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A BIZOTTSAG 1999/76/EK IRANYELVE
(1999. jalius 23.)

a takarmdnyokban 1év§ lazalocid-ndtrium meghatdrozasira szolgdlo kozosségi analitikai modszer
létrehozasirol

s

(EGT vonatkozisii szoveg)

AZ EUROPAI KOZOSSEGEK BIZOTTSAGA,
tekintettel az Eurépai Kozosséget létrehozd szerzdésre,

tekintettel a legutobb Ausztria, Finnorszdg és Svédorszdg csatla-
kozdsi okmanyaval médositott, a takarmdnyok hatdsagi ellen-
6rzésénél alkalmazandé kozosségi mintavételi és analitikai
modszerek bevezetésérdl szolo, 1970. jalius 20-i 70/373/EGK
bizottsdgi irdnyelvre (') és kiilonosen annak 2. cikkére,

(1)  mivel a 70/373/EGK irdnyelv el6irja, hogy a takarmad-
nyok hatdsagi ellendrzését, amelynek célja a takarma-
nyok minGségére és Osszetételére vonatkozd torvényi,
rendeleti és kozigazgatasi rendelkezésekbdl eredd kove-
telmények betartdsanak ellendrzése, kozosségi mintavé-
teli és analitikai modszerek alkalmazdsaval kell végrehaj-
tani;

(2)  mivel a legutobb az 1999. dprilis 26-i 866/1999/EK
bizottsdgi rendelettel (*) mddositott, a takarmany-adalék-
anyagokrol sz6l6, 1970. november 23-i 70/524/EGK
bizottsdgi irdnyelv (°) el6irja, hogy a lazalocid-ndtrium-
tartalmat fel kell tiintetni a cimkézésen, amennyiben az
emlitett anyagot az elSkeverékekhez és a takarmd-
nyokhoz keverik;

(3) mivel ezen anyagok ellendrzésére kozosségi analitikai
modszereket kell meghatdrozni;

(49)  mivel az ebben az irdnyelvben el8irt intézkedések Ossz-
hangban vannak a Takarmdnyok Allandé Bizottsdga vé-
leményével,

() HLL 170.,1970.8.3,, 2. o.
(3 HLL 108.,1999.4.27., 20. o.
() HLL 270.,1970.12.14., 1. o.

ELFOGADTA EZT AZ IRANYELVET:

1. cikk

A tagdllamok el6irjak, hogy a takarmanyok és az el8keverékek
lazalocid-tartalménak hatdsagi ellendrzése céljabol végzett ana-
litikai vizsgdlatokat a mellékletében meghatarozott mddszerrel
kell végrehajtani.

2. cikk

A tagdllamok legkésébb 2000. janudr 31-ig hatdlyba léptetik
azokat a tOrvényi, rendeleti és kozigazgatasi rendelkezéseket,
amelyek szitkségesek ahhoz, hogy ennek az irdnyelvnek meg-
feleljenek. Errdl haladéktalanul tdjékoztatjdk a Bizottsdgot.

Ezeket az intézkedéseket 2000. februdr 1-jétdl alkalmazzdk.

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

3. cikk

Ez az irdnyelv az Eurdpai Kozdsségek Hivatalos Lapjdban vald
kihirdetését kovetS 20. napon 1ép hatélyba.

4. cikk

Ennek az irdnyelvnek a tagdllamok a cimzettjei.

Kelt Briisszelben, 1999. jalius 23-4n.

a Bizottsdg részérdl
Franz FISCHLER
a Bizottsdg tagja
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MELLEKLET

A LAZALOCID-NATRIUM MEGHATAROZASA
A Streptomyces lasaliensis altal termelt poliéter-monokarboxilsav nétriumséja

1. Cél és alkalmazdsi teriilet
A modszer a takarmdnyok és az elGkeverékek lazalocid-ndtrium-tartalmanak meghatarozasara szolgal. A kimuta-
tasi hatdrérték 5 mg/kg, a mérési hatdrérték 30 mg/kg.

2. Vizsgélati alapelv
A lazalocid-ndtriumot a mintdbdl savas metil-alkohollal extrahdljuk, majd forditott fézisti, nagynyomdsi folya-
dékkromatogréfidval (HPLC), spektrofotometrids detektor segitségével hatdrozzuk meg.

3. Reagensek

3.1.  Kdélium-dihidrogén-foszfit (KH,PO,)

3.2.  Ortofoszforsav, w = 85 %

3.3.  Ortofoszforsav oldat, 6 = 20 %
Higitsunk fel vizzel 23,5 ml ortofoszforsavat (3.2.) 100 ml-re.

3.4. 6-metil-2-heptilamin (1,5-dimetil-hexilamin), w = 99 %

3.5. Metil-alkohol, HPLC mindség(

3.6.  Soésav, p20 1,19 pg/ml

3.7. Foszfatpuffer-oldat, ¢ = 0,01 mol/l

Oldjunk fel 1,36 g KH,PO,-ot (3.1.) 500 ml vizben (3.11.), adjunk hozzd 3,5 ml ortofoszforsavat (3.2.) és
10,0 ml 6-metil-2-heptilamint (3.4.). Allitsuk be a pH-t 4,0-re ortofoszforsav-oldattal (3.3.), és higitsuk fel
vizzel 1 000 ml-re (3.11.).

3.8. Savas metil-alkohol

Ontsiink 5,0 ml sésavat (3.6.) egy 1 000 ml-es mér6lombikba, téltsiik fel jelig metil-alkohollal (3.5.) és keverjiik
ossze. Az oldatot felhaszndlds el6tt frissen kell elkésziteni.

3.9. A HPLC mobil fézis, foszfitpuffer-metil-alkohol-oldat, 5 + 95 (V + V)
Keverjiink 6ssze 5 ml foszfatpuffer-oldatot (3.7.) 95 ml metil-alkohollal (3.5.).

3.10. Lazalocid-ndtrium garantalt tisztasigt standard anyag, C,,H;;O(Na (a poliéter-monokarboxilsav ndtriumséja,
amelyet a Streptomyces lasaliensis termel), E763

3.10.1. Lazalocid-ndtrium standard torzsoldat, 500 pg/ml

Mérjiink be 0,1 mg-os pontossiggal 50 mg lazalocid-natriumot (3.10.) egy 100 ml-es mérélombikba, oldjuk
fel savas metil-alkoholban (3.8.), toltsiik fel jelig ugyanezzel az olddszerrel, és keverjitkk Gssze. Ezt az oldatot
haszndlat el6tt frissen kell elkésziteni.

3.10.2. Lazalocid-ndtrium standard torzsoldat, 50 pg/ml

Pipettdzzunk 10,0 ml standard torzsoldatot (3.10.1.) egy 100 ml-es mérélombikba, toltsiik fel jelig savas metil-
alkohollal (3.8.), és keverjiik 6ssze. Az oldatot hasznalat el6tt frissen kell elkésziteni.

3.10.3. Kalibrdl6 oldatok

50 ml-es mér6lombikokba o6ntsiink 1.0, 2.0, 4.0, 5.0, illetve 10.0 ml standard kozbensS oldatot (3.10.2.).
Ontsiik fel jelig savas metil-alkohollal (3.8.), és keverjitk ossze. Ezek az oldatok egyenként 1.0, 2.0, 4.0, 5.0 és
10.0 pg/ml lazalocid-natriumnak felelnek meg. Ezeket az oldatokat felhaszndlds el6tt frissen kell elkésziteni.

3.11.  Viz, HPLC min&ség(
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5.2.

5.2.1.

5.2.2.

5.3.

Eszk6z6k

Ultrahangos fiird§ (vagy vizfiirds razogép), hémérséklet-szabélyozdval

Membransz{rék, 0,45 pm

HPLC berendezés injektalé rendszerrel, 20 pl-nyi injektéldsi lehetéséggel.

Folyadékkromatografids oszlop 125 mm - 4 mm, forditott fazist C18, 5 pm-es toltet vagy ezzel egyenértéki

Spektrofluoriméter, valtoztathatd gerjesztési és emisszios hullimhossz-szabalyozdssal

A vizsgélat médja
Altaldnos megjegyzések
Vakpréba-takarméany

VakFréba-takarmény analizdldsdval végezziink visszanyerési probat (5.1.2) annak ellenérzésére, hogy sem
lazalocid-nétrium, sem egyéb interferdld anyag nincs jelen. A vakproba-takarmdny a mintédhoz hasonlo tipusa
legyen, és benne lazalocid-ndtrium vagy mds interferdlo anyag ne legyen kimutathaté.

Visszanyerési proba

Végezziink visszanyerési probét egy olyan vakproba-takarmdny analizdldsdval, amelyet a mintdban jelenlévéhoz
hasonlé mennyiségii lazalocid-natriummal dasitottak. 100 mg/kg-os szintre torténd disitishoz ontsiink
10,0 ml standard torzsoldatot (3.10.1.) egy 250 ml-es Erlenmeyer-lombikba, és pdroljuk be az oldatot kb.
0,5 ml-re. Adjunk hozzd 50 g vakpréba-takarmdnyt, keverjiikk 6ssze alaposan, és hagyjuk 10 percig dllni, majd
tjra keverjiik tobbszor ssze, miel6tt folytatnank a miveletet az extrahdldssal (5.2.).

Amennyiben a mintdhoz hasonl tipust vakproba-takarmany nem 4ll rendelkezésre (ldsd 5.1.1.), a visszanyerési
probat a standard addiciés médszerrel is el lehet végezni. Egben az esetben az analizdlandé mintdt a mintdban
mdr meglévével megegyezd mennyiségli lazalocid-ndtriummal ddsitjuk. Ezt a mintdt a nem ddsitott mintdval
egylitt analizdljuk, a visszanyerést kivondssal szdmoljuk ki.

Extrahdlds
Takarmdnyok

Mérjiink be 0,01 g-os pontossiggal 5-10 g mintdt egy dugds, 250 ml-es Erlenmeyer-lombikba. Pipettdval
adjunk hozzd 100,0 ml savas metil-alkohoigt (3.8.). Dugaszoljuk le lazdn, és keverjitkk, mig diszperziét nem
kapunk. Helyezziik a lombikot koriilbeliil 40 °C-os ultrahangos fiird6be (4.1.) 20 percre, majd vegyiik ki és
hiitsiik le szobahdmérsékletre. Hagyjuk allni kb. 1 6rdig, amig a szuszpenddlt anyag leiilepszik, majd egy
0,45 pm-es membransziirén (4.2.) sziirjiink egy aliquot részt egy megfelef%’ edénybe. Folytassuk a mdveletet a
HPLC-meghatdrozdssal (5.3.).

ElSkeverékek

Mérjiink be 0,001 g-os pontossdggal 2 g 8roletlen elSkeveréket egy 250 ml-es mérdlombikba. Adjunk hozzd
100,0 ml savas metil-alkoholt (3.8.) és %(everjiik, amig diszperziot nem kapunk. Helyezziik a mérdlombikot
tartalméval egyiitt kb. 40 °C-os ultrahangos fiirdébe (4.1.) 20 percre, majd vegyiik ki és hiitsiik le szobahdmér-
sékletre. Higitsuk jelig savas metil-alkohollal (3.8.), és alaposan keverjiikk 6ssze. Hagyjuk allni kb. 1 6rdig, amig a
szuszpendalt anyag leiilepszik, majd egy 0,45 pm-es membransziirén (4.2.) szlrjink at egy aliquot részt.
Higitsuk a tiszta filtrdtum megfelel6 mennyiségét savas metil-alkohollal (3.8.), hogy igy kb. 4 pg/ml lazalocid-
natriumot tartalmazé végsS vizsgalati oldatot kepjunk. Folytassuk a miveletet a HPLC-meghatdrozassal (5.3.).

HPLC-meghatdrozds
Paraméterek

A kovetkez$ paraméterek irdnymutatdsul szolgdlnak; mds paraméterek is alkalmazhatdk, feltéve hogy
egyenértéki eredményeket adnak:
Folyadékkromatografids oszlop (4.3.1.): 125 mm - 4 mm, forditott fizisi C18, 5 pm-es toltet
vagy ezzel egyenértékd

Mobil fazis (3.9.): Foszfatpuffer-oldat (3.7.) és metil-alkohol (3.5.) keve-
réke, 5 + 95 (V + V)
Aramlisi sebesség: 1,2 ml/perc

Detektdldsi hullimhosszok:
— Gerjesztési: 310 nm
— Emisszios: 419 nm

Befecskendezett mennyiség: 20 ul
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6.1.

6.2.

7.1.1.

7.2

7.3.

Ellendrizzik a kromatografids rendszer stabilitdsdt 4,0 Eg/ml-es koncentracioji kalibrdl6 oldat tobbszori befecs-
kendezésével (3.10.3.), amelyet dllandé csticsmagassagok (vagy teroletek) és retencids iddk eléréséig folytassunk.

Kalibrécios gorbe

Fecskendezziik be tobbszor az egyes kalibrdlé oldatokat (3.10.3.), és hatdrozzuk meg az egyes koncentraciok
atlag csticsmagassdgait (terileteit). Készitsiik el a kalibracios gorbét tigy, hogy az dtlag csicsmagassdgokat (teriile-
teket) az ordindtdn, a pg/ml-ben kifejezett megfelel§ koncentracidkat az abszcisszan abrézoljuk.

Mintaoldat

Fecskendezziik be tobbszor az 5.2.1. vagy 5.2.2. pont szerint nyert mintakivonatokat, ugyanakkora mennyiséget
haszndlva, mint a kalibrdlé oldatok esetén, és hatdrozzuk meg a lazalocid-ndtrium-csticsok étlag csticsmagassé-
gait (teriileteit).

Az eredmények kiszdmitdsa

A mintaoldat (5.3.3.) befecskendezése utdn kapott 4tlag csiicsmagassagokbol (teriiletekbdl), a kalibraciés gorbe

alapjén hatdrozzuk meg a lazalocid-ndtrium koncentracidjat pug/ml-ben.
Takarmdnyok

A minta lazalocid-ndtrium-tartalma, w (mg/kg) a kovetkez8 képlet szerint adhat6é meg:

w = % [mg/kg]

ahol:
fp = a mintaoldat (5.2.1.) ug/ml-ben kifejezett lazalocid-ndtrium koncentracidja
V, = a mintakivonat, 5.2.1. pont szerint ml-ben megadott (= 100) térfogata

m = a vizsgdlati mennyiség g-ban kifejezett tomege
El6keverékek

A minta lazalocid-ndtrium-tartalma, w (mg/kg) a kovetkez8 képlet szerint adhat6é meg:

CBVyof
w o= — —[mg/kg]

ahol:

p = a mintaoldat (5.2.2.) ug/ml-ben megadott lazalocid-ndtrium koncentracidja

V, = a mintakivonat 5.2.2. pont szerint ml-ben megadott (= 250) térfogata

-
I

az 5.2.2. pont szerinti higitdsi tényezd

Az eredmények validildsa
Azonossag

A spektro-fluorimetridn alapulé moédszerek kevésbé érzékenyek az interferencidra, mint azok az eljardsok,
amelyek sordn UV detektort haszndlnak. Az analizdlt anyag azonossdga parhuzamos kromatografidval ellen-
Grizhetd.

Parhuzamos kromatografia

Egy mintakivonatot (5.2.1. vagy 5.2.2.) megfelel6 mennyiségti kalibrdlé oldat (3.10.3.) hozzdadasdval dasitunk.
A hozzdadott lazalocid-ndtrium mennyisége kozel azonos legyen a mintaoldatban taldlhaté lazalocid-natrium
mennyiségével. A hozzdadott lazalocid-ndtrium mennyiségét €s a kivonat higuldsit tekintve csak a lazalocid-
natrium csticsmagassaga novekedhet. A csticsszélesség a magassdg felénél nem haladhatja meg a nem dusitott
mintakivonat eregeti csticsszélességének + 10 %-t.

IsmételhetGség

Az ugyanazon a mintdn elvégzett két parhuzamos meghatdrozds eredménye kozotti killonbség nem haladhatja
meg:

— a magasabb érték 15 %-4t, 30-100 mg/kg kozotti lazalocid-ndtrium-tartalom esetén,

- a 15 mg/kg értéket, a 100-200 mg/kg kozotti lazalocid-ndtrium-tartalom esetén,

- a magasabb érték 7,5 %-dt, a 200 mg/kg-ndl nagyobb lazalocid-ndtrium-tartalom esetén.

Visszanyerés

A dusitott (vakproba) takarmdnyminta esetében a visszanyerés foka legaldbb 80 %-os legyen. A dusitott elSke-
verék-mintak esetében a visszanyerés foka legaldbb 90 %-os legyen.

Kollaborici6s vizsgilat eredményei

Kollabordciés vizsgilat (') keretében 12 laboratérium 2 elSkeveréket (1. és 2. minta) és 5 takarmdnyt (3-7.

minta) analizdltak. Minden egyes mintdn kettds analizist végeztek. Az eredményeket a kovetkezd tdbldzat tartal-
mazza:

(") Analyst, 1995., 120., 2175-2180. o.
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2. minta 3 minta 4. minta 5. minta 6. minta 7. minta
1. minta Pulyka Pulvk: Csirk Pulyka Baromfi Baromfi
Csirke el6keverék el6ke- y ﬁ ta d51r ¢ takar- A-takar- B-takar-
verék pete eree mény mény many
L 12 12 12 12 12 12 12
N 23 23 23 23 23 23 23
Atlag (mg/kg) 5050 16 200 76,5 78,4 92,9 48,3 32,6
s, (mg/kg) 107 408 1,71 2,23 2,27 1,93 1,75
Cv, (%) 2,12 2,52 2,24 2,84 2,44 4,00 5,37
sy (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
Névleges tartalom 5000 (*) 16 000 (*)| 80 (%) 105 (*) 120 (%) 50 () 35 (%)
(mg/kg)
L = a laboratériumok szdéma
n = az egyedi értékek szdma
S, = az ismételhetGség szordsa
Sy = areprodukalhat6sdg szérdsa

CV, = az ismételhetSség varidcios koefficiense %

CV, = areprodukdlhatésdg varidcios koefficiense %
(*) a 1gyér‘cé altal megadott tartalom
() a laboratériumban készitett tdp




