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KOMMISSIONENS DIREKTIV 1999/76/EF
af 23. juli 1999

om fastsettelse af fellesskabsanalysemetoder til bestemmelse af lasalocid natrium i foderstoffer

(E@S-relevant tekst)

KOMMISSIONEN FOR DE EUROPAISKE FALLESSKABER HAR —

under henvisning til traktaten om oprettelse af Det Europaiske
Fazllesskab,

under henvisning til Radets direktiv 70/373/EQF af 20. juli
1970 om indferelse af fallesskabsproveudtagningsmader og
-analysemetoder for sd vidt angdr den officielle kontrol med
foderstoffer ('), senest @ndret ved akten vedrerende strigs,
Finlands og Sveriges tiltraedelse, sarlig artikel 2, og

ud fra felgende betragtninger:

(1)  Direktiv 70/373/EQF fastsatter, at den officielle kontrol
med foderstoffer til konstatering af, om de betingelser,
der er fastsat ved lov eller administrative bestemmelser,
for foderstoffers beskaffenhed og sammensatning er
opfyldt, foretages efter felles proveudtagningsmader og
-analysemetoder;

(2 desuden foreskriver Rédets direktiv 70/524/EQF af 23.
november 1970 om tilsaetningsstoffer til foderstoffer (3),
senest @ndret ved Kommissionens forordning (EF) nr.
866/1999 (%), at indholdet af lasalocid natrium skal veere
angivet i mearkningen, hvis dette stof tilsettes til forblan-
dinger og foderstoffer;

(3)  der ber fastlegges EF-analysemetoder til kontrol af dette
stof;

4 de i dette direktiv fastsatte foranstaltninger er i overens-
stemmelse med udtalelse fra Den Stidende Foderstofko-
mité —

UDSTEDT FOLGENDE DIREKTIV:

Artikel 1

Medlemsstaterne foreskriver, at analyserne i forbindelse med
den officielle kontrol af indholdet af lasalocid natrium i foder-

() EFT L 170 af 3.8.1970, s. 2.
() EFT L 270 af 14.12.1970, s. 1.
() EFT L 108 af 27.4.1999, s. 20.

stoffer og forblandinger skal foretages efter de metoder, der er
beskrevet i bilaget.

Artikel 2
Medlemsstaterne satter de nedvendige love og administrative
bestemmelser i kraft for at efterkomme dette direktiv senest
den 31. januar 2000. De underretter straks Kommissionen
herom.
De anvender foranstaltningerne fra den 1. februar 2000.
Disse love og bestemmelser skal ved vedtagelsen indeholde en
henvisning til dette direktiv eller skal ved offentliggarelsen
ledsages af en sddan henvisning. De narmere regler for henvis-
ningen fastsettes af medlemsstaterne.

Artikel 3
Dette direktiv traeder i kraft pd tyvendedagen efter offentligge-
relsen i De Europeiske Feellesskabers Tidende.

Artikel 4

Dette direktiv er rettet til medlemsstaterne.

Udferdiget i Bruxelles, den 23. juli 1999.

Pd Kommissionens veghe
Franz FISCHLER

Medlem af Kommissionen
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BILAG

BESTEMMELSE AF LASALOCID NATRIUM

Natriumsalt af en monocarboxylsyrepolyether, der dannes af Streptomyces lasaliensis

Formdl og anvendelsesomride

Metoden kan benyttes til bestemmelse af lasalocid natrium i foderstoffer og forblandinger. Detektionsgraensen er
5 mg/kg, bestemmelsesgreensen er 30 mg/kg.

Princip

Lasalocid natrium ekstraheres af proven i sur methanol og bestemmes ved omvendt fase hejtydende vaskekroma-
tografi (HPLC) ved hjelp af en spektrofluorimetrisk detektor.

Reagenser

Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)

Orthophosphorsyre, w =85 %

Orthophosphorsyreoplesning, ¢ =20 %

23,5 ml ortophosphorsyre (3.2) fortyndes med vand til 100 ml.

6-methyl-2-heptylamin (1,5-dimethylhexylamin), w =99 %

Methanol, HPLC-renhed

Saltsyre, p,, 1,19 g/ml

Phosphatbufferoplesning, ¢ = 0,01 mol/1

1,36 g KH,PO, (3.1) opleses i 500 ml vand (3.11), og der tilswttes 3,5 ml orthophosphorsyre (3.2) og
10,0 ml 6-methyl-2-heptylamin (3.4). pH-veerdien indstilles til 4,0 med orthophosphorsyreoplesning (3.3), og
der fortyndes til 1 000 ml med vand (3.11).

Sur methanol

Der overfores 5,0 ml saltsyre (3.6) til en 1 000 ml-mélekolbe, tilsattes methanol (3.5) op til maerket og blandes.
Denne oplesning skal fremstilles umiddelbart inden anvendelsen.

HPLC-mobil fase, phosphatbuffer-methanoloplesning 5 + 95 (V + V).
5 ml phosphatbufferoplesning (3.7) blandes med 95 ml methanol (3.5).

Lasalocid natrium-malestof med garanteret renhed, C,,H;,O,Na (natriumsalt af en monocarboxylsyrepolyether,
der dannes af Streptomyces lasaliensis), E763.

Lasalocid natrium-standardstamoplesning, 500 pg/ml

50 mg lasalocid natrium (3.10) afvejes i en 100 ml mélekolbe med en nejagtighed pé 0,1 mg og opleses i sur
methanol (3.8), og der fyldes op til merket med samme oplesningsmiddel og blandes. Denne oplesning skal
fremstilles umiddelbart inden anvendelsen.

Sekundar standardoplesning af lasalocid natrium, 50 pg/ml

Der afpipetteres 10,0 ml standardstamoplesning (3.10.1) i en 100 ml malekolbe, fyldes op til mearket med sur
methanol (3.8) og blandes. Denne oplesning skal fremstilles umiddelbart inden anvendelsen.

Kalibreringsoplasninger
Der overfores 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 og 10,0 ml sekunder standardoplesning (3.10.2) til en reekke 50 ml-maélekolber.
Der fyldes op til market med sur methanol (3.8) og blandes. Disse oplesninger svarer til henholdsvis 1,0, 2,0,

4,0, 5,0 og 10,0 pg lasalocid natrium pr. ml. Disse oplesninger skal fremstilles umiddelbart inden anvendelsen.

Vand, HPLC-renhed
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4. Apparatur

4.1.  Ultralydbad (eller vandbad med rysteanordning) med temperaturkontrol

4.2. Membranfiltre, 0,45 pm

4.3, HPLC-udstyr med indsprejtningssystem, egnet til indsprejtningsvolumener pd 20 pl.

4.3.1. Vaskekromatografisgjle, 125 mm x 4 mm, omvendt fase C18, 5 pm-pakning eller tilsvarende
4.3.2.  Spektrofluorimeter med variabel indstilling af excitations- og emissionsbelgelengden

5. Fremgangsméde

5.1.  Generelt

5.1.1.  Foderblindpreve

Til gennemforelse af genfindingstesten (5.1.2) analyseres en foderblindpreve for at kontrollere, at hverken
lasalocid natrium eller interfererende stoffer er til stede. Foderblindpreven ber vere af samme type som den
prove, der skal undersoges, og lasalocid natrium eller interfererende stoffer ma ikke pévises.

5.1.2.  Genfindingstest

En genfindingstest ber udferes ved en analyse af foderblindpreven, hvortil der er tilsat en mangde lasalocid
natrium svarende til den, som er til stede i preven. For at nd op péd et niveau pd 100 mgfkg overfores der
10,0 ml standardstamoplesning (3.10.1) til en 250 ml konisk kolbe, og oplesningen inddampes til ca. 0,5 ml.
Der tilsettes 50 g af blindpreven og blandes grundigt, og efter henstand i 10 min. blandes pa ny flere gange,
inden der fortsettes med ekstraktionstrinet (5.2).

Hvis der ikke er en foderblindpreve til rddighed af samme type som preven (se 5.1.1), kan der alternativt udferes
en genfindingstest ved hjeelp af standardtilsaeetningsmetoden. I dette tilfaelde tilsattes der til den prove, som skal
analyseres, en mengde lasalocid natrium svarende til den, der allerede er til stede i preven. Denne prove
analyseres sammen med preven uden tilsetning, og genfindingen beregnes ved subtraktion.

5.2. Ekstraktion
5.2.1. Foderstoffer

Med en nejagtighed pd 0,01 g afvejes fra 5 til 10 g af proven i en 250 ml konisk kolbe med prop. Der tilsattes
100,0 ml sur methanol (3.8) med pipette. Proppen sattes lost pd, og der omrystes forsigtigt, sd proven
opslemmes. Kolben anbringes i ultralydbad (4.1) ved ca. 40 °C i 20 min., hvorefter den fjernes og afkeles til
omgivelsestemperatur. Kolben henstilles i ca. 1 time, indtil opslemningen har bundfaldet sig, hvorpa en
proveportion filtreres gennem et 0,45 pm-membranfilter (4.2) ned i en egnet beholder. Der fortsattes med
HPLC-bestemmelsen (5.3).

5.2.2. Forblandinger

Med en ngjagtighed pd 0,001 g afvejes ca. 2 g af den uformalede forblanding i en 250 ml-maélekolbe. Der
tilseettes 100,0 ml sur methanol (3.8) og omrystes forsigtigt, sd preven opslemmes. Kolben anbringes i ultra-
lydbad (4.1) ved ca. 40 °C i 20 min., hvorpa den fjernes og afkeles til omgivelsestemperatur. Der fortyndes op til
meerket med sur methanol (3.8) og blandes grundigt. Kolben henstilles i 1 time, indtil opslemningen har
bundfaldet sig, hvorpa en preveportion filtreres pa et 0,45 pm-membranfilter (4.2). En passende mangde af det
klare filtrat fortyndes med sur methanol (3.8), si der fremkommer en endelig proveoplesning, som indeholder ca.
4 pg/ml lasalocid natrium. Der fortsaettes med HPLC-bestemmelsen (5.3).

5.3. HPLC-bestemmelse
5.3.1. Parametre

Folgende betingelser er vejledende, idet andre betingelser kan anvendes, forudsat at de giver tilsvarende resultater:

Vaskekromatografisejle (4.3.1): 125 mm x 4 mm, omvendt fase C18, 5 pm-pakning
eller tilsvarende

Mobil fase (3.9): Blanding af phosphatbufferoplesning
(3.7) og methanol (3.5), 5+95 (V+V)

Strgmningshastighed: 1,2 ml/min

Detektionsbelgelengde:
— Excitation: 310 nm

— Emission: 419 nm

Indsprejtningsvolumen: 20 pl
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Stabiliteten af det kromatografiske system kontrolleres, idet kalibreringsoplesningen (3.10.3) med 4,0 pg/ml
indsprojtes flere gange, indtil der opnds konstante tophejder (eller arealer) og retentionstider.

Kalibreringskurve

Hver kalibreringsoplesning (3.10.3) indsprejtes flere gange, og middeltophgjderne (-arealerne) bestemmes for
hver koncentration. En kalibreringskurve afbildes med middeltophgjderne (-arealerne) som ordinat og de tilsva-
rende koncentrationer i p/ml som abscisse.

Proveoplosning

Proveekstrakterne fra 5.2.1 eller 5.2.2 indsprojtes flere gange med samme volumen som kalibreringsoplesnin-
gens, og middeltophgjderne (-arealerne) for lasalocid natrium-toppene bestemmes.

Beregning af resultaterne

Ud fra middeltophgjden (-arealet), der er frembragt ved indsprejtning af preveoplesningen (5.3.3), bestemmes
koncentrationen af lasalocid natrium (ug/ml) ud fra kalibreringskurven.

Foderstoffer

Indholdet af lasalocid natrium, w (mg/kg), i proven beregnes efter folgende formel:
w= B gy

hvor:

B = lasalocid natriumkoncentrationen af preveoplesningen (5.2.1) i pg/ml

V, = volumen af proveekstrakten ifelge 5.2.1 i ml (dvs. 100)

m = masse af preveportionen i g.

Forblandinger

Indholdet af lasalocid natrium, w (mg/kg), i preven beregnes efter folgende formel:
w= BT g

hvor:

f = lasalocid natriumkoncentrationen af preveoplesningen (5.2.2) i pg/ml
V, = volumen af proveekstrakten ifelge 5.2.2 i ml (dvs. 250)

f= fortyndingsfaktor ifelge 5.2.2

m = masse af preveportionen i g.

Validering af resultaterne

Identitet

Metoder baseret pd spektrofluorimetri er mindre udsatte for interferens end metoder, hvor der anvendes
UV-detektion. Analysandens identitet kan bekraftes ved co-kromatografi.

Co-kromatografi

En proveekstrakt (5.2.1 eller 5.2.2) tilswttes en passende maengde kalibreringsoplesning (3.10.3). Den tilsatte
mangede lasalocid natrium ber svare til den mangde lasalocid natrium, der er fundet i proveekstrakten. Kun
hejden af lasalocid natriumtoppen ma veere blevet forsterket, svarende til den tilsatte mangde lasalocid natrium
og fortyndingen af ekstrakten. Topbredden i den halve hejde skal ligge inden for + 10 % af bredden af den
oprindelige top for den uforsterkede proveekstrakt.

Repeterbarhed

Forskellen mellem resultaterne af to parallelbestemmelser udfert pd samme preve ma ikke overstige:
— 15% i forhold til den storste vardi for indhold af lasalocid natrium fra 30 til 100 mg/kg

— 15 mgfkg for indhold af lasalocid natrium fra 100 til 200 mg/kg

— 7,5% i forhold til den storste vardi for indhold af lasalocid natrium pd over 200 mg/kg.
Genfinding

For den forsterkede foder(blind)preve skal genfindingen vare mindst 80 %. For de forsterkede forblandings-
prover skal genfindingen veere mindst 90 %.

Resultater af en ringanalyse

Der er gennemfert en ringanalyse (), hvor 2 forblandinger (prove 1 og 2) og 5 foderstoffer (prove 3-7) blev
analyseret af 12 laboratorier. Der blev udfert dobbeltbestemmelse pad hver prove. Resultaterne er vist i neden-
stdende tabel:

(") Analyst, 1995, 120, 2175-2180.
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Prove 1 Prove 2 Prove 3 Prove 4 Prove 5 Prove 6 Prove 7
Forblanding | Forblanding Kyllinge- Kyllingefoder | Kyllingefoder
(kyllinger) (kalkuner) Kalkunpellets granulat Kalkunfoder A B
L 12 12 12 12 12 12 12
n 23 23 23 23 23 23 23
Middelverdi 5050 16 200 76,5 78,4 92,9 48,3 32,6
(mg/kg)
S, (mg/kg) 107 408 1,71 2,23 2,27 1,93 1,75
Cv, (%) 2,12 2,52 2,24 2,84 2,44 4,00 5,37
Sp (mg/kg) 286 883 3,85 7,32 5,29 3,47 3,49
CVy (%) 5,66 5,45 5,03 9,34 5,69 7,18 10,70
Nominelt 5 000* 16 000* 80* 105* 120* 50" 35*
indhold
(mg/kg)

L = antal laboratorier.

n = antal enkeltresultater.

S, = standardafvigelse for repeterbarhed.

S, = standardafvigelse for reproducerbarhed.

CV, = variationskoefficient for repeterbarhed, %.

CV, = variationskoefficient for reproducerbarhed, %.
* Indhold oplyst af fabrikanten.
* Foder tilberedt pé laboratoriet.




