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{Actos cuya publicacion no es una condicion para su aplicabilidad)

COMISION

UNDECIMA DIRECTIVA 93/70/CEE DE LA COMISION
de 28 de julio de 1993

por la que se fijan métodos de analisis comunitario para el control oficial de los
alimentos para animales

LA COMISION DE LAS COMUNIDADES EUROPEAS,

Visto el Tratado constitutivo de la Comunidad Econdmica
Europea,

Vista Ia Directiva 70/373/CEE del Consejo, de 20 de julio
de 1970, relativa a la introduccién de métodos para la
toma de muestras y métodos de analisis comunitarios para
el control oficial de la alimentacién animal (), cuya
dltima modificacién la constituye el Reglamento (CEE)
n° 3768/85(), y, en particular, su articulo 2,

Considerando que la Directiva 70/373/CEE requiere que
los controles oficiales de los alimentos para animales con
objeto de comprobar el cumplimiento de las condiciones
establecidas en virtud de disposiciones legales, reglamen-
tarias o administrativas referentes z la calidad y la compo-
sicién de los alimentos para animales se efectien apli-
cando métodos de toma de muestras y de analisis comu-
nitanios ;

Considerando que, para controlar el cumplimiento de las
condiciones de uso de la halofuginona en la alimentacién
animal, es conveniente establecer un método de anilisis
comunitario de este aditivo;

Considerando que las medidas previstas en la presente
Directiva se ajustan al dictamen del Comité permanente
de la alimentacién animal,

HA ADOPTADO LA PRESENTE DIRECTIVA:

Articulo |

Los Estados miembros exigirin que los analisis previstos
para los controles oficiales de los alimentos para animales,

por lo que se refiere a su contenido de halofuginona se
efectien siguiendo el método que se describe en el
Anexo.

Articulo 2

Los Estados miembros adoptaran las disposiciones legales,
reglamentarias y administrativas necesarias para cumplir
Ia presente Directiva, a2 més tardar, el 30 de junio de 1994.
Informarin inmediatamente de ello a la Comisién.

Cuando los Estados miembros adopten dichas disposi-
ciones, éstas harin referencia a la presente Directiva o
irin acompaiiadas de dicha referencia en su publicacion
oficial. Los Estados miembros establecerin las modali-
dades de la mencionada referencia.

Articulo 3

Los destinatarios de la presente Directiva serin los
Estados miembros.

Hecho en Bruselas, el 28 de julio de 1993.

Por la Comisién
René STEICHEN

Miembro de la Comision
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ANEXO
DETERMINACION DE LA HALOFUGINONA

Hidrobromuro de DL-trans-7-bromo-6-cloro-3-{3-{3-hidroxi-2-pipirediljacetonil}-quinazo-
lin-4-(3H)-ona

1. Objetivo y ambito
El método esta concebido para la determinacién de la halofuginona en los alimentos para animales.
El limite minimo de determinacidon es de 1 mg/kg.

Z Principio
Tras tratarla con agua caliente, la halofuginona se extrae como base libre con acetato de etilo, y poste-
riormente se pasa como clorhidrato a una solucién dcida acuosa. El extracto se purifica mediante una
cromatografia de intercambio i6nico. El contenido de halofuginona se determina mediante cromato-
grafia liquida de alta presién de fase inversa {HPLC = high-performance liquid chromatography)
empleando un detector ultravioleta.

3. Reactivos

31, Acetonitrilo, grado HPLC

32 Resina amberlita XAD-2

33. Amonio acetato

34. Acetato de etlo

35.  Acido acético glacial

36. Halofuginona patrén normalizada hidrobromuro de DL-trans-7-brome-6-cloro-3-{3-hidroxi-2-piper-
idil} acetonil}quinazolin-4-(3H}ona, E 764

36.1. Solucién parrdn de reserva de halofuginona (100 ug/mi)
Pésense 50 mg de halofuginona (3.6) con una precision de 8,1 mg en un matraz aforado de 500 mi;
disuélvase el producto en solucidn tampén de acetato de amonio (3.18), complétese el recipiente hasta
la marca con la solucion tamp6n v mézclese. Esta solucion, almacenada en la escuridad y a 5°C, se
mantiene estable durante tres semanas.

362 Soluciones de calibrado
Vierunse 1,0, 20, 30, 40 v 60 mi de la solucion normalizada de reserva (3.6.1) en una serie de
matraces aforados de 100 ml. Rellénense hasta la marca con fase mévil {3.21) y mézclense los liqu-
dos. Estas soluciones tienen concentraciones de halofuginona de 1,0, 2.0, 3,0, 40 y 6,0 pg/ml respecti-
vamente. Estas soluciones han de prepararse cada vez que se vayan a usar.

37. Acido clorchidrico {ps ca 1,16 g/mi)

38. Mennol

39 Nitrato de plata

3.310. Ascorbato sddico

3.1t Carbonate sodico

312 Clonuro sodico

3.13. EDTA (icido etiiendiaminotetracénico, sal disodica)

314, Agua, grado HPLC

3.15. Sohwién de carbonato sodico, 6 = 10 g/100 mi

3.16. Solucién de carbonato sddico saturada de cloruro sodico, 6 = 5 g/100 mi
Disuélvanse 50 g de carbonato sédico (3.11} en agua, diluydse hasta completar un litro y afiadase
cloruro de solic (3.1} hastz que Ia solucidén esté saturada

3.17. Acido dorhidrico, ca 0,1 mol/l
DilGyanse 10 mi de icido clorhidrico {37} con agua, hasta un litro.

3.18. Solucién tampdn de acetato amoénico, ca. 6,25 mol/litro

Disuélvanse 193 g de acetaro amdnico {33} y 30 ml de acido acético (3.5) en agua (3.14), y dildyase
hasta un litro.
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3.19. Preparacion de resina amberlita XAD-2

Lavese la cantidad adecuada de resina {3.2) con agua hasta que se hayan eliminado todos los iones
cloruro, lo cual se comprobard mediante una prueba con nitraro de plata (320) en la fase acuosa
descartada Posteriormente lavese la resina con 50 ml de metanol {3.8), descartese el metanol y resér-
vese la resina bajo metanol nuevo.

320. Solucidn de niu-atd de plata, ca. 0,1 molfl
Disuélvanse 0,17 g de nitrato de plata {(3.9) en 10 ml de agua.
321. Fase movil HPLC

Mézclense 500 ml de acetonitrilo (3.1} con 300 ml de solucién tampédn de acetato amoénico (3.18) y
1 260 ml de agua (3.14). Ajustese el pH 2 4,3 empleando acido acético (3.5). Filtrese la mezcla por un
filtro de 6,22 um (4.8} y desgasifiquese la solucidén {por ejemplo, mediante ultrasonicacién durante 10
minutos). Esta solucion, almacenada en la oscuridad v en un recipiente cerrado, es estable durante un
mes.

4. Instrumentos

4.1. Bafio ultrasémico

42 Evaporador rotatornio

43.  Centrifuga

44. Equipo HPLC con detector ultravioleta de longitud de onda variable o detector de array de fotodiodos

44.1. Columna de cromatografia liquida (300 mm X 4 mm) con relleno de C 18, de 10 um, o colurmna
equivalente

435. Columna de vidrio (300 mm x 10 mm) equipada con un filtro de vidrio fritado y una llave
46. Filtros de fibra de vidrio, de un didmetro de 150 mm
47.  Filos de membrana, de 0,45 um

438 Filros de membrana, de 0,22 um

. Procedimiento

Observacion : La halofuginona como base libre es inestable en soluciones alcalinas y de acetato de
etilo. No deberd permanccer en acetato de etilo durante mas de 30 minutos.

5. Generl
5.1.1. Debe analizarse un pienso en blanco para asegurarse de que no contiene halofuginona ni sustancias
interferentes.

512 Se debe Hevar a cabo un test de recuperacidn, analizando el pienso en blanco después de enriquecerlo
por adicidn de una cantidad de halofuginona, similar a la presente en la muestra problema. Para enri-
quecer a un nivel de 3 mg/kg, afiadir 300 pul de la solucidn standard de reserva (3.6.1) a 10 g del
pienso en blanco, mezclar y esperar 18 minutos antes de proceder a la extraccidn (5.2}

Nota :Para los efectos de este método el pienso en blanco debe ser de tipo similar al de la muestra
problema y en su andlisis zo se debe detectar halofuginona.

52 Extraccibn

Pésense 10 g de 1a muestra preparada con una precision de 0,01 g en un tubo de centrifuga de 200
ml, aftddanse 6,5 g de ascorbato sodico {3.10), 8,5 g de EDTA (3.13} y 20 ml de agua, y mézclese todo.
Sumérpse el wbo en an baifio de agua a 80 °C durante 5 minutos. Tras enfriatlo a temperatura
ambiente, afiadase 20 m! de solucién de carbonato sbdico (3.15) ¥ mézclese. Afiddanse inmediata-
mente 100 ml de acetato de etilo {3.4) ¥ agitese enérgicamente 2 mano durante 15 segundos. Cold-
quese el tubo en el bafio ultrasénico (4.1} durante 3 minutos y aflojese el tapon. Centrifiiguese durante
2 minutos y decantese Ia fase de acetato de etilo en un embudo separador de 500 ml a través de un
fibra de vidrio {(4#.6). Repftase Ia extraccién de ia muestra con una segunda porcidén de 100 ml de
acetato de etilo. Lavense lus extractos combinados durante 1 minuto con 50 ml de solucién de carbo-
nato sddico saturada de cloruro sédico (3.16) y descartese la capa acuosa.

Extriigase la capa organica durante 1 minuto con 50 ml de acido clorhidrico (3.17). Pasese la capa
icida infedor 2 un embudo separador de 250 ml. Extriigase de nuevo la capa orgénica durante un
minuto y medio con otros 50 mi de acido clorhidrico y combinese con el primer extracto. Lavense los
dos extractos acidos combinados agitandolos durante aproximadamente 10 segundos con 10 ml de
acetato de edlo (34}
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53.1.

54,

54.1.

542

543.

Transfiérase cuantitativamente la capa acuosa a un matraz de fondo redondo de 250 ml y descartese la
fase organica. Evapérese todo el acetato de etilo que quede en la solucién acida empleando un evapo-
rador rotatorio (4.2). La temperatura del bafio de agua no deberd superar los 46 °C. A un vacio de ca
25 mbar se elimina todo el acetato de etilo residual en 5 minutos a 38 °C.

Limpieza
Preparacion de la columna de resina amberlita

Prepérese una columna XAD-2 por cada extracto de muestra. Viértanse 10 g de resina preparada (3.19)
en una columna de vidrio {4.5) empleando metanol (3.8} Colégquese un trozo pequefic de lana de
vidrio en la parte super or del lecho de resina. Déjese eluir el metanol de la columna y lavese la resina
con 100 mi de agua, cortando el flujo cuando el liquido alcance la parte supenior del lecho de resina.
Antes de emplearla, déjese la columna en reposo durante 10 minutos para equilibrarla. Nunca debera
permitirse que la columna se seque.

Limpieza de la muestra

Transfiérase el extracto {(3.2) cuantitativamente a la parte superior de la columna de resina preparada
(531), y eldyase, descartando el eluido. La velocidad de elucién no debera exceder de 20 ml/minuto.
Aclirese el matraz de fondo redondo con 20 ml de icido clorhidrico {3.17) y empléese este liquido
para lavar fa columna de resina. Eliminese todo resto de solucion dcida con un chorro de aire. Desé-
chense las aguas de lavado. Afiddanse 100 mi de metanol (3.8) a la columna y eldyanse 5-10 ml, reco-
giendo el eluido en un matraz de fondo redondo de 250 ml. Déjese el metanol restante durante 10
minutos para que se equilibre con la resina y contintese con la elucién a un ritmo que no supere los
26 ml/minuto, recogiendo el eluato en el mismo matraz de fondo redondo. Evaporese el metanol en
el evaporador rotatorio (4.2 ; la temperatura del bafio de agua no deberd exceder de 40 °C. Transfie-
rase cuantitativamente el residuo a un matraz aforado de 16 ml empleando la fase movil (3.21). Rellé-
nese hasta el enrase con fase movil ¥y mézclese. Filtrese una alicuota por un filtro de membrana (4.7).
Resérvese esta solucion para la determinacion por HPLC (54}

Determinacion por HPLC
Paramertros

Las condiciones siguientes se ofrecen como guia; pueden usarse otras condiciones siempre que den
fos mismos resultados

Columna de cromatografia liquida (4.4.1)
Fase mowil HPLC (321)

Flujo: de 1,5 a 2 ml por minuto.
Longirud de onda de deteccién : 243 nm
Volumen de inyeccién : de 40 a 100 ul

Compruébese la estabilidad del sistema cromatogrifico inyectando variss veces la solucion de cali-
brado {3.6.2) con un contenido de 3,0 ug/mi, hasta que se hayan alcanzado alturas (o dreas) de pico y
tiempos de retencidon constantes.

Curva de calibrado

Inyéctese varias veces cada solucion de calibrado (3.6.2) y midanse las alturas de pico (areas} para cada
concentracion. Tracese una curva de calibrado empleando las alturas o areas medias de los picos de las
soluciones de calibrado como ordenadas y la< correspondientes concentraciones en pg/ml como
abscisas.

Solucién de muestra

Inyéctese vanas veces el extracto de muestra (33.2), empleando el mismo volumen que se utiliza para
las soluciones de calibrado y determinese la altura (o area) media de los picos de halofuginona.

Calculo de los resultados

A partir de la altura {drea} media de los picos de halofuginona de la solucién de muestra, determinese
la concentracién de la solucidon de muestra en pg/ml haciendo referencia a la curva de calibrado
(542).

El contenido de halofuginona w {en mg/kg) de la muestra se obtiene mediante la siguiente férmula :
c x 1§

—

en Ia que:

— ¢: concentracidn de halofuginona de Ia solucién de muestra en ug/ml

— m: masa de la muestra unilizada para el ensavo en gramos.
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Validacién de los resultados

~

7.1. Identidad

La identidad del producto analizaco se puede confirmar mediante una co-cromatografia, o utilizando
un detector de array de diodos, mediante el cual se comparan los espectros del extracto de la muestra
v de la solucién de calibrado (3.6.2) con un contenido de 60 upg/mi

7.1.i. Co-cromatografia

Refuércese un extracto de muestra afiadiéndole una cantidad apropiada de solucion de calibrado
(3.6.2). La cantidad de halofuginona anadida debera ser similar a la cantidad calculada de halofuginona
hallada en el extracto de la muestra.

Sélo 1a altura {area) del pico de halofuginona debera aumentar segin la cantidad afiadida, teniendo en
cuenta la dilucion del exrracto. La anchura del pico, a la mitad de su altura, debera ser igual = 10 %
a la anchura original.

]
f~

Deteccién por array de diodos
Los resultados se evaltéan con arreglo a los siguientes criterios :

a) la longitud de onda del maxime . absorcidn de los espectros de la muestra v del patrdn, regis-
trados en el apice del pico cromatografico, debe ser la misma, dentro de un margen determinado
por la resolucién del detector. En el caso del detector de ar-ay de diodos, el margen esta situado
generalmente ¢n * 2 om;

b} entre 225 y 300 nm, los espectros de la muestra y del patrén registrados en el apice del pico
cromatografico, no deberdn ser diferentes para aquellas partes del espectro comprendidas entre el
16 y 100 % de absorcidén relativa. Se cumple este criterio cuando estin presentes los mismos
maximos y en ningin punto observado la desviacion entre los dos espectros excede del 15 % de la
absorcion del producto analizado patrén;

¢} entre 225 y 300 nm, los espectros de la pendiente de subida, ¢l dpice y la pendiente de bajada del
pico del cromatograma del extracto de la muestra, no deben ser distintos unos de otros en lo que
se refiere a las partes del espectro comprendidas en la gama del 10-100 % de absorcidn relativa.
Este criterio se cumple cuando estan presentes los mismos maximos y en ningén punto observado
ta desviacion entre los espectros excede del 15 % de la absorcidn del espectro en el apice del pico.

St no se cumple alguno de estos criterios, no se confirma la presencia del producto analizado.

™~
b

Repetibilidad
La diferencia entre los resultados de dos determinaciones paralelas llevadas a cabo con la misma
muestra, no debera superar los 0,5 mg/kg para un contenido de halofuginona de hasta 3 mg/kg.

73.  Recuperacion

La recuperacion de la muestra en blanco reforzada deberd ser al menos del 80 %.

8. Resultados de un estudio colaborativo

Se organizé un estudio colaborativo (*) en el que se analizaron tres muestras en ocho laboratorios.

Resultados
Muestra A Muestra B (hanina) Muestra C {pellets}
{blarco}
tras su tras su tras dos tras su - tras
recepoion recep<ion meses reCepcion dos meses
Media () nd 280 2,42 289 245
DR — 0,45 043 0,40 0,42
CV, — i6 18 14 17
rec 86 74 88 75

{}:  umdades en mgikg.

ed : no se detectd

DR : desviacidn standard de b reproducibilidad
CVy: coeficiente de vanacion (%}

rec: recuperacion (%l

{'y The Anafysr 1983, 108:1252-1256.



