeresének megfelel§ tovabbi referenciamintakat is alkalmazni lehet annak igazoldsara,
hogy az elemzés alkalmassdga a keresett tartomdnyban megfelelS. Ezek a mintdk egyiittesen haszndlhat6k az
elemzett mintdk BEQ-értékeinek kiszdmitdsara (ldsd a 7.1.2.2. pontot).

A cut-off értékek meghatdrozdsa

Meg kell hatdrozni a BEQ-értékként kapott bioanalitikai eredmények és a megerdsité modszerrel kapott TEQ-
értékek kozotti osszefiiggést, példdul egyeztetett matrixokkal végzett kalibraldsi kisérletekkel, a fels§ hatdrérték
(ML) O-szorosaval, 0,5-szeresével, 1-szeresével és 2-szeresével egyenl koncentricidkra adalékolt referencia-
mintadkat haszndlva, mindegyik koncentrdciénal hat-hat ismétléssel (n = 24). Ebbdl az sszeftiggésbsl meg lehet
becsiilni a korrigdldsi tényezdket (vakminta és visszanyerés), de azokat a 7.2.2. pont szerint ellendrizni kell.

(") A jelenlegi kovetelmények az aldbbi kiadvanyban kozzétett TEF-értékeken alapulnak: M. Van den Berg és mtsai., Toxicol Sci 93 (2),
223-241 (2006).
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Cut-off értékeket kell megéllapitani annak eldontéséhez, hogy a minta megfelel-e a PCDD/F-ekre és a dioxin jelleg(i
PCB-kre kiilon-killon, vagy pedig a PCDD[F-ek és a dioxin jellegti PCB-k Osszegére meghatirozott fels§
hatarértéknek, illetve adott esetben a beavatkozdsi kiiszobértéknek. Ezeket a (vakminta eredményeivel és a
visszanyeréssel korrigdlt) bioanalitikai eredmények eloszldsdnak alsé végpontja jelenti, amely megfelel a
megerdsitd modszernél haszndlt, 5 %-nal kisebb »hamis megfelel§« ardnyt és 25 %-nél kisebb RSDg-t feltételezd
95 %-os megbizhatésdgi szinten alapulé dontési hatdrértéknek. A megerdsité modszernél haszndlt dontési
hatarérték a felsg hatdrérték, figyelembe véve a kiterjesztett mérési bizonytalansdgot.

A (BEQ-értékként kifejezett) cut-off érték a 7.3.1., a 7.3.2. és a 7.3.3. pontban ismertetett modszerek egyikével
szamithato ki (ldsd: 1. dbra).

7.3.1. A 95 %-os predikci6s intervallum alsé sivja a megerdsité modszernél haszndlt dontési hatdrértéknél
Cut — off érték = BEQ,, —S,, X tyrn o\/1/n+1/m+ (x,-X)°/0,

ahol:

BEQp; A megerGsit6 moédszer dontési hatdrértékének — amely a kiterjesztett mérési

bizonytalansdgot is figyelembe vev§ fels hatrérték — megfelel§ BEQ

Syx maradék szords

taf-ma Student-tényezd (a = 5 %, f = szabadsagfok, egyoldali)

m a kalibraciés pontok osszesen (j index)

n n az ismétlések szdma az egyes koncentraciokndl

X; az i. kalibrdciés pontndl a minta megerSsit6 mddszerrel mért koncentricija (TEQ-

értékként)
az osszes kalibraldsi minta koncentracidjanak (TEQ-érték) dtlaga
X
Q. = Z’" (x, — %)’ négyzetdsszeg-paraméter, i = az i. kalibrdldsi pont indexe
. -

7.3.2. A meger6sit6 médszer dontési hatdrértékének megfelel§ szennyezettségli mintdk parhuzamos elemzéseinek (n
> 6) (a vakminta eredményeivel és a visszanyeréssel korrigdlt) bioanalitikai eredményeibdl, az eloszlasi gorbének a
megfelel6 BEQ-dtlagértéknél 1év§ alsé végpontjaként:

Cut - off érték = BEQ,, — 1,64 x SD,

ahol:

SDr a Dbiologiai tesztek BEQp-értékre kapott eredményeinek szoérdsa, a laboratériumon Dbeliili

reprodukalhat6sdg korillményei kozott mérve.

7.3.3. A fels6 hatdrérték vagy a beavatkozdsi kiiszobérték 2/3-dnak megfelel§ szennyezettségli mintdk parhuzamos
elemzéseivel (n = 6) kapott (BEQ-értékként kifejezett, a vakminta eredményeivel és a visszanyeréssel korrigdlt)
bioanalitikai eredmények 4tlaga, annak a megfigyelésnek az alapjdn, hogy ez az érték a 7.3.1. vagy 7.3.2. pont
szerint meghatdrozott cut-off érték koriil lesz:

5 %-nal kisebb »hamis megfelelG« ardnyt és 25 %-ndl kisebb RSDg-t feltételez8 95 %-os megbizhatdsagi szinten

alapul6 cut-off értékek kiszdmitdsa:

1. a 95 %-os predikcios intervallum alsé sdvjabol a megerdsité modszernél hasznélt dontési hatarértéknél;

2. a megerdsit6 modszer dontési hatdrértékének megfelel§ szennyezettségti mintak parhuzamos elemzéseib6l (n
> 6), az eloszldsi gorbének (az dbrdn a harang alaki gorbe) a megfelel6 BEQ-dtlagértéknél 1évé alsé
végpontjaként.
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A cut-off értékek korldtozdsai

A korldtozott szdmd, kiilonboz8 matrixt/kongénerkombindcidjii mintdkkal végzett hitelesités sordn kapott RSDg-
bél kiszdmitott, BEQ-értéken alapulé cut-off értékek nagyobbak lehetnek a TEQ értéken alapuld felsé
hatdrértéknél vagy beavatkozasi kiiszobértéknél, mivel nagyobb médszerpontossag érhetd el, mint a rutinszerd
elemzéseknél, ahol a lehetséges kongénerkombindcidk ismeretlen skaldjat kell ellendrizni. Ilyen esetekben a cut-
off értékek kiszdmitdsdhoz RSDy = 25 %-ot kell venni, vagy pedig a fels6 hatdrérték vagy a beavatkozdsi
kiiszobérték kétharmadat célszer(i cut-off értéknek tekinteni.

Alkalmassdgjellemzék

Mivel a bioanalitikai médszereknél nem alkalmazhatd belsd standard, a méréssorozatokon beliili és a sorozatok
kozotti szérds megallapitasahoz vizsgdlni kell a bioanalitikai médszerek megismételhetSségét. A megismételhe-
t6ségnek 20 % alatt, a laboratériumon belili reprodukélhatésdgnak pedig 25 % alatt kell lennie. Ehhez a
vakminta eredményeivel és a visszanyeréssel korrigalt BEQ-értékként szdmitott koncentraciokat kell hasznélni.

A hitelesitési eljdrds részeként a tesztrdl ki kell mutatni, hogy kiilonbséget tesz a vakminta eredménye és a cut-off
als6 kiiszobérték kozott, és igy lehetdvé teszi a megfelel§ cut-off érték felett 1év6 mintdk azonositdsat (ldsd
a 7.1.2. pontot).

Meg kell hatdrozni a keresett vegyiileteket, az esetleges interferencidkat és a vakmintdk elfogadhat6 legnagyobb
értékeit.

Egy mintakivonat hidrom parhuzamos meghatdrozasakor kapott reakciok vagy az ilyen reakciobdl szamitott
koncentraciok (csak a munkatartomédnyban lehetséges) szdzalékos szérdsa nem lehet nagyobb 15 %-nl.

A referenciaminta/referenciamintdk BEQ-értékként kifejezett, korrigdlds (vakminta és fels§ hatdrérték vagy
beavatkozdsi kiiszobérték) nélkiili eredményeit kell haszndlni a bioanalitikai médszer egy meghatérozott idészak
alatti alkalmassdgdnak értékelésére.
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7.4.6. Az elemzési vakmintdkrol és a referenciamintdk egyes tipusair6l mingség-ellendrzési nyilvantartast kell vezetni, és
ellendrizni kell, hogy az analitikai alkalmassdg biztosan megfelel-e a kovetelményeknek, az elemzési vakmintdk
esetében f6ként a munkatartomdny aljahoz képest el6irt legkisebb kiilonbség, a referenciamintak esetében pedig
f6ként a laboratériumon beliili reprodukélhatésag tekintetében. Az elemzési vakmintaknal tigyelni kell arra, hogy
a kivonds miatt ne keletkezhessenek »hamis megfelel« eredmények.

7.4.7. A sziirémddszer alkalmassdgdnak, valamint a BEQ és a TEQ kozotti Osszefiiggés értékeléséhez a feltehetGen nem
megfeleld mintdknak és a megfeleld mintdk 2-10 %-dnak (matrixonként legaldbb 20 minta) megerdsité
modszerrel végzett elemzésébdl szdrmazé eredményeket kell osszegytjteni és felhaszndlni. Ez az adatbézis
haszndlhato a hitelesitett matrixokkal végzett rutinszer(i elemzésekre vonatkozé cut-off értékek tjraértékeléséhez.

7.4.8. A modszerek alkalmassdga igazolhatd korvizsgalatokban valé részvétellel is. A korvizsgalatokban elemzett mintdk
eredményei, a fels6 hatdrérték kétszereséig terjed6 koncentrici6tartomdnyokban, felhaszndlhaték a »hamis
megfelel6« ardny kiszdmitdsdhoz, ha a laboratérium igazolni tudja az alkalmassdgot. A mintdknak le kell fedniiik
a kulonféle forrasokat reprezentdld, leggyakoribb kongénerkombindcidkat.

7.4.9.  Szennyezddési eseteknél a cut-off értékek atértékelhetSk, hogy titkrozzék az adott kiilon esemény egyedi matrix-
és kongénerkombindcidit.

8. AZ EREDMENYEK JELENTESE
8.1. Megerdsitd mddszerek

8.1.1. Amennyire az alkalmazott analitikai eljirds lehet6vé teszi, az analitikai eredmények kozott fel kell tiintetni az
egyes PCDD/F- és dioxin jellegi PCB-kongénerek koncentracioit, és ezeket felfelé, lefelé és kozépre kerekitett
értékként kell a jelentésben megadni, hogy az az eredményekrdl a lehetd legtobb informdciét tartalmazza,
lehet6vé téve az eredményeknek a vonatkozo kovetelmények szerinti értelmezését.

8.1.2.  Ajelentésnek tartalmaznia kell a PCDD/F-ek és a dioxin jellegti PCB-k extrakciéjdhoz hasznalt médszert.

8.1.3.  Meg kell adni az egyes belsé standardok visszanyeréseit abban az esetben, ha a visszanyerések kiviil esnek a 6.2.5.
pontban megadott tartomdnyon, ha az eredmények meghaladjak a fels6 hatdrértéket (ebben az esetben meg kell
adni a két parhuzamos elemzés egyikének visszanyeréseit) vagy kérésre mds esetekben.

8.1.4.  Mivel a minta megfelel6ségérdl valé dontésnél figyelembe kell venni a kiterjesztett mérési bizonytalansdgot, ezt a
paramétert is meg kell adni. Az analitikai eredményeket tehdt x +/- U formédban kell megadni a jelentésben, ahol x
az analitikai eredmény, U a kiterjesztett mérési bizonytalansdg, a kiterjesztési tényez6 2, amely kortilbeliil 95 %-os
megbizhat6sdgi szintet eredményez. A PCDD[F-ek és a dioxin jellegi PCB-k kiilon meghatdrozdsa esetén
a PCDD/F-ek és a dioxin jellegti PCB-k kilon-kiilon kapott analitikai eredményeinél becsiilt kiterjesztett
bizonytalansagok osszegét kell haszndlni a PCDD/F-ek és a dioxin jellegti PCB-k osszegének kiszdmitdsahoz.

8.1.5. Az eredményeket ugyanabban a mértékegységben és legaldbb ugyanannyi tizedesjeggyel kell megadni, ahogy
a 2002/32[EK irdnyelv a fels§ hatarértékeket megadja.

8.2. Bioanalitikai szifr6mddszerek
8.2.1. A sziirés eredményét »megfeleld« vagy »feltechetGen nem megfelel6« megjeloléssel kell megadni.

8.2.2.  Ezenkiviil megadhat egy indikativ eredmény a PCDD/F-ekre és[vagy a dioxin jellegti PCB-kre — TEQ érték helyett
— BEQ-értékként.

8.2.3. A jelentési hatdrérték alatti reakciokat adé mintdkat »jelentési hatdrérték alatt« megjeloléssel kell feltiintetni. A
munkatartomdny feletti reakci6kat mutaté mintdkat a »munkatartomanyt meghaladékként« kell jelenteni, és a
munkatartomdany tetejének megfelel§ szintet BEQ-értékként kell megadni.

8.2.4. A jelentésnek minden mintamdtrix-tipusndl tartalmaznia kell az értékelés alapjat képezd felsé hatdrértéket vagy
beavatkozdsi kiiszobértéket.
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8.2.5.

8.2.6.

8.2.7.

8.2.8.

8.3.

A jelentésnek tartalmaznia kell az alkalmazott teszt tipusat, a teszt alapelvét és a kalibracio tipusat.
A jelentésnek tartalmaznia kell a PCDD/[F-ek és a dioxin jellegti PCB-k extrakci6jahoz hasznélt médszert.

Ha valamely mintdval kapcsolatban felmeriil, hogy feltehet8en nem felel meg, a jelentésben szerepelnie kell a
szitkséges intézkedésre vonatkozé megjegyzésnek. A jelentSs koncentraciot tartalmazé mintdkban a PCDD/F-ek

s sz

koncentrécidjat, valamint a PCDD/F-¢ek és a dioxin jellegii PCB-k &sszkoncentraci6jat megerdsité modszerrel kell
meghatdrozni/megerdsiteni.

A nem megfelel§ eredményeket csak megerdsits elemzés utdn kell jelenteni.
Fizikai-kémiai sziirGmddszerek
A sziirés eredményét »megfelel8« vagy »feltehetGen nem megfelel§« megjeloléssel kell megadni.

A jelentésnek minden mintamdtrix-tipusndl tartalmaznia kell az értékelés alapjat képez§ felsd hatarértéket vagy
beavatkozasi kiiszobértéket.

Emellett jelenteni kell az egyes PCDD/F- és[vagy dioxin jellegii PCB-kongénerek koncentracidit és a TEQ-értékeket,
és ezeket felfelé, lefelé és kozépre kerekitett értékként kell a jelentésben megadni. Az eredményeket ugyanabban a
mértékegységben és legaldbb ugyanannyi tizedesjeggyel kell megadni, ahogy a 2002/32[EK irdnyelv a fels§
hatarértékeket megadja.

Meg kell adni az egyes belsd standardok visszanyeréseit abban az esetben, ha a visszanyerések kiviil esnek a 6.2.5.
pontban megadott tartomdnyon, ha az eredmények meghaladjak a fels§ hatdrértéket (ebben az esetben meg kell
adni a két pirhuzamos elemzés egyikének visszanyeréseit) vagy kérésre mds esetekben.

A jelentésnek tartalmaznia kell az alkalmazott GC-MS mddszert.
A jelentésnek tartalmaznia kell a PCDD/F-ek és a dioxin jellegli PCB-k extrakcidjahoz haszndlt médszert.

Ha valamely mintdval kapcsolatban felmeriil, hogy felteheten nem felel meg, a jelentésben szerepelnie kell a
szitkséges intézkedésre vonatkozd megjegyzésnek. A jelentGs koncentraciot tartalmazé mintdkban a PCDD/F-ek

e ses

meghatdrozni/megerdsiteni.

A nem megfelelésrdl csak megerdsits elemzés utdn lehet hatdrozni.

III. FEJEZET

A takarmdnyokban el6fordulé nem dioxin jellegti PCB-k koncentracidjanak hat6sagi ellendrzéséhez hasznalt minta-el6készités és az

3.1.

elemzési modszerekre vonatkozé kovetelmények

Alkalmazdsi kor

Az e fejezetben elSirt kovetelményeket kell alkalmazni a takarmdnyoknak a nem dioxin jellegti PCB-k
koncentrécidja tekintetében torténd hatdsagi ellendrzési célii elemzéséhez, tovabba az egyéb szabélyozasi célokat
szolgdlé minta-el6készités és analitikai kovetelmények tekintetében, ideértve a 183/2005/EK rendelet
rendelkezéseinek valé megfelelés biztositdsa érdekében a takarmdanyipari véllalkozé éltal végzett ellendrzéseket.

Az alkalmazandé kimutatdsi médszerek

Gazkromatografia/elektronbefogdsos kimutatds (GC-ECD), GC-LRMS, GC-MS/MS, GC-HRMS vagy egyenérték
modszerek.

A keresett analitok beazonositisa és megerdsitése

A bels6 standardokhoz vagy referenciastandardokhoz viszonyitott relativ retencids id§ (elfogadhaté eltérés: +/—
0,25 %).
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3.2.

3.3.

3.4.

7.1.

7.2.

7.3.

)

("

A nem dioxin jellegli PCB-k gdzkromatografids elvélasztdsa a zavard anyagoktol, f6ként az egyiitt eludlodé PCB-
ktdl, kiilonosen, ha a mintdk koncentrécidi a jogszabdlyi hatdrértékek tartomanydban vagy afolott vannak, és a
meg nem felelést meg kell erdsiteni ().

A GC-MS médszerekre vonatkozd kévetelmények

Legaldbb az alabbi szamt molekularis ion vagy a molekuldris klaszterben 1évé jellemzd ionok nyomon kovetése:
a) a HRMS-nél két specifikus ion;

b) az LRMS-nél hdrom specifikus ion;

¢) két specifikus anyaion; mindegyik esetében egy megfelel§ iondtmenettel az MS-MS tekintetében.

Kivélasztott tomegfragmentumok gyakorisdgdra megengedett tiirések:

Kivalasztott tomegfragmentumok gyakorisdgdnak relativ eltérése az elméleti gyakorisdghoz vagy a keresett ion (a

vizsgalt ionok koziil a leggyakoribb) és a mindsits ion(ok) kalibrdcids standardjdhoz képest: + 15 %.

A GC-ECD modszerekre vonatkozd kovetelmények

.......

oszloppal meg kell ersiteni.

A médszer alkalmassdganak igazoldsa

A mbdszer alkalmassdgdt a fels6 hatdrérték tartomdnydban (a fels6 hatdrérték felétdl a kétszereséig) kell
hitelesiteni tigy, hogy az ismételt elemzések elfogadhaté varidcids egyiitthatot adnak (a kozbens precizitdsra
vonatkoz6 el6irdsokat ldsd a 9. pontban).

A meghatdrozdsi hatdr

A nem dioxin jellegli PCB-k meghatdrozdsi hatdrdnak (') Osszege nem lehet magasabb a fels§ hatdrérték
egyharmaddnal (V).

Mingség-ellenGrzés

Rendszeres vakkontrollmérések, adalékolt mintdk elemzése, mindség-ellendrzési mintdk, részvétel a vonatkozé
matrixokkal végzett laboratériumkozi korvizsgalatokban.

A visszanyerések ellendrzése

A keresett analitokhoz hasonlé fizikai-kémiai tulajdonsdgokkal rendelkezd alkalmas bels6 standardokat kell
hasznalni.

Belsd standardok hozzdadésa:

Hozzdadds a termékekhez (extrakci6 és mintatisztitds el6tt).

A mind a hat izot6pos jelolésti nem dioxin jellegli PCB-kongénert haszndlé médszerekre vonatkozé el6irdsok:
a) az eredményeket korrigdlni kell a belsg standardok visszanyeréseivel;
b) az izotbpjelolésti belss standardok visszanyerésének 60 és 120 % kozott kell lennie;

¢) anem dioxin jellegti PCB-k 0Osszegéhez 10 %-ndl kisebb mértékben hozzdjirulé egyes kongénereknél
elfogadhaté ennél kisebb vagy nagyobb visszanyerés.

A tapasztalatok szerint a kovetkezd kongénereknél példdul gyakran el6fordul az egyiittes eludcié: PCB-28/31, PCB-52/69 és PCB-
138/163/164. A GC-MS mddszernél figyelembe kell venni az esetleg a nagyobb mértékben klérozott kongénerek fragmentumai 4ltal
okozott esetleges zavardst is.

Adott esteben a »Guidance Document on the Estimation of LOD and LOQ for Measurements in the Field of Contaminants in Feed and
Food« (Irdnymutatds az érzékelési hatdr és a meghatdrozdsi hatdr méréséhez a takarmdnyban és élelmiszerekben el6fordulé szennyezd
anyagok tekintetében) (https://data.europa.eu/doi/10.2787/8931) dokumentumban meghatdrozott elvek kovetendsk.
koncentraciéjdhoz ennél kisebb legyen. A laboratérium felelGssége a vakmintdk koncentricideltéréseinek ellenérzés alatt tartdsa,
killonosen akkor, ha a vakmintdkkal kapott eredményeket le kell vonni az analitikai eredményekbdl.
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7.4.

7.5.

10.

10.1.

10.2.

10.3.

10.4.

10.5.

A nem mind a hat izotopos jelolésti belsG standardot vagy mds bels§ standardokat haszndlé modszerekre
vonatkozd el8irdsok:

a) abelsd standard(ok) visszanyerését minden minta esetében ellendrizni kell;
b) abels6 standard(ok) visszanyeréseinek 60 % és 120 % kozott kell lenniiik;

¢) az eredményeket korrigdlni kell a belsg standardok visszanyeréseivel.

Az izotéppal nem jelolt kongénerek visszanyerését olyan adalékolt mintdkkal vagy minéség-ellendrzési mintdkkal
kell ellendrizni, amelyek koncentrécidja a felsé hatdrérték tartomdnydba esik. Ezen kongénereknél a visszanyerést
elfogadhaténak kell tekinteni, ha az 60 és 120 % kozott van.

A laborat6riumokra vonatkozo kovetelmények

Az (EU) 2017/625 rendelet rendelkezéseinek megfeleléen az analitikai mindségbiztositds alkalmazdsdnak
biztositdsa érdekében a laboratériumokat az ISO[IEC 58 utmutatd szerint mitkodd elismert testiiletnek kell
akkreditalnia. A laboratériumokat az EN ISO[IEC 17025 szabvény szerint kell akkreditalni. Emellett a »Technical
Guidelines for the estimation of measurement uncertainty and limits of quantification for PCB analysis« (Mtiszaki
irdnymutatds a mérési bizonytalansig és meghatdrozdsi hatdr becsléséhez a PCB vizsgilata tekintetében)
dokumentumban foglalt elvek kovetenddk (*f).

Alkalmassdgjellemz6k: a felsG hatirértékben jelen 1évG hat indikitor PCB osszegére vonatkozd
kritériumok

Izotophigitdsos tomegspekometria (*) Egyéb technikdk
Valodisdg —20 % és + 20 % kozott -30 % és + 30 % kozott
Kozbensd precizitds (RSD%) <15% <20%
A felfelé és a lefelé kerekités kozotti <20% <20%
killonbség

(*) Bels6 standardként mind a hat, *C-jel6lésti analogot haszndlni kell.

Az eredmények jelentése

Az analitikai eredmények kozott fel kell tiintetni az egyes nem dioxin jellegli PCB-k koncentrdciéit és az ilyen PCB-
kongénerek Osszegét, és ezeket felfelé, lefelé és kozépre kerekitett értékként kell a jelentésben megadni, hogy az az
eredményekrdl a lehetS legtobb informdcidt tartalmazza, lehetévé téve az eredményeknek a vonatkozd
kovetelmények szerinti értelmezését.

A jelentésnek tartalmaznia kell a PCB-k extrakciéjahoz haszndlt médszert.

Meg kell adni az egyes belsd standardok visszanyeréseit abban az esetben, ha a visszanyerések kiviil esnek a 7.
pontban megadott tartomdnyon, ha az eredmények meghaladjék a fels6 hatdrértéket vagy kérésre més esetekben.

Mivel a minta megfelelgségérdl valé dontésnél figyelembe kell venni a kiterjesztett mérési bizonytalansdgot, ezt a
paramétert is meg kell adni. Az analitikai eredményeket tehdt x +/- U formédban kell megadni a jelentésben, ahol x
az analitikai eredmény, U a kiterjesztett mérési bizonytalansdg, a kiterjesztési tényez6 2, amely koriilbeliil 95 %-os
megbizhat6sdgi szintet eredményez.

Az eredményeket ugyanabban a mértékegységben és legaldbb ugyanannyi tizedesjeggyel kell megadni, ahogy
a 2002/32[EK irdnyelv a fels6 hatdrértékeket megadja.

(") Ldsd a 9. labjegyzetet.
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B. EN SZABVANYOK
Az (EU) 2017/625 rendelet 34. cikke (2) bekezdése a) pontjanak alkalmazdsiban a kovetkezd EN szabvanyok a relevinsak:

EN 17194: Takarmanyok. Mintavétel és vizsgalati modszerek. Deoxinivalenol, aflatoxin B1, fumonizin B1 és B2, T-2 és
HT-2 toxinok, zearalenon és ochratoxin A meghatdrozdsa takarmdny-alapanyagokban és Osszetett takarmdnyokban,
LC-MS/MS-sel

EN 17270: Takarmdnyok. Mintavételi és elemzési médszerek. Teobromin meghatdrozdsa takarmény-alapanyagokban és
osszetett takarmdnyokban, beleértve a kakadbdl szdrmazo osszetevdket, folyadékkromatografiaval

EN 17504 Takarmdnyok. Mintavételi és elemzési moédszerek. A gosszipol meghatdrozdsa gyapotmagban és
takarmdnyokban, LC-MS/MS-sel

EN 17362 Takarmdnyok. Mintavételi és elemzési modszerek. A pentaklor-fenol (PCP) meghatdrozdsa takarmdny-
alapanyagokban és osszetett takarmanyokban, LC-MS/MS-sel

EN 16279: Takarményok. A fluoridtartalom meghatdrozdsa sdsavas kezelés utdn, ionszelektiv elektrédos méodszerrel (ISE)

EN 17053: Takarmanyok. Mintavételi és elemzési modszerek. A nyomelemek, a nehézfémek és mds elemek meghatdrozdsa
takarmdnyban ICP-MS-sel (multimddszer)

EN 15550 Takarmanyok. Mintavételi és elemzési modszerek. A kadmium- és 6lomtartalom meghatdrozdsa grafitkemencés
atomabszorpciés spektrometridval (GF-AAS), nyomds alatti roncsolds utdn

EN 16206 Takarmdnyok. Az arzén meghatdrozdsa hidridfejlesztéses atomabszorpcibs spektrometridval (HGAAS),
mikrohulldimii nyomds alatti feltdrds utdn (feltdrds 65 %-os salétromsavval és 30 %-os hidrogén-peroxiddal)

EN 16277 Takarmdnyok. A higany meghatdrozasa hideg g6z6s atomabszorpcids spektrometridval (CVAAS), mikrohullima
nyomds alatti feltdrds utdn (extrakci 65 %-os salétromsavval és 30 %-os hidrogén-peroxiddal)

EN 16278 Takarmdnyok. A szervetlen arzén meghatdrozdsa hidridfejlesztéses atomabszorpcids spektrometridval
(HG-AAS), mikrohulldmt extrakcio és szilard fazist extrakcids (SPE) elvélasztds utdn

EN 17374 Takarmdnyok. Takarmdnyok. Mintavétel és vizsgdlati modszerek. Szervetlen arzén meghatdrozdsa
takarmdnyban anioncserés HPLC-ICP-MS-sel”
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VI. MELLEKLET

,VII. MELLEKLET

A BAROMFITAKARMANYOK ENERGIAERTEKENEK SZAMITASI MODSZERE

1. Az energiaérték szdmitdsanak és kifejezésének méodszere

A baromfitakarmédny-keverékek energiaértékét az aldbbi képletnek megfelelGen kell kiszdmitani a takarmdny bizonyos
analitikai alkotéelemeinek szdzalékos ardnya alapjin. Ezt az értéket a takarmdnykeverék kilogrammonkénti,
nitrogénnel korrigalt, metabolizalhat6 energidjaval (ME) kell kifejezni, megajoule (M]) mértékegységben:

ME (MJ/kg) = 0,1551 x nyersfehérje % + 0,3431 x nyers zsir % + 0,1669 x keményité % + 0,1301 x osszes cukor %
(szachardzban kifejezve)

2. A feltuntetett értékekre alkalmazand¢ tdréshatarok
Amennyiben a hatdsigi ellenSrzés eltérést (a takarmdny megemelkedett vagy lecsokkent energiaértéke) mutat ki az
ellendrzés eredménye és a feltiintetett energiaérték kozott, az ME 0,4 MJ [kg-os tliréshatarat engedélyezik.

3. Az eredmény kifejezése

A fenti képlet alkalmazdsaval kapott eredményt egy tizedesjegyre kerekitve kell megadni.

4. A mintavétel és analitikai mddszerek

A takarmdnykeverék mintavételét és a szdmitdsi modszerben jelzett analitikai alkotéelemek tartalmdnak meghatdrozdsat
a takarmdnyok hat6sédgi ellendrzésére szolgdlé uniés mintavételi és analitikai modszerekkel 6sszhangban kell elvégezni.

A kovetkezdket kell alkalmazni:
— anyerszsirtartalom meghatdrozasara: a IIl. melléklet G. részében a nyersolajok és zsirok meghatdrozasara szolgal B.
eljards,

- akeményitStartalom meghatdrozasdra: a IIl. melléklet K. részében megallapitott polarimetrids médszer.

A MACSKAKNAK ES KUTYAKNAK SZANT TAKARMANY-ALAPANYAGOK ES OSSZETETT
TAKARMANYOK ENERGIAERTEKENEK SZAMITASI MODSZERE

A macskdknak és kutydknak szdnt takarmdny-alapanyagok és Gsszetett takarmdnyok energiaértékét a »Takarmdanyok.
Mintavételi és elemzési mddszerek. A kutydknak és macskdknak szant takarmdny-alapanyagok és osszetett takarmdanyok
(kedvtelésbdl tartott dllatok eledelei) metabolizdlhaté energiaszintjének prediktiv egyenletei, beleértve a diétds eledeleket«
cimt EN 16967 szabvanynak megfelelGen kell kiszdmitani.”

ELL http://data.europa.eu/elijreg_impl/2024/771/oj 129/129
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