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DYREKTYWA KOMISJI 1999/27/WE
z dnia 20 kwietnia 1999 r.

ustanawiajgca wspolnotowe metody analiz dla oznaczania amprolium, diklazurilu i karbadoksu
w paszach oraz zmieniajagca dyrektywy 71/250[EWG, 73[46[EWG i uchylajagca dyrektywe
74/203EWG

(Tekst majacy znaczenie dla EOG)

KOMISJA WSPOLNOT EUROPEJSKICH,
uwzgledniajac Traktat ustanawiajacy Wspdlnote Europejska,

uwzgledniajac dyrektywe Rady 70/373/EWG z dnia 20 lipca
1970 r. w sprawie wprowadzenia wspdlnotowych metod
pobierania prébek i analizy do celéw urzedowej kontroli
pasz ('), ostatnio zmieniong Aktem Przystapienia Austrii,
Finlandii i Szwecji, w szczeg6lnosci jej art. 2,

a takze majac na uwadze, co nastepuje:

(1)  Dyrektywa 70/373[EWG przewiduje, ze urzedowe
kontrole pasz w celu sprawdzenia zgodnosci z wymaga-
niami  wynikajgcymi z  przepisow  ustawowych,
wykonawczych i administracyjnych regulujgcych ich
jakod¢ i sklad powinny by¢ dokonywane zgodnie ze
wspélnotowymi metodami pobierania préobek i analiz.

(2)  Dyrektywa Rady 70/524/EWG z dnia 23 listopada
1970 r. dotyczaca dodatkéw paszowych (%), ostatnio
zmieniona rozporzadzeniem Komisji 45/1999 (), prze-
widuje, ze zawarto$¢ amprolium i diklazurilu musi by¢
wskazana na etykietowaniu, jesli substancje te dodawane
sa do premiksow i pasz; zezwolenie na stosowanie
karbadoksu jako dodatku paszowego zostalo wycofane
rozporzadzeniem Komisji 2788/98 z dnia 22 grudnia
1998 r. zmieniajacym dyrektywe Rady 70/524/EWG
dotyczaca dodatkéw paszowych odnosnie do cofnigcia
zezwolenia dla niektérych stymulatoréw wzrostu (*) i
niezbedna jest urzedowa kontrola mozliwego nielegal-
nego stosowania zakazanych substancji.

(3)  Nalezy ustali¢ wspdlnotowe metody analiz dla kontroli
tych substangji.

(4)  Pierwsza dyrektywa Komisji 71/250/[EWG z dnia
15 czerwca 1971 r. ustanawiajgca wspdlnotowe metody
analizy do celéw urz¢dowej kontroli pasz (°), ostatnio
zmieniona dyrektywa 98/54/WE (%), okresla metody
analiz dotyczace miedzy innymi oznaczania oleju
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gorczycowego 1 teobrominy; w $wietle postepu
naukowo-technicznego opisane metody traca waznos¢;
wlasciwe jest usunigcie tych metod.

(5)  Czwarta dyrektywa Komisji 73/46/EWG z dnia
5 grudnia 1972 r. ustanawiajaca wspdlnotowe metody
analizy do celéw urzedowej kontroli pasz (), ostatnio
zmieniona dyrektywa 98/54/WE, okresla metody
dotyczace migdzy innymi oznaczania retinolu (witaminy
A);, w Swietle postepu naukowo-technicznego opisana
metoda traci waznos$¢; wlasciwe jest usunigcie tej
metody.

(6)  Pigta dyrektywa Komisji 74/203/EWG z dnia 25 marca
1974 r. ustanawiajaca wspélnotowe metody analizy do
celow urzedowej kontroli pasz (%), ostatnio zmieniona
dyrektywa 81/680/EWG (°), okre$la metody analiz
dotyczace oznaczania skrobi i produktéw rozkladu
skrobi o duzej masie czasteczkowej w paszach zawie-
rajacych krajanke buraczana, pulpe buraczang, suche
liscie buraczane lub gléowki, pulpe ziemniaczang, suche
drozdze, produkty bogate w inuling lub skwarki, ampro-
lium, etopabat, dinitolmid, nikarbazin i menadion (wita-
ming K3); w $wietle postepu naukowo-technicznego
opisane metody traca waznos$¢; wilasciwe jest usuniecie
tych metod.

(7)  Srodki przewidziane w niniejszej dyrektywie s3 zgodne z
opinig Stalego Komitetu ds. Pasz,

PRZYJMUJE NINIEJSZA DYREKTYWE;:

Artykut 1

Pafistwa Czlonkowskie zapewniajg, aby analizy prowadzone w
celu urzedowych kontroli zawarto$ci amprolium, diklazurilu i
karbadoksu w paszach i premiksach przeprowadzane byly z
wykorzystaniem  metod ~ wymienionych ~w  niniejszym
Zalgczniku.

() Dz.U. L 83 z 30.3.1973, str. 21.
() Dz.U.L 108 z 22.4.1974, str. 7.
() Dz.U. L 246 z 29.8.1981, str. 32.
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Artykut 2

W dyrektywie 71/250[EWG wprowadza si¢ nastepujace
zmiany:

1) W art. 1 skredla si¢ wyrazenia ,olej gorczycowy” i ,teobro-
mina”.

2) Skresla si¢ pkt 8 i 13 Zalacznika.

Artykut 3

W dyrektywie 73/46/EWG wprowadza si¢ nastepujace zmiany:
1) Skresla si¢ art. 2.
2) Skresla si¢ zatacznik IL.

Artykut 4
Dyrektywa 74/203/EWG traci moc.

Artykut 5

Panistwa Czlonkowskie wprowadza w zycie najp6zniej do dnia
31 pazdziernika 1999 r. przepisy ustawowe, wykonawcze i
administracyjne niezbedne do wykonania niniejszej dyrektywy i
niezwlocznie powiadomig o tym Komisje.

Panistwa Czlonkowskie stosuja te przepisy najpdzniej od dnia 1
listopada 1999 r.

Przepisy przyjete przez Panstwa Czlonkowskie zawierajg odnie-
sienie do niniejszej dyrektywy lub odniesienie takie towarzyszy
ich urzgdowej publikacji. Metody dokonywania takiego odnie-
sienia okreslane s3 przez Panstwa Czlonkowskie.
Artykut 6
Niniejsza dyrektywa wchodzi w zycie dwudziestego dnia po jej
opublikowaniu w Dzienniku Urzedowym Wspdlnot Europejskich.
Artykut 7

Niniejsza dyrektywa jest skierowana do Panstw Czlonkowskich.

Sporzadzono w Brukseli, dnia 20 kwietnia 1999 r.

W imieniu Komisji
Franz FISCHLER

Czlonek Komisji
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ZALACZNIK
Cze$¢ A

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

OZNACZANIE AMPROLIUM
Chlorowodorek chlorku 1-[(4-amino-2-propylopirymidino-5-yl)metyl]-2-metylo-pirydyny

Cel i zakres

Niniejsza metoda stuzy do oznaczania amprolium w paszach i prefiksach. Granica wykrywalnosci wynosi
1 mg/kg, granica oznaczania wynosi 25 mg/kg.

Zasada

Probka ekstrahowana jest mieszaning metanolu i wody. Po rozpuszczeniu z fazg ruchoma i filtrowaniu przepo-
nowym oznacza si¢ zawarto$¢ amprolium metodg wysokoci$nieniowej chromatografii cieczowej z wymiana
kationowa (HPLC) przy uzyciu detektora UV.

Odczynniki

Metanol.

Acetonitryl, czystos¢ HPLC.

Woda, czystos¢ HPLC.

Roztwor diwodorofosforanu sodu, ¢ = 0,1 mol/l

Rozpusci¢ 13,80 g monohydratu diwodorofosforanu sodu w wodzie (ppkt 3.3) w 1000-mililitrowej kolbie
miarowej, uzupetni¢ wodg (ppkt 3.3) do kreski i wymieszac.

Roztwér nadchloranu sodu, ¢ = 1,6 mol/l

Rozpusci¢ 224,74 g monohydratu nadchloranu sodu w wodzie (ppkt 3.3) w 1000-mililitrowej kolbie miarowej,
uzupelni¢ wodg (ppkt 3.3) do kreski i wymieszac.

Faza ruchoma dla HPLC (patrz uwaga 9.1).

Mieszanina acetonitrylu (ppkt 3.2), roztworu diwodorofosforanu sodu (ppkt 3.4) oraz roztworu nadchloranu
sodu (ppkt 3.5), 450 + 450 + 100 (v + v + v). Przed uzyciem przefiltrowa¢ przez filtr membranowy 0,22
pm (ppkt 4.3) i odgazowal roztwér (np. w tazni ultradZwigkowej (ppkt 4.4) przez co najmniej 15 minut).

Substancja wzorcowa: czyste amprolium, chlorowodorek chlorku 1-[(4-amino-2-propylopirymidyno-5-yl)metyl]-
2-metylo-pirydyny, E 750 (patrz ppkt 9.2).

Podstawowy roztwor mianowany amprolium, 500 pg/ml

Odwazy¢, z dokladnoscig do 0,1 mg, 50 mg amprolium (ppkt 3.7) w kolbie miarowej o pojemnosci 100 ml.
Rozpusci¢ w 80 ml metanolu (ppkt 3.1) i umiesci¢ kolbe na 10 minut w lazni ultradZzwigkowej (ppkt 4.4).
Nastgpnie doprowadzi¢ roztwér do temperatury pokojowej, uzupetni¢ do kreski wodg i wymieszaé. W tempera-
turze 4 °C roztwor zachowuje stabilnos¢ przez jeden miesiac.

Posredni roztwor mianowany amprolium, 50 pg/ml

Pipeta przenies¢ 5 ml podstawowego roztworu mianowanego (ppkt 3.7.1) do kolby miarowej o pojemnosci
50 ml, uzupehi¢ do znaku rozpuszczalnikiem ekstrakcyjnym (ppkt 3.8) i wymieszaé. W temperaturze 4 °C
roztwor zachowuje stabilno$¢ przez jeden miesiac.

Roztwory wzorcowe

Przenie$¢ 0,5, 1 i 2 ml posredniego roztworu mianowanego (ppkt 3.7.2) do kilku kolb miarowych o pojem-
nosci 50 ml. Uzupeni¢ do kreski fazg ruchoma (ppkt 3.6) i wymieszaé. Roztwory te odpowiadajg 0,5, 1 i
2 pg/ml amprolium. Roztwory te musza by¢ sporzadzane bezposrednio przed uzyciem.
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3.8.  Rozpuszczalnik ekstrakcyjny

Mieszanina metanolu (ppkt 3.1) i wody 2 + 1 (v + v).

4. Aparatura

4.1.  Sprzet do HPLC z systemem wtryskowym do porcji o objetosci 100 pl.

4.1.1. Kolumna kationowa jonowymienna do chromatografii cieczowej 125 mm 4 mm Nucleosil 10 SA, wypelnienie
10 pm, lub réwnowazne

4.1.2. Detektor do wykrywania promieniowania ultrafioletowego o réznej dlugosci fali lub detektor diodowy.
4.2. Filtr membranowy, PTFE, 0,45 pm.

4.3. Filtr membranowy, 0,22 pm.

4.4,  Laznia ultradzwickowa.

4.5.  Wytrzasarka mechaniczna lub mieszadto magnetyczne.
5. Procedura

5.1.  Informacje ogdlne

5.1.1. Slepa préba

Do celéw testu odzysku (ppkt 5.1.2) nalezy przeprowadzi¢ analiz¢ $lepej proby w celu upewnienia si¢, czy nie
wystepuja w niej amprolium lub substancje przeszkadzajace. Rodzaj paszy do $lepej proby powinien byé
podobny do rodzaju probki, a analiza powinna potwierdzi¢ brak amprolium lub substancji przeszkadzajacych.

5.1.2.  Test odzysku

Test odzysku powinien by¢ przeprowadzony na drodze analizy $lepej proby, wzbogaconej pewng iloscia ampro-
lium podobna do wystepujacej w probee. W celu uzyskania zawartosci na poziomie 100 mgfkg doda¢ 10 ml
podstawowego roztworu mianowanego (ppkt 3.7.1) do kolby stozkowej 250-mililitrowej i odparowac roztwor
do okoto 0,5 ml. Doda¢ 50 g Slepej préby, starannie wymieszal i pozostawi¢ na 10 minut, mieszajac kilka-
krotnie przed przejsciem do etapu ekstrakgji (ppkt 5.2).

Alternatywnie, jezeli nie ma $lepej préby zblizonej typem do prébki (patrz 5.1.1), test odzysku mozna przepro-
wadzi¢ stosujac metod¢ dodawania wzorca. W tym przypadku przeznaczona do analizy probka jest uzupetiana
pewng iloscig amprolium podobna do zawartej w probee. Probka ta jest poddawana analizie wraz z probka
paszy niewzbogacang amprolium i odzysk moze by¢ obliczony przez odejmowanie.

5.2.  Ekstrakga
5.2.1. Premiksy (zawarto$¢ < 1 % amprolium) i pasze

Odwazy¢ z dokladnoscig do 0,01 g, 5-40 g prébki w zaleznosci od zawartosci amprolium, do kolby stozkowej
500-mililitrowej i doda¢ 200 ml rozpuszczalnika ekstrakcyjnego (ppkt 3.8). Umiesci¢ kolbe w tazni ultradZwie-
kowej (ppkt 4.4) na 15 minut. Wyja¢ kolbe z lazni i umiesci¢ na 1 godzine na wytrzasarce lub w mieszadle
magnetycznym (ppkt 4.5). Rozcieficzy¢ odpowiednig cze$¢ ekstraktu fazg ruchoma (ppkt 3.6) do zawartosci
amprolium 0,5-2 pg/ml i wymiesza¢ (patrz uwaga 9.3). Przefiltrowa¢ 5-10 ml tego rozcienczonego roztworu
przez filtr membranowy (ppkt 4.2). Przej$¢ do oznaczenia HPLC (ppkt 5.3).

5.2.2. Premiksy (zawarto$¢ 1 % amprolium)

Odwazy¢ z dokladnoscia do 0,001 g, 1-4 g premiksu w zaleznosci od zawarto$ci amprolium, do kolby
stozkowej o pojemnosci 500 ml i doda¢ 200 ml rozpuszczalnika ekstrakcyjnego (ppkt 3.8). Umiesci¢ kolbe w
tazni ultradZwigkowej (ppkt 4.4) na 15 minut. Wyja¢ kolbe z fazni i umiesci¢ na 1 godzing na wytrzgsarce lub
w mieszadle magnetycznym (ppkt 4.5). Rozcienczy¢ odpowiednia cze$¢ ekstraktu faza ruchoma (ppkt 3.6) do
zawarto$ci amprolium 0,5-2 pg/ml i wymieszaé. Przefiltrowaé 5-10 ml tego rozcieficzonego roztworu przez
filtr membranowy (ppkt 4.2). Przej$¢ do oznaczania za pomocg HPLC (ppkt 5.3).

5.3. Oznaczanie HPLC
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5.3.1. Parametry:
Wskazane jest zachowanie nastgpujacych warunkéw; mozna tez stosowal inne warunki o ile daja one takie
same wyniki.
Kolumna do chromatografii 125 mm 4 mm, Nucleosil 10 SA, wypelnienie 10 pm, lub réwno-
cieczowej (ppkt 4.1.1): wazna.
Faza ruchoma (ppkt 3.6): Mieszanina acetonitrylu (ppkt 3.2), roztworu diwodorofosforanu sodu

(ppkt 3.4) i roztworu nadchloranu sodu (ppkt 3.5) 450 + 450 + 100
(Vv+v+v).

Szybkos¢ przeplywu: 0,7-1 ml/min.
Dlugos¢ fali detektora: 264 nm.
Ilo$¢ wprowadzona: 100 pl
Sprawdzi¢ stabilno$¢ systemu chromatograficznego wprowadzajac w tym celu kilkakrotnie roztwér wzorcowy
(ppkt 3.7.3) zawierajacy 1,0 pg/ml dopdki nie uzyska sie statych wysokosci pikéw i czaséw retencji.

5.3.2. Krzywa wzorcowa
Wprowadzi¢ kilkakrotnie kazdy roztwér wzorcowy (ppkt 3.7.3) i oznaczy¢ Srednig wysokos¢ piku (powierzch-
ni¢) dla kazdego stezenia. Wykresli¢ krzywa wzorcowa z wykorzystaniem $rednich wysokosci pikoéw roztworéw
wzorcowych jako rzednych oraz odpowiadajacych im stezen w pg/ml jako odcietych.

5.3.3.  Roztwor probki
Wprowadzi¢ kilkakrotnie ekstrakt prébki (ppkt 5.2) z uzyciem takich samych objetosci jak dla roztwordéw wzor-
cowych i oznaczy¢ Srednia wysoko$¢ piku (powierzchnig) dla pikéw amprolium.

6. Obliczanie wynikéw

Ze $rednich wysokosci pikéw amprolium roztworu probki oznaczy¢ stezenie roztworu probki w pg/ml korzystajac z
wykresu wzorcowego (ppkt 5.3.2).

Zawarto$¢ amprolium w probce w mg/kg otrzymuje si¢ z nastgpujacego wzoru:

gdzie:
\Y%

p

7.1.

w :% [mg/kg]

objeto$¢ rozpuszczalnika ekstrakcyjnego (ppkt 3.8) w ml wg ppkt 5.2 (tzn. 200 ml)
stezenie amprolium w ekstrakcie prébki (ppkt 5.2) w pg/ml
wspolczynnik rozcieficzania wg ppkt 5.2

masa badanej porcji w g
Ocena poprawno$ci wynikéw

Identycznosé

Identyczno$¢ analitu moze by¢ potwierdzona przez réwnolegla chromatografi lub zastosowanie detektora
diodowego, za pomocy ktérego poréwnuje si¢ widma ekstraktu prébki (ppkt 5.2) i roztworu wzorcowego (ppkt
3.7.3) zawierajgcego 2,0 pg/ml.

Chromatografia réwnolegta

Do ekstraktu prébki (ppkt 5.2) dodawana jest odpowiednia ilo$¢ roztworu wzorcowego (ppkt 3.7.3). llos¢ doda-
nego amprolium powinna by¢ zblizona do ilosci amprolium stwierdzonej w ekstrakcie probki.

Tylko wysoko$¢ piku amprolium powinna by¢ wzmocniona po uwzglednieniu dodanej ilosci i stopnia rozcien-
czenia ekstraktu. Szeroko$¢ piku w polowie jego wysokoSci musi miesci¢ si¢ w granicach * 10 % szerokosci
uzyskanej dla probki niewzbogacone;j.
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7.1.2.

7.2.

7.3.

Detekcja diodowa

Wyniki sg oceniane w oparciu o nastgpujgce kryteria:

a) Dlugos¢ fali odpowiadajaca maksymalnej absorpcji prébki i wzorcowym widmom odnotowana dla wierz-
chotka piku na chromatogramie musi by¢ taka sama w ramach zdolnosci rozdzielczej systemu detekcyjnego.
Detekcja diodowa miesci si¢ zazwyczaj w granicach + 2 nm.

b) 210-320 nm widma prébki i wzorca odnotowane u wierzchotka piku chromatogramu nie moga rézni¢ sie
w tych czgdciach widma w zakresie 10-100 % absorbancji wzglednej. To kryterium zostaje spetnione
woéweczas, gdy wystepuja te same wartosci maksymalne i w zadnym obserwowanym punkcie odchylenia
migdzy dwoma widmami nie przekracza 15 % absorbancji wzorcowego analitu.

¢) 210-320 nm widma krzywej rosnacej, szczytu i krzywej malejacej piku utworzonego przez ekstrakt probki
nie moga rézni¢ si¢ w tych czeSciach widma w zakresie 10-100 % absorbancji wzglednej. To kryterium

zostaje spelnione woéwczas, gdy wystepuja te same maksymalne wartosci i w zadnym obserwowanym
punkcie odchylenie migdzy dwoma widmami nie przekracza 15 % absorbancji widma szczytu piku.

Jezeli jedno z tych kryteridw nie zostanie spelnione, obecnos¢ badanej substancji nie moze by¢ potwierdzona.
Powtarzalnos¢

Réznica migdzy wynikami dwéch réwnoleglych oznaczen tej samej probki nie moze przekraczaé:
— 15 % wzgledem wigkszej zawartosci amprolium 25 mg/kg-500 mg/kg
— 75 mgfkg dla zawarto$ci amprolium miedzy 500 mgf/kg a 1000 mg/kg

— 7.5 % wzgledem wigkszej zawartosci amprolium powyzej 1000 mg/kg
Odzysk

W przypadku probki wzbogaconej (Slepej) odzysk powinien wynosié, co najmniej 90 %.

Wyniki analizy zbiorowej

Przeprowadzono badanie trzech pasz dla drobiu (prébki 1-3), paszy mineralnej (probka 4) i premiksu
(probka 5) w kilku réznych laboratoriach. Wyniki sg zamieszczone w ponizszej tabeli:

Pr,ébka ! Probka 2 Probka 3 Probka 4 Probka 5
(Slepa)

L 14 14 14 14 15
n 56 56 56 56 60
$rednia [mg/kg] - 45,5 188 5129 25 140
s, [mg/kg] - 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
Zawartos¢ nominalna - 50 200 5000 25 000
[mg/kg]
L:  liczba laboratoridw.
N:  liczba pojedynczych oznaczen.
s:  odchylenie standardowe powtarzalnosci.

: wsp6lezynnik zmiennosci powtarzalnosci.
Sg: odchylenie standardowe odtwarzalnosci.
CV,: wspolezynnik zmiennosci odtwarzalnosci.
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9. Uwagi

9.1.  Jezeli probka zawiera tiaming, pik tiaminy w chromatogramie znajduje si¢ przed pikiem amprolium. W tej
metodzie amprolium i tiamina musza by¢ rozdzielone. Jezeli amprolium i tiamina nie zostang rozdzielone w
kolumnie (ppkt 4.1.1) uzytej w tej metodzie, zastapi¢ do 50 % acetonitrylu w fazie ruchomej (ppkt 3.6) meta-
nolem.

9.2.  Wedlug Farmakopei Brytyjskiej widmo roztworu amprolium (c = 0,02 mol/l) w kwasie chlorowodorowym
(c = 0,1 mol/l) wykazuje wartosci maksymalne przy 246 nm i 262 nm. Absorbancja wyniesie 0,84 przy
246 nmi 0,80 przy 262 nm.

9.3.  Ekstrakt musi zawsze by¢ rozcieiczony fazg ruchoma, gdyz w przeciwnym razie czas retencji piku amprolium
moze si¢ znacznie przesunaé z uwagi na zmiany w sile jonowej.

CZESC B
OZNACZANIE DIKLAZURILU
(+)-4-chlorofenyl [2,6-dichloro-4-(2,3,4,5-tetrahydro-3,5-diokso- 1,2,4-triazyno-2-yl) fenyl] acetonitryl

1. Cel i zakres
Metoda ta jest stosowana do oznaczenia diklazurilu w paszach i premiksach. Granice wykrywalnosci wynosza
0,1 mg/kg, a granica oznaczenia wynosi 0,5 mg/kg.

2. Zasada
Po dodaniu wewnegtrznego wzorca probka jest poddawana ekstrakeji za pomoca kwasnego metanolu. W przy-
padku pasz podwielokrotna czg$¢ ekstraktu zostaje oczyszczona na filtrze ekstrakcyjnym stalym C,q. Diklazuril
zostaje wymyty z filtra za pomocg mieszaniny zakwaszonego metanolu i wody. Po odparowaniu sucha pozos-
talos¢ jest rozpuszczana w DMF|/wodzie. W przypadku premiksow ekstrakt jest odparowywany i sucha pozos-
talos¢ jest rozpuszczana w DMF[wodzie. Zawarto$¢ diklazurilu jest oznaczana metodg wysokosprawnej ekstrak-
cyjnej chromatografii cieczowej (HPLC) przy uzyciu detektora UV.

3. Odczynniki

3.1. Woda, czysto$¢ HPLC.

3.2 Octan amonu.

3.3, Kwasny siarczan tetrabutylamonu (TBHS).

3.4.  Nitryl octowy czystosci w HPLC.

3.5.  Metanol czystoéci w HPLC.

3.6.  N,N-dimetyloformamid (DMF).

3.7.  Kwas solny, p,, = 1,19 g/ml.

3.8. Substancja wzorcowa: diklazuril 1I-24: (+)-4-chlorofenyl-[2,6-dichloro-4-(2,3,4,5-tetrahydro-3,5-diokso-1,2,4-
triazyno-2-yl) fenyl] acetonitryl o gwarantowanej czystosci, E771.

3.8.1. Podstawowy roztwér mianowany diklazurilu, 500 pg/ml.

Odwazy¢, z dokladnoscig do 0,1 mg, 25 mg wzorcowego diklazurilu (ppkt 3.8) w kolbie miarowej o pojem-
nosci 50 ml. Rozpusci¢ w DMF (ppkt 3.6) i uzupetni¢ do znaku DMF (ppkt 3.6), i zamieszaé. Zawing¢ kolbe w
foli¢ aluminiowg lub przela¢ do kolby z przyciemnionego szkla i umiesci¢ w lodéwce. W temperaturze 4 °C
roztwér zachowuje stabilno$¢ przez jeden miesigc.
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3.8.2. Roztwér mianowany diklazurilu, 50 pg/ml.

Przenie$¢ 5,00 ml podstawowego roztworu mianowanego diklazurilu (ppkt 3.8.1.) do kolby miarowej o pojem-
nosci 50 ml, uzupeli¢ do wymaganej objetosci DMF (ppkt 3.6) i wymieszaé. Zawinaé kolbe w foli¢ alumi-
niowa lub przela¢ do kolby z przyciemnionego szkla i umieici¢ w lodéwce. W temperaturze 4 °C roztwor
zachowuje stabilno$¢ przez jeden miesigc.

3.9. Wewnetrzna substancja wzorcowa: 2,6 dichloro-a-(4-chlorofenyl)-4-(4,5-dihydro-3,5-diokso-1,2,4-triazyno-
2(3H)-yl)-a-metylobenzeno-acetonitryl.

3.9.1. Roztwér podstawowy wewnetrznego wzorca, 500 pg/ml.

Odwazy¢, z dokladnoscig do 0,1 mg, 25 mg substancji wzorcowej (ppkt 3.9) w kolbie miarowej o pojemnosci
50 ml. Rozpusci¢ w DMF (ppkt 3.6) i uzupelni¢ do kreski DMF (ppkt 3.6) i zamiesza¢. Zawina¢ kolbe w folie
aluminiowg lub przela¢ do kolby z przyciemnionego szkla i umiesci¢ w lodéwee. W temperaturze 4 °C roztwor
zachowuje stabilno$¢ przez jeden miesigc.

3.9.2. Roztwér wzorca wewnetrznego, 50 pg/ml.

Przenie$¢ 5,00 ml podstawowego roztworu mianowanego (ppkt 3.9.1) do kolby miarowej o pojemnosci
50 ml, uzupeti¢ do wymaganej objetosci DMF (ppkt 3.6) i wymieszac. Zawing¢ kolbe w foli¢ aluminiowa lub
przela¢ do kolby z przyciemnionego szkla i umiesci¢ w lodowce. W temperaturze 4 °C roztwér zachowuje
stabilno$¢ przez jeden miesigc.

3.9.3. Roztwér mianowany wzorca wewngtrznego do premikséw, p/1000 mg/ml (p = nominalna zawarto$¢ diklazu-
rilu w premiksie w mg/kg).

Odwazy¢, z dokladnoscig do 0,1 mg, p/10 mg substancji wzorcowej do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml,
rozpus$ci¢ w DMF (ppkt 3.6) w kapieli ultradZwigkowej (ppkt 4.6), uzupelni¢é DMF do wymaganej objetosci i
zamieszaé. Zawina¢ kolbe w foli¢ aluminiowg lub przela¢ do kolby z przyciemnionego szkla i umiesci¢ w
lodéwce. W temperaturze 4 °C roztwér zachowuje stabilno§¢ przez jeden miesiac.

3.10. Roztwér wzorcowy, 2 pg/ml.

Odmierzy¢ pipeta 2,00 ml roztworu mianowanego diklazurilu (ppkt 3.8.2) i 2,00 ml roztworu mianowanego
wzorca wewnetrznego (ppkt 3.9.2) do kolby miarowej o pojemnosci 50 ml. Doda¢ 16 ml DMF (ppkt 3.6),
uzupehi¢ do znaku woda i zamieszaé. Roztwér nalezy sporzadzaé bezpo$rednio przed uzyciem.

3.11.  Staly wklad ekstrakcyjny C,q, np. Bond Elute, wymiary: 1 ¢cm?, masa sorbentu: 100 mg.
3.12.  Rozpuszczalnik ekstrakcyjny: kwasny metanol.

Wprowadzi¢ za pomocg pipety 5,0 ml kwasu solnego (ppkt 3.7) do 1000 ml metanolu (ppkt 3.5) i wymieszac.
3.13. Faza ruchoma do HPLC.

Eluent A: octan amonu — roztwor kwasnego siarczanu tetrarobytloamonu.
3.13.1. Rozpusci¢ 5 g octanu amonu (ppkt 3.2) i 3,4 g TBHS (ppkt 3.3) w 1000 ml wody (ppkt 3.1) i wymieszac.
3.13.2. Eluent B: acetonitryl (ppkt 3.4).

3.13.3. Eluent C: metanol (ppkt 3.5).

4. Aparatura
4.1.  Wytrzasarka mechaniczna.

4.2. Aparat do HPLC.
4.2.1. Kolumna do chromatografii cieczowej, Hypersil ODS, wypehienie 3 pm, 100 mm 4,6 mm lub réwnowazne.

4.2.2.  Detektor promieniowania UV z regulacjg dugosci fal lub detektor diodowy.
4.3.  Obrotowa wyparka prézniowa.

4.4, Filtr membranowy, 0,45 pm.
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4.5.  Prézniowy przewdd rozgalezny.

4.6.  taznia ultradzwiekowa.
5. Procedura
5.1.  Informage ogdlne

5.1.1. Slepa préba

Nalezy przeprowadzi¢ analiz¢ paszy stanowigcej $lepa probe w celu upewnienia si¢, czy nie zawiera diklazurilu
lub substancji przeszkadzajacych. Rodzaj paszy stanowigcej Slepa probe powinien by¢ podobny do rodzaju
probki, a analiza powinna potwierdzi¢ brak diklazurilu lub substancji przeszkadzajacych.

5.1.2.  Test odzysku

Test odzysku powinien by¢ przeprowadzony na drodze analizy Slepej proby, do ktérej dodano diklazuril w ilo$ci
podobnej do zawartej w badanej prébce. W celu uzyskania zawarto$ci na poziomie 1 mgfkg doda¢ 0,1 ml
podstawowego roztworu mianowanego (ppkt 3.8.1) do 50 g Slepej proby, starannie wymieszaé i pozostawi¢ na
10 minut, a nastgpnie mieszac jeszcze kilkakrotnie przed uzyciem (ppkt 5.2).

Jezeli Slepa proba zblizona typem do prébki nie jest dostepna (patrz 5.1.1), test odzysku mozna przeprowadzié
stosujac metode dodawania wzorca. W tym przypadku przeznaczona do analizy probka jest uzupelniana dikla-
zurilem w ilosci podobnej do zawartej w badanej probce. Prébka ta jest poddawana analizie podobnie jak
probka bez zwigkszonej zawartosci diklazurilu i odzysk mozna by¢ obliczy¢ przez odejmowanie.

5.2.  Ekstrakgja
5.2.1. Pasze

Odwazy¢ okolo 50 g probki z dokladnoscig do 0,01 g. Przenie$¢ do kolby stozkowej o pojemnosci 500 ml,
doda¢ 1,00 ml roztworu wzorca wewnetrznego (ppkt 3.9.2), 200 ml rozpuszczalnika ekstrakcyjnego (ppkt
3.12) i zamkna¢ kolbg korkiem. Umie$ci¢ mieszaning na wytrzasarce (ppkt 4.1) na noc. Pozostawi¢ na 10 minut
dla odstania. Przela¢ 20 ml sklarowanej cieczy do odpowiedniego szklanego naczynia i rozcienczyé 20 ml
wody. Przenie$¢ roztwér na wklad ekstrakeyjny (ppkt 3.11) i przepusci¢ przezen stosujac podcisnienie (ppkt
4.5). Przepluka¢ wklad 25 ml mieszaniny rozpuszczalnika ekstrakcyjnego (ppkt 3.12) i wody, 65 + 35
(V + V). Odrzuci¢ zebrane frakcje i podda¢ zwiazki elucji 25 ml mieszaniny rozpuszczalnika ekstrakcyjnego
(ppkt 3.12) i wody, 80 + 20 (V + V). Odparowa¢ t¢ frakcje do suchosci za pomoca wyparki obrotowej (ppkt
4.3) w temperaturze 60 °C. Rozpusci¢ suchg pozostalos¢ w 1,0 ml DMF (ppkt 3.6), doda¢ 1,5 ml wody (ppkt
3.1) i wymieszac. Przefiltrowac przez filtr membranowy (ppkt 4.4). Przystapi¢ do oznaczania za pomocg HPLC

(ppkt 5.3).

5.2.2. Premiksy

Odwazy¢ okolo 1 g prébki z dokladnoscig do 0,001 g. Przenies¢ do kolby stozkowej o pojemno$ci 500 ml,
doda¢ 1,00 ml wewnetrznego roztworu mianowanego (ppkt 3.9.3), 200 ml rozpuszczalnika ekstrakcyjnego
(ppkt 3.12) i zamkna¢ kolbe korkiem. Umiesci¢ mieszaning na wytrzasarce (ppkt 4.1) na calg noc. Pozostawi¢
na 10 minut dla odstania. Przela¢ 10 000/p ml (p = nominalna zawarto$¢ diklazurilu w premiksie w mg/kg)
sklarowanej cieczy do kolby okraglodennej o odpowiedniej pojemnosci. Odparowac te frakcje do suchosci pod
obnizonym ci$nieniem w temperaturze 60 °C za pomoca wyparki obrotowej (ppkt 4.3). Ponownie rozpuscié
sucha pozostatos¢ w 10,0 ml DMF (ppkt 3.6), doda¢ 15,0 ml wody (ppkt 3.1) i wymiesza. Przystapi¢ do ozna-
czania za pomoca HPLC (ppkt 5.3).

5.3. Oznaczanie za pomocg HPLC

5.3.1. Parametry

W celach orientacyjnych proponuje si¢ zachowanie podanych nizej warunkéw; mozna tez stosowaé inne
warunki o ile dajg one takie same wyniki.

— Kolumna do  chromatografii 100 mm 4,6 mm, Hypersil ODS, wypelnienie 3 pm, lub réwnowazna
cieczowej (ppkt 4.2.1):

— Faza ruchoma: Eluent A (ppkt 3.13.1): Wodny roztwor octanu amono-
wego i kwasnego siarczanu tetrabu-
tylo-amonu

Eluent B (ppkt 3.13.2): acetonitryl

Eluent C (ppkt 3.13.3): metanol



244

Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej

03/t. 25

6.1.

— Sposéb wymywania: — frakcjonowanie w gradiencie liniowym
— warunki wstegpne: A + B + C= 60 + 20 + 20 (v + v + V)

— po 10 minutach prowadzi¢ wymywanie frakcyjne przez 30 minut do:
A+B+C=45+20+35(Wv +Vv +v)

Pluka¢ za pomoca B przez 10 minut

— Natgzenie przeplywu: 1,5-2 ml/min
— llo$¢ wprowadzona: 20 pl
— Dlugos¢ fali czujnika: 280 ml

Sprawdzi¢ stabilno$¢ systemu chromatograficznego wprowadzajac w tym celu kilkakrotnie roztwér wzorcowy
(ppkt 3.10) zawierajacy 2 pg/ml dopoki nie uzyska si¢ stalych wysokosci pikéw i czasoéw retencji.

Roztwoér wzorcowy

Wprowadzi¢ kilkakrotnie 20 pl roztworu wzorcowego (ppkt 3.10) i oznaczy¢ Srednia wysoko$¢ piku
(powierzchnig) dla diklazurilu i wewnetrzne piki wzorcowe.

Roztwor probki

Wprowadzi¢ kilkakrotnie 20 pl roztworu probki (ppkt 5.2.1 lub 5.2.2) i oznaczy¢ §rednig wysoko$¢ piku
(powierzchnig) dla diklazurilu i wewnetrzne piki wzorcowe.

Obliczenia wynikéw

Pasze

Zawarto$¢ diklazurilu w probee, wyrazong w mg/kg, otrzymuje si¢ z nastepujacego wzoru:

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

gdzie:

hy, = wysokos¢ piku (obszaru) dla diklazurilu w roztworze prébki (ppkt 5.2.1)

h, = wysoko$¢ piku (obszaru) dla wzorca wewngtrznego w roztworze probki (ppkt 5.2.1)

h,. = wysokos¢ piku (obszaru) dla diklazurilu w roztworze wzorcowym (ppkt 3.10)

h, = wysokos¢ piku (obszaru) dla wzorca wewngtrznego w roztworze wzorcowym (ppkt 3.10)
Bs = stezenie diklazurilu w roztworze wzorcowym w pg/ml (ppkt 3.10)

m = masa badanej porcji w g

V = objetos¢ ekstraktu probki wedtug ppkt 5.2.1 (tzn. 2,5 ml)

6.2. Premiksy

Zawarto$¢ diklazurilu w probee, wyrazona w mg/kg, otrzymuje si¢ z nastgpujacego wzoru:

by Fuc0.02V p
A hi,s 'hd,c m [mg/kg]

gdzie:

hy, = wysoko$¢ piku (obszaru) dla diklazurilu w roztworze wzorcowym (ppkt 3.10)

h, = wysoko$¢ piku (obszaru) dla wzorca wewngtrznego w roztworze wzorcowym (ppkt 3.10)
hy, = wysokos¢ piku (obszaru) dla diklazurilu w roztworze prébki (ppkt 5.2.2)

h, = wysokos¢ piku (obszaru) dla wzorca wewnetrznego w roztworze probki (ppkt 5.2.2)

Bs = stezenie diklazurilu w roztworze wzorcowym w pg/ml (ppkt 3.10)

m = masa badanej porcji w g

V = objetos¢ ekstraktu probki wedtug ppkt 5.2.1 (tzn. 25 ml)

= nominalna zawarto$¢ diklazurilu w mg/kg w premiksie
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7. Ocena poprawno$ci wynikéw

7.1.  Identycznosé

Identyczno$¢ analitu moze by¢ potwierdzona przez réwnolegla chromatografi¢ lub zastosowanie detektora
diodowego, za pomocg ktérego poréwnuje si¢ widma ekstraktu prébki (ppkt 5.2.1 lub 5.2.2) i roztworu wzor-
cowego (ppkt 3.10).

7.1.1. Chromatografia réwnolegta

Do ekstraktu probki (ppkt 5.2.1 lub 5.2.2) dodawana jest odpowiednia ilo§¢ roztworu wzorcowego (ppkt 3.10).
llos¢ dodanego diklazurilu powinna by¢ zblizona do ilosci diklazurilu stwierdzonej w ekstrakcie probki.

Jedynie wysokosci piku diklazurilu i piku wzorca wewnetrznego powinny by¢ wzmocnione po uwzglednieniu
dodanej iloéci i stopnia rozcieiczenia ekstraktu. Szeroko$¢ piku w polowie jego wysoko$ci musi miesci¢ si¢ w
granicach £ 10 % szerokosci pierwotnej piku diklazurilu lub piku wzorca wewnetrznego niewzmacnianego
ekstraktu prébki.

7.1.2.  Detekcja diodowa

Wyniki s3 oceniane w oparciu o nastgpujace kryteria:

a) Dlugos¢ fali odpowiadajaca maksymalnej absorpcji prébki i wzorcowym widmom dla wierzcholka piku na
chromatografie musi by¢ taka sama w ramach marginesu okreslonego zdolnoscig rozdzielczg systemu detek-
cyjnego. Detekcja diodowa miesci si¢ zazwyczaj w granicach + 2 nm.

b) 230-320 nm widma prébki i wzorca u wierzchotka piku chromatogramu nie moze rézni¢ si¢ w tych czes-
ciach widma w zakresie 10-100 % absorbancji wzglednej. To kryterium zostaje spelnione wéwczas, gdy
wystepujg te same maksymalne warto$ci i w zZadnym obserwowanym punkcie odchylenia migdzy dwoma
widmami nie przekracza 15 % absorbancji wzorcowego analitu.

¢) 230-320 nm widma krzywej rosnacej, szczytu i krzywej malejacej piku utworzonego przez ekstrakt probki
nie mogg rézni¢ si¢ w tych czgSciach widma w zakresie 10-100 % absorbancji wzglednej. To kryterium

zostaje spelnione wéwczas, gdy wystepuja te same maksymalne wartosci i w zadnym obserwowanym
punkcie odchylenie migdzy dwoma widmami nie przekracza 15 % absorbancji widma szczytu piku.

Jezeli jedno z tych kryteriéw nie zostanie spelnione, wowczas obecno$¢ analizowanej substancji nie zostaje
potwierdzona.

7.2. Powtarzalno$¢

Réznica migdzy wynikami dwoch réwnoleglych oznaczen dla tej samej probki nie moze przekraczad:
— 30 % wzgledem wigkszej zawartosci diklazurilu od 0,5 mg/kg do 2,5 mg/kg
— 0,75 mg/kg dla zawartosci diklazurilu migdzy 2,5 mg/kg do 5 mg/kg

— 15 % wzgledem wiekszej zawartosci diklazurilu powyzej 5 mglkg
7.3. Odzysk

W przypadku wzbogaconej prébki (Slepej) odzysk powinien wynosi¢ co najmniej 80 %.

8. Wyniki badafi poré6wnawczych

Przeprowadzono badania, podczas ktérych przeanalizowano pigé prébek w 11 laboratoriach. Byly to prébki z
dwéch premikséw; jeden byt wymieszany z gtéwnym skladnikiem organicznym (O 100), a drugi z gléwnym
skladnikiem nieorganicznym (A 100). Zawarto$¢ teoretyczna diklazurilu wynosita 100 mg na kg. Trzy
mieszanki paszowe dla drobiu zostaly sporzadzone przez trzech réznych producentéw (NL) (L1/Z1/K1). Teore-
tyczna zawarto$¢ diklazurilu wynosita 1 mg/kg. Laboratoria zostaly pouczone, aby przeprowadzi¢ analizg
kazdej probki raz lub dwukrotnie. (Bardziej szczegblowe informacje z tej analizy mozna znalez¢é w Dzienniku
AOAC International, Tom 77, nr 6, 1994, s. 1359-1361). Wyniki sg zamieszczone w ponizszej tabeli:
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Probka 1 Probka 2 Probka 3 Probka 4 Prébka 5
A 100 0 100 L1 Z1 K1

L 11 11 11 11 6

N 19 18 19 19 12

Srednia 100,8 103,5 0,89 1,15 0,89

S, (mgkg) 5,88 7,64 0,15 0,02 0,03

CV. (%) 5,83 7,38 17,32 1,92 3,34

S, (mgkg) 7,59 7,64 017 0,11 0,12

CV, (%) 7,53 7,38 18,61 0,67 13,65

Zawarto$¢ nominalna (mg/kg) 100 100 1 1 1

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

[

liczba laboratoriéw.
N:  liczba pojedynczych wartosci.
s:  odchylenie standardowe powtarzalnosci.

CV,: wspdlczynnik zmiennosci powtarzalnosci.

Sg: odchylenie standardowe odtwarzalnosci.

CV,: wspdlczynnik zmiennosci odtwarzalnosci.

Uwagi

Nalezy uprzednio udowodni¢, ze reakcja diklazurilu jest liniowa w zakresie mierzonych stezen.

OZNACZANIE KARBADOKSU

N, N* dwutlenek metylo 3-(2-chinoksalinylmetyleno) pikrynianu

Cel i zakres

CZESC C

Metoda ta jest stosowana do oznaczania karbadoksu w paszach, premiksach i innych preparatach. Granica
wykrywalnosci wynosi 1 mg/kg, a granica oznaczania wynosi 10 mg/kg.

Zasada

Prébka réwnowazona jest woda i poddawana ekstrakcji za pomocg acetonitrylu i metanolu. W przypadku pasz
odpowiednia cz¢$¢ przefiltrowanego ekstraktu jest oczyszczana na kolumnie z tlenku glinu. W przypadku
premikséw i innych preparatéw odpowiednia czgS¢ przefiltrowanego ekstraktu zostaje rozcieniczona do odpo-
wiedniego stezenia woda, metanolem i acetonitrylem. Zawarto$¢ karbadoksu oznaczana jest metodg wysokos-
prawnej chromatografii cieczowej o odwréconej fazie (HPLC) przy uzyciu detektora promieniowania UV.

Odczynniki
Metanol.
Acetonitryl, czysto$¢ HPLC.

Kwas octowy, w = 100 %.

Tlenek glinu: obojgtny, klasa aktywnosci I.

Mieszanina metanol-acetonitryl 1 + 1 (v

+ V).

Zmiesza¢ 500 ml metanolu (ppkt 3.1) z 500 ml acetonitrylu (ppkt 3.2).

Kwas octowy, 0 = 10 %.

Rozcienczy¢ 10 ml kwasu octowego (ppkt 3.3) woda do 100 ml.

Octan sodu, CH,COONa.
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3.8. Woda, czysto$¢ HPLC.
3.9. Roztwor buforu octanowego, ¢ = 0,01 mol/l, pH = 6,0.

Rozpusci¢ 0,82 g octanu sodu (ppkt 3.7) w wodzie (ppkt 3.8) i doprowadzi¢ pH do 6,0 kwasem octowym
(ppkt 3.6). Przela¢ do 1000-mililitrowej kolby miarowej, uzupetni¢ woda (ppkt 3.8) do podziatki i wymieszac.

3.10. Faza ruchoma dla HPLC.

Zmiesza¢ 825 ml roztworu buforu octanowego (ppkt 3.9) i 175 ml acetonitrylu (ppkt 3.2). Przefiltrowaé przez
filtr 0,22 pm (ppkt 4.5) i odgazowaé roztwér (np. w kapieli ultradZwickowej, przez co najmniej 10 minut).

3.11.  Substancja wzorcowa.
Czysty karbadoks: N!, N* dwutlenek metylo 3-(2-chinoksalinylmetyleno) pikrynianu, E 850.

3.11.1. Podstawowy roztwér mianowany karbadoksu, 100 pg/ml. (patrz procedura pkt 5)
Odwazy¢, z dokladnosciag do 0,1 mg, 25 mg wzorcowego karbadoksu (ppkt 3.11) w kolbie miarowej o pojem-
nosci 250 ml. Rozpuscié w metanolu-acetonitrylu (ppkt 3.5) przez dzialanie ultradiwickéw (ppkt 4.7),
nastepnie doprowadzi¢ roztwér do temperatury pokojowej, uzupelni¢ do kreski metanolem-acetonitrylem (ppkt
3.5) i wymieszal. Zawina¢ kolbe w foli¢ aluminiowg lub przela¢ do kolby z przyciemnionego szkla i umiesci¢
w lodéwce. W temperaturze 4 °C roztwor zachowuje stabilno$¢ przez jeden miesigc.

3.11.2. Roztwory wzorcowe
Przenie$¢ 2,0, 5,0, 10,0 i 20,0 ml podstawowego roztworu mianowanego (ppkt 3.11.1) do kilku kolb miaro-
wych o pojemnosci 100 ml. Doda¢ 30 ml wody, uzupelni¢ do znaku metanolem-acetonitrylem (ppkt 3.5) i
zamieszaé. Zawing¢ kolbe w foli¢ aluminiowg. Roztwory te odpowiadajg 2,0, 5,0, 10,0 i 20,0 pug/ml karba-
doksu. Roztwory wzorcowe muszg by¢ sporzadzane bezposrednio przed uzyciem.

Uwaga:

W celu oznaczania karbadoksu w paszach zawierajacych mniej niz 10 mg/kg, nalezy uzy¢ roztworéw wzorco-
wych stabszych niz 2,0 pg/ml.

3.12.  Mieszanina woda-[metanol-acenitryl] (ppkt 3.5), 300 + 700 (v + v)

Zmiesza¢ 300 ml wody z 700 ml mieszaniny metanol-acetonitryl (ppkt 3.5).

4. Aparatura

4.1.  Wrytrzasarka laboratoryjna lub mieszadlo magnetyczne.

4.2.  Bibula filtracyjna z wiéknem szklanym (Whatman GF/A lub réwnowazna).

4.3.  Szklana kolumna (dl. 300-400 mm, wewngtrzna Srednica ok 10 mm) z wkladem ze szkla spickanego oraz

zaworem czerpalnym.
Uwaga:

mozna uzy¢ rowniez kolumny szklanej z kurkiem lub koficem $cigtym; w takim przypadku w dolnym koncu
umieszcza si¢ zatyczke z welny szklanej, ubitg szklanym pretem

4.4, Sprzet do HPLC z systemem wtryskowym do porcji o objetosci 20 pl.
4.4.1. Kolumna do chromatografii cieczowej: 300 mm 4 mm, C,,, wypehienie 10 pm, lub réwnowazne.

4.4.2.  Detektor promieniowania UV z regulacja dtugosci fal lub detektor diodowy pracujacy w zakresie 225-400 nm.
4.5. Filtr membranowy, 0,22 pm.

4.6. Filtr membranowy, 0,45 pm.

4.7.  ‘taznia ultradzwickowa.
5. Procedura
Uwaga:

Karbadoks jest wrazliwy na dzialanie $wiatla. Wszystkie czynnosci wykonywaé w przyémionym $wietle lub
uzywal ciemnego szkla lub szkla owinietego folig aluminiows.

5.1.  Informacje ogdlne



248

Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej

03/t. 25

5.2.

5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.

5.3.

5.4.

Slepa préba.

Do celéw testu odzysku nalezy przeprowadzi¢ analize $lepej proby (ppkt 5.1.2) w celu upewnienia sig, czy nie
wystepuja w niej karbadoks lub substancje przeszkadzajace. Rodzaj paszy do sporzadzenia $lepej proby powi-
nien by¢ podobny do rodzaju paszy badanej prébki, a analiza powinna potwierdzi¢ brak karbadoksu lub
substancji przeszkadzajgcych.

Test odzysku.

Test odzysk powinien by¢ przeprowadzony na drodze analizy Slepej proby (ppkt 5.1.1), do ktérej dodano ilosé
karbadoksu podobng do paszy zawartej w badanej prébce. W celu uzyskania zawartosci na poziomie 50 mg/kg
doda¢ 5,0 ml podstawowego roztworu mianowanego (ppkt 3.11.1) do kolby stozkowej 200 ml. Odparowaé
roztwor do okolo 0,5 ml w strumieniu azotu. Doda¢ 10 g Slepej proby, starannie wymieszaé i pozostawi¢ na
10 minut przed przejsciem do etapu ekstrakgji (ppkt 5.2).

Jezeli pasza do sporzadzenia §lepej proby zblizona typem do badanej prébki (patrz 5.1.1) nie jest dostgpna, test
odzysku mozna przeprowadzi¢ stosujac metode dodawania wzorca. W tym przypadku przeznaczona do analizy
probka jest uzupelniana iloscig karbadoksu zblizong do zawartej w prdbee. Probka ta jest poddawana analizie
wraz z probka niewzbogacang karbadoksem i odzysk mozna obliczy¢ przez odejmowanie.

Ekstrakcja
Pasze.

Odwazy¢ okolo 10 g probki z dokladnoscig do 0,01 g. Przenies¢ do kolby stozkowej o pojemnosci 200 ml,
doda¢ 15,0 ml wody, wymiesza¢ i réwnowazy¢ przez 5 minut. Doda¢ 35,0 ml mieszaniny metanolu-acetoni-
trylu (ppkt 3.5), zamkna¢ korkiem i pozostawi¢ mieszaning na wytrzasarce (ppkt 4.1) lub mieszadle magne-
tycznym na 30 minut. Przefiltrowaé przez bibule z wiéknem szklanym (ppkt 4.2). Zachowa¢ ten roztwér do
etapu oczyszczania (ppkt 5.3).

Premiksy (0,1-2,0 %).

Odwazy¢ z dokladnos$cig do 0,01 g okolo 1 g niezmielonej prébki i przenies¢ do kolby stozkowej o pojem-
noéci 200 ml. Doda¢ 15,0 ml wody, wymiesza¢ i réwnowazy¢ przez 5 minut. Doda¢ 35,0 ml mieszaniny
metanolu-acetonitrylu (ppkt 3.5), zamkna¢ korkiem i pozostawi¢ mieszaning na wytrzasarce (ppkt 4.1) lub
mieszadle magnetycznym na 30 minut. Przefiltrowal przez bibule z widknem szklanym (ppkt 4.2). Pipeta
przelaé czg$¢ odfiltrowanego ekstraktu do kolby miarowej o pojemnosci 50 ml. Dodaé 15,0 ml wody,
uzupehi¢ do kreski metanolem i acetonitrylem (ppkt 3.5) i wymieszaé. Stezenie karbadoksu w roztworze
koficowym powinno wynie$¢ okoto 10 pg/ml. Czg$¢ filtrowana jest przez filtr 0,45 pm (ppkt 4.6). Przystapi¢
do oznaczania za pomocg HPLC (ppkt 5.4).

Inne preparaty (> 2,0 %).

Odwazy¢ okoto 0,2 g z dokladnosciag do 0,001 g niezmielonej prébki. Przenies¢ do kolby stozkowej o pojem-
nosci 250 ml, doda¢ 45,0 ml wody, wymiesza¢ i rownowazy¢ przez 5 minut. Doda¢ 105,0 ml mieszaniny
metanolu-acetonitrylu (ppkt 3.5), zamkng¢ korkiem, poddawaé dziataniu ultradZwickéw (ppkt 4.7) przez 15
minut i pozostawi¢ mieszaning na wytrzasarce (ppkt 4.1) lub mieszadle magnetycznym na 15 minut. Przefil-
trowaé przez bibule z widknem szklanym (ppkt 4.2). Rozcieficzy¢ odpowiednio cz¢$¢ odfiltrowanego ekstraktu
mieszaning wody, metanolu i acetonitrylu (ppkt 3.12) do ostatecznego stezenia karbadoksu 10 —15 pg/ml (w
preparacie 10-procentowym wspdtczynnik rozcieficzania wynosi 10). Odpowiednia cz¢§¢ filtrowana jest przez
filtr 0,45 pm (ppkt 4.6). Przystapi¢ do oznaczania za pomoca HPLC (ppkt 5.4).

Oczyszczanie
Przygotowanie kolumny z tlenku glinu.
Odwazy¢ 4 g tlenku glinu (ppkt 3.4) i przenies¢ do szklanej kolumny (ppkt 4.3).

Oczyszczanie probki.

Umiesci¢ 15 ml odfiltrowanego ekstraktu (ppkt 5.2.1) w kolumnie z tlenkiem glinu i usuna¢ pierwsze 2 ml
eluentu. Zebra¢ nastepne 5 ml i odfiltrowaé czes¢ przez filtr 0,45 pm (ppkt 4.6). Przystapi¢ do oznaczania za
pomocg HPLC (ppkt 5.4).

Oznaczanie HPLC
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5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

6.1.

6.2.

Parametry.

W celach orientacyjnych proponuje si¢ zachowanie nastepujacych warunkéw; mozna tez stosowaé inne warunki
o ile daja one takie same wyniki.

Kolumna do chromatografii 300 mm 4 mm, C18, wypelnienie 10 pm, lub réwnowazne.
cieczowej (ppkt 4.1.1):

Faza ruchoma (ppkt 3.10): Mieszanina roztworu buforu octanowego (ppkt 3.9) i acetonitrylu
(ppkt 3.2), 825 + 175 (v + v).

Szybkos¢ przeplywu: 1,5-2 ml/min.
llo§¢ wprowadzona: 365 nm.
Dhugos¢ fali: 20 pl.

Sprawdzi¢ stabilno$¢ systemu chromatograficznego wprowadzajac w tym celu kilkakrotnie roztwér wzorcowy
(ppkt 3.11.2) zawierajacy 5,0 pg/ml dopdki nie uzyska si¢ stalych wysokosci pikéw i czaséw retencji.

Wykres wzorcowania.

Wprowadzi¢ kilkakrotnie kazdy roztwér wzorcowy (ppkt 3.11.2) i oznaczy¢ $rednig wysokos¢ piku (powierzch-
ni¢) dla kazdego stezenia. Wyznaczy¢ krzywa wzorcowa z wykorzystaniem S$rednich wysokosci pikéw
roztwordéw wzorcowych jako rzednych oraz odpowiadajacych im stezen w pg/ml jako odcigtych.

Roztwor prébki.

Wprowadzi¢ kilkakrotnie roztwor probki [pasz (ppkt 5.3.2), premiksu (ppkt 5.2.2) lub preparatu (ppkt 5.2.3)] i
oznaczy¢ $rednig wysoko$¢ piku (powierzchnig) dla pikéw karbadoksu.

Obliczenia wynikéw
Ze $rednich wysokosci pikéw dla karbadoksu w roztworze probki oznaczy¢ jego stezenie w roztworze probki

w pg/ml w odniesieniu do wykresu wzorcowego (ppkt 5.4.2).

Pasze.

Zawarto$¢ karbadoksu w prébee, wyrazong w mg/kg, otrzymuje si¢ z nastgpujgcego wzoru:

il [mg/kg]

W =—
m

gdzie:

B
v

1}

stezenie karbadoksu w ekstrakcie probki (ppkt 5.3.2) w pg/ml.

. = objetos¢ ekstraktu probki w ml (tzn. 50).

m = masa badanej porcji w gramach.
Premiksy i inne preparaty.

Zawarto$¢ karbadoksu w prébee, wyrazong w mg/kg, otrzymuje si¢ z nastgpujacego wzoru:
xV, xf
w =BVt

mg k]
gdzie:

p

v,

stezenie karbadoksu w ekstrakcie probki w ug/ml (ppkt 5.2.2 lub 5.2.3).

objetos¢ ekstraktu probki w ml (tzn. 50 dla premikséw i 150 dla innych preparatow).

f = wspdlezynnik rozcieficzania zgodnie z ppkt 5.2.2 (premiksy) lub ppkt 5.2.3 (preparaty).

2
I

masa badanej porcji w g.
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7.1.

7.2.

7.3.

Ocena poprawno$ci wynikéw
Identycznos¢.

Identyczno$¢ analitu moze by¢ potwierdzona przez réwnolegla chromatografie lub zastosowanie detektora
diodowego, za pomocg ktérego poréwnuje si¢ widma ekstraktu prébki i roztworu wzorcowego (ppkt 3.11.2)
zawierajacych 10,0 pg/ml.

Chromatografia réwnolegla.

Ekstrakt probki wzbogacony jest odpowiednig iloScia roztworu wzorcowego (ppkt 3.11.2). llo§¢ dodanego
karbadoksu powinna by¢ zblizona do iloéci karbadoksu stwierdzonej w ekstrakcie prébki.

Tylko wysoko$¢ piku karbadoksu powinna by¢ wigksza po uwzglednieniu dodanej iloci i stopnia rozcienczenia
ekstraktu. Szeroko$¢ piku w polowie jego wysoko$ci musi mieSci¢ si¢ w granicach * 10 % szerokosci
pierwotne;j.

Oznaczanie za pomoca detektora diodowego.

Wyniki s3 oceniane w oparciu o nastgpujace kryteria:

a) diugos¢ fali odpowiadajaca maksymalnej absorpcji probki i wzorcowym widmom dla wierzchotka piku na
chromatogramie musi by¢ taka sama w ramach marginesu zdolnosci rozdzielczej systemu detekcyjnego.
Detekeja diodowa miesci si¢ zazwyczaj w granicach + 2nm.

b) 225-400 nm widma prébki i wzorca u wierzchotka piku chromatogramu nie moga rézni¢ si¢ w tych czes-
ciach widma w zakresie 10-100 % absorbancji wzglednej. To kryterium zostaje spelnione wéwczas, gdy
wystepuja te same maksymalne warto$ci i w zadnym obserwowanym punkcie odchylenie migdzy widmami
nie przekracza 15 % absorbancji wzorcowego analitu.

¢) 225-400 nm widma krzywej rosnacej, szczytu i krzywej malejacej piku utworzonego przez ekstrakt probki
nie moze rézni¢ si¢ w tych czeSciach widma w zakresie 10-100 % absorbancji wzglednej. To kryterium

zostaje spelnione woéwczas, gdy wystgpuja te same maksymalne wartosci i w zadnym obserwowanym
punkcie odchylenie migdzy dwoma widmami nie przekracza 15 % absorbancji widma szczytu piku.

Jezeli jedno z tych kryteriow nie zostanie spetnione, obecno$¢ analizowanej substancji w prébee nie zostata
potwierdzona.

Powtarzalno$¢.

Dla zawartoéci 10 mg/kg i wyzszej roznica migdzy wynikami dwdch réwnoleglych oznaczen dla tej samej
probki nie moze przekraczaé 15 % w odniesieniu do wyzszego wyniku.

Odzysk.

W przypadku probki wzmocnionej (Slepej) odzysk powinien wynosi¢ co najmniej 90 %.

Wyniki badafi poréwnawczych

Zorganizowano badania poréwnawcze, podczas ktorych zbadano sze§¢ probek pasz, 4 probki premiksow i trzy
probki innych preparatow w 8 laboratoriach. Przeprowadzono analiz¢ kazdej probki dwukrotnie. (Bardziej
szczegblowe informacje z tej analizy zbiorowej mozna znalezé w Dzienniku AOAC International, Tom 71, 1988,
s. 484-490). Wyniki s3 zamieszczone w ponizszej tabeli:

Tabela 1: Wyniki analiz zbiorowych pasz

Prébka 1 Prébka 2 Prébka 3 Probka 4 Prébka 5 Prébka 6

L 8 8 8 8 8 8

n 15 14 15 15 15 15
Srednia (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
Sk (mg/kg) 3,92 4,13 2,23 2,58 2,26 2,44
CV, (%) 7,8 8,7 4,6 5,2 4,8 4,9
Zawarto$¢ nominalna (mg/kg) 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0
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Tabela 2: Wyniki analiz zbiorowych premiksow i preparatéw

Premiksy Preparaty
L 7 7 7 7 8 8 8
n 14 14 14 14 16 16 16
Srednia (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., (%) 42 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
CVy 42 3,0 4,3 6,3 5,7 6,5 7.4
Zawarto$¢ nominalna (g/kg) 10,0 10,0 10,0 10,0 100 100 100
L:  liczba laboratoriow
N:  liczba pojedyniczych oznaczef
S:  odchylenie standardowe powtarzalnosci

CV.: wspélczynnik zmiennosci powtarzalnosci
Syt odchylenie standardowe odtwarzalnosci

CV,: wspélczynnik zmiennosci odtwarzalnosci




