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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (EN ISO 14183:2008) enthalt unverandert die Internationale Norm ISO 14183:2005, die
vom Unterkomitee SC 10 ,Animal feeding stuffs“ (Sekretariat: NEN, Niederlande) des Technischen Komitees
ISO/TC 34 ,Food products” (Sekretariat: AFNOR, Frankreich) erarbeitet wurde.

Die Mitarbeit des DIN beim Europaischen Komitee flir Normung (CEN) wird fir den Bereich des CEN/TC 327
~Futtermittel — Probenahme- und Untersuchungsverfahren® (Sekretariat: NEN, Niederlande) tGber das natio-
nale Spiegelgremium, den Arbeitsausschuss NA 057-03-03 AA,Futtermittel des Normenausschusses
Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte (NAL) wahrgenommen.

Dieses Dokument wurde unter einem Mandat erarbeitet, das die Europadische Kommission und die
Europaische Freihandelszone dem CEN erteilt haben, und unterstitzt grundlegende Anforderungen der
EG-Richtlinien.

Fir die in diesem Dokument zitierten Internationalen Normen wird im Folgenden auf die entsprechenden
Deutschen Normen hingewiesen:

ISO 6497  siehe  DIN EN ISO 6497

Nationaler Anhang NA
(informativ)

Literaturhinweise

DIN EN ISO 6497, Futtermittel — Probenahme

Documents

Document Sharing Hub

Full document details: DIN EN ISO 14183:2009-02


http://www.avadocuments.com/doc/din-en-iso-14183-2009-02
http://www.avadocuments.com/doc/din-en-iso-14183-2009-02

EUROPAISCHE NORM EN ISO 14183
EUROPEAN STANDARD
NORME EUROPEENNE November 2008

ICS 65.120

Deutsche Fassung

Futtermittel —
Bestimmung der Gehalte an Monensin, Narasin und Salinomycin —
Flussigkeitschromatographisches Verfahren mittels Nachsaulenderivatisierung
(ISO 14183:2005)

Animal feeding stuffs — Aliments des animaux —
Determination of monensin, narasin and Détermination des teneurs en monensine,
salinomycin contents — narasine et salinomycine —
Liquid chromatographic method using post-column Méthode par chromatographie liquide utilisant la
derivatization dérivatisation post-colonne
(1SO 14183:2005) (ISO 14183:2005)

Diese Europaische Norm wurde vom CEN am 25. Oktober 2008 angenommen.

Die CEN-Mitglieder sind gehalten, die CEN/CENELEC-Geschaftsordnung zu erfiillen, in der die Bedingungen festgelegt sind, unter denen
dieser Europaischen Norm ohne jede Anderung der Status einer nationalen Norm zu geben ist. Auf dem letzten Stand befindliche Listen
dieser nationalen Normen mit ihren bibliographischen Angaben sind beim Management-Zentrum des CEN oder bei jedem CEN-Mitglied auf
Anfrage erhaltlich.

Diese Europaische Norm besteht in drei offiziellen Fassungen (Deutsch, Englisch, Franzésisch). Eine Fassung in einer anderen Sprache,
die von einem CEN-Mitglied in eigener Verantwortung durch Ubersetzung in seine Landessprache gemacht und dem Management-Zentrum
mitgeteilt worden ist, hat den gleichen Status wie die offiziellen Fassungen.

CEN-Mitglieder sind die nationalen Normungsinstitute von Belgien, Bulgarien, Danemark, Deutschland, Estland, Finnland, Frankreich,
Griechenland, Irland, Island, ltalien, Lettland, Litauen, Luxemburg, Malta, den Niederlanden, Norwegen, Osterreich, Polen, Portugal,
Rumanien, Schweden, der Schweiz, der Slowakei, Slowenien, Spanien, der Tschechischen Republik, Ungarn, dem Vereinigten Kénigreich
und Zypern.

. — |

EUROPAISCHES KOMITEE FUR NORMUNG
EUROPEAN COMMITTEE FOR STANDARDIZATION
COMITE EUROPEEN DE NORMALISATION

Management-Zentrum: rue de Stassart, 36 B- 1050 Briissel

© 2008 CEN  Alle Rechte der Verwertung, gleich in welcher Form und in welchem Ref. Nr. EN ISO 14183:2008 D
Verfahren, sind weltweit den nationalen Mitgliedern von CEN vorbehalten.
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Vorwort

Der Text von ISO 14183:2005 wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 34 ,Food products® der
Internationalen Organisation fir Normung (ISO) erarbeitet und als EN ISO 14183:2008 durch das Technische
Komitee CEN/TC 327 ,Futtermittel — Probenahme- und Untersuchungsverfahren® tGbernommen, dessen
Sekretariat vom NEN gehalten wird.

Diese Europaische Norm muss den Status einer nationalen Norm erhalten, entweder durch Verdffentlichung
eines identischen Textes oder durch Anerkennung bis Mai 2009, und etwaige entgegenstehende nationale
Normen mussen bis Mai 2009 zurliickgezogen werden.

Es wird auf die Moéglichkeit hingewiesen, dass einige Texte dieses Dokuments Patentrechte berlhren kénnen.
CEN [und/oder CENELEC] sind nicht dafur verantwortlich, einige oder alle diesbezlglichen Patentrechte zu
identifizieren.

Dieses Dokument wurde unter einem Mandat erarbeitet, das die Europaische Kommission und die
Europaische Freihandelszone dem CEN erteilt haben, und unterstiitzt grundlegende Anforderungen der EG-
Richtlinien.

Entsprechend der CEN/CENELEC-Geschaftsordnung sind die nationalen Normungsinstitute der folgenden
Lander gehalten, diese Europaische Norm zu ubernehmen: Belgien, Bulgarien, Danemark, Deutschland,
Estland, Finnland, Frankreich, Griechenland, Irland, Island, Italien, Lettland, Litauen, Luxemburg, Malta,
Niederlande, Norwegen, Osterreich, Polen, Portugal, Rumanien, Schweden, Schweiz, Slowakei, Slowenien,
Spanien, Tschechische Republik, Ungarn, Vereinigtes Kdnigreich und Zypern.

Anerkennungsnotiz

Der Text von ISO 14183:2005 wurde vom CEN als EN ISO 14183:2008 ohne irgendeine Abanderung
genehmigt.

Documents
Document Sharingj—iub

Full document details: DIN EN ISO 14183:2009-02


http://www.avadocuments.com/doc/din-en-iso-14183-2009-02
http://www.avadocuments.com/doc/din-en-iso-14183-2009-02

DIN EN ISO 14183:2009-02
EN ISO 14183:2008 (D)

1 Anwendungsbereich

Dieses Dokument legt ein Verfahren der Hochleistungsflissigchromatographie (HPLC) zur Bestimmung der
Monensin-, Narasin- und Salinomycin-Gehalte in Futtermitteln, Futtermittel-Zusatzstoffen (trocken und flissig)
und mineralischen Futtermittel-Vormischungen fest. Das Verfahren ist nicht anwendbar auf Gemische, die
chemische Zusatzstoffe (pharmazeutische Produkte) enthalten. Lasalocid und Semduramicin kénnen nach
diesem Verfahren nicht bestimmt werden.

Die Bestimmungsgrenze liegt fir Monensin etwa bei 1 mg/kg, fur Salinomycin etwa bei 2 mg/kg und fur

Narasin etwa bei 2 mg/kg. Eine niedrigere Bestimmungsgrenze kann angewendet werden, ist dann aber vom
Anwender zu validieren.

2 Normative Verweisungen

Die folgenden zitierten Dokumente sind flr die Anwendung dieses Dokuments erforderlich. Bei datierten
Verweisungen gilt nur die in Bezug genommene Ausgabe. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte
Ausgabe des in Bezug genommenen Dokuments (einschlieRlich Anderungen).

ISO 6498:1998, Animal feeding stuffs — Preparation of test samples

3 Kurzbeschreibung

Die lonophore Monensin, Narasin und Salinomycin werden in einer L6sung Methanol : Wasser (90 + 10) unter
mechanischem Schitteln Uber eine Dauer von 1 h extrahiert, dann werden die Extrakte filtriert. Die lonophore
werden durch HPLC mit Umkehrphase unter Anwendung einer Nachsaulenderivatisierung mit Vanillin
bestimmt und bei 520 nm detektiert. Bei Proben, in denen die genannten lonophore in Spuren enthalten sein
kénnten und bei mit Arzneistoffen versetzten Proben (Medizinalproben), die nicht erwartete lonophore

enthalten, ist der Nachweis unter Anwendung einer Extraktion mit Hexan oder einer Nachsaulenderivati-
sierung mit Dimethylaminobenzaldehyd (DMAB) durchzufihren.

4 Reagenzien

Zur Analyse sind, wenn nicht anders festgelegt, nur Reagenzien in anerkannter analytischer Reinheit anzu-
wenden.

4.1 Wasser, Qualitat fur die HPLC oder eine entsprechende Qualitat (z. B. Reinstwasser).

4.2 Methanol, (CH;0H), fir die HPLC.

4.3 Schwefelsaure (H,SO,), 97 % bis 98 %.

4.4 Konzentrierte Essigsaure, (CH,CH;CO,H), 97 % bis 98 %.

4.5 Natriumhydrogencarbonat (NaHCQO;), Reinheit mindestens 99 %.

4.6 Vanillin (4-Hydroxy-3-methoxybenzaldehyd), Reinheit mindestens 99 %.
4.7 Dimethylaminobenzaldehyd (DMAB), Reinheit mindestens 99 %.

4.8 Hexan [CH;(CH,),CH;], in Glas destilliert.

Documents
4 Document Sharing Hub

Full document details: DIN EN ISO 14183:2009-02


http://www.avadocuments.com/doc/din-en-iso-14183-2009-02
http://www.avadocuments.com/doc/din-en-iso-14183-2009-02

DIN EN ISO 14183:2009-02
EN ISO 14183:2008 (D)

4.9 Losemittel fiir die Extraktion, Methanol : Wasser (90 + 10).

1 800 ml Methanol (4.2) und 200 ml Wasser (4.1) sind in einem 2-I-Messkolben zu vereinigen. Die Losung ist
gut zu mischen.

410 Mobile Phasen

4.10.1 Fiur die Nachsaulenreaktion

20 ml Schwefelsaure (4.3) sind langsam und unter vorsichtigem Riihren zu 950 ml Methanol (4.2) zuzufiigen.
Die Losung ist abkiihlen zu lassen, dann sind unter Rihren 30 g Vanillin (4.6) hinzuzufligen. Diese Losung ist
vor Licht zu schiitzen. Sie ist taglich frisch anzusetzen.

4.10.2 Eluent fur die HPLC

Es ist eine Lésung Methanol (4.2): Wasser (4.1) : konzentrierte Essigsaure (4.4) (940+60+ 1) zu
verwenden. Die Ldsung ist unter Anwendung von Unterdruck durch die in 5.7 beschriebene Filtriereinrichtung
zu filtrieren.

4.11 Neutralisiertes Methanol

Zu 41 Methanol (4.2) ist 1,0 g Natriumhydrogencarbonat (4.5) hinzuzufiigen. Die Lésung ist gut zu mischen

und erforderlichenfalls durch ein 11 pm-Filterpapier (z. B. Whatman Nr 1)?) zu filtrieren. Siehe Anmerkung zu
4.13.

4.12 Referenz-Standards

Fir jede Charge der Referenz-Standards ist die Angabe der Zusammensetzung oder Wirksamkeit
(Verdinnung, Potenz) erforderlich.

4.12.1 Monesin-Natrium?)

4.12.2 Narasin?

4.12.3 Natrium-Salinomycin3)

WARNHINWEIS — Das Inhalieren und alle anderen Arten der Einwirkung von giftigen Standard-
Substanzen und ihren Lésungen ist zu vermeiden. Bei der Handhabung von Lésemitteln und
Losungen ist unter einem Abzug zu arbeiten. Es sind Schutzbrille und Schutzkleidung zu tragen.

4.13 lonophor-Standard-Stammlésungen, etwa 0,50 mg/ml.

Exakt 25 mg von jeder Standardsubstanz (4.12.1 bis 4.12.3) sind auf 0,1 mg in je einen 50-ml-Messkolben
einzuwagen. Das Loésen erfolgt in neutralisiertem Methanol (4.11), dann ist bis zur Marke aufzufillen. Die

Losung ist jeden Monat frisch anzusetzen. Die Aufbewahrung erfolgt im Kihlschrank.

Alle Standardlésungen mussen vor Licht geschiitzt oder in nur gering lichtdurchlassigen Flaschen aufbewahrt
werden.

ANMERKUNG  Fur Salinomycin wurde die Anforderung, neutralisiertes Methanol anzuwenden, nicht verifiziert. Diese
Anforderung gilt nicht, wenn nur Monensin zu analysieren ist, fur die Analyse von Narasin trifft sie jedoch zu.

1) Das genannte Filterpapier ist ein Beispiel fur ein geeignetes handelstbliches Produkt. Diese Angabe dient nur zur
Unterrichtung der Anwender dieser Internationalen Norm und bedeutet keine Anerkennung dieses Produkts durch
ISO.

2) Zu beziehen von: Lilly Research Laboratories, Lilly Corporate Center, Indianapolis, Indiana 46285, USA.

3) Zu beziehen von: Alpharma Inc., Animal Health Division, 1 Duggar Drive, Willow Island, WV, USA 26134-97111 und
Hoéchst Roussel Vet, D-65926 Frankfurt am Main, Gebaude H 790, Deutschland.
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4.13.1 Monensin-Standard-Stammlésung

Die Herstellung erfolgt nach der Beschreibung in 4.13. Die Konzentration der Standard-Stammldsung wird
basierend auf dem Hauptbestandteil, Monensin A, berechnet. Der Nebenbestandteil, Monensin B, der
unmittelbar vor Monensin A [4] eluiert wird, ist in den Untersuchungsproben auf der Basis von Monensin A zu
bestimmen. Dazu ist die auf dem Profil-Datenblatt des Referenzstandards angegebene Zusammensetzung
anzuwenden:

055y

= 1
PM =150 (1)

Dabei ist

0,5 die Konzentration der Standard-Stammlésung (4.13), in Milligramm je Milliliter, angegeben auf drei
Dezimalstellen;

pu  die Konzentration des gegebenen Bestandteils Monensin A in der Standard-Stammldsung, in Milli-
gramm je Milliliter;

Sy der Prozent-Anteil des gegebenen Bestandteils Monensin A im Referenz-Standard, entsprechend
den Angaben im Profil-Datenblatt.

BEISPIEL Die Charge RS0234 des Referenz-Standards enthadlt unter Bezug auf die ,Ist*-Werte
93,71 % Monensin A.

4.13.2 Salinomycin-Standard-Stammlésung

Die Herstellung erfolgt nach der Beschreibung in 4.13. Die Konzentration ist unter Anwendung des Wertes flr
die Konzentration des Referenz-Standards zu berechnen, die vom Lieferanten angegeben wird [2]:

05w

1000 @)

Ps

Dabei ist
ps  die Konzentration des Salinomycins in der Standard-Stammlésung, in Milligramm je Milliliter;

w die Konzentration des vom Lieferanten angegebenen Salinomycin-Standards, in Mikrogramm je
Milligramm.

BEISPIEL Fur die Charge WS-19B betragt die Standardkonzentration 986 pg/mg.
4.13.3 Narasin-Standard-Stammlosung

Die Herstellung erfolgt nach der Beschreibung in 4.13. Die Konzentration der Standard-Stammlésung wird
basierend auf dem Hauptbestandteil, Narasin A, berechnet. Die Nebenbestandteile (Narasin D und Narasin I),
die nach Narasin A eluiert werden [5], sind in den Untersuchungsproben auf der Basis von Narasin A zu
bestimmen. Dazu ist die auf dem Datenblatt fur das Profil des Referenz-Standards angegebene Zusammen-
setzung fur den jeweiligen Bestandteil anzuwenden:

058y

= 3
PN =100 (3)
Dabei ist

pn  die Konzentration des angegebenen Bestandteils Narasin A in der Standard-Stammlbsung, in
Milligramm je Milliliter;

Sy der Prozentanteil des gegebenen Bestandteils Narasin A im Referenz-Standard, entsprechend den
Angaben im Profil-Datenblatt.

Documents
6 Document Sharing Hub

Full document details: DIN EN ISO 14183:2009-02


http://www.avadocuments.com/doc/din-en-iso-14183-2009-02
http://www.avadocuments.com/doc/din-en-iso-14183-2009-02

DIN EN ISO 14183:2009-02
EN ISO 14183:2008 (D)

BEISPIEL Fir die Charge RS0302 des Referenzstandards ergibt sich unter Bezug auf die ,Ist*-Werte der folgende
Prozentanteil:

Narasin A=85,4 %

Narasin D = 1,9 %

Narasin| =0,7 %

4.14 Zwischen-Mischstandardlésung, etwa 20 pg/ml Monensin, 40 uyg/ml Salinomycin bzw. 40 pg/ml
Narasin.

10,0 ml Monensin-, 20,0 ml Salinomycin- und 20,0 ml Narasin-Standard-Stammlésung (4.13) werden jeweils
in einen 250-ml-Messkolben pipettiert. Mit dem Extraktionslésemittel (4.9) ist jede Losung bis zur Marke zu
verdinnen. Dann ist gut zu mischen. Jede dieser Lésungen ist jeden Monat frisch anzusetzen.

4.15 Mischstandardlésungen fiir die HPLC
Finf Mischstandardlésungen fir die HPLC sind herzustellen, indem ein aliquoter Anteil der Zwischen-
Mischstandardlosung (4.14) in je einen wenig lichtdurchlassigen 100-ml-Messkolben pipettiert und nach

Tabelle 1 mit dem Extraktionslosemittel (4.9) bis zur Marke verdinnt wird. Jede dieser Losungen ist gut zu
mischen. Jeden Monat sind sie frisch anzusetzen.

Tabelle 1

Menge der Ungefédhre Konzentration der HPLC-Standardiésung

Zwischen-Standard-
I6sung (4.14)

Identifizierung der
Mischstandard-

I16sung fiir die HPLC Hg/ml

ml Monensin Salinomycin Narasin
A 1 0,2 0,4 0,4
B 5 1 2 2
C 10 2 4 4
D 25 5 10 10
E 50 10 20 20

4.16 Einzelne Standardlésungen fiir die HPLC
4.16.1 Monensin, etwa 5 ug/ml.

Exakt 1,0 ml der Monensin-Standard-Stammldsung (4.13.1) ist in einen wenig lichtdurchlassigen
100-mI-Messkolben zu pipettieren. Die Losung ist bis zur Marke mit der Extraktionslésung (4.9) zu verdiinnen.
Die Losung ist gut zu mischen. Sie ist jeden Monat frisch anzusetzen. Die Aufbewahrung erfolgt im
Kahlschrank.

4.16.2 Salinomycin, etwa 10 ug/ml.

Exakt 2,0 ml der Salinomycin-Standard-Stammldsung (4.13.2) sind in einen wenig lichtdurchlassigen
100-ml-Messkolben zu pipettieren. Die Losung ist bis zur Marke mit der Extraktionslésung (4.9) zu verdinnen.
Die Loésung ist gut zu mischen. Sie ist jeden Monat frisch anzusetzen. Die Aufbewahrung erfolgt im
Klhlschrank.

4.16.3 Narasin, etwa 10 pg/ml.
Exakt 2,0 ml der Salinomycin-Standard-Stammldsung (4.13.3) sind in einen wenig lichtdurchlassigen
100-mI-Messkolben zu pipettieren. Die Losung ist bis zur Marke mit der Extraktionslésung (4.9) zu verdinnen.

Die Loésung ist gut zu mischen. Sie ist jeden Monat frisch anzusetzen. Die Aufbewahrung erfolgt im
Kuhlschrank.
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