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IL-GURNAL UFFICJALI TAL-KOMUNITAJIET EWROPE]

L 234/17

IL-HDAX ID-DIRETTIVA TAL-KUMMISSJONI 93/70/KEE
tat-28 ta’ Lulju 1993
Ii tistabbilixxi I-metodi ta’ l-analizi Komunitarji ghall-kontroll uffi¢jali ta’ 1-ghalf

IL-KUMMISSJONI TAL-KOMUNITAJIET EWROPE]J,

Wara li kunsidrat t-Trattat li jistabbilixxi -Komunita Ekono-
mika Ewropea,

Wara li kunsidrat id-Direttiva tal-Kunsill 70/373/KEE of 20
Lulju 1970 rigward l-introduzzjoni ta’ metodi tal-Komunita
dwar l-ikkampjunar u l-analizi ghal kontroll uffi¢jali ta’
materjali ta’ l-ghalf (), kif l-ahhar emedata bir-Regolamenti
(KEE) Nru 3768/85 (%), u partikolarment I-Artikolu 2 tieghu,

Billi d-Direttiva 70/373/KEE tehtieg li I-kontrolli uffi¢jali fuq il-
materjali ta’ l-ghalf ghall-iskop tal-verifika tal-konformita mal-
htigiet li joriginaw permezz tad-dispozizzjonijiet tal-kwalita u 1-
kompozizzjoni kif stabbilit bil-ligi, bir-regolamenti jew
b’azzjoni amministrattiva ghandhom ikunu mwettqa bl-uzu tal-
metodi tal-kampjunar u ta’ l-analizi tal-Komunita;

Billi l-metodi ta’ l-analizi tal-Komunita rigward Il-addittiv
halofuginone ghandhom ikunu stabbiliti ghall-uzu fil-verifika
tal-konformita mal-kondizzjonijiet ghall-uzu taghhom fil-mater-
jali ta’ I-ghalf ta’ l-annimali;

Billi [-mizuri li hemm provvediment dwarhom fdin id-Direttiva
huma bi gbil ma l-opinjoni tal-Kumitat Permanenti dwar il-
materjali ta’ l-ghalf,

ADOTTAT DIN ID-DIRETTIVA:

Artikolu 1

L-Istati Membri ghandhom jehtiegu li l-analizi mwettqa ghall-
kontenut ta’ halofuginone ghall-iskopijiet tal-verifiki uffi¢jali
fuq il-materjali ta’ l-ghalf ghandhom isiru bl-uzu tal-metodi
deskritti fl-Anness thawnhekk.
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Artikolu 2

L-Istati Membri ghandhom idahhlu fis-sehh il-ligijiet, ir-
regolamenti w id-dispozizzjonijiet amministrattivi mehtiega
sabiex ikunu konformi din id-Direttiva sat-30 ta’ Gunju 1994.
Huma ghandhom immedjatament jinfurmaw b'dan lill-
Kummissjoni.

Meta I-Istati Membri jadottaw dawn id-dispozizzjonijiet, dawn
ghandhom ikollhom referenza ghal din id-Direttiva jew
ghandhom ikunu akkumpanjati b'riferenza bhal din fil-hin tal-
pubblikazzjoni uffi¢jali taghhom. Il-procedura ghal din ir-
riferenza ghandha tigi adottata mill-Istati Membri.

Artikolu 3

Din id-Direttiva hija indirizzata lill-Istati Membri.

Maghmulha fi Brussell, fit-28 ta’ Lulju 1993.

Ghall-Kummissjoni
René STEICHEN

Membru tal-Kumissjoni
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L-ANNESS
DETERMINAZZJONI TAL-HALOFUGINONE

DL-trans-7-bromo-6-chloro-3-§3-(3-hydroxy-2-piperidyl)acetonylh-quinazolin-4-(3H)-one hydrobromide

Ghan u skop

Dan il-metodu huwa ghad-determinazzjoni ta’ halofuginone fil-materjali ta’ l-ghalf. Il-limitu l-aktar baxx tad-
determinazzjoni huwa 1 mg/kg.

Prin¢ipju

Wara t-trattament bl-ilma shun, il-halofuginone jigi estratt bhala bazi libera fl-acitat ta’ l-etil u sussegwentement
imqassam bhall-idrokloru fsoluzzjoni akweja aciduza. Dan l-estratt jigi ppurifikat bi kromotografia tal-iskambju
tal-jonji. Il-kontenut tal-halofuginone huwa ddeterminat bil-fazi-maqluba ta’ mgieba-gholja ta’ kromatografija
likwida (HPLC/MGKL) bl-uzu ta’ detettur UV.

Reagenti

Acetonitril, tal-grad HPLC

Amberlit XAD-2 rezina

L-acitat ta’ l-Ammonju

L-acitat etiliku

Acidu acetikum glaccjali

Sustanza standard tal-halofuginone (DL-trans-7-brome-6-chloro-3-g3-hydroxy-2-piperidyl)acetonylh quinazoline-
4-(3H)-one hydrobromide, E 764)

Tahlita standard tal-hazna tal-halofuginone, 100 mg/ml

Izen sa’ l-eqreb 0,1 mg, 50 mg ta’ halofuginone (3.6) fgarafina ggradwata ta’ 500 ml, dewweb fsoluzzjoni
mewwieta ta’ l-acitat ta’ l-ammonju (3.18), zid sal-marka bis-soluzzjoni mewwieta u hawwad. Din it-tahlita tibqa
stabbli ghal tliet gimghat £'5 °C jekk merfugha fid-dlam.

Soluzjonijiet tal-kalibrazzjoni

Fserje ta’ garafini kkalibrati ta’ 100 ml, ittrasferixxi 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 u 6,0 ml tas-soluzzjoni standard tal-hazna
(3.6.1). Wassal sal-marka bil-fazi mobbli (3.21) u hawwad. Dawn is-soluzzjonijiet ghandhom koncentrazzjonijiet
ta’ 1,0, 2,0, 3,0, 40 u 6,0 mg/ml tal-halofuginone rispettivament. Dawn is-soluzzjonijiet ghandhom ikunu
ppreparati friski qabel l-uzu.

Acidu Idrokloriku (r20 bejn wiched w-ichor 1,16 g/ml).

Metanol

Nitrat tal-fidda

. Askorbat tas-sodju

. Karbonat tas-sodju

. Klorid tas-sodju

. EDTA (acidu ehtylenediaminetetraacetic, melh disodium)
. Ilma, grad HPLC

. Soluzzjoni tal-karbonat tas-sodju, v = 10 g/100 ml

. Soluzzjoni tal-karbonat tas-sodju mimli bil-klorid, v = 5 g/100 ml

Dewweb 50 g tal-karbonat tas-sodju (3.11) fl-ilma, rattab sa 1 1 u zid bil-klorur tas-sodju (3.12) sakemm is-
soluzzjoni tkun mifquha.

. Acidu idrokloriku, bejn wiehed w-iehor 0,1 mol/l

Dewweb 10 ml ta’ HCI (3.7) bl-ilmasa 1 L

. Soluzzjoni mewwieta ta’ l-acitat ta’ l-ammonju, bejn wiehed w-iehor 0,25

Dewweb 19,3 g ta’ l-acitat ta’ l-ammonju (3.3) u 30 ml ta’ acidu acetiku (3.5) fl-ilma (3.14) u rattab sa 1 1.
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3.19. Preparazzjoni ta’ amberlite XAD-2 rezina

3.20.

3.21.

4.1.

4.2

4.3.

4.4.

4.4.1.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

5.2.

Ahsel kwantita xierqa ta’ Amberlite (3.2) bl-ilma sakemm il-joni tal-klorur kollha jitnehhew, kif indikat bit-test
tan-nitrat tal-fidda (3.20) maghmul fuq il-fazi akweja mwarrba. Imbaghad ahsel ir-rezina bi 50 ml metanol (3.8),
armi l-metanol u Zomm ir-rezina taht il-methanol frisk.

Soluzzjoni tan-nitrat tal-fidda, bejn wiehed w-iehor 0,1 mol/l

HDewweb 0,17 g ta’ nitrat tal-fidda (3.9) £10 ml ilma.

HPLC Fazi mobbli

Hallat 500 ml acetronil (3.1) ma 300 ml ta’ soluzzjoni mewwieta ta’ l-acetat ta’ l-ammonju (3.18) u 1 200 ml
ta’ l-ilma (3.14). Aggusta 1-pH ghal 4,3 billi tuza l-acidu acetiku (3.5). Ghaddi minn filtru ta’ 0,22 mm (4.8) u
nehhi I-gass mis-soluzzjoni (e.g. permezz ta’ l'ultrasonifikazzjoni ghal 10 minuti). Din is-soluzzjoni hija stabbli
ghal xahar, jekk mahzunha fid-dlam frecipjent maghluq.

Apparat

Banju ultrasoniku

Evaporatur rotanti bil-pellikola

Centrifuga

Tghamir HPLC b’apparat sejjiebi varjabbli tal-wavelength ultra-vjola jew sejjiebi tas-serbut tad-dijodi

Kolonna likwida kromatografika, imballagg ta’ 300 mm x 4 mm, C 18, 10 mm, jew kolonna ekwivalenti
Kolonna tal-hgieg (300 mm x 10 mm) mghammra b'filtru tal-hgieg sile¢ju bi stopcock

Filtri tal-fibra tal-hgieig, b’dijametru ta’ 150 mm

Filtri tal-membranja, 0,45 mm

Filtri tal-membranja, 0,22 mm

Procedura

Nota: I-halofuginone bhala l-bazi libera hu instabbli fis-soluzzjonijiet alkalini u ta’ l-acitat etiliku. M'ghandux

jibga fl-acitat etiliku ghal izjed minn 30 minuta.

Generali

. Forniment fil-bjank ghandu jkun analizzat ghall-verifika li la l-halofuginone u l-anqas is-sustanzi interferenti ma

jkunu prezenti.

. Test ta’ l-itkupru ghandu jkun imwettaq bl-analizi tal-forniment fil-bjank li jkun gie msahhah biz-zieda ta’

kwantita ta’ halofuginone, simili ghal dak prezenti fil-kampjun. Bix ikun imsahhah sa livell ta’ 3 mg/kg, zid
300 ml tas-soluzzjoni tal-hazna standard (3.6.1) sa 10 g tal-forniment fil-bjank, hawwad u stenna ghal 10
minuti gabel ma tipprociedi bil-pass ta’ l-estrazzjoni (5.2).

Nota: ghall-iskop ta’ dan il-metodu, il-forniment fil-bjank ghandu jkun simili fit-tip ghal dak tal-kampjun u ma I-
analizi I-halofuginone m'ghandux ikun misjub.

Estrazzjoni

Izen sa’ l-eqreb 0,1 g, 10 g mill-kampjun ippreparat, gewwa tubu centrifugu tal-200 ml, zid 0,5 g ta’ l-askorbat
tas-sodju (3.10), 0,5 g EDTA (3.13) u 20 ml ilma u hawwad. Qieghed it-tubu ghal 5 minuti fbanju bl-ilma
(80 °C). Wara li jibred ghat-temperatura tal-kamra, zid 20 ml ta’ tahlita tal-karbonat tas-sodju (3.15) u hawwad.
Immedjetament zid 100 ml ta’ l-acitat etiliku (3.4) u caqlaq vigorozament bl-idejn ghal 15 il-sckonda. Imbaghad
gieghed it-tubu ghal tliet minuti fil-banju ultrasoniku (4.1) u holl ftit it-tapp. I¢centrifuga ghal zewg minuti u
ferra 1-fazi ta’ l-acitat etilku minn go filtru tal-fibra tal-hgieg (4.6), ghal go lembut li jissepara ta’ 500 ml. Irrepeti
l-estrazzjoni tal-kampjun bit-tieni porzjoni ta’ 100 ml ta’ l-acitat etilku. Ahsel l-estratti migmugha ghal minuta
b’50 ml ta’ tahlita tal-karbonat tas-sodju imxarrab bil-bis-soluzzjoni tal-karbonat tas-sodju (3.16) u armi s-saff
akweju.

Nehhi s-saff organiku ghal min bi 50 ml ta’ a¢idu idrokloriku (3.17). Ghaddi s-saff ac¢iduz il-baxx ghal go lembut
li jissepara ta’ 250 ml. Erga nehhi s-saff organiku ghal 1,5 minuti b’50 ml ichor ta’ ac¢idu idrokloriku u ghaqad
ma’ l-ewwel estratt. Ahsel l-estratti mghaqqad billi ddawwar ghal bejn wiched u ichor 10 sekondi ma 10 ml ta’ I-
acitat etiliku (3.4).
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5.3.

5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

Ittrasferixxi b'mod kwantitattiv is-saff akweju ghal go garafina b'qiegh tond u armi I-fazi organika. Evapora 1-
acitat etiliku kollu li jkun baqgha mit-tahlita aciduza bl-uzu ta’ l-evaporatur bil-pelikola rotanti (2.4). It-
temperatura tal-banju bl-ilma m'ghandiex teccedi I-40 °C. Taht vakwu ta’ bejn wiehed u ichor of 25 mbar l-acitat
etiliku kollu i jifdal ghandu jkun imnehhi fi Zzmien hames minuti fi 38 °C.

Tindifa

. Preparazzjoni tal-kolonna ta’ I-Amberlit

Kolonna XAD-2 tigi ppreparata ghal kull estratt tal-kampjun. Ittrasferixxi 10 g ta’ l-Amberlit ippreparat (3.19)
ghal go kolonna tal-hgieg (4.5) bil-metanol (3.8). Zid feles 7ghir tas-suf tal-hgieg ma-wi¢¢ tas-sodda tar-rezina.
Battal il-metanol mill-kolonna u ahsel ir-rezina bi 100 ml ilma, filwaqt li twaqqaf in-nixxija hekk kif il-likwidu
jilhaq il-parti tal-wic¢ tas-sodda tar-rezina. Halli l-kolonna tkun ekwilibrata ghal-10 minuti qabel l-uzu. Qatt thalli
l-kolonna tixxotta.

. Tindif tal-kampjun

Ittrasferixxi l-estratt (5.2) b'mod kwantitattiv lejn il-wic¢ tal-kolonna ta’ 1-Amberlit ippreparat (5.3.1) u saffi,
twarrab it-tisfija. Ir-rata tat-tsfija m'ghadniex teccedi 1-20 ml/min. Lahlah il-garafina tal-qiegh tond b20 ml acidu
idrokloridu (3.17) u uza dan biex tlahlah il-kolonna tar-rezina. Onfoh il-barra b'nixxiegha ta’ arja xi tahlita
aciduza li tkun baqghet. Armi dak il-hasil. Zid 100 ml metanol (3.8) mal-kolonna u halli 5 sa 10 ml tal-hasil,
filwaqt li tigbor is-soluzzjoni tal-hasil fgarfina bil-giegh tond ta’ 250 ml. Halli I-metanol li jkun baqgha
jekwillibra mar-reizina ghal 10 minuti u kompli t-tlahliech b’rata li ma tec¢cedix 1-20 ml/min, u igbor it-tlahlieh fl-
istess garfina tal-qiegh tond. Evapora I-metanol fuq l-evaporatur tal-pellikola rotanti (4.2), it-temperatura tal-banju
ta’ l-ilma m’ghandiex teccedi 1-40 °C. Ittrasferixxi il-fdal b'mod kwantitattivament ghal go garafina ikkalibrata ta’
10 ml billi tuza 1-fazi mobbli (3.21). Wassal sal-marka bil-fazi mobbli u hawwad. Alikwot huwa ffiltrat minn go
filtru tal-membrana (4.7). Ahzen din is-soluzzjoni ghal determinazzjoni HPLC (5.4).

Determinazzjoni tal-HPLC

Parametri

Il-kondizzjonijiet 1i gejjin huma ofruti bhala gwida, kondizzjonijiet ohrajn jistghu jkunu wzati basta i dawn
jaghtu rizultati ekwivalenti:

Kolonna kromatografika likwida (4.4.1),

Fazi mobbli HPLC (3.21),

Rata tan-nixxija: 1,5 sa 2 ml/min.

Sejbien tal-wavelength: 243 nm

Volum ta’ l-injezzjoni: 40 sa 100 ml.

Ivverifika l-istabbilita tas-sistema kromatografika, bl-injezzjoni tas-soluzzjoni tal-kalibrazzjoni (3.6.2) li jkun fiha
ghal diversi drabi 3,0 mg/ml, sakemm qcacet ta’ gholjiet kostanti jew iz-zoni u Zz-zmien tar-retenzjoni jkunu
milhuqa.

Graff ta'l-kalibrazzjoni

Injetta ghal kull soluzzjoni tal-kalibrazzjoni (3.6.2) bosta drabi u kejjel il-qcacet gholjin (zoni) ghal kull
koncentrazzjoni. Pingi I-kurva tal-kalibrazzjoni bl-uzu tal-medja tal-quccata ta’ 1-gholjiet jew iz-zoni tas-soluzzjoni
tal-kalibrazzjoni bhala l-ordinati u l-koncentrazzjonijiet korresspondenti fi mg/ml bhal ma ggall-abscissae.
Soluzzjoni tal-kampjun

Injetta l-estratt tal-kampjun (5.3.2) diversi drabi, billi tuza l-istess volum bhal dak mehud ghas-soluzzjoni tal-
kalibrazzjoni u iddetermina il-medja ta’ I-gholi tal-quccata (iz-zona) tal-qcacet tal-halofuginone.

Kalkolazzjoni tar-rizultati

Iddetermina 1-koncentrazzjoni tas-soluzzjoni tal-kampjun fi mg/ml, mill-medja ta’ 1-gholi (Zona) tal-qcacet tas-
soluzzjoni tal-kampjun tal-halofuginone bis-soluzzjoni tal-kampjun b’referenza ghall-grafika tal-kalibrazzjoni
(5.4.2).

Il-kontenur tal-halofuginone w (mg/kg) fil-kampjun huwa moghti b'din il-formula li gejja:

¢ x 10
m

w =

li fiha:
¢ koncentrazzjoni tal-halofuginone tas-sokuzzjoni tal-kampjun fi mg/ml,

m: massa tal-porzjon tat-test fi grammi.
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7.1.

7.2.

7.3.

Validazzjoni tar-rizultati

Identita

L-identita ta’ l-analit tista tkun ikonfermata bil-ko-kromatografija, jew bl-uzu ta’ l-apparat tas-sejbien tas-serbut
tat-diodi li bih l-ispekra ta’ l-estratt tal-kampjun u s-soluzzjoni tal-kalibrazzjoni (3.6.2) li jkun fiha 6,0 mg/ml
huma mqabbla.

. Ko-kromatografija

L-estratt tal-kampjun huwa msahhah biz-zieda ta’ ammont xieraq tas-soluzzjoni tal-kalibrazzjoni (3.6.2). L-
ammont ta’ halofuginone mizjud ghandu jkun simili ghal-ammont ikkalkolat ta” halofuginone misjub fl-estratt tal-
kampjun.

L-gholi biss tal-halofuginone mizjud ghandu jkun imsahhah wara li jittiched akkont kemm ta’ l-ammont mizjud u
tat-trattib ta’ l-estratt. Il-wisa tal-quccata, fnofs l-gholi masimu, ghandha tkun madwar + 10 % tal-wisa originali.

. Sejbien tas-serbut tat-diodi

Ir-rizultati huma evalutati skond il-kriterja li gejja:

(a) il-wavelength tat-telfien massimu tal-kampjun u ta’ l-ispctra standard, irregistrati fl-apice tal-quccata fuq il-
kromatogramma, ghandhom ikunu fl-istess fil-margini ddeterminata mill-qawwa tar-rizoluzzjoni tat-sistema
tas-sejbien. Ghas-sejbien tas-serbut tad-diodi, din hija tipikament fi hdan £ 2 nm;

(b) bejn 225 u 300 nm, il-kampjun u l-ispectra standard irregistrati fl-apice tal-quccata fuq il-kromatogramma,
m’'ghandhomx ikunu differenti minn dawk il-partijiet ta’ l-spectrum fi hdan il-medda ta’ 10 sa 100 % tat-
telfien relattiv, Din il-kriterja tkun milhugha meta l-istess massima tkun prezenti u bl-ebda punt osservat
tad-devjazzjoni bejn iz-zewg spectra ma jeccedi 15 % tat-telfien ta’ l-anilit standard;

(¢) bejn 225 u 300 nm, l-ispectra tar-rampa l-fuq, l-apice u r-rampa l-isfel tal-quccata prodotta bl-estratt tal-
kampjun m’'ghandha tkun differenti minn kull wiched minn dawk il-partijiet ta’ l-ispectrum fi hdan il-medda
10 sa 100 % tat-telfien relattiv. Din il-kriterja hija milhuga meta l-istess massima tkun prezenti u meta 1-
punti kollha osservati tad-devjazzjoni bejn l-ispectra ma jkunu jeccedu 15 % tat-telfien ta’ I-ispectrun ta’ 1-
apice.

Jekk wahda minn dawn il-kriterji ma tkunx mihuqha, il-prezenza ta’ l-analit ma tkunx giet ikkonfermata.

Repetabbilita

Id-differenza bejn ir-rizultati taz-zewg determinazzjonijiet paralelli mwettqa fuq l-istess kampjun m’'ghandhomx
jeccedu 0,5 mgl/kg ghal kontenut tal-halofuginone sa 3 mg/kg.

Irkupru
Ghal kampjun imsahhah fil-bjank l-irkupru ghandu jkun mill-anqas ta’ 80 %.

Ir-rizultati ta” studju kollaborattiv

Studju kollaborattiv (') kien gie rrangat li fih tliet kampjuni kienu analizzati minn tmien laboratorji.

Rizultati
Kampjun A Kampjun B (Smida) Kampjun C (Pritkuni)
(Imbjank)

mal-wasla Mal-wasla Wara xahrejn Mal-wasla Wara xahrejn
Medja (1) n.d. 2,80 2,42 2,89 2,45
Sp _ 0,45 0,43 0,40 0,42
CV, _ 16 18 14 17
Rek. 86 74 88 75

("):  unitajiet fmg/kg

n.d.: mhux immarkat

Sy id-devjazzjoni standard tar-riproduccibbilta
CVy: il-koefficcjent tal-varjazzjoni (%)

rec.. irkuprar (%)

() The Analyst 108, 1983, pp. 1252 sa 1256.



