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]EDENASTA SMERNICA KOMISIE 93/70/EHS
z 28.jila 1993,
ktorou sa urcujii metédy analyzy spolocenstva na tiradnd kontrolu krmiv

KOMISIA EUROPSKYCH SPOLOCENSTIEV,

so zretelom na Zmluvu o zaloZeni Eurépskeho hospodarskeho
spolocenstva,

so zretelom na smernicu Rady 70/373/EHS z 20. jula 1970
o zavedeni metdd spolocenstva na vzorkovanie a analyzu na
tcel dradnej kontroly krmiv ('), naposledy zmenent a dopl-
nend nariadenim (EHS) ¢ 3768/85(), a najmd na jej
¢lanok 2,

kedze smernica 70/373/EHS pozaduje tradné kontroly krmiv s
ciefom kontroly splnenia poziadaviek, vyplyvajicich z ustano-
veni o kvalite a zloZeni, uréenych zdkonom, inym pravnym
predpisom alebo administrativnym opatrenim, ktoré maji byt
vykonané pomocou met6d spolocenstva na vzorkovanie a ana-

lyzy;

kedZe je potrebné ur¢it metédu spolocenstva na analyzu dopln-
kovej latky halofuginonu, ktord by sa mala pouZivat na
kontrolu splnenia podmienok pre jeho pouZivanie vo vyZzive
zZvierat;

kedZe opatrenia uvedené v tejto smernici st v stlade so stano-
viskom Staleho vyboru pre krmiva,

0, 3.8.1970, s. 2.
2,31.12.1985, 5. 8.
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PRIJALA TUTO SMERNICU:

Cldnok 1

Clenské 3tity budt pozadovat, aby analyzy obsahu halofugi-
nonu na ucely dradnych kontrol krmiv boli vykonané
pomocou metddy opisanej v prilohe tejto smernice.

Cldnok 2

Clenské $taty prijmu zdkony, iné pravne predpisy a administra-
tivine opatrenia potrebné na dosiahnutie stladu s touto smer-
nicou do 30. jina 1994. Bezodkladne budd o tom informovat
Komisiu.

Ked clenské $tity prijmd tieto ustanovenia, tieto budd obsa-
hovat odkaz na tuto smernicu alebo budid doplnené tymto
odkazom v case ich tradného uverejnenia. Postup pre tento
odkaz schvilia ¢lenské Stdty.

Cldnok 3

Tato smernica je adresovand ¢lenskym Statom.

V Bruseli 28. jaila 1993

Za Komisiu
René STEICHEN

clen Komisie
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PRILOHA
URCENIE HALOFUGINONU

DL-trans-7-bromo-6-chloro-3-[3-(3-hydroxy-2-piperidyl)acetonyl]-chinazolin-4-(3H)-hydrobromid

Ucel a rozsah

Metdda slizi na stanovenie halofuginonu v krmivéach. Dolny limit stanovenia je 1 mg/kg.

Podstata metédy

Po dprave horticou vodou sa halofuginon extrahuje ako volnd zdsada do octanu etylnatého a ndsledne sa oddeli
vo forme hydrochloridu do vodného roztoku kyseliny. Extrakt sa precisti iono — vymennou chromatografiou.
Obsah halofuginonu sa stanovi vysokot¢innou kvapalinovou chromatografiou (HPLC) na reverznej fize pomocou
UV detektora.

Cinidld

Acetonitril, ¢istoty HPLC

Zivica amberlitu XAD - 2

Octan aménny

Octan etylnaty

Ladovd kyselina octové

Standard  halofuginonu  (DL-trans-7-bromo-6-chloro-3-[3-(3-hydroxy-2-piperidyl)acetonyl]-chinazolin-4-(3H)-
hydrobromid, E 764)

Standardny zdsobny roztok halofuginonu, 100 pg/ml

Odvézte 50 mg halofuginonu s presnostou 0,1 mg (3.6.) do odmernej banky o objeme 500 ml, rozpustite
v tlmivom roztoku octanu aménneho (3.18.), dopliite po znacku tlmivym roztokom a premiesajte. Tento roztok
je staly pocas troch tyzdnov pri teplote 5 °C, ak je uloZeny v tme.

Kalibra¢né roztoky

Do série odmernych baniek o objeme 100 ml napipetujte 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 a 6,0 ml Standardného zdsobného
roztoku (3.6.1.). Dopliite po znacku mobilnou fézou (3.21.) a premiesajte. Koncentracia halofuginonu v tychto
roztokoch je 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 resp. 6,0 pg/ml. Tieto roztoky musia byt pred pouzitim Cerstvo pripravené.
Kyselina chlorovodikovd (p,, priblizne 1,16 g/ml).

Metanol

Dusi¢nan strieborny

. Askorbét sodny

. Uhli¢itan sodny

. Chlorid sodny

. EDTA (kyselina etylendiaminotetraoctovd, dvojsodnd sol)
. Voda, ¢&istoty HPLC

. Roztok uhli¢itanu sodného, 6 = 10 g/100 ml

. Roztok uhli¢itanu sodného nasyteného chloridom sodnym, § = 5 g/100 ml

Vo vode rozpustite 50 g uhli¢itanu sodného (3.11.), dopliite vodou do 1 1 a priddvajte chlorid sodny (3.12.),
kym sa roztok nenasyti.

. Kyselina chlorovodikovd, priblizne 0,1 mol/l

Zriedte 10 ml HCI (3.7.) s vodou na objem 1 1.

. Tlmivy roztok octanu aménneho, pH priblizne 0,25

Rozpustite 19,3 g octanu aménneho (3.3.) a 30 ml kyseliny octovej (3.5.) vo vode (3.14.) a doplite vodou do
11
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. Priprava Zivice amberlitu XAD - 2

Premyvajte vodou vhodné mnozstvo amberlitu (3.2.), kym neodstranite vietky iony chloridu, ¢o sa overf skiskou
dusi¢nanom striebornym (3.20.), test vykonajte v odstrdnenej vodnej fize. Potom premyte Zivicu 50 ml meta-
nolu (3.8.), odstrante metanol a Zzivicu uchovévajte pod Cerstvym metanolom.

Roztok dusi¢nanu strieborného, priblizne 0,1 mol/l

Rozpustite 0,17 g dusi¢nanu strieborného (3.9.) v 10 ml vody.

Mobilnd fiza HPLC

Zmiesajte 500 ml acetonitrilu (3.1.) s 300 ml tlmivého roztoku octanu aménneho (3.18) a s 1200 ml vody
(3.14.). Upravte hodnotu pH na 4,3 pomocou kyseliny octovej (3.5.). Prefiltrujte cez 0,22 pm filter (4.8.) a zbavte
roztok plynu (napr. posobenim ultrazvuku pocas 10 mindt). Tento roztok je stily pocas jedného mesiaca, ak je
uloZeny v tme a v uzatvorenej nadobe.

Pristroje

Ultrazvukovy kapel

Rota¢nd vikuovd odparka

Odstredivka

HPLC (vysokotcinny kvapalinovy chromatograf) s UV detektorom s nastavitelnou vinovou dfzkou alebo s diode
— array detektorom

Kvapalinovéd chromatografickd koléna, 300 mm x 4 mm, C 18, s ndpliou 10 um alebo ekvivalentnd koléna
Sklenend koléna (300 mm x 10 mm) vybavend fritovym filtrom a uzatvdracim kohtitom

Filtre so sklenymi vldknami, priemer 150 mm

Membranové filtre, 0,45 pm

Membranové filtre, 0,22 pm

Postup

Upozornenie: halofuginon ako volnd zdsada je nestdly v alkalickych roztokoch a v roztokoch obsahujticich octan etylnaty.

V octane etylnatom nesmie zostat dlhsie ako 30 mindt.

Vseobecne

. Analyzujte slepti vzorku krmiva, v ktorom nesmie byt pritomny ani halofuginon, ani interferujtice latky.

. Vykonajte test ndvratnosti pomocou analyzy slepej vzorky krmiva, do ktorej bolo pridané obdobné mnozstvo

halofuginonu, aké sa nachddza vo vzorke. K priprave vzorky o obsahu halofuginonu 3 mg/kg pridajte 300 pl
Standardného zdsobného roztoku (3.6.1.) do 10 g slepej vzorky krmiva, premiesajte a pockajte 10 mindt, kym
zalnete s extrakciou (5.2.).

Upozornenie: Na tcely tejto metddy slepd vzorka krmiva musi byt typovo podobnd vzorke skiiSanej a pri analyze
v nej nesmie byt zistend pritomnost halofuginonu.

Extrakcia

Do odstredivkovej skiimavky o objeme 200 ml navdzte 10 g pripravenej vzorky s presnostou 0,1 g, pridajte
0,5 g askorbdtu sodného (3.10.), 0,5 g EDTA (3.13.) a 20 ml vody a premiesajte. Skimavku ponorte na 5
mindt do vodného kiipela (80 °C). Po ochladeni na izbovi teplotu pridajte 20 ml roztoku uhli¢itanu sodného
(3.15.) a premiesajte. Okamzite pridajte 100 ml octanu etylnatého (3.4.) a silno pretrepdvajte rukou pocas 15
sekiind. Potom umiestnite skiimavku na tri minity do ultrazvukového kiapela (4.1.) bez zatky. Odstredujte pocas
dvoch mindt a prelejte octanovi fazu cez filter so sklenenymi vldknami (4.6.) do 500 ml oddelovacicho lievika.
Zopakujte extrakciu vzorky s dalsou 100 ml ddvkou octanu etylnatého. Spojené extrakty premyvajte pocas
jednej mindty 50 ml roztoku uhlicitanu sodného nasyteného chloridom sodnym (3.16.) a odstrdnite vodnd
vrstvu.

Extrahujte organickd vrstvu pocas 1 mindty pomocou 50 ml kyseliny chlorovodikovej (3.17.). Spodnd vrstvu
kyseliny zlejte do 250 ml oddelovacicho lievika. Znovu extrahujte organickd vrstvu pocas 1,5 mindty pomocou
dalsich 50 ml kyseliny chlorovodikovej a zmieSajte s prvym extraktom. Spojené kyselinové extrakty premyvajte
asi pocas 10 sekind 10 ml octanu etylnatého (3.4.) virivym pohybom.
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Kvantitativne preneste vodnd vrstvu do 250 ml banky s gulatym dnom a odstrante organickd fizu. Odparte
vietok zvysny octan etylnaty z kyselinového roztoku pomocou rotacnej vdkuovej odparky (2.4.). Teplota
vodného kipela nemd presiahnut 40 °C. Vo vdkuu cca 25 mbar sa vietok zvysny octan etylnaty odstrdni do 5
mindt pri teplote 38 °C.

Precistenie

. Priprava kolény s amberlitom

Koléna XAD - 2 sa pripravuje pre kazdy extrakt vzorky. Vlozte 10 g pripraveného amberlitu (3.19.) do sklenenej
kolény (4.5.) s metanolom (3.8.). Pridajte maly kisok sklenej vaty do hornej Casti Zivicového stlpca. Vypustite
metanol z kolény a premyte Zivicu 100 ml vody, pricom vypustanie zastavte, ked kvapalina dosiahne vrch Zivi-
cového stlpca. Pred pouZitim nechajte kolénu stdt 10 mindt na dosiahnutie rovnovahy. Nikdy nedovolte, aby

kol6na vyschla.

. Precistenie vzorky:

Preneste extrakt (5.2 kvantitativne do hornej casti pripraveného stipca amberlitu (5.3.1), spustite vymyvanie
a eludt vylejte. Rychlost vymyvania nemd presiahnut 20 ml/min. Vyplachnite banku s gulatym dnom 20 ml
kyseliny chlorovodikovej (3.17.), ktorou neskor premyte stlpec Zivice. Vietok zvysny kyselinovy roztok odstraiite
pomocou pridu vzduchu. Premyvacie kvapaliny vylejte. Pridajte na kolénu 100 ml metanolu (3.8.), nechajte
vymyvat 5 az 10 ml, eludt zachytte do 250 ml banky s gulatym dnom. Zvysny metanol nechajte spolupdsobit
so zivicou 10 mindt, aby sa dosiahla rovnovdha, pokracujte vo vymyvani s rychlostou nepresahujicou 20 mlf
min., eludt zachytte do tej istej banky s gulatym dnom. Odparte metanol na rotacnej vakuovej odparke (4.2.),
pricom teplota vodného kiapela nesmie presiahnut 40 °C. Rozpustite zvySok v mobilnej fize a kvantitativne
preneste do 10 ml kalibrovanej banky. Dopliite po znacku mobilnou fizou a premiesajte. Prefiltrujte alikvotna
Cast cez membranovy filter (4.7.). Tento roztok si nechajte na stanovenie pomocou HPLC (5.4.).

HPLC stanovenie

Parametre

Nasledujiice podmienky majd slizit ako usmeriiujice. MoZete pouzit aj iné podmienky, ak poskytuji rovnaké

vysledky.

Kvapalinovd chromatografickd koléna (4.4.1.)
Mobilnd fiza HPLC (3.21.)

Prietokova rychlost: 1,5 az 2 ml/min
Detekénd vinové dfzka: 243 nm

Objem néstreku: 40 az 100 pl.

Skontrolujte stabilitu chromatografického systému tak, Ze niekolkokrdt nastreknete kalibracny roztok (3.6.2.)
obsahujtci 3,0 pg/ml, kym nedosiahnete konstantné vysky (alebo plochy) pikov a retencné casy.

Kalibra¢nd krivka

Nastreknite kazdy kalibracny roztok (3.6.2.) niekolkokrdt a zmerajte vysky (plochy) pikov pre kazda koncen-
traciu. Zostrojte kalibracnii krivku, pricom pouzite priemerné vysky alebo plochy pikov kalibra¢nych roztokov
ako ordindty (os y) a prislusné koncentracie v pg/ml ako abscisy (os x).

Roztok vzorky

Niekolkokrdt nastreknite extrakt vzorky (5.3.2.), pricom pouzite rovnaky objem ako pri kalibra¢nych roztokoch
a urcite z nameranych pikov priemernt vysku (plochu) piku halofuginonu.

Vypocet vysledkov

Z priemernej vysky (plochy) piku z pikov halofuginonu v roztoku vzorky sa porovnanim s kalibracnou krivkou
(5.4.2.) ur¢i koncentracia halofuginonu vo vzorke v pg/ml.

Obsah halofuginénu w (mg/kg) vzorky je dany nasledujiicim vzorcom:

cx 10
m

w =

kde:
¢ koncentrécia halofuginonu v roztoku vzorky v pg/ml,

m: hmotnost navdzky vzorky v gramoch.



03/zv. 15

Uradn}'f vestnik Eur6pskej dnie

71

7.2.

7.3.

Overenie vysledkov

Zhodnost

Zhodnost analytu mozeme potvrdit paralelnou chromatografiou alebo pouzitim diode — array detektora,
pomocou ktorého porovname spektra extraktu vzorky a kalibracného roztoku (3.6.2) obsahujiceho 6,0 pg/ml.

. Paralelnd chromatografia

Do extraktu vzorky sa pridd vhodné mnozstvo kalibra¢ného roztoku (3.6.2.). Mnozstvo pridaného halofuginonu
mé byt podobné odhadovanému mnozstvu halofuginonu, zistenému v extrakte vzorky.

Vzhladom na pridané mnozstvo a riedenie extraktu sa zvyZi len vyzka piku halofuginonu. Sirka piku, v polovici
jeho maximalnej vyzky, musi byt v rozpiti £ 10 % povodnej Sirky.

. Diode — array detekcia

Vysledky sa vyhodnotia podla nasledujicich kritérif:

a) vinové dfzka maximélnej absorbancie vzorky a standardnych spektier zaznamenanych pri vrchole piku chro-
matogramu mus{ byt rovnakd v rozsahu uréenom rozli§ovacou schopnostou detekéného systému. V pripade
diode — array detekcie sa obycajne pohybuje v rozsahu + 2 nm;

b) spektrd vzorky a Standardu zaznamenané na vrchole piku chromatogramu nesmi byt odlisné v asti spektra
medzi 225 a 300 nm v rozsahu od 10 a 100 % relativnej absorbancie. Této poziadavka je splnend, ked st
pritomné tize isté maximd a ak odchylka medzi oboma spektrami v Ziadnom pozorovanom bode nepresiahne
15 % absorbancie analytu tandardu;

¢) spektrd stiipajiicej casti absorbcnej krivky, vrcholu a klesajicej Casti absorbénej krivky piku vytvorené
extraktom vzorky, sa nesmi odliSovat od ostatnych Casti spektra halofuginonu medzi 225 a 300 nm v rozsahu
od 10 do 100 % relativnej absorbancie. Tato poziadavka je splnend, ak st pritomné rovnaké maximd a ak vo
vetkych sledovanych bodoch odchylka medzi spektrami nepresiahne 15 % absorbancie spektra vrcholu piku.

Ak niektoré z tychto kritérif nie je splnené, pritomnost analytu nebola potvrdend.

Opakovatelnost

Rozdiel medzi vysledkami dvoch stbeznych zistovani vykonanych na tej istej vzorke nesmie presiahnut 0,5 mg/
kg pre obsah halofuginonu do 3 mg/kg.

Névratnost

Vysledky kruhového testu

Bol usporiadany kruhovy test (), v ktorom osem laboratérii analyzovalo tri vzorky.

Vysledky

Vysledky
Vzorka A Vzorka B (sypkd) Vzorka C (granulovand)
(‘slep‘g) . A po dvoch R po dvoch
pri prijati pri prijati mesiacoch pri prijati mesiacoch
Priemer (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.: nezistené

Sy Standardnd odchylka reprodukovatelnosti
CV,: variacny koeficient (%)

rec.. ndvratnost (%)

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



