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KOMISIJAS VIENPADSMITA DIREKTIVA 93/70/EEK
(1993. gada 28. jilijs),
ar ko nosaka Kopienas analizes metodes baribas oficialai kontrolei

EIROPAS KOPIENU KOMISIJA,
nemot veéra Eiropas Ekonomikas kopienas dibinasanas ligumu,

nemot véra Padomes 1970. gada 20. julija Direktivu
70/373[EEK par paraugu pemsSanas un analiZzu Kopienas
metozu ievieSanu baribas oficialajai kontrolei (), kura jaunakie
grozijumi izdariti ar Regulu (EEK) Nr. 3768/85 (¥, un jo Ipasi
tas 2. pantu,

ta ka Direktiva 70/373/EEK ir prasiba, ka baribas oficialu
kontroli, kuras noliks ir parbaudit atbilstibu prasibam, kas
izriet no normativiem un administrativiem aktiem, kuri attiecas
uz kvalitati un sastavu, izdara péc paraugu nemsanas un
analizes Kopienas metodém;

ta ka batu jaievies Kopienas analizes metode attieciba uz halo-
fuginona piedevu, lai parbauditu, vai tas lietojums atbilst nosa-
cljumiem, kas attiecas uz tas lietojumu bariba;

ta ka 3aja direktiva paredzétie pasakumi ir saskana ar Baribas
pastavigas komitejas atzinumu,

IR PIENEMUSI SO DIREKTIVU.

1. pants

Dalibvalstis prasa, lai halofuginona satura analizes baribas
oficialas parbaudes nolikos izdara péc $is direktivas pielikuma
aprakstitas metodes.

8.1970., 2. Ipp.
12.1985., 8. Ipp.

W W
—

2. pants

Dalibvalstis stajas speka normativie un administrativie akti, kas
vajadzigi, lai lidz 1994. gada 30. jinijam panaktu atbilstibu
$ai direktivai. Par to dalibvalstis talit informé Komisiju.

Kad dalibvalstis pienem minétos noteikumus, tajos ietver
atsauci uz $o direktivu, vai arl §adu atsauci pievieno to ofici-
alajai publikacijai. Sadas atsauces pievienosanas kartibu paredz
dalibvalstis.

3. pants

Si direktiva ir adreséta dalibvalstim.

Brisele, 1993. gada 28. jalija

Komisijas varda —
Komisijas loceklis
René STEICHEN
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PIELIKUMS
HALOFUGINONA NOTEIKSANA

DL-trans-7-brom-6-hlor-3-[3-(3-hidroksi-2-piperidil)acetonil]-hinazolin-4-(3H)-ona bromidenrazskabes sals

Merkis un piemérosanas joma.

Si metode ir paredzéta halofuginona noteiksanai bariba. Zemaka noteiksanas robeza ir 1 mg/kg.

Princips.

Péc apstrades ar karstu tideni halofuginonu ka brivu bazi ekstrahé etilacetata un péc tam atdala ka salsskabes sali
skabes tidens skiduma. Ekstraktu attira jonu apmainas hromatografija. Halofuginona saturu noteic apgrieztas fazes
augstas izskirtspéjas skidruma hromatografija (HPLC), lietojot UV detektoru.

Reagenti.

Acetonitrils ar HPLC tiribas pakapi.

Amberlita XAD-2 sveki.

Amonija acetats.

Etilacetats.

Ledus etikskabe.

Halofuginona standartviela (DL-trans-7-brom-6-hlor-3-[3-(3-hidroksi-2-piperidil)acetonil]-hinazolin-4-(3H)-ona
bromiidenrazskabes sals E 764).

Halofuginona rezerves standartskidums, 100 pg/ml.

Ar 0,1 mg precizitati 500 ml mérkolba iesver 50 mg halofuginona (3.6.), izskidina amonija acetata buferski-
duma (3.18.), uzpilda lidz svitrai ar buferskidumu un samaisa. Tumsa vieta 5 °C temperatira $o Skidumu var
glabat tris nedélas.

Kalibrésanas $kidumi.

100 ml kalibrétas kolbas iepilda attiecigi 1,0, V2,O, 3,0, 4,0 un 6,0 ml rezerves standartskiduma (3.6.1.). Uzpilda
lidz svitrai ar kustjgo fazi (3.21.) un samaisa. So $kidumu koncentracija ir attiecigi 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, un 6,0 mg/
ml halofuginona. Sie $kidumi jasagatavo tiesi pirms lietoSanas.

Salsskabe (p,, aptuveni 1,16 g/ml).

Metanols.

Sudraba nitrats.

. Natrija askorbats.

. Natrija karbonats.

. Natrija hlorids.

. EDTA (etilendiamintetractikskabes dinatrija sals).
. HPLC kvalitates tidens.

. Natrija karbonata skidums, 8 = 10 g/100 ml.

. Ar natrija hloridu piesatinats natrija karbonata $kidums, § = 5 g/100 ml.

Izskidina 50 g natrija karbonata (3.11.) Gdeni, atskaida lidz 1 1 un pievieno natrija hloridu (3.12.), lidz skidums
ir piesatinats.

. Salsskabe, apméram 0,1 mol/l.

Atskaida 10 ml HCI (3.7.) ar Gideni lidz 1 1.

. Amonija acetata buferskidums, apméram 0,25.

Izskidina 19,3 g amonija acetata (3.3.) un 30 ml etikskabes (3.5.) ideni (3.14.) un atskaida lidz 1 1.
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Attiecigu daudzumu amberlita (3.2.) mazga ar ddeni, lidz visi hlorida joni ir atdaliti, par ko liecina nolietas idens
fazes sudraba nitrata (3.20.) tests. Péc tam svekus mazga ar 50 ml metanola (3.8.), metanolu nolej un svekus
glaba svaiga metanola.

Sudraba nitrata $kidums, apméram 0,1 mol/L.

0,17 g sudraba nitrata (3.9.) izskidina 10 ml Gdens.

HPLC kustiga faze.

500 ml acetonitrila (3.1.) sajauc ar 300 ml amonija acetata buferskiduma (3.18.) un 1 200 ml Gdens (3.14.). Ar
etikskabi (3.5.) panak pH 4,3. Izfiltré caur 0,22 pm filtru (4.8.) un degazé $kidumu, pieméram, 10 mindites
apstradajot ar ultraskanu. Sis $kidums glabajas nemainigs vienu ménesi, ja to glaba tumsa vieta, slégta trauka.
Iekarta.

Ultraskanas vanna.

Rotacijas ietvaicétajs.

Centrifuga.

HPLC iekarta, kurai ir ultravioletais detektors ar mainamu vilnu garumu vai diodu matricas detektors.

Skidruma hromatografa kolonna, 300 mm 4 mm, C 18, 10 pm blive, vai lidzvértiga kolonna.

Stikla kolonna (300 mm 10 mm), kas aprikota ar keramiska stikla filtru un kranu.

Stiklskiedras filtri ar 150 mm diametru.

Membranas filtri, 0,45 pm.

Membranas filtri, 0,22 pm.

Darba gaita.

Piezime: halofuginons ka briva baze sarmainos un etilacetata skidumos ir nestabils. To nevajadzétu atstat etilace-
tata ilgak par 30 minfitém.

Visparigi noteikumi.

. Lai parbauditu halofuginona un traucgjo$u vielu neesamibu, bitu jaizdara tuksais eksperiments.

. Regeneracijas tests biitu jaizdara, analizéjot tuk3o kontrolbaribu, kura ir stiprinata, pievienojot tadu daudzumu

halofuginona, kas ir lidzigs parauga eso$ajam. Lai stiprinatu 3 mg/kg limeni, pievieno 300 pl rezerves standart-
$kiduma (3.6.1.) 10 gramiem tuksas kontrolbaribas, samaisa un atstaj uz 10 minttém, pirms sak ekstrakciju
(5.2).

Piezime: lietojot $o metodi, tuksajai kontrolbaribai péc veida vajadzétu bat lidzigai paraugam, un analizé neva-
jadzétu atklaties halofuginonam.

Ekstrakcija.

Ar 0,1 g precizitati 200 ml centrifiigas stobrina iesver 10 g sagatavota parauga, pievieno 0,5 g natrija askorbata
(3.10.), 0,5 g EDTA (3.13.) un 20 ml ddens un samaisa. Stobrinu uz 5 minitém lick ddens vanna (80 °C). Pec
atdziSanas lidz istabas temperatiirai pievieno 20 ml natrija karbonata skiduma (3.15.) un samaisa. Talit pievieno
100 ml etilacetata (3.4.) un ar roku spécigi krata 15 sekundes. Tad stobrinu uz trijam mindtém liek ultraskanas
vanna (4.1), un atbrivo aizbazni. Centrifugé divas mindtes, un caur stiklskiedras filtru (4.6.) etilacetata fazi
dekanté 500 ml Skirpiltuvé. Parauga ekstrakciju atkarto ar otru 100 ml etilacetata devu. Apvienotos ekstraktus
vienu mindti mazga ar 50 ml natrija karbonata $kiduma, kas piesatinats ar natrija hloridu (3.16.), un nolej dens
slani.

1 min. ar 50 ml salsskabes (3.17.) ekstrahé organisko slani. Apaksgjo skabes slani nolaiz 250 ml skirpiltuve. 1,5
mindtes ar vél vienu 50 ml salsskabes devu atkartoti ekstrahé organisko slani, un to pievieno pirmajam ekstrak-
tam. Apvienotos skabes ekstraktus mazga ar 10 ml etilacetata (3.4.), kratot apméram 10 sekundes.
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Udens slani kvantitativi parnes uz 250 ml apalkolbu, un nolaiz organisko fazi. Ar rotacijas ietvaicétaju (2.4.)
ietvaicé visu atlikuSo etilacetatu no skabes $kiduma. Udens vannas temperatiirai nevajadzétu parsniegt 40 °C.
Apméram 25 mbar vakuuma 38 °C viss etilacetata atlikums atdalisies apméram 5 mindités.

Attirisana.

. Amberlita kolonnas gatavosana.

Katram parauga ekstraktam gatavo XAD-2 kolonnu. 10 g sagatavota amberlita (3.19.) parnes uz stikla kolonnu
(4.5.) ar metanolu (3.8.). Sveku slana virspusé pieliek nelielu stikla vates tamponu. Notecina metanolu no
kolonnas, un svekus mazga ar 100 ml Gdens, plismu apturot, kad skidrums sasniedz sveku slapa virsu. 10
mindtes pirms lietosanas Jauj kolonnai nostabilizéties. Kolonna nedrikst iztecét sausa.

. Parauga attirisana.

Estraktu (5.2.) kvantitativi parnes uz sagatavotas amberlita kolonnas (5.3.1.) augsgalu un elug, nolejot eluatu. Elua-
cijas atrumam nevajadzétu parsniegt 20 ml/min. Apalkolbu izskalo ar 20 ml salsskabes (3.17.), un ar saskalo-
jumu mazga sveku kolonnu. Skabes $kiduma atlikumu izpG$ ar gaisa striklu. Nolej saskalojumus. Kolonnai
pievieno 100 ml metanola (3.8.) un 5 — 10 ml lauj eluéties, savac eluatu 250 ml apalkolba. Atlikuso metanolu
atstaj 10 mindites, lai nostabilizéjas ar svekiem, un turpina eluaciju ar atrumu 20 ml/min., eluatu savac taja pasa
apalkolba. Ar rotacijas ietvaicétaju (4.2.) ietvaicé metanolu, Gidens vannas temperatiirai nevajadz&tu bat augstakai
par 40 °C. Atlikumu kvantitativi parnes uz 10 ml mérkolbu, lietojot kustigo fazi (3.21.). Uzpilda lidz svitrai ar
kustigo fazi un samaisa. Alikvotu dalu izfiltré caur membranas filtru (4.7.). So skidumu glaba HPLC noteiksanai
(5.4.).

HPLC noteiksana.

Parametri.

leteicams vadities péc $adam nostadném, citus nosacijumus var izvirzit, ja tie dod lidzvértigus rezultatus.
Skidruma hromatogrifa kolonna (4.4.1.).

HPLC kustiga faze (3.21.).

TecéSanas atrums: no 1,5 lidz 2 ml/min.

Vilnu garums noteiksanai: 243 nm.

lesprices tilpums: no 40 lidz 100 pl.

Parbauda hromatografijas sistémas stabilitati, vairakas reizes ieSpricgjot kalibréSanas skidumu (3.6.2.), kas satur
3,0 pg/ml, lidz sasniedz nemainigu pika augstumu (vai laukumu) un kavéjuma laiku.

Kalibrésanas grafiks.

Katru kalibrésanas $kidumu (3.6.2.) ieSpricé vairakas reizes, un izmeéra katrai koncentracijai atbilstosos piku
augstumus (laukumus). Uzzimé kalibrésanas likni, uz ordinatu ass atzimgjot kalibrésanas skidumu vidgjos pika
augstumus vai laukumus un uz abscisu ass atbilstigas koncentracijas pg/ml.

Parauga skidums.

le3pricé parauga ekstraktu (5.3.2.) vairakas reizes, ievérojot to pasu tilpumu, kads bija kalibrésanas skidumiem, un
nosaka halofuginona pika vidgjo augstumu (laukumu).

Rezultatu aprékinasana.

Nosaka parauga $kiduma koncentraciju pg/ml péc parauga $kiduma halofuginona pika vidéa augstuma
(laukuma), salidzinot ar kalibrésanas grafiku (5.4.2.).

Halofuginona saturu w (mg/kg) parauga aprékina péc $adas formulas:
_exa0,
m
kur:
¢: parauga Skiduma halofuginona koncentracija pg/ml,

m: analizgjamas porcijas masa gramos.



03/15. sgj.

Eiropas Savienibas Oficialais Véstnesis

71

7.1.

7.1.1.

7.2.

7.3.

Rezultatu izveértéjums.

Kimiskais nosaukums.

Nosakamas komponentes identitati var apstiprinat paraléla hromatografiskaja analizé vai lietojot diodu matricas
detektoru, ar ko salidzina parauga ekstrakta spektru ar ta kalibréSanas skiduma (3.6.2.) spektru, kur§ satur
6,0 pg/ml.

Paraléla hromatografiska analize.

Parauga ekstraktu stiprina, pievienojot attiecigu daudzumu kalibrésanas skiduma (3.6.2.). Pievienota halofuginona
daudzumam vajadzétu bt lidzigam aprékinatajam parauga ekstrakta atrastajam halofuginona daudzumam.

Tikai halofuginona pika augstums biitu japalielina, nemot véra pievienoto daudzumu un ekstrakta atskaidijumu.
Pika platumam pusé no ta maksimala augstuma jabiit * 10 % no pamatnes platuma.

. Atklasana ar diodu matricas detektoru.

Rezultatus vérté péc $adiem kritérijiem:
a) parauga maksimalas absorbcijas un standartspektru vilnu garumam, ko registré pika smailé hromatogramma,

jabat vienadam atklaganas/detektora sistémas izskirtsp&jas noteiktas robezas. Diodu matricas detektoram $is
robezas parasti ir £ 2 nm;

b) no 225 lidz 300 nm parauga un standartspektri, ko registré pika smailé hromatogramma, nedrikst atskirties
tajas spektra dalas, kas ir no 10 lidz 100 % relativas absorbcijas diapazona. Atbilstiba $im kritérijam ir nodrosi-
nata, ja maksimumi sakrit un neviena novérojama punkta novirze starp abiem spektriem neparsniedz 15 % no
nosakamas vielas standarta absorbcijas;

¢) no 225 lidz 300 nm parauga ekstrakta pika kapuma, smailes un krituma spektri cits no cita nedrikst atskirties
tajas spektra dalas, kas ir no 10 lidz 100 % relativas absorbcijas diapazona. Atbilstiba §im kritérijam ir nodrosi-
nata, ja maksimumi sakrit un ja neviena novérojama punkta novirze starp spektriem neparsniedz 15 % no
smailes spektra absorbcijas.

Ja nav atbilstibas vienam no $iem kritérijiem, nosakamas vielas klatbiitne nav apstiprinata.

Atkartojamiba.

Atskiriba starp divu paraléli izdaritu viena un ta pasa parauga analizu rezultatiem nedrikst parsniegt 0,5 mg/kg,
ja halofuginona saturs ir lidz 3 mg/kg.

Atgistamiba.

Stiprinata tuksa kontrolparauga atgtistamibai vajadzétu bit vismaz 80 %.

Salidzinosa pétijuma rezultati.

Salidzino$a pétijuma () astonas laboratorijas analizéja tris paraugus.

Rezultati
Paraugs A Paraugs B (saberzts) Paraugs C (zirni$u forma)
(tukss) o .
sanemot Sapemot ]:reé:el;il:rrnn Sapemot l;eléndel;l:::

Vidgji (1) n.n. 2,80 2,42 2,89 2,45
Sp - 0,45 0,43 0,40 0,42
CVy - 16 18 14 17
Atg. 86 74 88 75
(): mgfkg.

n.n.: nav noteikts.

Sy reproducgjamibas vidéja kvadratiska novirze.

o variaciju koeficients (%).
Atg.: atglistamiba (%).

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



