03/15. kd

Euroopa Liidu Teataja 67

31993L0070

17.9.1993

EUROOPA UHENDUSTE TEATAJA

L 234/17

UHETEISTKUMNES KOMISJONI DIREKTIIV 93/70/EMU,
28. juuli 1993,
millega kehtestatakse iihenduse analiiiisimeetodid s6oda ametlikuks kontrollimiseks

EUROOPA UHENDUSTE KOMISJON,
vottes arvesse Euroopa Majandusithenduse asutamislepingut,

vottes arvesse ndukogu 20. juuli 1970. aasta direktiivi
nr 70/373/EMU so6tade ametlikuks kontrollimiseks ettendhtud
tthenduse proovivotu- ja analiiiisimeetodite kehtestamise
kohta, () viimati muudetud méérusega (EMU) nr 376885, ()
eriti selle artiklit 2,

ning arvestades, et:

direktiivis 70/373/EMU ndutakse, et sddtade ametlik kontrolli-
mine sootade kvaliteeti ja koostist reguleerivate digusnormide
nduetele vastavuse kindlakstegemiseks peab toimuma tihenduse
proovivdtu- ja analiitisimeetodite abil;

soodalisand halofuginooni jaoks tuleks kehtestada tthenduse
analiiiisimeetod, et kontrollida konealuse soodalisandi looma-
soodas kasutamist kisitlevate tingimuste jargimist;

kdesoleva direktiiviga ettendhtud meetmed on kooskolas alalise
soodakomitee arvamusega,

ON VASTU VOTNUD KAESOLEVA DIREKTIIVI:

Artikkel 1

Liikmesriigid nduavad, et analiiiisid so6tade halofuginoonisisal-
duse ametlikuks kontrollimiseks tehakse vastavalt kédesoleva
direktiivi lisas kirjeldatud meetodile.

() EUT L 170, 3.8.1970, kk 2.
() EUTL 362, 31.12.1985, Ik 8.

Artikkel 2

Liikmesriigid joustavad kdesoleva direktiivi tditmiseks vajalikud
digusnormid 30. juuniks 1994. Liikmesriigid teatavad sellest
viivitamata komisjonile.

Kui liikmesriigid kdnealused normid vastu vdtavad, lisavad nad
nendesse voi nende ametliku avaldamise korral nende juurde
viite kdesolevale direktiivile. Sellise viitamise viisi ndevad ette
liikmesriigid.

Artikkel 3

Kiesolev direktiiv on adresseeritud liikmesriikidele.

Briissel, 28. juuli 1993
Komisjoni nimel
komisjoni liige
René STEICHEN
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HALOFUGINOONI MAARAMINE
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3.7.

3.8.

3.9.

3.18.

DL-trans-7-bromo-6-kloro-3-[3-(3-hiidroksii-2-piperidiiiil)atsetoniiiil]-kinasoliin-4-(3H)-iiks hiidrobromiid

Eesmirk ja rakendusala

Kdesolev meetod on halofuginooni méiramiseks so6tades. Alumine madramispiir on 1 mg/kg.

Pohiméte

Halofuginoon toodeldakse sooja veega, ekstraheeritakse vaba alusena etiiiilatsetaati ning eraldatakse hiidroklorii-
dina happe vesilahusesse. Ekstrakt puhastatakse ioonivahetuskromatograafia abil. Halofuginoonisisaldus mééra-
takse poordfaasilise korgefektiivse vedelikkromatograafia (HPLC) abil, kasutades UV-detektorit.

Reaktiivid

Atsetonitriil, puhas HPLC jaoks

Amberlite XAD-2 vaik

Ammooniumatsetaat

Etiiiilatsetaat

Jaa-addikhape

Halofuginooni standardaine (DL-trans-7-bromo-6-kloro-3-[3-(3-hiidroksii-2-piperidiiiil)atsetoniiiil]-kinasoliin-4-
(3H)-iiks hiidrobromiid, E 764)

Halofuginooni pohistandardlahus, 100 pg/ml

50 mg halofuginooni (3.6) kaalutakse 0,1 mg tdpsusega 500 ml mddtekolbi, lahustatakse ammooniumatsetaadi
puhverlahuses (3.18), tdiendatakse kuni mirgini puhverlahusega ja segatakse. See lahus sdilib pimedas 5 °C juures
kolm néddalat.

Kaliibrimislahused

100 ml mdodtekolbidesse kantakse 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 ja 6,0 ml pdhistandardlahust (3.6.1). Tdiendatakse kuni
mirgini liikkuva faasiga (3.21) ja segatakse. Nende lahuste halofuginoonikontsentratsioonid on vastavalt 1,0; 2,0;
3,0; 4,0 ja 6,0 pg/ml. Lahused tuleb valmistada vahetult enne kasutamist.

Soolhape (tihedus 20 °C juures umbes 1,16 g/ml)

Metanool

Hobenitraat

. Naatriumaskorbaat

. Naatriumkarbonaat

. Naatriumkloriid

. EDTA (etiileendiamiintetradddikhape, dinaatriumsool)
. Vesi, puhas HPLC jaoks

. Naatriumkarbonaadi lahus, f = 10 g/100 ml

. Naatriumkloriidiga kiillastatud naatriumkarbonaadi lahus, f = 5 g/100 ml

50 g naatriumkarbonaati (3.11) lahustatakse vees, lahjendatakse 1 liitrini ja lisatakse kuni lahuse kiillastumiseni
naatriumkloriidi (3.12).

. Soolhape, umbes 0,1 mol/l

10 ml soolhapet (3.7) lahjendatakse kuni 1 liitrini veega.
Ammooniumatsetaadi puhverlahus, umbes 0,25

19,3 g ammooniumatsetaati (3.3) ja 30 ml dadikhapet (3.5) lahustatakse vees (3.14) ja lahjendatakse kuni 1
liitrini.
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3.19.

3.20.

3.21.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.4.1.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

5.1.

5.1.2.

5.2.

Amberlite XAD-2 vaigu ettevalmistamine

Asjakohast kogust Amberlite’i (3.2) pestakse veega, kuni dravalatud vesifaasile tehtud hdbenitraadi (3.20) test
niitab, et kdik klooriioonid on eemaldatud. Vaiku pestakse 50 ml metanooliga (3.8), metanool valatakse dra ja
vaik siilitatakse virskes metanoolis.

Hobenitraadi lahus, umbes 0,1 mol/l

0,17 g hobenitraati (3.9) lahustatakse 10 ml vees.

HPLC liikuv faas

500 ml atsetonitriili (3.1) segatakse 300 ml ammooniumatsetaadi puhverlahusega (3.18) ja 1200 ml veega
(3.14). Aadikhappe (3.5) abil reguleeritakse pH 4,3-le. Filtreeritakse 1dbi 0,22 um filtri (4.8) ja lahus degaseeritakse
(nt toodeldes ultraheliga 10 minutit). See lahus sailib suletud mahutis pimedas hoituna ks kuu.

Seadmed

Ultrahelivann.

Filter-p66rdaurusti

Tsentrifuug

HPLC-seade muudetava lainepikkusega ultraviolett-detektoriga vdi dioodireadetektoriga

Vedelikkromatograafi kolonn, 300 mm x 4 mm, tdidetud 10 pm suuruste C 18 tuiipi osakestega, voi analoogne
kolonn

Klaaskolonn (300 mm x 10 mm), millel on paagutatud klaasfilter ja korkkraan
Klaaskiudfiltrid diameetriga 150 mm
Membraanfiltrid, 0,45 pm

Membraanfiltrid, 0,22 pm
Analiiits

Markus: Halofuginoon on vaba alusena leelistes ja etiiiilatsetaadi lahustes ebastabiilne. Seda ei tohiks hoida etiiiil-
atsetaadis iile 30 minuti.

Uldjuhised

. Tuleb analiiiisida vordlussoota veendumaks, et selles ei ole halofuginooni ega segavaid aineid.

Saagisekatses analiiiisitakse vordlussoota, millele on lisatud proovis oleva kogusega ligilihedane kogus halofugi-
nooni. Kontsentratsiooni 3 mg/kg saamiseks lisatakse 10 g vordlussoodale 300 pl pohistandardlahust (3.6.1),
segatakse ja oodatakse enne ekstraheerimise (5.2) alustamist 10 minutit.

Markus: Selle meetodi puhul peab vordlussoot olema prooviga samalaadne ja analiiiisimisel ei tohi selles leida
halofuginooni.

Ekstraheerimine

10 g valmistatud proovi kaalutakse 0,1 g tdpsusega 200 ml tsentrifuugikiivetti, lisatakse 0,5 g naatriumaskor-
baati (3.10), 0,5 g EDTAd (3.13) ja 20 ml vett ning segatakse. Kiivett asetatakse 5 minutiks veevanni (80 °C).
Pirast toatemperatuurini jahutamist lisatakse 20 ml naatriumkarbonaadi lahust (3.15) ja segatakse. Lisatakse kohe
100 ml etiiiilatsetaati (3.4) ja loksutatakse kdes tugevalt 15 sekundit. Kiivett asetatakse kolmeks minutiks ultrahe-
livanni (4.1) ning avatakse kork. Tsentrifuugitakse kaks minutit ja dekanteeritakse etiiiilatsetaadi faas labi klaas-
kiudfiltri (4.6) 500 ml jaotuslehtrisse. Proovi ekstraheerimist korratakse teise 100 ml etiiiilatsetaadi kogusega.
Kogutud ekstrakte pestakse itks minut 50 ml naatriumkloriidiga kiillastatud naatriumkarbonaadi lahusega (3.16)
ja veekiht valatakse dra.

Orgaanilist kihti ekstraheeritakse 1 minut 50 ml soolhappega (3.17). Alumine happekiht kallatakse 250 ml
jaotuslehtrisse. Orgaanilist kihti ekstraheeritakse uuesti 1,5 minutit tdiendava 50 ml soolhappega ja lisatakse
esimese ckstraktiga. Kogutud happeckstrakte pestakse 10 ml etiiilatsetaadiga (3.4) loksutades umbes 10
sekundit.
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5.3.

5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

Veekiht kantakse kvantitatiivselt 250 ml timarkolbi ja orgaaniline faas valatakse dra. Happelahusest aurutatakse
filter-poordaurusti (2.4) abil kogu allesjddnud etiiiilatsetaat. Veevanni temperatuur ei tohiks olla iile 40 °C. Umbes
25 millibaarises vaakumis eemaldatakse 5 minutiga temperatuuril 38 °C kogu allesjddnud etiiiilatsetaat.

Puhastamine

. Amberlite’i-kolonni ettevalmistamine

XAD-2 kolonn valmistatakse ette eraldi iga proovi ekstrakti jaoks. 10 g valmistatud Amberlite’i (3.19) kantakse
metanooli (3.8) abil klaaskolonni (4.5). Vaigukihi peale pannakse viike klaasvillatropp. Metanool kallatakse kolon-
nist vilja ja vaiku pestakse 100 ml veega, peatades voolu, kui vedelik jouab vaiguni. Kolonnil lastakse enne kasu-
tamist 10 minutit tasakaalustuda. Kolonni ei tohi kunagi lasta kuivaks voolata.

. Proovi puhastamine

Ekstrakt (5.2) kantakse kvantitatiivselt ettevalmistatud Amberlite’i kolonni (5.3.1), elueeritakse, valades eluaadi dra.
Elueerimiskiirus ei tohi iiletada 20 ml/min. Umarkolb loputatakse 20 ml soolhappega (3.17) ja seda lahust kasu-
tatakse vaigukolonni pesemiseks. Allesjaanud happelahus korvaldatakse 6huvoolu abil. Pesulahused valatakse éra.
Kolonni lisatakse 100 ml metanooli (3.8) ja lastakse elueerida 5-10 ml, kogudes eluaadi 250 ml @imarkolbi.
Allesjaanud metanoolil lastakse 10 minutit vaiguga tasakaalustuda ja jdtkatakse elueerimist kiirusel kuni 20 ml/
min, kogudes eluaadi samasse imarkolbi. Metanool aurutatakse filter-pd6rdaurusti (4.2) abil, veevanni tempera-
tuur ei tohiks olla ile 40 °C. Jadk kantakse lilkuva faasi (3.21) abil kvantitatiivselt 10 ml mddtekolbi. Tdienda-
takse liikuva faasiga kuni margini ja segatakse. Alikvootne osa filtreeritakse libi membraanfiltri (4.7). See lahus
hoitakse HPLC médramise (5.4) jaoks.

HPLC mdiramine

Parameetrid

Soovitatakse juhinduda jargmistest tingimustest (muid tingimusi voib kasutada juhul, kui need tagavad sama-
vidrsed tulemused):

vedelikkromatograafi kolonn (4.4.1),
HPLC liikkuv faas (3.21),

voolukiirus: 1,5-2 ml/min,
avastamise lainepikkus: 243 nm,
stistitav maht: 40-100 pl.

Kromatograafiaseadme tasakaalustatust kontrollitakse, siistides korduvalt kaliibrimislahust (3.6.2) kontsentratsioo-
niga 3,0 pg/ml, kuni saavutatakse reprodutseeritavad piigi korgused (pindalad) ja retentsiooniajad.

Kaliibrimisgraafik

Iga kaliibrimislahust (3.6.2) siistitakse korduvalt ja moddetakse igale kontsentratsioonile vastavad piigi kdrgused
(pindalad). Koostatakse kaliibrimisgraafik, kandes ordinaatteljele kaliibrimislahuste keskmised piigi korgused
(pindalad) ja abstsissteljele vastavad kontsentratsioonid (ug/ml).

Proovilahus

Prooviekstrakti (5.3.2) siistitakse mitu korda samas mahus kui kaliibrimislahuste puhul ja médaratakse halofuginoo-
nipiikide keskmine korgus (pindala).

Tulemuste arvutamine

Proovilahuse halofuginoonipiikide keskmise kdrguse (pindala) alusel méidratakse kaliibrimisgraafiku (5.4.2) abil
proovilahuse kontsentratsioon (ug/ml).

Halofuginoonisisisaldus w (mg/kg) proovis arvutatakse jargmise valemi alusel:

cx 10
m

w =

milles:
- ¢ proovilahuse halofuginoonikontsentratsioon (mg/ml),

- m: kaalutise mass grammides.
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7.2

7.3.

Tulemuste kontrollimine

Samasus

Uuritava aine samasust saab kinnitada tdiendava kromatograafiakatse abil voi kasutades dioodireadetektorit, mille
puhul vorreldakse prooviekstrakti ja 6,0 pg/ml sisaldusega kaliibrimislahuse (3.6.2) spektreid.

. Tdiendav kromatograafiakatse

Prooviekstraktile lisatakse vajalik kogus kaliibrimislahust (3.6.2). Lisatud halofuginoonikogus peab olema ligi-
kaudu sama suur nagu prooviekstraktist leitud halofuginoonikogus.

Lisatud koguse ja ekstrakti lahjenduse arvessevotmise tulemusena peab tdusma tiksnes halofuginoonipiigi korgus.
Piigi poollaius ei tohi erineda rohkem kui umbes 10 % kontsentreerimata prooviekstrakti halofuginoonipiigi laiu-
sest.

. Kontrollimine dioodireadetektori abil

Tulemusi hinnatakse vastavalt jargmistele kriteeriumidele:

a) proovi ja standardi kromatogrammidel oleva piigi tipu spektri suurima neeldumise lainepikkused peavad
analiitisiseadme lahutusvdime piires ithte langema. Dioodireadetektori lahutusvdime on tavaliselt *+ 2 nm;

b) lainepikkustel 225-300 nm ning suhtelise neeldumise vahemikus 10-100 % peavad kromatogrammil oleva
proovi ja standardi piigi tipu spektrid iihte langema. Seda nduet kisitatakse tdidetuna, kui nimetatud spektrites
esinevad ithed ja samad maksimumid ning erinevused kahe spektri koigis uuritud punktides ei iileta 15 %
standardainele vastavatest neeldumistest;

(a)
-

lainepikkustel 225-300 nm ning suhtelise neeldumise vahemikus 10-100 % peavad prooviekstrakti piigi
tdusva osa, tipu ja alaneva osa spektrid iihte langema. Seda nduet kisitatakse tdidetuna, kui nimetatud spek-
trites esinevad ithed ja samad maksimumid ning erinevused koigis uuritud punktides ei ileta 15 % piigi tipu
vastavatest neeldumisspektritest.

Kui moni nendest nduetest ei ole tiidetud, ei ole otsitava aine olemasolu tdestatud.

Korratavus

Sama prooviga tehtud kahe paralleelse méddramise tulemuste erinevus ei tohi kuni 3 mg/kg suuruste halofuginoo-
nisisalduste puhul iiletada 0,5 mg/kg.

Saagis

Suurendatud kontsentratsiooniga vordlusproovi puhul peab saagis olema vihemalt 80 %.

Uhisuuringu tulemused

Korraldati tthisuuring, (') mille kédigus analiiiisiti kaheksas laboratooriumis kolme proovi.

Tulemused
Proov A Proov B (peenestatud) Proov C (graanulid)
(Vord:ixsl}l)lr oov) aloul kahe kuu aloul kahe kuu

8 8 parast 8 parast

Keskmi el ei leitud 2,80 2,42 2,89 2,45

SR - 0,45 0,43 0,40 0,42
CVR - 16 18 14 17
sg. 86 74 88 75

1:  iihikud mgfkg

SR:  reprodutseeritavuse standardhilve
CVR: varieerumise koefitsient (%)

sg:  saagis (%)

(") The Analyst 108, 1983, Ik 1252-1256.



