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VIENUOLIKTOJI KOMISIJOS DIREKTYVA 93/70/EEB
1993 m. liepos 28 d.
nustatanti Bendrijos analizés metodus oficialiai pasary kontrolei vykdyti

EUROPOS BENDRIJU KOMISIJA,
atsizvelgdama j Europos Ekonominés bendrijos steigimo sutarti,

atsizvelgdama | 1970 m. liepos 20 d. Tarybos direktyva
70/373[EEB dél Bendrijos méginiy paémimo ir analizés
metody, taikomy valstybinei pasary kontrolei, jvedimo (') su
paskutiniais  pakeitimais, ~padarytais Reglamentu  (EEB)
Nr. 376885 (), bitent jo 2 straipsniu,

kadangi Direktyvoje 70/373/EEB reikalaujama, kad tikrinant, ar
pasarai atitinka jstatymy, reglamenty arba administraciniy akty
nuostaty jiems keliamus reikalavimus dél kokybés ir sudéties,
oficiali pasary kontrol¢ buty vykdoma naudojant Bendrijos
méginiy paémimo ir analizés metodus;

kadangi Bendrijoje reikia nustatyti pasary priedo halofuginono
analizés metods, kuris biity naudojamas tikrinant, ar laikomasi
nustatyty $io priedo naudojimo gyvuliams Serti salygy;

kadangi Sioje direktyvoje numatytos priemonés sutampa su
nuolatinio Pasary komiteto nuomone,

PRIEME SIA DIREKTYVA:

1 straipsnis

Valstybés narés reikalauja, kad analizé vykdant oficialig pasary
kontrole halofuginono kiekiui nustatyti bty atliekama pagal
Sios direktyvos priede aprasyta metoda.

L 170,1970 8 3,p. 2.

() oL
() OLL 362,1985 12 31, p. 8.

2 straipsnis

Ne véliau kaip iki 1994 m. birzelio 30 d. valstybés narés
priima visus $iai direktyvai jgyvendinti reikalingus istatymus,
reglamentus bei administracines nuostatas ir apie tai nedels-
damos informuoja Komisija.

Kai valstybés narés priima $ias jstatymy nuostatas, jose turi biti
nuoroda j $ig direktyva arba tokia nuoroda pateikiama sias
nuostatas oficialiai skelbiant. Tokiy nuorody pateikimo tvarka
nustato valstybés narés.

3 straipsnis

Si direktyva skirta valstybéms naréms.

Priimta Briuselyje, 1993 m. liepos 28 d.

Komisijos vardu
René STEICHEN

Komisijos narys
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PRIEDAS
HALOFUGINONO NUSTATYMAS

DL-trans-7-bromo-6-chloro-3-[3-(3-hidroksi-2-piperidil)acetonil]-chinazolin-4-(3H) vandenilio bromidas

Tikslas ir taikymo sritis

Sis metodas naudojamas halofuginonui nustatyti pasaruose. Nustatymo riba yra 1 mg/kg.

Metodo esmé

Paveikus kar$tu vandeniu, halofuginonas ekstrahuojamas kaip laisva bazé i etilo acetg ir po to isskiriamas kaip
vandenilio chloridas | vandeninj riigsties tirpalg. Ekstraktas isgryninamas, naudojant jony mainy chromatografija.
Halofuginono kiekis nustatomas atvirkstinés fazés efektyvigja skysciy chromatografija (ESCh), naudojant UV
detektoriy.

Reagentai

Acetonitrilas, chromatografiskai grynas

Amberlito XAD-2 derva

Amonio acetatas

Etilo acetatas

Lediné acto raigstis

Halofuginono standartiné medziaga (DL-trans-7-bromo-6-chloro-3-[3-(3-hidroksi-2-piperidil)acetonil]-chinazolin-
4-(3H)-vandeniliobromidas, E 764)

Halofuginono pradinis standartinis tirpalas, 100 pg/ml

[ 500 ml matavimo kolbg 0,1 mg tikslumu pasveriama 50 mg halofuginono (3.6), istirpdoma amonio acetato
buferiniame tirpale (3.18), iki Zymés skiedZiama buferiniu tirpalu ir imaiSoma. Laikant tamsoje, Sis tirpalas islieka
pastovus tris savaites, temperatiirai esant 5 °C.

Kalibraciniai tirpalai

[ 100 ml talpos matavimo kolbas atitinkamai jpilama 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 ir 6,0 ml pradinio standartinio tirpalo
(3.6.1). Iki zZymés pripilama judancios fazés (3.21) ir imaiSoma. Siuose tirpaluose halofuginono koncentracija
atitinkamai yra 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 ir 6,0 pg/ml. Sie tirpalai turi biiti paruosiami pries pat vartojima.

Chloro vandenilio ragstis (p,;mazdaug 1,16 g/ml)

Metanolis

Sidabro nitratas

. Natrio askorbatas

. Natrio karbonatas

. Natrio chloridas

. EDTA (etilendiaminotetraacto riigsties, dinatrio druska)
. Vanduo, chromatografiskai grynas

. Natrio karbonato tirpalas, ¢ = 10g/100ml

. Natrio chloridu prisotinto natrio karbonato tirpalas, ¢ = 5g/100ml

Vandenyje iStirpdoma 50 g natrio karbonato (3.11), atskieskite iki 1 1 ir pridékite natrio chlorido (3.12), kol
tirpalas taps prisotintas.

. Chloro vandenilio rigstis, mazdaug 0,1 mol/l

Vandeniu atskiedziama 10 ml HCI (3.7) iki 1 L
Amonio acetato buferinis tirpalas, mazdaug 0,25

Vandenyje (3.14) iStirpdoma 19,3 g amonio acetato (3.3) ir 30 ml acto ragsties (3.5) ir atskieskite iki 1 1.
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Vandeniu perplaunama reikiamas kiekis amberlito (3.2), kol pasalinami visi chlorido jonai, kg rodo sidabro (3.20)
nitrato testas, atliktas su iSpiltaja vandens faze. Tada derva perplaunama 50 ml metanolio (3.8), metanolis i§pi-
lamas ir derva laikoma uzZpilta $vieziu metanoliu.

Sidabro nitrato tirpalas, mazdaug 0,1 mol/l

0,17 g sidabro nitrato (3.9) itirpdoma 10 ml vandens.

ESCh judangioji fazé

500 ml acetonitrilo (3.1) sumaiSoma su 300 ml amonio acetato buferiniu tirpalu (3.18) ir 1 200 ml vandens
(3.14). Naudojant acto riigstj, sureguliuvojama pH iki 4,3. Perfiltruojama per 0,22 pm filtra (4.8) ir degazuojama
(pvz., 10 min. naudodami ultragarsa). Laikomas tamsoje uzdarytoje talpykloje Sis tirpalas islicka pastovus vieng
ménesj.

Iranga

Ultragarso vonia

Sukamasis garintuvas

Centrifuga

ESCh jrenginys su kintamo bangos ilgio UV arba diodinés matricos detektoriumi

Skysciy chromatografiné kolonéle, 300 mm x 4 mm, C 18, 10 pm jkrova, arba panasi kolonelé

Stikliné kolon¢lé (300 mm x 10 mm) su sukepinto stiklo filtru ir uzdaromuoju ¢iaupu

Stiklo pluosto filtrai, 150 mm skersmens

Membraniniai filtrai, 0,45 pm

Membraniniai filtrai, 0,22 pm

Darbo procediira

Pastaba: halofuginonas kaip laisva bazé néra patvarus Sarminiuose ir etilo acetato tirpaluose, todél negali biiti etilo acetate

ilgiau kaip 30 minuciy.

Bendrosios nuostatos

. Atliekama ,tus¢iojo pasaro” analizé, kad jsitikintuméme, jog néra nei halofuginono, nei trukdanciyjy medziagy.

Turi bati atliekamas iSgavos testas su ,tusciuoju paSaru®, pridedant mazdaug tokj halofuginono kiekj, koks yra
meéginyje. Siekiant gauti koncentracija 3 mg/kg, reikia { 10 g pasaro be priedy ipilti 300 pl pradinio standartinio
tirpalo (3.6.1), iSmaiSyti ir prie§ ekstrahuojant (5.2) palaukti 10 minuciy.

Pastaba: naudojant $j metodg, ,tusCiasis pasaras“ turi buti panasios riiSies kaip méginys, o analizés metu halofuginono
neturi biiti rasta.

Ekstrahavimas

200 ml talpos centrifugos mégintuvélyje 0,1 g tikslumu pasveriama 10 g paruo$to méginio, jdedama 0,5 g
natrio askorbato (3.10), 0,5 g EDTA (3.13) ir 20 ml vandens ir imaiSoma. Mégintuveélis jdedamas 5 minutéms
vandens vonig (80 °C). Atvésinamas iki kambario temperatiiros, jpilama 20 ml natrio karbonato tirpalo (3.15) ir
i¥maiSoma. Tuoj pat jpilama 100 ml etilo acetato (3.4) ir 15 sekundZiy stipriai purtoma rankose. Atlaisvinus
kamstj trims minutéms mégintuveélis jdedamas j ultragarso vonig (4.1). Centrifuguojama 2 minutes ir etilacetato
fazé per stiklo pluosto filtra nupilama | 500 ml dalomaji piltuva. Pakartojamas méginio ekstrahavimas su antrajg
100 ml etilo acetato porcija. Vieng minute plaunama sujungtus ekstraktus 50 ml natrio karbonato tirpalu priso-
tintu natrio chloridu (3.16) ir atmetamas vandeninio sluoksnis.

Organinis sluoksnis ekstrahuojamas 1 minut¢ 50 ml chloro vandenilio rigsties (3.17). ISleidziamas apatinis
rugsties sluoksnis | 250 ml dalomajj piltuva. Organinis sluoksnis dar karta ekstrahuojamas 1,5 min. su kita
50 ml chloro vandenilio riigities porcija ir gautas ekstraktas sujungiamas su pirmuoju ekstraktu. Abu sujungti
rugsties ekstraktai plaunami mazdaug 10 sekundziy sukant juos su 10 ml etilo acetato (3.4).
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Kokybiskai perpilamas visas vandeninis sluoksnis 250 ml talpos apvaliadugne kolbg, o organiné faz¢ i$pilama.
Rotaciniame garintuve (2.4), i§ rigsties tirpalo i§garinamas visas likes etilo acetatas. Vandens vonios temperatiira
neturi bati didesné kaip 40 °C. Mazdaug 25 milibary vakuume visas likes etilo acetatas turéty biti pasalinamas
per 5 minutes, kai temperatiira 38 °C.

Valymas

. Amberlito kolonélés paruodimas

Kiekvienam méginio ekstraktui paruosiama XAD-2 kolonélé. 10 g paruosto amberlito (3.19) perpilama i stikline
kolonéle (4.5) su metanoliu (3.8). Ant dervos sluoksnio uzdedamas nedidelis stiklo vatos kamstelis. Metanolis
pasalinamas i kolonélés ir derva nuplaunama 100 ml vandens, sustabdant tékme, kai skystis pasiekia dervos
pavirsiy. Prie§ naudojant, 10 minuciy kolonélei leidZiama atstatyti pusiausvyra. Neleidziama, kad kolonéle

isdzitty.

. Méginio iSvalymas

Kiekybiskai perpilamas visas ekstrakto kiekis (5.2) ant paruostos amberlito koloné¢lés pavirsiaus (5.3.1) ir eliuo-
jama, i$metant eliuatg. Eliuavimo greitis neturéty virSyti 20 ml/min. Apvaliadugné kolba i3skalaujama su 20 ml
chloro vandenilio riigsties (3.17) ir panaudojama tai dervos kolonélei i$plauti. Likes raigsties tirpalas sustumiamas
oro srautu. ISplova i$pilama. Ipilama 100 ml metanolio (3.8) j kolon¢le ir leidZiama eliuotis nuo 5 iki 10 ml,
surenkant eliuatg { 250 ml apvaliadugne kolba. Likes metanolis palickamas 10 min. atstatyti pusiausvyra su derva
ir elivavimas tgsiamas grei¢iu, nevirsijanc¢iu 20 ml/min, surenkant eliuatg toje pacioje kolboje. Metanolis isgari-
namas rotaciniame garintuve (4.2). Vandens vonios temperatiira neturi biti didesné kaip 40 °C. Panaudojant
judanciaja faze (3.21), liekana kiekybiskai perpilama j 10 ml kalibruota kolba. Judancioji fazé skiedziama iki
7ymés ir iSmaiSoma. Alikvota filtruojama per membraninj filtra (4.7). Sis tirpalas naudojamas ESCh matavimui
(5.4).

ESCh matavimas

Parametrai

Sitiloma taikyti Sias arba kitas salygas, jei jos duoda panasius rezultatus:
Skysciy chromatografijos kolonélé (4.4.1)

ESCh judancioji fazé (3.21)

Debitas: nuo 1,5 iki 2 ml/min

Matavimo bangos ilgis: 243 nm

[leidZiamas tiiris: nuo 40 iki 100 pl

Patikrinamas chromatografinés sistemos stabilumas, kelis kartus jleidZziama kalibracinio tirpalo (3.6.2) 3,0 pg/ml,
kol smailés aukstis ir sulaikymo trukmé nesikeis.

Kalibracin¢ kreivé
Kiekvienas kalibracinis tirpalas (3.6.2) jleidZziamas kelis kartus ir i$matuojama kiekvienos koncentracijos smailiy

auksciai (arba plotai). Kalibraciné kreivé nubréziama ordinaciy asyje atidedant kalibraciniy tirpaly smailiy auksciy
(arba ploty) vidurkius, o abscisiy asyje — jy atitinkamas koncentracijas pg/ml.

Meéginio tirpalas

Kelis kartus ileidziamas toks pats meéginio ekstrakto kiekis (5.3.2), koks naudojamas kalibraciniams tirpalams, ir
iSmatuojama halofuginono smailiy vidutinis aukstis (plotas).

Rezultaty apskai¢iavimas

I§ méginio tirpalo halofuginono smailiy vidutinio aukscio (ploto) pagal kalibracing kreives (5.4.2) nustatoma
méginio tirpalo koncentracija pg/ml.

Halofuginono kiekis w (mg/kg) méginyje apskai¢iuojamas pagal formule:
_cx10
m
kurioje:
¢: halofuginono koncentracija méginio tirpale pl/ml,

m: matavimui paimtos méginio dalies masé gramais.
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7.2

7.3.

Rezultaty patvirtinimas

Tapatumas

Analités tapatumas gali bati patvirtintas kochromatografija arba, naudojant dioding matricg, su kuria palyginami
méginio ekstrakto ir kalibracinio tirpalo (3.6.2), turincio 6,0 ug/ml, spektrai.

. Kochromatografija

Méginio ekstrakto tirpalo koncentracija padidinama, jlasinant tinkama kalibracinio tirpalo kiekj (3.6.2). Pridéto
halofuginono kiekis turi bati panasus i iSmatuota halofuginono kiekj, méginio ekstrakte.

Turi padidéti tiktai halofuginono smailés aukstis, atsizvelgus ir | prideta kiekj, ir | ekstrakto atskiedima. Smailés
plotis, puséje jos aukscio turéty biiti + 10 % nepapildyto méginio ekstrakto halofuginono smailes plocio.

. Detekcija diodine matrica

Rezultatai vertinami pagal Siuos kriterijus:

a) méginio ir standarto spektry absorbcijos maksimumy bangy ilgiai, uzregistruoti chromatogramy smailés
virstingje, turi bati vienodi ir paklaida neturi virsyti detekcinés sistemos skiriamosios gebos salygojamy riby.
Sios ribos detekcijai diodine matrica paprastai yra + 2 nm;

b) tarp 225 ir 300 nm, uZregistruoti méginio ir standarto chromatogramy smailiy virsiniy spektrai neturi skirtis,
kai santykiné absorbcija yra nuo 10 % iki 100 %. Sis kriterijus patenkinamas, kai, esant tam paciam absorb-
cijos maksimumui, néra nei vieno tasko, kuriame nuokrypis tarp dviejy spektry virsyty 15 % standarto
analités absorbcijos;

¢) tarp 225 ir 300 nm, meéginio ekstrakto chromatogramos smailés pakilimo, viriinés ir nusileidimo spektrai
neturi skirtis vienas nuo kito, kai santykiné absorbcija yra nuo 10 % iki 100 %. Sis kriterijus patenkinamas,
kai esant tam paciam absorbcijos maksimumui, visuose stebimuose taskuose nuokrypis tarp spektry nevirsija
15 % smailés virsinés spektro absorbcijos.

Jeigu netenkinamas nors vienas i§ $iy kriterijy, analités buvimas nepatvirtinamas.

Pakartojamumas

Skirtumas tarp dviejy lygiagreciai atlikty to paties méginio matavimy rezultaty neturi vir$yti 0,5 mg/kg, kai halo-
fuginono yra iki 3 mg/kg.

ISgava

[3gava su tusciuoju papildytu méginiu turi biti ne mazesné kaip 80 %.

Tarplaboratoriniy tyrimy rezultatai

Buvo organizuoti tarplaboratoriniai tyrimai ('), kuriy metu astuonios laboratorijos atliko trijy méginiy analize.

Rezultatai
A meéginys B meéginys (miltai) C meéginys (granulés)
(»tusciasis”
pasaras) istirtas istirtas
1st1rtsasgl 1zltedel— nedelsiant po dviejy mén. nedelsiant po dviejy mén.

Vidurkis® n. d. 2,80 2,42 2,89 2,45
SR - 0,45 0,43 0,40 0,42
CVR - 16 18 14 17
isg. 86 74 88 75
"): vienetai mg/kg.
n.d.: nerasta.
SR:  standartinis pakartojamumo nuokrypis.

CVR:  pakartojamumo variacijos koeficientas ( %).
isg.:  iSgava (%).

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



