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KOMMISSIONENS FORORDNING (EG) nr 152/2009
av den 27 januari 2009
om provtagnings- och analysmetoder for offentlig kontroll av foder

(Text av betydelse for EES)

EUROPEISKA GEMENSKAPERNAS KOMMISSION HAR ANTAGIT
DENNA FORORDNING

med beaktande av fordraget om upprittandet av Europeiska gemenska-
pen,

med beaktande av Europaparlamentets och radets forordning (EG)
nr 882/2004 av den 29 april 2004 om offentlig kontroll for att siker-
stdlla kontrollen av efterlevnaden av foder- och livsmedelslagstiftningen
samt bestimmelserna om djurhdlsa och djurskydd (!), sarskilt arti-
kel 11.4 a, b och ¢, och

av foljande skal:

(1)  Foljande réttsakter antogs for att genomfora direktiv 70/373/EEG
och giller fortfarande i enlighet med artikel 61.2 i férordning
(EG) nr 882/2004.

— Kommissionens forsta direktiv 71/250/EEG av den 15 juni
1971 om gemenskapsmetoder for analys vid den officiella
foderkontrollen (?).

— Kommissionens andra direktiv 71/393/EEG av den 18 novem-
ber 1971 om gemenskapsmetoder for analys vid den officiella
foderkontrollen (3).

— Kommissionens tredje direktiv 72/199/EEG av den 27 april
1972 om gemenskapsmetoder for analys vid den officiella
foderkontrollen (4).

— Kommissionens fjarde direktiv 73/46/EEG av den 5 december
1972 om gemenskapsmetoder for analys vid den officiella
foderkontrollen (°).

— Kommissionens forsta direktiv 76/371/EEG av den 1 mars
1976 om gemenskapsmetoder for provtagning vid den offici-
ella foderkontrollen (°).

— Kommissionens sjunde direktiv 76/372/EEG av den 1 mars
1976 om gemenskapsmetoder for analys vid den officiella
foderkontrollen (7).

() EUT L 165, 30.4.2004, s. 1. Rittad i EUT L 191, 28.5.2004, s. 1.

() EGT L 155, 12.7.1971, s. 13.
() EGT L 279, 20.12.1971, s. 7.
(*) EGT L 123, 29.5.1972, s. 6.
() EGT L 83, 30.3.1973, s. 21.
(®) EGT L 102, 15.4.1976, s. 1.
() EGT L 102, 15.4.1976, s. 8.
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— Kommissionens attonde direktiv 78/633/EEG av den 15 juni
1978 om gemenskapsmetoder for analys vid den officiella
foderkontrollen (1).

— Kommissionens nionde direktiv 81/715/EEG av den 31 juli
1981 om gemenskapsmetoder for analys vid den officiella
foderkontrollen (?).

— Kommissionens tionde direktiv 84/425/EEG av den 25 juli
1984 om gemenskapsmetoder for analys vid den officiella
foderkontrollen (3).

— Kommissionens direktiv 86/174/EEG av den 9 april 1986 om
faststdllande av metoden for berdkning av energivirdet i fo-
derblandningar till fjaderfa (4).

— Kommissionens elfte direktiv 93/70/EEG av den 28 juli 1993
om gemenskapsmetoder for analys vid den officiella foder-
kontrollen (°).

— Kommissionens tolfte direktiv 93/117/EEG av den 17 decem-
ber 1993 om faststdllande av gemenskapsmetoder for analys
vid den officiella foderkontrollen (°).

— Kommissionens direktiv 98/64/EG av den 3 september 1998
om faststdllandet av gemenskapsmetoder for analys av ami-
nosyror, raoljor och réfetter och olakindox i djurfoder och om
andring av direktiv 71/393/EEG (7).

— Kommissionens direktiv 1999/27/EG av den 20 april 1999
om faststéllande av gemenskapsmetoder for analys av ampro-
lium, diclazuril och karbadox i djurfoder och om andring av
kommissionens direktiv 71/250/EEG, 73/46/EEG och om
upphédvande av direktiv 74/203/EEG (®).

— Kommissionens direktiv 1999/76/EG av den 23 juli 1999 om
faststdllande av gemenskapsmetoder for bestimning av natri-
umlasalocid i foder (°).

— Kommissionens direktiv 2000/45/EG av den 6 juli 2000 om
faststdllande av gemenskapsmetoder for bestimning av A-vi-
tamin, E-vitamin och tryptofan i djurfoder (19).

— Kommissionens direktiv 2002/70/EG av den 26 juli 2002 om
faststéllande av krav for bestdmning av grinsvirden for diox-
iner och dioxinlika PCB i foder (!).

() EGT L 206, 29.7.1978, s. 43.

() EGT L 257, 10.9.1981, s. 38.
() EGT L 238, 6.9.1984, s. 34.
(*) EGT L 130, 16.5.1986, s. 53.
() EGT L 234, 17.9.1993, s. 17.
(®) EGT L 329, 30.12.1993, s. 54.
() EGT L 257, 19.9.1998, s. 14.
(®) EGT L 118, 6.5.1999, s. 36.
() EGT L 207, 6.8.1999, s. 13.
(1% EGT L 174, 13.7.2000, s. 32.
(") EGT L 209, 6.8.2002, s. 15.
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— Kommissionens direktiv 2003/126/EG av den 23 december
2003 om analysmetoder for identifiering av bestandsdelar av
animaliskt ursprung i foder foér den officiella foderkontrol-
len (V).

(2)  Eftersom direktiv 70/373/EEG har ersatts med forordning (EG)
nr 882/2004 bor genomforanderdttsakterna till det direktivet er-
sittas med en enda forordning. Metoderna bor samtidigt anpassas
for att ta hénsyn till nya vetenskapliga och tekniska ron. Metoder
som inte ldngre fyller sitt syfte bor utgd. Bestimmelserna om
provtagning kommer att uppdateras for att beakta den senaste
utvecklingen ndr det géller tillverkning, lagring, transport och
saluforing av foder, men de gillande bestimmelserna om prov-
tagning bor behallas tills vidare.

(3)  Direktiven 71/250/EEG, 71/393/EEG, 72/199/EEG, 73/46/EEG,
76/371/EEG, 76/372/EEG, 78/633/EEQG, 81/715/EEG,
84/425/EEG, 86/174/EEG, 93/70/EEG, 93/117/EG, 98/64/EG,
1999/27/EG, 1999/76/EG, 2000/45/EG, 2002/70/EG  och
2003/126/EG bor darfor upphivas.

4)  De atgirder som foreskrivs i denna forordning &r forenliga med
yttrandet fran stindiga kommittén for livsmedelskedjan och djur-
hélsa.

HARIGENOM FORESKRIVS FOLJANDE.

Artikel 1

Provtagning for offentlig kontroll av foder, sérskilt ndr det giller be-
stimning av bestdndsdelar, inbegripet material som innehéller eller be-
star av eller har framstillts av genetiskt modifierade organismer (GMO),
fodertillsatser enligt definitionen i Europaparlamentets och radets for-
ordning (EG) nr 1831/2003 (?) och frimmande dmnen enligt definitio-
nen i Europaparlamentets och radets direktiv 2002/32/EG (%) ska utforas
enligt de metoder som anges i bilaga I.

Den provtagningsmetod som anges i bilaga I &r tillimplig pa kontroll av
foder vad giller bestimning av bekdmpningsmedelsrester enligt defini-
tionen i Europaparlamentets och radets forordning (EG) nr 396/2005 (4)
och kontrollen av efterlevnaden av forordning (EU) nr 619/2011.

Artikel 2

Beredning av analysprov och resultatangivelse ska f6lja metoderna i
bilaga II.

() EUT L 339, 24.12.2003, s. 78.

() EUT L 268, 18.10.2003, s. 29.
() EGT L 140, 30.5.2002, s. 10.
() EUT L 70, 16.3.2005, s. 1.



2009R0152 — SV —17.07.2014 — 004.001 — 5

Artikel 3

Analyser for offentlig kontroll av foder ska utforas enligt metoderna i
bilaga III (Analysmetoder for kontroll av foderravarors och foderbland-
ningars sammansittning), bilaga IV (Analysmetoder for kontroll av hal-
ten godkdnda fodertillsatser), bilaga V (Analysmetoder for kontroll av
frimmande d@mnen i foder) och bilaga VI (Analysmetoder for bestdm-
ning av bestandsdelar av animaliskt ursprung for offentlig kontroll av
foder).

Artikel 4

Energivérdet i foderblandningar till fjaderfa ska beréknas i enlighet med
bilaga VIIL.

Artikel 5

De analysmetoder for kontroll av férekomst av otillatna fodertillsatser
som anges i bilaga VIII ska anvdndas som konfirmeringsmetoder.

Artikel 6

Direktiven  71/250/EEG, 71/393/EEG, 72/199/EEG, 73/46/EEG,
76/371/EEG, 76/372/EEG, 78/633/EEG, 81/715/EEG, 84/425/EEG,
86/174/EEG, 93/70/EEG, 93/117/EG, 98/64/EG, 1999/27/EG,
1999/76/EG, 2000/45/EG, 2002/70/EG och 2003/126/EG ska upphora
att gilla.

Hanvisningar till de upphdvda direktiven ska anses som hénvisningar till
denna forordning och ska ldsas i enlighet med jamfGrelsetabellerna i
bilaga IX.

Artikel 7
Denna forordning trader i kraft den tjugonde dagen efter det att den har
offentliggjorts i Europeiska unionens officiella tidning.
Den ska tillimpas frén och med den 26 augusti 20009.

Denna forordning ér till alla delar bindande och direkt tilldimplig i alla
medlemsstater.
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BILAGA 1
PROVTAGNINGSMETODER

SYFTE OCH TILLAMPNINGSOMRADE

Prov som é&r avsedda for offentlig kontroll av foder ska tas med de
metoder som beskrivs nedan. Prov som har tagits pa detta sétt ska anses
vara representativa for provméingderna.

Syftet med representativ provtagning ir att ta ut en liten fraktion av ett
parti pa ett sddant sitt att bestimningen av en viss egenskap hos denna
fraktion representerar medelvédrdet av denna egenskap i partiet. Partiet
ska provtas genom att det upprepade génger tas delprov péd olika en-
skilda positioner i partiet. Dessa delprov ska blandas si att det bildas ett
enda samlingsprov, fran vilket representativa slutliga prov ska beredas
genom representativ delning.

Om det vid en okuldrbesiktning visar sig att delar av det foder som ska
provtas skiljer sig i kvalitet fran resten av fodret fran samma parti, ska
sadana delar skiljas frdn resten av fodret och behandlas som ett separat
delparti. Om det inte 4r mdjligt att dela upp fodret i separata delpartier
ska fodret provtas som ett parti. I sadana fall ska detta ndmnas i prov-
tagningsrapporten.

Om det har konstaterats att ett foder som provtagits i enlighet med
bestimmelserna i denna forordning inte uppfyller EU-kraven, och detta
ingér i ett foderparti av samma kategori eller varuslag, ska man anta att
inget foder i detta parti uppfyller kraven, utom om man efter en utforlig
bedémning kan konstatera att det inte finns nagra beldgg for att resten av
partiet inte uppfyller EU-kraven.

DEFINITIONER

— parti (eller sats): en identifierad médngd foder som konstaterats ha
gemensamma egenskaper som ursprung, sort, forpackningsmetod,
forpackare, avsdndare eller méirkning; nér det giller en produktions-
process: en produktionsenhet frén ett och samma tillverkningsstélle
som framstillts med samma produktionsparametrar, eller ett antal
sadana enheter som producerats samtidigt och lagrats tillsammans.

— provmdngd: ett parti eller en identifierad del av partiet eller delpar-
tiet.

— forseglat prov: ett prov som forseglats pd sadant sitt att det blir
omdjligt att skaffa sig tilltrdde till provet om inte forseglingen bryts
eller avldgsnas.

— delprov: en viss midngd som tagits frdn ett stdlle i provmingden.

— samlingsprov: en blandning av delprov som tagits fran samma prov-
méngd.

— reducerat prov: en del av samlingsprovet som erhallits ur detta ge-
nom representativ reduktion.

— slutligt prov: en del av det reducerade provet eller av det homoge-
niserade samlingsprovet.

— laboratorieprov: ett prov som &r avsett for laboratoriet (sdsom det
tagits emot av laboratoriet) och som kan vara det slutliga provet, det
reducerade provet eller samlingsprovet.
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3.

4.2
4.2.1
42.1.1
4212

422

423

ALLMANNA BESTAMMELSER

— Provtagningspersonal: Proven ska tas av personer som den behdriga
myndigheten har bemyndigat for detta.

— Provet ska forseglas pa sddant sitt att det blir omojligt att skaffa sig
tilltrade till provet om inte forseglingen bryts eller avldgsnas. For-
seglingens mirke bor vara klart identifierbart och synligt. Alternativt
kan provet placeras i ett kérl som kan tillslutas pa ett sddant sétt att
det inte kan Oppnas utan att kérlet eller behallaren oaterkalleligt
skadas, och ateranvidndning av kérlet eller behallaren dérigenom
undviks.

— Identifiering av provet: provet ska vara mérkt pa ett outplanligt sétt
och ska identifieras pd ett sadant sitt att det finns en otvetydig
koppling till provtagningsrapporten.

— Fran varje samlingsprov ska minst tva slutliga prov tas: minst ett for
kontroll (genomforande) och ett for foderforetagaren (forsvar). Slut-
ligen far ett slutligt prov tas som referens. Om hela samlingsprovet
homogeniseras, tas de slutliga proven fran det homogeniserade sam-
lingsprovet, savida detta forfarande inte strider mot medlemsstaternas
bestimmelser om foderforetagares rittigheter.

UTRUSTNING

Provtagningsutrustningen ska vara tillverkad av material som inte kan
kontaminera de produkter som ska provtas. Utrustning som ar avsedd att
anvindas flera ginger ska vara ldtt att rengdra for att undvika korskon-
taminering.

Utrustning som rekommenderas for provtagning pa fast foder
Manuell provtagning
Flatbottnad skyffel med vertikala sidor

Provtagningsspjut med en ldng skara eller med olika fack. Provtagnings-
spjutets dimensioner maste ldmpa sig for provméngdens egenskaper
(behallarens djup, sidckformat etc.) och fodrets partikelstorlek.

Om provtagningsspjutet har flera ppningar som ska garantera att provet
tas pa de olika stillena utmed spjutet, bor dppningarna separeras av fack
eller sekventiellt forskjutna Sppningar.

Mekanisk provtagning

Lamplig mekanisk utrustning far anvindas for provtagning pa foder i
rorelse. Lamplig betyder att prov tas pd atminstone hela sektionen av
flodet.

Provtagning pa foder i rorelse (vid hoga flodeshastigheter) kan utforas
med automatiska provtagare.

Provdelare

Om sé& ar mojligt och lampligt, bor utrustning avsedd att dela upp provet
i ungefar lika stora delar anvédndas for beredning av reducerade prov pa
ett representativt sétt.
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5.

5.1

KVANTITATIVA KRAV FOR ANTALET DELPROV

— De kvantitativa kraven i punkterna 5.1 och 5.2 for antalet delprov &r
tillampliga pa provméngder i storleken hogst 500 ton vilka kan tas
pa ett representativt sitt. Den beskrivna provtagningsmetoden géller
dven storre kvantiteter d4n den foreskrivna maximala provméngds-
storleken, under forutsittning att det hogsta antalet delprov som
anges i tabellerna nedan lamnas utan avseende och antalet delprov
bestdms utifrdn den kvadratrotsformel som anges i den relevanta
delen av forfarandet (se punkt 5.3) och minimistorleken pa samlings-
provet Okas proportionellt. Detta forhindrar inte att ett stdrre parti
delas upp i mindre delpartier och att varje delparti provas i enlighet
med det forfarande som beskrivs i punkterna 5.1 och 5.2.

— Provmiéngden ska vara av sddan storlek att prov kan tas i var och en
av dess bestandsdelar.

— For mycket stora partier eller delpartier (> 500 ton) och for partier
som transporteras eller lagras pa sadant sitt att provtagning inte kan
ske enligt det provtagningsforfarande som anges i punkt 5.1 och 5.2
i detta kapitel ska det provtagningsforfarande som anges i punkt 5.3
anvindas.

— Om en foderforetagare enligt lag &r skyldig att folja denna forord-
ning inom ramen for ett obligatoriskt dvervakningssystem, far foder-
foretagaren avvika frén de kvantitativa krav som foreskrivs i detta
kapitel for att ta hinsyn till operativa egenskaper, forutsatt att foder-
foretagaren pa tillfredsstillande sétt har visat for den behdriga myn-
digheten att provtagningsmetoden dr likvérdig i frdga om represen-
tativitet och efter godkédnnande av den behdriga myndigheten.

— Om det inte 4r mgjligt att anvidnda den angivna provtagningsmetoden
vad géller de kvantitativa kraven beroende pa oacceptabla kommersi-
ella skador pa partiet (pa grund av forpackningstyper, transportme-
del, lagring osv.) kan i undantagsfall en alternativ provtagningsmetod
anvindas, forutsatt att den ger sé representativa resultat som mojligt
och att den beskrivs och dokumenteras till fullo.

Kvantitativa krav for delprov vid kontroll av imnen eller produkter
som ir jimnt fordelade i fodret

Fast foder i los vikt

Provmingdens storlek Minsta antal delprov
< 2,5 ton 7
> 2,5 ton \ 20 ganger det antal ton som ut-
gor provméingden (*), upp till 40
delprov

(*) Om det erhéllna talet inte dr ett heltal ska det avrundas till ndrmaste hogre
heltal.
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5.1.4

Lost flytande foder

Provméngdens storlek Minsta antal delprov
< 2,5 ton eller < 2500 liter 4(%)
> 2,5 ton eller > 2 500 liter 7(*)

(*) Om det inte &r mojligt att gora vitskan homogen méste antalet delprov okas.

Férpackat foder

Foder (fast och flytande) kan forpackas i pasar, sickar, burkar, tunnor
etc. som i tabellen anges som enheter. Stora enheter (> 500 kg eller liter)
ska provtas i enlighet med bestimmelserna for 16st foder (se 5.1.1 och
5.1.2)

Provminedens storlek Minsta antal enheter fran vilka (minst)
ovmangdens storie ett delprov ska tas (*)

1-20 enheter 1 enhet (**)

21-150 enheter 3 enheter (¥*)

151-400 enheter 5 enheter (**)

> 400 enheter Vs av det \antal enheter som utgér
provméngden (¥**), upp till 40 en-
heter

(*) Om oOppnande av en enhet kan paverka analysen (t.ex. blotfoder som latt
fordarvas) ska ett delprov utgdras av den odppnade enheten.
(**) For enheter med ett innehdll pa hogst 1 kg eller 1 liter ska ett delprov
utgdras av innehallet i den ursprungliga enheten.
(***) Om det erhallna talet inte ar ett heltal ska det avrundas till ndrmaste hogre
heltal.

Foderblock och saltstenar

Prov ska tas pa minst ett block eller en sten per provméingd om 25
enheter, som mest fyra block eller stenar.

For block eller stenar pa hogst 1 kg styck ska ett delprov utgoras av
innehallet i ett block eller en sten.

Grovfoder/vallfoder
Provmiéngdens storlek Minsta antal delprov (*)
<5 ton 5
> 5 ton \'5 génger det antal ton som utgdr
provméngden (**), upp till 40 del-
prov

(*) Faktum é&r att i vissa situationer (t.ex. betrdffande ensilage) dr det inte mojligt
att ta de delprov som krdvs utan att orsaka oacceptabel skada pa partiet. En
alternativ provtagningsmetod far anvéndas i sddana situationer och en vigled-
ning for provtagning pa sddana partier kommer att utarbetas innan den hdr
forordningen trader i kraft.

(**) Om det erhallna talet inte &r ett heltal ska det avrundas till ndrmaste hogre
heltal.
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5.2

53

Kvantitativa krav for delprov vid kontroll av bestindsdelar eller
dmnen som kan vara ojimnt fordelade i foder

Dessa kvantitativa krav for delprov ska anvéndas i f6ljande situationer:

— Kontroll av aflatoxiner, mjoldryga, andra mykotoxiner och skadliga
botaniska orenheter i foderravaror.

— Kontroll av korskontaminering genom en bestandsdel, inbegripet ge-
netiskt modifierade material eller ett &mne for vilket en ojamn for-
delning forvéntas i foderravaror.

Om kontrollmyndigheten har en stark misstanke om att det finns en
sddan ojamn fordelning dven vid korskontaminering av en bestidndsdel
eller ett &mne i en foderblandning kan de kvantitativa kraven enligt
nedanstdende tabell tillimpas.

Provmingdens storlek Minsta antal delprov

< 80 ton Se de kvantitativa kraven i punkt 5.1.
Antalet delprov som ska tas ska multi-
pliceras med 2,5.

> 80 ton 100

Kvantitativa krav for delprov i friga om mycket stora partier

Nér det géller stora provméngder (provméngder > 500 ton) &r antalet
delprov som ska tas = 40 delprov + vton vid kontroll av dmnen eller
produkter som ér jamnt fordelade i fodret eller 100 delprov + Vton vid
kontroll av bestdndsdelar eller &mnen som kan vara ojamnt fordelade i
foderravara.

KVANTITATIVA KRAV FOR SAMLINGSPROV

Det krévs ett samlingsprov per provmangd.

Minsta storlek pd samlings-

Typ av foder prov (¥) (**)

6.1 Lost foder 4 kg

6.2 Forpackat foder: 4 kg (***)
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Det krévs ett samlingsprov per provmingd.

Minsta storlek pa samlings-

Typ av foder prov (*) (*%)

6.3 Flytande eller halvflytande fod- | 4 liter
er:
6.4 Foderblock eller saltstenar:

6.4.1 Med en vikt pd mer &n 1 kg | 4 kg
styck

6.4.2 Med en vikt pd hogst 1 kg | vikten av fyra block eller
styck stenar i ursprunglig storlek

6.5 Grovfoder/vallfoder 4 kg (¥**¥)

(*) Om det provtagna fodret har ett hogt virde kan en mindre méngd delprov
tas, forutsatt att detta beskrivs och dokumenteras i provtagningsrapporten.
(**) Enligt bestimmelserna i kommissionens forordning (EU) nr 619/2011 av
den 24 juni 2011 om provtagnings- och analysmetoder for offentlig kontroll
av foder vad giller forekomst av genetiskt modifierat material ddr godkén-
nandeforfarandet fortfarande pagar eller godkdnnandet har upphért att gilla
(EGT L 166, 25.6.2011, s. 9) ska samlingsprovet for kontroll av férekomst
av genetiskt modifierat material innehélla minst 35 000 korn/utside. Detta
innebdr for majs att storleken pa samlingsprovet méste vara minst 10,5 kg
och for sojabonor 7 kg. For andra utsdden och spannmal som korn, hirs,
havre, ris, rag, vete och raps, motsvarar samlingsprovets storlek pa 4 kg mer
dn 35 000 korn/utsdde.

(***) I fraga om forpackat foder ar det ocksd mojligt att storleken 4 kg for
samlingsprovet inte kan uppnés beroende pa de enskilda enheternas storlek.
(****) Om det dr frdga om grovfoder eller vallfoder med lag densitet (t.ex. hd och

halm) bor samlingsprovet vara minst 1 kg.

KVANTITATIVA KRAV FOR SLUTLIGA PROV
Slutliga prov

Minst ett slutligt prov ska analyseras. Det slutliga prov som analyseras
ska vara av minst f6ljande méangd:

Fast foder 500 g (*) (**) (**%)

Flytande eller halvflytande foder 500 ml (*)

(*) Enligt bestdmmelserna i forordning (EU) nr 619/2011 ska det slutliga provet
for kontroll av forekomst av genetiskt modifierat material innehélla minst
10 000 korn/utsdde. Detta innebér for majs att storleken pé det slutliga provet
ska vara minst 3 000 g och for sojabonor 2 000 g. For andra utsidden och
spannmal som korn, hirs, havre, ris, rdg, vete och raps, motsvarar det slutliga
provet storlek pa 500 g mer dn 10 000 korn/utséde.

(**) Om samlingsprovet dr betydligt mindre &n 4 kg eller liter (se fotnoterna
under punkt 6) kan ocksda en mindre kvantitet av det slutliga provet tas,
forutsatt att detta beskrivs och dokumenteras i provtagningsrapporten.

(***) Vid provtagning pa baljvixter, spannmél och tradnétter for bestdmning av
bekdmpningsmedelsrester ska minimistorleken pa det slutliga provet vara
1 kg enligt bestimmelserna i kommissionens direktiv 2002/63/EG (EGT
L 187, 16.7.2002, s. 30).
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8.1

8.2
8.2.1

PROVTAGNINGSMETOD FOR MYCKET STORA PARTIER ELLER
PARTIER SOM LAGRAS OCH TRANSPORTERAS PA ETT SATT
SOM INNEBAR ATT PROVTAGNING PA HELA PARTIET AR
OMOIJLIG

Allménna principer

Om det inte 4r mdjligt att ta delprov pa hela partiet pd grund av det sétt
som partiet transporteras eller lagras pa bor provtagning pa sadana par-
tier helst ske nér partiet ar i flode.

For stora lagerlokaler avsedda for lagring av foder bor foretagarna upp-
muntras att installera utrustning i lagerlokalen som mojliggér (auto-
matisk) provtagning pa hela det lagrade partiet.

Om man anvénder de provtagningsforfaranden som anges i detta kapitel,
ska foderforetagaren eller dennes foretrddare informeras om provtag-
ningsforfarandet. Om detta provtagningsforfarande ifragasitts av foder-
foretagaren eller dennes foretraddare ska foderforetagaren eller dennes
foretrddare ge den behdriga myndigheten mojlighet att ta prov pa hela
partiet pa dennes bekostnad.

Stora partier som transporteras med fartyg
Dynamisk provtagning pd stora partier som transporteras med fartyg

Provtagning pé stora partier pa fartyg ska foretradesvis ske nér produk-
ten &r i flode (dynamisk provtagning).

Provtagningen ska goras per lastrum (enhet som kan separeras fysiskt).
Lastrum toms dock delvis det ena efter det andra, vilket innebér att den
ursprungliga fysiska separationen inte ldngre foreligger efter att lasten
overforts till lagringsanldggningar. Provtagning kan darfor ske i forhal-
lande till den ursprungliga fysiska separationen eller i forhallande till
separationen efter overforing till lagringsanldggningarna.

Lossning av ett fartyg kan pagé i flera dagar. Normalt ska provtagning
ske med jimna mellanrum under hela lossningen. Det dr dock inte alltid
mojligt eller lampligt att en officiell inspektdr &r ndrvarande for prov-
tagning under hela lossningen. Darfor fir provtagning ske pd en del
(provméngd) av hela partiet. Antalet delprov bestims med hénsyn till
provmingdens storlek.

Om provtagning utfors pa en del av ett foderparti som ingdr i samma
kategori eller varuslag och det har konstaterats att den delen av partiet
inte uppfyller EU-kraven, ska man anta att inget foder i detta parti
uppfyller kraven, utom om man efter en utforlig bedomning kan kon-
statera att det inte finns ndgra beldgg for att resten av partiet inte upp-
fyller EU-kraven.

Aven om det officiella provet tas automatiskt ar det nodvindigt att en
inspektor dr ndrvarande. Om den automatiska provtagningen utfors med
forinstéllda parametrar som inte kan &dndras under provtagningen och
delproven samlas i ett forseglat kérl, varigenom eventuella bedrégerier
forebyggs, kravs det enbart att en inspektor dr ndrvarande i borjan av
provtagningen, varje gang kérlet for proven behover bytas och i slutet av
provtagningen.
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8.2.2

83

8.4
8.4.1

8.4.2
8.4.2.1

8.4.2.2

Provtagning pd partier som transporteras med fartyg genom stationdr
provtagning

Om provtagningen utfors stationért ska man tillimpa samma forfarande
som foreskrivs for lagringsanldggningar (silor) som kan néas ovanifran
(se punkt 8.4.1).

Provtagningen ska utféras pa den tillgéngliga delen (ovanifran) av par-
tiet/rumslasten. Antalet delprov bestdims med hénsyn till provméngdens
storlek. Om provtagning utfors pa en del av ett foderparti som ingar i
samma kategori eller varuslag, och det har konstaterats att den delen av
partiet inte uppfyller EU-kraven, ska man anta att inget foder i detta parti
uppfyller kraven, utom om man efter en utforlig bedomning kan kon-
statera att det inte finns négra beldgg for att resten av partiet inte upp-
fyller EU-kraven.

Provtagning pa stora partier som forvaras i lager

Provtagningen ska utforas pa den atkomliga delen av partiet. Antalet
delprov bestims med hénsyn till provméngdens storlek. Om provtagning
utfors pa en del av ett foderparti som ingar i samma kategori eller
varuslag, och det har konstaterats att den delen av partiet inte uppfyller
EU-kraven, ska man anta att inget foder i detta parti uppfyller kraven,
utom om man efter en utforlig bedomning kan konstatera att det inte
finns nagra beldgg for att resten av partiet inte uppfyller EU-kraven.

Provtagning pa lagringsanliggningar (silor)
Provtagning pd silor som (ldtt) kan nds ovanifran

Provtagningen ska utforas pa den atkomliga delen av partiet. Antalet
delprov bestims med hénsyn till provméngdens storlek. Om provtagning
utfors pa en del av ett foderparti som ingdr i samma kategori eller
varuslag, och det har konstaterats att den delen av partiet inte uppfyller
EU-kraven, ska man anta att inget foder i detta parti uppfyller kraven,
utom om man efter en utforlig beddomning kan konstatera att det inte
finns nagra beldgg for att resten av partiet inte uppfyller EU-kraven.

Provtagning pd silor som inte kan nds ovanifrdan (slutna silor)

Silor som inte kan nas ovanifrdn (slutna silor) i
storleken > 100 ton

Prov péa foder som lagras i sddana silor kan inte tas statiskt. Om prov
maste tas pa fodret i silon och det inte finns ndgon mojlighet att flytta
varupartiet ska det ddrfor avtalas med foretagaren att han eller hon ska
informera inspektoren om nér silon kommer att tommas for att gora det
mojligt att ta prov pa fodret nir det &r i flode.

Silor som inte kan nas ovanifrdn (slutna silor) i
storleken < 100 ton

Provtagningsforfarandet innebér att en kvantitet av 50-100 kg overfors
till ett kérl och att provet tas frén detta. Storleken pad samlingsprovet
motsvarar hela partiet och antalet delprov star i relation till de kvantiteter
i silon som Overfors till ett kérl for provtagning. Om provtagning utfors
pa en del av ett foderparti som ingédr i samma kategori eller varuslag,
och det har konstaterats att den delen av partiet inte uppfyller EU-kra-
ven, ska man anta att inget foder i detta parti uppfyller kraven, utom om
man efter en utforlig beddmning kan konstatera att det inte finns nagra
beldgg for att resten av partiet inte uppfyller EU-kraven.
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8.5

9.1

9.2

921

922

923

Provtagning pa 1ost foder i stora slutna behallare

Prov pa sadana partier kan ofta enbart tas nar de lossas. Det &r i vissa
fall omojligt att lossa vid importstillet eller kontrollpunkten och dérfor
bor provtagningen ske nér sadana behallare lossas.

ANVISNINGAR OM UTTAGNING, BEREDNING OCH FORPACK-
NING AV PROVEN

Allmént

Proven ska tas och beredas utan onddigt drojsmal med beaktande av de
forsiktighetsatgarder som kravs for att produkten varken ska fordndras
eller kontamineras. Instrument, ytor och behallare som kommer i kontakt
med proven ska vara rena och torra.

Delprov

Delprov ska tas slumpvis i hela provmingden och ha ungefir samma
storlek.

Delprovets storlek ska vara minst 100 gram eller, for grovfoder eller
vallfoder med lag specifik vikt, 25 gram.

Om férre dn 40 delprov ska uttas enligt bestimmelserna om provtag-
ningsforfarande i punkt 8 ska delprovens storlek faststéllas i forhdllande
till den storlek som krévs for samlingsprovet (se punkt 6).

Om det utfors provtagning pa sma partier av forpackat foder, dar det
enligt de kvantitativa kraven ska uttas ett begrinsat antal delprov, ska ett
delprov utgoras av innehéllet i en ursprunglig enhet med ett innehéll pa
hogst 1 kg eller 1 liter.

Om det utfors provtagning pé forpackat foder som bestér av smé enheter
(t.ex. < 250 g) beror delprovets storlek pa enhetens storlek.

Lést foder

Provtagningen kan, om sa ar lampligt, goras medan provméngden &r i
rorelse (vid lastning eller lossning).

Férpackat foder

Niér det antal enheter som krévs for provtagning enligt kapitel 5 har valts
ut ska en del av innehéllet i varje enhet tas ut med spjut eller skyffel.
Vid behov tas proven efter det att enheterna har tomts separat.

Flytande eller halvflytande foder som dr homogent eller kan homogeni-
seras

Nér det antal enheter som krévs for provtagning enligt kapitel 5 har valts
ut ska innehallet vid behov homogeniseras och en mingd tas fran varje
enhet.

Delproven fér tas nir innehallet lossas.
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9.25

9.3

9.4

Flytande eller halvflytande foder som inte kan homogeniseras

Niér det antal enheter som krévs for provtagning enligt kapitel 5 har valts
ut ska prov tas fran olika nivaer.

Proven far ocksa tas niar innehéllet lossas, men de forsta fraktionerna ska
da kastas.

I bada fallen ska den totala volymen vara minst tio liter.

Foderblock och saltstenar

Nir det antal block eller stenar som krévs for provtagning enligt kapitel
5 har valts ut far en del av varje block eller sten tas ut. Om det finns en
misstanke om att ett block eller en sten inte 4r homogen fér hela blocket
eller stenen tas ut som prov.

For block eller stenar pa hogst 1 kg styck ska ett delprov utgoras av
innehéllet i ett block eller en sten.

Beredning av samlingsprov

Delproven ska blandas till ett enda samlingsprov.

Beredning av slutliga prov

Materialet i samlingsprovet ska blandas omsorgsfullt (*):

— Varje prov ska placeras i en lamplig behallare/ett 1ampligt karl. Alla
nodvéndiga forsiktighetsatgarder ska vidtas for att undvika att pro-
vets sammansittning fordndras eller att provet kontamineras eller
forfalskas under transport och lagring.

— Vid kontroll av bestandsdelar eller &mnen som &r jamnt fordelade i
fodret, far samlingsprovet reduceras representativt till minst 2,0 kg
eller 2,0 liter (reducerat prov) (%), helst med antingen mekanisk eller
automatisk delare. Vid kontroll av forekomsten av bekdmpnings-
medelsrester i drtvixter, sideskorn och tradnétter ska det reducerade
provet vara minst 3 kg. Om fodrets beskaffenhet inte medger an-
viandning av delare eller delaren inte ar tillgénglig, far provet redu-
ceras med kvarteringsmetoden. Av de reducerade proven ska de
slutliga proven (for kontroll, forsvar och referens) dérefter beredas
av ungefdar samma méngd och ska darvid folja de kvantitativa kraven
i kapitel 7. Vid kontroll av bestdndsdelar, inklusive genetiskt modi-
fierade material eller &mnen som kan vara ojamnt fordelade i foder-
ravaror, ska samlingsprovet vara:

— helt homogeniserat och ddrefter delat i slutliga prov, eller

— reducerat till minst 2 kg eller 2 liter (°) med mekanisk eller auto-
matisk delare. Endast om fodrets beskaffenhet inte medger an-
viandning av delare far provet vid behov reduceras med kvarte-
ringsmetoden. For kontroll av férekomst av genetiskt modifierat
material enligt férordning (EU) nr 619/2011 ska det reducerade
provet innehélla minst 35 000 korn/utsade for att gora det mojligt
att erhélla de slutliga proven for genomférande, forsvar och re-
ferens pa minst 10 000 korn/utsade (se fotnot (**) i kapitel 6 och
fotnot (*) i kapitel 7).

(") Eventuella klumpar ska brytas upp (om sa ar nddvandigt genom att de sdrskiljs fran

provet och sedan aterfors till detta).
(®» Utom i fraga om grovfoder eller vallfoder med 1ag specifik vikt.
(®) Utom i fraga om grovfoder eller vallfoder med 1ag specifik vikt.
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9.5

9.6

10.

Forpackning av prov

Behéllarna eller forpackningarna ska forseglas och mirkas pa sadant sétt
att de inte kan Oppnas utan att forseglingen skadas. Hela méarkningen ska
ingd i forseglingen.

Sindning av proven till laboratoriet

Provet ska utan onddigt drojsmal séndas till det utsedda analyslaborato-
riet tillsammans med de upplysningar som den som utfor analysen be-
hover.

REGISTRERING AV PROV

Alla prov ska registreras sa att varje provméngd och dess storlek enty-
digt kan identifieras.

I registret ska ocksa anges varje avvikelse fran det provtagningsfor-
farande som anges i den hér forordningen.

Forutom att registret ska héllas tillgéngligt for det officiella kontrollabo-
ratoriet, ska det hallas tillgdngligt for foderforetagaren och/eller det la-
boratorium som utsetts av foderforetagaren.
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BILAGA 11

ALLMANNA BESTAMMELSER OM ANALYSMETODER FOR FODER

3.1.1

A. BEREDNING AV ANALYSPROV
Syfte

De metoder som beskrivs nedan giller beredning for analys av prov
som skickats till kontrollaboratorierna efter provtagning i enlighet med
bilaga I.

Laboratorieproven ska beredas si att den uppvdgda méngden enligt
analysmetoden &r homogen och representativ for de slutliga proven.

Forsiktighetsitgirder

Vilken provberedningsmetod som ska anvindas beror pa analysmetoden
och de bestandsdelar eller amnen som ska kontrolleras. Det dr darfor
viktigt att man ser till att provberedningsmetoden ldmpar sig for den
analysmetod som anvinds och for de bestandsdelar eller &mnen som ska
kontrolleras.

Alla nddvindiga moment ska utforas pa ett sddant sétt att man i gorli-
gaste man undviker att provet kontamineras eller att dess sammansétt-
ning dndras.

Malning, blandning och siktning bor goras utan drojsmaél sa att provet i
minsta mdjliga utstrickning utsdtts for luft och ljus. Kvarnar och rivare
som avsevart kan hetta upp provet bor inte anvindas.

Malning for hand rekommenderas for foder som &r sérskilt kdnsliga for
virme. Man bor ocksé se till att apparaten inte i sig sjdlv dr en kélla till
kontaminering.

Om provet inte kan beredas utan betydande forandringar av dess vatten-
halt ska vattenhalten fore och efter beredningen bestimmas med den
metod som anges i bilaga III del A.

Forfarande
Allmdnt forfarande

Testdelprovet tas fran det slutliga provet. Koning och kvartering rekom-
menderas inte eftersom det kan ge testdelproven storre neddelningsfel.

Foder som kan malas i befintligt tillstdnd

— Blanda det siktade slutliga provet och placera det i en lamplig ren,
torr behéllare med lufttdt forslutning. Blanda provet igen, for att
garantera fullstdndig homogenisering, i direkt samband med invig-
ning for analys (testdelprov).

Foder som kan malas efter torkning

— Om inte annat anges i metodbeskrivningen torkas det slutliga provet
till en vattenhalt pa 8-12 % genom den forberedande torkning som
gors vid bestdmning av vattenhalt enligt bilaga III del A punkt 4.3.
Fortsitt sedan enligt anvisningarna i 3.1.1.
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Flytande eller halvflytande foder

— Placera det slutliga provet i en ldmplig ren, torr behallare med lufttat
forslutning. Blanda provet omsorgsfullt, for att garantera fullstdndig
homogenisering, i direkt anslutning till invigning for analys (testdel-
prov).

Oviga foder

— Slutliga prov som inte kan beredas enligt nigon av de foregdende
metoderna ska behandlas med nidgon annan metod som garanterar att
de provportioner som vigs in for analys (testdelprov) dr homogena
och representativa for det slutliga provet.

Sdrskilt forfarande vid undersékning genom okuldrbesikining eller ge-
nom mikroskopi eller om hela samlingsprovet homogeniserats

— Vid en undersokning genom okuldrbesiktning (utan att anvdnda mik-
roskop) anvénds hela laboratorieprovet for undersékningen.

— Vid undersdkning i mikroskop far laboratoriet reducera samlingspro-
vet eller ytterligare reducera det reducerade provet. De slutliga pro-
ven for forsvars- och eventuellt referensdndamal tas enligt ett for-
farande som motsvarar forfarandet for det slutliga provet for genom-
forande.

— Om hela samlingsprovet homogeniseras ska de slutliga proven tas
fran det homogeniserade samlingsprovet.

Provforvaring

Proven ska forvaras vid en temperatur som inte paverkar deras samman-
sittning. Prov avsedda for analys av vitaminer eller &mnen som ar sér-
skilt ljuskénsliga ska forvaras under sddana forhallanden att provet inte
paverkas negativt av ljus.

B. BESTAMMELSER OM REAGENS OCH UTRUSTNING FOR
ANALYS

Om inget annat anges for analysmetoden ska alla reagens vara analys-
rena (p.a.). Vid spéranalys ska reagensens renhet kontrolleras mot ett
blankprov. Beroende pé resultatet kan det krdvas ytterligare rening av
reagensen.

Om det i metodbeskrivningen inte anges vilken typ av 19snings- eller
spadningsmedel som ska anvindas for beredning av 18sningar, spadning,
skoljning eller tvittning ska vatten anvindas. I allmédnhet ska vattnet
vara demineraliserat eller destillerat. I sdrskilda fall, som anges i metod-
beskrivningarna, ska vattnet behandlas med sérskilda reningsmetoder.

Eftersom viss utrustning normalt sett forekommer pa kontrollaboratorier,
ndmns i metodbeskrivningarna endast instrument och apparatur som ar
speciella eller som ska anvéndas pa ett speciellt sitt. Instrument och
apparatur ska vara rena, sérskilt ndr mycket sma méngder ska bestim-
mas.
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C. VAL AV ANALYSMETOD OCH RESULTATANGIVELSE
1. Extraktion

I flera fall anges en specifik extraktionsmetod for en viss analysmetod. I
allménhet kan andra extraktionsmetoder &n den som finns i metodbe-
skrivningen anvindas om det kan visas att den anvénda extraktionsmeto-
den har samma extraktionseffektivitet for den analyserade matrisen som
den metod som anges for analysmetoden.

2. Rening

I manga fall anges en specifik reningsmetod for en viss analysmetod. 1
allménhet kan andra reningsmetoder &n den som finns i metodbeskriv-
ningen anvidndas om det kan visas att den anvinda reningsmetoden ger
samma analysresultat for den analyserade matrisen som den metod som
anges for analysmetoden.

3. Antal bestimningar

Nir det giller analys av frimmande dmnen géller att om resultatet fran
den forsta bestimningen ar betydligt (> 50 %) ldgre 4n den specifikation
som ska kontrolleras sa behovs ingen ytterligare bestdmning, forutsatt att
lampliga kvalitetsforfaranden anvénds. I andra fall behovs tva analyser
(en andra bestdmning) for att utesluta mojligheten till intern korskon-
taminering eller oavsiktlig hopblandning av prov. Medelvérdet av de tva
bestdmningarna, dar méatosidkerheten beaktas, anvénds for kontroll av att
kraven &r uppfyllda.

I frédga om kontroll av det deklarerade innehallet av ett dmne eller en
bestandsdel giller att om resultatet fran den forsta bestimningen bekraf-
tar det deklarerade innehallet, dvs. analysresultatet hamnar inom ett
intervall for acceptabel variation jamfort med det deklarerade innehallet,
behovs ingen ytterligare bestimning, forutsatt att lampliga kvalitetsfor-
faranden anvénds. I andra fall behovs tva analyser (en andra bestimning)
for att utesluta mojligheten till intern korskontaminering eller oavsiktlig
hopblandning av prov. Medelvirdet av de tva bestdmningarna, ddr ma-
tosdkerheten beaktas, anvinds for kontroll av att kraven ar uppfyllda.

I en del fall definieras detta acceptabla variationsintervall, t.ex. i Euro-
paparlamentets och radets forordning (EG) nr 767/2009 av den 13 juli
2009 om utsldppande pa marknaden och anvéndning av foder, om &nd-
ring av Europaparlamentets och radets forordning (EG) nr 1831/2003
och om upphdvande av radets direktiv 79/373/EEG, kommissionens
direktiv  80/511/EEG, radets direktiv 82/471/EEG, 83/228/EEG,
93/74/EEG, 93/113/EG och 96/25/EG samt kommissionens beslut
2004/217/EG (1).

4. Angivande av analysmetod som anvints

I analysrapporten ska anges vilken analysmetod som anvints.

5. Rapportering av analysresultat

Analysresultatet ska uttryckas med ldmpligt antal virdesiffror pa det satt
som anges i metodbeskrivningen och ska vid behov korrigeras for vat-
tenhalten i det slutliga provet fore beredning.

(") EUT L 229, 1.9.2009, s. 1.



2009R0152 — SV —17.07.2014 — 004.001 — 20

Miitosiikerhet och utbyte vid analys av frimmande imnen

I fraga om fraimmande dmnen enligt direktiv 2002/32/EG ska en produkt
avsedd som foder inte anses uppfylla kraven pa hogsta tillatna halt om
analysresultatet, for foder med en vattenhalt pd 12 %, bedoms Overstiga
hogsta tillatna halt med hénsyn tagen till den utvidgade maétosakerheten
och korrigering for utbytet. For att beddma om kraven uppfylls anvénder
man den analyserade halten, korrigerad for utbyte, minus den utvidgade
métosdkerheten. Denna metod kan bara anvidndas om det gér att upp-
skatta métosdkerheten och korrigering for utbyte med hjilp av analys-
metoden (den kan exempelvis inte anviandas for mikroskopisk analys).

Analysresultatet ska rapporteras enligt foljande (om analysmetoden gor
det mdjligt att uppskatta métosdkerhet och utbyte):

a) Korrigerat for utbyte, med uppgift om hur stort utbytet ar. Korrige-
ring dr inte nddvidndig om utbytet &r 90-110 %.

b) Som x +/— U, dér x ar analysresultatet och U den utvidgade méto-
sdkerheten, beriknad med en tickningsfaktor pd 2, vilket ger en
konfidensgrad pd ca 95 %.

Om analysresultatet ar betydligt (> 50 %) lagre &n den specifikation som
ska kontrolleras, och forutsatt att ldmpliga kvalitetsforfaranden anvénts
och att analysen endast syftar till att kontrollera om fodret uppfyller
kraven i lagstiftningen, far analysresultatet rapporteras utan korrigering
for utbyte. Utbyte och méitosdkerhet behover inte anges i dessa fall.
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BILAGA 111

ANALYSMETODER FOR KONTROLL AV FODERRAVARORS OCH

32

33

3.4

3.5

3.6

Q)

FODERBLANDNINGARS SAMMANSATTNING

A. BESTAMNING AV VATTENHALT
Syfte och tillimpningsomrade

Med denna metod kan vattenhalten i foder bestimmas. Det bor fram-
hallas att ndr det géller foder som innehaller flyktiga &mnen, exempelvis
organiska syror, bestims ocksd en betydande mingd flyktiga dmnen
tillsammans med vatteninnehallet.

Metoden omfattar inte analys av mjolkprodukter som anvinds som fo-
derravaror, analys av mineralimnen och blandningar som framst bestéar
av mineraldmnen, analys av animaliska och vegetabiliska fetter och oljor
eller analys av oljevixtfron och oljehaltiga frukter.

Princip

Provet torkas pa angivet sitt, alltefter fodrets beskaffenhet. Viktforlusten
bestdms genom vagning. Nar det géller fast foder med hog vattenhalt ar
det nodvéndigt att gora en forberedande torkning.

Utrustning

Kross av ej vattenabsorberande material som &r létt att rengéra, mojlig-
gor snabb och jimn krossning utan ndmnvérd varmeutveckling, sé langt
mojligt forhindrar kontakt med omgivande luft och som uppfyller kraven
i 4.1.1 och 4.1.2 (t.ex. rivkvarnar med variabel malning, vattenkylda
kvarnar eller liknande).

Analysvdg med en noggrannhet av 1 mg.

Torra behallare av korrosionsfri metall eller av glas och med lufttita
lock. Arbetsytan ska gora det mojligt att sprida ut provet till ca
0,3 g/cm?.

Elektrisk isotermisk ugn (£ 2 °C) med god ventilation och mgjlighet till
snabb temperaturreglering ().

Reglerbar elektrisk vakuumugn med oljepump och antingen en anord-
ning for tillforsel av varm, torr luft eller ett torkmedel (t.ex. kalciumox-
id).

Exsickator med tjock perforerad metall- eller porslinsplatta och med ett
effektivt torkmedel.

Utforande

Observera: De moment som beskrivs i detta avsnitt méste utforas ome-
delbart efter det att provforpackningarna oppnats. Minst tva
parallella analyser ska utforas.

Fér torkning av spannmal, mjol och grope maéste ugnen ha s& hog effekt att den vid en
instdllning pa 131 °C ater uppnar denna temperatur pa mindre &n 45 minuter efter det att
det maximala antalet prov har placerats i den for att torka samtidigt. Ventilationen maste
vara sd god att resultatet, efter tvd timmars torkning av s& manga prov av vanligt vete
som ugnen rymmer, skiljer sig fran resultatet efter fyra timmars torkning med mindre dn
0,15 %.
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Beredning

Andra fodertyper 4n de som behandlas i 4.1.2 och
4.1.3

Ta minst 50 g av provet. Krossa eller sonderdela vid behov for att gora
provet homogent med avseende pa vattenhalt (se 6).

Spannméal och grépe

Ta minst 50 g av provet. Mal till partiklar som till minst 50 % passerar
genom en sikt med en maskvidd av 0,5 mm och som lamnar hogst 10 %
aterstod pa en rundmaskig sikt med en maskvidd av 1 mm.

Foder i flytande form eller pastaform samt foder
som till storre delen bestar av oljor och fetter

Ta ca 25 g av provet och vig med en noggrannhet av 10 mg. Tillsdtt
lamplig méngd vattenfri sand som viagts med en noggrannhet av 10 mg
och blanda tills en homogen massa erhélls.

Torkning

Andra fodertyper 4n de som behandlas i 4.2.2 och
4.2.3

Vig en behallare (3.3) med lock med en noggrannhet av 1 mg. Vég upp
ca 5 g av provet med en noggrannhet av 1 mg i den vigda behallaren
och fordela det jimnt. Sitt in behallaren utan lock i ugnen som for-
varmts till 103 °C. Sitt in behallaren i ugnen sa snabbt som mgjligt sa
att ugnstemperaturen inte sjunker alltfér mycket. Lat torka i 4 timmar
riknat frén det att ugnstemperaturen ater stigit till 103 °C. Sitt pa locket
pé behallaren, ta ut denna ur ugnen, 1at svalna i 3045 minuter i exsic-
katorn (3.6) och vdg med en noggrannhet av 1 mg.

Foder som till storre delen bestar av oljor och fetter torkas i ugnen i
ytterligare 30 minuter vid 130 °C. Skillnaden i vattenhalt mellan de bada
végningarna fér inte verstiga 0,1 %.

Spannméal, mjol och grépe

Vig en behallare (3.3) med lock med en noggrannhet av 0,5 mg. Vig
upp ca 5 g av det krossade provet med en noggrannhet av 1 mg i den
vigda behéllaren och fordela det jamnt. Satt in behéllaren utan lock i
ugnen som forvarmts till 130 °C. Sitt in behéllaren i ugnen sa snabbt
som mojligt sd att ugnstemperaturen inte sjunker alltfor mycket. Lat
torka i tvd timmar rdknat fran det att ugnstemperaturen ater stigit till
130 °C. Sétt pa locket pa behallaren, ta ut denna ur ugnen, lat svalna i
30-45 minuter i exsickatorn (3.6) och vig med en noggrannhet av 1 mg.

Foderblandningar som innehaller mer &n 4 % sackaros eller laktos;
foderravaror som t.ex. johannesbrodsfron, hydrolyserade spannmalspro-
dukter, malt, torkad betsnitsel, 16sliga biprodukter fran fisk- eller socker-
industrin; foderblandningar som innehéller mer 4n 25 % mineralsalter
inklusive kristallvatten

Vig en behéllare (3.3) med lock med en noggrannhet av 0,5 mg. Vig
upp ca 5 g av provet med en noggrannhet av 1 mg i den vdgda behal-
laren och fordela det jimnt. Sitt in behéllaren utan lock i vakuumugnen
(3.5) som forvarmts till 80-85 °C. Sitt in behallaren i ugnen sé snabbt
som mdjligt sé att ugnstemperaturen inte sjunker alltfor mycket.

Stall in trycket pd 100 torr och lat torka vid detta tryck i 4 timmar,
antingen med en torr varmluftsstrom eller med anvidndning av torkmedel
(ca 300 g till 20 prov). Om det senare alternativet viljs ska vakuum-
pumpen frankopplas nér det angivna trycket har uppnatts. Rakna tork-
ningstiden fran det att ugnstemperaturen ater har natt 80-85 °C. Lat
forsiktigt ugnen tergd till atmosférstryck. Oppna ugnen, sitt omedelbart
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lock pé behallaren, ta ut den ur ugnen, lat svalna i 30-45 minuter i
exsickatorn (3.6) och vdg med en noggrannhet av 1 mg. Lat torka i
ytterligare 30 minuter i vakuumugnen vid 80-85 °C och vig pa nytt.
Skillnaden i vattenhalt mellan de bada vidgningarna far inte Gverstiga
0,1 %.

Férberedande torkning
Andra foder 4n de som behandlas i 4.3.2

Fasta foder med hog vattenhalt som forsvarar krossning maste genomga
en forberedande torkning enligt f6ljande:

Vig upp 50 g okrossat prov med en noggrannhet av 10 mg (pellets och
briketter kan vid behov delas grovt) i en lamplig behallare (t.ex. en 20 x
12 cm aluminiumplét med 0,5 cm upphojd kant). Lat torka i ugn vid
60-70 °C tills vattenhalten har reducerats till 8-12 %. Ta ut provet ur
ugnen, lat svalna utan lock i laboratoriet i 1 timme och vdg med en
noggrannhet av 10 mg. Krossa provet omedelbart enligt 4.1.1 och torka
enligt 4.2.1 eller 4.2.3 beroende pa fodrets beskaffenhet.

Spannmal

Spannmél med en vattenhalt dver 17 % méste genomga en forberedande
torkning enligt f6ljande:

Vig upp 50 g omalda spannmalskdrnor med en noggrannhet av 10 mg i
en limplig behallare (t.ex. en 20 x 12 cm aluminiumpldt med 0,5 cm
upphdjd kant). Lat torka i ugn i 5-7 minuter vid 130 °C. Ta ut provet ur
ugnen, 14t svalna utan lock i laboratoriet i tvd timmar och vdig med en
noggrannhet av 10 mg. Mal omedelbart enligt 4.1.2 och torka enligt
422.

Berikning av resultat

Vattenhalten (X) i procent av provet berdknas med nedanstaende form-
ler.

Torkning utan forberedande torkning

(m —my)

X = x 100

dar:

m = provets ursprungliga vikt i gram
m, = det torkade provets vikt i gram.

Torkning med forberedande torkning

- 100
X, = (my — mo) x my mO)Xm'—i—m—m]}><—:100><<1—m41><m0>
mp m m X mp

dar:

m = provets ursprungliga vikt i gram

m; = provets vikt i gram efter forberedande torkning
m, = provets vikt i gram efter krossning eller malning
mg = det torkade provets vikt i gram.
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Repeterbarhet

Skillnaden mellan resultaten fran tva parallella bestimningar som utfors
péd samma prov far inte overstiga 0,2 % av den absoluta vattenhalten.

Anmiérkning

Om det 4r nodvéndigt att krossa provet och detta medfor en iakttagbar
forandring av vattenhalten, maste resultaten av analyserna av fodrets
bestdndsdelar korrigeras pa grundval av provets ursprungliga vattenhalt.

B. BESTAMNING AV VATTENHALT I ANIMALISKA OCH VE-
GETABILISKA OLJOR OCH FETTER

Syfte och tillimpningsomrade

Med denna metod &r det mojligt att bestimma halter av vatten och
flyktiga d&mnen i animaliska och vegetabiliska oljor och fetter.

Princip
Provet torkas till konstant vikt (viktforlusten mellan tva pa varandra

foljande vagningar far inte Overstiga 1 mg) vid 103 °C. Viktforlusten
bestdms genom végning.

Utrustning

Flatbottnad skal av korrosionsresistent material, 8-9 cm i diameter och
ca 3 cm hog.

Termometer med forstarkt kula och expansionsror i 6verdelen, graderad
fran ca 80 °C till minst 110 °C och ca 10 cm lang.

Sandbad eller elektrisk varmeplatta.
Exsickator med ett effektivt torkmedel.
Analysvag.

Utforande

Vig med 1 mg noggrannhet upp ca 20 g av det homogeniserade provet
pa den torra, vigda skalen (3.1) dér termometern (3.2) placerats. Upp-
hetta pa sandbadet eller varmeplattan (3.3) under stdndig omrorning med
termometern sé att temperaturen stiger till 90 °C pa ca 7 minuter.

Sank vdrmen och ge akt pa mdngden bubblor som stiger fran skalens
botten. Temperaturen far inte dverstiga 105 °C. Fortsdtt att réra om och
skrapa skélens botten tills det inte langre bildas négra bubblor.

For att forsdkra sig om att vattnet helt har avldgsnats upphettar man
upprepade géanger till 103 + 2 °C och kyler till 93 °C mellan upphett-
ningarna. Direfter fir provet svalna till rumstemperatur i exsickatorn
(3.4) varefter det vigs. Detta upprepas tills viktforlusten mellan tva pa
varandra foljande végningar inte ldngre Overstiger 2 mg.

Observera: Om provets vikt okar efter flera upphettningar, tyder detta pa
att fettet har oxiderats. Resultatet beriknas d& utifran den
végning som gjordes omedelbart innan vikten borjade oka.

Berikning av resultat

Provets vattenhalt X i procent berdknas med formeln

100
X =(m —mp) X —
m
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dar:
m = provets vikt i gram

m; = skélens vikt (i gram) inklusive innehall fore upphettning
m,= skélens vikt (i gram) inklusive innehall efter upphettning.

Resultat under 0,05 % ska redovisas som “under 0,05 %”.

Repeterbarhet

Skillnaden mellan resultaten fran tva parallella bestimningar som utfors
pa samma prov far inte overstiga 0,05 % av den absoluta vattenhalten.

C. BESTAMNING AV RAPROTEINHALT
Syfte och tillimpningsomrade

Med denna metod kan raproteinhalten i foder bestimmas pa grundval av
kvéavehalten, bestimd med Kjeldahlmetoden.

Princip
Provet uppsluts med svavelsyra i ndrvaro av en katalysator. Syralos-
ningen gors basisk med natriumhydroxidlosning. Ammoniaken destille-

ras av och samlas upp i en uppmatt kvantitet svavelsyra varefter syra-
Overskottet titreras med en standardlsning av natriumhydroxid.

Alternativt destilleras den frigjorda ammoniaken till ett Gverskott av
borsyraldsning, som sedan titreras med saltsyra eller svavelsyra.

Reagens

Kaliumsulfat.

Katalysator: koppar(II)oxid, CuO, eller koppar(Il)sulfatpentahydrat, Cu-
SO, 5H,0.

Zinkgranulat.

Svavelsyra, p20 = 1,84 g/ml.

Svavelsyra, standardlosning, c¢(H,SO4) = 0,25 mol/l.
Svavelsyra, standardlosning, c¢(H,SO4) = 0,10 mol/l.
Svavelsyra, standardlosning, c¢(H,SO4) = 0,05 mol/l.

Metylrétt (indikator): 16s 300 mg metylrott i 100 ml etanol, o = 95-96 %
V/v).

Natriumhydroxidlosning (teknisk kvalitet kan anvéndas) = 40 g/100 ml
(m/v: 40 %).

Natriumhydroxid, standardlosning, ¢(NaOH) = 0,25 mol/l.
Natriumhydroxid, standardlosning, ¢(NaOH) = 0,10 mol/l.
Pimpstensgranulat som saltsyreskoljts och glodgats.
Acetanilid (sméltpunkt = 114 °C, N-halt = 10,36 %).
Sackaros (kvévefri).

Borsyra (H;BO3).

Indikatorlosning av metylrott: 16s 100 mg metylrott i 100 ml etanol eller
metanol.
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Losning av bromkresolgront: 16s 100 mg bromkresolgront i 100 ml
etanol eller metanol.

Borsyralosning (10-40 g/l beroende péa vilken utrustning som anvénds).

Vid kolorimetrisk bestdmning av ekvivalenspunkten ska indikatorerna
metylrétt och bromkresolgront tillsdttas borsyraldsningarna. For bered-
ning av 1 liter borsyralosning tillsdtts 7 ml 16sning av metylrott (3.16)
och 10 ml 16sning av bromkresolgront (3.17) innan volymen justeras.

Beroende pé det vatten som anvénds kan borsyralosningens pH variera
mellan olika satser. Det dr ofta nodvindigt med en liten tillsats av bas
for att fa ett positivt blankprov.

Anmdrkning: En tillsats av ca 3—4 ml NaOH (3.11) till 1 liter borsyra
(10 g/1) ger vanligen en god justering. Losningen forvaras
i rumstemperatur skyddad fran ljus och ammoniakéngor.

Saltsyra, standardlosning, c¢(HCI) = 0,10 mol/l.

Anmdrkning: Andra koncentrationer av 16sningarna (3.5, 3.6, 3.7, 3.10,
3.11 och 3.19) kan anvéndas om berdkningarna korrigeras
for detta. Koncentrationerna bor alltid anges med fyra de-
cimaler.

Utrustning

Lamplig utrustning for uppslutning, destillation och titrering enligt Kjel-
dahlmetoden.

Utforande
Uppslutning

Viag upp 1 g av provet med 0,001 g noggrannhet och dverfor detta till
uppslutningsapparatens kolv. Tillsdtt 15 g kaliumsulfat (3.1), en ldmplig
mingd katalysator (3.2) (0,3-0,4 g koppar(Il)oxid eller 0,9-1,2 g kop-
par(Il)sulfatpentahydrat), 25 ml svavelsyra (3.4) och vid behov nagra
korn pimpsten (3.12). Blanda.

Upphetta kolven forst mattligt, och rotera den vid behov dé och da tills
innehéllet har forkolnat och skummet forsvunnit. Upphetta sedan inten-
sivare tills véitskan kommit i konstant kokning. Vérmen ér tillricklig om
den kokande syran kondenserar pa kolvens viggar. Se till att kolvens
viggar inte blir overhettade och att organiska partiklar inte fastnar pa
dem.

Nér l6sningen har blivit klar och ljusgron fortsétts kokningen 1 ytterli-
gare tva timmar, varefter 16sningen fér svalna.

Destillation

Tillsdtt forsiktigt tillrdckligt med vatten for att sulfaterna ska 19sas upp
fullstdndigt. L&t svalna. Tillsétt sedan négra korn zinkgranulat (3.3) om
sd behdvs. Fortsitt enligt 5.2.1 eller 5.2.2.

Destillation till svavelsyra

Tillfor en exakt uppmaitt mingd av 25 ml svavelsyra (3.5) eller (3.7),
beroende pa den formodade kvavehalten, till destillationsapparatens upp-
samlingskolv. Tillsdtt nagra droppar metylrott (3.8).
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Forbind kolven med destillationsapparatens kylare och sidnk ned kylarens
dande minst 1 cm (se anmérkning 8.3) i vitskan i uppsamlingskolven.
Héll langsamt 100 ml natriumhydroxidlosning (3.9) i kolven utan att
ammoniak forsvinner (se anmérkning 8.1). Upphetta kolven tills ammo-
niaken har destillerats fardigt.

Destillation till borsyra

Om destillatets ammoniakinnehall titreras manuellt anvinds nedansta-
ende forfarande. Om destillationsenheten dr helautomatisk och inkluderar
titrering av destillatets ammoniakinnehall, ska tillverkarens bruksanvis-
ning foljas.

Stall en uppsamlingskolv innehallande 25-30 ml borsyralosning (3.18)
under kylarens utlopp pa ett sadant sétt att utloppsroret mynnar under
ytan i ett overskott av borsyralosning. Stéll in destillationsenheten sa att
50 ml natriumhydroxidlosning (3.9) tillsétts. Anvénd destillationsenheten
enligt tillverkarens bruksanvisning och destillera av den ammoniak som
frigjorts genom tillsatsen av natriumhydroxidlosning. Samla upp destil-
latet i borsyralosningen. Méngden destillat (tiden for &ngdestillation)
beror pa méngden kvédve i provet. Folj tillverkarens bruksanvisning.

Anmdrkning: 1 en halvautomatisk destillationsenhet sker sdvil tillsats av
ett overskott av natriumhydroxid som &ngdestillation auto-
matiskt.

Titrering

Fortsitt enligt 5.3.1 eller 5.3.2.

Svavelsyra

Overskottet av svavelsyra titreras i uppsamlingskolven med natriumhyd-
roxidlosning (3.10 eller 3.11), beroende pa vilken koncentration av sva-
velsyra som anvénts, tills ekvivalenspunkten ar nadd.

Borsyra

Uppsamlingskolvens innehall titreras med standardlosning av saltsyra
(3.19) eller med standardlosning av svavelsyra (3.6) med hjilp av en
byrett. Den anvinda méangden titrator avléses.

Vid kolorimetrisk bestimning av ekvivalenspunkten nés denna s& snart
provet borjar skifta férg till rosa. Avlds byretten med 0,05 ml noggrann-
het. En upplyst magnetomrorare eller en fotometer kan gora det ldttare
att pavisa fargomslaget.

Detta kan ocksa goras automatiskt med hjdlp av en angdestillationsappa-
rat med automatisk titrering.

Folj tillverkarens bruksanvisning for den anvédnda destillationsapparaten
eller destillations-/titreringsapparaten.

Anmdrkning: Om automatisk titrering anvénds, inleds titreringen ome-
delbart efter det att destillationen har borjat, och 1 %
borsyralosning (3.18) anvénds.
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Med en helautomatisk destillationsenhet kan man ockséa
gbra en potentiometrisk titrering av ammoniak, dar ekvi-
valenspunkten bestims genom kontinuerlig pH-métning.

I sa fall anvinds en automatisk titreringsapparat med en
pH-meter som med hjilp av standardmetoder dr noggrant
kalibrerad i intervallet pH 4-7.

Ekvivalenspunkten nas vid pH 4,6 dér titrerkurvan &r som
brantast (inflexionspunkten).

Blankprov

For att sdkerstélla att reagensen ar fria fran kvéave utfors ett blankprov
(uppslutning, destillation och titrering) med 1 g sackaros (3.14) i stillet
for provet.

Berikning av resultat

Beriikningarna gors enligt 6.1 eller 6.2.

Berdkning for titrering enligt 5.3.1

Réproteinhalten i viktprocent berdknas med formeln

(Vo — Vi) x¢x0,014 x 100 x 6,25
m

dar:

Vo = volymen (ml) NaOH (3.10 eller 3.11) i blankprovet

V; = volymen (ml) NaOH (3.10 eller 3.11) vid titreringen av provet
¢ = koncentrationen (mol/l) av natriumhydroxid (3.10 eller 3.11)

m = provets vikt i gram.

Berdikning for titrering enligt 5.3.2

Titrering med saltsyra

Réproteinhalten i viktprocent berdknas med formeln

(Vi —Vj) xex1,4x%x6,25
m

dar:

m = provets vikt i gram

¢ = koncentrationen (mol/l) av saltsyra i standardldsningen (3.19)
V, = volymen (ml) saltsyra i blankprovet

V| = volymen (ml) saltsyra i provet.

Titrering med svavelsyra

Réproteinhalten i viktprocent berdknas med formeln

(V1 — V()) X c X 2,8 X 6,25
m
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dar:

m = provets vikt i gram

¢ = koncentrationen (mol/l) av svavelsyra i standardldsningen (3.6)
V, = volymen (ml) svavelsyra (3.6) i blankprovet

V; = volymen (ml) svavelsyra (3.6) i provet.

Verifiering av metoden
Repeterbarhet

Skillnaden mellan resultaten fran tva parallella bestdmningar som utfors
pd samma prov far inte dverstiga

— 0,2 % 1 absoluta tal for raproteinhalter under 20 %,

— 1,0 % av det hogre vérdet for raproteinhalter pa 2040 %,

— 0,4 % i absoluta tal for raproteinhalter 6ver 40 %.

Noggrannhet

Utfor analysen (uppslutning, destillation och titrering) pa 1,5-2,0 g ace-
tanilid (3.13) i ndrvaro av 1 g sackaros (3.14). 1 g acetanilid forbrukar
14,80 ml svavelsyra (3.5). Utbytet ska vara minst 99 %.

Anmiérkningar

Den anvdnda apparaten kan vara manuell, halvautomatisk eller auto-
matisk. Om apparaten kréver att materialet flyttas mellan uppslutnings-
och destillationsstegen maste flyttningen ske utan forlust. Om destilla-
tionsapparaturens kolv inte &r forsedd med en dropptratt ska natrium-
hydroxiden tillsdttas omedelbart innan kolven ansluts till kylaren, varvid
vitskan langsamt hélls ned lings kolvens vigg.

Om det uppslutna materialet tjocknar gors bestdimningen om med en
stérre méngd svavelsyra (3.4) 4n den ovan angivna.

For produkter med ldg kvédvehalt kan volymen svavelsyra (3.7) som
tillsétts i uppsamlingskolven vid behov minskas till 10—15 ml, varefter
vatten fylls pa till 25 ml.

For rutinanalyser kan alternativa metoder for bestdmning av réprotein
anvindas, men Kjeldahlmetoden som beskrivs i denna del C ar referens-
metoden. De resultat som erhélls med den alternativa metoden (t.ex.
Dumas) maste for varje matris individuellt visas vara likvardiga jamfort
med referensmetoden. Resultaten kan dock skilja sig nagot fran resultat
erhdllna med referensmetoden dven om likvardigheten har kontrollerats.
Darfor maste analysrapporten ange vilken metod som anvénts for be-
stdimning av rdprotein.

D. BESTAMNING AV UREA
Syfte och tillimpningsomrade

Med denna metod kan ureahalten i foder bestimmas.
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Princip

Provet slammas upp i vatten med klarmedel. Suspensionen filtreras.
Ureahalten i filtratet bestdms efter tillsats av 4-dimetylaminobensaldehyd
(4-DMAB) genom métning av absorbansen vid vagliangden 420 nm.

Reagens

Losning av 4-dimetylaminobensaldehyd: 16s upp 1,6 g 4-DMAB i 100
ml 96 % etanol och tillsdtt 10 ml saltsyra (p,y = 1,19 g/ml). Denna
reagens haller sig i hogst tva veckor.

Carrez-16sning I: 16s upp 21,9 g zinkacetat, Zn(CH;COO), 2H,0, och
3 g iséttika i vatten. Spadd med vatten till 100 ml.

Carrez-16sning 1I: 16s upp 10,6 g kaliumferrocyanid, K4Fe(CN)¢ 3H,0, i
vatten. Spad med vatten till 100 ml.

Aktivt kol som inte absorberar urea (ska kontrolleras).

Urea, 0,1 % l6sning (w/v).

Utrustning

Rotationsskakapparat: ca 35-40 varv per minut.

Provror: 160 x 16 mm med slipade glasproppar.

Spektrofotometer.

Utforande
Analys av provet

Vidg med en noggrannhet av 1 mg upp 2 g av provet i en 500 ml
matkolv tillsammans med 1 g aktivt kol (3.4). Tillsatt 400 ml vatten
och 5 ml Carrez-16sning I (3.2), blanda i ca 30 sekunder och tillsétt 5 ml
Carrez-16sning II (3.3). Blanda i 30 minuter pa skakapparaten. Spad med
vatten till full volym, skaka om och filtrera.

For 6ver 5 ml av de transparenta, farglosa filtraten till provror med
slipade glasproppar, tillsdtt 5 ml 4-DMAB-16sning (3.1) och blanda. Stall
provroren i ett vattenbad som haller 20 °C (+/— 4 °C). Mit efter 15
minuter provldsningens absorbans med spektrofotometer vid 420 nm.
Jamfor med blankprovslosningen av reagensen.

Kalibreringskurva

For over volymer pa 1, 2, 4, 5 och 10 ml av urealdsningen (3.5) till 100
ml maétkolvar och spad med vatten till full volym. Avldgsna 5 ml fran
varje 16sning, tillsitt 5 ml 4-DMAB-16sning (3.1) till var och en av dem,
homogenisera och mét absorbansen enligt ovan jamfort med en kont-
rollosning som innehéller 5 ml 4-DMAB-16sning och 5 ml ureafritt
vatten. Konstruera kalibreringskurvan.

Berikning av resultat

Bestdm ureamidngden i provet med hjélp av kalibreringskurvan.

Uttryck resultatet i procent av provet.

Anmirkningar

Om ureahalten overstiger 3 %, reducera provet till 1 g eller spidd den
ursprungliga 16sningen sé att det inte finns mer 4n 50 mg urea per 500
ml.
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Om ureahalten &r lag, 6ka provméngden sa mycket som kan ske med
bibehéllen transparens och fargloshet hos filtratet.

Om provet innehéller enkla kvéveforeningar som aminosyror ska absor-
bansen maétas vid 435 nm.

E. BESTAMNING AV FLYKTIGA KVAVEFORENINGAR
I. GENOM MIKRODIFFUSION
Syfte och tillimpningsomrade

Med denna metod kan halten flyktiga kvéveforeningar, uttryckt som
ammoniak, bestimmas i foder.

Princip

Provet extraheras med vatten och l6sningen klaras och filtreras. De
flyktiga kvdveforeningarna avskiljs genom mikrodiffusion med kalium-
karbonatldsning, samlas upp i borsyrelosning och titreras med svavelsy-
ra.

Reagens

Triklordttiksyra, 16sning 20 % (w/v).

Indikator: 16s 33 mg bromkresolgront och 65 mg metylrott i 100 ml
etanol 95-96 % (V/v).

Borsyralosning: 16s 10 g borsyra i en 1 000 ml métkolv med 200 ml
etanol 95-96 % (v/v) och 700 ml vatten. Tillsdtt 10 ml indikator (3.2).
Blanda och justera vid behov 16sningens farg till ljusrott genom att
tillsdtta natriumhydroxidlosning. 1 ml av 16sningen fixerar maximalt
300 pg NH;.

Mittad kaliumkarbonatlsning: 16s 100 g kaliumkarbonat i 100 ml ko-
kande vatten. Lt svalna och filtrera.

Svavelsyra, 0,01 mol/l.

Utrustning

Rotationsskakapparat: ca 35-40 varv per minut.

Conwayceller av glas eller plast (se diagram).

Mikrobyretter graderade i 1/100 ml.

Utforande

Vig upp 10 g av provet med en noggrannhet av 1 mg och overfor det
tillsammans med 100 ml vatten till en 200 ml méatkolv. Blanda pa skak-
apparaten i 30 minuter. Tillsatt 50 ml triklorattiksyralosning (3.1), spad
med vatten till full volym, skaka kraftigt och filtrera genom ett veckat
filtrerpapper.

Tillsdtt med pipett 1 ml borsyrelosning (3.3) i den inre delen av Con-
waycellen och 1 ml av provfiltratet i cellens krona. Tack delvis med det
infettade locket. Droppa snabbt 1 ml méttad kaliumkarbonatlosning (3.4)
i kronan och tillslut locket lufttitt. Rotera forsiktigt cellen i horisontellt
lage sa att de tva reagensen blandas. Inkubera antingen vid rumstempe-
ratur i minst fyra timmar eller vid 40 °C i en timme.

Titrera med hjélp av en mikrobyrett (4.3) de flyktiga foreningarna i
borsyralosningen med svavelsyra (3.5).

Utfor ett blankprov med samma metod men utan analysprov.
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Beriikning av resultat

1 ml 0,01 M H,SO,4 motsvarar 0,34 mg ammoniak.
Uttryck resultatet i procent av provet.
Repeterbarhet

Skillnaden mellan resultaten fran tva parallella bestimningar som utfors
pa samma prov far inte Overstiga

— 10 % av det hogre virdet for ammoniakhalter under 1,0 %,
— 0,1 % i absoluta tal for ammoniakhalter pa 1,0 % eller hogre.
Anmirkning

Om provets ammoniakhalt overstiger 0,6 % ska det ursprungliga filtratet

spadas ut.
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II. GENOM DESTILLATION
Syfte och tillimpningsomrade

Med denna metod kan halten flyktiga kvédveforeningar, uttryckt som
ammoniak, bestimmas i fiskmjol som dr i det nidrmaste ureafritt. Den
kan endast anvidndas vid ammoniakhalter under 0,25 %.

Princip

Provet extraheras med vatten och l6sningen klaras och filtreras. De
flyktiga kvéveforeningarna avskiljs vid kokpunkten genom tillsats av
magnesiumoxid och samlas upp i en bestimd méngd svavelsyra. Over-
skottet av svavelsyra étertitreras med natriumhydroxidldsning.

Reagens

Triklordttiksyra, 16sning 20 % (w/v).
Magnesiumoxid.

Skumdidmpande emulsion (t.ex. silikon).
Svavelsyra, 0,05 mol/l.

Natriumhydoxidlosning, 0,1 mol/l.
Metylrottlosning, 0,3 %, i 95-96 % (v/v) etanol.

Utrustning

Rotationsskakapparat: ca 35-40 varv per minut.
Destillationsapparat av Kjeldahltyp.

Utforande

Vig upp 10 g av provet med en noggrannhet av 1 mg och &verfor det
tillsammans med 100 ml vatten till en 200 ml métkolv. Blanda pé skak-
apparaten i 30 minuter. Tillsdtt 50 ml triklorattiksyralosning (3.1), spad
med vatten till full volym, skaka om kraftigt och filtrera genom ett
veckat filtrerpapper.

Ta ut klart filtrat i en volym avpassad for den formodade halten flyktiga
kvaveforeningar (100 ml brukar vara lampligt). Spad till 200 ml och
tillsdtt 2 g magnesiumoxid (3.2) och nagra droppar skumddmpande
emulsion (3.3). Losningen ska ge basisk reaktion med lackmuspapper;
om si inte dr fallet tillsétts lite magnesiumoxid (3.2). Fortsétt enligt 5.2
och 5.3 i analysmetoden for bestimning av raproteinhalten (del C i
denna bilaga).

Utfor ett blankprov med samma metod men utan analysprov.

Berikning av resultat

1 ml 0,05 mol/l H,SO4 motsvarar 1,7 mg ammoniak.
Uttryck resultatet i procent av provet.

Repeterbarhet

Skillnaden mellan resultaten fran tva parallella bestimningar som utfors
pé samma prov far inte dverstiga 10 % (relativt vérde).

F. BESTAMNING AV AMINOSYROR (UTOM TRYPTOFAN)
Syfte och tillimpningsomrade

Med denna metod kan fria aminosyror (syntetiska och naturliga) och
totalhalten aminosyror (peptidbundna och fria) i foder bestimmas med
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hjdlp av en aminosyraanalysator. Den ér tillimplig pa foljande amino-
syror: cyst(e)in, metionin, lysin, treonin, alanin, arginin, asparaginsyra,
glutaminsyra, glycin, histidin, isoleucin, leucin, fenylalanin, prolin, serin,
tyrosin och valin.

Metoden skiljer inte mellan aminosyrornas salter och kan inte skilja
mellan aminosyrornas D- och L-former. Den &r inte anvandbar for be-
stimning av tryptofan eller hydroxyanaloger av aminosyror.

Princip
Fria aminosyror

De fria aminosyrorna extraheras med utspiddd saltsyra. Samextraherade
kviavehaltiga makromolekyler félls ut med sulfosalicylsyra och avlagsnas
genom filtrering. Den filtrerade 16sningens pH justeras till 2,20. Amino-
syrorna separeras genom jonbyteskromatografi och bestdms fotometriskt
vid 570 nm genom reaktion med ninhydrin.

Totalhalt aminosyror

Valet av forfarande beror pd vilka aminosyror som ska bestimmas.
Cyst(e)in och metionin méste oxideras till cysteinsyra respektive metio-
ninsulfon fore hydrolys. Tyrosin maste bestimmas i hydrolysat av oox-

iderade prov. Alla Ovriga aminosyror som rdknas upp i punkt 1 kan
bestimmas i antingen det oxiderade eller ooxiderade provet.

Oxidation utfors vid 0 °C med en blandning av permyrsyra och fenol.
Overskott av oxidationsreagens avligsnas genom tillsats av dinatriumdi-
sulfit. Det oxiderade eller ooxiderade provet hydrolyseras med saltsyra
(3.20) i 23 timmar. Hydrolysatet justeras till pH 2,20. Aminosyrorna
separeras genom jonbyteskromatografi och bestims fotometriskt vid
570 nm (440 nm f6r prolin) genom reaktion med ninhydrin.

Reagens

Dubbeldestillerat vatten eller vatten av likvérdig kvalitet ska anvindas
(konduktivitet < 10 pS/cm).

Viteperoxid, w = 30 % (W/w).

Myrsyra, w = 98-100 % (w/w).

Fenol.

Dinatriumdisulfit

Natriumhydroxid.

5-sulfosalicylsyradihydrat.

Saltsyra, densitet ca 1,18 g/ml.
Trinatriumcitratdihydrat.

2,2'-tiodietanol (tiodiglykol).

Natriumklorid.

Ninhydrin.

Petroleumeter, kokpunktsintervall 40—-60 °C.

Norleucin eller annan férening ldmplig som intern standard.
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3.16.1

3.16.2

3.163

3.20

3.21

3.22

3.23

3.24

3.25

3.26

3.27

Kvévgas (< 10 ppm syrgas).
1-oktanol.
Aminosyror.

Referenssubstanser enligt listan i punkt 1. Rena substanser, fria fran
kristallvatten. Torka i vakuum &ver P,Os5 eller H,SO4 1 1 vecka fore
anvindning.

Cysteinsyra.

Metioninsulfon.

Natriumhydroxidlésning, ¢ = 7,5 mol/l:

L6s 300 g NaOH (3.5) i vatten och spad till 1 liter.
Natriumhydroxidldsning, ¢ = 1 mol/l:

Los 40 g NaOH (3.5) i vatten och spad till 1 liter.
Myrsyra-fenolldsning:

Blanda 889 g myrsyra (3.2) med 111 g vatten och tillsdtt 4,73 g fenol
(3.3).

Hydrolysblandning, ¢ = 6 mol HCI/l innehéllande 1 g fenol/l:

Tillsatt 1 g fenol (3.3) till 492 ml HCI (3.7) och spad med vatten till 1
liter.

Extraktionsblandning, ¢ = 0,1 mol HCI/l innehéllande 2 % tiodiglykol:
Ta 8,2 ml HCI (3.7), spdd med ca 900 ml vatten, tillsitt 20 ml tiodig-
lykol (3.9) och spdd med vatten till 1 liter (blanda inte 3.7 och 3.9
direkt).

S-sulfosalicylsyra, B = 6 %:
Los 60 g S-sulfosalicylsyra (3.6) i vatten och spad till 1 liter.
Oxidationsblandning (permyrsyra-fenol):

Blanda 0,5 ml viteperoxid (3.1) med 4,5 ml myrsyra-fenollosning (3.19)
i en liten bagare. Inkubera i 20-30 °C i 1 timme for att permyrsyra ska
bildas, kyl sedan i isvattenbad (15 min.) fore tillsats till provet.

Varning: Undvik hudkontakt, anviand skyddsklader.
Citratbuffert, ¢ = 0,2 mol Na'/l, pH 2,20:

Los 19,61 g natriumcitrat (3.8), 5 ml tiodiglykol (3.9), 1 g fenol (3.3)
och 16,50 ml HCI (3.7) i ca 800 ml vatten. Justera pH till 2,20. Spad
med vatten till 1 liter.

Elueringsbuffertar som lampar sig for den analysator som ska anvindas
4.9).

Ninhydrinreagens som ldmpar sig for den analysator som ska anvindas
4.9).

Standardlésningar av aminosyror. Dessa l10sningar ska lagras vid en
temperatur under 5 °C.



2009R0152 — SV —17.07.2014 — 004.001 — 36

3.27.1

3272

3273

3274

3.27.5

4.2

43

4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

Stamlosningar av aminosyror (3.16.1).

¢ = 2,5 ymol/ml av var och en i saltsyra.

Finns att kopa i handeln.

Stamlosning av cysteinsyra och metioninsulfon, ¢ = 1,25 pmol/ml.

Los 0,2115 g cysteinsyra (3.16.2) och 0,2265 g metioninsulfon (3.16.3) i
citratbuffert (3.24) i en 1000 ml maétkolv och spid till mirket med
citratbuffert. Kan lagras vid en temperatur under 5 °C i hdgst tolv
manader. Denna 16sning anvéinds ej om stamlosningen (3.27.1) innehal-
ler cysteinsyra och metioninsulfon.

Stamldsning av intern standard, t.ex. norleucin, ¢ = 20 pmol/ml.

Los 0,6560 g norleucin (3.13) i citratbuffert (3.24) i en mitkolv och
spad till 250 ml med citratbuffert. Kan lagras vid en temperatur under
5 °C i hogst 6 ménader.

Kalibreringslosning av standardaminosyror for anvindning med hydro-
lysater, ¢ = 5 nmol/50 pl for cysteinsyra och metioninsulfon och ¢
= 10 nmol/50 pl for dvriga aminosyror. Lés 2,2 g natriumklorid (3.10)
i en 100 ml bigare med 30 ml citratbuffert (3.24). Tillsdtt 4,00 ml
stamldsning av aminosyror (3.27.1), 4,00 ml stamlosning av cysteinsyra
och metioninsulfon (3.27.2) och 0,50 ml stamldsning av intern standard
(3.27.3) om sadan anvénds. Justera pH till 2,20 med natriumhydroxid
(3.18).

Overfor kvantitativt till en 50 ml mitkolv, spid till mérket med citrat-
buffert (3.24) och blanda.

Kan lagras vid en temperatur under 5 °C i hogst 3 manader.
Se dven punkt 9.1.

Kalibreringslosning av standardaminosyror for anvandning med hydro-
lysater beredda enligt 5.3.3.1 och for anvdndning med extrakt (5.2).
Kalibreringslosningen bereds enligt 3.27.4 men natriumkloriden uteldm-
nas.

Kan lagras vid en temperatur under 5 °C i hogst 3 manader.

Utrustning

100 eller 250 ml rundkolv med aterloppskylare.

100 ml borosilikatglasflaska med skruvkork forsedd med gummi/teflon-
titning (t.ex. Duran, Schott) for anviandning i ugn.

Ugn med fléktventilation och temperaturreglering med noggrannhet
bittre dn + 2 °C.

pH-meter (tre decimalers noggrannhet).
Membranfilter (0,22 pm).

Centrifug.

Rotationsindunstare.

Mekanisk skakapparat eller magnetomrorare.
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5.3.1

Aminosyraanlysator eller HPLC-utrustning med jonbytarkolonn, anord-
ning for ninhydrin, derivatisering efter kolonnpassagen och fotometrisk
detektor.

Kolonnen fylls med sulfonerad polystyrenharts som kan separera ami-
nosyrorna fran varandra och fran andra ninhydrinpositiva material. F16-
det i buffert- och ninhydrinledningarna ombesorjs av pumpar vars fl6-
desstabilitet &r + 0,5 % under en period som ticker bade standardka-
libreringskorningen och analysen av provet.

Med vissa aminosyraanalysatorer kan man anvinda hydrolysmetoder dér
hydrolysatet har en natriumkoncentration pa ¢ = 0,8 mol/l och innehéller
all overskottsmyrsyra fran oxidationssteget. Andra ger inte en tillfreds-
stillande separation av vissa aminosyror i hydrolysat med ett Gverskott
av myrsyra och/eller hog natriumkoncentration. I detta fall reduceras
syravolymen genom indunstning till ca 5 ml efter hydrolysen och fore
pH-justeringen. Indunstningen ska utforas i vakuum vid hogst 40 °C.

Utforande
Provberedning

Provet mals sa att det kan passera genom en 0,5 mm sikt. Prov med hog
vattenhalt ska antingen lufttorkas vid en temperatur pa hogst 50 °C eller
frystorkas fore malningen. Prov med hog fetthalt ska extraheras med
petroleumeter (3.12) fore malningen.

Bestdmning av fria aminosyror i foder och forblandningar

Vig med 0,2 mg noggrannhet upp en ldmplig mingd (1-5 g) av det
beredda provet (5.1) i en E-kolv och tillsatt 100,0 ml av extraktions-
blandningen (3.21). Blanda i 60 minuter med en mekanisk skakapparat
eller magnetomrorare (4.8). Lat sedimentera och pipettera 6ver 10,0 ml
av supernatanten till en 100 ml bégare.

Tillsatt 5,0 ml sulfosalicylsyralosning (3.22) under omrorning och fort-
sdtt rora om med hjélp av en magnetomrorare i fem minuter. Filtrera
eller centrifugera supernatanten for att avldgsna eventuella fdllningar.
Overfor 10,0 ml av den kvarvarande l6sningen till en 100 ml bigare
och justera pH till 2,20 med natriumhydroxidlosning (3.18), 6verfor till
en mitkolv av lamplig volym med citratbuffert (3.24) och spad till
mirket med buffertlosningen (3.24).

Om en intern standard anvénds, tillsdtt 1,00 ml av denna (3.27.3) for
varje 100 ml férdig 16sning och spéd till méirket med buffertlosningen
(3.24).

G4 vidare till kromatografin enligt 5.4.

Om extrakten inte kromatograferas samma dag maste de forvaras vid en
temperatur under 5 °C.

Bestdmning av totalhalt aminosyror.
Oxidation

Vig med 0,2 mg noggrannhet upp 0,1-1 g av det beredda provet (5.1) i

— en 100 ml rundkolv (4.1) for 6ppen hydrolys (5.3.2.3) eller,
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— en 250 ml rundkolv (4.1) om en lag natriumkoncentration &r ndd-
vandig (5.3.3.1) eller,

— en 100 ml flaska med skruvkork (4.2) for sluten hydrolys (5.3.2.4).

Det invédgda provet ska innehélla ca 10 mg kvéve, och vattenhalten far
inte overstiga 100 mg.

Stéll kolven/flaskan i ett isvattenbad och kyl till 0 °C, tillsdtt 5 ml
oxidationsblandning (3.23) och blanda med hjélp av en glasspatel med
bojd spets. Tillslut kolven/flaskan innehéllande spateln med en lufttéit
folie, still isvattenbadet innehéllande den tillslutna behallaren i ett kyls-
kép vid 0 °C och lat std i 16 timmar. Avldgsna provet ur kylskapet efter
16 timmar och avldgsna Gverskottet av oxidationsreagens genom tillsats
av 0,84 g dinatriumdisulfit (3.4).

Fortsitt till 5.3.2.1.

Hydrolys
Hydrolys av oxiderade prov

Tillsatt 25 ml av hydrolysblandningen (3.20) till det oxiderade prov som
beretts enligt 5.3.1. Skolj ned eventuella provrester som fastnat pa kar-
lets sidor och pé spateln.

Fortsdtt enligt 5.3.2.3 eller 5.3.2.4, beroende pa vilken hydrolysmetod
som anvénds.

Hydrolys av ooxiderade prov

Vig med 0,2 mg noggrannhet upp 0,1-1 g av det beredda provet (5.1) i
antingen en 100 ml eller 250 ml rundkolv (4.1) eller en 100 ml flaska
med skruvkork (4.2). Det invdgda provet ska innehalla ca 10 mg kvéve.
Tillsdtt forsiktigt 25 ml av hydrolysblandningen (3.20) och blanda med
provet. Fortsitt enligt antingen 5.3.2.3 eller 5.3.2.4.

Oppen hydrolys

Tillsdtt tre glaspérlor till blandningen i kolven (beredd enligt 5.3.2.1 eller
5.3.2.2) och aterloppskoka i 23 timmar. Efter fullbordad hydrolys, skolj
kylaren med 5 ml citratbuffert (3.24). Koppla bort kolven och kyl den i
ett isvattenbad.

Fortsdtt enligt 5.3.3.

Sluten hydrolys

Sétt in flaskan med blandningen, beredd enligt 5.3.2.1 eller 5.3.2.2, i en
ugn (4.3) vid 110 °C. For att forhindra tryckokning (pa grund av gas-
utveckling) och explosion bor skruvkorken séttas 10st pa flaskan under
den forsta timmen. Tillslut inte flaskan med skruvkorken. Efter 1 timme
dras skruvkorken at och flaskan med far std i ugnen (4.3) i 23 timmar.
Efter fullbordad hydrolys, ta ut flaskan ur ugnen, dppna forsiktigt skruv-
korken och still flaskan i ett isvattenbad. Lat svalna.

Beroende pd metod for pH-justering (5.3.3), 6verfor flaskans innehall
kvantitativt till en 250 ml bégare eller till en 250 ml rundkolv med
citratbuffert (3.24).

Fortsitt enligt 5.3.3.
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5.4

Justering av pH

Beroende pé aminosyraanalysatorns (4.9) natriumtolerans, fortsétt enligt
5.3.3.1 eller 5.3.3.2 for pH-justeringen.

Kromatografiska system (4.9) som krdver en ldg
natriumkoncentration

Det ar tillradligt att anvdnda en stamldsning av intern standard (3.27.3)
om aminosyraanalysatorn kriaver en lg natriumkoncentration (om syra-
volymen maste reduceras).

Tillsédtt 1 detta fall 2,00 ml stamlosning av intern standard (3.27.3) till
hydrolysatet fore indunstningen.

Tillsatt 2 droppar 1-oktanol (3.15) till det hydrolysat som erhallits enligt
5.3.2.3 eller 5.3.2.4.

L&t provet indunsta i rotationsindunstare (4.7) till 5-10 ml i vakuum vid
40 °C. Om volymen av ndgon anledning reduceras till mindre dn 5 ml
maste hydrolysatet kastas och analysen goras om.

Justera pH till 2,20 med natriumhydroxidlésning (3.18) och fortsitt till
5.3.4.

Alla 6vriga aminosyraanalysatorer (4.9)

Ta det hydrolysat som erholls enligt 5.3.2.3 eller 5.3.2.4 och neutralisera
det delvis genom att forsiktigt och under omrorning tillsdtta 17 ml nat-
riumhydroxidlosning (3.17), och se till att temperaturen halls under
40 °C.

Justera pH till 2,20 vid rumstemperatur med natriumhydroxidldsning
(forst 3.17 och sedan 3.18). Fortsitt till 5.3.4.

Provlosning for kromatografi

Overfor kvantitativt det pH-justerade hydrolysatet (5.3.3.1 eller 5.3.3.2)
med citratbuffert (3.24) till en 200 ml mitkolv och spad till mérket med
buffert (3.24).

Om en intern standard inte redan anvints, tillsitt 2,00 ml av denna
(3.27.3) och spad till mérket med citratbuffert (3.24). Blanda omsorgs-
fullt.

Ga vidare till kromatografin enligt 5.4.

Om provldsningarna inte kromatograferas samma dag maste de forvaras
vid en temperatur under 5 °C.

Kromatografi

Fore kromatografin, lat extraktet (5.2) eller hydrolysatet (5.3.4) anta
rumstemperatur. Skaka blandningen och filtrera en lamplig méngd ge-
nom ett 0,22 pm membranfilter (4.5). Den klara 16sning som erhélls far
genomgé jonbyteskromatografi i en aminosyraanalysator (4.9).

Injektionen kan utforas antingen manuellt eller automatiskt. Det &r vik-
tigt att samma méngd 16sning + 0,5 % alltid tillsétts kolonnen fér analys
av standardlosning och prov, utom nér en intern standard anvénds, och
att kvoten natrium/aminosyra i standard- och provldsning &r sé lika som
mojligt.
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Hur ofta kalibreringsprov behover koras beror i allmédnhet pa ninhydrin-
reagensens stabilitet och typen av analyssystem. Standarden eller provet
spads med citratbuffert (3.24) for att ge en topparea for standarden pa
30-200 % av provets aminosyratopparea.

Kromatografin av aminosyror varierar ndgot beroende pa typen av ana-
lysator och harts. Det valda systemet méste kunna separera aminosyrorna
fran varandra och frén ninhydrinpositiva material. Kromatografisystemet
bor i driftsomradet ge en linjdr respons pa fordndringar i de aminsyra-
mangder som tillfors kolonnen.

Under kromatografisteget giller de botten/toppkvoter som anges nedan
ndr en ekvimoldr 16sning (av de aminosyror som mits) analyseras.
Denna ekvimoléra 16sning maste innehélla minst 30 % av den maximala
mingd av varje aminosyra som med noggrannhet kan bestimmas med
analyssystemet (4.9).

For separering av treonin-serin bor botten/toppkvoten for den lagre av de
tva Overlappande aminosyrorna pa kromatogrammet inte overstiga 2:10.
(Om endast cyst(e)in, metionin, treonin och lysin bestims kommer otill-
ricklig separation fran angrdnsande toppar att paverka bestdmningen).
For alla andra aminosyror maste separationen vara battre dn 1:10.

>

Systemet méste kunna separera lysin fran “lysinartefakter” och ornitin.

Berikning av resultat

Arean for provets och standardens toppar méts for varje enskild amino-
syra, och méngden (X) i gram aminosyra per kg prov berdknas med
formeln

_AXexMxV
" B xmx 1000

Om intern standard anvénds, multiplicera med %

opparea, hydrolysat eller extrakt

pparea, kalibreringsstandardlosning

pparea, intern standard i hydrolysat eller extrakt

opparea, intern standard, kalibreringsstandardlsning

molvikt for den aminosyra som bestdms

standardldsningens koncentration i pmol/ml

provets vikt (g) (korrigerad till ursprungsvikten om provet torkats

eller avfettats)

V = ml totalt hydrolysat (5.3.4) eller ml berdknad total spadningsvolym
for extraktet (6.1).

=t
= to
= to
=t

A
B
C
D
M
c
m

Cystin och cystein bestdms bada som cysteinsyra i hydrolysat av ox-
iderat prov, men berdknas som cystin (C¢H{,N,O4S,, molvikt
240,30 g/mol) med hjidlp av molvikten 120,15 g/mol (= 0,5 x
240,30 g/mol).

Metionin bestims som metioninsulfon i hydrolysat av oxiderat prov,
men berdknas som metionin med hjélp av molvikten for metionin:
149,21 g/mol.
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Tillsatt fritt metionin bestims efter extraktion som metionin, for berdk-
ningen anvdnds samma molvikt.

6.1. Den totala spadningsvolymen for extrakten (F) for bestimning av fria
aminosyror (5.2) beriknas med formeln

F_100ml><(10m1-&-5m1) \Y%

X
10 ml 10

V = Det fardiga extraktets volym

7. Utvirderingen av metoden

Metoden testades i en internationell provningsjamforelse 1990 med fyra
olika fodertyper (blandat grisfoder, foderblandning for slaktkycklingar,
proteinkoncentrat, férblandning). Resultaten, efter eliminering av extrem-
virden, i form av medelvarden och standardavvikelser redovisas i ned-
anstdende tabeller.

Medelvirden i g/kg

Aminosyra
Referensmaterial

Treonin Cyst(e)in Metionin Lysin

Grisfoder 6,94 3,01 3,27 9,55
n=15 n=17 n=17 n=13

Foderblandning 9,31 3,92 5,08 13,93
for slaktkyck- n=16 n=18 n=18 n=16
lingar

Proteinkoncent- 22,32 5,06 12,01 47,74
rat n=16 n=17 n=17 n=15
Forblandning 58,42 — 90,21 98,03
n= 16 n=16 n=16

n = Antal deltagande laboratorier.

7.1 Repeterbarhet

Repeterbarheten uttryckt som ”standardavvikelse inom laboratoriet” i
ovannamnda provningsjaimforelse redovisas i nedanstdende tabell.

Standardavvikelse inom laboratoriet (S,) i g/kg

Aminosyra
Referensmaterial

Treonin Cyst(e)in Metionin Lysin

Grisfoder 0,13 0,10 0,11 0,26
n=15 n=17 n=17 n=13

Foderblandning 0,20 0,11 0,16 0,28
for slaktkyck- n=16 n=18 n=18 n=16

lingar

Proteinkoncent- 0,48 0,13 0,27 0,99
rat n=16 n=17 n=17 n=15

Forblandning 1,30 — 2,19 2,06
n= 16 n=16 n=16

n = Antal deltagande laboratorier.
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VB
Variationskoefficient (%) for standardavvikelse inom laboratoriet
Sy

Aminosyra
Referensmaterial

Treonin Cyst(e)in Metionin Lysin

Grisfoder 1,9 3,3 3,4 2,8
n=15 n=17 n=17 n=13

Foderblandning 2,1 2,8 3,1 2,1
for slaktkyck- n=16 n=18 n=18 n=16

lingar

Proteinkoncent- 2,7 2,6 2,2 2,4
rat n=16 n=17 n=17 n=15

Forblandning 2,2 — 2,4 2,1
n=16 n=16 n=16

n = Antal deltagande laboratorier.

7.2 Reproducerbarhet

Standardavvikelsen mellan laboratorier i ovanndmnda provningsjim-
forelse redovisas i nedanstdende tabell.

Standardavvikelse mellan laboratorier (Sg) i g/kg

Aminosyra
Referensmaterial

Treonin Cyst(e)in Metionin Lysin

Grisfoder 0,28 0,30 0,23 0,30
n=15 n=17 n=17 n=13

Foderblandning 0,48 0,34 0,55 0,75
for slaktkyck- n=16 n=18 n=18 n=16

lingar

Proteinkoncent- 0,85 0,62 1,57 1,24
rat n=16 n=17 n=17 n=15

Forblandning 2,49 — 6,20 6,62
n=16 n=16 n=16

n = Antal deltagande laboratorier.

Variationskoefficient (%) for standardavvikelse mellan laboratorier

(Sp)
Aminosyra
Referensmaterial

Treonin Cyst(e)in Metionin Lysin

Grisfoder 4,1 9,9 7,0 3,2
n=15 n=17 n=17 n=13

Foderblandning 5,2 8,8 10,9 5,4
for slaktkyck- n=16 n=18 n=18 n=16

lingar

Proteinkoncent- 3,8 12,3 13,0 3,0
rat n =16 n=17 n=17 n=15

Forblandning 43 — 6,9 6,7
n=16 n=16 n=16

n = Antal deltagande laboratorier.
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9.3
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3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

39

Anvindning av referensmaterial

Korrekt tillimpning av metoden ska verifieras genom analys av certifie-
rade referensmaterial om sadana finns tillgédngliga. Kalibrering med god-
kinda kalibreringslosningar for aminosyror rekommenderas.

Anmiérkningar

Pa grund av skillnaderna mellan aminosyraanalysatorer bor de slutliga
koncentrationerna hos kalibreringslosningarna for standardaminosyror
(se 3.27.4 och 3.27.5) och hos hydrolysatet (se 5.3.4) anvdndas som
riktlinje.

Det intervall dar sambandet mellan det verkliga vérdet och det med
apparaten uppmitta virdet dr linjart, maste kontrolleras for alla amino-

syror.

Standardldsningen spdds med citratbuffert sa att man far toppar i mitten
av intervallet.

I de fall HPLC anvinds for att analysera hydrolysater maste forsoks-
betingelserna optimeras i enlighet med tillverkarens rekommendationer.

Om denna metod tillimpas pa foder som innehaller mer &n 1 % klorid
(kraftfoder, mineralfoder eller tillskottsfoder) kan den uppmatta halten av
metionin bli for lag. For att undvika detta maéste provet behandlas pa
sarskilt satt.

G. BESTAMNING AV TRYPTOFAN
Syfte och tillimpningsomrade

Med denna metod kan totalhalten tryptofan och halten fritt tryptofan
bestdmmas i foder. Ingen atskillnad gors mellan D- och L-formerna.

Princip

For bestdimning av totalhalten tryptofan hydrolyseras provet i alkalisk
miljo med mittad bariumhydroxidlosning och upphettas till 110 °C i 20
timmar. Efter hydrolysen tillsdtts en intern standard.

For bestimning av halten fritt tryptofan extraheras provet i latt sur miljo
i ndrvaro av den interna standarden.

Halten av tryptofan och intern standard i hydrolysatet eller extraktet
bestdms med HPLC med fluorescensdetektion.

Reagens

Dubbeldestillerat vatten eller vatten av likvérdig kvalitet ska anvéndas
(konduktivitet < 10 puS/cm).

Referenssubstans: tryptofan (renhet/halt > 99 %) torkat under vakuum
over fosforpentoxid.

Intern standard: a-metyltryptofan (renhet/halt > 99 %) torkat under va-
kuum o6ver fosforpentoxid.

Bariumhydroxidoktahydrat (undvik att exponera Ba(OH),"8 H,O for
storre mangder luft, eftersom det dé kan bildas BaCO; som stér bestdm-
ningen) (jfr punkt 9.3).

Natriumhydroxid.

Ortofosforsyra, w = 85 % (w/w).
Saltsyra, pyg = 1,19 g/ml.
Metanol, HPLC-kvalitet.

Petroleumeter, kokpunktsintervall 40—-60 °C.
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3.20

3.21

322

4.2

43
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Natriumhydroxidlsning, ¢ = 1 mol/l:

Los 40,0 g NaOH (3.5) i vatten och spad till 1 liter med vatten (3.1).
Saltsyra, ¢ = 6 mol/l:

Spéad 492 ml HCI (3.7) med vatten till slutvolymen 1 liter.

Saltsyra, ¢ = 1 mol/I:

Spédd 82 ml HCI (3.7) med vatten till slutvolymen 1 liter.

Saltsyra, ¢ = 0,1 mol/l:

Spéd 8,2 ml HCI (3.7) med vatten till slutvolymen 1 liter.
Ortofosforsyra, ¢ = 0,5 mol/l:

Spéd 34 ml ortofosforsyra (3.6) med vatten (3.1) till slutvolymen 1 liter.
Koncentrerad tryptofanlésning (3.2), ¢ = 2,50 pmol/ml:

Los 0,2553 g tryptofan (3.2) i saltsyra (3.13) i en 500 ml matkolv och
spéd till mérket med saltsyra (3.13). Losningen kan lagras vid - 18 °C i
hogst 4 veckor.

Koncentrerad 16sning av intern standard, ¢ = 2,50 pmol/ml:

Los 0,2728 g a-metyltryptofan (3.3) i saltsyra (3.13) i en 500 ml mat-
kolv och spéd till mérket med saltsyra (3.13). Losningen kan lagras vid
- 18 °C 1 hogst 4 veckor.

Standardkalibreringslosning av tryptofan och intern standard:

Tag 2,00 ml koncentrerad tryptofanldsning (3.15) och 2,00 ml koncent-
rerad 10sning av intern standard (a-metyltryptofan) (3.16). Spad med
vatten (3.1) och metanol (3.8) till ungefir samma volym och metanol-
koncentration (10-30 %) som det firdiga hydrolysatet.

Denna 16sning ska vara nyberedd.

Den ska skyddas fran direkt solljus under beredningen.
Attiksyra.

1,1,1-triklor-2-metyl-2-propanol.

Etanolamin, w > 98 % (w/w).

Losning av 1 gram 1,1,1-triklor-2-metyl-2-propanol (3.19) i 100 ml
metanol (3.8).

Mobil fas for HPLC: 3,00 g dttiksyra (3.18) + 900 ml vatten (3.1) + 50,0
ml 16sning (3.21) av 1,1,1-triklor-2-metyl-2-propanol (3.19) i metanol
(3.8) (1 g/100 ml). Justera pH till 5,00 med etanolamin (3.20). Spad
till 1 000 ml med vatten (3.1).

Utrustning

HPLC-utrustning med en spektrofluorometrisk detektor.
HPLC-kolonn, 125 x 4 mm, C;g, 3 um packning, eller motsvarande.
pH-meter.

Polypropylenflaska, 125 ml, med vid hals och skruvkork.
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Membranfilter, 0,45 pum.

Autoklav, 110 (+ 2) °C, 1,4 (+0,1) bar.

Mekanisk skakapparat eller magnetomrorare.

Vortexblandare.

Utforande
Provberedning

Provet mals sa att det kan passera genom en 0,5 mm sikt. Prov med hog
vattenhalt ska antingen lufttorkas vid en temperatur pa hogst 50 °C eller
frystorkas fore malningen. Prov med hog fetthalt ska extraheras med
petroleumeter (3.9) fore malning.

Bestdmning av fritt tryptofan (extrakt)

Vig med en noggrannhet av 1 mg upp en ldmplig méngd (1-5 g) av det
beredda provet (5.1) i en E-kolv. Tillsdtt 100,0 ml saltsyra (3.13) och
5,00 ml koncentrerad 16sning av intern standard (3.16). Skaka eller
blanda i 60 minuter med en mekanisk skakapparat eller magnetomrorare
(4.7). Lat sedimentera och pipettera sedan over 10,0 ml av supernatanten
till en bagare. Tillsdtt 5 ml ortofosforsyra (3.14). Justera pH till 3 med
natriumhydroxid (3.10). Tillsdtt s mycket metanol (3.8) att koncent-
rationen blir 10-30 % i slutvolymen. Overfor till en mitkolv av limplig
volym och spdd med vatten till den volym som behdvs for kromatografi
(ungefdar samma volym som standardkalibreringslosningen [3.17]).

Filtrera nagra ml av losningen genom ett 0,45 um membranfilter (4.5)
fore injektion i HPLC-kolonnen. G4 vidare till kromatografin enligt 5.4.

Skydda standardlosning och extrakt fran direkt solljus. Om extrakten
inte kan analyseras samma dag kan de lagras vid 5 °C i hogst 3 dagar.

Bestdmning av totalhalt tryptofan (hydrolysat)

Vig med en noggrannhet av 0,2 mg upp 0,1-1 g av det beredda provet
(5.1) i en polypropylenflaska (4.4). Det invdgda provet ska innehélla ca
10 mg kvéve. Tillsdtt 8,4 g bariumhydroxidoktahydrat (3.4) och 10 ml
vatten. Blanda pa en vortexblandare (4.8) eller med magnetomrorare
(4.7). Lamna kvar den teflonbelagda magneten i blandningen. Skolj
kérlets viaggar med 4 ml vatten. Sétt pa skruvkorken och skruva éat
den 16st. Satt kérlet i en autoklav (4.6) med kokande vatten och lat
anga i 30-60 minuter. Sting autoklaven och autoklavera vid 110 (%
2) °C i 20 timmar.

Sank temperaturen till strax under 100 °C innan autoklaven &ppnas.
Tillsdtt 30 ml rumstempererat vatten till den varma blandningen for att
undvika kristallisering av Ba(OH),'8 H,O. Skaka eller ror forsiktigt.
Tillsétt 2,00 ml koncentrerad 10sning av intern standard (o-metyltrypto-
fan) (3.16). Kyl kérlet i isvattenbad i 15 minuter.

Tillsatt 5 ml ortofosforsyra (3.14). Lat kérlet vara kvar i kylbadet och
neutralisera 10sningen med saltsyra (3.11) under omrérning. Justera pH
till 3,0 med saltsyra (3.12). Tillsdtt s& mycket metanol att koncentratio-
nen blir 10-30 % i slutvolymen. Overfor till en mitkolv av limplig
volym och spdd med vatten till den volym som behovs for kromatografi
(t.ex. 100 ml). Tillsatsen av metanol bor goras utan att nagon fallning
bildas.
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54

Filtrera nagra ml av 18sningen genom ett 0,45 pm membranfilter (4.5)
fore injektion i HPLC-kolonnen. G& vidare till kromatografin enligt 5.4.

Skydda standardlosning och hydrolysat mot direkt solljus. Om hydro-
lysaten inte kan analyseras samma dag kan de lagras vid 5 °C i hogst tre
dagar.

HPLC-bestimning

Foljande betingelser for isokratisk eluering anges som véagledning. Andra
betingelser kan viljas om de ger likvdrdiga resultat (se dven 9.1 och
9.2).

HPLC kolonn (4.2): 125 x 4 mm, C;g, 3 um packning eller
motsvarande

Kolonntemperatur: Rumstemperatur

Mobil fas (3.22): 3,00 g attiksyra (3.18) + 900 ml vatten

(3.1) + 50,0 ml I6sning (3.21) av 1,1,1-
triklor-2-metyl-2-propanol (3.19) i meta-
nol (3.8) (1 g/100 ml). Justera pH till
5,00 med etanolamin (3.20). Spad till
1 000 ml med vatten (3.1)

Flodeshastighet: 1 ml/min

Total korningstid: ca 34 minuter

Detektionsvaglangd: excitation: 280 nm, emission: 356 nm.
Injektionsvolym: 20

Berikning av resultat

Maingden tryptofan (X) i gram per 100 g prov berdknas med formeln

_AXBxV;xecxVyxM
 CxDx V3 x 10000 x m

A = topparea for intern standard, kalibreringsstandardlésning (3.17)

B = topparea for tryptofan, extrakt (5.2) eller hydrolysat (5.3)

V; = volym i ml (2 ml) av koncentrerad tryptofanlosning (3.15) som
satts till kalibreringslosningen (3.17)

¢ = koncentration i pmol/ml (= 2,50) av koncentrerad tryptofanldsning
(3.15) som satts till kalibreringslosningen (3.17)

V, = volym i ml av koncentrerad 16sning av intern standard (3.16) som
satts till vid extraktionen (5.2) (= 5,00 ml) eller till hydrolysatet
(5.3) (= 2,00 ml)

C = topparea for intern standard, extrakt (5.2) eller hydrolysat (5.3)

D = topparea for tryptofan, kalibreringsstandardldsning (3.17)

V3 = volym i ml (2,00 ml) av koncentrerad 16sning av intern standard
(3.16) som satts till kalibreringsstandardlésningen (3.17)

m = provets vikt i gram (korrigerad till den ursprungliga vikten om
provet har torkats och/eller avfettats)

M = molvikt for tryptofan (= 204,23 g/mol).

Repeterbarhet

Skillnaden mellan resultaten fran tva parallella bestimningar som utfors
pé samma prov far inte dverstiga 10 % av det hogre vérdet.
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Resultat av en provningsjimforelse

I en provningsjamforelse inom EU (fjarde jamforelsen) analyserades tre
prov av upp till tolv laboratorier for att hydrolysmetoden skulle kunna
certifieras. Varje prov analyserades fem ganger. Resultaten redovisas i
nedanstaende tabell.

Prov 2 P 3
Prov 1 Grisfoder med Kraftf 20\; for ori
Grisfoder tillsats av L-tryp- ocer for g
tofan sat
L 12 12 12
n 50 55 50
Medelvirde  [g/ 2,42 3,40 422
kg]
s, [g/kg] 0,05 0,05 0,08
r [g/kg] 0,14 0,14 0,22
CV, [ %] 1,9 1,6 1,9
Sk [g/kg] 0,15 0,20 0,09
R [g/kg] 0,42 0,56 0,25
CVg [ %] 6,3 6,0 2,2
L = antal laboratorier som ldmnade in resultat
n = antal aterstdende enskilda resultat efter eliminering av extrem-
véarden (enligt Cochran-Dixons extremvirdestest)
S = standardavvikelse for repeterbarhet
Sg = standardavvikelse for reproducerbarhet
r = repeterbarhet
R = reproducerbarhet

CV, = variationskoefficient for repeterbarhet, %
CVy = variationskoefficient for reproducerbarhet, %

I en annan provningsjamforelse inom EU (tredje jamforelsen) analyse-
rades tva prov av upp till tretton laboratorier for certifiering av extrak-
tionsmetoden for fritt tryptofan. Varje prov analyserades fem ganger.
Resultaten redovisas i nedanstaende tabell.

Prov 5
Prov 4 Vete- och sojablandning
Vete- och sojablandning | (= prov 4) med tillsats av
tryptofan (0,457g/kg)
L 12 12
n 55 60
Medelvirde [g/kg] 0,391 0,931
s, [g/kg] 0,005 0,012
r [g/kg] 0,014 0,034
CV, [ %] 1,34 1,34
Sk [g/kg] 0,018 0,048
R [g/kg] 0,050 0,134
CVg [ %] 4,71 5,11
L = antal laboratorier som ldmnade in resultat
n = antalet aterstdende enskilda resultat efter eliminering av extrem-
vérden (enligt Cochran-Dixons extremvérdestest)
s, = standardavvikelse for repeterbarhet
Sg = standardavvikelse for reproducerbarhet
r = repeterbarhet
R = reproducerbarhet

CV, = variationskoefficient for repeterbarhet, %
CVy = variationskoefficient for reproducerbarhet, %
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9.2

I ytterligare en provningsjaimforelse inom EU analyserades fyra prov av
upp till sju laboratorier for certifiering av metoden for tryptofanhydrolys.
Resultaten redovisas i nedanstdende tabell. Varje prov analyserades fem

ganger.

Prov 1 Prov 2 P 3 Prov 4
Blandat gris- | Fiskmjol med ov > Skummjolks-
fod lig fetthale | Sclamidl Iver
oder ag fetthal (CRM 119) pulve
(CRM 117) | (CRM 118) (CRM 120)
L 7 7 7 7
n 25 30 30 30
Medelvérde [g/ 2,064 8,801 6,882 5,236
ke]
s, [g/kg] 0,021 0,101 0,089 0,040
r [g/kg] 0,059 0,283 0,249 0,112
CV, [ %] 1,04 1,15 1,30 0,76
Sk [g/kg] 0,031 0,413 0,283 0,221
R [g/kg] 0,087 1,156 0,792 0,619
CVg [ %] 1,48 4,69 4,11 4,22
L = antal laboratorier som ldmnade in resultat
n = antalet aterstdende enskilda resultat efter eliminering av extrem-
vérden (enligt Cochran-Dixons extremvérdestest)
s, = standardavvikelse for repeterbarhet
Sg = standardavvikelse for reproducerbarhet
r = repeterbarhet
R = reproducerbarhet

CV, = variationskoefficient for repeterbarhet, %
CVy = variationskoefficient for reproducerbarhet, %

Anmiérkningar

For att fa battre separation mellan tryptofan och o-metyltryptofan kan
man prova att anvinda foljande kromatografiska parametrar:

Isokratisk eluering foljt av gradientkolonnrening:

HPLC-kolonn: 125 x 4 mm, C;3, 5 um packning eller

motsvarande

Kolonntemperatur: 32 °C

Mobil fas: A: 0,01 mol/l KH,PO /metanol, 95+5 (v+v)
B: metanol

Gradientprogram: 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

Flodeshastighet: 1,2 ml/min

Total korningstid: ca 33 min

Kromatografin varierar beroende pa typen av HPLC och vilket slags
packning som anvénds i kolonnen. Det valda systemet maste klara av
att ge baslinjeseparation mellan tryptofan och intern standard. Det &r
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ocksa viktigt att nedbrytningsprodukter tydligt kan separeras fran tryp-
tofan och intern standard. Man bor kora hydrolysat utan intern standard
for att kunna uppticka eventuella orenheter pa baslinjen under den in-
terna standarden. Det &r viktigt att korningstiden dr s lang att alla
nedbrytningsprodukter hinner elueras ut, annars kan sena elueringstoppar
stora efterfoljande korningar.

Kromatografisystemet maste ge linjar respons i driftsintervallet. Den
linjdra responsen ska métas med en konstant koncentration (den norma-
la) av intern standard och varierande koncentrationer av tryptofan. Det &r
viktigt att topparna for bade tryptofan och intern standard ligger inom
det linjara intervallet for HPLC-/fluorescenssystemet. Om topparna for
tryptofan och/eller intern standard &dr for ldga eller for hoga bor bestdm-
ningen goras om med annan provstorlek och/eller slutvolym.

Bariumhydroxid

Bariumhydroxid blir mer svérlosligt nar det aldras. Detta ger en grumlig
16sning for HPLC-bestimning, vilket kan ge alltfor laga véarden for
tryptofan.

H. BESTAMNING AV RAFETT
Syfte och tilliimpningsomrade

Med denna metod kan réfetthalten i foder bestimmas. Metoden omfattar
inte analys av oljevixtfron och oljehaltiga frukter.

Beroende pa fodrets egenskaper och sammansittning samt bestdmning-
ens syfte anvinds en av nedanstdende tva metoder.

Metod A — direkt extraherbart rafett

Denna metod &r tillimplig pa foderravaror av vegetabiliskt ursprung,
utom dem som omfattas av metod B.

Metod B — total rdfetthalt

Denna metod ér tillimplig pd foderravaror av animaliskt ursprung och pa
alla foderblandningar. Den ska anvédndas for alla rdvaror fran vilka fett
inte kan extraheras helt utan foregdende hydrolys, till exempel gluten,
jast, potatisprotein och produkter som genomgér processer sdsom extru-
dering, bearbetning till flingor samt uppvérmning.

Tolkning av resultaten

I samtliga fall ddr ett hogre resultat fas genom metod B dn metod A, ska
resultatet av metod B riknas som det sanna vérdet.

Princip
Metod A

Provet extraheras med petroleumeter. Losningsmedlet destilleras av och
aterstoden torkas och vigs.

Metod B

Provet behandlas under uppvdrmning med saltsyra. Blandningen kyls
och filtreras. Aterstoden skoljs och torkas och bestims enligt metod A.
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Reagens

Petroleumeter, kokpunktsintervall 40-60 °C. Bromtalet méste vara lagre
an 1 och aterstoden efter forangning mindre n 2 mg/100 ml.

Vattenfritt natriumsulfat.

Saltsyra, ¢ = 3 mol/l.

Filtreringshjdlpmedel, till exempel kiselgur, Hyflo-supercel.

Utrustning

Extraktionsutrustning. Om denna ar forsedd med hévert (Soxhletappa-
rat), ska fordngningstakten vara sadan att ca tio kretslopp sker per tim-
me. Om hévert saknas ska forangningstakten vara ca 10 ml per minut.

Extraktionshylsorna maste vara fria fran dmnen som ar 16sliga i petro-
leumeter och ha en porositet som Overensstimmer med kraven i 4.1.

Torkugn, antingen en vakuumtorkugn instdlld pa 75 + 3 °C eller en
varmluftsugn instélld pd 100 + 3 °C.

Utforande
Metod A (se punkt 8.1)

Vig 5 gram av provet med en noggrannhet av 1 mg, dverfor det till en
extraktionshylsa (4.2) och tdck med en fettfri bomullstuss.

Placera hylsan i en extraktionsapparat (4.1) och extrahera i sex timmar
med petroleumeter (3.1). Samla upp petroleumeterextraktet i en torr,
vigd kolv med pimpstensskérvor (*).

Destillera av 10sningsmedlet. Torka aterstoden i 1,5 timmar i torkugnen
(4.3). Kyl i en exsickator och vdg. Torka igen i 30 minuter for att
sikerstélla att fettets vikt dr konstant (viktforlusten mellan tvd pa va-
randra f6ljande vigningar far inte Gverstiga 1 mg).

Metod B

Vig upp 2,5 gram av provet med en noggrannhet av 1 mg (se punkt 8.2)
i en 400 ml bégare eller en 300 ml E-kolv. Tillsétt 100 ml saltsyra (3.3)
och pimpstensskérvor. Tack dver bidgaren med ett urglas eller koppla E-
kolven till en aterloppskylare. Lat blandningen koka sakta i 1 timme
over en svag ldga eller virmeplatta. Lat inte produkten fastna pa behal-
larens insida.

Kyl och tillsdtt s& mycket filtreringshjdlpmedel (3.4) att inget fett for-
loras under filtreringen. Filtrera genom ett fuktat, fettfritt, dubbelt fil-
trerpapper. Skolj dterstoden i kallt vatten tills ett neutralt filtrat erhalls.
Kontrollera att filtratet inte innehéller ndgot fett. Om si &nda ar fallet ska
provet extraheras med petroleumeter, enligt metod A, fore hydrolys.

Légg det dubbla filtrerpappret med aterstoden pa ett urglas och torka i
1,5 timmar i varmluftsugnen (4.3) vid 100 + 3 °C.

(') Om fettet senare ska genomga kvalitetstester, ersitts pimpstensskidrvorna med glasparlor.
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Placera det dubbla filtrerpappret med den torra aterstoden i en extrak-
tionshylsa (4.2) och tick med en fettfri bomullstuss. Placera hylsan i en
extraktionsapparat (4.1) och folj anvisningarna i punkt 5.1 andra och
tredje styckena.

Resultatangivelse

Aterstodens vikt uttrycks i procent av provet.

Repeterbarhet

Skillnaden mellan resultaten av tva parallella bestimningar som utfors pa
samma prov av samma person far inte Gverstiga

— 0,2 % i absoluta tal for rafetthalter under 5 %,

— 4,0 % av det hogre vérdet for halter pa 5-10 %,

— 0,4 % 1 absoluta tal for halter 6ver 10 %.

Anmiérkningar

For produkter med hog fetthalt, som &r svéra att krossa eller fran vilka
det ar svart att fa fram ett homogent reducerat prov, anvédnds foljande
forfarande.

Viag upp 20 gram av provet med en noggrannhet av 1 mg och blanda
med minst 10 gram vattenfritt natriumsulfat (3.2). Extrahera med petro-
leumeter (3.1) enligt punkt 5.1. Spad extraktet med petroleumeter (3.1)
till 500 ml och blanda. Overfor 50 ml av 16sningen till en liten, torr,
véagd kolv som innehaller pimpstensskarvor. Destillera bort 16sningsmed-
let, torka och folj anvisningarna i punkt 5.1 sista stycket.

Avligsna 10sningsmedlet fran extraktionsaterstoden i hylsan, krossa ater-
stoden till 1 mm partikelstorlek, aterfor till extraktionshylsan (tillsétt inte
natriumsulfat) och f6lj anvisningarna i punkt 5.1 andra och tredje styc-
kena.

Provets fetthalt i procent berdknas med formeln

(10m; + my) x 5

dar:

m; = dterstodens vikt i gram efter forsta extraktionen (den alikvot av
extraktet som anvénds for analys)
m, = dterstodens vikt i gram efter andra extraktionen.

For produkter med lag fetthalt kan provméngden okas till 5 gram.

Sallskapsdjursfoder med hog vattenhalt kan behdva blandas med vat-
tenfritt natriumsulfat fore hydrolys och extraktion enligt metod B.

I punkt 5.2 kan det vara effektivare att anvdnda varmt vatten i stillet for
kallt vatten for att tvitta aterstoden efter filtrering.

Torktiden pa 1,5 timmar kan behova forldngas for vissa foder. For lang
torktid bor undvikas eftersom detta kan leda till laga resultat. En mik-
rovagsugn kan ocksa anvindas.



2009R0152 — SV —17.07.2014 — 004.001 — 52

8.6

32

33

3.4

3.5

3.6

3.7

4.2

43

4.4

4.5

4.6

4.7

Forextraktion enligt metod A fore hydrolys och upprepad extraktion
enligt metod B rekommenderas om rafetthalten ar hogre dn 15 %. Detta
beror delvis pa fodrets egenskaper och pé typen av fett i fodret.

I. BESTAMNING AV VAXTTRAD

Syfte och tillimpningsomrade

Med denna metod ar det mdjligt att bestimma foders halt av fettfria
organiska d&mnen som &r oldsliga i sur och basisk miljo och som van-
ligen betecknas viéxttrad.

Princip

Provet, som vid behov avfettas, behandlas i tur och ordning med ko-
kande 10sningar av svavelsyra och kaliumhydroxid i bestdimda koncent-
rationer. Aterstoden separeras genom filtrering pd ett sintrat glasfilter
och skoljs, torkas, vigs och foraskas vid en temperatur pa 475-500 °C.
Viktforlusten efter foraskning motsvarar andelen véxttrad i analysprovet.
Reagens

Svavelsyra, ¢ = 0,13 mol/l.
Skumddmpningsmedel (t.ex. n-oktanol).

Filtreringshjdlpmedel (Celite 545 eller motsvarande), upphettat till 500 °C
i fyra timmar (8.6).

Aceton.

Petroleumeter, kokpunktsintervall 40—-60 °C.
Saltsyra, ¢ = 0,5 mol/l.
Kaliumhydroxidlosning, ¢ = 0,23 mol/l.

Utrustning

Viérmeenhet for uppslutning med svavelsyra och kaliumhydroxidlosning,
forsedd med en hallare for filterdegeln (4.2) och ett utloppsroér med kran
for avtappning av vitska samt anslutning for vakuum och eventuellt
tryckluft. Innan enheten tas i bruk varje dag ska den forvirmas med
kokande vatten i 5 minuter.

Glasfilterdegel med insmélt filterskiva av sintrat glas, porstorlek 40-90
um. Innan degeln anvinds forsta gangen, varm den till 500 °C i négra
minuter och lat den svalna (8.6).

Cylinder pd minst 270 ml med aterloppskylare, ldmplig for kokning.
Torkugn med termostat.
Muffelugn med termostat.

Extraktionsenhet bestdende av en stodplatta for filterdegeln (4.2) och
med ett utloppsrér med kran for utsldpp av vakuum och vitska.

Kopplingsringar for ihopmontering av viarmeenheten (4.1), filterdegeln
(4.2) och cylindern (4.3) och for anslutning av extraktionsenheten (4.6)
och filterdegeln.

Utforande

Vig med 1 mg noggrannhet upp 1 g av det beredda provet i filterdegeln
(4.2), (jfr punkterna 8.1, 8.2 och 8.3) och tillsdtt 1 g filtreringshjalpme-
del (3.3).
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Montera ihop vdrmeenheten (4.1) och filterdegeln (4.2) och anslut sedan
cylindern (4.3) till filterdegeln. Hall 150 ml kokande svavelsyra (3.1) i
cylinder/degeluppstillningen och tillsdtt vid behov négra droppar skum-
ddmpningsmedel (3.2).

Koka upp vitskan inom 5 + 2 minuter och 14t koka kraftigt i exakt 30
minuter.

Oppna kranen till utloppsroret (4.1) och vakuumfiltrera svavelsyran ge-
nom filterdegeln. Tvitta aterstoden tre gdnger med 30 ml kokande vatten
per gang och se till att dterstoden vakuumfiltreras torr efter varje tvitt-
ning.

Stang utloppskranen och hill 150 ml kokande kaliumhydroxidlsning
(3.7) i cylinder/degeluppstéllningen. Tillsétt nagra droppar skumdamp-
ningsmedel (3.2). Koka upp vétskan inom 5 + 2 minuter och 1at koka
kraftigt i exakt 30 minuter. Filtrera och tvitta pd samma sitt som vid
behandlingen med svavelsyra.

Efter den sista tvdttningen och torkningen kopplas degeln med innehall
loss och ansluts till extraktionsenheten (4.6). Anslut vakuum, tvétta ater-
stoden i degeln tre ganger med 25 ml aceton (3.4) per géng och se till att
aterstoden vakuumfiltreras torr efter varje tvittning.

Torka degeln till konstant vikt i ugnen vid 130 °C. Lat den svalna i
exsickator efter varje torkning och vdg snabbt. Sitt in degeln i en muf-
felugn och foraska till konstant vikt (viktforlusten mellan tva pa va-
randra f6ljande védgningar far inte Gverstiga 2 mg) vid 475-500 °C i
minst 30 minuter.

Efter varje upphettning ska degeln forst svalna i ugnen och sedan i
exsickatorn innan den vags.

Gor ett blankprov utan provet. Viktforlusten till foljd av foraskningen far
inte Overstiga 4 mg.

Berikning av resultat
Provets véxttradhalt i procent beriknas med formeln

(mp —my) x 100

X =
m
dér:
m = provets vikt i gram
m, = viktforlust efter foraskning vid bestdmningen, i gram
m; = viktforlust efter foraskning vid blankprovet, i gram.
Repeterbarhet

Skillnaden mellan resultaten frén tva parallella bestimningar som utfors
pa samma prov far inte Overstiga

— 0,6 % i absoluta tal om vaxttradhalten dr mindre 4n 10 %,

— 6 % av det hogre virdet om vixttradhalten uppgar till 10 % eller
mer.

Anmirkningar

Foder som innehaller mer dn 10 % rafett ska fore analys avfettas med
petroleumeter (3.5). Anslut filterdegeln (4.2) med innehall till extrak-
tionsenheten (4.6), anslut vakuum, tvitta aterstoden tre ganger med 30
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ml petroleumeter och se till att dterstoden vakuumfiltreras torr. Anslut
degeln med innehall till virmeenheten (4.1) och fortsitt enligt beskriv-
ningen i punkt 5.

Foder som innehéller fetter som inte kan extraheras direkt med petrole-
umeter (3.5) ska avfettas enligt beskrivningen i 8.1 och dérefter avfettas
annu en gang efter kokning med syra. Efter kokning med syra och dérpa
foljande tvittning ansluts degeln med innehall till extraktionsenheten
(4.6) och tvittas tre gdnger med 30 ml aceton per gang och direfter
ytterligare tre gdnger med 30 ml petroleumeter per gang. Vakuumfiltrera
torrt och fortsdtt analysen frdn och med kaliumhydroxidbehandlingen
enligt punkt 5.

Om fodret innehéller mer &n 5 % karbonat, uttryckt som kalciumkarbo-
nat, ansluts degeln (4.2) med det uppvdgda provet till virmeenheten
(4.1). Tvitta provet tre ganger med 30 ml saltsyra (3.6) per géng. Lat
provet std ca en minut efter varje tillsats innan det filtreras. Tvétta en
gang med 30 ml vatten och fortsdtt sedan enligt beskrivningen i 5.

Om den utrustning som anvénds utgdrs av ett stativ (flera deglar an-
slutna till samma varmeenhet) far tva enskilda bestimningar av samma
analysprov inte ingd i samma provserie.

Om det efter kokningen &r svart att filtrera de sura och basiska 19sning-
arna blases tryckluft genom virmeenhetens utloppsror, varefter filtre-
ringen fullfoljes.

For att forlinga glasfilterdeglarnas livslingd bor temperaturen vid for-
askningen inte overstiga 500 °C. Var noga med att undvika alltfor has-
tiga temperaturfordndringar vid uppvarmning och avkylning.

J. BESTAMNING AV SOCKER
Syfte och tillimpningsomrade

Med denna metod ar det mojligt att bestimma halten av reducerande
socker och totalhalten socker efter invertering, uttryckt som glukos eller,
om sa dr lampligt, sackaros med omvandlingsfaktorn 0,95. Metoden é&r
tillimplig p& foderblandningar. For andra typer av foder finns sdrskilda
metoder. Om s& krdvs ska laktos bestimmas separat och tas med i
resultatberdkningen.

Princip
Sockerarterna extraheras i utspadd etanol. Losningen klaras med Carrez-

16sning 1 och II. Efter det att etanolen eliminerats bestims kvantiteterna
fore och efter invertering med Luff-Schoorl-metoden.

Reagens

Etanol 40 % (v/v), densitet: 0,948 g/ml vid 20° C, fenolftaleinneutral.

Carrez-16sning I: 16s 21,9 g zinkacetat, Zn(CH;COO), 2H,0, och 3 g
isdttika i vatten. Spad med vatten till 100 ml.

Carrez-16sning II: 16s 10,6 g kaliumferrocyanid, K4Fe(CN)s 3H,0, i
vatten. Spad med vatten till 100 ml.

Metylorange, 16sning 0,1 % (W/v).

Saltsyra, 4 mol/l.

Saltsyra, 0,1 mol/l.
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Natriumhydoxidlosning, 0,1 mol/l.
Luff-Schoorl-reagens:

Hall citronsyraldsningen (3.8.2) i natriumkarbonatlosningen (3.8.3) un-
der noggrann omrdrning. Tillsdtt kopparsulfatlosningen (3.8.1) och spad
med vatten till 1 liter. Lat std Over natten och filtrera.

Kontrollera koncentrationen hos det erhéallna reagenset (Cu 0,05 mol/l,
Na,CO3 1 mol/l), se punkt 5.4 sista stycket. Losningens pH ska vara ca
9.4.

Kopparsulfatlosning: 16s 25 g jéarnfritt kopparsulfat, CuSO4 5H,0, i 100
ml vatten.

Citronsyraldsning: 16s 50 g citronsyra C¢gHgO7"H,O 1 50 ml vatten.

Natriumkarbonatldsning: 16s upp 143,8 g vattenfritt natriumkarbonat i ca
300 ml varmt vatten. Lat svalna.

Natriumtiosulfatlosning, 0,1 mol/l.

Starkelselosning: tillsdtt en blandning av 5 g 16slig stirkelse i 30 ml
vatten till 1 liter kokande vatten. Koka i tre minuter, 1at svalna och
tillsétt vid behov 10 mg kvicksilverjodid som konserveringsmedel.

Svavelsyra, 3 mol/l.
Kaliumjodidlésning, 30 % (w/v).

Granulerad pimpsten som kokats i saltsyra, skoljts med vatten och tor-
kats.

3-metylbutan-1-ol.

Utrustning

Rotationsskakapparat: ca 3540 varv per minut.

Utforande
Extraktion av provet

Vidg med en noggrannhet av 1 mg upp 2,5 g av provet i en 250 ml
mitkolv. Tillsdtt 200 ml etanol (3.1) och blanda pa skakapparaten i 1
timme. Tillsatt 5 ml Carrez-16sning I (3.2) och ror om i ca 30 sekunder.
Tillsétt 5 ml Carrez-16sning II (3.3) och rér om i 1 minut. Spdd med
etanol (3.1) till full volym, homogenisera och filtrera. Ta undan 200 ml
av filtratet och 14t indunsta till ungefdr halv volym sa att det mesta av
etanolen elimineras. Overfor aterstoden efter avdunstningen kvantitativt,
med varmt vatten, till en 200 ml métkolv, kyl, spdd med vatten till full
volym, homogenisera och filtrera vid behov. Denna 16sning anvénds for
att bestimma halten av reducerande socker och, efter invertering, total-
halten socker.

Bestdmning av reducerande socker

Pipettera av hogst 25 ml av 16sningen med ett innehall av mindre dn 60
mg reducerande socker uttryckt som glukos. Spid vid behov med des-
tillerat vatten till 25 ml och bestdm halten reducerande socker med Luff-
Schoorl-metoden. Resultatet uttrycks som procent glukos i provet.

Bestdmning av totalhalten socker efter invertering

Pipettera 6ver 50 ml av 16sningen till en 100 ml maétkolv. Tillsétt nagra
droppar metylorangelosning (3.4) och darefter — forsiktigt och under
stindig omrorning — saltsyra (3.5) tills vétskan blir tydligt rod. Tillsatt
15 ml saltsyra (3.6), sink ned kolven i ett kraftigt kokande vattenbad
och lat std i 30 minuter. Kyl hastigt till ca 20 °C och tillsdtt 15 ml
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natriumhydroxidldsning (3.7). Spad med vatten till 100 ml och homo-
genisera. Avlidgsna hogst 25 ml av 16sningen med ett innehall av mindre
an 60 mg reducerande socker uttryckt som glukos. Spad vid behov med
destillerat vatten till 25 ml och bestdm halten reducerande socker med
Luff-Schoorl-metoden. Resultatet uttrycks som procent glukos i provet
eller, om sé &r lampligt, sackaros, genom att multiplicera med faktorn
0,95.

Titrering med Luff-Schoorl-metoden

Pipettera over 25 ml Luff-Schoorl-reagens (3.8) till en 300 ml E-kolv.
Tillsdtt exakt 25 ml av den klarade sockerlosningen. Tillsdtt tva korn
pimpsten (3.13), hetta upp under omrérning for hand 6ver medelstor
Oppen laga och 14t vitskan koka i cirka tvd minuter. Still omedelbart
E-kolven pa ett asbestkldtt tradndt med ett hdl med ca 6 cm diameter
under vilket en laga brinner. Lagan ska justeras sa att endast E-kolvens
botten hettas upp. Anslut en &terloppskylare till E-kolven. Lat koka i
exakt 10 minuter. Kyl omedelbart i kallt vatten och titrera efter ca 5
minuter pd foljande sitt:

Tillsatt 10 ml kaliumjodidlosning (3.12) och omedelbart dérefter (for-
siktigt, pa grund av risken for kraftig skumbildning) 25 ml svavelsyra
(3.11). Titrera med natriumtiosulfatlosning (3.9) tills en matt gul firg
upptrader, tillsétt stirkelseindikatorn (3.10) och slutfor titreringen.

Utfér samma titrering pa en noggrant uppmatt blandning av 25 ml Luff-
Schoorl-reagens (3.8) och 25 ml vatten efter tillsats av 10 ml kaliumjo-
didlosning (3.12) och 25 ml svavelsyra (3.11) utan kokning.

Berikning av resultat

Faststdll med hjdlp av tabellen nedan den glukosméingd i mg som mot-
svarar skillnaden mellan resultaten av de bada titreringarna, uttryckt i mg
0,1 M natriumtiosulfat. Uttryck resultatet i procent av provet.

Sirskilda forfaranden

For foder som innehaller mycket melass eller som inte ar sarskilt ho-
mogena vigs 20 g upp och dverfors med 500 ml vatten till en 1 000 ml
mitkolv. Blanda pé skakapparaten i en timme. Gor 16sningen klar med
Carrez-reagens 1 (3.2) och Carrez-reagens II (3.3) enligt beskrivningen i
5.1 men med fyra ganger storre méngd av varje reagens. Spad till full
volym med etanol 80 % (v/v).

Homogenisera och filtrera. Avldgsna etanolen enligt beskrivningen i 5.1.
Om det inte finns nadgon dextrinerad stérkelse, tillsdtts destillerat vatten
till full volym.

For melass och foderrdvaror som innehéller mycket socker och som é&r
néstan stiarkelsefria (johannesbrdd, torkad betsnitsel osv.), vigs 5 g upp i
en 250 ml matkolv, varefter 200 ml destillerat vatten tillsétts och 16s-
ningen blandas pa skakapparaten i en timme eller mer om sa behdvs.
Gor 16sningen klar med Carrez-reagens 1 (3.2) och Carrez-reagens II
(3.3) enligt beskrivningen i 5.1. Spad med kallt vatten till full volym,
homogenisera och filtrera. Bestdm totalhalten socker enligt beskriv-
ningen i 5.3.

Anmirkningar

For att forhindra skumbildning &r det lampligt att (oberoende av voly-
men) tillsdtta ca 1 ml 3-metylbutan-1-ol (3.14) fore uppkokning med
Luff-Schoorl-reagens.
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Skillnaden mellan totalhalten socker efter invertering, uttryckt som glu-
kos, och halten reducerande socker, uttryckt som glukos, multiplicerad
med 0,95 ger sackaroshalten i procent.

For att bestimma halten reducerande socker med undantag av laktos kan
tva metoder anvéndas:

For en ungefirlig berdkning multipliceras den laktoshalt som faststillts
med en annan analysmetod med 0,675, och det erhallna resultatet dras
fran halten reducerande socker.

For en exakt berikning av reducerande socker med undantag av laktos
maste samma prov anvindas for de tva slutliga bestimningarna. Den ena
analysen utfors pa en del av den 16sning som erhéllits enligt 5.1 och den
andra pd en del av den 16sning som erhallits vid bestimningen av laktos
med den metod som faststéllts for detta dandamal (efter det att de andra
sockerarterna jésts och 16sningen klarats).

I bada fallen bestims méingden befintligt socker med Luff-Schoorl-me-
toden och beriknas i mg glukos. Det ena av virdena dras fran det andra
och skillnaden uttrycks i procent av provet.

Exempel

De tvé valda volymerna motsvarar vid varje bestimning ett prov pa 250

mg.

I det forsta fallet forbrukas 17 ml 0,1 M natriumtiosulfatldsning, vilket
motsvarar 44,2 mg glukos, och i det andra fallet 11 ml, vilket motsvarar
27,6 mg glukos.

Skillnaden &r 16,6 mg glukos.

Halten reducerande socker (med undantag av laktos) berdknad som glu-
kos dr alltsa:

4 x 16,6

= 6,649
10 64%

Virdetabell for 25 ml Luff-Schoorl-reagens

ml Na,S,05 0,1 mol/l, uppviarmning 2 minuter, kokning 10 minuter

Na,S,05 Glukos, g’gg:rs’ invert- Laktos Maltos Na,S,05
0,1 mol/l Ce Hyy Og CoHy01, C1oHp0p, 0,1 mol/l
ml mg skillnad mg skillnad mg skillnad ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 3,9 3,9 1
2 4,8 2,4 7,3 3,7 7,8 3,9 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 11,7 3,9 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 15,6 4,0 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 19,6 3,9 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 23,5 4,0 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 27,5 4,0 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 31,5 4,0 8
9 22,4 2,6 33,2 3.8 35,5 4,0 9
10 25,0 2,6 37,0 3.8 39,5 4,0 10
11 27,6 2,7 40,8 3.8 43,5 4,0 11
12 30,3 2,7 44,6 3.8 47,5 4,1 12
13 33,0 2,7 48,4 3.8 51,6 4,1 13
14 35,7 2,8 52,2 3.8 55,7 4,1 14
15 38,5 2,8 56,0 3,9 59,8 4,1 15
16 41,3 2,9 59,9 3.9 63,9 4,1 16
17 44,2 2,9 63,8 39 68,0 4,2 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 72,2 4,3 18
19 50,0 3,0 71,7 4,0 76,5 4.4 19
20 53,0 3,0 75,7 4,1 80,9 4,5 20
21 56,0 3,1 79,8 4,1 85,4 4,6 21
22 59,1 3,1 83,9 4,1 90,0 4,6 22
23 62,2 88,0 94,6 23
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3.6

3.7

3.8

3.9

K. BESTAMNING AV LAKTOS
Syfte och tillimpningsomrade

Med denna metod kan laktoshalten bestimmas i foder som innehaller
mer dn 0,5 % laktos.

Princip

Sockerarterna 16ses upp i vatten. Losningen fermenteras med jésten Sac-
charomyces cerevisiae som lamnar laktosen opaverkad. Efter klarning
och filtrering bestdms laktoshalten i filtratet med Luff-Schoorl-metoden.

Reagens

Suspension av Saccharomyces cerevisiae: slamma upp 25 g farsk jést i
100 ml vatten. Suspensionen héller sig hogst en vecka i kylskap.

Carrez-16sning I: 16s 21,9 g zinkacetat, Zn (CH; COO), 2H,0, och 3 g
isdttika 1 vatten. Spdd med vatten till 100 ml.

Carrez-16sning II: 16s 10,6 g kaliumferrocyanid, K4Fe(CN)s 3H,O0, i
vatten. Spad med vatten till 100 ml.

Luff-Schoorl-reagens:

Hall citronsyraldsningen (3.4.2) i natriumkarbonatldsningen (3.4.3) un-
der noggrann omrorning. Tillsétt kopparsulfatlésningen (3.4.1) och spad
med vatten till 1 liter. Lat std over natten och filtrera. Kontrollera kon-
centrationen hos det erhéllna reagenset (Cu 0,05 mol/l, Na,CO5 1 mol/l).
Losningens pH ska vara ca 9,4.

Kopparsulfatlosning: 16s 25 g jéarnfritt kopparsulfat, CuSO4 5H,0, i 100
ml vatten.

Citronsyraldsning: 16s 50 g citronsyra, C¢qHgO7 - H,O, i 50 ml vatten.

Natriumkarbonatlosning: 16s 143,8 g vattenfritt natriumkarbonat i ca 300
ml varmt vatten. Lat svalna.

Granulerad pimpsten som kokats i saltsyra, skoljts med vatten och tor-
kats.

Kaliumjodidldsning, 30 % (w/v).

Svavelsyra, 3 mol/l.

Natriumtiosulfatlosning, 0,1 mol/l.

Stirkelselosning: tillsdtt en blandning av 5 g 10slig stirkelse i 30 ml
vatten till 1 liter kokande vatten. Koka i 3 minuter, 1at svalna och tillsatt
vid behov 10 mg kvicksilverjodid som konserveringsmedel.

Utrustning

Vattenbad med termostaten instdlld pa 38—40 °C.

Utforande

Vidg med en noggrannhet av 1 mg upp 1 g av provet i en 100 ml
mitkolv. Tillsdtt 25-30 ml vatten. Lat kolven std i ett kokande vattenbad
i 30 minuter och kyl sedan till ca 35 °C. Tillsitt 5 ml jéstsuspension
(3.1) och homogenisera. Lat kolven std i vattenbad i tva timmar vid en
temperatur av 38—40 °C. Kyl darefter till ca 20 °C.

Tillsatt 2,5 ml Carrez-l16sning 1 (3.2), ror om i 30 sekunder och tillsitt
sedan 2,5 ml Carrez-16sning II (3.3) och rér om i ytterligare 30
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sekunder. Spad med vatten till 100 ml, blanda och filtrera. Pipettera upp
hogst 25 ml av filtratet som bor innehélla 40-80 mg laktos och &verfor
detta till en 300 ml E-kolv. Spid vid behov med vatten till 25 ml.

Utfor ett blankprov pa samma sétt med 5 ml jastsuspension (3.1). Fast-
stéll laktoshalten enligt Luff-Schoorl pa foljande sitt: tillsitt exakt 25 ml
Luff-Schoorl-reagens (3.4) och tva korn pimpsten (3.5). Ror om f6r hand
medan innehéllet hettas upp Gver medelstor oppen ldga och lat vitskan
koka i ca 2 minuter. Still omedelbart E-kolven pa ett asbestklatt tradnét
med ett hal med ca 6 cm diameter under vilket en ldga brinner. Lagan
ska justeras sa att endast E-kolvens botten hettas upp. Anslut en ater-
loppskylare till E-kolven. Lét koka i exakt 10 minuter. Kyl omedelbart i
kallt vatten och titrera efter ca 5 minuter pa foljande sitt:

Tillsatt 10 ml kaliumjodidlosning (3.6) och omedelbart dérefter (forsik-
tigt, pd grund av risken for kraftig skumbildning) 25 ml svavelsyra (3.7).
Titrera med natriumtiosulfatlosning (3.8) tills en matt gul farg upptrader,
tillsétt starkelseindikatorn (3.9) och slutfor titreringen.

Utfor samma titrering pa en noggrant uppmatt blandning av 25 ml Luft-
Schoorl-reagens (3.4) och 25 ml vatten efter tillsats av 10 ml kaliumjo-
didlosning (3.6) och 25 ml svavelsyra (3.7) utan kokning.

Berikning av resultat

Faststéll med hjélp av tabellen nedan den laktosmidngd i mg som mot-
svarar skillnaden mellan resultaten av de bédda titreringarna, uttryckt i ml
0,1 M natriumtiosulfat.

Uttryck resultatet som halten vattenfri laktos 1 procent av provet.
Anmirkning
For produkter som innehaller mer &n 40 % jésbart socker anviands mer

an 5 ml jastsuspension (3.1).

Virdetabell for 25 ml Luff-Schoorl-reagens

ml Na,S,05 0,1 mol/l, uppviarmning 2 minuter, kokning 10 minuter

Na,S,05 Glukos, ggtlg:rs’ invert- Laktos Maltos Na,S,05
0,1 mol/l CeHyO4 CoH01, C1oHp0p, 0,1 mol/l
ml mg skillnad mg skillnad mg skillnad ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 3,9 3,9 1
2 4,8 2,4 7,3 3,7 7,8 3,9 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 11,7 3,9 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 15,6 4,0 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 19,6 3,9 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 23,5 4,0 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 27,5 4,0 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 31,5 4,0 8
9 22,4 2,6 33,2 3.8 35,5 4,0 9
10 25,0 2,6 37,0 3.8 39,5 4,0 10
11 27,6 2,7 40,8 3.8 43,5 4,0 11
12 30,3 2,7 44,6 3.8 47,5 4,1 12
13 33,0 2,7 48,4 3.8 51,6 4,1 13
14 35,7 2,8 52,2 3.8 55,7 4,1 14
15 38,5 2,8 56,0 3,9 59,8 4,1 15
16 41,3 2,9 59,9 3.9 63,9 4,1 16
17 44,2 2,9 63,8 39 68,0 4,2 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 72,2 4,3 18
19 50,0 3,0 71,7 4,0 76,5 4.4 19
20 53,0 3,0 75,7 4,1 80,9 4,5 20
21 56,0 3,1 79,8 4,1 85,4 4,6 21
22 59,1 3,1 83,9 4,1 90,0 4,6 22
23 62,2 88,0 94,6 23
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L. BESTAMNING AV STARKELSE
POLARIMETRISK METOD
Syfte och tillimpningsomrade

Med denna metod &dr det mgjligt att bestimma halten av stérkelse och
nedbrytningsprodukter av stirkelse med hog molekylvikt i foder, i syfte
att kontrollera att det deklarerade energivardet ar korrekt (bestimmelser i
bilaga VII) och att radets direktiv 96/25/EG (') efterlevs.

Princip

Metoden omfattar tva bestdmningar. I den forsta behandlas provet med
utspadd saltsyra. Efter klarning och filtrering mits 16sningens optiska
rotation polarimetriskt.

I den andra extraheras provet med 40 % etanol. Efter att filtratet surg-
jorts med saltsyra, klarats och filtrerats mits den optiska rotationen pa
samma sétt som vid den fOrsta bestimningen.

Genom att multiplicera skillnaden mellan de bada métningarna med en
kind faktor erhalls provets stirkelsehalt.

Reagens

Saltsyra, 16sning 25 % (w/w), densitet: 1,126 g/ml.

Saltsyra, 16sning 1,13 % (w/v).

Koncentrationen méste kontrolleras genom titrering med 0,1 M natrium-
hydroxidldsning i nirvaro av 0,1 % (w/v) metylrott i 94 % (v/v) etanol.
For att neutralisera 10 ml kravs 30,94 ml 0,1 M NaOH.

Carrez-16sning I: 16s 21,9 g zinkacetat, Zn(CH;COO), 2H,0, och 3 g
isdttika 1 vatten. Spdd med vatten till 100 ml.

Carrez-16sning II: 16s 10,6 g kaliumferrocyanid, K;Fe(CN)s 3H,0, i
vatten. Spad med vatten till 100 ml.

Etanol 40 % (v/v), densitet: 0,948 g/ml vid 20 °C.

Utrustning

250 ml E-kolv med standardfog av slipat glas och &terloppskylare.

Polarimeter eller sackarimeter.

Utforande
Provberedning

Krossa provet tills det &r tillrdckligt finfordelat for att helt kunna passera
genom en sikt med 0,5 mm runda maskor.

Bestdmning av den totala optiska rotationen (P eller S) (se anmdrkning
7.1)

Vig med en noggrannhet av 1 mg upp 2,5 g av det krossade provet i en
100 ml maétkolv. Tillsdtt 25 ml saltsyra (3.2), skaka om sa att provet
fordelas jimnt och tillsdtt ytterligare 25 ml saltsyra (3.2). Sénk ned
kolven i ett kokande vattenbad under kraftig och jimn omskakning

(") EGT L 125, 23.5.1996, s. 35.
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under de tre forsta minuterna for att forhindra agglomeratbildning. Vat-
tenbadet maste innehdlla si mycket vatten att det fortsitter att koka da
kolven sinks ned i det. Kolven far inte tas upp ur vattenbadet vid
omskakningen. Ta upp kolven ur vattenbadet efter exakt 15 minuter,
tillsdtt 30 ml kallt vatten och kyl omedelbart till 20 °C.

Tillsatt 5 ml Carrez-16sning I (3.3) och skaka i ca 30 sekunder. Tillsatt
sedan 5 ml Carrez-16sning II (3.4) och skaka i ytterligare ca 30 sekun-
der. Spad med vatten till full volym, blanda och filtrera. Om filtratet inte
ar fullstandigt klart (vilket ar sdllsynt) upprepas bestdmningen med en
storre kvantitet Carrez-16sning 1 och II, till exempel 10 ml.

Losningens optiska rotation mits i ett 200 mm rér med polarimeter eller
sackarimeter.

53 Bestdmning av den optiska rotationen (P' eller S') hos dmnen som dr
losliga i 40 % etanol

Vig med en noggrannhet av 1 mg upp 5 g av provet i en 100 ml
matkolv och tillsdtt ca 80 ml etanol (3.5) (se anmérkning 7.2). Lat
kolven std i en timme i rumstemperatur och skaka under denna tid om
kraftigt vid sex tillfdllen s& att provet blandas vél med etanolen. Spad
med etanol (3.5) till full volym, blanda och filtrera.

Pipettera 6ver 50 ml av filtratet (motsvarar 2,5 g av provet) till en 250
ml E-kolv, tillsdtt 2,1 ml saltsyra (3.1) och skaka kraftigt. Anslut en
aterloppskylare till E-kolven och sdnk dérefter ned E-kolven i ett ko-
kande vattenbad. Ta efter exakt 15 minuter upp E-kolven ur vattenbadet,
overfor innehallet till en 100 ml métkolv (skdlj med lite kallt vatten) och
kyl till 20 °C.

Klara provet med Carrez-16sning I (3.3) och 1I (3.4), spdd med vatten till
full volym, blanda, filtrera och mit den optiska rotationen pa det sitt
som anges i 5.2 andra och tredje styckena.

6. Berikning av resultat

Starkelsehalten ( %) berdknas pa foljande sitt:

6.1 Mtning med polarimeter
2 000(P — P’
Stirkelsehalt (%) = %
[o]p
P = total optisk rotation i vinkelgrader
P' = optisk rotation i vinkelgrader for &mnen som é&r 16sliga i 40 %

(v/v) etanol
[(x]zDO = specifik optisk rotation for ren stirkelse. De konventionella
numeriska vérdena for denna faktor &r

+ 185,99 risstirkelse
+ 185,7°: potatisstirkelse
+ 184,6° majsstirkelse
+ 182,7°:  vetestirkelse
+ 181,5° kornstirkelse
+ 181,3° havrestirkelse
+ 184,0°: andra typer av stirkelse och stirkelseblandningar i
foderblandningar
6.2 Mtning med sackarimeter
! U
Stirkelsehalt (%) — 2 02(?)? o (2N % 0,665) x (S—£8') 26,6 N x (s-°9)

[a]p 100 [l
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6.3

7.2

7.3

S = total optisk rotation i sackarimetergrader

S' = optisk rotation i sackarimetergrader for &mnen som ar 16sliga i
40 % (v/v) etanol

N = vikt (g) av sackaros i 100 ml vatten som ger en optisk rotation

pa 100 sackarimetergrader vid métning med ett 200 mm ror
16,29 g for franska sackarimetrar
26,00 g for tyska sackarimetrar
20,00 g for sackarimetrar av blandtyp
[a]lz)oo = gpecifik optisk rotation for ren stirkelse (se 6.1)

Repeterbarhet

Skillnaden mellan resultaten av tva parallella bestimningar som utfors pa
samma prov fér inte Overstiga 0,4 i absoluta tal om stirkelsehalten ar
under 40 %, och 1 % i relativt virde om starkelsehalten ar 40 % eller
hogre.

Anmiérkningar

Om provet innehaller mer dan 6 % karbonater, berdknat som kalciumkar-
bonat, maste dessa avldgsnas genom behandling med en vil avvigd
mangd utspddd svavelsyra, innan den totala optiska rotationen bestdms.

For produkter med hog laktoshalt, som mjolkserum i pulverform och
skummjolkspulver, anvdnds foljande forfarande efter tillsats av 80 ml
etanol (3.5): Anslut en aterloppskylare till kolven och sidnk dérefter ned
kolven i ett vattenbad vid 50 °C i 30 minuter. Lat svalna och fortsétt
analysen enligt anvisningarna i 5.3.

Fo6ljande foderravaror kan, om de forekommer i betydande méngder i
fodret, stora bestimningen av stirkelsehalt med polarimeter och kan
dérigenom ge upphov till felaktiga resultat:

— (Socker)betsprodukter som (socker)betmassa, (socker)betmelass, me-
lasserad (socker)betmassa, (socker)betvinass, (bet)socker.

— Citruspulpa.
— Linfron, linfroexpeller, extraherade linfron.
— Rapsfro, rapsfroexpeller, extraherade rapsfron, rapsfroskal.

— Solrosfron, extraherade solrosfron, delvis skalade extraherade sol-
rosfron.

— Kopraexpeller, extraherad kopra.

— Potatispulpa.

— Vattenfri jast.

— Inulinrika produkter (t.ex. snitsel och mjol av jordartskockor).
— Fettgrevar.

M. BESTAMNING AV RAASKA
Syfte och tillimpningsomrade

Med denna metod kan halten raaska i foder bestimmas.
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43

5.1
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Princip

Provet foraskas vid 550 °C. Aterstoden végs.

Reagens

Ammoniumnitrat, 16sning 20 % (W/v).

Utrustning

Virmeplatta.

Elektrisk muffelugn med termostat.

Deglar av kvarts, porslin eller platina; antingen rektanguléra (ca 60 x 40
x 25 mm) eller cirkelformade (diameter: 60—75 mm, hdjd: 20-40 mm).

Utforande

Vig med en noggrannhet av 1 mg upp ca 5 g av provet (2,5 g for
produkter som har bendgenhet att svélla) i en degel som forst har upp-
hettats till 550 °C, svalnat och tarerats. Stdll degeln pa vdrmeplattan och
upphetta sakta tills provet forkolnar. Foraska enligt 5.1 eller 5.2.

Sétt in degeln i den kalibrerade muffelugnen instdlld pad 550 °C. Hall
provet vid denna temperatur tills en vit, ljusgra eller rodaktig aska bildas
som forefaller fri frdn kolhaltiga partiklar. Stéll degeln i en exsickator,
lat svalna och védg omedelbart.

Satt in degeln i den kalibrerade muffelugnen instélld pa 550 °C. Foraska
i 3 timmar. Still degeln i en exsickator, 14t svalna och vdg omedelbart.
Foraska péa nytt i 30 minuter for att sékerstélla att askans vikt ar konstant
(viktforlusten mellan tva pa varandra foljande végningar fir inte Gver-
stiga 1 mg).

Berikning av resultat

Berédkna aterstodens vikt med taran frandragen.

Resultatet uttrycks i procent av provet.

Anméirkningar

Askan av dmnen som dr svara att foraska maste forst genomgéd en
forberedande foraskning i minst 3 timmar, kylas och sedan tillsdttas
ndgra droppar 20 % ammoniumnitratlosning eller vatten (forsiktigt sa
att inte askan sprids eller klumpar bildas). Fortsétt kalcineringen efter
torkning 1 ugn. Upprepa forfarandet s& manga génger som behovs tills
foraskningen ar fullstindig.

For dmnen som dr motstandskraftiga mot den behandling som beskrivs i
7.1 forfars pa foljande sitt: efter foraskning i tre timmar laggs askan i
varmt vatten och filtreras genom ett litet askfritt filter. Foraska filtret och
dess innehall i den ursprungliga degeln. Overfor filtratet till den avsval-
nade degeln, 1at indunsta tills det ar torrt, foraska och vig.

For oljor och fetter: vag noggrant upp ett prov pa 25 g i en degel av
lamplig storlek. Forkola provet genom att antinda den med en remsa
askfritt filtrerpapper. Fukta efter forbranning med minsta méjliga méngd
vatten. Torka och foraska enligt beskrivningen i punkt 5.
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N. BESTAMNING AV ASKA SOM AR OLOSLIG I SALTSYRA
Syfte och tillimpningsomrade

Med denna metod kan halten i foder av mineralimnen som é&r olosliga i
saltsyra bestimmas. Tva metoder kan anvdndas beroende pa typen av
prov.

Metod A: tillamplig pa organiska foderravaror och pa de flesta foderb-
landningar.

Metod B: tillamplig pa mineralfoder och mineralfoderblandningar och pa
foderblandningar vilkas halt av &mnen som é&r oldsliga i saltsyra Gver-
stiger 1 % enligt bestimning med metod A.

Princip

Metod A: provet foraskas, askan kokas i saltsyra och den oldsliga ater-
stoden filtreras och vigs.

Metod B: provet behandlas med saltsyra. Losningen filtreras varpa ater-
stoden foraskas och den aska som erhalls behandlas enligt metod A.

Reagens

Saltsyra, 3 mol/l.

Triklordttiksyra, 16sning 20 % (w/v).

Triklordttiksyra, 16sning 1 % (W/v).

Utrustning

Virmeplatta.

Elektrisk muffelugn med termostat.

Deglar av kvarts, porslin eller platina, rektanguldra (ca 60 x 40 x 25 mm)
eller cirkelformade (diameter: 60—75 mm, héjd: 20-40 mm).

Utforande
Metod A:

Foraska provet med samma metod som for bestimning av raaska. Aska
som erhéllits vid den analysen kan ocksé anvindas.

Overfor askan till en 250—400 ml bigare med 75 ml saltsyra (3.1). Koka
upp langsamt och lat koka forsiktigt i 15 minuter. Filtrera den varma
16sningen genom ett askfritt filtrerpapper och skdlj aterstoden med varmt
vatten tills ingen syrareaktion ldngre dr méarkbar. Torka filtret med ater-
stoden och foraska i en tarerad degel vid lagst 550 °C och hogst 700 °C.
Kyl i exsickator och vig.

Metod B:

Vig med en noggrannhet av 1 mg upp 5 g av provet i en 250—-400 ml
bagare. Tillsdtt 25 ml vatten och dérefter 25 ml saltsyra (3.1), blanda och
vénta tills gasutvecklingen upphor. Tillsdtt ytterligare 50 ml saltsyra
(3.1). Vinta tills gasutvecklingen upphor och stéll sedan bégaren i ett
kokande vattenbad i 30 minuter eller lingre sa att eventuell stirkelse
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hydrolyseras fullstindigt. Filtrera den fortfarande varma 1sningen ge-
nom ett askfritt filter och tvitta filtret i 50 ml varmt vatten (jfr punkt 7).
Ligg filtret med aterstod i en degel, torka och foraska vid en temperatur
av ligst 550 °C och hogst 700 °C. Overfor askan till en 250-400 ml
bagare med 75 ml saltsyra (3.1). Fortsdtt enligt beskrivningen i punkt
5.1 andra stycket.

Berikning av resultat

Berdkna aterstodens vikt med taran frandragen. Resultatet uttrycks i
procent av provet.

Anmirkning

Om filtreringen visar sig svar att genomfora ska analysen péborjas pa
nytt, varvid de 50 ml saltsyra (3.1) ersétts med 50 ml 20 % trikloréttik-
syra (3.2) och filtret skoljs med en varm losning av 1 % trikloréttiksyra
(3.3).

0. BESTAMNING AV KARBONATER
Syfte och tillimpningsomrade

Med denna metod kan méngden karbonater, konventionellt uttryckt som
kalciumkarbonat, bestimmas i de flesta fodertyper.

I vissa fall (t.ex. for jairnkarbonat) maste dock en sérskild metod anvén-
das.

Princip

Karbonaterna 16ses upp i saltsyra. Den koldioxid som frigdrs samlas upp
i ett mitglas, och dess volym jamfors med den som under samma for-
héllanden frigors av en kdnd méngd kalciumkarbonat.

Reagens

Saltsyra, densitet 1,10 g/ml.
Kalciumkarbonat.
Svavelsyra, ca 0,05 mol/l, fairgad med metylrdtt.

Utrustning

Scheibler-Dietrichapparat (se figur) eller motsvarande.

Utforande

Vig upp en provméngd som beroende pa dess karbonathalt ska vara

— 0,5 g for produkter som innehéller 50-100 % karbonater, uttryckt
som kalciumkarbonat,

— 1 g for produkter som innehéller 40-50 % karbonater, uttryckt som
kalciumkarbonat,

— 2-3 g for 6vriga produkter.

Placera provet i apparatens specialkolv (4), som &r utrustad med ett litet
ror av okrossbart material som innehaller 10 ml saltsyra (3.1) och anslut
kolven till apparaten. Vrid trevigskranen (5) sé att roret (1) oppnas. Still
in vétskenivan pa nollmarkeringen med hjélp av det flyttbara roret (2)
som dr fyllt med fargad svavelsyra (3.3) och anslutet till mitglaset (1).
Vrid kranen (5) sa att roren (1) och (3) forbinds och kontrollera att nivén
ar noll.

Luta kolven (4) sa att saltsyran (3.1) sprids langsamt dver provet. Jimna
ut trycket genom att sinka roret (2). Skaka kolven (4) tills ingen kol-
dioxid léngre frigors.

Aterstill trycket genom att justera tillbaka vitskenivan till den ursprung-
liga i réren (1) och (2). Avlés efter ndgra minuter nir gasvolymen har
blivit konstant.

Utfor ett kontrolltest under samma forhéallanden med 0,5 g kalciumkar-
bonat (3.2).
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Beriikning av resultat

Karbonathalten, uttryckt som kalciumkarbonat, berdknas med formeln

V x 100
X=—
V X 2m

dar:

X = % (w/w) karbonater, uttryckt som kalciumkarbonat, i provet
V = ml CO, som frigbrs av provet

V;=ml CO, som frigérs av 0,5 g CaCOj

m = provets vikt i gram.

Anmiérkningar

Om provet viger mer &n 2 g ska forst 15 ml destillerat vatten tillséttas i
kolven (4) och blandas med provet innan forsoket pdborjas. Anvind
samma volym vatten vid kontrolltestet.

Om den apparat som anvinds har andra dimensioner &n Scheibler-Dietri-

chapparaten maste man gora motsvarande dndringar av det anvinda pro-
vets och kontrollsubstansens médngd samt vid resultatberdkningen.

SCHEIBLER-DIETRICH-APPARATUR FOR BESTAMNING AV co,

IR
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P. BESTAMNING AV TOTALFOSFOR
FOTOMETRISK METOD
Syfte och tillimpningsomrade

Med denna metod kan totalfosforhalten bestdmmas i foder. Metoden ar
sdrskilt 1amplig for analys av produkter med lag fosforhalt. I vissa fall
(fosforrika produkter) kan en gravimetrisk metod anvéndas.

Princip

Provet mineraliseras antingen genom torrféraskning (organiska foder)
eller genom uppslutning med syra (mineralfoderblandningar och flytande
foder) och laggs i en syralosning. Losningen behandlas med molybdova-
nadatreagens. Absorbansen hos den gula 16sning som dé bildas miits i
spektrofotometer vid 430 nm.

Reagens

Kalciumkarbonat.

Saltsyra, p,y = 1,10 g/ml (ca 6 mol/l).

Salpetersyra, p,y = 1,045 g/ml.

Salpetersyra, pyo = 1,38-1,42 g/ml.

Svavelsyra, pyy = 1,84 g/ml.

Molybdovanadatreagens: blanda 200 ml ammoniumheptamolybdatlds-
ning (3.6.1), 200 ml ammoniumvanadatlosning (3.6.2) och 134 ml sal-
petersyra (3.4) i en 1 000 ml métkolv. Spdd med vatten till full volym.
Ammoniumheptamolybdatlésning: 16s 100 g ammoniumheptamolybdat
(NH4) 6Mo050,4'4H,0, i varmt vatten. Tillsdtt 10 ml ammoniak (densitet
0,91 g/ml) och spdd med vatten till 1 liter.

Ammoniumvanadatlésning: 16s 2,35 g ammoniumvanadat NH4VO5 i
400 ml varmt vatten. Tillsdtt langsamt under stdndig omrorning 20 ml
utspddd salpetersyra (7 ml HNO;3 [3.4] + 13 ml vatten) och spdd med

vatten till 1 liter.

Standardfosforlosning, 1 mg/ml: 16s 4,387 g kaliumdivatefosfat KH,PO,
i vatten. Spiad med vatten till 1 liter.

Utrustning

Deglar av kvarts, porslin eller platina.

Elektrisk muffelugn med termostaten instélld pa 550 °C.
250 ml Kjeldahlkolv.

Mitkolvar och precisionspipetter.

Spektrofotometer.

Provror, ca 16 mm i diameter, med proppar, 14,5 mm i diameter, volym
25-30 ml.

Utforande
Beredning av l6sningen

Losningen bereds enligt 5.1.1 eller 5.1.2 beroende pé typ av prov.

Vanlig metod

Vig upp 1 g eller mer av provet med en noggrannhet av 1 mg. Placera
provet i en Kjeldahlkolv, tillsatt 20 ml svavelsyra (3.5), skaka om sa att
materialet helt impregneras med syra och si att den inte fastnar pa
kolvens véggar, upphetta och 14t koka i 10 minuter. Lat svalna négot,
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tillsétt 2 ml salpetersyra (3.4), upphetta forsiktigt, 14t svalna nigot, till-
sitt lite mer salpetersyra (3.4) och upphetta ater till kokpunkten. Upp-
repa detta forfarande tills en firglos 10sning erhalls. Kyl, tillsétt lite
vatten, hdll 6ver vitskan i en 500 ml mitkolv och skélj ur Kjeldahlkol-
ven med varmt vatten. Lat svalna, spdd med vatten till full volym,
homogenisera och filtrera.

Prov som innehdller organiska &mnen och som é&r
fria frdn kalcium- och magnesiumdivédtefosfat

Vig med en noggrannhet av 1 mg upp ca 2,5 g av provet i en degel.
Blanda provet fullstindigt med 1 g kalciumkarbonat (3.1). Foraska i
ugnen vid 550 °C tills en vit eller gra aska erhalls (visst inslag av trikol
har ingen betydelse). Overfér askan till en 250 ml bégare. Tillsétt 20 ml
vatten och saltsyra (3.2) tills skumningen upphor. Tillsétt ytterligare 10
ml saltsyra (3.2). Stdll bagaren i sandbad och indunsta fullstédndigt sa att
kiseldioxiden blir oldslig. Los ater upp aterstoden i 10 ml salpetersyra
(3.3) och koka pa sandbadet eller pa en varmeplatta i 5 minuter utan
fullstdndig indunstning. Hall éver vétskan i en 500 ml miétkolv och skélj
ur bagaren flera gdnger med varmt vatten. L&t svalna, spdd med vatten
till full volym, homogenisera och filtrera.

Férgutveckling och mdtning av absorbans

Spéd ut en alikvot av det filtrat som erhéllits enligt 5.1.1 eller 5.1.2 sa
att en fosforhalt av hogst 40 pg/ml erhalls. Overfér 10 ml av denna
16sning till ett provror (4.6) och tillsdtt 10 ml molybdovanadatreagens
(3.6). Homogenisera och lat std i minst 10 minuter vid 20 °C. Mit
absorbansen i spektrofotometer vid 430 nm mot en 16sning av 10 ml
molybdovanadatreagens (3.6) i 10 ml vatten.

Kalibreringskurva

Av standardlosningen (3.7) bereds 16sningar som innehaller 5, 10, 20, 30
och 40 pg fosfor per ml. Ta 10 ml av var och en av dessa losningar och
tillsatt 10 ml molybdovanadatreagens (3.6). Homogenisera och 1at st i
minst 10 minuter vid 20 °C. Mt absorbansen pa det sitt som anges i
5.2. Konstruera kalibreringskurvan genom att avsitta absorbansvéirdena
mot motsvarande kvantiteter fosfor. Vid koncentrationer mellan 0 och 40
pg/ml ar kurvan linjér.

Beriikning av resultat

Bestdm méngden fosfor i provet med hjélp av kalibreringskurvan.

Resultatet uttrycks i procent av provet.

Repeterbarhet

Skillnaden mellan resultaten fran tva parallella bestimningar som utfors
pa samma prov far inte Gverstiga

— 3 % av det hogre vérdet for fosforhalter under 5 %,

— 0,15 % i absoluta tal for fosforhalter pd 5 % eller mer.
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Q. BESTAMNING AV KLOR I KLORIDER
Syfte och tillimpningsomrade

Med denna metod kan mangden klor i vattenldsliga klorider, konventio-
nellt uttryckt som natriumklorid, bestimmas. Metoden é&r tillimplig pa
alla foder.

Princip

Kloriderna 16ses upp i vatten. Om produkten innehaller organiskt mate-
rial ska den klaras. Losningen surgérs nagot med salpetersyra och klo-
riderna falls ut som silverklorid genom tillsats av silvernitratlosning.
Overskottet av silvernitrat titreras med ammoniumtiocyanatldsning enligt
Volhardmetoden.

Reagens

Ammoniumtiocyanatlésning 0,1 mol/l.
Silvernitratlésning 0,1 mol/l.

Meittad 16sning av ammoniumjarnsulfat (NH4)Fe(SOy),.
Salpetersyra, densitet 1,38 g/ml.

Dietyleter.

Aceton.

Carrez-16sning I: 16s 21,9 g zinkacetat, Zn(CH;COO),2H,0, och 3 g
isdttika i vatten. Spdd med vatten till 100 ml.

Carrez-16sning II: 16s 10,6 g kaliumferrocyanid, K4Fe(CN)¢3H,0, i
vatten. Spad med vatten till 100 ml.

Aktivt kol, fritt frin klorider och inte kloridabsorberande.

Utrustning

Rotationsskakapparat: ca 3540 varv per minut.

Utforande
Beredning av losningen

Beroende pa typ av prov bereds en 16sning enligt 5.1.1, 5.1.2 eller 5.1.3.
Utfor samtidigt ett blankprov utan det prov som ska analyseras.

Prov som dr fria frdn organiskt material

Vig med en noggrannhet av 1 mg upp ett prov pa hogst 10 g som
innehéller hogst 3 g klor i kloridform. Overfor provet och 400 ml vatten
till en 500 ml mitkolv vid ca 20 °C. Blanda pé skakapparaten i 30
minuter, spéd till full volym, homogenisera och filtrera.

Prov som innehdller organiskt material med undan-
tag av produkterna i 5.1.3

Vig med en noggrannhet av 1 mg upp ca 5 g av provet tillsammans
med 1 g aktivt kol i en 500 ml mitkolv. Tillsdtt 400 ml vatten (ca
20 °C) och 5 ml Carrez-16sning I (3.7), rér om i 30 sekunder och tillsatt
dérefter 5 ml Carrez-16sning II (3.8). Blanda péa skakapparaten i 30
minuter, spéad till full volym, homogenisera och filtrera.
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7.1.
7.2.

7.3.

Kokt foder, linfrokakor och linfromjol, produkter
med hog halt linfromjoél och andra produkter med
hog halt mucilago eller kolloider (till exempel
dextrinerad stdrkelse)

Bered l6sningen enligt beskrivningen i 5.1.2 men filtrera inte. Dekantera
(centrifugera vid behov) och 6verfor 100 ml av supernatanten till en 200
ml métkolv. Blanda med aceton (3.6) och spdd med detta l6sningsmedel
till full volym, homogenisera och filtrera.

Titrering

Pipettera 6ver 25—-100 ml (beroende pé den formodade klorhalten) av det
filtrat som erhéllits enligt 5.1.1, 5.1.2 eller 5.1.3 till en E-kolv. Analys-
provet far inte innehalla mer 4n 150 mg klor (Cl). Spad vid behov med
vatten till minst 50 ml, tillsdtt 5 ml salpetersyra (3.4), 20 ml méttad
ammoniumjérnsulfatlosning (3.3) och tvd droppar ammoniumtiocyanat-
16sning (3.1) som tillfors med hjélp av en byrett som é&r fylld till noll-
markeringen. Tillfor silvernitratlosningen (3.2) med en byrett sa att ett
overskott pa 5 ml erhalls. Tillsdtt 5 ml dietyleter (3.5) och skaka kraftigt
sé att fallningen koagulerar. Titrera Overskottet av silvernitrat med am-
moniumtiocyanatldsningen (3.1) tills den rodbruna férgen har bestatt i 1
minut.

Berikning av resultat

Mingden klor (X) uttryckt som procent natriumklorid berdknas med
formeln

5845 x (V1 —V,)

X
m
dér:
V, = ml tillsatt silvernitratldsning 0,1 mol/l
V, = ml ammoniumtiocyanatlosning 0,1 mol/l som anvénts vid titre-
ringen
m = provets vikt.

Om blankprovet visar att silvernitratlosning, 0,1 mol/l, har forbrukats ska
detta vérde dras frén volymen (V| — V,).

Anmiérkningar
Titreringen kan &ven utforas potentiometriskt.

Produkter med mycket hog fetthalt ska forst avfettas med dietyleter eller
petroleumeter.

Vid analys av fiskmjdl kan titreringen utféras med Mohrs metod.
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3.11.1

FODERTILLSATSER

A. BESTAMNING AV VITAMIN A
Syfte och tillimpningsomrade

Med denna metod kan halten av vitamin A (retinol) i foder och for-
blandningar bestimmas. Med vitamin A avses all-trans-retinylalkohol
och dess cis-isomerer som bestdms med denna metod. Halten av vita-
min A uttrycks som internationella enheter (IE) per kg, dar 1 IE mot-
svarar aktiviteten hos 0,300 pg all-trans-vitamin A-alkohol eller 0,344 ng
all-trans-vitamin A-acetat eller 0,550 pg all-trans-vitamin A-palmitat.

Kvantifieringsgrinsen for vitamin A &r 2 000 IE/kg.

Princip

Provet hydrolyseras med kaliumhydroxid som 19sts i etanol, och vita-
min A extraheras sedan over till petroleumeter. Losningsmedlet far dér-
efter avdunsta, och aterstoden av provet loses i metanol och spads vid
behov till ldmplig koncentration. Halten av vitamin A bestims genom
omviand fas-kromatografi (RP-HPLC) med UV- eller fluorescensdetek-
tor. De kromatografiska parametrarna viljs sd att all-trans-vitamin A-
alkohol inte separeras fran sina cis-isomerer.

Reagens

Etanol, 6 = 96 %

Petroleumeter, kokpunktsintervall 40-60 °C

Metanol

Kaliumhydroxidldsning, ¢ = 50 g/100 ml
Natriumaskorbatlosning, ¢ = 10 g/100 ml (jfr punkt 7.7)
Natriumsulfid, Na,S- x H,0, diar x = 7-9

Natriumsulfidlosning, ¢ = 0,5 mol/l i glycerol, 8 = 120 g/l for x = 9 (jfr
punkt 7.8)

Fenolftalein som 16sts i etanol, ¢ = 2 g/100 ml (3.1)
2-propanol

Mobil fas féor HPLC: blandning av metanol (3,3) och vatten, t.ex. 980 +
20 (v + v). Det exakta forhallandet mellan volymerna anpassas efter
kolonnens egenskaper.

Kviévgas, syrefri

All-trans-vitamin A-acetat, av extra hog renhetsgrad, med certifierad
aktivitet, t.ex. 2,80 x 10° IE/g

Stamldsning av all-trans-vitamin A-acetat: Vdg med en noggrannhet av
0,1 mg upp 50 mg vitamin A-acetat (3.11) i en 100 ml métkolv. Los i 2-
propanol (3.8) och spidd till mirket med samma ldsningsmedel. Den
nominella halten av vitamin A i 16sningen &r 1400 IE/ml. Den exakta
halten ska bestimmas enligt 5.6.3.1.

All-trans-vitamin A-palmitat, av extra hog renhetsgrad, med certifierad
aktivitet, t.ex. 1,80 x 10° IE/g
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5.1

Stamlosning av all-trans-vitamin A-palmitat: Vig med en noggrannhet
av 0,1 mg upp 80 mg vitamin A-palmitat (3.12) i en 100 ml métkolv.
Los i 2-propanol (3.8) och spdd till mérket med samma losningsmedel.
Den nominella halten av vitamin A i 16sningen dr 1400 IE/ml. Den
exakta halten ska bestimmas enligt 5.6.3.2.

2,6-di-tert-butyl-4-metylfenol (BHT) (jfr punkt 7.5)

Utrustning

Rotationsindunstare

Bruna glaskarl

Séttkolvar eller E-kolvar, 500 ml, med slipad hals

Smalhalsade miétkolvar, 10, 25, 100 och 500 ml, med slipade proppar

Koniska separertrattar, 1 000 ml, med slipade proppar

Rundkolvar, 250 ml, med slipad hals

Allihn-kylare, mantelldngd 300 mm, med fog av slipat glas och adapter
for gasinledningsror

Veckat filtrerpapper for fasseparation, diameter 185 mm (t.ex. Schleicher
& Schuell 597 HY 1/2)

HPLC-utrustning med injektionssystem

HPLC-kolonn, 250 x 4 mm, C;g, 5 eller 10 um packning eller mot-
svarande (prestandakriterium: en enda topp for alla isomerer av retinol
vid normala HPLC-forhallanden)

UV- eller fluorescensdetektor, med variabel viglingd

Spektrofotometer med 10 mm kvartsceller

Vattenbad med magnetomrdrare

Extraktionsapparat (se figur 1) bestdende av:

Glascylinder, 1 liter, med slipad hals och propp.

Adapter av slipat glas med en sidoarm och ett justerbart ror genom
mitten. Det justerbara roret bor ha U-formad nederdel och en pip i
Ovre dnden sd att det Gvre vitskeskiktet i cylindern kan Gverforas till
en separertratt.

Utforande

Anmdrkning: Vitamin A dr kénsligt for (UV-)ljus och oxidation. Alla
arbetsmoment bor darfor utforas i skydd fran ljus (bruna
glaskirl eller glaskirl insvepta i aluminiumfolie) och fran
syre (spola med kvévgas). Vid extraktionen ersitts luften
ovanfor vitskan med kvévgas (undvik dvertryck genom att
latta pa proppen da och da).

Provberedning

Mal provet sd att det kan passera genom en 1 mm sikt, men undvik
friktionsvdrme. For att undvika forlust av vitamin A maste malningen
goras omedelbart innan provet vigs och fortvalas.
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Fortvalning

Vig med en noggrannhet av 1 mg upp 2-25 g av provet, beroende pa
halten av vitamin A, i en 500 ml sittkolv eller E-kolv (4.2.1). Tillsatt — i
tur och ordning, och samtidigt som flaskan eller kolven roteras — 130 ml
etanol (3.1), ca 100 mg BHT (3.13), 2 ml natriumaskorbatlosning (3.5)
och 2 ml natriumsulfidlosning (3.6). Flaskan eller kolven kopplas till en
kylare (4.3) och stills dérefter i ett vattenbad med magnetomrorare (4.7).
Viarm till kokpunkten och lat aterloppskoka i 5 minuter. Tillsétt 25 ml
kaliumhydroxidlosning (3.4) genom kylaren (4.3) och 14t aterloppskoka i
ytterligare 25 minuter under omrdrning och i ett langsamt flode av
kvavgas. Skolj sedan kylaren med ca 20 ml vatten och kyl innehallet
i flaskan eller kolven till rumstemperatur.

Extraktion

Overfor genom dekantering den fortvalade 16sningen kvantitativt till en
1 000 ml separertratt (4.2.3) eller till en extraktionsapparat (4.8) genom
att skdlja med sammanlagt 250 ml vatten. Skolj ur fortvalningskarlet
forst med 25 ml etanol (3.1) och sedan med 100 ml petroleumeter (3.2)
och overfor skoljvdtskan till separertratten eller extraktionsapparaten.
Forhallandet mellan vatten och etanol i de sammanslagna ldsningarna
bor vara omkring 2:1. Skaka kraftigt i 2 minuter och lat sedan sta i
2 minuter.

Extraktion med separertratt (4.2.3)

Nar skikten har separerat (jfr punkt 7.3) Sverfors skiktet med petrole-
umeter till en annan separertratt (4.2.3). Upprepa extraktionen tva génger
med 100 ml petroleumeter (3.2) och tva ganger med 50 ml petroleume-
ter (3.2).

Tvitta de sammanslagna extrakten i separertratten tva génger genom att
tillsétta portioner pa 100 ml vatten och sedan forsiktigt rotera tratten (for
att undvika att emulsioner bildas). Skaka sedan tratten upprepade génger
med portioner pa 100 ml vatten, tills vattnet inte langre férgas vid tillsats
av fenolftaleinlosning (3.7) (fyra tvittningar brukar ricka). Avlagsna
vatten i suspension genom att filtrera det tvittade extraktet genom ett
torrt veckat filtrerpapper for fasseparation (4.4) till en 500 ml maitkolv
(4.2.2). Skolj ur separertratten och filtret med 50 ml petroleumeter (3.2),
spad till market med petroleumeter (3.2) och blanda omsorgsfullt.

Extraktion med extraktionsapparat (4.8)

Nar skikten har separerat (jfr punkt 7.3) ersdtts glascylinderns (4.8.1)
propp med adaptern av slipat glas (4.8.2). Den U-formade nederdelen av
det justerbara roret ska mynna precis ovanfor gransytan mellan skikten.
Overfor det ovre skiktet av petroleumeter till en 1000 ml separertratt
(4.2.3) genom att fora in kvdvgas via sidororet. Tillsdtt 100 ml petrole-
umeter (3.2) till glascylindern, sitt i proppen och skaka kraftigt. Lat
skikten separera och dverfor det 6vre skiktet till separertratten som ovan.
Upprepa extraktionen med ytterligare 100 ml petroleumeter (3.2) och
sedan tvd ginger med 50 ml-portioner av petroleumeter (3.2). Overfor
petroleumeterskikten till separertratten.

Tvitta de sammanslagna extrakten av petroleumeter enligt 5.3.1 och gé
vidare enligt instruktionen i den punkten.

Beredning av proviésning for HPLC

Pipettera Gver en alikvot av petroleumeterlosningen (fran 5.3.1 eller
5.3.2) till en 250 ml rundkolv (4.2.4). Lét 16sningsmedlet avdunsta nés-
tan fullstdndigt i en rotationsindunstare (4.1) med reducerat tryck och en
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temperatur pa vattenbadet som inte dverstiger 40 °C. Aterstill atmosfir-
stryck genom att sldppa in kvédvgas (3.10) och ta sedan bort kolven fran
rotationsindunstaren. Avldgsna aterstdende 16sningsmedel med en kvév-
gasstrom (3.10) och 16s omedelbart upp &terstoden av provet i en kind
volym (10-100 ml) metanol (3.3). (Halten av vitamin A bor ligga i
intervallet 5-30 IE/ml.)

Bestimning med HPLC

Vitamin A separeras i en kolonn for omvénd fas-kromatografi, Cg,
(4.5.1) och halten bestims med en UV-detektor (325 nm) eller fluore-
scensdetektor (excitation: 325 nm, emission: 475 nm) (4.5.2).

Injicera en alikvot (t.ex. 20 ul) av den metanolldsning som erhdlls i 5.4
och eluera med den mobila fasen (3.9). Berdkna den genomsnittliga
topphdjden (arean) for flera injektioner av samma provldsning och de
genomsnittliga topphdjderna (areorna) for flera injektioner av kalibre-
ringslosningarna (5.6.2).

HPLC-betingelser

Foljande betingelser anges som végledning. Andra betingelser kan viljas
om de ger likvirdiga resultat.

HPLC-kolonn (4.5.1): 250 x 4 mm, Cyg, 5 eller 10 um packning,
eller motsvarande

Mobil fas (3.9): Blandning av metanol (3.3) och vatten, t.ex.
980 + 20 (v + v).

Flodeshastighet: 1-2 ml/min

Detektor (4.5.2): UV-detektor (325 nm) eller fluorescens-
detektor

(excitation: 325 nm, emission: 475 nm)
Kalibrering
Beredning av arbetsldosningar

Pipettera 6ver 20 ml stamldsning av vitamin A-acetat (3.11.1) eller 20 ml
stamlosning av vitamin A-palmitat (3.12.1) till en 500 ml séttkolv eller
E-kolv (4.2.1) och hydrolysera enligt 5.2 men utan tillsats av BHT.
Extrahera sedan med petroleumeter (3.2) enligt 5.3 och spéd till 500 ml
med petroleumeter (3.2). Lat 100 ml av extraktet indunsta i en rotations-
indunstare (jfr punkt 5.4) tills provet dr ndstan torrt. Avldgsna resterande
16sningsmedel i1 en kvévgasstrom (3.10) och 16s provet pa nytt i 10,0 ml
metanol (3.3). Den nominella halten av vitamin A i l16sningen &r 560 IE/
ml. Den exakta halten ska bestimmas enligt 5.6.3.3. Arbetslosningen ska
vara nyberedd.

Pipettera over 2,0 ml av arbetslosningen till en 20 ml maétkolv, spéd till
market med metanol (3.3) och blanda. Den nominella halten av vita-
min A i denna utspiidda arbetslésning dr 56 1E/ml.

Beredning av kalibreringsldsningar och konstruk-
tion av kalibreringskurva

For over 1,0, 2,0, 5,0 och 10,0 ml av den utspidda arbetslosningen till
ett antal 20 ml miétkolvar, spdd till mérket med metanol (3.3) och
blanda. Den nominella halten av vitamin A i dessa losningar ar 2,8 —
5,6 — 14,0 respektive 28,0 IE/ml.

Injicera upprepade ganger 20 pl av varje kalibreringslosning och bestim
de genomsnittliga topphdjderna (areorna). Anviand de genomsnittliga
topphdjderna (areorna) for att konstruera en kalibreringskurva med be-
aktande av resultatet av UV-kontrollen (5.6.3.3).
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5.6.3
5.6.3.1

5.63.2

5.6.3.3

UV-standardisering av standardldésningar
Stamlésning av vitamin A-acetat

Pipettera 6ver 2,0 ml stamlosning av vitamin A-acetat (3.11.1) till en
50 ml matkolv (4.2.2) och spéd till mérket med 2-propanol (3.8). Den
nominella halten av vitamin A i denna l6sning ar 56 IE/ml. Pipettera
over 3,0 ml av den utspddda vitamin A-acetatlosningen till en 25 ml
mitkolv och spéd till mérket med 2-propanol (3.8). Den nominella hal-
ten av vitamin A i denna 18sning 4r 6,72 1E/ml. Mt UV-spektrumet for
16sningen mot 2-propanol (3.8) i en spektrofotometer (4.6) mellan 300
och 400 nm. Extinktionsmaximum ska ligga mellan 325 och 327 nm.

Berékning av halten av vitamin A:

Halten vitamin A (IE/ml) = E35¢ x 19,0

(E% for vitamin A-acetat = 1 530 vid 326 nm i 2-propanol)

lem

Stamlésning av vitamin A-palmitat

Pipettera dver 2,0 ml stamldsning av vitamin A-palmitat (3.12.1) till en
50 ml maétkolv (4.2.2) och spédd till mirket med 2-propanol (3.8). Den
nominella halten av vitamin A i denna 10sning dr 56 IE/ml. Pipettera
6ver 3,0 ml av den utspddda vitamin A-palmitatlésningen till en 25 ml
mitkolv och spéd till mérket med 2-propanol (3.8). Den nominella hal-
ten av vitamin A i denna 16sning ar 6,72 IE/ml. Mét UV-spektrumet for
16sningen mot 2-propanol (3.8) i en spektrofotometer (4.6) mellan 300
och 400 nm. Extinktionsmaximum ska ligga mellan 325 och 327 nm.

Berdkning av halten av vitamin A:

Halten vitamin A (IE/ml) = E35¢ % 19,0

(E1% for vitamin A-palmitat = 957 vid 326 nm i 2-propanol)

Iem

Arbetslosning av vitamin A

Pipettera 6ver 3,0 ml av den outspidda arbetslgsning av vitamin A som
beretts enligt 5.6.1 till en 50 ml miétkolv (4.2.2) och spad till méarket
med 2-propanol (3.8). Pipettera dver 5,0 ml av denna 16sning till en
25 ml miétkolv och spid till méarket med 2-propanol (3.8). Den nominella
halten av vitamin A i denna l6sning &r 6,72 IE/ml. Mat UV-spektrumet
for 16sningen mot 2-propanol (3.8) i en spektrofotometer (4.6) mellan
300 och 400 nm. Extinktionsmaximum ska ligga mellan 325 och
327 nm.

Berdkning av halten av vitamin A:

Halten vitamin A (IE/ml) = E5y5 x 18,3

(E'% for vitamin A-alkohol = 1821 vid 325 nm i 2-propanol)

lem

Berikning av resultat

Anvind den genomsnittliga topphdjden (arean) for provldsningens vita-
min A-toppar for att bestimma halten i [E/ml med hjélp av kalibrerings-
kurvan (5.6.2).
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7.4

7.5

7.6

7.7

7.8

7.9

Halten av vitamin A (IE/kg) i provet beriknas med formeln

500 x ¢ x V, x 1000
wW =
V1><m

[Ul/kg]

dar:

¢ = halten av vitamin A i provldsningen (5.4) i IE/ml
V, = provldsningens volym (5.4) i ml

V, = volym for den uttagna alikvoten (5.4) i ml

m = provets vikt i gram.

Anmirkningar

For prov med lag halt av vitamin A kan det vara lampligt att sla ihop
petroleumeterextrakten fran tva fortvalningsomgangar (uppvdgd méngd:
25 g) till en enda provlosning for bestdimning med HPLC.

Det prov som ska bestimmas bor inte innehédlla mer 4n 2 g fett.

Om ingen fasseparation dger rum tillsdtts ca 10 ml etanol (3.1) for att fa
emulsionen att skikta sig.

For torskleverolja och andra rena fetter bor fortvalningstiden forlangas
till 45-60 minuter.

I stéllet for BHT kan man anvdnda hydrokinon.

Retinol-isomerer kan separeras med en kolonn for normal-fas-kromato-
grafi. Topphdjderna (areorna) for alla cis- och trans-isomerer maste da
laggas ihop vid berdkningen.

I stéllet for natriumaskorbatldsning kan man anvénda ca 150 mg askor-
binsyra.

I stdllet for natriumsulfidlosning kan man anvédnda ca 50 mg EDTA.

Vid bestdimning av vitamin A i mjolkersittning maste foljande beaktas:

— Vid fortvalning (5.2): Det kan vara nddvéndigt att dka méngden
kaliumhydroxidldsning (3.4) pa grund av mingden fett i provet.

— Vid extraktion (5.3): Det kan vara nddvéndigt att anpassa volym-
forhallandet mellan vatten och etanol (2:1) till foljd av emulsioner.

Gor ett utbytesforsok pa ett separat prov for att kontrollera att bestdm-
ningsmetoden ger tillforlitliga resultat for just denna matris (mjolkersatt-
ning). Om utbytet dr ligre &n 80 % maste resultatet av bestdmningen
korrigeras for detta.

Repeterbarhet

Skillnaden mellan resultaten fran tva parallella bestimningar som utfors
pé samma prov far inte dverstiga 15 % av det hogre vérdet.
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9. Resultat av en provningsjimforelse (1)
Férblandning Férftg‘lda;dat Mig:::g?n_ Proteinfoder | Smégrisfoder

L 13 12 13 12 13

N 48 45 47 46 49

Medelvirde [IE/ 17,02 x 1,21 x 106 537 100 151 800 18 070

kg] 106

sr [IE/kg] 0,51 x 106 0,039 x 22 080 12 280 682
106

r [IE/kg] 1,43 x 106 0,109 x 61 824 34 384 1910
106

CVr [ %] 3,0 3,5 4,1 8,1 38

sR [IE/kg] 1,36 x 106 0,069 x 46 300 23 060 3614
106

R [IE/kg] 3,81 x 106 0,193 x 129 640 64 568 10 119
106

CVR [ %] 8,0 6,2 8,6 15 20

L: : antal laboratorier

n : antal enskilda vérden

st : standardavvikelse for repeterbarhet

sR  : standardavvikelse for reproducerbarhet

r : repeterbarhet

R : reproducerbarhet

CVr : variationskoefficient for repeterbarhet
CVR : variationskoefficient for reproducerbarhet

(") Genomford av arbetsgruppen for foder inom Verband Deutscher Landwirtschaftlicher
Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA).
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Glascylinder (4.8.1)
(ungefarlig hojd: 48 cm)

\

Figur 1: Extraktionsapparat (4.8)
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i Adapter av slipat glas 4.8.2
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3.6

3.6.1

3.7

3.8

3.9

3.10.1

3.11.1

B. BESTAMNING AV VITAMIN E
Syfte och tillimpningsomrade

Med denna metod kan halten av vitamin E i foder och forblandningar
bestdmmas. Halten av vitamin E uttrycks som mg DL-alfa-tokoferolace-
tat/kg. 1 mg DL-alfa-tokoferolacetat motsvarar 0,91 mg DL-alfa-tokofe-
rol (vitamin E).

Kvantifieringsgransen for vitamin E dr 2 mg/kg. Denna grians kan bara
uppnas med fluorescensdetektor. Med UV-detektor ligger kvantifierings-
gransen pa 10 mg/kg.

Princip

Provet hydrolyseras med kaliumhydroxid som 16sts i etanol, och vitamin
E extraheras over till petroleumeter. Losningsmedlet far darefter avduns-
ta, och aterstoden av provet 16ses i metanol och spids vid behov till
lamplig koncentration. Halten av vitamin E bestdms genom omvénd fas-
kromatografi (RP-HPLC) med fluorescens- eller UV-detektor.

Reagens

Etanol, 6 = 96 %

Petroleumeter, kokpunktsintervall 40-60 °C

Metanol

Kaliumhydroxidldsning, ¢ = 50 g/100 ml
Natriumaskorbatlsning, ¢ = 10 g/100 ml (jfr punkt 7.7)
Natriumsulfid, Na,S- x H,0, dir x = 7-9

Natriumsulfidlosning, ¢ = 0,5 mol/l i glycerol, p = 120 g/l for x = 9 (jfr
punkt 7.8)

Fenolftalein som 16sts i etanol, ¢ = 2 g/100 ml (3.1)

Mobil fas féor HPLC: blandning av metanol (3.3) och vatten, t.ex. 980 +
20 (v + v). Det exakta forhallandet mellan volymerna anpassas efter
kolonnens egenskaper.

Kviévgas, syrefri

DL-alfa-tokoferolacetat, av extra hog renhetsgrad, med certifierad akti-
vitet

Stamlosning av DL-alfa-tokoferolacetat: Vdg med en noggrannhet av
0,1 mg upp 100 mg DL-alfa-tokoferolacetat (3.10) i en 100 ml métkolv.
Las 1 etanol (3.1) och spad till mérket med samma 16sningsmedel. 1 ml
av denna 16sning innehaller 1 mg DL-alfa-tokoferolacetat. (Fér UV-
kontroll, se 5.6.1.3; for stabilisering, se 7.4.)

DL-alfa-tokoferol, av extra hdg renhetsgrad, med certifierad aktivitet

Stamlosning av DL-alfa-tokoferol: Vig med en noggrannhet av 0,1 mg
upp 100 mg DL-alfa-tokoferol (3.11) i en 100 ml métkolv. Los i etanol
(3.1) och spad till miarket med samma losningsmedel. 1 ml av denna
16sning innehéller 1 mg DL-alfa-tokoferol. (For UV-kontroll, se 5.6.2.3;
for stabilisering, se 7.4.)

2,6-di-tert-butyl-4-metylfenol (BHT) (jfr punkt 7.5)

Utrustning

Rotationsindunstare
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Bruna glaskérl

Sittkolvar eller E-kolvar, 500 ml, med slipad hals.

Smalhalsade mitkolvar, 10, 25, 100 och 500 ml, med slipade proppar.

Koniska separertrattar, 1 000 ml, med slipade proppar.

Rundkolvar, 250 ml, med slipad hals.

Allihn-kylare, mantellaingd 300 mm, med fog av slipat glas och adapter
for gasinledningsror

Veckat filtrerpapper for fasseparation, diameter 185 mm (t.ex. Schleicher
& Schuell 597 HY 1/2)

HPLC-utrustning med injektionssystem

HPLC-kolonn, 250 x 4 mm, C;g, 5 eller 10 um packning eller mot-
svarande.

Fluorescens- eller UV-detektor, med variabel vaglangd.

Spektrofotometer med 10 mm kvartsceller

Vattenbad med magnetomrdrare

Extraktionsapparat (se figur 1) bestdende av:

Glascylinder, 1 liter, med slipad hals och propp.

Adapter av slipat glas med en sidoarm och ett justerbart ror genom
mitten. Det justerbara roret bor ha U-formad nederdel och en pip i
ovre dnden sé att det Ovre vitskeskiktet i cylindern kan Gverforas till
en separertratt.

Utforande

Anmdrkning: Vitamin E &r kénsligt for (UV-)ljus och oxidation. Alla
arbetsmoment bor déarfor utforas i skydd fran ljus (bruna
glaskdrl eller glaskarl insvepta i aluminiumfolie) och fran
syre (spola med kvidvgas). Vid extraktionen ersitts luften
ovanfor vitskan med kvivgas (undvik dvertryck genom att
latta pa proppen da och da).

Provberedning

Mal provet sd att det kan passera genom en 1 mm sikt, men undvik
friktionsvdrme. For att undvika forlust av vitamin E maéste malningen
goras omedelbart innan provet vigs och fortvalas.

Fortvalning

Vig med en noggrannhet av 0,01 g upp 2-25 g av provet, beroende pa
halten av vitamin E, i en 500 ml sattkolv eller E-kolv (4.2.1). Tillsétt — i
tur och ordning, och samtidigt som flaskan eller kolven roteras — 130 ml
etanol (3.1), ca 100 mg BHT (3.12), 2 ml natriumaskorbatlosning (3.5)
och 2 ml natriumsulfidlosning (3.6). Flaskan eller kolven kopplas till en
kylare (4.3) och stills dérefter i ett vattenbad med magnetomrorare (4.7).
Virm till kokpunkten och 14t aterloppskoka i 5 minuter. Tillsétt darefter
25 ml kaliumhydroxidlésning (3.4) genom kylaren (4.3) och lat ater-
loppskoka i ytterligare 25 minuter under omrérning och ett langsamt
flode av kvdvgas. Skolj sedan kylaren med ca 20 ml vatten och kyl
innehéllet i flaskan eller kolven till rumstemperatur.
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53
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54
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Extraktion

Overfor genom dekantering den fortvalade 16sningen kvantitativt till en
1 000 ml separertratt (4.2.3) eller till en extraktionsapparat (4.8) genom
att skolja med sammanlagt 250 ml vatten. Skolj ur fortvalningskérlet
forst med 25 ml etanol (3.1) och sedan med 100 ml petroleumeter (3.2)
och overfor skoljvdtskan till separertratten eller extraktionsapparaten.
Forhéllandet mellan vatten och etanol i de sammanslagna 16sningarna
bor vara omkring 2:1. Skaka kraftigt i 2 minuter och lat sedan sta i
2 minuter.

Extraktion med separertratt (4.2.3)

Nér skikten har separerat (se punkt 7.3) Overfors skiktet med petrole-
umeter till en annan separertratt (4.2.3). Upprepa extraktionen tva génger
med 100 ml petroleumeter (3.2) och tva ganger med 50 ml petroleume-
ter (3.2).

Tvitta de sammanslagna extrakten i separertratten tva ganger genom att
tillsdtta portioner pa 100 ml vatten och sedan forsiktigt rotera tratten (for
att undvika att emulsioner bildas). Skaka sedan tratten upprepade génger
med portioner pd 100 ml vatten, tills vattnet inte langre férgas vid tillsats
av fenolftaleinlosning (3.7) (fyra tvittningar brukar rdcka). Avlidgsna
vatten i suspension genom att filtrera det tvdttade extraktet genom ett
torrt veckat filtrerpapper for fasseparation (4.4) till en 500 ml maitkolv
(4.2.2). Skolj ur separertratten och filtret med 50 ml petroleumeter (3.2),
spéd till market med petroleumeter (3.2) och blanda omsorgsfullt.

Extraktion med extraktionsapparat (4.8)

Nér skikten har separerat (jfr punkt 7.3) ersdtts glascylinderns (4.8.1)
propp med adaptern av slipat glas (4.8.2). Den U-formade nederdelen av
det justerbara roret ska mynna precis ovanfor gransytan mellan skikten.
Overfor det ovre skiktet av petroleumeter till en 1000 ml separertratt
(4.2.3) genom att fora in kvdvgas via sidororet. Tillsdtt 100 ml petrole-
umeter (3.2) till glascylindern, sdtt i proppen och skaka kraftigt. Lat
skikten separera och 6verfor det Gvre skiktet till separertratten som ovan.
Upprepa extraktionen med ytterligare 100 ml petroleumeter (3.2) och
sedan tvd ginger med 50 ml-portioner av petroleumeter (3.2). Overfor
petroleumeterskikten till separertratten.

Tvitta de sammanslagna extrakten av petroleumeter enligt 5.3.1 och ga
vidare enligt instruktionen i den punkten.

Beredning av provlésning for HPLC

Pipettera Gver en alikvot av petroleumeterlosningen (fran 5.3.1 eller
5.3.2) till en 250 ml rundkolv (4.2.4). Lét 16sningsmedlet avdunsta nés-
tan fullstdndigt i en rotationsindunstare (4.1) med reducerat tryck och en
temperatur pa vattenbadet som inte Sverstiger 40 °C. Aterstill atmosfir-
stryck genom att sldppa in kvdvgas (3.9) och ta sedan bort kolven fran
rotationsindunstaren. Avldgsna aterstdende 16sningsmedel med en kvév-
gasstrom (3.9) och 16s omedelbart upp éterstoden av provet i en kénd
volym (10-100 ml) metanol (3.3). (Halten av DL-alfa-tokoferol bor
ligga i intervallet 5-30 pg/ml.)

Bestimning med HPLC

Vitamin E separeras i en kolonn for omvénd fas-kromatografi, Cg,
(4.5.1) och halten bestims med fluorescensdetektor (excitation: 295 nm,
emission: 330 nm) eller UV-detektor (292 nm) (4.5.2).
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5.6.1
5.6.1.1

5.6.1.2

5.6.1.3

Injicera en alikvot (t.ex. 20 ul) av den metanolldsning som erhdlls i 5.4
och eluera med den mobila fasen (3.8). Berikna de genomsnittliga topp-
hojderna (areorna) for flera injektioner av samma provldsning och de
genomsnittliga topphdjderna (areorna) for flera injektioner av kalibre-
ringslosningarna (5.6.2).

HPLC-betingelser

Foljande betingelser anges som végledning. Andra betingelser kan viljas
om de ger likvérdiga resultat.

HPLC-kolonn (4.5.1): 250 x 4 mm, Cyg, 5 eller 10 um packning,
eller motsvarande

Mobil fas (3.8): Blandning av metanol (3.3) och vatten,
t.ex. 980 + 20 (v + V)

Flodeshastighet: 1-2 ml/min

Detektor (4.5.2) Fluorescensdetektor

(excitation: 295 nm, emission: 330 nm) el-
ler UV-detektor (292 nm)

Kalibrering (DL-alfa-tokoferolacetat eller DL-alfa-tokoferol)
Standardlosning av DL-alfa-tokoferolacetat
Beredning av arbetslosning

Pipettera 6ver 25 ml stamlosning av DL-alfa-tokoferolacetat (3.10.1) till
en 500 ml sittkolv eller E-kolv (4.2.1) och hydrolysera enligt 5.2. Ex-
trahera sedan med petroleumeter (3.2) enligt 5.3 och spéd till 500 ml
med petroleumeter. Lat 25 ml av extraktet indunsta i en rotationsinduns-
tare (jfr punkt 5.4) tills provet dr néstan torrt. Avldgsna resterande 10s-
ningsmedel i en kvdvgasstrom (3.9) och 16s provet pa nytt i 25,0 ml
metanol (3.3). Den nominella halten av DL-alfa-tokoferol i 16sningen ar
45,5 pg/ml, vilket motsvarar 50 pg DL-alfa-tokoferolacetat/ml. Arbets-
16sningen ska vara nyberedd.

Beredning av kalibreringslosningar och konstruk-
tion av kalibreringskurva

Overfor 1,0-2,0-4,0 och 10,0 ml av arbetslosningen till ett antal 20 ml
mitkolvar. Spéd till market med metanol (3.3) och blanda. De nominella
halterna av DL-alfa-tokoferolacetat i dessa 10sningar &r 2,5-5,0-10,0 och
25,0 pg/ml, vilket motsvarar 2,28-4,55-9,10 respektive 22,8 ng DL-alfa-
tokoferol/ml.

Injicera upprepade ganger 20 pl av varje kalibreringslosning och bestim
de genomsnittliga topphdjderna (areorna). Anvind de genomsnittliga
topphdjderna (areorna) for att konstruera en kalibreringskurva.

UV-standardisering av stamlosningen av DL-alfa-
tokoferolacetat (3.10.1)

Spéd 5,0 ml stamlosning av DL-alfa-tokoferolacetat (3.10.1) till 25,0 ml
med etanol och mit UV-spektrumet for denna 16sning mot etanol (3.1) i
en spektrofotometer (4.6) mellan 250 och 320 nm.

Absorptionsmaximum bér ligga vid 284 nm:

El% = 43,6 vid 284 nm i etanol 1 cm

lem

Vid denna spddning bor extinktionskoefficienten ligga mellan 0,84 och
0,88.
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5.6.2.1

5.6.2.2

5.6.23
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7.3

Standardlosning av DL-alfa-tokoferol
Beredning av arbetslésning

Pipettera 6ver 2 ml stamldsning av DL-alfa-tokoferol (3.11.1) till en
50 ml matkolv. Los tokoferolet i metanol (3.3) och spad till mirket
med samma l9sningsmedel. Den nominella halten av DL-alfa-tokoferol
i 16sningen 4r 40 pg/ml, vilket motsvarar 44,0 ng DL-alfa-tokoferolace-
tat/ml. Arbetslosningen ska vara nyberedd.

Beredning av kalibreringslosningar och konstruk-
tion av kalibreringskurva

Overfor 1,0-2,0-4,0 och 10,0 ml av arbetslosningen till ett antal 20 ml
matkolvar. Spad till mirket med metanol (3.3) och blanda. De nominella
halterna av DL-alfa-tokoferol i dessa ldsningar ar 2,0-4,0-8,0 och
20,0 pg/ml, vilket motsvarar 2,20-4,40-8,79 respektive 22,0 pg DL-
alfa-tokoferolacetat/ml.

Injicera upprepade génger 20 pl av varje kalibreringslosning och bestim
de genomsnittliga topphdjderna (areorna). Anvind de genomsnittliga
topphdjderna (areorna) for att konstruera en kalibreringskurva.

UV-standardisering av stamléosningen av DL-alfa-
tokoferol (3.11.1)

Spid 2,0 ml stamlésning av DL-alfa-tokoferol (3.11.1) till 25,0 ml med
etanol och mét UV-spektrumet for denna 16sning mot etanol (3.1) i en
spektrofotometer (4.6) mellan 250 och 320 nm. Absorptionsmaximum
bor ligga vid 292 nm:

E!% =758 vid 292 nm i etanol 1 cm

lem

Vid denna spéadning bor extinktionskoefficienten ligga péa 0,6.

Berikning av resultat

Anvéind den genomsnittliga topphdjden (arean) for provldsningens vita-
min E-toppar for att bestimma halten i pg/ml (berdknat som alfa-toko-
ferolacetat) med hjélp av kalibreringskurvan (5.6.1.2 eller 5.6.2.2).

Halten av vitamin E, w (mg/kg) i provet berdknas med formeln

500 x ¢ x V,
= /k
w V. xm [mg/ke]
dar:
¢ = halten av vitamin E (uttryckt som alfa-tokoferolacetat) i provlos-

ningen (5.4) i pg/ml
V, = provldsningens volym (5.4) i ml
V, = volym for den uttagna alikvoten (5.4) i ml
m provets vikt i gram.

Anmirkningar

For prov med lag halt av vitamin E kan det vara lampligt att sla ihop
petroleumeterextrakten fran tva fortvalningsomgangar (uppvdgd méngd:
25 g) till en enda provlosning for bestimning med HPLC.

Det prov som ska bestimmas bor inte innehdlla mer 4n 2 g fett.

Om ingen fasseparation dger rum tillsitts ca 10 ml etanol (3.1) for att fa
emulsionen att skikta sig.
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7.4 Efter spektrofotometrisk bestimning av 16sningen av DL-alfa-tokofero-
lacetat eller DL-alfa-tokoferol enligt 5.6.1.3 resp. 5.6.2.3, tillsitts ca
10 mg BHT (3.12) till denna (3.10.1 eller 3.10.2). Losningen forvaras
sedan i kylskap (i hogst 4 veckor).

7.5 I stdllet for BHT kan man anvénda hydrokinon.

7.6 Med en kolonn for normal-fas-kromatografi gar det att separera alfa-,
beta-, gamma- och delta-tokoferol.

7.7 I stéllet for natriumaskorbatlgsning kan man anvinda ca 150 mg askor-
binsyra.

7.8 I stéllet for natriumsulfidlosning kan man anvdnda ca 50 mg EDTA.

7.9 Vitamin E-acetat hydrolyseras mycket snabbt i alkalisk miljo och ar
déarfor mycket kénsligt for oxidation, sirskilt i ndrvaro av sparelement
som jarn eller koppar. Vid bestdmning av vitamin E i forblandningar
som innehéller mer &n 5 000 mg/kg finns det alltsa en risk att vitamin E
bryts ned. Darfoér bor en HPLC-metod med enzymatisk nedbrytning av
vitamin E-beredningen utan nagon alkalisk fortvélning anvéndas for att
bekrifta resultaten.

8. Repeterbarhet

Skillnaden mellan resultaten fran tva parallella bestimningar som utfors
pd samma prov far inte dverstiga 15 % av det hogre viérdet.

9. Resultat av en provningsjimforelse (')
Forblandning Fé;t())ljenrdat Mig:rrﬁl;on— Proteinfoder | Smagrisfoder

L 12 12 12 12 12
N 48 48 48 48 48
Medelvéirde [mg/ 17 380 1187 926 315 61,3
kg]
sr [mg/kg] 384 45,3 25,2 13,0 2,3
r [mg/kg] 1075 126,8 70,6 36,4 6,4
CVr [ %] 2,2 38 2,7 4,1 3,8
sR mg/kg] 830 65,0 55,5 18,9 7.8
R [mg/kg] 2324 182,0 155,4 52,9 21,8
CVR [ %] 4,8 5,5 6,0 6,0 12,7
L = antal laboratorier
n = antal enskilda vérden
s, = standardavvikelse for repeterbarhet
sg = standardavvikelse for reproducerbarhet
r = repeterbarhet
R = reproducerbarhet

CV, = variationskoefficient for repeterbarhet
CVy = variationskoefficient for reproducerbarhet

(") Genomford av arbetsgruppen for foder inom Verband Deutscher Landwirtschaftlicher
Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA).
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3.7

3.7.1

3.8

3.8.1

C. BESTAMNING AV SPARELEMENTEN JARN, KOPPAR, MAN-
GAN OCH ZINK

Syfte och tillimpningsomrade

Med denna metod kan halten av sparelementen jarn, koppar, mangan
och zink i foder bestimmas. Kvantifieringsgrénser:

— jarn (Fe): 20 mg/kg

— koppar (Cu): 10 mg/kg

— mangan (Mn): 20 mg/kg

— zink (Zn): 20 mg/kg

Princip

Provet 16ses upp i saltsyra efter destruktion av eventuellt organiskt ma-
terial. Grunddmnena jirn, koppar, mangan och zink bestdms efter lamp-
lig spddning genom atomabsorptionsspektrometri.

Reagens

Inledande anmdrkningar

Vid beredning av reagens och analyslosningar ska man anvdnda vatten
som dr fritt fran de katjoner som ska bestdimmas, genom att det antingen
har dubbeldestillerats i en destillationsapparat av borosilikatglas eller
kvartsglas eller har genomgatt dubbel behandling med jonbytarharts.

Reagensen maste minst vara av p.a.-kvalitet. Det ska kontrolleras genom
ett blankprov att de &r fria fran det grunddimne som ska bestimmas. Om
det visar sig ndodvandigt maste reagensen renas ytterligare.

I stillet for de standardlosningar som beskrivs nedan kan i handeln
forekommande standardlosningar anvindas, forutsatt att de &r garante-
rade och att de kontrolleras fore anvéndning.

Saltsyra, d: 1,19 g/ml.
Saltsyra, 6 mol/l.
Saltsyra, 0,5 mol/l.

3840 % fluorvitesyra (v/v) med en jarnhalt (Fe) under 1 mg/l och en
rest efter indunstning pa mindre d4n 10 mg (i form av sulfat)/liter.

Svavelsyra (d: 1,84 g/ml).
Viteperoxid (ca 100 volymer syre [30 viktprocent]).

Standardlosning av jarn (1 000 pg Fe/ml) beredd péa foljande sétt (eller
motsvarande kommersiellt tillgéngliga 16sning): Los upp 1 g jérntrad i
200 ml 6 M saltsyra (3.2), tillsitt 16 ml véteperoxid (3.6) och spad till
1 liter med vatten.

Arbetslosning av jarn (100 pg Fe/ml) beredd genom spéddning av 1 del
standardlosning (3.7) med 9 delar vatten.

Standardlosning av koppar (1 000 pg Cu/ml) beredd pé foljande sitt
(eller motsvarande kommersiellt tillgéngliga 16sning):

— L6s 1 g kopparpulver i 25 ml 6 M saltsyra (3.2), tillsdtt 5 ml
véteperoxid (3.6) och spad till 1 liter med vatten.

Arbetslosning av koppar (10 pg Cu/ml) beredd genom spiddning av
standardlosningen (3.8) med vatten (1:9) varefter den erhéllna 16sningen
spads med vatten (1:9).
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39

3.9.

Standardlsning av mangan (1 000 pg Mn/ml) beredd pé foljande sitt
(eller motsvarande kommersiellt tillgéngliga 16sning):

— L6s 1 g manganpulver i 25 ml 6 M saltsyra (3.2) och spéad till 1 liter
med vatten.

1 Arbetslosning av mangan (10 pg Mn/ml) beredd genom spidning av
standardlosningen (3.9) med vatten (1:9) varefter den erhéllna 16sningen
spads med vatten (1:9).

3.10 Standardlosning av zink (1 000 pg Zn/ml) beredd pé foljande sitt (eller

motsvarande kommersiellt tillgdngliga 16sning):

— Lo6s 1 g zink i rems- eller bladform i 25 ml 6 M saltsyra (3.2) och
spad till 1 liter med vatten.

3.10.1 Arbetslosning av zink (10 pg Zn/ml) beredd genom spidning av stan-

4.2

4.3

5.1
5.1

5.1

Q)
Q]

dardlésningen (3.10) med vatten (1:9) varefter den erhallna 16sningen
spads med vatten (1:9).

11 Lantankloridlosning: Los 12 g lantanoxid i 150 ml vatten, tillsdtt 100 ml

6 M saltsyra (3.2) och spéd till 1 liter med vatten.

Utrustning

Muffelugn med temperaturreglering och helst med skrivare.

Glaskdrlen ska vara av resistent borosilikattyp, och utrustningen bor bara
anvindas for bestimning av sparelement.

Atomabsorptionsspektrofotometer som motsvarar metodens krav i fraga
om kénslighet och precision inom det aktuella mitomradet.

Utforande (')
Prov som innehdller organiskt material

.1 Foraskning och beredning av lésningen f6r ana-
lys ()

.1.1 Vég med en noggrannhet av 0,2 mg upp 5-10 g av provet i en degel av
kvarts eller platina (jfr anmérkning b), torka i ugn vid 105 °C och sitt in
degeln i den kalla muffelugnen (4.1). Sting ugnen (jfr anmérkning c)
och hgj temperaturen gradvis till 450475 °C under ca 90 minuter.
Behéll denna temperatur under 4-16 timmar (t.ex. Over natten) si att
kolhaltigt material avligsnas. Oppna dérefter ugnen och 1at den svalna
(jfr anmérkning d).

Andra metoder for uppslutning (t.ex. uppslutning med mikrovagor, under tryck) far

anvdndas om man kunnat visa att de ger liknande resultat.

Gronfoder (férskt eller torkat) innehéller ofta stora mangder silikater. Dessa maste avlags-
nas, eftersom sparelement annars riskerar att kvarhéllas. Prov fran sddant foder maste
dérfor behandlas enligt foljande modifierade forfarande: Utfor steg 5.1.1.1 till och med
filtreringen. Skolj filtrerpapperet med den oldsliga aterstoden tva ganger med kokande
vatten, och lidgg det sedan i en degel av kvarts eller platina. Glodga i muffelugnen (4.1)
vid en temperatur lagre &n 550 °C tills allt kolhaltigt material har forsvunnit. Lat svalna.
Tillsdtt nagra droppar vatten, foljt av 10-15 ml fluorvitesyra (3.4) och lat vitskan
avdunsta fullstdndigt vid ca 150 °C. Eventuella kvarvarande silikater i dterstoden 19ses
upp i ndgra milliliter fluorvitesyra (3.4) som darefter far avdunsta fullstindigt. Tillsétt
fem droppar svavelsyra (3.5) och upphetta tills ingen vit rok langre avges. Tillsdtt 5 ml
6 M saltsyra (3.2) samt ca 30 ml vatten och upphetta pa nytt. Filtrera ver 16sningen till
en 250 ml mitkolv och spad till méarket med vatten (HCl-koncentration ca 0,5 M).
Fortsétt sedan bestimningen enligt punkt 5.1.2.
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5.1.1.2

5.1.2
5.1.2.1

Fukta askan med vatten och for 6ver den till en 250 ml bagare. Tvétta ur
degeln med sammanlagt ca 5 ml saltsyra (3.1) och tillfor sedan detta
langsamt och forsiktigt i biagaren. (CO,-bildning kan leda till en kraftig
reaktion.) Tillsétt saltsyra (3.1) droppvis under skakning tills all bubbel-
bildning upphort. Lat provet indunsta fullstindigt, under omrorning da
och d& med glasstav.

Tillsatt 15 ml 6 M saltsyra (3.2) till aterstoden, darefter ca 120 ml
vatten. Ror med glasstaven, som ska std kvar i bagaren, och tack &ver
biagaren med ett urglas. Koka upp forsiktigt och héll lsningen vid
kokpunkten tills askan &r fullstindigt upplost. Filtrera genom askfritt
filtrerpapper och samla upp filtratet i en 250 ml métkolv. Skolj bagaren
och filtret en gang med 5 ml varm 6 M saltsyra (3.2) och tva ganger
med kokande vatten. Fyll mitkolven till market med vatten (HCl-kon-
centration ca 0,5 M).

Om aterstoden i filtret dr svart (kol) sdtts den in i ugnen pa nytt och
foraskas vid 450475 °C. Denna foraskning, som bara tar nagra timmar
(ca 3-5 timmar), dr klar nér askan blivit vit eller nédstan vit. Los upp
aterstoden i ca 2 ml saltsyra (3.1), lat indunsta fullstdndigt och tillsdtt
dérefter 5 ml 6 M saltsyra (3.2). Losningen upphettas och filtreras sedan
over till métkolven. Spad till mérket med vatten (HCl-koncentration ca
0,5 M).

Anmdrkningar:

a) Vid bestdimning av spdrelement ar det viktigt att vara uppmarksam pa
riskerna for kontaminering, sérskilt av zink, koppar och jérn. Den
utrustning som anvédnds vid provberedningen maste dérfor vara fri
fran dessa metaller.

For att minska den allménna risken for kontaminering ska bestdm-
ningen utforas i dammfri miljo med ytterst noggrant rengjord utrust-
ning och omsorgsfullt diskade glaskérl. Bestimning av zink &r sér-
skilt kénslig for manga slag av kontaminering, t.ex. genom glas,
reagens och damm.

b) Vikten av det prov som ska foraskas berdknas utifran fodrets unge-
farliga halt av spédrelement i forhallande till kdnsligheten hos den
spektrofotometer som anvénds. For vissa foder med lag halt av spar-
element kan det vara nddvéndigt att utgd fran ett prov pd 10-20 g
och spdda den slutliga 16sningen till endast 100 ml.

c) Foraskningen ska utforas i en stingd ugn utan tillforsel av luft eller
syre.

d) Pyrometern far inte visa hogre temperatur dn 475° C.

Spektrofotometrisk bestdmning
Beredning av kalibreringslosningar

Bered, for vart och ett av de sparelement som ska bestdmmas, en serie
kalibreringslosningar utifrdn arbetslosningarna (3.7.1, 3.8.1, 3.9.1 och
3.10.1) med en HCl-koncentration pa ca 0,5 M for varje kalibrerings-
16sning och, i frdga om jdrn, mangan och zink, en lantankloridkoncent-
ration motsvarande 0,1 % La (w/v).

Koncentrationerna av spéarelement maste viljas sa att de ligger inom
kénslighetsomradet for den spektrofotometer som anvénds. Foljande ta-
beller ger exempel pa sammanséttningen hos typiska serier av kalibre-
ringslosningar. Beroende pa typen av spektrofotometer och dess kéns-
lighet kan det dock vara nodvéandigt att vélja andra koncentrationer.
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5.1.2.2

5.1.2.3

5.1.2.4

Jéirn

pg Fe/ml 0 0,5 1 2 3 4 5
ml arbetslosning (3.7.1) (1 ml = 0 0,5 1 2 3 4 5
100 pg Fe)

ml HCI (3.2) 7 7 7 7 7 7 7
+ 10 ml lantankloridldsning (3.11); spéd till 100 ml med vatten

Koppar

pg Cu/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
ml arbetslosning (3.8.1) (1 ml = 0 1 2 4 6 8 10
10 pg Cu)

ml HCI (3.2) 8 8 8 8 8 8 8

Mangan

pg Mn/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
ml arbetslosning (3.9.1) (1 ml = 0 1 2 4 6 8 10
10 pg Mn)

ml HCl (3.2) 7 7 7 7 7 7 7
+ 10 ml lantankloridldsning (3.11); spéd till 100 ml med vatten

Zink

pg Zn/ml 0 0,05 | 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8
ml arbetslosning (3.10.1) (1 ml = 0 0,5 1 2 4 6 8
10 pg Zn)

ml HCI (3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml lantankloridldsning (3.11); spéd till 100 ml med vatten

Beredning av losning for analys

Vid bestaimning av koppar kan den 10sning som beretts enligt 5.1.1
normalt sett anvdndas direkt. Om det dr nodvindigt att justera dess
koncentration sé att den ligger i intervallet for kalibreringslosningarna
pipetteras en alikvot till en 100 ml métkolv och spdds till méirket med
0,5 M saltsyra (3.3).

Vid bestdmning av jarn, mangan och zink pipetteras en alikvot av den
16sning som beretts enligt 5.1.1 till en 100 ml matkolv. Tillsatt 10 ml
lantankloridlosning (3.11) och spéad till mérket med 0,5 M saltsyra (3.3)
(jfr punkt 8).

Blankprov

Blankprovet maste omfatta samtliga moment som anges i denna metod
med den enda skillnaden att analysprovet utesluts. Kalibreringslosningen
”0” far inte anvdndas som blankprov.

Mditning av atomabsorption

Mait atomabsorptionen hos kalibreringslosningarna och hos den 16sning
som ska analyseras med en oxiderande luft-acetylenldga vid foljande
vaglangder:

Fe: 248,3 nm

Cu: 324,8 nm
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5.2

32

33

3.4

3.5

Mn: 279,5 nm
Zn: 213,8 nm
Utfor varje métning fyra génger.

Mineralfoder

Om provet inte innehéller ndgot organiskt material behdvs ingen fore-
géende foraskning. Folj anvisningarna fran och med 5.1.1.1 andra styc-
ket. Indunstning med fluorvétesyra kan uteslutas.

Berikning av resultat

Berdkna med hjilp av en kalibreringskurva halten av sparelementet i den
16sning som ska analyseras och uttryck resultatet i milligram spérelement
per kilogram prov (ppm).

Repeterbarhet

Skillnaden mellan resultaten fran tva parallella bestimningar som utfors

pa samma prov av samma person far inte overstiga

— 5 mg/kg, i absoluta tal, for halter av sparelementet i fraga pa upp till
50 mg/kg,

— 10 % av det hogre virdet for halter av sparelementet i fraga péa
50-100 mg/kg,

— 10 mg/kg, i absoluta tal, for halter av sparelementet i fraga pa
100200 mg/kg,

— 5 % av det hogre virdet for halter av sparelementet i friga som
overstiger 200 mg/kg.
Anmirkning

Hoga halter av fosfater kan paverka bestimningen av jarn, mangan och
zink. Sadana interferenser maste korrigeras genom tillsats av lantanklo-
ridlosning (3.11). Denna tillsats behover dock inte goras, vare sig till den
16sning som ska analyseras eller till kalibreringsldsningarna, om viktfor-
hallandet Ca + Mg/P i provet ar > 2.

D. BESTAMNING AV HALOFUGINON
DL-trans-7-brom-6-klor-3-[3-(3-hydroxi-2-piperidyl)acetonyl]quinazolin-
4-(3H)-on-hydrobromid

Syfte och tillimpningsomrade

Med denna metod kan halten av halofuginon i foder bestimmas. Kvan-
tifieringsgransen ar 1 mg/kg.

Princip

Efter behandling med varmt vatten extraheras halofuginon, i form av den
fria basen, till etylacetat och extraheras dérefter, i form av hydroklorid,
till en syraldsning. Extraktet renas med jonbyteskromatografi. Halten av
halofuginon bestdms genom omvénd fas-kromatografi (HPLC) med UV-
detektor.

Reagens

Acetonitril, HPLC-kvalitet
Amberlite XAD-2-harts
Ammoniumacetat
Etylacetat

Isattika
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3.6

3.6.1

3.6.2

3.7

3.8

3.9

3.20

3.21

Halofuginon referenssubstans (DL-trans-7-brom-6-klor-3-[3-hydroxi-2-
piperidyl)acetonyl]quinazolin-4-(3H)-on-hydrobromid, E 764)

Stamlésning av halofuginon, 100 pg/ml

Vig med en noggrannhet av 0,1 mg upp 50 mg halofuginon (3.6) i en
500 ml métkolv. Los i ammoniumacetatbuffertlosning (3.18) och spad
sedan med samma 16sning till mérket och blanda. Losningen ar stabil i
tre veckor om den forvaras morkt vid 5 °C.

Kalibreringslosningar

For over 1,0-2,0-3,04,0 respektive 6,0 ml stamldsning (3.6.1) till en
seriec 100 ml matkolvar. Spad till mirket med den mobila fasen (3.21)
och blanda. Koncentrationen av halofuginon i dessa losningar ar
1,0-2,0-3,0—4,0 respektive 6,0 pg/ml. Losningarna ska vara nyberedda.

Saltsyra (pyg ca 1,16 g/ml)

Metanol

Silvernitrat

Natriumaskorbat

Natriumkarbonat

Natriumklorid

EDTA (etylendiamintetradttiksyra, dinatriumsalt)

Vatten, HPLC-kvalitet

Natriumkarbonatlosning, ¢ = 10 g/100 ml
Natriumkloridméttad natriumkarbonatlésning, ¢ = 5 g/100 ml

Los 50 g natriumkarbonat (3.11) i vatten. Spad till 1 liter och tillsatt
natriumklorid (3.12) tills 16sningen ar maéttad.

Saltsyra, ca 0,1 mol/l
Spdd 10 ml HCI (3.7) med vatten till 1 liter.
Ammoniumacetatbuffertlosning, ca 0,25mol/l

Los 19,3 g ammoniumacetat (3.3) och 30 ml attiksyra (3.5) i vatten
(3.14) och spad till 1 liter.

Forbehandling av Amberlite XAD-2-harts

Skolj en lamplig médngd amberlit (3.2) med vatten tills alla kloridjoner
har tvittats ur. Detta bekriftas genom en kontroll med silvernitrat (3.20)
pa skoljvattnet. Skolj dérefter hartsen med 50 ml metanol (3.8). Héll bort
metanolen och lagra hartsen i firsk metanol.

Silvernitratlosning, ca 0,1 mol/l
Los 0,17 g silvernitrat (3.9) i 10 ml vatten.
Mobil fas for HPLC

Blanda 500 ml acetonitril (3.1) med 300 ml ammoniumacetatbuffertlos-
ning (3.18) och 1 200 ml vatten (3.14). Justera pH till 4,3 med attiksyra
(3.5). Filtrera 16sningen genom ett 0,22 um filter (4.8) och avlufta den
(t.ex. i ultraljudsbad i 10 minuter). Losningen &r stabil i en manad om
den forvaras morkt i ett slutet kérl.
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Utrustning

Ultraljudsbad

Rotationsindunstare

Centrifug

HPLC-utrustning med UV-detektor med variabel véaglingd eller diod-
array-detektor

HPLC-kolonn, 300 x 4 mm, C;g, 10 um packning, eller en motsvarande
kolonn

Glaskolonn (300 x 10 mm) med sintrat glasfilter och avstdngningsventil

Glasfiberfilter, diameter 150 mm

Membranfilter, 0,45 pm

Membranfilter, 0,22 pum

Utforande

Anmdrkning: Halofuginon som fri bas &r instabil i alkaliska l6sningar
och etylacetatlosningar. Det bor darfor inte vara i etylace-
tat i mer d4n 30 minuter.

Allmdnt

Ett blankprov analyseras for att kontrollera att varken halofuginon eller
storande dmnen dr ndrvarande.

Gor ett utbytesforsok genom analys av ett blankprov som spikats med
ungefdr samma méngd halofuginon som finns i provet. For spikning pa
nivan 3 mg/kg tillsdtts 300 pl stamlosning (3.6.1) till 10 g av blank-
provet. Blanda och vénta i 10 minuter innan extraktionen (5.2) paborjas.

Anmdrkning: Blankprovet bor vara av liknande typ som analysprovet.
Vid analys ska halofuginon inte kunna pévisas.

Extraktion

Vig med en noggrannhet av 0,1 g upp 10 gram av det beredda provet i
ett 200 ml centrifugror. Tillsdtt 0,5 g natriumaskorbat (3.10), 0,5 g
EDTA (3.13) samt 20 ml vatten och blanda. Still roret i vattenbad
(80 °C) 1 5 minuter. Lat svalna till rumstemperatur. Tillsatt darefter 20 ml
natriumkarbonatldsning (3.15) och blanda. Tillsdtt omedelbart déirefter
100 ml etylacetat (3.4) och skaka roret kraftigt for hand i 15 sekunder.
Stall roret i1 ultraljudsbadet (4.1) 1 3 minuter och lossa proppen. Cen-
trifugera 1 2 minuter och dekantera etylacetatfasen genom ett glasfiber-
filter (4.6) till en 500 ml separertratt. Upprepa extraktionen av provet
med en ny volym pa 100 ml etylacetat. Tvitta de kombinerade extrakten
i 1 minut med 50 ml natriumkloridmaéttad natriumkarbonatlsning (3.16).
Hall bort vattenskiktet.

Extrahera det organiska skiktet i 1 minut med 50 ml saltsyra (3.17). Det
undre syraskiktet tappas av till en 250 ml separertratt. Extrahera det
organiska skiktet en gang till i 1,5 minuter med ytterligare 50 ml saltsyra
och sla samman med det forsta extraktet. Tvitta de kombinerade syra-
extrakten genom att rotera karlet i ca 10 sekunder med 10 ml etylacetat
(3.4).
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Overfor vattenskiktet kvantitativt till en 250 ml rundkolv och hill bort
den organiska fasen. Avldgsna allt resterande etylacetat frn syralds-
ningen i en rotationsindunstare (4.2). Vattenbadets temperatur bor inte
overstiga 40 °C. Vid ett tryck pa ca 25 mbar avdunstar allt resterande
etylacetat inom 5 minuter vid 38 °C.

Rening
Forberedelse av amberlitkolonnen

Forbered en XAD-2-kolonn for varje provextrakt. For over 10 g for-
behandlad amberlit (3.19) till en glaskolonn (4.5) med metanol (3.8).
Sétt en liten propp av glasull i toppen av hartskolonnen. Lat metanolen
rinna ur kolonnen och skolj hartsen med 100 ml vatten. Stoppa flodet
nér vétskan nar toppen av hartskolonnen. Lt kolonnen komma i jamvikt
i 10 minuter fore anvdndning. Se till att kolonnen aldrig torkar ut.

Rening av prov

For over extraktet (5.2) kvantitativt till toppen av den forberedda am-
berlitkolonnen (5.3.1) och eluera. Hall bort eluatet. Flodeshastigheten vid
elueringen bor inte dverskrida 20 ml/minut. Skélj rundkolven med 20 ml
saltsyra (3.17) som direfter anvénds for att skolja hartskolonnen. Av-
lagsna kvarvarande syralosning med en luftstrom. Hall bort skoljresterna.
Tillsétt 100 ml metanol (3.8) i kolonnen och eluera 5-10 ml. Samla upp
eluatet i en 250 ml rundkolv. Vénta i 10 minuter sé att den aterstaende
metanolen kommer i jimvikt med hartsen. Fortsitt elueringen med en
flodeshastighet pd hogst 20 ml/minut och samla upp eluatet i samma
rundkolv. Lat metanolen avdunsta i en rotationsindunstare (4.2). Vatten-
badets temperatur bor inte dverskrida 40 °C. Overfor aterstoden kvan-
titativt till en 10 ml métkolv genom att anvdnda den mobila fasen (3.21).
Spidd med den mobila fasen till mérket och blanda. En alikvot av 10s-
ningen filtreras genom ett membranfilter (4.7). Denna 1sning anvénds
sedan for HPLC-bestdmningen (5.4).

HPLC-bestimning
Parametrar

Foljande betingelser anges som végledning. Andra betingelser kan viljas
om de ger likvérdiga resultat.

HPLC-kolonn (4.4.1)

Mobil fas f6r HPLC (3.21)
Flodeshastighet: 1,5-2 ml/minut
Detektionsvaglidngd: 243 nm
Injektionsvolym: 40—100 pl.

Kontrollera att det kromatografiska systemet ar stabilt genom att upp-
repade génger injicera en kalibreringslosning (3.6.2) med koncentratio-
nen 3,0 pug/ml tills topphdjder (areor) och retentionstider 4r konstanta.

Kalibreringskurva

Injicera varje kalibreringslosning (3.6.2) upprepade génger och mit
topphdjderna (areorna) for varje koncentration. Konstruera en kalibre-
ringskurva med kalibreringslosningarnas genomsnittliga topphdjder (are-
or) lings y-axeln och motsvarande koncentrationerna i pg/ml ldngs x-
axeln.
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Provldsning

Provextraktet (5.3.2) injiceras upprepade ganger, varvid samma volym
ska anvidndas som for kalibreringslosningarna. Bestdm dérefter den ge-
nomsnittliga topphdjden (arean) for halofuginon.

Berikning av resultat

Anvénd den genomsnittliga topphdjden (arean) for provldsningens halo-
fuginontoppar for att bestimma koncentrationen i pg/ml med hjilp av
kalibreringskurvan.

Provets halofuginonhalt w (mg/kg) berdknas med formeln

cx 10
W =

m

dar:

¢ : provlosningens halofuginonkoncentration i pg/ml
m : provets vikt i gram.

Validering av resultat
Identitet

Analytens identitet kan bekridftas genom co-kromatografi eller genom
anvindning av en diod-array-detektor med vars hjilp spektrumen for
provextraktet och den kalibreringslosning (3.6.2) som innehéller 6,0
pg/ml jaimfors.

Co-kromatografi

Ett provextrakt spikas genom tillsats av en lamplig méngd kalibrerings-
16sning (3.6.2). Méangden tillsatt halofuginon bor motsvara den uppskat-
tade méngden halofuginon i provextraktet.

Endast halofuginontoppens hojd ska oka efter det att hénsyn tagits till
béde den tillsatta médngden och spédningen av extraktet. Toppens bredd
pa halva hojden ska ligga inom + 10 % av den ursprungliga bredden.

Diod-array-detektion

Resultaten utvérderas enligt foljande kriterier:

a) Vaglangderna for prov- och standardspektrumens absorptionsmax-
imum, i toppens spets pa kromatogrammet, ska ligga inom en mar-
ginal som beror pa detektionssystemets upplosningsforméga. For
diod-array-detektion &r denna i allmédnhet + 2 nm.

b) Mellan 225 och 300 nm fér prov- och standardspektrumen, i toppens
spets pa kromatogrammet, inte skilja sig at for de delar av spektrumet
dér den relativa absorbansen dr 10—100 %. Detta kriterium &r uppfyllt
om samma maximum observeras och avvikelsen mellan de tva
spektrumen inte vid ndgon mitpunkt overstiger 15 % av standarda-
nalytens absorbans.

¢) Mellan 225 och 300 nm far spektrumen for den uppatgaende delen,
spetsen och den nedatgaende delen av toppen fran provextraktet inte
skilja sig fran varandra for de delar av spektrumet diar den relativa
absorbansen dr 10-100 %. Detta kriterium ar uppfyllt om samma
maximum observeras och avvikelsen mellan spektrumen inte vid né-
gon mitpunkt verstiger 15 % av absorbansen vid spetsen.
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Om nagot av dessa kriterier inte dr uppfyllt har analytens forekomst inte
bekréftats.

Repeterbarhet

Skillnaden mellan resultaten frén tva parallella bestimningar som utfors
pa samma prov fir inte Overstiga 0,5 mg/kg for halofuginonhalter till
och med 3 mg/kg.

Utbyte

For ett spikat blankprov ska utbytet vara minst 80 %.

Resultat av en provningsjimforelse

I en provningsjdmforelse (') analyserades tre prov av atta laboratorier.

Resultat
Prov A
blank
(Viznl Xf)or 3:_) Prov B (mjol) Prov C (pellets)
gandet
Vid motta- Efter tva Vid motta- Efter tva
gandet manader gandet manader
Medelvérde [mg/kg] ND 2,80 2,42 2,89 2,45
Sr [mg/kg] — 0,45 0,43 0,40 0,42
CVR [ %] — 16 18 14 17
Utbyte [ %] 86 74 88 75
ND = analyten har ej pévisats
Sr = standardavvikelse for reproducerbarhet
CVy = variationskoefficient for reproducerbarhet, %

E. BESTAMNING AV ROBENIDIN
1,3-bis[(4-klorbensyliden)amin]guanidinhydroklorid

Syfte och tillimpningsomrade

Med denna metod kan robenidinhalten i foder bestimmas. Kvantifie-
ringsgrinsen ar 5 mg/kg.

Princip

Provet extraheras med surgjord metanol. Extraktet torkas och en alikvot
renas 1 en kolonn med aluminiumoxid. Robenidinet elueras fran kolon-
nen med metanol och koncentreras. Den erhallna 16sningen spads med
en lamplig volym av den mobila fasen. Halten av robenidin bestims
genom omvénd fas-kromatografi (HPLC) med UV-detektor.

Reagens

Metanol

Surgjord metanol

For 6ver 4,0 ml saltsyra (p20 = 1,18 g/ml) till en 500 ml métkolv. Spad
med metanol (3.1) till méirket och blanda. Denna 16sning ska vara ny-
beredd.

(") The Analyst 108, 1983, s. 1252-1256.
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Acetonitril, HPLC-kvalitet
Molekylsikt

Typ 3A, 812 mesh (1,6-2,5 mm kulor, kristallint aluminiumsilikat,
pordiameter 0,3 nm).

Aluminiumoxid, sur, aktivitetsgrad I, for kolonnkromatografi

For over 100 g aluminiumoxid till ett lampligt kérl och tillsatt 2,0 ml
vatten. Forslut kérlet och skaka i ca 20 minuter. Forvara sedan i ett vél
tillslutet karl.

Kaliumdivitefosfatlosning, ¢ = 0,025 mol/l

Los 3,40 g kaliumdivétefosfat i vatten (HPLC-kvalitet) i en 1 000 ml
matkolv. Spéd till médrket och blanda.

Dinatriumvétefosfatlosning, ¢ = 0,025 mol/l

Los 3,55 g vattenfri (eller 4,45 g dihydrat eller 8,95 g dodekahydrat)
dinatriumvétefosfat i vatten (HPLC-kvalitet) i en 1000 ml mitkolv.
Spad till mérket och blanda.

Mobil fas for HPLC

Blanda f6ljande reagens:

650 ml acetonitril (3.3),

250 ml vatten (HPLC-kvalitet),

50 ml kaliumdivéatefosfatlosning (3.6),
50 ml dinatriumvatefosfatlosning (3.7).

Filtrera 16sningen genom ett 0,22 pm filter (4.6) och avlufta den (t.ex. i
ultraljudsbad i 10 minuter).

Referenssubstans
Rent robenidin: 1,3-bis[(4-klorbensyliden)amin]guanidin-hydroklorid.
Stamlosning av robenidin: 300 pg/ml

Vig med en noggrannhet av 0,1 mg upp 30 mg referenssubstans av
robenidin (3.9). Los i surgjord metanol (3.2) i en 100 ml mitkolv.
Spéd till mirket med samma losningsmedel och blanda. Sl in kolven
i aluminiumfolie och forvara morkt.

Arbetsstandardldsning av robenidin: 12 pg/ml

For 6ver 10,0 ml stamldsning (3.9.1) till en 250 ml métkolv. Spad till
mirket med mobil fas (3.8) och blanda. Sla in kolven i aluminiumfolie
och forvara morkt.

Kalibreringsldosningar

For 6ver 5,0-10,0-15,0-20,0 respektive 25,0 ml arbetsstandardlésning
(3.9.2) till en serie 50 ml maétkolvar. Spéd till mérket med den mobila
fasen (3.8) och blanda. Koncentrationen av robenidin i dessa 19sningar
ar 1,2-2,4-3,6-4,8 respektive 6,0 pg/ml. Losningarna ska vara nybered-
da.

Vatten, HPLC-kvalitet
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Utrustning

Glaskolonn

Kolonn i brunt glas, med avstdngningsventil och en behéllare med ca
150 ml volym, invéindig diameter 10-15 mm, ldngd 250 mm.

Mekanisk skakapparat eller magnetomrorare

Rotationsindunstare

HPLC-utrustning med UV-detektor med variabel véaglingd eller diod-
array-detektor for intervallet 250-400 nm

HPLC-kolonn: 300 x 4 mm, C;g, 10 um packning eller motsvarande

Glasfiberfilter (Whatman GF/A eller motsvarande)

Membranfilter, 0,22 pm

Membranfilter, 0,45 pm

Utforande

Anmdrkning: Robenidin ar ljuskédnsligt. Bruna glaskérl bor darfor anvén-
das vid alla arbetsmoment.

Allmdnt

Ett blankprov analyseras for att kontrollera att varken robenidin eller
storande @mnen dr ndrvarande.

Gor ett utbytesforsok genom analys av ett blankprov (5.1.1) som spikats
med ungefdr samma méangd robenidin som finns i provet. For spikning
pé nivan 60 mg/kg dverfors 3,0 ml stamldsning (3.9.1) till en 250 ml E-
kolv. Indunsta 16sningen till ca 0,5 ml i en kvdvgasstrom. Tillsétt 15 g
av blankprovet, blanda och vénta i 10 minuter innan extraktionen (5.2)
péborjas.

Anmdrkning: Blankprovet bor vara av liknande typ som analysprovet.
Vid analys ska robenidin inte kunna pévisas.

Extraktion

Vig med en noggrannhet av 0,01 g upp ca 15 gram av det beredda
provet och for over till en 250 ml E-kolv. Tillsitt 100,0 ml surgjord
metanol (3.2), tillslut kolven och 14t std i 1 timme i skakapparat (4.2).
Filtrera 16sningen genom ett glasfiberfilter (4.5) och samla upp allt filtrat
i en 150 ml E-kolv. Tillsdtt 7,5 g molekylsikt (3.4), tillslut kolven och
skaka i 5 minuter. Filtrera omedelbart genom ett glasfiberfilter. Spara
16sningen for reningen (5.3).

Rening
Forberedelse av aluminiumoxidkolonnen

Satt en liten propp av glasull i glaskolonnens (4.1) nedre 6ppning och
pressa ihop den med en glasstav. Vig upp 11,0 g av den férbehandlade
aluminiumoxiden (3.5) och for 6ver till kolonnen. Forsok minimera
exponeringen for luft under detta arbetsmoment. Knacka forsiktigt pa
kolonnens nederdel sa att aluminiumoxiden sitter sig.
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Rening av prov

Pipettera over 5,0 ml av det provextrakt som beretts enligt 5.2 till
kolonnen. Hall pipettens spets nédra kolonnvdggen och lat l6sningen
absorberas av aluminiumoxiden. Eluera robenidinet fran kolonnen med
100 ml metanol (3.1), flodeshastighet 2—3 ml/minut, och samla upp
eluatet i en 250 ml rundkolv. L&t metanolldsningen indunsta fullstandigt
i rotationsindunstaren (4.3) under reducerat tryck vid 40 °C. Los upp
aterstoden i 3—4 ml mobil fas (3.8) och Sverfor kvantitativt till en 10 ml
mitkolv. Skolj kolven med flera volymer mobil fas om 1-2 ml och
overfor skoljvdtskan till matkolven. Spad till mérket med samma 16s-
ningsmedel och blanda. En alikvot av 16sningen filtreras genom ett
0,45 pm membranfilter (4.7). Denna 16sning anvinds sedan for HPLC-
bestdmningen (5.4).

HPLC-bestdmning

Parametrar

Foljande betingelser anges som végledning. Andra betingelser kan viljas
om de ger likvérdiga resultat.

HPLC-kolonn (4.4.1),

Mobil fas for HPLC (3.8),

Flodeshastighet: 1,5-2 ml/minut,

Detektionsvéglingd: 317 nm,

Injektionsvolym: 20-50 pl.

Kontrollera att det kromatografiska systemet ar stabilt genom att upp-
repade gdnger injicera en kalibreringslosning (3.9.3) med koncentratio-
nen 3,6 pg/ml tills topphdjder och retentionstider dr konstanta.

Kalibreringskurva

Injicera varje kalibreringslosning (3.9.3) upprepade génger och mit
topphdjderna (areorna) for varje koncentration. Konstruera en kalibre-
ringskurva med kalibreringslosningarnas genomsnittliga topphdjder (are-
or) ldngs y-axeln och motsvarande koncentrationer i pg/ml ldngs x-ax-
eln.

Provldsning

Provextraktet (5.3.2) injiceras upprepade ganger, varvid samma volym
ska anviandas som for kalibreringslosningarna. Bestdm den genomsnitt-
liga topphdjden (arean) for robenidin.

Berikning av resultat

Anvind den genomsnittliga topphdjden (arean) for provlsningens robe-
nidintoppar for att bestimma koncentrationen i pg/ml med hjilp av
kalibreringskurvan (5.4.2).

Provets robenidinhalt w (mg/kg) beriknas med formeln

¢ x 200
W =

dar:

¢ = provldsningens robenidinkoncentration i pg/ml
m = provets vikt i gram.
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Validering av resultat
Identitet

Analytens identitet kan bekriftas genom co-kromatografi eller genom
anvindning av en diod-array-detektor med vars hjdlp spektrumen for
provextraktet och den kalibreringslosning (3.9.3) som innehéller 6 pg/ml
jamfors.

Co-kromatografi

Ett provextrakt spikas genom tillsats av en lamplig méngd kalibrerings-
16sning (3.9.3). Méngden tillsatt robenidin bér motsvara den uppskattade
méngden robenidin i provextraktet.

Endast robenidintoppens hdjd ska oka efter det att hidnsyn tagits till bdde
den tillsatta médngden och spddningen av extraktet. Toppens bredd pa
halva héjden ska ligga inom + 10 % av den ursprungliga bredden

Diod-array-detektion

Resultaten utvdrderas enligt foljande kriterier:

a) Vaglingderna for prov- och standardspektrumens absorptionsmax-
imum, i toppens spets pad kromatogrammet, ska ligga inom en mar-
ginal som beror pd detektionssystemets upplosningsforméga. For
diod-array-detektion &r denna i allmédnhet = 2 nm.

b) Mellan 250 och 400 nm far prov- och standardspektrumen, i toppens
spets pa kromatogrammet, inte skilja sig at for de delar av spektrumet
dér den relativa absorbansen dr 10-100 %. Detta kriterium ar uppfyllt
om samma maximum observeras och avvikelsen mellan de tva
spektrumen inte vid ndgon métpunkt Sverstiger 15 % av standarda-
nalytens absorbans.

C

~

Mellan 250 och 400 nm far spektrumen for den uppatgaende delen,
spetsen och den nedéatgédende delen av toppen frén provextraktet inte
skilja sig frdn varandra for de delar av spektrumet dir den relativa
absorbansen dr 10-100 %. Detta kriterium &r uppfyllt om samma
maximum observeras och avvikelsen mellan spektrumen inte vid na-
gon mitpunkt dverstiger 15 % av absorbansen vid spetsen.

Om négot av dessa kriterier inte dr uppfyllt har analytens forekomst inte
bekriftats.

Repeterbarhet

Skillnaden mellan resultaten fran tvd parallella bestimningar som utfors
pd samma prov far inte dverstiga 10 % av det hogre virdet for robeni-
dinhalter dver 15 mg/kg.

Utbyte

For ett spikat blankprov ska utbytet vara minst 85 %.

Resultat av en provningsjimforelse

1 en provningsjamforelse inom EU fick tolv laboratorier analysera fyra
prov av fjaderfa- och kaninfoder i form av mjél eller pellets. For varje
prov gjordes dubbla analyser. Resultaten redovisas i nedanstaende tabell:
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Fjaderfa Kanin

Mjol Pellets Mjol Pellets
Medelvirde [mg/kg] 27,00 27,99 43,6 40,1
s, [mg/kg] 1,46 1,26 1,44 1,66
CV, [ %] 5.4 4,5 33 4,1
Sr [mg/kg] 4,36 3,36 4,61 391
CVg [ %] 16,1 12,0 10,6 9,7
Utbyte [ %] 90,0 93,3 87,2 80,2
s, = standardavvikelse for repeterbarhet

CV, = variationskoefficient for repeterbarhet, %
Sg standardavvikelse for reproducerbarhet
CVy = variationskoefficient for reproducerbarhet, %

F. BESTAMNING AV DICLAZURIL

(+)-4-klorfenyl [2,6-diklor-4-(2,3,4,5-tetrahydro-3,5-dioxo-1,2,4-triazin-
2-yl)fenyl]acetonitril

Syfte och tillimpningsomrade

Med denna metod kan halten av diclazuril i foder och foérblandningar
bestimmas. Detektionsgransen ar 0,1 mg/kg och kvantifieringsgransen
0,5 mg/kg.

Princip

Efter tillsats av intern standard extraheras provet med surgjord metanol.
For foder renas en alikvot av extraktet pd en C,g-kolonn for fastfas-
extraktion. Diclazuril elueras fran kolonnen med en blandning av sur-
gjord metanol och vatten. Efter indunstning 16ses aterstoden i DMF/vat-
ten. For forblandningar indunstas extraktet och terstoden 16ses i DMF/
vatten. Diclazurilhalten bestims med ternir-gradient omvéind fas-kro-
matografi (HPLC) med UV-detektor.

Reagens

Vatten, HPLC-kvalitet.

Ammoniumacetat

Tetrabutylammoniumvétesulfat (TBHS)

Acetonitril, HPLC-kvalitet

Metanol, HPLC-kvalitet

N, N-dimetylformamid (DMF)

Saltsyra, p,g = 1,19 g/ml

Referenssubstans: diclazuril 11-24: (+)-4-klorfenyl [2,6-diklor-4-(2,3,4,5-
tetrahydro-3,5-dioxo-1,2,4-triazin-2-yl)fenyl]acetonitril med garanterad
renhet, E771

Stamldsning av diclazuril, 500 pg/ml

Vig med en noggrannhet av 0,1 mg upp 25 mg av diclazuril referens-
substans (3.8) i en 50 ml mitkolv. Los i DMF (3.6), spad till mérket
med DMF (3.6) och blanda. Sla in kolven i aluminiumfolie eller anvand
en kolv av brunt glas. Forvara i kylskap. Losningen ar stabil i 1 manad
vid hogst 4 °C.
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3.13.2

3.13.3

Standardlésning av diclazuril, 50 pg/ml

Overfor 5,00 ml stamldsning (3.8.1) till en 50 ml mitkolv, spid till
mirket med DMF (3.6) och blanda. Sla in kolven i aluminiumfolie eller
anvind en kolv av brunt glas. Forvara i kylskap. Losningen ér stabil i en
manad vid hogst 4 °C.

Intern standard: 2,6-diklor-(4-klorfenyl)-4-(4,5-dihydro-3,5-dioxo-1,2,4-
triazin-2-(3H)-yl)-metylbensen-acetonitril

Stamlosning av intern standard, 500 pg/ml

Vig med en noggrannhet av 0,1 mg upp 25 mg intern standard (3.9) i en
50 ml mitkolv. Lés i DMF (3.6), spad till mérket med DMF (3.6) och
blanda. Sla in kolven i aluminiumfolie eller anvdnd en kolv av brunt
glas. Forvara i kylskép. Losningen é&r stabil i 1 manad vid hogst 4 °C.

Intern standardlésning, 50 pg/ml

Overfor 5,00 ml stamlésning av intern standard (3.9.1) till en 50 ml
mitkolv, spédd till mérket med DMF (3.6) och blanda. Sla in kolven i
aluminiumfolie eller anvénd en kolv av brunt glas. Forvara i kylskép.
Losningen dr stabil i 1 manad vid hogst 4 °C.

Intern standardlésning for forblandningar, p/1000
mg/ml

(p = nominell halt av diclazuril i forblandningen i mg/kg)

Vig med en noggrannhet av 0,1 mg upp p/10 mg intern standard i en
100 ml miétkolv, 16s i DMF (3.6) i ett ultraljudsbad (4.6), spad till
mirket med DMF och blanda. Sl& in kolven i aluminiumfolie eller
anvind en kolv av brunt glas. Forvara i kylskap. Losningen &r stabil i
1 manad vid hogst 4 °C.

Kalibreringslosning, 2 pg/ml.

Pipettera over 2,00 ml diclazurilstandardlosning (3.8.2) och 2,00 ml
intern standardlosning (3.9.2) till en 50 ml mitkolv. Tillsdtt 16 ml
DMF (3.6), spad till market med vatten och blanda. Denna l9sning
ska vara nyberedd.

3

C,g-fastfasextraktionskolonn, t.ex. Bond Elut, storlek: 1 cm’, sorbent:

100 mg.

Extraktionsmedel: surgjord metanol.

Pipettera 5,0 ml saltsyra (3.7) till 1 000 ml metanol (3.5) och blanda.
Mobil fas for HPLC

Eluent A: ammoniumacetat—tetrabutylammoniumvétesulfatlosning.

Los 5 g ammoniumacetat (3.2) och 3,4 g TBHS (3.3) i 1 000 ml vatten
(3.1) och blanda.

Eluent B: acetonitril (3.4).

Eluent C: metanol (3.5).
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Utrustning

Mekanisk skakapparat.
Utrustning for ternir-gradient-HPLC

HPLC-kolonn, Hypersil ODS, 3 pum packning, 100 x 4,6 mm, eller
motsvarande

UV-detektor med variabel vaglangd eller diod-array-detektor.
Rotationsindunstare

Membranfilter, 0,45 pm

Vakuumgrenrér

Ultraljudsbad

Utforande
Allmdnt
Blankprov

Ett blankprov analyseras for att kontrollera att varken diclazuril eller
storande dmnen 4r ndrvarande. Blankprovet bor vara av liknande typ
som analysprovet och varken diclazuril eller storande &mnen ska kunna
pavisas i det.

Utbytesforsok

Gor ett utbytesforsok genom analys av ett blankprov som spikats med
ungefdr samma mingd diclazuril som finns i provet. For spikning pd
nivan 1 mg/kg, sitt 0,1 ml stamldsning av intern standard (3.8.1) till
50 g av ett blankprov, blanda noga och lat std i 10 minuter. Blanda
sedan flera ganger fore extraktionen (5.2).

Om ett blankprov av samma typ som provet inte finns att tillgd (se
5.1.1) kan ett utbytesforsok goras med standardadditionsmetoden. Denna
innebdr att det prov som ska analyseras spikas med ungefir samma
miéngd diclazuril som finns i provet. Detta prov analyseras tillsammans
med det ospikade provet, och utbytet beriknas sedan genom subtraktion.

Extraktion
Foder

Vig med 0,01 g noggrannhet upp ca 50 g prov. Overfor detta till en 500
ml E-kolv, tillsdtt 1,00 ml intern standardlosning (3.9.2) och 200 ml
extraktionsmedel (3.12) och tillslut kolven. Skaka blandningen i skak-
apparaten (4.1) Gver natten. Lt std i 10 minuter. Overfor en 20 ml
alikvot av supernatanten till ett lampligt glaskérl och spidd med 20 ml
vatten. Overfor denna 16sning till en extraktionskolonn (3.11) och lat
den passera genom kolonnen med hjilp av vakuum (4.5). Tvétta kolon-
nen med 25 ml av en blandning av extraktionsmedel (3.12) och vatten,
65 + 35 (v + v). Kasta de uppsamlade fraktionerna och eluera dmnena
med 25 ml av en blandning av extraktionsmedel (3.12) och vatten, 80 +
20 (v + v). Indunsta denna fraktion i en rotationsindunstare (4.3) vid
60 °C tills den precis har torkat. Los aterstoden i 1,0 ml DMF (3.6),
tillsétt 1,5 ml vatten och blanda. Filtrera genom ett membranfilter (4.4).
Ga vidare till HPLC-bestamningen (5.3).

Forblandningar

Vig med 0,001 g noggrannhet upp ca 1 g prov. Overfor detta till en 500
ml E-kolv, tillsitt 1,00 ml intern standardlésning (3.9.3) och 200 ml
extraktionsmedel (3.12) och tillslut kolven. Skaka blandningen i skak-
apparaten (4.1) 6ver natten. Lat st i 10 minuter. Overfor en alikvot pa
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10 000/p ml (p = nominell halt av diclazuril i férblandningen i mg/kg)
av supernatanten till en rundkolv av lamplig storlek. Indunsta i en rota-
tionsindunstare (4.3) under reducerat tryck vid 60 °C tills éterstoden
precis har torkat. Los éterstoden i 10,0 ml DMF (3.6), tillsdtt 15,0 ml
vatten (3.1) och blanda. Ga vidare till HPLC-bestamningen (5.3).

HPLC-bestimning
Parametrar

Foljande betingelser anges som végledning. Andra betingelser kan viljas
om de ger likvérdiga resultat.

HPLC-kolonn (4.2.1): 100 x 4,6 mm, Hy-
persii ODS, 3 pum
packning, eller mot-

svarande
Mobil fas : Eluent A (3.13.1): Vattenlosning av am-
monium-acetat och tet-
rabutylammonium-va-
tesulfat
Eluent B (3.13.2): acetonitril
Eluent C (3.13.3): metanol
Elueringssiitt: — linjér gradient

— utgangsforhallanden: A + B + C = 60 +
20+ 20 (v+ v +v)

— efter 10 minuters gradienteluering i 30
min. till: A+ B+ C =45+ 20 + 35 (v

+ v+ V).
Skolj med B i 10 min.
Flodeshastighet: 1,5-2 ml/min
Injektionsvolym: 20 pl
Detektorvaglangd: 280 nm

Kontrollera det kromatografiska systemets stabilitet genom att upprepade
ganger injicera kalibreringslosningen (3.10), som innehaller 2 pg/ml, till
dess att topphdjder och retentionstider dr konstanta.

Kalibreringsldsning

Injicera 20 pl av kalibreringslésningen (3.10) upprepade ganger och
bestim den genomsnittliga topphdjden (arean) for diclazuril och den
interna standarden.

Provldsning

Injicera 20 pl av provldsningen (5.2.1 eller 5.2.2) upprepade génger och
bestdm den genomsnittliga topphdjden (arean) for diclazuril och den
interna standarden.

Berikning av resultat
Foder

Provets diclazurilhalt w (mg/kg) beréknas med formeln

hd,s X hi.c % Cdc X 10 V
W= :
hi,s X hdﬁc

[mg/kg]
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dar:

hy, ¢ = topphdjd (area) for diclazuril i provldsningen (5.2.1)

h; ¢ = topphdjd (area) for den interna standarden i provldsningen (5.2.1)
hy . = topphdjd (area) for diclazuril i kalibreringslsningen (3.10)

h; . = topphdjd (area) for den interna standarden i kalibreringslésningen

(3.10)
¢4, ¢ = diclazurilkoncentration i kalibreringsldsningen i pug/ml (3.10)
m = provets vikt i gram

V = provextraktets volym i ml (= 2,5 ml), se 5.2.1.

Férblandningar

Provets diclazurilhalt w (mg/kg) berdknas med formeln

has X hic €acx0,02V xp
w= € %
hi,s X hd.c m

[mg/kg]

dar:

hy, o = topphdjd (area) for diclazuril i kalibreringsldsningen (3.10)
h; . = topphdjd (area) for den interna standarden i kalibreringslosningen

hy, ¢ = topphdjd (area) for diclazuril i provldsningen (5.2.2)

h; ¢ = topphdjd (area) for den interna standarden i provlsningen (5.2.2)
¢4, ¢ = diclazurilkoncentration i kalibreringsldsningen i pug/ml (3.10)

m = provets vikt i gram

V = provextraktets volym i ml (= 25 ml), se 5.2.2

nominell halt av diclazuril i mg/kg i forblandningen.

o
1

Validering av resultaten
Identitet

Analytens identitet kan bekrdftas genom co-kromatografi eller genom
anviandning av en diod-array-detektor med vars hjélp spektrumen for
provextraktet (5.2.1 eller 5.2.2) och kalibreringslosningen (3.10) jamfors.

Co-kromatografi

Ett provextrakt (5.2.1 eller 5.2.2) spikas genom tillsats av en ldmplig
mingd kalibreringslosning (3.10). Méngden tillsatt diclazuril bor vara
samma som den méingd diclazuril som finns i provextraktet.

Endast hojden pa diclazuriltoppen och pa den topp som motsvarar den
interna standarden ska Oka efter det att hdnsyn tagits till bade den till-
satta mangden och spiddningen av extraktet. Toppens bredd pé halva
hojden ska ligga inom + 10 % av den ursprungliga bredden pa toppen
for diclazuril eller for den interna standarden i det ospikade provextrak-
tet.

Diod-array-detektion

Resultaten utvérderas enligt foljande kriterier:

a) Véaglangderna for prov- och standardspektrumens absorptionsmax-
imum, i toppens spets pa kromatogrammet, ska ligga inom en mar-
ginal som beror pa detektionssystemets upplosningsférmaga. For
diod-array-detektion ar denna i allménhet = 2 nm.
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b) Mellan 230 och 320 nm far prov- och standardspektrumen, i toppens

<)

spets pa kromatogrammet, inte skilja sig &t for de delar av spektrumet
ddr den relativa absorbansen dr 10-100 %. Detta kriterium ar uppfyllt
om samma maximum observeras och avvikelsen mellan de tva
spektrumen inte vid ndgon métpunkt Sverstiger 15 % av standarda-
nalytens absorbans.

Mellan 230 och 320 nm far spektrumen for den uppétgaende delen,
spetsen och den nedatgaende delen av toppen fran provextraktet inte
skilja sig fran varandra for de delar av spektrumet diar den relativa
absorbansen dr 10-100 %. Detta kriterium &r uppfyllt om samma
maximum observeras och avvikelsen mellan spektrumen inte vid na-
gon mitpunkt overstiger 15 % av absorbansen vid spetsen.

Om négot av dessa kriterier inte dr uppfyllt har analytens forekomst inte
bekriftats.

Repeterbarhet

Skillnaden mellan resultaten fran tvé parallella bestimningar som utfors
pa samma prov far inte Gverstiga

— 30 % av det hogre virdet for diclazurilhalter pa 0,5-2,5 mg/kg

— 0,75 mg/kg for diclazurilhalter pa 2,5-5 mg/kg

— 15 % av det hogre virdet for diclazurilhalter dver 5 mg/kg

Utbyte

For ett spikat (blank)prov ska utbytet vara minst 80 %.

Resultat av en provningsjimforelse

I en provningsjimforelse analyserades fem prov av elva laboratorier.
Proven utgjordes av tvad forblandningar, en blandad med en organisk
matris (O 100) och den andra med en oorganisk matris (A 100). Den
teoretiska halten dr 100 mg diclazuril per kg. De tre foderblandningarna
for fjaderfa kom fran tre olika foretag (NL) (L1/Z1/K1). Den teoretiska
halten 4r 1 mg diclazuril per kg. Laboratorierna instruerades att géra en
eller tva analyser av varje prov. (Ndrmare upplysningar om provnings-
jamforelsen finns i Journal of AOAC International, volym 77, nr 6,
1994, s. 1359-1361). Resultaten redovisas i nedanstdende tabell.

Prov 1 Prov 2 Prov 3 Prov 4 Prov 5

A 100 O 100 L1 Z1 K1
L 11 11 11 11 6
n 19 18 19 19 12
Medelvirde 100,8 103,5 0,89 1,15 0,89
S, (mg/kg) 5,88 7,64 0,15 0,02 0,03
CV, ( %) 5,83 7,38 17,32 1,92 3,34
Sk (mg/kg) 7,59 7,64 0,17 0,11 0,12
CVg (%) 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65
Nominell halt (mg/kg) 100 100 1 1 1
L = antal laboratorier
n = antal enskilda virden
S, = standardavvikelse for repeterbarhet

CV, = variationskoefficient for repeterbarhet
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Sg = standardavvikelse for reproducerbarhet
CVy = variationskoefficient for reproducerbarhet

Anmirkningar

Diclazurilresponsen maste tidigare ha visats vara linjar i det koncent-
rationsintervall métningarna géller.

G. BESTAMNING AV NATRIUMLASALOCID

Ett natriumsalt av en polyeter-monokarboxylsyra som produceras av
Streptomyces lasaliensis

Syfte och tilliimpningsomrade

Med denna metod kan halten natriumlasalocid bestimmas i foder och
forblandningar. Detektionsgransen dr 5 mg/kg och kvantifieringsgransen
10 mg/kg.

Princip
Natriumlasalocid extraheras fran provet med surgjord metanol och en

bestaimning gors med omvind fas-kromatografi (HPLC) och en spektro-
fluorometrisk detektor.

Reagens

Kaliumdivitefosfat (KH,PO,4)

Ortofosforsyra, w = 85 % (w/w)

Losning av ortofosforsyra, ¢ = 20 %

Spéd 23,5 ml ortofosforsyra (3.2) med vatten till 100 ml.
6-metyl-2-heptylamin (1,5-dimetylhexylamin), w = 99 % (w/w)
Metanol, HPLC-kvalitet.

Saltsyra, densitet = 1,19 g/ml

Fosfatbuffertlosning, ¢ = 0,01 mol/l

Lés 1,36 gram KH,PO, (3.1) i 500 ml vatten (3.11). Tillsitt 3,5 ml
ortofosforsyra (3.2) och 10,0 ml 6-metyl-2-heptylamin (3.4). Justera pH
till 4,0 med ortofosforsyralosningen (3.3) och spdd med vatten (3.11) till
1 000 ml.

Surgjord metanol

For over 5,0 ml saltsyra (3.6) till en 1 000 ml métkolv. Spad till mérket
med metanol (3.5) och blanda. Denna 16sning ska vara nyberedd.

Mobil fas for HPLC: 16sning av fosfatbuffert och metanol 5 + 95 (v + v)
Blanda 5 ml fosfatbuffertlosning (3.7) med 95 ml metanol (3.5).

Natriumlasalocid referenssubstans med garanterad renhet, C;,Hs30gNa
(ett natriumsalt av en polyeter-monokarboxylsyra som produceras av
Streptomyces lasaliensis), E763

Stamldsning av natriumlasalocid, 500 pg/ml

Vig upp 50 mg natriumlasalocid (3.10) med en noggrannhet av 0,1 mg i
en 100 ml mitkolv. Los natriumlasalociden i surgjord metanol (3.8),
spad till mérket med samma l6sningsmedel och blanda. Denna 16sning
ska vara nyberedd.
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Arbetsstandardléosning av natriumlasalocid, 50
pg/ml

Pipettera 10,0 ml stamldsning (3.10.1) till en 100 ml métkolv. Spad till
mirket med surgjord metanol (3.8) och blanda. Denna 16sning ska vara
nyberedd.

Kalibreringslosningar

Overfor 1,0-2,0-4,0-5,0 och 10,0 ml arbetsstandardldsning (3.10.2) till
en serie 50 ml métkolvar. Spid till mérket med surgjord metanol (3.8)
och blanda. De erhallna lsningarna innehéller 1,0-2,0—4,0-5,0 respek-
tive 10,0 pg natriumlasalocid per ml. Dessa 16sningar ska vara nybered-
da.

Vatten, HPLC-kvalitet.

Utrustning

Termostatreglerat ultraljudsbad (eller skakapparat med vattenbad)
Membranfilter, 0,45 pum
HPLC-utrustning med injektor, anpassad for volymer pa 20 ul

HPLC-kolonn, 125 x 4 mm, omvénd fas, Cig, 5 pm packning eller
motsvarande

Spektrofluorometer med variabel excitations- och emissionsvaglangd

Utforande
Allmdint
Blankprov

Infor utbytesforsoket (5.1.2) analyseras ett blankprov for att kontrollera
att varken natriumlasalocid eller stérande &mnen 4r nirvarande. Blank-
provet bor vara av liknande typ som analysprovet och varken natrium-
lasalocid eller storande dmnen ska kunna pavisas i det.

Utbytesforsok

Gor ett utbytesforsok genom analys av ett blankprov som spikats med
ungefdr samma méngd natriumlasalocid som finns i provet. For spikning
pé nivan 100 mg/kg Sverfors 10,0 ml stamlosning (3.10.1) till en 250 ml
E-kolv och far indunsta till dess att ca 0,5 ml aterstar. Tillsdtt 50 g av
blankprovet, blanda ordentligt, 14t std i 10 minuter och blanda igen flera
ganger fore extraktionen (5.2).

Om ett blankprov av liknande typ som provet inte finns att tillgd (se
5.1.1), kan ett utbytesforsok goras med standardadditionsmetoden. Det
prov som ska analyseras spikas da med ungefar samma méngd natrium-
lasalocid som finns i provet. Det erhdllna provet analyseras sedan till-
sammans med ett prov som inte spikats, och utbytet berdknas genom
subtraktion.

Extraktion
Foder

Vig upp 5-10 g av provet med en noggrannhet av 0,01 gram i en 250
ml E-kolv med propp. Tillsdtt med pipett 100,0 ml surgjord metanol
(3.8). Sitt i proppen 16st och rotera kolven for att dispergera provet. Stéll
kolven i ett ca 40 °C ultraljudsbad (4.1) i 20 minuter. Ta upp kolven ur
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badet och lat den svalna till rumstemperatur. Lét std i ca 1 timme sa att
de suspenderade partiklarna sjunker till botten. Filtrera en alikvot genom
ett 0,45 um membranfilter (4.2) till ett lampligt kérl. Ga vidare till
HPLC-bestimningen (5.3).

Forblandningar

Vig med en noggrannhet av 0,001 gram upp ca 2 gram av den omalda
forblandningen i en 250 ml maétkolv. Tillsdtt 100,0 ml surgjord metanol
(3.8) och rotera kolven for att dispergera provet. Stéll kolven med in-
nehall i ett ca 40 °C ultraljudsbad (4.1) i 20 minuter. Ta upp kolven ur
badet och 14t den svalna till rumstemperatur. Spad till méirket med sur-
gjord metanol (3.8) och blanda omsorgsfullt. Lat std i 1 timme sa att de
suspenderade partiklarna sjunker till botten. Filtrera en alikvot genom ett
0,45 pm membranfilter (4.2). Spid en ldmplig volym av klart filtratet
med surgjord metanol (3.8) sd att en slutlig provldsning erhalls som
innehdller ca 4 pg natriumlasalocid/ml. Ga vidare till HPLC-bestdm-
ningen (5.3).

HPLC-bestimning
Parametrar

Foljande betingelser anges som végledning. Andra betingelser kan véljas
om de ger likvérdiga resultat.

HPLC-kolonn (4.3.1): 125 x 4 mm, omvéand fas Cg, 5 pm pack-
ning eller motsvarande
Mobil fas (3.9): Blandning av fosfatbuffertlosning (3.7)

och metanol (3.5), 5+95 (v+v)

Flodeshastighet: 1,2 ml/min
Detektionsvaglangder:
Excitation: 310 nm
Emission: 419 nm
Injektionsvolym: 20

Kontrollera att det kromatografiska systemet ar stabilt genom att upp-
repade génger injicera kalibreringslosningen (3.10.3) med koncentratio-
nen 4,0 pg/ml till dess att topphdjder (areor) och retentionstider ar kon-
stanta.

Kalibreringskurva

Injicera varje kalibreringslosning (3.10.3) upprepade ganger och bestim
de genomsnittliga topphdjderna (areorna) for varje koncentration. Kon-
struera en kalibreringskurva med kalibreringsldsningarnas genomsnittliga
topphdjd (area) ldngs y-axeln och motsvarande koncentrationer i pg/ml
langs x-axeln.

Provlosning

Injicera upprepade ganger de provextrakt som erhallits i 5.2.1 eller 5.2.2.
Anvénd samma volym som for kalibreringslosningen. Bestdm de genom-
snittliga topphdjderna (areorna) for natriumlasalocid.

Berikning av resultat

Anvind den genomsnittliga topphdjd (area) som erhallits vid injektion
av provlosningen (5.3.3) for att bestimma koncentrationen natriumlasa-
locid (pg/ml) med hjélp av kalibreringskurvan.
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Foder

Halten av natriumlasalocid, w (mg/kg) i provet berdknas med formeln

Cc X V]
W= mg/k
o [me/ke]
dar:
¢ = koncentrationen av natriumlasalocid i provlosningen (5.2.1) i

pg/ml
V, = provextraktets volym i ml (= 100 ml), se 5.2.1
m = provets vikt i gram.

Férblandningar

Halten av natriumlasalocid, w (mg/kg) i provet berdknas med formeln

x Vo x f
w =2 fmgfkg]
m
dar:
¢ = koncentrationen av natriumlasalocid i provlosningen (5.2.1) i
pg/ml
V, = provextraktets volym i ml (= 250 ml), se 5.2.2
f = spidningsfaktor, se 5.2.2

m = provets vikt i gram.

Validering av resultaten
Identitet

Metoder som grundar sig pa spektrofluorometri medfor inte samma pro-
blem med interferenser som metoder med UV-detektion. Analytens iden-
titet kan bekrédftas genom co-kromatografi.

Co-kromatografi

Ett provextrakt (5.2.1 eller 5.2.2) spikas genom tillsats av en ldmplig
mingd kalibreringslosning (3.10.3). Méngden tillsatt natriumlasalocid
bor vara ungefar lika stor som den ursprungliga méngden natriumlasa-
locid i provextraktet. Endast natriumlasalocidtoppens hojd ska oka i
forhallande till méingden tillsatt natriumlasalocid och provextraktets
spadning. Toppens bredd pa halva hdjden far inte avvika mer an
+ 10 % fran vérdet for den ursprungliga topp som motsvarar det os-
pikade provextraktet.

Repeterbarhet
Skillnaden mellan resultaten fran tva parallella bestdmningar som utfors

pé samma prov far inte dverstiga

— 15 % av det hogre virdet, for halter av natriumlasalocid pad 30-100
mg/kg,

— 15 mg/kg, for halter pa 100-200 mg/kg,
— 7,5 % av det hogre virdet, for halter som Overstiger 200 mg/kg.
Utbyte

For det spikade (blank)provet ska utbytet vara minst 80 %. For de
spikade forblandningsproven ska utbytet vara minst 90 %.
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8. Resultat av en provningsjimforelse

I en provningsjamforelse (*) analyserades tva forblandningar (prov 1 och
2) och fem fodertyper (prov 3—7) av tolv laboratorier. Varje prov ana-
lyserades tva ganger. Resultaten redovisas i nedanstaende tabell.

F?:lgl\; nld— Prov 2 Prov 3 Prov 4 Prov 5 Prov 6 Prov 7
N £ Forblandning | Pellets for | Kyckling- | Kalkonfo- | Fjaderfd- | Fjaderfd-
lr(nng, ror for kalkon kalkon foder der foder A | foder B
yckling
L 12 12 12 12 12 12 12
n 23 23 23 23 23 23 23
Medelvirde 5050 16 200 76,5 78,4 92,9 48,3 32,6
[mg/kg]
s, [mg/kg] 107 408 1,71 2,23 2,27 1,93 1,75
CV, [ %] 2,12 2,52 2,24 2,84 2,44 4,00 5,37
s [mg/kg] 286 883 3,85 7,32 5,29 3,47 3,49
CVg [ %] 5,66 5,45 5,03 9,34 5,69 7,18 10,70
Nominell halt [ 5000 (¥) | 16 000 (*) | 80 (*) 105 (*) | 120 (*) | 50 (*¥*) | 35 (**)
[mg/kg]

(*) Halt deklarerad av tillverkaren.
(**) Foder berett i laboratoriet.

L = antal laboratorier

n = antal enskilda virden

s, = standardavvikelse for repeterbarhet

sg = standardavvikelse for reproducerbarhet
CV, = variationskoefficient for repeterbarhet, %

CVy = variationskoefficient for reproducerbarhet, %

(*) Analyst, 1995, 120, 2175-2180.
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BILAGA V

ANALYSMETODER FOR KONTROLL AV FRAMMANDE AMNEN I

32

33

34

3.5

3.6

FODER

A. BESTAMNING AV HALT FRI GOSSYPOL OCH TOTALHALT
GOSSYPOL

Syfte och tillimpningsomrade

Med denna metod kan halten fri gossypol, totalhalten gossypol och
kemiskt besldktade &dmnen bestimmas i bomullsfro, bomullsfromjol
och bomullsfrokakor samt i foderblandningar som innehéller dessa fo-
derrdvaror, om halten av fri gossypol, totalhalten gossypol och kemiskt
besldktade dmnen overstiger 20 mg/kg.

Princip

Gossypol extraheras i ndrvaro av 3-amino-1-propanol, antingen med en
blandning av 2-propanol och hexan (vid bestimning av fritt gossypol)
eller med dimetylformamid (vid bestdmning av totalhalt gossypol). Gos-
sypol omvandlas med anilin till gossypol-dianilin, vars absorbans miits
vid 440 nm.

Reagens

Blandning av 2-propanol och hexan: blanda 60 volymdelar 2-propanol
med 40 volymdelar n-hexan.

Losningsmedel A: Tillsétt ca 500 ml 2-propanol-hexanblandning (3.1),
2 ml 3-amino-1-propanol, 8 ml iséttika och 50 ml vatten i en 1 000 ml
mitkolv. Spad med 2-propanol-hexanblandningen (3.1) till full volym.
Losningen é&r stabil i en vecka.

Losningsmedel B: Pipettera 6ver 2 ml 3-amino-1-propanol och 10 ml
isdttika till en 100 ml métkolv. Kyl till rumstemperatur och spad med N,
N-dimetylformamid till full volym. Lésningen é&r stabil i en vecka.

Anilin: Om blankprovets absorbans éverstiger 0,022, destilleras anilinet
6ver zinkpulver och de forsta och sista tio procenten av destillatet kastas.
Om detta reagens kylforvaras i en brun glaskolv med propp ar det
hallbart i flera manader.

Standardgossypollosning A: Tillsdtt 27,9 mg gossypolacetat i en 250 ml
matkolv. Los upp och spidd med 16sningsmedel A (3.2) till full volym.
Pipettera dver 50 ml av denna 16sning till en 250 ml métkolv och spad
med 19sningsmedel A till full volym. Gossypolkoncentrationen i denna
16sning dr 0,02 mg/ml. Lat l6sningen std 1 timme i rumstemperatur
innan den anvénds.

Standardgossypollosning B: Tillsétt 27,9 mg gossypolacetat i en 50 ml
matkolv. Los upp och spidd med 16sningsmedel B (3.3) till full volym.
Gossypolkoncentrationen i denna 18sning ar 0,5 mg/ml.

Standardgossypollésningarna A och B ar stabila i 24 timmar om de
skyddas fran ljus.

Utrustning

Rotationsskakapparat: ca 35 varv per minut.
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4.2

52

53

Spektrofotometer.

Utforande
Analysprov

Analysprovets storlek beror pa den antagna gossypolhalten i provet. Det
ar bst att arbeta med ett litet analysprov och en relativt stor alikvot av
filtratet s& att man fér en tillrickligt stor médngd gossypol for att kunna
gora en exakt fotometrisk métning. Vid bestimning av fri gossypol i
bomullsfré, bomullsfromjol och bomullsfrokakor bor analysprovet viga
hogst 1 gram. Nér det géller foderblandningar kan provet vdga upp till
5 g. I de flesta fall ar det lampligt med en alikvot pa 10 ml av filtratet
som bor innehalla 50-100 pg gossypol. Vid bestimning av totalhalt
gossypol bor analysprovet viga 0,5-5 g sé att en alikvot pd 2 ml av
filtratet innehéller 40-200 pg gossypol.

Analysen bor utforas vid rumstemperatur, ca 20 °C.

Bestimning av fri gossypol

Placera analysprovet i en 250 ml kolv med slipad hals dir kolvens
botten tickts med krossat glas. Tillsdtt med pipett 50 ml 16sningsmedel
A (3.2), tillslut kolven och blanda i 1 timme pa skakapparaten. Filtrera
genom torrt filter och samla upp filtratet i en liten kolv med slipad hals.
Téck tratten med urglas under filtreringen.

Pipettera Over identiska alikvoter av filtratet med en gossypolhalt pa
50-100 pg till tva 25 ml métkolvar (A och B). Spad vid behov med
16sningsmedel A (3.2) till 10 ml. Spad darefter innehéllet i kolv A med
2-propanol-hexanblandningen (3.1) till full volym. Denna 16sning an-
vinds som referenslosning for provldsningens maétvirden.

Pipettera dver 10 ml av losningsmedel A (3.2) till var och en av tva
andra 25 ml mitkolvar (C och D). Spad innehallet i kolv C med 2-
propanol-hexanblandningen (3.1) till full volym. Denna 16sning anvénds
som referenslosning for blankprovldsningens métvarden.

Tillsatt 2 ml anilin (3.4) till kolvarna D och B. Upphetta i 30 minuter pa
kokande vattenbad sa att firgen framtrader. Kyl till rumstemperatur,
spad med 2-propanol-hexanblandning (3.1) till full volym, homogenisera
och lat std 1 timme.

Bestam dels blankprovldsningens (D) absorbans genom att jamfora med
referenslosningen (C), dels provldsningens (B) absorbans genom att
jamfora med referenslosningen (A) i spektrofotometern vid 440 nm
med 1 cm glasceller.

Subtrahera blankprovldsningens absorbans fran provlosningens (korrige-
rad absorbans). Berdkna utifran det erhallna vérdet halten fri gossypol
enligt anvisningarna i punkt 6.

Bestdmning av totalhalt gossypol

Placera ett analysprov som innehaller 1-5 mg gossypol i en 50 ml
mitkolv och tillsdtt 10 ml 16sningsmedel B (3.3). Bered samtidigt ett
blankprov genom att tillféra 10 ml 16sningsmedel B (3.3) i en annan 50
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6.1

6.2
6.2.1

ml mitkolv. Upphetta de tva kolvarna i 30 minuter pd kokande vatten-
bad. Kyl till rumstemperatur och spad innehallet i bada kolvarna med 2-
propanol-hexanblandningen till full volym (3.1). Homogenisera och lat
std i 10—15 minuter. Filtrera dérefter och samla upp filtraten i kolvar
med slipad hals.

Pipettera 6ver 2 ml av provfiltratet till var och en av tvad 25 ml mat-
kolvar, och 2 ml av blankprovfiltratet till tvd andra 25 ml métkolvar.
Spéd innehéllet i en kolv fran varje serie med 2-propanol-hexanbland-
ningen (3.1) till 25 ml. Dessa 16sningar anvidnds som referenslosningar.

Tillsdtt 2 ml anilin (3.4) till var och en av de andra tva kolvarna. Upp-
hetta i 30 minuter pa kokande vattenbad sé att fargen framtrader. Kyl till
rumstemperatur, spdd med 2-propanol-hexanblandningen (3.1) till 25 ml,
homogenisera och lat std 1 timme.

Bestdm absorbansen enligt anvisningarna i punkt 5.2 for fri gossypol.
Beridkna utifrén det erhdllna vérdet totalhalten gossypol enligt anvisning-
arna i punkt 6.

Berikning av resultat

Resultaten kan berdknas antingen fran den specifika absorbansen (6.1)
eller med hjélp av en kalibreringskurva (6.2).

Fran den specifika absorbansen

Den specifika absorbansen blir enligt de beskrivna villkoren foljande:

. 1 %
Fri gossypol B
lcm

=625

1%
Totalhalt 1 E— = 600
otalhalt gossypo Tom

Halten fri gossypol eller totalhalten gossypol berdknas med formeln %
gossypol:

E x 1250

El%>xpxa

% gossypol :

dar:

E = korrigerad absorbans, bestdmd enligt 5.2
p = provets vikt i gram
a = alikvot av filtratet i ml.

Fran en kalibreringskurva
Fri gossypol

Stall i ordning tva serier med fem 25 ml miétkolvar. Pipettera Gver
2,0-4,0-6,0-8,0 respektive 10,0 ml standardgossypollésning A (3.5)
till vardera serien av métkolvar. Spdd med l6sningsmedel A (3.2) till
10 ml. Komplettera varje serie med en 25 ml mitkolv som endast
innehéller 10 ml 16sningsmedel A (3.2) (blankprov).

Spéd innehéllet i den forsta serien métkolvar (inklusive den med blank-
provet) till 25 ml med 2-propanol-hexanblandningen (3.1) (referens-
serie).
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6.2.2

6.3

Tillsatt 2 ml anilin (3.4) till var och en av métkolvarna i den andra
serien (inklusive den med blankprovet). Upphetta i 30 minuter pa ko-
kande vattenbad si att firgen framtrider. Kyl till rumstemperatur, spad
med 2-propanol-hexanblandningen (3.1) till full volym, homogenisera
och lat std 1 timme (standardserie).

Bestam enligt 5.2 absorbansen for losningarna i standardserien genom
att jamfora med motsvarande l9sningar i referensserien. Konstruera ka-
libreringskurvan genom att avsitta absorbansvidrdena mot motsvarande
kvantiteter gossypol (i pg).

Totalhalt gossypol

Stall i ordning sex stycken 50 ml mitkolvar. Tillsdtt 10 ml 16snings-
medel B i den forsta mitkolven (3.3) och 2,0-4,0-6,0-8,0 respektive
10,0 ml standardgossypollésning B i de vriga (3.6). Spad innehéllet i
varje mitkolv till 10 ml med 16sningsmedel B (3.3). Upphetta i 30
minuter pa kokande vattenbad. Kyl till rumstemperatur, spdd med 2-
propanol-hexanblandningen (3.1) till full volym och homogenisera.

Overfor 2,0 ml av dessa 16sningar till tva serier med vardera sex 25 ml
matkolvar. Spad innehéllet i den forsta seriens kolvar till 25 ml med 2-
propanol-hexanblandningen (3.1) (referensserie).

Tillsatt 2 ml anilin (3.4) till var och en av kolvarna i den andra serien.
Upphetta i 30 minuter pa kokande vattenbad. Kyl till rumstemperatur,
spad med 2-propanol-hexanblandningen (3.1) till full volym, homogeni-
sera och lat std 1 timme (standardserie).

Bestdm enligt 5.2 absorbansen for 19sningarna i standardserien genom
att jaimfora med motsvarande 16sningar i referensserien. Konstruera ka-
libreringskurvan genom att avsitta absorbansvidrdena mot motsvarande
kvantiteter gossypol (i pg).

Repeterbarhet

Skillnaden mellan resultaten av tvé parallella bestdmningar som utfors pa
samma prov fér inte dverstiga

— 15 % av det hogre virdet for gossypolhalter under 500 ppm,

— 75 ppm 1 absoluta tal for halter pa 500-750 ppm,

— 10 % av det hogre virdet for halter 6ver 750 ppm.
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B. BESTAMNING AV HALTER AV DIOXINER (PCDD/PCDF)
OCH PCB

KAPITEL I

Provtagningsmetoder och tolkning av analysresultat

Syfte och tillimpningsomrade

Provtagning for offentlig kontroll av halter av polyklorerade dibenso-p-
dioxiner (PCDD) och polyklorerade dibensofuraner (PCDF) (nedan kal-
lade PCDD/PCDF), dioxinlika polyklorerade bifenyler (nedan kallade
dioxinlika PCB) (') och icke-dioxinlika PCB i foder ska goras i enlighet
med bilaga I. De kvantitativa kraven i fridga om kontroll av dmnen eller
produkter som é&r jamnt fordelade i fodret enligt punkt 5.1 i bilaga I ska
uppfyllas. De erhallna samlingsproven ska betraktas som representativa
for de partier eller delpartier frén vilka de tas. De halter som bestédms i
laboratorieproven ska ligga till grund for beddmningen av om proven ir
overensstimmande med gridnsvédrdena enligt direktiv 2002/32/EG.

I denna del B ska definitionerna i bilaga I till kommissionens beslut
2002/657/EG (%) gélla.

(") Tabell 6ver TEF-virden (toxiska ekvivalensfaktorer) for dioxiner, furaner och dioxinlika

PCB.

Vérldshélsoorganisationens toxicitetsekvivalensfaktorer (WHO-TEF) for bedémningen av
risker for ménniskor pa grundval av slutsatserna frain WHO:s expertméte inom det
internationella programmet for kemikaliesidkerhet (IPCS) i Genéeve i juni 2005 (Martin
van den Berg et al, “"The 2005 World Health Organization Re-evaluation of Human and
Mammalian Toxic Equivalency Factors for Dioxins and Dioxin-like Compounds”, Tox-
icological Sciences, 2006, 93(2), s. 223-241).

Kongen TEF-virde Kongen TEF-virde

Dibenso-p-dioxiner (PCDD) och dibenso-p-fura- | Dioxinlika PCB: non-orto PCB + mono-orto

ner (PCDF) PCB
2,3,7,8-TCDD 1
1,2,3,7,8-PeCDD 1 Non-orto PCB
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0,1 PCB 77 0,0001
1,2,3,6,7,8-HxCDD 0,1 PCB 81 0,0003
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0,1 PCB 126 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0,01 PCB 169 0,03
OCDD 0,0003

Mono-orto PCB

2,3,7,8-TCDF 0,1 PCB 105 0,00003
1,2,3,7,8-PeCDF 0,03 PCB 114 0,00003
2,3,4,7,8-PeCDF 0,3 PCB 118 0,00003
1,2,3,4,7,8-HxCDF 0,1 PCB 123 0,00003
1,2,3,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 156 0,00003
1,2,3,7,8,9-HxCDF 0,1 PCB 157 0,00003
2,3,4,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 167 0,00003
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01 PCB 189 0,00003
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01

OCDF 0,0003

Forkortningar: ”T” = tetra, “Pe” = penta, "Hx” = hexa, "Hp” = hepta, "O” = okta,
”CDD* = klordibensodioxin, "CDF” = klordibensofuran, ”CB” = klorbifenyl.

Kommissionens beslut 2002/657/EG av den 14 augusti 2002 om genomforande av radets
direktiv 96/23/EG avseende analysmetoder och tolkning av resultat (EGT L 221,
17.8.2002, s. 8).
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Dessutom géller foljande definitioner:

screeningmetoder: metoder for att pavisa prov med halter av PCDD/
PCDF och dioxinlika PCB som Overskrider grinsviardena eller at-
girdsgranserna. De ska ge en kostnadseffektiv och hog analyskapacitet
och dérigenom 6ka mojligheterna att upptacka nya fall som medfor hog
exponering och hélsorisker for konsumenterna. Screeningmetoder ska
baseras pa bioanalytiska metoder eller GC-MS-metoder. Provresultat
som Overskrider brytpunkten vid kontroll av Overensstimmelsen med
gransvirdet ska kontrolleras genom en fullstindig ny analys av det ur-
sprungliga provet med en konfirmeringsmetod.

konfirmeringsmetoder: metoder for att fa fram fullstdndig eller komplet-
terande information som mgjliggdér en entydig identifiering och kvan-
tifiering av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB vid grinsvardet, eller vid
behov vid atgirdsgriansen. Sddana metoder bygger pa gaskromatografi i
kombination med hogupplosande masspektrometri (GC-HRMS) eller
gaskromatografi i kombination med tandem-masspektrometri (GC-MS/
MS).

2. Partiets eller delpartiets overensstimmelse med grinsvirdet
2.1 Icke-dioxinlika PCB

Partiet ar Overensstimmande med grinsviardet om analysresultatet inte
overskrider gransviardet for icke-dioxinlika PCB enligt direktiv
2002/32/EG, med beaktande av métosikerheten.

Partiet ar icke-Overensstimmande med grinsviardet om analysresultatet
avseende den Ovre koncentrationen (%), bekriftat genom dubbelprov (4),
overskrider gransvérdet enligt direktiv 2002/32/EG, med beaktande av
métosdkerheten. Medelvérdet av tva bestimningar, ddr métosakerheten
beaktas, anvinds for kontroll av §verensstimmelsen.

Maitosdkerheten ska beaktas enligt nagon av foljande metoder:

— Genom att faststéllla den utvidgade métosdkerheten med anvindning
av en tickningsfaktor pad 2, vilket ger en konfidensgrad pa cirka
95 %. Ett parti eller delparti dr icke-Overensstimmande om det upp-
matta vardet minus U Overstiger grinsvardet.

— Genom att faststdlla beslutsgransen (CCa) enligt punkt 3.1.2.5 i
bilaga I till beslut 2002/657/EG. Ett parti eller delparti dr icke-over-
ensstimmande om det uppmitta vérdet dr lika med eller hogre dn
CCa.

Styckena 1, 2 och 3 ska tillimpas pa de analysresultat som erhalls vid
provtagning for offentlig kontroll. Nar det géller analys for dverklagande
eller referensandamal ska nationella regler gilla.

(®) Begreppet 6vre koncentration krdver att man anvénder kvantifieringsgrinsen for bidraget
fran varje icke-kvantifierad kongen. Begreppet lagre koncentration kriver att man an-
vander noll for bidraget fran varje icke-kvantifierad kongen. Begreppet mellanvirde
kraver att man anvénder halva kvantifieringsgrinsen vid berdkning av bidraget fran varje
icke-kvantifierad kongen.

I allménhet giller de krav pa analys av dubbelprov som anges i kapitel C punkt 3 i
bilaga II. For konfirmeringsmetoder med 13C-mirkt intern standard for de relevanta
analyterna behovs dock analys av dubbelprov endast om resultatet fran den forsta be-
stimningen med sddana konfirmeringsmetoder inte &r &verensstimmande. Analys av
dubbelprov behdvs for att utesluta mojligheten av intern korskontamination eller oav-
siktlig hopblandning av prov. Nér analysen utfors till foljd av en fororeningsincident
behover resultatet inte konfirmeras genom analys av ett dubbelprov om de prov som
valts ut for analys kan sparas till fororeningsincidenten och den uppmatta halten ar
betydligt 6ver gransvirdet.

(4

~
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2.2 Dioxiner (PCDD/PCDF) och dioxinlika PCB

Partiet ar Overensstimmande med gransvérdena i foljande fall:

— En enda analys med en screeningmetod for vilken andelen prov som
felaktigt bedomts vara overensstimmande med grénsvérdet &r lagre
dn 5 % ger ett resultat som visar att halten inte dverskrider respektive
gransvérde for PCDD/PCDF och summan av PCDD/PCDF och diox-
inlika PCB enligt direktiv 2002/32/EG.

— En enda analys med en konfirmeringsmetod ger ett resultat som inte
overskrider respektive gransviarde for PCDD/PCDF och summan av
PCDD/PCDF och dioxinlika PCB enligt direktiv 2002/32/EG, med
beaktande av métosdkerheten.

For screeninganalyser ska en brytpunkt faststéllas for bedémningen av
om provet/n dr Overensstimmande med det grinsvdrde som anges for
PCDD/PCDF respektive for summan av PCDD/PCDF och dioxinlika
PCB.

Partiet dr icke-Overensstimmande med grinsviardet om analysresultatet
avseende den Ovre koncentrationen (), faststillt med en konfirmerings-
metod och bekriftat genom dubbelprov, dverskrider gransvérdet enligt
direktiv 2002/32/EG, med beaktande av métosikerheten (°). Medelvirdet
av tva bestdmningar, dir matosdkerheten beaktas, anvédnds for kontroll
av Overensstimmelsen.

Maitosdkerheten ska beaktas enligt nagon av foljande metoder:

— Genom att faststdlla den utvidgade métosékerheten med anviandning
av en tickningsfaktor pa 2, vilket ger en konfidensgrad péa cirka
95 %. Ett parti eller delparti dr icke-6verensstimmande om det upp-
mitta virdet minus U Overstiger gransvéirdet. Om det har gjorts en
separat bestimning av PCDD/PCDF och av dioxinlika PCB ska
summan av den skattade utvidgade maétosdkerheten for de enskilda
analysresultaten anvidndas ndr man anger summan av PCDD/PCDF
och dioxinlika PCB.

— Genom att faststilla beslutsgransen (CCa) enligt punkt 3.1.2.5 i
bilaga I till beslut 2002/657/EG. Ett parti eller delparti ar icke-6ver-
ensstimmande om det uppmdtta vérdet dr lika med eller hogre an
CCao.

Styckena 1-4 ska tillimpas pa de analysresultat som erhalls vid prov-
tagning for offentlig kontroll. Nér det géller analys for 6verklagande
eller referensdndamal ska nationella regler gilla.

3. Resultat som dverskrider de atgirdsgrinser som anges i bilaga II till
direktiv 2002/32/EG

Atgirdsgrinserna fungerar som ett redskap for provurval i de fall dir det
ar nodvandigt att identifiera en féroreningskalla och att vidta atgérder for

(°) Begreppet 6vre koncentration kréver att man anvénder kvantifieringsgrinsen for bidraget
fran varje icke-kvantifierad kongen till TEQ-vérdet (toxicitetsekvivalenter). Begreppet
lagre koncentration kréver att man anvénder noll for bidraget frdn varje icke-kvantifierad
kongen till TEQ-virdet. Begreppet mellanvarde krdver att man anvénder halva kvan-
tifieringsgransen vid berdkning av bidraget fran varje icke-kvantifierad kongen till TEQ-
vérdet.

I allménhet giller de krav pa analys av dubbelprov som anges i kapitel C punkt 3 i
bilaga II. For konfirmeringsmetoder med 13C-mirkt intern standard for de relevanta
analyterna behovs dock analys av dubbelprov endast om resultatet fran den forsta be-
stimningen med sddana konfirmeringsmetoder inte &r &verensstimmande. Analys av
dubbelprov behdvs for att utesluta mojligheten av intern korskontamination eller oav-
siktlig hopblandning av prov. Nér analysen utfors till foljd av en fororeningsincident
behover resultatet inte konfirmeras genom analys av ett dubbelprov om de prov som
valts ut for analys kan sparas till fororeningsincidenten och den uppmatta halten ar
betydligt 6ver gransvirdet.

(6
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att minska eller eliminera den. Screeningmetoderna ska faststilla lamp-
liga brytpunkter for urvalet av dessa prov. Om det behdvs betydande
insatser for att identifiera en fororeningskilla och minska eller eliminera
fororeningen kan det vara lampligt att bekrifta om atgdrdsgransen ver-
skridits genom att analysera dubbelprov med en konfirmeringsmetod,
med beaktande av mitoséikerheten (7).

KAPITEL IT

Provberedning och krav pd analysmetoder for offentlig kontroll av halter av
dioxiner (PCDD/PCDF) och dioxinlika PCB i foder

1. Tillimpningsomrade

Kraven i detta kapitel ska tillimpas ndr foder analyseras for offentlig
kontroll av halterna av 2,3,7,8-substituerade polyklorerade dibenso-p-di-
oxiner och polyklorerade dibensofuraner (nedan kallade PCDD/PCDF)
samt av dioxinlika polyklorerade bifenyler (nedan kallade dioxinlika
PCB) och for andra lagstadgade dndamal.

Overvakningen av forekomsten av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB i
foder kan utforas med tva olika typer av analysmetoder:

a) Screeningmetoder

Syftet med screeningmetoder &r att pavisa prov med halter av PCDD/
PCDF och dioxinlika PCB som Overskrider grinsvirdena eller at-
gérdsgranserna. Screeningmetoder bor ge en kostnadseffektiv och
hog analyskapacitet och darigenom 6ka mojligheterna att uppticka
nya fall som medfor hég exponering och hélsorisker for konsumen-
terna. Nar dessa metoder anvinds bor man strdva efter att undvika
resultat som felaktigt bedomts vara 6verensstimmande. De kan bland
annat bestd av bioanalytiska metoder och GC-MS-metoder.

Screeningmetoder jimfor analysresultatet med en brytpunkt och ger
ett ja/nej-svar for beddmning av om gréansvirdet eller atgirdsgrinsen
eventuellt har 6verskridits. Koncentrationen av PCDD/PCDF och
summan av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB i prov som misstinks
vara icke-Overensstimmande med grinsvirdet maste bestdmmas/be-
kriftas med en konfirmeringsmetod.

Screeningmetoderna kan dessutom ge en indikation pa halterna av de
PCDD/PCDF och dioxinlika PCB som férekommer i provet. Om
bioanalytiska screeningmetoder anvénds ska resultatet uttryckas
som bioanalytiska ekvivalenter (BEQ), medan om fysikalisk-kemiska
GC-MS-metoder anvinds ska resultatet uttryckas som toxicitetsekvi-
valenter (TEQ). Screeningmetodernas resultat i form av numeriska
virden dr lampliga for att demonstrera att proven &r Gverensstim-
mande eller misstinkt icke-Overensstimmande eller att atgirdsgrin-
sen Overskridits, och ger en indikation pd koncentrationsintervallet
om proven foljs upp med konfirmeringsmetoder. Ddremot dr de inte
lampliga for utvardering av bakgrundshalter, uppskattning av intag,
uppfoljning av tidstrender avseende halter eller omprovning av at-
gérdsgranser och gransvérden.

b) Konfirmeringsmetoder

(7) Samma forklaring och krav avseende analys av dubbelprov giller for kontroll av at-
gérdsgrinser som for gransvirden i fotnot (5).
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Konfirmeringsmetoder mojliggér en entydig identifiering och kvan-
tifiering av de PCDD/PCDF och dioxinlika PCB som forekommer i
ett prov och ger fullstindig information pa kongennivd. Dessa me-
toder mojliggér darfor kontroll av grinsvirden och atgérdsgrénser,
inklusive konfirmering av de resultat som féitts med screeningmeto-
der. Dessutom kan resultaten anvindas for andra dndamal, t.ex. be-
stdimning av laga bakgrundshalter vid fodervervakning, uppfoljning
av tidstrender, exponeringsbedomning samt for uppbyggnad av en
databas om eventuell omprévning av atgirdsgrinser och gransvér-
den. De dr ocksa viktiga for att faststilla kongenmonster sa att kéllan
till en eventuell fororening kan identifieras. Sddana metoder bygger
pa GC-HRMS. For att bekrifta 6verensstimmelse eller icke-6verens-
stimmelse med gransvérdet kan dven GC-MS/MS anvindas.

2. Bakgrund

For att berakna den totala koncentrationen av dioxinlika foreningar i ett
prov, den sé& kallade toxicitetsekvivalenten (TEQ), ska koncentrationen
av varje enskilt dmne i ett givet prov multipliceras med respektive dmnes
toxicitetsekvivalensfaktor (TEF) (se fotnot () i kapitel I) och dérefter
adderas.

I denna del B i bilaga V avses med den accepterade sdrskilda kvan-
tifieringsgrdnsen for en enskild kongen den lagsta analythalten som med
rimlig statistisk sdkerhet kan métas och som uppfyller de identifierings-
kriterier som beskrivs i internationellt erkdnda standarder, t.ex. standar-
den EN 16215:2012 (Djurfoder — Bestdmning av dioxiner och dioxinlika
PCB:er med GC/HRMS och av indikator-PCB:er med GC/HRMS) och/
eller i EPA-metoderna 1613 och 1668, med senare revideringar.

Kvantifieringsgrinsen for en enskild kongen kan identifieras

a) som den koncentration av en analyt i ett provextrakt som ger en
instrumentrespons for de tvd skilda joner som ska dvervakas, med
ett S/N-forhallande (signal-brusférhéllande) pa 3:1 for den mindre
kénsliga radatasignalen, eller

b) om berdkningen av signal-brusforhallandet pa grund av tekniska skél
inte ger tillforlitliga resultat, som den ldgsta koncentrationen pa en
kalibreringskurva som ger en godtagbar (< 30 %) och konsekvent
(uppmitt dtminstone i borjan och slutet av en provserie) avvikelse till
den genomsnittliga relativa responsfaktorn som berdknats for alla
punkter pa kalibreringskurvan for varje provserie. Kvantifierings-
gransen berdknas utifran den ldgsta koncentrationen med beaktande
av utbytet for interna standarder och méangden prov.

Bioanalytiska screeningmetoder ger inte resultat pa kongennivd utan
endast en indikation (}) pd TEQ-viérdet, uttryckt som bioanalytiska ekvi-
valenter (BEQ), pa grund av att det i ett provextrakt dven kan finnas
foreningar som ger en respons i analysen men som inte uppfyller alla
krav i TEQ-principen.

Screeningmetoder och konfirmeringsmetoder far endast anvindas for
kontroll av en viss matris om metoderna har tillrickligt hog kéanslighet
for att pa ett tillforlitligt sitt pavisa halter vid atgardsgrinsen eller grén-
svirdet.

(®) Bioanalytiska metoder r inte specifika for de kongener som ingar i TEF-systemet. Aven

andra strukturellt besldktade foreningar som aktiverar Ah-receptorn kan forekomma i
provextraktet och dérigenom bidra till den totala responsen. Bioanalytiska resultat kan
dérfor inte vara en uppskattning av, utan snarare en indikation pd TEQ-vérdet i provet.
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39
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43

Krav pa kvalitetssikring

Atgirder ska vidtas for att undvika korskontaminering under alla mo-
ment vid provtagning och analys.

Proven ska forvaras och transporteras i behallare av glas, aluminium,
polypropen eller polyeten som &r lampade for forvaring och inte paver-
kar halterna av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB i proven. Spar av
pappersdamm ska avldgsnas fran provbehallaren.

Proven ska forvaras och transporteras pa ett sddant sitt att foderprovet
bibehalls i oforéndrat tillstdnd.

Varje laboratorieprov ska vid behov finmalas och blandas omsorgsfullt
enligt en metod som garanterar fullstdndig homogenisering (t.ex. sa att
de passerar en 1 mm sikt). Om vattenhalten &r for hog ska proven torkas
innan de mals.

Reagenser, glasvaror och utrustning ska kontrolleras for om de eventuellt
kan paverka de TEQ- eller BEQ-baserade resultaten.

En analys av ett blankprov ska goras genom att man utfor hela analysen
men uteldmnar provet.

For bioanalytiska metoder ska alla glasvaror och l6sningsmedel som
anvéinds i analysen vara garanterat fria frdn d&mnen som kan stéra pa-
visandet av mélforeningar i matomradet. Glasvaror ska skdljas med 16s-
ningsmedel eller upphettas till de temperaturer som krdvs for att av-
lagsna spar av PCDD/PCDF, dioxinlika foreningar och storande for-
eningar fran dess yta.

Det prov som extraheras ska vara tillrackligt stort for att uppfylla kraven
vad giller ett tillrdckligt 14gt méitomrdde som inkluderar grinsvérden
eller atgardsgranser.

De sirskilda provberedningsforfaranden som anvénds for de givna pro-
dukterna ska f6lja internationellt accepterade riktlinjer.

Krav pa laboratorier

I enlighet med forordning (EG) nr 882/2004 ska laboratorierna ackredi-
teras av ett godként ackrediteringsorgan som verkar enligt ISO Guide 58
for att sikerstilla att de tillimpar ett system for kvalitetssikring av
analysverksamheten. Laboratorierna ska ackrediteras enligt standarden
EN ISO/IEC 17025.

Laboratorieckompetensen ska bevisas genom fortlopande medverkan i
kollaborativa studier for bestdimning av halten av PCDD/PCDF och
dioxinlika PCB i relevanta fodermatriser och koncentrationsintervall.

Laboratorier som anvénder screeningmetoder vid rutinkontroll av prov
ska ha ett ndra samarbete med laboratorier som anvinder konfirmerings-
metoden, bade for kvalitetskontroll och for att bekréfta analysresultatet
for misstdnkta prov.
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Grundliggande krav pa analysmetoder for dioxiner (PCDD/PCDF)
och dioxinlika PCB

Lagt mdtomrdde och laga kvantifieringsgrdnser

Eftersom vissa typer av PCDD/PCDF ir extremt toxiska ska detektions-
grinsen for dessa foreningar vara i storleksordningen femtogram (10713
g). For de flesta PCB-kongener ricker det att kvantifieringsgrdnsen ar i
storleksordningen nanogram (10~ g). Vid mitning av de mer toxiska
dioxinlika PCB-kongenerna (sdrskilt kongener som inte dr substituerade
pé orto-position, s.k. non-orto kongener) ska dock de lagsta halterna i
mitomradet vara i storleksordningen pikogram (10-12 g). For alla andra
PCB-kongener ricker det att kvantifieringsgrénsen ér i storleksordningen
nanogram (107 g).

Hég selektivitet (specificitet)

PCDD/PCDF och dioxinlika PCB maste kunna skiljas fran en stor
méngd andra foreningar som extraheras samtidigt och ingar i koncent-
rationer flerfaldigt hogre &n hos de givna analyterna och som kan stora
analysen. GC-MS-metoder maste kunna sdrskilja mellan olika kongener,
exempelvis mellan de toxiska kongenerna (t.ex. de sjutton 2,3,7,8-sub-
stituerade PCDD/PCDF och de tolv dioxinlika PCB) och andra kon-
gener.

Bioanalytiska metoder ska kunna pavisa mélforeningar och ange dem
som summan av PCDD/PCDF och/eller dioxinlika PCB. Upprening av
prov ska syfta till att avldgsna foreningar som orsakar resultat som fel-
aktigt bedomts vara icke-Overensstimmande eller foreningar som kan
minska responsen, vilket orsakar resultat som felaktigt bedomts vara
overensstimmande.

Hég noggrannhet (riktighet och precision, skenbart utbyte for bioassay)

Bestdmning med GC-MS-metoder ska ge en giltig uppskattning av den
faktiska koncentrationen i ett prov. En hdg noggrannhet kravs for att
resultatet av en provanalys inte ska avvisas pa grund av att det fast-
stillda TEQ-vérdet har for délig tillforlitlighet. Noggrannheten uttrycks
som riktighet (skillnaden mellan det medelvirde som har uppmatts for
en analyt i ett certifierat material och dess certifierade vérde, uttryckt
som ett procenttal av detta vérde) och precision (RSDg, dvs. den relativa
standardavvikelsen berdknad utifrdn de resultat som fatts under repro-
ducerbara forhéllanden).

For bioanalytiska metoder ska det skenbara utbytet for bioassay bestim-
mas. Det skenbara utbytet for bioassay motsvaras av det BEQ-virde som
berdknats fran kalibreringskurvan for TCDD eller PCB 126, korrigerats
for blank och dérefter delats med det TEQ-viarde som faststéllts med
konfirmeringsmetoden. Syftet dr att korrigera for faktorer som till ex-
empel forlusten av PCDD/PCDF och dioxinlika foéreningar under extrak-
tions- och uppreningsstegen, féreningar som extraherats ut samtidigt och
Okar eller minskar responsen (agonistiska och antagonistiska effekter),
kvaliteten pa kurvpassningen eller skillnader mellan TEF-vdrden och
REP-vérden (relativ potensfaktor). Det skenbara utbytet for bioassay
berdknas utifran lampliga referensprov med representativa kongenmons-
ter kring den givna nivan.

Validering i intervallet for grinsvdrdet och allmdnna dtgdrder for kva-
litetskontroll

Laboratorierna ska pavisa en metods prestanda i intervallet for grinsvar-
det, t.ex. 0,5 gang, 1 gang och 2 ganger gransviardet med en godtagbar
variationskoefficient for upprepade analyser, under valideringsforfarandet
och rutinanalyser.
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Laboratorierna ska regelbundet analysera blankprov och spikade prov
eller kontrollprov (helst certifierat referensmaterial om sddant finns)
som en atgird for intern kvalitetskontroll. Kontrollkort for analyser av
blankprov och spikade prov eller kontrollprov ska framstéllas och kont-
rolleras for att sékerstélla att den analytiska prestandan uppfyller kraven.

Kvantifieringsgrdns

For en bioanalytisk screeningmetod &r det inte ett absolut krav att kvan-
tifieringsgrénsen faststdlls, men metoden ska bevisligen kunna sirskilja
mellan blankprovet och brytpunkten. Nar ett BEQ-viarde anges ska en
rapporteringsniva faststillas for att hantera prov som ger en respons
under denna nivd. Rapporteringsnivan ska bevisligen vara skild fran
metodens blankprov med atminstone en faktor pa tre och ge respons
vid halter under méitomradet. Den ska darfor berdknas utifrdn prov med
halter av malforeningarna kring de miniminivéer som krdvs och inte
utifrdn ett S/N-forhallande (signal-brusforhallande) eller ett blankprov.

Kvantifieringsgrinsen for en konfirmeringsmetod ska motsvara ungefér
en femtedel av grinsvirdet.

Analyskriterier

For att resultaten frdn konfirmeringsmetoder eller screeningmetoder ska
vara tillforlitliga ska foljande kriterier vara uppfyllda i intervallet for
gransvérdet eller atgérdsgrinsen for TEQ-virdet respektive BEQ-virdet,
vilka kan bestimmas antingen som det totala TEQ-véardet (dvs. summan
av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB) eller separat for PCDD/PCDF och
for dioxinlika PCB:

Screening med bioanaly-
tiska eller fysikalisk-ke- | Konfirmeringsmetoder
miska metoder

Andelen prov som fel- <5%
aktigt bedomts vara
Overensstimmande (')

Riktighet -20 % till +20 %
Repeterbarhet (RSD,) <20%
Reproducerbarhet inom <25% <15%

laboratoriet (RSDg)

(") Med avseende pé grinsvérdena.

Sdrskilda krav pd screeningmetoder

Bade GC-MS och bioanalytiska metoder far anvindas for screening. For
GC-MS-metoder ska kraven i punkt 6 uppfyllas. For cellbaserade bioa-
nalytiska metoder anges sirskilda krav i punkt 7.

Laboratorier som anvinder screeningmetoder vid rutinkontroll av prov
ska ha ett ndra samarbete med laboratorier som anvénder konfirmerings-
metoden.

Screeningmetodens prestanda ska kontrolleras vid rutinanalyser genom
analytisk kvalitetskontroll och 16pande metodvalidering. Det ska finnas
ett fortlopande program for att kontrollera Gverensstimmande resultat.
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Kontroll av en eventuell hdmning av cellens respons och cytotoxicitet

Vid rutinméssig screening ska 20 % av provextrakten analyseras med
och utan tillsats av 2,3,7,8-TCDD i en halt som motsvarar griansvardet
eller atgérdsgrinsen for att kontrollera om responsen eventuellt hdmmas
av storande dmnen i provextraktet. Den uppmétta koncentrationen i det
spikade provet ska jimforas med summan av koncentrationen i det ej
spikade provet och den tillsatta koncentrationen. Om den uppmitta kon-
centrationen ir mer 4n 25 % ldgre 4n den berdknade koncentrationen
(summan) tyder detta pa att signalen eventuellt himmas och det berérda
provet ska genomgéd konfirmeringsanalys med GC-HRMS. Resultaten
ska foljas upp med kontrollkort.

Kvalitetskontroll av ¢verensstimmande prov

Ungefdar 2-10 % av de Overensstimmande proven ska bekrédftas med
GC-HRMS. Antalet prov beror pa provmatrisen och laboratoriets erfa-
renhetsniva.

Kvalitetskontrolluppgifter som grund for bestimning av andelen prov
som felaktigt bedomts vara Gverensstimmande

Efter screening av prov vars halter ligger under eller dver gransvédrdena
eller atgdrdsgrinserna ska man bestimma andelen prov som felaktigt
bedomts vara Overensstimmande med kraven. Den faktiska andelen
prov som felaktigt bedomts vara Gverensstimmande ska vara ligre &n
5 %. Nar man vid kvalitetskontrollen av Gverensstimmande prov har
tillgdng till minst 20 bekréftade resultat per matris eller matrisgrupp
ska dessa uppgifter anvdndas som grund for att dra slutsatser om andelen
prov som felaktigt bedomts vara dverensstimmande. Resultat frén prov
som analyserats i ringtest eller vid fororeningsincidenter och som tacker
koncentrationsintervall upp till exempelvis tva ganger gransvirdet far
ocksd tas med i de 20 resultat som minst ska ingd i utvarderingen.
Proven ska ticka de vanligaste kongenmonstren och komma frén olika
Kkillor.

Aven om det frimsta syftet med screeningmetoder ir att pavisa prov
som Overskrider atgdrdsgransen, dr kriteriet for att faststilla andelen prov
som felaktigt bedomts vara Gverensstimmande grinsvirdet, med beak-
tande av maitosikerheten for konfirmeringsmetoden.

Screeningresultat som eventuellt dr icke-Overensstimmande ska alltid
kontrolleras genom en fullstindig ny analys av det ursprungliga provet
med en konfirmeringsmetod. Dessa provresultat kan ocksa anvindas for
att utvdrdera andelen prov som felaktigt bedomts vara icke-Gverensstim-
mande. For screeningmetoder motsvaras andelen prov som felaktigt be-
domts vara icke-6verensstimmande av den andel prov som med hjélp av
konfirmeringsanalyser konstaterats vara dverensstimmande och som vid
tidigare screening hade konstaterats vara eventuellt icke-Gverensstdm-
mande. Utvdrderingen av hur vil screeningmetoden fungerar ska goras
pa grundval av en jamforelse mellan antalet prov som felaktigt bedomts
vara icke-6verensstimmande och det totala antalet prov som kontrolle-
rats. Detta virde ska vara sa lagt att det lonar sig att anvdnda en screen-
ingmetod.

Bioanalytiska metoder ska, dtminstone under valideringsbetingelser, ge
en godtagbar indikation pa TEQ-vérdet, berdknat och uttryckt som BEQ.

Aven for bioanalytiska metoder som anvinds under repeterbarhetsbeting-
elser bor normalt sett den interna repeterbarheten (RSD,) vara mindre dn
reproducerbarheten (RSDg).
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Sirskilda krav pA GC-MS-metoder for screening eller konfirmering

Godtagbara skillnader mellan WHO-TEQ-vdrdena avseende den ovre
och den ligre koncentrationen

Det fir inte skilja mer dn 20 % mellan den 6vre och den ldgre kon-
centrationen vid konfirmering av att gransvirdet, eller vid behov at-
girdsgriansen, overskridits.

Kontroll av utbytet

For validering av analysmetoden ska interna standarder i form av 13C-
mirkta 2,3,7,8-klorsubstituerade PCDD/PCDF och 3C-mirkta dioxinlika
PCB tillsittas alldeles i borjan av analysen, t.ex. fore extraktionen. Minst
en kongen for varje tetra- till oktaklorerad homolog grupp av PCDD/
PCDF och minst en kongen for varje homolog grupp av dioxinlika PCB
ska tillséttas (alternativt tillsdtts minst en kongen for varje masspektro-
metrisk SIR-funktion [selected ion recording] som anvénds for att ver-
vaka PCDD/PCDF och dioxinlika PCB). For konfirmeringsmetoder ska
alla de sjutton 13C-mirkta 2,3,7,8-substituerade interna PCDD/PCDF-
standarderna och alla de tolv '3C-mirkta interna dioxinlika PCB-stan-
darderna anvéndas.

Med hjilp av lampliga kalibreringslosningar ska de relativa responsfak-
torerna ocksi bestimmas for de kongener till vilka ingen 3C-mirkt
analog tillstts.

For foder av vegetabiliskt eller animaliskt ursprung som innehaller
mindre dn 10 % fett ska interna standarder tillsdttas innan extraktionen
gors. For foder av animaliskt ursprung som innehéller mer &n 10 % fett
ska interna standarder tillséttas antingen fore eller efter fettextraktionen.
Extraktionens effektivitet ska valideras pd lampligt sitt, med hénsyn till
nér de interna standarderna tillsdtts och till om resultaten anges per gram
produkt eller per gram fett.

Innan en GC-MS-analys utfors ska en eller tva utbytesstandarder (sur-
rogat) tillséttas.

Det krdvs en kontroll av utbytet. For konfirmeringsmetoder ska utbytet
av de enskilda interna standarderna ligga i intervallet 60—120 %. Légre
eller hogre utbytesgrad for enskilda kongener — sirskilt for vissa hepta-
och oktaklorerade dibenso-p-dioxiner och dibensofuraner — ska godtas
under forutsdttning att deras bidrag till det totala TEQ-vérdet inte Gver-
stiger 10 % (baserat pd summan av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB).
Fér GC-MS-screeningmetoder ska utbytet ligga i intervallet 30—140 %.

Avidgsnande av stérande dmnen

— PCDD/PCDF ska separeras frén stérande klorforeningar, sdsom icke-
dioxinlika PCB och klorerade difenyletrar, med hjidlp av ldmpliga
kromatografiska tekniker (lampligtvis med en florisil-, aluminiumox-
id- och/eller kolkolonn).

— Gaskromatografisk separation av isomerer ska ha mindre dn 25 %
mellan tva toppar for 1,2,3,4,7,8-HxCDF och 1,2,3,6,7,8-HxCDF.

Kalibrering med standardkurva

Kalibreringskurvan ska omfatta det relevanta intervallet for gransvardet
eller atgardsgransen.
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6.5

Sdrskilda kriterier for konfirmeringsmetoder

— For GC-HRMS:

Vid HRMS ska uppldsningen vara storre dn eller lika med 10 000 i
hela massomradet vid 10 % valley.

De ska uppfylla ytterligare kriterier for identifiering och konfirme-
ring som beskrivs i internationellt erkénda standarder, t.ex. standar-
den EN 16215:2012 (Djurfoder — Bestamning av dioxiner och diox-
inlika PCB:er med GC/HRMS och av indikator-PCB:er med GC/
HRMS) och/eller i EPA-metoderna 1613 och 1668, med senare re-
videringar.

— For GC-MS/MS:

Overvakning av minst tvd specifika moderjoner, var och en med en
specifik motsvarande dotterjon frén transitionen, for alla mérkta och
omirkta analyter som omfattas av analysens tillimpningsomrade.

Hogsta tillatna tolerans for relativ jonintensitet pa + 15 % for utvalda
dotterjoner fran transitionen i jamforelse med berdknade eller upp-
mitta virden (medelvédrde fran kalibreringsstandarder) vid identiska
MS/MS-betingelser, i synnerhet kollisionsenergi och kollisionsgas-
tryck, for varje transition av en analyt.

Upplosningen for varje kvadrupol ska minst motsvara upplosningen
for en massenhet (dvs. tillracklig upplosning for att separera tva
toppar som skiljer sig 4 med en massenhet) i syfte att minimera
risken for att eventuella interferenser stér de givna analyterna.

De ska uppfylla ytterligare kriterier som beskrivs i internationellt
erkdnda standarder, t.ex. standarden EN 16215:2012 (Djurfoder —
Bestdmning av dioxiner och dioxinlika PCB:er med GC/HRMS
och av indikator-PCB:er med GC/HRMS) och/eller i EPA-metoderna
1613 och 1668, med senare revideringar, utom kravet pé att anvanda
GC-HRMS.

Sirskilda krav pa bioanalytiska metoder

Bioanalytiska metoder bygger pd biologiska principer sdsom cellbase-
rade metoder, receptorbaserade metoder eller immunologiska metoder. I
denna punkt (punkt 7) faststélls krav pa bioanalytiska metoder i allmén-
het.

Med en screeningmetod klassificeras i princip ett prov antingen som
overensstimmande eller som misstinkt icke-Overensstimmande genom
en jamforelse mellan det beriknade BEQ-vdrdet och brytpunkten (se
punkt 7.3). Prov under brytpunkten dr ¢verensstimmande, medan prov
som &r lika med eller over brytpunkten &r missténkt icke-Gverensstim-
mande och krdver analys med en konfirmeringsmetod. I praktiken kan
ett BEQ-virde som motsvarar 2/3 av gridnsvirdet anvindas som bryt-
punkt, forutsatt att det kan sdkerstéllas att andelen prov som felaktigt
bedomts vara overensstimmande &r ldgre &n 5 % och att andelen prov
som felaktigt bedomts vara icke-Overensstimmande &ar godtagbar. Om
man anvédnder separata gransviarden for PCDD/PCDF och fo6r summan
av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB krivs ldmpliga brytpunkter for
bioassay av PCDD/PCDF for att utan fraktionering kunna kontrollera
provens Overensstimmelse. For kontroll av prov som Overskrider at-
gardsgranserna skulle en lamplig procentandel av respektive at-
géardsgrans lampa sig som brytpunkt.

Nér det giéller vissa bioanalytiska metoder far ett vigledande vérde
uttryckt i BEQ ges for prov i mitomradet som Overstiger rapporterings-
gransen (se punkt 7.1.1 och 7.1.6).
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7.1 Utvirdering av forséksrespons
7.1.1  Allméinna krav

— Nér man berdknar koncentrationer utifrdn en kalibreringskurva for
TCDD kommer de lidgsta och hogsta koncentrationerna i kurvan att
ha en hog variation (hdg variationskoefficient). Matomradet ar det
omrade dér variationskoefficienten dr mindre &n 15 %. Den ldgsta
koncentrationen i métomradet (rapporteringsgransen) ska ligga dver
metodens blankvdrde med atminstone en faktor pa tre. Den hdgsta
koncentrationen i matomradet motsvaras vanligtvis av EC5j-virdet
(70 % av den maximalt effektiva koncentrationen), men den &r ligre
om variationskoefficienten Gverstiger 15 % i detta omrdde. Métomra-
det ska faststillas under valideringen. Brytpunkterna (se punkt 7.3)
ska med god marginal ligga inom métomradet.

— Standardldsningar och provextrakt ska dtminstone analyseras som
dubbelprov. Nar dubbelprov analyseras ska en standardlosning eller
ett kontrollextrakt som provas i 4-6 brunnar (fordelade over plattan)
ge en respons eller en koncentration (endast mdjligt i métomradet)
som har en variationskoefficient mindre &n 15 %.

7.1.2  Kalibrering
7.1.2.1 Kalibrering med standardkurva

— Provhalter ska skattas genom att forsoksresponsen jamfors med en
kalibreringskurva for TCDD (eller PCB 126 eller en standardbland-
ning med PCDD/PCDF och dioxinlika PCB) utifrdn vilken BEQ-
vérdet kan berdknas i extraktet och dérefter i provet.

— Kalibreringskurvor ska bestd av 8-12 koncentrationer (&tminstone
som dubbelprov) och ha tillrackligt med koncentrationer i den nedre
delen av kurvan (mitomrédet). Sdrskild uppmarksamhet ska dgnas
kvaliteten pd kurvpassningen i mitomradet. Ndr man ska beddma
anpassningsgraden vid icke-linjir regression ir R2-virdet i sig inte
viktigt. Man uppndr en béttre kurvpassning genom att minimera
skillnaden mellan berdknade och observerade koncentrationer inom
kurvans mitomrade, t.ex. genom att minimera residualkvadratsum-
man.

— Den skattade halten i provextraktet korrigeras darefter for BEQ-vir-
det hos ett blankprov for matrisen eller 16sningsmedlet (for att beakta
fororeningar frén 16sningsmedel och andra kemikalier som anvénts)
och for det skenbara utbytet (som berdknats fran BEQ-vérdet for
lampliga referensprov med representativa kongenmonster kring gréan-
svirdet eller dtgdrdsgransen). Nar man korrigerar for ett utbyte ska
det skenbara utbytet ligga inom det intervall som krdvs (se punkt
7.1.4). Referensprov som anvénds for att korrigera utbytet ska upp-
fylla de krav som anges i punkt 7.2.

7.1.2.2 Kalibrering med referensprov

Man kan ocksa anvinda en kalibreringskurva som genererats fran minst
fyra referensprov (se punkt 7.2.4: ett blankprov for matrisen och tre
referensprov pa 0,5 gang, 1 géng och 2 génger grinsvirdet eller at-
girdsgransen), varigenom man inte behdver korrigera for blank och
utbyte. I detta fall far den forsoksrespons som motsvarar 2/3 av grin-
svérdet (se punkt 7.3) berdknas direkt fran dessa prov och anviandas som
brytpunkt. For kontroll av prov som &verskrider atgérdsgranserna skulle
en lamplig procentandel av dessa atgirdsgrinser lampa sig som bryt-
punkt.
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7.1.3  Separat bestimning av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB

Extrakt far delas upp i fraktioner som innehaller dels PCDD/PCDF, dels
dioxinlika PCB, vilket gor att man kan ange separata TEQ-vérden for
PCDD/PCDF och for dioxinlika PCB (uttryckta som BEQ). Foretrades-
vis ska man anvénda en kalibreringskurva for PCB 126-standard for att
utvérdera resultaten for den fraktion som innehaller dioxinlika PCB.

7.1.4  Skenbart utbyte for bioassay

Det skenbara utbytet for bioassay ska berdknas utifrdn ldmpliga referens-
prov med representativa kongenmonster kring grinsvirdet eller &t-
girdsgrdnsen och uttryckas som en procentandel av BEQ-vérdet i jam-
forelse med TEQ-vérdet. Beroende pa vilken typ av analysmetod och
vilka TEF-virden (°) som anvédnds kan skillnaderna mellan TEF- och
REP-virdena for dioxinlika PCB ge upphov till ldga skenbara utbyten
for dioxinlika PCB i jémf6relse med for PCDD/PCDF. Om en separat
bestimning av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB utfors ska darfor de
skenbara utbytena for bioassay ligga i intervallet 20-60 % for dioxinlika
PCB och i intervallet 50-130 % f6r PCDD/PCDF (intervallen giller for
kalibreringskurvan for TCDD). Bidraget fran dioxinlika PCB till sum-
man av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB kan variera mellan olika
matriser och prov. Dessa variationer aterspeglas i de skenbara utbytena
for bioassay, vilka ska ligga i intervallet 30-130 % f6r summan av
PCDD/PCDF och dioxinlika PCB. Om TEF-virdena for PCDD/PCDF
och dioxinlika PCB i EU-lagstiftningen skulle &ndras vésentligt, maste
dessa intervall granskas.

7.1.5  Kontroll av utbytet efter upprening

Forlusten av foreningar under uppreningen ska kontrolleras under vali-
deringen. Ett blankprov som spikats med en blandning av olika kon-
gener ska genomga upprening (minst n = 3) och dérefter ska utbyte och
variabilitet kontrolleras med en konfirmeringsmetod. Utbytet ska ligga i
intervallet 60—120 %, sarskilt for kongener som i olika blandningar bi-
drar med mer &n 10 % till TEQ-vérdet.

7.1.6  Rapporteringsgrins

Vid rapportering av BEQ-vérden ska en rapporteringsgrins bestimmas
utifrdn relevanta matrisprov som omfattar typiska kongenménster. Dére-
mot ska inte kalibreringskurvan for standarder anvédndas eftersom preci-
sionen ir 1ag for den nedre delen av kurvan. Aven effekter fran extrak-
tion och upprening ska beaktas. Rapporteringsgransen ska ligga Gver
metodens blankviarde med atminstone en faktor pa tre.

7.2 Anvdndning av referensprov

7.2.1  Referensproven ska representera provmatriser, kongenmdnster och kon-
centrationsintervall for PCDD/PCDF och dioxinlika PCB kring gransvér-
det eller atgardsgransen.

7.2.2  Ett blankprov for matrisen, eller nér detta inte dr mgjligt ett blankprov
for metoden, och ett referensprov vid griansvirdet eller atgérdsgransen
ska inga i varje forsoksserie. Dessa prov ska extraheras och analyseras
samtidigt under identiska betingelser. Referensprovet ska ha en klart
hogre respons dn blankprovet eftersom detta sékerstiller metodens lamp-
lighet. Dessa prov kan anvédndas for att korrigera for blank och utbyte.

(°) Nuvarande krav dr grundade p&d de TEF-vdarden som offentliggjorts i Martin Van den

Berg m.fl., Toxicological Sciences, 2006, 93(2), s. 223-241.
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De referensprov som valts ut for att korrigera for utbyte ska vara re-
presentativa for alla proven, vilket innebdr att kongenmdnstrena inte ska
resultera i att halterna underskattas.

For kontroll av gransvérdet eller atgdrdsgrinsen far ytterligare referens-
prov pa exempelvis 0,5 gang och 2 ganger gransvirdet eller atgirdsgrin-
sen tas med i syfte att pavisa analysens tillforlitlighet inom det givna
intervallet. Dessa prov far kombineras for att berdkna BEQ-vérdet i prov
(se punkt 7.1.2.2).

Bestdmning av brytpunkter

Forhéllandet mellan bioanalytiska resultat angivna som BEQ och resultat
fran konfirmeringsmetoden angivna som TEQ ska faststillas, till ex-
empel genom matrisanpassade kalibreringsexperiment som omfattar re-
ferensprov spikade med 0 gang, 0,5 gang, 1 gang och 2 génger grin-
svirdet och 6 prov per halt (totalt n = 24). Korrektionsfaktorer (blank
och utbyte) far berdknas fran detta forhéllande, men de ska kontrolleras i
enlighet med punkt 7.2.2.

Brytpunkter ska faststillas for bedémning av om prov Gverensstimmer
med griansvérdena, eller vid behov for kontroll av atgardsgréanserna, med
respektive gransvirden eller atgirdsgrinser som faststéllts for antingen
PCDD/F och dioxinlika PCB var for sig, eller for summan av PCDD/F
och dioxinlika PCB. De representeras av den nedre grinsen for fordel-
ningen av de bioanalytiska resultaten (korrigerade for blank och utbyte)
som motsvarar beslutsgransen for konfirmeringsmetoden med en kon-
fidensgrad pa 95 %, vilket innebdr att andelen prov som felaktigt be-
démts vara verensstimmande dr mindre &n 5 % och RSDg &r mindre 4n
25 %. Beslutsgriansen for konfirmeringsmetoden motsvaras av grinsvar-
det, med beaktande av mitosiakerheten.

Brytpunkten (uttryckt som BEQ) kan berdknas enligt ett av de sdtt som
anges i punkt 7.3.1, 7.3.2 och 7.3.3 (se figur 1).

Med anvéndning av det nedre konfidensbandet i det 95-procentiga pre-
diktionsintervallet for beslutsgriansen for konfirmeringsmetoden och med
formeln

brytpunkt = BEQpL — Syx * tof—m—2 \/1 /n+1/m+ (x; — )_c)z/Qa

dér

BEQpL BEQ-virdet som motsvarar beslutsgransen for
konfirmeringsmetoden, vilket ar gransvérdet in-
klusive métosdkerhet

Syx residualstandardavvikelse

tof = m2 S.tudents t-faktor (o = 5 %, f = frihetsgrader, en-
sidiga)

m totalt antal kalibreringspunkter (index j)

n antal prov per koncentration (repetitioner)

X; provkoncentration for kalibreringspunkt i analyse-
rad med en konfirmeringsmetod (uttryckt som
TEQ)

x medelvérdet av koncentrationerna for alla kalibre-

ringsprov (uttryckt som TEQ)
m
Qux = Z(xl- — )?)2 parametern kvadratsumma, i = index for kalibre-
=1 ringspunkt i.

Berdknat utifrdn de bioanalytiska resultaten (korrigerade for blank och
utbyte) fran flera analyser av prov (n > 6) som fororenats med en halt
som motsvarar beslutsgransen for konfirmeringsmetoden, vilken ar den
nedre gransen for fordelningen vid motsvarande medelvirde for BEQ,
och med formeln
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brytpunkt = BEQp; — 1,64 x SDy
dar
SDx

standardavvikelse for resultat fran bioassay vid BEQp;, métt un-
der reproducerbara betingelser inom laboratoriet.

Berdknat som medelvirdet av de bioanalytiska resultaten (uttryckta som
BEQ, korrigerade for blank och utbyte) fran flera analyser av prov (n
> 6) som fororenats med en halt som motsvarar 2/3 av gransvirdet eller
atgardsgransen. Detta grundas pa att denna halt kommer att ligga
omkring den brytpunkt som bestdmts enligt punkt 7.3.1 eller 7.3.2.

Figur 1

Bioanalytiska -
resultat (BEQ) .

BEQBeSlutsgrans

Brytpunkt

e O, « ,"/ Regressionslinje
e med 95-procentigt prediktionsintervall

BEQ;\tgéirdsgréns v

7.4

3
i
.
O
*
n
S

p=5% |,

Grins- Besluts-
varde grins

Atgirds- HRGC/HRMS resultat (TEQ)

grans
Figur 1. Tillvagagangssitt for berakning av brytpunkter som bygger pa
en 95-procentig konfidensgrad vilket innebar att andelen prov som fel-
aktigt bedomts vara 6verensstimmande dr mindre &n 5 % och RSDy ér
mindre dn 25 %.

1. Utifran det nedre konfidensbandet i det 95-procentiga prediktions-
intervallet for beslutsgransen for konfirmeringsmetoden.

2. Utifran flera analyser av prov (n > 6) som fororenats med en halt som
motsvarar beslutsgrdnsen for konfirmeringsmetoden, vilket dr den
nedre gransen for fordelningen (en klockformad kurva i figuren)
vid motsvarande medelvirde for BEQ.

Begrinsningar for brytpunkter

De BEQ-baserade brytpunkter som berdknats utifrdin den RSDy som
faststéllts under valideringen med hjidlp av ett begrinsat antal prov
med olika matriser eller kongenmonster kan vara hogre dn gransvérden
eller atgirdsgranser som baserats pd TEQ-vérden, eftersom en béttre
precision kan uppnas vid validering &dn vid rutinanalyser da ett oként
spektrum av mojliga kongenmonster méste kontrolleras. I sédana fall ska
brytpunkterna berdknas utifrdn en RSDy som motsvarar 25 % eller helst
2/3 av gransvardet eller atgérdsgransen.

Prestanda
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7.4.1

7.4.2

7.43

7.4.4

7.4.5

7.4.6

7.4.7

7.4.8

7.4.9

8.1
8.1.1

Eftersom inga interna standarder kan anvindas i bioanalytiska metoder
ska forsok som kontrollerar repeterbarheten hos dessa metoder utforas i
syfte att bedoma standardavvikelsen inom en forsoksserie och mellan
forsoksserier. Repeterbarheten ska vara under 20 % och reproducerbar-
heten inom laboratoriet under 25 %. Detta ska grundas pa de berdknade
halterna uttryckta som BEQ efter korrigering for blank och utbyte.

Under valideringsforfarandet ska forsoket visa att metoden kan skilja
mellan ett blankprov och ett prov med en halt som motsvarar brytpunk-
ten, sa att prov som ligger 6ver den relevanta brytpunkten kan identi-
fieras (se punkt 7.1.2).

Maélforeningar, méjliga interferenser och hogsta godtagbara vérden for
blankprov ska definieras.

Vid analys av ett provextrakt (n = 3) ska standardavvikelsen inte Gver-
stiga 15 % for en respons eller en koncentration som berdknats utifrén
responsen (endast mojligt i matomradet).

De okorrigerade resultaten frén referensprov uttryckta som BEQ (blank
och vid gransvirdet eller atgérdsgransen) ska anvéndas vid utvarderingen
av den bioanalytiska metodens prestanda under en konstant tidsperiod.

Kontrollkort f6r metodens blankprov och for varje typ av referensprov
ska framstillas och kontrolleras for att sidkerstilla att den analytiska
prestandan uppfyller kraven, sérskilt for metodens blankprov ndr det
giller kravet pa minsta skillnad till de ldgsta koncentrationerna i mat-
omradet och for referensprov nir det giller reproducerbarheten inom
laboratoriet. Metodens blankprov ska kontrolleras sa att man nér blank-
provet dras av fran provresultatet inte far resultat som felaktigt bedoms
vara §verensstimmande.

Resultaten fran analyserna med konfirmeringsmetoderna av misstdnkta
prov och av 2-10 % av de &verensstimmande proven (minst 20 prov per
matris) ska samlas in och anvindas for att utviardera screeningmetodens
prestanda och forhallandet mellan BEQ- och TEQ-vérdena. Dessa data
kan anvéindas for omprovning av de brytpunkter som tillimpas pa rut-
inprov for validerade matriser.

Att en metod har en bra prestanda kan ocksa styrkas genom deltagande i
ringtest. Om ett laboratorium kan styrka ett framgangsrikt deltagande far
resultat frdn prov som analyserats i ringtest och som ticker ett koncent-
rationsintervall upp till exempelvis tvd génger grinsvirdet tas med i
utvérderingen av andelen prov som felaktigt bedomts vara dverensstim-
mande. Proven ska ticka de vanligaste kongenmonstren och komma frdn
olika killor.

Vid incidenter far brytpunkter omprévas for att aterspegla den specifika
matrisen och kongenmonstret for denna enda incident.

Rapportering av resultat
Konfirmeringsmetoder

Om den anvinda analysmetoden medger det ska analysresultaten inne-
hélla halterna av de enskilda PCDD/PCDF- och dioxinlika PCB-kon-
generna angivna som ldgre koncentrationer, 6vre koncentrationer och
mellanvdrden. Rapporteringen av resultat ska pad sa sétt ge maximalt
med information och darigenom goéra det mojligt att tolka resultaten
utifran sérskilda krav.

Rapporten ska ange den metod som anvénts vid extraktionen av PCDD/
PCDF och dioxinlika PCB.

Utbytet for de enskilda interna standarderna ska redovisas om det ligger
utanfor det intervall som anges i punkt 6.2.5 eller nir gransvirdet 6ver-
skrids (i s& fall ska utbytet for ett av de tvd dubbelproven anges). I
ovriga fall ska det redovisas pa begéran.
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8.2
8.2.1

8.2.2

823

8.2.4

8.2.5

8.2.6

8.2.7

Eftersom mitosékerheten ska beaktas vid beddmning av om ett prov &r
overensstimmande ska denna parameter anges. Analysresultatet ska rap-
porteras som x +/— U, dir x &r analysresultatet och U den utvidgade
mitosdkerheten berdknad med en tdckningsfaktor pa 2, vilket ger en
konfidensgrad pa cirka 95 %. Om det har gjorts en separat bestimning
av PCDD/PCDF och av dioxinlika PCB ska summan av den skattade
utvidgade maitosédkerheten for de enskilda analysresultaten anvéndas nér
man anger summan av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB.

Om mitosédkerheten har beaktats genom att beslutsgransen (CCa) har
faststillts (se punkt 2.2 i del B kapitel I) ska denna parameter anges.

Resultaten ska anges i samma enheter och med minst samma antal
signifikanta siffror som anvéinds for att ange gransvirden i direktiv
2002/32/EG.

Bioanalytiska screeningmetoder

Resultaten fran screeningen ska anges som Gverensstimmande eller som
misstdnkt icke-Overensstimmande.

Dessutom fér ett resultat for PCDD/PCDF och/eller dioxinlika PCB,
uttryckt som BEQ och inte som TEQ, anges.

Prov vars respons ligger under rapporteringsgrinsen ska bendmnas ’un-
der rapporteringsgransen’.

For varje typ av provmatris ska rapporten innehélla uppgifter om det
gransvérde eller den dtgérdsgrans som utvirderingen baseras pa.

Rapporten ska innehélla uppgifter om typ av forsok som har gjorts, den
grundldggande principen for forsdket och typ av kalibrering.

Rapporten ska ange den metod som anvénts vid extraktionen av PCDD/
PCDF och dioxinlika PCB.

For prov som missténks vara icke-6verensstimmande ska rapporten in-
nehélla information om de dtgérder som ska vidtas. Koncentrationen av
PCDD/PCDF och summan av PCDD/PCDF och dioxinlika PCB i pro-
ven med forhdjda halter ska bestimmas/bekriftas med en konfirmerings-
metod.

KAPITEL III

Provberedning och krav pa analysmetoder for offentlig kontroll av halten av

icke-dioxinlika PCB (PCB 28, 52, 101, 138, 153, 180)
Tillimpningsomrade

Kraven i detta kapitel ska tillimpas nér foder analyseras for offentlig
kontroll av halterna av icke-dioxinlika polyklorerade bifenyler (nedan
kallade icke-dioxinlika PCB) och for andra lagstadgade dndamal.

Detektionsmetoder som ska anvindas

Gaskromatografi i kombination med elektroninfangningsdetektion (GC-
ECD), GC-LRMS, GC-MS/MS, GC-HRMS eller likvérdiga metoder.

Identifiering och konfirmering av givna analyter

Relativ retentionstid i forhéllande till interna standarder eller referens-
standarder (godtagbar avvikelse +/-0,25 %).
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32 Gaskromatografisk separation av alla sex indikator-PCB (PCB 28, PCB
52, PCB 101, PCB 138, PCB 153 och PCB 180) fran stérande &mnen,
sdrskilt andra PCB som elueras samtidigt, i synnerhet om provhalterna
ligger i niva med lagstadgade gransvirden och det ska konfirmeras att
proverna dr icke-Overensstimmande.

[Kongener som ofta elueras samtidigt dr t.ex. PCB 28/31, PCB 52/69
och PCB 138/163/164. Nir det gdller GC-MS ska dven eventuella in-
terferenser fran fragment av mer hégklorerade kongener beaktas.]

33 Krav pa GC-MS-metoder
Overvakning av atminstone
a) tva specifika joner for HRMS,

b) tva specifika joner med m/z > 200 eller tre specifika joner med m/z
> 100 for LRMS,

¢) en moderjon och tvd dotterjoner for MS/MS.

Hogsta tillatna toleranser for kvoten for forekomsten av utvalda mass-
fragment:

Relativ avvikelse mellan kvoten for forekomsten av utvalda massfrag-
ment fran den teoretiska forekomsten eller kalibreringsstandarden for
méljon (den vanligast forekommande jonen som Overvakats) och kon-
firmeringsjon(er).

GC-CI-MS, GC-
MSI]
(relativ avvikelse)

GC-EI-MS
(relativ avvikelse)

Konfirmeringsjonens (-jonernas) rela-
tiva intensitet jamfort med maljonens

> 50 % +10% +20%
> 20 % till 50 % +15% +25%
> 10 % till 20 % +20% +30%
<10% +50 % (1) +50 % (1)

(') Eftersom det finns ett tillrdckligt antal massfragment med relativ intensitet
storre dn 10 % bor man inte anvdnda konfirmeringsjon(er) med en relativ
intensitet mindre dn 10 % jamfort med maéljonens.

3.4 Krav pa GC-ECD-metoder

Resultat som Gverskrider gransvérdet ska konfirmeras med hjilp av tva
GC-kolonner som har stationdra faser med olika polaritet.

4. Bevis for metodens prestanda

Metodens prestanda ska valideras i intervallet for grénsvardet (0,52
ganger gransvirdet) med en godtagbar variationskoefficient for upp-
repade analyser (se krav pa intermediért precisionsmatt i punkt 9).

5. Kvantifieringsgriins

Blankprovets virden ska vara hogst 30 % av den fororeningshalt som
motsvarar gransvirdet (19).

6. Kyvalitetskontroll

Laboratorierna ska regelbundet kontrollera blankprov, analysera spikade
prov och prov for kvalitetskontroll samt medverka i kollaborativa studier
med relevanta matriser.

7. Kontroll av utbytet

7.1 Lampliga interna standarder med fysikalisk-kemiska egenskaper som &r
jémforbara med de givna analyternas ska anvindas.

7.2 Tillsats av intern standard:
Ska tillsdttas produkter fore extraktion och upprening.
(1%) Reagensblankprovet bor ldmna ett sé litet bidrag som mojligt till halten av en férorening

i ett prov. Det dr laboratoriets skyldighet att kontrollera hur halterna i blankproven
varierar, i synnerhet om blankproven dras av fran proven.
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7.3

7.4

7.5

10.
10.1

10.2

10.3

Krav pad metoder som anvinder alla sex isotopmérkta indikator-PCB-
kongener:

a) Resultaten ska korrigeras for de interna standardernas utbyten.

b) Utbytet for isotopmérkta interna standarder ska ligga i intervallet
50-120 %.

c) Ett lagre eller hogre utbyte for enskilda kongener vars bidrag till
summan av de sex indikator-PCB &r mindre &n 10 % é&r godtagbart.

Krav pa metoder som inte anvédnder alla sex isotopmaérkta interna stan-
darder eller anvénder andra interna standarder:

a) Utbytet for interna standarder ska kontrolleras for varje prov.

b) Utbytet for interna standarder ska ligga i intervallet 60—120 %.

c) Resultaten ska korrigeras for utbytet for interna standarder.

Utbytet for omérkta kongener ska kontrolleras genom spikade prov eller
prov for kvalitetskontroll vilka har koncentrationer i intervallet for grin-
svirdet. Godtagbara utbyten for dessa kongener ska ligga i intervallet
70-120 %.

Krav pa laboratorier

I enlighet med forordning (EG) nr 882/2004 ska laboratorierna ackredi-
teras av ett godként ackrediteringsorgan som verkar enligt ISO Guide 58
for att sikerstilla att de tillimpar ett system for kvalitetssikring av
analysverksamheten. Laboratorierna ska ackrediteras enligt standarden
EN ISO/IEC 17025.

Prestanda: kriterier for summan av de sex indikator-PCB vid grin-
sviirdet

Riktighet 30 till +30 %
Intermediédrt precisionsmatt (RSD %) <20%
Skillnaden mellan berdkningen av Ovre <20%
och lagre koncentration

Rapportering av resultat

Om den anvinda analysmetoden medger det ska analysresultaten inne-
hélla halterna av de enskilda PCB-kongenerna angivna som lagre kon-
centrationer, dvre koncentrationer och mellanvidrden. Rapporteringen av
resultat ska pa sd sétt ge maximalt med information och dérigenom géra
det mojligt att tolka resultaten utifran sérskilda krav.

Rapporten ska ange den metod som anvénts vid extraktionen av PCB
och lipider.

Utbytet av de enskilda interna standarderna ska redovisas om det ligger
utanfor det intervall som anges i punkt 7 eller ndr grénsvérdet over-
skrids. I 6vriga fall ska det redovisas pa begéran.
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10.4

10.5

10.6

Eftersom mitosékerheten ska beaktas vid beddmning av om ett prov &r
6verensstimmande ska ocksd denna parameter anges. Analysresultatet
ska rapporteras som x +/— U, dir x &r analysresultatet och U den ut-
vidgade mitosékerheten berdknad med en tickningsfaktor pa 2, vilket
ger en konfidensgrad pé cirka 95 %.

Om mitosdkerheten har beaktats genom att beslutsgransen (CCa) har
faststillts (se punkt 2.1 i kapitel I) ska denna parameter anges.

Resultaten ska anges i samma enheter och med minst samma antal
signifikanta siffror som anvinds for att ange grdnsvdrden i direktiv
2002/32/EG.
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BILAGA VI

ANALYSMETODER FOR BESTAMNING AV BESTANDSDELAR AV
ANIMALISKT URSPRUNG FOR OFFENTLIG KONTROLL AV FODER

2.1
2.1.1

2.12
2.1.2.1
2.1.2.1.1
2.1.2.1.1.1
2.12.1.2
2.1.2.1.2.1

2.1.2.1.3
2.1.2.1.3.1

SYFTE OCH TILLAMPNINGSOMRADE

Bestdmningen av bestdndsdelar av animaliskt ursprung i foder ska
utforas med ljusmikroskopi eller polymeraskedjereaktion (PCR) i
enlighet med bestimmelserna i denna bilaga.

Med hjélp av dessa tvd metoder dr det mdjligt att pavisa fore-
komsten av bestdndsdelar av animaliskt ursprung i foderravaror
och foderblandningar. Daremot gér det inte att med dessa metoder
berdkna méngden av dessa bestdndsdelar i foderravaror och foderb-
landningar. Bédda metoderna har en detektionsgrans under 0,1 %
(Wiw).

Med PCR ér det mojligt att identifiera den taxonomiska gruppen
for de bestdndsdelar av animaliskt ursprung som finns i foderrava-
ror och foderblandningar.

Dessa metoder ska anvdndas vid kontroll av att de forbud som
faststdlls 1 artikel 7.1 och bilaga IV till forordning (EG) nr
999/2001 och i artikel 11.1 i forordning (EG) nr 1069/2009 till-
lampas.

Beroende pa vilken typ av foder som testas kan dessa metoder
anvindas inom ett enda protokoll, antingen ensamma eller i kom-
bination, i enlighet med de standardrutiner (SOP) som faststills av
EU:s referenslaboratorium for animaliska proteiner i foder och som
offentliggdrs pa dess webbplats (1).

METODER
Ljusmikroskopi
Princip

De bestdndsdelar av animaliskt ursprung som kan forekomma i de
foderrévaror och foderblandningar som sinds for analys identifieras
pa grundval av typiska egenskaper som kan urskiljas med mikro-
skop (t.ex. muskelfibrer och andra kéttpartiklar, brosk, ben, horn,
hér, borst, blod, fjadrar, dggskal, fiskben och fiskfjall).

Reagens och utrustning
Reagens
Koncentreringsmedel
Tetrakloreten (densitet 1,62).
Férgreagens

Alizarinlésning (spdd 2,5 ml 1 M saltsyra med 100 ml vatten och
tillsdtt 200 mg alizarin till denna 16sning).

Monteringsmedium

Lut (NaOH 2,5 % w/v eller KOH 2,5 % w/v).

(") Se http://eurl.craw.eu/
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2.1.2.132
2.1.2.1.3.3

2.12.14
2.12.1.4.1

2.1.2.142
2.1.2.143

2.1.2.144

2.1.2.1.5
2.1.2.1.5.1
212,152
2.1.2.1.6
2.1.2.1.6.1

2,122

2.1.2.2.1
2.1.222
21223

21224

Glycerol (outspadd, viskositet: 1490 cP).

Norland ® Optical Adhesive 65 (viskositet: 1 200 cP) eller ett harts
med motsvarande egenskaper for preparering av permanent fix-
erade preparat pa objektglas.

Monteringsmedium med fargande egenskaper

Lugols 16sning (16s 2 g kaliumjodid i 100 ml vatten och tillsétt 1 g
jod under regelbunden omskakning).

Cystinreagens (2 g blyacetat, 10 g NaOH/100 ml vatten).

Fehlings 16sning (fore anvandning blandas lika delar (1:1) av stam-
l6sningarna A och B. Losning A: 16s 6,9 g koppar(I)sulfatpenta-
hydrat i 100 ml vatten. Losning B: 16s 34,6 g kaliumnatriumtart-
rattetrahydrat och 12 g NaOH i 100 ml vatten).

Tetrametylbensidin/viteperoxid (16s 1 g 3,3°,5,5’-tetrametylbensi-
din (TMB) i 100 ml isdttika och 150 ml vatten. Fére anvdndning
blandas 4 delar TMB-16sning med 1 del 3 % viteperoxid).

Skoljmedel

Etanol > 96 % (teknisk kvalitet).
Aceton (teknisk kvalitet).
Blekmedel

I handeln forekommande natriumhypokloritlosning (9-14 % aktivt
klor).

Utrustning
Analysvag med en noggrannhet av 0,001 g.
Utrustning for malning: kvarn eller mortel.

Siktar med kvadratiska maskor med en maskvidd pa 0,25 mm och
1 mm.

Konisk separertratt i glas med en volym pa 250 ml och med en
avstiangningsventil i teflon eller slipat glas placerad i botten av
tratten. Diametern pa avstingningsventilen ska vara minst 4 mm.
Alternativt far en sedimentbdgare med konisk botten anvéndas,
forutsatt att laboratoriet har visat att detektionsgransen ar likvérdig
med den som uppnds med den koniska separertratten i glas.

Separertratt

250 ml

4mm diameter
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2.1.2.2.5

2.1.2.2.6

2.1.2.2.7
2.1.2.2.8

2.1.3
2.1.3.1

2.1.3.2

2.133
2.13.3.1

21332

2.13.33

2.1.3.34

Stereomikroskop med en forstoringsgrad pa minst 6,5x till 40x.

Ljusfaltsmikroskop med en forstoringsgrad pad minst 100x till
400%. Aven polariserad ljusmikroskopi och interferenskontrastmik-
roskopi far anvindas.

Laboratorieglas av standardtyp.

Utrustning for preparering av objektglas: vanliga objektglas, ob-
jektglas med en fordjupning, tickglas (20 x 20 mm), pincett och
liten spatel.

Provtagning och provberedning
Provtagning

Ett representativt prov som tagits i enlighet med bestimmelserna i
bilaga I ska anvindas.

Forsiktighetsatgarder

For att undvika korskontaminering i laboratoriet ska all utrustning
som anvénds flera génger rengoras noggrant fore anviandning. Se-
parertrattar ska tas isdr fore rengoring. Separertrattar och glasvaror
ska forst diskas for hand och sedan i diskmaskin. Siktar ska ren-
goras med en borste med styva syntetiska har. Efter siktningen av
fett material sdsom fiskmjol rekommenderas en avslutande rengor-
ing av sikten med aceton och tryckluft.

Beredning av andra prov én fett eller olja

Torkning av prov: Prov med en vattenhalt 6ver 14 % ska torkas
fore beredning.

Siktning av prov fore beredning: Det rekommenderas att pelleterat
foder och palmkéarnor siktas genom 1 mm maskor fore beredning
och att de tva fraktionerna dérefter bereds och analyseras som
separata prov.

Analysprov_och malning: Minst 50 g av provet ska delas upp i
analysprov och dérefter malas.

Extraktion och beredning av sediment: En portion pa 10 g (med en
noggrannhet av 0,01 g) av det malda analysprovet fors 6ver i en

separertratt eller en sedimentbdgare med konisk botten och 50 ml
tetrakloreten tillsdtts. Nar det géller fiskmjol eller andra rena ani-
maliska produkter, mineraldmnen eller forblandningar som bildar
mer dn 10 % sediment ska hogst 3 g prov foras Gver i tratten.
Blandningen skakas kraftigt i minst 30 sekunder och ytterligare
minst 50 ml tetrakloreten tillsdtts forsiktigt under det att insidan
av tratten skoljs for att avldgsna eventuella vidhdftande partiklar.
Den erhallna blandningen ska std i minst fem minuter innan sedi-
mentet avskiljs genom att avstdngningsventilen Gppnas.

Om en sedimentbdgare med konisk botten anvinds ska bland-
ningen omroras kraftigt i minst 15 sekunder och eventuella vidhaf-
tande partiklar pa bégarens sidor skdljs noggrant ner med minst
10 ml ren tetrakloreten. Blandningen ska std i tre minuter och
dérefter aterigen omroras i 15 sekunder och eventuella vidhiftande
partiklar pa béagarens sidor skoljs noggrant ner med minst 10 ml
ren tetrakloreten. Den erhallna blandningen ska std i minst fem
minuter och sedan avligsnas den flytande fraktionen genom nog-
grann dekantering sa att inget sediment forsvinner.
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21335

2.1.3.3.6

2.134

2.135

Sedimentet torkas och vigs (med en noggrannhet av 0,001 g). Om
mer dn 5 % av sedimentet bestdr av partiklar stérre &n 0,50 mm
ska det siktas genom 0,25 mm maskor och bada fraktionerna ska
undersokas.

Extraktion och beredning av flotat: Efter att sedimentet tagits fram
enligt metoden ovan bor det finnas tva faser i separertratten: en
vitskefas som bestér av tetrakloreten och en fast fas som bestéir av
flytande material. Den fasta fasen ar flotatet och det erhélls genom
att avstdngningsventilen Oppnas och all tetrakloreten hills bort.
Separertratten vdnds upp och ner och flotatet dverfors till en stor
petriskél och lufttorkas dérefter i ett dragskédp. Om mer &n 5 % av
flotatet bestér av partiklar storre dn 0,50 mm ska det siktas genom
0,25 mm maskor och bada fraktionerna ska undersokas.

Beredning av rdvara: Minst 5 g av det malda analysprovet ska
beredas. Om mer dn 5 % av provet bestdr av partiklar storre dn
0,50 mm ska det siktas genom 0,25 mm maskor och bada fraktio-
nerna ska undersokas.

Beredning av prov bestdende av fett eller olja

Foljande protokoll ska anvéindas vid beredning av prov bestdende
av fett eller olja:

— Om fettet dr fast vdarms det i en ugn tills det blir flytande.

— Med pipett 6verfors 40 ml av fettet frén botten av provet till ett
centrifugror.

— Centrifugera i tio minuter vid 4 000 varv per minut.

— Om fettet &r fast efter centrifugeringen varms det i en ugn tills
det blir flytande.

— Upprepa centrifugeringen i fem minuter vid 4 000 varv per
minut.

— Med en liten sked eller spatel placeras hélften av de dekante-
rade fororeningarna pa objektglas for mikroskopisk undersok-
ning. Glycerol rekommenderas som moteringsmedium.

— De éterstdende fororeningarna anvinds for beredning av sedi-
mentet enligt punkt 2.1.3.3.

Anvindning av fargreagens

For att lattare kunna identifiera bestandsdelar av animaliskt ur-
sprung far fargreagens anvindas vid provberedningen i enlighet
med de riktlinjer som utfirdas av EU:s referenslaboratorium for
animaliska proteiner i foder och som offentliggérs pa dess
webbplats.

Om alizarinlosning anvinds for att farga sedimentet ska foljande
protokoll anvéndas:

— Det torkade sedimentet overfors till ett provrér i glas och skoljs
tva ganger med ca 5 ml etanol (varje gang vortexas provet i 30
sekunder, 16sningen fér std i ca 12 minut och dérefter hills
16sningsmedlet bort).

— Sedimentet bleks genom att minst 1 ml natriumhypokloritlgs-
ning tillsdtts. Reaktionen far fortsdtta i tio minuter. Provroret
fylls med vatten, sedimentet far st i 2-3 minuter och dérefter
hélls vattnet och de suspenderade partiklarna forsiktigt bort.
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2.1.4
2.1.4.1

2.1.4.2

— Sedimentet skoljs ytterligare tva gédnger med ca 10 ml vatten
(varje gang vortexas provet i 30 sekunder, 16sningen fér sta och
dérefter hélls vattnet bort).

— Till sedimentet tillsétts 2—10 droppar alizarinlésning och bland-
ningen vortexas. Reaktionen far paga i 30 sekunder och det
infargade sedimentet skoljs tva ganger med ca 5 ml etanol och
sedan en gang med aceton (varje gang vortexas provet i 30
sekunder, 16sningen fér std i ca en minut och direfter halls
16sningsmedlet bort).

— Det infirgade sedimentet torkas.

Undersékning i mikroskop
Preparering av objektglas

Objektglasen ska prepareras med sediment och antingen med flotat
eller med ravara, enligt laborantens eget val. Om provet har siktats
vid provberedningen ska béda fraktionerna (den fina och den gro-
va) prepareras. De prov frén fraktionerna som fordelas pa ob-
jektglasen ska vara representativa for hela fraktionen.

Ett tillrackligt antal objektglas ska prepareras sé att hela det under-
sokningsprotokoll som anges i punkt 2.1.4.2 kan utforas.

Objektglasen ska monteras med ett ldmpligt monteringsmedium i
enlighet med de standardrutiner som faststills av EU:s referens-
laboratorium for animaliska proteiner i foder och som offentliggérs
pa dess webbplats. Objektglasen ska tickas med téckglas.

Undersokningsprotokoll for att pavisa animaliska partiklar i foderb-
landningar och foderravaror

De preparerade objektglasen ska undersokas i mikroskop i enlighet
med undersokningsprotokollet i diagram 1 for foderblandningar
och andra foderravaror @n rent fiskmjol, eller med undersoknings-
protokollet i diagram 2 for rent fiskmjol.

Den mikroskopiska undersokningen ska utforas pa sediment och
antingen pa flotat eller pa ravara, enligt laborantens eget val. For
de grova fraktionerna far utdver det vanliga mikroskopet dven
stereomikroskop anvindas. Varje objektglas ska undersdkas i sin
helhet vid olika forstoringsgrader.

Det minsta antalet objektglas som ska undersokas i varje steg av
undersokningsprotokollet ska foljas strikt, forutom om mingden
fraktionsmaterial inte gor det mojligt att uppnd det foreskrivna
antalet objektglas. Hogst sex objektglas per bestimning ska under-
sokas.

For att underldtta identifieringen av partiklarnas typ och ursprung
far hjalpmedel anvindas sasom beslutsstodssystem, bildbibliotek
och referensprov.
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Diagram 1

Undersokningsprotokoll for att pavisa animaliska partiklar i foderblandningar och andra foderrivaror én
fiskmjol

JA / Malning av prov garanterar att

95% av partiklarna ar < 0,50 mm

Siktning genom
0,25 mm maskor

3 objektglas fran sediment 3 objektglas fran < 0,25 mm sediment

+ +
1 objektglas fran flotat eller ravara 1 objektglas < 0,25 mm flotat eller ravarar

upprepa analysen

rapportera provet
enligt punkt 2.1.4.3

enligt punkt 2.1.5.3 for
FISK

JA

>5 animaliska
partiklar av samma typ
pavisade?

> 5 animaliska par-
tiklar av samma typ
pavisade ?

Antal partiklar
frén fisk

1 objektglas fran > 0,25 mm

1 objektglas fran sediment sediment

> 5 animaliska
partiklar av samma
typ pavisade?

typ av animaliska
partiklar

5 animaliska partiklar
av samma typ
pavisade ?

LANDDJUR

1 objektglas fran flatat
eller ravara

1 objektglas fran

Antal partiklar fran >0,25 mm flotat eller ravara

landdjur

rapportera provet enligt punkt
2.1.5.3 fér LANDDJUR

upprepa analysen enligt
punkt 2.1.4.3

animaliska partiklar
pavisade?

animaliska partiklar
pavisade ?

rapportera provet
enligt punkt 2.1.5.1
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Diagram 2

Undersokningsprotokoll for att pavisa animaliska partiklar i fiskmjol

JA

3 objektglas fran sediment

> 5 partiklar fran
landdjur pavisade?

2 objektglas fran sediment

> 5 partiklar fran
landdjur pavisade?

1 objektglas fran flotat
eller ravara

partiklar fran
landdjur pavisade?

Maining garanterar att 95 % av
partiklarna &r < 0,50 mm

rapportera provet enligt
punkt 2.1.5.3 for LANDDJUR

Antal partiklar fran landdjur?

upprepa analysen enligt
punkt 2.1.4.3

rapportera provet enligt
punkt 2.1.5.1 fér LANDDJUR

Siktning genom

0,25 mm maskor

3 objektglas fran < 0,25 mm
sediment

> 5 partiklar fran
landdjur pavisade?

2 objektglas fran > 0,25 mm
sediment

> 5 partiklar fran
landdjur pavisade?

1 objektglas fran < 0,25 mm
flotat eller ravara

partiklar fran
landdjur pavisade ?
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2.143

2.1.5

2.1.5.1

2,152

Antal bestaimningar

Om man efter en forsta bestimning, som utforts i enlighet med det
relevanta undersokningsprotokollet (diagram 1 eller diagram 2),
inte kan pavisa nagra animaliska partiklar av en viss typ (dvs.
landdjur eller fisk) behdvs ingen ytterligare bestaimning och analys-
resultatet ska rapporteras med anvédndning av ordalydelsen i punkt
2.1.5.1.

Om man efter en forsta bestimning, som utforts i enlighet med det
relevanta undersokningsprotokollet (diagram 1 eller diagram 2),
kan pavisa totalt 1-5 animaliska partiklar av en viss typ (dvs.
landdjur eller fisk) ska en andra bestimning utforas med ett nytt
analysprov pa 50 g. Om man efter denna andra bestimning kan
pavisa 0—5 animaliska partiklar av en viss typ ska analysresultatet
rapporteras med anvdndning av ordalydelsen i punkt 2.1.5.2, an-
nars ska en tredje bestdmning utforas med ett nytt analysprov pa
50 g. Om summan av de partiklar av en viss typ som pévisats efter
den forsta och andra bestimningen likval Overstiger 15 behdvs
ingen ytterligare bestdimning och analysresultatet ska rapporteras
direkt med anvindning av ordalydelsen i punkt 2.1.5.3. Om sum-
man av de animaliska partiklarna av en viss typ som pévisats efter
tre bestamningar dverstiger 15 ska analysresultatet rapporteras med
anvindning av ordalydelsen i punkt 2.1.5.3. I annat fall ska analys-
resultatet rapporteras med anvdndning av ordalydelsen i punkt
2.1.52.

Om man efter en forsta bestimning, som utforts i enlighet med det
relevanta undersokningsprotokollet (diagram 1 eller diagram 2),
kan pavisa fler &n fem animaliska partiklar av en viss typ (dvs.
landdjur eller fisk) ska analysresultatet rapporteras med anvandning
av ordalydelsen i punkt 2.1.5.3.

Redovisning av resultaten

Vid rapportering av resultaten ska laboratoriet ange péa vilken typ
av material analysen har gjorts (sediment, flotat eller ravara) och
hur manga bestdmningar som utforts.

Laboratorierapporten ska atminstone innehéalla uppgifter om huru-
vida bestandsdelar fran landdjur och fisk férekommer.

De olika fallen ska rapporteras enligt foljande:

Inga animaliska partiklar av en viss typ har pavisats

— I det inldimnade provet har inga partiklar fran landdjur kunnat
pavisas med ljusmikroskop.

— I det inldmnade provet har inga partiklar fran fisk kunnat pa-
visas med ljusmikroskop.

I genomsnitt har 1-5 animaliska partiklar av en viss typ pavisats

— I det inldmnade provet har i genomsnitt hogst fem partiklar fran
landdjur kunnat pavisas per bestimning med ljusmikroskop.
Partiklarna har identifierats som ... [ben, brosk, muskelvdvnad,
hér, horn ...]. Antalet partiklar som pavisats dr sa lagt att det
ligger under den mikroskopiska metodens detektionsgréns, vil-
ket innebér att risken for falskt positiva resultat inte kan ute-
slutas.
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2153

22
2.2.1

222
2221
222.1.1

22212

Eller i forekommande fall:

— I det inldmnade provet har i genomsnitt hogst fem partiklar fran
fisk kunnat pavisas per bestimning med ljusmikroskop. Partik-
larna har identifierats som ... [fiskben, fiskfjdll, brosk, mus-
kelvdvnad, otolit, gél ...]. Antalet partiklar som pavisats ar sa
lagt att det ligger under den mikroskopiska metodens detek-
tionsgréins, vilket innebédr att risken for falskt positiva resultat
inte kan uteslutas.

Om provet har siktats fore beredningen ska det i laboratorierappor-
ten anges i vilken fraktion (siktad fraktion, pelleterad fraktion eller
palmkérnor) de animaliska partiklarna har pavisats. Om animaliska
partiklar endast pdvisas i den siktade fraktionen kan det tyda pa en
fororening frdn omgivningen.

I genomsnitt har fler 4n fem animaliska partiklar av en viss typ
pavisats

— I det inldmnade provet har i genomsnitt fler &n fem partiklar
fran landdjur kunnat pévisas per bestimning med ljusmikro-
skop. Partiklarna har identifierats som ... [ben, brosk, muskel-
vévnad, har, horn ...].

Eller i forekommande fall:

— I det inldmnade provet har i genomsnitt fler &n fem partiklar
fran fisk kunnat pavisas per bestimning med ljusmikroskop.
Partiklarna har identifierats som ... [fiskben, fiskfjéll, brosk,
muskelvdvnad, otolit, gil ...].

Om provet har siktats fore beredningen ska det i laboratorierappor-
ten anges i vilken fraktion (siktad fraktion, pelleterad fraktion eller
palmkérnor) de animaliska partiklarna har pavisats. Om animaliska
partiklar endast pavisas i den siktade fraktionen kan det tyda pa en
fororening fran omgivningen.

PCR
Princip

Deoxiribonukleinsyrafragment (DNA-fragment) av animaliskt ur-
sprung som kan forekomma i foderrdvaror och foderblandningar
pavisas med en genetisk amplifieringsteknik (PCR) som inriktas pa
artspecifika DNA-sekvenser.

For PCR kravs forst en DNA-extraktion. Dérefter amplifieras det
erhdllna DNA-extraktet for att pavisa de djurarter som metoden
omfattar.

Reagens och utrustning
Reagens
Reagens for DNA-extraktion

Endast reagens som godkdnns av EU:s referenslaboratorium for
animaliska proteiner i foder och som offentliggérs pa dess
webbplats far anvindas.

Reagens for genetisk amplifiering
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222121

222122

222123

2221231
2221232
2221233

2222

22221
22222
22223
22224
22225
22226

22227
223
2231

2232

224

Primrar och prober

Endast primrar och prober med oligonukleotidsekvenser som vali-
derats av EU:s referenslaboratorium for animaliska proteiner i
foder far anvindas ().

Mastermix

Endast mastermixlosningar som inte innehéller reagens som kan ge
falska resultat pd grund av att animaliskt DNA forekommer far
anvéndas (%).

Reagens for dekontaminering

Saltsyrelosning (0,1 N).

Blekmedel (natriumhypokloritlosning med 0,15 % aktivt klor).

Icke-fritande reagens for dekontaminering av dyr utrustning sasom
analysvagar (t.ex. DNA Erase™ fran MP Biomedicals).

Utrustning

Analysvdg med en noggrannhet av 0,001 g.

Utrustning for malning.

Termocykler for realtids-PCR.

Mikrocentrifug for mikrocentrifugror.

Uppsittning mikropipetter som técker volymintervallet 1-1 000 pl.
Molekylarbiologiska plastartiklar av standardtyp: mikrocentrifug-
ror, pipettspetsar med filter for mikropipetter och plattor som pas-
sar termocyklern.

Frysar for att lagra prov och reagens.

Provtagning och provberedning

Provtagning

Ett representativt prov som tagits i enlighet med bestimmelserna i
bilaga I ska anvéndas.

Provberedning

Beredningen av laboratorieprov ska fram till DNA-extraktionen
uppfylla kraven i bilaga II. Minst 50 g av provet ska delas upp i
analysprov och dérefter malas.

Provberedningen ska i enlighet med ISO 24276 utforas i ett annat
rum &n det som anvédnds for DNA-extraktion och genetisk amp-
lifiering.

Tvéa prov pd minst 100 mg vardera ska beredas.

DNA-extraktion

DNA ska extraheras ur varje berett prov enligt de standardrutiner
som faststélls av EU:s referenslaboratorium for animaliska protei-
ner i foder och som offentliggdrs pa dess webbplats.

For varje extraktionsserie ska foljande tva extraktionskontroller
beredas i enlighet med ISO 24276:

— Ett blankprov.

— En positiv extraktionskontroll for DNA.

(') Forteckningen dver de primrar och prober for varje djurart som metoden omfattar finns

pé webbplatsen for EU:s referenslaboratorium for animaliska proteiner i foder.
(%) Exempel pa funktionella mastermixar finns pa webbplatsen for EU:s referenslaboratorium
for animaliska proteiner i foder.
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2.2.5

2.2.6

2.2.6.1

22.6.2

Genetisk amplifiering

Den genetiska amplifieringen ska utforas enligt de metoder som
validerats for varje art som behover identifieras. Dessa metoder
anges i de standardrutiner som faststélls av EU:s referenslaborato-
rium for animaliska proteiner i foder och som offentliggdrs pa dess
webbplats. Varje DNA-extrakt ska analyseras vid minst tva olika
koncentrationer for att bedoma inhibering.

For varje malart ska foljande tva amplifieringskontroller beredas i
enlighet med ISO 24276:

— En positiv kontroll for mal-DNA ska anvéndas for varje platta
eller serie av PCR-analyser.

— En reagenskontroll fér amplifieringen (dven kallad reagenskont-
roll utan templat [no template control]) ska anvindas for varje
platta eller serie av PCR-analyser.

Tolkning och redovisning av resultat

Vid rapportering av resultaten ska laboratoriet atminstone ange
provens vikt, vilken extraktionsmetod som anvénts, antalet bestim-
ningar som utforts och metodens detektionsgrans.

Resultaten ska inte tolkas och rapporteras om den positiva extrak-
tionskontrollen for DNA och de positiva kontrollerna for mal-DNA
inte ger positiva resultat for den berdérda analysen och om reagens-
kontrollen for amplifikationen samtidigt dr negativ.

Om resultaten fran de tva proven inte Gverensstimmer ska &tmin-
stone den genetiska amplifieringen upprepas. Om laboratoriet miss-
tinker att orsaken till den bristande Gverensstimmelsen kan vara
DNA-extraktet, ska en ny DNA-extraktion och genetisk amplifie-
ring utforas innan resultaten tolkas.

Den slutliga redovisningen av resultaten ska grundas pa en kom-
bination och tolkning av resultaten frdn de tvd proven i enlighet
med de standardrutiner som faststélls av EU:s referenslaboratorium
for animaliska proteiner i foder och som offentliggérs pa dess
webbplats.

Negativt resultat
Ett negativt resultat ska rapporteras enligt foljande:

I det inlimnade provet har inget DNA frén X pévisats (ddr X &r
djurarten eller gruppen av djurarter som metoden omfattar).

Positivt resultat
Ett positivt resultat ska rapporteras enligt foljande:

I det inldmnade provet har DNA frdn X pévisats (dar X dr djurar-
ten eller gruppen av djurarter som metoden omfattar).
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BILAGA VI

METOD FOR BERAKNING AV ENERGIVARDET I FODER TILL
FJADERFA

1. Berikningsmetod och angivelse av energivirde

Energivirdet i foderblandningar till fjaderfd ska berdknas enligt formeln
nedan pa grundval av visst analyserat innehdll i procent. Virdet ska anges
i megajoule (MJ) omsittbar energi (OE), med korrigering for kvive, per kilo
foderblandning:

MlJ/kg OE = 0,1551 x % réaprotein + 0,3431 x % rafett + 0,1669 x %
stirkelse + 0,1301 x % totalhalt socker (uttryckt som sackaros).

2. Toleranser som ir tillimpliga pi deklarerade virden

Om den officiella kontrollen visar en avvikelse (hogre eller lagre energivirde
i fodret) mellan kontrollresultatet och det deklarerade vérdet ska en minimi-
tolerans pa 0,4 MJ/kg omsittbar energi tillatas.

3. Resultatangivelse

Det resultat som fas med hjilp av ovanstdende formel ska anges med en
decimal.

4. Provtagnings- och analysmetoder

Provtagning av foderblandningen och bestdmning av de bestandsdelar som
anges 1 berdkningsmetoden ska utforas enligt gemenskapens metoder for
provtagning och analys vid officiell foderkontroll.

Foljande metoder ska anvindas:

— For bestdmning av réfetthalt: metod B for bestdimning av réfett i bilaga II1
del H.

— For bestimning av stirkelsehalt: den polarimetriska metod som anges i
bilaga III del L.
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BILAGA VIII

ANALYSMETODER FOR KONTROLL AV FOREKOMST AV

OTILLATNA FODERTILLSATSER

Viktiganmdrkning:

Kénsligare analysmetoder &n de som anges i denna bilaga fir anvindas for
att pavisa otillaten forekomst av fodertillsatser som inte langre ar tilldtna.

Analysmetoderna i1 denna bilaga ska anvdndas som konfirmeringsmetoder.

32

33

3.4

3.5

3.6

3.7

A. BESTAMNING AV METYLBENSOKVAT

7-bensyloxi-6-butyl-3-metoxikarbonyl-4-kinolon

Syfte och tillimpningsomrade

Med denna metod kan halten metylbensokvat i foder bestimmas. Kvan-
tifieringsgrénsen ar 1 mg/kg.

Princip

Metylbensokvat extraheras fran provet med en 16sning av metansulfon-
syra i metanol. Extraktet renas med diklormetan, genom jonbyteskro-
matografi och déarefter dter med diklormetan. Metylbensokvathalten be-
stims genom omvind fas-kromatografi (HPLC) med en UV-detektor.

Reagens

Diklormetan

Metanol, HPLC-kvalitet

Mobil fas for HPLC

Blandning av metanol (3.2) och vatten (HPLC-kvalitet) 75 + 25 (v + v).

Filtrera 16sningen genom ett 0,22 pm filter (4.5) och avlufta den (t.ex. i
ultraljudsbad i 10 minuter).

Metansulfonsyralosning, ¢ = 2 %

Spéad 20,0 ml metansulfonsyra till 1 000 ml med metanol (3.2).

Saltsyrelosning, ¢ = 10 %

Blanda 100 ml saltsyra (pyol,18 g/ml) med vatten till 1 000 ml.

Katjonbytarharts Amberlite CG-120 (Na), 100-200 mesh

Hartset behandlas fore anvédndning: slamma upp 100 g harts i 500 ml
saltsyrelosning (3.5) och varm under konstant omrorning pa en varmep-
latta tills det kokar. Lat svalna och dekantera av syran. Vakuumfiltrera
genom ett filtrerpapper. Tvitta hartset tva ganger med 500 ml vatten per
gang och ddrefter med 250 ml metanol (3.2). Skolj hartset med ytterli-
gare 250 ml metanol och torka genom att lufta filterkakan. Forvara det
torkade hartset i en tillsluten flaska.

Referenssubstans: ren metylbensokvat (7-bensyloxi-6-butyl-3-metoxikar-
bonyl-4-kinolon)
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3.7.2
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Stamldsning av metylbensokvat, 500 pg/ml:

Vig upp 50 mg metylbensokvat referenssubstans (3.7) med 0,1 mg
noggrannhet. Los upp i metansulfonsyralosning (3.4) i en 100 ml mét-
kolv. Fyll till mérket och blanda.

Arbetsstandardlésning av metylbensokvat, 50
pg/ml:

Overfor 5,0 ml stamldsning av metylbensokvat (3.7.1) till en 50 ml
mitkolv. Spéd till mérket med metanol (3.2) och blanda.

Kalibreringslosningar

Overfor 1,0-2,0-3,0-4,0 respektive 5,0 ml arbetsstandardldsning (3.7.2)
till en serie 25 ml maétkolvar. Spad till méarket med den mobila fasen
(3.3) och blanda. De erhallna 16sningarna har en metylbensokvatkon-
centration pa 2,0-4,0-6,0-8,0 respektive 10,0 pg/ml. Dessa 19sningar
ska vara nyberedda.

Utrustning

Skakapparat.
Rotationsindunstare.

Glaskolonn (250 x 15 mm) med avstidngningsventil och en behallare
med ca 200 ml volym.

HPLC-apparat med UV-detektor med variabel véglingd eller diod-array-
detektor.

HPLC-kolonn: 300 x 4 mm, Cg, 10 pm packning eller motsvarande.
Membranfilter, 0,22 pum.
Membranfilter, 0,45 pum.

Utforande
Allmdnt

Ett blankprov analyseras for att kontrollera att varken metylbensokvat
eller stérande dmnen dr nérvarande.

Gor ett utbytesforsok genom analys av ett blankprov som spikats med
ungefdar samma méngd metylbensokvat som finns i provet. For spikning
pa nivan 15 mg/kg, tillsdtt 600 pl stamlosning (3.7.1) till 20 g av blank-
provet, blanda och vénta i 10 minuter foére extraktion (5.2).

Anmdrkning: For denna metod bor blankprovet vara av samma typ som
analysprovet och metylbensokvat ska inte kunna pavisas.

Extraktion

Vig med en noggrannhet av 0,01 g upp ca 20 gram av det beredda
provet och overfor till en 250 ml E-kolv. Tillsdtt 100,0 ml metansulfon-
syralosning (3.4) och skaka i skakapparat (4.1) i 30 minuter. Filtrera
l6sningen genom ett filtrerpapper och spara filtratet for vitskeextraktio-
nen (5.3).

Viitskeextraktion

Overfor 25,0 ml av filtratet (se 5.2) till en 500 ml separertratt med
100 ml saltsyrelosning (3.5). Tillsdtt 100 ml diklormetan (3.1) till sepa-
rertratten och skaka i 1 minut. L&t skikten separera och tappa av det
undre skiktet (diklormetan) i en 500 ml rundkolv. Upprepa extraktionen



2009R0152 — SV —17.07.2014 — 004.001 — 149

5.4
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av vattenfasen med ytterligare tva portioner om 40 ml diklormetan och
overfor dessa till det forsta extraktet i rundkolven. Indunsta diklormetan-
extraktet i en rotationsindunstare (4.2) under reducerat tryck vid 40 °C
tills det &r torrt. Los upp éterstoden i 20-25 ml metanol (3.2), tillslut
kolven och spara allt extrakt for jonbyteskromatografin (5.4).

Jonbyteskromatografi
Beredning av katjonbytarkolonnen

For in en glasullstuss i glaskolonnens nedre del (4.3). Slamma upp 5,0 g
av det behandlade katjonbytarhartset (3.6) med 50 ml saltsyra (3.5),
overfor till glaskolonnen och lat sedimentera. Tappa av Overskottet av
syra till precis ver hartsytan. Tvétta kolonnen med vatten tills eluatet &r
lackmusneutralt. Tillsdtt 50 ml metanol (3.2) till kolonnen och 14t rinna
ned till hartsytan.

Kolonnkromatografi

Pipettera forsiktigt over det extrakt som fatts fram enligt punkt 5.3 till
kolonnen. Skoélj rundkolven med tvéa portioner pa 5—10 ml metanol (3.2)
och overfor dessa skoljvatskor till kolonnen. Lat extraktet rinna ned till
hartsytan och tvitta kolonnen med 50 ml metanol. Se till att flodeshas-
tigheten inte Overstiger 5 ml per minut. Hall bort eluatet. Eluera metyl-
bensokvatet frdn kolonnen med 150 ml metansulfonsyraldsning (3.4) och
samla upp kolonneluatet i en 250 ml E-kolv.

Viitskeextraktion

Overfor det eluat som erhallits enligt punkt 5.4.2 till en 1 liters sepa-
rertratt. Skolj E-kolven med 5-10 ml metanol (3.2) och blanda skdljvits-
korna med innehdllet i separertratten. Tillsdtt 300 ml saltsyrelosning
(3.5) och 130 ml diklormetan (3.1). Skaka i 1 minut och lat faserna
separera. Tappa av det undre skiktet (diklormetan) i en 500 ml rundkolv.
Upprepa extraktionen i vattenfasen med ytterligare tva portioner pa 70 ml
diklormetan och blanda dessa extrakt med det forsta i rundkolven.

Indunsta diklormetanextraktet i rotationsindunstaren (4.2) under reduce-
rat tryck vid 40 °C tills det ar torrt. Los upp aterstoden i kolven i ca
5 ml metanol (3.2) och dverfor denna 16sning kvantitativt till en 10 ml
mitkolv. Skolj rundkolven med ytterligare tva portioner pd 1-2 ml me-
tanol och overfor dessa till méitkolven. Spad med metanol till mérket och
blanda. Filtrera en alikvot av 16sningen genom ett membranfilter (4.6).
Spara denna 16sning for HPLC-bestdmning (5.6).

HPLC-bestimning
Parametrar

Foljande betingelser anges som végledning. Andra betingelser kan viljas
om de ger likvérdiga resultat.

— HPLC-kolonn (4.4.1).

— Mobil fas for HPLC: metanol-vattenblandning (3.3).

— Flodeshastighet: 1-1,5 ml/minut.

— Detektionsvagliangd: 265 nm.

— Injektionsvolym: 20-50 pl.
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5.6.2

5.6.3

Kontrollera att kromatografisystemet &r stabilt genom att upprepade
ganger injicera kalibreringslosningen (3.7.3) pa 4 pg/ml, till dess att
topphdjder (areor) och retentionstider &r konstanta.

Kalibreringskurva

Injicera varje kalibreringslosning (3.7.3) upprepade génger och mit
topphdjderna (areorna) for varje koncentration. Konstruera en kalibre-
ringskurva med kalibreringslosningarnas genomsnittliga topphdjder (are-
or) lings y-axeln och motsvarande koncentrationer i pg/ml lings x-ax-
eln.

Provlosning

Injicera provextraktet (5.5) upprepade génger med samma volym som
for kalibreringslosningarna, och bestim den genomsnittliga topphdjden
(arean) for metylbensokvat.

Berikning av resultat

Anvind den genomsnittliga topphdjden (arean) for provldsningens me-
tylbensokvattoppar for att bestimma koncentrationen i pg/ml med hjélp
av kalibreringskurvan (5.6.2).

Provets metylbensokvathalt w (mg/kg) berdknas med formeln

c x40
w =
m

dar:

¢ = provldsningens metylbensokvatkoncentration i pg/ml
m = provets vikt i gram.

Validering av resultat
Identitet

Analytens identitet kan bekriftas genom co-kromatografi eller genom
anvindning av en diod-array-detektor med vars hjilp spektrumen for
provextraktet och den kalibreringslosning (3.7.3) som innehdller 10
pg/ml jaimfors.

Co-kromatografi

Ett provextrakt spikas genom tillsats av lamplig méngd arbetsstandard-
16sning (3.7.2). Méngden tillsatt metylbensokvat bor vara ungefér lika
stor som den uppskattade miangden metylbensokvat i provextraktet.

Endast metylbensokvattoppens hojd ska oka efter det att hidnsyn tagits
till bdde den tillsatta méngden och spidningen av extraktet. Toppens
bredd pa halva hojden ska ligga inom 10 % av den ursprungliga bred-
den.

Diod-array-detektion

Resultaten utvdrderas enligt foljande kriterier:

a) Véaglangderna for prov- och standardspektrumens absorptionsmax-
imum, i toppens spets pa kromatogrammet, ska ligga inom en mar-
ginal som beror pa detektionssystemets upplosningsférmaga. For
diod-array-detektion ar denna i allménhet = 2 nm.
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b) Mellan 220 och 350 nm far prov- och standardspektrumen, i toppens
spets pa kromatogrammet, inte skilja sig &t for de delar av spektrumet
ddr den relativa absorbansen dr 10-100 %. Detta kriterium ar uppfyllt
om samma maximum observeras och avvikelsen mellan de tva
spektrumen inte vid ndgon métpunkt Sverstiger 15 % av standarda-
nalytens absorbans.

¢) Mellan 220 och 350 nm far spektrumen for den uppatgaende delen,
spetsen och den nedatgdende delen av toppen fran provextraktet inte
skilja sig frdn varandra for de delar av spektrumet dir den relativa
absorbansen dr 10-100 %. Detta kriterium &r uppfyllt om samma
maximum observeras och avvikelsen mellan spektrumen inte vid na-
gon mitpunkt Sverstiger 15 % av absorbansen vid spetsen.

Om nagot av dessa kriterier inte dr uppfyllt har analytens forekomst inte
bekriftats.

Repeterbarhet

Skillnaden mellan resultaten fran tva parallella bestimningar som utfors
pé samma prov far inte dverstiga 10 % av det hogre vérdet for metyl-
bensokvathalter pa 420 mg/kg.

Utbyte

For ett spikat blankprov ska utbytet vara minst 90 %.

Resultat av en provningsjimforelse

Fem prov analyserades av tio laboratorier. Varje prov analyserades tvd

génger.

Blankprov Mjol 1 Pellet 1 Mjol 2 Pellet 2
Medelvérde [mg/kg] ND 4,50 4,50 8,90 8,70
s, [mg/kg] — 0,30 0,20 0,60 0,50
CV, [ %] — 6,70 4,40 6,70 5,70
sr [mg/kg] — 0,40 0,50 0,90 1,00
CVg [ %] — 8,90 11,10 10,10 11,50
Utbyte [ %] — 92,00 93,00 92,00 89,00

ND = analyten har ej pavisats

S, = standardavvikelse for repeterbarhet

CV, = variationskoefficient for repeterbarhet, %

sg = standardavvikelse for reproducerbarhet

CVy = variationskoefficient for reproducerbarhet, %

B. BESTAMNING AV OLAKINDOX
2-[N-2"-(hydroxietyl)karbamoyl]-3-metylkinoxalin-N'! N*-dioxid

Syfte och tillimpningsomrade

Med denna metod kan halten olakindox i foder bestimmas. Kvantifie-
ringsgransen ar 5 mg/kg.

Princip

Provet extraheras med en vatten-metanolblandning. Olakindoxhalten be-
stims genom omvéind fas-kromatografi (HPLC) med en UV-detektor.
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Reagens

Metanol.

Metanol, HPLC-kvalitet.

Vatten, HPLC-kvalitet.

Mobil fas for HPLC.

Blandning av vatten (3.3) och metanol (3.2), 900 + 100 (v + v).

Referenssubstans: ren olakindox 2-[N-2'-(hydroxietyl)karbamoyl]-3-me-
tylkinoxalin-N',N*-dioxid, E 851.

Stamlosning av olakindox, 250 pg/ml

Vig med 0,1 mg noggrannhet upp 50 mg olakindox (3.5) i en 200 ml
mitkolv och tillsdtt ca 190 ml vatten. Stéll kolven i ett ultraljudsbad
(4.1) 1 20 minuter. Lat dérefter 16sningen anta rumstemperatur, spad till
mirket med vatten och blanda. Sl in métkolven i aluminiumfolie och
forvara den i kylskdp. Denna 16sning ska beredas pa nytt varje manad.

Arbetsstandardldsning av olakindox, 25 pg/ml

Overfor 10,0 ml stamlosning (3.5.1) till en 100 ml mitkolv, spad till
mirket med den mobila fasen (3.4) och blanda. Sla in mitkolven i
aluminiumfolie och forvara den i kylskap. Denna 16sning ska beredas
pa nytt varje dag.

Kalibreringslosningar

Overfor 1,0-2,0-5,0-10,0-15,0 respektive 20,0 ml arbetsstandardlésning
(3.5.2) till ett antal 50 ml métkolvar. Spéad till médrket med den mobila
fasen (3.4) och blanda. Sla in mitkolvarna i aluminiumfolie. Dessa 16s-
ningar har en olakindoxhalt pa 0,5-1,0-2,5-5,0-7,5 respektive 10,0
pg/ml.

Losningarna ska beredas pé nytt varje dag.

Utrustning

Ultraljudsbad.
Mekanisk skakapparat.

HPLC-utrustning med UV-detektor med variabel véaglingd eller diod-
array-detektor.

HPLC-kolonn, 250 x 4 mm, C;g, 10 um packning eller motsvarande.
Membranfilter, 0,45 pum.

Utforande

Anmdrkning: Olakindox ar ljuskénsligt. Utfor alla moment i ddampad
belysning eller anvand bruna glaskérl.

Allmdint

Ett blankprov analyseras for att kontrollera att varken olakindox eller

storande dmnen &dr nirvarande.

Gor ett utbytesforsok genom analys av ett blankprov som spikats med
ungefdr samma méngd olakindox som finns i provet. For spikning pa
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nivan 50 mg/kg, overfor 10,0 ml stamldsning (3.5.1) till en 250 ml E-
kolv och indunsta till ca 0,5 ml. Tillsdtt 50 g av blankprovet, blanda
ordentligt och 14t std i 10 minuter och rér sedan om igen flera ganger
fore extraktionen (5.2).

Anmdrkning: For denna metod boér blankprovet vara av samma typ som
analysprovet och olakindox ska inte kunna pavisas.

Extraktion

Vig med 0,01 g noggrannhet upp ca 50 g av provet. Overfor materialet
till en 1 000 ml E-kolv, tillsdtt 100 ml metanol (3.1) och still kolven i
ett ultraljudsbad (4.1) i 5 minuter. Tillsdtt 410 ml vatten och 14t kolven
std 1 badet ytterligare 15 minuter. Ta kolven ur badet, skaka den i 30
minuter i skakapparaten (4.2) och filtrera genom ett veckat filter. Over-
for 10,0 ml av filtratet till en 20 ml métkolv, spidd med vatten till mérket
och blanda. Filtrera en alikvot genom ett membranfilter (4.4). (Jfr punkt
9.) Gé vidare till HPLC-bestdmningen (5.3).

HPLC-bestimning
Parametrar

Foljande betingelser anges som végledning. Andra betingelser kan viljas
om de ger likvérdiga resultat.

Analyskolonn (4.3.1)

Mobil fas (3.4): blandning av vatten (3.3) och metanol
(3.2), 900 + 100 (v + v).

Flodeshastighet: 1,5-2 ml/min.

Detektionsvaglingd: 380 nm.

Injektionsvolym: 20-100 pl.

Kontrollera att kromatografisystemet ar stabilt genom att upprepade
ganger injicera kalibreringslosningen (3.5.3) pd 2,5 pg/ml, till dess att
topphdjder och retentionstider &r konstanta.

Kalibreringskurva

Injicera varje kalibreringslosning (3.5.3) upprepade génger och bestim
de genomsnittliga topphdjderna (areorna) for varje koncentration. Kon-
struera en kalibreringskurva med kalibreringslosningarnas genomsnittliga
topphdjd (area) lings y-axeln och motsvarande koncentrationer i pg/ml
langs x-axeln.

Provldsning

Injicera provextraktet (5.2) upprepade ganger med samma volym som
for kalibreringslosningarna och bestim den genomsnittliga topphdjden
(arean) for olakindox.

Berikning av resultat

Anvind den genomsnittliga topphojden (arean) for provldsningens ola-
kindoxtoppar for att bestimma koncentrationen i pg/ml med hjilp av
kalibreringskurvan.

Provets olakindoxhalt w (mg/kg) berdknas med formeln:

¢ x 1000
wW=—
m
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dar:

¢ = provextraktets olakindoxkoncentration (5.2) i pg/ml
m = provets vikt i g (5.2).

Validering av resultat
Identitet

Analytens identitet kan bekréftas genom co-kromatografi eller genom
anvindning av en diod-array-detektor med vars hjilp spektrumen for
provextraktet (5.2) och den kalibreringslosning (3.5.3) som innehaller
5,0 pg/ml jamfors.

Co-kromatografi

Ett provextrakt (5.2) spikas genom tillsats av ldmplig méngd kalibre-
ringslosning (3.5.3). Méngden tillsatt olakindox bor vara ungefar lika
stor som méngden olakindox i provextraktet.

Endast olakindoxtoppens hojd ska oka efter det att hansyn tagits till bade
den tillsatta miangden och spéddningen av extraktet. Toppens bredd pa
halva hojden ska ligga inom + 10 % av den ursprungliga bredden péa
olakindoxtoppen i det ospikade provextraktet.

Diod-array-detektion

Resultaten utvérderas enligt foljande kriterier:

a) Véaglangderna for prov- och standardspektrumens absorptionsmax-
imum, i toppens spets pa kromatogrammet, ska ligga inom en mar-
ginal som beror pa detektionssystemets upplosningsférmaga. For
diod-array-detektion ar denna i allménhet = 2 nm.

b) Mellan 220 och 400 nm far prov- och standardspektrumen, i toppens
spets pa kromatogrammet, inte skilja sig at for de delar av spektrumet
dér den relativa absorbansen dr 10-100 %. Detta kriterium ar uppfyllt
om samma maximum observeras och avvikelsen mellan de tva
spektrumen inte vid ndgon métpunkt Sverstiger 15 % av standarda-
nalytens absorbans.

Mellan 220 och 400 nm far spektrumen for den uppatgaende delen,
spetsen och den nedatgaende delen av toppen fran provextraktet inte
skilja sig fran varandra for de delar av spektrumet dar den relativa
absorbansen dr 10-100 %. Detta kriterium &r uppfyllt om samma
maximum observeras och avvikelsen mellan de tva spektrumen inte
vid nagon métpunkt Gverstiger 15 % av absorbansen vid spetsen.

C

~

Om nagot av dessa kriterier inte dr uppfyllt har analytens férekomst inte
bekriftats.

Repeterbarhet

Skillnaden mellan resultaten fran tva parallella bestimningar som utfors
pé samma prov far inte dverstiga 15 % av det hogre vérdet for olakin-
doxhalter pa 10-200 mg/kg.

Utbyte

For ett spikat blankprov ska utbytet vara minst 90 %.
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Resultat av en provningsjimforelse

I en provningsjamforelse inom EU analyserades fyra prov fran smagris-
foder, inklusive ett blankprov, av upp till tretton laboratorier. Resultaten
redovisas i nedanstidende tabell.

Prov 1 Prov 2 Prov 3 Prov 4
L 13 10 11 11
n 40 40 44 44
Medelvérde [mg/kg] — 14,6 48,0 95,4
S, [mg/kg] — 0,82 2,05 6,36
Sr [mg/kg] — 1,62 4,28 8,42
CV, [ %] — 5,6 4,3 6,7
CVg [ %] — 11,1 8,9 8,8
Nominell halt
[mg/kg] — 15 50 100
Utbyte % — 97,3 96,0 95,4
L = antal laboratorier
n = antal enskilda virden
S, = standardavvikelse for repeterbarhet
Sg = standardavvikelse for reproducerbarhet

CV, = variationskoefficient for repeterbarhet
CVy = variationskoefficient for reproducerbarhet.

Anmirkning

Aven om metoden inte har validerats for foder med en olakindoxhalt
over 100 mg/kg, bor man kunna fa tillfredsstéllande resultat genom att ta
en mindre mingd prov och/eller spidda extraktet (5.2) sa att man far en
koncentration inom kalibreringskurvans omrade.

C. BESTAMNING AV AMPROLIUM
1-[(4-amino-2-propyl-5-pyrimidylmetyl]-2-metyl-pyridiniumkloridhydr-
oklorid

Syfte och tilliimpningsomrade

Med denna metod kan amproliumhalten i foder och forblandningar be-
stimmas. Detektionsgransen dr 1 mg/kg och kvantifieringsgrinsen 5
mg/kg.

Princip

Provet extraheras med en metanol-vattenblandning. Efter spddning med
den mobila fasen och membranfiltrering bestdms amproliumhalten ge-
nom katjonbyteskromatografi (HPLC) med UV-detektor.

Reagens

Metanol.

Acetonitril, HPLC-kvalitet.

Vatten, HPLC-kvalitet.
Natriumdivétefosfatlosning, ¢ = 0,1 mol/l.

Los 13,80 g natriumdivétefosfatmonohydrat i vatten (3.3) i en 1 000 ml
mitkolv, spad till mirket med vatten (3.3) och blanda.

Natriumperkloratlosning, ¢ =1,6 mol/l.

Los 224,74 g natriumperkloratmonohydrat i vatten (3.3) i en 1 000 ml
mitkolv, spad till méirket med vatten (3.3) och blanda.
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Mobil fas for HPLC (jfr punkt 9.1).

Blandning av acetonitril (3.2), natriumdivitefosfatlosning (3.4) och nat-
riumperkloratlosning (3.5), 450+450+100 (v+v+v). Filtrera 16sningen
genom ett 0,22 pm membranfilter (4.3) och avlufta den (t.ex. i ultra-
ljudsbad [4.4] i minst 15 minuter) fore anvindning.

Referenssubstans: rent amprolium, 1-[(4-amino-2-propylpyrimidin-5-
yl)metyl]-2-metyl-pyridiniumkloridhydroklorid, E 750 (jfr punkt 9.2).

Stamldésning av amprolium, 500 pg/ml

Vig med 0,1 mg noggrannhet upp 50 mg amprolium (3.7) i en 100 ml
mitkolv, 16s upp i 80 ml metanol (3.1) och still kolven i ett ultraljuds-
bad i 10 min (4.4). Lat dérefter 16sningen anta rumstemperatur, spad till
mirket med vatten och blanda. Losningen &r stabil i en ménad vid hogst
4 °C.

Arbetsstandardlésning av amprolium, 50 pg/ml

Pipettera 6ver 5,0 ml stamldsning (3.7.1) till en 50 ml métkolv, spéd till
mirket med extraktionsmedlet (3.8) och blanda. Losningen ér stabil i en
manad vid hogst 4 °C.

Kalibreringslésningar

Overfor 0,5-1,0 respektive 2,0 ml arbetsstandardldsning (3.7.2) till tre
50 ml maétkolvar. Spad till mirket med den mobila fasen (3.6) och
blanda. De erhallna l6sningarna har en amproliumhalt pa 0,5-1,0 respek-
tive 2,0 pg/ml. Dessa losningar ska vara nyberedda.

Extraktionsmedel.

Blandning av metanol (3.1) och vatten 2+1 (v+v).

Utrustning

HPLC-utrustning med injektionssystem avpassad for injektionsvolymer

pa 100 pl.

HPLC-kolonn 125 x 4 mm, katjonbytare Nucleosil 10 SA, 5 eller 10 pm
packning, eller motsvarande.

UV-detektor med variabel vaglangd eller diod-array-detektor.
Membranfilter, PTFE-material, 0,45 pum.

Membranfilter, 0,22 pm.

Ultraljudsbad.

Mekanisk skakapparat eller magnetomrorare.

Utforande
Allmdnt
Blankprov

Infor utbytesforsoket (5.1.2) analyseras ett blankprov for att kontrollera
att varken amprolium eller storande dmnen ar nirvarande. Blankprovet
bor vara av liknande typ som analysprovet och varken amprolium eller
stérande dmnen ska kunna pévisas i det.
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Utbytesforsok

Gor ett utbytesforsok genom analys av ett blankprov som spikats med
ungefdr samma méingd amprolium som finns i provet. For spikning pa
nivan 100 mg/kg, overfor 10,0 ml stamldsning (3.7.1) till en 250 ml
kolv och indunsta till ca 0,5 ml. Tillsdtt 50 g av blankprovet, blanda
ordentligt och 14t std i 10 minuter och ror sedan om igen flera ganger
fore extraktionen (5.2).

Om ett blankprov av liknande typ som provet inte finns att tillgd (se
5.1.1), kan ett utbytesforsok goras med standardadditionsmetoden. Det
prov som ska analyseras spikas da med ungefar samma méingd ampro-
lium som finns i provet. Detta prov analyseras tillsammans med det
ospikade provet och utbytet kan berdknas genom subtraktion.

Extraktion
Forblandningar (< 1 % amprolium) och foder

Vig med 0,01 g noggrannhet upp 540 g av provet, beroende pd am-
proliumhalten, i en 500 ml E-kolv och tillsdtt 200 ml extraktionsmedel
(3.8). Stéll kolven i ultraljudsbad (4.4) och lat std i 15 minuter. Ta
kolven ur badet och skaka eller ror om i 1 timme med hjélp av skak-
apparat eller magnetomrorare (4.5). Spad en alikvot av extraktet med
den mobila fasen (3.6) till en amproliumhalt p& 0,5-2 pg/ml och blanda
(se anmérkning 9.3). Filtrera 5-10 ml av denna utspidda 16sning genom
ett membranfilter (4.2). Ga vidare till HPLC-bestdmningen (5.3).

Forblandningar (= 1 % amprolium)

Vig med 0,001 g noggrannhet upp 1-4 g av forblandningen, beroende
pa amproliumhalten, i en 500 ml E-kolv och tillsdtt 200 ml extraktions-
medel (3.8). Still kolven i ultraljudsbad (4.4) och 14t std i 15 minuter. Ta
kolven ur badet och skaka eller ror om i 1 timme med hjélp av skak-
apparat eller magnetomrorare (4.5). Spad en alikvot av extraktet med
den mobila fasen (3.6) till en amproliumhalt pa 0,5-2 pg/ml och blanda.
Filtrera 5-10 ml av denna utspddda 16sning genom ett membranfilter
(4.2). Ga vidare till HPLC-bestamningen (5.3).

HPLC-bestdmning
Parametrar

Foljande betingelser anges som végledning. Andra betingelser kan viljas
om de ger likvirdiga resultat.

HPLC-kolonn (4.1.1): 125 x 4 mm, katjonbytare Nucleosil 10 SA,
5 eller 10 pm packning, eller motsvarande.

Mobil fas (3.6): Blandning av acetonitril (3.2), natriumdiva-
tefosfatlosning (3.4) och natriumperklorat-
16sning (3.5), 450+450+100 (v+v+v).

Flodeshastighet: 0,7-1 ml/min

Detektionsvaglangd: 264 nm

Injektionsvolym: 100 pl
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Kontrollera att kromatografisystemet &r stabilt genom att upprepade
ganger injicera kalibreringslosningen (3.7.3) pd 1,0 pg/ml, till dess att
topphdjder och retentionstider &r konstanta.

Kalibreringskurva

Injicera varje kalibreringslosning (3.7.3) upprepade génger och bestim
de genomsnittliga topphdjderna (areorna) for varje koncentration. Kon-
struera en kalibreringskurva med kalibreringslosningarnas genomsnittliga
topphdjd (area) ldngs y-axeln och motsvarande koncentrationer i pg/ml
langs x-axeln.

Provlosning

Injicera provextraktet (5.2) upprepade génger med samma volym som
for kalibreringslosningarna och bestdm den genomsnittliga topphdjden
(arean) for amprolium.

Beriikning av resultat

Anvind den genomsnittliga topphdjden (arean) for provldsningens am-
proliumtoppar for att bestimma koncentrationen i g/ml med hjélp av
kalibreringskurvan.

Provets amproliumhalt w (mg/kg) berdknas med formeln

W:VXCXf[mg/kg]

dér:

V = extraktionsmedlets (3.8) volym i ml enligt 5.2 (dvs. 200 ml)
¢ = provextraktets amproliumkoncentration (5.2) i pg/ml

f = spddningsfaktor enligt 5.2

m = provets vikt i gram.

Validering av resultat
Identitet

Analytens identitet kan bekrdftas genom co-kromatografi eller genom
anvdndning av en diod-array-detektor med vars hjdlp spektrumen for
provextraktet (5.2) och den kalibreringslosning (3.7.3) som innehéller
2,0 pg/ml jamfors.

Co-kromatografi

Ett provextrakt (5.2) spikas genom tillsats av en lamplig méngd kalibre-
ringslosning (3.7.3). Méngden tillsatt amprolium bor vara ungefdr lika
stor som mdngden amprolium i provextraktet.

Endast amproliumtoppens hojd ska oka efter det att hdnsyn tagits till
bade den tillsatta miangden och spadningen av extraktet. Toppens bredd
ska pd halva hojden ligga inom + 10 % av den ursprungliga bredden pa
amproliumtoppen i det ospikade provextraktet.

Diod-array-detektion

Resultaten utvdrderas enligt foljande kriterier:

a) Vaglangderna for prov- och standardspektrumens absorptionsmax-
imum, i toppens spets pa kromatogrammet, ska ligga inom en mar-
ginal som beror pa detektionssystemets upplosningsférméga. For
diod-array-detektion ar denna i allménhet = 2 nm.
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b) Mellan 210 och 320 nm far prov- och standardspektrumen, i toppens
spets pa kromatogrammet, inte skilja sig &t for de delar av spektrumet
ddr den relativa absorbansen dr 10-100 %. Detta kriterium ar uppfyllt
om samma maximum observeras och avvikelsen mellan de tva
spektrumen inte vid ndgon métpunkt Sverstiger 15 % av standarda-
nalytens absorbans.

c) Mellan 210 och 320 nm far spektrumen for den uppatgaende delen,
spetsen och den nedétgédende delen av toppen fran provextraktet inte
skilja sig fran varandra for de delar av spektrumet diar den relativa
absorbansen dr 10-100 %. Detta kriterium &r uppfyllt om samma
maximum observeras och avvikelsen mellan de tva spektrumen inte
vid nagon métpunkt dverstiger 15 % av absorbansen vid spetsen.

Om nagot av dessa kriterier inte dr uppfyllt har analytens forekomst inte
bekriftats.

Repeterbarhet

Skillnaden mellan resultaten fran tvéa parallella bestimningar som utfors
pé samma prov far inte dverstiga

— 15 % av det hogre virdet for amproliumhalter pa 25-500 mg/kg,

— 75 mg/kg for amproliumhalter pa 500—1 000 mg/kg,

— 7,5 % av det hogre vardet for amproliumhalter pa 6ver 1 000 mg/kg.

Utbyte

For ett spikat (blank)prov ska utbytet vara minst 90 %.

Resultat av en provningsjimforelse

I en provningsjimforelse analyserades tre olika fjaderfafoder (prov 1-3),
ett mineralfoder (prov 4) och en forblandning (prov 5). Resultaten redo-
visas i nedanstiende tabell.

(blI'; ;(;(Vmi)v) Prov 2 Prov 3 Prov 4 Prov 5
L 14 14 14 14 15
n 56 56 56 56 60
Medelvirde [mg/kg] — 455 188 5129 25140
s, [mg/kg] — 2,26 3,57 178 550
CVr [ %] — 4,95 1,90 3,46 2,20
sg [mg/kg] — 2,95 11,8 266 760
CVr [ %] — 6,47 6,27 5,19 3,00
Nominell halt [mg/kg] — 50 200 5000 25 000
L = antal laboratorier
n = antal enskilda virden
Sy = standardavvikelse for repeterbarhet
CV, = variationskoefficient for repeterbarhet
sg = standardavvikelse for reproducerbarhet

CVy = variationskoefficient for reproducerbarhet.
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Anmirkningar

Om provet innehéller tiamin kommer tiamintoppen i kromatogrammet att
ligga strax fore amproliumtoppen. Med denna metod méste amprolium
och tiamin separeras. Om amprolium och tiamin inte separeras med den
kolonn (4.1.1) som anvénds for den hdr metoden ska upp till 50 % av
acetonitrildelen av den mobila fasen (3.6) erséttas med metanol.

Enligt den brittiska farmakopén har amproliumldsningens spektrum (¢ =
0,02 mol/l) i saltsyra (¢ = 0,1 mol/l) maximum vid 246 och 262 nm.
Absorbansen ska vara 0,84 vid 246 nm och 0,80 vid 262 nm.

Extraktet ska alltid spddas med den mobila fasen, annars kan retentions-
tiden for amproliumtoppen forandras vésentligt pa grund av adndrad jons-
tyrka.

D. BESTAMNING AV KARBADOX
Metyl-3-(2-kinoxalinylmetylen)karbazat-N', N*-dioxid

Syfte och tillimpningsomrade

Med denna metod kan karbadoxhalten i foder, férblandningar och fo-
derberedningar bestdimmas. Detektionsgrinsen dr 1 mg/kg och kvantifie-
ringsgransen 5 mg/kg.

Princip

Provet jamviktas med vatten och extraheras med metanol-acetonitril. For
foder renas en alikvot av det filtrerade extraktet pd en aluminiumox-
idkolonn. For forblandningar och foderberedningar spads en alikvot av
det filtrerade extraktet till 1dmplig koncentration med vatten, metanol och

acetonitril. Karbadoxhalten bestims genom omvénd fas-kromatografi
(HPLC) med en UV-detektor.

Reagens

Metanol.

Acetonitril, HPLC-kvalitet.

Attiksyra, w = 100 %.

Aluminiumoxid: neutral, aktivitetsgrad I.
Metanol-acetonitril 1 + 1 (v + v).

Blanda 500 ml metanol (3.1) med 500 ml acetonitril (3.2).
Attiksyra, 6 = 10 %.

Spad 10 ml attiksyra (3.3) till 100 ml med vatten.
Natriumacetat.

Vatten, HPLC-kvalitet.

Acetatbuffertlosning, ¢ = 0,01 mol/l, pH = 6,0.

Lds 0,82 g natriumacetat (3.7) i 700 ml vatten (3.8) och justera pH till
6,0 med éttiksyra (3.6). Overfor till en 1 000 ml métkolv, spdd med
vatten (3.8) till mdrket och blanda.

Mobil fas for HPLC.
Blanda 825 ml acetatbuffert (3.9) med 175 ml acetonitril (3.2).

Filtrera 16sningen genom ett 0,22 pm filter (4.5) och avlufta den (t.ex. i
ultraljudsbad i 10 minuter).
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Referenssubstans.

Ren karbadox: Metyl-3-(2-kinoxalinylmetylen)karbazat-N1,N4-dioxid, E
850.

Stamlosning av karbadox, 100 pg/ml (jfr anmérk-
ning under punkt 5 Utférande):

Vig med 0,1 mg noggrannhet upp 25 mg av karbadox referenssubstans
(3.11) i en 250 ml métkolv. Los i metanol-acetonitril (3.5) med hjélp av
ultraljud (4.7). Lat l6sningen dérefter anta rumstemperatur, spad till
mirket med metanol-acetonitril (3.5) och blanda. Sla in kolven i alumi-
niumfolie eller anvdnd bruna glaskarl. Forvara i kylskép. Losningen ar
stabil i en manad vid hogst 4 °C.

Kalibreringslosningar

Overfor 2,0-5,0-10,0 respektive 20,0 ml stamlosning (3.11.1) till ett
antal 100 ml matkolvar. Tillsdtt 30 ml vatten, spad till méirket med
metanol-acetonitril (3.5) och blanda. Sl in maétkolvarna i aluminium-
folie. Dessa losningar har en karbadoxhalt pa 2,0-5,0-10,0 respektive
20,0 pg/ml.

Kalibreringslosningarna ska vara nyberedda.

Anmdrkning: For bestdmning av karbadox i foder som innehaller mindre
an 10 mg/kg ska kalibreringslosningar med en koncent-
ration under 2,0 pg/ml anvindas.

Blandning av vatten och [metanol-acetonitril] (3.5), 300 + 700 (v + v).

Blanda 300 ml vatten med 700 ml metanol-acetonitrilblandning (3.5).

Utrustning

Skakapparat eller magnetomrorare.
Glasfiberfilter (Whatman GF/A eller motsvarande).

Glaskolonn (lingd 300-400 mm, inre diameter ca 10 mm) med sintrat
glas och med avtappningskran.

Anmdrkning: En glaskolonn med stidngningsventil eller med avsmal-
nande dnde kan ocksa anvéndas. I sa fall ska en glasulls-
tuss foras in i kolvens nedre del med hjilp av en glasstav.

HPLC-utrustning med injektionssystem, avpassad for injektionsvolymer
pa 20 pl.

HPLC-kolonn: 300 x 4 mm, Cig, 10 pm packning eller motsvarande.

UV-detektor med variabel véaglangd eller diod-array-detektor for inter-
vallet 225400 nm.

Membranfilter, 0,22 pum.

Membranfilter, 0,45 pum.

Ultraljudsbad.
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Utforande

Anmdrkning: Karbadox &r ljuskénsligt. Utfor alla moment i dampad
belysning eller anvdnd bruna glaskérl eller glaskarl ins-
vepta i aluminiumfolie.

Allmdnt
Blankprov

Infor utbytesforsoket (5.1.2) analyseras ett blankprov for att kontrollera
att varken karbadox eller storande &mnen &r nérvarande. Blankprovet bor
vara av liknande typ som analysprovet och varken karbadox eller sto-
rande d@mnen ska kunna pévisas i det.

Utbytesforsok

Gor ett utbytesforsok genom analys av ett blankprov (5.1.1) som spikats
med ungefdr samma méngd karbadox som finns i provet. For spikning
pa nivan 50 mg/kg, overfor 5,0 ml stamlosning (3.11.1) till en 200 ml E-
kolv. Indunsta 16sningen till ca 0,5 ml i ett kvdvgasflode. Tillsatt 10 g av
blankprovet, blanda och vénta i 10 minuter fore extraktion (5.2).

Om ett blankprov av liknande typ som provet inte finns att tillgd (se
5.1.1), kan ett utbytesforsok goras med standardadditionsmetoden. Det
prov som ska analyseras spikas dd med ungefdar samma méangd karbadox
som finns i provet. Detta prov analyseras tillsammans med det ospikade
provet och utbytet kan berdknas genom subtraktion.

Extraktion
Foder

Vig med 0,01 g noggrannhet upp 10 gram av provet och for dver till en
200 ml E-kolv. Tillsatt 15,0 ml vatten, blanda och jamvikta i 5 minuter.
Tillsdtt 35,0 ml metanol-acetonitrilblandning (3.5), tillslut kolven och
skaka eller ror om i 30 minuter med hjilp av skakapparat eller magne-
tomrorare (4.1). Filtrera 16sningen genom ett glasfiberfilter (4.2). Spara
16sningen for reningen (5.3).

Forblandningar (0,1-2,0 %)

Vig med 0,001 g noggrannhet upp 1 g omalt prov och 6verfor till en
200 ml E-kolv. Tillsdtt 15,0 ml vatten, blanda och jamvikta i 5 minuter.
Tillsdtt 35,0 ml metanol-acetonitrilblandning (3.5), tillslut kolven och
skaka eller ror om i 30 minuter med hjilp av skakapparat eller magne-
tomrorare (4.1). Filtrera 16sningen genom ett glasfiberfilter (4.2).

Pipettera dver en alikvot av filtratet till en 50 ml métkolv. Tillsétt 15,0
ml vatten, fyll till mérket med metanol-acetonitril (3.5) och blanda.
Karbadoxkoncentrationen i den slutliga 16sningen bor vara ca 10 pg/ml.
Filtrera en alikvot genom ett 0,45 pm membranfilter (4.6).

Ga vidare till HPLC-bestamningen (5.4).

Foderberedningar (> 2 %)

Vig med 0,001 g noggrannhet upp 0,2 g omalt prov och for dver till en
250 ml E-kolv. Tillsatt 45,0 ml vatten, blanda och jamvikta i 5 minuter.
Tillsdtt 105,0 ml metanol-acetonitrilblandning (3.5), tillslut kolven och
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homogenisera. Ultraljudsbehandla (4.7) provet i 15 minuter och skaka
eller rér om i 15 minuter (4.1). Filtrera 16sningen genom ett glasfiber-
filter (4.2).

Spid en alikvot av filtratet med vatten-metanol-acetonitrilblandningen
(3.12) till en slutlig karbadoxkoncentration pd 10-15 pg/ml (for en
10 % losning blir spiddningsfaktorn 10). Filtrera en alikvot genom ett
0,45 pm membranfilter (4.6).

Ga vidare till HPLC-bestamningen (5.4).

Rening
Beredning av aluminiumoxidkolonnen

Vig upp 4 g aluminiumoxid (3.4) och &verfor det till glaskolonnen
(4.3).

Rening av prov

Tillsdtt 15 ml av det filtrerade extraktet (5.2.1) i aluminiumoxidkolonnen
och héll bort de forsta 2 ml eluat. Samla upp foljande 5 ml och filtrera
en alikvot genom ett 0,45 m filter (4.6).

Ga vidare till HPLC-bestamningen (5.4).

HPLC-bestimning
Parametrar

Foljande betingelser anges som végledning. Andra betingelser kan viljas
om de ger likvérdiga resultat.

HPLC-kolonn (4.4.1): 300 x 4 mm, C;g, 10 um packning eller
motsvarande

Mobil fas (3.10): Blandning av acetatbuffertlosning (3.9) och
acetonitril (3.2), 825 + 175 (vtv)

Flodeshastighet: 1,5-2 ml/min

Detektionsvaglangd: 365 nm

Injektionsvolym: 20

Kontrollera att det kromatografiska systemet &r stabilt genom att upp-
repade ganger injicera kalibreringslosningen (3.11.2) pa 5,0 pg/ml till
dess att topphdjder (areor) och retentionstider ar konstanta.

Kalibreringskurva

Injicera varje kalibreringslosning (3.11.2) upprepade ganger och miit
topphdjderna (areorna) for varje koncentration. Konstruera en kalibre-
ringskurva med kalibreringslosningarnas genomsnittliga topphdjd (area)
langs y-axeln och de motsvarande koncentrationerna i pg/ml lings x-
axeln.

Provldsning

Injicera provextraktet (se 5.3.2 for foder, 5.2.2 for forblandningar och
5.2.3 for foderberedningar) upprepade ganger och bestim den genom-
snittliga topphdjden (arean) for karbadox.
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6.1

6.2

Beriikning av resultat

Anvind den genomsnittliga topphdjden (arean) for provlosningens kar-
badoxtoppar for att bestimma koncentrationen i pg/ml med hjéilp av
kalibreringskurvan (5.4.2).

Foder

Provets karbadoxhalt w (mg/kg) beriknas med formeln

c XV
-2t k
w - [mg/kg]

dar:

¢ = provextraktets karbadoxkoncentration (5.3.2) i pg/ml
V, = extraktionsvolym i ml (dvs. 50)
m = provets vikt i gram.

Férblandningar och beredningar

Provets karbadoxhalt w (mg/kg) beriknas med formeln

cx Vy xf
= 2" [mg/ke]

dar:

¢ = provextraktets karbadoxkoncentration (5.2.2 eller 5.2.3) i pg/ml

V, = extraktionsvolym i ml (dvs. 50 for forblandningar, 150 for bered-
ningar)

f = spéadningsfaktor enligt 5.2.2 (férblandningar) eller 5.2.3 (bered-
ningar)

m = provets vikt i gram.

Validering av resultat
Identitet

Analytens identitet kan bekréftas genom co-kromatografi eller genom
anvindning av en diod-array-detektor med vars hjélp spektrumen for
provextraktet och den kalibreringslosning (3.11.2) som innehaller 10,0
pg/ml jamfors.

Co-kromatografi

Ett provextrakt spikas genom tillsats av en lamplig méngd kalibrerings-
16sning (3.11.2). Méngden tillsatt karbadox bor vara ungefar lika stor
som méngden karbadox i provextraktet.

Endast karbadoxtoppens hojd ska oka efter det att hdnsyn tagits till bade
den tillsatta mingden och spéddningen av extraktet. Toppens bredd pa
halva hgjden ska ligga inom 10 % av den ursprungliga bredden.

Diod-array-detektion

Resultaten utvdrderas enligt foljande kriterier:

a) Véaglangderna for prov- och standardspektrumens absorptionsmax-
imum, i toppens spets pa kromatogrammet, ska ligga inom en mar-
ginal som beror pa detektionssystemets upplosningsférmaga. For
diod-array-detektion ar denna i allmédnhet = 2 nm.
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b) Mellan 225 och 400 nm far prov- och standardspektrumen, i toppens
spets pa kromatogrammet, inte skilja sig &t for de delar av spektrumet
ddr den relativa absorbansen dr 10-100 %. Detta kriterium ar uppfyllt
om samma maximum observeras och avvikelsen mellan de tva
spektrumen inte vid ndgon métpunkt Sverstiger 15 % av standarda-
nalytens absorbans.

c) Mellan 225 och 400 nm far spektrumen for den uppatgaende delen,
spetsen och den nedatgdende delen av toppen fran provextraktet inte
skilja sig frén varandra for de delar av spektrumet diar den relativa
absorbansen dr 10-100 %. Detta kriterium &r uppfyllt om samma
maximum observeras och avvikelsen mellan spektrumen inte vid na-
gon mitpunkt Sverstiger 15 % av absorbansen vid spetsen.

Om ndgot av dessa kriterier inte dr uppfyllt har analytens forekomst inte
bekriftats.

Repeterbarhet

For innehall pad minst 10 mg/kg far skillnaden mellan resultaten frén tva
parallella bestimningar som utfors pd samma prov inte dverskrida 15 %
av det hogre viérdet.

Utbyte

For ett spikat (blank)prov ska utbytet vara minst 90 %.

Resultat av en provningsjimforelse

I en provningsjaimforelse analyserades sex fodertyper, fyra forbland-
ningar och tre foderberedningar av atta laboratorier. Varje prov analyse-
rades tva ganger. (Ndrmare uppgifter om provningsjimforelsen finns i
Journal of the AOAC, volym 71, 1988, s. 484-490). Resultaten (efter
eliminering av extremvidrden) redovisas i nedanstdende tabell.

Tabell 1

Resultat av provningsjimforelsen for foder

Prov 1 Prov 2 Prov 3 Prov 4 Prov 5 Prov6
L 8 8 8 8 8 8
n 15 14 15 15 15 15
Medelviarde (mg/kg) 50,0 47,6 48,2 49,7 46,9 49,7
Sr (mg/kg) 2,90 2,69 1,38 1,55 1,52 2,12
CVr (%) 5,8 5,6 2,9 3,1 32 43
SR (mg/kg) 3,92 4,13 2,23 2,58 2,26 2,44
CVR ( %) 7,8 8,7 4,6 5,2 4,8 4,9
Nominell halt (g/kg) 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0

Tabell 2

Resultat av provningsjimforelsen for forblandningar och foderberedningar

Forblandningar Foderberedningar

A B C D A B C
L 7 7 7 8 8
n 14 14 14 14 16 16 16
Medelvirde (g/kg) 8,89 9,29 9,21 8,76 94,6 98,1 104
Sr (g/kg) 0,37 0,28 0,28 0,44 4,1 5,1 7,7
CVr (%) 4,2 3,0 3,0 5,0 43 5,2 7,4
SR (g/kg) 0,37 0,28 0,40 0,55 54 6,4 7,7
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Forblandningar Foderberedningar

A B C D A B C
CVR (%) 4,2 3,0 4,3 6,3 5,7 6,5 7.4
Nominell halt (g/ 10,0 10,0 10,0 10,0 100 100 100
kg)
L = antal laboratorier
n = antal enskilda vérden
Sr = standardavvikelse for repeterbarhet

CVr = variationskoefficient for repeterbarhet

SR
CVR

standardavvikelse for reproducerbarhet
variationskoefficient for reproducerbarhet.
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BILAGA IX

JAMFORELSETABELLER SOM AVSES I ARTIKEL 6

Direktiv 71/250/EEG

Direktiv 71/250/EEG

Denna forordning

Artikel 1 forsta stycket
Artikel 1 andra stycket
Artikel 2

Artikel 3

Bilagan, del 1

Bilagan, del 2
Bilagan, del 3

Bilagan, del 4
Bilagan, del 5
Bilagan, del 6
Bilagan, del 7
Bilagan, del 9
Bilagan, del 10
Bilagan, del 11
Bilagan, del 12
Bilagan, del 14
Bilagan, del 16

Artikel 3
Artikel 2

Bilaga II

Bilaga III, del O
Bilaga III, del M
Bilaga III, del N
Bilaga 111, del Q
Bilaga III, del K

Bilaga 111, del J
Bilaga 111, del D

Direktiv 71/393/EEG

Direktiv 71/393/EEG

Denna forordning

Artikel 1
Artikel 2
Artikel 3
Bilagan, del 1
Bilagan, del II
Bilagan, del III
Bilagan, del IV

Artikel 3

Bilaga III, del A
Bilaga 111, del E
Bilaga III, del P
Bilaga III, del H

Direktiv 72/199/EEG

Direktiv 72/199/EEG

Denna férordning

Artikel 1
Artikel 2
Artikel 3
Artikel 4
Bilaga 1, del 1
Bilaga 1, del 2
Bilaga 1, del 3
Bilaga 1, del 4
Bilaga 1, del 5
Bilaga 11

Artikel 3

Bilaga 111, del L
Bilaga III, del C

Bilaga V, del A

Direktiv 73/46/EEG

Direktiv 73/46/EEG

Denna forordning

Artikel 1
Artikel 3
Artikel 4
Bilaga I, del 1
Bilaga I, del 2
Bilaga I, del 3

Artikel 3

Bilaga III, del B

Bilaga 111, del I
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10.

11.

Direktiv 76/371/EEG

Direktiv 76/371/EEG

Denna forordning

Artikel 1
Artikel 2
Artikel 3
Bilagan

Artikel 1

Bilaga 1

Direktiv 76/372/EEG

Direktiv 76/372/EEG

Denna forordning

Artikel 1
Artikel 2
Artikel 3
Bilagan

Direktiv 78/633/EEG

Direktiv 78/633/EEG

Denna forordning

Artikel 1
Artikel 2
Artikel 3
Bilagan, del 1
Bilagan, del 2
Bilagan, del 3

Artikel 3

Bilaga 1V, del C

Direktiv 81/715/EEG

Direktiv 81/715/EEG

Denna forordning

Artikel 1
Artikel 2
Artikel 3
Bilagan

Direktiv 84/425/EEG

Direktiv 84/425/EEG

Denna forordning

Artikel 1
Artikel 2
Artikel 3
Bilagan

Direktiv 86/174/EEG

Direktiv 86/174/EEG

Denna férordning

Artikel 1
Artikel 2
Artikel 3
Bilagan

Artikel 4

Bilaga VII

Direktiv 93/70/EEG

Direktiv 93/70/EEG

Denna forordning

Artikel 1
Artikel 2
Artikel 3
Bilagan

Artikel 3

Bilaga IV, del D
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12.

13.

16.

Direktiv 93/117/EG

Direktiv 93/117/EG

Denna férordning

Artikel 1
Artikel 2
Artikel 3
Bilagan, del 1
Bilagan, del 2

Artiklarna 3 och 5

Bilaga IV del E
Bilaga VIII, del A

Direktiv 98/64/EG

Direktiv 98/64/EG

Denna férordning

Artikel 1
Artikel 2
Artikel 3
Artikel 4
Bilagan, del A
Bilagan, del C

Artiklarna 3 och 5

Bilaga III, del F
Bilaga VIII, del B

Direktiv 1999/27/EG

Direktiv 1999/27/EG

Denna férordning

Artikel 1
Artikel 2
Artikel 3
Artikel 4
Artikel 5
Artikel 6
Artikel 7
Bilagan, del A
Bilagan, del B
Bilagan, del C

Artiklarna 3 och 5

Bilaga VIII, del C
Bilaga 1V, del F
Bilaga VIII, del D

. Direktiv 1999/76/EG

Direktiv 1999/76/EG

Denna forordning

Artikel 1
Artikel 2
Artikel 3
Artikel 4
Bilagan

Artikel 3

Bilaga 1V, del G

Direktiv 2000/45/EG

Direktiv 2000/45/EG

Denna forordning

Artikel 1
Artikel 2
Artikel 3
Artikel 4
Bilagan, del A
Bilagan, del B
Bilagan, del C

Artikel 3

Bilaga IV, del A
Bilaga IV, del B
Bilaga III, del G
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17.

18.

Direktiv 2002/70/EG

Direktiv 2002/70/EG

Denna forordning

Artikel 1
Artikel 2
Artikel 3
Artikel 4
Artikel 5
Bilaga 1
Bilaga 11

Artikel 1
Artiklarna 2 och 3

Bilaga I och bilaga V del B (I)
Bilaga II och bilaga V del B (II)

Direktiv 2003/126/EG

Direktiv 2003/126/EG

Denna férordning

Artikel 1
Artikel 2
Artikel 3
Artikel 4
Artikel 5
Artikel 6
Bilagan

Artikel 3

Bilaga VI




