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A BIZOTTSAG 1999/27/EK IRANYELVE

(1999. éprilis 20.)

sz

a takarmdnyokban 1év amprélium, diklazuril és karbadox meghatirozasira szolgdlo kozosségi
analitikai modszerek meghatirozisirol, a 71/250/EGK és 73/46/EGK irdnyelvek mddositasardl, vala-
mint a 74/203/EGK irdnyelv hatilyon kiviil helyezésérdl

(EGT vonatkozisii szoveg)

AZ EUROPAI KOZOSSEG BIZOTTSAGA,

tekintettel az Eurdpai Kozosséget létrehozd szerzSdésre,

tekintettel a legutobb Ausztria, Finnorszag és Svédorszdg csatla-
kozasi okmdnydval médositott, a takarmanyok hatdsagi ellendr-
zésénél alkalmazandé kozosségi mintavételi és analitikai
modszerek bevezetésérdl szolo, 1970. jalius 20-i 70/373/EGK
tandcsi irdnyelvére (') és kiilonosen annak 2. cikkére,

1

mivel a 70/373[EGK irdnyelv el8irja, hogy a takarmad-
nyok hatdsagi ellen6rzését, amelynek célja a takarma-
nyok minGségére és Osszetételére vonatkozé torvényi,
rendeleti és kozigazgatdsi rendelkezésekbdl eredd kove-
telmények betartdsdnak ellendrzése, kozosségi mintavé-
teli és analitikai modszerek alkalmazdsdval kell végrehaj-
tani;

mivel a legutébb a 45/1999 bizottsdgi rendelettel ()
modositott, a takarmdny-adalékanyagokrdl szo6l6, 1970.
november 23-i 70/524/EGK tandcsi irdnyelv () el8irja,
hogy az amprélium- és a diklazuril-tartalmat fel kell
tintetni a cimkefeliraton, amennyiben ezeket az anya-
gokat hozzdadtdk az elGkeverékekhez és a takarmd-
nyokhoz; mivel a takarmdny-adalékanyagokrdl sz6l6
70/524[/EGK tandcsi irdnyelvnek egyes novekedésser-
kent6k engedélyének visszavondsa tekintetében torténd
moédositdsardl szol6, 1998. december 22-i 2788/98
bizottsdgi rendelet (*) visszavonja a karbadox takarmdny-
adalékanyagként torténd felhaszndldsinak engedélye-
zését, valamint sziikséges a tiltott anyagok esetleges ille-
gélis felhaszndldsdnak hat6sagi ellendrzése;

mivel ezen anyagok ellendrzésére kozosségi analitikai
modszereket kell meghatdrozni;

mivel a legutébb a 98/54/EK irdnyelvvel () médositott, a
takarmdnyok hatdsagi ellendrzésére szolgalé kozosségi
analitikai modszerek meghatdrozdsdrél sz6lo, 1971.
janius 15-i 71/250/EGK els6 bizottsdgi irdnyelv (%)
megallapitja, tobbek kozott a mustdrolaj és a teobromin
meghatdrozdsara szolgdl6 analitikai mddszereket; mivel
az el8irt modszerek a tudomdnyos és technikai ismeretek
fejlédése kovetkeztében mdr nem érvényesek az eredeti
rendeltetési célokra; mivel ennélfogva helyénvalé ezen
modszerek torlése;

mivel a legutébb a 98/54[EK irdnyelvvel moédositott, a
takarmdnyok hatdsagi ellendrzésére szolgalé kozosségi
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analitikai modszerek meghatdrozdsardl szolo, 1972.
december 5-i 73/46/EGK negyedik bizottsagi irdnyelv ()
megiéllapitja, tobbek kozott a retinol (A vitamin) megha-
tirozdsara szolgdlé analitikai moédszereket; mivel az
eléirt modszer a tudomdnyos és technikai ismeretek
fejlédése kovetkeztében mdr nem érvényes az eredeti
rendeltetési célokra; mivel ennélfogva helyénvalé a
retinol meghatdrozasdra szolgdlé modszer torlése;

mivel a legutébb a 81/680/EGK irdnyelvvel () mddosi-
tott, a takarmdnyok hatésdgi ellenGrzésére szolgdld
kozosségi analitikai modszerek meghatdrozasardl szolo,
1974. mércius 25-i 74/203[EGK otodik  bizottségi
irdnyelv (°) megéllapitia a keményit6 és a nagy
molekulatomegl keményitd bomldstermékek meghatdro-
zdsdra szolgdlé analitikai moddszereket a répaszeletet,
répa-pépet, szdritott répafejet vagy levelet, burgonya-
pépet, széritott élesztSt, a inulinban és toportytiben
gazdag termékeket, amproliumot, etopabdtot, dinitol-
midot, nikarbazint és menadiont (K3 vitamin) tartalmazd
takarmdnyok esetében; mivel az emlitett irdnyelvben
eléirt mddszerek a tudomdnyos és technikai ismeretek
fejlédése kovetkeztében mdr nem érvényesek az eredeti
rendeltetési célokra; mivel ennélfogva helyénvald ezen
irdnyelv hatdlyon kiviil helyezése;

mivel az ebben az irdnyelvben el8irt intézkedések ossz-
hangban vannak a Takarmdnyok Allandé Bizottsiga
véleményével,

ELFOGADTA EZT AZ IRANYELVET:

1. cikk

A tagdllamok el6irjdk, hogy a takarmdnyok és elSkeverékek
amprolium-, diklazuril- és  karbadox-tartalmdnak hatdsdgi
ellendrzése céljdbdl torténd analitikai vizsgalatokat a mellék-
letben megdllapitott mddszerek szerint kell végrehajtani.
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2. cikk
A 71/250[EGK irdnyelv a kovetkez6képpen modosul.

1. Az 1. cikkbdl a ,mustdrolaj” és a ,teobromin” szovegrészt el

kell hagyni.
2. A melléklet 8. és 13. pontjat el kell hagyni.

3. cikk

A 73/46/EGK irdnyelv a kovetkezéképpen modosul.
1. A 2. cikket el kell hagyni.
2. A 1L mellékletet el kell hagyni.

4. cikk
A 74/203/EGK irdnyelv hatalyat veszti.

5. cikk

A tagdllamok legkésébb 1999. oktéber 31-ig hatalyba Iéptetik
azokat a torvényi, rendeleti és kozigazgatdsi rendelkezéseket,
amelyek sziikségesek ahhoz, hogy ennek az irdnyelvnek megfe-
leljenek. Errdl haladéktalanul tajékoztatjdk a Bizottsdgot.

Ezeket az intézkedéseket 1999. november 1-jétSl alkalmazzak.

Amikor a tagillamok elfogadjak ezeket az intézkedéseket,
azokban hivatkozni kell erre az irdnyelvre, vagy azokhoz hiva-
talos kihirdetésiik alkalmaval ilyen hivatkozast kell fdzni. A
hivatkozas modjat a tagallamok hatdrozzdk meg.

6. cikk

Ez az irdnyelv az Eurdpai Kozosségek Hivatalos Lapjdban vald
kihirdetését kovets 20. napon 1ép hatélyba.

7. cikk

Ennek az irdnyelvnek a tagdllamok a cimzettjei.

Kelt Briisszelben, 1999. dprilis 20-an.

a Bizottsdg részérdl
Franz FISCHLER
a Bizottsdg tagja
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MELLEKLET
A. RESZ

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

AMPROLIUM MEGHATAROZASA
1-[(4-amino-2-propilpirimidin-5-il)metil ]-2-metil-piridinium klorid hidroklorid

Cél és alkalmazasi teriilet

Ezen moédszer az amprolium takarmdnyokban és el6keverékekben torténé meghatdrozdsara szolgal. A kimutatdsi
hatdrérték 1 mgfkg, a meghatdrozds hatrértéke 25 mg/kg.

Vizsgilati alapelv

A mintat metil-alkohol és viz keverékével extrahdljuk. A mozgé fdzissal torténd higitds és membranszirés utdn,
az amprolium-tartalmat kationcseréld, nagynyomdsu folyadékkromatografidval (HPLC), UV-detektor haszndla-
taval hatdrozzuk meg.

Reagensek

Metil-alkohol.

Acetonitril, HPLC mindség.

Viz, HPLC mindség.

Nétrium-dihidrogén-foszfit oldat, ¢ = 0,1 mol/l

Oldjunk fel 13,80 g ndtrium-dihidrogén-foszfat-monohidratot vizben (3.3.), egy 1 000 ml-es mérSlombikban,
toltsiik fel vizzel (3.3.) jelig és keverjiik ossze.

Niétrium-perklorit oldat, ¢ = 1,6 mol/l

Oldjunk fel 224,74 g nétrium-perklorat-monohidratot vizben (3.3.) egy 1 000 ml-es mérdlombikban, toltsiik fel
vizzel (3.3.) jelig és keverjiik Ossze.

Mozg6 fazis a HPLC-hez (ldsd a 9.1. megjegyzést).

Acetonitril (3.2.), ndtrium-dihidrogén-foszfat oldat (3.4.) és nétrium-perklordt oldat (3.5.) 450 + 450 + 100
(v + v + v) ardnyl keveréke. Haszndlat el6tt szdrjiik dt egy 0,22 pm-es membransziirén (4.3.) és gdzmente-
sitsitk az oldatot (pl. ultrahangos fiird6ben (4.4.) legaldbb 15 percig).

Standard anyag: tiszta amprdlium, 1-[(4-amino-2-propilpirimidin-5-il)metil]-2-metil-piridinium klorid hidro-
klorid, E 750 (ldsd a 9.2. pontot).

Amproélium standard torzsoldat, 500 pg/ml

Mérjiink ki 0,1 mg-os pontossdggal, 50 mg ampréliumot (3.7.) egy 100 ml-es mérdlombikba, oldjuk fel 80 ml
metil-alkoholban (3.1.) és helyezziik a lombikot 10 percre egy ultrahangos fiirdSbe (4.4.). Az ultrahangos kezelés
utdn dllitsuk be az oldatot szobahSmérséklettire, toltsiik fel jelig vizzel és keverjik ossze. Legfeljebb 4 °C-os
hémérsékleten az oldat egy honapig stabil marad.

Amprolium standard kézbensd oldat, 50 pg/ml

Pipettdzzunk 5 ml standard torzsoldatot (3.7.1.) egy 50 ml-es mérélombikba, toltsiik fel jelig az extrahdl6 oldé-
szerrel (3.8.) és keverjiik ossze. Legfeljebb 4 °C-os hémérsékleten az oldat egy honapig stabil marad.

Kalibrdl6 oldatok

Adagoljunk 0,5, 1 és 2 ml standard kozbensé oldatot (3.7.2.) 50 ml-es mérélombikokba. Toltsiik fel a lombi-
kokat jelig a mozgé fazissal (3.6.) és keverjitk 6ssze. Ezen oldatok kiilon-kiilon 0,5, 1 és 2 pg/ml amprdliumnak
felelnek meg. Ezen oldatokat kozvetleniil a felhaszndlds el6tt kell elkésziteni.
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3.8. Extrahal6 olddszer

Metil-alkohol (3.1.) és viz 2 + 1 (v + v) ardnyt keveréke.

4. Eszkozok

4.1.  Befecskendezd rendszerrel elldtott HPLC berendezés, amely alkalmas 100 pl-es mennyiség befecskendezésére.

41.1. 125 mm x 4 mm méretd, kationcseréld Nucleosil 10 SA folyadékkromatogrifids oszlop, 10 pm-es toltettel,
vagy ezzel egyenértékd berendezés.

4.1.2.  Viltoztathat6 hullimhosszon méré UV detektor vagy diddasoros detektor.
4.2. Membrénsz(ird, PTFE anyag, 0,45 pm-es.
4.3. Membrénsz(ird, 0,22 pm-es.

4.4.  Ultrahangos fiirdé.

4.5.  Mechanikus vagy mdgneses keverdberendezés.
5. A vizsgélat médja
5.1.  Altaldnos tudnivaldk

5.1.1. Referenciaminta

A visszanyerési proba el6tt végezziink vakprébat egy referenciamintdn annak ellendrzésére, hogy sem ampro-
lium, sem interferdlé anyagok nincsenek jelen. A referenciaminta a mintdval azonos fajtdji takarmény legyen és
amproliumot vagy interferdlé anyagokat ne tartalmazzon.

5.1.2.  Visszanyerési préba

Egy, a mintdban talalhatéval azonos mennyiségti amprélium hozzdaddsdval dusitott referenciaminta analizisével
végezziink visszanyerési probat. A 100 mg/kg szintre valé duasitdshoz ontsiink 4t a standard torzsoldatbol
(3.7.1) 10 ml-t egy 250 ml-es Erlenmeyer-lombikba és pdrologtassuk az oldatot koriilbeliil 0,5 ml-ig. Adjunk
hozzd 50 g referenciamintdt, keverjilk Gssze alaposan és hagyjuk dllni 10 percig, majd keverjik ossze Gjra
néhdnyszor mieldtt folytatjuk a mveletet az extrahaldssal (5.2.).

Amennyiben a mintdval azonos fajtdji referenciaminta nem éll rendelkezésre (ldsd az 5.1.1. pontot), a visszanye-
rési proba elvégezhet§ a standard hozzdaddsos médszerrel. Ebben az esetben a vizsgdlt mintdt az abban mdr
jelenlévével azonos mennyiségli ampréliummal dusitjuk. Ezt a mintdt a referenciamintdval egyiitt elemezziik és
a visszanyerést kivondssal szdmitjuk ki.

5.2.  Extrahdlds
5.2.1. Eldkeverékek (amprolium-tartalom < 1 %) és takarmdnyok

Mérjiink ki 0,01 g pontossdggal, az amprélium-tartalomtdl fiiggéen, 5-40 ¢ mintit egy 500 ml-es Erlenmeyer-
lombikba és adjunk hozzd 200 ml extrahdld olddszert (3.8.). Helyezziik a lombikot az ultrahangos fiirdébe
(4.4.) és hagyjuk benne 15 percig. Vegyiik ki a lombikot az ultrahangos fiird6bél és egy 6rdig rézassuk a razé-
gépen vagy keverjiik a magneses keverdvel (4.5.). Oldjuk a kivonat egy aliquot részét a mozgé fazissal (3.6.) 0,5-
2 pg/ml amprélium-tartalomig és keverjiik ossze (ldsd a 9.3. megjegyzést). Sziirjitk dt ezen higitott oldatnak
5-10 ml-ét egy membranszlir6n (4.2.). Folytassuk a mdveletet a HPLC meghatdrozassal (5.3.).

5.2.2. El6keverékek (amprémium-tartalom 1 %)

Mérjink ki 0,001 g pontossdggal, az amprolium-tartalomtdl fiiggden, 1-4 g eldkeveréket egy 500 ml-es Erlen-
meyer-lombikba és adjunk hozzd 200 ml extrahdlé oldészert (3.8.). Helyezziik a lombikot az ultrahangos
firdébe (4.4.) és hagyjuk benne 15 percig. Vegyiik ki a lombikot az ultrahangos fiird6bdl és egy 6rdig razassuk
a rdzégépen vagy keverjitk a mdgneses keverdvel (4.5.). Oldjuk a kivonat egy aliquot részét a mozgé fézissal
(3.6.) 0,5-2 pg/ml amproélium-tartalomig és keverjitk ossze. Szirjitk dt ezen higitott oldatnak 5-10 ml-ét egy
membranszlirén (4.2.). Folytassuk a mtveletet a HPLC meghatdrozassal (5.3.).

5.3.  HPLC meghatdrozds



03/25. kotet Az Eurdpai Uni6 Hivatalos Lapja 239

5.3.1. Paraméterek

Az aldbbi vizsgilati feltételek irdnymutatoként szolgalnak, ettdl eltérd feltételeket is lehet haszndlni, amennyiben
azok ezzel egyenértékd eredményt adnak.

Folyadékkromatogrifids oszlop 125 mm x 4 mm méretd, kationcseréld Nucleosil 10 SA, 10 pm-es
(4.1.1): toltettel, vagy ezzel egyenértéki berendezés.
Mozg6 fazis (3.6.): Acetonitril (3.2.), natrium-dihidrogén-foszfat oldat (3.4.) és ndtrium-per-

klordt oldat (3.5.) 450 + 450 + 100 (v + v + v) ardnyd keveréke.

Atdramldsi sebesség: 0,7-1 ml/perc.
Eszlelési hullimhossz: 264 nm.
Befecskendezett mennyiség: 100 pl.

1 pg/ml-es kalibrdl6 oldat (3.7.3.) tobbszori befecskendezésével ellendrizzitk a kromatogréfids rendszer stabili-
tdsdt, amig a csticsok magassiga és a retencios idSk stabilakkd nem valnak.

5.3.2. Kalibrdcios gorbe

Fecskendezziink be minden kalibrdl6 oldatot (3.7.3.) néhdny alkalommal és hatdrozzuk meg az egyes koncentrd-
cidkra esd csticsok magassdgdnak (gorbe alatti teriiletének) dtlagdt. Szerkessziink kalibracios gorbét tigy, hogy a
kalibréciés oldatok étlag csticsmagassdga (teriilete) legyen az ordindta tengelyen, a megfelels, pg/ml-ben meg-
adott koncentriciok pedig az abszcisszan.

5.3.3. Mintaoldat

Fecskendezziik be a mintakivonatot (5.2.) néhdny alkalommal ugyanazzal mennyiséggel, amelyet a kalibrdl6
oldatok esetében haszndltunk és hatdrozzuk meg az amprolium-csticsok dtlag csticsmagassagat (gorbe alatti terii-
letét).

6. Az eredmények kiszdmitdsa

A mintaoldat amprolium-csticsainak dtlag magassdgabol (gorbe alatti teriiletébdl) hatdrozzuk meg a mintaoldat pg/ml-
ben kifejezett koncentracidjat a kalibracids gorbe (5.3.2.) alapjdn.

A minta, w mg/kg-ban kifejezett amprolium-tartalmat a kovetkezd képlettel kapjuk meg:

V--f
=—— k
—[mg/kg]
amelyben:
V= az extrahdlé oldészer (3.8.) ml-ben kifejezett térfogata, az 5.2. pont szerint (azaz 200 ml)

B

a mintakivonat (5.2.) pg/ml-ben kifejezett amprélium-koncentriciéja

f = higitasi faktor, az 5.2. pont szerint
m = a vizsgalt adag tomege, grammban
7. Az eredmények validdldsa

7.1.  Azonositds

Az analizdlt anyag azonositdsa parhuzamos kromatogréfidval vagy diddasoros detektor segitségével erdsithetd
meg, amely sordn a mintakivonat (5.2.) és a 2 pg/ml-es kalibrdl6 oldat (3.7.3.) spektrumat hasonlitjuk ossze.

7.1.1.  Parhuzamos kromatografia

A mintakivonaot (5.2.) megfelel6 mennyiségli kalibrdlé oldattal (3.7.3.) dusitjuk. A hozzdadott amprélium
mennyisége azonos legyen a mintakivonatban talilhaté6 amprélium mennyiségével.

A hozzdadott mennyiségnek és a kivonat higitdsanak figyelembe vétele utdn, csak az amprolium-csics magas-
sdga emelkedhet. A cstics szélességének, magassaganak felénél, a dusitds el6tti mintakivonat amprolium-csticsa
eredeti szélességének + 10 %-dn beliil kell lennie.
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7.1.2.

7.2.

7.3.

Diddasoros detektalds

Az eredményeket a kovetkezd kritériumok szerint értékeljiik:

a) A minta és a standard spektrumdnak, a kromatogram csticspontjdn mért legnagyobb abszorpciés hullim-
hossza, az észlels rendszer felbontdsi képessége alapjan meghatdrozott ttiréshatdron belil meg kell, hogy
egyezzen. A diddasoros detektdlds esetében ez tipikusan + 2 nm-es hatdron beliil van.

=

210 és 320 nm kozott a minta és a standard, a kromatogram cstcspontjdn mért spektruma nem kiilon-
bozhet a spektrum olyan részeinél, amelynek relativ abszorpcidja 10-100 % kozott van. Ez a kritérium akkor
teljesiil, amikor ugyanazok a maximdlis értékek vannak jelen és a két spektrum kozti eltérés egyetlen vizsgalt
ponton sem haladja meg a standard analizdlt anyag abszorpci6janak 15 %-it.

o
-

210 és 320 nm kozott, a mintakivonat altal kivéltott gorbe felszalld, csticsponti és leszdllo dganak spek-
trumai nem kiilonbozhetnek egymdst6l, a spektrumnak olyan részeinél, melynek relativ abszorpciéja 10-
100 %-0s. Ez a kritérium akkor teljesiil, amikor ugyanazok a maximdlis értékek vannak jelen, és amikor a
spektrumok kozotti eltérés, az Osszes vizsgalt ponton nem haladja meg a csticspont abszorpcids spektru-
mdnak 15 %-dt.

Amennyiben ezeknek a kritériumoknak valamelyike nem teljesiil, az analizdlt anyag jelenléte nem bizonyitott.
IsmételhetGség

Az ugyanazon mintdn végzett két pirhuzamos meghatdrozds eredménye kozotti kiilonbség nem haladhatja meg
- 25 mglkg és 500 mg/kg kozotti amprélium-tartalom esetében a magasabb érték 15 %-it,
— 500 mg/kg és 1 000 mg/kg kozotti amprolium-tartalom esetében a 75 mg/kg értéket,

- 1000 mgfkg feletti amprélium-tartalom esetében a magasabb érték 7,5 %-t.
Visszanyerés

Disitott (referencia-)minta esetében a visszanyerésnek legaldbb 90 %-osnak kell lennie.

Kollaborici6s vizsgélat eredményei

Egy kollabordciés vizsgdlatot szerveztek, amely sordn hdrom baromfitakarmanyt (1-3. mintdk) egy dsvanyi
takarmdnyt (4. minta) és egy el6keveréket (5. minta) analizdltak. Az eredmények a kovetkez$ tablézatban ldtha-
toak.

1. minta
(referencia- 2. minta 3. minta 4. minta 5. minta
minta)
L 14 14 14 14 15
n 56 56 56 56 60
atlag [mg/kg] - 45,5 188 5129 25140
s, [mg[kg] B 2,26 3,57 178 550
CV, [%] 4,95 1,90 3,46 2,20
sy [mg/kg] - 2,95 11,8 266 760
CV, [%] - 6,47 6,27 5,19 3,00
Nomindlis tartalom [mg/kg] - 50 200 5000 25000

L:  alaboratériumok szdma

n:  az egyedi értékek szdmas

s;  az ismételhetGség szérdsa

CV,: az ismételhet6ség varidcios koefficienses
sg:  areprodukdlhatésdg szordsa

CV,: a reprodukalhatésdg varidcios koefficiense
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9. Eszrevételek

9.1.  Amennyiben a minta tiamint tartalmaz, akkor a tiamin-cstcs valamivel az amprélium-cstcs el6tt jelenik meg a
kromatogramon. Ezt a médszert kovetve az amproliumot és a tiamint el kell valasztani. Amennyiben az ebben a
modszerben haszndlt oszlopon (4.1.1.) nem sikeriil szétvélasztani az ampréliumot és a tiamint, akkor a mozgé
fazis (3.6.) acetonitril részének legfeljebb 50 %-dt helyettesitsitk metil-alkohollal.

9.2. A British Pharmacopoeia szerint az amprélium oldat (¢ = 0,02 mol/l) spektruma sésavban (c = 0,1 mol/l)
246 nm és 262 nm kozott ad maximum értékeket. Az abszorpcié értéke 246 nm-nél 0,84, 262 nm-nél 0,80.

9.3. A kivonatot mindig fel kell higitani a mozgd fazissal, mert egyébként az amprolium-csics retencids ideje
jelentdsen eltolddhat az ionizdcids erdkben torténd véltozasoknak koszonhetSen.

B. RESZ
DIKLAZURIL MEGHATAROZASA
(+)-4-kl6rfenil [2,6-dikloro-4-(2,3,4,5-tetrahidro-3,5-dioxo-1,2,4-triazin-2-yl) fenil] acetonitril

1. Cél és alkalmazisi teriilet
Ez a médszer az diklazuril, takarmédnyokban és el6keverékekben torténd meghatdrozdsara szolgal. A kimutatdsi
hatarérték 0,1 mg/kg, a meghatdrozds hatdrértéke 0,5 mg/kg.

2. Vizsgilati alapelv
Egy bels6 standard hozzdaddsit kovetSen, a mintdt savanyitott metil-alkohollal extrahdljuk. A takarmanyok
esetében, a kivonat egy aliquot részét C18 szildrdfdzisti extrahdld toltetben deritjiik. A diklazurilt savanyitott
metil-alkohol és viz keverékével eludljuk a toltetbdl. Beparlds utdn a maradékot DMF/vizben feloldjuk. Eldkeve-
rékek esetében a kivonatot bepdroljuk és a maradékot DMF/vizben feloldjuk. A diklazuril-tartalmat hdrom-
komponenst, forditott fizisti, nagynyomdst folyadékkromatografidval (HPLC) hatdrozzuk meg, UV detektor
hasznélataval.

3. Reagensek

3.1. Viz, HPLC mind&ségd.

3.2, Ammonium-acetét.

3.3.  Tetrabutil-ammoénium-hidrogén-szulfit (TBHS).

3.4. Acetonitril, HPLC mindségi.

3.5. Metil-alkohol, HPLC mindségi.

3.6.  N,N-dimetilformamid (DMF).

3.7.  Sbsav, p,, = 1,19 g/ml.

3.8. Standard anyag: garantalt tisztasdgd diklazuril 11-24: (+)-4-kl6rfenil [2,6-dikloro-4-(2,3,4,5-tetrahidro-3,5-dioxo-
1,2,4-triazin-2-il) fenil] acetonitril, E771.

3.8.1. Diklazuril standard torzsoldat, 500 pg/ml.

Mérjiink ki 0,1 mg pontossdggal, 25 mg diklazuril standard anyagot (3.8.) egy 50 ml-es mérélombikba. Oldjuk
fel DMF-ben (3.6.), toltsiik fel jelig DMF-vel (3.6.) és keverjiik ossze. Tekerjitk a lombikot aluminiumfélidba vagy
hasznaljunk borostydniiveg lombikot és taroljuk htit6ben. 4 °C vagy anndl alacsonyabb hémérsékleten az oldat
egy honapig stabil.
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3.8.2. Diklazuril standard oldat, 50 pg/ml.

Ontsiink 4t 5,00 ml standard térzsoldatot (3.8.1.) egy 50 ml-es mérélombikba, tltsiik fel jelig DMF-fel (3.6.) és
keverjitk Ossze. Tekerjilk a lombikot aluminiumfdlidba vagy hasznéljunk borostydniiveg lombikot és téroljuk
htit6ben. 4 °C vagy anndl alacsonyabb hémérsékleten az oldat egy honapig stabil.

3.9.  Bels§ standard anyag: 2,6 dikloro-a-(4-klorofenil)-4-(4,5 dihidro-3,5-dioxo-1,2,4-triazin-2 (3H)-il) a-metilbenzén-
acetonitril.

3.9.1. Bels6 standard torzsoldat, 500 pg/ml.

Mérjiink be, 0,1 mg pontossdggal 25 mg belsd standard anyagot (3.9.) egy 50 ml-es mérSlombikba. Oldjuk fel
DMF-ben (3.6.), toltsiik fel jelig DMF-fel (3.6.) és keverjitk ossze. Tekerjitk a lombikot aluminiumfélidba vagy
hasznaljunk borostydniiveg lombikot és troljuk htit6ben. 4 °C vagy anndl alacsonyabb hémérsékleten az oldat
egy honapig stabil.

3.9.2. Bels§ standard oldat, 50 pg/ml.

Ontsiink 4t 5,00 ml bels§ standard térzsoldatot (3.9.1.) egy 50 ml-es mérslombikba, toltsiik fel jelig DMF-fel
(3.6.) és keverjitk Ossze. Tekerjitkk a lombikot aluminiumfdlidba vagy haszndljunk borostyaniiveg lombikot és
taroljuk htdben. 4 °C vagy anndl alacsonyabb hémérsékleten az oldat egy honapig stabil.

3.9.3. BelsS standard oldat el6keverékekhez, p/1 000 mg/ml (p = az el6keverék mg/kg-ban kifejezett névleges dikla-
zuril tartalma).

Mérjiink be 0,1 mg-os pontossdggal p/10 mg belsé standard oldatot egy 100 ml-es mérSlombikba, oldjuk fel
DMF-ben (3.6.) egy ultrahangos fiird6ben (4.6.), toltsiik fel jelig DMF-fel és keverjiik dssze. Tekerjitk a lombikot
aluminiumfélidba vagy hasznaljunk borostyaniiveg lombikot és taroljuk hdtében. 4 °C vagy anndl alacsonyabb
hémérsékleten az oldat egy hénapig stabil.

3.10. Kalibrdl6 oldat, 2 pg/ml.

Pipettdzzunk 2,00 ml diklazuril standard oldatot (3.8.2.) és 2,00 ml bels§ standard oldatot (3.9.2.) egy 50 ml-es
mérSlombikba. Adjunk hozzd 16 ml DMF-et (3.6.), toltsik fel jelig vizzel és keverjilk Ossze. Ezt az oldatot
kozvetleniil a felhaszndlds el6tt kell elkésziteni.

3.11. (18 szildrdfdzist extrahdlé toltet, pl. Bond Elut, méret: 1 cm?, szorpcids témeg: 100 mg.
3.12.  Extrahdl6 olddszer: savanyitott metil-alkohol.

Pipettazzunk 5,0 ml sésavat (3.7.) 1 000 ml metil-alkoholba (3.5.) és keverjiik ossze.
3.13.  Mozg6 fazis a HPLC-hez.

A-eluens: ammonium-acetdt — tetrabutilammonium-hidrogénszulfat oldat.
3.13.1. Oldjunk fel 5 g amménium-acetdtot (3.2.) és 3,4 g TBHS-t (3.3.) 1 000 ml vizben (3.1.) és keverjiik Gssze.
3.13.2. B-eulens: acetonitril (3.4.).

3.13.3. C-eulens: metil-alkohol (3.5.).

4. Eszkozok
4.1.  Mechanikus rdzogép.

4.2.  Felszerelés a hdromkomponensti HPLC-hez.

4.2.1. Hypersil ODS folyadékkromatogréfids oszlop, 100 mm x 4,6 mm, 3 pm-es toltettel, vagy ezzel egyenértéki
berendezés.

4.2.2. Viltoztathat6 hullimhosszon méré UV detektor vagy diddasoros detektor.
4.3, Vékuumos, rotdcios beparlo.

4.4, 0,45 pm-es membranszird.
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4.5.

4.6.

5.1.

5.1.1.

5.2.

5.2.1.

5.2.2.

5.3.

Vékuumos elosztovezeték.

Ultrahangos furd6.

A vizsgélat médja

Altaldnos tudnivalék
Referenciaminta

Végezziink vakprobdt egy referenciamintdn annak ellendrzésére, hogy sem diklazuril, sem interferdlé anyagok
nincsenek jelen. A referenciaminta a mintdval azonos tipusi takarmdny legyen, amelyben az analizis sordn sem
diklazuril, sem interferdlé anyagok nem mutathatok ki.

Visszanyerési proba

Végezziink visszanyerési probat a mintdban meglévével azonos mennyiség(i diklazuril hozzdaddsdval dusitott
referenciaminta analizisével. Az 1 mg/kg szintre val6 dusitdshoz adjunk 0,1 ml standard torzsoldatot (3.8.1.)
50 g referenciamintdhoz, keverjiik ossze alaposan és hagyjuk dllni 10 percig, keverjiik ossze néhdnyszor, miel6tt
folytatjuk a mveletet (5.2.).

Amennyiben nem 4dll rendelkezésre a mintdval azonos tipust referenciaminta (ldsd az 5.1.1. pontot), a visszanye-
rési proba a standard hozzdaddsos modszerrel végezhetS el. Ebben az esetben a vizsgdlt mintdt, a mintdban
meglévével azonos mennyiségli diklazurillal dasitsuk. Ezen a minta analizisét a referenciamintéval egyiitt kell
végezni és a viszanyerést kivondssal kell kiszamitani.

Extrahdlds
Takarmdnyok

0,01 g pontossggal, mérjiink ki 50 g mintat. Ontsiik 4t egy 500 ml-es Erlenmeyer-lombikba, adjunk hozzd
1,00 ml bels§ standard oldatot (3.9.2.), 200 ml extrahdlé olddszert (3.12.) és zdrjuk le a lombikot. Rdzassuk a
keveréket a rdzogépen (4.1.) egy éjszakdn at. Hagyjuk iilepedni 10 percig. A feliilisz6 anyag 20 ml-es aliquot
részét ontsitk 4t egy iivegedénybe és higitsuk fel 20 ml vizzel. Ontsiik 4t ezt az oldatot egy extrahdlé toltetbe
(3.11.) és vékuum segitségével engedjiik 4t rajta (4.5.). Mossuk a toltetet 25 ml extrahdlé oldészer (3.12.) és viz
65 + 35 (V + V) ardnya keverékével. Ontsiik el a felvett frakciokat és eludljuk az alkotéelemeket 25 ml extra-
halé oldészer (3.12.) és viz 80 + 20 (V + V) ardnyt keverékével. Pdroljuk be ezt a frakcidt a rotdcids bepérld
(4.3.) segitségével 60 °C-on, amig éppen beszdrad. A maradékot oldjuk fel 1,0 ml DMF-ben (3.6.), adjunk hozzd
1,5 ml vizet (3.1.) és keverjilk Ossze. Sz(rjilk dt egy membransz(irén (4.4.). Folytassuk a vizsgdlatot a HPLC
meghatdrozassal (5.3.).

ElSkeverékek

0,001 g pontossdggal, mérjiink ki 1 g mintat. Ontsiik 4t egy 500 ml-es Erlenmeyer-lombikba, adjunk hozzd
1,00 ml bels§ standard oldatot (3.9.2.), 200 ml extrahdlé olddszert (3.12.) és zdrjuk le a lombikot. Rdzassuk a
keveréket a rdzdgépen (4.1.) egy éjszakdn dt. Hagyjuk iilepedni 10 percig. A feliiliiszé anyag egy 10 000/p ml
(p = az elSkeverék, mgfkg-ban kifejezett névleges diklazuril tartalma) aliquot részét ontsiik dt egy megfeleld
méreti gomblombikba. Paroljuk be ezt a frakciot a rotécios beparld (4.3.) segitségével 60 °C-on, csokkentett
nyomdson, amig éppen beszdrad. A maradékot oldjuk fel 10,0 ml DMF-ben (3.6.), adjunk hozzd 15,0 ml vizet
(3.1.) és keverjiik ossze. Folytassuk a mtiveletet a HPLC meghatdrozdssal (5.3.).

HPLC meghatdrozds

Paraméterek

Az aldbbi vizsgilati feltételek irinymutatoként szolgalnak, ettdl eltérd feltételeket is lehet haszndlni, amennyiben
azok ezzel egyenértékd eredményeket adnak.

— Folyadékkromatografids 100 mm x 4,6 mm méretd, Hypersil ODS 3 pm-es toltettel, vagy ezzel
oszlop (4.2.1.): egyenértéki berendezés
- Mozgé fazis: A-eulens (3.13.1.): ammonium-acetat és tetrabutil-
ammonium-hidrogénszulfit vizes
oldata
B-eulens (3.13.2.): acetonitril

C-eulens (3.13.3): metil-alkohol
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— Eludlds modja: — linedris gradiens
— kiindulasi feltételek: A +B + C =60 +20 +20 (v +v +V)

— 10 perces gradiens eludlds utdn 30 percig: A + B + C = 45 + 20 +
35(v +v +v)

Oblités B-eulenssel 10 percig

— Atéramldsi sebesség: 1,5-2 ml/perc
— Befecskendezett mennyiség: 20 pl
— Eszlelési hullimhossz: 280 ml

2 pgjml-es kalibrdlo oldat (3.10.) tobbszori befecskendezésével ellendrizzitk a kromatografids rendszer stabili-
tasdt, amig a csicsok magassaga és a retencios id6k stabilakkd nem valnak.

5.3.2. Kalibrdcids oldat

Fecskendezziink be 20 pl kalibraciés oldatot (3.10.) néhdny alkalommal és hatdrozzuk meg a diklazuril-csticsok
atlag magassdgat (gorbe alatti teriiletét) és a bels§ standard csticsokat.

5.3.3.  Mintaoldat
Fecskendezziink be 20 pl mintaoldatot (5.2.1. vagy 5.2.2.) néhdny alkalommal és hatdrozzuk meg a diklazuril-
cstcsok dtlag magassdgat (gorbe alatti teriiletét) és a belsd standard csticsokat.

6. Az eredmények kiszdmitdsa

6.1.  Takarmdnyok
A minta, w mg/kg-ban kifejezett diklazuril-tartalmdt a kovetkezd képlet segitségével kapjuk meg:

o hd,s 'hi,c . [;d,c' 10V
w = hi,s’hd,c m [mg/kg}

amelyben:

hy, = a mintaoldatban lévé diklazuril-cstics magassaga (teriilete) (5.2.1.)

h;, = a mintaoldatban 1év bels6 standard cstics magassaga (teriilete) (5.2.1.)

hy. = akalibrdl6 oldatban lévé diklazuril-cstics magassaga (teriilete) (3.10.)

h,. = akalibrdl6 oldatban 1évé belsS standard cstics magassaga (teriilete) (3.10.)
e = adiklazuril pg/ml-ben kifejezett koncentraci6ja a kalibral6 oldatban (3.1.0.)
m = avizsgdlt adag, grammban kifejezett tomege

V = a mintakivonat 5.2.1. pont szerinti térfogata (pl. 2,5 ml)

6.2. Elskeverékek

A minta, w mg/kg-ban kifejezett diklazuril-tartalmat a kovetkezs képlet segitségével kapjuk meg:

_ hoohic Boc0,02 Vip
A hi,s‘hd,c m [mg/kg]

amelyben:

h,. = akalibril6 oldatban 1év§ diklazuril-cstics magassdga (teriilete) (3.10.)

h,, = akalibrdl6 oldatban 1évé bels6 standard cstics magassaga (teriilete) (3.10.)
hy, = a mintaoldatban lévé diklazuril-csiics magassaga (teriilete) (5.2.2.)

h,, = a mintaoldatban 1évé belsé standard cstics magassaga (teriilete) (5.2.2.)

By = a diklazuril, pg/ml-ben kifejezett koncentraci6ja a kalibralé oldatban (3.10.)
m = avizsgdlt adag, grammban kifejezett tomege

V= a mintakivonat 5.2.2. pont szerinti térfogata (azaz 25 ml)

p = az clSkeverék névleges diklazuril-tartalma, mg/kg-ban kifejezve
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7. Az eredmények validildsa

7.1. Azonositds

Az analizdlt anyag azonositdsa parhuzamos kromatogréfidval vagy diddasoros detektor hasznélatdval erésithetd
meg, amely sordn a mintakivonat (5.2.1. vagy 5.2.2.) és a kalibrdl6 oldat (3.10.) spektrumdt hasonlitjuk Gssze.

7.1.1. Parhuzamos kromatografia

A minta kivonatot (5.2.1. vagy 5.2.2.) megfelel6 mennyiségti kalibrdl6 oldattal (3.10.) dusitjuk. A hozzdadott
diklazuril mennyisége azonos legyen a mintakivonatban meglévé diklazuril mennyiségével.

A hozzdadott mennyiségnek és a kivonat higitdsdnak figyelembe vételét kovetSen csak a diklazuril cstcs és a
bels§ standard cstics magassdga emelkedhet. A cstcs szélességének, magassdga felénél, a dusitds el6tti mintaki-
vonat diklazuril csticsa vagy belsS standard csticsa eredeti szélességének + 10 %-dn beliil kell lennie.

7.1.2. Diddasoros detektélds

Az eredményeket a kovetkezd kritériumok szerint értékeljiik:

a) A minta, valamint a standard spektrumanak a kromatogram csticsdn rogzitett legnagyobb elnyelési hullim-
hossza az észlelérendszer felbontdsi képessége alapjan meghatdrozott tdréshatiron beliill meg kell egyezzen.
A diddasoros detektélds esetében ez tipikusan + 2 nm hatdron beliil van.

b) 230 és 320 nm kozott a mintdnak, valamint standardnak a kromatogram csticsdn rogzitett spektruma, a
spektrum ezen részeinél nem térhet el egymadstdl a relativ elnyelési tartomdny 10-100 % kozott. Ez a krité-
rium akkor teljesiil, amikor ugyanazok a maximdlis értékek vannak jelen, és a két spektrum egyetlen észlelési
ponton sem tér el a standard analizélt anyag abszorpcidjanak 15 %-dndl nagyobb mértékben egymdstol.

o
~

230 és 320 nm kozott a mintakivonat dltal kivéltott gorbe felszallé dga, cstcsa és leszall dga a spektrumnak
ezen a részein a relativ abszorpcié 10 és 100 %-a kozotti tartomdnyban nem térhet el egymaéstdl. Ez a krité-
rium akkor teljesiil, ha ugyanazok a maximélis értékek vannak jelen, és ha a spektrumok egyetlen észlelési
pontndl sem térnek el a cstics abszorpcids spektrumdnak 15 %-dndl nagyobb mértékben.

Amennyiben ezeknek a kritériumoknak valamelyike nem teljesiil, akkor az analizdlt anyag jelenléte nem
bizonyitott.

7.2, Ismételhetdség

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

- 0,5 mg/kg és 2,5 mg/kg kozotti diklazuril-tartalom esetén a magasabb érték 30 %-dt,
- 2,5 mglkg és 5 mglkg kozotti diklazuril-tartalom esetén a 0,75 mg/kg értéket,

- 5 mg/kg feletti diklazuril-tartalom esetén a magasabb érték 15 %-dt,
7.3.  Visszanyerés

Disitott (referencia-)minta esetében a visszanyerésnek legaldbb 80 %-osnak kell lennie.

8. Kollaboricios vizsgdlat eredményei

Egy kollaboricids vizsgilatot szerveztek, amely sordn 6t mintdt elemeztek 11 laboratériumban. A mintdk két
eldkeverékbdl dlltak; az egyiket egy szerves matrix-szal (O 100), a mdsikat egy szervetlen maétrix-szal (A 100)
keverték 0Ossze. Az elméleti diklazuril-tartalom 100 mg/kg. A hdrom baromfi takarmdnykeverék hdrom
killonboz8 gyartotdl szarmazott (NL) (L1/Z1/K1). Az elméleti diklazuril-tartalom 1 mg/kg. A laboratériumokat
utasitottdk, hogy a vizsgdlatokat egyszer, vagy kétszeres ismétléssel vizsgaljak. (Errdl az egytittmiikodési tanul-
maényrodl részletesebb informdciok olvashatdk: Journal of AOAC International, Volume 77, No 6, 1994, p. 1359-
1361). Az eredmények a kovetkezd tabldzatban lathatok:
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1. minta 2. minta 3. minta 4. minta 5. minta
A 100 0 100 L1 Z1 K1

L 11 11 11 11 6

n 19 18 19 19 12

atlag [mg/kg] 100,8 103,5 0,89 1,15 0,89

S, [mg/kg] 5,88 7,64 0,15 0,02 0,03

CV, [%] 5,83 7,38 17,32 1,92 3,34

S, [mg/kg] 7,59 7,64 0,17 0,11 0,12

CV, [%] 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65

Nomindlis tartalom [mg/kg] 100 100 1 1 1

L:  alaboratériumok szama

n:  az egyedi értékek szdma

S  az ismételhetGség szérdsa

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

CV;: az ismételhetSség varidcios koefficiense
Sy areprodukdlhatésdg szordsa
CV,: a reprodukdlhat6sdg varidcios koefficiense

Eszrevételek

A diklazuril-reakciot kordbban linedrisnak taldltdk a mért koncentraciok savja felett.

C.RESZ
KARBADOX MEGHATAROZASA
Metil 3-(2-kinoxalin-2-ilmetilén)karbazdt N',N*-dioxid

Cél és alkalmazasi teriilet

Ez a mddszer a karbadox, takarmdnyokban, elSkeverékekben és készitményekben torténd meghatdrozdsara
szolgdl. A kimutatdsi hatdrérték 1 mg/kg. A meghatdrozds hatdrértéke 10 mg/kg.

Vizsgilati alapelv

A mintat vizzel stabilizdljuk és metil-alkohol — acetonitril keverékével extrahdljuk. Takarmdnyok esetében, a
lesztirt kivonat egy aliquot részét aluminium-oxid oszlopon tisztitjuk. El6keverékek és készitmények esetében, a
lesziirt kivonat egy aliquot részét megfelel§ koncentraciéra higitjuk vizzel, metil-alkohollal és acetonitrillel. A
karbadox-tartalmat forditott fézisi, nagynyomdsu folyadékkromatografidval (HPLC) hatdrozzuk meg, UV
detektor felhaszndldsaval.

Reagensek

Metil-alkohol.

Acetonitril, HPLC mingség(i.

Sésav, w = 100 %.

Aluminium-oxid: neutralis, . aktivitasi fokozat.

Metil-alkohol — acetonitril 1 + 1 (v + v).

Keverjiink 6ssze 500 ml metil-alkoholt (3.1.) 500 ml acetonitrillel (3.2.).

Ecetsav, 0 = 10 %.

Higitsunk fel 10 ml ecetsavat (3.3.) vizzel 100 ml-ig.

Natrium-acetat, CH;COONa.
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3.8.

3.9.

3.10.

3.11.

Viz, HPLC mind&ségd.
Acetdt pufferoldat, ¢ = 0,01 mél/l, pH = 6,0.

Oldjunk fel 0,82 g ndtrium-acetdtot (3.7.) 700 ml vizben (3.8) és dllitsuk be a pH-t 6,0 ra ecetsavval (3.6.).
Ontsiik dt egy 1 000 ml-es mérélombikba, toltsiik fel jelig vizzel (3.8.) és keverjiik Ossze.

Mozg6 fazis a HPLC-hez.

Keverjiink 6ssze 825 ml acetdt pufferoldatot (3.9.) 175 ml acetonitrillel (3.2.). Sziirjiik 4t egy 0,22 pm-es
szlir6n (4.5.) és gdzmentesitsiik az oldatot (pl. 10 percig tartd ultrahangos kezeléssel).

Standard anyag

Tiszta karbadox: Metil 3-(2-kinoxalin-2-ilmetilén)karbazdt N',N*-dioxid, E 850.

3.11.1. Karbadox standard torzsoldat, 100 pg/ml (ldsd 5. pont, A vizsgdlat mddja):

Mérjiink ki 0,1 mg-os pontossdggal, 25 mg karbadox standard anyagot (3.11.) egy 250 ml-es mérélombikba.
Oldjuk fel metil-alkohol — acetonitril keverékében (3.5.) ultrahangos kezeléssel (4.7.). Az ultrahangos kezelést
kovetden dllitsuk az oldatot szobahémérsékletiire, toltsiik fel jelig metil-alkohol — acetonitril keverékével (3.5.) és
keverjitk ossze. Tekerjikk a lombikot aluminiumfélidba vagy haszndljunk borostydniiveg lombikot és taroljuk
hiitében. 4 °C, vagy ennél alacsonyabb hémérsékleten az oldat egy hénapig stabil.

3.11.2. Kalibral6 oldatok

3.12.

4.1.

4.2

4.3.

4.4.
4.4.1.
4.4.2.

4.5.

4.6.

4.7.

5.1.

Toltsiink 4t 2,0, 5,0, 10,0 és 20,0 ml standard torzsoldatot (3.11.1.) 100 ml-es mérSlombikokba. Adjunk
hozzéjuk 30 ml vizet, toltsiik fel jelig metil-alkohol — acetonitril keverékével (3.5.) és keverjiik ossze. Tekerjik a
lombikot aluminiumfélidba. Ezek az oldatok kiilon-kiilon 2,0, 5,0, 10,0 és 20,0 pg/ml karbadoxnak felelnek
meg. A kalibrlé oldatokat kozvetlenil a felhasznélds el6tt kell elkésziteni.

Megjegyzés: A 10 mg[kg-nal kevesebb karbadoxot tartalmazé takarmanyokndl torténd meghatdrozdsndl, 2,0 pg/
ml-nél alacsonyabb koncentraciéji kalibrélé oldatokat kell késziteni.

Viz-[metil-alkohol — acetonitril] keveréke (3.5.), 300 + 700 (v + v)

Keverjiink 6ssze 300 ml vizet 700 ml metil-alkohol — acetonitril keverékkel (3.5.).

Eszkozok
Laboratériumi rdz6gép vagy magneses keverd.
Uvegszlas sziirépapir (Whatman GF|A vagy azzal egyenértékdi).

Uvegoszlop (300-400 mm hosszisagt, belsé dtméréje koriilbelill 10 mm), perfordlt iiveglemezzel és leereszts
csappal elldtva.

Megjegyzés: elzardcsappal elltott iivegoszlop vagy kipos iivegesd szintén haszndlhatd; ebben az esetben helyez-
ziink egy kis iiveggyapot dugdt a csé alsé végébe és egy iivegpdlcaval tomkodjiik le.

HPLC berendezés befecskendezd rendszerrel, amely alkalmas 20 pl mennyiség befecskendezésére.
Folyadékkromatogréfids oszlop: C 18, 300 mm x 4 mm, 10 pm-es toltettel, vagy ezzel egyenértékd berendezés.

Viltoztathaté hullimhosszon méré UV detektor vagy 225-400 nm kozott mérd diédasoros detektor.

0,22 pm-es membransz(ird.

0,45 pm-es membransz{irG.

Ultrahangos fiirdg.

A vizsgilat modja

Megjegyzés: A karbadox fényérzékeny. Az osszes miiveletet csokkentett fény mellett végezziik vagy haszndljunk

borostyaniivegbdl késziilt, illetve aluminiumfolidba tekert tivegeszkozoket.

Altaldnos tudnivalék
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5.1.1. Referenciaminta
A visszanyerési préba elvégzése el6tt, végezziink vakprobdt egy referenciamintdn annak ellendrzésére, hogy sem
karbadox, sem interferdlé anyagok nincsenek jelen. A referenciaminta ugyanolyan tipust takarmény legyen, mint
a minta és az analizis sordn karbadox vagy interferdl6 anyagok ne legyenek kimutathaték benne.

5.1.2. Visszanyerési proba
A mintdban meglévével megegyezd mennyiségii karbadox hozzdadasdval dusitott referenciaminta (5.1.1.) anali-
zisével végezziink visszanyerési probat. Az 50 mglkg szinten valé dusitdshoz ontsiink dt 5,0 ml standard
torzsoldatot (3.11.1.) egy 200 ml-es Erlenmeyer-lombikba. Pdroljuk be az oldatot koriilbeliil 0,5 ml-ig nitrogén
dramban. Adjunk hozzd 10 g referenciamintdt, keverjitk 6ssze és hagyjuk dllni 10 percig mielstt folytatjuk a
miiveletet az extrahdldssal (5.2.).
Amennyiben a mintdval megegyezd takarmanyfajtabol vett referenciaminta nem all rendelkezésre (ldsd az 5.1.1.
pontot), a visszanyerési probat a standard hozzdaddsos mddszerrel lehet elvégezni. Ebben az esetben, a mintdt, a
mintdban mdr meglévével megegyezd mennyiségli karbadox-szal dusitjuk. Ezt a mintdt a nem dsitott mintdval
egyiitt elemezziik és a visszanyerést kivondssal szdmitsuk ki.

5.2.  Extrahdlds

5.2.1. Takarmdnyok.
Mérjiink ki 0,01 g pontossdggal, 10 g mintdt és tegyiik bele egy 200 ml-es Erlenmeyer-lombikba. Adjunk hozzd
15,0 ml vizet, keverjiik 6ssze és stabilizdljuk 5 percig. Adjunk hozzd 35,0 ml metil-alkohol — acetonitril keve-
réket (3.5.), dugaszoljuk le és 30 percig rdzzuk a rdzogépen vagy keverjiik a magneses keverével (4.1.). Sztrjik
at az oldatot az {ivegszélas sz(ir6papiron (4.2.). Ezt az oldatot haszndljuk a deritésnél (5.3.)

5.2.2. Elokeverékek (0,1-2,0 %).
Mérjiink ki 0,01 g pontossdggal, 1 g droletlen mintdt és tegyik dt egy 200 ml-es Erlenmeyer-lombikba. Adjunk
hozzd 15,0 ml vizet, keverjitkk ossze és stabilizdljuk 5 percig. Adjunk hozzd 35,0 ml metil-alkohol - acetonitril
keveréket (3.5.), dugaszoljuk le, és 30 percig rdzzuk a rdzgépen vagy keverjik a mdgneses keverével (4.1.).
Sztirjiik 4t az oldatot az tivegszélas szlirGpapiron (4.2.). A szfirlet egy aliquot részét pipettdzzuk at egy 50 ml-es
mérélombikba. Adjunk hozzd 15,0 ml vizet, toltsiik fel jelig metil-alkohol — acetonitril keverékkel (3.5.) és
keverjitk ossze. A végsd oldat karbadox koncentracidjanak koriilbeliil 10 pg/ml kell lennie. Egy aliquot részt
szirjiink 4t egy 0,45 pm-es sz(irén (4.6.). Folytassuk a miveletet a HPLC meghatdrozéssal (5.4.).

5.2.3. Készitmények (> 2 %).
Mérjiink ki 0,001 g pontossdggal, 0,2 g droletlen mintdt és tegyitk dt egy 250 ml-es Erlenmeyer-lombikba.
Adjunk hozzd 45,0 ml vizet, keverjitk dssze és stabilizdljuk 5 percig. Adjunk hozzd 105,0 ml metil-alkohol -
acetonitril keveréket (3.5.), dugaszoljuk le és homogenizdljuk. Kezeljiik a mintdt ultrahanggal (4.7.) 15 percig,
majd ezt kovetSen rdzassuk vagy keverjiik (4.1.) 15 percig. Sziirjitk dt az oldatot egy iivegszalas sz{ir8papiron
(4.2.). A sztirlet egy aliquot részét higitsuk fel viz — metil-alkohol — acetonitril keverékkel (3.12.) 10-15 pg/ml-es
végsé karbadox koncentrdcidig (egy 10 %-os készitmény esetében a higitdsi faktor 10). Egy aliquot részt
szirjiink 4t egy 0,45 pm-es sziirén (4.6.). Folytassuk a miveletet a HPLC meghatdrozassal (5.4.).

5.3.  Derités

5.3.1. Az aluminium-oxid oszlop elkészitése.
Mérjiink le 4 g aluminium-oxidot (3.4.) és helyezziik az {ivegoszlopra (4.3.).

5.3.2. A minta deritése.
Tegyiink rd az aluminium-oxid oszlopra 15 ml leszdrt kivonatot (5.2.1.) és ontsiik el az els 2 ml eludtumot.
Vegyiik fel a kovetkezé 5 ml-t és egy aliquot részét szdrjikk dt egy 0,45 pm-es sziirén (4.6.). Folytassuk a
miveletet a HPLC meghatdrozdssal (5.4.).

5.4.  HPLC meghatdrozds
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5.4.1. Paraméterek
A kovetkezd vizsgdlati feltételek irdnymutatoként szolgalnak, egyéb feltételek is haszndlhatok, feltéve, hogy ezzel
egyenértékd eredményeket adnak.
Folyadékkromatografids 300 mm x 4 mm, CI8, 10 pm-es toltettel, vagy ezzel egyenértékd
oszlop (4.1.1.): berendezés.
Mozgé fézis (3.10.): Acetdt pufferoldat (3.9.) és acetonitril (3.2.) 825 + 175 (v + v) ardnyd
keveréke.
Atéramlisi sebesség: 1,5-2 ml/perc.
Eszlelési hullimhossz: 365 nm.
Befecskendezett mennyiség: 20 pl.
5 pg/ml-es kalibrdl6 oldat (3.11.2.) tobbszori befecskendezésével ellendrizzitk a kromatografids rendszer stabili-
tdsdt, amig csticsok magassdga (gorbe alatti teriilete) és a retencids id6k stabilakkd nem vélnak.
5.4.2. Kalibrdcios gorbe
Fecskendezziink be minden kalibrdlé oldatot (3.11.2.) tobbszor egymds utdn és hatdrozzuk meg az atlag cstics-
magassdgokat (gorbe alatti teriileteket) minden egyes koncentrdcié esetében. Szerkessziink kalibracids gorbét
gy, hogy a kalibrdlé oldatok dtlag csticsmagassagai (gorbe alatti tertiletei) legyenek az ordindta tengelyen, a
hozzdjuk tartozo, pg/ml-ben kifejezett koncentraciok pedig az abszcisszan.
5.4.3. Mintaoldat
Fecskendezziik be a mintakivonatot [(5.3.2.) a takarmdnyok, (5.2.2.) az el6keverékek és (5.2.3.) a készitmények
esetében] tobbszor egymds utdn és hatdrozzuk meg a karbadox dtlag csiicsmagassagat (gorbe alatti teriiletét).
6. Az eredmények kiszamitdsa
A mintaoldat karbadox-csticsainak dtlag magassdgabol (gorbe alatti teriiletébdl) hatdrozzuk meg a mintaoldat
pg/ml-ben kifejezett koncentracidjit a kalibracids gorbe (5.4.2.) alapjan.
6.1.  Takarmanyok:
A minta, w mg/kg-ban kifejezett karbadox-tartalmat a kovetkezd képlet segitségével kapjuk meg:
B> Vi
= k
w == [mg/kg]
amelyben:
f = a mintakivonat (5.3.2.) pg/ml-ben kifejezett karbadox koncentracidja.
V, = a ml-ben kifejezett extrahalt térfogat (pl. 50).
m = avizsgdlt adag g-ban kifejezett tomege.
6.2.  ElSkeverékek és készitmények.

A minta, w mg/kg-ban kifejezett karbadox-tartalmat a kovetkezd képlet segitségével kapjuk meg:

w :% [mg/kg]

amelyben:

p = a mintakivonat (5.2.2. vagy 5.2.3.) pg/ml-ben kifejezett karbadox koncentrécioja.

V, = a ml-ben kifejezett extrahdlt térfogat (azaz 50 az el6keverékek esetében; 150 a készitmények esetében).
f = higitdsi faktor az 5.2.2. pont szerint (el6keverékek) vagy az 5.2.3. pont szerint (készitmények).

m = avizsgdlt adag g-ban kifejezett tomege.
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7.1.

7.2.

7.3.

Az eredmények validildsa
Azonositds

Az analizdlt anyag azonositdsa parhuzamos kromatogréfidval vagy diddasoros detektor hasznélatdval erdsithetd
meg, amely sordn a mintakivonat és a 10 pg/ml-es kalibracios oldat (3.11.2.) spektrumdt hasonlitjuk Gssze.

Parhuzamos kromatogréfia

A mintakivonatot megfelel§ mennyiségt kalibrdlé oldattal (3.11.2.) dusitjuk. A hozzdadott karbadox mennyisége
azonos legyen a mintakivonatban taldlhaté karbadox mennyiségével.

A hozzdadott mennyiséget és a kivonat higitdsit egyardnt figyelembe véve, csak a karbadox-cstics magassdga
emelkedhet. A cstics szélességének, a legnagyobb magassdganak felénél, az eredeti szélesség + 10 %-dn beliil kell
lennie.

Diddasoros detektalds

Az eredményeket a kovetkezd kritériumok szerint értékeljiik:

a) a minta, valamint a standard spektrumédnak a kromatogram csticsdn rogzitett legnagyobb elnyelési hullim-
hossza észlelérendszer felbontdsi képességének alapjan meghatdrozott tiiréshatdron beliil meg kell egyezzen.
A diddasoros detektdlds esetében ez tipikusan * 2 nm-en beliil van;

b) 225 és 400 nm kozott a mintdnak és a standardnak a kromatogram csticsan rogzitett spektruma a spektrum
ezen részein nem térhet el egymdstdl a relativ elnyelési tartomdny 10 és 100 % kozott. Ez a kritérium akkor
teljesiil, ha ugyanazok a maximélis értékek vannak jelen, és a két spektrum egyetlen észlelési ponton sem tér
el a standard analizdlt anyag abszorpcidjanak 15 %-dndl nagyobb mértékben;

o
-

225 és 400 nm kozott a mintakivonat altal kivéltott gorbe felszdllo dga, cstcspontja és leszall6 dga a spekt-
rumnak ezen részein a relativ abszorpcié 10 és 100 %-a kozotti tartomdnyban nem térhet el egymdstél. Ez a
kritérium akkor teljesiil, amikor ugyanazok a maximdlis értékek vannak jelen, és amikor a spektrumok
egyetlen észlelési pontndl sem térnek el a cstcs abszorpcids spektrumdnak 15 %-dndl nagyobb mértékben.

Amennyiben ezeknek a kritériumoknak valamelyike nem teljesiil, akkor a analizdlt anyag jelenléte nem bizo-
nyitott.

IsmételhetGség

A 10 mglkg vagy magasabb karbadox-tartalmii anyagok esetében, az ugyanazon mintdn végzett két parhu-
zamos meghatdrozds eredménye kozotti kiilonbség nem haladhatja meg a magasabb értékhez viszonyitott 15 %-
ot.

Visszanyerés

Dsitott (referencia-)minta esetében a visszanyerésnek legaldbb 90 %-osnak kell lennie.

Kollaboricios vizsgdlat eredményei

Egy kollaborécids vizsgilatot szerveztek, amely sordn hat takarmdnyt, négy elSkeveréket és harom készitményt
analizdltak nyolc laboratériumban. Minden mintén kettds analizist végeztek. (Errdl a kollaboracios vizsgélatrol
részletesebb informdcidk olvashatdk a: Journal of AOAC, Volume 71, 1988, p. 484-490). Az eredmények a
kovetkezd tabldzatokban lthatok:

1. tdbldzat A takarmanyokon végzett kollabordcios vizsgdlat eredményei

1. minta 2. minta 3. minta 4. minta 5. minta 6. minta
L 8 8 8 8 8 8
n 15 14 15 15 15 15
atlag (mg/kg) 50,0 47,6 48,2 49,7 46,9 49,7
S, (mgfkg) 2,90 2,69 1,38 1,55 1,52 2,12
CV, (%) 58 5,6 2,9 3,1 3,2 4,3
Sy (mg/kg) 3,92 4,13 2,23 2,58 2,26 2,44
CV, (%) 7,8 8,7 4,6 52 4,8 4,9
Névleges tartalom (mg/kg) 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0
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2. tdbldzat Az el6keverékeken és a készitményeken végzett kollaboracids vizsgélat eredményei

El6keverékek Készitmények
L 7 7 7 7 8 8 8
n 14 14 14 14 16 16 16
atlag (g/kg) 8,89 9,29 9,21 8,76 94,6 98,1 104
S, (g/kg) 0,37 0,28 0,28 0,44 4,1 51 7,7
CV., (%) 4,2 3,0 3,0 5,0 4,3 52 7.4
Sk (g/ke) 0,37 0,28 0,40 0,55 54 6,4 7,7
CVi (6) 42 3,0 43 6,3 5,7 6,5 7,4
Névleges tartalom (mg/kg) 10,0 10,0 10,0 10,0 100 100 100
L:  alaboratériumok szdma
N:  az egyedi értékek szdma
S az ismételhetGség szérdsa
CV;: az ismételhetSség varidcios koefficiense
Syt areprodukdlhatésdg szordsa
CV,: a reprodukdlhat6sdg varidcios koefficiense




