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JEDENASTA DYREKTYWA KOMISJI 93/70[EWG
z dnia 28 lipca 1993 r.
ustanawiajaca wspolnotowe metody analiz do celéw urzedowej kontroli pasz

KOMISJA WSPOLNOT EUROPEJSKICH,

uwzgledniajgc Traktat ustanawiajagcy Europejska Wspdlnote
Gospodarczg,

uwzgledniajac dyrektywe Rady 70/373[EWG z dnia 20 lipca
1970 r. w sprawie wprowadzenia wspdlnotowych metod
pobierania prébek i analizy do celéw urzedowej kontroli
pasz ('), ostatnio zmieniong rozporzadzeniem (EWG)
nr 3768/85 (%), w szczegdlnosci jej art. 2,

a takze majac na uwadze, co nastepuje:

dyrektywa 70/373/EWG wymaga, aby urzedowe kontrole pasz
byly przeprowadzane przy uzyciu wspdlnotowych metody
pobierania prébek i analizy w celu sprawdzenia zgodnosci z
wymaganiami  wynikajagcymi  z  przepisow  ustawowych,
wykonawczych lub administracyjnych dotyczacych jakosci i
skladu pasz;

nalezy ustali¢ wspdlnotowa metode analizy dotyczaca dodatku
halofuginonu w celu jej wykorzystywania przy sprawdzaniu
zgodnosci z warunkami jego stosowania w Zywieniu zwierzat;

srodki przyjete w niniejszej dyrektywie sa zgodne z opinig
Stalego Komitetu ds. Pasz,

() Dz.U.L 170 z 3.8.1970, str. 2.
() Dz.U.L 362z 31.12.1985, str. 8.

PRZYJMUJE NINIEJSZA DYREKTYWE;:

Artykut 1

Pafistwa Czlonkowskie wymagaja, aby do analizy zawartosci
halofuginonu, do celéw urzedowej kontroli pasz, stosowana
byla metoda opisana w Zalaczniku do niniejszej dyrektywy.

Artykut 2

Panistwa Czlonkowskie wprowadza w zycie przepisy ustawowe,
wykonawcze i administracyjne niezbedne do wykonania niniej-
szej dyrektywy najpézniej do dnia 30 czerwca 1994 r. i
niezwlocznie powiadomig o tym Komisje.

Przepisy przyjete przez Panistwa Czlonkowskie zawieraja odnie-
sienie do niniejszej dyrektywy lub odniesienie takie towarzyszy
ich urzedowej publikacji. Metody dokonywania takiego odnie-
sienia okreslane sg przez Parstwa Czlonkowskie.

Artykut 3

Niniejsza dyrektywa skierowana jest do Pafistw Czlonkowskich.

Sporzadzono w Brukseli, dnia 28 lipca 1993 r.

W imieniu Komisji
René STEICHEN

Czlonek Komisji



68

Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej

03/t. 15

3.1.
3.2
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.

3.6.1.

3.6.2.

ZALACZNIK
OZNACZANIE HALOFUGINONU

DL-trans-7-bromo-6-chloro-3-[3—3-hydroksy-2-piperydyl)acetonyl]-chinazolina-4-(3H)-jednohydrobromian.

Cel i zakres

Metoda ta stuzy oznaczaniu zawartosci halofuginonu w paszach. Dolna granica oznaczenia wynosi 1 mg/kg.

Zasada

Poddany dzialaniu goracej wody halofuginon jest ekstrahowany jako wolna zasada w octanie etylowym, a
nastgpnie rozdzielona jako zwiazek chlorowodorowy w wodnym roztworze kwasu. Ekstrakt jest oczyszczany
metodg chromatografii jonowymiennej. Zawarto$¢ halofuginonu jest oznaczana za pomocg chromatografii
cieczowej wysokiej wydajnosci z odwréconymi fazami (HPLC) z wykorzystaniem detektora UV.

Odczynniki

Acetonitryl, klasa HPLC

Zywica amberlitowa XAD-2

Octan amonowy

Octan etylowy

Lodowy kwas octowy

Wzorcowy halofuginon (DL-trans-7-bromo-6-chloro-3-[3-3-hydroksy-2-piperydyl)acetonyl]-chinazolina-4-(3H)-
jednohydrobromian, E 764)

Wzorcowy roztwor halofuginonu o stezeniu 100 pg/ml

Odwazy¢ 50 mg halofuginonu (ppkt 3.6) z dokladnoscia do 0,1 mg w kolbie z podziatka o pojemnosci 500 ml,
rozpusci¢ w buforowym roztworze octanu amonowego (ppkt 3.18), uzupelni¢ do oznaczenia roztworem bufo-
rowym i zamiesza¢. Roztwér ten przechowywany bez doplywu $wiatla zachowuje stabilno§¢ przez trzy tygodnie
w temperaturze 5 °C.

Roztwory wzorcowe

Do kilku kolb z podzialka o pojemnosci 100 ml przeniesé¢ 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 i 6,0 ml podstawowego roztworu
wzorcowego (ppkt 3.6.1). Uzupelni¢ do oznaczenia faza ruchomg (ppkt 3.21) i wymieszaé. Roztwory te maja
odpowiednio stezenia 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 i 6,0 pg/ml halofuginonu. Roztwory te nalezy przygotowywac tuz przed
uzyciem.

Kwas chlorowodorowy (p,, okoto 1,16 g/ml).

Metanol

Azotan srebra

. Askorbinian sodu

. Weglan sodu

. Chlorek sodu

. EDTA (kwas etylenodwuaminoczterooctowy, sol disodowa)
. Woda, klasa HPLC

. Roztwor weglanu sodowego, f = 10 g/100 ml

. Roztwor weglanu sodowego nasycony chlorkiem sodowym, f = 5 g/100 ml

Rozpusci¢ 50 g weglanu sodowego (ppkt 3.11) w wodzie, rozcieficzy¢ w stosunku 1:1 i dodawa¢ chlorek sodu
(ppkt 3.12) az do nasycenia roztworu.

. Kwas chlorowodorowy o stezeniu 0,1 mol/l

Sporzadzi¢ roztwér 10 ml HC (ppkt 3.7) w wodzie w stosunku 1: 1.

. Roztwor buforowy octanu amonowego, w przyblizeniu 0,25.

Rozpusci¢ 19,3 g octanu amonowego (ppkt 3.3) i 30 ml kwasu octowego (ppkt 3.5) w wodzie (ppkt 3.14) i
rozcieficzy¢ w stosunku 1:1.
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. Przygotowanie zywicy amberlitowej XAD-2

Pluka¢ odpowiednig ilo$¢ amberlitu (ppkt 3.2) w wodzie, dopdki nie zostang usunigte wszystkie jony chlorkowe,
zgodnie ze wskazaniami badania azotanem srebra (ppkt 3.20) przeprowadzanego na odrzuconej fazie cieklej.
Nastepnie wyplukaé zywice w 50 ml metanolu (ppkt 3.8), wyla¢ metanol i przechowywaé zywice w $wiezym
metanolu.

Roztwor azotanu srebra o stezeniu okoto 1 moll

Rozpusci¢ 0,17 g azotanu srebra (ppkt 3.9) w 10 ml wody.

Faza ruchoma chromatografii cieczowej HPLC

Wymieszaé 500 ml acetonitrylu (ppkt 3.1) z 300 ml buforowego roztworu octanu amonowego (ppkt 3.18) i
1200 ml wody (ppkt 3.14). Skorygowa¢ pH do poziomu 4,3, stosujac w tym celu kwas octowy (ppkt 3.5). Prze-
filtrowaé przez filtr 0,22 pm (ppkt 4.8) i odgazowaé roztwér (np. stosujgc ultradZwigki przez 10 min). Roztwor
ten przechowywany bez doplywu $wiatla w zamknigtym naczyniu zachowuje stabilnos¢ przez jeden miesigc.
Aparatura

Laznia ultradZzwigkowa

Obrotowy aparat wyparny

Wiréwka

Sprzet do chromatografii cieczowej HPLC z detektorem promieniowania UV o réznych dlugosciach fal lub
detektor z zespolem diod.

Kolumna do chromatografii cieczowej, 300 mm x 4 mm, C 18, napelnienie 10 mm lub inna réwnowazna
kolumna

Szklana kolumna (300 mm x 10 mm) wyposazona w filtr ze szkla matowego i zawor.
Filtry z widkien szklanych, $rednica 150 mm
Filtry membranowe, 0,45 pm

Filtry membranowe, 0,22 pm

Procedura

Uwaga: Halofuginon w postaci wolnej zasady jest niestabilny w roztworach zasadowym i octanu etylowego. Nie
powinien on pozostawal w octanie etylowym diuzej niz przez 30 min.

Przepisy ogélne

Nalezy przeprowadzi¢ analiz¢ metoda Slepej proby w celu sprawdzenia obecnosci halofuginonu lub substancji
zakl6cajacych.

. Test odzysku powinien by¢ przeprowadzony poprzez analiz¢ metoda Slepej proby, ktéra zostala wzmocniona

przez dodanie pewnej ilosci halofuginonu, podobnego do wystepujacego w probce. W celu zwigkszenia stezenia
do poziomu 3 mglkg doda¢ 300 ml wzorcowego roztworu podstawowego (ppkt 3.6.1) do 10 g $lepej proby,
wymieszaé i odczekaé przez 10 min przed rozpoczeciem etapu ekstrakeji (ppkt 5.2).

Uwaga: do celéw niniejszej metody Slepa préba powinna by¢ podobna pod wzgledem rodzaju do tej z badanej probki i w
czasie analizy nie powinno dojs¢ do wykrycia halofuginonu.

Ekstrakcja

Odwazy¢ 10 g przygotowanej prébki z dokladnoscia do 0,1 g do probéwki wiréwki o pojemnosci 200 ml,
doda¢ 0,5 g askorbinianu sodu (ppkt 3.10), 0,5 g EDTA (ppkt 3.13) i 20 ml wody, a nastepnie wymieszac.
Umiesci¢ probéwke na 5 min w tazni wodnej (80 °C). Po schlodzeniu do temperatury pokojowej doda¢ 20 ml
roztworu weglanu sodowego (ppkt 3.15) i wymiesza¢. Natychmiast doda¢ 100 ml octanu etylowego (ppkt 3.4) i
mocno wstrzgsa¢ w reku przez 15 sekund. Nastepnie umieci¢ probdéwke na trzy minuty w fazni ultradZwie-
kowej (ppkt 4.1) i poluzowal korek. Odwirowywac przez dwie minuty i zdekantowaé faz¢ octanu etylowego
przez filtr z widkna szklanego (ppkt 4.6) do lejka rozdzielczego o pojemnosci 500 ml. Powtdrzy¢ proces
ekstrakeji probki z druga porcja 100 ml octanu etylowego. Plukaé polaczone ekstrakty przez jedna minute,
uzywajac 50 ml roztworu weglanu sodowego nasyconego chlorkiem sodowym (ppkt 3.16), i odrzuci¢ warstwe
wody.

Ekstrahowal warstwe organiczng przez 1 min za pomocg 50 ml kwasu chlorowodorowego (ppkt 3.17). Odpro-
wadzi¢ dolng warstwe kwasu do lejka rozdzielczego o pojemnosci 250 ml. Ponownie ekstrahowaé warstwe orga-
niczng przez 1,5 min nastepng porcja 50 ml kwasu chlorowodorowego i polaczy¢ z pierwszym ekstraktem.
Wyplukaé polaczone ckstrakty kwasowe, mieszajac przez okolo 10 sekund z 10 ml octanu etylowego (ppkt
3.4).
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Przenie$¢ iloSciowo warstwe wody do kolby okraglodennej o pojemnosci 250 ml i odrzuci¢ faz¢ organiczna.
Odparowal caly pozostaly octan etylowy z roztworu kwasu za pomoca obrotowego aparatu wyparnego
(ppkt 2.4). Temperatura lazni wodnej nie powinna przekraczaé 40 °C. W warunkach podci$nienia wynoszacego
okolo 25 mbara i w temperaturze 38 °C cala pozostala czes¢ octanu etylowego zostanie usunigta w ciagu
5 min.

Czyszczenie

. Przygotowanie kolumny amberlitowej

Kolumna XAD-2 jest przygotowywana do ekstrakcji kazdej probki. Przenies¢ 10 g przygotowanego amberlitu
(ppkt 3.19) do szklanej kolumny (ppkt 4.5) z metanolem (ppkt 3.8). Wprowadzi¢ maly korek z welny szklanej w
goérng czg$¢ zloza zywicy. Usungé metanol z kolumny i przeptukaé zywice za pomocg 100 ml wody, zatrzy-
mujac odplyw z chwilg, gdy ciecz znajdzie si¢ na poziomie gornej czgsci zloza zywicy. Przed uzyciem pozostawi¢
kolumng na 10 min w celu ustabilizowania. Nie wolno dopusci¢ do wyschnigcia kolumny.

. Czyszczenie probki

Przenie$¢ ekstrakt (ppkt 5.2) ilosciowo do gornej czesci przygotowanej kolumny amberlitowej (ppkt 5.3.1) i
podda¢ elugji, odrzucajac eluat. Predko$¢ elucji nie powinna przekracza¢ 20 ml/min. Wyplukaé kolbe okragto-
denng za pomocg 20 ml kwasu chlorowodorowego (ppkt 3.17) i wykorzysta¢ go do przeplukania kolumny.
Usung¢ wszystkie pozostalosci roztworu kwasu za pomocg strumienia powietrza. Zla¢ popluczyny. Dodaé
100 ml metanolu (ppkt 3.8) do kolumny i umozliwi¢ elucj¢ 5-10 ml, zbierajac eluat do kolby okraglodennej o
pojemnosci 250 ml. Pozostawi¢ reszt¢ metanolu na 10 minut, aby uzyskaé réwnowage miedzy nim i zywica, i
kontynuowac elucj¢ z predko$cig nieprzekraczajaca 20 ml/min, zbierajac eluat do tej samej kolby okraglodennej.
Odparowa¢ metanol w obrotowym aparacie wyparnym (ppkt 4.2), przy czym temperatura lazni wodnej nie
powinna przekracza¢ 40 °C. Przenie$¢ pozostalos¢ ilosciowo do kolby kalibracyjnej o pojemnosci 10 ml,
uzywajac fazy ruchomej (ppkt 3.21). Uzupehi¢ do oznaczenia fazg ruchomg i wymieszaé. Podwielokrotno$c jest
filtrowana przez filtr membranowy (ppkt 4.7). Zachowa¢ ten roztwor do oznaczenia HPLC (ppkt 5.4).

Oznaczanie za pomocg HPLC

Parametry

W celach orientacyjnych proponuje si¢ zachowanie nastepujacych warunkéw; mozna tez stosowac inne warunki,
o ile pozwalaja one uzyska¢ rownowazne wyniki.

Kolumna do chromatografii cieczowej (ppkt 4.4.1)

Faza ruchoma do HCLP (ppkt 3.21)

Szybko$¢ przeplywu: 1,5-2 ml/min.

Dlugos¢ fali wykrywania: 243 nm

Objetos¢ iniekgji: 40-100 pl.

Sprawdzi¢ stabilno$¢ systemu chromatograficznego, wtryskujac kilkakrotnie roztwér wzorcowy (ppkt 3.6.2)
zawierajacy 3,0 pgfl, dopoki nie uzyska si¢ stalych wartosci szczytowych (lub obszaréw) i dlugosci czasu
retencji.

Krzywa wzorcowa

Kazdy roztwér wzorcowy wstrzykna¢ kilkakrotnie (ppkt 3.6.2) i dokonaé pomiaréw wartosci szczytowych
(obszaréw) dla kazdego stezenia. Sporzadzi¢ wzorcowy wykre, stosujac Srednie wartosci szczytowe lub obszary
roztwordw wzorcowych jako rzedne oraz odpowiadajace im stezenia w ug/ml jako wartosci osi odcigtych.
Roztwér prébki

Ekstrakt probki wstrzykna¢ kilkakrotnie (ppkt 5.3.2), uzywajac takiej samej objetosci jak w przypadku roztworéw
wzorcowych, i ustali¢ $rednig warto$¢ szczytowg (obszar) halofuginonu.

Obliczanie wynikéw

Ustali¢ stezenie roztworu probki w pg/ml na podstawie $redniej wartosci szczytowej (obszaru) halofuginonu w
roztworze prébnym przez poréwnanie z wykresem wzorcowym (ppkt 5.4.2).

Zawarto$¢ halofuginonu w (mg/kg) probki oblicza si¢ wedlug nastepujacego wzoru:
_cx10
m
gdzie:
¢ stezenie halofuginonu w roztworze probnym w pgll,

m: masa badanej porcji w gramach.
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Ocena poprawno$ci wynikéw

Identyczno$¢

Identyczno$¢ analitu moze by¢ potwierdzona za pomocg chromatografii rownoleglej lub zastosowanie detektora
z ukladem diod, za pomocg ktérego poréwnywane sg zakresy ekstraktu probki i roztworu wzorcowego (ppkt
3.6.2) zawierajacej 6,0 pg/ml.

. Chromatografia rownolegta

Prébny ekstrakt jest wzmacniany przez dodanie odpowiedniej ilosci roztworu wzorcowego (ppkt 3.6.2). Ilos¢
dodanego halofuginonu powinna by¢ podobna do ilosci szacunkowej halofuginonu odkrytej w probnym
ekstrakcie.

Tylko wysoko$¢ szczytowej wartosci halofuginonu powinna zosta¢ podwyzszona po uwzglednieniu zaréwno
dodanej ilosci, jak i rozcieniczenia ekstraktu. Szeroko$¢ wartosci szczytowej, przy potowie maksymalnej wyso-
kosci, musi miesci¢ si¢ w okoto 10 % szerokosci pierwotne;.

. Wykrywanie diodowe

Wyniki s3 oceniane w oparciu o nastgpujace kryteria:

a) dtugo$¢ fali maksymalnej absorpcji prébki i widm wzorcowych, odnotowana dla szczytowego punktu chroma-
togramu, musi by¢ taka sama w ramach marginesu ustalonego poprzez zdolno$¢ rozdzielczg systemu detekgji.
W przypadku detekcji diodowej wynosi ona na ogél + 2 nm;

=

miedzy 225 a 300 nm prébka i wzorcowe widma odnotowane dla szczytowego wierzchotka chromatogramu
nie mogg rézni¢ si¢ dla tych cze¢ci widma w zakresie 10-100 % lub wzglednej absorbangji. To kryterium
zostaje spelnione, gdy wystepuja te same wartosci maksymalne i w zadnym badanym punkcie odchylenia
migdzy dwoma widmami nie przekracza 15 % absorbancji wzorcowego analitu;

(e}
-

miedzy 225 a 300 nm widma warto$ci rosngcych, szczytowych i malejacych ekstraktu probki nie mogg sie
r6zni¢ od siebie dla tych cz¢Sci widma w zakresie 10-100 % wzglednej absorbangji. Kryterium to zostaje
spelnione, gdy wystepuja takie same warto$ci maksymalne i we wszystkich badanych punktach odchyltka
migdzy dwoma widmami nie przekracza 15 % absorbancji widma wartosci szczytowej;

Jezeli jedno z tych kryteriow nie zostanie spelnione, obecno$¢ analizowanej substancji nie zostata potwierdzona.

Powtarzalno$¢

Roéznica miedzy wynikami dwoéch réwnoleglych oznaczen przeprowadzonych na tej samej probee nie moze
przekroczy¢ 0,5 mg/kg przy zawartosci halofuginonu powyzej 3 mg/kg.

Odzysk

W przypadku wzmocnionej Slepej probki odzysk powinien wynosi¢ co najmniej 80 %.

Wyniki badafi poré6wnawczych

Zorganizowano badania poréwnawcze ('), podczas ktérych przeanalizowano trzy prébki w o$miu laboratoriach.

Wyniki
Probka A Probka B (Maczka) Probka C (Granulki)
(Slepa) . .
przy odbiorze | przy odbiorze rlzl(i)egi:gcc}}ll przy odbiorze rﬁ(i)e;ii‘;c(zfc}ﬁ
Srednia ! n.d. 2,80 2,42 2,89 2,45
SR - 0,45 0,43 0,40 0,42
CVR - 16 18 14 17
rec. 86 74 88 75
: jednostki w mg/kg.

n.d.: nie wykryto.

SR:  odchylenie standardowe powtarzalnosci.

CVR: wspélczynnik zmiennosci (%).

rec.. odzysk (%).

(") The Analyst 108 z 1983 r., str. 1252-1256.



