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L 329/54 JURNALUL OFICIAL AL COMUNITATILOR EUROPENE 30.12.1993

A DOUASPREZECEA DIRECTIVA 93/117/CE A COMISIEI
din 17 decembrie 1993
de stabilire a metodelor comunitare de analizi pentru controlul oficial al furajelor

COMISIA COMUNITATILOR EUROPENE,
avand in vedere Tratatul de instituire a Comunitatii 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 ('), modificatd ultima datd de Regulamentul (CEE)
nr. 3768/85 (3, in special articolul 2,

intrucat Directiva 70/373/CEE prevede controale oficiale ale fura-
jelor pentru a se verifica dacd sunt conforme cu cerintele actelor
cu putere de lege si actelor administrative referitoare la calitate si
compozitie, iar aceste controale se vor efectua pe baza modalit-
tilor de prelevare de probe si a metodelor comunitare de analiz3;

intrucat, in legdturd cu aditivii robenidind si metil benzocat,
trebuie stabilite metode comunitare de analizd pentru a se veri-
fica dacd sunt in conformitate cu conditiile in care pot fi utilizate
in furaje;

intrucat mdsurile previzute in prezenta directivd sunt in
conformitate cu avizul Comitetului permanent pentru furaje,

ADOPTA PREZENTA DIRECTIVA:

Articolul 1

Statele membre dispun ca analizele efectuate in cursul verificarilor
oficiale ale furajelor pentru identificarea continutului de
robenidind §i metil benzocat sd se efectueze pe baza metodei
descrisd in anexa.

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

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 noiembrie 1994 si informeaza de indatd Comisia cu
privire la aceasta.

Atunci cind statele membre adoptd aceste acte, ele contin o
trimitere la prezenta directivd sau sunt insotite de o asemenea
trimitere la data publicirii lor oficiale. Statele membre stabilesc
modalitatea de efectuare a acestei trimiteri.

Articolul 3

Prezenta Directivd intrd in vigoare in a treia zi de la data publicdrii
in Jurnalul Oficial al Comunitdtilor Europene.

Adoptatd la Bruxelles, 17 decembrie 1993.

Pentru Comisie
René STEICHEN

Membru al Comisiei
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ANEXA

1. DETERMINAREA ROBENIDINEI

1,3-bis[(4-clorbenziliden)amino] guanidini-clorhidrici

1. Obiectiv si domeniu de aplicare

Aceastd metodd se foloseste pentru determinarea prezentei robenidinei in hrana pentru animale. Limita
inferioard a determindrii este de 5 mg/kg

2. Principiu

Proba se preleveaza cu metanol oxidat. Extractul se usuci si o cotd-parte se spald intr-o coloand de oxid de
aluminiu. Robenidina se elueaza din coloand cu metanol, se concentreazd si se completeazd pand la un volum
adecvat cu ajutorul fazei mobile. Continutul de robenidind se determind prin cromatografie lichida de inalta
performanti cu faza inversd (HPLC), utilizind un detector de radiatii UV.

3. Reactivi
3.1.  Metanol

3.2.  Metanol oxidat
Se transferd 4,0 ml acid clorhidric (P,oc 1,18 g/ml) intr-un balon gradat de 500 ml, se completeaza pan la
marcaj cu metanol (3.1) si se amestecd. Solutia se prepard imediat inainte de folosire.

3.3. Acetonitril, gradul HPLC

3.4. Sitd moleculard

Tip 3A, ochiurile plasei: 8-12 (ochiuri de 1,6-2,5 mm, silicat de alumin cristalin, diametrul porilor: 0,3 mm)

3.5.  Oxid de aluminiu: activitate acidd grad I pentru cromatografia in coloand
Se transferd 100 g oxid de aluminiu intr-un container adecvat si se adaugd 2,0 ml de apd. Se inchide si se agitd
timp de aproximativ 20 minute. Se pstreazd intr-un container bine inchis.

3.6.  Solutie de dihidrogenfosfat de potasiu, ¢ = 0,025 mol/l
Se dizolva 3,40 g de dihidrogenfosfat de potasiu in apd (puritate HPLC), intr-un balon gradat de 1 000 ml,
se completeazd pand la marcaj si se amestecd.

3.7. Solutie de fosfat hidrogenat di-sodic, ¢ = 0,025 mol/l
Se dizolva 3,55 g fosfat hidrogenat di-sodic (sau 4,45 g de dihidrat sau 8,95 g de dodecahidrat) anhidru in
apd (puritate HPLC), intr-un balon gradat de 1 000 ml, se completeazd pand la marcaj si se amestecd.

3.8.  Faza mobild HPLC

Se amestecd urmatorii reactivi:

650 ml de acetonitril (3.3),

250 ml apd (de puritate HPLC),
50 ml solutie de dihidrogenofosfat de potasiu (3.6)
50 ml solutie de fosfat hidrogenat di-sodic (3.7).

Se filtreazd printr-un filtru de 0,22 pm (4.6) si se degazeazi solutia (de exemplu prin expunere la ultrasunete
timp de 10 minute).

3.9.  Substanta standard

Robenidind purd: 1,3-bis[4-clorobenziliden)amino] guanidina hidroclorhidrica, E 750.
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3.9.1.

3.9.2.

3.9.3.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.4.1.

4.5.

4.6.

4.7.

5.2

Solutia-mama standard de robenidina: 300 pg/ml

Se cantdresc, cu tolerantd de 0,1 mg, 30 mg de substantd standard de robenidind (3.9). Se dizolva in metanol
oxidat (3.2) intr-un balon gradat de 100 ml, se completeaza pand la marcaj cu acelasi solvent si se amesteca.
Se acoperd balonul cu folie de aluminiu si se pastreaza la intuneric.

Solutie intermediara standard de robenidina: 12 pg/ml

Se transferd 10,0 ml de solutie-mama standard (3.9.1) intr-un balon gradat de 250 ml, se completeazd pana
la marcaj cu faza mobild (3.8) si se amestecd. Se acoperd balonul cu folie de aluminiu si se pastreazd la
intuneric.

Solutii de calibrare

in baloane gradate de 50 ml se transferd 5,0, 10,0, 15,0, 20,0 si 25,0 ml de solutie intermediard
standard (3.9.2). Se completeazd pand la marcaj prin addugarea de fazd mobild (3.8) si se amestecd. Aceste
solutii corespund valorilor de 1,2, 2,4, 3,6, 4,8 si 6,0 pg/ml de robenidind. Aceste solutii se prepard imediat
inainte de a fi utilizate.

Aparaturd

Coloana de sticld

Construitd din sticld de chihlimbar, prevdzutd cu robinet de inchidere si rezervor cu capacitatea de
aproximativ 150 ml, diametru interior 10-15 mm, lungime 250 mm.

Agitator manual de laborator

Evaporator de film rotativ

Echipament HPLC cu detector de radiatii UV variabile sau detector cu sistem de diode care functioneazd in
intervalul 250-400 mm

Coloand de cromatografie lichida: 300 mm x 4 mm, C, g, cdptuseald de 10 pm sau o coloand echivalentd.
Hartie de filtru din fibrd de sticld (Whatman GF/A sau echivalentd)
Filtre cu membrand, 0,22 pm

Filtre cu membrand, 0,45 pym

Procedurd

Notd: Robenidina este sensibild la lumina. La toate operatiile trebuie si se foloseasca sticla de chihlimbar.
Generalitati
Se analizeazd o portie martor pentru a verifica absenta robenidinei si a substantelor de interferenta.

Se efectueazd un test de recuperare prin analizarea portiei martor care a fost intdritd prin addugarea unei
cantititi de robeniding, similard cu cea prezentd in proba. Pentru intdrirea pand la un nivel de 60 mg/kg, se
transferd 3,0 ml din solutia-mama standard (3.9.1) intr-un balon conic de 250 ml. Se evapori solutia pand
lac. 0,5 mlintr-un curent de azot. Se adaugd 1,5 g portie martor, se amestecd si se asteaptd 10 minute inainte
de a se incepe etapa de extractie (5.2).

Notd: pentru scopul urmdrit de aceastd metodd, portia martor trebuie si fie de acelasi tip cu proba, iar la
analizd robenidina nu trebuie si fie detectatd.

Extractia

Se cantiresc cu tolerantd de 0,01 mg aproximativ 15 g de proba preparatd. Se transferd intr-un balon conic
de 250 ml si se adaugd 100,0 ml metanol oxidat (3.2), se inchide si se agita timp de 1 ord in agitator (4.2).
Se filtreaza solutia prin hartie de filtru din fibrd de sticld (4.5) si se colecteaza intregul filtrat intr-un balon conic
de 150 ml. Se adauga o sitd moleculard de 7,5 g (3.4), se inchide si se agitd 5 minute. Se filtreazd imediat prin
hartie de filtru din fibrd de sticld. Aceastd solutie se pastreaza pentru etapa de purificare (5.3).
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5.4

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

7.1.

Purificarea

Pregitirea coloanei de oxid de aluminiu

Se introduce un tampon mic de vatd de sticld in capdtul inferior al coloanei de sticld (4.1) si se taseazd cu
ajutorul unei baghete de sticld. Se cantaresc 11,0 g de oxid de aluminiu preparat (3.5) si se transferd in coloana.
Pe parcursul acestei etape se acordd atentie minimizdrii expunerii la aer. Se loveste usor coloana incircatd in
partea inferioard pentru a permite stabilizarea oxidului de aluminiu.

Purificarea probei

Se transferd in coloand cu ajutorul pipetei 5,0 ml din extractul de proba preparat la (5.2). Se aseazd varful
pipetei langa peretele coloanei si se lasa solutia sd fie absorbitd in oxidul de aluminiu. Se elueaza robenidina
din coloani folosind 100 ml metanol (3.1), cu un debit de 2-3 ml/min si se colecteazi eluatul intr-un balon
cu fundul rotund de 250 ml. Se evapord solutia de metanol pand la uscare prin reducerea presiunii la
temperatura de 40 °C cu ajutorul unui evaporator de film rotativ (4.3). Se redizolvd reziduul in 3-4 ml de fazd
mobild (3.8) si se transferd cantitatea obtinutd intr-un balon gradat de 10 ml. Se cliteste balonul de mai multe
ori cu cantitati de 1-2 ml fazd mobild si se transferd solutiile obtinute in balonul gradat. Se completeaza pana
la marcaj cu acelasi solvent si se amesteca. Se filtreazd o cotd-parte printr-un filtru de 0,45 pm (4.7). Aceastd
solutie se pastreazd pentru determinare HPLC (5.4).

Determinarea HPLC

Parametrii

Urmdtoarele conditii sunt orientative, se pot folosi si alte conditii dacd duc la rezultate echivalente:
Coloand pentru cromatografie lichida (4.4.1).

Fazd mobild HPLC (3.8).

Debit: 1,5-2 ml/min.

Detector pentru lungimea de undd: 317 nm.

Volumul de injectare: 20-50 pl.

Se verificd stabilitatea sistemului cromatografic, prin injectarea de mai multe ori a solutiei de calibrare (3.9.3)
care contine 3,6 pg/ml pand la atingerea unor valori constante pentru punctele de maxim si timpii de retentie.
Graficul de calibrare

Se injecteazd de mai multe ori fiecare solutie de calibrare (3.9.3) si se mdsoard punctele (platourile) maxime
pentru fiecare concentratie. Se traseaza curba de calibrare folosind valorile medii ale punctelor sau platourilor
maxime ale solutiei de calibrare pe ordonata si concentratiile corespunzitoare in ug/ml pe abscisa.

Solutia probi

Se injecteazd de mai multe ori extractul de proba (5.3.2) folosind acelasi volum ca si in cazul solutiilor de
calibrare si se determind valoarea medie a punctului (platoului) maxim din punctele de maxim de robenidina.
Calcularea rezultatelor

Din valoarea medie a punctelor (platourilor) maxime ale robenidinei din solutia probd se determina
concentratia in pug/ml a solutiei proba prin trimitere la graficul de calibrare (5.4.2).

Continutul de robenidind w (mg/kg) din proba este dat de formula urmatoare:

¢ x200
w =

m
unde:
¢ = concentratia de robenidind din solutia probd, in pg/ml

m = masa portiei de testat, in grame.
Validarea rezultatelor

Identitatea

Identitatea analitului poate fi confirmatd prin co-cromatografie sau prin folosirea unui detector cu sistem de
diode, cu care se compard spectrul extractului de probd si cel al solutiei de calibrare (3.9.3), care
contine 6 pg/ml.
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7.1.1.

7.2.

7.3.

Co-cromatografia

Extractul de probd se intdreste prin addugarea unei cantitati corespunzitoare de solutie de calibrare (3.9.3).
Cantitatea de robenidind addugatd trebuie si fie similard cu cantitatea estimatd de robenidind gdsitd in
extractul de proba.

Se mdreste numai punctul maxim al robenidinei dupd ce s-au luat in considerare atat cantitatea addugat, cat
si dilutia extractului. Adancimea punctului, la jumatatea indltimii maxime, trebuie sa fie de aproximativ 10 %
din adancimea originala.

Detectorul cu sistem de diode

Rezultatele se evalueazd in conformitate cu urmdtoarele criterii:

(a) lungimea de undd a absorbtiei maxime a probei si a spectrului standard, inregistratd la apexul punctului
de maxim pe cromatogramd, trebuie sd se incadreze in aceeasi marjd determinatd de puterea de precizie
a sistemului de detectare. Pentru detectarea cu sistem de diode, aceasta este in mod normal de aproximativ
2 nm;

(b

intre 250 si 400 nm, proba si spectrul standard inregistrate la apexul punctului maxim, pe cromatogramd,
nu trebuie s fie diferite de acele parti ale spectrului cuprinse in intervalul 10-100 % al absorbtiei relative.
Acest criteriu este indeplinit atunci cand sunt prezente aceleasi maxime si cand in nici un punct observabil
deviatia dintre cele doud spectre nu depdseste 15 % din absorbtia analitului standard;

(c) intre 250 i 400 nm, spectrele din partea de sus a curbei, apex si partea de jos a curbei punctului de maxim,
produse de extractul de probd, nu trebuie si fie diferite pentru partile spectrului cuprinse in intervalul de
10-100 % al absorbtiei relative. Acest criteriu este indeplinit atunci cand sunt prezente aceleasi maxime
si cand in nici un punct observabil deviatia dintre cele doud spectre nu depdseste 15 % din absorbtia
spectrului apexului.

In cazul in care unul dintre aceste criterii nu este indeplinit, prezenta analitului nu este confirmata.

Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri paralele, realizate pe aceeasi probd, nu trebuie sd depaseascd
10 % din rezultatul maxim pentru un continut de robenidind mai mare de 15 mg/kg.

Recuperare

Pentru proba martor intdritd, recuperarea trebuie si fie de cel putin 85 %.

Rezultatele unui studiu prin colaborare

Comunitatea a efectuat un studiu prin colaborare, in care au fost analizate de citre 12 laboratoare patru
mostre sub formd de fdind sau pelete de hrand pentru pdsiri de curte si iepuri. Pe fiecare mostrd au fost
efectuate cite doud seturi de analize. Rezultatele obtinute sunt date in tabelul prezentat in continuare:

Pasdri de curte Pelete

lepuri Faind Faind Pelete
Valoare medie mg/kg 27,00 27,99 43,6 40,1
S, (mg/kg) 1,46 1,26 1,44 1,66
CV, (%) 5,4 4,5 3,3 4,1
Sy (mg/kg) 4,36 3,36 4,61 3,91
CVy (%) 16,1 12,0 10,6 9,7
Recuperare (%) 90,0 93,3 87,2 80,2

S, = deviatia standard a repetabilitdtii.

CV, = coeficient de variatie a repetabilitatii.

Sy = deviatia standard a reproductibilitatii.
CVy = coeficient de variatie a reproductibilitatii.
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.7.1.

3.7.2.

3.7.3.

4.1.

2. DETERMINAREA CONTINUTULUI DE METIL BENZOCAT

7-benziloxi-6-butil-3-metoxicarbonil-4-chinoloni

Obiectiv §i domeniu de aplicare

Aceastd metoda se foloseste pentru determinarea prezentei de metil benzocat in hrana pentru animale. Limita
inferioard a determindrii este de 1 mg/kg

Principiu

Se extrage metil benzocat din probd cu ajutorul unei solutii metanolice de acid metansulfonic. Extractul este
purificat cu diclorometan, prin cromatografie cu transfer de ioni apoi din nou cu diclorometan. Continutul
de metil benzocat se determind cu ajutorul cromatografiei lichide de inaltd performantd cu fazd inversd
(HPLCQ), utilizdnd un detector de radiatii UV.

Reactivi
Diclorometan
Metanol, gradul HPLC

Faza mobild HPLC:

amestec de metanol (3.2) si apd (puritate HPLC) 75 + 25 (v + v).

Se filtreazd printr-un filtru de 0,22 pm (4.5) si se degazeazd solutia (de exemplu prin expunere la ultrasunete
timp de 10 minute).

Solutie de acid metansulfonic, 0 = 2 %

Se dilueaza 20,0 ml acid metansulfonic pani la 1 000 ml cu metanol (3.2).

Solutie de acid clorhidric, 0 = 10 %

Se dilueazd 100 ml acid clorhidric (P, c. 1,18 g/ml) pand la 1 000 ml, cu apa.

Rdsind Amberlitd schimbdtoare de cationi CG-120 (Na), 100 la 200 ochiuri

Risina se pretrateazd inainte de utilizare: se intind 100 g de rdsind cu 500 ml solutie de acid clorhidric (3.5)
si se incdlzeste pe o placd fierbinte pand la fierbere, agitind continuu. Se lasd sd se riceascd si se decanteazd
acidul. Se filtreazd printr-un filtru de hartie, sub vid. Se spald risina de doud ori, cu cate 500 ml apa si apoi
cu 250 ml metanol (3.2). Se cliteste rdsina cu incd 250 ml metanol si se usucd cu ajutorul unui curent de aer
trecut prin filtru. Risina uscatd se pastreazd intr-o sticld inchisa.

Substanta standard: metil benzocat pur (7-benziloxi-6-butil-3-metoxicarbonil-4-quinolond)

Solutia-mamd standard de metil benzocat, 500 pg/ml

Se cantdresc, cu tolerantd de 0,1 mg, 50 mg de substantd standard (3.7), se dizolvd in solutic de acid
metansulfonic (3.4) intr-un balon gradat de 100 ml, se completeazd pand la marcaj si se amesteca.

Solutie intermediard standard de metil benzocat, 50 pg/ml

Se transferd 5,0 ml de solutie-mama standard de metil benzocat (3.7.1) intr-un balon gradat de 50 ml, se
completeazd pand la marcaj cu metanol (3.2) si se amestecd.

Solutii de calibrare

Se transferd 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 si 5,0 ml de solutie intermediard standard de metil benzocat (3.7.2) in baloane
gradate de 25 ml. Se completeazd pana la marcaj prin addugarea de fazd mobild (3.3) si se amestecd. Aceste
solutii au concentratii de 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 si 10,0 pg/ml in metil benzocat. Aceste solutii se prepard imediat
inainte de a fi utilizate.

Aparaturd

Agitator de laborator
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4.2.

4.3.

4.4.

4.4.1.

4.5.

4.6.

5.2.

5.3.

5.4.

5.4.1.

5.4.2.

Evaporator de film rotativ

Coloand de sticld (250 mm x 15 mm) prevdzutd cu robinet de inchidere si rezervor cu capacitatea aproximativd de
200 ml

Echipament HPLC cu detector de radiatii UV cu lungime de undd variabild sau detector cu sistem de diode
Coloani pentru cromatografie lichidd: 300 mm x 4 mm, C 18, ciptuseald de 10 pm sau o coloand echivalentd
Filtre cu membrand, 0,22 pm

Filtre cu membrand, 0,45 um

Procedurd

Generalitati

Se analizeazd o portie martor pentru a verifica prezenta metil benzocat-ului si a substantelor de interferenta.

Se efectueazd un test de recuperare prin analizarea portiei martor care a fost intdritd prin addugarea unei
cantitdti de metil benzocat, similard cu cea prezentd in proba. Pentru intdrirea pand la un nivel de 15 mg/kg,
se adaugd 600 pl din solutia-mami standard (3.7.1) la 20 g de portie martor, se amestecd si se asteaptd
10 minute, inainte de a incepe etapa de extractie (5.2).

Notd: pentru scopul urmdrit de aceastd metodd, portia martor trebuie si fie de acelasi tip cu proba, iar la
analizd, metil benzocat-ul nu trebuie si fie detectat.

Extractia

Se cantdresc, cu tolerantd de 0,01 mg, aproximativ 20 g de proba preparatd si se transferd intr-un balon conic
de 250 ml. Se adaugd 100,0 ml de solutie de acid metansulfonic (3.4) si se agitd mecanic (4.1) timp de
30 minute. Se filtreazd solutia prin hartie de filtru si se pastreazd filtratul pentru etapa de separare
lichid-lichid (5.3).

Separarea lichid-lichid

Intr-o palnie de separare de 500 ml care contine 100 ml solutie de acid clorhidric (3.5) se transferd 25,0 ml
de filtrat obtinut la (5.2). Se adaugd 100 ml diclorometan (3.1) prin palnie si se agitd timp de 1 minut. Se
asteaptd pand la separarea straturilor si se scurge stratul cel mai de jos (diclorometan) intr-un balon de 500 ml
cu fundul rotund. Se repetd extractia fazei apoase cu incd doud portii de cate 40 ml de diclorometan si se
combind acestea cu primul extract in balonul cu fundul rotund. Se evapora extractul de diclorometan pand
la uscare in evaporatorul rotativ (4.2), care functioneazi la presiune scizutd si la temperaturd de 40 °C. Se
dizolva reziduul in 20-25 ml metanol (3.2), se inchide balonul si se pdstreazd intregul extract pentru
cromatografia cu transfer de ioni (5.4).

Cromatografia cu transfer de ioni

Pregitirea coloanei de transfer de cationi

Se introduce un dop de fibra de sticld in capatul inferior al coloanei de sticld (4.3). Se intinde un amestec de
5,0 g de rdsind tratatd cu transfer de cationi (3.6) cu 50 ml acid clorhidric (3.5), se toarnd in coloana de sticld
si se lasd sd se stabilizeze. Se indeparteazd acidul in exces pand se ajunge la suprafata patului de risind si se
spald coloana cu apd pand cand efluentul devine neutru. Se transferd 50 ml metanol (3.2) in coloana si se lasd
sd se dreneze pe suprafata patului de rasina.

Cromatografia cu coloand

Cu ajutorul pipetei se transferd cu grijd in coloand extractul obtinut la (5.3). Se cliteste balonul cu fund rotund
cu doud portii de 5-10 ml metanol (3.2) si se transferd acestea in coloand. Se intinde extractul pe suprafata
patului de rdsind si se spald coloana cu 50 ml metanol, avand grijd ca debitul sd nu depdseasca 5 ml pe minut.
Se indeparteazd efluentul. Se elueazd metil benzocatul din coloand folosind 150 ml de solutie de acid
metansulfonic (3.4) si se colecteazd eluatul din coloand intr-un balon conic de 250 ml.
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5.5.

5.6.

7.1.

Separarea lichid-lichid

Se transfera eluatul obtinut la (5.4.2) intr-o palnie de separare de 1 litru. Se cliteste balonul conic cu 5-10 ml
metanol (3.2) si se combind solutiile astfel obtinute cu continutul palnia de separare. Se adaugd 300 ml solutie
de acid clorhidric (3.5) si 130 ml de diclorometan (3.1). Se agitd timp de 1 minut si se asteaptd separarea
fazelor. Se evacueazi stratul inferior (diclorometan) intr-un balon cu fundul rotund de 500 ml. Se repetd
extractia fazei apoase in alte doud portii de 70 ml de diclorometan si se combind aceste extracte cu primul
in balonul cu fund rotund.

Se evapord extractul de diclorometan pand la uscare intr-un evaporator rotativ (4.2), care functioneazd la
presiune scazutd si la temperaturd de 40 °C. Se dizolvi reziduul din balon cu aproximativ 5 ml de metanol
(3.2) si se transferd aceastd solutie intr-un balon gradat de 10 ml. Se clateste balonul cu fund rotund cu alte
doud portii de 1-2 ml metanol, apoi acestea se transfera in balonul gradat. Se completeazd cu metanol pana
la marcaj si se amestecd. Se filtreazd o cotd-parte printr-un filtru cu membrand (4.6). Se pdstreazd aceastd
solutie pentru determinare HPLC (5.6).

Determinarea HPLC

Parametrii

Conditiile urmatoare sunt orientative, pot fi aplicate si alte conditii dacd duc la rezultate echivalente:
— coloand pentru cromatografie lichida (4.4.1);

— fazd mobild HPLC: amestec metanol-apd (3.3);

— debit: 1-1,5 ml/min;

— lungimea de undi de detectare: 265 nm;

— volumul de injectare: 20-50 pl.

Se verificd stabilitatea sistemului cromatografic, prin injectarea de mai multe ori a solutiei de calibrare (3.7.3)
care contine 4 pg/ml pan la atingerea unor valori constante pentru punctele de maxim si timpii de retentie.

Graficul de calibrare

Se injecteazd de mai multe ori fiecare solutie de calibrare (3.7.3) si se masoard punctele (platourilor) maxime
pentru fiecare concentratie. Se traseaza curba de calibrare folosind valorile medii ale punctelor sau platourilor
de maxim ale solutiei de calibrare pe ordonati si concentratiile corespunzitoare in pg/ml pe abscisa.

Solutia probd

Se injecteazd de mai multe ori extractul de probd (5.5) folosind acelasi volum ca si in cazul solutiilor de
calibrare si se determind valoarea medie a punctului (platoului) de maxim din punctele de maxim de metil
benzocat.

Calcularea rezultatelor

Din valoarea medie a punctelor (platourilor) maxime ale metil benzocatului din solutia proba se determind
concentratia in pg/ml a solutiei proba prin trimitere la graficul de calibrare (5.6.2).

Continutul de metil benzocat w (mg/kg) din probd este dat de formula urmatoare:

c x40

m

w

unde:
¢ = concentratia de metil benzocat din solutia prob, in pg/ml

m = masa portiei de testat, in grame.

Validarea rezultatelor

Identitate

Identitatea analitului poate fi confirmatd 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 (3.7.3), care contine

10 pg/ml.
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7.1.1.

7.2.

7.3.

Co-cromatografia

Extractul de probd se intdreste prin addugarea unei cantitdti corespunzitoare de solutie intermediard
standard (3.7.2). Cantitatea de metil benzocat addugata trebuie si fie similard cu cantitatea estimatd de metil
benzocat din extractul de proba.

Se mdreste numai punctul de maxim al metil benzocatului dupa ce s-au luat in considerare atat cantitatea
addugatd, cat si dilutia extractului. Adancimea punctului, la jumdtatea iniltimii maxime, trebuie si fie de
aproximativ 10 % din addncimea originald.

Detectorul cu sistem de diode

Rezultatele se evalueazd in conformitate cu urmdtoarele criterii:

@

lungimea de undi a absorbtiei maxime a probei si a spectrului standard, inregistratd la apexul punctului
de maxim pe cromatogramd, trebuie si se incadreze in aceeasi marjd determinatd de puterea de precizie
a sistemului de detectare. Pentru detectarea cu sistem de diode, aceasta este in mod normal de aproximativ
2 nm;

intre 220 si 350 nm, proba si spectrul standard inregistrate la apexul punctului de maxim, pe
cromatogramd, nu trebuie si fie diferite de acele parti ale spectrului cuprinse in intervalul 10-100 % al
absorbtiei relative. Acest criteriu este indeplinit atunci cand sunt prezente aceleasi maxime si cind in nici
un punct observabil deviatia dintre cele doud spectre nu depdseste 15 % din absorbtia analitului standard;

intre 220 si 350 nm, spectrele din partea de sus a curbei, apex si partea de jos a curbei punctului de maxim,
produse de extractul de probd, nu trebuie si fie diferite pentru partile spectrului cuprinse in intervalul de
10-100 % al absorbtiei relative. Acest criteriu este indeplinit atunci cand sunt prezente aceleasi maxime
si cand in nici un punct observabil deviatia dintre cele doud spectre nu depdseste 15 % din absorbtia
spectrului apexului.

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

Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele a doud determindri paralele, realizate pe aceeasi probd, nu trebuie sd depaseasca:
10 % din rezultatul maxim pentru continutul de metil benzocat cuprins intre 4 si 20 mg/kg.

Recuperare

Pentru o probd martor intdritd, recuperarea trebuie si fie de cel putin 90 %.

Rezultatele studiului prin colaborare

S-au analizat cinci esantioane de citre 10 laboratoare. Pentru fiecare proba s-au efectuat cite doud analize.

Rezultate

Martor Fdind 1 Pelete 1 Fidini 2 Pelete 2
Valoare medie (mg/kg) n.d. 4,50 4,50 8,90 8,70
S, (mg/kg) - 0,30 0,20 0,60 0,50
CV, (%) - 6,70 4,40 6,70 5,70
S (mg/kg) - 0,40 0,50 0,90 1,00
CVy (%) - 8,90 11,10 10,10 11,50
Recuperare (%) - 92,00 93,00 92,00 89,00

n.d = nedetectabil.

S

T

= deviatia standard a repetabilitatii.

CV, = coeficient de variatie a repetabilitatii.

Sk

= deviatia standard a reproductibilitatii.

CVy = coeficient de variatie a reproductibilitatii.




