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A UNSPREZECEA DIRECTIVA 93/70/CEE A COMISIEI
din 28 iulie 1993
de stabilire a metodelor comunitare de analizi pentru controlul oficial al furajelor

COMISIA COMUNITATILOR EUROPENE,

avand in vedere Tratatul de instituire a Comunitatii Economice
Europene,

avand in vedere Directiva 70/373/CEE a Consiliului din 20 iulie
1970 privind introducerea modalitatilor de prelevare de probe si
a metodelor comunitare de analizd pentru controlul oficial al
furajelor (), astfel cum a fost modificatd ultima datd de Regula-
mentul (CEE) nr. 3768/85 (3, in special articolul 2,

intrucat Directiva 70/37 3/CEE impune controlul oficial al furaje-
lor pentru a se verifica dacd acestea sunt in conformitate cu
cerintele referitoare la calitate si comporzitie, stabilite de actele cu
putere de lege si de actele administrative, ce se aplicd prin
modalititile de prelevare de probe si metodele comunitare de
analizi;

intrucat trebuie stabilitd o metodd comunitard de analizd pentru
adaosul de halofuginona care sd fie folositd atunci cand se verificd
respectarea conditiilor de utilizare a acesteia in furaje;

intrucit madsurile prevazute de prezenta directivd sunt in
conformitate cu avizul Comitetului permanent pentru furaje,

(') JOL170, 3.8.1970, p. 2.
(3 JOL362,631.12.1985, p. 8.

ADOPTA PREZENTA DIRECTIVA:

Articolul 1

Statele membre impun ca analizele pentru determinarea
continutului de halofuginond la controlul oficial al furajelor sd se
efectueze prin metoda descrisd in anexa la prezenta directiva.

Articolul 2

Statele membre pun in aplicare actele cu putere de lege si actele
administrative necesare pentru a se conforma prezentei directive
pand la 30 iunie 1994. Statele membre informeazd de indatd
Comisia cu privire la aceasta.

Atunci cand statele membre adoptd aceste acte, ele contin o
trimitere la prezenta directivd sau sunt insotite de o astfel de
trimitere la data publicarii oficiale. Modalitdtile de efectuare a
acestei trimiteri se stabilesc de statele membre.

Atrticolul 3

Prezenta directivd se adreseazd statelor membre.

Adoptatd la Bruxelles, 28 iulie 1993.

Pentru Comisie
René STEICHEN

Membru al Comisiei
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ANEXA

DETERMINAREA CONTINUTULUI DE HALOFUGINONA

DL-trans-7-bromo-6-cloro-3-[3-(3-hidroxi-2-piperidil)acetonil]-chinazolin-4-(3H)-ond-hidrobromida

Obiectiv si domeniu de aplicare

Aceastd metoda determind prezenta halofuginonei in furaje. Limita inferioard de determinare este de 1 mg/kg.
Principiu

Dupd tratarea cu apd fierbinte, halofuginona se extrage ca bazi liberd in acetat de etil si, ulterior, se separd
ca hidroclorid intr-o solutie apoasd de acid. Extractul se purificd prin cromatografie cu transfer de ioni.

Continutul de halofuginona se determind prin cromatografie cu lichid de inaltd performantd (HPLC) cu fazd
rezervatd, prin utilizarea unui detector de raze UV.

Reactivi

Acetonitril din categoria HPLC
Résind de amberlitd XAD-2
Acetat de amoniu

Acetat de etil

Acid acetic, glacial

Substanta standard halofuginona (DL-trans-7-brom-6-cloro-3-[3-hidroxi-2-piperidil)acetonil]
chinazolind-4-(3H)-ond-hidrobromida, E 764)

Solutie standard halofuginona de stoc, 100 pg/ml

Se cantdresc, cu tolerantd de 0,1 mg, 50 mg de halofuginoni (3.6) intr-un balon gradat de 500 ml, apoi se
dizolvi in solutie tampon de acetat de amoniu (3.18), se completeazd pand la gradatie cu solutie tampon si
se amestecd. Aceastd solutie este stabild timp de trei siptimani, la 5 °C, dacd este depozitatd la intuneric.

Solutii de calibrare

In cateva baloane gradate de 100 ml, se transferd 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 si 6,0 ml de solutie standard de stoc (3.6.1).
Se completeazd pand la gradatie prin addugarea de fazd mobila (3.21) si se amesteca. Solutiile au concentratii
de 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 si 6,0 pg/ml in halofuginond. Aceste solutii se prepard imediat, inainte de a fi utilizate.
Acid clorhidric (p,, aproximativ 1,16 g/ml)

Metanol

Nitrat de argint

Ascorbat de sodiu

Carbonat de sodiu

Clorurd de sodiu

EDTA (acid etilendiaminotetraacetic, sare disodicd)

Apd, de categorie HPLC

Solutie de carbonat de sodiu, f = 10 g/100 ml

Cloruri de sodiu - solutie saturatd de carbonat de sodiu, f = 5 g/100 ml

Se dizolvd 50 g de carbonat de sodiu (3.11) in ap4, se dilueazd pand la 1 1 si se adaugd clorurd de sodiu (3.12)
pand la saturarea solutiei.

Acid clorhidric, aproximativ 0,1 mol/l

Se dilueaza 10 ml de HCI (3.7) in apd pand la 1 litru.

Solutie tampon de acetat de amoniu, aproximativ 0,25

Se dizolvd 19,3 g de acetat de amoniu (3.3) si 30 ml de acid acetic (3.5) in apa (3.14) si se dilueazd pandla 11
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Prepararea rdsinii de amberlitd XAD-2

Se spald cu apd o cantitate corespunzitoare de amberlitd (3.2) pand la indepdrtarea tuturor ionilor de clor,
dupd cum indicd testul cu nitrat de argint (3.20) efectuat in faza apoasd eliminatd. Apoi se spald risina cu
50 ml de metanol (3.8), se elimind metanolul si se depoziteaza rasina in metanol proaspat.

Solutie de nitrat de argint, aproximativ 0,1 mol/l

Se dizolvd 0,17 g de nitrat de argint (3.9) in 10 ml de apa.

Faza mobild HPLC

Se amestecd 500 ml de acetonitril (3.1) cu 300 ml solutie tampon de acetat de amoniu (3.18) si 1 200 ml
de apd (3.14). Se regleazd pH-ul la valoarea 4,3 folosind acid acetic (3.5). Se filtreazd printr-un filtru de
0,22 pm (4.8) si se degazeazd solutia (de exemplu prin expunere la ultrasunete timp de 10 minute). Aceastd
solutie este stabild timp de o lund daci este depozitatd intr-un recipient inchis, la intuneric.

Aparaturd

Baie cu ultrasunete
Vaporizator de film rotativ
Centrifuga

Echipament HPLC cu detector de raze UV cu lungimi de unda variabile sau detector cu sistem de diode

Coloand pentru cromatografie lichidd, 300 mm x 4 mm, C 18, ambalaj de 10 pm sau o coloand echivalentd
Coloand de sticld (300 mm x 10 mm) previzutd cu filtru de sticld sinterizatd si cu robinet de inchidere
Filtre din fibra de sticld, cu diametru de 150 mm

Filtre cu membrani, 0,45 pm

Filtre cu membrand, 0,22 pm

Proceduri

Notd: Halofuginona sub forma de bazd liberd este instabild in solutii alcaline sau de acetat de etil. Substanta
nu trebuie s rimand in acetat de etil mai mult de 30 de minute.

Generalitati
Se analizeazd o ratie-martor pentru a verifica absenta halofuginonei si a substantelor de interferenta.

Trebuie sd se efectueze un test de recuperare prin analiza ratiei martor care a fost intdritd prin addugarea unei
cantititi de halofuginond, similard cu cea prezentd in esantion. Pentru intdrirea pand la un nivel de 3 mg/kg
se adaugd 300 pl din solutia standard de stoc (3.6.1) pand la 10 g de ratie martor, se amestecd si se asteaptd
10 minute inainte de a se Incepe etapa de extractie (5.2).

Notd: conform acestei metode, proba martor trebuie sa fie similard, ca tip, cu esantionul, iar la analizd nu
trebuie sd se detecteze halofuginona.

Extractia

Se cantdresc, cu tolerantd de 0,1 g, 10 g de esantion preparat, intr-un tub de centrifugd de 200 ml, se adauga
0,5 g de ascorbat de sodiu (3.10), 0,5 g de EDTA (3.13) si 20 ml de apd, apoi se amestecd. Se aseazd tubul
timp 5 minute intr-o baie de apa (80 °C). Dupd ricirea la temperatura camerei se adaugd 20 ml solutie de
carbonat de sodiu (3.15) si se amestecd. Se adaugd imediat 100 ml acetat de etil (3.4) si se agitd energic cu
mdna timp de 15 secunde. Apoi tubul se aseazd intr-o baie cu ultrasunete (4.1) timp de 3 minute si se desface
dopul. Se centrifugheaza timp de 2 minute si se decanteazd faza de acetat de etil printr-un filtru de fibra de
sticld (4.6), intr-o palnie de separare de 500 ml. Se repetd extractia esantionului cu o a doua cantitate de 100 ml
acetat de etil. Se spald extractele combinate timp de 1 minut cu 50 ml de solutie de carbonat de sodiu saturatd
cu clorurd de sodiu (3.16) si se indepdrteaza stratul apos.

Se extrage stratul organic timp de 1 minut cu 50 ml de acid clorhidric (3.17). Se trece stratul de acid cel mai
de jos printr-o palnie de separare de 250 ml. Se extrage din nou stratul organic timp de 1,5 minute, cu o altd
cantitate de 50 ml acid clorhidric, apoi se combind cu primul extract. Se spald extractele de acid combinate
prin agitare rapidd timp de aproximativ 10 secunde cu 10 ml de acetat de etil (3.4).
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Se transferd cantitatea de strat apos intr-un pahar de 250 ml cu fundul rotund si se indepdrteaza faza organica.
Se evapori tot acetatul de etil din solutia acidd utilizdnd un vaporizator de film rotativ (2.4). Temperatura baii
de apd nu trebuie si depiseascd 40 °C. in conditiile unui vid la aproximativ 25 mbar se indepirteaza intreaga
cantitate de acetat de etil rezidual in 5 minute la 38 °C.

Curdtarea

Pregitirea coloanei de amberlitd

Pentru fiecare extract probd se pregiteste cte o coloand XAD-2. Se transferd 10 g de amberlitd
preparatd (3.19) intr-o coloand de sticld (4.5) cu metanol (3.8). Se adauga un mic dop de vatd de sticld deasupra
patului de risind. Se scurge metanolul din coloand si se spald risina cu 100 ml de apa, oprind fluxul pe masura
ce lichidul ajunge la partea superioard a patului de rdsind. Se lasi coloana si se echilibreze timp de 10 minute
inainte de utilizare. Niciodatd nu se lasd coloana sd se usuce.

Curdtarea probei

Se transferd extractul (5.2) in partea superioard a coloanei cu amberlitd (5.3.1) si se elueazd, apoi se
indeparteazd diluatul. Rata de elutie nu trebuie sd depaseasca 20 ml/min. Se cliteste paharul cu fund rotund
cu 20 ml de acid clorhidric (3.17), apoi acesta se foloseste pentru spalarea coloanei de rasind. Se usucd orice
urmd de solutie acidd rimasa cu ajutorul unui curent de aer. Se indepirteazd substantele spélate. Se adaugd
100 ml de metanol (3.8) in coloand si se elueazd 5-10 ml; se colecteaza eluatul intr-un pahar de 250 ml cu
fundul rotund. Se lasd metanolul rimas timp de 10 minute sd se echilibreze cu rdsina si se continud elutia
la o ratd care sd nu depdseascd 20 ml/min, colectand eluatul in acelasi pahar cu fundul rotund. Se evapord
metanolul cu evaporator de film rotativ (4.2), iar temperatura biii de apa nu trebuie si depiseascd 40 °C. Se
transferd cantitatea de reziduu intr-un pahar calibrat de 10 ml, utilizdnd faza mobild (3.21). Se aduce la
gradatie cu ajutorul fazei mobile si se amestecd. Se filtreazd o cotd-parte printr-un filtru cu membrana (4.7).
Aceastd solutie se pastreazd pentru determinarea HPLC (5.4).

Determinarea HPLC

Parametrii

Conditiile urmatoare sunt oferite drept ghid, pot fi folosite si alte conditii dacd acestea duc la rezultate
echivalente.

Coloand de cromatografie lichida (4.4.1)
Fazd mobild HPLC (3.21)

Rata fluxului: 1,5 la 2 ml/min
Lungimea de undi de detectare: 243 nm
Volumul de injectie: 40-100 pl

Se verificd stabilitatea sistemului cromatografic prin injectarea solutiei de calibrare (3.6.2) care contine 3,0
pg/ml, de mai multe ori, pand la atingerea unui punct (sau a unui platou) maxim constant si a timpilor de
retentie.

Graficul de calibrare

Se injecteaza fiecare solutie de calibrare (3.6.2) de cateva ori si se masoard punctele (platourile) maxime pentru
fiecare concentratie. Se traseaza graficul de calibrare folosind principalele puncte (sau platouri) maxime ale
solutiei de calibrare, pe ordonata si concentratiile corespunzitoare, in pg/ml, pe abscisa.

Solutia proba

Se injecteazd de cateva ori extractul proba (5.3.2) utilizand acelasi volum ca si in cazul solutiilor de calibrare
si se determind valoarea medie a punctului (platoului) maxim in functie de punctele de maxim pentru
halofuginona.

Calcularea rezultatelor

Se determind concentratia solutiei esantion in pg/ml din valoarea medie a punctului (platoului) maxim,
calculat in functie de punctele de maxim pentru halofuginond a solutiei esantion, cu ajutorul trimiterii la
graficul de calibrare (5.4.2).

Continutul de halofuginond w (mg/kg) al esantionului este dat de formula urmatoare:

¢ x10

m

w

unde:
— ¢ = concentratia de halofuginond din solutia esantion, in ug/ml

— m = masa portiei de testat, in grame
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Validarea rezultatelor
Identitatea

Identitatea analitului poate fi confirmata prin co-cromatografie sau prin utilizarea unui detector cu sistem de
diode cu care se compard spectrul extractului de proba si cel al solutiei de calibrare (3.6.2), care contine
6,0 pg/ml.

Co-cromatografia

Un extract de probd este intdrit prin addugarea unei cantititi corespunzitoare de solutie de calibrare (3.6.2).
Cantitatea de halofuginona adiugatd trebuie si fie similard cu cantitatea estimatd de halofuginona gasitd in
extractul de proba.

Dupd ce se iau in consideratie atit cantitatea addugatd, cat si dilutia extractului, trebuie marit numai punctul
maxim pentru halofuginond. Litimea punctului maxim, la jumitate din inilfimea sa maximd, trebuie si fie
de + 10 % din latimea originald.

Detectorul cu sistem de diode
Evaluarea rezultatelor se face conform urmitoarelor criterii:

(a) lungimea de undd a absorbtiei maxime a probei si a spectrului standard, inregistratd la apexul punctului
de maxim pe cromatogramd, trebuie s fie aceeasi in limita unei marje determinate de puterea de rotire
a sistemului de detectare. Pentru detectarea cu sistem de diode, aceasta este, de obicei, de £ 2 nm;

(b) intre 225 si 300 nm, esantionul si spectrul standard inregistrate la apexul punctului de maxim pe
cromatograma nu trebuie si fie diferite pentru acele parti ale spectrului aflate in intervalul de 10 pand la
100 % de absorbtie relativd. Acest criteriu este indeplinit atunci cind sunt prezente aceleasi puncte
maxime s§i cand, in nici un punct observat, deviatia dintre cele doud spectre nu depdseste 15 % din
absorbtia analitului standard;

(c) intre 225 si 300 nm, spectrele pentru partea superioard a curbei, apex si partea inferioard a curbei
punctului de maxim produse de extractul de esantion nu trebuie si fie diferite pentru acele parti ale
spectrului aflate in intervalul de 10 pand la 100 % de absorbtie relativd. Acest criteriu este indeplinit atunci
cand sunt prezente aceleasi puncte de maxim si cand in nici un punct observat deviatia dintre cele doud
spectre nu depaseste 15 % din absorbtia spectrului apexului.

Dacd unul dintre aceste criterii nu este indeplinit, prezenta analitului nu este confirmata.
Repetabilitatea

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri paralele efectuate pe acelasi esantion nu trebuie si depdseasc
0,5 mg/kg, pentru un continut de halofuginoni de maxim 3 mg/kg.

Recuperarea

Pentru proba martor intdrit, recuperarea trebuie s fie de cel putin 80 %.

Rezultatele unui studiu de colaborare

A fost realizat un studiu de colaborare (') in care au fost analizate trei probe de citre opt laboratoare.

Rezultate
Proba A Proba B (faind) Proba C (pelete)
(martor)

la primire la primire dupi doud luni la primire dupi doud luni
Valoarea medie (%) n.d. 2,80 2,42 2,89 2,45
NN - 0,45 0,43 0,40 0,42
CVy - 16 18 14 17
rec. 86 74 88 75
() unititi in mg/kg
nd. nedetectat
Sk deviatia standard a reproductibilitatii
CVg: coeficient de variatie (%)
rec.: recuperare (%)

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



