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YHDESTOISTA KOMISSION DIREKTIIVI 93/70/ETY,

annettu 28 piivini heinikuuta 1993,

yhteisén miiritysmenetelmisti rehujen virallista tarkastusta varten

EUROOPAN YHTEISOJEN KOMISSIO, joka

1

ottaa huomioon FEuroopan talousyhteison perustamis-
sopimuksen,

ottaa huomioon yhteisén niytteenotto- ja
miiritysmenetelmista rehujen virallista tarkastusta varten 20
péaivand heinikuuta 1970 annetun neuvoston direktiivin
70/373/ETY("), sellaisena kuin se on viimeksi muutettuna
asetuksella (ETY) 3768/85(2), ja erityisesti sen 2 artiklan,

seki katsoo, etti

direktiivissda  70/373/ETY sididetiin rehujen virallisen
tarkastuksen  suorittamisesta yhteison niytteenotto-ja
miiritysmenetelmii kiyttien sen todentamiseksi, ettd lakien,
asetusten ja hallinnollisten mairiysten rehujen laatua ja
koostumusta koskevat vaatimukset tulevat taytetyksi,

halofuginonin kiyttdi rehuissa koskevien edellytysten tiyt-

timisen valvomiseksi on tarpeen sditdd yhteison tasolla -

kyseessi olevan lisiaineen miiritysmenetelmisti, ja

tissi direktiivissd siidetyt toimenpiteet ovat pysyvin
rehukomitean lausunnon mukaiset,

(" EYVL N:o L 170, 3.8.1970, 5. 2
(3) EYVL N:o L 362, 31.12.1985, 5. 8

ON ANTANUT TAMAN DIREKTIIVIN:

1 artikla

Jisenvaltioiden on miirittivi, etti rehujen virallisessa
tarkastuksessa  kdytettavit  halofuginonipitoisuuden
mairitykset suoritetaan liitteessd esitetyn menetelmin
mukaisesti. '

2 artikla

Jisenvaltioiden on saatettava timin direktiivin noudat-
tamisen edellyttimiat lait, asetukset ja hallinnolliset
mairdykset voimaan viimeistaan 30 piivini kesakuuta 1994.
Niiden on ilmoitettava tisti komissiolle viipymatti.

Niissd jisenvaltioiden antamissa siddoksissd on viitattava
tahin direktiiviin, tai niitd virallisesti julkaistaessa niihin on
liitettdva viittaus tihin direktiiviin. Jisenvaltioiden on
siadettivi siitd, miten viittaukset tehdiin.

3 artikla

Timi direktiivi on osoitettu kaikille jisenvaltioille.
Tehty Brysselissi 28 paivina heinikuuta 1993.
Komission puolesta

René STEICHEN

Komission jdsen
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LIITE

HALOFUGINONIPITOISUUDEN MAARITTAMINEN

DL-trans-7-bromi-6-kloori-3-[(3-(3-hydroksi-2-piperidyyli)asetonyyli]-kinatsolin-4-(3H)-onihydrobromidi
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Tarkoitus ja soveltamisala
Tilli menetelmilli méaritetddn halofuginonipitoisuus rehuissa. Maérityksen alaraja on 1 mg/kg.
Periaate

Halofuginoni kisitellidn kuumalla vedelli ja uutetaan timin jilkeen vapaana emikseni etyyliasetaattiin
ja erotetaan hydrokloridina happamaan vesiliuokseen. Uute puhdistetaan ioninvaihtokromatografialla.
Halofuginonipitoisuus miiritetain kiinteisfaasissa suuren erotuskyvyn nestekromatografialla (HPLC)

- UV-detektoria kayttien.

Reagenssit

Asetonitriili, HPLC-laatua
Amberlite XAD-2 -hartsi
Ammoniumasetaatti
Etyyliasetaatti
Etikkahappo

Halofuginonistandardi (DL-trans-7-bromi-6-kloori-3-[(3-(3-hydroksi-2-piperidyyli)asetonyyli]-
kinatsolin-4-(3H)-onihydrobromidi, E 764)

Standardikantaliuos, 100 pg/ml

Mitataan 500 mlin mittapulloon 50 mg (0,1 mgn tarkkuudella) ha]ofuginox:ia (3.6), liuotetaan
ammoniumasetaattipuskuriliuokseen (3.18), tiytetiin merkkiin puskuriliuoksella ja sekoitetaan. Tami
liuos sdilyy 5 °C:ssa kolmen viikon ajan, jos siti siilytetiin valolta suojattuna.

Kalibrointiliuokset

Mitataan sarjaan 100 ml:n mittapulloja 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 ja 6,0 ml standardikantaliuosta (3.6.1). Tiytetdin
merkkiin liikkuvalla faasilla (3.21) ja sekoitetaan. Niiden liuosten halofuginonipitoisuudet ovat 1,0, 2,0,
3,0, 4,0 ja 6,0 ug/ml. Liuokset on valmistettava juuri ennen kayttda.

Vetykloridihappo (0, noin 1,16 g/ml)
Metanoli

Hopeanitraatti

Natriumaskorbaatti

Natriumkarbonaatti

. Natriumkloridi

EDTA (etyleenidiamiinitetraetikkahappo, dinatriumsuola)

Vesi, HPLC-laatua

Natriumkarbonaattiliuos, ¢ = 10 g/100 ml
Natriumkloridi-kylliinen natriumkarbonaattiliuos, & = 5 g/100 ml

Liuotetaan 50 g natriumkarbonaattia (3.11) veteen, tdytetdin 1 Lksi ja lisitddn natriumkloridia (3.12),
kunnes liuos on kylldinen.

Vetykloridi}iappo, noin‘ 0,1 mol/l

Laimennetaan 10 ml vetykloridihappoa (3.7) vedella 1 l:ksi.

Ammoniumasetaattipuskuriliuos, noin 0,25 mol/l

Liuotetaan 19,3 g ammoniumasetaattia (3.3) ja 30 ml etikkahappoa (3.5) veteen (3.14) ja tdytetddn 1 L:ksi.
Amberlite XAD-2 -hartsin esikisittely

Pestdin sopivaa midrid Amberlitea (3.2) vedelld, kunnes pesuun kiytetyssi vesifaasissa hopeanitraatilla
(3.20) tehtavi koe osoittaa, etti kloridi-ioneita ei endi ole. Tdmin jilkeen hartsi pestiin 50 ml metanolia
(3.8), timi metanoli heitetddn pois ja hartsia siilytetdin tuoreessa metanolissa.
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3.20 Hopeanitraattiliuos, noin 0,1 mol/I
Liuotetaan 0,17 g hopeanitraattia (3.9) 10 ml:aan vett.
3.21 HPLC:n liikkuva faasi

Sekoitetaan 500 ml asetonitriilid (3.1) 300 ml:aan ammoniumasetaattipuskuriliuosta (3.18) ja 1 200 ml:aan
vetti (3.14). Siddetiin pH arvoon 4,3 etikkahapolla (3.5). Suodatetaan 0,22 pm:n suodattimen (4.8) lipi ja
poistetaan kaasut liuoksesta (esimerkiksi 10 minuutin ultraddnikisittelylld). Timai livos siilyy yhden
kuukauden ajan, jos siti sdilytetdan suljetussa astiassa valolta suojattuna.

4 Vilineisto
4.1 Ultraiinikammio
4.2 Pyé6réhaihdutin

4.3 Sentrifugi
44 HPLC-vilineistd, johon kuuluu eri aallonpituuksilla kiytettivid UV-detektori tai diodisarjadetektori

4.4.1 Nestekromatografiakolonni, 300 mm x 4 mm, joka on tdytetty 10 pm:n C 18- tyypplsd]a hiukkasilla tai
vastaava kolonni

45 Lasikolonni (300 mm x 10 mm), joka on varustettu lasisintterisuodattimella ja hanalla
4.6 Lasikuitusuodattimia, halkaisija 150 mm

4.7 Kalvosuodattimia, 0,45 pm

4.8 Kalvosuodattimia, 0,22 pm

5 Suoritus

Huomautus: Vapaana emikseni halofuginoni on pysymiton alkalisissa liuoksissa ja etyyliasetaat-
tiliuoksissa. Se ei saisi olla etyyliasetaatissa yli 30 minuuttia.

5.1 Yieista

5.1.1 Rikastamaton rehu (nollarehu) olisi mairitettivi sen varmistamiseksi, ettd se ei sisilld halofuginonia tai
hiiritsevid aineita.
5.1.2 Mairitettiessi nollarehua, johon on lisitty niytteessi olevaa miirii vastaava miiri halofuginonia, on

tehtivi saantokoe. Pitoisuuden 3 mg/kg aikaan saamisekst lisdtddn 300 pl standardikantaliuosta (3.6.1) 10
g:aan nollarehua, sekoitetaan ja annetaan seisti 10 minuuttia ennen uuttamista (5.2).

Huomautus: titd menetelmid kiytettiessi nollarehun on vastattava koostumukseltaan niytettd ja
halofuginonia ei saa havaita miarityksessi.

¢

5.2 Uuttaminen

Punnitaan 0,01 g:n tarkkuudella 10 g valmistettua naytetta 200 mln sentrifugiputkeen, lisitiin 0,5 g
natriumaskorbaattia (3.10), 0,5 g EDTA:a (3.13) ja 20 ml vetti. Sekoitetaan. Asetetaan putki
vesthauteeseen (80 °C) 5 minuutiksi. Annetaan jazhtya huoneen limpétilaan, jonka jilkeen lisitaan 20 ml
natriumkarbonaattilivosta (3.15) ja sekoitetaan. Lisitiin viipymitti 100 ml etyyliasetaattia (3.4) ja
ravistellaan kisin voimakkaasti 15 sekunnin ajan. Timin jilkeen putki sijoitetaan kolmeksi minuutiksi
ultraiinikammioon (4.1) ja korkkia hdllennetiin. Sentrifugoidaan 2 minuuttia ja dekantoidaan
etyyliasetaattifaasi lasikuitusuodattimen (4.6) lipi 500 ml:n erotussuppiloon. Toistetaan niytteen uutto
toisella 100 mln etyyliasetaattiannoksella. Pestiin yhdistettyja uutteita 1 minuutin ajan 50 ml:lla
natriumkloridi-kylldistd natriumkarbonaattiliuosta (3.16) ja poistetaan vesifaasi.

Uutetaan orgaanista kerrosta 50 ml:lla vetykloridihappoa (3.17) 1 minuutin ajan. Juoksutetaan alempi
happokerros 250 ml:n erotussuppiloon. Uutetaan orgaanista kerrosta vield 50 ml:lla vetykloridihappoa
1,5 minuutin ajan ja yhdistetiin uutteet. Pestiin yhdistetyt happouutteet ravistelemalla niitd noin 10
sekunnin ajan 10 ml:ssa etyyliasetaattia (3.4). :

Siirretiin vesikerros kvantitatiivisesti 250 ml:in pyd&rékolviin ja heitetiin orgaaninen faasi pois.
Haihdutetaan pyéréhaihduttajalla (4.2) kaikki etyyliasetaattijiamit happoliuoksesta. Vesihauteen
limpétila ei saisi olla yli 40 °C. Noin 25 mbar:n ryh;ossa etyyliasetaattijiimat havidvit 5 minuutissa

38 °C:ssa.
53 Puhdistaminen N
5.3.1 Amberlite-kolonnin valmistaminen

Kullekin niyteuutteelle valmistetaan XAD-2 -kolonni. Siirretiin metanolilla (3.8) 10 g esikisiteltyd
Amberlitea (3.19) lasikolonniin (4.5). Lisdtddn pieni lasivillatuppo hartsikerroksen piille. Juoksutetaan
metanoli kolonnista ja pestiin hartsi 100 ml:lla vetti ja pysiytetiin virtaus, kun neste yltdi hartsiker-
roksen yliosaan. Annetaan kolonnin stabiloitua 10 minuuttia ennen sen kiyttda. Kolonnin ei saa koskaan
antaa kuivua.
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5.4

5.4.1

5.4.2

543

7.1

Niytteen puhdistaminen

Siirretddn uute (5.2) kvantitatiivisesti valmistetun Amberlite-kolonnin (5.3.1) ylidosaan, eluoidaan ja
heitetdin eluaatti pois. Elucintinopeus ei saa olla yli 20 ml minuutissa. Huuhdellaan pyérékolvi 20 ml:lla
vetykloridihappoa (3.17) ja kidytetaan titi liuosta hartsikolonnin pesemiseen. Poistetaan happoliuosjiimi
ilmavirralla. Heitetddn pesuliuokset pois. Lisitdin kolonniin 100 ml metanolia (3.8) ja annetaan eluoitua
5 - 10 mlja keritiin eluaatti 250 ml:n pySrokolviin. Annetaan jiljelle jiineen metanolin stabiloitua hartsin
kanssa 10 minuutin ajan, jatketaan eluointia alle 20 ml minuutissa olevalla nopeudella ja keritdan eluaatt
samaan py0rokolviin. Haihdutetaan metanoli pyérohaihduttimella (4.2) huolehtien siitd, etti vesihauteen
limpétila ei ole yli 40 °C. Siirretdin jainnos kvantitatiivisesti 10 ml:n mittapulloon kayttien liikkuvaa
faasia (3.21). Taytetdan merkkiin litkkuvalla faasilla ja sekoitetaan. Suodatetaan niyte kalvosuodattimen
(4.7) lapi. Siilytetain timi livos HPLC-miiritysti (5.4) varten.

HPLC-miiritys

Muutrujat

Seuraavat edellytykset ovat ohjeellisia. Muita muuttujia voidaan kiytedd silla edellytyksells, etta niilli

saadaan vastaavat tulokset.
Nestekromatografiakolonni (4.4.1)
HPLC:n liikkuva faasi (3.21)
Virtausnopeus: 1,5 - 2 ml/min
Miiritysaallonpituus: 243 nm
Injektoitu mairi: 40 - 100 pl

Kromatografiajirjestelmin stabiilisuus on tarkastettava injektoimalla 3,0 pg/mln kalibrointiliuosta
(3.6.2) useita kertoja, kunnes piikkien korkeudet (pinta-alat) ja retentioajat eivit muutu.

Kalibrointikiyri

Injektoidaan jokaista kalibrointiliuosta (3.6.2) useita kertoja ja mitataan piikkien korkeudet (pinta-alat)
jokaiselle pitoisuudelle. Piirretiin kalibrointikdyri kiyttien ordinaattana kalibrointiliuosten piikkien
korkeuksien tai pinta-alojen keskiarvoja ja abskissana vastaavia pitoisuuksia ilmaistuna pg/ml.

Nayteliuos

Injektoidaan useita kertoja niyteuutetta (5.3.2) kiyttien samaa tilavuutta kuin kalibrointiliuoksille ja
mairitetdin halofuginonin piikkien korkeuden (pinta-alan) keskiarvo.

Tulosten laskeminen

Miiritetddn niyteliuoksen pitoisuus ilmaistuna pg/ml niyteliuoksen halofuginonin piikkien korkeuden
(pinta-alan) keskiarvosta kalibrointikiyrin (5.4.2) avulla.

Niytteessi olevan halofuginonin miiri w (mg/kg) lasketaan seuraavalla kaavalla:

w=c><10

m
jossa:

— c: niyteliuoksen halofuginonipitoisuus, pg/ml

— m: ndytteen massa, grammoina

Tulosten vahvistaminen

Tunnistus

Tutkittavan aineen tunnistaminen on vahvistettava rinnakkaiskromatografialla tai kiyttimalli
diodisarjadetektoria, jolla voidaan verrata niyteuutteen ja halofuginonia 6,0 pg/ml sisiltivin
kalibrointiliuoksen (3.6.2) spektreja.

Rinnakkaiskromatografia

Niyteuutetta vahvistetaan lisaamilli sithen sopiva maird kalibrointilivosta (3.6.2). Lisityn
halofuginonimiirin on vastattava niyteuutteesta todetun halofuginonin arvioitua mairia.

Otettaessa huomioon samanaikaisesti lisitty miiri ja uutteen laimeneminen vain halofuginonin piikin
korkeuden olisi kasvettava. Piikin puolivilissi sen leveyden tulee olla + 10 % lihtsleveydesta.
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7.1.2 Diodisarjamiiritys
Tulokset arvioidaan seuraavin perustein:

a) niytteen ja standardin spektrien maksimiabsorption aallonpituuden, joka on rekisterdity
kromatogrammin piikkien kirjessi, on oltava sama mairitysjirjestelmin erotuskyvyn mukaan
midritetyissi rajoissa. Diodisarjaméirityksessi se on yleensi noin 2 nm;

b) vililld 225-300 nm niytteen ja standardin spektrit, jotka on rekisterdity kromatogrammin piikkien
kirjessd, eivit saa erota toisistaan niissi spektrin osissa, jotka ovat vililli 10-100 % suhteellisesta
absorbanssista. Timi peruste tiyttyy, kun maksimit ovat samat ja ndiden kahden spektrin vililli
havaittu poikkeama ei ole missddn kohdassa yli 15 % standardina olevan tutkittavan aineen absorbans-

sista;

~

¢) vililld 225-300 nm ndyteuutteen antaman piikin nousevan osan, kirjen ja laskevan osan spektrit eivit
silmidmdiraisesti tarkasteltuna saa erota toisistaan niissd spektrin osissa, jotka ovat vililld 10-100 %
suhteellisesta absorbanssista. Timi peruste tiyttyy, kun maksimit ovat samat ja niiden spektrien
vililla havaittu poikkeama ei ole missiin kohdassa yli 15 % piikin kirjen spektrin absorbanssista.

Jos jokin niistd perusteista ei tdyty, tutkittavan aineen esiintymistd ei ole vahvistettu.
7.2 Toistettavuus
y .
Samasta niytteesti tehdyn kahden rinnakkaismiirityksen tulosten vilinen ero ei saa olla yli 0,5 mg/kg,
kun halofuginonipitoisuudet ovat enintiin 3 mg/kg.

73 Saanto
Vahvistetun nollaniytteen saannon on oltava vihintiin 80 %.
8 . Laboratorioiden vilisen tutkimuksen tulokset

Laboratorioiden vilisessi tutkimuksessa(!) kahdeksan laboratorioita miiritti kolme niytetta.

Tulokset
Niyte A Niyte B (jauhona) Niyte C (rakeina)
(nollandyte) vastaan- 2 kuukauden vastaan- 2 kuukauden
vastaanotettaessa
N otettaessa jilkeen otettaessa jilkeen

Keskiarvo(?) ei hav. 2,80 2,42 2,89 2,45
Sk - 0,45 0,43 0,40 0,42
CVir - 16 18 14 17
saanto 86 74 88 75
@ yksikot: mg/kg
ei hav: ei havaittu
Sr: toistettavuuden standardipoikkeama
CVg: variaattokerroin (%)
saanto: saanto (%)

(') The Analyst 108, 1983, s. 1252-1256



