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KOMMISSIONENS FEMTE DIREKTIV
af 25. marts 1974

om fastsxttelse af fellesskabsanalysemetoder til den officielle kontrol af foder-
stoffer

(74/203/EQF)

KOMMISSIONEN FOR DE EUROPAISKE
FALLESSKABER HAR —

under henvisning til traktaten om oprettelse af Det
europziske skonomiske Fellesskab,

under henvisning til Radets direktiv af 20. juli 1970
om indferelse af fallesskabspreveudtagningsméder og
-analysemetoder for s vidt angar den officielle kon-
trol med foderstoffer (1), senest ndret ved akten (%),
der er knyttet til traktaten vedrerende nye medlemssta-
ters tiltreedelse af Det europziske ekonomiske Falles-
skab og Det europwiske Atomenergifellesskab (%), un-
dertegnet i Bruxelles den 22. januar 1972, serlig arti-
kel 2, og

ud fra felgende betragtninger :

Ovennavnte direktiv bestemmer, at den officielle kon-
trol med foderstoffer til konstatering af, om de betin-
gelser, der er fastsat pd grundlag af administrativt eller
ved lov fastsatte bestemmelser om foderstoffernes be-
skaffenhed og sammensatning, er opfyldt, skal foreta-
ges efter faellesskabspreveudtagningsmaéder og -analyse-
metoder ; '

Kommissionens direktiver nr. 71/250/EQF af 15. juni
1971 (*), nr. 71/393/EQF af 18. november 1971 (%), nr.
72/199/EQF af 27. april 1972 (%) og nr. 73/46/EDF af
5. december 1972 (7) har allerede fastlagt en reekke fal-
lesskabsanalysemetoder ; i betragtning af den hastig-
hed, hvormed arbejdet siden da er skredet frem, er det
hensigtmzessigt at fastlegge en femte reekke metoder ;

de i dette direktiv fastsatte foranstaltninger er i over-
ensstemmelse med udtalelse fra Den stdende Foder-
stofkomité —

UDSTEDT FALGENDE DIREKTIV:

Artikel 1

Medlemsstaterne foreskriver, at analyserne i forbin-
delse med den officielle kontrol af foderstoffer for sa
vidt angar deres indhold af stivelse og af hgjmoleky-
lzere spaltningsprodukter af stivelse i foderstoffer, som

(") EFT nr. L 170 af 3. 8. 1970, s. 2.

(3) EFT nr. L 73 af 27. 3. 1972, 5. 14.
() EFT nr. L 73 af 27. 3. 1972, 5. §.

(*) EFT nr. L 155 af 12. 7. 1971, s. 13.
(®) EFT nr. L 279 7af 20. 12. 1971, s. 7.
(6) EFT nr. L 123 af 29. 5. 1972, s. 6.
(’y EFT nr. L 83 af 30. 3. 1973, s. 21.

indeholder roesnitter, roeaffald, torrede roeblade eller
roetoppe, kartoffelaffald, tergeer, inulinholdige produk-
ter eller fedtegrever, skal foretages efter den metode,
der er beskrevet i dette direktivs bilag I.

De almindelige bestemmelser i ferste del (indledning)
af bilaget til Kommissionens forste direktiv nr. 71/
250/EQF af 15. juni 1971, finder anvendelse pa den
metode, der er beskrevet i dette direktivs bilag I.

Artikel 2

Medlemsstaterne foreskriver, at analyserne i forbin- -
delse med den officielle kontrol af foderstoffer for sa
vidt angér deres indhold af amprolium, ethopabat, di-
nitolmid (DOT), nicarbazin og menadion (Ks;—vita-
min) skal foretages efter de metoder, der er beskrevet i
dette direktivs bilag II

De almindelige bestemmelser i forste del (indledning)
af bilaget til Kommissionens ferste direktiv nr. 71/
250/EQF af 1S. juni 1971, finder med undtagelse af
den del, der vedrerer tilberedelsen af analysepreven,
anvendelse pd de metoder, der er beskrevet i dette di-
rektivs bilag II.

Artikel 3

Medlemsstaterne swtter de nedvendige administrativt
eller ved lov fastsatte bestemmelser i kraft for senest
den 1. november 1974 at efterkomme bestemmel<erne
i dette direktiv. De underretter omgaende Kommissio-
nen herom.

Artikel 4

Dette direktiv er rettet til medlemsstaterne.

Udferdiget i Bruxelles, den 25. marts 1974.

Pd Kommissionens vegne
Frangois-Xavier ORTOLI

Formand
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BILAG I

BESTEMMELSE AF STIVELSE

(Efter pankreatin-metoden)

1. Formal og anvendelsesomrade

Metoden gor det muligt at bestemme indholdet af stivelse og af hejmolekylaere spaltningsproduk-
ter af stivelse i foderstoffer, som indeholder roesnitter, roeaffald, terrede roeblade eller roetoppe,
kartoffelaffald, terger, inulinholdige produkter (f.cks. snitter og mel af jordskokker) eller fedtegre-
ver. Bestemmelsen foretages kun, hvor en mikroskopisk undersegelse viser et ikke ubetydeligt ind-
hold af stivelse i preven.

2. Princip

De i preven forckommende sukkerarter fjernes ved ekstraktion med ethanol, hvorefter stivelsen i
remanensen reduceres til sukker ved hjelp af pankreatin. De opstidede sukkerarter hydrolyseres
med saltsyre, og den dannede glucosemaengde bestemmes efter Luff-Schoorl-metoden. Denne glu-
cosemangde giver med multiplikation med en konstant faktor prevens indhold af stivelse.

3. Reagenser
3.1. 90 % (rf) ethanol, neutral over for fenolfthalein
3.2. N-amylalkoho! pa.
3.3. Toluen pa.

3.4. Bufferoplasning : 9,078 g kaliumdihydrogenphosphat KH,PO, og 11,876 g dinatriumhydro-
genphosphat Na,HPO,, 2H,O opleses i vand. Der fyldes op med vand til 1 liter

3.5. 0,2 n natriumchloridoplesning

3.6. Carrez 1 oplesning: 21,9 g zinkacetat 'Zn(CH,COO0),, 2H,0 og 3 g iseddikesyre opleses i
vand, og der fyldes op med vand til 100 ml

3.7. Carrez II oplesning : 10,6 g kaliumferrocyanid K, /Fe (CNE,)% 3H,O opleses i vand, og der
fyldes op med vand til 100 ml

3.8. 1 n saltsyre

3.9. Saltsyre pa., ca. 8 n, mf. = 1,125

3.10. Natriumhydroxydoplesning p.a., ca. 10 n, mf. = 1,33

3.11. Indikator: 0,1 % (vaegt) methylorangeopliesning

3.12. Pankreatin i pulverform, svarende til forskrifterne under punkt 8. Opbevares, beskyttet imod
lys og fugtighed, i tilproppet flaske

3.13. Luff-Schoorl-reagens : Under forsigtig omrystning s®ttes citronsyreoplesningen (3.13.2) til
natriumcarbonatoplasningen (3.13.3). .
Derefter tilsettes kobbersulfatoplesningen (3.13.1), og der fyldes op med vand til 1 liter.
Blandingen henstar natten over og filtreres. Normaliteten af det sdledes opnéede reagens
kontrolleres (0,1 n Cu; 2 n Na; CO;). Oplesningens pH skal vare ca. 9,4

3.13.1. Kobbersulfatoplesning : 25 g kobbersulfat p.a, CuSO4;, SH,O, opleses i 100 ml
vand

3.13.2. Citronsyreoplesning : 50 g citronsyre p.a., C¢HzO;, H;O, opleses i 50 ml vand

3.13.3. Natriumcarbonatoplesning : 143,8 g vandfrit natriumcarbonat p.a. opleses i ca. 300
ml varmt vand, og opl@sningen sxttes til atkaeling

3.14. Granuleret pimpsten, udkogt med saltsyre, vasket med vand og terret

3.15. 30 % (vagt) kaliumiodidoplesning p.a.
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3.16.
3.17.
3.18.

Svovlsyre, ca. 6 n, mf. = 1,18
0,1 n natriumthiosulfatoplesning

Stivelsesoplasning : en blanding af § g opleselig stivelse i 30 ml vand tilsattes til 1 liter ko-
gende vand. Blandingen holdes kogende i 3 minutter og hensettes derefter til afkeling. Til-
beredes umiddelbart fer brugen.

4. Apparatur

4.1.

4.2.
4.3.
4.4.

Ekstraktionsapparat (se skitsen s. 12) bestiende af:
4.1.1. En 500 ml konisk kolbe med vid hals
4.1.2. En tilbagesvaler tilpasset til den koniske kolbe med en prop

4.1.3. En glidestang igennem tilbagesvalerens midterrer forsynet med en krog i den neder-
ste ende. En klemme til at fastholde stangen med

4.1.4. En metalkurv til at hange op pi glidestangens krog (4.1.3), sa den kan beare filtrer-
diglen (4.1.5);

4.1.5. En hurtigfiltrerdigel pd ca. 30 ml. Maks. poresterrelse : 90 — 150 um (f.eks. G 1);
4.1.6. Filtrerpapir, som passer til filtrerdiglen (4.1.5);

Varmeskab, indstillet pd 38 °C.
200 ml milekolber med normalslip og tilbagesvaler.

100 ml maélekolber med normalslib og tilbagesvaler.

5. Fremgangsmade

S.1.

5.2

5.3.

Tilberedning af proven

Praven findeles i en siddan grad, at den i sin helhed kan g igennem en sigte med en maske-
vidde pa 0,5 mm.

Ekstraktion

Med en nejagtighed pa 1 mg afvejes 2 g af preven og anbringes i filtrerdiglen (4.1.5), hvis
bund forud dekkes med et stykke filtrerpapir (4.1.6), fugtet med ethanol (3.1). 55 ml ethanol
(3.1) haeldes sammen med nogle stykker pimpsten (3.14) i den koniske kolbe (4.1.1), og fil-
trerdiglen anbringes i metalkurven (4.1.4), som ophanges pa krogen af glidestangen (4.1.3).

Svaleren anbringes over den koniske kolbe, og glidestangen senkes si meget, at bunden af

diglen netop berarer ethanolens overflade, hvorefter stangen ved hjelp af klemmen fastge-
res i denne stilling. Ethanolen bringes i kog og holdes kogende i 3 timer. Derefter henstar
kolben til afkeling, idet glidestanden (4.1.3) haves, saledes at diglen anbringes s hejt som
muligt i kolben. Proppen tages forsigtigt af kolben, og man lader 45 ml vand labe ned langs
dennes inderside, hvorefter svaleren pa ny anbringes over den koniske kolbe, idet filtrerdig-
len holdes 10 cm over vaskens overflade. Vasken bringes i kog og holdes kogende i 3 ti-
mer. Derefter henszttes den til afkeling, proppen tages af, og diglen fjernes fra kurven.

Enzymatisk hydrolyse og invertering

Filtrerdiglen anbringes i en Biichnertragt og terres ved sugning. Ekstraktionsremanensen fin-
deles i en morter, og pulveret overfores ved hjelp af ca. 60 ml vand til en 200 m] mélekolbe
med normalslib. Derefter tilsettes et par driber amylalkohol (3.2), og en tilbagesvaler anbrin-
ges over kolben. Vasken bringes i kog og holdes kogende i | time, hvorefter den henszttes
til afkeling, og svaleren fjernes.

Der tilszttes 25 ml bufferoplesning (3.4). 250 mg pankreatin (3.12), 2,5 ml natriumchlorid-
oplesning (3.5) og 10 dréber toluen (3.3). Kolben rystes i 2 minutter og anbringes i varmeska-
bet (4.2), hvor den under lejlighedsvis omrystning opbevares i 21 timer for derpa af afkeles

til stuetemperatur.

Der tilsaettes 5 ml Carrez I oplesning (3.6) og omrystes i | minut ; derefter § ml Carres Tl
oplesning (3.7), fulgt af en ny omrystning pa 1 minut. Der fyldes op med vand, blandes
omhyggeligt og filtreres. Med pipette overferes 50 ml af filtratet til en 100 ml malekolbe (el-
ler 100 ml filtrat til en 200 ml malekolbe). Der tilsettes et par draber indikatoroplesning
(3.11) og derpé 8 n saltsyre (3.9) indtil omslag til redt. Derefter tilsettes yderligere 6,25 ml 8
n saltsyre (3.9) (12,50 ml hvis der arbejdes med 100 ml filtrat), og kolben forbindes med til-

. bagesvaleren. Oplesningen opvarmes til kogepunktet og holdes kogende i 1 time, hvorefter

den afkeles, og der neutraliseres med 10 n natriumhydroxydoplesning (3.10), indtil indikato-
ren slar om til gult. Derp4 geres oplesnirigen svagt sur ved tilsztning af en smule 1 n salt-
syre (3:8), og der fyldes op med vand og blandes grundigt. Glucoseindholdet bestemmes ef-
ter Luff-Schoorl-metoden, som angivet under 5.4.
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54. Titrering efter. Luff-Schéorl-metoden

Med en pipette anbringes 25 ml af Luff-Schoorl-reagensen (3.13) i en 300 ml konisk kolbe,
og der tilsettes nejagtigt 25 ml af den efter 5.3 fremstillede oplesning, som maksimalt mé
.indeholde 60 mg glucose. To stykker pimpsten (3.14) haldes i kolben, som under manuel
omrystning opvarmes over en middelstor flamme, siledes at vasken i lebet af ca. 2 minutter
opvarmes til kogepunktet. Derpd anbringes kolben omgdende pé et trddnet med en asbest-
skive, hvori er udstanset et hul med en diameter pé ca. 6 cm. Forinden er der under tradnet-
tet anbragt en flamme, indstillet sdledes, at kun bunden af den koniske kolbe opvarmes. Sa
forbindes kolben med en tilbagesvaler, og vasken koges i nejagtig 10 minutter og afkeles
derpa gjeblikkeligt i koldt vand. Efter ca. 5 minutters forleb titreres pd felgende made :

Forst tilsettes 10 ml kaliumiodidoplesning (3.15) og umiddelbart derefter meget forsigtigt
(pd grund af faren for kraftig skumdannelse) 25 ml 6 n svovlsyre (3.16). S titreres med 0,1 n
natriumthiosulfatoplesning (3.17), indtil oplesningen antager en matgul farve. Endelig tilsat-
tes et par driber stivelsesoplesning (3.18) som indikator, og titreringen tilendebringes.

Samme titrering gennemferes med en blanding af nejagtigt 25 ml Luff-Schoorl-reagens

(3.13) og 25 ml vand efter tilsetning af 10 ml kaliumiodidoplesning (3.15) og 25 ml 6 n.

svovisyre (3.16), men uden forudgéende opvarmning.
5.5.  Blindprave

Et blindforseg, det vil sige et forsag uden preve, gennemferes efter'den under 5.3 og 5.4 be-
skrevne fremgangsmaéde.

. Beregning

Ved hjalp af tabellen i bilaget bestemmes den glucosemangde i mg, der svarer til forskellen imel-
lem resultaterne af de to titreringer (udtrykt i ml 0,1 n natriumthiosulfat) sdvel for prevens som for
blindprevens vedkommende.

Prevens stivelsesindhold i procent beregnes efter formlen :

0,72 (a — b)
hvor

a = mg glucose i preven
b = mg glucose i blindpreven (se bemarkning 7.2).

. Bemearkninger

7.1. En samtidig tilstedeveerelse i preven af lactose og af stivelse, som helt eller delvis er omdan-
net til dekstrin, kan fere til, at det beregnede stivelsesindhold ligger 0,5— 3 % for hejt. I
sadanne tilfelde bestemmes det virkelige stivelsesindhold pé felgende made :

a) Forst bestemmes indholdet af reducerende sukkerarter i den efter 5.2 udvundne ethanol-
ekstrakt, og resultatet udtrykkes i procent glucose.

b) Dernast bestemmes prevens indhold af vandopleselige reducerende sukkerarter, ligele-
des udtrykt i procent glucose.

¢) Det under a) opnéede resultat trekkes fra det under b) opnéede, og forskellen multiplice-
res med 0,9. :

d) Den under c) fremkomne vardi treekkes fra det resultat, som opnéedes ved beregningen
af stivelsesindholdet efter den under 6. angivne metode.

7.2. Glucosemangden ligger for blindprevens vedkommende normalt pa 0,25 mg og ma ikke
overstige 0,50 mg.

. Forskrifter vedrerende pankreatin

Tilstandsform : Gullig-hvidt amorft pulver.

Glucoseindbold : Glucosemaengden for blindpreven (se 5.5) ligger normalt pd 0,25 mg. Resultater
pa over 0,50 mg betyder, at pankreatinen ikke lengere er anvendelig.

Kontrolprave med hensyn til iodforbrug : 62,5 mg pankreatin opslemmes i ca. 50 ml vand ved en
temperatur pd 25 — 30 °C. Der tilszttes 1 ml 0,1 n iodoplesning og omreres i 2 minutter. Derpé
titreres med 0,1 n natriumthiosulfatoplesning efter tilsetning af stivelsesindikator. Pankreatinens
forbrug af 0,1 n iodoplesning mé ikke overstige 0,5 ml.

Kontrolprove med hensyn til amylolytisk reaktion : 100 ml stivelsesoplesning (3.18), 5 ml buffer-
oplesning (3.4) og 0,5 ml natriumchloridoplesning (3.5) blandes med 62,5 mg pankreatin, og blan-
dingen opvarmes til 25 — 30 °C under samtidig omrering i 2 minuttér. Sa tilseettes 1 ml 0,1 n
iodoplasning. Den bla farve skal vare forsvundet senest 15 minutter efter tilsaetningen af iodoples-
ningen.
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ml 0,1 n Na,$,0; ved 2 minutters opvarmning og 10 minutters kogning

Tabel for 25 ml Luff-Schoorl-reagens

Glucose, fructose
0,1 n X > ’ Lactose Maltose 0,1 n
kk.
Na,$,0;, méf:;-t[sljoéer CiH,,0n Ci2H,0n Na;$;0,
ml mg differens mg differens mg differens ml
1 2.4 3,6 3,9 1
2,4 3,7 3,9

2 48 7,3 7,8 2
2,4 3,7 3,9

3 7,2 11,0 11,7 3
2,5 3,7 3,9

4 9,7 14,7 15,6 4
2.5 3,7 4,0

M 12,2 18,4 19,6 5
2,5 3,7 . 3,9

6 14,7 22,1 23,5 6
' 2,5 3.7 4,0

7 17,2 25,8 27,5 7
2,6 3,7 4,0

8 19,8 29,5 31,5 8
2,6 3,7 4,0

9 22,4 33,2 35,5 9
2,6 3,8 4,0

10 25,0 37,0 39,5 10
2,6 3,8 4.0

11 27,6 40,8 43,5 11
2,7 3,8 4,0

12 30,3 44,6 47,5 12
27 3,8 4,1

13 33,0 48,4 51,6 13
2,7 3,8 4,1

14 35,7 52,2 55,7 14
2,8 3,8 41

15 38,5 56,0 59,8 15
2,8 39 4,1

16 41,3 59,9 63,9 16
2,9 3,9 4,1

17 442 63,8 68,0 17
2,9 39 4,2

18 47,1 67,7 72,2 18
2,9 4,0 4,3

19 50,0 71,7 76,5 19
3,0 4,0 44

20 53,0 75,7 80,9 20

’ 3,0 4,1 4.5 .

21 56,0 79,8 85,4 21
3,1 4,1 | 4,6

22 59,1 83,9 90,0 | 22
3.1 4,1 | 4,6

23 62,2 88,0 94,6 | 23
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BIIAG II

1. BESTEMMELSE AF AMPROLIUM

/1 -(4-amin0-2-propyl-5-pyrimidylmethyl)-Zl-picolim'umchlorid‘hydrochlorid]

1. Formil og anvendelsesomrade

Metoden ger det muligt at bestemme amproliumindholdet i foderstoffer, koncentrater og forblan-
dinger. Den mindste mangde, der kan bestemmes, er 40 ppm.

2. Princip

Praven ekstraheres med fortyndet methanol. Ekstrakten renses pa en sgjle af aluminiumoxyd og
behandles med en methanoloplesning af 2,7-dihydroxynaphthalen, kaliumferricyanid, kaliumcya-
nid og natriumhydroxyd. Der fremkommer en purpurfarvning, og amproliumindholdet bestem-
mes spektrofotometrisk ved 530 nm.

3. Reagenser
3.1. Methanol pa.

3.2. Fortyndet methanol: 2 dele methanol (3.1) blandes med 1 del vand.

/

3.3. 0,2% (veegt) oplesning af kaliumferricyanid p.a., K;Fe(CN),. Denne oplesning kan holde
sig i to uger. !

34. 1% (vegt) oplesning af kaliumcyanid p.a. Oplesningen kan holde sig i to uger.
3.5. 1,125 % (vagt) oplesning af natriumhydroxyd p.a.

3.6. Methanolisk natriumhydroxydoplesning : 15 ml af (3.5)-oplesningen fyldes op med metha-
nol til 200 ml.

3.7. 0,0025 % (vegt) oplesning af 2,7-dihydroxynaphthalen : 25 mg 2,7-dihydroxynaphtalen p.a.‘
opleses i methanol (3.1), og der fyldes op med methanol (3.1) til 1000 ml.

3.8. Farvereagens: 90 ml 2,7-dihydroxynaphthalenoplesning (3.7) blandes i en 250 ml konisk
kolbe (4.1) med 5 ml kaliumferricyanidoplesning (3.3).

Derpa tilszttes 5 ml kaliumcyanidoplesning (3.4), hvorefter kolben tilproppes og rystes grun-
digt. Herefter lader man kolben henstd i 30 — 35 minutter for til slut at tilsette 100 ml me-
thanoloplesning af natriumhydroxyd (3.6), blande godt og filtrere pa en filtrerdigel (4.3).
Dette reagens mé anvendes i maksimalt 75 minutter efter filtreringen.

3.9. Aluminiumoxyd til sejlechromatografi. Umiddelbart forud for anvendelsen rystes 100 g alu-
miniumoxyd med 500 ml vand i 30 minutter, filtreres og vaskes tre gange med 50 ml metha-
nol (3.1) pr. gang, terres ved sugning, henstdr natten over og vakuumterres i 2 timer ved
100 °C for til slut af afkeles i en ekssikkator. Aluminiumoxydet efterpraves ved at analysere
kendt mangde standardoplesning (3.11) efter den. beskrevne fremgangsmaéde, begyndende
ved punkt 5.2 Genfindelsesprocenten for amprolium skal vaere 100 % + 4 %.

3.10. Standardsubstans : rent amprolium, som udviser felgende karakteristiske egenskaber : Smelte-
punkt (senderdeling) : 248 °C.

Molekylaer lysabsorptionskoefficient ved bade 265 og 235 nm i destilleret vand : 11.0 x 103.

3.11. Standardoplesning : 50 mg standardsubstans (3.10) afvejes med en ngjagtighed pé 0,1 mg og
opleses i fortyndet methanol (3.2) i en 500 ml mélekolbe. Der fyldes op til market med op-
lesningsmiddel og blandes omhyggeligt. 10 ml af blandingen overfares til en milekolbe, fyl-
des op til 50 ml med fortyndet methanol (3.2) og blandes grundigt. 1 ml af denne oplesning
indeholder 20 pug amprolium.
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4. Apparatur
4.1. 50 ml, 250 ml og 500 ml koniske kolber med sleben glasprop.
4.2. Rysteapparat.
4.3. Filtrerdigel, poresitet G 3, diameter: 60 mm.
4.4. Chromatografirer af glas (indvendig diameter : 9 mm, lengde : 400 — 500 mm).
4.5. Centrifuge og 25 ml centrifugeglas med sleben prop.
4.6. Spektrofotometer med 10 mm kuvetter.

5. Fremgangsmade

5.1.

5.2.

5.3.

Ekstraktion og rensning

5.1.1. Foderstoffer og forblandinger

Med en nejagtighed pa 1 mg afvejes 10 g omhyggeligt findelt og homogeniseret pre-
vemateriale. (Forblandinger afvejes med en nejagtighed pa 1 mg i maengder péd 3 —
6 g). Provematerialet haldes i en 250 ml konisk kolbe (4.1), og der tilsettes nejagtig
100 ml fortyndet methanol (3.2). Derpa omrystes i 60 minutter og filtreres. Om ned-
vendigt fortyndes med fortyndet methanol (3.2) for at fa en oplesning, som indehol-
der § — 15 pg amprolium pr. ml.

I et chromatografirer (4.4), som i bunden er forsynet med en vatprop, hzldes 5 g alu-
miniumoxyd (3.9) 25,0 ml ekstrakt settes pa sejlen. De forste 5 ml, som leber igen-
nem, kasseres, og de neste 12 ml opsamles i et maleglas.

5.1.2. Koncentrater

Med en nejagtighed pa 1 mg afvejes 0,5 g omhyggeligt findelt og homogeniseret pre-
vemateriale og haldes i en 500 ml konisk kolbe (4.1). Der tilsattes najagtig 250 ml
fortyndet methanol (3.2), omrystes i 60 minutter og filtreres’ 5,0- ml af filtratet overfo-
res til en malekolbe og fyldes op til 200 ml med fortyndet methanol (3.2).

Farveudvikling og mdling af lysabsorption

5,0 ml af den under 5.1.1 eller 5.1.2 fremstillede oplesning overferes til et centrifugeglas A
(4.5) og 5,0 ml fortyndet methanol (3.2) til et andet centrifugeglas B (4.5). Til hvert af glas-
sene A og B settes 10,0 ml farvereagens (3.8), hvorefter glassene tilproppes, omrystes og hen-
star i 18 minutter. Derpé centrifugeres i 3 minutter for at opné en klar oplesning, hvorefter
oplesningerne A og B dekanteres over i to 50 ml koniske kolber (4.1).

Lysabsorptionen af oplesning A males umiddelbart herefter i et spektrofotometer ved 530
nm og med oplesning B som blindpreve. Amproliumindholdet bestemmes pa grundlag af
kalibreringskurven (5.3).

Kalibreringskurve

I 5 centrifugeglas (4.5) afpipetteres henholdsvis, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 og 5,0 ml standardoples-
ning (3.11). De fire forste glas fyldes derpa op til 5,0 ml med fortyndet methanol (3.2). Alle
5 glas tilsaettes nu 10,0 ml farvereagens (3.8), tilproppres, omrystes og henstar i 18 minutter.
Derefter centrifugeres oplesningerne i 3 minutter og dekanteres over i 50 ml koniske kol-
ber (4.1).

Oplesningernes lysabsorption males derpa straks i spektrofotometret ved 530 nm, idet der
som blindpreve benyttes en blanding af 5 ml fortyndet methanol (3.2) og 10 ml farverea-
gens (3.8). Kalibreringskurven optegnes nu ved at afsztte lysabsorptionsvaerdierne som ordi-
nat og de tilsvarende amproliummangder i mg som abscisse.

6. Beregning

6.1.

Foderstoffer og forblandinger

Amproliumindholdet i mg pr. kg prevemateriale beregnes efter formlen :

% . F. 20 000
hvor :

A=amproliummangden i mg, bestemt ved den fotometriske maling
P=prevens vegt i gram
F =fortyndingsgraden (sdledes som evt. anvendt under 5.1.1).
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6.2. Koncentrater
Det procentisk amproliumindhold i prevematerialet beregnes efter formlen :

A 200
: P
hvor :

A = amproliummangden i mg, bestemt ved den fotometriske maling
P = prevens vaegt i gram.

7. Reproducerbarhed

Forskellen mellem resultaterne af dobbeltbestemmelser ma ikke overstige :

10 ppm i absolut vaerdi for et amproliumindhold 'pa under 100 ppm;
10 % i relativ veerdi for et indhold imellem 100 og 5000 ppm ;

500 ppm i absolut verdi for et indhold i mellem 5000 og 10 000 ppm ;
5% i relativ veerdi for et indhold pa over 10 000 ppm.



Nr. L 108/16

De Buropziske Fellesskabers Tidende

22. 4. 74

2. BESTEMMELSE AF ETHOPABAT

{methyl-4-acetamido-2-ethoxybenzoat)

1. Formal og anvendelsesomrade

Metoden ger det muligt at bestemme ethopabatindholdet i foderstoffer, koncentrater og forblan-
dinger. Den mindste mangde, der kan bestmmes, er 2 ppm.

2. Princip

Proven ekstraheres med fortyndet methanol. Oplesningen geres sur og ekstraheres med chloro-
form. Chloroformekstrakten vaskes ferst med en alkalisk oplesning og derefter med vand. Den
rensede ekstrakt koncentreres, og ethopabatet hydrolyseres med fortyndet saltsyre. Det siledes
fremkomne aminoderivat diazoteres og sammenkobles med 2-aminoethyl-1-naphthylamin. Det
farvede kompleks ekstraheres med butanol, og oplesningens lysabsorption males ved 555 nm.

3. Reagenser

3.1.
3.2.
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.
3.7.

38.

3.9.

3.10.

3.12.
3.13.
3.14.

Methanol p.a. .

50 % (rf) methanol : blanding af lige dele methanol (3.1) og vand.

Saltsyre p.a. mf. = 1,19.

1/10 fortyndet saltsyre : 10,0 ml saltsyre (3.3) fyldes op med vand til 100 ml.
Ca. 0,3 n saltsyre : 25,0 ml saltsyre (3.3) fyldes op med vand til 1000 ml.
Chloroform p.a.

4 % (vagt) natriumcarbonatoplesning : 40,0 g vandfrit natriumcarbonat p.a. opleses i vand,
og der fyldes op med vand til 1000 ml.

0,2 % (veegt) natriumnitritoplesning : 100 mg analyserent natriumnitrit p.a. opleses i vand,
og der fyldes op med vand til 50 ml. Tilberedes umiddelbart for anvendelsen.

1,0 % (veegt) ammoniumamidsulfonatoplesning : 500 mg amidsulfonat p.a. opleses i vand i
en malekolbe, og der fyldes op med vand til 50 ml. Tilberedes umiddelbart fer anvendelsen.

0,2 % (vaegt) 2-aminoethyl-1-naphtylaminoplesning : 100 mg 2-aminoethyl-1-naphthylamin
p-a. opleses i vand i en malekolbe, og der fyldes op med vand til 50 ml. Tilberedes umiddel-
bart fer anvendelsen.

Vandfrit natriumchlorid p.a.
n-butanol p.a.

Standatdsubstans : rent ethopabat.
Standardoplasninger :

3.14.1. Ethopabatoplesning pa 0,040 mg/ml : 40 .mg standardsubstans (3.13) afvejes med en
nejagtighed pa 0,1 mg og oplaeses i fortyndet methanol (3.2) i en 100 ml male-
kolbe. Der fyldes op.til market med samme oplesningsmiddel og blandes omhyg-
geligt. 10,0 ml af denne oplesning overfores til en anden mélekolbe, fortyndes med
methanol (3.2) til 100 ml og blandes godt. Denne oplesning kan kun holde sig i
en méned. ‘ .

3.14.2. Ethopabatoplesning pa 0,016 mg/20 ml: 5,0 ml af (3:14.1)-oplesningen fortyndes i
en milekolbe méd fortyndet methanol (3.2) til 250 ml og blandes grundigt. Tilbere-
des frisk for anvendelsen.

4. Apparatur

4.1. 250 ml koniske kolber med sleben prop.

4.2
4.3.

100 ml skilletragte med sleben prop.

Rysteapparat.
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4.4. Vakuum-rotations-fordamper med 250 ml kolber.

4.5. Vandbad.

4.6. Centrifuge og 15 ml og 50 ml centrifugeglad med normalslib og glasprop.
4.7. Luftkeler med normalslib.

4.8. Spektrofotometer med 10 mm kuvetter.

5. Fremgangsmade

S.1. Ekstraktion

Med en nejagtighed pd 1 mg afvejes en omhyggeligt findelt og homogeniseret prove-
mangde, som indeholder ca. 80 mg ethopabat. Praven fyldes i en 250 ml konisk kolbe (4.1)
og blandes med 100,0 ml fortyndet methanol (3.2), hvorefter kolben tilproppes og omrystes
i 1 time pé rysteapparatet (4.3). Efter bundfldelse filtreres, idet de forste ml af filtratet kasse-
res.

5.2. Rensning

NB. De arbejdsoperationer, som er beskrevet under dette punkt, skal udferes hurstigt.
20,0 ml af den klare ekstrakt haeldes i en 100 ml skilletragt (4.2), og der tilsttes 5,0 ml 1/10
fortyndet saltsyre (3.4) og 20,0 ml chloroform (3.6). Derpé omrystes forst forsigtigt og der-
nast kraftigt i 3 minutter. Blandingen henstir, indtil faserne er adskilt, og chloroformfasen
opsamles derpd i en anden 100 ml skilletragt (4.2).

Den sure fase ekstraheres to gange med 20,0 ml chloroform (3.6) pr. gang, og chloroformek-
strakterne opsamles begge i den anden skilletragt, medens den sure fase bortkastes. Chloro-
formoplesningen tilsettes 10 ml natriumcarbonatoplesning (3.7), omrystes i 3 minutter og
henstér, indtil faserne er adskilt. Chloroformfasen opsamles i en tredje 100 ml skilletragt
(4.2), og vandfasen kastes bort. Chloroformoplesningen tilsettes 10 ml natriumcarbonato-
plesning (3.7), omrystes i 3 minutter og henstdr, indtil faserne er adskilt.

Chloroformfasen opsamles i en fjerde 100 ml skilletragt (4.2), og vaskes to gange med 25 ml -
vand pr. gang. Vandfaserne haldes sammen og chloroformekstrakten overferes kvantitativt
tit en 250 ml kolbe (4.4). De temte skilletragte renses med nogle ml chloroform (3.6), hvoref-
ter vandfasen vaskes med denne chloroform. Chloroformfasen skilles fra og overfares ligele-
des til 250 ml kolben.

5.3.  Hydrolyse

Chloroformekstrakten inddampgs ved hjelp af vakuum-rotations-fordamperen (4.4). Vandba-
dets temperatur skal vaere 50 °C. Remanensen opleses i 2-3 ml methanol (3.1) og overferes
ved hjzlp af to 10 ml portioner og en 5 ml portion pa ca. 0,3 n saltsyre (3.5) til et 50 ml cen-
trifugerglas (4 6). Der blandes godt og tilseettes nogle stykker pimpsten, hvorefter luftkeleren
(4.7) swttes pd, og glasset nedsenkes i kogende vand i 45 minutter. Til slut afkeles det under
rindende vand.

5.4. Farveudvikling og mdling af lysabsorption

Man tilsetter 1,0 ml natriumnitritoplesning (3.8), omryster og lader henstd i 2 minutter. Sa
tilseetter man 1.0 ml ammoniumsulfamat-oplesning (3.9), omryster og lader hensta i 2 minut-
ter. Derpa tilszetter man 1,0 ml 2-aminoethyl-1-naphthylaminoplesning (3.10), omryster og
lader henstd i 10 minutter. Endelig tilsaetter man 5,0 g natriumchlorid (3.11) og 10,0 ml n-
butanol (3.12) og omryster kraftigt, indtil natriumchloridet er fuldsetndigt oplest.

Med en pipette overferes butanolfasen, som ligger everst (@verste fase), til et 15 ml centrifu-
geglas (4.6) og centrifugeres. Derpd males lysabsorptionen E, med et spektrofotometer ved
555 nm, idet n-butanol (3.12) bruges som blindprave.

5.5. Blindforseg

Efter samme fremgangsméde, begyndende ved punkt 5.2, gennemferes et blindforseg med
20,0 ml fortyndet methanol (3.2), idet lysabsorptionen Eg mailes ved 555 nm med n-butanol
(3.12) som blindprave.

S5.6. Standdrdforwg

Efter samme fremgangsmade, begyndende ved punkt 5.2, gennemfares et standardforseg
med 20,0 ml standardoplesning (3.14.2), idet lysabsorptionen E. méles ved 555 nm med n-
butanol (3.12) som blindpreve.
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6. Beregning

Ethopabatindholdet i prevematerialet i mg/kg beregnes efter formlen :

(Ex — Ep) 80
(Ec — By P
hvor :
E, = lysabsorptionen for oplesningen af prevematerialet
Ep = lysabsorptionen for blindpreveoplesningen
Ec = lysabsorptionen for standardoplesningen
P = provens vagt i gram. '

7. Reproducerbarhed

Forskellen mellem resultaterne af dobbeltbestemmelser mé ikke overstige :

20 % i relativ veerdi for et ethopabatindhold pa under 7,5 ppm;
1,5 ppm i absolut vardi for et indhold pad mellem 7,5 og 10 ppm;
15 % i relativ veerdi for et indhold pd over 10 ppm.
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3. BESTEMMELSE AF DINITOLMID (DOT)

(3,5-dinitro-o-toluamid)

1. Formil og anvendelsesomrade

Metoden ger det muligt at bestemme indholdet af dinitolmid (DOT) i foderstoffer, koncentrater
og forblandinger. Nitrofuranderivater pavirker analyseresultaterne. Den mindste mangde, der kan
bestemmes, er 40 ppm.

' 2. Princip

Proven ekstraheres med acetonitril. Ekstrakten renses ved hjelp af aluminiumoxyd og filtreres. En
alikvot del af filtratet inddampes til terhed, og remanensen opleses i dimenthylformamid og be-
handles med ethylendiamin, hvorved der fremkommer en purpurfarvning. Dinitolmidindholdet
bestemmes spektrofotometrisk ved 560 nm.

3. Reagenser

3.1. 85 % (rf) acetonitril : 850 ml ren acetonitril blandes med 150 ml vand. Blandingen destille-
res forud for anvendelsen, og den fraktion, der har kogepunkt imellem 75 og 77 °C, opsam-
les.

3.2.  Aluminiumoxyd til sajlechromatografi. Det opvarmes i mindst 2 timer ved 750 °C, afkeles i
ekssikkator og opbevares i brun glasflaske med sleben prop. Fugtes fer brugen pa falgende
made : i en brun glasflaske hzldes 10 g aluminiumoxyd og 0,7 ml vand. Flasken lukkes her-
metisk og opvarmes i 5 minutter i kogende vand under kraftig omrystning, hvorefter den
afkeles under fortsat omrystning. Aluminiumoxydet efterproves ved at en bestemt mangde
standardoplesning (3.6) analyseres efter den beskrevne fremgangsmaéde, begyndende med
punkt 5.1. Genfindelsesprocenten for dinitolmid skal vere 100 % =+ 2 %.

3.3. 95 % (rf) N,N-dimethylformamid : 95,0 ml N,N-dimethylformamid p.a. blandes med 5,0 ml
vand.

3.4. Ethylendiamin p.a., maksimalt vandindhold : 2,0 %.
3.5. Standardsubstans : 3,5-dinitro-o-toluamid, ren, med folgende egenskaber :

Smeltepunkt: 177 °C;
Molekylzr lysabsorptionskoefficient ved 248 nm i acentonitril : 13,1 x 10%;
Molekylar lysabsorptionskoefficient ved 266 nm i N,N-dimethylformamid: 10,1 x 103.

3.6. Standardoplesning : 40 mg standardsubstans (3.5) afvejet med en nejagtighed pa 0,1 mg ople-
ses i acetonitril (3.1) i en 200 ml malekolbe, som fyldes op til market med samme oples-
ningsmiddel og omrystes. 20,0 ml af denne oplesning fyldes i en mélekolbe med acetonitril
(3.1) til 100 ml og blandes godt. 1 ml af denne oplesning indeholder 40 pg dinitolmid.

4. Apparatur

4.1. 250 ml konisk kolbe med normalslib.

4.2. Tilbagesvaler med normalslib.

4.3. Filtrerdigel, poresitet G 3, diameter : 60 mm.
4.4. Vakuumfilter (f.eks. Witts apparat).

4.5. Vandbad, indstillet pa 50 °C.

4.6. Spektrofotometer med 10 mnr kuvetter.

5. Fremgangsmade

5.1.  Ekstraktion og rensning

10 g omhyggeligt findelt og homogeniseret pravemateriale afvejes med en ngjagtighed pa 1
mg. For koncentraters og forblandingers vedkommende afvejes 1 g med en nejagtighed pé 1
mg. Preven blandes i en 250 ml konisk kolbe (4.1) med 65 ml acetonitril (3.1), hvorefter kol-
ben forbindes med en tilbagesvaler (4.2) og opvarmes pa vandbad (4.5) i 30 minutter under
stadig omrystning. Derefter afkeles under rindende vand, hvorpd der tilsettes 20 g
aluminiumoxyd (3.2), omrystes i 3 minutter og dekanteres.
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5.2

En 100 ml mélekolbe anbringes i vakuumfilteret (4.4), hvorefter filtrerdiglen anbringes oven-
over, og oplesningen filtreres under sugning. Bundfaldet overferes ved hjelp af nogle fa ml
acetonitril (3.1) til diglen under fortsat sugning. Vakuumsugningen afbrydes, og remanensen
opslemmes i nogle fi ml acetonitril (3.1), og der suges pa ny. Disse sidste operationer genta-
ges, indtil filtratet ndr et rumfang pa ca. 95 ml. Derpé fyldes op til 100 ml med acetonitril
(3.1) og blandes omhyggeligt. Om nedvendigt fortyndes en alikvot mangde af oplesningen
med acetonitril for at opné en oplesning, som indeholder 5-15 pg dinitolmid pr. ml.
Farveudvikling og mdling af lysabsorption

Til tre 50 ml begerglas A, B og C afpippetteres 4,0 ml af den under 5.1 opnaede oplesning.
Desuden tilszttes, kun i bagerglas C, 1,0 ml standardoplesning (3.6). De tre begerglas an-
bringes i vandbad i et stinkskab med god ventilation, og der inddampes til terhed i en luft-
strom. Derefter afkeles de til stuetemperatur. Til beger A settes nu 10,0 ml N,N-dimethyl-
formamid, medens der til B og C szttes 2,0 ml af dette oplesningsmiddel. Man lader oplas-
ningsmidlet virke i nogle minutter under svag omrystning, indtil bundfaldet er fuldstendig
oplast. Derefter tilsettes 8,0 ml ethylendiamin (3.4) til bagrene B og C, og der blandes grun-
digt. Nojagtigt 5 minutter efter tilseetningen af ethylendiamin miles lysabsorptionen af de

tre oplesninger i spektrotometret (4.6) ved 560 nm, idet N,N-dimethylformamid (3.3) benyt-
tes som blindpreve.

6. Bergening

Dinitolmidindholdet i prevematerialet i mg/kg beregnes efter formlen

(Es — Ey F

. —. 1000
(Ec — Ep) P
hvor
E, = lysabsorption af oplesning A (blindpreve)
Ep = lysabsorption af oplesning B (preve)
Ec'= lysabsorption af oplesning C (intern standard)
P = prevens vagt i gram

F = fortyndingsgraden (siledes som evt. anvendt under 5.1).

7. Reproducerbarhed

Forskellen imellem resultaterne af dobbeltbestemmelser ma ikke overstige :

10 ppm i absolut vaerdi for et dinitolmidindhold pa under 100 ppm ;

10 % i relativ veerdi for et indhold p& mellem 100 og 5000 ppm;

500 ppm i absolut vardi for et indhold pd mellem 5000 og 10 000 ppm ;
5% i relativ veerdi for et indhold pa over 10 000 ppm,
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4. BESTEMMELSE AF NICARBAZIN

(ekvimolekyler blanding af 4,4-dinitrocarbanilid og 2-hydroxy-4,6-dimethylpyrimidin)

1. Formal og anvendelsesomrade

Metoden gor det muligt at bestemme nicarbazinindholdet i foderstoffer, koncentrater og forblan-
dinger, som ikke indeholder mere end § % grenmel. Nitrofuranderivater, acetylenheptin og carba-
dox pévirker analyseresultaterne. Den mindste mangde, der kan bestemmes, er 20 ppm.

2. Princip

Proven ekstraheres med N,N-dimethylformanid. Ekstrakten renses ved sejlechromatografi pé alu-
miniumoxyd, og nicarbazinen elueres med ethanol. Eluatet behandles med en ethanoloplesning af
natriumhydroxyd, hvorved der fremkommer en gulvfarvning. Nicarbazinen bestemmes spektrofo-
tometrisk ved 430 nm.

3. Reagenser

3.1.  N,N-dimethlformamid p.a.

3.2. Aluminiumoxyd til sejlechromatografi. Det opvarmes i mindst 2 timer ved 750 °C, afkales i
ekssikkator og opbevares i en brun glasflaske med sleben prop. Fer brugen kontrolleres alu-
miniumoxydet ved analyse af en bestemt maengde standardoplesning (3.8.3), begyndende
ved punkt 5.2. Genfindelsesprocenten for nicarbazin skal vaere 100 % + 2 %.

3.3, 95 % (rf) ethanol.
3.4. 80 % (rf) ethanol.

,

3.5. 50 % (vagt) oplesning af natriumhydroxyd p.a.
3.6. 1% (vegt) oplesning af natriumhydroxyd i ethanol :

1 ml natriumhydroxydoplesning (3.5) heldes i en 50 ml malekolbe, og der fyldes op med
80 % ethanol (3.4). Tilberedes umiddelbart fer anvendelsen.

3.7. Standardsubstans : ren nicarbazin, molekylar lysabsorptionskoefficient ved 362 nm i N,N-di-
methylformamid : 37,8 x 103.

3.8. Standardoplesninger :

\

3.8.1. Nicarbazinoplesning pi 1,25 mg/ml: 125 mg standardsubstans (3.7) afvejes med en
nejagtighed pa 0,1 mg og opleses i N,N-dimethylformamid (3.1) i en 100 ml male-
kolbe under svag opvarmning. Efter afkeling fyldes op til market med samme oples-
ningsmiddel og blandes omhyggeligt. Skal opbevares lysbeskyttet.

3.8.2. Nicarbazinoplesning pa 0,125 mg/ml: 10,0 ml af (3.8.1)-oplesningen heldes i en
100 ml malekolbe, hvorefter der fyldes op til mzerket med N,N-dimethylformamid
(3.1) og blandes grundigt.

3.8.3. Nicarbazinoplesning pa 0,025 mg/ml: 20,0 ml af (3.8.2)-oplesningen hewldes i en
100 ml malekolbe, hvorefter der fyldes op t11 market med N,N-dimethylformamid
(3.1) og blandes grundigt.

4. Apparatur

4.1. 250 ml koniks kolbe med normalslib.

4.2. Tilbagesvaler med normalslib.

4.3. Kogende vandbad.

4.4. Centrifuge og 120 ml centrifugeglas.

4.5. Chromatografirer af glas (indvendig diameter: 25 mm, laengde 300 mm).
4.6. Spektrofotometret med 10 mm kuvetter.

4.7. Burette med inddelinger pad 1/10 ml.

5. Fremgangsmade

5.1.  Ekstraktion .

10 g omhyggelig findelt og homogeniseret prevemateriale afvejes med en nejagtighed pa 1
mg. For koncentraters og forblandingers vedkommende afvejes 1 g med en nejagtighed pé 1
mg. Proven anbringes i en 250 ml konisk kolbe (4.1), og der tilszttes nejagtigt 100 ml N,N-
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5.2.

5.3.

5.4.

dimethylformamid (3.1) og blandes omhyggeligt. Tilbagesvaleren (4.2) settes pd, og der op-
varmes i kogende vandbad (4.3) i 15 minutter under lejlighedsvis omrystning. Derefter afke-
ling under rindende koldt vand. Den everste fase overferes til et centrifugeglas (4.4) og cen-
trifugeres i ca. 3 minutter. Om nedvendigt fortyndes 25 ml af den overste fase med N,N-di-
methylformamid (3.1) for at opnéa en oplesning, som indeholder 2,0-10,0 pg nicarbazin pr.
ml.

Chromatografi

30 g aluminiumoxyd (3.2) opslemmet i N,N-dimethylformamid (3.1) haldes i et chromato-
grafirer (4.5), og nédr veskeniveauet er sunket til 1 cm over aluminiumoxydsejlen sattes 25,0
ml af ekstrakten, der er opndet under punkt 5.1, pd sejlen. Man lader vasken lebe igennem,
uden at sgjlen ma blive ter, g vasker derpé sejlen tre gange med 10 ml N,N-dimethylforma-
mid (3.1) pr. gang. Derefter elueres med 70 ml 95 % ethanol (3.3), idet de ferste 10 ml af
eluatet kasseres, medens resten opsamles i felgende fraktioner :

en fraktion (a) pad 5 ml;
en fraktion (b) pd 50 ml i en mélekolbe ;
en fraction (c) pd 5 ml.

Det kontrolleres, at fraktionerne (a) og (c) ikke viser nogen gulfarvning ved tilsetning af na-

triumhydroxyd oplest i ethanol (3.6). Fraktion (b) viderebehandles som angivet under punkt
5.3.

Farveudvikling og mdling af lysabsorption
I hver af to 25 ml mélekolber A og B heldes 20,0 mi af eluatfraktion (b). Derpa tilsettes til

kolbe A 5,0 ml natriumhydroxyd oplest i ethanol (3.6) og til kolbe B 5,0 ml 95 % ethanol
(3.3), og begge kolber rystes grundigt. '

Inden for de néste fem minutter maéles de to oplesningers lysabsorption ved 430 nm, idet
der som blindpreve anvendes en blanding af 20,0 ml 95 % ethanol (3.3) og 5,0 ml natrium-
hydroxyd oplest i ethanol (3.6).

Lysabsorptionsvaerdien for oplesning B treekkes fra verdien for oplesning A, og pa grundlag
heraf bestemmes nicarbazinmangden ud fra kalibreringskurven (5.4).

Kalibreringskurve

25,0 ml af standardoplesningen (3.8.3) chromatograferes som beskrevet under punkt 5.2. Elu-
atfraktionen (b) overferes til en burette (4.7), og i 5 mélekolber a 25 ml aftappes henholdsvis
2,0, 4,0, 6,0, 8,0 og 10,0 ml (svarende til et nicarbazinindhold pé henholdsvis 0,025, 0,050,
0,075, 0,100 og 0,125 mg). Til hver kolbe tilszttes 5,0 ml ethanoloplesning af natriumhydro-
xyd (3.6), og der fyldes op med 95 % ethanol og omrystes.

Inden for de nzste fem minutter miles oplesningernes lysabsorption ved 430 nm, idet der
som blindpreve anvendes en blanding af 20,0 ml 95 % ethanol (3.3) og 5,0 ml ethanoloples-
ning af natriumhydroxyd (3.6).

Kalibreringskurven optegnes ved at afsettes lysabsorptionsverdierne som ordinat og de til-
svarende nicarbazinmangder i mg som abscisse.

6. Beregning

Nicarbazinindholdet i prevematerialet i mg/kg beregnes efter formlen :

A F. 10000
P
hvor
A = nicarbazinmangden i mg, bestemt ved fotoretri;
P = provens vagt i gram;

F = fortyndingsgraden (saledes som evt. anvendt under punkt 5.1).

. Reproducerbarhed

Forskellen mellem resultaterne af dobbeltbestemmelser ma ikke overstige :

10 ppm i absolut verdi for et nicarbazinindhold pa under 100 ppm;

10 % i relativ veerdi for et indhold pad mellem 100 og 5000 ppm;

500 ppm, 1 absolut veerdi for et indhold pi mellem $000 og 10 000 ppm ;
5% i relativ vaerdi for et indhold pa over 10 000 ppm.
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5. BESTEMMELSE AF MENADION (K;-VITAMIN)

1. Formal og anvendelsesomrade

Metoden ger det muligt at bestemme indholdet af menadion (K;-vitamin) i foderstoffer, koncentra-
ter og forblandinger. Den mindste mangde, der kan bestemmes, er 1 ppm.

2. Princip

Proven ekstraheres med fortyndet ethanol, og blandingen geres klar med en tanninoplasning og
centrifugeres. Ekstrakten behandles med en natriumcarbonatoplesning, og den frigjorte menadion
ekstraheres med 1,2-dichlorethan. Dichlorethanekstrakten behandles, afthangigt af menadionind-
holdet, enten direkte eller efter inddampning, med 2,4-dinitrophenylhydrazin oplest i ethano! og
gjort sur med saltsyre. Af det dannede hydrazon opstir efter tilsetning af ammoniak i overskud et
blagrent farvekompleks, hvis lysabsorption males ved 635 nm.

3. Reagenser

3.1. 96 % (rf) ethanol.

3.2. ethanol (3.1) fortyndet med vand til 40 %.

3.3. 10 % (vagt) tanninoplesning, fremstillet af ren tannin i pulverform.
3.4. 1,2-dichlorethan p.a.

3.5. 10 % (veegt) oplesning af vandfrit natriumcarbonat p.a.

3.6. 37 % (vaegt) salstsyre, mf. = 1,19.

3.7. - absolut ethanol pa.

3.8. 24-dinitrophenylhydrazin-reagens : 40 mg 2,4-dinitrophenylhydrazin p.a. opleses i ca. 40 ml
kogende absolut ethanol (3.7), afkeles og overfares til en 50 ml malekolbe. Der tilsattes 1
ml saltsyre (3.6) og fyldes op med absolut ethanol (3.7). Tilberedes umiddelbart fer anvendel-
sen.

39. 25% (vagt) ammoniakvand, mf. = 0,91.

3.10. Ethanol-ammoniakoplesning : blanding af lige volumendele ethanol (3.7) og ammoniakvand
(3.9).

h 3.11. Standardoplesninger af menadion : 20 mg menadion (K;-vitamin) opleses i 1,2-dichlorethan
(3.4), og der fyldes op til 200 ml. Alikvote maengder af denne oplesning fortyndes med 1,2-
dichlorethan (3.4) for at f3 en rekke oplesninger, hvis indhold af menadion er pd mellem 2
og 10 pg/ml. Oplesningerne skal fremstilles umiddelbart fer brugen.

4. Apparatur

4.1. Mekanisk rysteapparat.

4.2. Centrifuge (3 000-5000 0/min.).

4.3. 100 ml og 250 ml skilletragte med sleben' prop.
4.4. Vakuum-rotations-fordamper med 250 ml kolber.
4.5. Vandbad.

4.6. Spektrofotometer med 10 mm kuvetter.

5. Fremgangsmade

NB : Alle arbejdsoperationer mé forega i dempet belysning, evt. ved benyttelse af apparatur af
brunt glas.

5.1.  Proveudtagning

Af det omhyggeligt findelte prevemateriale afvejes en prove, svarende til det formodede ind-
hold af menadion, f.eks.:

0,1-5,0 g af koncentrater og forblandinger ;
20-30 g af foderstoffer.
Preven overferes straks til en 250 ml kolbe med sleben glasrop.
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5.2

53.

5.4.

5.5.

Ekstraktion

Der tilsxttes nejagtigt 96 ml fortyndet ethanol (3.2) og omrystes mekanisk i 15 minutter ved
stuetemperatur. Derpd tilsettes 4,0 ml tanninoplesning (3.3) og der blandes godt, hvorefter
ekstrakten overferes til et centrifugeglas, der centrifugeres (3 000-5 000 0./min). og dekante-
res.

En neje afmalt ekstraktmaengde pa 20-40 ml heldes i en 250 ml skilletragt, og der tilsattes
med pipette 50 ml 1,2-dichlorethan (3.4), der omrystes og tilferes med pipette 20 ml natri-
umcarbonatoplesning (3.5). Derpa rystes kraftigt i 30 sekunder, hvorefter dichlorethanfasen
opsamles i en 100 ml skilletragt. Der tilsaettes 20 ml vand, rystes i endnu 15 sekunder, hvor-
efter dichlorethanfasen opsamles, og vandrester fjernes med strimler af filtrerpapir.

For koncentraters og forblandingers vedkommende fortyndes en alikvot ekstraktmangde -

med 1,2-dichlorethan (3.4), s der opnis en menadionkoncentration pa 2-10 pg/ml. For fo-
derstoffers vedkommende inddampes en alikvot ekstraktmaengde til terhed ved formindsket
tryk og i en kvalistofatmosfere over et vandbad ved 40 °C. Remanensen behandles hurtigt
med sd meget 1,2-dichlorethan (3.4), at der opnis en oplesning, som indeholder 2-10 ug
menadion pr. ml

Hydrazondannelse

2,0 ml af dichlorethanekstrakten under punkt 5.2 anbringes i en 10 ml milekolbe og tilsaet-
tes 3,0 ml 2,4-dinitrophenylhydrazin-reagens (3.8), hvorefter kolben lukkes med en kork-el-
ler teflonprop pd en sidan made, at enhver fordampning undgas. Blandingen opvarmes i
vandbad ved 70 °C i 2 timer, afkeles og tilszttes 3,0 ml ethanol-ammoniakoplesning (3.10),
blandes godt, fyldes op med absolut ethanol og blandes igen.

Mdling af lysabsorption _
Lysabsorptionen af det blagrenne farvekompleks males pa spektrofotometret ved 635 nm
over for en blindprave fremstillet ved at behandle 2,0 ml 1,2-dichlorethan (3.4) som angivet

under punkt 5.3. Menadionmangden bestemmes pa grundlag af en kalibreringskurve, som
optegnes for hver enkelt analyserekke.

Kalibreringskurve

2,0 ml af menadion-standardoplesningerne (3.11) behandles som angivet under punkt 5.3 og
lysabsorptionen males som beskrevet under punkt 54. Derpd optegnes kalibreringskurven
ved at afsette lysabsorptionsveerdierne som ordinat og de tilsvarende menadionmengder i
ug som abscisse.

. Beregning

Provens menadionindhold beregnes under hensyntagen til prevens vegt og til de fortyndingsgra-
der, der er arbejdet med i analysen. Resultatet udtrykkes i mg menadion pr. kg.

. Reproducerbarhed

Forskellen mellem resultaterne af dobbeltbestemmelser mé ikke overstige :

20 % 1i relativ veerdi for et menadionindhold pé under 10 ppm;

2 ppm i absolut vaerdi for et indhold pa mellem 10 og 14 ppm;

15 % i relativ vardi for et indhold pa mellem 14 og 100 ppm;

15 ppm i absolut verdi for et indhold pad mellem 100 og 150 ppm ;
10 % i relativ veerdi for et indhold pd over 150 ppm.



