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DYREKTYWA KOMISJI 1999/76/WE
z dnia 23 lipca 1999 r.
ustanawiajgca wspolnotowa metode analizy dla oznaczania lasalocidu soli sodowej w paszach

(Tekst majacy znaczenie dla EOG)

KOMISJA WSPOLNOT EUROPE]JSKICH,
uwzgledniajgc Traktat ustanawiajgcy 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 Przystgpienia Austrii,
Finlandii i Szwecji, w szczeg6lnosci jej art. 2,

a takze majac na uwadze, co nastepuje:

(1)  Dyrektywa 70/373[EWG  zastrzega, ze urzedowe
kontrole pasz do celu sprawdzenia zgodnosci z wymo-
gami wynikajacymi z przepiséw ustawowych, wykonaw-
czych i administracyjnych, regulujgcych ich jako$¢ i
skfad musza by¢ przeprowadzane wykorzystujac wsp6l-
notowe metody pobierania probek i przeprowadzania
analiz.

(2)  Dyrektywa Rady 70/524/EWG z dnia 23 listopada
1970 r. dotyczaca dodatkéw paszowych (%), ostatnio
zmieniona rozporzadzeniem Komisji (WE) nr 866/1999
z dnia 26 kwietnia 1999 r. (}), zastrzega, Ze zawarto$¢
lasalocidu soli sodowej musi by¢ wskazana na etykiecie,
dodana przypadku gdy te substancje s3 dodawane do
premiksow i pasz.

(3)  Nalezy ustanowi¢ wspdlnotowe metody analiz, w celu
umozliwienia kontrolowania tych substancji.

4  Srodki przewidziane w niniejszej dyrektywie s3 zgodne z
opinia Stalego Komitetu ds. Pasz,

() Dz.U.L 170 z 3.8.1970, str. 2.
() Dz.U.L 270 z 14.12.1970, str. 1.
() Dz.U.L 108 z 27.4.1999, str. 20.

PRZYJMUJE NINIEJSZA DYREKTYWE:

Artykut 1

Panistwa Czlonkowskie zapewniajg, aby analizy przeprowa-
dzane w celu urzedowych kontroli zawartosci lasalocidu soli
sodowej w paszach i premiksach przeprowadzane byly z wyko-
rzystaniem metody okreslonej w zalaczniku do niniejszej

dyrektywy.
Artykut 2

Panistwa Czlonkowskie wprowadza w zycie przepisy ustawowe,
wykonawcze i administracyjne niezbedne do wykonania niniej-
szej dyrektywy nie pdZniej niz do dnia 31 stycznia 2000 r.
Niezwlocznie powiadamiajg o tym Komisje.

Pafistwa Czlonkowskie stosujg te przepisy od dnia 1 lutego
2000 r.

Przepisy przyjete przez Panstwa Czlonkowskie zawieraja odnie-
sienie do niniejszej dyrektywy lub odniesienie takie towarzyszy
ich urzedowej publikacji. Procedury dokonywania takiego
odniesienia okreslane s3 przez Pafistwa Czlonkowskie.
Artykut 3
Niniejsza dyrektywa wchodzi w zycie dwudziestego dnia po jej
opublikowaniu w Dzienniku Urzedowym Wspdlnot Europejskich.
Artykut 4

Niniejsza dyrektywa skierowana jest do Panstw Czlonkowskich.

Sporzadzono w Brukseli, dnia 23 lipca 1999 r.

W imieniu Komisji
Franz FISCHLER

Czlonek Komisji
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ZALACZNIK

OZNACZANIE LASALOCIDU SOLI SODOWE]
S6l sodowa polieteru kwasu monokarbokrylowego wytworzonego przez Streptomyces lasaliensis

1. Cel i zakres
Niniejsza metoda stuzy oznaczaniu lasalocidu soli sodowej w paszach i premiksach. Granica wykrywalnosci
wynosi 5 mg/kg, granica oznaczania wynosi 30 mg/kg.

2. Zasada
Lasalocid sdl sodowa jest ekstrahowana z probki do zakwaszonego metanolu i oznaczana przez odwrotng faze
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) poprzez uzycie detektora spektrofluorymetrycznego.

3. Odczynniki

3.1.  Diwodoro(orto)fosforan potasu (KH,PO,)

3.2.  Kwas ortofosforowy, w = 85 %

3.3. Roztwor kwasu ortofosforowego, 6 = 20 %
Rozcienczy¢ 23,5 ml kwasu ortofosforowego (3.2) woda do objetosci 100 ml.

3.4.  6-metylo-2-heptyloamina (1,5-dimetyloheksylamina), w = 99 %

3.5.  Metanol, klasa wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)

3.6.  Kwas solny, p,, 1,19 g/ml

3.7. Roztwér buforowy fosforanu, ¢ = 0,01 mol/l

Rozpusci¢ 1,36 g KH,PO, (3.1) w 500 ml wody (3.11), doda¢ 3,5 ml kwasu ortofosforowego (3.2) i
10,0 ml 6-metyl-2-heptyloaminy (3.4). Doprowadzi¢ odczyn pH do wartosci 4,0 roztworem kwasu ortofosfo-
rowego (3.3) i rozcienczy¢ woda (3.11) do objgtosci 1000 ml.

3.8.  Zakwaszony metanol

Przenie$¢ 5,0 ml kwasu solnego (3.6) do kolby miarowej o pojemnosci 1000 ml, dopehi¢ do oznaczenia meta-
nolem (3.5) i wymieszaé. Roztwor ten nalezy sporzadzac bezposrednio przed uzyciem.

3.9.  Faza ruchoma HPLC, buforowy roztwér fosforanu i metanolu 5 + 95 (V + V)
Zmiesza¢ 5 ml buforowego roztworu fosforanu (3.7) z 95 ml metanolu (3.5).

3.10. Podstawowa substancja lasalocidu soli sodowej o gwarantowanej czystosci, C,,H;,04Na (s6l sodowa polieteru
kwasu monokarboksylowego wytworzona przez streptomyces lasaliensis), E763

3.10.1. Podstawowy roztwér mianowany lasalocidu soli sodowej, 500 pg/ml

Odwazy¢ 50 mg lasalocidu soli sodowej z dokladnoscia do 0,1 mg (3.10), do kolby miarowej o pofemnoéci
100 ml, rozpusci¢ w zakwaszonym metanolu (3.8) dopehi¢ do oznaczenia tym samym rozpuszczalnikiem i
wymieszac. Niniejszy roztwor nalezy sporzadza¢ bezposrednio przed uzyciem.

3.10.2. Posredni roztwér mianowany lasalocidu soli sodowej, 50 pg/ml

Pobraé¢ pipetg 10,0 ml podstawowe%O roztworu mianowanego lasalocidu soli sodowej (3.10.1) do kolby
miarowej 0 pojemnosci 100 ml, dopelni¢ do oznaczenia zakwaszonym metanolem (3.8) i wymiesza¢. Niniejszy
roztwor nalezy sporzadzaé bezposrednio przed uzyciem.

3.10.3. Roztwory wzorcowe

Do szeregu kolb wzorcowych o pojemnosci 50 ml przenies¢ 1.0, 2.0, 4,0 5,0 oraz 10,0 ml posredniego
roztworu mianowanego (3.10.2). Dopelni¢ do oznaczenia zakwaszonym metanolem (3.8) i wymieszad.
Roztwory te odpowiadaja odpowiednio 1,0 2,0 4,0 5,0 i 10,0 pg lasalocidu soli sodowej na ml. Roztwory te
muszg by¢ sporzadzane bezposrednio przed uzyciem.

3.11.  Woda, stopiei HPLC
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4. Aparatura
4.1.  taznia ultradzwickowa (lub wstrzgsana faznia wodna) z kontrolg temperatury
4.2. Filtry membranowe, 0,45 pm

4.3.  Sprzet do wysokosprawnej chromato<f1rafii cieczowej (HPLC) z systemem wtryskowym, odpowiednim do wtrys-
kiwania jednostek o pojemnosci 20 pl.

4.3.1. Plynna kolumna chromatograficzna, 125 mm x 4 mm, chromatografia podzialowa z odwrécong faza C18 o
wypelnieniu 5 pm lub réwnowaznym

4.3.2.  Spektrofluorymetr z mozliwoscig zmiany dtugosci fal wzbudzenia i emisji

5. Procedura
5.1.  Ogdlne
5.1.1. Préba slepa

Do celéw przeprowadzenia testu odzysku (5.1.2) powinna zosta¢ przeprowadzona analiza lepej préby w celu
upewnienia si¢, czy nie wystgpuje w niej ani lasaﬁ)cid s6l sodowa ani substancje przeszkadzajace. Proba §lepa
powinna by¢ podobna pod wzgledem rodzaju do prébki i nie powinna zostal wykryta obecno$¢ lasalocidu soli
sodowej ani substancji przeszkadzajacych.

5.1.2.  Test odzysku

Test odzysku powinien by¢ przeprowadzany przez analize proby Slepej, ktdra zostala wzmocniona przez
dodanie okreslonej ilosci lasalocidu soli sodowej, podobnej do tej, ktéra znajduje si¢ w probce. W celu wzmoc-
nienia na poziomie 100 mg/kg, przekaza¢ 10,0 ml roztworu mianowanego (3.10.1) do kolby stozkowej o
pojemnosci 250 ml i odparowaé roztwoér do okolo 0,5 ml. Doda¢ 50 g Slepej proby, starannie wymieszaé i
pozostawi¢ na 10 minut, mieszajac kilkakrotnie przed przejsciem do etapu ekstrakeji (5.2).

Alternatywnie, jesli nie jest dostepna préba $lepa podobna pod wzgledem rodzaju nie do probki (patrz: 5.1.10),
test odzysku mozna przeprowadzi¢ srodkami metody dodawania wzorca. W tym prz a(ﬁ(u, probka, ktéra ma
zosta¢ poddana analizie jest wzmacniana lasalocidem solg sodowa, w iloSci podobnej do tej zawartej w prébee.
Niniejsza prébka jest analizowana razem z probka niewzmocniong, a odzysk oblicza si¢ przez odejmowanie.

5.2.  Ekstrakcja
5.2.1. Pasze

Odwazy¢ z dokladnoscia do 0,01 g od 5 g do 10 g prébki, do w kolby stozkowej o pojemnosci 250 ml z
korkiem. Doda¢ pipeta 100,0 ml zakwaszonego metanolu (3.8), zamknaé lekko korkiem i zawirowal do
rozproszenia. Umiesci¢ kolbe w kapieli ultradzwickowej (4.1), w temperaturze okoto 40 °C, na 20 minut,
wyciggnac i schlodzi¢ do temperatury pokojowej. Odstawi¢ na godzing, do momentu osadzenia si¢ zawiesiny,
nastepnie przefiltrowaé podwielokrotng czg$¢ probki przez filtr membranowy 0,45 pm (4.2) do odpowiedniego
naczynia. Nast¢pnie przej$¢ do oznaczenia wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) (5.3).

5.2.2. Premiksy

Odwazy¢ z dokladnoscig do 0,001 g ok. 2 g premiksu, do kolby miarowej o pojemnosci 250 ml. Dodaé
100,0 ml zakwaszonego metanolu (3.8) i zawirowa¢ do rozproszenia. Umiesci¢ koFbe; wraz z jej zawartoscig w
kapieli ultradzwickowej (4.1), w temperaturze okoto 40 °C, na 20 minut, wyciagna¢ i schlodzi¢ do temperatury
pokojowej, Rozcieficzy¢ w zakwaszonym metanolu do oznaczenia (3.8) i dobrze wymieszac. Odstawi¢ na
godzing, do momentu osadzenia si¢ zawiesiny, nastgpnie przefiltrowal podwielokrotna czg$¢ prébki przez filtr
membranowy 0,45 pm (4.2). Rozcieniczy¢ odpowiednig ilos¢ oczyszczonego filtratu zakwaszonym metanolem
(3.8), aby uzyskac ostateczny roztwér analityczny, zawierajacy okoto 4 pm/ml lasalocidu soli sodowej. Nastepnie
przej$¢ do oznaczenia wysoiosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) (5.3).

5.3.  Oznaczanie wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)
5.3.1. Parametry

W celach orientacyjnych proponuje si¢ zachowanie nastgpujacych warunkéw; mozna tez stosowal inne
warunki, o ile dajg one takie same wyniki:

Plynna kolumna chromatograficzna (4.3.1): 125 mm x 4 mm, odwrdécona faza C18, 5 pm
wypehienia lub réwnowaznik

Faza ruchoma (3.9): Mieszanina roztworu buforowego fosforanu (3.7) i
metanolu (3.5) 5 + 95 (V +V)

Szybko$¢ przeplywu: 1,2 ml/min

Detekgja diugosci fal:

- Wzbudzenie: 310 nm

— Emisja: 419 nm

Objetos¢ wtrysku: 20 ul
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6.1.

6.2.

7.2.

7.3.

Sprawdzi¢ stabilno$¢ systemu chromatograficznego, wtryskujagc w tym celu kilkakrotnie roztwér wzorcowy
(3.10.3) zawierajacy 4,0 pg/ml, az do uzyskania stalych wysokosci (lub powierzchni) pikéw i czasu retencji.

Krzywa wzorcowa

Wiryskiwal kilkakrotnie kazdy roztwor wzorcowy (3.10.3) i oznaczy¢ Srednie wysokoéci piku (powierzchnie)
dla kazdego stezenia. Wykresli¢ krszq wzorcowg wykorzystujac $rednie wysokosci (powierzchnie) pikow
roztwordéw wzorcowych jako rzednych i odpowiadajacych im stezen, w pg/ml, jako odcigtych.

Roztwor prébny

Wiryskiwa¢ kilkakrotnie ekstrakty uzyskane w 5.2.1 lub 5.2.2, wykorzystujac takg samg objetos¢ jak przyjeta
dla roztworéw wzorcowych i oznaczy¢ $rednig wysokos¢ piku (pow1erzchn1§) dla lasalocidu soli sodowej.
Obliczanie wynikéw

Na podstawie Srednich wysokosci piku (powierzchni), wytworzonych przez wtrysnigcie roztworu prébnego
(5.3.3), okresli¢ stezenie lasalocidu soli sodowej (ug/ml) przez pordéwnanic z krzywa wzorcowa.

Pasze

Zawarto$¢ lasalocidu soli sodowej, w (mg/kg), w probce oblicza si¢ przy pomocy nastgpujacego wzoru:

w = B g g

gdzie
p = stezenie lasalocidu soli sodowej w roztworze probnym (5.2.1), w ug/ml
V, = objetos¢ ekstraktu probki zgodnie z 5.2.1 w ml (¢j. 100)

m = masa porcji prébnej, w gramach
Premiksy

Zawarto$¢ lasalocidu soli sodowej, w (mg/kg), w probce oblicza si¢ przy pomocy nastgpujacego wzoru:

B-Va-
72 [mg/kg]
gdzie:
p = stezenie lasalocidu-soli sodowej w roztworze probnym (5.2.1), w ug/ml
V, = objetos¢ ekstraktu probki zgodnie z 5.2.2, w ml (tj. 250)
f = wspdlczynnik rozcieficzenia, zgodnie z 5.2.2 m = masa porgji prébnej, w gramach

Ocena poprawno$ci wynikéw
Tozsamos¢

Metody oparte o spektrofluorymetri¢ s3 mniej podatne na zakldcenia niz te, w ktérych uzywa si¢ detekeji
promieni UV. Tozsamo$¢ analitu moze by¢ potwierdzona przez chromatografi¢ réwnolegla.

Chromatografia réwnolegta

Do ekstraktu probki (5.2.1 lub 5.2.2) dodaje si¢ odpowiedniag ilo$¢ roztworu wzorcowego (3.10.3). Ilo$¢ doda-
nego lasalocidu soli sodowej powinna by¢ thzona do ilosci lasalocidu soli sodowej znajdujacej sie w ekstrakcie
probki. Jedynie wysokos¢ piku lasalocidu soli sodowej powinna by¢ wzmocniona do rozmiaru opartego na
dodanej ilosci lasalocidu soli sodowej i rozpuszczeniu ef(straktu Szerokos¢ piku, w polowie wysokosci, musi si¢
miesci¢ migdzy + 10 % pierwotnej szerokosci piku niewzmocnionego ekstraktu probki.

Powtarzalno$¢

Réznica miedzy wynikami dwéch réwnoleglych oznaczen przeprowadzonych na tej samej probce nie moze
przekraczaé:

— 15 % wzgledem wickszej zawartosci lasalocidu soli sodowej, od 30 mg/kg do 100 mg/kg,

— 15 mgfkg wzgledem zawartosci lasalocidu soli sodowej, od 100 mg/kg do 200 mg/kg,

— 7.5 % wzgledem wiekszej zawartosci lasalocidu soli sodowej, powyzej 200 mg/kg.

Odzysk

W przypadku prébki wzmocnonej (Slepej) odzysk powinien wynosi¢ co najmniej 80 %. W przypadku prébki
wzmocnionej premiksu (Slepej), o (fzysk powinien wynosi¢ co najmniej 90 %.

Wyniki badafi zbiorowych

Zorganizowano badanie zbiorowe, w ramach ktérego we wspélpracy z dwunastoma innymi laboratoriami ('),

przeprowadzono analiz¢ 2 premiksow (prébki 1 i 2) oraz 5 pasz (probki 3-7). Przeprowadzono analiz¢ kazdej
probki dwukrotnie. Wyniki sg zamieszczone w ponizszej tabeli:

() Analityk, 1995 r., 120, 2175-2180.
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. . Probka 4
Probka 1 P;obkg](f lérobkahj Okruchy | Prébka 5 | Prébka 6 | Prébka 7
Premiks dla ri’ﬂu ré:ﬂu ! dla Pasza dla | Pasza dla | Pasza dla
kurczakow ind ﬁ, ind li' kurcza- indykow drobiu drobiu
indykéw | indykéw Kow

L 12 12 12 12 12 12 12
N 23 23 23 23 23 23 23
Srednio (mgfkg) 5050 16 200 76,5 78,4 92,9 48,3 32,6
Sr (mg/mg) 107 408 1,71 2,23 2,27 1,93 1,75
Cvr (%) 2,12 2,52 2,24 2,84 2,44 4,00 5,37
SR (mg/kg) 286 883 3,85 7,32 5,29 3,47 3,49
CVR (%) 5,66 5,45 5,03 9,34 5,69 7,18 10,70
Zawarto$¢ nominalna 5000 (*) 16 000 (*)| 80 (¥ 105 (%) 120 (%) 50 (%) 35 ()

(mg[kg)

L = liczba laboratoriow

N = liczba poszczegélnych wynikow

Sr = standardowe odchylenie powtarzalnosci

SR = standardowe odchylenie odtwarzalnosci wynikow

CVr = odchylenie standardowe zmienne powtarzalnosci, %

CVR = odchylenie standardowe zmienne odtwarzalnosci, %

(*) zawarto$¢ zadeklarowana przez producenta

(") pasza przygotowana w laboratorium




