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KOMISIJOS DIREKTYVA 1999/76/EB
1999 m. liepos 23 d.
nustatanti Bendrijos analizés metodg, kuriuo nustatoma lasalocido natrio druska pasaruose

(tekstas svarbus EEE)

EUROPOS BENDRIJU KOMISJJA,
atsizvelgdama j Europos bendrijos steigimo sutartj,

atsizvelgdama | 1970 m. liepos 20 d. Tarybos direktyva
70/373[/EEB dél Bendrijos méginiy paémimo ir analizés
metody, taikomy oficialiai paSary kontrolei, jvedimo (}) su
paskutiniais pakeitimais, padarytais Austrijos, Suomijos ir
Svedijos stojimo aktu, ypac i jos 2 straipsni,

(1)  kadangi Direktyva 70/373/EEB nustato, kad oficiali
pasary kontrolé siekiant patikrinti, kaip laikomasi pasary
kokybés ir sudéties reikalavimy, nustatyty jstatymais ir
kitais teisés aktais, turi bati vykdoma taikant Bendrijos
bandiniy émimo ir analizés metodus;

(2)  kadangi 1970 m. lapkri¢io 23 d. Tarybos direktyva
70/524[EEB dél pasary priedy (%) su paskutiniais pakeiti-
mais, padarytais 1999 m. balandZio 26 d. Komisijos
reglamentu (EB) Nr. 866/1999 (°), nustato, kad lasalo-
cido natrio druskos kiekis turi bati nurodytas etiketése,
jei Sios medziagos dedamos j premiksus ir pasarus;

(3)  kadangi $ioms medziagoms nustatyti turi bati nustatyti
Bendrijos analizés metodai;

(4)  Sioje direktyvoje numatytos priemonés atitinka PaSary
nuolatinio komiteto nuomong,

PRIEME SIA DIREKTYVA;:

1 straipsnis

Valstybés narés numato, kad siekiant oficialiai kontroliuoti lasa-
locido kiekj paSaruose, atliekamos analizés buty vykdomos
taikant $ios direktyvos priede nustatytg metoda.

() OLL170,1970 8 3, p. 2.
(3 OLL 270,1970 12 14, p. 1.
() OLL 108, 1999 4 27, p. 20.

2 straipsnis
Valstybés narés priima jstatymus ir kitus teisés aktus, kurie,
jsigalioje ne véliau kaip iki 2000 m. sausio 31 d., jgyvendina
$ig direktyva. Apie tai jos nedelsdamos pranesa Komisijai.

Sias priemones jos taiko nuo 2000 m. vasario 1 d.

Valstybés narés, tvirtindamos $ias priemones, daro jose nuoroda
i 8ig direktyva arba tokia nuoroda daroma jas oficialiai skel-
biant. Nuorodos darymo tvarkg nustato valstybés narés.

3 straipsnis
Si direktyva jsigalioja dvidesimta dieng po jos paskelbimo
Europos Bendrijy oficialiajame leidinyje.

4 straipsnis

Si direktyva skirta valstybéms naréms.

Priimta Briuselyje, 1999 m. liepos 23 d.

Komisijos vardu
Franz FISCHLER

Komisijos narys
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PRIEDAS

LASALOCIDO NATRIO DRUSKOS NUSTATYMAS
I3 Streptomyces lasaliensis kultiiros gautos polieterio monokarboninés riigsties natrio druska

Tikslas ir taikymo sritis

Siuo metodu nustatomas lasalocido natrio druskos kiekis pasaruose ir premiksuose. Radimo riba yra 5 mg/kg,
nustatymo riba — 30 mg/kg.

Metodo esmé

Lasalocido natrio druska ekstrahuojama i§ méginio i pariigtinta metanolj, o jos kiekis nustatomas atvirkstiniy
faziy didelio efektyvumo skysciy chromatografijos (HPLC) metodu naudojant spektrofluorimetrinj detektoriy.
Reagentai

Kalio-divandenilio fosfatas (KH,PO,)

Ortofosforo ragstis, w = 85 %

Ortofosforo rigsties tirpalas, 6 = 20 %

23,5 ml ortofosforo rigsties (3.2) skiesti vandeniu iki 100 ml

6-metil-2-heptilaminas (1,5-dimetilheksilaminas), w = 99 %

Metanolis, chromatografiskai grynas

Druskos riigstis, p,, = 1,19 g/ml

Fosfatinis buferinis tirpalas, ¢ = 0,01 mol/l

500 ml vandens (3.11) istirpinti 1,36 g KH,PO, (3.1), jpilti 3,5 ml ortofosforo rugsties (3.2) ir 10,0 ml 6-
metil-2-heptilamino (3.4). Ortofosforo riigstimi (3.3) tirpalo pH nustatyti iki 4,0, vandeniu (3.11) skiesti iki
1000 ml.

Parfigstintas metanolis

11000 ml matavimo kolbg ipilti 5,0 ml druskos riigsties (3.6), iki Zymos skiesti metanoliu (3.5) ir i$maisyti. Si
tirpala gaminti analizés dieng prie§ naudojima.

HPLC judancioji faze, fosfatinis buferinis tirpalas/metanolis santykiu 5 + 95 (V + V)
5 ml fosfatinio buferinio tirpalo (3.7) sumaisyti su 95 ml metanolio (3.5).

Etaloné medziaga — gryna lasalocido natrio druska, C;,H;;O4Na (polieterio monokarboninés rfigsties natrio
druska, gauta i§ Streptomyces lasaliensis kultiiros), E763

Lasalocido natrio druskos pradinis etaloninis tirpalas, 500 pg/ml

] 100 ml matavimo kolbg 0,1 mg tikslumu pasverti 50 mg lasalocido natrio druskos (3.10), iStirpinti pariigs-
tintame metanolyje (3.8), iki Zymos skiesti tuo paciu tirpikliu ir i§maisyti. Sis tirpalas gaminamas analizés dieng
pries naudojima.

lasalocido natrio druskos tarpinis etaloninis tirpalas, 50 pg/ml

1100 ml matavimo kolba pipete jlasinti 10 ml lasalocido natrio druskos pradinio etaloninio tirpalo (3.10.1), iki
Zymos skiesti partigstintu metanoliu (3.8) ir i$maisyti. Sis tirpalas gaminamas analizés dieng pries naudojima.

Kalibravimo tirpalai

[ 50 ml matavimo kolbas jpilti 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 ir 10,0 ml tarpinio etaloninio tirpalo (3.10.2), iki Zymos skiesti
parfigstintu metanoliu (3.8) ir i$maisyti. Lasalocido natrio druskos koncentracija Siuose tirpaluose yra atitinkamai
1,0 pg/ml, 2,0 pg/ml, 4,0 pg/ml, 5,0 pg/ml ir 10,0 pg/ml. Sie tirpalai gaminami analizés dieng pries

naudojima.

Vanduo, chromatografiskai grynas
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4. Iranga

4.1.  Ultragarso vonia (arba vandens vonia su maisykle) su reguliuojama temperatira.
4.2. Membraninis filtras, 0,45 pm.

4.3, HPLC jranga su $virkstimo sistema;, tinkama j$virksti 20 pl tirpalo

4.3.1. Atvirkstiniy faziy skys¢iy chromatografijos kolonéle 125 mm x 4 mm, CI8, 5 ym pakuoté ar lygiaverté
kolonéle

4.3.2.  Reguliuojamo bangos ilgio spektrofluorimetrinis detektorius.

5. Darbo eiga
5.1.  Bendrosios nuostatos
5.1.1. Tusciasis paSaras

Regeneravimo testui (5.1.2) atlikti turéty biti tirlamas tus¢iasis paSaras siekiant patikrinti, ar jame néra lasalo-
cido natrio druskos ar kity medziagy. Tus¢iasis pasaras turéty biiti panasios rties kaip tiriamasis ir jame neturi
biti nei lasalocido natrio druskos, nei kity medziagy.

5.1.2. Regeneravimo testas
Regeneravimo testas turéty biti atliekamas jdéjus i tusciajj pasara lasalocido natrio druskos kiekj, panasy i esantj
méginyje. Siekiant gauti koncentracija 100 mgfkg, i 250 ml kigine kolba ipilti 10,0 ml pradinio etaloninio
tirpalo (3.10.1) ir tirpala iSgarinti iki mazdaug 0,5 ml. [déti 50 g tusciojo pasaro, gerai i§maidyti ir palikti 10
min. Prie§ ekstrahavima (5.2) dar keleta karty pamaisyti.

Jei néra tusciojo pasaro, panasaus i tiriamajj (zr. 5.1.1), regeneravimo testas gali bati atliekamas etaloninio
priedo metodu. Siuo atveju i tiriamajj méginj dedamas panaus lasalocido natrio druskos kiekis, koks jau yra
meéginyje. Méginys su lasalocido natrio druskos priedu ir neprisodrintas méginys istiriami. Regeneravimas gali
bati apskai¢iuojama atimties badu.

5.2. Ekstrahavimas
5.2.1. Pasarai

[ 250 ml kagine kolba su kams¢iu 0,01 g tikslumu pasverti 5-10 g meéginio. Ipilti 100 ml partigstinto meta-
nolio (3.8). Kolbg uzdengti kamsciu ir pakratyti, kad vienodai i§simaiSyty méginys. Kolbg 20 min. jdéti { ultra-
garso vonig (4.1), kurioje nustatyta mazdaug 40 °C temperatiira. I§ ultragarso vonios iSimta kolba atvésinti iki
kambario temperatiiros. Kolba palikti apytiksliai 1 val., kol nusistovés skenda. Alikvoting ekstrakto dalj filtruoti
per membraninj filtra (4.2) i tinkama inda. Atlikti nustatyma HPLC metodu (5.3).

5.2.2. Premiksai

[ 250 ml matavimo kolbg 0,001 g tikslumu pasverti apie 2 g nemalto premikso. [pilti 100 ml partgstinto
metanolio (3.8). Kolba pakratyti, kad vienodai i$simaiSyty méginys. Kolbg 20 min. jdéti j ultragarso vonia (4.1),
kurioje nustatyta mazdaug 40 °C temperatiira. I§ ultragarso vonios isimta kolba atvésinti iki kambario tempe-
ratiros. Iki Zymos skiesti parigstintu metanoliu (3.8) ir nuodugniai i$maisyti. Kolba palikti apytiksliai 1 val., kol
nusistovés skenda. Alikvoting ekstrakto dalj filtruoti per membraninj filtra (4.2). Tinkama filtrato kiekj skiesti
parfigdtintu metanoliu (3.8), kad lasalocido natrio druskos koncentracija galutiniame tirpale bty apie 4 pg/ml.
Atlikti nustatymg HPLC metodu (5.3).

5.3.  Nustatymas HPLC metodu:
5.3.1. Parametrai

Rekomenduojamos $ios salygos; galima taikyti kitas salygas, jei gaunami lygiaverciai rezultatai:
Skysciy chromatografijos kolonélé (4.3.1): 125 mm x 4 mm, atvirkdtiniy faziy, C18, 5 pm
pakuoteé, ar lygiaverté

Judancioji fazé (3.9): fosfatinio buferinio tirpalo (3.7) ir metanolio (3.5)
miSinys 5 + 95 (v + V)

Srautas: 1,2 ml/min.
Matavimo bangos ilgis:

— suzadinimas: 310 nm,
— emisija: 419 nm

[3virk$¢iamo méginio taris: 20 ul
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7.2.
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Chromatografinés sistemos stabilumg patikrinti keleta karty jSvirksciant 4,0 pg/ml kalibravimo tirpala (3.10.3),
kol smailés aukstis ir sulaikymo trukmé nesikeis.

Kalibravimo kreive

Po keleta karty jSvirksti kiekvieng kalibravimo tirpala (3.10.3) ir iSmatuoti kickvienos koncentracijos smailiy
auksciy (ploty) vidurkius. Nubraizyti kalibravimo kreive ant ordinaciy asies atidedant kalibravimo tirpaly smailiy
auksciy (ploty) vidurkius, ant abscisiy — atitinkamy tirpaly koncentracijas mikrogramais mililitre.

Meéginio tirpalas

Méginio ekstraktus (5.2.1 ar 5.2.2) tokio pat tdrio, kaip ir kalibravimo tirpaly tariai, jSvirksti keleta karty i chro-
matografa, bei i§matuoti lasalocido natrio druskos smailiy auksciy (ploty) vidurki.

Rezultaty apskaiciavimas

Pagal meéginio tirpalo lasalocido natrio druskos smailiy auksciy (ploty) vidurkj (5.3.3), remiantis kalibravimo
kreive, nustatyti méginio tirpalo koncentracija mikromoliais mililitre.

Pasarai

Lasalocido kiekis w miligramais kilograme méginio apskaic¢iuojamas pagal tokia formulg:

B Vi
= PV e kg,
——[mg/kg]
kurioje:
f — lasalocido natrio druskos koncentracija méginio tirpale (5.2.1) mikrogramais mililitre;

V, — méginio ekstrakto tdiris mililitrais pagal 5.2.1 punktg (t. y. 100 ml);
m — méginio masé g.
Premiksai

Lasalocido natrio druskos kiekis w miligramais kilograme méginio apskai¢iuojamas pagal tokia formule:

B-V,-f
= — k

w ——[mg/kg],

kurioje:

p — lasalocido natrio druskos koncentracija méginio tirpale (5.2.2) mikrogramais mililitre;

V, — méginio ekstrakto taris mililitrais pagal 5.2.2 punktg (t. y. 250 ml);
f — praskiedimo faktorius pagal 5.2.2 punkta;

m — meéginio masé g.

Rezultaty patvirtinimas
Tapatumas

Spektrofluorimetrija pagristi metodai yra maziau priklausomi nuo trukdziy nei tie, kuriuose naudojama UV
detekcija. Analités tapatumas gali bati patvirtintas kochromatografijos badu.

Kochromatografija

Meéginio ekstraktas (5.2.1 ar 5.2.2) prisodrinamas kalibravimo tirpalo (3.10.3) kiekiu. Dedamo lasalocido natrio
druskos kiekis turéty biiti panaus j iSmatuoty lasalocido natrio druskos kiekj méginio ekstrakte. Atsizvelgiant {
jdéta kiekj ir j ekstrakto praskiedima, padidéti turéty tik lasalocido natrio druskos smailés aukstis. Smailés plotis
puséje jos aukscio turéty bati + 10 % neprisodrinto méginio ekstrakto lasalocido natrio druskos smailés plocio.

Pakartojamumas

Skirtumas tarp dviejy kartotiniy to paties méginio matavimy rezultaty neturi virsyti:

— 15 % santykinai didesnés vertés, kai lasalocido natrio druskos koncentracija yra nuo 30 mg/kg iki 100 mg/
kg,

— 15 mg/kg, kai lasalocido natrio druskos yra nuo 100 mg/kg iki 200 mg/kg,

— 7.5 % santykinai didesnés vertés, kai lasalocido natrio druskos koncentracija yra per 200 mg/kg.
Regeneravimas

Prisodrinto (tu¢iojo) pasary meéginio regeneravimas turéty biti ne mazesnis kaip 80 %. Prisodrinty premikso
meéginiy regeneravimas turi biti ne mazesné kaip 90 %.

Tarplaboratorinio tyrimo rezultatai

Buvo parengtas tarplaboratorinis tyrimas ('), kurio metu 12 laboratorijy analizavo du premiksus (1 ir 2 méginiai)
ir penkis pasarus (3-7 méginiai). Kiekvienas méginys istirtas du kartus. Rezultatai pateikiami lenteléje.

(') ANALYST, 1995, 120, 2175-2180



254

Europos Sgjungos oficialusis leidinys

03/26 t.

1 méginys 2 méginys 3 méginys 4 méginys 5 méginys 6 méginys 7 méginys
Granu-
liuotas Trupininis Lesalas Lesalas
Premiksas Premiksas | lesalas kala- lesalas Lesalas kala- | pauksc¢iams | pauksciams
vis¢iukams | kalakutams kutams vi¢iukams kutams A B
L 12 12 12 12 12 12 12
N 23 23 23 23 23 23 23
Vidurkis (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
CV, (%) 5,66 5,45 5,03 9,34 5,69 7,18 10,70
Nominalus kiekis | 5000 (*) | 16 000 (*) 80 (*) 105 (%) 120 (%) 50 () 35 (%)
(mgfkg)

L = laboratorijy skaicius;

n = atskiry verciy skaicius;

S, = pakartojamumo standartinis nuokrypis;

CV, = pakartojamumo variacijos koeficientas %;

Sy = atkuriamumo etaloninis nuokrypis;

CVy = atkuriamumo variacijos koeficientas %.

(*) gamintojo deklaruotas lasalocido natrio druskos kiekis;
(") laboratorijoje pagamintas pasaras.




