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DWUNASTA DYREKTYWA KOMISJI 93/117/WE
z dnia 17 grudnia 1993 r.

ustanawiajgca wspolnotowe metody analizy do celéw urzedowej kontroli pasz

KOMISJA WSPOLNOT EUROPEJSKICH,

uwzgledniajgc  Traktat ustanawiajacy Europejska Wspdlnote
Gospodarczg,

uwzgledniajac dyrektywe Rady 70/373/EWG z dnia 20 lipca
1970 r, w sprawie wprowadzenia wsp6lnotowych metod
pobierania prébek i analizy dla urzedowej kontroli pasz ('),
ostatnio zmieniona rozporzadzeniem (EWG) nr 3768/85 (%), w
szczegblnodci jej art. 2,

a takze majac na uwadze, co nastepuje:

dyrektywa 70/373/EWG wymaga, aby urzedowe kontrole pasz
byly przeprowadzane przy uzyciu wspélnotowych metod
pobierania prébek i analizy w celu sprawdzania zgodnosci z
wymaganiami, wynikajagcymi  z  przepisow  ustawowych,
wykonawczych i administracyjnych dotyczacych jakosci i
skladu pasz;

powinny by¢ ustanowione wspélnotowe metody analizy zacho-
wywania warunk6w stosowania w paszach zwierzecych takich
dodatkéw paszowych jak robenidyna i benzokwat metylu;

srodki, przewidziane w niniejszej dyrektywie, sa zgodne z
opinia Stalego Komitetu ds. Pasz,

PRZYJMUJE NINIEJSZA DYREKTYWE:

Artykut 1

Panistwa Czlonkowskie wymagaja, aby analizy przeprowadzone
w ramach urzedowej kontroli celem stwierdzenia zawartosci
robenidyny i benzokwatu metylu byly przeprowadzane z
wykorzystaniem metod opisanych w zalagczniku do niniejszej

dyrektywy.

() Dz.U.L 170 z 3.8.1970, str. 2.
() Dz.U.L 362z 31.12.1985, str. 8.

Artykut 2

Panistwa Czlonkowskie wprowadzaja w zycie, najpdzniej do
dnia 30 listopada 1994 r., przepisy ustawowe, wykonawcze i
administracyjne niezb¢dne do dostosowania si¢ do przepisdw
niniejszej dyrektywy oraz niezwlocznie powiadamiajg o tym
Komisje.

Panistwa Czlonkowskie przyjmujac te przepisy, zawierajg odnie-
sienie do niniejszej dyrektywy lub odniesienie takie towarzyszy
ich urzgdowej publikacji. Procedure dokonywania takich odnie-
sienn okreslaja Panistwa Czlonkowskie.

Artykut 3

Niniejsza dyrektywa wchodzi w zycie trzeciego dnia po jej
opublikowaniu w Dzienniku Urzedowym Wspdlnot Europejskich.

Sporzadzono w Brukseli, dnia 17 grudnia 1993 r.

W imieniu Komisji
René STEICHEN

Czlonek Komisji
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ZALACZNIK

1. OZNACZANIE ROBENIDYNY

chlorowodorek 1,3 di[(4-chlorobenzylideno) amino] guanidyny

Cel i zakres

Niniejsza metoda ma na celu oznaczanie robenidyny w paszach, przy czym najnizszy poziom oznaczenia wynosi
5 mg/kg.

Zasada

Probka jest ekstrahowana zakwaszonym metanolem. Ekstrakt jest wysuszany i podwiclokrotna czg$¢ probki jest
poddawana czyszczeniu w kolumnie z tlenkiem glinu. Robenidyna jest wyplukiwana z kolumny metanolem,
stezana i gromadzona w odpowiedniej ilo$ci w fazie ruchomej. Zawarto$¢ robenidyny oznaczana jest przy uzyciu

wysokiej wydajnosci chromatografii cieczowej (HPLC), z odwréconymi fazami, przy pomocy detektora promie-
niowania UV.

Odczynniki

Metanol

Zakwaszony metanol
Wla¢ 4.0 ml kwasu solnego (P,,, 1,18 g/ml) do 500 ml do szklanej kolby miarowej, uzupeli¢ az do ozna-
czenia metanolem (3.1) i wymiesza¢. Roztwér ten powinien zostaé przygotowany tuz przed uzyciem.

Acetonitryl, klasa chromatografii ekstrakcyjnej

Sito molekularne

Typ 3A, 8-12 zgrubien oczek (zgrubienia 1,6-2,5 mm, krystaliczny glinokrzemian, $rednica poréw 0.3 mm)

Tlenek glinu: klasa aktywnosci 1 dla chromatografii kolumnowej

Przenie$¢ 100 g tlenku glinu do odpowiedniego pojemnika i doda¢ 2 ml wody. Zatka¢ pojemnik i potrzasaé
przez okolo 20 minut. Przechowywa¢ w dobrze zamknietym pojemniku.

Roztwér diwodorofosforanu potasu, ¢ = 0,025 mola/l

Rozpusci¢ 3,4 ¢ diwodorofosforanu potasu w wodzie (HPLC) w 1 000 ml szklanej kolbie miarowej, uzupehié
do oznaczenia i wymieszad.

Roztwdr wodorofosforanu disodu ¢ = 0,025 mola/l

Rozpusci¢ 3,55 g bezwodnego (lub 4,45 g dihydratu lub 8,95 g dodekahydratu) wodorofosforanu disodu w
wodzie (klasy HPLC) w 1 000 ml szklanej kolbie miarowej, uzupehi¢ do oznaczenia i wymieszac.

Faza ruchoma chromatografii cieczowej (HPLC)

Wymiesza¢ razem nastepujace odczynniki:

650 ml acetonitrylu (3.3),

250 ml wody (klasy HPLC),

50 ml roztworu diwodorofosforanu potasu (3.6),

50 ml roztworu wodorofosforanu disodu (3.7).

Przefiltrowac przez 0,22 pm filtr (4.6), odgazowac roztwér (np. przy pomocy ultradzwickéw przez 10 minut).

Substancja wzorcowa

Czysta robenidyna: chlorowodorek 1,3 di[(4-chlorobenzylideno) amino] guanidyny, E 750.
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3.9.1. Podstawowy wzorcowy roztwér robenidyny: 300 pg/ml.:
Odwazy¢ z dokladnosci do 0,1 mg, 30 mg wzorcowej substancji robenidyny (3.9). Rozpusci¢ w zakwaszonym
metanolu (3.2) w 100 ml szklanej kolbie miarowej, uzupeli¢ do oznaczenia tym samym rozpuszczalnikiem i
wymiesza¢. Kolbg¢ owina¢ folig aluminiowg i przechowywaé w ciemnym miejscu.

3.9.2. Posredni wzorcowy roztwor robenidyny: 12 pg/ml

Przenie$¢ 10,0 ml wzorcowego roztworu podstawowego (3.9.1) do 250 ml kolby miarowej, uzupetni¢ do ozna-
czenia fazg ruchoma (3.8) i wymieszac. Kolbe owing¢ folia aluminiows i przechowywaé w ciemnym miejscu.

3.9.3. Roztwory do wzorcowania
Do szeregu 50 ml wzorcowych kolb przenies¢ 5,0, 10,0, 15,0, 20,0 i 25,0 ml posredniego roztworu wzorco-

wego (3.9.2). Uzupehi¢ do oznaczenia faza ruchoma (3.8) i wymieszaé. Otrzymane roztwory odpowiadaja 1,2,
2,4, 3,6 oraz 6 pg/ml robenidyny odpowiednio. Roztwory te musza by¢ przygotowane tuz przed uzyciem.

4. Aparatura

4.1.  Szklana kolumna

Wytworzona z bursztynowego szkla z kurkiem zamykajagcym i zbiornikiem o pojemno$ci okolo 150 mil,
wewnetrznej Srednicy 10-15 mm, dlugosci 250 mm.

4.2.  Laboratoryjna wstrzgsarka reczna
4.3, Obrotowy warstwowy aparat wyparny

4.4, Sprzet do chromatografii cieczowej z detektorem promieniowania UV lub detektor z ukladem diod pracujgcy w zakresie 250~
400 mm

4.4.1. Cieczowa kolumna chromatograficzna: 300 mm x 4 mm, C,g 10 pm opakowanie lub réwnowazne.
4.5.  Bibula filtracyjna z wkkna szklanego (Whatman GF/A lub réwnowazne).

4.6.  Filtry membranowe 0,22 pym

4.7.  Filtry membranowe 0,45 ym

5. Procedura

Uwaga: Robenidyna jest wrazliwa na $wiatlo. Nalezy uzywaé szkla bursztynowego we wszystkich dziataniach.
5.1.  Uwagi ogdlne

5.1.1. Slepa préba powinna by¢ przeanalizowana celem potwierdzenia, Ze ani robenidyna ani inne substancje przeszka-
dzajgce nie wystepujg w roztworze.

5.1.2. Badanie odzysku przeprowadza si¢ przez analiz¢ paszy probnej (5.1.1), ktory zostal wzmocniony poprzez
dodanie pewnej ilosci robenidyny, podobnej do ilosci znajdujacej si¢ w probee. Aby uzyskaé wzmocnienie do
poziomu 60 mg/kg, przenie$¢ 3,0 ml wzorcowego roztworu podstawowego (3.9.1) do 250 ml stozkowej kolby.
Odparowac roztwor do okoto 0,5 ml w strumieniu azotu. Dodaé 15 g paszy uzywana w §lepej probie, wymie-
sza¢ i odczeka¢ 10 minut przed przystapieniem do ekstrakgji (5.2).

Uwaga: do celéw niniejszej metody, pasza uzywana w Slepej probie powinna by¢ podobna pod wzgledem
rodzaju do tej z badanej prébki i w czasie analizy nie powinno dojs¢ do wykrycia robenidyny.

5.2.  Ekstrakcja

Odwazy¢ z dokladnosciag do 0,01 g okolo 15 g przygotowanej do badania probki. Przenies¢ ja do 250 ml
stozkowej kolby i doda¢ 100,0 ml zakwaszonego metanolu (3.2), zatka¢ korkiem i potrzasaé przez godzing przy
uzyciu wstrzasarki (4.2). Roztwor odfiltrowaé przez bibule filtracyjng z wldkna szklanego (4.5), a caly filtrat
zebra¢ w kolbie stozkowej o pojemnosci 150 ml. Dodaé 7.5 g sita molekularnego (3.4), zatkaé korkiem i
potrzasaé przez pig¢ minut. Natychmiast po zakoficzeniu wstrzasow przefiltrowaé przez bibule filtracyjna z
wldkna szklanego. Roztwor ten utrzymaé do oczyszczania (5.3).
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5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

7.1.

Oczyszczanie

. Przygotowanie kolumny z tlenkiem glinu

Malg zatyczke z waty szklanej wlozy¢ do dolnego korica kolumny szklanej (4.1) i ubi¢ ja szklana paleczka.
Odwazy¢ 11,0 g przygotowanego tlenku glinu (3.5) i przenie$¢ do kolumny. Nalezy zwrdci¢ uwagg, aby w czasie
wykonywania tej czynno$ci zminimalizowaé narazenie na dzialanie powietrza atmosferycznego. Delikatnie
postuka¢ napelniong kolumne od dolnej strony w celu osadzenia tlenku glinu.

. Oczyszczanie probki

Przy pomocy pipety przenie$¢ do kolumny 5,0 ml ekstraktu probki przygotowanego zgodnie z. (5.2). Zakon-
czenie pipety przylozy¢ blisko do Scianki kolumny i pozwoli¢, aby roztwér zostal wchlonigty przez tlenek
glinowy. Wyptuka¢ robenidyn¢ z kolumny przy uzyciu 100 ml metanolu (3.1), przy szybkosci przepltywu 2-
3 ml na minutg, a eluat zebra¢ w 250 ml kolbie kulistej. Roztwor metanolu odparowaé do suchosci przy
obnizonym ci$nieniu w temperaturze 40 °C, przy pomocy warstwowego aparatu wyparnego (4.3). Nalezy
ponownie rozpusci¢ pozostato$¢ w 3—4 ml fazy ruchomej (3.8) i przekaza¢ ilosciowo do szklanej kolby miarowej
0 pojemnoscil0 ml. Kolbe przeptukaé kilkoma 1-2 ml porcjami fazy ruchomej i wyla¢ popluczyny do szklanej
kolby miarowej. Dopehnic¢ tego samego rozpuszczalnika do oznaczenia i wymieszaé. Podwielokrotna czg$¢ probki
jest filtrowana przez filtr 0,45 pm (4.7). Zachowa¢ ten roztwér do oznaczenia HPLC (5.4).

Oznaczanie HPLC
Parametry

Nastepujace podane s jako wytyczne, inne warunki moga by¢ wykorzystane pod warunkiem, ze daja réwno-
wazne wyniki:

Kolumna do chromatografii cieczowej (4.4.1),
Faza ruchoma HPLC (3.8),

Szybkos¢ przeplywu: 1,5-2 ml na minute,
Dhugos¢ fali detektora: 317 nm,

Objetos¢ iniekgji: 20-50 pl.

Sprawdzi¢ stabilno$¢ systemu chromatograficznego, dokona¢ kilkukrotnej iniekeji roztworu wzorcowego (3.9.3),
zawierajacego 3,6 pg/ml, az zostang osiagnigte stale warto$ci szczytowe i czasy retencji.

Wykres wzorcowy

Wstrzyknaé kazdy roztwér wzorcowy (3.9.3), kilka razy zmierzy¢ wartoSci szczytowe (obszary) dla kazdego
stezenia. Nastepnie nalezy nakresli¢ krzywa odwzorowania wykorzystujac $rednie wartosci szczytowe lub obszary
roztworéw wzorcowych na osi rzednych wraz z odpowiadajagcymi stezeniami w pg na ml na osi odcietych.

Roztwér prébny

Prébny ekstrakt (5.3.2) wstrzyknad kilka razy, uzywajac takiej samej objetosci jak w przypadku roztworéw wzor-
cowych, i ustali¢ $rednia warto$¢ szczytowa (obszar) robenidyny.

Obliczanie wynikéw

Na podstawie $rednich wysokosci (obszardéw) robenidyny roztworu probnego, ustala si¢ steZenie roztworu prob-
nego w pg/ml przez odniesienie do wykresu wzorcowego (5.4.2).

Zawarto$¢ robenidyny w (mg/kg) w prdbcee oblicza si¢ przy pomocy nastgpujacego wzoru:

_ ¢x200
m

gdzie:

¢ = stezenie robenidyny w roztworze probnym w pg/ml.,

m = masa badanej probki w gramach.
Weryfikacja wynikow

Tozsamos¢

Tozsamo$¢ skladnika oznaczanego (analitu) moze by¢ potwierdzona przy pomocy wspotchromatografii lub przy
uzyciu detektora z ukladem diod, przy pomocy ktérego, zakresy ekstraktu prébnego i roztworu wzorcowego
(3.9.3), zawierajace 6 pg/ml s poréwnywane.
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7.1.1.

7.1.2.

7.2

7.3.

Wspolchromatografia

Prébny ekstrakt jest wzmocniony przez dodanie odpowiedniej ilosci roztworu wzorcowego (3.9.3). llos¢ dodanej
robenidyny powinna by¢ podobna do oszacowanej ilosci robenidyny odkrytej w ekstrakcie probnym.

Tylko wysoko§¢ szczytowej wartosci robenidyny powinna zosta¢ podwyzszona po uwzglednieniu zaréwno
dodanej ilosci jak i rozcienczenia ekstraktu. Szeroko§¢ wartoSci szczytowej, stanowiaca polowe maksymalnej
wysokodci, musi miesci¢ si¢ w okoto 10 % szerokosci pierwotnej.

Detektor z zestawem diod

Wyniki sa oceniane wedlug nastepujacych kryteriow:

a) dtugos¢ fali maksymalnego pochlaniania prébki i widm wzorcowych, zapisane na szczytowym wierzcholku
chromatogramu, musi by¢ taka sama w ramach marginesu okreslonego przez zdolno§¢ rozdzielcza systemu
detekcji. W przypadku detektora z zestawem diod wynosi ona zazwyczaj okolo 2 nm;

=

migdzy 250 a 400 nm, probka i wzorcowe widma zapisane na szczytowym wierzchotku chromatogramu, nie
moga r6zni¢ sie dla tych czeSci widma w zakresie 10-100 % wzglednej absorbancji. Kryterium to jest
spelnione, kiedy wystepuja takie same warto$ci maksymalne i przy Zadnym zaobserwowanym punkcie
rozbiezno$¢ miedzy dwoma widmami nie przekracza 15 % absorbancji wzorcowego anlitu;

e}
-

migdzy 250 a 400 nm, widma rosngcych, szczytowych i malejacych wartosci szczytowych tego ekstraktu
probnego nie moga réznic si¢ od siebie dla tych czgsci widma w zakresie 10-100 % wzglednej absorbangji.
Kryterium to jest spelnione, kiedy wystepuja takie same maksymalne wartoci i w ramach zadnego zaobserwo-
wanego punktu, rozbiezno$¢ miedzy widmami nie przekracza 15 % absorbancji widma punktu szczytowego;

Jezeli jedno z tych kryteriéw nie jest spelnione to obecno$¢ analitu nie zostala potwierdzona.

Powtarzalnosé

Réznica migdzy wynikami dwdch réwnoleglych oznaczen przeprowadzonych dla tej samej probki nie moze
przekracza¢ 10 % wyzszego wyniku dla zawartosci robenidyny powyzej 15 mg/kg.

Odzysk

Dla wzmocnionej $lepej probki odzysk powinien wynosi¢ przynajmniej 85 %.

Wyniki wspélnie prowadzonych badan

Wspdlnota zorganizowala wspdlne badania w ramach ktorych, cztery probki paszy dla drobiu i krélikow, w
postaci maczki lub granulatu zostaly poddane analizie przez 12 laboratoriow. Kazda prébke poddano podwéjnej
analizie. Wyniki zostaly podane w tabeli ponizej.

Pasza dla drobiu Pasza dla krolikow

Maczka Granulat Maczka Granulat
Warto$¢ Srednia mg/kg 27,00 27,99 43,6 40,1
Sr (mg/kg) 1,46 1,26 1,44 1,66
CVr (%) 5,4 4,5 3,3 4,1
Sr (mg/kg) 4,36 3,36 4,61 3,91
CVR (%) 16,1 12,0 10,6 9,7
Odzysk (%) 90,0 93,3 87,2 80,2
Sr = odchylenie standardowe powtarzalnosci.
CVr = wspdlezynnik zmiennos$ci powtarzalnosci.
SR = odchylenie standardowe odtwarzalnosci.

CVR = wspdlezynnik zmiennosci odtwarzalnosci.
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3.7.

4.1.

2. OZNACZANIE BENZOKWATU METYLU

7-benzyloksy-6-butylo-3-metoksykarbonylo-4-chinolon

Cel i zakres

Niniejsza metoda oznaczania zawartosci benzokwatu metylu w paszach. Najnizszy poziom oznaczenia wynosi
1 mg/kg.

Zasada

Benzokwat metylu ekstrahowany jest z roztworem metanolowego kwasu metanosulfonowego. Ekstrakt jest oczy-
szczany dichlorometanem, przy uzyciu chromatografii jonowymienna, a potem ponownie dichlorometanem.
Zawarto$¢ benzokwatu metylu jest oznaczana przy uzyciu wysokiej wydajnosci chromatografii cieczowej (HPLO),
z odwréconymi fazami, przy pomocy detektora promieniowania UV.

Odczynniki

Dichlorometan

Metanol, klasa chromatografii cieczowej (HPLC)

Faza ruchoma chromatografii cieczowej:

mieszanina metanolu (3.2) i wody (klasy HPLC) 75 + 25 (objetoSciowo + objetosciowo).

Przefiltrowa¢ przez filtr 0,22 pm (4.5), odgazowac roztwér (np. przy pomocy ultradzwickéw przez 10 minut).
Roztwdr kwasu metanosulfonowego 6 = 2 %

Rozcieficzy¢ 20,0 ml kwasu metanosulfonowego przy pomocy metanolu (3.2) do objetosci 1 000 ml.

Roztwér kwasu solnego o = 10 %

Rozcienczy¢ 100 ml kwasu solnego (P,, stezenie 1,18 g/ml) woda do objetosci 1 000 ml.

Zywica kationitowa Amberlite CG - 120 (Na), wielkos¢ oczka 100-200

Zywica jest wstepnie oczyszczane przed uzyciem: sporzadzi¢ zawiesing 100 g zywicy i 500 ml roztworu kwasu
solnego (3.5) i podgrzewaé na plycie grzejnej az do wrzenia, ciagle mieszajac. Pozwoli¢ na ostygnigcie i przelaé
kwas. Przefiltrowa¢ przez bibule filtracyjng w prézni. Umy¢ zywice dwukrotnie 500 ml porcjami wody, a
nastepnie 250 ml metanolu (3.2). Przepluka¢ zywice kolejng 250 ml porcja metanolu i wysuszy¢ dmuchajac
powietrzem na placek filtracyjny. Wysuszona zywice przechowywaé w zatkanej butelce.

Substancja wzorcowa: czysty benzokwat metylu (7 - benzoksylo - 6 - butylo - 3 - metoksycarbonylo - 4 chinolon)

. Podstawowy wzorcowy roztwér benzokwatu metylu: 500 pg/ml.

Odwazy¢ z dokladnoscig do 0,1 mg 50 mg wzorcowej substancji (3.7). Rozpusci¢ w roztworze kwasu metano-
sulfonowego (3.4) w kolbie miarowej o pojemnosci j100 ml, uzupeni¢ do oznaczenia i wymieszac.

. Posredni wzorcowy roztwér benzokwatu metylu: 50 pg/ml

Przenies¢ 5,0 ml wzorcowego roztworu podstawowego benzokwatu metylu (3.7.1) do kolby miarowej o pojem-
nosci 50 ml, uzupehic¢ do oznaczenia metanolem (3.2) i wymieszac.

. Roztwory wzorcowe

Do szeregu kolb miarowych o pojemnosci 25 ml przenies¢ 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 i 5,0 ml posredniego wzorcowego
roztworu benzokwatu metylu (3.7.2). Uzupelni¢ do oznaczenia fazg ruchomg (3.3) i wymieszaé. Roztwory te
maja stezenia odpowiednio 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 oraz 10.0 pg/ml benzokwatu metylu. Roztwory musza by¢ przygo-
towane bezposrednio przed uzyciem.

Aparatura

Wstrzgsarka laboratoryjna
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4.2.

4.3.

4.4.

4.4.1.

4.5.

4.5.

5.1.

5.1.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.4.1.

5.4.2.

Obrotowy warstwowy aparat wyparny
Szklana kolumna (250 mm x 15 mm) z kurkiem zamykajgcym i zbiornikiem o pojemnosci okolo 250 ml.

Sprzet do chromatografii cieczowej (HPLC) z detektorem promieniowania UV o réznych diugosciach fal lub detektor z
zespotem diod

Cieczowa kolumna chromatograficzna: 300 mm x 4 mm, C - 18, 10 pm wypelnienie lub odpowiednik.
Filtry membranowe 0,22 pym

Filtry membranowe 0,45 pm

Procedura

Uwagi ogdlne

Pasza uzyta w Slepej prébie powinna by¢ przeanalizowana w celu sprawdzenia obecnosci benzokwatu metylu
badz tez substancji przeszkadzajacych.

. Badanie odzysku powinno zosta¢ przeprowadzone przez analiz¢ paszy uzytej w Slepej prébie, ktora zostata

wzmocniona przez dodanie pewnej ilosci benzokwatu metylu, podobnej do ilosci obecnej w prébee. Aby
wzmocni¢ do poziomu 15 mgfkg, doda¢ 600 pl wzorcowego roztworu podstawowego (3.7.1) do 20 g paszy
uzytej w Slepej probie, wymieszaé i odczekaé 10 przed przystapieniem do ekstrakeji(5.2).

Uwaga: do celéw niniejszej metody, pasza uzywana w Slepej probie powinna by¢ podobna pod wzgledem
rodzaju do tej z probki i w czasie analizy nie powinno doj$¢ do wykrycia benzokwatu metylu.

Ekstrakcja

Odwazy¢ z dokladnoscig do 0,01 g okolo 20 g przygotowanej prébki i przenies¢ ja do stozkowej kolby o
pojemnosci 250 ml i doda¢ 100,0 ml roztworu kwasu metanosulfonowego (3.4), wstrzgsa¢ mechanicznie (4.1)
przez 30 minut. Roztwor przefiltrowaé przez bibule filtracyjna, a caly filtrat zachowa¢ dla etapu ekstrakcji w
ukladzie ciecz—ciecz (5.3).

Ekstrakcja w ukladzie ciecz—ciecz

Do 500 ml lejka rozdzielczego, zawierajacego 100 ml roztworu kwasu solnego (3.5) wla¢ 25.0 ml uzyskanego
filtratu w (5.2). Doda¢ 100 ml dichlorometanu (3.1) do lejka i potrzasa¢ przez minutg. Pozwoli¢ na rozdzielenie
warstw i nizsza warstwe (dichlorometan) zla¢ do 500 ml kolby okraglodennej. Powtorzy¢ ekstrakcje fazy wodnej
stosujac kolejne dwie 40 ml porcje dichlorometanu i polaczy¢ je z pierwszym ckstraktem w kolbie okragto-
dennej. Ekstrakt dichlorometanu odparowaé do suchosci na obrotowym aparacie wyparnym (4.2) dzialajac w
warunkach obnizonego ci$nienia, w temperaturze 40 °C. Pozostalo§¢ rozpusci¢ w 20-25 ml metanolu (3.2),
zatkac kolbe i zachowa¢ calos¢ ekstraktu dla chromatografii jonitowej (5.4).

Chromatografia jonowymienna
Przygotowanie kolumny kationowej jonowymiennej

Malg zatyczke z waty szklanej wlozy¢ do dolnego konica kolumny szklanej (4.3). Nastgpnie przygotowaé zawie-
sing, zawierajaca 5,0 g oczyszczonej zywicy kationowymiennej (3.6) i 50 ml kwasu solnego (3.5), i wla¢ do
kolumny szklanej i poczekaé az si¢ ustoi. Odlaé nadmiar kwasu znad powierzchni zywicy i plukaé¢ kolumng
woda dopdki papierek lakmusowy nie bedzie pokazywaé, ze wyciek jest obojetny. Przenies¢ 50 ml metanolu
(3.2) do kolumny i pozwoli¢, aby przesaczyt si¢ do powierzchni zywicy.

Chromatografia kolumnowa

Przy pomocy pipety ostroznie przenie$¢ do kolumny ekstrakt uzyskany zgodnie z opisem w (5.3). Kolbe okraglo-
denng przepluka¢ dwoma porcjami 5-10 ml metanolu (3.2) i przela¢ popluczyny do kolumny. Poczekal az
ekstrakt dojdzie do powierzchni zywicy, a nastgpnie przeptuka¢ kolumng 50 ml metanolu, zapewniajac, ze szyb-
ko$¢ przeplywu nie przekracza 5 ml na minutg. Scieki wylaé. Benzokwat metylu wyplukaé z kolumny przy
uzyciu 150 ml roztworu kwasu metanosulfonowego (3.4) i zebraé ecluat w kolbie stozkowej o powierzchni
250 ml.



03Jt. 15

Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej

261

5.5.

5.6.

5.6.1.

5.6.2.

5.6.3.

7.1.

Ekstrakcja w ukladzie ciecz—ciecz

Przenie$¢ eluat uzyskany w (5.4.2) do lejka rozdzielczego o pojemnosci 1 litra.. Kolbe stozkowsq przeptukaé 5-
10 ml metanolu (3.2), a popluczyny polaczy¢ z zawartoscig lejka rozdzielczego. Doda¢ 300 ml roztworu kwasu
solnego (3.5) i 130 ml dichlorometanu (3.1) i potrzasaé przez minutg. Poczekal, az fazy si¢ rozdziela i nizsza
faze (dichlorometan) zla¢ do kolby okraglodennej o pojemnosci 500 ml. Powtorzy¢ ekstrakcje z fazy wodnej,
stosujac kolejne dwie 70 ml porcje dwuchlorometanu i polaczy¢ te ekstrakty z pierwszym w kolbie okraglo-
dennej.

Odparowac ekstrakt dichlorometanu do suchosci w obrotowym aparacie wyparnym (4.2) dzialajgc w warunkach
obnizonego ci$nienia, w temperaturze 40 °C. Pozostato$ci nalezy rozpusci¢ w kolbie, zawierajacej 5 ml metanolu
(3.2) 1 jej zawarto§¢ przenie$¢ do kolby miarowej o pojemnosci 10 ml. Kolbe okraglodenng przeptukaé kolejnymi
dwoma 1-2 ml porcjami metanolu i przela¢ popluczyny do kolby miarowej. Dopelni¢ do oznaczenia metanolem
i wymieszac. Podwielokrotna porcja jest filtrowana przez filtr membranowy (4.6). Zachowaé roztwor do ozna-
czania przy uzyciu chromatografii cieczowej (HPLC) (5.6).

Oznaczanie przy pomocy chromatografii cieczowej (HPLC)
Parametry

Nastepujace warunki podawane sa jako wytyczne, inne warunki moga by¢ wykorzystane pod warunkiem, ze daja
réwnowazne wyniki:

— kolumna do chromatografii cieczowej (4.4.1),

— faza ruchoma HPLC (3.3): mieszanina metanolu z woda,
— szybko$¢ przeptywu: 1-1,5 ml na minutg,

— dhugos¢ fali wykrywania: 265 nm,

— Objetos¢ iniekeji: 20-50 pl.

Sprawdzi¢ stabilno$¢ systemu chromatograficznego, wtryskujac kilkakrotnie roztwér wzorcowy (3.7.3), zawie-
rajacy 4 pg/ml, az zostang osiagnigte stale wartosci szczytowe i czasy retencji.

Wykres wzorcowy

Kazdy roztwér wzorcowy (3.7.3) wstrzykna¢ kilka razy, oraz dokonal pomiaréw wartosci szczytowych
(obszaréw) dla kazdego stezenia. Nakresli¢ wykres wzorcowy wykorzystujac Srednie wartosci szczytowe lub
obszary roztworéw wzorcowych jako rzedne oraz odpowiadajace im stezenia w pg/ml na osi odcietych.

Roztwor prébny

Prébny ekstrakt (5.5) wstrzykna¢ kilka razy, uzywajac takiej samej objetosci jak w przypadku roztworéw wzorco-
wych, i ustali¢ $rednig warto$¢ szczytows (obszar) dla benzokwatu metylu.

Obliczanie wynikéw

Na podstawie $rednich wartoéci (obszaréw) szczytowych benzokwatu metylu w roztworze prébnym, ustali¢
stezenie roztworu probnego w pg/ml przy pomocy odniesienia si¢ do wykresu wzorcowego (5.6.2).

Zawarto$¢ benzokwatu metylu w (mg/kg) w probce oblicza si¢ przy pomocy nastgpujacego wzoru:

_ cx40
m
gdzie:
¢ = stezenie benzokwatu metylu w roztworze prébki w pg/ml.,

m = masa badanej porcji w gramach.

Uzasadnienie wynikow

Tozsamos¢

Tozsamo$¢ analitu moze by¢ potwierdzona przy pomocy wspolchromatografii lub przy uzyciu detektora z
zespotem diod, przy pomocy, ktérego widma ekstraktu probnego i roztworu wzorcowego (3.7.3), zawierajace 10
pg/ml, sa poréwnywane.
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7.1.1.

7.2.

7.3.

Wspolchromatografia

Prébny ekstrakt jest wzmocniony przez dodanie odpowiedniej iloSci posredniego roztworu wzorcowego (3.7.2).
llos¢ dodanego benzokwatu metylu powinna by¢ podobna do oszacowanej ilosci benzokwatu metylu w
ekstrakcie stanowigcym probke.

Jedynie wysoko$¢ szczytowej wartosci benzokwatu metylu powinna zosta¢ zwigkszona po uwzglednieniu
zarébwno dodanej iloéci jak i rozcieniczenia ekstraktu. Szeroko§¢ wartodci szczytowej, przy polowie maksymalnej
wysokosci, musi mie$ci¢ sie w okoto 10 % szerokosci pierwotne;j.

. Detektor z zespotem diod

Wyniki sa oceniane wedlug nastepujacych kryteriow:

a) dtugos¢ fali maksymalnego pochlaniania prébki i widm wzorcowych, zapisane na szczytowym wierzcholku
chromatogramu, musi by¢ taka sama w ramach marginesu ustalonego poprzez zdolno$¢ rozdzielcza systemu
detekeji. W przypadku detektora z zespolem diod zazwyczaj jest to okolo 2 nm;

b) migdzy 220 a 350 nm, prébka i wzorcowe widma zapisane na szczytowym wierzcholku chromatogramu, nie
moga rozni¢ si¢ dla tych cz¢Sci widma w zakresie 10-100 % wzglednej absorbancji. Kryterium to jest
spetnione, kiedy wystepuja takie same maksymalne wartosci i w ramach zadnego z obserwowanych punktow,
rozbiezno$¢ migdzy dwoma widmami nie przekracza 15 % absorbancji wzorcowego analitu;

¢) miedzy 220 a 350 nm, widma wartosci rosnacych, szczytowych i malejacych tej samej prébki ekstraktu nie
moga rozni¢ si¢ od siebie dla tych czgsci widma w zakresie od 10 do 100 % wzglednej absorbancji. Kryterium

to jest spetnione, kiedy wystepuja takie same wartosci maksymalne i w ramach zadnego z obserwowanych
punktéw, rozbieznos¢ migdzy dwoma widmami nie przekracza 15 % absorbancji wzorcowego analitu.

Gdy jedno z tych kryteriéw nie jest spelnione, obecnos¢ analitu nie zostala potwierdzona.

Powtarzalnos¢

Réznica miedzy wynikami dwoch réwnoleglych oznaczen przeprowadzonych dla tej samej probki nie moze
przekraczaé¢ 10 % wyzszego wyniku dla stezenia benzokwatu metylu w przedziale migdzy 4 a 20 mg/kg.

Odzysk

Dla wzmocnionej $lepej probki, odzysk powinien wynie$¢ przynajmniej 90 %.

Wyniki

Pig¢ prébek zostalo poddanych analizie przez 10 laboratoriéw. W stosunku do kazdej probki przeprowadzono
podwdjng analize.

Slepa préba Maczka 1 Granulat 1 Maczka 2 Granulat 2
Warto$¢ Srednia mg/kg n.w. 4,50 4,50 8,90 8,70
Sr (mg/kg) - 0,30 0,20 0,60 0,50
CVr (%) - 6,70 4,40 6,70 5,70
Sr (mg/kg) - 0,40 0,50 0,90 1,00
CVR (%) - 8,90 11,10 10,10 11,50
Odzysk (%) - 92,00 93,00 92,00 89,00
nw. = nie wykryto
Sr = odchylenie standardowe powtarzalnosci
CVr = wspdlezynnik zmiennosci powtarzalnosci
SR = odchylenie standardowe odtwarzalnosci

CVR = wspdlczynnik zmiennosci odtwarzalno$ci




