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METODELE DE ANALIZĂ 

pentru controlul nivelului admisibil de aditivi în nutreţuri 

  

I. DETERMINAREA VITAMINEI A 

1.1. Obiectiv şi domeniu de aplicare 

Prezenta metodă permite determinarea nivelului de vitamină A (retinol) din nutreţuri şi premixuri. Vitamina A include alcoolul all-trans-retinil şi izomerii săi cis, care se determină prin această metodă. Conţinutul de vitamină A se exprimă în unităţi internaţionale (UI) per kg. O UI corespunde activităţii a 0,3 μg de alcool all-trans-vitamina A sau a 0,344 μg all-trans-vitamina A acetat sau 0,550 μg all-trans-vitamina A palmitat. 

Limita de cuantificare este 2000 UI de vitamina A/kg. 

1.2. Principiul de aplicare 

Eşantionul se hidrolizează cu o soluţie de hidroxid de potasiu etanolic, iar vitamina A se extrage cu eter de petrol. 

Solventul se îndepărtează prin evaporare, iar reziduul se dizolvă în metanol şi, dacă este cazul, se diluează pînă la concentraţia necesară. Conţinutul de vitamina A se determină prin cromatografie lichidă de înaltă performanţă cu fază inversată (RP-HPLC) cu ajutorul unui detector de UV sau de fluorescenţă. Parametrii cromatografiei se aleg astfel încît să nu existe separaţie între alcoolul all-trans-vitamina A şi izomerii săi cis. 

1.3. Reactivi utilizaţi 

1.3.1. Etanol, σ = 96%. 

1.3.2. Eter de petrol, interval de fierbere 40-60°C. 

1.3.3. Metanol. 

1.3.4. Soluţie de hidroxid de potasiu, c = 50 g/100 ml. 

1.3.5. Soluţie de ascorbat de sodiu, c = 10 g/100 ml (a se vedea observaţiile de la subpunctul 1.7.7.). 

1.3.6. Sulfură de sodiu, Na2S • xH2O (x = 7-9). 

1.3.6.1. Soluţie de sulfură de sodiu, c = 0,5 mol/l în glicerol, β = 120 g/l (pentru x = 9) (a se vedea observaţiile de la subpunctul 1.7.8.). 

1.3.7. Soluţie de fenolftaleină, c = 2 g/100 ml în etanol. 

1.3.8. 2-propanol. 

1.3.9. Fază mobilă pentru HPLC: amestec de metanol şi apă, de exemplu 980 + 20 (v + v). Proporţia exactă este determinată de caracteristicile coloanei folosite. 

1.3.10. Azot, lipsit de oxigen. 

1.3.11. All-trans-vitamina A acetat, extra pură, cu activitate certificată, de exemplu 2,80 × 106 UI/g 

1.3.11.1. Soluţie stoc de all-trans-vitamina A acetat: se cîntăresc 50 mg de vitamina A acetat cu o abatere de 0,1 mg într-un balon gradat de 100 ml. Se dizolvă în 2-propanol şi se completează pînă la semn cu acelaşi solvent. 

Concentraţia nominală a acestei soluţii este de 1400 UI vitamină A per ml. Conţinutul exact se determină în conformitate cu indicaţiile de la subpunctul 1.5.6.3.1. 

1.3.12. All-trans-vitamină A palmitat, extra pură, cu activitate certificată, de exemplu 1,80 × 106 UI/g 

1.3.12.1. Soluţie stoc de all-trans-vitamină A palmitat: se cîntăresc 80 mg de vitamină A palmitat cu o abatere de 0,1 mg într-un balon gradat de 100 ml. Se dizolvă în 2-propanol şi se completează pînă la semn cu acelaşi solvent. Concentraţia nominală a acestei soluţii este de 1400 UI vitamina A per ml. Conţinutul exact se determină în conformitate cu indicaţiile de la subpunctul 1.5.6.3.2. 

1.3.13. 2,6-di-terţ-butil-4-metilfenol (BHT) (a se vedea observaţiile de la subpunctul 1.7.5.). 

1.4. Dispozitive 
1.4.1. Evaporator rotativ cu vid. 

1.4.2. Sticlărie laborator brună. 

1.4.2.1. Baloane cu fund plat sau flacoane tip Erlenmeyer, 500 ml, cu orificiu din sticlă şlefuită. 

1.4.2.2. Baloane gradate cu dopuri de sticlă şlefuită, cu gît îngust, de 10, 25, 100 şi 500 ml. 

1.4.2.3. Pîlnii de separare, conice, 1000 ml, cu dopuri de sticlă şlefuită. 

1.4.2.4. Flacoane piriforme, 250 ml, cu orificiu din sticlă şlefuită. 

1.4.3. Condensator Allihn, cu lungime a mantalei de 300 mm, cu îmbinare de sticlă şlefuită şi cu adaptor pentru conductă de alimentare cu gaz. 

1.4.4. Filtru de hîrtie plisată pentru separarea fazelor, cu diametru de 185 mm (de exemplu Schleicher & Schuell 597 HY 1/2). 

1.4.5. Echipament HPLC cu sistem de injecţie 

1.4.5.1. Coloană pentru cromatografie lichidă, 250 mm × 4 mm, C18, cu particule de 5 sau 10 μm, sau echivalent (criteriu de performanţă: un singur vîrf pentru toţi izomerii de retinol în condiţiile HPLC). 

1.4.5.2. Detector de UV sau de fluorescenţă, cu ajustare variabilă a lungimii de undă. 

1.4.6. Spectrofotometru cu celule de cuarţ de 10 mm. 

1.4.7. Baie de apă cu agitator magnetic. 

1.4.8. Aparat de extracţie compus din: 

1.4.8.1. Cilindru din sticlă cu capacitatea de 1 l prevăzut cu gît şi dop de sticlă şlefuite. 

1.4.8.2. Piesă din sticlă şlefuită echipată cu o tijă laterală şi un tub reglabil care trece prin centru. Tubul ajustabil are un capăt inferior în formă de “U” şi o duză la capătul opus, astfel încît stratul superior de lichid din cilindru să poată fi transferat într-o pîlnie de separare. 

1.5. Procedura de preparare 

Vitamina A este sensibilă la lumină (UV) şi la oxidare. Toate operaţiunile se efectuează în absenţa luminii (se utilizează sticlărie brună sau protejată cu o folie de aluminiu) şi a oxigenului (alimentare cu azot). În timpul extracţiei, aerul de deasupra lichidului se înlocuieşte cu azot (a se evita excesul de presiune slăbind din cînd în cînd dopul). 

1.5.1. Prepararea eşantionului 

Se macină eşantionul astfel încît să poată trece printr-o sită cu ochiuri de 1 mm, evitîndu-se producerea de căldură. Măcinarea se efectuează imediat înainte de cîntărire şi saponificare, altfel pot exista pierderi de vitamină A. 

1.5.2. Saponificarea 

În funcţie de conţinutul de vitamină A, se cîntăresc 2-25 g de eşantion cu o abatere de 1 mg într-un balon cu fund plat sau într-un flacon tip Erlenmeyer de 500 ml. Se adaugă, agitînd circular, 130 ml de etanol, aproximativ 100 mg de 2,6-di-terţ-butil-4-metilfenol (BHT), 2 ml de soluţie de ascorbat de sodiu şi 2 ml de soluţie de sulfură de sodiu. Se montează un condensator (a se vedea menţiunea de la subpunctul 1.4.3.) la balon şi acesta se scufundă într-o baie de apă cu agitator magnetic. Se încălzeşte pînă la fierbere şi se lasă să reflueze timp de 5 minute. Apoi se adaugă 25 ml de soluţie de hidroxid de potasiu prin condensatorul Allihn şi se lasă să reflueze timp de încă 25 min, amestecînd continuu sub un jet slab de azot. Apoi se clăteşte condensatorul cu aproximativ 20 ml de apă, iar conţinutul balonului se lasă să se răcească la temperatura camerei. 

1.5.3. Procedura de extracţie 

Se transferă cantitativ prin decantare soluţia de saponificare clătind cu un volum total de 250 ml de apă într-o pîlnie de separare de 1000 ml sau în aparatul de extracţie. Se clăteşte balonul utilizat la saponificare succesiv cu 25 ml de etanol şi 100 ml de eter de petrol, iar lichidul de clătire se transferă în pîlnia de separare sau în aparatul de extracţie. Proporţia de apă şi etanol în soluţiile combinate trebuie să fie de aproximativ 2:1. Se agită energic timp de 2 minute şi se lasă la decantat timp de 2 minute. 

1.5.3.1. Extracţia cu ajutorul unei pîlnii de separare (a se vedea menţiunea de la subpunctul 1.4.2.3.) 

Cînd straturile s-au separat (a se vedea observaţia de la subpunctul 1.7.3.), se transferă stratul de eter de petrol într-o altă pîlnie de separare. Se repetă de două ori această extracţie cu 100 ml de eter de petrol, apoi de încă două ori cu 50 ml de eter de petrol. 

Se spală de două ori extractele combinate în pîlnia de separare agitînd circular uşor (pentru a se evita formarea de emulsii) cu porţii de 100 ml de apă şi repetînd agitarea cu alte porţii de apă de 100 ml pînă cînd apa rămîne incoloră la adăugarea de soluţie de fenolftaleină (patru spălări sînt de obicei suficiente). Se filtrează extractul spălat cu un filtru plisat uscat pentru separarea fazelor cu scopul de a se îndepărta apa suspendată într-un balon gradat de 500 ml. Se clăteşte pîlnia de separare şi filtrul cu 50 ml de eter de petrol, se completează pînă la semn cu eter de petrol şi se amestecă bine. 

1.5.3.2. Extracţia cu ajutorul unui aparat de extracţie (a se vedea menţiunea de la subpunctul 1.4.8.) 

Cînd straturile s-au separat (a se vedea observaţia de la subpunctul 1.7.3.), se înlocuieşte dopul cilindrului de sticlă cu piesa din sticlă şlefuită şi se amplasează capătul inferior în formă de “U” a tubului reglabil astfel încît să se afle exact deasupra nivelului interfeţei. Aplicînd o presiune din linia de azot asupra tijei laterale, se transferă stratul superior de eter de petrol într-o pîlnie de separare de 1000 ml. Se adaugă 100 ml de eter de petrol în cilindrul de sticlă, se pune dopul şi se agită energic. Se lasă straturile să se separe şi se transferă stratul superior în pîlnia de separare. Se repetă procedura de extracţie cu încă 100 ml de eter de petrol, apoi de două ori cu porţii de 50 ml de eter de petrol şi se adaugă straturile de eter de petrol în pîlnia de separare. 

Se spală extractele combinate de eter de petrol astfel cum se descrie la subpunctul 1.5.3.1. şi se procedează astfel cum se descrie la subpunctul respectiv. 

1.5.4. Prepararea soluţiei eşantion pentru HPLC 

Se pipetează o porţie alicotă din soluţia de eter de petrol (de la subpunctul 1.5.3.1. sau 1.5.3.2.) într-un flacon piriform de 250 ml. Se evaporă solventul aproape pînă la uscare în evaporatorul rotativ cu presiune redusă la o temperatură a băii care să nu depăşească 40°C. Se restabileşte presiunea atmosferică prin admisia azotului şi se îndepărtează flaconul din evaporatorul rotativ. Se elimină restul de solvent cu un jet de azot, iar reziduul se dizolvă imediat într-un volum cunoscut (10-100 ml) de metanol (concentraţia de vitamină A trebuie să fie cuprinsă în intervalul 5-30 UI/ml). 

1.5.5. Determinarea prin HPLC 

Vitamina A se separă pe o coloană cu fază inversată C18 (a se vedea menţiunea de la subpunctul 1.4.5.1.), iar concentraţia se măsoară cu un detector de UV (325 nm) sau un detector de fluorescenţă (excitaţie: 325 nm, emisie: 475 nm) (1.4.5.2.). 

Se injectează o porţie alicotă (de exemplu 20 μl) din soluţia metanolică obţinută la subpunctul 1.5.4. şi se eluează cu faza mobilă, descrisă în subpunctul 1.3.9. Se calculează înălţimea medie a vîrfului (aria) mai multor injectări ale aceleiaşi soluţii de eşantion şi înălţimile (ariile) medii ale vîrfurilor mai multor injectări ale soluţiilor de calibrare, conform prevederilor subpunctului 1.5.6.2. 

Condiţii HPLC 

Următoarele condiţii specificate în tabelul nr.1 din prezenta anexă se oferă cu titlu orientativ; se pot aplica alte condiţii cu condiţia ca ele să genereze rezultate echivalente. 

  

	Tabelul nr.1 

  

Condiţii HPLC 

 

	Tehnica de măsurare
	Valorile indicate

	Coloana pentru cromatografie lichidă, conform specificaţiilor de la subpunctul 1.4.5.1.
	250 mm × 4 mm, C18, particule de 5 μm sau 10 μm sau echivalent

	Faza mobilă (a se vedea menţiunea de la subpunctul 1.3.9.)
	Mixtură de metanol (a se vedea menţiunea de la subpunctul 1.3.3.) şi apă, de exemplu 980 + 20 (v + v)

	Rata fluxului
	1 -2 ml/minut

	Detector (a se vedea menţiunea de la subpunctul 1.4.5.2.)
	Detector de UV (325 nm) sau detector de fluorescenţă (excitaţie: 325 nm/emisie: 475 nm)


 

1.5.6. Calibrarea 

1.5.6.1. Prepararea soluţiilor etalon de lucru 

Se pipetează 20 ml de soluţie stoc de vitamină A acetat sau 20 ml de soluţie stoc de vitamină A palmitat într-un balon cu fund plat sau într-un flacon tip Erlenmeyer de 500 ml şi se hidrolizează astfel cum se descrie în subpunctul 1.5.2., dar fără a se adăuga 2,6-di-terţ-butil-4-metilfenol (BHT). În continuare se extrage cu eter de petrol conform prevederilor descrise în subpunctul 1.5.3. şi se completează pînă la 500 ml cu eter de petrol. Se evaporă 100 ml din acest extract în evaporatorul rotativ (a se vedea menţiunea de la subpunctul 1.5.4.) aproape pînă la uscare, se îndepărtează solventul care rămîne cu un jet de azot şi se redizolvă reziduul în 10 ml de metanol. Concentraţia nominală a acestei soluţii este de 560 UI vitamină A per ml. Conţinutul exact se determină în conformitate cu indicaţiile de la subpunctul 1.5.6.3.3. 

Soluţia etalon de lucru trebuie proaspăt preparată înainte de utilizare. 

Se pipetează 2 ml din această soluţie etalon de lucru într-un balon gradat de 20 ml, se completează pînă la semn cu metanol şi se amestecă. Concentraţia nominală a acestei soluţii etalon de lucru diluate este de 56 UI de vitamina A per ml. 

1.5.6.2. Prepararea soluţiilor de calibrare şi curba de calibrare 

Se transferă 1, 2, 5 şi 10 ml din soluţia etalon de lucru diluată într-o serie de baloane gradate de 20 ml, se completează pînă la semn cu metanol şi se amestecă. Concentraţiile nominale ale acestor soluţii sînt de 2,8, 5,6, 14 şi respectiv 28 UI de vitamină A per ml. 

Se injectează de mai multe ori cîte 20 μl din fiecare soluţie de calibrare şi se determină înălţimile medii (ariile) ale vîrfurilor. Utilizînd înălţimile (ariile) medii ale vîrfurilor, se trasează o curbă de calibrare ţinînd cont de rezultatele obţinute cu soluţia de control UV (a se vedea indicaţia de la subpunctul 1.5.6.3.3.). 

1.5.6.3. Standardizarea UV (sub acţiunea razelor ultraviolete) a soluţiilor etalon 

1.5.6.3.1. Soluţia stoc de vitamină A acetat 

Se pipetează 2 ml din soluţia stoc de vitamină A acetat într-un balon gradat de 50 ml şi se completează pînă la semn cu 2-propanol. Concentraţia nominală a acestei soluţii este de 56 UI de vitamină A per ml. Se pipetează 3 ml din această soluţie diluată de vitamină A acetat într-un balon gradat de 25 ml şi se completează pînă la semn cu 2-propanol. Concentraţia nominală a acestei soluţii este de 6,72 UI de vitamină A per ml. Se măsoară spectrul UV al acestei soluţii comparativ cu cel al soluţiei de 2-propanol, în spectrofotometru, în intervalul 300-400 nm. Maximumul de extincţie trebuie să fie între 325 şi 327 nm. 

Calculul conţinutului de vitamină A: 

 

UI vitamină A/ml = E326 × 19

 

(E11% cm pentru vitamină A acetat = 1530 la 326 nm în 2-propanol)

 

1.5.6.3.2. Soluţia stoc de vitamină A palmitat 

Se pipetează 2 ml de soluţie stoc de vitamină A palmitat într-un balon gradat de 50 ml şi se completează pînă la gradaţie cu propanol-2. Concentraţia nominală a acestei soluţii este de 56 UI de vitamină A per ml. Se pipetează 3 ml din această soluţie diluată de vitamină A palmitat într-un balon gradat de 25 ml şi se completează pînă la semn cu 2-propanol. Concentraţia nominală a acestei soluţii este de 6,72 UI de vitamină A per ml. Se măsoară spectrul UV al acestei soluţii comparativ cu cel al soluţiei de 2-propanol, în spectrofotometru, în intervalul 300-400 nm. Maximumul de extincţie trebuie să fie între 325 şi 327 nm. 

Calculul conţinutului de vitamină A: 

 

UI vitamină A/ml = E326 × 19

 

(E11% cm pentru vitamină A palmitat = 957 la 326 nm în 2-propanol)

 

1.5.6.3.3. Soluţia etalon de lucru de vitamină A 

Se pipetează 3 ml din soluţia etalon de lucru nediluată de vitamină A, preparată conform prevederilor descrise în subpunctul 1.5.6.1, într-un balon gradat de 50 ml şi se completează pînă la semn cu 2-propanol. Se pipetează 5 ml din această soluţie într-un balon gradat de 25 ml şi se completează pînă la semn cu 2-propanol. Concentraţia nominală a acestei soluţii este de 6,72 UI de vitamină A per ml. Se măsoară spectrul UV al acestei soluţii comparativ cu cel al soluţiei de 2-propanol, în spectrofotometru, în intervalul 300-400 nm. 

Maximumul de extincţie trebuie să fie între 325 şi 327 nm. 

Calculul conţinutului de vitamină A: 

 

UI vitamină A/ml = E326 × 18,3

 

(E11% cm pentru vitamină A alcool = 1821 la 325 nm în 2-propanol)

 

1.6. Calcularea rezultatelor 

Din înălţimea (aria) medie a vîrfurilor de vitamină A ale soluţiei de eşantion se determină concentraţia soluţiei de eşantion în UI/ml prin referire la curba de calibrare. 

Conţinutul w de vitamină A al eşantionului, în UI/kg, este dat de următoarea formulă: 

 

w = 500 × c × V2 × 1000/V1 × m [UI/kg],

 

în care: 

c = concentraţia de vitamină A a soluţiei de eşantion (a se vedea menţiunea de la subpunctul 1.5.4.), în UI/ml; 

V1 = volumul soluţiei de eşantion (a se vedea menţiunea de la subpunctul 1.5.4), în ml; 

V2 = volumul de alicotă prelevat la subpunctul 1.5.4., în ml; 

m = greutatea porţiei de testat, în g. 

1.7. Observaţii 

1.7.1. Pentru eşantioanele cu concentraţii mici de vitamină A poate fi utilă combinarea extractelor cu eter de petrol provenite din două operaţii de saponificare (cantitate cîntărită: 25 g) într-o soluţie de eşantion pentru determinare prin HPLC. 

1.7.2. Greutatea eşantionului prelevat pentru analiză nu conţine mai mult de 2 g de grăsimi. 

1.7.3. Dacă separarea fazelor nu are loc, se adaugă aproximativ 10 ml de etanol pentru a fragmenta emulsia. 

1.7.4. În cazul uleiului din ficat şi al altor grăsimi pure, timpul de saponificare se prelungeşte la 45-60 minute. 

1.7.5. Hidrochinona poate fi folosită în locul 2,6-di-terţ-butil-4-metilfenol (BHT). 

1.7.6. Utilizîndu-se o coloană cu fază normală, separarea izomerilor de retinol este posibilă. Dar în acest caz, înălţimile (ariile) vîrfurilor izomerilor all-cis şi all-trans trebuie însumate pentru a face calcule. 

1.7.7. Se pot folosi aproximativ 150 mg de soluţie de acid ascorbic în locul soluţiei de ascorbat de sodiu. 

1.7.8. Se pot folosi aproximativ 50 mg de EDTA în locul soluţiei de sulfură de sodiu. 

1.7.9. În cazul analizei vitaminei A în înlocuitorii de lapte, se acordă o atenţie deosebită la: 

saponificare: din cauza cantităţii de grăsimi prezente în eşantion, poate fi necesară creşterea cantităţii de soluţie de hidroxid de potasiu; 

extracţie: din cauza prezenţei emulsiilor, poate fi necesară adaptarea valorii raportului de 2:1 pentru apă/etanol. 

Pentru a verifica dacă metoda de analizare aplicată generează rezultate fiabile pentru această matrice specifică (înlocuitor de lapte), se aplică un test de recuperare pe o porţie suplimentară de testat. Dacă rata de recuperare este mai mică de 80%, rezultatul analitic trebuie corectat în funcţie de recuperare. 

1.8. Repetabilitatea 

Diferenţa dintre rezultatele obţinute în două determinări paralele efectuate pe acelaşi eşantion nu trebuie să depăşească 15% relativ la rezultatul mai mare. 

  

II. DETERMINAREA VITAMINEI E 

2.1. Obiectiv şi domeniu de aplicare 

Prezenta metodă permite determinarea nivelului de vitamină E din nutreţuri şi premixuri. Conţinutul de vitamină E se exprimă ca mg DL-α-tocoferol acetat per kg. 1 mg DL-α-tocoferol acetat corespunde la 0,91 mg DL-α-tocoferol (vitamină E). 

Limita de cuantificare este 2 mg de vitamină E/kg. Această limită de cuantificare se obţine doar cu detectorul de fluorescenţă. Cu un detector de UV, limita de cuantificare este 10 mg/kg. 

2.2. Principiul de aplicare 

Eşantionul se hidrolizează cu o soluţie etanolică de hidroxid de potasiu, iar vitamina E se extrage cu eter de petrol. Solventul se îndepărtează prin evaporare, iar reziduul se dizolvă în metanol şi, dacă este necesar, se diluează pînă la concentraţia necesară. Conţinutul de vitamina E se determină prin cromatografie lichidă de înaltă performanţă cu fază inversată (RP-HPLC), utilizînd un detector de fluorescenţă sau de UV. 

2.3. Reactivi utilizaţi 

2.3.1. Etanol, σ = 96%. 

2.3.2. Eter de petrol, interval de fierbere 40-60°C. 

2.3.3. Metanol. 

2.3.4. Soluţie de hidroxid de potasiu, c = 50 g/100 ml. 

2.3.5. Soluţie de ascorbat de sodiu, c = 10 g/100 ml (a se vedea observaţiile de la subpunctul 2.7.7.). 

2.3.6. Sulfură de sodiu, Na2S • xH2O (x = 7-9). 

2.3.6.1. Soluţie de sulfură de sodiu, c = 0,5 mol/l în glicerol, β = 120 g/l (pentru x = 9) (a se vedea observaţiile de la subpunctul 2.7.8.). 

2.3.7. Soluţie de fenolftaleină, c = 2 g/100 ml în etanol. 

2.3.8. Fază mobilă pentru HPLC: amestec de metanol şi apă, de exemplu 980 + 20 (v + v). Proporţia exactă este determinată de caracteristicile coloanei folosite. 

2.3.9. Azot, lipsit de oxigen. 

2.3.10. DL-α-tocoferol acetat, extra pur, cu activitate certificată 

2.3.10.1. Soluţie stoc de DL-α-tocoferol acetat: se cîntăresc 100 mg de DL-α-tocoferol acetat cu o abatere de 0,1 mg într-un balon gradat de 100 ml. Se dizolvă în etanol şi se completează pînă la semn cu acelaşi solvent. 1 ml din această soluţie conţine 1 mg de DL-α-tocoferol acetat. (pentru control UV a se vedea descrierea de la subpunctul 2.5.6.1.3.; pentru stabilizare a se vedea observaţiile de la subpunctul 2.7.4.). 

2.3.11. DL-α-tocoferol, extra pur, cu activitate certificată 

2.3.11.1. Soluţia stoc de DL-α-tocoferol: se cîntăresc 100 mg de DL-α-tocoferol cu o abatere de 0,1 mg într-un balon gradat de 100 ml. Se dizolvă în etanol şi se completează pînă la semn cu acelaşi solvent. 1 ml din această soluţie conţine 1 mg de DL-α-tocoferol (pentru control UV a se vedea menţiunea de la subpunctul 2.5.6.2.3.; pentru stabilizare a se vedea observaţiile de la subpunctul 2.7.4.). 

2.3.12. 2,6-di-terţ-butil-4-metilfenol (BHT) (a se vedea observaţiile de la subpunctul 2.7.5.). 

2.4. Dispozitive 

2.4.1. Evaporator rotativ cu generare de film. 

2.4.2. Sticlărie laborator brună. 

2.4.2.1. Baloane cu fund plat sau flacoane tip Erlenmeyer, 500 ml, cu orificiu din sticlă şlefuită. 

2.4.2.2. Baloane gradate cu dopuri de sticlă şlefuită, cu gît îngust, de 10, 25, 100 şi 500 ml. 

2.4.2.3. Pîlnii de separare, conice, 1000 ml, cu dopuri de sticlă şlefuită. 

2.4.2.4. Flacoane piriforme, 250 ml, cu orificiu din sticlă şlefuită. 

2.4.3. Condensator Allihn, cu lungime a mantalei de 300 mm, cu îmbinare de sticlă şlefuită şi cu adaptor pentru conductă de alimentare cu gaz. 

2.4.4. Filtru de hîrtie plisată pentru separarea fazelor, cu diametru de 185 mm (de exemplu Schleicher & Schuell 597 HY 1/2). 

2.4.5. Echipament HPLC cu sistem de injecţie. 

2.4.5.1. Coloană pentru cromatografie lichidă, 250 mm × 4 mm, C18, particule de 5 sau 10 μm, sau echivalent. 

2.4.5.2. Detector de fluorescenţă sau de UV, cu ajustare variabilă a lungimii de undă. 

2.4.6. Spectrofotometru cu celule de cuarţ de 10 mm. 

2.4.7. Baie de apă cu agitator magnetic. 

2.4.8. Aparat de extracţie. 

2.5. Procedura de preparare 

Vitamina E este sensibilă la lumină (UV) şi la oxidare. Toate operaţiunile se efectuează în absenţa luminii (în recipiente de sticlă brună sau protejate cu folie de aluminiu) şi în absenţa oxigenului (se expune unui flux de azot). În timpul extracţiei, aerul de deasupra lichidului se înlocuieşte cu azot (a se evita excesul de presiune slăbind din cînd în cînd dopul). 

2.5.1. Pregătirea eşantionului 

Se macină eşantionul pentru a trece printr-o sită cu ochiuri de 1 mm, evitîndu-se producerea de căldură. 

Măcinarea trebuie efectuată imediat înainte de cîntărire şi saponificare, în caz contrar riscîndu-se pierderi de vitamina E. 

2.5.2. Saponificarea 

În funcţie de greutatea conţinutului de vitamina E, se cîntăresc, cu o abatere de 0,01 g, 2-25 g de eşantion într-un balon cu fund plat sau într-un flacon tip Erlenmeyer, de 500 ml. Se adaugă succesiv, agitînd circular, 130 ml de etanol, cca 100 mg de 2,6-di-terţ-butil-4-metilfenol (BHT), 2 ml de soluţie de ascorbat de sodiu şi 2 ml de soluţie de sulfură de sodiu (a se vedea menţiunea de la subpunctul 2.3.6). Se montează un condensator la vas şi se introduce vasul într-o baie de apă cu agitator magnetic. Se încălzeşte pînă la fierbere şi se lasă să reflueze timp de 5 minute. Apoi se adaugă 25 ml de soluţie de hidroxid de potasiu prin condensator şi se lasă să reflueze timp de încă 25 minute, amestecînd sub un flux uşor de azot. Apoi se clăteşte condensatorul cu circa 20 ml de apă şi se răceşte conţinutul vasului la temperatura camerei. 

2.5.3. Procedura de extracţie 

Se transferă cantitativ prin decantare soluţia saponificată, prin clătire cu un volum total de 250 ml de apă într-o pîlnie de separare de 1 000 ml sau în aparatul de extracţie. Se clăteşte succesiv vasul de saponificare cu 25 ml de etanol şi 100 ml de eter de petrol şi se transferă lichidul de clătire în pîlnia de separare sau în aparatul de extracţie. Proporţia de apă şi etanol în soluţiile combinate trebuie să fie de cca 2:1. Se agită energic timp de 2 minute şi se lasă să se sedimenteze timp de 2 minute. 

2.5.3.1. Extracţia utilizînd o pîlnie de separare (a se vedea menţiunea de la subpunctul 2.4.2.3) 

Cînd straturile s-au separat (a se vedea observaţia de la subpunctul 2.7.3.), se transferă stratul de eter de petrol într-o altă pîlnie de separare. Se repetă această extracţie de două ori cu 100 ml eter de petrol şi de două ori cu 50 ml eter de petrol. 

Se spală de două ori extractele combinate în pîlnia de separare amestecînd uşor (pentru a se evita formarea de emulsii) cu cantităţi de 100 ml de apă şi din nou, prin agitare repetată cu alte cantităţi de apă de 100 ml pînă cînd apa rămîne incoloră după adăugarea unei soluţii de fenolftaleină (patru spălări sînt în general suficiente). Se filtrează extractul spălat cu un filtru cutat uscat pentru separarea fazelor pentru a se elimina apa în suspensie şi se transferă într-un balon gradat de 500 ml. Se clătesc pîlnia de separare şi filtrul cu 50 ml eter de petrol, se completează pînă la semn cu eter de petrol şi se amestecă bine. 

2.5.3.2. Extracţia utilizînd un aparat de extracţie (a se vedea menţiunea de la subpunctul 2.4.8.) 

Cînd straturile s-au separat (a se vedea observaţia de la subpunctul 2.7.3.), se înlocuieşte dopul cilindrului de sticlă prin inserţie de sticlă şlefuită şi se amplasează extremitatea inferioară în formă de “U” a tubului reglabil astfel încît să se afle exact deasupra nivelului interfeţei. Aplicînd o presiune de la generatorul de azot prin braţul lateral, se transferă stratul superior de eter de petrol într-o pîlnie de separare de 1 000 ml. Se adaugă 100 ml de eter de petrol în cilindrul de sticlă, se pune dopul şi se agită energic. Se lasă straturile să se separe şi se transferă stratul superior în pîlnia de separare. Se repetă procedura de extracţie cu încă 100 ml eter de petrol, apoi de două ori cu cantităţi de 50 ml eter de petrol şi se adaugă straturile de eter de petrol în pîlnia de separare. 

Se spală extractele combinate de eter de petrol conform procedurii descrise în subpunctul 2.5.3.1. şi se procedează conform punctului menţionat. 

2.5.4. Prepararea soluţiei de eşantion pentru HPLC 

Se pipetează o parte alicotă din soluţia de eter de petrol (de la subpunctul 2.5.3.1. sau 2.5.3.2.) într-un balon piriform de 250 ml. Se evaporă solventul aproape în totalitate pe evaporatorul rotativ, cu presiune redusă, la o temperatură a băii de apă de maximum 40°C. Se restabileşte presiunea atmosferică prin admisie de azot, conform prevederilor subpunctului 2.3.9. şi se îndepărtează balonul de pe evaporatorul rotativ. Se elimină restul de solvent cu un curent de azot (a se vedea observaţia de la subpunctul 2.3.9.) şi se dizolvă imediat reziduul într-un volum cunoscut (10-100 ml) de metanol (concentraţia de DL-α-tocoferol trebuie să fie de ordinul a 5-30 μg/ml). 

2.5.5. Determinarea prin HPLC 

Vitamina E se separă pe o coloană C18 cu fază inversată (a se vedea menţiunea de la subpunctul 2.4.5.1.), iar concentraţia se măsoară cu un detector de fluorescenţă (excitaţie: 295 nm, emisie: 330 nm) sau cu un detector de UV (292 nm), conform prevederilor descrise în subpunctul 2.4.5.2. 

Se injectează o parte alicotă (de exemplu 20 μl) din soluţia metanolică obţinută conform prevederilor indicate în subpunctul 2.5.4. şi se eluează cu faza mobilă (a se vedea menţiunea de la subpunctul 2.3.8.). Se calculează înălţimile (ariile) medii ale vîrfurilor pentru mai multe injectări ale aceleiaşi soluţii eşantion şi înălţimile (ariile) medii ale vîrfurilor pentru mai multe injectări ale soluţiilor de calibrare, conform prevederilor subpunctului 2.5.6.2. 

Condiţii HPLC 

Următoarele condiţii specificate în tabelul nr.2 sînt propuse cu titlu orientativ; se pot aplica şi alte condiţii, dacă acestea conduc la rezultate echivalente. 

  

	Tabelul nr.2 

  

Condiţii HPLC 

 

	Tehnica de măsurare
	Valorile indicate

	Coloana pentru cromatografie lichidă, conform specificaţiilor de la subpunctul 2.4.5.1.
	250 mm × 4 mm, C18, particule de 5 μm sau 10 μm sau echivalent

	Faza mobilă (a se vedea menţiunea de la subpunctul 2.3.8.)
	Amestec de metanol şi apă de exemplu 980 + 20 (v + v)

	Debit
	1 -2 ml/minut

	Detector (a se vedea menţiunea de la subpunctul 2.4.5.2.)
	Detector de fluorescenţă (excitaţie: 295 nm/emisie: 330 nm) sau detector de UV (292 nm)


  

2.5.6. Calibrarea (acetat de DL-α-tocoferol sau DL-α-tocoferol) 

2.5.6.1. Etalon de acetat de DL-α-tocoferol 

2.5.6.1.1. Prepararea soluţiei etalon de lucru 

Se picură din pipetă 25 ml din soluţia stoc de acetat de DL-α-tocoferol (a se vedea menţiunea de la subpunctul 2.3.10.1.) într-un balon cu fundul plat sau într-un flacon tip Erlenmeyer, de 500 ml şi se hidrolizează conform procedurii descrise la subpunctul 2.5.2. Se realizează apoi extracţia cu eter de petrol conform descrierii de la sunpunctul 2.5.3. şi se completează pînă la 500 ml cu eter de petrol. Se lasă să se evapore 25 ml din acest extract aproape în totalitate în evaporatorul rotativ (a se vedea observaţia de la subpunctul 2.5.4.), se îndepărtează solventul rămas într-un curent de azot şi se dizolvă din nou reziduul în 25 ml de metanol. Concentraţia nominală a acestei soluţii este de 45,5 μg DL-α-tocoferol per ml, echivalent cu 50 μg acetat de DL-α-tocoferol per ml. Soluţia etalon de lucru trebuie să fie preparată imediat înainte de utilizare. 

2.5.6.1.2. Prepararea soluţiilor de calibrare şi a curbei de calibrare 

Se transferă 1, 2, 4 şi 10 ml din soluţia etalon de lucru într-o serie de baloane gradate de 20 ml, se completează pînă la semn cu metanol şi se amestecă. Concentraţiile nominale ale acestor soluţii sînt 2,5, 5, 10 şi 25 μg/ml acetat de DL-α-tocoferol, echivalent cu 2,28, 4,55, 9,1 μg/ml şi 22,8 μg/ml DL-α-tocoferol. 

Se injectează de mai multe ori cîte 20 μl din fiecare soluţie de calibrare şi se determină înălţimile (ariile) medii ale vîrfurilor. În funcţie de înălţimile (ariile) medii ale vîrfurilor, se trasează o curbă de calibrare. 

2.5.6.1.3. Standardizarea UV (sub acţiunea razelor ultraviolete) a soluţiei stoc de acetat de DL-α-tocoferol (a se vedea menţiunea de la subpunctul 2.3.10.1.) 

Se diluează 5 ml din soluţia stoc de acetat de DL-α-tocoferol în 25 ml de etanol şi se măsoară spectrul UV al acestei soluţii faţă de etanol în spectrofotometru, între 250 nm şi 320 nm. 

Absorbţia maximă este de 284 nm: 

 

E11% 1 cm = 43,6 la 284 nm în etanol

 

La această diluţie trebuie să se obţină o valoare de extincţie între 0,84 şi 0,88. 

2.5.6.2. Etalonul de DL-α-tocoferol 

2.5.6.2.1. Prepararea soluţiei etalon de lucru 

Se pun cu pipeta 2 ml din soluţia stoc de DL-α-tocoferol într-un balon gradat de 50 ml, se dizolvă în metanol şi se completează pînă la semn cu metanol. Concentraţia nominală a acestei soluţii este de 40 μg DL-α-tocoferol per ml, echivalent cu 44 μg acetat DL-α-tocoferol per ml. Soluţia etalon de lucru trebuie să fie preparată imediat înainte de utilizare. 

2.5.6.2.2. Prepararea soluţiilor de calibrare şi a curbei de calibrare 

Se transferă 1, 2, 4 şi 10 ml din soluţia etalon de lucru într-o serie de baloane gradate de 20 ml, se completează pînă la semn cu metanol şi se amestecă. Concentraţiile nominale ale acestor soluţii sînt 2, 4, 8 şi 20 μg/ml DL-α-tocoferol, echivalent cu 2,2, 4,4, 8,79 μg/ml şi 22 μg/ml acetat de DL-α-tocoferol. 

Se injectează de mai multe ori cîte 20 μl din fiecare soluţie de calibrare şi se determină înălţimile (ariile) medii ale vîrfurilor. În funcţie de înălţimile (ariile) medii ale vîrfurilor, se trasează o curbă de calibrare. 

2.5.6.2.3. Standardizarea UV (sub acţiunea rezelor ultraviolete) a soluţiei stoc de DL-α-tocoferol (a se vedea observaţia de la subpunctul 2.3.11.1.) 

Se diluează 2 ml din soluţia stoc de DL-α-tocoferol în 25 ml de etanol şi se măsoară spectrul UV al acestei soluţii faţă de etanol în spectrofotometru între 250 nm şi 320 nm. 

Absorbţia maximă este de 292 nm: 

 

E11% 1 cm = 75,8 la 292 nm în etanol 

 

La această diluţie trebuie să se obţină o valoare de extincţie de 0,6. 

2.6. Calcularea rezultatelor 

Pornindu-se de la înălţimile (ariile) medii ale vîrfurilor de vitamina E ale soluţiei de eşantion, se determină concentraţia soluţiei de eşantion în μg/ml (calculată ca acetat de α-tocoferol) prin referire la curba de calibrare (vezi subpunctul 2.5.6.1.2. sau 2.5.6.2.2.). 

Conţinutul w de vitamina E al eşantionului, exprimat în mg/kg, este dat de următoarea formulă: 

  

w = 500 × c × V2/V1 × m [mg/kg],

 

unde: 

c = concentraţia de vitamina E (ca acetat de α-tocoferol) al soluţiei de eşantion (a se vedea menţiunea de la subpunctul 2.5.4.) în μg/ml; 

V1 = volumul soluţiei de eşantion (a se vedea menţiunea de la subpunctul 2.5.4.), în ml; 

V2 = volumul părţii alicote luate conform subpunctului 2.5.4., în ml; 

m = greutatea porţiunii de testat, în g. 

2.7. Observaţii 

2.7.1. Pentru eşantioanele cu o concentraţie redusă de vitamina E, poate fi utilă combinarea extractelor în eter de petrol provenite din două saponificări (cantitate cîntărită: 25 g) într-o soluţie de eşantion pentru determinarea prin HPLC. 

2.7.2. Eşantionul prelevat pentru analiză nu conţine mai mult de 2 g de grăsime. 

2.7.3. Dacă nu are loc separaţia fazelor, se adaugă cca 10 ml de etanol pentru a fragmenta emulsia. 

2.7.4. Odată efectuată măsurătoarea spectrofotometrică a soluţiei de acetat de DL-α-tocoferol sau de DL-α-tocoferol, conform prevederilor subpunctului 2.5.6.1.3. sau 2.5.6.2.3., se adaugă cca 10 mg de 2,6-di-terţ-butil-4-metilfenol (BHT) la soluţie (a se vedea menţiunea de la subpunctul 2.3.10.1.) şi se conservă soluţia la frigider (durata maximă de stocare patru săptămîni). 

2.7.5. 2,6-di-terţ-butil-4-metilfenol (BHT) poate fi înlocuit cu hidrochinonă. 

2.7.6. Utilizîndu-se o coloană în fază normală este posibilă separarea tocoferolilor α, β, γ şi δ. 

2.7.7. Soluţia de ascorbat de sodiu poate fi înlocuită cu cca 150 mg de acid ascorbic. 

2.7.8. Soluţia de sulfură de sodiu poate fi înlocuită cu cca 50 mg de EDTA. 

2.7.9. Acetatul de vitamina E hidrolizează foarte rapid în condiţii alcaline fiind, prin urmare, foarte sensibil la oxidare, mai ales în prezenţa oligoelementelor, cum ar fi fierul sau cuprul. Determinarea vitaminei E în premixuri la niveluri de peste 5000 mg/kg ar avea drept consecinţă o degradare a vitaminei E. Prin urmare, pentru confirmare se recomandă o metodă HPLC care include o formulă pentru dizolvarea enzimatică a vitaminei E în absenţa fazei de saponificare alcalină. 

2.8. Repetabilitatea 

Diferenţa dintre rezultatele a două determinări paralele realizate pe acelaşi eşantion nu trebuie să depăşească 15% din rezultatul superior. 

  

III. DETERMINAREA OLIGOELEMENTELOR FIER, CUPRU, MANGAN ŞI ZINC 

3.1. Obiectiv şi domeniu de aplicare 

Prezenta metodă permite determinarea oligoelementelor fier, cupru, mangan şi zinc din nutreţuri. Limitele de cuantificare sînt: 

fier (Fe): 20 mg/kg; 

cupru (Cu): 10 mg/kg; 

mangan (Mn): 20 mg/kg; 

zinc (Zn): 20 mg/kg. 

3.2. Principiul de aplicare 

Eşantionul este pus în soluţie de acid clorhidric după distrugerea materiei organice, dacă aceasta este prezentă. Se determină elementele fier, cupru, mangan şi zinc, după o diluare corespunzătoare, cu ajutorul spectrometriei de absorbţie atomică. 

3.3. Reactivi utilizaţi 

Pentru prepararea reactivilor şi a soluţiilor analitice se foloseşte apă fără cationii care urmează să fie determinaţi, obţinută fie prin distilarea dublă a apei într-un distilator din sticlă borosilicat sau din cuarţ, fie prin dublu tratament cu răşină schimbătoare de ioni. 

Reactivii trebuie să fie cel puţin de calitate analitică. Absenţa elementului care urmează să fie determinat trebuie verificată într-un experiment martor. Dacă este necesar, reactivii trebuie să fie purificaţi în continuare. 

3.3.1. Acid clorhidric (d: 1,19 g/ml). 

3.3.2. Acid clorhidric (6 mol/litru). 

3.3.3. Acid clorhidric (0,5 mol/litru). 

3.3.4. Acid fluorhidric 38-40% (v/v) cu un conţinut de fier (Fe) de mai puţin de 1 mg/litru şi un reziduu după evaporare de mai puţin de 10 mg (ca sulfat)/litru. 

3.3.5. Acid sulfuric (d: 1,84 g/ml). 

3.3.6. Peroxid de hidrogen [circa 100 volume de oxigen (30% în greutate)]. 

3.3.7. Soluţie etalon de fier (1000 μg Fe/ml) preparată conform prevederilor descrise în subpunctul 3.3.7.1. sau o soluţie echivalentă folosită în comerţ: se dizolvă 1 g de sîrmă de fier în 200 ml de acid clorhidric 6 mol/litru (a se vedea observaţia de la subpunctul 3.3.2.), se adaugă 16 ml de peroxid de hidrogen şi se completează pînă la un litru cu apă. 

3.3.7.1. Soluţie etalon de lucru de fier (100 μg Fe/ml) preparată diluînd o parte din soluţia etalon cu 9 părţi de apă. 

3.3.8. Soluţie etalon de cupru (1000 μg Cu/ml) preparată conform indicaţiilor descrise în subpunctul 3.3.8.1. sau o soluţie echivalentă folosită în comerţ: se dizolvă 1 g de praf de cupru în 25 ml de acid clorhidric 6 mol/litru (a se vedea observaţia de la subpunctul 3.3.2.), se adaugă 5 ml de peroxid de hidrogen şi se completează pînă la un litru cu apă. 

3.3.8.1. Soluţie etalon de cupru de lucru (10 μg Cu/ml) preparată diluînd o parte din soluţia standard (a se vedea menţiunea de la subpunctul 3.3.8.) cu 9 părţi de apă şi apoi diluînd o parte din soluţia rezultată cu 9 părţi de apă. 

3.3.9. Soluţie etalon de mangan (1000 μg Mn/ml) preparată conform prevederilor descrise în subpunctul 3.3.9.1. sau o soluţie echivalentă folosită în comerţ: se dizolvă 1 g de praf de mangan în 25 ml de acid clorhidric 6 mol/litru (a se vedea menţiunea de la subpunctul 3.3.2.) şi se completează pînă la un litru cu apă. 

3.3.9.1. Soluţie etalon de lucru de mangan (10 μg Mn/ml) preparată diluînd o parte din soluţia etalon cu 9 părţi de apă şi apoi diluînd o parte din soluţia rezultată cu 9 părţi de apă. 

3.3.10. Soluţie etalon de zinc (1000 μg Zn/ml) preparată conform indicaţiilor descrise în subpunctul 3.3.10.1. sau o soluţie echivalentă utilizată în comerţ: se dizolvă 1 g de zinc sub formă de benzi sau folii în 25 ml de acid clorhidric 6 mol/litru (a se vedea menţiunea de la subpunctul 3.3.2.) şi se completează pînă la un litru cu apă. 

3.3.10.1. Soluţie etalon de lucru de zinc (10 μg Zn/ml) preparată diluînd o parte din soluţia etalon cu 9 părţi de apă şi apoi diluînd o parte din soluţia rezultată cu 9 părţi de apă. 

3.3.11. Soluţie de clorură de lantan: se dizolvă 12 g de oxid de lantan în 150 ml de apă, se adaugă 100 ml de acid clorhidric 6 mol/litru (a se vedea menţiunea de la subpunctul 3.3.2.) şi se completează pînă la un litru cu apă. 

3.4. Dispozitive 

3.4.1. Cuptor cu muflă cu reglare de temperatură şi, preferabil, cu dispozitiv de înregistrare. 

3.4.2. Sticlăria trebuie să fie de tip borosilicat rezistent şi se recomandă folosirea aparaturii rezervate exclusiv pentru determinarea oligoelementelor. 

3.4.3. Spectrofotometru de absorbţie atomică care îndeplineşte cerinţele metodei cu privire la sensibilitatea şi precizia în intervalul necesar. 

3.5. Procedura de preparare 

Este important ca atunci cînd se măsoară oligoelementele să se ţină cont de riscul de contaminare, în special cu zinc, cupru şi fier. Din acest motiv, echipamentul folosit în cursul preparării eşantioanelor trebuie să nu conţină aceste metale. 

Pentru reducerea riscului general de contaminare, se lucrează într-o atmosferă fără praf, folosind un echipament curăţat cu mare atenţie şi o sticlărie spălată cu grijă. Determinarea zincului este în mod special sensibilă la multe tipuri de contaminare, de exemplu prin intermediul sticlăriei, al reactivilor, al prafului etc. 

Greutatea eşantionului care urmează să fie calcinat rezultă din cantitatea aproximativă de oligoelemente din nutreţuri în raport cu sensibilitatea spectrofotometrului folosit. Pentru anumite tipuri de nutreţuri, sărace în oligoelemente, poate fi necesar să se înceapă cu un eşantion de 10-20 g şi să se completeze soluţia finală numai pînă la 100 ml. 

Arderea trebuie efectuată într-un cuptor închis fără injectare de aer sau de oxigen. 

Temperatura indicată de pirometru nu trebuie să depăşească 475°C. 

3.5.1. Eşantioane care conţin materie organică 

3.5.1.1. Arderea şi prepararea soluţiei pentru analiză 

3.5.1.1.1. Respectînd prevederile pct.3.5. se introduc 5-10 g de eşantion cîntărit cu o abatere de 0,2 mg într-un creuzet de cuarţ sau platină, se usucă într-un cuptor la 105°C şi se introduce creuzetul în cuptorul cu muflă neîncălzit. Se închide cuptorul şi se măreşte treptat temperatura pînă la 450-475°C, timp de circa 90 minute. Se menţine temperatura timp de 4-16 ore (de exemplu, peste noapte), pentru a îndepărta materialul carbonic şi apoi se deschide cuptorul şi se lasă să se răcească. 

Se umezeşte cenuşa cu apă şi se transferă substanţa obţinută într-un pahar de laborator de 250 ml. Se spală creuzetul cu o cantitate totală de circa 5 ml de acid clorhidric (a se vedea observaţia de la subpunctul 3.3.1.) şi se adaugă acesta din urmă încet şi cu atenţie în paharul de laborator (poate apărea o reacţie puternică din cauza formării de CO2). Se adaugă acid clorhidric (a se vedea menţiunea de la subpunctul 3.3.1.), picătură cu picătură, agitîndu-se, pînă cînd efervescenţa încetează. Se evaporă pînă la uscare, agitîndu-se din cînd în cînd cu o baghetă de sticlă. 

Se adaugă apoi 15 ml de acid clorhidric 6 mol/litru (a se vedea observaţia de la subpunctul 3.3.2.) la reziduu, apoi circa 120 ml de apă. Se amestecă cu bagheta de sticlă, care se lasă în paharul de laborator, şi se acoperă paharul cu o sticlă de ceas. Se aduce încet la fierbere şi se menţine la punctul de fierbere pînă cînd cenuşa se dizolvă complet. Se filtrează cu hîrtie de filtru lipsită de cenuşă şi se colectează filtratul într-un balon gradat de 250 ml. Se spală paharul de laborator şi se filtrează cu 5 ml de acid clorhidric 6 mol/litru fierbinte (a se vedea observaţia de la subpunctul 3.3.2.) şi de două ori cu apă fiartă. Se umple balonul gradat cu apă pînă la semn (concentraţia de HCl: circa 0,5 mol/litru). 

3.5.1.1.2. Dacă reziduul din filtru este negru (cărbune), se reintroduce în cuptor şi se calcinează din nou la 450-475°C. 

Calcinarea, care necesită numai cîteva ore (circa 3-5 ore), este completă cînd cenuşa este albă sau aproape albă. 

Se dizolvă reziduul cu aproximativ 2 ml de acid clorhidric, conform prevederilor subpunctului 3.3.1., se evaporă pînă la uscare şi se adaugă 5 ml de acid clorhidric 6 mol/litru (a se vedea menţiunea de la subpunctul 3.3.2). Se încălzeşte, se filtrează soluţia în balonul gradat şi se umple cu apă pînă la semn (concentraţia HCl: circa 0,5 mol/litru). 

3.5.1.2. Determinarea spectrofotometrică 

3.5.1.2.1. Pregătirea soluţiilor de calibrare 

Pentru fiecare dintre elementele care urmează să fie determinate se prepară din soluţiile etalon de lucru descrise în subpunctele 3.3.7.1., 3.3.8.1., 3.3.9.1. şi 3.3.10.1. o gamă de soluţii de calibrare, fiecare soluţie de calibrare avînd o concentraţie de HCl de aproximativ 0,5 mol/litru şi (în cazul fierului, manganului şi zincului) o concentraţie de clorură de lantan echivalentă cu 0,1% La (g/v). 

Concentraţiile de oligoelemente selectate trebuie să se situeze în intervalul sensibilităţii spectrofotometrului utilizat. Tabelele nr.3, nr.4, nr.5 şi nr.6 indică compoziţiile unor seturi tipice de soluţii de calibrare. 

  

	Tabelul nr.3 

  

Concentraţia de fier 

 

	Unitatea de măsură
	Valorile indicate

	μg Fe/ml
	0
	0,5
	1
	2
	3
	4
	5

	ml de soluţie etalon de lucru (a se vedea menţiunea de la subpunctul 3.3.7.1.) (1 ml = 100 μg Fe)
	0
	0,5
	1
	2
	3
	4
	5

	ml HCl (a se vedea menţiunea de la subpunctul 1.3.2.)
	7
	7
	7
	7
	7
	7
	7

	+ 10 ml de soluţie de clorură de lantan (descrisă în subpunctul 3.3.11.) şi se completează pînă la 100 ml cu apă


  

  

	Tabelul nr.4 

  

Concentraţia de cupru 

 

	Unitatea de măsură
	Valorile indicate

	μg Cu/ml
	0
	0,1
	0,2
	0,4
	0,6
	0,8
	1

	ml de soluţie etalon de lucru (a se vedea menţiunea de la subpunctul 3.3.8.1.) (1 ml = 10 μg Cu)
	0
	1
	2
	4
	6
	8
	10

	ml HCl (a se vedea menţiunea de la subpunctul 3.3.2.)
	8
	8
	8
	8
	8
	8
	8


  

  

	Tabelul nr.5 

  

Concentraţia de mangan 

 

	Unitatea de măsură
	Valorile indicate

	μg Mn/ml
	0
	0,1
	0,2
	0,4
	0,6
	0,8
	1

	ml de soluţie etalon de lucru (a se vedea menţiunea de la subpunctul 3.3.9.1.) (1 ml = 10 μg Mn)
	0
	1
	2
	4
	6
	8
	10

	ml HCl (a se vedea menţiunea de la subpunctul 3.3.2.)
	7
	7
	7
	7
	7
	7
	7

	+ 10 ml de soluţie de clorură de lantan (menţionată în subpunctul 3.3.11.) şi se completează pînă la 100 ml cu apă


  

  

	Tabelul nr.6 

  

Concentraţia de Zinc 

 

	Unitatea de măsură
	Valorile indicate

	μg Zn/ml
	0
	0,05
	0,1
	0,2
	0,4
	0,6
	0,8

	ml de soluţie etalon de lucru (a se vedea menţiunea de la subpunctul 3.3.10.1.) (1 ml = 10 μg Zn)
	0
	0,5
	1
	2
	4
	6
	8

	ml HCl (a se vedea menţiunea de la subpunctul 3.3.2.)
	7
	7
	7
	7
	7
	7
	7

	+ 10 ml de soluţie de clorură de lantan (menţionată în subpunctul 3.3.11.) şi se completează pînă la 100 ml cu apă


  

3.5.1.2.2. Prepararea soluţiei pentru analiză 

Pentru determinarea cuprului, soluţia preparată la subpunctul 3.5.1.1. poate fi, în mod normal, folosită direct. Dacă este necesar să se obţină o concentraţie situată în intervalul soluţiilor de calibrare, o parte alicotă poate fi pipetată într-un balon gradat de 100 ml şi completată pînă la semn cu acid clorhidric 0,5 mol/litru (a se vedea menţiunea de la subpunctul 3.3.3.). 

Pentru determinarea fierului, manganului şi zincului, se pipetează o parte alicotă din soluţia preparată la subpuntul 3.5.1.1. într-un balon gradat de 100 ml, se adaugă 10 ml de soluţie de clorură de lantan şi se completează pînă la semn cu acid clorhidric 0,5 mol/litru, specificat în subpunctul 3.3.3. (a se vedea punctul 3.8. din prezenta anexă). 

3.5.1.2.3. Experiment martor 

Experimentul martor trebuie să includă toate etapele prevăzute în procedura de preparare, cu excepţia faptului că materialul eşantion este omis. Soluţia de calibrare “0” nu trebuie să fie folosită ca martor. 

3.5.1.2.4. Măsurarea absorbţiei atomice 

Se măsoară absorbţia atomică a soluţiilor de calibrare şi a soluţiei care urmează să fie analizată folosind o flacără aer-acetilenă oxidantă, la următoarele lungimi de undă: 

Fe: 248,3 nm 

Cu: 324,8 nm 

Mn: 279,5 nm 

Zn: 213,8 nm 

Fiecare măsurătoare se realizează de patru ori. 

3.5.2. Nutreţuri minerale 

Dacă eşantionul nu conţine materie organică, calcinarea prealabilă nu este necesară. Se procedează conform descrierii de la subpunctul 3.5.1.1.1. Evaporarea cu acid fluorhidric poate fi omisă. 

3.6. Calcularea rezultatelor 

Folosind o curbă de calibrare, se calculează concentraţia de oligoelemente în soluţia care urmează să fie analizată şi se exprimă rezultatul în mg de oligoelemente per kg de eşantion (ppm). 

3.7. Repetabilitatea 

Diferenţa dintre rezultatele a două determinări paralele efectuate pe acelaşi eşantion de către acelaşi laborant nu depăşeşte: 

a) 5 mg/kg, în valoare absolută, pentru conţinutul de oligoelement în cauză pînă la 50 mg/kg; 

b) 10% din valoarea superioară, pentru un conţinut de oligoelement în cauză de la 50 pînă la 100 mg/kg; 

c) 10 mg/kg, în valoare absolută, pentru un conţinut de oligoelement în cauză de la 100 pînă la 200 mg/kg; 

d) 5% din valoarea superioară, pentru un conţinut de oligoelement în cauză mai mare de 200 mg/kg. 

3.8. Observaţii 

Prezenţa de cantităţi mari de fosfaţi ar putea interfera cu determinarea fierului, manganului şi zincului. Astfel de interferenţe trebuie să fie corectate adăugînd soluţie de clorură de lantan. Dacă, însă, în eşantion, raportul de greutate Ca + Mg/P este > 2, adăugarea soluţiei de clorură de lantan la soluţia de analizat şi la soluţiile de calibrare poate fi omisă. 

  

IV. DETERMINAREA CONŢINUTULUI DE HALOFUGINONĂ 

DL-trans-7-brom-6-clor-3-[3-(3-hidroxi-2-piperidil)acetonil]-chinazolin-4-3H)-onă-hidrobromid 

4.1. Obiectiv şi domeniu de aplicare 

Prezenta metodă permite determinarea conţinutului de halofuginonă din nutreţuri. Limita de cuantificare este de 1 mg/kg. 

4.2. Principiul de aplicare 

După tratarea cu apă fierbinte, halofuginona se extrage ca bază liberă în acetat de etil şi ulterior se separă ca hidroclorid, într-o soluţie apoasă de acid. Extractul se purifică prin cromatografie prin schimb ionic. Conţinutul de halofuginonă se determină prin cromatografie lichidă de înaltă performanţă cu fază inversată (RP-HPLC), prin utilizarea unui detector de raze UV. 

4.3. Reactivi utilizaţi 

4.3.1. Acetonitril, de calitate HPLC. 

4.3.2. Răşină Amberlit XAD-2. 

4.3.3. Acetat de amoniu. 

4.3.4. Acetat de etil. 

4.3.5. Acid acetic glacial. 

4.3.6. Substanţa etalon halofuginonă (DL-trans-7-brom-6-clor-3-[3-hidroxi-2-piperidil)acetonil]chinazolin-4-(3H)-onă hidrobromid, E 764) 

4.3.6.1. Soluţie etalon stoc de halofuginonă, 100 μg/ml 

Se cîntăresc, cu o abatere de 0,1 mg, 50 mg de halofuginonă într-un balon gradat de 500 ml, apoi se dizolvă în soluţie tampon de acetat de amoniu, se completează pînă la semn cu soluţie tampon şi se amestecă. Această soluţie este stabilă timp de trei săptămîni, la 5°C, dacă este depozitată la întuneric. 

4.3.6.2. Soluţii de calibrare 

Se transferă 1, 2, 3, 4 şi 6 ml de soluţie etalon stoc într-o serie de baloane gradate de 100 ml. Se completează pînă la semn cu fază mobilă (a se vedea menţiunea de subpunctul 4.3.21.) şi se amestecă. Soluţiile au concentraţii de 1, 2, 3, 4 şi 6 μg/ml de halofuginonă. Aceste soluţii se prepară imediat înainte de utilizare. 

4.3.7. Acid clorhidric (ρ20 aproximativ 1,16 g/ml). 

4.3.8. Metanol. 

4.3.9. Nitrat de argint. 

4.3.10. Ascorbat de sodiu. 

4.3.11. Carbonat de sodiu. 

4.3.12. Clorură de sodiu. 

4.3.13. EDTA (acid etilendiaminotetraacetic, sare disodică). 

4.3.14. Apă, de calitate HPLC. 

4.3.15. Soluţie de carbonat de sodiu, c = 10 g/100 ml. 

4.3.16. Soluţie de carbonat de sodiu saturată cu clorură de sodiu, c = 5 g/100 ml 

Se dizolvă 50 g de carbonat de sodiu în apă, se diluează pînă la 1 litru şi se adaugă clorură de sodiu pînă la saturarea soluţiei. 

4.3.17. Acid clorhidric, aproximativ 0,1 mol/l 

Se diluează 10 ml de HCl în apă pînă la 1 litru. 

4.3.18. Soluţie tampon de acetat de amoniu, aproximativ 0,25 mol/l 

Se dizolvă 19,3 g de acetat de amoniu şi 30 ml de acid acetic glacial în apă de calitate HPLC şi se diluează pînă la 1 litru. 

4.3.19. Prepararea răşinii de Amberlit XAD-2 

Se spală cu apă o cantitate corespunzătoare de Amberlit, pînă la îndepărtarea tuturor ionilor de clor, după cum indică testul cu nitrat de argint, conform prevederilor subpunctului 4.3.20., efectuat pe faza apoasă eliminată. Apoi se spală răşina cu 50 ml de metanol, se elimină metanolul şi se depozitează răşina în metanol proaspăt. 

4.3.20. Soluţie de nitrat de argint, aproximativ 0,1 mol/l 

Se dizolvă 0,17 g de nitrat de argint în 10 ml de apă. 

4.3.21. Fază mobilă HPLC 

Se amestecă 500 ml de acetonitril, de calitate HPLC cu 300 ml soluţie tampon de acetat de amoniu şi 1200 ml de apă, de calitate HPLC. Se aduce pH-ul la valoarea 4,3 folosind acid acetic glacial. Se trece printr-un filtru de 0,22 μm (a se vedea menţiunea de la subpunctul 4.4.8.) şi se degazează soluţia (de exemplu prin ultrasonare timp de 10 minute). Această soluţie este stabilă timp de o lună dacă este depozitată într-un recipient închis, la întuneric. 

4.4. Dispozitive 

4.4.1. Baie cu ultrasunete. 

4.4.2. Evaporator rotativ cu generare de film. 

4.4.3. Centrifugă. 

4.4.4. Echipament HPLC cu detector de raze UV cu lungimi de undă variabile sau detector cu grup de diode 

4.4.4.1. Coloană pentru cromatografie lichidă, 300 mm × 4 mm, C18, particule de 10 μm sau o coloană echivalentă. 

4.4.5. Coloană de sticlă (300 mm × 10 mm) prevăzută cu filtru de sticlă sinterizată şi cu robinet de închidere. 

4.4.6. Filtre din fibră de sticlă, cu diametru de 150 mm. 

4.4.7. Filtre cu membrană de 0,45 μm. 

4.4.8. Filtre cu membrană de 0,22 μm. 

4.5. Procedura de preparare 

Halofuginona ca bază liberă este instabilă în soluţii alcaline sau de acetat de etil. Ea nu trebuie să rămînă în acetat de etil mai mult de 30 de minute. 

4.5.1. Aspecte generale 

4.5.1.1. Se analizează un nutreţ martor pentru a verifica absenţa halofuginonei şi a substanţelor interferente. 

4.5.1.2. Se efectuează un test de recuperare prin analiza nutreţului martor care a fost îmbogăţit prin adăugarea unei cantităţi de halofuginonă, similară cu cea prezentă în eşantion. Pentru a obţine o concentraţie de 3 mg/kg se adaugă 300 μl din soluţia etalon stoc la 10 g de nutreţ martor, se amestecă şi se aşteaptă 10 minute înainte de a se începe etapa de extracţie, conform prevederilor descrise în subpunctul 4.5.2. 

Conform acestei metode, nutreţul martor este similar, ca tip, cu eşantionul, iar la analiză nu se detectează halofuginonă. 

4.5.2. Procedura de extracţie 

Se cîntăresc, cu o abatere de 0,1 g, 10 g de eşantion preparat, într-un tub de centrifugă de 200 ml, se adaugă 0,5 g de ascorbat de sodiu, 0,5 g de EDTA (acid etilendiaminotetraacetic, sare disodică) şi 20 ml de apă, apoi se amestecă. Se plasează tubul într-o baie de apă timp de 5 minute (80°C). După răcire la temperatura camerei se adaugă 20 ml soluţie de carbonat de sodiu şi se amestecă. Se adaugă imediat 100 ml de acetat de etil şi se agită energic cu mîna timp de 15 secunde. Apoi tubul se aşează într-o baie cu ultrasunete timp de 3 minute şi se slăbeşte dopul. Se centrifughează timp de 2 minute şi se decantează faza de acetat de etil printr-un filtru de fibră de sticlă, într-o pîlnie de separare de 500 ml. Se repetă extracţia eşantionului cu o a doua cantitate de 100 ml acetat de etil. Se spală extractele combinate timp de 1 minut cu 50 ml de soluţie de carbonat de sodiu saturată cu clorură de sodiu şi se îndepărtează stratul apos. 

Se extrage stratul organic timp de 1 minut cu 50 ml de acid clorhidric. Se trece stratul inferior de acid printr-o pîlnie de separare de 250 ml. Se extrage din nou stratul organic timp de 1,5 minute, cu o altă cantitate de 50 ml acid clorhidric, apoi se combină cu primul extract. Se spală extractele de acid combinate prin agitare circulară timp de aproximativ 10 secunde cu 10 ml de acetat de etil. 

Se transferă cantitativ stratul apos într-un balon cu fund rotund de 250 ml şi se îndepărtează faza organică. Se evaporă din soluţia acidă tot acetatul de etil rămas utilizînd un evaporator rotativ cu generare de film. 

Temperatura băii de apă trebuie să nu depăşească 40°C. În condiţiile unei presiuni de aproximativ 25 mbar întreaga cantitate de acetat de etil rezidual se îndepărtează în 5 minute la 38°C. 

4.5.3. Curăţarea 

4.5.3.1. Pregătirea coloanei de Amberlit 

Pentru fiecare extract de eşantion se pregăteşte cîte o coloană XAD-2. Se transferă 10 g de Amberlit preparat într-o coloană de sticlă cu metanol. Se adaugă un dop mic de vată de sticlă deasupra patului de răşină. Se scurge metanolul din coloană şi se spală răşina cu 100 ml de apă, oprind fluxul pe măsură ce lichidul ajunge la partea superioară a patului de răşină. Se lasă coloana să se echilibreze timp de 10 minute înainte de utilizare. Niciodată nu se lasă coloana să se usuce. 

4.5.3.2. Curăţarea eşantionului 

Se transferă cantitativ extractul, obţinut conform prevederilor subpunctului 4.5.2. în partea superioară a coloanei de Amberlit preparată şi se eluează, îndepărtînd apoi eluatul. Rata de eluare nu trebuie să depăşească 20 ml/minut. Se clăteşte balonul cu fund rotund cu 20 ml de acid clorhidric, apoi acesta se foloseşte pentru spălarea coloanei de răşină. Se suflă orice urmă de soluţie acidă rămasă cu ajutorul unui curent de aer. Se îndepărtează lichidele de spălare. Se adaugă 100 ml de metanol în coloană şi se eluează 5-10 ml; se colectează eluatul într-un balon cu fundul rotund de 250 ml. Se lasă metanolul rămas timp de 10 minute să se echilibreze cu răşina şi se continuă eluarea la o rată care să nu depăşească 20 ml/minut, colectînd eluatul în acelaşi balon cu fundul rotund. Se evaporează metanolul pe evaporatorul rotativ cu generare de film; temperatura băii de apă trebuie să nu depăşească 40°C. Se transferă cantitativ reziduul într-un balon gradat de 10 ml, utilizînd faza mobilă HPLC. Se completează pînă la semn cu ajutorul fazei mobile şi se amestecă. Se filtrează o parte alicotă printr-un filtru cu membrană. 

Această soluţie se păstrează pentru determinarea prin HPLC (a se vedea menţiunea de la subpunctul 4.5.4.). 

4.5.4. Determinarea prin HPLC 

4.5.4.1. Parametrii admisibili 

Următoarele condiţii specificate în tabelul nr.7 sînt propuse cu titlu orientativ; se pot aplica şi alte condiţii, dacă acestea duc la rezultate echivalente. 

  

	Tabelul nr.7 

  

Condiţii HPLC 

 

	Tehnica de măsurare
	Valorile indicate

	Coloana pentru cromatografie lichidă
	300 mm × 4 mm, C18, particule de 10 μm sau o coloană echivalentă

	Faza mobilă
	Amestec descris în subpunctul 1.3.21.

	Debit
	1,5-2 ml/minut

	Lungimea undei de detecţie
	243 nm

	Volum de injecţie
	40-100 μl.


 

Stabilitatea sistemului cromatografic se verifică prin injectarea de mai multe ori a soluţiei de calibrare, conţinînd 3 μg/ml, pînă la obţinerea de înălţimi (sau de arii) ale vîrfurilor şi de timpi de retenţie constanţi. 

4.5.4.2. Curba de calibrare 

Se injectează fiecare soluţie de calibrare de mai multe ori şi se determină înălţimile (ariile) vîrfurilor pentru fiecare concentraţie. Se trasează o curbă de calibrare utilizînd înălţimile (ariile) medii ale vîrfurilor soluţiilor de calibrare ca ordonate şi concentraţiile corespunzătoare, în μg/ml, ca abscise. 

4.5.4.3. Soluţia de eşantion 

Se injectează extractul de eşantion (a se vedea menţiunea de la subpunctul 4.5.3.2.) de mai multe ori, utilizînd acelaşi volum ca cel utilizat pentru soluţiile de calibrare şi se determină înălţimea (aria) medie a vîrfurilor pentru vîrfurile de halofuginonă. 

4.6. Calcularea rezultatelor 

Concentraţia soluţiei de eşantion în μg/ml se determină plecînd de la înălţimea (aria) medie a vîrfurilor de halofuginonă a soluţiei de eşantion prin referire la curba de calibrare. 

Conţinutul de halofuginonă w (mg/kg) al eşantionului este dat de formula următoare: 

 

w = c × 10/m,

 

unde: 

c = concentraţia de halofuginonă din soluţia de eşantion, în μg/ml; 

m = greutatea porţiunii de testat, în grame. 

4.7. Validarea rezultatelor 

4.7.1. Identitatea 

Identitatea analitului poate fi confirmată prin cocromatografie sau prin utilizarea unui detector cu grup de diode cu care se compară spectrul extractului de eşantion cu cel al soluţiei de calibrare, care conţine 6 μg/ml. 

4.7.1.1. Cocromatografie 

Un extract de eşantion este îmbogăţit prin adăugarea unei cantităţi corespunzătoare de soluţie de calibrare. Cantitatea de halofuginonă adăugată trebuie să fie similară cu cantitatea estimată de halofuginonă găsită în extractul de eşantion. 

După luarea în considerare atît a cantităţii adăugate, cît şi a diluţiei extractului, creşte numai înălţimea vîrfului de halofuginonă. Lărgimea vîrfului, la jumătate din înălţimea sa maximă, trebuie să se încadreze într-o variaţie de ± 10% din lărgimea originală. 

4.7.1.2. Detecţia cu grup de diode 

Rezultatele se evaluează după următoarele criterii: 

a) lungimea de undă a absorbţiei maxime a spectrelor eşantionului şi a etalonului, înregistrată la vîrful cel mai înalt al cromatogramei, trebuie să fie aceeaşi într-o marjă determinată de puterea de rezoluţie a sistemului de detecţie. Pentru detecţia cu grup de diode, aceasta este de obicei de ± 2 nm; 

b) între 225 şi 300 nm, spectrele eşantionului şi ale etalonului, înregistrate la vîrful cel mai înalt al cromatogramei, nu trebuie să fie diferite pentru acele părţi ale spectrului situate între 10 şi 100% din absorbanţa relativă. Acest criteriu este îndeplinit atunci cînd sînt prezente aceleaşi maxime şi cînd deviaţia dintre două spectre nu depăşeşte în niciun punct observat 15% din absorbanţa analitului etalon; 

c) între 225 şi 300 nm, spectrele curbei ascendente, ale punctului maxim şi ale curbei descendente ale vîrfului produs de extractul de eşantion nu trebuie să fie diferite unele de altele pentru acele părţi ale spectrului situate între 10 şi 100% din absorbanţa relativă. Acest criteriu este îndeplinit atunci cînd sînt prezente aceleaşi maxime şi cînd deviaţia dintre două spectre nu depăşeşte în nici-un punct observat 15% din absorbanţa spectrului punctului maxim. 

Dacă unul din aceste criterii nu este îndeplinit, prezenţa analitului nu a fost confirmată. 

4.7.2. Repetabilitatea 

Diferenţa dintre rezultatele a două determinări paralele efectuate pe acelaşi eşantion nu trebuie să depăşească 0,5 mg/kg pentru un conţinut de halofugiononă de pînă la 3 mg/kg. 

4.7.3. Procedura de recuperare 

Pentru eşantionul martor îmbogăţit se realizează o recuperare de minimum 80%. 

  

V. DETERMINAREA ROBENIDINEI 

Clorhidrat de 1,3-bis[(4-clorbenziliden)amino]guanidin 

5.1. Obiectiv şi domeniu de aplicare 

Prezenta metodă permite determinarea conţinutului de robenidină din nutreţuri. Limita de cuantificare este de 5 mg/kg. 

5.2. Principiul de aplicare 

Eşantionul se extrage cu metanol acidifiat. Extractul se usucă şi o parte alicotă se curăţă într-o coloană de oxid de aluminiu. Robenidina se eluează din coloană cu metanol, se concentrează şi se completează pînă la un volum adecvat cu fază mobilă. Conţinutul de robenidină se determină prin cromatografie lichidă de înaltă performanţă cu fază inversată (RP-HPLC), utilizînd un detector de radiaţii UV. 

5.3. Reactivi utilizaţi 

5.3.1. Metanol. 

5.3.2. Metanol acidifiat 

Se transferă 4 ml de acid clorhidric (ρ20 = 1,18 g/ml) într-un balon gradat de 500 ml, se completează pînă la semn cu metanol şi se amestecă. Soluţia se prepară imediat înainte de utilizare. 

5.3.3. Acetonitril, de calitate HPLC. 

5.3.4. Sită moleculară 

Tip 3A, 8-12 noduri ale sitei (noduri de 1,6-2,5 mm, aluminosilicat cristalin, diametrul porilor 0,3 mm). 

5.3.5. Oxid de aluminiu, activitate acidă grad I pentru cromatografia pe coloană 

Se transferă 100 g de oxid de aluminiu într-un recipient adecvat şi se adaugă 2 ml de apă. Se închide şi se agită aproximativ 20 de minute. Se păstrează într-un recipient bine închis. 

5.3.6. Soluţie de fosfat diacid de potasiu, c = 0,025 mol/l 

Se dizolvă 3,4 g de fosfat diacid de potasiu în apă (de calitate HPLC), într-un balon gradat de 1000 ml, se completează pînă la semn şi se amestecă. 

5.3.7. Soluţie de fosfat acid disodic, c = 0,025 mol/l 

Se dizolvă 3,55 g de fosfat acid disodic anhidru (sau 4,45 g de dihidrat sau 8,95 g de dodecahidrat) în apă (de calitate HPLC), într-un balon gradat de 1 litru, se completează pînă la semn şi se amestecă. 

5.3.8. Fază mobilă HPLC 

Se amestecă următorii reactivi: 

650 ml de acetonitril, de calitate HPLC; 

250 ml apă (de calitate HPLC); 

50 ml soluţie de fosfat diacid de potasiu; 

50 ml soluţie de fosfat acid disodic. 

Se trece printr-un filtru de 0,22 μm (a se vedea menţiunea de la subpunctul 5.4.6.) şi se degazează soluţia (de exemplu, prin ultrasonare timp de 10 minute). 

5.3.9. Substanţa etalon 

Robenidină pură: clorhidrat de 1,3-bis[(4-clorobenziliden)amino]guanidin. 

5.3.9.1. Soluţia etalon stoc de robenidină: 300 μg/ml 

Se cîntăresc, cu o abatere de 0,1 mg, 30 mg de substanţă etalon de robenidină pură. Se dizolvă în metanol acidifiat într-un balon gradat de 100 ml, se completează pînă la semn cu acelaşi solvent şi se amestecă. Se împachetează balonul în folie de aluminiu şi se păstrează la întuneric. 

5.3.9.2. Soluţie etalon intermediară de robenidină : 12 μg/ml 

Se transferă 10 ml din soluţia etalon stoc într-un balon gradat de 250 ml, se completează pînă la semn cu faza mobilă HPLC şi se amestecă. Se împachetează balonul în folie de aluminiu şi se păstrează la întuneric. 

5.3.9.3. Soluţii de calibrare 

Se transferă 5, 10, 15, 20 şi 25 ml de soluţie etalon intermediară într-o serie de baloane gradate de 50 ml. 

Se completează pînă la semn cu fază mobilă şi se amestecă. Aceste soluţii corespund concentraţiilor de 1,2, 2,4, 3,6, 4,8 şi 6 μg/ml de robenidină. Soluţiile se prepară imediat înainte de a fi utilizate. 

5.3.10. Apă de calitate HPLC. 

5.4. Dispozitive 

5.4.1. Coloană de sticlă 

Construită din sticlă brună, prevăzută cu robinet de închidere şi un rezervor cu capacitatea de aproximativ 150 ml, diametru interior 10-15 mm, lungime 250 mm. 

5.4.2. Agitator mecanic sau magnetic. 

5.4.3. Evaporator rotativ cu generare de film. 

5.4.4. Echipament HPLC cu detector de radiaţii UV cu lungimi de undă variabile sau cu detector cu grup de diode care funcţionează în intervalul 250-400 nm 

5.4.4.1. Coloană pentru cromatografie lichidă: 300 mm × 4 mm, C18, particule de 10 μm sau echivalent. 

5.4.5. Hîrtie de filtru din fibră de sticlă (Whatman GF/A sau echivalentă). 

5.4.6. Filtre cu membrană, 0,22 μm. 

5.4.7. Filtre cu membrană, 0,45 μm. 

5.5. Procedura de preparare 

Robenidina este sensibilă la lumină. Pentru toate operaţiile se foloseşte sticla brună. 

5.5.1. Aspecte generale 

5.5.1.1. Se analizează un nutreţ martor pentru a verifica absenţa robenidinei şi a substanţelor interferente. 

5.5.1.2. Se efectuează un test de recuperare prin analizarea nutreţului martor care a fost îmbogăţit prin adăugarea unei cantităţi de robenidină, similară cu cea prezentă în eşantion. Pentru a obţine o concentraţie de 60 mg/kg, se transferă 3 ml din soluţia etalon stoc într-un flacon tip Erlenmeyer de 250 ml. Se evaporă soluţia pînă la cca 0,5 ml într-un curent de azot. Se adaugă 15 g din nutreţul martor, se amestecă şi se aşteaptă 10 minute înainte de a se începe etapa de extracţie, conform prevederilor subpunctului 5.5.2. 

Pentru această metodă, nutreţul martor este similar, ca tip, cu eşantionul, iar la analiză nu se detectează robenidină. 

5.5.2. Procedura de extracţie 

Se cîntăresc cu o abatere de 0,01 g, aproximativ 15 g de eşantion preparat. Se transferă într-un flacon tip Erlenmeyer de 250 ml şi se adaugă 100 ml metanol acidifiat, se închide şi se agită timp de 1 oră în agitator. Se filtrează soluţia prin hîrtie de filtru din fibră de sticlă şi se colectează întregul filtrat într-un flacon tip Erlenmeyer de 150 ml. Se adaugă 7,5 g de sită moleculară, se închide şi se agită timp de 5 minute. Se filtrează imediat prin hîrtie de filtru din fibră de sticlă. Se conservă această soluţie pentru etapa de purificare (a se vedea observaţia de la subpunctul 5.5.3.). 

5.5.3. Procedura de purificare 

5.5.3.1. Pregătirea coloanei de oxid de aluminiu 

Se introduce un tampon mic de vată de sticlă în capătul inferior al coloanei de sticlă şi se împinge utilizînd o baghetă de sticlă. Se cîntăresc 11 g din oxidul de aluminiu preparat şi se transferă în coloană. Pe parcursul acestei etape este important ca expunerea la aer să fie redusă la minimum. Se loveşte uşor coloana încărcată în partea inferioară pentru a permite stabilizarea oxidului de aluminiu. 

5.5.3.2. Purificarea eşantionului 

Se transferă în coloană cu pipeta 5 ml de extract de eşantionul preparat, conform prevederilor descrise în subpunctul 5.5.2. Vîrful pipetei se menţine aproape de peretele coloanei şi se permite ca soluţia să fie absorbită de oxidul de aluminiu. Se eluează robenidina din coloană folosind 100 ml metanol, cu un debit de 2-3 ml/minut şi se colectează eluatul într-un balon cu fundul rotund de 250 ml. Se evaporă soluţia de metanol pînă la uscare sub presiune redusă la 40°C, prin intermediul unui evaporator rotativ cu generare de film. Se redizolvă reziduul în 3-4 ml de fază mobilă HPLC şi se transferă cantitativ într-un balon gradat de 10 ml. Se clăteşte balonul de mai multe ori cu cantităţi de 1-2 ml de fază mobilă şi se transferă lichidul de clătire în balonul gradat. Se completează pînă la semn cu acelaşi solvent şi se amestecă. Se filtrează o parte alicotă printr-un filtru cu membrană de 0,45 μm. Această soluţie se păstrează pentru determinarea prin HPLC. 

5.5.4. Determinarea prin HPLC 

5.5.4.1. Parametrii admisibili 

Următoarele condiţii specificate în tabelul nr.8 sînt propuse cu titlu orientativ; se pot aplica şi alte condiţii, dacă acestea conduc la rezultate echivalente. 

  

	Tabelul nr.8 

  

Condiţii HPLC 

 

	Tehnica de măsurare
	Valorile indicate

	Coloana pentru cromatografie lichidă
	300 mm × 4 mm, C18, particule de 10 μm sau echivalent

	Faza mobilă
	Amestec descris în subpunctul 5.3.8.

	Debit
	1,5 -2 ml/minut

	Lungimea undei de detecţie
	317 nm

	Volum de injecţie
	20-50 μl.


  

Se verifică stabilitatea sistemului cromatografic, prin injectarea de mai multe ori a soluţiei de calibrare care conţine 3,6 μg/ml, pînă la obţinerea de valori de vîrf şi de timpi de retenţie constanţi. 

5.5.4.2. Curba de calibrare 

Fiecare soluţie de calibrare se injectează de mai multe ori şi se determină înălţimile (ariile) vîrfurilor pentru fiecare concentraţie. Se trasează o curbă de calibrare utilizînd înălţimile sau ariile medii ale vîrfurilor soluţiilor de calibrare ca ordonate şi concentraţiile corespunzătoare, în μg/ml, ca abscise. 

5.5.4.3. Soluţia de eşantion 

Se injectează de mai multe ori extractul de eşantion, obţinut conform prevederilor subpunctului 5.5.3.2., folosind acelaşi volum ca şi în cazul soluţiilor de calibrare şi se determină înălţimea (aria) medie a vîrfurilor pentru vîrfurile de robenidină. 

5.6. Calcularea rezultatelor 

Din înălţimea (aria) medie a vîrfurilor robenidinei din soluţia de eşantion se determină concentraţia în μg/ml a soluţiei de eşantion prin referire la curba de calibrare. 

Conţinutul de robenidină w (mg/kg) din eşantion este dat de formula următoare: 

 

w = c × 200/m,

 

unde: 

c = concentraţia de robenidină din soluţia de eşantion, în μg/ml; 

m = greutatea porţiunii de testat, în grame. 

5.7. Validarea rezultatelor 

5.7.1. Identitatea 

Identitatea analitului poate fi confirmată prin cocromatografie sau prin folosirea unui detector cu grup de diode, prin intermediul căruia se compară spectrul extractului de eşantion şi cel al soluţiei de calibrare conţinînd 6 μg/ml. 

5.7.1.1. Cocromatografie 

Un extract de eşantion se îmbogăţeşte prin adăugarea unei cantităţi adecvate de soluţie de calibrare. 

Cantitatea de robenidină adăugată trebuie să fie similară cu cantitatea estimată de robenidină constatată în extractul de eşantion. 

Numai înălţimea vîrfului de robenidină creşte după luarea în considerare a cantităţii adăugate şi a diluţiei extractului. Lărgimea vîrfului la jumătatea înălţimii sale maxime trebuie să se încadreze într-o variaţie de aproximativ 10% din lărgimea iniţială. 

5.7.1.2. Detecţia cu grup de diode 

Rezultatele se evaluează după următoarele criterii: 

a) lungimea de undă a absorbţiei maxime a spectrelor eşantionului şi a etalonului, înregistrată la vîrful cel mai înalt al cromatogramei, trebuie să fie aceeaşi, într-o marjă determinată de puterea de rezoluţie a sistemului de detecţie. Pentru detectarea cu grup de diode, aceasta este în mod normal de aproximativ 2 nm; 

b) între 225 şi 400 nm, spectrele eşantionului şi ale etalonului, înregistrate la vîrful cel mai înalt al cromatogramei, nu trebuie să fie diferite pentru acele părţi ale spectrului situate între 10 şi 100% din absorbanţa relativă. Acest criteriu este îndeplinit atunci cînd sînt prezente aceleaşi maxime şi cînd deviaţia dintre două spectre nu depăşeşte în nici-un punct observat 15% din absorbanţa analitului etalon; 

c) între 225 şi 400 nm, spectrele curbei ascendente, ale punctului maxim şi ale curbei descendente ale vîrfului produs de extractul de eşantion nu trebuie să fie diferite unele de altele pentru acele părţi ale spectrului situate între 10 şi 100% din absorbanţa relativă. Acest criteriu este îndeplinit atunci cînd sînt prezente aceleaşi maxime şi cînd deviaţia dintre spectre nu depăşeşte în niciun punct observat 15% din absorbanţa spectrului punctului maxim. 

Dacă unul din aceste criterii nu este îndeplinit, prezenţa analitului nu a fost confirmată. 

5.7.2. Repetabilitatea 

Diferenţa dintre rezultatele a două determinări paralele efectuate pe acelaşi eşantion nu trebuie să depăşească 10% din valoarea superioară, pentru un conţinut de robenidină mai mare de 15 mg/kg. 

5.7.3. Procedura de recuperare 

Pentru un eşantion martor îmbogăţit, recuperarea este de cel puţin 85%. 

  

VI. DETERMINAREA CONŢINUTULUI DE DICLAZURIL 

(+)-4-clorfenil [2,6-diclor-4-(2,3,4,5-tetrahidro-3,5-dioxo-1,2,4-triazin-2yl)fenil]-acetonitril 

6.1. Obiectiv şi domeniu de aplicare 

Prezenta metodă permite determinarea conţinutului de diclazuril din nutreţuri şi premixuri. Limita de detecţie este de 0,1 mg/kg, iar limita de cuantificare este de 0,5 mg/kg. 

6.2. Principiul de aplicare 

După adăugarea unui standard intern, eşantionul este extras cu metanol acidifiat. Pentru nutreţuri, o parte alicotă a extractului este purificată pe un cartuş C18 pentru extracţie în fază solidă. Diclazurilul este eluat din cartuş cu un amestec de metanol acidifiat şi apă. După evaporare, reziduul se dizolvă într-un amestec DMF/apă. Pentru premixuri, extractul se evaporă şi reziduul se dizolvă într-un amestec DMF/apă. Conţinutul de diclazuril se determină prin cromatografie lichidă de înaltă performanţă (HPLC) cu gradient ternar şi cu fază inversată, prin utilizarea unui detector UV. 

6.3. Reactivi utilizaţi 

6.3.1. Apă, de calitate HPLC. 

6.3.2. Acetat de amoniu. 

6.3.3. Sulfat acid de tetrabutilamoniu (TBHS). 

6.3.4. Acetonitril, de calitate HPLC. 

6.3.5. Metanol, de calitate HPLC. 

6.3.6. N,N-dimetilformamidă (DMF). 

6.3.7. Acid clorhidric, ρ20 = 1,19 g/ml. 

6.3.8. Substanţă etalon: diclazuril II-24: (+)-4-clorfenil [2,6 diclor-4-(2,3,4,5-tetrahidro-3,5-dioxo-1,2,4-triazin-2-il) fenil] acetonitril, cu puritate garantată, E771 

6.3.8.1. Soluţie etalon stoc de diclazuril, 500 μg/ml 

Se cîntăresc, cu o abatere de 0,1 mg, 25 mg de substanţă etalon de diclazuril într-un balon gradat de 50 ml. 

Se dizolvă în N,N-dimetilformamidă (DMF), se completează pînă la semn cu N,N-dimetilformamidă (DMF) şi se amestecă. Se împachetează balonul în folie de aluminiu sau se utilizează un balon de culoare brună şi se depozitează în frigider. La o temperatură ≤ 4°C, soluţia este stabilă timp de o lună. 

6.3.8.2. Soluţia etalon de diclazuril, 50 μg/ml 

Se transferă 5 ml din soluţia etalon stoc de diclazuril într-un balon gradat de 50 ml, se completează pînă la semn cu N,N-dimetilformamidă (DMF) şi se amestecă. Se împachetează balonul în folie de aluminiu sau se utilizează un balon de culoare brună şi se depozitează în frigider. La o temperatură ≤ 4°C, soluţia este stabilă timp de o lună. 

6.3.9. Substanţă etalon internă: 2,6 diclor-α-(4-clorfenil)-4-[4,5-dihidro-3,5-dioxo-1,2,4-triazină-2 (3H)-il]α-metilben-zen-acetonitril 

6.3.9.1. Soluţie etalon stoc internă de diclazuril, 500 μg/ml 

Se cîntăresc, cu o abatere de 0,1 mg, 25 mg de substanţă etalon internă într-un balon gradat de 50 ml. Se dizolvă în N,N-dimetilformamidă (DMF), se completează pînă la semn cu N,N-dimetilformamidă (DMF) şi se amestecă. Se împachetează balonul în folie de aluminiu sau se utilizează un balon de culoare brună şi se depozitează în frigider. La o temperatură ≤ 4°C, soluţia este stabilă timp de o lună. 

6.3.9.2. Soluţie etalon internă, 50 μg/ml 

Se transferă 5 ml din soluţia etalon stoc internă de etalon intern (a se vedea menţiunea de la subpunctul 6.3.9.1.) într-un balon gradat de 50 ml, se completează pînă la semn cu N,N-dimetilformamidă (DMF) şi se amestecă. Se împachetează balonul în folie de aluminiu sau se utilizează un balon de culoare brună şi se depozitează în frigider. La o temperatură ≤ 4°C, soluţia este stabilă timp de o lună. 

6.3.9.3. Soluţie etalon internă pentru premixuri, p/1 000 mg/ml 

(p = conţinut nominal în diclazuril al premixului în mg/kg) 

Se cîntăresc, cu o abatere de 0,1 mg, p/10 mg de substanţă etalon internă într-un balon gradat de 100 ml, se dizolvă în N,N-dimetilformamidă (DMF) într-o baie cu ultrasunete, conform prevederilor subpunctului 6.4.6., se completează pînă la semn cu N,N-dimetilformamidă (DMF) şi se amestecă. Se împachetează balonul în folie de aluminiu sau se utilizează un balon de culoare brună şi se depozitează în frigider. La o temperatură ≤ 4°C, soluţia este stabilă timp de o lună. 

6.3.10. Soluţie de calibrare, 2 μg/ml 

Se pipetează 2 ml din soluţia etalon de diclazuril (a se vedea menţiunea de la subpunctul 6.3.8.2) şi 2 ml din soluţia etalon internă, specificată în subpunctul 6.3.9.2., într-un balon gradat de 50 ml. Se adaugă 16 ml de N,N-dimetilformamidă (DMF), se completează pînă la semn cu apă şi se amestecă. Soluţia trebuie preparată imediat înainte de utilizare. 

6.3.11. Cartuş C18 pentru extracţie în fază solidă, de exemplu Bond Elut, mărime: 1 cc, greutatea absorbentului: 100 mg. 

6.3.12. Solvent de extracţie: metanol acidifiat 

Se pipetează 5 ml de acid clorhidric în 1 000 ml de metanol, de calitate HPLC şi se amestecă. 

6.3.13. Fază mobilă pentru HPLC 

6.3.13.1. Eluent A: acetat de amoniu – soluţie de sulfat acid de tetrabutilamoniu. 

Se dizolvă 5 g de acetat de amoniu şi 3,4 g de sulfat acid de tetrabutilamoniu (TBHS) în 1000 ml de apă, de calitate HPLC şi se amestecă. 

6.3.13.2. Eluent B: acetonitril, de calitate HPLC. 

6.3.13.3. Eluent C: metanol, de calitate HPLC. 

6.4. Dispozitive 

6.4.1. Agitator mecanic. 

6.4.2. Echipament pentru HPLC cu gradient ternar 

6.4.2.1. Coloană pentru cromatografie lichidă, Hypersil ODS, particule de 3 μm, 100 mm × 4,6 mm sau echivalent. 

6.4.2.2. Detector UV cu ajustare variabilă a lungimii de undă sau detector cu grup de diode. 

6.4.3. Evaporator rotativ cu generare de film. 

6.4.4. Filtru cu membrană, 0,45 μm. 

6.4.5. Distribuitor în vid. 

6.4.6. Baie cu ultrasunete. 

6.5. Procedura de preparare 

6.5.1. Aspecte generale 

6.5.1.1. Nutreţ martor 

Se analizează un nutreţ martor pentru a verifica absenţa diclazurilului şi a substanţelor interferente. Nutreţul martor este similar, ca tip, cu eşantionul, iar prin analiză nu se detectează nici diclazuril, nici substanţe interferente. 

6.5.1.2. Test de recuperare 

Se efectuează un test de recuperare prin analiza nutreţului martor îmbogăţit prin adăugarea unei cantităţi de diclazuril, similară cu cea prezentă în eşantion. Pentru a obţine o concentraţie de 1 mg/kg, se adaugă 0,1 ml din soluţia etalon stoc, conform prevederilor subpunctului 6.3.8.1., la 50 g din nutreţul martor, se amestecă bine şi se lasă timp de 10 minute, amestecînd din nou de mai multe ori înainte de a continua (a se vedea menţiunea de la subpunctul 6.5.2). 

Alternativ, dacă nu este disponibil un nutreţ martor similar, ca tip, cu eşantionul (a se vedea prevederile descrise în subpunctul 6.5.1.1), testul de recuperare poate fi efectuat prin metoda standard de adăugare a etalonului. În acest caz, eşantionul de analizat se îmbogăţeşte adăugînd o cantitate de diclazuril similară celei deja prezente în eşantion. Acest eşantion este analizat împreună cu eşantionul neîmbogăţit, iar recuperarea poate fi calculată prin scădere. 

6.5.2. Procedura de extracţie 

6.5.2.1. Nutreţuri 

Se cîntăresc, cu o abatere de 0,01 g, aproximativ 50 g de eşantion. Se transferă într-un flacon tip Erlenmeyer de 500 ml, se adaugă 1 ml din soluţia etalon internă (a se vedea subpunctul 6.3.9.2.), 200 ml din solventul de extracţie şi se astupă flaconul. Se agită amestecul în agitator mecanic pe parcursul nopţii. Se lasă să se sedimenteze timp de 10 minute. Se transferă o parte alicotă de 20 ml din supernatant într-un recipient de sticlă adecvat şi se diluează în 20 ml apă. 

Se transferă această soluţie într-un cartuş de extracţie, specificat în subpunctul 6.3.11. şi se trece prin acesta prin aplicare de vid (a se vedea subpunctul 6.4.5.). Se spală cartuşul cu 25 ml dintr-un amestec de solvent de extracţie: metanol acidifiat şi apă, 65 + 35 (V + V). Se elimină fracţiunile colectate şi se eluează compuşii cu ajutorul a 25 ml dintr-un amestec de solvent de extracţie şi apă, 80 + 20 (V + V). Se evaporă această fracţiune pînă la uscare prin intermediul evaporatorului rotativ la 60°C. Se dizolvă reziduul în 1 ml N,N-dimetilformamidă (DMF), se adaugă 1,5 ml de apă, de calitate HPLC şi se amestecă. Se filtrează cu un filtru cu membrană. Se continuă cu determinarea prin HPLC, conform prevederilor subpunctului 6.5.3. 

6.5.2.2. Premixuri 

Se cîntăresc, cu o abatere de 0,001 g, aproximativ 1 g de eşantion. Se transferă într-un flacon tip Erlenmeyer de 500 ml, se adaugă 1 ml din soluţia etalon internă (a se vedea menţiunea de la subpunctul 6.3.9.3.) şi 200 ml din solventul de extracţie şi se astupă flaconul. Se agită amestecul în agitator mecanic pe parcursul nopţii. Se lasă să se sedimenteze timp de 10 minute. Se transferă o parte alicotă de 10000/p ml (p = conţinutul nominal în diclazuril al premixului în mg/kg) din supernatant într-un balon cu fund rotund de dimensiuni adecvate. Se evaporă acest amestec pînă la uscare, la presiune scăzută şi la 60°C, cu ajutorul unui evaporator rotativ. Se dizolvă din nou reziduul în 10 ml de N,N-dimetilformamidă (DMF), se adaugă 15 ml de apă, de calitate HPLC şi se amestecă. Se continuă cu determinarea prin HPLC, conform prevederilor subpunctului 6.5.3. 

6.5.3. Determinarea prin HPLC 

6.5.3.1. Parametrii admisibili 

Următoarele condiţii specificate în tabelul nr.9 sînt propuse cu titlu orientativ; se pot aplica şi alte condiţii, dacă acestea conduc la rezultate echivalente. 

  

	Tabelul nr.9 

  

Condiţii HPLC 

 

	Tehnica de măsurare
	Valorile indicate

	Coloana pentru cromatografie lichidă
	Hypersil ODS, particule de 3 μm, 100 mm × 4,6 mm sau echivalent

	Faza mobilă
	Eluent A: Soluţie apoasă de acetat de amoniu şi sulfat acid de tetrabutilamoniu;

Eluent B: acetonitril, de calitate HPLC;

Eluent C: metanol, de calitate HPLC

	Modul de eluţie
	Gradient linear; 

Condiţii iniţiale: A + B + C = 60 + 20 + 20 (V + V + V); 

După 10 min, eluţia prin gradient timp de 30 min la: A + B + C = 45 + 20 + 35 (V + V + V). 

Se clăteşte cu B timp de 10 minute.

	Debit
	1,5-2 ml/minut

	Volum de injecţie
	20 μl

	Lungimea undei de detecţie
	280 nm


 

Se verifică stabilitatea sistemului cromatografic injectîndu-se de mai multe ori soluţia de calibrare care conţine 2 μg/ml, pînă cînd se obţin valori de vîrf şi timpi de retenţie constanţi. 

6.5.3.2. Soluţia de calibrare 

Se injectează 20 μl din soluţia de calibrare de mai multe ori şi se determină înălţimea (aria) medie a vîrfurilor de diclazuril şi a vîrfurilor etalonului intern. 

6.5.3.3. Soluţia de eşantion 

Se injectează 20 μl din soluţia de eşantion, obţinută conform prevederilor subpunctului 6.5.2.1. sau 6.5.2.2. de mai multe ori şi se determină înălţimea (aria) medie a vîrfului de diclazuril şi a vîrfurilor etalonului intern. 

6.6. Calcularea rezultatelor 

6.6.1. Nutreţuri 

Conţinutul în diclazuril w (în mg/kg) al eşantionului este dat de următoarea formulă: 

  

w = hd,s × hi,c/hi,s × hd,c × cd,c × 10V/m [mg/kg],

 

unde: 

hd,s = înălţimea (aria) vîrfului de diclazuril din soluţia de eşantion, preparată conform prevederilor subpunctului 6.5.2.1.; 

hi,s = înălţimea (aria) vîrfului etalonului intern din soluţia de eşantion, preparată conform prevederilor subpunctului 6.5.2.1.; 

hd,c = înălţimea (aria) vîrfului de diclazuril din soluţia de calibrare, preparată conform prevederilor subpunctului 6.3.10.; 

hi,c = înălţimea (aria) vîrfului etalonului intern din soluţia de calibrare, preparată conform prevederilor subpunctului 6.3.10.; 

cd,c = concentraţia de diclazuril din soluţia de calibrare în μg/ml (a se vedea menţiunea de la subpunctul 6.3.10.); 

m = greutatea porţiunii de testat, în g; 

V = volumul extractului de eşantion conform prevederilor descrise în subpunctul 6.5.2.1. (adică 2,5 ml). 

6.6.2. Premixuri 

Conţinutul în diclazuril w (în mg/kg) al eşantionului este dat de următoarea formulă: 

 

w = hd,s × hi,c / hi,s × hd,c × cd,c × 0,02V × p/m [mg/kg],

 

unde: 

hd,s = înălţimea (aria) vîrfului de diclazuril din soluţia de eşantion, preparată conform prevederilor subpunctului 6.5.2.2.; 

hi,s = înălţimea (aria) vîrfului etalonului intern din soluţia de eşantion, preparată conform prevederilor subpunctului 6.5.2.2.; 

hd,c = înălţimea (aria) vîrfului de diclazuril din soluţia de calibrare, preparată conform prevederilor subpunctului 6.3.10.; 

hi,c = înălţimea (aria) vîrfului etalonului intern din soluţia de calibrare, preparată conform prevederilor subpunctului 6.3.10.; 

cd,c = concentraţia de diclazuril din soluţia de calibrare în μg/ml (a se vedea menţiunea de la subpunctul 6.3.10.); 

m = greutatea porţiunii de testat, în g; 

V = volumul extractului de eşantion conform prevederilor descrise în subpunctul 6.5.2.2. (adică 25 ml); 

p = conţinutul nominal de diclazuril al premixului în mg/kg. 

6.7. Validarea rezultatelor 

6.7.1. Identitatea 

Identitatea analitului poate fi confirmată prin cocromatografie sau prin utilizarea unui detector cu grup de diode care permite compararea spectrelor extractului de eşantion, obţinut conform prevederilor descrise în subpunctul 6.5.2.1. sau 6.5.2.2. şi ale soluţiei de calibrare, preparată conform prevederilor subpunctului 6.3.10. 

6.7.1.1. Cocromatografie 

Un extract de eşantion, obţinut conform prevederilor descrise în subpunctul 6.5.2.1. sau 6.5.2.2., este îmbogăţit prin adăugarea unei cantităţi adecvate din soluţia de calibrare, preparată conform prevederilor subpunctului 6.3.10. Cantitatea de diclazuril adăugată trebuie să fie similară cu cantitatea de diclazuril constatată în extractul de eşantion. 

Numai înălţimea vîrfului de diclazuril şi a vîrfului etalonului intern creşte după luarea în considerare atît a cantităţii adăugate, cît şi a diluţiei extractului. Lărgimea vîrfului, la jumătatea înălţimii sale, trebuie să se încadreze în ± 10% din lărgimea iniţială a vîrfului de diclazuril sau a vîrfului etalonului intern al extractului de eşantion neîmbogăţit. 

6.7.1.2. Detecţia cu grup de diode 

Rezultatele se evaluează în funcţie de următoarele criterii: 

a) lungimea de undă a absorbţiei maxime a spectrelor eşantionului şi etalonului, înregistrată la vîrful cel mai înalt al cromatogramei, trebuie să fie aceeaşi, într-o marjă determinată de puterea de rezoluţie a sistemului de detecţie. Pentru detecţia cu grup de diode, acest interval este în general de ± 2 nm; 

b) între 230 şi 320 nm, spectrele eşantionului şi etalonului înregistrate la vîrful cel mai înalt al cromatogramei nu trebuie să fie diferite pentru acele părţi ale spectrului situate între 10 şi 100% din absorbanţa relativă. Acest criteriu este îndeplinit atunci cînd sînt prezente aceleaşi maxime şi cînd deviaţia dintre spectre nu depăşeşte în niciun punct observat 15% din absorbanţa analitului etalon; 

c) între 230 şi 320 nm, spectrele curbei ascendente, ale punctului maxim şi ale curbei descendente ale vîrfului produs de extractul de eşantion nu trebuie să fie diferite unele de altele pentru acele părţi ale spectrului situate între 10 şi 100% din absorbanţa relativă. Acest criteriu este îndeplinit atunci cînd sînt prezente aceleaşi maxime şi cînd deviaţia dintre spectre nu depăşeşte în nici-un punct observat 15% din absorbanţa spectrului celui mai înalt vîrf al cromatogramei. 

Dacă unul din aceste criterii nu este îndeplinit, prezenţa analitului nu a fost confirmată. 

6.7.2. Repetabilitatea 

Diferenţa dintre rezultatele a două determinări paralele efectuate pe acelaşi eşantion nu trebuie să depăşească: 

a) 30% din valoarea superioară pentru un conţinut în diclazuril situat între 0,5 şi 2,5 mg/kg; 

b) 0,75 mg/kg pentru un conţinut în diclazuril situat între 2,5 şi 5 mg/kg; 

c) 15% din valoarea superioară pentru un conţinut de diclazuril mai mare de 5 mg/kg. 

6.7.3. Procedura de recuperare 

Pentru un eşantion (martor) îmbogăţit, recuperarea este de cel puţin 80%. 

6.8. Observaţii 

Trebuie să se demonstreze în prealabil că reacţia diclazurilului este liniară pentru toată gama de concentraţii măsurate. 

  

VII. DETERMINAREA CONŢINUTULUI DE LASALOCID SODIC 

Sare sodică a unui acid monocarboxilic polieter, produsă de Streptomyces lasaliensis 

7.1. Obiectiv şi domeniu de aplicare 

Prezenta metodă permite determinarea conţinutului în lasalocid sodic din nutreţuri şi premixuri. Limita de detecţie este de 5 mg/kg, iar limita de cuantificare este de 10 mg/kg. 

7.2. Principiul de aplicare 

Lasalocidul sodic este extras din eşantion cu metanol acidifiat şi dozat prin cromatografie lichidă de înaltă performanţă cu fază inversată (RP-HPLC) cu ajutorul unui detector spectrofluorimetric. 

7.3. Reactivi utilizaţi 

7.3.1. Fosfat diacid de potasiu (KH2PO4). 

7.3.2. Acid ortofosforic, g (g/g) = 85%. 

7.3.3. Soluţie de acid ortofosforic, c = 20%. 

Se diluează 23,5 ml acid ortofosforic în 100 ml de apă. 

7.3.4. 6-metil-2-heptilamin (1,5-dimetilhexilamină), g (g/g) = 99%. 

7.3.5. Metanol, de calitate HPLC. 

7.3.6. Acid clorhidric, densitate = 1,19 g/ml. 

7.3.7. Soluţie tampon de fosfat, c = 0,01 mol/1. 

Se dizolvă 1,36 g de fosfat diacid de potasiu (KH2PO4) în 500 ml de apă, de calitate HPLC, se adaugă 3,5 ml de acid ortofosforic şi 10 ml de 6-metil-2-heptilamină. Se ajustează pH-ul la 4 cu ajutorul soluţiei de acid ortofosforic şi se diluează cu apă, de calitate HPLC, completîndu-se pînă la 1000 ml. 

7.3.8. Metanol acidifiat 

Se transferă 5 ml de acid clorhidric într-un balon gradat de 1000 ml, se completează pînă la semn cu metanol, de calitate HPLC şi se amestecă. Soluţia trebuie preparată imediat înainte de utilizare. 

7.3.9. Fază mobilă HPLC, soluţie tampon de fosfat şi metanol 5 + 95 (V + V) 

Se amestecă 5 ml de soluţie tampon de fosfat cu 95 ml de metanol. 

7.3.10. Substanţă etalon de lasalocid sodic cu puritate garantată, C34H53O8Na (sare sodică a unui acid monocarboxilic polieter, produsă de Streptomyces lasaliensis), E 763 

7.3.10.1. Soluţie etalon stoc de lasalocid sodic, 500 μg/ml 

Se cîntăresc, cu o abatere de 0,1 mg, 50 mg de lasalocid sodic, descris în subpunctul 7.3.10., într-un balon gradat de 100 ml, se dizolvă în metanol acidifiat, se completează pînă la semn cu acelaşi solvent şi se amestecă. Soluţia se prepară imediat înainte de utilizare. 

7.3.10.2. Soluţie etalon intermediară de lasalocid sodic, 50 μg/ml 

Se pipetează 10 ml din soluţia etalon stoc (a se vedea menţiunea de la subpunctul 7.3.10.1.) într-un balon gradat de 100 ml, se completează pînă la semn cu metanol acidifiat şi se amestecă. Soluţia se prepară imediat înainte de utilizare. 

7.3.10.3. Soluţii de calibrare 

Se transferă 1, 2, 4, 5 şi 10 ml de soluţie etalon intermediară într-o serie de baloane gradate de 50 ml. Se completează pînă la semn cu metanol acidifiat şi se amestecă. Aceste soluţii corespund concentraţiilor de 1, 2, 4, 5 şi 10 μg de lasalocid sodic pe ml. Ele se prepară imediat înainte de utilizare. 

7.3.11. Apă de calitate HPLC. 

7.4. Dispozitive 

7.4.1. Baie cu ultrasunete (sau baie de apă cu agitare) cu reglaj de temperatură 

7.4.2. Filtre cu membrană, 0,45 μm 

7.4.3. Echipament HPLC cu sistem de injecţie, permiţînd injectarea de volume de 20 μl 

7.4.3.1. Coloană pentru cromatografie lichidă de 125 mm × 4 mm, fază inversată C18, particule de 5 μm sau echivalent 

7.4.3.2. Spectrofluorimetru cu ajustare variabilă a lungimii de undă pentru excitaţie şi emisie 

7.5. Procedura de preparare 

7.5.1. Aspecte generale 

7.5.1.1. Nutreţ martor 

Pentru a efectua testul de recuperare (a se vedea menţiunea de la subpunctul 7.5.1.2.), se analizează un nutreţ martor pentru a verifica absenţa lasalocidului sodic şi a substanţelor interferente. Nutreţul martor este similar, ca tip, cu eşantionul; nu se detectează nici lasalocid sodic, nici substanţe interferente. 

7.5.1.2. Test de recuperare 

Se efectuează un test de recuperare prin analiza nutreţului martor îmbogăţit prin adăugarea unei cantităţi de lasalocid sodic, similară cu cea prezentă în eşantion. Pentru a obţine o concentraţie de 100 mg/kg, se transferă 10 ml de soluţie etalon stoc (a se vedea menţiunea de la subpunctul 7.3.10.1.) într-un flacon tip Erlenmeyer de 250 ml şi se evaporă soluţia pînă la aproximativ 0,5 ml. Se adaugă 50 g de nutreţ martor, se amestecă bine şi se lasă timp de 10 minute, amestecînd din nou de mai multe ori înainte de a trece la etapa de extracţie, conform prevederilor subpunctului 7.5.2. 

Alternativ, dacă nu este disponibil un nutreţ martor similar, ca tip, cu eşantionul (vezi prevederile subpunctului 7.5.1.1.), testul de recuperare poate fi efectuat prin metoda standard de adăugare a etalonului. În acest caz, eşantionul de analizat este îmbogăţit cu o cantitate de lasalocid sodic asemănătoare celei deja prezente în eşantion. Acesta este analizat împreună cu eşantionul neîmbogăţit, iar recuperarea se poate calcula prin diferenţă. 

7.5.2. Procedura de extracţie 

7.5.2.1. Nutreţuri 

Se cîntăresc cu o abatere de 0,01 g, de la 5 la 10 g de eşantion într-un flacon tip Erlenmeyer de 250 ml cu dop. 

Se picură cu pipeta 100 ml de metanol acidifiat. Se închide uşor şi se agită circular pentru a se dispersa. 

Flaconul se plasează într-o baie cu ultrasunete la aproximativ 40°C timp de 20 de minute, se scoate şi se lasă să se răcească la temperatura camerei. Se lasă în repaus timp de aproximativ o oră, pînă la decantarea materiilor în suspensie, apoi se filtrează o parte alicotă printr-un filtru cu membrană de 0,45 μm într-un recipient adecvat. Se continuă cu determinarea prin HPLC, conform prevederilor subpunctului 7.5.3. 

7.5.2.2. Premixuri 

Se cîntăresc, cu o abatere de 0,001 g, 2 g de premix nemăcinat într-un balon gradat de 250 ml. Se adaugă 100 ml de metanol acidifiat şi se agită circular pentru a se dispersa. Se pune balonul şi conţinutul acestuia într-o baie cu ultrasunete la aproximativ 40°C timp de 20 de minute, apoi se scoate şi se lasă să se răcească la temperatura camerei. Se completează pînă la semn cu metanol acidifiat şi se amestecă bine. Se lasă în repaus timp de aproximativ o oră, pînă la decantarea materiilor în suspensie, apoi se filtrează o parte alicotă printr-un filtru cu membrană de 0,45 μm. Se diluează un volum adecvat de filtrat limpede cu metanol acidifiat, pentru a produce o soluţie de testat finală care să conţină aproximativ 4 μg/ml de lasalocid sodic. Se continuă cu determinarea prin HPLC, conform prevederilor subpunctului 7.5.3. 

7.5.3. Determinarea prin HPLC 

7.5.3.1. Parametrii admisibili 

Următoarele condiţii specificate în tabelul nr.10 sînt propuse cu titlu orientativ; se pot aplica şi alte condiţii, dacă acestea conduc la rezultate echivalente. 

  

	Tabelul nr.10 

  

Condiţii HPLC 

 

	Tehnica de măsurare
	Valorile indicate

	Coloana pentru cromatografie lichidă
	125 mm × 4 mm, fază inversată C18, particule de 5 μm sau echivalent

	Faza mobilă
	Amestec de soluţie tampon de fosfat, obţinută conform prevederilor subpunctului 7.3.7. şi metanol, 5 + 95 (V + V)

	Debit
	1-2 ml/minut

	Volum de injecţie
	20 μl

	Lungimea undei de detecţie
	Excitaţie: 310 nm 

Emisie: 419 nm


  

Se verifică stabilitatea sistemului cromatografic, injectînd de mai multe ori soluţia de calibrare conţinînd 4 μg/ml, pînă la obţinerea de înălţimi (arii) ale vîrfurilor şi de timpi de retenţie constanţi. 

7.5.3.2. Curba de calibrare 

Se injectează fiecare soluţie de calibrare de mai multe ori şi se determină înălţimile (ariile) medii ale vîrfurilor pentru fiecare concentraţie. Se trasează o curbă de calibrare utilizînd valorile (ariile) medii ale vîrfurilor ca ordonate şi concentraţiile corespunzătoare, în μg/ml, ca abscise. 

7.5.3.3. Soluţia de eşantion 

Se injectează extractul de eşantion, obţinut conform prevederilor descrise în subpunctul 7.5.2.1. sau 7.5.2.2. de mai multe ori utilizînd acelaşi volum cu cel reţinut pentru soluţia de calibrare şi se determină înălţimile (ariile) medii ale vîrfurilor de lasalocid sodic. 

7.6. Calcularea rezultatelor 

Plecînd de la înălţimea (aria) medie a vîrfurilor soluţiei de eşantion, se determină concentraţia de lasalocid sodic (μg/ml) prin referire la curba de calibrare. 

7.6.1. Nutreţuri 

Conţinutul de lasalocid sodic w (în mg/kg) al eşantionului este dat de următoarea formulă: 

 

w = c × V1/m [mg/kg],

 

unde: 

c = concentraţia de lasalocid sodic a soluţiei de eşantion, preparată conform prevederilor subpunctului 7.5.2.1., în μg/ml; 

V1 = volumul extractului de eşantion, conform prevederilor descrise în subpunctul 7.5.2.1., în ml (adică 100); 

m = greutatea porţiunii de testat, în g. 

7.6.2. Premixuri 

Conţinutul de lasalocid sodic w (în mg/kg) al eşantionului este dat de următoarea formulă: 

 

w = c × V2 × f/m [mg/kg],

 

unde: 

c = concentraţia de lasalocid sodic a soluţiei de eşantion, preparată conform prevederilor subpunctului 7.5.2.2., în μg/ml; 

V2 = volumul extractului de eşantion, conform prevederilor descrise în subpunctul 7.5.2.2., în ml (adică 250); 

f = factorul de diluţie (a se vedea menţiunea de la subpunctul 7.5.2.2.); 

m = greutatea porţiunii de testat, în g. 

7.7. Validarea rezultatelor 

7.7.1. Identitatea 

Metodele bazate pe spectrofluorimetrie sînt mai puţin supuse interferenţelor decît cele care utilizează un detector UV. Identitatea analitului poate fi confirmată de către cocromatografie. 

7.7.1.1. Cocromatografie 

Un extract de eşantion, preparat conform prevederilor subpunctului 7.5.2.1. sau 7.5.2.2., este îmbogăţit prin adăugarea unei cantităţi corespunzătoare de soluţie de calibrare. Cantitatea de lasalocid sodic adăugată trebuie să fie asemănătoare cantităţii de lasalocid sodic constatată în extractul de eşantion. Numai înălţimea vîrfului corespunzător lasalocidului sodic se măreşte după ce s-a luat în calcul cantitatea de lasalocid sodic adăugată şi diluţia extractului. Lărgimea vîrfului, la jumătatea înălţimii, trebuie să se încadreze între ± 10% din lărgimea iniţială a vîrfului produs de extractul de eşantion neîmbogăţit. 

7.7.2. Repetabilitatea 

Diferenţa dintre rezultatele a două determinări paralele efectuate pe acelaşi eşantion nu trebuie să depăşească: 

15% din valoarea superioară pentru un conţinut de lasalocid sodic situat între 30 şi 100 mg/kg; 

15 mg/kg pentru un conţinut de lasalocid sodic situat între 100 şi 200 mg/kg; 

7,5% din valoarea superioară pentru un conţinut de lasalocid sodic mai mare de 200 mg/kg. 

7.7.3. Procedura de recuperare 

Pentru un eşantion de nutreţ (martor) îmbogăţit, recuperarea este de cel puţin 80%. Pentru eşantioanele de premixuri îmbogăţite, recuperarea este de cel puţin 90%. 

