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A BIZOTTSAG 93/117/EK TIZENKETTEDIK IRANYELVE
(1993. december 17.)
a takarmdnyok hatéségi ellenGrzésére szolgilé kozosségi analitikai médszerek meghatdrozasardl

AZ EUROPAI KOZOSSEGEK BIZOTTSAGA,
tekintettel az Eurépai Kozosséget létrehozd szerz8désre,

tekintettel a legutobb a 3768/85/EGK rendelettel (') mddositott,
a takarmdnyok hatésdgi ellenSrzésénél alkalmazandé kozosségi
mintavételi és analitikai mddszerek bevezetésérdl szol6, 1970.
jilius 20-i 70/373/EGK tandcsi irdnyelvre () és kilonosen
annak 2. cikkére,

mivel a 70/373/EGK irdnyelv el6irja, hogy a takarmdnyok hat6-
sagi ellendrzését, amelynek célja a takarmanyok mindségére és
osszetételére vonatkozd torvényi, rendeleti és kozigazgatdsi
rendelkezésekbdl ered§ kovetelmények betartdsinak ellen-
Grzése, kozosségi mintavételi és analitikai médszerek alkalma-
zasaval kell végrehajtani;

mivel k6zosségi analitikai mddszereket kell meghatdrozni a
robenidin és metil-benzokvit adalékanyagok takarmdnyokban
torténd felhaszndldsi feltételei betartdsdnak ellendrzése céljabdl;

mivel az ebben az irdnyelvben el8irt intézkedések osszhangban
vannak a Takarmdnyok Allandé Bizottsdga véleményével,

ELFOGADTA EZT A IRANYELVET:

1. cikk

A tagéllamok el&irjdk, hogy a takarmanyok robenidin- és metil-
benzokvét-tartalmdnak meghatdrozdsira szolgdld, hatdsagi
ellendrzés keretében végzett analitikai vizsgalatat, ezen irdnyelv
mellékletében ismertetett mddszerek alkalmazdsaval kell végre-
hajtani.

() HLL 362.,1985.12.31,, 8. o.
() HLL 170.,1970.8.3., 2. o.

2. cikk

A tagdllamok legkésébb 1994. november 30-ig hatdlyba
léptetik azokat a torvényi, rendeleti és kozigazgatdsi rendelkezé-
seket, amelyek szitkségesek ahhoz, hogy ennek az irdnyelvnek
megfeleljenek, és errdl haladéktalanul tdjékoztatjidk a Bizott-
sagot.

Amikor a tagdllamok elfogadjak ezen rendelkezéseket, azokban
hivatkozni kell ezen irdnyelvre, vagy azokhoz hivatalos kihirde-
tésiik alkalmdval ilyen hivatkozdst kell fzni. A hivatkozds
modjat a tagdllamok hatdrozzdk meg.

3. cikk

Ezen irdnyelv az Eurdpai Kozosségek Hivatalos Lapjdban vald
kihirdetését kovets harmadik napon 1ép hatalyba.

Kelt Briisszelben, 1993. december 17-én.

a Bizottsdg részérdl
René STEICHEN
a Bizottsdg tagja
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MELLEKLET

1. A ROBENIDIN MEGHATAROZASA

1,3-bisz[(4-klorobenzilidén)amino] gvanidin-hidroklorid

Cél és alkalmazdsi teriilet

A médszer a robenidin takarmdnyokban torténé kimutatdsdra szolgdl. A meghatdrozds als6 méréshatdra 5 mg/kg.

Vizsgilati alapelv
A mintdt savanyitott metil-alkohollal extrahdljuk. A kivonatot szdritjuk, és egy aliquot részét aluminium-oxid
oszlopon tisztitjuk. A robenidint az oszloprdl metil-alkohollal eludljuk, koncentrdljuk, majd a mobil fizissal

megfelel§ térfogatra toltjitk fel. A robenidin-tartalom meghatérozdsat forditott fazisti, nagynyomdsu folyadékkro-
matografidval (HPLC), UV detektor alkalmazasdval végezziik.

Reagensek
Metil-alkohol

Savanyitott metil-alkohol
Ontsiink 4t 4,0 ml sésavat (P, c., 1,18 g/ml) egy 500 ml-es mérélombikba, toltsitk fel jelig metil-alkohollal
(3.1.), majd keverjiik el. Ezt az oldatot haszndlat el6tt frissen kell elkésziteni.

Acetonitril, HPLC mindségti

Molekuldris sziird

3A tipust, 8-12 szitaszemcse (1,6-2,5 mm-es szemesék, kristdlyos aluminium-szilikdt, 0,3 mm pérusdtmérd)

Aluminium-oxid: 1. savas aktivitdsi anyag oszlopkromatogrdfids célra

Ontsiink 4t 100 g aluminium-oxidot egy megfelel§ tiroloedénybe, és adjunk hozzd 2,0 ml vizet. Zérjuk le, és
razzuk kb. 20 percen keresztiil. J6l lezdrt tdroldedényben tartsuk.

Kalium-dihidrogén-foszfat oldat, ¢ = 0,025 mol/l

Oldjunk fel vizzel 3,40 g kalium-dihidrogén-foszfitot (HPLC mindségti) egy 1 000 ml-es mérSlombikban, toltsitk
fel jelig, és keverjiik el.

Dindtrium-hidrogén-foszfat oldat, ¢ = 0,025 mol/l

Oldjunk fel 3,55 g vizmentes (vagy 4,45 g dehidrdt, illetve 8,95 g dodekahidrdt) dindtrium-hidrogén-foszfitot
vizben (HPLC mindségti) egy 1 000 ml-es mérélombikban, toltsiik fel jelig, és keverjiik el.

HPLC mobil fdzis

Az alabbi reagenseket keverjiik ossze:

650 ml acetonitril (3.3.),

250 ml viz (HPLC mindségti),

50 ml kalium-dihidrogén-foszfat oldat (3.6.),

50 ml dindtrium-hidrogén-foszfat oldat (3.7.).

Sziirjik dt egy 0,22 pm-es szdirén (4.6.) az oldatot, majd gdzmentesitsiik (példdul tiz perces ultrahangos keze-
1éssel).

Standard anyag

Tiszta robenidin: 1.3-bisz[4-klorobenzilidén)amino] gvanidin hidroklorid, E 750.
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3.9.1. Robenidin standard térzsoldat: 300 pg/ml:
Mérjiink ki 0,1 mg-os pontossdggal, 30 mg robenidin standard anyagot (3.9.). Oldjuk fel savanyitott metil-alko-
hollal (3.2.) egy 100 ml-es mérélombikban, toltsiik fel jelig ugyanezzel az olddszerrel, és keverjik el. A lombikot
tekerjitk aluminiumfélidba, és taroljuk sotét helyen.

3.9.2. Robenidin standard kézbensé oldat: 12 pg/ml

A standard torzsoldatbdl (3.9.1) ontsiink 4t 10,0 ml-t egy 250 ml-es mérélombikba, toltsiik fel jelig a mobil
fazissal (3.8.), és keverjiik el. A lombikot tekerjiik aluminiumfolidba, és taroljuk sotét helyen.

3.9.3. Kalibrél6 oldatok
50 ml-es mér6lombikokba adagoljunk 5,0, 10,0, 15,0, 20,0 és 25,0 ml standard kozbensG oldatot (3.9.2.).

A mobil fazissal (3.8.) toltsiik fel jelig, és keverjiik el. Ezen oldatok 1,2, 2,4, 3,6, 4,8, illetve 6,0 ug/ml robenidin-
koncentracionak felelnek meg. Az oldatokat haszndlat el6tt frissen kell elkésziteni.

4. Eszkozok

4.1.  Uvegoszlop
Borostyaniivegbdl késziilt, elzdré csappal és egy megkozelitGleg 150 ml-es tartdllyal elldtott, 10-15 mm belsé
atmérdji és 250 mm hosszi oszlop.

4.2.  Korkords laboratdriumi rdzégép

4.3.  Rotdcids, vékonyfilmes bepdrld

4.4, 250-400 mm-es érzékenységi tartomdnyii HPLC késziilék, vdltoztathatd hullimhosszii UV detektorral vagy diddasoros
detektorral

4.4.1. Folyadékkromatogréfids oszlop, 300 mm x 4 mm, C,, 10 pm-es toltet vagy egy ezzel egyenértéki oszlop
4.5, Uvegszdlas sziirépapir (Whatman GF/A vagy azzal egyenérték(i mas papir)

4.6.  Membrdnsziirék, 0,22 ym

4.7.  Membrdnsziirék, 0,45 pym

5. A vizsgilat médja

Megjegyzés: A robenidin fényérzékeny. Minden miiveletnél borostydniiveg-eszkozoket kell haszndlni.
5.1.  Altaldnos tudnivaldk

5.1.1. Végezzink vakprobdt egy referenciamintin annak ellenérzésére, hogy sem robenidin, sem interferdlé anyagok
nincsenek jelen.

5.1.2. A mintdban talilhatéval azonos mennyiség(i robenidin hozzdaddsdval disitott referenciaminta (5.1.1.) analizisével
végezziink visszanyerési probdt. 60 mg/kg-os szintre torténd disitishoz ontsiink 3,0 ml standard térzsoldatot
(3.9.1.) egy 250 ml-es Erlenmeyer-lombikba. Az oldatot nitrogéndramban kb. 0,5 ml-re pdroljuk be. Adjunk
hozzd 15 g referenciamintit, keverjiik el, és 10 percig varjunk, miel6tt folytatndnk a miveletet az extrakcioval
(5.2).

Megjegyzés: ¢ modszer alkalmazdsdban a referenciaminta a mintdval azonos fajtdji takarmdny legyen, amelyben
az analizis sordn robenidin nem mutathat6 ki.

5.2.  Extrakcié

Az el6készitett mintdbol mérjiink ki 15 g-t, 0,01 g-os pontossaggal. Tegyiik egy 250 ml-es Erlenmeyer-lombikba,
adjunk hozzd 100,0 ml savanyitott metil-alkoholt (3.2), zdrjuk le, és rdzassuk egy 6rdn keresztiil a rdzogépen
(4.2.). Az oldatot sziirjitk dt tivegszdlas szdrGpapiron (4.5.), majd az egész sziirletet vegyik fel egy 150 ml-es
Erlenmeyer-lombikban. Adjunk hozzd 7,5 g molekuldris sz(ir6t (3.4.), zdrjuk le, és 6t percig razassuk. Azonnal
sziirjiik 4t egy tivegszdlas sztir6papiron. Ezt az oldatot tartsuk meg a deritéshez (5.3.).
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5.3.  Derités

5.3.1. Az aluminium-oxid oszlop el6készitése
Az iivegoszlop (4.1.) als6 végébe illessziink egy kis iivegvatta dugot, és iivegbottal tomkaodjiik le egészen az aljdra.
Mérjink ki az el6készitett aluminium-oxidbdl (3.5.) 11,0 g-ot, és ontsiik 4t az oszlopba. Ugyeljiink arra, hogy az
oszlop tartalma, a vizsgilat ezen szakaszdban minél kevésbé legyen a levegd hatdsdnak kitéve. Gyengéden
titogessitk a megtoltott oszlop alsé végét, hogy a benne 1évé aluminium-oxid leiilepedjen.

5.3.2. A minta deritése
Az (5.2.) pontban el6készitett mintakivonatbdl 5,0 ml-t pipettdzzunk az oszlop tetejére. A pipetta cstcsit az
oszlop faldnak kozelébe fektessiik, és hagyjuk, hogy az oldatot az aluminium-oxid elnyelje. 100 ml metil-alkohol
(3.1.) segitségével, 2-3 ml/perc étfolyasi sebességgel eludljuk a robenidint az oszloprdl, és vegyiik fel az eludtumot
egy 250 ml-es gomblombikban. Csokkentett nyomdson, 40 °C hémérsékleten egy rotacids, vékonyfilmes bepérld
(4.3.) segitségével teljes szdraddsig pdrologjuk be a metil-alkoholt. A maradékot djra oldjuk fel 3-4 ml mobil
fazisban (3.8.), és ontsiik 4t teljes mennyiségben egy 10 ml-es mérlombikba. T6bbszor 6blitsiik el a lombikot 1-
2 ml mobil fazissal, és az 6blit6 folyadékot is ontsiik bele a mérdlombikba. Toltsiik fel jelig ugyanezzel az oldo-
szerrel, majd keverjik el. Egy aliquot részt sziirjiink at egy 0,45 pm-es sziir6n (4.7.). Ezt az oldatot tegyiik el a
HPLC meghatdrozashoz (5.4.).

5.4.  HPLC meghatdrozds

5.4.1. Paraméterek
Az aldbbi vizsgélati feltételek csak irdnymutatoként szolgdlnak, ettSl eltérd feltételeket is lehet haszndlni, ameny-
nyiben azok ezzel egyenértékd eredményt adnak:
Folyadékkromatografids oszlop (4.4.1.)
HPLC mobil fézis (3.8.)
Atéramlisi sebesség: 1,5-2 ml/min
Eszlelési hullimhossz: 317 nm
Befecskendezett mennyiség: 20-50 pl
A 3,6 pg/ml anyagot tartalmazé kalibralé oldat (3.9.3.) tobbszori befecskendezésével ellendrizziik a kromatogra-
fids rendszer stabilitdsdt, mig a csiicsok magassaga és a retencios id6k stabilakkd nem valnak.

5.4.2. Kalibracios gorbe
Fecskendezziik be tobbszor egymds utdn az egyes kalibrdlé oldatokat (3.9.3.), majd mérjitk meg az egyes koncent-
raci6kra es@ csticsok magassagdt (gorbék alatti teriiletét). A kalibracids oldatok dtlagos magassdga vagy gorbe
alatti teriilete legyen az ordindta tengelyen, a megfeleld koncentrdciok pg/ml-ben az abszcisszdn, és ennek alapjin
szerkessziink kalibracids gorbét.

5.4.3. Mintaoldat
Ugyanolyan mennyiség(i oldatot haszndlva, mint amennyit a kalibrdlé oldatokhoz haszndltunk, fecskendezziik be
a mintakivonatot (5.3.2.) egymds utdn tobbszor, és hatdrozzuk meg a robenidin-csticsok 4tlagos magassdgat
(gorbe alatti teriiletét).

6. Az eredmények kiszdmitdsa
A mintaoldat 4ltal kivéltott robenidin-csticsok édtlagos magassdgdt (gorbe alatti teriiletét) a kalibrdcios gorbével
(5.4.2.) egybevetve, hatdrozzuk meg a mintaoldat koncentraci6jat pg/ml-ben.
A minta, w (mg/kg)-ban kifejezett robenidin-tartalmat az aldbbi képlet segitségével kapjuk meg:

_ %200
m

amelyben:
¢ = a mintaoldat robenidin-koncentracidja, pg/ml-ben,
m = a mintadarab tomege, grammban.

7. Az eredmények validildsa

7.1.  Azonositds

Az analizdlt anyag azonositdsdt parhuzamos kromatografidval vagy diddasoros detektorral lehet megerdsiteni,
amely sordn a mintakivonat és a 6,0 ug/ml robenidint tartalmazé kalibrdlé oldat (3.9.3.) spektrumat hasonlitjuk
Ossze.
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7.3.

Parhuzamos kromatogréfia

A mintakivonatot a kalibrdlé oldat (3.9.3.) megfelel6 mennyiségének hozzdaddsaval dusitjuk. A hozzdadott robe-
nidin mennyisége és a mintakivonatban taldlhat6 robenidin becsiilt mennyisége kozel azonos legyen.

A hozzdadott mennyiség és a kivonat higitdsanak figyelembe vétele utdn csak a robenidin-csticsnak magassdga
emelkedhet. A cstics szélességének, a legnagyobb magassdg felénél, az eredeti szélesség megkozelitéleg 10 %-dn
beliil kell lennie.

Diddasoros kimutatds

Az eredményeket az aldbbi kritériumok alapjan kell értékelni:

a) a minta, valamint a standard spektrumdnak a kromatogram cstcsdn rogzitett legnagyobb elnyelési hulldm-
hossza, az észlelrendszer felbontdsi képessége alapjan meghatdrozott t(iréshatdron beliil meg kell egyezzen. A
diédasoros észlelési modszernél ez tipikus esetben megkozelitSleg 2 nm-en beliil van;

250 és 400 nm kozott a mintdnak, valamint a standardnak a kromatogram cstcsn rogzitett spektruma, a
spektrum ezen részein nem térhet el egymdstdl a relativ elnyelési tartomdny 10 és 100 %-a kozott. Ezen krité-
rium akkor teljesiil, ha ugyanazok a maximélis értékek vannak jelen, és a két spektrum egyetlen észlelési
ponton sem tér el a standard analizélt anyag abszorpci6janak 15 %-dnal nagyobb mértékben egymadstol;

250 és 400 nm kozott a mintakivonat dltal kivéltott gorbe felszallo dga, csticsa és leszdllo dga a spektrumnak
ezen a részein a relativ abszorpcié 10 és 100 %-a kozotti tartomdnyban nem térhet el egymadstdl. Ezen krité-

rium akkor teljesiil, ha ugyanazok a maximélis értékek vannak jelen, és a két spektrum egyetlen észlelési
ponton sem tér el a cstics abszorpcids spektrumdnak 15 %-dndl nagyobb mértékben.

Ha ezen kritériumok koziil egy nem teljesiil, az analizdlt anyag jelentétét nem sikeriilt megerdsiteni.

Ismételhetdség

Két azonos mintdn végzett, pirhuzamos meghatdrozds eredménye kozotti kiilonbség, 15 mg/kg-ndl magasabb
robenidin-tartalom esetén, nem haladhatja meg a magasabb érték 10 %-t.

Visszanyerés

Dsitott referenciaminta esetén legaldbb 80 %-os visszanyerési ardnyt kell elérni.

Kollaboriciés vizsgilat eredményei

A Kozosség egy kollabordcids vizsgdlatot szervezett, amely sordn Grlemény, illetve pellet formdjdban négy
baromfi- és négy nydltakarmdny-mintt elemeztek, 12 laboratériumban. Valamennyi mintdn kettds elemzést
végeztek. Az eredményeket az alabbi tdbldzat mutatja.

Baromfi Nyl

Orlemény Pellet Orlemény Pellet
Kozépérték 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
Visszanyerés (%) 90,0 93,3 87,2 80,2

Sr = ismételhetGség szordsa.

CVr = ismételhetdség véltozékonysagi egyiitthatdja.

SR = reprodukdlhatdsag szordsa.

CVR = reprodukélhatésig valtozékonysagi egyiitthatdja.
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2. A METIL-BENZOKVAT MEGHATAROZASA

7-benziloxi-6-butil-3-metoxikarbonil-4-kvinolon

Cél és alkalmazasi teriilet

A modszer a metil-benzokvit, takarmédnyokban torténd kimutatdsdra szolgdl. A meghatdrozds alsé hatdrértéke
1 mg/kg.

Vizsgilati alapelv

A metil-benzokvdtot a mintdbél metil-alkoholos metdnszulfonsav-oldattal extrahdljuk. A kivonatot diklorme-
tannal, ioncserél§ kromatografids modszerrel deritjiik, majd ismét diklormetdnnal kezeljik. A metil-benzokvit-
tartalom meghatdrozasdt forditott fazisti, nagynyomadst folyadékkromatogréfids eljardssal (HPLC) és UV detektor
alkalmazdsdval végezziik.

Reagensek

DiklGrmetdn

Metil-alkohol, HPLC mindségt

HPLC mobil fdzis:

metil-alkohol (3.2.) és viz (HPLC mindségdi) 75 + 25 (v + v) térfogatardnyti keveréke.

Sziirjitk dt egy 0,22 pm-es szlir6n (4.5.), és gdzmentesitsiik az oldatot (példdul tiz perces ultrahangos kezeléssel).
Metdnszulfonsav-oldat, 6 = 2 %

Higitsunk 20,0 ml metdnszulfonsav-oldatot metil-alkohollal (3.2.) 1 000 ml-re.

Sésavoldat, 6 = 10 %

Higitsunk 100 ml sésavat (P, c. 1,18 g/ml) vizzel 1000 ml-re.

Amberlite CG-120 (Na) kationcserél§ miigyanta, 100 és 200-as térhdlé

A gyantdt felhaszndlds el6tt elSkezeljitk: 100 g gyantdt mossunk dt 500 ml sésavoldattal (3.5.), és dlland6 keverés
mellett hevitsiik forrdsig forrd f6z6lapon. Hagyjuk kihiilni, és 6ntsiik le réla a savat. Vakuum mellett sziirjik dt
egy szlirGpapiron. Mossuk 4t kétszer a gyantdt 500 ml vizzel, majd 250 ml metil-alkohollal (3.2.). Tovédbbi
250 ml metil-alkohollal oblitsiik a gyantdt, és a sziir6pogdcsan keresztiil engedett levegGvel szdritsuk. A szdraz
gyantdt lezrt iivegben tdroljuk.

Standard anyag: tiszta metil-benzokvdt (7-benziloxi-6-butil-3-metoxicarbonil-4-kvinolon)

. Metil-benzokvat standard torzsoldat, 500 pg/ml

Mérjiink ki 0,1 mg-os pontossdggal, 50 mg standard anyagot (3.7.), oldjuk fel metanszulfonsav-oldattal (3.4.) egy
100 ml-es mérSlombikban, toltsiik fel jelig, és keverjiik el.

. Metil-benzokvat standard kozbensd oldat, 50 ug/ml

Ontsiink 4t 5,0 ml metil-benzokvét standard torzsoldatot (3.7.1.) egy 50 ml-es mérélombikba, toltsiik fel metil-
alkohollal (3.2.) jelig, és keverjiik el.

. Kalibrdlé oldatok

25 ml-es mér6lombikokba adagoljunk 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, illetve 5,0 ml metil-benzokvét standard kozbenss
oldatot (3.7.2.). A mobil fazissal (3.3.) toltsiik fel jelig, és keverjiik el. Ezen oldatok 2,0, 4,0, 6,0, 8,0, illetve 10,0
pg/ml metil-benzokvét koncentracionak felelnek meg. Az oldatokat hasznalat el6tt frissen kell elkésziteni.

Eszkozok

Laboratdriumi rdzigép
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Rotdcids, vékonyfilmes bepdrld

Elzdrdcsappal és egy megkozelitdleg 200 ml-es tartdllyal elldtott, 15 mm belsd dtmérdjii és 250 mm magas iivegoszlop
HPLC késziilék, vdltoztathatd hulldmhosszii UV detektorral vagy diddasoros detektorral

Folyadékkromatogréfids oszlop: 300 mm x 4 mm, C,q, 10 pm-es toltet, vagy egy ezzel egyenértékii oszlop
Membrdnsziirék, 0,22 ym

Membrdnsziirék, 0,45 pm

A vizsgélat médja

Altaldnos tudnivalék

. Végezziink vakprobdt egy referenciamintin annak ellendrzésére, hogy sem metil-benzokvét, sem interferdl6

anyagok nincsenek jelen.

. A mintdban taldlhat6val azonos mennyiségti metil-benzokvat hozzdaddsaval dusitott referenciaminta analizisével,

végezziink visszanyerési probdt. 15 mg/kg-os szintre torténd dusitdshoz adjunk 600 ml standard torzsoldatot
(3.7.1.) 20 g referenciamintdhoz, mindezt keverjiik el, majd 10 percet varjunk, miel6tt folytatndnk a mdveletet az
extrakciéval (5.2.).

Megjegyzés: e mddszer alkalmazdsdban a referenciaminta a mintdval azonos fajtdji takarmany legyen, és abban az
analizis sordn metil-benzokvat ne legyen kimutathat6.

Extrakcid

Mérjink ki az el6készitett mintdbdl 0,01 g pontossdggal 20 g-ot, és ontsiik 4t egy 250 ml-es Erlenmeyer
lombikba. Adjunk hozzd 100,0 ml metdnszulfonsav-oldatot (3.4.), és rdzzuk mechanikus rdzégépben (4.1.) 30
percig. Sziirjitk 4t az oldatot sztir6papiron, és tegyiik félre a sztirletet a folyadék-folyadék elvélasztishoz (5.3.).

Folyadék-folyadék elvdlasztds

Egy 100 ml sésavoldatot (3.5.) tartalmazé 500 ml-es elvalaszttolesérbe ontsiink at 25,0 ml-t az (5.2.) 1épésben
nyert sziirletbsl. Adjunk hozzd 100 ml diklérmetdnt (3.1.) a tolcsérhez, és rdzzuk egy percen keresztiil. Engedjiik,
hogy a rétegek elvaljanak egymdstol, és az alsé réteget (a diklormetdnt) eressziik bele egy 500 ml-es gomblom-
bikba. Ismételjitk meg a vizes fazis extrakcidjat még kétszer, tovabbi 40-40 ml diklérmetdnnal, majd vegyitsiik
az els6 kivonattal a gomblombikban. A rotdcids, vékonyfilmes beparlokésziiléken (4.2)) csokkentett nyomds és
40 °C hémérséklet mellett teljes szdraddsig paroljuk be a diklormetan kivonatot. Oldjuk fel a maradékot 20-25 ml
metil-alkoholban (3.2.), zdrjuk le az tiveget, és tartsuk meg az egész kivonatot az ioncseréld kromatografidhoz
(5.4).

Toncserél kromatogrdfia
A kationcserél§ oszlop elSkészitése

Az iivegoszlop (4.3.) alsé végébe illessziink egy kis tivegvatta dugot. Készitsiink a kezelt kationcserélé mdgyanta
(3.6.) 5,0 grammjabol és 50 ml sbsavbol (3.5.) egy elegyet, ontsiik bele az tivegoszlopba, majd hagyjuk, hogy
leiilepedjen. Engedjitk ki a felesleges savat, hogy még éppen ellepje a gyanta felszinét, és addig mossuk az
oszlopot vizzel, amig a sziiredéken végzett lakmuszteszt semleges nem lesz. Ontsiink 4t 50 ml metil-alkoholt
(3.2.) az oszlopra, és hagyjuk, hogy leszivirogjon a gyanta felszinén.

Oszlopkromatografia

Az (5.3.) pontban készitett mintakivonatot pipettdzzuk dvatosan az oszlop tetejére. A gomblombikot két adag, 5-
10 ml mennyiség(i metil-alkohollal (3.2.) 6blitsiik, és ontsitk ezen moséfolyadékot is rd az oszlopra. Futtassuk le
a kivonatot a gyanta felszinén, és mossuk az oszlopot 50 ml metil-alkohollal, tigyelve arra, hogy az datfolydsi
sebesség ne haladja meg az 5 ml/percet. Ontsiik el a sziiredéket. Eludljuk az oszloprél a metil-benzokvatot
150 ml meténszulfonsav-oldattal (3.4.), majd vegyiik fel az eludtumot egy 250 ml-es gomblombikban.
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5.5.

5.6.

5.6.1.

5.6.2.

5.6.3.

7.1.

Folyadék-folyadék elvdlasztds

Egy 1 literes elvdlasztotolesérbe ontsiik dt az (5.4.2.) 1épésben nyert eludtumot. Az Erlenmeyer-lombikot 5-10 ml
metil-alkohollal (3.2.) oblitsiik, és a mosdfolyadékot ontsiik Ossze az elvédlasztd tolesér tartalméval. Adjunk hozzd
300 ml sésavoldatot (3.5.) és 130 ml diklérmetdnt (3.1.). Rézzuk egy percen keresztiil, és engedjiik, hogy a
fazisok elvéljanak egymdstdl. Az alsé réteget (a diklérmetdnt) eresszitk bele egy 500 ml-es gomblombikba. Ismé-
teljiik meg a vizes fazis extrakciéjit még kétszer, tovdbbi 70-70 ml diklérmetdnnal, és ezen kivonatokat ontsitk
ossze a gomblombikban 1év§ els6 kivonattal.

A rotécios, vékonyfilmes beparlokésziiléken (4.2.), csokkentett nyomds és 40 °C hémérséklet mellett teljes szdra-
désig péroljuk be a diklormetdn kivonatot. Oldjuk fel a maradékot megkozelitSleg 5 ml metil-alkoholban (3.2.),
és ontsitk az oldatot teljes mennyiségben egy 10 ml-es mérélombikba. Oblitsitk el még kétszer a lombikot 1-
2 ml metil-alkohollal, majd ontsitk a mérélombikba. Toltsiik fel jelig metil-alkohollal, és keverjiik el. Egy aliquot
részt sziirjink 4t egy membransz(irdn (4.6.). Ezt az oldatot tegyiik el a HPLC meghatdrozdshoz (5.6.).

HPLC meghatdrozds

Paraméterek

Az aldbbi vizsgalati feltételek csak irdanymutatoként szolgdlnak, ettl eltérd feltételeket is lehet haszndlni, ameny-
nyiben azok ezzel egyenértékd eredményt adnak.

— folyadékkromatografids oszlop (4.4.1.),

HPLC mobil fézis: metil-alkohol és viz keveréke (3.3.),

— atdramldsi sebesség: 1-1,5 ml/min,

észlelési hullimhossz: 265 nm,

— befecskendezett mennyiség: 20-50 pl.

A 4,0 pg/ml anyagot tartalmazé kalibralé oldat (3.7.3.) tobbszori befecskendezésével ellendrizziik a kromatogra-
fids rendszer stabilitdsdt, mig a csticsok magassdga vagy gorbe alatti teriilete, illetve a retencids iddk stabilakkd
nem valnak.

Kalibrécios gorbe

Fecskendezziik be tobbszor egymds utdn az egyes kalibrdl6 oldatokat (3.7.3.), és mérjiik meg az egyes koncentrd-
cidkra es@ csticsok magassdgat (gorbe alatti teriiletét). A kalibrdl6 oldatok dtlagos magassdga vagy teriilete legyen
az ordindta tengelyen, a megfelel§ koncentraciok pedig ug/ml-ben az abszcisszdn, és ennek alapjin szerkessziink
kalibrécios gorbét.

Mintaoldat

Ugyanolyan mennyiségl oldatot haszndlva, mint amennyit a kalibrdcids oldatokhoz haszndltunk, fecskendezzitk
be a mintakivonatot (5.5.) egymds utdn tobbszor, és hatdrozzuk meg a metilbenzokvat-csicsok dtlagos magas-
sagat (teriiletét).

Az eredmények kiszamitdsa

A mintaoldat dltal kivaltott metil-benzokvat-csicsok dtlagos magassagdt (gorbe alatti teriiletét) a kalibracios

s ziz

A minta, w (mg/kg)-ben kifejezett metilbenzokvat-tartalma a kovetkezs képlet alapjan szdmithaté ki

_ cx40
m
amelyben:
¢ = a mintaoldat metil-benzokvat-koncentricidja pg/ml-ben,

m = a minta témege grammban.

Az eredmények validilisa

Azonositds

Az analizdlt anyag azonositdsat parhuzamos kromatografidval vagy diddasoros detektorral lehet megerdsiteni,
amely sordn a mintakivonat és a 10,0 pg/ml metil-benzokvitot tartalmazé kalibrdlé oldat (3.7.3.) spektrumat
hasonlitjuk 6ssze.
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7.1.1.

7.2.

7.3.

Parhuzamos kromatogréfia

A mintakivonatot a standard kozbensd oldat (3.7.2.) megfelel6 mennyiségének hozzdaddsaval dasitjuk. A hozza-
adott metil-benzokvat mennyiségének a mintakivonatban taldlhaté metil-benzokvat becsiilt mennyiségével
azonosnak kell lennie.

A hozzéadott mennyiség és a kivonat higitdsinak figyelembe vétele utdn csak a metilbenzokvat-cstics magassdga
emelkedhet. A cstcs szélességének, a legnagyobb magassdg felénél, az eredeti szélesség megkozelitleg 10 %-dn
beliil kell lennie.

. Diddasoros kimutatds

Az eredményeket az aldbbi kritériumok alapjén kell értékelni:

a) a minta, valamint a standard spektrumanak, a kromatogram csticsn rogzitett legnagyobb elnyelési hullim-
hossza, az észlel§ rendszer felbontdsi képessége alapjan meghatérozott ttiréshatdron belil meg kell egyezzen.
A diddasoros észlelési modszernél ez tipikus esetben megkozelitleg 2 nm-en beliil van;

b) 220 és 350 nm kozott a mintdnak, valamint a standardnak a kromatogram gorbe csticsdn rogzitett spek-
truma, a spektrum ezen részein nem térhet el egymastdl a relativ abszorpcids tartomany 10 és 100 %-a kozott.
Ez a kritérium akkor teljesiil, ha ugyanazok a maximalis értékek vannak jelen, és a két spektrum egyetlen

észlelési ponton sem tér el a standard analizdlt anyag abszorpcidjanak 15 %-dndl nagyobb mértékben
egymastol;

¢) 220 és 350 nm kozott a mintakivonat altal kivéltott gorbe felszdllé dga, csticsa és leszalld dga, a spektrumnak
ezen a részein a relativ abszorpcié 10 és 100 %-a kozotti tartomdnyban nem térhet el egymdst6l. Ez a krité-
rium akkor teljesiil, ha ugyanazok a maximalis értékek vannak jelen, és a két spektrum egyetlen észlelési
ponton sem tér el a cstics abszorpcids spektrumdtdl 15 %-ndl nagyobb mértékben.

Ha ezen kritériumok koziil egy nem teljesiil, az analizdlt anyag jelentétét nem sikeriilt megerdsiteni.

IsmételhetGség

Két azonos mintdn végzett, parhuzamos meghatirozds eredménye kozotti kilonbség 4-20 mglkg metil-
benzokvit-tartalom esetén, nem haladhatja meg a magasabb érték 10 %-t.

Visszanyerés

Dsitott referenciaminta esetében legaldbb 90 %-os visszanyerési aranyt kell elérni.

Kollaborici6s vizsgilat eredményei

Tiz laboratériumban 6t minta elemzésére keriilt sor. Minden egyes mintédn kettSs elemezést végeztek.

Eredmények:

Vak 1. liszt 1. pellet 2. liszt 2. pellet
Kozépérték mgkg nk. 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
Visszanyerés (%) - 92,00 93,00 92,00 89,00
nk. = nem kimutathaté.
Sr = ismételhetSség szoérdsa.
CVr = ismételhet8ség véltozékonysagi egyiitthatdja.
SR = reprodukdlhatdsg szordsa.

CVR = reprodukélhatésag valtozékonysagi egyiitthatdja.




