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A BIZOTTSAG 93/70/EGK TIZENEGYEDIK IRANYELVE
(1993. jalius 28.)
a takarmdnyok hatéségi ellenGrzésére szolgilé kozosségi analitikai médszerek meghatdrozasardl

AZ EUROPAI KOZOSSEGEK BIZOTTSAGA,

tekintettel az Eurdpai Gazdasdgi Kozosséget létrehozd szerzd-
désre,

tekintettel a legutébb a 3768/85/EGK rendelettel (') modositott,
a takarmdnyok hatosdgi ellenSrzésénél alkalmazandé kozosségi
mintavételi és analitikai mddszerek bevezetésérdl szol6, 1970.
julius 20-i 70/373/EGK tandcsi irdnyelvre (}) és kiilondsen
annak 2. cikkére,

mivel a 70/373/EGK irdnyelv el6irja, hogy a takarmdnyok hat6-
sagi ellendrzését, amelynek célja takarmanyok minGségére és
osszetételére vonatkozd torvényi, rendeleti vagy kozigazgatdsi
rendelkezésekbdl ered§ kovetelmények betartdsanak ellen-
6rzése, kozosségi mintavételi és analitikai médszerek alkalma-
zéasaval kell végrehajtani;

mivel a halofuginon adalékanyag takarmdnyozasban torténd
felhaszndldsdra vonatkozo feltételek teljesitésének ellendrzésére
kozosségi analitikai modszert kell meghatdrozni;

mivel az ebben az irdnyelvben el6irt intézkedések osszhangban
vannak a Takarmdnyok Allandé Bizottsdga véleményével,

ELFOGADTA EZT AZ IRANYELVET:

1. cikk

A tagallamok el6irjak, hogy a takarmdnyok halofuginon-tartal-
manak hatdsagi ellendrzésére szolgald analitikai vizsgalatokat
ezen irdnyelv mellékletében elSirt modszerek alkalmazésaval
kell végrehajtani.

() HLL 362.,1985.12.31,, 8. o.
() HLL 170.,1970.8.3., 2. o.

2. cikk

A tagdllamok 1994. junius 30-ig hatilyba léptetik azokat a
torvényi, rendeleti és kozigazgatdsi rendelkezéseket, amelyek
sziikségesek ahhoz, hogy ezen irdnyelvnek megfeleljenek. Errdl
haladéktalanul tdjékoztatjak a Bizottsdgot.

Amikor a tagdllamok elfogadjdk ezeket az rendelkezéseket,
azokban hivatkozni kell erre az irdnyelvre, vagy azokhoz hiva-
talos kihirdetésiikk alkalmdval ilyen hivatkozast kell fdzni. A
hivatkozas médjat a tagallamok hatdrozzdk meg.

3. cikk

Ennek az irdnyelvnek a tagallamok a cimzettjei.

Kelt Briisszelben, 1993. jalius 28-4n.

a Bizottsdg részérdl
René STEICHEN
a Bizottsdg tagja
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MELLEKLET
A HALOFUGINON MEGHATAROZASA

DL-transz-7-bromo-6-kloro-3-[3-(3-hidroxi-2-piperidil)acetonil]-quinazolin-4-(3H)-egy hidrobromid

Cél és alkalmazisi teriilet

A modszer a halofuginon takarmanyokban torténd meghatdrozdsara szolgdl. A meghatdrozds als6 hatdra 1 mg/
kg.

Vizsgilati alapelv

Forré vizzel tortént kezelés utdn a halofuginont szabad bazis formdban etilén-acetdtba extrahdljuk, ezt kovetGen
pedig hidroklorid formdban vizes savoldatba particiondljuk. A kivonatot ioncserél§ kromatografidval tisztitjuk. A
halofuginon-tartalom meghatdrozdsit forditott fazis, nagynyomadsu folyadékkromatografids (HPLC) modszerrel és
UV detektor alkalmazasdval végezziik.

Reagensek

Acetonitril, HPLC mingség(

Amberlite XAD-2 miigyanta

Ammonium-acetat

Etil-acetdt

Jégecet

Halofuginon standard anyag (DL-transz-7-bromo-6-kloro-3-[3-hidroxi-2-piperidil)acetonil] quinazolin-4-(3H)-egy
hidrobromid, E 764)

Halofuginon standard torzsoldat, 100 pg/ml

Mérjiink be egy 500 ml-es mér6lombikba 0,1 mg pontossiggal 50 mg halofuginont (3.6.), oldjuk fel ammo-
nium-acetdt pufferoldatban (3.18.), toltsiik fel a lombikot jelig a pufferoldattal, majd keverjiik el. Ezen oldat 5 °C
hémérsékleten és sotétben tdrolva hdrom héten 4t stabil marad.

Kalibrdl6 oldatok

100 ml-es mérélombikokba adagoljunk 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 és 6,0 ml standard torzsoldatot (3.6.1.). A mobil fazissal
toltsiik fel jelig (3.21.), és keverjiik el. Ezen oldatok halofuginon-koncentracidja 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, illetve 6,0 pg/
ml lesz. Az oldatokat haszndlat el6tt frissen kell elkésziteni.

Sésav (p,, megkozelitsleg 1,16 g/ml)

Metil-alkohol

Eziist-nitrat

. Nétrium-aszkorbdt

. Nétrium-karbondt

. Nétrium-klorid

. EDTA (etilén-diamin-tetraecetsav, dindtrium so)
. Viz, HPLC mind&ségd

. Ndtrium-karbondt oldat, p = 10 g/100 ml

. Natrium-kloriddal telitett natrium-karbondt oldat, f = 5 g/100 ml

Oldjunk fel 50 g ndtrium-karbondtot (3.11.) vizben, higitsuk fel 1 literre, és adjunk hozzd ndtrium-kloridot
(3.12.), amig az oldat telitett nem lesz.

. Sésav, megkozelitsleg 0,1 mol/l

10 ml HCl-t (3.7.) higitsunk vizzel egy literre.

. Ammonium-acetdt pufferoldat, megkozelitSleg 0,25 mol/l

Oldjunk fel 19,3 g ammonium-acetdtot (3.3.) és 30 ml ecetsavat (3.5.) vizben (3.14.), és higitsuk 1 literre.
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Megfelel6 mennyiségli Amberlite-et (3.2.) mossunk addig vizzel, amig az 6sszes kloridiont el nem tdvolitottuk,
mindezt eziist-nitratnak (3.20.) az elontott vizes fazishoz valé hozzdaddsdval ellendrizhetjiik. Ezutdn mossuk ki a
gyantdt 50 ml metil-alkoholban (3.8.), ontsiik le a metil-alkoholt, és a gyantat friss metil-alkohol alatt téroljuk.
Ezist-nitrdt oldat, megkozelitdleg 0,1 mol/l

Oldjunk fel 0,17 g eziist-nitratot (3.9.) 10 ml vizben.

HPLC mobil fézis

Keverjiink el 500 ml acetonitrilt (3.1.) 300 ml ammoénium-acetdt pufferoldattal (3.18.) és 1200 ml vizzel
(3.14.). Az oldat pH-jit ecetsavval (3.5.) dllitsuk be 4,3-ra. Szfirjitk meg egy 0,22 pm lyukdtmérdji sz(ir6n (4.8.),
majd gdzmentesitsitk az oldatot (példdul tizperces ultrahangos kezeléssel). Az oldat egy honapon ét stabil marad,
ha zdrt edényben, sotétben taroljuk.

Eszkozok

Ultrahangos fiird§

Rotdciés, vékonyfilmes beparl6

Centrifuga

HPLC késziilék véltoztathaté hullimhosszon méré UV detektorral vagy didda-soros detektorral
Folyadékkromatografids oszlop, 300 mm x 4 mm, C 18, 10 pm-es toltet, vagy egy ezzel egyenértéki oszlop
Zsugoritott iivegszlirGvel és elzdrécsappal elldtott iivegoszlop (300 mm x 10 mm)

Uvegszélas sztirék, 150 mm-es dtmérével

Membrénsz(irék, 0,45 pm-es lyukdtmérével

Membransz{irdk, 0,22 pm-es lyukdtmérével

A vizsgélat médja

Megjegyzés: A halofuginon szabad bazis formdjdban nem stabil a ligos és etil-acetdt oldatokban. Harminc percnél

tovabb nem maradhat etil-acetdtban.

Altaldnos tudnivalok

. Végezziink vakprobdt egy referenciamintdn annak ellendrzésére, hogy sem halofuginon, sem interferdl6é anyagok

nincsenek jelen.

. A mintdban taldlhatéval azonos mennyiségi halofuginon hozzdaddsaval dusitott referenciaminta analizisével

végezziink visszanyerési probat. A 3 mg/kg-os szintre torténd dusitdshoz, adjunk 300 pl standard torzsoldatot
(3.6.1) 10 g referenciamintdhoz, keverjik Ossze, majd varjunk 10 percet, miel6tt folytatnink a mdveletet az
extrahdldssal (5.2.).

Megjegyzés: ennél a modszernél a referenciaminta a mintdval azonos fajtdji takarmdny legyen, és benne az
analizis sordn halofuginon ne legyen kimutathato.

Extrahdlds

Egy 200 ml-es centrifugacsébe 0,1 g-os pontossdggal mérjiink ki 10 g-ot az el6készitett mintdbdl, adjunk hozza
0,5 g ndtrium-aszkorbdtot (3.10.), 0,5 g EDTA oldatot (3.13.) és 20 ml vizet, majd keverjiik Gssze. A csovet
helyezzitk 6t percre egy 80 °C-os vizfirdSbe. Miutdn visszahlt szobahdmérsékletre, adjunk hozzd 20 ml
natrium-karbondt oldatot (3.15.), és keverjiikk 6ssze. Kozvetleniil ezutin adjunk hozzd 100 ml etil-acetdtot (3.4.),
és kézzel erésen razzuk 15 mésodpercen keresztiil. Ezutdn tegyiik a csovet hdrom percig az ultrahangos fiirdébe
(4.1.), és lazitsuk meg a dugdjat. Centrifugdljuk két percen dt, majd dekantdljuk az etil-acetdt fizist egy iivegszalas
sziirén (4.6.) keresztill egy 500 ml-es vélasztotolesérbe. Ismételjiik meg az extrahdldst a mintdn egy mdsodik
100 ml-es etil-acetdt adaggal. Mossuk az elegyitett kivonatot 50 ml ndtrium-kloriddal telitett ndtrium-karbondt
oldattal (3.16.) egy percen keresztiil, és a vizes fazist 6ntsiik el.

A szerves réteget 1 percen keresztiil 50 ml sésavval (3.17.) extrahdljuk. Az alsé savas réteget eressziik le egy
250 ml-es valasztotolesérbe. A szerves réteget ismételten extrahdljuk mdsfél percen keresztiil tovabbi 50 ml
sosavval, és elegyitsitk az els§ kivonattal. Mossuk az elegyitett savas kivonatokat gy, hogy megkozelitdleg tiz
médsodpercig locsoljuk 10 ml etil-acetdttal (3.4.).
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A vizes réteget teljes mennyiségben vigyiik dt egy 250 ml-es gomblombikba, és ontsiik el a szerves fazist. A rotd-
ci6s, vékonyfilmes bepdrlokésziilékkel (2.4.) parologtassuk el az dsszes visszamaradd etil-acetdtot a savas oldatbol.
A vizfiird6 hémérséklete nem haladhatja meg a 40 °C-ot. Koriilbeliil 25 mbar vikuumban 38 °C-on az dsszes
visszamaradt etil-acetdt 6t perc alatt elpdrolog.

Tisztitds

. Az Amberlite oszlop el6készitése

Minden mintakivonat szdmdra kiilon XAD-2 oszlopot készitiink. Vigytink 4t metil-alkohollal (3.8.) 10 g el6készi-
tett Amberlite-et (3.19.) egy tivegoszlopba (4.5.). A gyantadgy tetejére tegyiink egy kis iivegvatta dugot. Eresszitk
le az oszloprél a metil-alkoholt, és 100 ml vizzel mossuk el a gyantdt, de dllitsuk meg az dtfolyast, amikor a
folyadék elérte a gyantadgy tetejét. Haszndlat elStt, 10 percig engedjitk, hogy az oszlop egyenstlyba keriiljon.
Soha ne hagyjuk az oszlopot kiszdradni.

. A minta tisztitdsa

A kivonatot (5.2.) teljes mennyiségben vigyiik dt az el6készitett Amberlite oszlop (5.3.1.) tetejére, eludljuk, majd
az eludtumot ontsitk el. Az eludlds sebessége nem lehet tobb, mint 20 ml/min. Oblitsitk el a gdmblombikot
20 ml sésavval (3.17.), és ezt haszndljuk a gyantaoszlop elmosdsdhoz is. Légbeftvdssal tavolitsunk el minden
savoldat-maradékot. A moséoldatot 6ntsiik el. Adjunk 100 ml metil-alkoholt (3.8.) az oszlopra, és engedjiink 5-
10 ml-t eludlédni, mikézben az eludtumot egy 250 ml-es gémblombikban fogjuk fel. Tiz percig hagyjuk, hogy a
maradék metil-alkohol egyensilyba keriiljon a mdgyantdval, majd folytassuk az eludldst maximum 20 ml/min
sebességen, mikozben az eludtumot ugyanabban a gomblombikban fogjuk fel. A metil-alkoholt a roticios,
vékonyfilmes bepdrlokésziiléken parologtassuk el (4.2.), a vizfiirds hémérséklete nem haladhatja meg a 40 °C-ot.
A maradékot a mobil fazis (3.21.) segitségével teljes mennyiségben vigyiik at egy 10 ml-es mérélombikba. Mobil
fazissal toltsiik fel jelig, és keverjiik el. Egy aliquot részt szdrjiink 4t egy membransziirén (4.7.). Ezt az oldatot
tegyiik el a HPLC meghatdrozdshoz (5.4.)

HPLC meghatdrozas

Paraméterek

Az aldbbi vizsgdlati feltételek csak irdnymutatéul szolgédlnak, ettdl eltérd feltételeket is lehet haszndlni, ameny-
nyiben azok ezzel egyenértékd eredményt adnak.

Folyadékkromatogréfids oszlop (4.4.1.)

HPLC mobil fézis (3.21.)

Atéramlasi sebesség: 1,5-2 ml/min

Eszlelési hullimhossz: 243 nm

Befecskendezett mennyiség: 40-100 pl

A 3,0 pg/ml koncentrdci6ju kalibralé oldat (3.6.2.) tobbszori befecskendezésével ellendrizzik a kromatografids
rendszer stabilitdsdt, amig a csicsok magassdga (vagy gorbe alatti teriilete) és a retencids idSk stabilakkd nem
vélnak.

Kalibrécios gorbe

Fecskendezziik be tobbszor egymds utdn az egyes kalibrdl6 oldatokat (3.6.2.), és mérjikk meg az egyes koncentra-
cidkra es6 cstcsok magassdgat (a gorbék alatti teriiletet). A kalibrdlé oldatok csticsainak dtlagos magassdga vagy
gorbe alatti teriilete legyen az ordindta tengelyen, a megfelel§ koncentraciok pg/ml-ben az abszcisszdn, és ennek
alapjan szerkessziik meg a kalibrdcids gorbét.

Mintaoldat

Ugyanolyan mennyiség(i oldatot haszndlva, mint amennyit a kalibrdl6 oldatokhoz hasznaltunk, fecskendezziik be
a mintakivonatot (5.3.2.) egymds utdn tobbszor és hatdrozzuk meg a halofuginon-cstcsok dtlagos magassdgat
(gorbe alatti teriiletét).

Az eredmények kiszdmitdsa

A mintaoldat halofuginon-csicsainak dtlagos magassdgdt (gorbe alatti teriiletét) a kalibrcios gorbével (5.4.2.)
egybevetve, hatdrozzuk meg a mintaoldat koncentracidjt pg/ml-ben.

A minta, w (mg/kg)-ben kifejezett halofuginon-tartalmat az aldbbi képlet segitségével kapjuk meg:
_cx10
m
amelyben:
- ¢ a mintaoldat halofuginon-koncentracidja, pg/ml-ben,

- m: a mintadarab tomege grammban.
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7. Az eredmények validildsa
7.1.  Azonositds
Az analizdlt anyag azonositdsdt parhuzamos kromatogréfidval vagy diddasoros detektorral lehet megerdsiteni,
amely sordn a mintakivonat és a 6,0 pg/ml koncentrdcidji kalibrdl6 oldat (3.6.2.) spektrumét hasonlitjuk ossze.
7.1.1. Péarhuzamos kromatografia

A mintakivonatot a kalibrdl oldat (3.6.2.) megfelel6 mennyiségének hozzdaddsaval dusitjuk. A hozzdadott halo-

fuginon mennyiségének a mintakivonatban taldlhat6 halofuginon becsiilt mennyiségével azonosnak kell lennie.

A hozzdadott mennyiség és a kivonat higitdsdnak figyelembe vétele utdn csak a halofuginon-csiics emelkedhet. A

cstcs szélességének, a legnagyobb magassag felénél, az eredeti szélesség + 10 %-an beliil kell lennie.

7.1.2. Dibdasoros kimutatds

Az eredményeket az aldbbi kritériumok alapjan kell értékelni:

a) a mintdnak és a standard spektrumoknak, a kromatogram gorbe cstcsin rogzitett legnagyobb elnyelési
hullimhossza, az észlel6rendszer felbontdsi képessége alapjan meghatdrozott tliréshatdron belill, meg kell,
hogy egyezzen. A diédasoros kimutatdsnl ez tipikus esetben + 2 nm-en beliil van;

b) 225 és 300 nm kozott a minta és a standard a kromatogram gorbe csticsdn rogzitett mért spektruma, a
spektrum ezen részein nem térhet el egymdstdl a relativ elnyelés 10 és 100 %-a kozotti tartomanyban. Ez a
kritérium akkor teljesiil, ha ugyanazok a maximum értékek vannak jelen, és a két spektrum egyetlen észlelési
ponton sem tér el a standard minta elnyelésének 15 %-dnal nagyobb mértékben egymadstol;

¢) 225 és 300 nm kozott a mintakivonat altal képzett gorbe felszdll6 dga, csticsa és leszdlld dga a spektrumnak
ezen részein a relativ elnyelés 10 és 100 %-a kozotti tartomdnyban nem térhet el egymdstdl. Ez a kritérium
akkor teljesiil, ha ugyanazok a maximum értékek vannak jelen, és a két spektrum egyetlen észlelési ponton
sem tér el a csticspont abszorpcids spektrumdnak 15 %-nal nagyobb mértékben.

Ha ezen kritériumok koziil egy nem teljesiil, az analizdlt anyag jelentétét nem sikeriilt megerdsiteni.

7.2, IsmételhetGség
Két azonos mintdn végzett, pirhuzamos meghatdrozds eredménye kozotti kilonbség 3 mg/kg halofuginon-tarta-
lomig nem lehet tobb, mint 0,5 mg/kg.

7.3.  Visszanyerés
A disitott referenciaminta esetében legaldbb 80 %-os visszanyerési ardnyt kell elérni.

8. Kollaborici6s vizsgilat eredményei

Egy kollaboraciés vizsgilat (') sordn hdrom mintdt analizdltak nyolc laborat6ériumban.

Eredmények
A-minta (vak) B-minta (takarmdnyliszt) C-minta (granuldtum)
dtvérelkor atvételkor két honap utdn atvételkor két hénap utdn

Kozépérték (') nk. 2,80 2,42 2,89 2,45
Sg - 0,45 0,43 0,40 0,42
CVy - 16 18 14 17
vissza 86 74 88 75
("): egységek mg/kg-ban.
nk: nem kimutathaté.
Se reprodukélhatdsdg szordsa.

CV,:  varidcios egyiitthatd (%).
vissza: visszanyerési szzalék (%).

() The Analyst 108., 1983., 1252-1256. o.



