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ridicatd de Societatea de Investiti Financiare ,Moldova® —
S.A. — Bacau in Dosarul nr. 1.332/2003 al Curtii de Apel
Bacau — Seclia comerciala si contencios-administrativ.

La apelul nominal raspunde consilier juridic Cristinel
Patrascu pentru autorul exceptiei, lipsind celelalte parti, fata
de care procedura de citare a fost legal indeplinita.

Curtea dispune a se face apelul si in dosarele
nr. 462C/2003 si nr. 480C/2003 privind exceptlii de necon-
stitutionalitate cu acelasi obiect, ridicate de Societatea de

Investitii Financiare ,Oltenia®* — S.A. — Craiova in
dosarele nr. 6.843/2003 si nr. 2.477/2003 ale Tribunalului
Mehedinti — Sectia comerciala si contencios-administrativ.

La apelul nominal se constata lipsa partilor, fata de
care procedura de citare a fost legal indeplinita.

Curtea, din oficiu, pune in discutie conexarea dosarelor,
avand in vedere identitatea de obiect si de parti a
acestora.

Reprezentantul Ministerului Public si reprezentantul
Societatii de Investitii Financiare ,Moldova® — S.A. —
Bacau sunt de acord cu conexarea dosarelor.

Curtea, in temeiul art. 16 din Legea nr. 47/1992, repu-
blicata, raportat la art. 164 din Codul de procedura civila,
dispune conexarea dosarelor nr. 462C/2003 si
nr. 480C/2003 la Dosarul nr. 335C/2003, care a fost pri-
mul inregistrat.

Reprezentantul autorului exceptiei de neconstitutionalitate —
Societatea de Investitii Financiare ,Moldova® — S.A. —
Bacau solicita admiterea acesteia, depunand la dosar, in
acest sens, concluzii scrise,

Reprezentantul Ministerului Public pune concluzii de res-
pingere a exceptiei. Se aratd ci dispozitile art. 47! din
Legea nr. 137/2002 au mai fost supuse controlului de con-
stitutionalitate. Curtea, prin mai multe decizii, a retinut con-
stitutionalitatea acestora, iar in cauzad nu exista elemente
noi care sa justifice schimbarea acestei jurisprudente.

CURTEA,

avand in vedere actele si lucréarile dosarelor, constata
urmatoarele:

Prin Incheierea din 22 mai 2003, pronuntata in Dosarul
nr. 1.332/2003, si prin incheierile din 8 octombrie 2003 si
22 septembrie 2003, pronuntate in dosarele nr. 6.843/2003
si nr. 2.477/2003, Curtea de Apel Bacau — Sectia comer-
ciala si contencios-administrativ si, respectiv, Tribunalul
Mehedinti — Sectia comerciala si contencios-administrativ
au sesizat Curtea Constitutionala cu exceptia de necon-
stitutionalitate a dispozitiilor art. 47! din Legea
nr. 137/2002 privind unele masuri pentru accelerarea pri-
vatizarii, exceptie ridicata de Societatea de Investifii
Financiare ,Moldova® — S.A. — Bacau si, respectiv,
Societatea de Investitii Financiare ,Oltenia® — S.A. —
Craiova.

In motivarea exceptiei de neconstitutionalitate autorii
acesteia sustin ca textul criticat incalca dispozitile con-
stitutionale ale art. 41, 134 si 135 cu privire la ocrotirea
dreptului de proprietate privata.

Se arata, in esentd, ca Ordonanta de urgenta a
Guvernului nr. 208/2002, care a introdus in Legea
nr. 137/2002 textul criticat pentru neconstitutionalitate, ,legi-
fereaza in mod abuziv eliminarea unei proceduri speciale
stabilita anterior, prin Ordonanta de urgenta nr. 28/2002%
Se considerd ca aceasta posibilitate creatd de art. 47" din
Legea nr. 137/2002 incalca drepturile actionarilor minoritari
(in special dreptul de proprietate asupra actiunilor pe care
acestia le detin). In continuare se sustine ca textul de

lege criticat creeaza un ,dezechilibru intre actionarul majo-
ritar si ceilalti actionari ai unei societati comerciale®, prin
.reducerea substantiala a cotelor din capitalul social pe
care le detin acesti actionari minoritari®,

Curtea de Apel Bacau — Sectia comerciala si
contencios-administrativ considera ca exceptia este
neintemeiata. In motivarea acestei opinii instanta arata ca
Jprivatizarea Societati Comerciale «Chimcomplex» — S.A.
Borzesti este dispusa de Legea nr. 137/2002, modificata si
completata prin Ordonanta de urgentd a Guvernului
nr. 208/2002 si Ordinul APAPS nr. 5/2002, in lege fiind
prevazute dispozitii imperative, astfel ca aceasta privatizare
urmeaza a se derula cu respectarea legislatiei in vigoare,

dispozitii ce nu vin in contradictie cu prevederile
Constitutiei®.
Tribunalul Mehedinti — Sectia comerciala si

contencios-administrativ considerd ca ,art. 47! din Legea
nr. 137/2002 este constitutional, [intrucat] prin aceasta
reglementare s-a urmarit accelerarea privatizarii si
nicidecum crearea unei inegalitati intre diferiti actionari®.

Potrivit prevederilor art. 24 alin. (1) din Legea
nr. 47/1992, republicatd, incheierea de sesizare a fost
comunicata presedintilor celor doua Camere ale
Parlamentului si Guvernului, pentru a-si exprima punctele
de vedere asupra exceptiei de neconstitutionalitate ridicate.
De asemenea, in conformitate cu dispozitile art. 181 din
Legea nr. 35/1997, cu modificarile ulterioare, s-a solicitat
punctul de vedere al institutiei Avocatul Poporului.

Avocatul Poporului considera ca dispozitiile legale criti-
cate sunt constitutionale. In argumentarea acestui punct de
vedere se arata ca textul ,nu instituie vreo discriminare
intre investitorii-cumparatori ai actiunilor detinute de stat in
societatile comerciale si micii investitori-actionari ai
societatilor in cauza“. Se sustine totodatd ca, ,avand in
vedere diferenta de situalii juridice in care se afla investi-
torii, existenta unui tratament juridic diferit pentru acestia
nu contravine principiului egalitatii in fata legii, intrucat, asa
cum s-a decis in mod constant in jurisprudenta Curtii
Constitutionale, principiul egalitati nu presupune uniformi-
tate, iar la situatii diferite se impune aplicarea unui trata-
ment juridic deosebit”,

In legatura cu pretinsa incalcare a dispozitiilor art. 41
alin. (2) coroborat cu art. 135 alin. (1) si (8) din
Constitutie, in punctul de vedere prezentat se sustine ca
.procedura de majorare a capitalului social, asa cum este
stabilita prin dispozitile Ordonantei de urgenta a Guvernului
nr. 208/2002, nu aduce atingere principiului ocrotirii egale a
proprietatii private, indiferent de titular®. Textul de lege criti-
cat instituie, potrivit sustinerilor Avocatului Poporului,
,0 garantie in sensul prevederilor art. 134 alin. (2) lit. b)
din Constitutie, conform caruia statul trebuie sa asigure
protejarea intereselor nationale in activitatea economica,
financiara si valutara®.

Presedintii celor doua Camere ale Parlamentului si
Guvernul nu au comunicat punctele lor de vedere asupra
exceptiei de neconstitutionalitate.

CURTEA,

examinand incheierile de sesizare, punctele de vedere ale
Avocatului Poporului, rapoartele intocmite de judecatorul-
raportor, concluziile procurorului, dispozitile legale criticate,
raportate la prevederile Constitutiei, precum si Legea
nr. 47/1992, retine urmatoarele:

Curtea Constitutionala a fost legal sesizata si este com-
petenta, potrivit dispozitilor art. 146 lit. d) din Constitutie,






4 MONITORUL OFICIAL AL ROMANIEI, PARTEA I, Nr. 7/7.1.2004

ACTE ALE ORGANELOR DE SPECIALITATE

ALE ADMINISTRATIEI PUBLICE CENTRALE
MINISTERUL AGRICULTURII, PADURILOR, APELOR S| MEDIULUI

ORDIN
privind aprobarea Normei sanitare veterinare ce stabileste metode nationale de analiza
pentru determinarea vitaminei A, a vitaminei E si a triptofanului din furaje

in temeiul prevederilor art. 31 alin. (1) din Legea sanitard veterinard nr. 60/1974, republicat,

in baza Hotararii Guvernului nr. 739/2003 privind organizarea si functionarea Ministerului Agriculturii, Padurilor,
Apelor si Mediului,

vazand Referatul de aprobare nr. 155.067 din 23 septembrie 2003, intocmit de Agentia Nationala Sanitara

Veterinara,

ministrul agriculturii, padurilor, apelor si mediului emite urmatorul ordin:

Art. 1. — Se aproba Norma sanitara veterinara ce sta-
bileste metode nationale de analiza pentru determinarea
vitaminei A, a vitaminei E si a triptofanului din furaje,

prevazuta in anexa care face parte integranta din prezentul

Art. 2. — Institutele centrale de profil si directile sani-
tare veterinare judetene si a municipiului Bucuresti vor duce
la indeplinire prevederile prezentului ordin.

Art. 3. — Agentia Nationala Sanitard Veterinara va con-
trola modul de indeplinire a prezentului ordin.
Art. 4. — Prezentul ordin se va publica in Monitorul

Oficial al Romaniei, Partea |.

Ministrul agriculturii, padurilor, apelor si mediului,
llie Sarbu

ANEXA

NORMA SANITARA VETERINARA
ce stabileste metode nationale de analizé pentru determinarea vitaminei A,
a vitaminei E si a triptofanului din furaje

ordin,
Bucuresti, 25 noiembrie 2003.
Nr. 967,
Art. 1. — Autoritatea veterinara centrala a Romaniei tre-

buie sa solicite ca analizele efectuate in scopul controalelor
oficiale pentru determinarea continutului de vitamina A, vita-
mina E si triptofan al furajelor si premixurilor sa fie efectu-
ate folosindu-se metoda stabilita in anexa la prezenta
norma sanitara veterinara.

Art, 2. — (1) Autoritatea veterinara centrala a Romaniei
trebuie sa implementeze, pana cel tarziu la 31 august
2005, actele normative, reglementarile sau prevederile
administrative necesare pentru a se supune prevederilor
prezentei norme sanitare veterinare.

(2) Cand autoritatea veterinara centrala a Romaniei
adopta aceste masuri, acestea trebuie sa cuprinda o refe-
rintd la prezenta norma sanitard veterinara sau trebuie sa
fie acompaniate de astfel de referinte la momentul publicarii
oficiale a acestora. Procedura pentru o astfel de referinta

PARTEA A
Determinarea vitaminei A (retinol)

1. Scop si domeniu

Aceasta metoda se foloseste pentru determinarea vita-
minei A (retinol) din furaje si premixuri. Vitamina A include
toti compusii alcool trans-retinol si izomerii cis ce sunt

va fi adoptatd de autoritatea veterinara centrala a
Romaniei.

Art, 3. — (1) Autoritatea veterinard centrala a Romaniei
poate adopta, prin Ministerul Agriculturii, Padurilor, Apelor si
Mediului, acte normative sau prevederi administrative supli-
mentare prezentei norme sanitare veterinare.

(2) Autoritatea veterinara centrala a Romaniei, prin
Ministerul Agriculturii, Padurilor, Apelor si Mediului, va lua
masurile necesare si va sanctiona, potrivit legii, orice
incalcare a prevederilor prezentei norme sanitare veterinare.

(3) Autoritatea veterinara centrala a Romaniei va lua
masurile necesare si va sanctiona, potrivit legii, orice
incalcare a prevederilor prezentei norme sanitare veterinare.

Art. 4. — Anexa face parte integranta din prezenta
norma sanitara veterinara.

ANEXA
la norma sanitard veterinard

determinati prin aceasta metoda. Continutul de vitamina A
este exprimat in unitati internationale (Ul)/kg. O unitate
internationala corespunde activitatii a 0,300 pyg a tuturor
compusilor alcoolici trans ai vitaminei A sau 0,344 ug a
tuturor compusilor acetali trans ai vitaminei A ori 0,550 ug
a tuturor compusilor palmitati trans ai vitaminei A. Limita de
determinare este de 2.000 Ul vitamina A/kg.
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2. Principiu

Proba este hidrolizatd cu solutie etanolicad de hidroxid
de potasiu, iar vitamina A este extrasa in eter de petrol.
Solventul este inlaturat prin evaporare, iar reziduul este
diluat in metanol si, daca este necesar, diluat pana la con-
centratia necesara. Continutul de vitamina A este determi-
nat prin lichid cromatografie de inalta performanta cu faza
inversa (RP-HPCL), folosindu-se un detector cu UV sau cu
fluorescenta. Parametrii cromatografici sunt alesi astfel incat
sa nu existe nici o diferenta intre toti compusii alcoolici
trans ai vitaminei A si izomerii cis.

3. Reactivi:

3.1. Etanol, s=96%

3.2. Petrol usor, interval de fierbere 40° la 60°C

3.3. Metanol

3.4. Solutie de hidroxid de potasiu, B

3.5. Solutia de ascorbat de sodiu, B
(a se vedea observatiile de la pct. 7.7)

3.6. Sulfit de sodiu, Na,S * H,O (x = 7-9)

3.6.1. Solutie de sulfit de sodiu, ¢ = 0,5 mol/l in glice-
rol, B = 120 g/l (pentru x = 9) (a se vedea observatiile
de la pct. 7.8)

3.7. Solutie de fenoftaleina, B = 2 g/100 ml in etanol
(pct. 3.1)

3.8. 2-Propanol

3.9. Faza mobila pentru HPLC: amestec de metanol
(pct 3.3) si apa, de exemplu 980 + 20 (v + v). Raportul
exact trebuie determinat prin intermediul caracteristicilor
coloanei folosite.

3.10. Azot, liber de oxigen

3.11. Solutie stoc din retinol acetat trans total: se
cantaresc, cu aproximatie de 0,1 mg, 50 mg din acetat de
vitamina A intr-un balon de 100 ml. Se dizolva in 2-propa-
nol (pct. 3.8) si se completeaza pana la semn cu acelasi
solvent. Concentratia nominala a acestei solutii este de
1.400 Ul vitamina A/ml. Continutul exact trebuie determinat
in conformitate cu pct. 5.6.3.2.

3.12. Palmitat de vitamina A, extrapur, cu activitate cer-
tificata, de exemplu 1,80 x 10° Ul/g

3.12.1. Solutie stoc din retinol palmitat trans total: se
cantaresc, cu aproximatie de 0,1 mg, 80 mg din palmitat
de vitamina A (pct. 3.12) intr-un balon cotat de 100 ml.
Se dizolva in 2-propanol (pct. 3.8) si se completeaza pana
la semn cu acelasi solvent. Concentratia nominala a aces-
tei solutii este de 1.400 Ul vitamina A/ml. Continutul exact
trebuie determinat in conformitate cu pct. 5.6.3.2.

3.13. 2,6-di-tert-butil-4-metilfenol (BHT) (a se vedea
observatiile de la pct. 7.5).

4. Aparatura:

4.1, Evaporator rotator cu vacuum

4.2, Sticlarie bruna

4.2.1. Baloane conice cu fund plat de 500 ml, cu slif

4.2.2. Baloane cotate cu dopuri rodate, cu gat stramt,
cu capacitate de 10, 25, 100 si 500 ml

4.2.3. Palnii de separare, conice, de 1.000 ml, cu
dopuri din sticla

4.2.4. Baloane de 250 ml

4.3. Condensator Allihn, cu lungimea invelisului de 300 mm

4.4, Hartie de filtru pentru separarea fazica, cu diame-
trul de 185 mm (de exemplu Schleicher & Schuell 597
HY1/2 sau similar)

4.5, Lichid cromatografie de inalta presiune (echipament
HPLC cu sistem de injectie)

= 50 g/100 ml
10 g/100 ml

4.5.1. Coloana de lichid cromatografie, 250 mm x
4 mm, C,g, de 5 sau 10 ym sau echivalent (criteriu de
performanta: doar un singur peak pentru toli izomerii reti-
nolului in baza conditiilor HPLC)

4.5.2. Detector UV sau de fluorescenta, cu ajustare
variabila a lungimii de unda

4.8. Spectrofotometru cu cuve de cuart de 10 mm;

4.7. Baie de apa cu agitator magnetic

4.8. Aparat de extractie ce consta din:

4.8.1. cilindru de sticla cu capacitate de 1 |, echipat cu
gat si dop rodat;

4.8.2. mufa rodata, echipatd cu un bral exterior si un
tub ajustabil ce trece prin centru. Tubul ajustabil trebuie sa
aiba un capat in forma de U in partea de jos si o parte
efilata la partea opusa, astfel incat stratul superior de lichid
din cilindru sa poata fi transferat intr-un tub de separare.

5. Procedura

NOTA: Vitamina A este sensibila la lumind (UV) si oxi-
dare. Toate operatiunile trebuie efectuate in absenta luminii
(folosindu-se sticlarie bruna sau sticlarie protejata_cu folie
de aluminiu) si a oxigenului (a se purja cu azot). In timpul
extractiei aerul de deasupra lichidului trebuie inlocuit cu
azot (evitati presiunea in exces prin largirea dopului din
cand in cand).

5.1. Pregatirea probei

Se marunieste proba astfel incat sa treaca printr-o sita
cu ochiuri de 1 mm, avandu-se grija sa se evite generarea
de caldura. Maruntirea trebuie efectuatd imediat inainte de
cantarire si saponificare, altfel ar putea avea loc pierderi
de vitamina A.

5.2. Saponificarea

In functie de continutul de vitamina A, se cantaresc (cu
aproximatie de 0,01 g) 2 pana la 25 g din proba, intr-un
balon cu fund plat sau conic (pct. 4.2.1). Se adauga in
continuare, prin amestecare, 130 ml etanol (pct. 3.1), apro-
ximativ 100 mg BHT (pct. 3.13), 2 ml de solutie de sulfit
de sodiu (pct. 3.6). Se potriveste un condensator (pct. 4.3)
la balon si se scufunda balonul intr-o baie de apa cu agi-
tator mecanic (pct. 4.7). Se incalzeste pana la fierbere si
se lasa la reflux timp de 5 minute. Se adauga apoi 25 ml
solutie de hidroxid de potasiu (pct. 3.4) prin condensator
(pct. 4.3) si se lasa la reflux timp de inca 25 de minute,
agitandu-se sub un flux usor de azotat. Se clateste apoi
condensatorul cu aproximativ 20 ml de apa si se raceste
continutul balonului la temperatura camerei.

5.3. Extractie

Se transfera prin decantare intreaga solutie saponificata,
prin clatire cu un volum total de 250 ml apa pana la 1.000 ml
a palniei de separare (pct. 4.2.3) sau a aparatului de
extractie (pct. 4.8). Se clateste balonul de saponificare in
continuare cu 25 ml etanol (pct. 3.1) si 100 ml eter de
petrol (pct. 3.2) si se transfera solutiile de clatire in palnia
de separare sau in aparatul de exiractie. Proportia de apa
si etanol in solutile combinate ar trebui sa fie de 2:1. Se
scutura viguros timp de doua minute si se lasa sa se
sedimenteze timp de doua minute.

5.3.1. Extractie folosind un tub de separare (pct. 4.2.3)

Cand straturile de lichid s-au separat (a se vedea
observatia de la pct. 7.3), se transfera stratul de eter de
petrol intr-o altd péalnie de separare (pct. 4.2.3). Se repeta
aceasta extractie de doua ori, cu 100 ml eter de petrol
(pct. 3.2) si de doua ori cu 50 ml eter de petrol (pct. 3.2).

Se spala extractele combinate in palnia de separare, de
doua ori, prin amestecare usoara — pentru a se evita for-
marea emulsiilor — cu cantitati de 100 ml apa si apoi cu
cantitati de 100 ml apa, cu agitare repetatd, pana cand
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apa ramane incolora la adaugarea solutiei de fenoftaleina
(pct. 3.7) — spalarea de patru ori este suficienta —. Se
filtreaza extractul spalat printr-un filtru de hartie pentru
separare fazica (pct. 4.4), pentru a se inlatura orice canti-
tate de apa in suspensie, intr-un balon cotat de 500 ml
(pct. 4.2.2). Se spala palnia de separare si filtrul cu 50 ml
eter de petrol, se umple pana la semn cu eter de petrol
(pct. 3.2) si se amesteca bine.

5.3.2. Extractie folosind un aparat de extractie (pct. 4.8)

Cand straturile s-au separat (a se vedea observatia de
la pct. 7.3), se inlocuieste dopul cilindrului de sticla
(pct. 4.8.1) prin insertie din sticla mata (pct. 4.8.2) si se aran-
jeaza capatul de mai jos in forma de U al tubului ajustabil,
astfel incat sa se afle deasupra nivelului interfetei. Prin
aplicarea unei presiuni de la generatorul de azot prin bratul
exterior, se transfera stratul superior de eter de petrol
intr-un tub de separare de 1.000 ml (pct. 4.2.3). Se
adauga 100 ml eter de petrol (pct. 3.2) intr-un cilindru de
sticla, se ataseaza dopul si se agita bine. Se lasa straturile
sd se separe si se transfera stratul de deasupra in tubul
de separare, la fel ca inainte. Se repeta procedura
extractiei cu inca 100 ml eter de petrol (pct. 3.2), apoi de
doud ori cu cantitati de 50 ml eter de petrol (pct. 3.2) si
se adauga straturile de eter de petrol in tubul de separare.

Se spala extractele combinate din eter de petrol, dupa
cum este descris la pct. 5.3.1, si se procedeaza dupa cum
este descris la acel punct.

5.4. Prepararea solutiei proba pentru HPLC

Se pipeteaza o cantitate alicota din solutia de eter de
petrol (de la pct. 5.3.1 la pct. 5.3.2) intr-un balon in forma
de para de 250 ml (pct. 4.2.4). Se evapora solventul pana
aproape de uscare, pe evaporatorul rotativ (pct. 4.1), cu
presiune redusa, la o temperatura a baii ce nu depaseste
40°C. Se restabileste presiunea atmosferica prin admisie
de nitrogen (pct. 3.10) si se indeparteaza balonul de pe
evaporatorul rotativ. Se inlatura solventul ramas printr-un
curent de azot (pct. 3.10) si se dizolva imediat reziduul cu
un volum cunoscut (10—100 ml) de metanol (pct. 3.3)
(concentratia de vitamina A ftrebuie sa fie intre 5 Ul/ml si
30 Ul/ml).

5.5. Determinare prin HPLC

Vitamina A este separata pe o coloana cu faza inver-
satd de C,g (pct. 4.5.1), iar concentratia este masurata
printr-un detector de UV (325 nm) sau un detector de
fluorescenta (excitatie: 325 nm, emisie: 475 nm) (pct. 4.5.2).

Se injecteaza o cantitate alicota (de exemplu 20 pl) de
solutie metanolica obtinuta conform pct. 5.4 si se reali-
zeaza o elutie cu faza mobila (pct. 3.9). Se calculeaza
media peak-urilor inaltimii mai multor injectii din aceeasi
solutie de proba si media peak-urilor inaltimii mai multor
injectii ale solutiilor de calibrare (pct. 5.6.2).

Conditii de separare HPLC

Sunt oferite urmatoarele conditii pentru instruire; pot fi
folosite alte conditii, cu obligatia ca acestea sa ofere rezul-
tate echivalente.

Coloana de lichid cromatografie (pct. 4.5.1): 250 mm x
4 mm, C,g de 5 sau 10 ym ori echivalent

Faza mobila (pct. 3.9): amestec de metanol (pct. 3.3) si
apa, de exemplu 980 + 20 (v + v)

Rata de curgere: 1—2 ml/min.

Detector (pct. 4.5.2): detector cu UV (325 nm) sau
detector cu fluorescenta (excitatie: 325 nm/emisie: 475 nm)

5.6. Calibrare

5.6.1. Prepararea solutiilor standard de lucru

Se pipeteaza 20 ml solutie de acetat vitamina A (pct. 3.11)
sau 20 ml solutie stoc de palmitat vitamina A (pct. 3.12.1)

intr-un balon cu fund plat sau conic (pct. 4.2.1) si se
hidrolizeaza dupa cum este descris la pct. 5.2, dar fara a
se adauga BHT. Se aplica apoi exiractia cu eter de petrol
(pct. 3.2) in conformitate cu pct. 5.3 si se completeaza
pana la 500 ml cu eter de petrol (pct. 3.2). Se evapora
100 ml din acest extract pe evaporatorul rotativ (a se
vedea pct. 5.4) pana aproape de uscare, se inlatura sol-
ventul ramas cu un curent de azot (pct. 3.10) si se redi-
zolva reziduul im 10,0 ml metanol (pct. 3.3). Concentratia
nominalda a acestei solutii este 560 Ul vitamina A/ml.
Continutul exact trebuie determinat in conformitate cu
pct. 5.6.3.3. Solutia standard de lucru trebuie preparata
proaspata, inainte de folosire. Se pipeteaza 2,0 ml din
aceasta solutie standard de lucru, intr-un balon gradat, se
completeaza cu metanol pana la semn (pct. 3.3) si se
amesteca. Concentratia nominala a acestei solutii standard
de lucru diluata este de 56 Ul de vitamina A/ml.

5.6.2. Prepararea solutiilor de calibrare si a graficului de
calibrare: se transfera 1,0; 2,0; 5,0 si 10,0 ml din solutia
standard de lucru, diluatad intr-o serie de baloane gradate
de 20 ml, se completeaza pana la semn cu metanol
(pct. 3.3) si se amesteca. Concentratile nominale ale aces-
tor solutii sunt 2,8; 5,6; 14,0 si 28,0 Ul de vitamina A/ml.
Se injecteaza 20 ul din fiecare solutie de calibrare de mai
multe ori si se determind media inaltimilor peack-urilor.
Folosindu-se media inaltimilor peack-urilor, se intocmeste
un grafic de calibrare, luandu-se in considerare rezultatele
controlului UV (pct. 5.6.3.3).

5.6.3. Standardizarea UV a soluliilor standard

5.6.3.1. Solutie acetat de vitamina A

5.6.3.2. Se pipeteaza 2,0 ml din solutia acetat de vita-
mina A (pct. 3.11) intr-un balon gradat de 50 ml
(pct. 4.2.2) si se completeaza pana la semn cu 2-propanol
(pct. 3.8). Concentratia nominala a acestei solutii este de
56 Ul vitamina A/ml. Se pipeteaza 3,0 ml din aceasta
solutie de acetat vitamina A intr-un balon gradat de 25 ml
si se completeaza pana la semn cu 2-propanol (pct. 3.8).
Concentratia nominala a acestei solulii este de 6,72 Ul
vitamina A/ml. Se masoara spectrul UV al acestei solutii
fata de 2-propanol (pct. 3.8) cu un spectrofotometru
(pct. 4.6), la o lungime de unda intre 300 nm si 400 nm.
Extinctia maxima trebuie sa fie intre 325 nm si 327 nm.
Calcularea continutului de vitamina A:

Ul vitamina A/mI=E5,5x19,0 (E,.,'® pentru retinol acetat =
1.530 la 326 nm in 2-propanol)

5.6.3.3. Solutie standard palmitat de vitamina A: se
pipeteaza 3,0 ml din solutia standard de vitamina A nedi-
luata, preparata in conformitate cu pct. 5.6.1, intr-un balon
cotat de 50 ml (pct. 4.2.2) si se completeaza péana la
semn cu 2-propanol (pct. 3.8). Se pipeteaza 5 ml din
aceasta solutie intr-un balon cotat de 25 ml si se aduce la
semn cu 2-propanol (pct. 3.8). Concentratia nominala a
acestei solutii este de 6,72 Ul de vitamina A/ml. Se
masoara spectrul acestei solutii fata de 2-propanol
(pct. 3.8) cu spectrofotometru (pct. 4.8) la lungime de unda
intre 300 nm si 400 nm. Extinctia maxima trebuie sa fie
intre 325 nm si 327 nm. Calcularea continutului in vitamina A:

Ul vitamina A/ml=E,, 18,3

(Ey ¢m'™ pentru retinol = 1.821 la 325 nm in 2-propa-
nol)

6. Calcularea rezultatelor

Pornindu-se de la inaltimea medie a peak-urilor de vita-
mina A a soluliei de proba, se determina concentratia
solutiei de proba in Ul/ml, prin referire la curba de cali-
brare (pct. 5.6.2).

icm
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4.3. Condensator Allihn, de 300 mm, cu legatura din
sticla, cu adaptator pentru o pipa de aprovizionare cu gaz

4.4, Hartie de filtru pentru separare fazica, cu diametrul
de 185 mm (de exemplu Schleicher & Schuell 597 HY 1/,
sau similar).

4.5, Echipament HPLC cu sistem de injectie

4.5.1. Coloana de lichid cromatografie, 250 mm x 4 mm,
C18, de 5 ori 10 ym sau echivalent

4.,5.2. Detector UV sau de fluorescenta, cu ajustare
variabila a lungimii de unda

4.6. Spectrofotometru cu cuve de cuart de 10 mm

4.7. Baie de apa cu agitator magnetic

4.8. Aparat de extractie constand din:

4.8.1. Cilindru de sticla, de capacitate de 1 |, caruia |
se pun un gat si dop de sticla

4.8.2. Mufa din sticla mata, echipata cu un brat exterior
si cu un tub ajustabil ce trece prin centru. Tubul ajustabil
trebuie sa aiba un capat in forma de U situat in partea de
jos si un capat efilat la partea opusa, astfel incat stratul
superior de lichid din cilindru sa poata fi transferat intr-o
palnie de separare.

5. Procedura

NOTA: Vitamina E este sensibilda la lumind (UV) si oxi-
dare. Toate operatiunile trebuie efectuate in absenta luminii
(folosindu-se sticlarie bruna sau sticlarie protejata cu folie
de aluminiu) si a oxigenului (a se spala cu azot). In timpul
extractiei, aerul de deasupra lichidului trebuie inlocuit de
azot (a se evita presiunea, prin largirea dopului din cand
in cand)

5.1. Pregatirea probei: se marunieste proba astfel incat
sa treaca printr-o sitd cu ochiuri de 1 mm, avandu-se grija
sd se evite generarea de caldura. Maruntirea trebuie efec-
tuata imediat inainte de cantarire si saponificare, altfel pot
avea loc pierderi de vitamina E.

5.2. Saponificare: in functie de continutul de vitamina E,
se cantaresc, cu aproximatie de 0,01 g, 2 pana la 25 g
din proba, intr-un balon de 500 ml cu fundul plat sau
conic (pct. 4.2.1). Se adauga in continuare, prin ameste-
care, 130 ml etanol (pct. 3.1), aproximativ 100 mg BHT
(pct. 3.12), 2 ml solutie de ascorbat de sodiu (pct. 3.5) si
2 ml solutie de sulfit de sodiu (pct. 3.6). Se potriveste un
condensator (pct. 4.3) la balon si se scufunda balonul intr-o
baie de apa cu agitator mecanic (pct. 4.7). Se incalzesc
pana la fierbere si se lasa la reflux timp de 5 minute. Se
adauga apoi 25 ml solutie de hidroxid de potasiu (pct. 3.4)
prin condensator (pct. 4.3) si se lasa la reflux timp de
25 de minute, agitandu-se sub un flux usor de azot. Apoi
se clateste condensatorul cu aproximativ 20 ml apa si se
raceste continutul balonului la temperatura camerei.

5.3. Extractie: se transfera, prin decantare, intreaga
solutie de saponificare, prin clatire cu un volum total de
250 ml apa pana la 1.000 ml, a palniei de separare sau a
aparatului de extractie (pct. 4.8). Se clateste balonul de
saponificare, in continuare, cu 25 ml etanol (pct. 3.1) si
100 ml eter de petrol (pct. 3.2) si se transfera solutiile de
clatire in tubul de separare sau in aparatul de extractie.
Proportia de apa si etanol in solutile combinate trebuie sa
fie 2:1. Se scutura viguros timp de douda minute si se lasa
sa se sedimenteze timp de doua minute.

5.3.1. Extractie folosind un tub de separare (pct. 4.2.3);
cand straturile de lichid s-au separat (a se vedea pct. 7.3),
se transfera stratul de eter de petrol intr-un alt tub separa-
tor (pct. 4.2.3). Se repeta aceasta exiractie de doua ori cu
100 ml eter de petrol (pct. 3.2) si de doua ori cu 50 ml
eter de petrol (pct. 3.2). Se spala extractele combinate in
tubul de separare, de doua ori, prin amestecare usoara
(pentru a se evita formarea emulsiilor), cu cantitati de

100 ml apa si apoi cu cantitati de 100 ml apa, cu agitare
repetatda, pana cand apa ramane incolora la adaugarea
solutiei de fenolftaleina (pct. 3.7) (spalarea de 4 ori este
de obicei suficientd). Se filtreaza extractul spalat printr-un
filtru impaturit, pentru separare fazica (pct. 4.4), pentru a
se inlatura orice cantitate de apa in suspensie, intr-un
balon gradat de 500 ml (pct. 4.2.2). Se spala tubul de
separare si filtrul cu 50 ml eter de petrol (pct. 3.2), se
umple pana la semn cu eter de petrol (pct. 3.2) si se
amesteca bine.

5.3.2. Extractie folosind un aparat de extractie (pct. 4.8);
cand straturile s-au separat (a se vedea observatia de la
pct. 7.3) se inlocuieste dopul cilindrului de sticla
(pct. 4.8.1) printr-o insertie din sticla (pct. 4.8.2) si se aran-
jeaza capatul de jos in forma de U al tubului ajustabil, ast-
fel incat sa se afle deasupra nivelului interfetei. Prin
aplicarea unei presiuni de la generatorul nitrogenului, prin
bratul exterior, se transfera stratul superior de eter de
petrol intr-un tub de separare de 1.000 ml (pct. 4.2.3). Se
adauga 100 ml eter de petrol (pct. 3.2) in cilindrul de
sticla, se ataseaza dopul si se agita bine. Se lasa straturile
sd se separe si se transfera stratul de deasupra in tubul
de separare, ca si mai inainte. Se repeta procedura
extractiei cu inca 100 ml eter de petrol (pct. 3.2), apoi de
doua ori cu cantitati de 50 ml eter de petrol (pct. 3.2) si
se adauga straturi de eter de petrol tubului de separare.
Se spala extractele combinate din eter de petrol, dupa
cum este descris la pct. 5.3.1, si se procedeaza dupa cum
este descris acolo.

5.4, Prepararea solutiei proba pentru HPLC: se pipe-
teaza o cantitate alicota din solutia de eter de petrol (de la
pct. 5.3.1 la pct. 5.3.2) intr-un balon in forma de para, de
250 ml (pct. 4.2.4). Se evapora solventul aproape de
uscare pe evaporatorul rotativ (pct. 4.1) cu presiune
redusa, la o temperatura a baii ce nu depaseste 40°C. Se
readuce la presiunea atmosferica prin admisie de azot
(pct. 3.9) si se indeparieaza balonul de pe evaporatorul
rotativ. Se inlatura solventul ramas printr-un curent de azot
(pct. 3.9) si se dizolva imediat reziduul cu un volum
cunoscut (10—100 ml) de metanol (pct. 3.3) (concentratia
de L-a-tocoferol trebuie sa fie intre 5 pg/ml si 30 pg/ml).

5.5. Determinare prin HPLC: vitamina E este separata
pe o coloana cu faza inversata de C,g (pct. 4.5.1), iar
concentratia este masurata printr-un detector de fluores-
centa (excitatie: 295 nm, emisie: 330 nm) sau un detector
de UV (292 nm) (pct. 4.5.2). Se injecteaza o fractie alicota
(de exemplu: 20 ul) de solutie metanolica obtinuta conform
pct. 5.4 si se realizeaza o elutie cu faza mobila (pct. 3.8).
Se calculeazd media inaltimii peak-ului mai multor injectii
din aceeasi solutie de proba si mediile inaltimii peak-ului
ale mai multor injectii ale solutiilor de calibrare (pct. 5.6.2).
Conditii HPLC. Sunt oferite urmatoarele conditii pentru
orientare; pot fi folosite alte situatii, cu conditia ca acestea
sa ofere rezultate echivalente.

Coloana de lichid cromatografie (pct. 4.5.1): 250 mm x
4 mm, C,g ambalaje de 5 ori 10 ym sau echivalent.

Faza mobila (pct. 3.8): amestec de metanol (pct. 3.3) si
apa, de exemplu: 980 + 20 (v + V)

Rata de curgere: 1—2 ml/min.

Detector (pct. 4.5.2): detector cu fluorescenta

(excitatie: 5 nm/emisie: 330 nm) sau detector de UV
(292 nm)

5.6. Calibrare (DL acetat de tocoferol sau DL-o-tocofe-
rol)

5.6.1. DL acetat de tocoferol standard

5.6.1.1. Prepararea solutiei standard de lucru
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Se fransfera cu o pipetd 25 ml solutie de DL acetat de
tocoferol (pct. 3.10.1), intr-un balon de 500 ml cu fund plat
sau conic (pct. 4.2.1) si se hidrolizeazd dupa cum este
descris la pct. 5.2, dar fara a se adauga BHT. Apoi se
extrage cu eter de petrol (pct. 3.2), in concordanta cu
pct. 5.3, si se completeaza pana la 500 ml cu eter de
petrol (pct. 3.2). Se evapora 25 ml din acest extract, pe
evaporatorul rotativ (a se vedea pct. 5.4) pana aproape de
uscare, se inlatura solventul ramas cu un curent de nitro-
gen (pct. 3.9) si se redizolva reziduurile in 25,0 ml metanol
(pct. 3.3). Concentratia nominala a acestei solutii este
45,5 ug DL-o-tocoferol/ml, echivalent cu 50 yg DL-o-tocoferol
acetat/ml. Solutia standard de lucru trebuie preparata
proaspata, inainte de folosire.

5.6.1.2. Prepararea soluliilor de calibrare sau a graficului
de calibrare: se transfera 1,0, 2,0, 4,0 si 10,0 ml din
solutia standard de lucru, intr-o serie de baloane gradate
de 20 ml, se completeaza pana la semn cu metanol
(pct. 3.3) si se amesteca. Concentratiile nominale ale aces-
tor solutii sunt: 2,5; 5,0; 10,0 si 25,0 yg/ml DL-ca-tocoferol
acetat, de exemplu: 2,28, 4,55, 9,10 ug/ml DL-o-tocoferol.
Se injecteaza 20 pl din fiecare solutie de calibrare, de mai
multe ori, si se determina media inaltimii peak-ului.
Folosindu-se mediile inaltimii peak-ului, se intocmeste un
grafic de calibrare.

5.6.1.3. Standardizarea UV a solutiei de tocoferol acetat
(pct. 3.10.1)

Se dizolva 5,0 ml solutie de tocoferol acetat
(pct. 3.10.1) pana la 25,0 ml cu etanol si se masoara
spectrul UV al solutiei fatd de etanol (pct. 3.1), cu un
spectrofotometru (pct. 4.6) la un lungime de unda intre
250 nm si 320 nm.

Absorbtia maxima trebuie sa fie la 284 nm:

Eiem'” = 43,6 la 284 nm in etanol

La aceasta dilutie trebuie obtinuta o valoare de extinctie
de ~ 0,84—0,88.

5.6.2. DL-o-tocoferol standard

5.6.2.1. Prepararea solutiei standard de lucru

Se ftransfera, cu pipeta, 2,0 ml solutie de tocoferol ace-
tat (pct. 3.11.1) intr-un balon cotat de 50 ml, se dizolva in
metanol (pct. 3.3) si se completeaza pana la semn cu
metanol. Concentratia nominala a acestei solutii este de
40 ug DL tocoferol acetat/ml, echivalent cu 44,0 ug de
tocoferol acetat/ml. Solutia standard de lucru trebuie prepa-
ratd proaspata inainte de folosire.

5.6.2.2. Prepararea solutiilor de calibrare si a graficului
de calibrare

Se ftransfera 1,0; 2,0; 4,0 si 10,0 ml din solutia stan-
dard de lucru diluatda, intr-o serie de baloane gradate de
20 ml, se completeaza pana la semn cu metanol (pct. 3.3)
si se amesteca.

Concentratile nominale ale acestor solutii sunt: 2,0; 4,0;
8,0 si 20,0 pg/ml si 22,0 pyg/ml tocoferol acetat. Se injec-
teaza 20 ul din fiecare solutie de calibrare de mai multe
ori si se determina mediile inaltimii peak-ului. Folosindu-se
mediile inaltimii peak-ului, se intocmeste un grafic de cali-
brare.

5.6.2.3. Standardizarea UV a solutiei DL-o-tocoferol
(pct. 3.11.1)

Se dizolva 2,0 ml pana la 25,0 ml din solutia stoc de
tocoferol (pct. 3.11.1) cu etanol (pct. 3.1) si se masoara
spectrul UV al acestei solutii fata de etanol, cu spectro-
fotometru (pct. 4.68) la lungime de unda intre 250 nm si
320 nm.

Absorbtia maxima trebuie sa fie la 292 nm:

Eiem' ™ = 75,8 la 292 nm in etanol

La aceasta dilutie trebuie obtinutd o valoare de extinctie
de 0,6.

6. Calcularea rezultatelor

Pornindu-se de la media inaltimii peak-ului pentru vita-
mina E a soluliei de proba, se determina concentratia
solutiei de proba in pg/ml (calculatda ca o-tocoferol acetat)
prin referire la graficul de calibrare (pct. 5.6.1.2 sau
5.6.2.2).

Continutul w de vitamina E in mg/kg de proba este dat
de urmatoarea formula:

w =500 x B x V, [mg/kg] / V, x m,

in care:

B = concentratia de vitamina E din solutia de proba
(pct. 5.4) in Ul/ml;

V, = volumul solutiei de proba (pct. 5.4), in pg/ml,

V, = volumul cantitatii alicote folosite la pct. 5.4, in ml;

m = masa portiunii de testat, in g.

7. Observatii

7.1. Pentru probe cu concentratie redusa de vitamina E
poate fi util sd se combine extractele de eter de petrol din
doua incarcaturi de saponificare (cantitate cantarita: 25 g)
intr-o solutie de proba, pentru determinare HPLC.

7.2. Greutatea probei utilizate pentru analiza nu ar ftre-
bui sa contina mai mult de 2 g grasime.

7.3. Daca separarea fazica nu are loc, se adauga
aproximativ 10 ml | etanol (pct. 3.1), pentru a intrerupe
emulsia.

7.4. Dupa masurarea cu spectrofotometrul a solutiei de
tocoferol acetat sau DL-o-tocoferol, in conformitate cu
pct. 5.6.1.3 sau 5.6.2.3, se adauga aproximativ 10 mg BHT
(pct. 3.12) la solutie (3.10.1 sau 3.10.2) si se pastreaza
solutia la frigider (perioada de pastrare de maximum 4
saptamani).

7.5. Poate fi folosita hidrochinona in loc de BHT.

7.6. Folosindu-se o coloana fazica normala, este posi-
bila separarea unui a-, B-, Y si d-tocoferol.

7.7. Se pot folosi aproximativ 150 mg acid ascorbic in
loc de solutie de ascorbat de sodiu.

7.8. Se pot folosi aproximativ 50 mg EDTA in loc de
solutie de sulfit de sodiu.

8. Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele a doud determinari paralele,
efectuate pe aceeasi proba, nu trebuie sa depaseasca
15 %, cu referire la cel mai bun rezultat,

9. Rezultatele unui studiu de colaborare*)
Furaj Concentrat

Furaj

Premix cU premix mineral proteic Purcel
L 12 12 12 12 12
n 48 48 48 48 48
medie
[Ulkg] 17380 1187 926 315 61,3
splUlkg] 384 453 25,2 13,0 2,3
rUlkg] 1075 126,8 70,6 364 6,4
CV[%] 2,2 38 2,7 41 38
SglUlkg] 830 65,0 55,5 18,9 7.8
R[UlIkg] 2324 182,0 155,4 52,9 21,8
CVg[%] 4.8 55 6,0 6,0 12,7
L: numar de laboratoare
n: numar de valori singulare
s deviatia standard a repetabilitatii
Sp: deviafia standard a reproductibilitatii
r: repetabilitate
R: reproductibilitate
CV. coeficient de varialie al repetabilitatii
CVp: coeficient de variatie al reproductibilitatii

*) Realizat de grupul de lucru pentru furaje din Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs-und Forschungsanstalten (VDLUFA).
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PARTEA C
Determinarea triptofanului

1. Scop si domeniu

Aceasta metoda se foloseste pentru determinarea can-
titatii totale si libere de triptofan din furaje. Nu se face dis-
tinctie intre formele D si L.

2. Principiu

Pentru determinarea triptofanului total, proba este hidro-
lizatd in conditii alcaline cu solutie saturata de hidroxid de
bariu si incalzitd la 110°C, pentru 20 de ore. Dupa hidro-
lizd se adauga standardul intern. Pentru determinarea trip-
tofanului liber proba este exirasa in conditii de aciditate
usoara, in prezenta standardului intern. Triptofanul si stan-
dardul intern din hidrolizat sau din extract sunt determinate
prin HPLC cu detectare cu fluorescenta.

3. Reactivi

3.1. Trebuie folosita apa dublu distilatd sau apa de cali-
tate echivalenta (conductivitate < 10 yS/cm)

3.2. Substanta standard: triptofan (puritate/continut > 99%),
uscata sub vacuum pe pentoxid de fosfor

3.3. Substanta standard intern: a-metil-triptofan (puri-
tate/continut > 99%), uscata sub vacuum pe pentoxid de
fosfor

3.4. Hidroxid de bariu octahidrat (trebuie avut grija pen-
tru a nu se expune Ba(OH), x 8H,0 excesiv la aer, pentru
a se evita formarea de BaCO, ce ar putea afecta determi-
narea) (a se vedea observatia de la pct. 9.3)

3.5. Hidroxid de sodiu

3.6. Acid ortofosforic, w = 85%

3.7. Acid clorhidric, 20 = 1,19 g/ml

3.8. Metanol, grade HPLC

3.9. Eter de petrol, domeniu de fierbere 40—60°C

3.10. Solutie de hidroxid de sodiu, ¢ = 1 mol/l

Se dizolva 40,0 g NaOH (pct. 3.5) in apa si se completeaza
cu apa pana la 1 | (pct. 3.1)

3.11. Acid clorhidric, ¢ = 6 mol/l. Se iau 492 ml HCL
(pct. 3.7) si se completeaza cu apa pana la 1 |

3.12. Acid clorhidric, ¢ = 1 mol/l. Se iau 82 ml HCL
(pct. 3.7) si se completeaza cu apa pana la 1 |

3.13. Acid clorhidric, ¢ = 0,1 mol/l. Se iau 8,2 ml HCL
(pct. 3.7) si se completeaza cu apa pana la 1 |

3.14. Acid ortofosforic, ¢ = 0,5 mol/l. Se iau 34 ml acid
ortofosforic (pct. 3.6) si se completeaza cu apa pana la 1 |
(pct. 3.1).

3.15. Solutie concentratda de triptofan (pct. 3.2),
¢ = 2,50 ymol/ml: intr-un balon volumetric de 500 ml se
dizolva 0,2553 g triptofan (pct. 3.2) in acid clorhidric
(pct. 3.13) si se completeaza pana la semn cu acid clorhi-
dric (pct. 3.13). Se depoziteaza la 18°C pentru maximum
4 saptamani.

3.16. Solutie concentrata standard intern, ¢ = 2,50 ymol/ml.

Intr-un balon volumetric de 500 ml se dizolva 0,2728 g
a-metil-triptofan (pct. 3.3) in acid clorhidric (pct. 3.13) si se
completeaza pana la semn cu acid clorhidric (pct. 3.13).
Se depoziteaza la —18°C pentru maximum 4 saptamani.

3.17. Solutie de triptofan standard de calibrare si stan-
dard intern: se iau 2,00 ml solutie concentrata de triptofan
(pct. 3.15) si 2,00 ml solutie standard intern concentrat
(a-metil-triptofan) (pct. 3.18). Se dilueaza cu apa (pct. 3.1)
si metanol (pct. 3.8) cu aproximativ acelasi volum si pana
la aproximativ aceeasi concentratie de metanol (10—30%)
ca si hidrolizatul finisat. Solutia standard trebuie preparata
proaspata inainte de folosire.

3.18. Acid acetic

3.19. 1,1,1-tricloro-2-metil-2-propanol

3.20. Etanolamina > 98%

3.21. Solutie de 1 g — 1,1,1-tricloro-2-metil-2-propanol
(pct. 3.19) in 100 ml metanol (pct. 3.8)

3.22. Faza mobila pentru HPLC: 3,00 g acid acetic
(pct. 3.18) + 900 ml apa (pct. 3.1) + 50,0 ml solutie
(pct. 3.21) de 1,1,1-tricloro-2-metil-2-propanol (pct. 3.19) in
metanol (pct. 3.8) (1g/100 ml). Se ajusteaza pH-ul la 5,00,
folosindu-se etanolamina (pct. 3.20). Se completeaza péana
la 1.000 ml cu apa (pct. 3.1).

4. Aparatura

4.1. Echipament HPLC cu un detector spectrofluorimetric

4.2, Coloana de lichid cromatografie, 125 mm x 4 mm,
C,g in ambalaje de 3 ym sau echivalent

4.3. pH-metru

4.4, Balon de polipropilena, capacitate 125 ml, cu gat
larg si dop cu surub

4.5, Filtru de membrana, 0,45 ym

4.6. Autoclava, 110 de bar (-2). 0 C, 1,4 (-0,1)

4.7. Agitator mecanic sau agitator magnetic

4.8. Mixer cu vortex

5. Procedura

5.1. Prepararea probelor

Proba trebuie sa treaca printr-o sita de 0,5 mm. Probele
cu umiditate ridicata trebuie sa fie uscate in aer, la o tem-
peraturda ce nu depaseste 50°C sau uscate cu gheata,
inainte de maruntire. Probele cu continut ridicat de grasimi
trebuie extrase cu eter de petrol (pct. 3.9) inainte de
maruntire.

5.2. Determinarea triptofanului liber (extract)

Se cantareste, cu aproximatie de 1 mg, o cantitate
adecvata (1—5 g) din proba preparata (pct. 5.1) intr-un
balon conic. Se adauga 100,0 ml acid clorhidric, ¢ = 0,1
mol/l (pct. 3.13) si 5,00 ml din solutie standard interna con-
centrata (pct. 3.16). Se agitda sau se amesteca timp de
60 de minute, folosindu-se un agitator mecanic sau un agi-
tator magnetic (pct. 4.7). Se permite sedimentului sa se
depuna si se pipeteaza 10,0 ml din solutia de supernatant
intr-un pahar de laborator. Se adauga suficient metanol
(pct. 3.8) pentru a se realiza o concentratie intre 10 si 30%
de metanol volum final. Se transfera intr-un balon volume-
tric de volum corespunzator si se dilueaza cu apa pana la
un volum necesar pentru cromatografie (aproximativ acelasi
volum ca si solutia de calibrare standard (pct. 3.17).

Se filtreaza cativa ml de solutie printr-un filiru de mem-
brana de 0,45 ym (pct. 4.5), inaintea injectarii pe coloana
HPLC. Se trece la etapa cromatografiei, in conformitate cu
pct. 5.4. Se protejeaza solutia standard si exirasele fata de
lumina directd a soarelui. Daca nu este posibil sa se ana-
lizeze extractele in aceeasi zi, acestea pot fi pastrate la
5°C pentru maximum 3 zile.

5.3. Determinarea triptofanului total (hidrolizat)

Se cantareste cu aproximatie 0,2 mg, de la 0,1 1la 1 g
din proba preparata (pct. 5.1), in balonul de propilena
(pct. 4.4). Cantitatea de proba cantarita trebuie sa aiba un
continut de nitrogen de 10 mg. Se adauga 8,4 g de octa-
hidrat de hidroxid de bariu (pct. 3.4) si 10 ml de apa. Se
amesteca cu un mixer cu vortex (pct. 4.8) sau cu un agi-
tator magnetic (pct. 4.7). Se lasa magnetul acoperit cu
teflon, in amestec. Se spala peretii vasului cu 4 ml de
apa. Se pune dopul cu surub si se inchide usor balonul.
Se ftransfera intr-o autoclava (pct. 4.6) cu apa ce fierbe si
se lasa la aburi pentru 30—60 de minute). Se inchide
autoclava si se realizeaza autoclavare la 110 (*2)°C pentru
20 de ore.

Inaintea deschiderii autoclavei se reduce temperatura
pana la 100°C. Pentru a evita cristalizarea Ba(OH), - 8H,0,
se adauga la amestecul cald 30 ml de apa la temperatura
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camerei. Se scutura sau se agita usor. Se adauga
2,00 ml solutie standard intern concentrata (de a-metil-trip-
tofan) (pct. 3.16). Se racesc vasele pe baie de apa timp
de 15 minute. Se adauga apoi 5 ml de acid ortofosforic,
¢ = 0,5 mol/l (pct. 3.14). Se pastreaza vasul la baia de
racire si se neutralizeaza cu HCI, ¢ = 6 mol/l (pct. 3.11) in
timp ce se agitd si se ajusteaza pH-ul la 3,0 folosindu-se
HCl, ¢ = 1 mol/l (pct. 3.12). Se adauga suficient metanol
pentru a se realiza o concentratie intre 10 si 30% de
metanol in volumul final. Se transfera intr-un balon volu-
metric de volum corespunzator si se dilueaza cu apa pana
la volumul definit, necesar pentru cromatografie (de exem-
plu 100 ml). Adaugarea de metanol nu trebuie sa cauzeze
precipitate.

Se filtreaza cativa ml din solutie printr-un filtru de mem-
brana de 0,45 ym (pct. 4.5) inaintea injectarii pe coloana
HPLC, se trece la etapa cromatografiei, in conformitate cu
pct. 5.4, Se protejeaza solutia standard si hidrolizatele fata
de lumina directa a soarelui. Daca nu este posibil sa se
analizeze hidrolizatele in aceeasi zi, acestea pot fi depozi-
tate la 5°C, pentru maximum 3 zile.

5.4, Determinare prin HPLC

Sunt oferite pentru instruire urmatoarele conditii de
elutie isocratica; pot fi folosite alte situatii, cu conditia ca
acestea sa ofere rezultate echivalente (a se vedea, de
asemenea, observaliile de la pct. 9.1 si 9.2).

Coloana de lichid cromatografie (pct. 4.2): 125 mm x
4 mm, C,g, ambalaj de 3 ym sau echivalentul

Temperatura coloanei: temperatura camerei

Faza mobila (pct. 3.22): 3,00 g acid acetic apa
(pct. 3.1) + 50,0 ml solutie (pct. 3.21) de 1,1,1-tricloro-2-
metil-2-propanol (pct. 3.19) in metanol (pct. 3.8) (1 g/100 ml).

Se ajusteaza pH-ul la 5,00, folosindu-se etanolamina
(pct. 3.20).

Se completeaza pana la 1.000 ml cu apa (pct. 3.1; de
exemplu: 980+20 (v+v).

Rata de curgere: 1 ml/min.

Timpul total de functionare: aproximativ 34 min.

Detectia la lungimea de unda: excitatie: 280 nm, emi-
sie: 356 nm

Volumul de injectie: 20 ul

6. Calcularea rezultatelor

AxBXCxDxEx MW = g triptofan / 100 g proba
FxGxHx 10.000 x W

A = zona peak-ului pentru standardul intern, solutie
standard de calibrare ( pct. 3.17)

B = zona peak-ului triptofanului, extract (pct. 5.2) sau
hidrolizat (pct. 3.3)

C = volumul, in ml (2 ml), al solutiei de triptofan con-
centrat (pct. 3.15) adaugat solutiei de calibrare (pct. 3.17)

D = concentratia, in ymol/ml (= 2,50), din solutia de
triptofan concentrat (pct. 3.15) adaugata solutiei de cali-
brare (pct. 3.17)

E = volumul, in ml, al solutiei concentrate standard
intern (pct. 3.16), adaugata la extract (pct. 5.2) (= 5,00 ml)
sau hidrolizat (pct. 5.3) (= 2,00 ml)

F = zona peak-ului pentru standardul intern, extract
(pct. 5.2) sau hidrolizat (pct. 5.3)

G = zona peak-ului triptofanului, solutie standard de
calibrare (pct. 3.17)

H = volumul in ml (= 2,00) al solutiei standard intern
concentrata (pct. 3.16), adaugata la solutia standard de
calibrare (pct. 3.17)

W = greutatea probei in g (corectata la greutatea origi-
nalda, daca este uscata si/sau degresata)

MW = greutatea moleculara a triptofanului (= 204,23)

7. Repetabilitate

Diferenta dintre rezultatele a doud determinari paralele,
efectuate pe aceeasi proba, nu trebuie sa depaseasca
10% fata de cel mai mare rezultat.

8. Rezultate ale unui studiu de colaborare

A fost realizat un studiu de colaborare la nivelul comu-
nitar (a patra intercomparatie) in cadrul caruia s-au analizat
3 probe, de catre 12 laboratoare, pentru a certifica metoda
pentru hidroliza. Au fost mentionate contraprobe (5) din fie-
care proba. Rezultatele sunt oferite de tabelul urmator:

Proba 1 Prqba 2 Proba 3
Furai i Furaj pentru Concentrat
uraj pentru porcine suplimentat de furaj
porcine cu L-triptofan pentru porcine
L 12 12 12
N 50 55 50
medie [g/kg] 2,42 3,40 4,22
Slakgl 0,05 0,05 0,08
rig/kg] 0,14 0,14 0,22
CV[%] 19 1,6 1,9
Sgla/kgl 0,15 0,20 0,09
Rlg/kg] 0,42 0,56 0,25
CVg[%] 6,3 6,0 2,2
L: numar de laboratoare
n: numar de valori singulare
S deviafia standard a repetabilitatii
Sp: deviafia standard a reproductibilitatii
r: repetabilitate
R: reproductibilitate
CV.: coeficient de variatie al repetabilitatii
CVg: coeficient de variatie al reproduclibilitatii

A fost realizat un alt studiu de colaborare la nivelul
comunitar (a treia intercomparatie) in cadrul caruia s-au
analizat doua probe de catre 13 laboratoare, pentru a se
certifica metoda de extractie pentru triptofanul liber. Au fost
efectuate analize replicate (5) din fiecare proba. Rezultatele
sunt oferite de tabelul urmator:

Proba 4 Proba 5
Amestec de grau Amestec de grau
si soia si soia (= proba 4) cu
triptofan adaugat
(0,457 g/kg)

L 12 12
N 55 60
medie [g/kg] 0,391 0,931
S/lg/kg] 0,005 0,012
rig/kg] 0,014 0,034
CV[%] 1,34 1,34
Spla/kg] 0,018 0,048
Rlg/kg] 0,050 0,134
CV[%] 4,71 511
L: numar de laboratoare
n: numar de valori singulare
S deviatia standard a repetabilitatii
Sp: deviatia standard a reproductibilitatii
r: repetabilitate
R: reproductibilitate
CV. coeficient de varialie al repetabilitatii
CVg: coeficient de variatie al reproductibilitatii
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A fost realizat un alt studiu de colaborare la nivel
comunitar, in cadrul caruia s-au analizat 4 probe de catre
7 laboratoare, cu scopul unei certificari a triptofanului prin
hidroliza. Rezultatele sunt oferite mai jos. Analize replicate
(5) au fost efectuate pe fiecare proba.

Proba 1 Proba 2 Proba 4
Furaj Hrana pentru Proba 3 Pudra
amestecat peste, cu nivel Hrana din de
pentru scazut de soia-fasole lapte
porcine grasime (CRM 119) ecremat
(CRM 117) (CRM 118) (CRM 120)
L 7 7 7 7
n 25 30 30 30
medie
[g/kg] 2,064 8,801 6,882 5,236
Sla/kgl 0,021 0,101 0,089 0,040
rig/kg] 0,059 0,283 0,249 0,112
CV [% 1,04 1,15 1,30 0,76
Splakg] 0,031 0,413 0,283 0,221
Rlg/kg] 0,087 1,156 0,792 0,619
CVgl%] 1,48 4,69 4,11 4,22
L: numar de laboratoare
n: numar de valori singulare
St deviatia standard a repetabilitatii
Sp: deviatia standard a reproductibilitatii
r: repetabilitate
R: reproductibilitate
CV, coeficient de varialie al repetabilitatii
CVp coeficient de variatie al reproductibilitatii
9. Observatii

9.1. Folosirea unor conditii de cromatografie speciale
poate crea o mai buna separare intre tiptofan si a-metil-
triptofan.

MINISTERUL SANATATII

Elutie isocratica urmata de spalarea gradientului de
coloana lichid cromatografie cu: 125 mm x 4 mm, C'8,
ambalaje de 5 ym sau echivalent.

Temperatura coloanei: 32°C

Faza mobila: A: 0,01 mol/KH,PO,/metanol, 95+5(V+V) 1

B: Metanol
Program gradient: 0 min. ....... 100% A 0% B
15 min. ....... 100% A 0% B
17 min. ...... 60% A 40% B
19 min. ...... 60% A 40% B
21 min. ...... 100% A 0% B
33 min. ...... 100% A 0% B

Rata de culegere: 1,2 ml/min.

Timpul total de separare: aproximativ 33 de minute

9.2. Cromatografia variaza in concordanta cu tipul de
HPLC si de materialul de impachetare a coloanei folosit.
Sistemul ales trebuie sa fie capabil sa ofere o separare de
baza intre tiptofan si standardul intern. Mai mult, este
important ca produsele de degradare sa fie bine separate
de triptofan si de standardul intern. Hidrolizatele fara stan-
dard intern trebuie testate pentru a se verifica linia de
baza pentru impuritati sub standardul intern. Este important
ca timpul de utilizare sa fie suficient de lung pentru elutia
tuturor produselor de degradare, altfel pot interfera_limite cu
elutie tarzie cu utilizari cromatografice ulterioare. In dome-
niul functionarii sistemul de cromatografie trebuie sa ofere
raspuns linear. Raspunsul linear trebuie masurat cu o con-
centratie constanta (normala) a standardului intern si a
concentratiilor variate de triptofan. Este important si faptul
cd marimea atat a peak-urilor triptofanului, cat si a peak-
urilor standardelor interne este cuprinsa in domeniul linear
al sistemului HPLC/fluorescenta. Daca peak-ul triptofanului
si/sau al standardului intern este prea mic sau ridicat, ana-
liza trebuie repetatda cu o altd cantitate de proba si/sau
cu un volum final schimbat.

9.3. Hidroxid de bariu

Cu timpul hidroxidul de bariu devine mai dificil de
dizolvat.

Aceasta duce la o solutie neclara pentru determinarea
HPLC ce poate produce rezultate scazute pentru triptofan.

ORDIN
pentru aprobarea Reglementarilor privind autorizarea de functionare a unitatilor
de productie a medicamentelor de uz uman

Avand in vedere prevederile art. 10 alin. (9) din Ordonanta Guvernului nr. 125/1998 privind infiintarea, organizarea
si functionarea Agentiei Nationale a Medicamentului, aprobatd cu modificari si completari prin Legea nr. 594/2002, cu

modificarile si completarile ulterioare,

vazand Referatul de aprobare al Directiei generale farmaceutice, inspectia de farmacie si aparaturd medicala

nr. OB. 6.436/2003,

in temeiul Hotararii Guvenului nr. 743/2003 privind organizarea si functionarea Ministerului Sanatatii,

ministrul sanatatii emite urmatorul ordin:

Art. 1. — Se aproba Reglementarile privind autorizarea
de functionare a unitatilor de productie a medicamentelor
de uz uman, conform anexei care face parte integranta din
prezentul ordin.

Art. 2. — Prevederile contrare prezentului ordin se abroga.

Art. 3. — Prezentul ordin intrd in vigoare la 1 ianuarie 2004.

Art. 4. — Agentia Nationala a Medicamentului, precum
si persoanele juridice interesate vor duce la indeplinire pre-
vederile prezentului ordin.

Art. 5. — Prezentul ordin se va publica in Monitorul
Oficial al Romaniei, Partea |.

Ministrul sanatatii,
Ovidiu Brinzan

Bucuresti, 11 decembrie 2003.
Nr. 1.153.
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ANEXA

REGLEMENTARI
privind autorizarea de functionare a unitatilor de productie a medicamentelor de uz uman

Art. 1. — Autorizarea de functionare a unitatilor de pro-
ductie este emisa de Agentia Nationalda a Medicamentului,
denumita in continuare ANM, in conformitate cu prevederile
Ordonantei de urgenta a Guvernului nr. 152/1999 privind
medicamentele de uz uman, aprobata cu modificari si com-
pletari prin Legea nr. 336/2002, cu modificarile si com-
pletarile ulterioare.

Art. 2. — (1) Autorizatia de functionare se emite ca
urmare a solicitarii unitatilor de productie.

(2) Autorizatia de functionare pentru unitatile de pro-
ductie se emite in baza raportului favorabil de inspectie
intocmit de inspectorii ANM.

(3) Pentru obtinerea autorizatiei de functionare, unitatea
de productie inainteaza la ANM o cerere de planificare a
inspectiei, conform modelului din anexa nr. 1 care face
parte integranta din prezentele reglementari, insotita de
urmatoarele documente:

a) documente administrative:

— actele constitutive ale societatii;

— copie a certificatului de inregistrare la registrul
comertului, cu anexele sale si, daca este cazul, certificatele
de inscriere de mentiuni aferente;

— Hitlul detinerii spatiului/spatiilor societatii;

b) documente tehnice:

— declaratia de intentie privind tipul de medicamente
care se vor fabrica: forma farmaceutica, grupa terapeutica,
capacitatea de productie; se va specifica daca se vor
fabrica medicamente cu antibiotice (peniciline, cefalosporine,
alte antibiotice), hormoni, substante anticanceroase, stupefi-
ante, psihotrope, precursori si alte toxice;

— angajamentul prin care unitatea de productie se
obliga sa nu desfasoare activitate de productie decat dupa
ce a obtinut Certificatul de buna practica de fabricatie;

— angajamentul prin care unitatea de productie se
obliga sa completeze documentatia de autorizare cu docu-
mentele prevazute de reglementarile legale in legatura cu
regimul detinerii si utilizarii stupefiantelor, precursorilor, toxicelor;

— organigrama,;

— documente care sa ateste competentele persoanelor
responsabile cu activitatea de fabricatie, de control si cu
cea de eliberare a seriei de fabricatie, in conformitate cu
prevederile art. 36 din Ordonanta de urgentd a Guvernului
nr. 152/1999, aprobata cu modificari si completari prin
Legea nr. 336/2002, cu modificarile si completarile ulterioare;

— date privind localul unitatii de productie:

— amplasare, constructie, compartimentari, finisari;

— planul cladirii/cladirilor, indicand fluxurile de perso-
nal, de materiale, de fabricatie;

— utilitati: sursa de apa potabila, sisteme de tratare
a apei, energia electrica si termica, sisteme de incalzire,
ventilatie si aer conditionat, aer comprimat, azot si alte
gaze, exhaustare, daca este cazul;

— date privind dotarea cu echipamente pentru
fabricatie si control.

Art. 3. — In termen de 15 zile lucratoare de la data
inregistrarii cererii, ANM fii va raspunde solicitantului cu pri-
vire la documentele transmise, in vederea efectuarii in-
specliei:

a) daca documentatia prezentata este in acord cu pre-
vederile art. 2, solicitantul este anuntat cu privire la accep-
tarea cererii sale de inspectie si cu privire la valoarea
tarifului de inspectie, aprobat prin ordin al ministrului

sanatatii, care trebuie achitat in termen de 15 zile
lucratoare de la data primirii instiintarii, redactata conform
modelului din anexa nr. 2 care face parte integranta din
prezentele reglementari; inspectia va avea loc in termen de
30 de zile de la confirmarea efectuarii platii, la o data care
se va stabili de comun acord cu solicitantul;

b) daca documentatia nu este completa, solicitantul va fi
anuntat cu privire la informatiile care trebuie transmise la
ANM;

¢) in cazul unitatilor de productie care au obtinut
Certificat de buna practica de fabricatie, autorizatia de
functionare se emite numai pe baza documentelor
prevazute la art. 2 alin. (3) lit. a).

Art. 4. — Inspectlia se va desfasura in acord cu un pro-
gram de inspectie intocmit de inspectorul desemnat din
ANM, care se va transmite unitatii solicitante cu minimum 3 zile
inainte de data inspeciiei.

Art. 5. — Inspectia pentru autorizarea de functionare va
urmari respectarea principiilor Regulilor de buna practica de
fabricatie in unitatea inspectata.

Art. 8. — Inspectia se finalizeazd cu un raport de in-
spectie care se va transmite solicitantului in maximum 15 zile
lucratoare de la data efectuarii inspectiei:

a) in cazul unui raport de inspectie favorabil, autorizatia
de functionare se va emite de catre ANM in termen de
maximum 90 de zile de la data inregistrarii de catre solici-
tant a documentatiei complete;

b) in cazul unui raport de inspectie nefavorabil, solici-
tantul poate face contestatie la ANM in termen de 5 zile
de la data primirii raportului de inspectie.

Raspunsul la contestatie se va comunica solicitantului in
termen de 15 zile de la data depunerii acesteia.

Art. 7. — Autorizatia de functionare pentru unitatile de
productie se va emite in formatul prezentat in anexa nr. 3
care face parte integranta din prezentele reglementari, in
doua exemplare originale, dintre care unul se va inmana
unitatii de productie, iar celalalt va ramane la ANM —
Departamentul inspectie farmaceutica (DIF).

Art. 8. — Schimbarea locului de fabricatie intr-un nou
spatiu sau orice modificare vizand fluxurile de fabricatie
presupune eliberarea unei anexe la autorizatia initiala de
functionare, in baza unui nou raport de inspectie favorabil,
documentele necesare efectuarii inspectiei fiind cele
prevazute la art. 2.

Art. 9. — Unitatile de productie au obligatia de a comu-
nica la ANM orice modificare care intervine dupa obtinerea
autorizatiei de functionare.

Art. 10. — Autorizatia de functionare se anuleaza in
cazul neridicarii acesteia de la ANM — DIF, in termen de
60 de zile de la data semnarii ei de catre presedintele
ANM.

Art. 11. — Pierderea autorizatiei de functionare atrage
anularea acesteia, iar emiterea unei noi autorizatii de
functionare se face in baza urmatoarelor documente:

— cererea in formatul prevazut in anexa nr. 4 care face
parte integranta din prezentele reglementari;

— dovada de publicare a pierderii intr-un cotidian de
larga circulatie;

— copii de pe documentele depuse la dosarul initial de
autorizare.

Art. 12. — (1) ANM poate suspenda autorizatia de
functionare in situatia in care unitatea de productie modifica
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neanuntat, conform art. 8, conditile pentru care s-a acordat
autorizatia de functionare sau la cererea motivata a unitaii
de productie, cu precizarea perioadei de timp.

(2) Suspendarea autorizatiei de functionare pentru unita-
tea de productie se poate face pentru o perioada de maxi-
mum un an.

Art. 13. — ANM poate retrage autorizatia de functionare
in urmatoarele situatii:

a) in cazul in care, in termen de un an de la eliberarea
autorizatiei de functionare, producatorul nu obtine
Certificatul de buna practica de fabricatie;

b) in cazul in care unitatea desfasoara activitate de
fabricatie inainte de obtinerea Certificatului de buna

PARTEA |, Nr. 7/7.1.2004
practica de fabricatie sau fabrica si comercializeaza
produse fara autorizatie de punere pe piata;

¢) in cazul in care unitatea autorizata isi inceteaza acti-
vitatea.

Art. 14. — Decizia de emitere, suspendare, respectiv
retragere a autorizatiei de functionare, impreuna cu raportul
care a stat la baza ei, se comunica Ministerului Sanatatii
in termen de 48 de ore de la data emiterii.

Art. 15. — 1In vederea emiterii autorizatiilor de
functionare pentru anul 2004, cererile de inspectie in vede-
rea autorizarii de functionare se vor primi la ANM incepand
cu data de 15 noiembrie 2003.

Art. 16. — Prezentele reglementari intra in vigoare la
data de 1 ianuarie 2004.

ANEXA Nr. 1
la reglementari

CERERE DE PLANIFICARE A INSPECTIEI
in vederea autorizarii de functionare

Catre
Agentia Nationala a Medicamentului — Departamentul inspectlie farmaceutica
L0 a1 7= (== LRI ,
CU Sedill TN i y AATESA i
telefon/ffax .....ccoocciiiinininns , inregistrata la registrul comertului .......coccviiveviinn e, , cod unlc
de inregistrare ........cccoeeeiiiiinn, , TEPrezental@ PriN v e ,
(numele, prenumele)
funclia ..o, , va rog sa planificali inspectia la sediul unitatii in vederea autorizarii de
functionare/va rog sa ne emiteti autorizatia de functionare®).
Semnatura si stampila
*) Se aplica in cazul celor care detin Certificat de buna practica de fabricatie.
ANEXA Nr. 2

MINISTERUL SANATATII
AGENTIA NATIONALA A MEDICAMENTULUI
Str. Av. Sanatescu nr. 48, sectorul 1
011478, Bucuresti

Tel, 224.11.02, fax 224.34.97

la reglementari

Va informam prin prezenta ca, in urma studierii documentatiei depuse la Agentia Nationala a
Medicamentului, solicitarea dumneavoastra de efectuare a unei inspeclii in vederea autorizarii de

functionare a fost admisa.

va rugém ca in termen de 15 zile lucratoare sa achitati tariful aferent efectuarii inspectiei, in

suma de ...

, in conformitate cu Ordinul ministrului sanatatii nr. ...........eeees
Inspectia va avea loc in termen de 30 de zile de la confirmarea efectuarn platii,

la o data

care va fi stabilitd de comun acord cu dumneavoastra.

Presedinte,

Seful Depariamentului
inspeclie farmaceuticd,
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ANEXA Nr. 3
la reglementari
MINISTERUL SANATATII
AGENTIA NATIONALA A MEDICAMENTULUI
Str. Av. Sanatescu nr. 48, sectorul 1 — fala —
011478, Bucuresti
Tel. 224.11.02, fax 224.34.97

AUTORIZATIE DE FUNCTIONARE
Nr /data emiterii ...

in conformitate cu prevederile Ordonantei de urgentd a Guvernului nr. 152/1999 privind
medicamentele de uz uman, aprobatd cu modificari si completari prin Legea nr. 336/2002, cu
modificarile si completarile ulterioare, ale Ordonantei Guvernului nr. 125/1998 privind infiintarea,
organizarea si functionarea Agentiei Nationale a Medicamentului, aprobatd cu modificari si com-
pletari prin Legea nr. 594/2002, cu modificarile si completarile ulterioare, in baza inspectiei efec-
tuate la data/in baza documentatiei inaintate la data de*) ........cccooiiiiiiiiiiiicn, , Agentia
Nationalda a Medicamentului autorizeaza functionarea unitatii de productie:

1. numele si adresa sediului unitatii;

2. adresa locului de productie;

3. tipul de activitati pe care le va efectua (fabricatie totald, partiala, forme farmaceutice,
grupe terapeutice, dupa caz).

Orice modificare a conditiilor care au stat la baza emiterii prezentei autorizatii de functionare
fara anuntarea prealabila a acestei modificari la Agentia Nationala a Medicamentului atrage sus-
pendarea autorizatiei de functionare.

Activitatea de productie pentru care s-a acordat autorizatia de functionare se poate
desfasura numai dupa obtinerea Certificatului de buna practica de fabricatie si numai pe perioada
valabilitatii acestuia.

Adresa autoritatii emitente:

Presedintele Agentiei Nationale
a Medicamentului, Data (emiterii) voveieiiniinnnnn
............................................ L.S.

*) Se aplica numai in cazul celor care detin Certificat de buna practica de fabricatie.

— verso —
Data eliberarii i
Numele reprezentantului beneficiarului ......cccocvviiiiiiiiiiinii
Semnatura reprezentantului beneficiarului ........ccccccoviiin

ANEXA Nr. 4

la reglementari

CERERE
de eliberare a unei noi autorizatii de functionare

Catre
Agentia Nationala a Medicamentului — Departamentul inspectie farmaceutica
L0 a1 =1 (=T RPN ,
cU sediul TN v, ; AAMESA iiiiiiiiiiiiii ,
telefon/fax oo, , inregistrata la registrul comertului .........ocoeevviiiniineennnn, , cod unic de
inregistrare .....cooecevviiiiiini e , reprezentatd Prin . , functia

(numele, prenumele)
............................ , in conformitate cu art. 11 din Ordinul ministrului sanatatii nr. 1.153/2003, va rog
sa eliberati o noua autorizatie de functionare. Anexam la prezenta cerere dovada anuntarii pier-
derii autorizatiei de functionare in cotidianul .......ccccciiiiii .

Semnatura si stampila
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ACTE ALE CONSILIULUI NATIONAL AL AUDIOVIZUALULUI
CONSILIUL NATIONAL AL AUDIOVIZUALULUI

PARTEA |, Nr. 7/7.1.2004

DECIZIE
pentru modificarea si completarea Deciziei Consiliului National
al Audiovizualului nr. 274/2003 privind asigurarea informarii corecte a opiniei publice

Avand in vedere dubla calitate a Consiliului National al Audiovizualului, de garant al interesului public si de unica
autoritate de reglementare in domeniul programelor audiovizuale,

tinand seama de obligatia radiodifuzorilor de a favoriza pluralismul opiniilor si de a informa in mod obiectiv
publicul prin prezentarea corecta a faptelor si a evenimentelor, precum si de obligatia Consiliului National al
Audiovizualului de a garanta impartialitatea radiodifuzorilor,

in temeiul art. 17 alin. (1) lit. d) din Legea audiovizualului nr. 504/2003, cu modificarile si completarile ulterioare,

membrii Consiliului National al Audiovizualului adoptd urmatoarea decizie:

Articol unic. — Decizia Consiliului National al
Audiovizualului nr. 274/2003 privind asigurarea informarii
corecte a opiniei publice, publicata in Monitorul Oficial al
Romaniei, Partea I, nr. 699 din 6 octombrie 2003, se modi-
fica si se completeaza dupa cum urmeaza:

1. Dupa alineatul (2) al articolului 1 se introduce un nou
alineat, alineatul (3), cu urmatorul cuprins:

»(3) In vederea respectarii si garantarii principiilor
prevazute la alin. (1), urmatoarele categorii de persoane nu
pot edita si prezenta emisiuni informative sau nu pot rea-
liza si modera emisiuni audiovizuale:

a) parlamentari;

b) reprezentanti ai administratiei publice centrale si
locale sau persoane asimilate prin lege acestora;

c¢) reprezentanti ai Administratiei Prezidentiale;

d) persoane cu functii in partidele politice;

€) persoane desemnate public de catre partidele politice
sd candideze sau care si-au anuntat public intentia de a
candida la alegerile locale, parlamentare ori prezidentiale.”

2. La articolul 10, alineatul (1) va avea urmatorul
cuprins:

JArt. 10, — (1) Incalcarea prevederilor art. 1 alin. (3),
art. 3 lit. e)—h), ale art. 4 alin. (1) si (3) si ale art. 5—9
se sanctioneaza potrivit dispozitiilor art. 91 din Legea
audiovizualului nr. 504/2002.“

Presedintele Consiliului National al Audiovizualului,
Ralu Filip

Bucuresti, 11 decembrie 2003.

Nr. 377.
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