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JEDENACTA SMERNICE KOMISE 93/70/EHS
ze dne 28. ¢ervence 1993,

kterou se stanovi analytické metody Spolecenstvi pro dfedni kontrolu krmiv

KOMISE EVROPSKYCH SPOLECENSTVI,

s ohledem na Smlouvu o zaloZeni Evropského hospodaiského
spolecenstvi,

s ohledem na smérnici Rady 70/373/EHS ze dne
20. Cervence 1970 o zavedeni metod odbéru vzorku a analy-
tickych metod Spolecenstvi pro tfedni kontrolu krmiv ('), na-
posledy pozménénou nafizenim (EHS) ¢. 3768/85 (3, a zej-
ména na cldnek 2 uvedené smérnice,

vzhledem k tomu, Ze smérnice 70/373/EHS vyZaduje, aby se
tfedni kontroly krmiv pro tcely kontroly, zda krmiva spliuji
pozadavky vyplyvajici z ustanoveni pravnich a spravnich pred-
pisti tykajicich se jejich jakosti a slozeni, provadély za pouziti
metod odbéru vzorkti a analyzy platnych ve Spolecenstvi;

vzhledem k tomu, Ze by méla byt v rdmci Spolecenstvi stano-
vena metoda analyzy pro pfidany halofuginon k pouziti pfi
kontrole, zda vyhovuje podminkdm pro jeho pouziti ve vyzivé
zvifat;

vzhledem k tomu, Ze opatfeni podle této smérnice jsou v sou-
ladu se stanoviskem Stdlého vyboru pro krmiva,

(') Ut.vest. L 170, 3.8.1970, s. 2.
() Uf.vést. L 362, 31.12.1985, s. 8.

PRIJALA TUTO SMERNICI:

Cldnek 1
Clenské stity vyzaduji, aby se analyzy obsahu halofuginonu
pro ucely Gfedni kontroly krmiv provadély za pouziti metody
popsané v piiloze této smérnice.

Cldnek 2

Clenské stity uvedou v G&innost prévni a spravni piedpisy
nezbytné pro dosazeni souladu s touto smérnici nejpozdéji do
30. Cervna 1994. Uvédomi o nich neprodlené Komisi.

Tato opatieni pfijatd clenskymi stity musi obsahovat odkaz na

tuto smérnici nebo musi byt takovy odkaz ucinén pii jejich

ufednim vyhlaseni. Zptsob odkazu si stanovi ¢lenské staty.
Cldnek 3

Tato smérnice je urcena ¢lenskym stattim.

V Bruselu dne 28. Cervence 1993.

Za Komisi
René STEICHEN

clen Komise
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PRILOHA
STANOVENI OBSAHU HALOFUGINONU

DL-trans-7-brom-6-chlor-3-[3-(3-hydroxy-2-piperidyl)acetonyl]-quinazolin-4-(3H)-1-hydrobromid

Ucel a rozsah

Touto metodou se stanovuje obsah halofuginon v krmivech. Dolni mez stanovitelnosti je 1 mg/kg.

Princip

Po zahfdti v horké vodni ldzni se halofuginon extrahuje jako volnd bdze do ethylacetdtu a ndsledné se oddéli
jako hydrochlorid do kyselé vodni faze. Extrakt se pfecisti ionexovou chromatografii. Obsah halofuginonu se
stanovi vysokot¢innou kapalnou chromatografif na reverzni fazi (HPLC), za pouziti UV detektoru.

Cinidla

Acetonitril, pro HPLC

Amberlit XAD-2 pryskyfice

Acetdt amonny

Ethylacetat

Kyselina octovd, ledova

Halofuginon, standardni ldtka (DL-trans-7-brom-6-chlor-3-[3-(3-hydroxy-2-piperidyl)acetonyl]-quinazolin-4-(3H)-
1-hydrobromid, E 764)

Halofuginon, standardn{ zdsobni roztok, 100 ug/ml

Do odmérné baniky o obsahu 500 ml se navdzi 50 mg halofuginonu (3.6) s pfesnosti na 0,1 mg, rozpusti se
v tlumivém roztoku acetdtu amonného (3.18), doplni po znacku tlumivym roztokem a promichd. Tento roztok
je staly tii tydny pii teploté 5 °C, je-li skladovdn ve tmé.

Kalibra¢ni roztoky

Do fady odmérnych banék o obsahu po 100 ml se odpipetuje 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 a 6,0 ml standardniho roztoku
(3.6.1). Doplni se po znacku mobilni fdzi (3.21) a promichd. Roztoky maji koncentrace halofuginonu 1,0, 2,0,
3,0, 4,0 a 6,0 pg/ml. Tyto roztoky se musi pfipravovat vzdy Cerstvé pfed pouzitim.

Kyselina chlorovodikové (p,, piiblizné 1,16 g/ml)

Methanol

Dusi¢nan stiibrny

Askorbét sodny

Uhlicitan sodny

Chlorid sodny

EDTA (disodnd stil kyseliny ethylendiaminotetraoctové)

Voda, pro HPLC

Uhlicitan sodny, roztok 6 = 10 mg/100 ml

Uhli¢itan sodny, roztok — saturovany chloridem sodnym, § = 5 g/100 ml

50 g uhli¢itanu sodného (3.11) se rozpusti ve vod¢, doplni se na 1 | a priddvd se chlorid sodny (3.12), az
k nasyceni roztoku.

Kyselina chlorovodikovd, pfiblizné 0,1 mol/l
10 ml HCI (3.7) se zfedi vodouna 1 L
Tlumivy roztok acetdtu amonného, p¥iblizné 0,25 mol/l

19,3 g acetdtu amonného (3.3) a 30 ml octové kyseliny (3.5) se rozpusti ve vodé (3.14) a ziedisena 1 1.
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lonexové pryskyfice Amberlit XAD-2 - piiprava

Priméfené mnozstvi amberlitu (3.2) se promyva ve vodé, az se odstrani v§echny chloridové ionty, coz se prokdze
testem pomoci dusi¢nanu stifbrného na odstranované vodni fazi. Pak se pryskyfice promyje 50 ml methanolu
(3.8), ktery se odstrani a pryskyfice se uloZi pod cerstvy methanol.

Dusi¢nan stfibrny, roztok pfiblizné 0,1 mol/l

0,17 g dusi¢nanu stiibrného (3.9) se rozpusti v. 10 ml vody.

Mobiln{ faze HPLC

Smichd se 500 ml acetonitrilu (3.1), 300 ml tlumivého roztoku acetdtu amonného (3.18) a s 1200 ml vody
(3.14). pH se upravi na 4,3 za pouziti kyseliny octové (3.5). Prefiltruje se filtrem 0,22 pum (4.8) a roztok se
odplyni (tj. vystavi se ultrazvuku po dobu 10 minut). Tento roztok je stily po dobu 1 mésice, je-li skladovan
v temnoté a v uzaviené nadobé.

Piistroje a pomiicky

Ultrazvukovd lazen

Rota¢ni odpafovad

Odstiedivka

Zaiizeni HPLC s ultrafialovym detektorem o rtznych vlnovych délkich nebo s detektorem diodového pole
Kolona pro kapalinovou chromatografii, 300 mm x 4 mm, C 18, 10 pm, nebo jind rovnocennd kolona

Sklenéné kolony (300 mm x 10 mm) opatfené filtrem z kfemicitého skla a uzaviracim kohoutem

Filtry ze sklenénych vldken, pramér filtru 150 mm

Membréanové filtry, 0,45 pm

Membranové filtry, 0,22 pm

Postup

Pozndmka Halofuginon jako volnd baze je nestdly v alkalickych roztocich a v roztocich ethylacetdtu. Nemél by
ziistat v roztoku ethylacetdtu déle nez 30 minut.

Vseobecné

Modelové krmivo se musi pfedem analyzovat pro kontrolu, zda neobsahuje halofuginon nebo jiné interferujici
latky.

Provadi se test vytéznosti analyzou modelového krmiva, které bylo obohaceno pfiddnim takového mnozstvi halo-
fuginonu, které odpovidd jeho obsahu ve vzorku. Pro obohaceni na troven 3 mg/kg se pfidd 300 pl standard-
niho zésobniho roztoku (3.6.1) k 10 g modelového krmiva, promichd se a vyckd 10 minut, nez se bude pokra-
¢ovat v extrakénim postupu (5.2).

Pozndmka Pro tcely této metody by mélo byt modelové krmivo podobného druhu jako vzorek a pfi jeho analyze
by nemél byt stanoven halofuginon.

Extrakce

Do odstrediskové zkumavky o obsahu 200 ml se navdzi 10 g upraveného vzorku s pfesnostina 0,1 g, piidd se
0,5 g askorbdtu sodného (3.10), 0,5 g EDTA (3.13) a 20 ml vody a zamichd se. Zkumavka se umisti na
5 minut do vodni ldzné (80 °C). Po vychladnuti na teplotu mistnosti se pfidd 20 ml roztoku uhli¢itanu sodného
(3.15) a zamichd se. Thned se pfidd 100 ml ethylacetitu (3.4) a ruc¢né se silné 15 sekund tfepe. Pak se
zkumavka s uvolnénou zdtkou umisti na tfi minuty do ultrazvukové ldzné (4.1). Odstfeduje se dvé minuty
a ethylacetdtovd fize se odlije pies filtr ze sklenénych vliken (4.6) do separacni ndlevky o obsahu 500 ml.
Extrakce vzorku se opakuje s dalsimi 100 ml ethylacetdtu. Kombinované extrakty se promyvaji jednu minutu
50 ml roztoku uhli¢itanu sodného saturovaného chloridem sodnym (3.16) a poté se vodnd vrstva odstrani.

Organickd vrstva se extrahuje po dobu jedné minuty 50 ml kyseliny chlorovodikové (3.17). Spodni kyselinova
vrstva se vypusti do separa¢ni ndlevky o obsahu 250 ml. Organickd vrstva se znovu extrahuje 1,5 minuty
s dalsimi 50 ml kyseliny chlorovodikové a kyselinovd vrstva se spoji s prvnim extraktem. Spojené kyselinové
extrakty se tfepou pfiblizné 10 sekund s 10 ml ethylacetdtu (3.4).
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Vodnd vrstva se kvantitativné prevede do 250 ml banky s kulatym dnem a organickd fize se odstrani. Pomoci
rotatnfho odpatovace (4.2) se z kyselého roztoku odpafi vSechen zbyvajici ethylacetdt. Teplota vodni ldzné
nesmi pfeséhnout 40 °C. Ve vakuu piiblizné 25 mbar se vSechen zbyvajici ethylacetdt odstrani béhem 5 minut
pii teploté 38 °C.

Precisténi

Pi{prava amberlitové kolony

Pro kazdy extrakt vzorku se pfipravi kolona s XAD-2. Do sklenéné kolony (4.5) se pfenese 10 g pfipraveného
amberlitu (3.19) spolu s methanolem (3.8). Na horni konec pryskyficového sloupce se vlozi mald zdtka ze skelné
vaty. Methanol ze sloupce se odstrani a sloupec se promyje 100 ml vody. Pfivod vody se zastavi, jakmile teku-
tina dosdhne horni konec pryskyficového sloupce. Pfed pouzitim se sloupec nechd 10 minut ekvilibrovat.
Sloupec nesmi nikdy vyschnout.

Cisténi vzorku

Extrakt (5.2) se kvantitativné pfevede na horni ¢dst piipraveného amberlitového sloupce (5.3.1) a eluje se,
piiemz eludt se odstranuje. Rychlost eluce nemd pfesdhnout 20 ml/min. Bafika s kulatym dnem se vypldchne
20 ml kyseliny chlorovodikové (3.17) a tuto tekutina se pouzije k promyti ionexového sloupce. Zbytek kyselého
roztoku se z kolony odstrani proudem vzduchu. Promyvaci roztok se také odstrani. Na sloupec se pfidd 100 ml
methanolu (3.8) a vypusti se asi 5 aZ 10 ml eludtu do banky s kulatym dnem o obsahu 250 ml. Zbyvajici
methanol se nechd 10 minut ustdt na sloupci a potom se pokracuje v promyvéni rychlosti, kterd nepfesahne
20 ml/min. Eludt se shromazduje v téZe bance s kulatym dnem. Methanol se odpaif na rota¢nim odpafovaci
(4.2), teplota vodni ldzné nemd pfesdhnout 40 ° C. Zbytek se pomoci mobilni faze (3.21) kvalitativné prevede do
odmérné banky o obsahu 10 ml. Doplni se mobilni fiz{ po znacku a promichd se. Pomérnd &dst se filtruje
membranovym filtrem (4.7). Tento roztok se uschové pro stanoveni HPLC (5.4).

Stanoveni HPLC

Parametry

Ndsledujici podminky jsou doporucené, lze pouzit i jiné podminky pokud zajistuji obdobné vysledky.

Kolona pro kapalinovou chromatografii (4.4.1.)

HPLC mobilni fize (3.21)

Rychlost pratoku: 1,5 az 2 ml/min

Detekéni vinova délka: 243 nm

Objem néstiiku: 40 az 100 pl

Stdlost chromatografického systému se kontroluje opakovanym ndstiikem kalibracniho roztoku (3.6.2), ktery
obsahuje 3,0 pg/ml halofuginonu. Opakuje se nékolikrdt, az se dosdhne konstantni vysky (plochy) pikii a kon-
stantnich reten¢nich Casa.

Kalibra¢ni kiivka

Provede se nékolikrat ndstiik kalibra¢niho roztoku (3.6.2) a zméfi se vysky (plochy) pikt pro kazdou koncentraci.
Kalibra¢ni kiivka se narysuje s pouzitim stfednich hodnot vysek nebo ploch pika kalibra¢nich roztokt jako ordi-
naty a prislusnych koncentraci v pg/ml jako soufadnic.

Roztoky vzorkd

Provede se nékolikrat néstiik roztok vzorku (5.3.2), pficemz se pouZije stejny objem jako pro kalibra¢ni roztoky
a zjisti se stiedni vyska (plocha) halofuginonovych pikd.

Vypocet a vyjidieni vysledkda

Koncentrace roztoku vzorku v ug/ml se zjisti ze stfedni vysky (plochy) halofuginonovych piki v roztoku vzorku
porovnadnim s kalibra¢ni kiivkou (5.4.2).

Obsah halofuginonu w (mg/kg) ve vzorku je ddn touto rovnici:

cx 10
m

w =

kde:
¢ koncentrace halofuginonu v roztoku vzorku v pug/ml,

m: hmotnost navazky vzorku v gramech.
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7.1
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Ovéfeni vysledkia

Identita

Identita analytu vzorku miize byt potvrzena opakovanym stanovenim s piidavkem (co-chromatography) nebo
vyuzitim detektoru s diodovym polem, pfi¢emz se porovndvaji spektra extraktu vzorku a kalibra¢niho roztoku
(3.6.2) obsahujictho 6,0 pg/ml halofuginonu.

Opakované stanoveni s pifdavkem (co-chromatography)

Extrakt vzorku se fortifikuje pfiddnim piislusného mnozstvi kalibracniho roztoku (3.6.2). Mnozstvi pfidaného
halofuginonu by mélo odpovidat obsahu halofuginonu v extraktu vzorku.

Meélo by dojft pouze ke zvyseni piku halofuginonu, vzhledem k pfidanému mnoZstvi a fedéni extraktu. Sitka
piku v poloviné jeho maximalni vysky musi byt v rozmez{ + 10 % puavodni sitky.

Detektor diodového pole
Vysledky jsou posuzovény podle ndsledujicich kritérif:

a) pii vinové délce maximalni absorpce vzorku i standardu musi byt zdznam spektra zaznamenany ve vrcholu
piku na chromatogramu stejny s nepfesnosti danou rozliSovaci schopnosti detekéniho systému. Pro detektor
s diodovym polem se uddvd * 2 nm;

b) pii vlnové délce mezi 225 a 300 nm se nesmi zdznam spektra zkouseného vzorku a standardu zaznamenany
ve vrcholu piku chromatogramu lisit od ¢dsti spektra v rozsahu 10 az 100 % relativni absorbance. Tohoto
kritéria je dosazZeno, jestliZe jsou vykdzdna stejnd maxima a jestlize odchylka mezi dvéma spektry nikde nepfe-
sahuje 15 % absorbance standardniho analytu;

) pii vlnové délce mezi 225 a 300 nm se nesmi spektrum vzestupu, vrcholu a sestupu piku zkouseného
vzorku lisit od ostatnich v této Cdsti spektra v rozsahu od 10 do 100 % relativni absorbance. Tohoto kritéria
je dosazeno, jestliZe jsou vykdzdna stejnd maxima a jestlize ve viech sledovanych bodech odchylka mezi
spektry nepfesahuje 15 % absorbance spektra ve vrcholu piku.

Jestlize neni dosazeno nékterého z téchto kritérii, pfitomnost analytu neni potvrzena.

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provddénych na stejném vzorku nesmi piekrocit 0,5 mg/kg pii
obsahu halofuginonu do 3 mg/kg.

Vytéznost (recovery)

Vytéznost pro fortifikovany vzorek musi byt nejméné v 80 %.

Vysledky kruhového testu

Pii kruhovém testu (') byly osmi laboratofemi analyzovany tfi vzorky.

Vysledky

Vzorek A Vzorek B (mouka) Vzorek C (pelety)

(modelovy)

pii pievzeti pii pievzeti gqoéﬁgzl}t pii prevzeti &%;}Z}fzﬁ
Stredni (1) n. d. 2,80 2,42 2,89 2,45
Sp — 0,45 0,43 0,40 0,42
CVy — 16 18 14 17
rec. 86 74 88 75

():  jednotky v mg/kg.

n.d.: nezjisténo.

Sy standardni odchylka reprodukovatelnosti.
CV,: varia¢ni koeficient reprodukovatelnosti (%).
rec:  vytéznost (%).

() The Analyst 108, 1983, s. 1252 az 1256.



