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KOMISSION DIREKTIIVI 1999/76/EY,

annettu 23 piivini heinikuuta 1999,

yhteison menetelmisti lasalosid-natriumin miirittimiseksi

(ETA:n kannalta merkityksellinen teksti)

EUROOPAN YHTEISOJEN KOMISSIO, joka
ottaa huomioon Euroopan yhteisén perustamissopimuksen,

ottaa huomioon yhteison ndytteenotto- ja mdadritysmenetel-
mistd rehujen virallista tarkastusta varten 20 paivind heind-
kuuta 1970 annetun neuvoston direktiivin 70/373/ETY (V)
sellaisena kuin se on viimeksi muutettuna Itdvallan, Suomen ja
Ruotsin liittymisasiakirjalla, ja erityisesti sen 2 artiklan,

sekd katsoo, ettd

1) direktiivissda 70/373/ETY sdddetddn, ettd rehun laadusta
ja koostumuksesta annettujen lakien, asetusten ja hallin-
nollisten madrdysten noudattamisen valvomiseksi tehta-
vissd virallisissa takastuksissa on kiytettdvd yhteison
ndytteenotto- ja médritysmenetelmis,

2) rehujen lisdaineista 23 péivdnd marraskuuta 1970 anne-
tussa neuvoston direktiivissi 70/524/ETY (%), sellaisena
kuin se on viimeksi muutettuna komission asetuksella
(EY) N:o 8661999 (%), sdddetdidn, ettd lasalosid-natrium-
pitoisuus on merkittdvd pakkauksiin, kun niitd aineita
lisatddn esiseoksiin ja rehuun,

3) olisi vahvistettava yhteison menetelmat kysisten aineiden
valvomiseksi, ja

4)  tassd direktiivissd sdddetyt toimenpiteet ovat pysyvin
rehukomitean lausunnon mukaiset,

ON ANTANUT TAMAN DIREKTIIVIN:

1 artikla

Jasenvaltioiden on sdddettdv, ettd madritettdessd lasalosidipitoi-
suuksia rehussa ja esiseoksissa virallisia tarkastuksia varten on
kdyttettavd tdmdn direktiivin liitteessd esitettyd menetelmaa.

() EYVL L 170, 3.8.1970, s. 2.
() EYVL L 270, 14.12.1970, s. 1.
() EYVL L 108, 27.4.1999, s. 20.

2 artikla

Jasenvaltioiden on saatettava timin direktiivin noudattamisen
edellyttdmat lait, asetukset ja hallinnolliset maariykset voimaan
viimeistddn 31 pdivind tammikuuta 2000. Jasenvaltioiden on
ilmoitettava niistd vilittomasti komissiolle.

Jasenvaltioiden on sovellettava nditd sdannoksid 1 paivastd
helmikuuta 2000.

Niissa jasenvaltioiden antamissa sdddoksissd on viitattava tihdn
direktiivin tai niihin on liitettivad tillainen viittaus, kun ne
virallisesti julkaistaan. Jisenvaltioiden on sdddettdvi siitd, miten
viittaukset tehdain.
3 artikla
Tdmi direktiivi tulee voimaan kahdentenakymmenentend
pdivind sen jilkeen, kun se on julkaistu Euroopan yhteisijen
virallisessa lehdessd.

4 artikla

Tami direktiivi on osoitettu kaikille jasenvaltioille.

Tehty Brysselissd 23 paivand heindkuuta 1999.

Komission puolesta
Franz FISCHLER

Komission jdsen
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LIITE

LASALOSID-NATRIUMIN MAARITTAMINEN

Streptomyces lasaliensisin tuottama polyeetterimonokarboksyylihapon natriumsuola

Tarkoitus ja soveltamisala

Menetelmid on tarkoitettu lasalosid-natrium médrittimiseen rehusta ja esiseoksista. Havaitsemisraja on 5 mg/kg ja
médritysraja 30 mg/kg.

Periaate

Lasalosid-natrium uutetaan naytteestd happamaan metanoliin ja maaritetidn korkean erotuskyvyn kainteisfaasi-
nestekromatografialla (HPLC) kayttden spektrofluorimetridetektoria.

Reagenssit

Kaliumdivetyfosfaatti (KH,PO,)

Ortofosforihappo, w = 85 %

Ortofosforihappoliuos, ¢ =20 %

Laimennetaan 23.5 ml ortofosforihappoa (3.2) vedelli 100 ml:aan.

6-metyyli-2-heptyyliamiini (1,5-dimetyyliheksyyliamiini), w =99 %

Metanoli, HPLC-laatua

Suolahappo, p,, 1,19 g/ml

Fosfaattipuskuriliuos, ¢=0,01 mol/1

Liuotetaan 1,36 g kaliumdivetyfosfaattia (3.1) 500 ml:aan vettd (3.11), lisitddn 3,5 ml ortofosforihappoa (3.2) ja
10,0 ml 6-metyyli-2-heptyyliamiinia (3.4). Sdidetddn ortofosforihappoliuoksen avulla pH arvoon 4,0 ja laimen-
netaan vedelld (3.11) 1 000 ml:aan.

Hapan metanoli

Pipetoidaan 5,0 ml suolahappoa 1 000 mln mittapulloon, tdytetddn merkkiin metanolilla ja sekoitetaan. Tama
liuos on valmistettava vilittomaésti ennen kayttoa.

HPLC-ajoliuos, fosfaattipuskuri—metanoliliuos 5 + 95 (v +v).
Sekoitetaan 5 ml fosfaattipuskurilivosta (3.7) ja 95 ml metanolia (3.5).

Lasalosid-natrium-standardiaine, jonka puhtaus on varmistettu, C,,H;,O/,Na (Streptomyces lasaliensisin tuottama
polyeetterimonokarboksyylihapon natriumsuola), E763

Lasalosid-natriumstandardin kantaliuos, 500 pg/ml

Punnitaan 50 mg lasalosid-natriumia (3.10) 0,1 mgn tarkkuudella 100 mln mittapulloon, liuotetaan happa-
maan metanoliin (3.8), tdytetidn merkkiin samalla liuottimella ja sekoitetaan. Tami liuos on valmistettava
valittomasti ennen kdyttod.

Lasalosid-natriumstandardin vililiuos, 50 pg/ml

Pipetoidaan 10,0 ml kantastandardiliuosta (3.10.1) 100 ml:n mittapulloon, tdytetddn merkkiin happamalla meta-
nolilla (3.8) ja sekoitetaan. Tdmd liuos on valmistettava vilittomaésti ennen kayttoa.

Kalibrointiliuokset
Pipetoidaan 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 ja 10,0 ml vilistandardiliuosta (3.10.2) 50 ml:n mittapulloihin. Téytetdan merkkiin
happamalla metanolilla (3.8) ja sekoitetaan. Nami liuokset vastaavat konsentraatioita 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 ja

10,0 pgml lasalosid-natriumia. Nimé liuokset on valmistettava vilittomasti ennen kdyttoa.

Vesi, HPLC-laatua
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Vilineet

Ultraddnihaude (tai ravisteleva vesihaude), jossa on limpatilansiito

Kalvosuodattimia, 0,45 pm ja 0,22 pm

HPLC-laitteisto, jossa voidaan injektoida 20 pln naytteitd

Nestekromatografiakolonni, 125 mm x 4 mm, kédnteisfaasi C18, hiukkaskoko 5 pm tai vastaava
Spektrofluorimetri, jossa voidaan sddtdd eksitaatio- ja emissioaallonpituudet

Menettely

Yleistd

Nollandyte

Saantokokeen (5.1.2) suorittamista varten analysoidaan nollandyte, jotta varmistetaan, ettei se sisilld lasalosid-
natriumia tai héiritsevid aineita. Nollandytteen on oltava ndytteen kaltainen, eikd siind saa olla havaittavia maarid
lasalosid-natriumia tai héiritsevid aineita.

Saantokoe

Saanto on mddritettdva analysoimalla nollandyte, johon on tehty ndytteen lasalosid-natriumia vastaava lisiys. Jotta
saadaan liuos, jossa on 100 mg/kg lasalosid-natriumia vastaava lisdys, siirretddn 10,0 ml standardin kantaliuosta
(3.10.1) 250 mln erlenmeyerkolviin ja haihdutetaan noin 0,5 ml:aan. Lisitddn 50 g nollandytettd, sekoitetaan
huolellisesti, annetaan tasoittua 10 minuuttia ja sekoitetaan uudelleen useita kertoja ennen uuttovaiheeseen (5.2)
siirtymista.

Jos saatavilla ei ole ndytteen kaltaista nollandytettd (ks. 5.1.1), voidaan saantokoe suorittaa vaihtoehtoisesti
standardinlisiysmenetelmilld. Talloin analysoitavaan ndytteeseen lisitddn ndytteiden jo sisdltimid madrdd vastaava
méird lasalosid-natriumia. Tdmd ndyte analysoidaan yhdessd varsinaisen niytteen kanssa, ja saanto voidaan laskea
vahennyslaskulla.

Uutto

Rehu

Punnitaan 5—10 g ndytettd 0,01 g:n tarkkuudella 250 mln tulpalliseen erlenmeyerkolviin. Lisdtddn pipetilld
100,0 ml hapanta metanolia (3.8). Suljetaan tulpalla ja sekoitetaan kunnes ndyte on liuennut. Laitetaan kolvi noin
40-asteiseen ultraddnihauteeseen (4.1) 20 minuutiksi, otetaan pois ja jadhdytetdan huoneenlimpoiseksi. Annetaan
laskeutua noin tunnin ajan ja suodatetaan mdairdosa 0,45 pm:n kalvosuodattimen (4.2) lipi sopivaan astiaan.
Tehdddn HPLC-mddritys (5.3).

Esiseokset

Punnitaan 2 g jauhamatonta esiseosta 0,001 gin tarkkuudella 250 mln mittapulloon. Lisitian 100,0 ml
hapanta metanolia (3.8) ja sekoitetaan kunnes esiseos on liuennut. Laitetaan kolvi sisiltéineen noin 40-asteiseen
ultraddnihauteeseen (4.1) 20 minuutiksi, otetaan pois ja jadhdytetdin huoneenlimpéiseksi. Téytetddn merkkiin
happamalla metanolilla (3.8) ja sekoitetaan hyvin. Annetaan laskeutua tunnin ajan ja suodatetaan mdairdosa
0,45 pm:n kalvosuodattimen (4.2) ldpi sopivaan astiaan. Laimennetaan sopiva méird kirkasta suodosta happa-
malla metanolilla (3.8) siten, ettd lopullisessa koeliuoksessa on lasalosid-natriumia noin 4 pg/ml. Tehdddn
HPLC-mairitys (5.3).

HPLC-mairitys

Ajo-olosuhteet

Seuraavat ajo-olosuhteet ovat ohjeellisia; ajo voidaan suorittaa muissa olosuhteissa, jos niilli saadaan samat
tulokset:

Nestekromatografiakolonni (4.3.1): 125 mm x 4 mm, kiinteisfaasi C18, hiukkaskoko

5 pm tai vastaava

Ajoliuos (3.9): Fosfaattipuskuriliuoksen (3.7)
ja metanolin (3.5) seos, 5+ 95 (v+V)

Virtausnopeus: 1,2 ml/min

Mittausaallonpituudet:
— Eksitaatio: 310 mm

— Emissio: 419 mm

Injektiotilavuus: 20 pl
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Kromatografiajirjestelmén stabiilisuus tarkistetaan injektoimalla useita kertoja 4,0 pg/mlin kalibrointiliuosta
(3.10.2), kunnes piikkien korkeudet (tai pinta-alat) ja retentioajat pysyvit vakioina.

Kalibrointikayra

Injektoidaan kutakin kalibrointiliuosta (3.10.3) useita kertoja ja lasketaan kutakin konsentraatiota vastaavat
piikkien korkeuksien (pinta-alojen) keskiarvot. Piirretddn kalibrointikdyrd merkiten piikkien korkeuksien (pinta-
alojen) keskiarvot x-akselille ja vastaavat konsentraatiot (pug/ml) y-akselille.

Nayteliuos

Injektoidaan 5.2.1 tai 5.2.2 kohdassa saatuja ndyteuutteita useita kertoja kiyttden samaa tilavuutta kuin kalibroin-
tiliuoksille ja madritetddn lasalosid-natriumpiikkien korkeuksien (pinta-alojen) keskiarvo.

Tulosten laskeminen

Nayteliuosta (5.3.3) injektoimalla saatujen piikkien korkeuksien (pinta-alojen) keskiarvosta madritetddn lasalosidi-
natriumkonsentraatio (pg/ml) kalibrointikdyrin avulla.

Rehu

Niytteen lasalosid-natriumpitoisuus w (mg/kg) saadaan seuraavasta kaavasta:
w=B V1 mgjkg)

jossa:

8 = nédyteliuoksen (5.2.1) lasalosid-natriumkonsentraatio (pg/ml)

V =5.2.1 kohdan mukaisesti valmistetun niyteuutteen tilavuus (ts. 100 ml)
m = punnittu niytemdird (g)

Esiseokset

Niytteen lasalosid-natriumpitoisuus w (mg/kg) saadaan seuraavasta kaavasta:
w= B gl

jossa:

8 = nédyteliuoksen (5.2.2) lasalosid-natriumkonsentraatio (pg/ml)

V =5.2.2 kohdan mukaisesti valmistetun nayteuutteen tilavuus (ts. 250)
f=5.2.2 kohdan mukainen laimennustekiji

m = punnittu niytemdird (g)

Tulosten validointi

Tunnistettavuuden varmentaminen

Spektrofluorimetriaan perustuvissa menetelmissi on vihemmin hiiriomahdollisuuksia kuin UV-mittauksissa.
Analyytin tunnistettavuus voidaan varmistaa rinnakkaiskromatografialla.

Rinnakkaiskromatografia

Niyteuutteeseen (5.2.1 tai 5.2.2) lisdtddn sopiva méird kalibrointiliuosta (3.10.3). Lisityn lasalosid-natriummaéérin
tulisi olla samanlainen kuin ndyteliuoksesta madritetty lasalosid-natriummaara. Ainoastaan lasalosid-natriumpiikin
korkeus saisi kasvaa marilld, joka vastaa lisittyd mairad lasalosid-natriumia ja ndyteliuoksen laimennosta. Piikin
leveyden tulisi olla puolikokorkeudessa + 10 % sellaisen ndyteliuoksen, johon ei ole lisitty lasalosid-natriumia,
piikin leveydesta.

Toistettavuus
Samasta niytteestd tehdyn kahden rinnakkaisen mddrityksen tulosten ero ei saa olla suurempi kuin:

— 15 % lasalosid-natriumpitoisuuden korkeammasta arvosta vililli 30 mg/kg—100 mg/kg,
— 15 mgfkg lasalosid-natriumpitoisuuden ollessa 100 mg/kg—200 mg/kg,
— 7,5 % lasalosid-natriumpitoisuuden korkeammasta arvosta pitoisuuksien ollessa yli 200 mg/kg.

Saanto

Kun (nolla)ndytteeseen on lisitty lasalosid-natriumia, saannon on oltava vahintddn 80 %. Kun esiseosndytteisiin on
lisitty lasalosid-natriumia, saannon on oltava vihintddn 90 %.

Laboratorioiden vilisen vertailun tulokset

Laboratorioiden (!) vilinen vertailu jarjestettiin siten, ettd 2 esiseosta (ndytteet 1 ja 2) ja 5 rehua (ndytteet 3—7)
tutkittiin 12 laboratoriossa. Kustakin ndytteestd tehtiin rinnakkaismaaritykset. Tulokset esitetddn seuraavassa
taulukossa.

(") Analyst, 1995, 120, 2175-2180
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Nayte 1 Nayte 2 Nayte 3 Niyte 4 Néyte 5 Niyte 6 Niyte 7
Kananrehun Kalrlzll?i::lan— Kalkkunan- Kanan- Kalkkunan- kiiri.};ir;_ kiri‘zir_l-
esiseos esiseos rehupelletit | rehurakeet rehu r ehJu A . ehJ uB
L 12 12 12 12 12 12 12
N 23 23 23 23 23 23 23
Keskiarvo 5050 16 200 76,5 78,4 92,9 48,3 32,6
(mg/kg)
s, (mgfkg) 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
s, (mgfkg) 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
Nimellis- 5 000* 16 000* 80* 105* 120* 50* 35¢
pitoisuus
(mg]kg)

L = laboratorioiden lukumddra.

n = yksittdisten tulosten lukumadra.

s, = toistettavuuden keskihajonta.

s, = uusittavuuden keskihajonta.

CV, = toistettavuuden variaatiokerroin, %.
CV, = uusittavuuden variaatiokerroin, %.
* = valmistajan ilmoittama pitoisuus.

* = laboratoriossa valmistettu rehu.




