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Ο∆ΗΓΙΑ 1999/27/ΕΚ ΤΗΣ ΕΠΙΤΡΟΠΗΣ

τηr 20�r Απριλ�ου 1999

σχετικ� µε την καθι�ρωση κοινοτικ�ν µεθ�δων αν�λυσηr για τον προσδιορισµ� του αµπρο-
λ�ου, του diclazuril και του carbadox σε ζωοτροφ�r και την τροποπο�ηση των οδηγι�ν

71/250/ΕΟΚ, 73/46/ΕΟΚ και την κατ�ργηση τηr οδηγ�αr 74/203/ΕΟΚ

(Κε�µενο που παρουσι�ζει ενδιαφ�ρον για τον ΕΟΧ)

Η ΕΠΙΤΡΟΠΗ ΤΩΝ ΕΥΡΩΠΑΪΚΩΝ ΚΟΙΝΟΤΗΤΩΝ,

�χονταr υπ�ψη:

τη συνθ�κη για την �δρυση τηr Ευρωπαϊκ�r Κοιν�τηταr,

την οδηγ�α 70/373/ΕΟΚ του Συµβουλ�ου, τηr 20�r Ιουλ�ου
1970, περ� εισαγωγ�r τρ�πων λ�ψεωr δειγµ�των και
µεθ�δων κοινοτικ�r αναλ�σεωr για τον επ�σηµο �λεγχο των
ζωοτροφ�ν (1), �πωr τροποποι�θηκε τελευτα�α απ� την
πρ�ξη προσχ�ρησηr τηr Αυστρ�αr, τηr Vινλανδ�αr και τηr
Σουηδ�αr, και ιδ�ωr το �ρθρο 2,

Εκτιµ�νταr:

(1) �τι η οδηγ�α 70/373/ΕΟΚ ορ�ζει �τι οι επ�σηµοι
�λεγχοι των ζωοτροφ�ν που �χουν σκοπ� να δια-
πιστ�σουν την τ�ρηση των �ρων που αναφ�ρονται
στιr νοµοθετικ�r, κανονιστικ�r και διοικητικ�r διατ�-
ξειr που αφορο�ν την ποι�τητα και τη σ�νθεσ� τουr
πρ�πει να γ�νονται σ�µφωνα µε κοινοτικο�r τρ�πουr
λ�ψεωr δειγµ�των και µεθ�δουr αναλ�σεωr·

(2) �τι η οδηγ�α 70/524/ΕΟΚ του Συµβουλ�ου, τηr 23ηr
Νοεµβρ�ου 1970, περ� των προσθ�των υλ�ν στη δια-
τροφ� των ζ�ων (2), �πωr τροποποι�θηκε τελευτα�α
απ� τον κανονισµ� (ΕΚ) αριθ. 45/1999 τηr Επι-
τροπ�r (3), ορ�ζει �τι εφ�σον σε προµε�γµατα και
ζωοτροφ�r �χει προστεθε� αµπρ�λιο και diclazuril,
στην επισ�µανση πρ�πει να αναφ�ρεται η περιεκτι-
κ�τητ� τουr· �τι µε τον κανονισµ� (ΕΚ) αριθ. 2788/
98 τηr Επιτροπ�r, τηr 22αr ∆εκεµβρ�ου 1998, περ�
τροποποι�σεωr τηr οδηγ�αr 70/524/ΕΟΚ του
Συµβουλ�ου �σον αφορ� τιr πρ�σθετεr �λεr στιr ζωο-
τροφ�r, αναφορικ�r µε την αν�κληση τηr �δειαr
χρησιµοπο�ησηr ορισµ�νων αυξητικ�ν παρα-
γ�ντων (4), ανεκλ�θη η �δεια χρ�σηr του carbadox
ωr πρ�σθετηr �ληr στιr ζωοτροφ�r, και ε�ναι ανα-
γκα�οr επ�σηµοr �λεγχοr για ενδεχ�µενη παρ�νοµη
χρ�ση απαγορευµ�νων ουσι�ν·

(3) �τι πρ�πει να καθιερωθο�ν κοινοτικ�r µ�θοδοι
αν�λυσηr για τον �λεγχο αυτ�ν των ουσι�ν·

(4) �τι η πρ�τη οδηγ�α 71/250/ΕΟΚ τηr Επιτροπ�r, τηr
15ηr Ιουν�ου 1971, περ� καθορισµο� κοινοτικ�ν
µεθ�δων αναλ�σεωr για τον επ�σηµο �λεγχο ζωο-
τροφ�ν (5), �πωr τροποποι�θηκε τελευτα�α απ� την
οδηγ�α 98/54/ΕΚ (6), καθορ�ζει µεθ�δουr αν�λυσηr
για, µεταξ� �λλων, τον προσδιορισµ� του σιναπ�-
λαιου και τηr θεοβρωµ�νηr· �τι, υπ� το φωr των
εξελ�ξεων των επιστηµονικ�ν και τεχνικ�ν γν�σεων,

οι περιγραφ�µενεr µ�θοδοι δεν ε�ναι πλ�ον �γκυρεr
για τον επιδιωκ�µενο σκοπ� τουr· �τι, ωr εκ το�του,
πρ�πει να καταργηθο�ν αυτ�r οι µ�θοδοι·

(5) �τι η τ�ταρτη οδηγ�α 73/46/ΕΟΚ τηr Επιτροπ�r, τηr
5ηr ∆εκεµβρ�ου 1972, περ� καθορισµο� κοινοτικ�ν
µεθ�δων αναλ�σεωr για τον επ�σηµο �λεγχο ζωο-
τροφ�ν (7), �πωr τροποποι�θηκε τελευτα�α απ� την
οδηγ�α 98/54/ΕΚ, καθορ�ζει µεθ�δουr αν�λυσηr για,
µεταξ� �λλων, τον προσδιορισµ� τηr ρετιν�ληr (βιτα-
µ�νη Α)· �τι, υπ� το φωr των εξελ�ξεων των επιστηµο-
νικ�ν και τεχνικ�ν γν�σεων, η περιγραφ�µενη µ�θο-
δοr δεν ε�ναι πλ�ον �γκυρη για τον επιδιωκ�µενο
σκοπ�· �τι, ωr εκ το�του, πρ�πει να καταργηθε� η
µ�θοδοr για τη ρετιν�λη·

(6) �τι η π�µπτη οδηγ�α 74/203/ΕΟΚ τηr Επιτροπ�r, τηr
25ηr Μαρτ�ου 1974, περ� καθορισµο� κοινοτικ�ν
µεθ�δων αναλ�σεωr για τον επ�σηµο �λεγχο των
ζωοτροφ�ν (8), �πωr τροποποι�θηκε απ� την οδηγ�α
81/680/ΕΟΚ (9), καθορ�ζει µεθ�δουr αναλ�σεωr για
τον προσδιορισµ� του αµ�λου και προϊ�ντων αποικο-
δ�µησηr του αµ�λου µεγ�λου µοριακο� β�ρουr στιr
ζωοτροφ�r, οι οπο�εr περι�χουν τεµαχ�δια, πο�λπα,
αποξηραµ�να φ�λλα � «κορυφ�r» τε�τλων, πο�λπα
πατατ�ν, αποξηραµ�νη ζ�µη, προϊ�ντα πλο�σια σε
ινουλ�νη � υπ�λοιπα τ�ξηr λ�πουr, ethopabate, dini-
tolmide, νικαρβαζ�νηr και µεναδι�νηr (βιταµ�νη Κ3)·
�τι, υπ� το φωr των εξελ�ξεων των επιστηµονικ�ν
και τεχνικ�ν γν�σεων, �λεr οι µ�θοδοι που
περιγρ�φονται σε αυτ�ν την οδηγ�α δεν ε�ναι πλ�ον
�γκυρεr για την επ�τευξη του επιδιωκ�µενου σκοπο�·
�τι, ωr εκ το�του, πρ�πει να καταργηθε� η εν λ�γω
οδηγ�α·

(7) �τι τα µ�τρα που προβλ�πονται στην παρο�σα οδη-
γ�α ε�ναι σ�µφωνα µε τη γν�µη τηr µ�νιµηr επι-
τροπ�r για τιr ζωοτροφ�r,

ΕΞΕ∆ΩΣΕ ΤΗΝ ΠΑΡΟΥΣΑ Ο∆ΗΓΙΑ:

�ρθρο 1

Τα κρ�τη µ�λη προβλ�πουν �στε οι αναλ�σειr για τον
επ�σηµο �λεγχο τηr περιεκτικ�τηταr των ζωοτροφ�ν και
των προµειγµ�των σε αµπρ�λιο, diclazuril και carbadox να
πραγµατοποιο�νται µε τιr µεθ�δουr που καθορ�ζονται στο
παρ�ρτηµα.(1) ΕΕ L 170 τηr 3.8.1970, σ. 2.

(2) ΕΕ L 270 τηr 14.12.1970, σ. 1.
(3) ΕΕ L 6 τηr 12.1.1999, σ. 3.
(4) ΕΕ L 347 τηr 23.12.1998, σ. 31. (7) ΕΕ L 83 τηr 30.3.1973, σ. 21.
(5) ΕΕ L 155 τηr 12.7.1971, σ. 13. (8) ΕΕ L 108 τηr 22.4.1974, σ. 7.
(6) ΕΕ L 208 τηr 24.7.1998, σ. 49. (9) ΕΕ L 246 τηr 29.8.1981, σ. 32.
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�ρθρο 2

Η οδηγ�α 71/250/ΕΟΚ τροποποιε�ται ωr εξ�r

1. Στο �ρθρο 1 διαγρ�φονται οι λ�ξειr «σιναπελα�ου» και
«θεοβρωµ�νηr».

2. ∆ιαγρ�φονται τα σηµε�α 8 και 13 του παραρτ�µατοr.

�ρθρο 3

Η οδηγ�α 73/46/ΕΟΚ τροποποιε�ται ωr εξ�r:

1. Το �ρθρο 2 διαγρ�φεται.

2. Το παρ�ρτηµα ΙΙ διαγρ�φεται.

�ρθρο 4

Η π�µπτη οδηγ�α 74/203/ΕΟΚ καταργε�ται.

�ρθρο 5

Τα κρ�τη µ�λη θ�τουν σε ισχ�, το αργ�τερο µ�χρι την 31η
Οκτωβρ�ου 1999, τιr νοµοθετικ�r, κανονιστικ�r και διοικητι-
κ�r διατ�ξειr που ε�ναι αναγκα�εr για τη συµµ�ρφωσ� τουr
µε την παρο�σα οδηγ�α. Ενηµερ�νουν αµ�σωr σχετικ� την
Επιτροπ�.

Τα κρ�τη µ�λη εφαρµ�ζουν τα µ�τρα αυτ� απ� την 1η
Νοεµβρ�ου 1999.

�ταν οι εν λ�γω διατ�ξειr θεσπ�ζονται απ� τα κρ�τη µ�λη,
περι�χουν παραποµπ� στην παρο�σα οδηγ�α � συνοδε�ο-
νται απ� σχετικ� παραποµπ� κατ� την επ�σηµη δηµοσ�ευσ�
τουr. Οι λεπτοµ�ρειεr τηr παραποµπ�r αυτ�r καθορ�ζονται
απ� τα κρ�τη µ�λη.

�ρθρο 4

Η παρο�σα οδηγ�α αρχ�ζει να ισχ�ει την εικοστ� ηµ�ρα
απ� τη δηµοσ�ευσ� τηr στην Επ�σηµη Εφηµερ�δα των Ευρω-
παϊκ�ν Κοινοτ�των.

�ρθρο 5

Η παρο�σα οδηγ�α απευθ�νεται στα κρ�τη µ�λη.

Βρυξ�λλεr, 20 Απριλ�ου 1999.

Για την Επιτροπ�

Franz FISCHLER

Μ�λοr τηr Επιτροπ�r
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ

ΜΕΡΟΣ Α

ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΟΥ ΑΜΠΡΟΛΙΟΥ

Υδροχλωρικ� �λαr του χλωριο�χου 1-[(4-αµινο-2-προπυλοπυρυριµιδιν-5-υλο)µεθυλο]-2-µεθυλο-πυριδιν�ου

1. Σκοπ�r και πεδ�ο εφαρµογ�r

Η παρο�σα µ�θοδοr επιτρ�πει τον προσδιορισµ� του αµπρολ�ου σε ζωοτροφ�r και προµε�γµατα. Το �ριο
αν�χνευσηr ε�ναι 1 mg/kg, το �ριο προσδιορισµο� ε�ναι 25 mg/kg.

2. Αρχ�

Το δε�γµα εκχυλ�ζεται µε µε�γµα µεθαν�ληr-νερο�. �πειτα απ� αρα�ωση µε την κινητ� φ�ση και δι�θηση
µ�σω φ�λτρου µεµβρ�νηr, το περιεχ�µενο αµπρ�λιο προσδιορ�ζεται µε κατιοανταλλακτικ� υγρ� χρωµατο-
γραφ�α υψηλ�r απ�δοσηr (HPLC) µε χρ�ση ανιχνευτ� υπερι�δουr.

3. Αντιδραστ�ρια

3.1. Μεθαν�λη

3.2. Ακετονιτρ�λιο καθαρ�τηταr HPLC

3.3. Νερ� καθαρ�τηταr HPLC

3.4. ∆ι�λυµα δισ�ξινου φωσφορικο� νατρ�ου, c = 0,1 mol/l

13,80 g µονο�νυδρου δισ�ξινου φωσφορικο� νατρ�ου διαλ�ονται σε νερ� (3.3) σε ογκοµετρικ� φι�λη των
1 000 ml, το δι�λυµα συµπληρ�νεται µε νερ� (3.3) µ�χρι τη χαραγ� και ανακινε�ται.

3.5. ∆ι�λυµα υπερχλωρικο� νατρ�ου, c = 1,6 mol/l

224,74 g µονο�νυδρου υπερχλωρικο� νατρ�ου διαλ�ονται σε νερ� (3.3) σε ογκοµετρικ� φι�λη των 1 000 ml,
το δι�λυµα συµπληρ�νεται µ�χρι τη χαραγ� µε νερ� (3.3) και ανακινε�ται.

3.6. Κινητ� φ�ση για την HPLC (βλ�πε παρατ�ρηση 9.1).

Με�γµα ακετονιτριλ�ου (3.2), διαλ�µατοr δισ�ξινου φωσφορικο� νατρ�ου (3.4) και διαλ�µατοr υπερχλωρι-
κο� νατρ�ου (3.5), 450+450+100 (v+v+v). Πριν απ� τη χρ�ση, διηθε�ται διαµ�σου διηθητικ�r µεµβρ�νηr
π�χουr 0,22 µm (4.3) και το δι�λυµα απαερι�νεται [π.χ. σε λουτρ� υπερ�χων (4.4) για 15 λεπτ�
τουλ�χιστον].

3.7. Πρ�τυπη ουσ�α: καθαρ� αµπρ�λιο, υδροχλωρικ� �λαr χλωριο�χου 1-[(4-αµινο-2-προπυλοπυριµιδιν-5-
υλο)µεθυλο]-2-µεθυλο-πυριδιν�ου, Ε 750 (βλ�πε σηµε�ο 9.2)

3.7.1. Αρχικ� πρ�τυπο δι�λυµα αµπρολ�ου, 500 µg/ml

Σε ογκοµετρικ� σφαιρικ� φι�λη των 100 ml, ζυγ�ζονται µε ακρ�βεια 0,1 mg, 50 mg αµπρολ�ου (3.7),
διαλ�ονται σ� 80 ml µεθαν�ληr (3.1) και η φι�λη τοποθετε�ται για 10 min σε λουτρ� υπερ�χων (4.4). Στη
συν�χεια, το δι�λυµα φ�ρεται σε θερµοκρασ�α δωµατ�ου, συµπληρ�νεται µ�χρι τη χαραγ� µε νερ� και
ανακινε�ται. Σε θερµοκρασ�α @4 °C το δι�λυµα ε�ναι σταθερ� για �να µ�να.

3.7.2. Ενδι�µεσο πρ�τυπο δι�λυµα αµπρολ�ου, 50 µg/ml

5,0 ml του αρχικο� πρ�τυπου διαλ�µατοr (3.7.1) παραλαµβ�νονται µε σιφ�νιο και φ�ρονται σε ογκοµε-
τρικ� φι�λη των 50 ml, το δι�λυµα συµπληρ�νεται µ�χρι τη χαραγ� µε το διαλ�τη εκχυλ�σεωr (3.8) και
ανακινε�ται. Σε θερµοκρασ�α @4 °C το δι�λυµα ε�ναι σταθερ� για �να µ�να.

3.7.3. ∆ιαλ�µατα βαθµον�µησηr

0,5, 1,0 και 2,0 ml του ενδιαµ�σου πρ�τυπου διαλ�µατοr (3.7.2) µεταφ�ρονται σε µια σειρ� ογκοµετρικ�ν
φιαλ�ν των 50 ml. Συµπληρ�νονται µ�χρι τη χαραγ� µε την κινητ� φ�ση (3.6) και ανακινο�νται. Τα
διαλ�µατα αυτ� αντιστοιχο�ν σε 0,5, 1,0 και 2,0 µg αµπρολ�ου αν� ml αντιστο�χωr. Τα διαλ�µατα αυτ�
πρ�πει να ετοιµ�ζονται λ�γο πριν να χρησιµοποιηθο�ν.
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3.8. ∆ιαλ�τηr εκχυλ�σεωr

Με�γµα µεθαν�ληr (3.1)-νερο� 2+1 (v+v)

4. Συσκευ�r

4.1. Εξοπλισµ�r HPLC µε σ�στηµα εγχ�σεωr, κατ�λληλο για �γχυση �γκων 100 µl

4.1.1. Στ�λη υγρ�r χρωµατογραφ�αr 125 mm × 4 mm, κατιοανταλλακτικ� υλικ� πλ�ρωσηr Nucleosil 10 SA, 10
µm, � ισοδ�ναµη

4.1.2. Ανιχνευτ�r UV µε δυνατ�τητα ρ�θµισηr σε δι�φορα µ�κη κ�µατοr � µε δι�ταξη δι�δων

4.2. V�λτρο µεµβρ�νηr, υλικ� PTFE, 0,45 µm

4.3. V�λτρο µεµβρ�νηr, 0,22 µm

4.4. Λουτρ� υπερ�χων

4.5. Συσκευ� µηχανικ�r ανακ�νησηr � µαγνητικ�r αναδευτ�ραr

5. ∆ιαδικασ�α

5.1. Γενικ�

5.1.1. Τυφλ�

Για την εκτ�λεση τηr δοκιµ�r αν�κτησηr (5.1.2), θα πρ�πει να διενεργε�ται αν�λυση τυφλο� �στε να
ελ�γχεται �τι δεν υπ�ρχει ο�τε αµπρ�λιο ο�τε κ�ποια �λλη παρεµποδ�ζουσα ουσ�α. Το τυφλ� δε�γµα θα
πρ�πει να ε�ναι παρ�µοιου τ�που µε εκε�νον του δε�γµατοr και δεν θα πρ�πει να ανιχνε�ονται σε αυτ�
αµπρ�λιο � �λλεr παρεµποδ�ζουσεr ουσ�εr.

5.1.2. ∆οκιµ� αν�κτησηr,

Θα πρ�πει να πραγµατοποιε�ται δοκιµ� αν�κτησηr υποβ�λλονταr σε αν�λυση τυφλ� δε�γµα εµπλουτι-
σµ�νο µε προσθ�κη ποσ�τηταr αµπρολ�ου, παρ�µοιαr µε εκε�νη που υπ�ρχει στο δε�γµα. Για εµπλουτισµ�
µ�χρι 100 mg/kg, 10,0 ml του αρχικο� πρ�τυπου διαλ�µατοr (3.7.1) µεταφ�ρονται σε κωνικ� φι�λη των
250 ml και το δι�λυµα εξατµ�ζεται µ�χριr �γκου περ�που 0,5 ml. Προστ�θενται 50 g του τυφλο�,
αναµειγν�ονται επισταµ�νωr και αφ�νονται για 10 λεπτ� αναµειγν�ονταr π�λι µερικ�r φορ�r πριν
προχωρ�σουµε στο στ�διο τηr εκχυλ�σεωr (5.2).

Εναλλακτικ�r, εφ�σον δεν υπ�ρχει διαθ�σιµο τυφλ� παρ�µοιου τ�που µε το δε�γµα (βλ�πε σηµε�ο 5.1.1 ),
δοκιµ� αν�κτησηr µπορε� να γ�νει µ�σω τηr µεθ�δου προσθ�κηr προτ�που. Στην περ�πτωση αυτ�, το προr
αν�λυση δε�γµα εµπλουτ�ζεται µε ποσ�τητα αµπρολ�ου παρ�µοια µε εκε�νη που υπ�ρχει �δη στο δε�γµα.
Το δε�γµα αυτ� αναλ�εται παρ�λληλα µε το µη εµπλουτισµ�νο δε�γµα και η αν�κτηση µπορε� να
υπολογιστε� µε αφα�ρεση.

5.2. Εκχ�λιση

5.2.1. Προµε�γµατα (περιεκτικ�τητα : 1 % σε αµπρ�λιο) και ζωοτροφ�r

Σε κωνικ� φι�λη των 500 ml, ζυγ�ζονται µε ακρ�βεια 0,01 g, 5-40 g του δε�γµατοr αν�λογα µε την
περιεκτικ�τητα σε αµπρ�λιο και προστ�θενται 200 ml διαλ�τη εκχυλ�σεωr (3.8). Η φι�λη τοποθετε�ται στο
λουτρ� υπερ�χων (4.4) και αφ�νεται για 15 λεπτ�. Η φι�λη αποµακρ�νεται απ� το λουτρ� και ανακινε�ται
για 1 �ρα στο µηχανικ� τ�ρακτρο � αναδε�εται στο µαγνητικ� αναδευτ�ρα (4.5). Κατ�λληλη ποσ�τητα
του εκχυλ�σµατοr αραι�νεται µε την κινητ� φ�ση (3.6) µ�χρι περιεκτικ�τηταr σε αµπρ�λιο 0,5-2 µg/ml
και αναµειγν�εται (βλ�πε σηµε�ο 9.3). 5-10 ml του αραιωµ�νου αυτο� διαλ�µατοr διηθο�νται διαµ�σου
µεµβρ�νηr (4.2). Ακολουθε� προσδιορισµ�r µε HPLC (5.3).

5.2.2. Προµε�γµατα (περιεκτικ�τητα A1 % σε αµπρ�λιο)

Σε κωνικ� φι�λη των 500 ml ζυγ�ζονται µε ακρ�βεια 0,001 g, 1-4 g του προµε�γµατοr αν�λογα µε την
περιεκτικ�τητα σε αµπρ�λιο και προστ�θενται 200 ml διαλ�τη εκχυλ�σεωr (3.8). Η φι�λη τοποθετε�ται σε
λουτρ� υπερ�χων (4.4) και αφ�νεται για 15 λεπτ�. Η φι�λη αποµακρ�νεται απ� το λουτρ� και ανακινε�ται
για 1 �ρα στο µηχανικ� τ�ρακτρο � αναδε�εται στο µαγνητικ� αναδευτ�ρα (4.5). Κατ�λληλη ποσ�τητα
του εκχυλ�σµατοr αραι�νεται µε την κινητ� φ�ση (3.6) µ�χρι περιεκτικ�τηταr σε αµπρ�λιο 0,5--2 µg/ml
και αναµειγν�εται. 5-10 ml του αραιωµ�νου αυτο� διαλ�µατοr διηθο�νται διαµ�σου µεµβρ�νηr (4.2).
Ακολουθε� προσδιορισµ�r µε HPLC (5.3).

5.3. Προσδιορισµ�r µε HPLC
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5.3.1. Παρ�µετροι

Παρακ�τω, δ�δονται ενδεικτικ� ορισµ�νεr κατ�λληλεr συνθ�κεr. Μπορο�ν να χρησιµοποιηθο�ν και
διαφορετικ�r συνθ�κεr εφ�σον παρ�χουν ισοδ�ναµα αποτελ�σµατα.

Στ�λη υγρ�r χρωµατογραφ�αr (4.1.1): 125 mm × 4 mm, κατιοανταλλακτικ� υλικ� πλ�ρωσηr
Nucleosil 10 SA, 10 µm, πλ�ρωσηr, � ισοδ�ναµη

Κινητ� φ�ση (3.6): Με�γµα ακετονιτριλ�ου (3.2), διαλ�µατοr δισ�ξινουφωσφορι-
κο� νατρ�ου (3.4) και διαλ�µατοr υπεχλωρικο� νατρ�ου (3.5),
450+450+100 (V+V+V)

Ταχ�τητα ρο�r: 0,7-1 ml/min

Μ�κοr κ�µατοr αν�χνευσηr: 264 nm

Εκχυ�µενοr �γκοr: 100 µl.

Ελ�γχεται η σταθερ�τητα του χρωµατογραφικο� συστ�µατοr, εγχ�ονταr µερικ�r φορ�r το δι�λυµα
βαθµον�µησηr (3.7.3) που περι�χει 1,0 µg/ml, µ�χρι να σταθεροποιηθο�ν τα �ψη των κορυφ�ν και οι
χρ�νοι κατακρ�τησηr.

5.3.2. Καµπ�λη αναφορ�r,

Κ�θε δι�λυµα βαθµον�µησηr (3.7.3) εγχ�εται µερικ�r φορ�r και προσδιορ�ζεται το µ�σο �ψοr (εµβαδ�ν)
τηr κορυφ�r κ�θε συγκ�ντρωσηr. Χαρ�σσεται καµπ�λη αναφορ�r χρησιµοποι�νταr ωr τεταγµ�νεr τα
µ�σα �ψη (εµβαδ�) των κορυφ�ν των διαλυµ�των βαθµον�µησηr και ωr τετµηµ�νεr τιr αντ�στοιχεr
συγκεντρ�σειr σε µg/ml.

5.3.3. ∆ι�λυµα δε�γµατοr,

Εγχ�εται µερικ�r φορεr το εκχ�λισµα του δε�γµατοr (5.2) χρησιµοποι�νταr τον �διο �γκο µε εκε�νο των
διαλυµ�των βαθµον�µησηr και προσδιορ�ζεται το µ�σο �ψοr (εµβαδ�ν) των κορυφ�ν του αµπρολ�ου.

6. Υπολογισµ�r των αποτελεσµ�των

Απ� το µ�σο �ψοr (εµβαδ�ν) των κορυφ�ν του αµπρολ�ου του διαλ�µατοr του δε�γµατοr προσδιορ�ζεται η
περιεκτικ�τητα στο δι�λυµα του δε�γµατοr σε µg/ml β�σει τηr καµπ�ληr αναφορ�r (5.3.2).

Η συγκ�ντρωση w σε mg/kg του αµπρολ�ου στο δε�γµα δ�δεται απ� τον ακ�λουθο τ�πο:

w =
V·β·f
m [mg/kg]

�που:

V = �γκοr του διαλ�τη εκχ�λισηr (3.8) σε ml σ�µφωνα µε το 5.2 (δηλαδ� 200 ml),

β = συγκ�ντρωση αµπρολ�ου στο εκχ�λισµα δε�γµατοr (5.2) σε µg/ml,

f = συντελεστ�r αραι�σεωr σ�µφωνα µε το 5.2,

m = µ�ζα του δε�γµατοr δοκιµ�r σε g.

7. Επικ�ρωση των αποτελεσµ�των

7.1. Ταυτ�τητα

Η ταυτ�τητα τηr αναλυ�µενηr ουσ�αr µπορε� να ελεγχθε� µε συγχρωµατογραφ�α � µε τη βο�θεια
ανιχνευτ� δι�δων µε τον οπο�ο συγκρ�νονται τα φ�σµατα του εκχυλ�σµατοr (5.2) και του διαλ�µατοr
βαθµον�µησηr (3.7.3) που περι�χει 2,0 µg/ml.

7.1.1. Συγχρωµατογραφ�α

Εκχ�λισµα δε�γµατοr (5.2) εµπλουτ�ζεται µε προσθ�κη κατ�λληληr ποσ�τηταr διαλ�µατοr βαθµον�µησηr
(3.7.3). Η ποσ�τητα του προστιθ�µενου αµπρολ�ου θα πρ�πει να ε�ναι παρ�µοια µε την ποσ�τητα του
αµπρολ�ου που βρ�σκεται στο εκχ�λισµα.

Λαµβ�νονταr υπ�ψη τ�σο την προστιθ�µενη ποσ�τητα �σο και την αρα�ωση του εκχυλ�σµατοr, µ�νον το
�ψοr τηr κορυφ�r του αµπρολ�ου θα πρ�πει να βρ�σκεται αυξηµ�νο. Το πλ�τοr τηr κορυφ�r, στα µισ� του
�ψουr, πρ�πει να ε�ναι 5 10 % του αρχικο� πλ�τουr τηr κορυφ�r του αµπρολ�ου του µη εµπλουτισµ�νου
εκχυλ�σµατοr.
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∆ε�γµα 1
(τυφλ�)

∆ε�γµα 2 ∆ε�γµα 3 ∆ε�γµα 4 ∆ε�γµα 5

7.1.2. Αν�χνευση µε δι�ταξη δι�δων

Τα αποτελ�σµατα αξιολογο�νται µε τα ακ�λουθα κριτ�ρια:

α) Το µ�κοr κ�µατοr τηr µ�γιστηr απορρ�φησηr των φασµ�των του δε�γµατοr και του προτ�που, που
καταγρ�φονται στο υψηλ�τερο σηµε�ο τηr κορυφ�r στο χρωµατογρ�φηµα, πρ�πει να ε�ναι �δια στα
πλα�σια των περιθωρ�ων που δικαιολογο�νται απ� την αναλυτικ� ικαν�τητα του συστ�µατοr αν�-
χνευσηr. Το περιθ�ριο αυτ� στην αν�χνευση µε δι�ταξη δι�δων ε�ναι συν�θωr 5 2 nm.

β) Μεταξ� 210 και 320 nm, τα φ�σµατα του δε�γµατοr και του προτ�που που καταγρ�φονται στο
υψηλ�τερο σηµε�ο τηr κορυφ�r του χρωµατογραφ�µατοr, δεν πρ�πει να διαφ�ρουν στα µ�ρη εκε�να
του φ�σµατοr που ε�ναι στην περιοχ� του 10-100 % τηr σχετικ�r απορρ�φησηr. Το κριτ�ριο αυτ�
εκπληρ�νεται �ταν εµφαν�ζονται τα �δια µ�γιστα και σε καν�να υπ� παρατ�ρηση σηµε�ο η απ�κλιση
µεταξ� των δ�ο φασµ�των δεν υπερβα�νει το 15 % τηr απορρ�φησηr τηr πρ�τυπηr αναλυ�µενηr ουσ�αr.

γ) Μεταξ� 210 και 320 nm, τα φ�σµατα του ανερχ�µενου τµ�µατοr, του υψηλ�τερου σηµε�ου και του
κατερχ�µενου τµ�µατοr τηr κορυφ�r του εκχυλ�σµατοr του δε�γµατοr δεν πρ�πει να διαφ�ρουν µεταξ�
τουr στα µ�ρη εκε�να του φ�σµατοr που ε�ναι στην περιοχ� του 10-100 % τηr σχετικ�r πυκν�τηταr. Το
κριτ�ριο αυτ� εκπληρ�νεται �ταν εµφαν�ζονται τα �δια µ�γιστα και �ταν σε �λα τα υπ� παρατ�ρηση
σηµε�α η απ�κλιση µεταξ� των φασµ�των δεν υπερβα�νει 15 % τηr απορρ�φησηr του φ�σµατοr του
υψηλ�τερου σηµε�ου τηr κορυφ�r.

Εφ�σον �να απ� αυτ� τα κριτ�ρια δεν εκπληρ�νεται, δεν θεωρε�ται επιβεβαιωµ�νη η παρουσ�α τηr
αναλυ�µενηr ουσ�αr.

7.2. Επαναληψιµ�τητα

Η διαφορ� µεταξ� των αποτελεσµ�των δ�ο παρ�λληλων προσδιορισµ�ν που πραγµατοποιο�νται στο �διο
δε�γµα δεν πρ�πει να υπερβα�νει

 το 15 % σε σχ�ση µε την υψηλ�τερη τιµ� για περιεκτικ�τητεr σε αµπρ�λιο απ� 25 mg/kg �ωr
500 mg/kg,

 τα 75 mg/kg για περιεκτικ�τητεr σε αµπρ�λιο µεταξ� 500 mg/kg και 1 000 mg/kg,

 το 7,5 % σε σχ�ση µε την υψηλ�τερη τιµ� για περιεκτικ�τητεr σε αµπρ�λιο �νω των 1 000 mg/kg.

7.3. Αν�κτηση

Σε εµπλουτισµ�νο (τυφλ�) δε�για, η αν�κτηση θα πρ�πει να ε�ναι τουλ�χιστον 90 %.

8. Αποτελ�σµατα διεργαστηριακ�r µελ�τηr

Πραγµατοποι�θηκε διεργαστηριακ� µελ�τη στην οπο�α αναλ�θηκαν τρειr πτηνοτροφ�r (δε�γµα 1-3), µια
αν�ργανη (δε�γµα 4) και �να πρ�µειγµα (δε�γµα 5). Τα αποτελ�σµατα δ�δονται στον ακ�λουθο π�νακα:

L 14 14 14 14 15
n 56 56 56 56 60
Μ.Ο. [mg/kg]  45,5 188 5 129 25 140
sr [mg/kg]  2,26 3,57 178 550

CVr [%]  4,95 1,90 3,46 2,20

sR [mg/kg]  2,95 11,8 266 760

CVR [%]  6,47 6,27 5,19 3,00

ονοµαστικ� περιεκτικ�τητα
[mg/kg]

 50 200 5 000 25 000

L: αριθµ�r εργαστηρ�ων,

n: αριθµ�r µεµονωµ�νων τιµ�ν,

sr: τυπικ� απ�κλιση επαναληψιµ�τηταr,

CVr: συντελεστ�r διακ�µανσηr επαναληψιµ�τηταr,

sR: τυπικ� απ�κλιση αναπαραγωγιµ�τηταr,

CVR: συντελεστ�r διακ�µανσηr αναπαραγωγιµ�τηταr,
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9. Παρατηρ�σειr

9.1. Ε�ν το δε�γµα περι�χει θειαµ�νη, η κορυφ� τηr θειαµ�νηr στο χρωµατογρ�φηµα εµφαν�ζεται λ�γο πριν απ�
την κορυφ� του αµπρολ�ου. Σ�µφωνα µε την παρο�σα µ�θοδο, το αµπρ�λιο και η θειαµ�νη πρ�πει να
διαχωρ�ζονται. Ε�ν το αµπρ�λιο και η θειαµ�νη δεν διαχωρ�ζονται απ� τη στ�λη (4.1.1) που χρησιµοποιε�-
ται στην παρο�σα µ�θοδο, �να µ�ροr του ακετονιτριλ�ου τηr κινητ�r φ�σηr (3.6) µ�χρι 50 % πρ�πει να
αντικαθ�σταται απ� µεθαν�λη.

9.2. Σ�µφωνα µε την Βρετανικ� Vαρµακοποι�α, το φ�σµα διαλ�µατοr αµπρολ�ου (c = 0.02 mol/l) σε
υδροχλωρικ� οξ� (c = 0.1 mol/l) εµφαν�ζει µ�γιστα στα 246 nm και 262 nm. H απορρ�φηση αν�ρχεται
σε 0,84 στα 246 nm και 0,80 στα 262 nm.

9.3. Το εκχ�λισµα πρ�πει να αραι�νεται π�ντοτε µε την κινητ� φ�ση δι�τι διαφορετικ� ο χρ�νοr κατα-
κρ�τησηr τηr κορυφ�r του αµπρολ�ου µπορε� να µετατοπιστε� σηµαντικ� λ�γω µεταβολ�ν τηr ιονικ�r
ισχ�οr.

ΜΕΡΟΣ Β

ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΟΥ DICLAZURIL

(+)- 4 - χλωροφαινυλο[2,6-διχλωρο-4-(2,3,4,5-τετραϋδρο-3,5-διοξο-1,2,4-τριαζιν-2-υλο) φαινυλ]ακετονιτρ�λιο.

1. Σκοπ�r και πεδ�ο εφαρµογ�r

Η µ�θοδοr αποσκοπε� στον προσδιορισµ� του diclazuril σε ζωοτροφ�r και προµε�γµατα. Το �ριο αν�-
χνευσηr ε�ναι 0,1 mg/kg, το �ριο προσδιορισµο� ε�ναι 0,5 mg/kg.

2. Αρχ�

�πειτα απ� προσθ�κη εσωτερικο� προτ�που, το δε�γµα εκχυλ�ζεται µε οξινισµ�νη µεθαν�λη. Στιr ζωοτρο-
φ�r, κατ�λληλη ποσ�τητα του εκχυλ�σµατοr καθαρ�ζεται σε φυσ�γγιο εκχυλ�σεωr στερε�r φ�σεωr C 18.
Το diclazuril εκλο�εται απ� το φυσ�γγιο µε µε�γµα οξινισµ�νηr µεθαν�ληr και νερο�. �πειτα απ�
εξ�τµιση, το υπ�λειµµα διαλ�εται σε DMF/νερ�. Στα προµε�γµατα, το εκχ�λισµα εξατµ�ζεται και το
υπ�λειµµα διαλ�εται σε DMF/νερ�. Η περιεκτικ�τητα σε diclazuril προσδιορ�ζεται µε υγρ� χρωµατογρα-
φ�α υψηλ�r αποδ�σεωr (HPLC) αν�στροφηr φ�σηr τρι�ν διαλυµ�των βαθµωτ�r �κλουσηr µε χρ�ση
ανιχνευτ� UV.

3. Αντιδρ�στ�ρια

3.1. Νερ� καθαρ�τηταr HPLC

3.2. Οξικ� αµµ�νιο

3.3. �ξινο θειικ� τετραβουτυλαµµ�νιο (TBHS)

3.4. Ακετονιτρ�λιο καθαρ�τηταr HPLC

3.5. Μεθαν�λη καθαρ�τηταr HPLC

3.6. Ν,Ν-διµεθυλοφορµαµ�διο (DMF)

3.7. Υδροχλωρικ� οξ�, ρ20= 1,19 g/ml

3.8. Πρ�τυπη ουσ�α: diclazuril ΙΙ-24 : (+)-4-χλωροφαινυλο[2,6-διχλωρο-4-(2,3,4,5τετραϋδρο-3,5-διοξο-1,2,4-τριαζιν-2-υλο)
φαινυλ] ακετονιτρ�λιο εγγυηµ�νηr καθαρ�τηταr, Ε771.

3.8.1. Αρχικ� πρ�τυπο δι�λυµα diclazuril, 500 µg/ml

Σε ογκοµετρικ� φι�λη των 50 ml ζυγ�ζονται µε ακρ�βεια 0,1 mg, 25 mg πρ�τυπηr ουσ�αr diclazuril (3.8).
∆ιαλ�ονται σε DMF (3.6), συµπληρ�νονται µ�χρι τη χαραγ� µε DMF (3.6) και αναµειγν�ονται. Η φι�λη
περιτυλ�σσεται µε φ�λλο αλουµιν�ου � χρησιµοποιε�ται σκουρ�χρωµη φι�λη και φυλ�σσεται στο ψυγε�ο.
Σε θερµοκρασ�α @ 4 °C το δι�λυµα ε�ναι σταθερ� για �να µ�να.
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3.8.2. Πρ�τυπο δι�λυµα diclazuril, 50 µg/ml

5,00 ml του αρχικο� πρ�τυπου διαλ�µατοr (3.8.1.) µεταφ�ρονται σε ογκοµετρικ� φι�λη των 50 ml, το
δι�λυµα συµπληρ�νεται µ�χρι τη χαραγ� µε DMF (3.6) και αναµειγν�εται. Η φι�λη περιτυλ�σσεται µε
φ�λλο αλουµιν�ου � χρησιµοποιε�ται σκουρ�χρωµη φι�λη και φυλ�σσεται στο ψυγε�ο. Σε θερµοκρασ�α
@4 °C το δι�λυµα ε�ναι σταθερ� για 1 µ�να.

3.9. Ουσ�α εσωτερικο� προτ�που: 2,6 διχλωρο-α-(4-χλωροφαινυλο)-4-(4,5 διυδρο-3,5-διοξο-1,2,4-τριαζιν-
2(3Η)-υλο)α-µεθυλοβενζολο-ακετονιτρ�λιο

3.9.1. Αρχικ� δι�λυµα εσωτερικο� προτ�που, 500 µg/ml

Σε ογκοµετρικ� φι�λη των 50 ml ζυγ�ζονται µε ακρ�βεια 0,1 mg, 25 mg ουσ�αr εσωτερικο� προτ�που (3.9).
∆ιαλ�ονται σε DMF (3.6), συµπληρ�νονται µ�χρι τη χαραγ� µε DMF (3.6) και αναµειγν�ονται. Η φι�λη
περιτυλ�σσεται µε φ�λλο αλουµιν�ου � χρησιµοποιε�ται σκουρ�χρωµη φι�λη και φυλ�σσεται στο ψυγε�ο.
Σε θερµοκρασ�α @ 4 °C το δι�λυµα ε�ναι σταθερ� για �να µ�να.

3.9.2. ∆ι�λυµα εσωτερικο� προτ�που, 50 µg/ml

5,00 ml του αρχικο� διαλ�µατοr εσωτερικο� προτ�που (3.9.1.) µεταφ�ρονται σε ογκοµετρικ� φι�λη των 50
ml, το δι�λυµα συµπληρ�νεται µ�χρι τη χαραγ� µε DMF (3.6) και αναµειγν�εται. Η φι�λη περιτυλ�σσεται
µε φ�λλο αλουµιν�ου � χρησιµοποιε�ται σκουρ�χρωµη φι�λη και φυλ�σσεται στο ψυγε�ο. Σε θερµοκρασ�α
@ 4 °C το δι�λυµα ε�ναι σταθερ� για �να µ�να.

3.9.3. ∆ι�λυµα εσωτερικο� προτ�που για προµε�γµατα, p/1000 mg/ml (p = ονοµαστικ� περιεκτικ�τητα dicla-
zuril στο πρ�µειγµα σε mg/kg)

Σε ογκοµετρικ� φι�λη των 100 ml ζυγ�ζονται µε ακρ�βεια 0,1 mg ρ/10 mg τηr ουσ�αr εσωτερικο�
προτ�που, διαλ�ονται σε DMF (3.6) σε λουτρ� υπερ�χων (4.6), το δι�λυµα συµπληρ�νεται µ�χρι τη
χαραγ� µε DMF και αναµειγν�εται. Η φι�λη περιτυλ�σσεται µε φ�λλο αλουµιν�ου � χρησιµοποιε�ται
σκουρ�χρωµη φι�λη και φυλ�σσεται στο ψυγε�ο. Σε θερµοκρασ�α @4 °C το δι�λυµα ε�ναι σταθερ� για
�να µ�να.

3.10. ∆ι�λυµα βαθµον�µησηr, 2 µg/ml

2,00 ml πρ�τυπου διαλ�µατοr diclazuril (3.8.2) και 2,00 ml διαλ�µατοr εσωτερικο� προτ�που (3.9.2)
µεταφ�ρονται µε σιφ�νιο σε ογκοµετρικ� φι�λη των 50 ml. Προστ�θενται 16 ml DMF (3.6), το δι�λυµα
συµπληρ�νεται µ�χρι τη χαραγ� µε νερ� και αναµειγν�εται. Το δι�λυµα αυτ� πρ�πει να παρασκευ�ζεται
λ�γο πριν να χρησιµοποιηθε�.

3.11. Στ�λη εκχ�λισηr στερε�r φ�σεωr C 18, π.χ. Bond Elut, µ�γεθοr : 1 cc, προσροφητικ� µ�ζα: 100 mg.

3.12. ∆ιαλ�τηr εκχυλ�σεωr: οξινισµ�νη µεθαν�λη

5,0 ml υδροχλωρικο� �ξ�οr (3.7) φ�ρονται µε σιφ�νιο σε 1 000 ml µεθαν�ληr (3.5), και αναµειγν�ονται.

3.13. Κινητ� φ�ση για HPLC

Υγρ� εκλο�σεωr Α: δι�λυµα οξικο� αµµων�ου-�ξινου θειικο� τετραβουτυλαµµων�ου

3.13.1. 5 g οξικο� αµµων�ου (3.2) και 3,4 g TBHS (3.3) διαλ�ονται σε 1 000 ml νερο� (3.1) και αναµειγν�ονται.

3.13.2. Υγρ� εκλο�σεωr Β: ακετονιτρ�λιο (3.4)

3.13.3. Υγρ� εκλο�σεωr Γ: µεθαν�λη (3.5)

4. Συσκευ�r

4.1. Συσκευ� µηχανικ�r ανακ�νησηr.

4.2. Εξοπλισµ�r HPLC µε σ�στηµα τρι�ν διαλυτ�ν βαθµωτ�r �κλουσηr.

4.2.1. Στ�λη υγρ�r χρωµατογραφ�αr, Hypersil ODS, 3 µm, 100 mm × 4,6 mm � ισοδ�ναµη.

4.2.2. Ανιχνευτ�r UV µε δυνατ�τητα ρ�θµισηr σε δι�φορα µ�κη κ�µατοr � µε δι�ταξη δι�δων,

4.3. Περιστροφικ�r εξατµιστ�ραr κενο�.

4.4. V�λτρο µεµβρ�νηr, 0,45 µm.
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4.5. Πολλαπλ� κενο� (vacuum manifold).

4.6. Λουτρ� υπερ�χων.

5. ∆ιαδικασ�α

5.1. Γενικ�

5.1.1. Τυφλ�

Θα πρ�πει να διενεργε�ται αν�λυση τυφλο� �στε να ελ�γχεται �τι δεν υπ�ρχει ο�τε diclazuril ο�τε κ�ποια
�λλη παρεµποδ�ζουσα ουσ�α. Το τυφλ� δε�γµα θα πρ�πει να ε�ναι παρ�µοιου τ�που µε εκε�νον του
δε�γµατοr και δεν θα πρ�πει να ανιχνε�ονται σε αυτ� diclazuril � �λλεr παρεµποδ�ζουσεr ουσ�εr.

5.1.2. ∆οκιµ� αν�κτησηr

Θα πρ�πει να πραγµατοποιε�ται δοκιµ� αν�κτησηr υποβ�λλονταr σε αν�λυση τυφλ� δε�γµα εµπλουτι-
σµ�νο µε προσθ�κη µιαr ποσ�τηταr diclazuril, παρ�µοιαr µε εκε�νη που υπ�ρχει στο δε�γµα. Για
εµπλουτισµ� µ�χρι 1 mg/kg, 0,1 ml του αρχικο� πρ�τυπου διαλ�µατοr (3.8.1) προστ�θενται 50 g του
τυφλο�, αναµειγν�ονται επισταµ�νωr και αφ�νονται για 10 λεπτ� αναµειγν�ονταr π�λι µερικ�r φορ�r πριν
προχωρ�σουµε στο στ�διο τηr εκχυλ�σεωr (5.2).

Εναλλακτικ�r, εφ�σον δεν υπ�ρχει διαθ�σιµο τυφλ� παρ�µοιου τ�που µε το δε�γµα (βλ�πε 5.1.1 ), δοκιµ�
αν�κτησηr µπορε� να γ�νει µ�σω τηr µεθ�δου προσθ�κηr προτ�που. Στην περ�πτωση αυτ�, το προr
αν�λυση δε�γµα εµπλουτ�ζεται µε ποσ�τητα diclazuril παρ�µοια µε εκε�νη που υπ�ρχει �δη στο δε�γµα.
Το δε�γµα αυτ� αναλ�εται παρ�λληλα µε το µη εµπλουτισµ�νο δε�γµα και η αν�κτηση µπορε� να
υπολογιστε� µε αφα�ρεση.

5.2. Εκχ�λιση

5.2.1. Ζωοτροφ�r

Ζυγ�ζονται µε ακρ�βεια 0,01 g περ�που 50 g του δε�γµατοr. Μεταφ�ρονται σε κωνικ� φι�λη των 500 ml,
προστ�θενται 1,00 ml διαλ�µατοr εσωτερικο� προτ�που (3.9.2) και 200 ml διαλ�τη εκχυλ�σεωr (3.12) και η
φι�λη πωµατ�ζεται. Το µε�γµα ανακινε�ται σε συσκευ� µηχανικ�r ανακ�νησηr (4.1) καθ’ �λη τη δι�ρκεια
τηr ν�κταr. Αφ�νεται σε ηρεµ�α για 10 λεπτ�. Ποσ�τητα 20 ml του υπερκε�µενου υγρο� µεταφ�ρεται σε
κατ�λληλο γυ�λινο δοχε�ο και αραι�νεται µε 20 ml νερ�. Το δι�λυµα αυτ� µεταφ�ρεται σε φυσ�γγιο
εκχυλ�σεωr (3.11), και δι�ρχεται µε εφαρµογ� κενο� (4.5). Η στ�λη (3.11 ) εκπλ�νεται µε 25 ml µε�γµατοr
διαλ�τη εκχυλ�σεωr (3.12) και νερο�, 65 + 35 (V + V). Τα συλλεγ�µενα κλ�σµατα απορρ�πτονται και οι
αποµ�νουσεr ουσ�εr εκλο�ονται µε 25 ml µε�γµατοr διαλ�τη εκχυλ�σεωr (3.12) και νερο�, 80 + 20 (V +
V). Το κλ�σµα αυτ� εξατµ�ζεται µ�χρι ξηρο� σχεδ�ν µε τη βο�θεια του περιστροφικο� εξατµιστ�ρα (4.3)
στουr 60 °C. Το υπ�λειµµα διαλ�εται σε 1,0 ml DMF (3.6), προστ�θεται 1,5 ml νερ� (3.1) και αναµειγν�ο-
νται. Ακολουθε� δι�θηση µ�σω µεµβρ�νηr (4.4) και κατ�πιν ο προσδιορισµ�r µε HPLC (5.3).

5.2.2. Προµε�γµατα

Ζυγ�ζεται µε ακρ�βεια 0,001 g περ�που 1 g του δε�γµατοr. Μεταφ�ρεται σε κωνικ� φι�λη των 500 ml,
προστ�θεται 1,00 ml διαλ�µατοr εσωτερικο� προτ�που (3.9.3), 200 ml διαλ�τη εκχυλ�σεωr (3.12) και η
φι�λη πωµατ�ζεται. Το µε�γµα ανακινε�ται �λη τη ν�κτα στο τ�ρακτρο (4.1). Αφ�νεται να κατακαθ�σει
για 10 λεπτ�. Ποσ�τητα 10 000/p ml (p=ονοµαστικ� περιεκτικ�τητα του diclazuril στο πρ�µειγµα σε
mg/kg) του υπερκειµ�νου υγρο� µεταφ�ρεται σε φι�λη στρογγυλο� πυθµ�να µε κατ�λληλο µ�γεθοr. Το
δι�λυµα εξατµ�ζεται µ�χρι ξηρο� υπ� ελαττωµ�νη π�εση στουr 60 °C µε τη βο�θεια περιστροφικο�
εξατµιστ�ρα (4.3). Το υπ�λειµµα αναδιαλ�εται σε 10,0 ml DMF (3.6), προστ�θενται 15,0 ml νερ� (3.1) και
αναµειγν�ονται. Ακολουθε� ο προσδιορισµ�r µε HPLC (5.3).

5.3. Προσδιορισµ�r µε HPLC

5.3.1. Παρ�µετροι

Παρακ�τω, δ�δονται ενδεικτικ� ορισµ�νεr κατ�λληλεr συνθ�κεr. Μπορο�ν να χρησιµοποιηθο�ν και
διαφορετικ�r συνθ�κεr εφ�σον παρ�χουν ισοδ�ναµα αποτελ�σµατα.

 Στ�λη υγρ�r χρωµατογραφ�αr
(4.2.1.): 100 mm × 4,6 mm, R-P18, 3 µm, � ισοδ�ναµη

 Κινητ� φ�ση: Υγρ� εκλο�σεωr Α (3.13.1): υδατικ� δι�λυµα οξικο� αµµων�ου και
�ξινου θειικο� τετραβουτυλαµµων�ου

Υγρ� εκλο�σεωr Β (3.13.2): ακετονιτρ�λιο

Υγρ� εκλο�σεωr Γ (3.13.3): µεθαν�λη
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 Τρ�ποr �κλουσηr:  γραµµικ� βαθµωτ� �κλουση

 αρχικ�r συνθ�κεr: Α+Β+Γ = 60+20+20 (V+V+V)

 �πειτα απ� 10 min βαθµωτ� �κλουση επ� 30 min �ωr �του:
Α+Β+Γ = 45+20+35 (V+V+V).

Καθαρισµ�r µε Β επ� 10 min.

 Ταχ�τητα ρο�r: 1,5–2 ml/min

 Εγχυ�µενοr �γκοr: 20 µl

 Μ�κοr κ�µατοr ανιχνευτ�: 280 ml

Ελ�γχεται η σταθερ�τητα του χρωµατογραφικο� συστ�µατοr, εγχ�ονταr µερικ�r φορ�r το δι�λυµα
βαθµον�µησηr (3.10) που περι�χει 2 µg/ml, µ�χρι να σταθεροποιηθο�ν τα �ψη των κορυφ�ν και οι χρ�νοι
κατακρ�τησηr.

5.3.2. ∆ι�λυµα βαθµον�µησηr

Εγχ�ονται µερικ�r φορ�r 20 µl του διαλ�µατοr βαθµον�µησηr (3.10) και προσδιορ�ζεται το µ�σο �ψοr
(εµβαδ�ν) των κορυφ�ν του diclazuril και του εσωτερικο� προτ�που.

5.3.3. ∆ι�λυµα δε�γµατοr

Εγχ�ονται µερικ�r φορ�r 20 µl του διαλ�µατοr δε�γµατοr (5.2.1 � 5.2.2) και προσδιορ�ζεται το µ�σο �ψοr
(εµβαδ�ν) των κορυφ�ν του diclazuril και του εσωτερικο� προτ�που.

6. Υπολογισµ�r των αποτελεσµ�των

6.1. Ζωοτροφ�r

Η περιεκτικ�τητα του δε�γµατοr σε diclazuril w (mg/kg) δ�δεται απ� τον ακ�λουθο τ�πο:

w =
hd,s .hi,c

hi,s .hd,c

.
βd,c . 10V

m
[mg/kg]

�που:

hd,s = �ψοr (εµβαδ�ν) κορυφ�r του diclazuril στο δι�λυµα δε�γµατοr (5.2.1),

hi,s = �ψοr (εµβαδ�ν) κορυφ�r του εσωτερικο� προτ�που στο δι�λυµα δε�γµατοr (5.2.1),

hd,c = �ψοr (εµβαδ�ν) κορυφ�r του diclazuril στο δι�λυµα βαθµον�µησηr (3.10),

hi,c = �ψοr (εµβαδ�ν) κορυφ�r του εσωτερικο� προτ�που στο δι�λυµα βαθµον�µησηr (3.10),

βd,c = συγκ�ντρωση του diclazuril στο δι�λυµα βαθµον�µησηr σε µg/ml (3.10),

m = µ�ζα του προr δοκιµ� δε�γµατοr σε g,

V = �γκοr του εκχυλ�σµατοr δε�γµατοr σ�µφωνα µε το 5.2.1 (δηλαδ� 2,5 ml).

6.2. Προµε�γµατα:

Η περιεκτικ�τητα του δε�γµατοr σε diclazuril w (mg/kg) δ�δεται απ� τον ακ�λουθο τ�πο:

w =
hd,s .hi,c

hi,s .hd,c

.
βd,c . 0,02V.p

m
[mg/kg]

�που:

hd,c = �ψοr (εµβαδ�ν) κορυφ�r του diclazuril στο δι�λυµα βαθµον�µησηr (3.10),

hi,c = �ψοr (εµβαδ�ν) κορυφ�r του εσωτερικο� προτ�που στο δι�λυµα βαθµον�µησηr (3.10),

hd,s = �ψοr (εµβαδ�ν) κορυφ�r του diclazuril στο δι�λυµα βαθµον�µησηr (5.2.2),

hi,s = �ψοr (εµβαδ�ν) κορυφ�r του εσωτερικο� προτ�που στο δι�λυµα δε�γµατοr (5.2.2),

βd,c = συγκ�ντρωση του diclazuril στο δι�λυµα βαθµον�µησηr (3.10)

m = µ�ζα του προr δοκιµ� δε�γµατοr σε g,

V = �γκοr του εκχυλ�σµατοr δε�γµατοr σ�µφωνα µε το 5.2.2 (δηλαδ� 25 ml),

p = ονοµαστικ� συγκ�ντρωση του diclazuril σε mg/kg στο πρ�µειγµα.
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7. Επικ�ρωση των αποτελεσµ�των

7.1. Ταυτ�τητα

Η ταυτ�τητα τηr αναλυ�µενηr ουσ�αr µπορε� να ελεγχθε� µε συγχρωµατογραφ�α � µε τη βο�θεια
ανιχνευτ� δι�δων µε τον οπο�ο συγκρ�νονται τα φ�σµατα του εκχυλ�σµατοr (5.2.1 � 5.2.2) και του
διαλ�µατοr βαθµον�µησηr (3.10).

7.1.1. Συγχρωµατογραφ�α

Εκχ�λισµα δε�γµατοr (5.2.1 � 5.2.2) εµπλουτ�ζεται µε προσθ�κη κατ�λληληr ποσ�τηταr διαλ�µατοr
βαθµον�µησηr (3.10). Η ποσ�τητα του προστιθ�µενου diclazuril θα πρ�πει να ε�ναι παρ�µοια µε την
ποσ�τητα του diclazuril που βρ�σκεται στο εκχ�λισµα.

Λαµβ�νονταr υπ�ψη τ�σο την προστιθ�µενη ποσ�τητα �σο και την αρα�ωση του εκχυλ�σµατοr, µ�νον το
�ψοr τηr κορυφ�r του diclazuril και τηr κορυφ�r του εσωτερικο� προτ�που θα πρ�πει να βρ�σκεται
αυξηµ�νο. Το πλ�τοr τηr κορυφ�r, στα µισ� του �ψουr, πρ�πει να ε�ναι 510 % του αρχικο� πλ�τουr τηr
κορυφ�r του diclazuril � τηr κορυφ�r του εσωτερικο� προτ�που του µη εµπλουτισµ�νου εκχυλ�σµατοr
δε�γµατοr.

7.1.2. Αν�χνευση µε δι�ταξη δι�δων

Τα αποτελ�σµατα αξιολογο�νται µε τα ακ�λουθα κριτ�ρια:

α) Το µ�κοr κ�µατοr τηr µ�γιστηr απορρ�φησηr των φασµ�των του δε�γµατοr και του προτ�που, που
καταγρ�φονται στο υψηλ�τερο σηµε�ο τηr κορυφ�r στο χρωµατογρ�φηµα, πρ�πει να ε�ναι �δια στα
πλα�σια των περιθωρ�ων που δικαιολογο�νται απ� την αναλυτικ� ισχ� του συστ�µατοr αν�χνευσηr. Το
περιθ�ριο αυτ� στην αν�χνευση µε δι�ταξη δι�δων ε�ναι συν�θωr 52 nm.

β) Μεταξ� 230 και 320 nm, τα φ�σµατα του δε�γµατοr και του προτ�που που καταγρ�φονται στο
υψηλ�τερο σηµε�ο τηr κορυφ�r του χρωµατογραφ�µατοr, δεν πρ�πει να διαφ�ρουν στα µ�ρη εκε�να
του φ�σµατοr που ε�ναι στην περιοχ� του 10-100 % τηr σχετικ�r απορρ�φησηr. Το κριτ�ριο αυτ�
εκπληρ�νεται �ταν εµφαν�ζονται τα �δια µ�γιστα και σε καν�να υπ� παρατ�ρηση σηµε�ο η απ�κλιση
µεταξ� των δ�ο φασµ�των δεν υπερβα�νει το 15 % τηr απορρ�φησηr τηr πρ�τυπηr αναλυ�µενηr ουσ�αr.

γ) Μεταξ� 230 και 320 nm, τα φ�σµατα του ανερχ�µενου τµ�µατοr, του υψηλ�τερου σηµε�ου και του
κατερχ�µενου τµ�µατοr τηr κορυφ�r του εκχυλ�σµατοr του δε�γµατοr δεν πρ�πει να δαφ�ρουν µεταξ�
τουr στα µ�ρη εκε�να του φ�σµατοr που ε�ναι στην περιοχ� του 10-100 % τηr σχετικ�r πυκν�τηταr. Το
κριτ�ριο αυτ� εκπληρ�νεται �ταν εµφαν�ζονται τα �δια µ�γιστα και �ταν σε �λα τα υπ� παρατ�ρηση
σηµε�α η απ�κλιση µεταξ� των φασµ�των δεν υπερβα�νει 15 % τηr απορρ�φησηr του φ�σµατοr του
υψηλ�τερου σηµε�ου τηr κορυφ�r.

Εφ�σον �να απ� αυτ� τα κριτ�ρια δεν εκπληρ�νεται, δεν θεωρε�ται επιβεβαιωµ�νη η παρουσ�α τηr
αναλυ�µενηr ουσ�αr.

7.2. Επαναληψιµ�τητα

Η διαφορ� µεταξ� των αποτελεσµ�των δ�ο παρ�λληλων προσδιορισµ�ν που πραγµατοποιο�νται στο �διο
δε�γµα δεν πρ�πει να υπερβα�νει:

 το 30 % σε σχ�ση µε την υψηλ�τερη τιµ� για περιεκτικ�τητεr σε diclazuril απ� 0,5 mg/kg �ωr
2,5 mg/kg

 τα 0,75 mg/kg για περιεκτικ�τητεr σε diclazuril µεταξ� 2,5 mg/kg και 5 mg/kg

 το 15 % σε σχ�ση µε την υψηλ�τερη τιµ� για περιεκτικ�τητεr σε diclazuril �νω των 5 mg/kg.

7.3. Αν�κτηση

Σε εµπλουτισµ�νο (τυφλ�) δε�γµα, η αν�κτηση θα πρ�πει να ε�ναι τουλ�χιστον 80 %.

8. Αποτελ�σµατα διεργαστηριακ�r µελ�τηr

Πραγµατοποι�θηκε διεργαστηριακ� µελ�τη στην οπο�α αναλ�θηκαν 5 δε�γµατα απ� 11 εργαστ�ρια. Τα
δε�γµατα αυτ� συν�σταντο απ� δ�ο προµε�γµατα: το �να αναµε�χθηκε µε οργανικ� υλικ� (Ο 100) και το
�λλο µε αν�ργανο υλικ� (Α 100). Η θεωρητικ� περιεκτικ�τητα ε�ναι 100 mg diclazuril αν� kg. Οι τρειr
µεικτ�r πτηνοτροφ�r παρασκευ�στηκαν απ� τρειr διαφορετικο�r παραγωγο�r (NL) (L1/Ζ1/Κ1). Η θεωρη-
τικ� περιεκτικ�τητα ε�ναι 1 mg diclazuril αν� kg. Οι οδηγ�εr προr τα εργαστ�ρια �ταν να αναλ�σουν
κ�θε δε�γµα µια φορ� � ειr διπλο�ν. (Για περισσ�τερεr λεπτοµ�ρειεr σχετικ� µ’ αυτ� τη διεργαστηριακ�
µελ�τη βλ�πε Journal of AOAC International, τ�µοr 77, αριθ. 6 1994, σ. 1359-1361). Τα αποτελ�σµατα
δ�δονται στον ακ�λουθο π�νακα:
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∆ε�γµα 1
A 100

∆ε�γµα 2
O 100

∆ε�γµα 3
L 1

∆ε�γµα 4
Z 1

∆ε�γµα 5
K 1

L 11 11 11 11 6
n 19 18 19 19 12
Μ.Ο. 100,8 103,5 0,89 1,15 0,89
Sr [mg/kg] 5,88 7,64 0,15 0,02 0,03

CVr [%] 5,83 7,38 17,32 1,92 3,34

SR [mg/kg] 7,59 7,64 0,17 0,11 0,12

CVR [%] 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65

Ονοµαστικ� περιεκτικ�τητα
[mg/kg]

100 100 1 1 1

L: αριθµ�r εργαστηρ�ων,

n: αριθµ�r µεµονωµ�νων τιµ�ν,

sr: τυπικ� απ�κλιση επαναληψιµ�τηταr,

CVr: συντελεστ�r διακ�µανσηr επαναληψιµ�τηταr,

SR: τυπικ� απ�κλιση αναπαραγωγικ�τηταr,

CVR: συντελεστ�r διακ�µανσηr αναπαραγωγικ�τηταr.

9. Παρατηρ�σειr

Η απ�κριση του diclazuril πρ�πει να �χει καταδειχθε� προηγουµ�νωr �τι ε�ναι γραµµικ� στην περιοχ� των
µετρουµ�νων συγκεντρ�σεων.

ΜΕΡΟΣ Γ

ΠΡΟΣ∆ΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΟΥ CARBADOX

Μ�θυλο 3-(2-κινοξαλινυλοµεθυλενο)καρβαζικ� Ν1, Ν4-διοξε�διο

1. Σκοπ�r και πεδ�ο εφαρµογ�r

Η παρο�σα µ�θοδοr επιτρ�πει τον προσδιορισµ� του carbadox σε ζωοτροφ�r, προµε�γµατα και παρα-
σκευ�σµατα. Το �ριο αν�χνευσηr ε�ναι 1 mg/kg, το �ριο προσδιορισµο� ε�ναι 10 mg/kg.

2. Αρχ�

Το δε�γµα αναµιγν�εται µε νερ� και εκχυλ�ζεται µε µεθαν�λη-ακετονιτρ�λιο. Στιr ζωοτροφ�r, κατ�λληλη
ποσ�τητα του διηθηµ�νου εκχυλ�σµατοr υποβ�λλεται σε καθαρισµ� σε στ�λη οξειδ�ου του αργιλ�ου. Στα
προµε�γµατα και παρασκευ�σµατα, ποσ�τητα του διηθηµ�νου εκχυλ�σµατοr αραι�νεται σε κατ�λληλη
συγκ�ντρωση µε νερ�, µεθαν�λη και ακετονιτρ�λιο. Η περιεκτικ�τητα του carbadox προσδιορ�ζεται µε
υγρ� χρωµατογραφ�α υψηλ�r απ�δοσηr (HPLC) αν�στροφηr φ�σηr µε χρ�ση ανιχνευτ� UV.

3. Αντιδραστ�ρια

3.1. Μεθαν�λη

3.2. Ακετονιτρ�λιο καθαρ�τηταr HPLC

3.3. Οξικ� οξ�, w = 100 %

3.4. Οξε�διο αργιλ�ου: ουδ�τερο, βαθµ�r δραστικ�τηταr Ι

3.5. Μεθαν�λη-ακετονιτρ�λιο 1 + 1 (V + V)

500 ml µεθαν�ληr (3.1) αναµειγν�εται µε 500 ml ακετονιτριλ�ου (3.2).

3.6. Οξικ� οξ�, σ = 10 %

10 ml οξικο� οξ�οr (3.3) αραι�νονται µ�χρι τα 100 ml µε νερ�.

3.7. Οξικ� ν�τριο, CH3COONa



EL Επ�σηµη Εφηµερ�δα των Ευρωπαϊκ�ν Κοινοτ�των 6. 5. 1999L 118/48

3.8. Νερ� καθαρ�τηταr HPLC

3.9. Οξικ� ρυθµιστικ� δι�λυµα, c = 0,01 mol/l, pH = 6,0

0,82 g οξικο� νατρ�ου (3.7) διαλ�ονται σε 700 ml νερ� (3.8) και ρυθµ�ζεται το pH στο 6,0 µε οξικ� οξ�
(3.6). Το δι�λυµα µεταφ�ρεται σε ογκοµετρικ� φι�λη των 1 000 ml, συµπληρ�νεται µ�χρι τη χαραγ� µε
νερ� (3.8) και αναµειγν�εται.

3.10. Κινητ� φ�ση για HPLC

825 ml οξικο� ρυθµιστικο� διαλ�µατοr (3.9) αναµειγν�ονται µε 175 ml ακετονιτριλ�ου (3.2). Ακολουθε�
δι�θηση µ�σω φ�λτρου 0,22 µm (4.5) και απαερ�ωση του διαλ�µατοr (π.χ. µε υπερ�χουr για 10 λεπτ�).

3.11. Πρ�τυπη ουσ�α

Καθαρ� carbadox: Μ�θυλο 3-(2-κινοξαλινυλοµεθυλενο)καρβαζικ� Ν1,Ν4-διοξε�διο, Ε 850

3.11.1. Αρχικ� πρ�τυπο δι�λυµα carbadox, 100 µg/ml (βλ�πε σηµε�ο 5. ∆ιαδικασ�α)

Σε ογκοµετρικ� φι�λη των 250 ml ζυγ�ζονται µε ακρ�βεια 0,.1 mg, 25 mg πρ�τυπηr ουσ�αr carbadox
(3.11). ∆ιαλ�ονται σε µεθαν�λη-ακετονιτρ�λιο (3.5) µε εφαρµογ� υπερ�χων (4.7). Μετ� τουr υπερ�χουr, το
δι�λυµα φ�ρεται σε θερµοκρασ�α δωµατ�ου, συµπληρ�νεται µ�χρι τη χαραγ� µε µεθαν�λη-ακετονιτρ�λιο
(3.5) και αναµειγν�εται. Η φι�λη περιτυλ�σσεται µε φ�λλο αλουµιν�ου � χρησιµοποιε�ται σκουρ�χρωµη
φι�λη και φυλ�σσεται στο ψυγε�ο. Το δι�λυµα αυτ� ε�ναι σταθερ� για �να µ�να σε θερµοκρασ�α 5 4 °C.

3.11.2. ∆ιαλ�µατα βαθµον�µησηr

2,0, 5,0, 10,0, και 20,0 ml του αρχικο� προτ�που διαλ�µατοr (3.11.1) µεταφ�ρονται σε µια σειρ� ογκοµε-
τρικ�ν φιαλ�ν των 100 ml. Προστ�θενται 30 ml νερ�, συπληρ�νονται µ�χρι τη χαραγ� µε µεθαν�λη-ακε-
τονιτρ�λιο (3.5) και αναµειγν�ονται. Η φι�λη περιτυλ�σσεται µε φ�λλο αλουµιν�ου. Τα διαλ�µατα αυτ�
αντιστοιχο�ν σε 2,0, 5,0, 10,0 και 20,0 µg/ml carbadox αντ�στοιχα. Τα διαλ�µατα βαθµον�µησηr πρ�πει
να ετοιµ�ζονται λ�γο πριν να χρησιµοποιηθο�ν.

Σηµε�ωση: Για τον προσδιορισµ� carbadox σε ζωοτροφ�r που περι�χουν λιγ�τερο απ� 10 mg/kg, πρ�πει
να παρασκευ�ζονται διαλ�µατα βαθµον�µησηr µε συγκ�ντρωση κ�τω 2,0 µg/ml.

3.12. Με�γµα νερο�-[µεθαν�ληr-ακετονιτριλ�ου] (3.5), 300 + 700 (V + V)

300 ml νερ� αναµειγν�ονται µε 700 ml του µε�γµατοr µεθαν�ληr-ακετονιτριλ�ου (3.5).

4. Συσκευ�r

4.1. Συσκευ� µηχανικ�r ανακ�νησηr � µαγνητικ�r αναδευτ�ραr

4.2. Ηθµ�r υαλοϊν�ν (Whatman GF/Α � ισοδ�ναµοr)

4.3. Γυ�λινη στ�λη (µ�κοr 300 �ωr 400 mm, εσωτερικ� δι�µετροr περ�που 10 mm) µε εσµυρισµ�νη απ�ληξη
σ�νδεσηr και βαλβ�δα εξαγωγ�r.

Σηµε�ωση: Μπορε� να χρησιµοποιηθε� και γυ�λινη στ�λη εφοδιασµ�νη µε στρ�φιγγα � γυ�λινη στ�λη
που στενε�ει στο �κρο τηr. Στην περ�πτωση αυτ�, στο κ�τω �κρο εισ�γεται µικρ� ποσ�τητα
υαλοβ�µβακα και πι�ζεται προr τα κ�τω µε µια γυ�λινη ρ�βδο.

4.4. Εξοπλισµ�r HPLC µε σ�στηµα εγχ�σεωr, κατ�λληλο για �γχυση �γκων 20 µ1

4.4.1. Στ�λη υγρ�r χρωµατογραφ�αr: 300 mm × 4 mm, C18, 10 µm � ισοδ�ναµη

4.4.2. Ανιχνευτ�r UV µε δυνατ�τητα ρ�θµισηr σε δι�φορα µ�κη κ�µατοr � µε δι�ταξη δι�δων κατ�λληλοr για
περιοχ� µηκ�ν κ�µατοr 225 �ωr 400 nm

4.5. V�λτρο µεµβρ�νηr, 0,22 µm

4.6. V�λτρο µεµβρ�νηr, 0,45 µm

4.7. Λουτρ� υπερ�χων

5. ∆ιαδικασ�α

Σηµε�ωση: Το carbadox ε�ναι ευα�σθητο στο φωr. �λεr οι εργασ�εr πρ�πει να γ�ντονται σε ηµ�φωr � να
χρησιµοποιο�νται υ�λινα σκε�η σκουρ�χρωµα � τυλιγµ�να µε φ�λλο αλουµιν�ου.

5.1. Γενικ�
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5.1.1. Τυφλ�

Για την εκτ�λεση τηr δοκιµ�r αν�κτησηr (5.1.2), θα πρ�πει να διενεργε�ται αν�λυση τυφλο� �στε να
ελ�γχεται �τι δεν υπ�ρχει ο�τε carbadox ο�τε κ�ποια �λλη παρεµποδ�ζουσα ουσ�α. Το τυφλ� δε�γµα θα
πρ�πει να ε�ναι παρ�µοιου τ�που µε εκε�νον του δε�γµατοr και δεν θα πρ�πει να ανιχνε�ονται σε αυτ�
carbadox � �λλεr παρεµποδ�ζουσεr ουσ�εr.

5.1.2. ∆οκιµ� αν�κτησηr

Πρ�πει να πραγµατοποιε�ται δοκιµ� αν�κτησηr υποβ�λλονταr σε αν�λυση τυφλ� δε�γµα (5.1.1) εµπλου-
τισµ�νο µε προσθ�κη µιαr ποσ�τηταr carbadox, παρ�µοιαr µε εκε�νη που υπ�ρχει στο δε�γµα. Για
εµπλουτισµ� 50 mg/kg, 5,0 ml του αρχικο� πρ�τυπου διαλ�µατοr (3.11.1) µεταφ�ρονται σε κωνικ� φι�λη
των 200 ml και το δι�λυµα εξατµ�ζεται µ�χριr �γκου περ�που 0,5 ml σε ρε�µα αζ�του. Προστ�θενται 10 g
του τυφλο�, αναµειγν�ονται και περιµ�νουµε για 10 λεπτ� πριν προχωρ�σουµε στο στ�διο τηr εκχυλ�σεωr
(5.2).

Εναλλακτικ�r, εφ�σον δεν υπ�ρχει διαθ�σιµο τυφλ� παρ�µοιου τ�που µε το δε�γµα (βλ�πε σηµε�ο 5.1.1),
δοκιµ� αν�κτησηr µπορε� να γ�νει µ�σω τηr µεθ�δου προσθ�κηr προτ�που. Στην περ�πτωση αυτ�, το προr
αν�λυση δε�γµα εµπλουτ�ζεται µε ποσ�τητα carbadox παρ�µοια µε εκε�νη που υπ�ρχει �δη στο δε�γµα.
Το δε�γµα αυτ� αναλ�εται παρ�λληλα µε το µη εµπλουτισµ�νο δε�γµα και η αν�κτηση µπορε� να
υπολογιστε� µε αφα�ρεση.

5.2. Εκχ�λιση

5.2.1. Ζωοτροφ�r

Ζυγ�ζονται µε ακρ�βεια 0,01 g, περ�που 10 g του δε�γµατοr και µεταφ�ρονται σε κωνικ� φι�λη των 200 ml.
Προστ�θενται 15,0 ml νερ�, αναµειγν�ονται και αφ�νονται σε ηρεµ�α για 5 λεπτ�. Προστ�θενται 35,0 ml
µεθαν�ληr-ακετονιτριλ�ου (3.5), η φι�λη πωµατ�ζεται και ανακινε�ται για 30 λεπτ� σε συσκευ� µηχανικ�r
ανακ�νησηr � αναδε�εται µε το µαγνητικ� αναδευτ�ρα. Το δι�λυµα διηθε�ται µ�σω ηθµο� υαλοϊν�ν (4.2).
Το εν λ�γω δι�λυµα κρατι�ται για το στ�διο καθαρισµο� (5.3).

5.2.2. Προµε�γµατα (0,1-2,0 %)

Ζυγ�ζονται µε ακρ�βεια 0.001 g, περ�που 1 g του µη αλεσµ�νου δε�γµατοr και µεταφ�ρονται σε κωνικ�
φι�λη των 200 ml. Προστ�θενται 15,0 ml νερ�, αναµειγν�ονται και αφ�νονται σε ηρεµ�α για 5 λεπτ�.
Προστ�θενται 35.0 ml µεθαν�ληr-ακετονιτριλ�ου (3.5), η φι�λη πωµατ�ζεται και ανακινε�ται για 30 λεπτ�
σε συσκευ� µηχανικ�r ανακ�νησηr � αναδε�εται µε το µαγνητικ� αναδευτ�ρα (4.1). Το δι�λυµα διηθε�ται
µ�σω ηθµο� υαλοϊν�ν (4.2). Κατ�λληλη ποσ�τητα διηθ�µατοr µεταφ�ρεται µε σιφ�νιο σε ογκοµετρικ�
φι�λη των 50 ml. Προστ�θενται 15,0 ml νερ�, συµπληρ�νονται µ�χρι τη χαραγ� µε µεθαν�λη-ακετονιτρ�-
λιο (3.5) και αναµειγν�ονται. Η συγκ�ντρωση του carbadox στο τελικ� δι�λυµα θα πρ�πει να ε�ναι
περ�που 10 µg/ml. Κατ�λληλη ποσ�τητα διηθε�ται µ�σω φ�λτρου 0,45 µm (4.6). Ακολουθε� προσδιορισµ�r
µε HPLC (5.4).

5.2.3. Παρασκευ�σµατα (; 2 %),

Ζυγ�ζονται µε ακρ�βεια 0,001 g, περ�που 0,2 g του µη αλεσµ�νου δε�γµατοr και µεταφ�ρονται σε κωνικ�
φι�λη των 250 ml. Προστ�θενται 45,0 ml νερ�, αναµειγν�ονται και αφ�νονται σε ηρεµ�α για 5 λεπτ�.
Προστ�θενται 105,0 ml µεθαν�ληr-ακετονιτριλ�ου (3.5), η φι�λη πωµατ�ζεται και το περιεχ�µενο οµοιογε-
νοποιε�ται. Το δε�γµα υποβ�λλεται για 15 λεπτ� σε επεξεργασ�α µε υπερ�χουr (4.7) και ακολουθε�
ανακ�νηση � αν�δευση για 15 λεπτ� (4.1). Το δι�λυµα διηθε�ται µ�σω ηθµο� υαλοϊν�ν (4.2). Κατ�λληλη
ποσ�τητα του διηθ�µατοr αραι�νεται µε µε�γµα νερο�-µεθαν�ληr ακετονιτριλ�ου (3.12) µ�χρι τελικ�r
συγκεντρ�σεωr carbadox 10-15 µg/ml (για παρασκε�ασµα 10 %, ο συντελεστ�r αραι�σεωr ε�ναι 10).
Κατ�λληλη ποσ�τητα διηθε�ται µ�σω φ�λτρου 0,45 µm filter (4.6). Ακολουθε� ο προσδιορισµ�r µε HPLC
(5.4).

5.3. Καθαρισµ�r

5.3.1. Ετοιµασ�α τηr στ�ληr οξειδ�ου του αργιλ�ου

Ζυγ�ζονται 4 g οξειδ�ου του αργιλ�ου (3.4) και µεταφ�ρονται στη γυ�λινη στ�λη (4.3).

5.3.2. Καθαρισµ�r δε�γµατοr

15 ml του διηθηµ�νου εκχυλ�σµατοr (5.2.1) µεταγγ�ζονται στη στ�λη του οξειδ�ου του αργιλ�ου και τα
πρ�τα 2 ml του εκλο�σµατοr απορρ�πτονται. Τα επ�µενα 5 ml συλλ�γονται και κατ�λληλη ποσ�τητα
διηθε�ται διαµ�σου φ�λτρου 0,45 µm (4.6). Ακολουθε� ο προσδιορισµ�r µε HPLC (5.4).

5.4. Προσδιορισµ�r µε HPLC
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5.4.1. Παρ�µετροι

Παρακ�τω, δ�δονται ενδεικτικ� ορισµ�νεr κατ�λληλεr συνθ�κεr. Μπορο�ν να χρησιµοποιηθο�ν και
διαφορετικ�r συνθ�κεr εφ�σον παρ�χουν ισοδ�ναµα αποτελ�σµατα:

Στ�λη υγρ�r χρωµατογραφ�αr (4.1.1): 300 mm × 4 mm, C18, 10 µm, � ισοδ�ναµη

Κινητ� φ�ση (3.10): Με�γµα οξικο� ρυθµιστικο� διαλ�µατοr (3.9) και ακετονιτρι-
λ�ου (3.2), 825+175 (V + V)

Ταχ�τητα ρο�r: 1,5-2 ml/min

Μ�κοr κ�µατοr ανιχνε�σεωr: 365 nm

Εγχυ�µενοr �γκοr: 20 µl.

Ελ�γχεται η σταθερ�τητα του χρωµατογραφικο� συστ�µατοr, εγχ�ονταr µερικ�r φορ�r το δι�λυµα
βαθµον�µησηr (3.11.2) που περι�χει 5,0 µg/ml, µ�χρι να σταθεροποιηθο�ν τα �ψη των κορυφ�ν και οι
χρ�νοι κατακρ�τησηr.

5.4.2. Καµπ�λη αναφορ�r

Κ�θε δι�λυµα βαθµον�µησηr (3.11.2) εγχ�εται µερικ�r φορ�r και µετρ�νται τα �ψη (εµβαδ�) των
κορυφ�ν για κ�θε συγκ�ντρωση. Χαρ�σσεται καµπ�λη αναφορ�r χρησιµοποι�νταr ωr τεταγµ�νεr τα
µ�σα �ψη (εµβαδ�) των κορυφ�ν των διαλυµ�των βαθµον�µησηr και ωr τετµηµ�νεr τιr αντ�στοιχεr
συγκεντρ�σειr σε µg/ml.

5.4.3. ∆ι�λυµα δε�γµατοr

Εγχ�εται µερικ�r φορ�r το εκχ�λισµα δε�γµατοr [(5.3.2) για ζωοτροφ�r, (5.2.2) για προµε�γµατα και (5.2.3)
για παρασκευ�σµατα] και προσδιορ�ζεται το µ�σο �ψοr (εµβαδ�ν) των κορυφ�ν του carbadox.

6. Υπολογισµ�r των αποτελεσµ�των

Απ� το µ�σο �ψοr (εµβαδ�ν) των κορυφ�ν του carbadox του διαλ�µατοr του δε�γµατοr προσδιορ�ζεται η
περιεκτικ�τητα στο δι�λυµα του δε�γµατοr σε µg/ml β�σει τηr καµπ�ληr αναφορ�r (5.4.2).

6.1. Ζωοτροφ�r

Η περιεκτικ�τητα w (mg/kg) του carbadox στο δε�γµα δ�δεται απ� τον ακ�λουθο τ�πο:

w =
β × V1

m
[mg/kg]

�που:

β = συγκ�ντρωση του carbadox στο εκχ�λισµα δε�γµατοr (5.3.2.) σε µg/ml,

V1 = �γκοr εκχυλ�σεωr ml (δηλαδ� 50),

m = µ�ζα τηr προr δοκιµ� ποσ�τηταr σε g.

6.2. Προµε�γµατα και παρασκευ�σµατα

Η περιεκτικ�τητα w (mg/kg) του carbadox στο δε�γµα δ�δεται απ� τον ακ�λουθο τ�πο:

w =
β × V2 × f

m
[mg/kg]

�που:

β = συγκ�ντρωση του carbadox στο εκχ�λισµα δε�γµατοr (5.2.2. � 5.2.3.) σε µg/ml,

V2 = �γκοr εκχυλ�σεωr σε ml δηλαδ� για προµε�γµατα, 150 για παρασκε�ασµατα),

f = συντελεστ�r αρα�ωσηr σ�µφωνα µε το 5.2.2 (προµε�γµατα) � 5.2.3. (παρασκε�ασµατα),

m = µ�ζα τηr προr δοκιµ� ποσ�τηταr σε g.
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∆ε�γµα 1 ∆ε�γµα 2 ∆ε�γµα 3 ∆ε�γµα 4 ∆ε�γµα 5 ∆ε�γµα 6

7. Επικ�ρωση των αποτελεσµ�των

7.1. Ταυτ�τητα

Η ταυτ�τητα τηr αναλυ�µενηr ουσ�αr µπορε� να ελεγχθε� µε συγχρωµατογραφ�α � µε τη βο�θεια
ανιχνευτ� δι�δων µε τον οπο�ο συγκρ�νονται τα φ�σµατα του εκχυλ�σµατοr δε�γµατοr και του διαλ�µα-
τοr βαθµον�µησηr (3.11.2) που περι�χει 10,0 µg/ml.

7.1.1. Συγχρωµατογραφ�α

Εκχ�λισµα δε�γµατοr εµπλουτ�ζεται µε προσθ�κη κατ�λληληr ποσ�τηταr διαλ�µατοr βαθµον�µησηr
(3.11.2). Η ποσ�τητα του προστιθ�µενου carbadox θα πρ�πει να ε�ναι παρ�µοια µε την εκτιµ�µενη
ποσ�τητα carbadox στο εκχ�λισµα.

Λαµβ�νονταr υπ�ψη τ�σο την προστιθ�µενη ποσ�τητα �σο και την αρα�ωση του εκχυλ�σµατοr, µ�νον το
�ψοr τηr κορυφ�r του carbadox θα πρ�πει να βρ�σκεται αυξηµ�νο. Το πλ�τοr τηr κορυφ�r, στα µισ� του
�ψουr, πρ�πει να ε�ναι 10 % του αρχικο� πλ�τουr.

7.1.2. Αν�χνευση µε δι�ταξη δι�δων

Τα αποτελ�σµατα αξιολογο�νται µε τα ακ�λουθα κριτ�ρια:

α) Το µ�κοr κ�µατοr τηr µ�γιστηr απορρ�φησηr των φασµ�των του δε�γµατοr και του προτ�που, που
καταγρ�φονται στο υψηλ�τερο σηµε�ο τηr κορυφ�r στο χρωµατογρ�φηµα, πρ�πει να ε�ναι �δια στα
πλα�σια των περιθωρ�ων που δικαιολογο�νται απ� την αναλυτικ� ικαν�τητα του συστ�µατοr αν�-
χνευσηr. Το περιθ�ριο αυτ� στην αν�χνευση µε δι�ταξη δι�δων ε�ναι συν�θωr 5 2 nm,

β) Μεταξ� 225 και 400 nm, τα φ�σµατα του δε�γµατοr και του προτ�που που καταγρ�φονται στο
υψηλ�τερο σηµε�ο τηr κορυφ�r του χρωµατογραφ�µατοr, δεν πρ�πει να διαφ�ρουν στα µ�ρη εκε�να
του φ�σµατοr που ε�ναι στην περιοχ� του 10-100 % τηr σχετικ�r απορρ�φησηr. Το κριτ�ριο αυτ�
εκπληρ�νεται �ταν εµφαν�ζονται τα �δια µ�γιστα και σε καν�να υπ� παρατ�ρηση σηµε�ο η απ�κλιση
µεταξ� των δ�ο φασµ�των δεν υπερβα�νει το 15 % τηr απορρ�φησηr τηr πρ�τυπηr αναλυ�µενηr ουσ�αr,

γ) Μεταξ� 225 και 400 nm, τα φ�σµατα του ανερχ�µενου τµ�µατοr, του υψηλ�τερου σηµε�ου και του
κατερχ�µενου τµ�µατοr τηr κορυφ�r του εκχυλ�σµατοr του δε�γµατοr δεν πρ�πει να διαφ�ρουν µεταξ�
τουr στα µ�ρη εκε�να του φ�σµατοr που ε�ναι στην περιοχ� του 10-100 % τηr σχετικ�r πυκν�τηταr. Το
κριτ�ριο αυτ� εκπληρ�νεται �ταν εµφαν�ζονται τα �δια µ�γιστα και �ταν σε �λα τα υπ� παρατ�ρηση
σηµε�α η απ�κλιση µεταξ� των φασµ�των δεν υπερβα�νει 15 % τηr απορρ�φησηr του φ�σµατοr του
υψηλ�τερου σηµε�ου τηr κορυφ�r.

Εφ�σον �να απ� αυτ� τα κριτ�ρια δεν εκπληρ�νεται, δεν θεωρε�ται επιβεβαιωµ�νη η παρουσ�α τηr
αναλυ�µενηr ουσ�αr.

7.2. Επαναληψιµ�τητα

Για περιεκτικ�τητεr 10 mg/kg και �νω. Η διαφορ� µεταξ� των αποτελεσµ�των δ�ο παρ�λληλων προσδιο-
ρισµ�ν που πραγµατοποιο�νται στο �διο δε�γµα δεν πρ�πει να υπερβα�νει το 15 % σε σχ�ση µε την
υψηλ�τερη τιµ�.

7.3. Αν�κτηση

Σε εµπλουτισµενο (τυφλ�) δε�γµα, η αν�κτηση θα πρ�πει να ε�ναι τουλ�χιστον 90 %.

8. Αποτελ�σµατα διεργαστηριακ�r µελ�τηr

Πραγµατοποι�θηκε διεργαστηριακ� µελ�τη στην οπο�α αναλ�θηκαν 6 ζωοτροφ�r, 4 προµε�γµατα και 3
παρασκευ�σµατα απ� 8 εργαστ�ρια. Σε κ�θε δε�γµα �γιναν δ�ο αναλ�σειr (Για περισσ�τερεr λεπτοµ�ρειεr
σχετικ� µε τη διεργαστηριακ� µελ�τη, βλ. Journal of AOAC, τ�µοr 71, 1988, σ. 484-490). Τα αποτελ�-
σµατα (µε εξα�ρεση τα εκτ�r ορ�ων εκτρεπ�µενα) εµφα�νονται κατωτ�ρω:

Π�νακαr 1: Αποτελ�σµατα τηr διεργαστηριακ�r µελ�τηr για ζωοτροφ�r

L 8 8 8 8 8 8
N 15 14 15 15 15 15
Μ.Ο. [mg/kg] 50,0 47,6 48,2 49,7 46,9 49,7
Sr [mg/kg] 2,90 2,69 1,38 1,55 1,52 2,12

CVr [%] 5,8 5,6 2,9 3,1 3,2 4,3

SR [mg/kg] 3,92 4,13 2,23 2,58 2,26 2,44

CVR [%] 7,8 8,7 4,6 5,2 4,8 4,9

Ονοµαστικ�
περιεκτικ�τητα [mg/kg]

50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0



EL Επ�σηµη Εφηµερ�δα των Ευρωπαϊκ�ν Κοινοτ�των 6. 5. 1999L 118/52

Προµε�γµατα Παρασκευ�σµατα

Α Β Γ ∆ Α Β Γ

Π�νακαr 2: Αποτελ�σµατα διεργαστηριακ�r µελ�τηr για προµε�γµατα και παρασκευ�σµατα

L 7 7 7 7 8 8 8
N 14 14 14 14 16 16 16
Μ.Ο. [mg/kg] 8,89 9,29 9,21 8,76 94,6 98,1 104
Sr [mg/kg] 0,37 0,28 0,28 0,44 4,1 5,1 7,7

CVr [%] 4,2 3,0 3,0 5,0 4,3 5,2 7,4

SR [mg/kg] 0,37 0,28 0,40 0,55 5,4 6,4 7,7

CVR [%] 4,2 3,0 4,3 6,3 5,7 6,5 7,4

Ονοµαστικ�
περιεκτικ�τητα [mg/kg]

10,0 10,0 10,0 10,0 100 100 100

L: αριθµ�r εργαστηρ�ων,
n: αριθµ�r µεµονωµ�νων τιµ�ν,
sr: τυπικ� απ�κλιση επαναληψιµ�τηταr,
CVr: συντελεστ�r διακ�µανσηr επαναληψιµ�τηταr,
SR: τυπικ� απ�κλιση αναπαραγωγικ�τηταr,
CVR: συντελεστ�r διακ�µανσηr αναπαραγωγιµ�τηταr.


