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KOMMISSIONENS DIREKTIV 1999/27/EF
af 20. april 1999

om fastsettelse af fellesskabsanalysemetoder til bestemmelse af amprolium,
diclazuril og carbadox i foderstoffer og om @ndring af direktiv 71/250/EQF og
73/46/EQF og oph=mvelse af direktiv 74/203/EQDF

(EQDS-relevant tekst)

KOMMISSIONEN FOR DE EUROPZAISKE
FALLESSKABER HAR —

under henvisning til traktaten om oprettelse af Det
Europziske Fellesskab,

under henvisning til Rédets direktiv 70/373/EQF af 20.
juli 1970 om indferelse af fellesskabspreveudtagnings-
mader og -analysemetoder for sa vidt angar den officielle
kontrol med foderstoffer (*), senest andret ved akten om
Ostrigs, Finlands og Sveriges tiltraedelse, serlig artikel 2,

o8
ud fra felgende betragtninger:

(1)  Direktiv 70/373/EQF fastsatter, at den officielle
kontrol med foderstoffer til konstatering af, om de
betingelser, der er fastsat ved lov eller administra-
tive bestemmelser, for foderstoffers beskaffenhed og
sammensxtning er opfyldt, foretages efter felles
preveudtagningsméder og -analysemetoder;

(2)  desuden foreskriver Réadets direktiv 70/524/EQF af
23. november 1970 om tilsetningsstoffer til foder-
stoffer (), senest andret ved Kommissionens
forordning (EF) nr. 45/1999 (}), at amprolium- og
diclazurilindholdet skal veere angivet i merk-
ningen, hvis disse stoffer tilsettes til forblandinger
og foderstoffer; godkendelsen af anvendelse af
carbadox som tilsetningsstof til foderstoffer blev
inddraget ved Kommissionens forordning (EF) nr.
2788/98 af 22. december 1998 om @endring af
Radets direktiv 70/524/EQF om tilsetningsstoffer
til foderstoffer for sa vidt angér inddragelse af
godkendelsen af visse vakstfremmende stoffer () og
det er nedvendigt, at der foretages officiel kontrol
af eventuel ulovlig brug af forbudte stoffer;

(3)  der ber fastlegges EF-analysemetoder til kontrol
med disse stoffer;

4) i Kommissionens forste direktiv 71/250/EQF af 15.
juni 1971 om fastsxttelse af feellesskabsanalyseme-
toder til den officielle kontrol af foderstoffer (%),
senest eendret ved direktiv 98/54/EF (°), er der
fastsat analysemetoder til bla. bestemmelse af

() EFT L 170 af 38.1970, s. 2.
() EFT L 270 af 14.12.1970, s. 1.
() EFT L 6 af 12.1.1999, s. 3.
() EFT L 347 af 23.12.1998, s. 31.
() EFT L 155 af 12.7.1971, s. 13.
() EFT L 208 af 24.7.1998, s. 49.

sennepsolie og theobromin; udviklingen i den
videnskabelige og tekniske viden bevirker, at de
beskrevne metoder ikke lengere er egnede til
formalet; disse metoder ber derfor udga;

(5) i Kommissionens fjerde direktiv 73/46/EQF af 5.
december 1972 om fastsezttelse af feelles analyseme-
toder til officiel kontrol af dyrefoder (7), senest
endret ved direktiv 98/54/EF, er der fastsat analy-
semetoder til bla. bestemmelse af retinol (vitamin
A); udviklingen i den videnskabelige og tekniske
viden bevirker, at den beskrevne metode ikke
leengere er egnet til formalet; metoden for retinol
ber derfor udga;

(6)  Kommissionens femte direktiv 74/203/EJF af 25.
marts 1974 om fastsattelse af fellesskabsanalyse-
metoder til officiel kontrol af foderstoffer (¥), endret
ved Kommissionens direktiv 81/680/EQF (°), er der
fastsat analysemetoder til bestemmelse af hejmole-
kylaere spaltningsprodukter af stivelse i foderstoffer,
som indeholder roesnitter, roeaffald, terrede
roeblade eller roetoppe, kartoffelaffald, terger,
inulinholdige produkter eller fedtegrever, ampro-
lium, ethopabat, dinitolmid, nicarbazin og
menadion (vitamin K3); den videnskabelige og
tekniske viden bevirker, at de metoder, der er
beskrevet i navnte direktiv, ikke leengere er egnede
til formalet; direktivet ber derfor ophaves;

) de i dette direktiv fastsatte foranstaltninger er i
overensstemmelse med udtalelser fra Den Staende
Foderstofkomité —

UDSTEDT FILGENDE DIREKTIV:

Artikel 1

Medlemsstaterne foreskriver, at analyserne i forbindelse
med den officielle kontrol med foderstoffer og forblan-
dinger, for sa vidt angar amprolium-, diclazuril- og carba-
doxindholdet, skal foretages efter de metoder, der er
beskrevet i bilaget.

() EFT L 83 af 30.3.1973, s. 21.
() EFT L 108 af 22.4.1974, s. 7.
() EFT L 246 af 29.8.1981, s. 32.
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Artikel 2
I direktiv 71/250/EQDF foretages folgende andringer:

1) T artikel 1 udgar »sennepsolie« og »theobromine.

2) Punkt 8 og 13 i bilaget udgar.

Artikel 3
I direktiv 73/46/EQF foretages felgende andringer:
1) Artikel 2 udgar.

2) Bilag II udgar.
Artikel 4
Direktiv 74/203/EQF ophzves.

Artikel 5

Medlemsstaterne satter de nedvendige love og admini-
strative bestemmelser i kraft for at efterkomme dette
direktiv senest den 31. oktober 1999. De underretter
straks Kommissionen herom.

De anvender foranstaltningerne fra den 1. november
1999.

Disse love og bestemmelser skal ved vedtagelsen inde-
holde en henvisning til dette direktiv eller skal ved offent-
liggorelsen ledsages af en sadan henvisning. De nzermere
regler for henvisningen fastsettes af medlemsstaterne:

Artikel 6

Dette direktiv traeder i kraft pa tyvendedagen efter offent-
liggerelsen i De Europeeiske Feellesskabers Tidende.

Artikel 7

Dette direktiv er rettet til medlemsstaterne.

Udferdiget i Bruxelles, den 20. april 1999.

Pd Kommissionens vegne
Franz FISCHLER

Medlem af Kommissionen
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3.1.

3.2.

3.3.

34.

3.5.

3.6.

3.7.

3.7.1.

3.7.2.

3.7.3.

BILAG

Del A
BESTEMMELSE AF AMPROLIUM

1-/(4-amino-2-propyl-5-pyrimidinyl)methyl[-2-picoliniumklorid hydroklorid

Formal og anvendelsesomrade

Metoden kan benyttes til bestemmelse af amprolium i foderstoffer og forblandinger. Detektions-
greensen er 1 mg/kg, bestemmelsesgransen er 25 mg/kg.

Princip

Proven ekstraheres med en methanol-vand-blanding. Efter fortynding med den mobile fase og
membranfiltrering bestemmes indholdet af amprolium ved kationbytter-HPLC ved anvendelse af en
UV-detektor.

Reagenser

Methanol

Acetonitril, HPLC-renhed

Vand, HPLC-renhed

Natriumdihydrogenphosphatoplesning, ¢ = 0,1 mol/1

Der opleses 13,80 g natriumdihydrogenphosphatmonohydrat i vand (3.3) i en 1 000 ml malekolbe; der
fyldes op til market med vand (3.3) og blandes.

Natriumperchloratoplesning, ¢ =1,6 mol/l

Der opleses 224,74 g natriumperchloratmonohydrat i vand (3.3) i en 1 000 ml maélekolbe; der fyldes op
til maerket med vand (3.3) og blandes.

Mobil fase til HPLC (se bemarkning 9.1)

Blanding af acetonitril (3.2), natriumdihydrogenphosphatoplesning (3.4) og natriumperchloratoples-
ning (3.5), 4504+450+100 (v+v+v). For anvendelse filtreres der gennem et 0,22 pm membranfilter
(4.3), og oplesningen afgasses (f.cks. i et ultralydbad (4.4) i mindst 15 minutter).

Standardstof ren amprolium, 1-[(4-amino-2-propylpyrimidin-5-yl)methyl]-2-
methylpyridiniumchloridhydrochlorid, E 750 (se punkt 9.2)

Amprolium-standardstamoplesning, 500 pg/ml

Med en nejagtighed pa 0,1 mg afvejes 50 mg amprolium (3.7) i en 100 ml mélekolbe, det oplases i 80
ml methanol (3.1), og kolben anbringes i 10 min i et ultralydbad (4.4). Efter ultralydbehandling bringes
oplesningen til stuetemperatur, og der fyldes op med vand til mzrket og blandes. Ved en temperatur
pa < 4°C er oplesningen stabil i en maned.

Sekundaer amprolium-standardoplesning, 50 ug/ml

Der afpipetteres 5,0 ml af standardstamoplesningen (3.7.1) i en 50 ml malekolbe, og der fyldes op til
market med ekstraktionsoplesningsmidlet (3.8) og blandes. Ved en temperatur pd < 4 °C er oples-
ningen stabil i en maned.

Kalibreringsoplesninger

Der overferes 0,5, 1,0 og 2,0 ml af den sekundezre standardoplesning (3.7.2), til hver sin 50 ml
malekolbe. Der fyldes op til market med den mobile fase (3.6) og blandes. Disse oplesninger svarer til
henholdsvis 0,5, 1,0 og 2,0 pug amprolium pr. ml. Disse oplesninger skal fremstilles umiddelbart for
anvendelse.



6.5.1999 De Europziske Fallesskabers Tidende L 118/39

3.8.  Ekstraktionsoplesningsmiddel

Methanol (3.1)-vand-blanding 2+1 (v+v)

4. Apparatur

4.1.  HPLC-udstyr med injektionssystem, egnet til injektionsvolumener pa 100 ul

4.1.1. Vaskekromatografisgjle, 125 mm x 4 mm, kationbytter Nucleosil 10 SA, 10 pum pakning eller
tilsvarende

4.1.2. UV-detektor med variabel belgelengdeindstilling eller diodearraydetektor
4.2. Membranfilter, PTFE-, 0,45 um

4.3, Membranfilter, 0,22 um

44.  Ultralydbad

4.5.  Mekanisk omrerer eller magnetomrerer

S. Fremgangsmade
5.1. Generelt
5.1.1. Blindpreve

Til gennemferelse af genfindingstesten (5.1.2) analyseres der en blindpreve for at kontrollere, at
hverken amprolium eller interfererende stoffer er til stede. Blindpreven ber vere af samme type som
den prove, der skal undersgges, og amprolium eller interfererende stoffer ber ikke pavises.

5.1.2. Genfindingstest

En genfindingstest ber udferes ved at analysere blindpreven, hvortil der er tilsat en mangde ampro-
lium svarende til den, som er til stede i preven. For at na op pa et niveau pa 100 mg/kg overferes der
10,0 ml af standardstamoplesningen (3.7.1) til en 250 ml konisk kolbe, og oplasningen inddampes til
cirka 0,5 ml. Der tilszettes 50 g af blindpreven og blandes grundigt, og efter henstand i 10 min blandes
der igen adskillige gange, for man gar videre med ekstraktionstrinet (5.2).

Hvis der ikke er en blindpreve af samme type som preven til radighed (se 5.1.1), kan der alternativt
udferes en genfindingstest ved hjelp af standardtilseetningsmetoden. I dette tilfelde tilseettes der til
den preve, som skal analyseres, en maengde amprolium svarende til den, der allerede er til stede i
preven. Denne preve analyseres sammen med den ikke-tilsatte preve, og genfindingen kan beregnes
ved subtraktion.

52.  Ekstraktion
5.2.1. Forblandinger (indhold pd < 1 % amprolium) og foderstoffer

Med en nejagtighed pa 0,01 g afvejes der 5-40 g af preven, afhangigt af amproliumindholdet, i en 500
ml konisk kolbe, og der tilsaettes 200 ml ekstraktionsoplesningsmiddel (3.8). Kolben anbringes i
ultralydbad (4.4) og henstilles i 15 minutter. Kolben fjernes fra ultralydbadet og omrystes i 1 h pa
rysteapparatet eller omreres pd magnetomrereren (4.5). En prove af ekstrakten fortyndes med den
mobile fase (3.6) til et amproliumindhold pé 0,5-2 ug/ml og blandes (se bemarkning 9.3). 5-10 ml af
denne fortyndede oplesning filtreres pa et membranfilter (4.2). Der fortsettes med HPLC-bestemmelse
(5.3).

5.2.2. Forblandinger (indhold pd =1 % amprolium)

Med en nejagtighed pa 0,001 g afvejes der 1-4 g af forblandingen, afheengigt af amproliumindholdet, i
en 500 ml konisk kolbe, og der tilsettes 200 ml ekstraktionsoplesningsmiddel (3.8). Kolben anbringes
i ultralydbad (4.4) og henstilles i 15 minutter. Kolben fjernes fra ultralydbadet og omrystes i 1 h pa
rysteapparatet eller omreres pd magnetomroreren (4.5). En prove af ekstrakten fortyndes med den
mobile fase (3.6) til et amproliumindhold pa 0,5-2 ug/ml og blandes. 5-10 ml af denne fortyndede
oplesning filtreres pa et membranfilter (4.2). Ga videre til HPLC-bestemmelse (5.3).

5.3. HPLC-bestemmelse
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53.1.

53.2.

5.3.3.

7.1.

Parametre:

De folgende betingelser er anfert som retningsgivende, idet andre betingelser kan anvendes, forudsat at
de giver tilsvarende resultater.

Vaeskekromatografisejle (4.1.1): 125 mm x 4 mm, kationbytter Nucleosil 10 SA, 10 um
pakning eller tilsvarende

Mobil fase (3.6): Blanding af acetonitril (3.2), natriumdihydrogenphosphat-
oplesning (3.4) og natriumperchloratoplesning (3.5),
450 +450+100 (V+v+v).

Flow: 0,7-1 ml/min.
Detektionsbelgelengde: 264 nm
Indsprejtningsvolumen: 100 ul

Stabiliteten af det kromatografiske system underseges, idet kalibreringsoplesningen (3.7.3) med 1,0
w/ml indsprejtes adskillige gange, indtil der opnés konstante tophejder og retentionstider.

Kalibreringskurve

Hver kalibreringsoplesning (3.7.3) indsprejtes flere gange, og middeltophejderne (-arealerne)
bestemmes for hver koncentration. En kalibreringskurve afbildes med middeltophejderne (-arealerne)
for kalibreringsoplesningerne som ordinat og de tilsvarende koncentrationer i pg/ml som abscisse.

Proveoplesning

Proveekstrakten (5.2) indsprejtes adskillige gange med samme volumen som ved kalibreringsoplesnin-
gerne, og middeltophgjderne (-arealerne) for amproliumtoppene bestemmes.

Beregning af resultaterne

Ud fra middelhgjden (-arealet) af amproliumtoppene fra preveoplesningen bestemmes koncentrati-
onen af preveoplesningen i pg/ml ud fra kalibreringskurven (5.3.2).

Amproliumindholdet w i mg/kg for preven er givet ved felgende formel:
Véif
w = —— [mg/kg]

V = volumen ekstraktionsoplesningsmiddel (3.8) i ml ifslge 5.2 (dvs. 200 ml)

6 = amproliumkoncentration af preveekstrakten (5.2) i pg/ml
f = fortyndingsfaktor ifslge 5.2
m = masse af preveportion i g

Validering af resultaterne
Identitet

Identiteten af analysanden kan bekraftes ved co-kromatografi eller ved at anvende en diodearray-
detektor, med hvilken spektrene for preveekstrakten (5.2) og kalibreringsoplesningen (3.7.3) med 2,0
ug/ml sammenlignes.

Co-kromatografi

En preveekstrakt (5.2) tilsettes en passende meengde kalibreringsoplesning (3.7.3). Den tilsatte
meangde amprolium ber svare til den meengde amprolium, som er fundet i proveekstrakten.

Kun hgjden af amproliumtoppen mé veere blevet forsteerket, nar der tages hejde for bade den tilsatte
mengde og fortynding af ekstrakten. Topbredden i den halve hejde skal veere inden for = 10 % af
den oprindelige bredde af amproliumtoppen for den uforsteerkede preveekstrakt.
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7.2

7.3.

Diodearray-detektion

Resultaterne vurderes i forhold til felgende kriterier:

a) Belgelengden for prevens absorptionsmaksimum og for standardspektre, registreret ved toppens
spids pa kromatogrammet, skal vere den samme inden for en margin bestemt af detektionssyste-
mets oplesningsevne. For diodearray-detektion er denne typisk inden for £ 2 nm.

b) Mellem 210 og 320 nm ma preve- og standardspektre registreret ved toppens spids pa kromato-

grammet ikke veere forskellige for disse dele af spektret i omradet 10-100 % relativ absorbans. Dette

kriterium er opfyldt, nar de samme maksima er til stede, og nér afvigelsen mellem de to spektre i

intet observeret punkt overstiger 15 % af standardanalysandens absorbsans.

~

Mellem 210 og 320 nm ma spektrene ved toppens forside, spids og bagside frembragt med
proveekstrakten ikke vare forskellige fra hinanden for disse dele af spektret i omradet 10-100 %
relativ absorbans. Dette kriterium er opfyldt, nar de samme maksima er til stede, og nar afvigelsen
mellem de to spektre i alle observerede punkter ikke overstiger 15 % af absorbansen for spektret i
toppens spids.

o
~

Hvis et af disse kriterier ikke er opfyldt, er analysandens tilstedeverelse ikke blevet bekreftet.
Repeterbarbed

Forskellen mellem to parallelbestemmelser udfert pd den samme preve mé ikke overstige

— 15 % i forhold til den sterste verdi for amproliumindhold fra 25 mg/kg til 500 mg/kg
— 75 mg/kg for amproliumindhold mellem 500 mg/kg og 1000 mg/kg

— 7,5% i forhold til den sterste veerdi for amproliumindhold péd mere end 1000 mg/kg
Genfinding

For en tilsat (blind)preve skal genfindingen vare mindst 90 %.

Resultater fra en ringanalyse

Der er gennemfert en ringanalyse, hvori tre kyllingefodere (preve 1-3), et mineralfoder (preve 4) og en
forblanding (preve 5) blev analyseret. Resultaterne er vist i folgende tabel

(blli)rrlz‘}l)erz}ve) Prove 2 Prove 3 Prove 4 Prove 5
L 14 14 14 14 15
n 56 56 56 56 60
middelveerdi [mg/kg] — 45,5 188 5129 25140
S, [mg/kg] — 2,26 3,57 178 550
CV, [%] — 495 1,90 3,46 2,20
Sk [mg/kg] — 2,95 11,8 266 760
CV, [%] — 6,47 6,27 5,19 3,00
nominelt indhold [mg/kg] — 50 200 5000 25000
L: antal laboratorier
n: antal enkeltvaerdier
s:  standardafvigelse for repeterbarhed

CV: variationskoefficient for repeterbarhed
standardafvigelse for reproducerbarhed

CV,: variationskoefficient for reproducerbarhed
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9.1.

9.2.

9.3.

3.1.

3.2

3.3.

34.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.8.1.

Bemarkninger

Hvis preven indeholder thiamin, forekommer thiamintoppen i kromatogrammet kort for amprolium-
toppen. Ved at felge denne metode skal amprolium og thiamin adskilles. Hvis amprolium og thiamin
ikke adskilles med den sgjle (4.1.1), der anvendes i denne metode, erstattes op til 50 % af acetonitril-
delen af den mobile fase (3.6) med methanol.

Ifelge British Pharmacopoeia viser spektret for en amproliumoplesning (c = 0,02 mol/l) i saltsyre (c
= 0,1 mol/l) maksima ved 246 nm og 262 nm. Absorbansen skal vere 0,84 ved 246 nm og 0,80 ved
262 nm.

Ekstrakten skal altid fortyndes med den mobile fase, da retentionstiden for amproliumtoppen ellers
kan forskydes vaesentligt pa grund af endringer i ionstyrken.

DEL B

BESTEMMELSE AF DICLAZURIL

2,6 chloro-alpha-(4-chlorophenyl)-4-[4,5-dibydro-3,5-dioxo-1,2,4-triazin-2(3H)-yi)-benzen acetonitril

Formal og anvendelsesomrade

Metoden er til bestemmelse af diclazuril i foderstoffer og forblandinger. Detektionsgrensen er 0,1
mg/kg, bestemmelsesgreensen er 0,5 mg/kg.

Princip

Efter tilseetning af en intern standard ekstraheres preven med sur methanol. For foderstoffers vedkom-
mende renses en prove af ekstrakten pa en fastfase C18-ekstraktionspatron. Diclazuril elueres fra
patronen med en blanding af syrnet methanol og vand. Efter inddampning opleses resten i DMF/vand.
For forblandingers vedkommende inddampes ekstrakten, og resten oplases i DMF/vand. Indholdet af
diclazuril bestemmes ved ternzr gradient- HPLC i omvendt fase ved anvendelse af en UV-detektor.
Reagenser

Vand, HPLC-renhed

Ammoniumacetat

Tetrabutylammoniumhydrogensulfat (TBHS)

Acetonitril, HPLC-renhed

Methanol, HPLC-renhed

N,N-dimethylformamid (DMF)

Saltsyre, p,, = 1,19 g/ml

Standardstof: diclazuril II-24: 2,6 chloro-alpha-(4-chlorophenyl)-4-[4,5-dihydro-3,5-dioxo-1,2,4-
triazin-2(3H)-yi)-benzen acetonitril med garanteret renhed, E771.

Diclazuril-standardstamoplesning, 500 pg/ml

Med en ngjagtighed pa 0,1 mg afvejes 25 mg diclazuril-standardstof (3.8) i en 50 ml malekolbe. Der
opleses i DMF (3.6), fyldes op til market med DMF (3.6) og blandes. Kolben omvikles med alumini-
umfolie, eller der anvendes en brun kolbe, og opbevaring skal ske i keleskab. Ved en temperatur pa
<4°C er oplesningen stabil i en maned.
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3.8.2. Diclazuril-standardoplesning, 50 pg/ml

Der overferes 5,00 ml af standardstamoplesningen (3.8.1.) til en 50 ml malekolbe, fyldes op til merket
med DMF (3.6) og blandes. Kolben omvikles med aluminiumfolie, eller der anvendes en brun kolbe,
og opbevaring skal ske i keleskab. Ved en temperatur pd <4 °C er oplesningen stabil i en maned.

3.9. Internt standardstof: 2,6-dichlor-a-(4-chlorphenyl)-4-(4,5-dihydro-3,5-dioxo-1,2,4-triazin-2-(3H)-yl)-a-
methylbenzenacetonitril.

3.9.1. Intern standardstamoplesning, 500 pg/ml

Med en negjagtighed pa 0,1 mg afvejes 25 mg internt standardstof (3.9) i en 50 ml mélekolbe. Der
opleses i DMF (3.6), fyldes op til market med DMF (3.6) og blandes. Kolben omvikles med alumini-
umfolie, eller der anvendes en brun kolbe, og opbevaring skal ske i keleskab. Ved en temperatur pa
<4°C er oplesningen stabil i en maned.

3.9.2. Intern standardoplesning, 50 pg/ml

Der overferes 5,00 ml af den interne standardstamoplesning (3.9.1) til en 50 ml malekolbe, fyldes op
til maerket med DMF (3.6) og blandes. Kolben omvikles med aluminiumfolie, eller der anvendes en
brun kolbe, og opbevaring skal ske i kaleskab. Ved en temperatur pa <4 °C er oplesningen stabil i en
maned.

3.9.3. Intern standardoplesning for forblandinger, p/1 000 mg/ml (p = nominelt indhold af diclazuril i
forblandingen i mg/kg)

Med en nejagtighed pé 0,1 mg afvejes p/10 mg af det interne standardstof i en 100 ml malekolbe. Der
opleses i DMF (3.6) i et ultralydbad (4.6), fyldes op til market med DMF og blandes. Kolben omvikles
med aluminiumfolie, eller der anvendes en brun kolbe, og opbevaring skal ske i keleskab. Ved en
temperatur pa <4 °C er oplesningen stabil i en maned.

3.10. Kalibreringsoplesning, 2 pg/ml

Der afpipetteres 2,00 ml diclazuril-standardoplesning (3.8.2) og 2,00 ml intern standardoplesning
(3.9.2) i en 50 ml malekolbe. Der tilsttes 16 ml DMF (3.6), fyldes op til market med vand og blandes.
Denne oplesning skal fremstilles frisk for anvendelse.

3.11. Cl18-fastfase ekstraktionspatron, f.cks. Bond Elut, sterrelse: 1 cm? sorbentmasse: 100 mg.
3.12.  Ekstraktionsoplesningsmiddel: sur methanol.

Der afpipetteres 5,0 ml saltsyre (3.7) i 1 000 ml methanol (3.5) og blandes.
3.13. Mobil fase til HPLC

Eluent A: ammoniumacetat-tetrabutylammoniumhydrogensulfat-oplesning

3.13.1. Der opleses 5 g ammoniumacetat (3.2) og 3,4 g TBHS (3.3) i 1000 ml vand (3.1) og blandes.
3.13.2. Eluent B: acetonitril (3.4)

3.13.3. Eluent C: methanol (3.5)

4. Apparatur
4.1.  Mekanisk rysteapparat

4.2.  Udstyr til terneer gradient-HPLC

4.2.1. Vaskekromatografisejle, Hypersil ODS, 3 um pakning, 100 mm x 4,6 mm, eller tilsvarende

4.2.2. UV-detektor med variabel belgelengdeindstilling eller diodearray-detektor
4.3.  Vakuumrotationsinddamper

4.4, Membranfilter, 0,45 um
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4.5. Vakuummanifold

4.6.  Ultralydbad

5. Fremgangsmade
51.  Generelt
5.1.1. Blindpreve

Der ber analyseres en blindpreve for at kontrollere, at hverken diclazuril eller interfererende stoffer er
til stede. Blindpreven ber vare af samme type som den preve, der skal underseges, og ved analyse ber
diclazuril eller interfererende stoffer ikke pavises.

5.1.2. Genfindingstest

En genfindingstest ber udferes ved at analysere blindpreven, hvortil der er tilsat en meengde diclazuril
svarende til den, som er til stede i preven. For at né op pé et niveau pa 1 mg/kg tilsettes der 0,1 ml af
standardstamoplesningen (3.8.1) til 50 g af en blindpreve, der blandes grundigt, og efter henstand i 10
minutter blandes igen adskillige gange, for man gar videre (5.2).

Hvis der ikke er en blindpreve af samme type som preven til radighed (se 5.1.1), kan der alternativt
udferes en genfindingstest ved hjelp af standardtilsetningsmetoden. I dette tilfeelde tilsaettes der til
den preve, som skal analyseres, en maengde diclazuril svarende til den, der allerede er til stede i
preven. Denne preve analyseres sammen med den ikke-tilsatte preve, og genfindingen kan beregnes
ved subtraktion.

5.2. Ekstraktion
5.2.1. Foderstoffer

Med en nejagtighed pa 0,01 g afvejes cirka 50 g af preven. Det overferes til en 500 ml konisk kolbe,
der tilseettes 1,00 ml intern standardoplesning (3.9.2) og 200 ml ekstraktionsoplesningsmiddel (3.12),
og kolben tilproppes. Blandingen rystes pa rysteapparatet (4.1) natten over. Man lader bundfaldet sztte
sig ved henstand i 10 minutter. En 20 ml preve af supernatanten overferes til en egnet glasbeholder og
fortyndes med 20 ml vand. Denne oplesning overferes til en ekstraktionspatron (3.11) og ledes
igennem ved hjzlp af vakuum (4.5.). Patronen vaskes med 25 ml af en blanding af ekstraktionsoples-
ningsmiddel (3.12) og vand, 65+35 (V+V). De opsamlede fraktioner bortkastes, og forbindelserne
elueres med 25 ml af en blanding af ekstraktionsoplesningsmiddel (3.12) og vand, 80420 (V+V).
Denne fraktion inddampes, indtil den netop nér terhed, ved hjelp af rotationsinddamperen (4.3) ved
60 °C. Resten opleses i 1,0 ml DMF (3.6), og der tilsxttes 1,5 ml vand (3.1) og blandes. Der filtreres
gennem et membranfilter (4.4). Der fortsettes med HPLC-bestemmelse (5.3).

5.2.2. Forblandinger

Med en nejagtighed pa 0,001 g afvejes der cirka 1 g preve. Den overferes til en 500 ml konisk kolbe,
der tilseettes 1,00 ml intern standardoplesning (3.9.3) og 200 ml ekstraktionsoplesningsmiddel (3.12),
og kolben tilproppes. Der omrystes natten over pa rysteapparatet. Man lader bundfaldet satte sig ved
henstand i 10 minutter. En 10 000/p ml (p = nominelt indhold af diclazuril i forblandingen i mg/kg)
preve af supernatanten overferes til en rundbundet kolbe af passende sterrelse. Der inddampes, indtil
den netop nar terhed, under reduceret tryk ved hjalp af rotationsinddamperen (4.3) ved 60 °C. Resten
genopleses i 10,0 ml DMF (3.6), og der tilsettes 15,0 ml vand (3.1) og blandes. Der fortsaettes med
HPLC-bestemmelse (5.3).

5.3. HPLC-bestemmelse
5.3.1. Parametre

De folgende betingelser er anfert som retningsgivende, idet andre betingelser kan anvendes, forudsat at
de giver tilsvarende resultater.

— Vazskekromatografisgjle Hypersil ODS, 100 mm x 4,6 mm, 3 um pakning, eller tilsva-
(4.2.1): rende
— Mobil fase: Eluent A (3.13.1): Vandig oplesning af ammoniuma-
cetat og tetrabutylammoniumhydro-
gensulfat
Eluent B (3.13.2): acetonitril

Eluent C (3.13.3): methanol
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— Elueringsmade: — lineaer gradient
— startbetingelser: A+B+C = 60+204+20 (V+V+YV)
— efter 10 minutter gradienteluering i 30 minutter til: A+B+4C
= 45420435 (V+V+V)
Der skylles med B i 10 minutter.
— Stremningshastighed: 1,5-2 ml/min
— Indsprejtningsvolumen: 20 wl
— Detektorbglgeleengde: 280 nm
Stabiliteten af det kromatografiske system undersgges ved adskillige gange at indsprejte kalibrerings-
oplesningen (3.10) med 2 pg/ml, indtil der opnéas konstante tophejder og retentionstider.
5.3.2. Kalibreringsoplesning
Der indsprejtes 20 pl af kalibreringsoplesningen (3.10) adskillige gange, og middeltophejden
(-arealet) af toppene for diclazuril og intern standard bestemmes.
5.3.3. Proveoplesning
Der indsprejtes 20 pl af preveoplesningen (5.2.1. eller 5.2.2.) adskillige gange, og middeltophejden
(-arealet) af toppene for diclazuril og intern standard bestemmes.
6. Beregning af resultaterne
6.1.  Foderstoffer
Diclazurilindholdet w (mg/kg) i preven er givet ved den felgende formel
h,.h 6, .10V
w o= hi.;.hdzc.— [mg/kg]
hvor
h,, = tophejde (areal) for diclazuril i preveoplesningen (5.2.1)
h,, = tophgjde (areal) for den interne standard i preveoplesningen (5.2.1)
h,. = tophejde (areal) for diclazuril i kalibreringsoplesningen (3.10)
h,. = tophejde (areal) for den interne standard kalibreringsoplesningen (3.10)
6,. = diclazurilkoncentration i kalibreringsoplesningen i pg/ml (3.10)
m = masse af testportion i g
V = volumen af preveekstrakten ifglge 5.2.1 (dvs. 2,5 ml)
6.2.  Forblandinger

Diclazurilindholdet w (mg/kg) i preven er givet ved felgende formel:

w = ;jj._::.ﬁd,c.oti)ZV.p [mg/ke]
hvor
h,, = tophejde (areal) for diclazuril i kalibreringsoplesningen (3.10)
.« = tophejde (areal) for den interne standard i kalibreringsoplesningen (3.10)
h,, = tophgjde (areal) for diclazuril i preveoplesningen (5.2.2)
h,, = tophejde (areal) for den interne standard i preveoplesningen (5.2.2)
6, = diclazurilkoncentration i kalibreringsoplesningen (3.10)
m = masse af preveportionen i g
\Y = Volumen af proveekstrakten ifslge 5.2.2 (dvs. 25 ml)
p = nominelt indhold af diclazuril i mg/kg i forblandingen
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7. Validering af resultaterne
7.1.  Identitet

Identiteten af analysanden kan bekreftes ved co-kromatografi eller ved at anvende en diodearray-
detektor, med hvilken spektrene for preveekstrakten (5.2.1 eller 5.2.2) og kalibreringsoplesningen
(3.10) sammenlignes.

7.1.1. Co-kromatografi

En preveekstrakt (5.2.1 eller 5.2.2) tilsettes en passende meangde kalibreringsoplesning (3.10). Den
tilsatte maeengde diclazuril ber svare til den meengde diclazuril, som er fundet i preveekstrakten.

Kun hejden af diclazuriltoppen og den interne standard ma veare blevet forsteerket, nar der tages hejde
for bade den tilsatte maengde og fortynding af ekstrakten. Topbredden skal i den halve hgjde ligge
inden for £ 10 % af den oprindelige bredde af diclazuriltoppen eller intern standard-toppen for den
ikke-tilsatte preveekstrakt.

7.1.2. Diodearray-detektion

Resultaterne vurderes i forhold til de felgende kriterier:

a) Belgelengden for prevens absorptionsmaksimum og for standardspektre, registreret ved toppens
spids pa kromatogrammet, skal vare den samme inden for en margin bestemt af detektionssyste-
mets oplesningsevne. For diodearray-detektion ligger denne typisk inden for + 2 nm.

b

-~

Mellem 230 og 320 nm ma preve- og standardspektre registreret ved toppens spids pa kromato-
grammet ikke veere forskellig for disse dele af spektret i omradet 10-100 % relativ absorbans. Dette
kriterium er opfyldt, nar de samme maksima er til stede, og nér afvigelsen mellem de to spektre i
intet observeret punkt overstiger 15 % af standardanalysandens absorbans.

()
~

Mellem 230 og 320 nm maé spektrene ved toppens forside, spids og bagside frembragt med
proveekstrakten ikke veere forskellige fra hinanden for disse dele af spektret i omradet 10-100 %
relativ absorbans. Dette kriterium er opfyldt, nir de samme maksima er til stede, og nar afvigelsen
mellem spektrene i alle observerede punkter ikke overstiger 15 % af absorbansen for spektret i
toppens spids.

Hvis et af disse kriterier ikke er opfyldt, er analysandens tilstedeverelse ikke blevet bekreftet.
7.2.  Repeterbarbed

Forskellen mellem to parallelbestemmelser udfert pd den samme preve ma ikke overstige

— 30 % i forhold til den sterste veerdi for diclazurilindhold fra 0,5 mg/kg til 2,5 mg/kg
— 0,75 mg/kg for diclazurilindhold mellem 2,5 mg/kg og 5 mg/kg

— 15 % i forhold til den sterste vaerdi for diclazurilindhold pa mere end 5 mg/kg
7.3.  Genfinding

For en tilsat (blind)preve skal genfindingen vare mindst 80 %.

8. Resultater fra en ringanalyse

Der er gennemfeort en ringanalyse, hvori 5 prever blev analyseret af 11 laboratorier. Disse prever bestod
af to forblandinger; den ene var blandet med en organisk matrix (O 100) og den anden med en
uorganisk matrix (A 100). Det teoretiske indhold var 100 mg diclazuril pr. kg. De tre blandede
kyllingefodere var fremstillet af tre forskellige producenter (NL) (L1/Z1/K1). Det teoretiske indhold var
1 mg diclazuril pr. kg. Laboratorierne blev instrueret om at analysere hver af preverne én gang eller
som dobbeltbestemmelse (Journal of AOAC International, bind 77, nr. 6, 1994, 5. 1359-1361,
indeholder nzrmere oplysninger om denne ringpreve). Resultaterne er énfert i felgende tabel:
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3.1.

3.2

3.3.

34.

3.5.

3.6.

3.7.

Prove 1 Prove 2 Prove 3 Prove 4 Prove 5

A 100 O 100 L1 Z1 K1
L 11 11 11 11 6
n 19 18 19 19 12
Middelveerdi 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
Sy (mg/kg) 7,59 7,64 0,17 0,11 0,12
CVy (%) 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65
Nominelt indhold (mg/kg) 100 100 1 1 1

L: antal laboratorier

antal enkeltvaerdier

S;:  standardafvigelse for repeterbarhed

CV: variationskoefficient for repeterbarhed

CV,: variationskoefficient for reproducerbarhed

standardafvigelse for reproducerbarhed

Bemarkninger

Diclazurilresponsen skal tidligere vaere pavist at vaere linesr i de koncentrationsomrader, hvori der

males.

Del C

BESTEMMELSE AF CARBADOX

Methyl 3-(2-quinoxalinylmethylen)carbazat-N', N*-dioxid

Formal og anvendelsesomrade

Metoden er til bestemmelse af carbadox i foderstoffer, forblandinger og tilberedninger. Detektions-
grensen er 1 mg/kg. Bestemmelsesgraensen er 10 mg/kg.

Princip

Proven bringes i ligevaegt med vand og ekstraheres med methanol-acetonitril. For foderstoffers
vedkommende oprenses en preveportion af den filtrerede ekstrakt pa en aluminiumoxidsejle. For
forblandingers og tilberedningers vedkommende fortyndes en preveportion af den filtrerede ekstrakt
til en passende koncentration med vand, methanol og acetonitril. Indholdet af carbadox bestemmes

ved HPLC i omvendt fase ved anvendelse af en UV-detektor.

Reagenser
Methanol
Acetonitril, HPLC-renhed

Eddikesyre, w = 100 %

Aluminiumoxid: neutral, aktivitetskvalitet I

Methanol-acetonitril 1+1 (v+v)

500 ml methanol (3.1) blandes med 500 ml acetonitril (3.2).

Eddikesyre, 6 = 10 %

10 ml eddikesyre (3.3) fortyndes til 100 ml med vand.

Natriumacetat, CH3COONa
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3.8. Vand, HPLC-renhed
3.9.  Acetatpufferoplesning, ¢ = 0,01 mol/l, pH = 6,0

0,82 g natriumacetat (3.7) opleses i 700 ml vand (3.8), og pH indstilles til 6,0 med eddikesyre (3.6).
Overfores til en 1000 ml malekolbe, fyldes op til market med vand (3.8) og blandes.

3.10. Mobil fase til HPLC

825 ml acetatpufferoplesning (3.9) blandes med 175 ml acetonitril (3.2). Der filtreres gennem et 0,22
um filter (4.5), og oplesningen afgasses (f.ecks. ved ultralydbehandling i 10 minutter).

3.11.  Standardstof
Ren carbadox: Methyl-3-(2-quinoxalinylmethylen)carbazat-N!,N*-dioxid, E 850

3.11.1. Carbadox-standardstamoplesning, 100 pg/ml (se anm. under 5. Fremgangsmade)
Med en nejagtighed pa 0,1 mg afvejes 25 mg carbadoxstandardstof (3.11) i en 250 ml maélekolbe. Det
opleses i methanol-acetonitril (3.5) ved ultralydbehandling (4.7). Efter ultralydbehandling bringes
oplesningen til stuetemperatur, og der fyldes op til market med methanol-acetonitril (3.5) og blandes.
Kolben omvikles med aluminiumfolie, eller der anvendes brunt glasudstyr, og opbevaring skal ske i
koleskab. Denne oplesning er stabil i en méaned ved en temperatur pa <4 °C.

3.11.2. Kalibreringsoplesninger
2,0, 5,0, 10,0 og 20,0 ml af standardstamoplesningen (3.11.1) overferes til hver sin 100 ml malekolbe.
Der tilsettes 30 ml vand, fyldes op til market med methanol-acetonitril (3.5) og blandes. Kolben
omvikles med aluminiumfolie. Disse oplesninger svarer til henholdsvis 2,0, 5,0, 10,0 og 20,0 pg/ml

carbadox. Kalibreringsoplesninger skal fremstilles frisk fer anvendelse.

Anm.: Til bestemmelse af carbadox i foderstoffer, som indeholder mindre end 10 mg/kg, skal der
fremstilles kalibreringsoplesninger med en koncentration pa under 2,0 ug/ml.

3.12. Vand-[methanol-acetonitril] (3.5)-blanding, 300+ 700 (v+v)

300 ml vand blandes med 700 ml af blandingen af methanol-acetonitril (3.5).

4. Apparatur
4.1. Laboratorierysteapparat eller magnetomrerer
42.  Glasfiberfilterpapir (Whatman GF/A eller tilsvarende)

43.  Glassejle (lengde fra 300 til 400 mm, indvendig diameter pa cirka 10 mm) med sintret glasfritte og
aftapningsventil.

Anm.: der kan ogsa anvendes en glassgjle med hane eller en glassegjle med en tilspidset ende; i dette
tilfeelde indseettes en lille glasuldsprop i den nedre ende, og den bankes ned med en glasstav.

44.  HPLC-udstyr med injektionssystem egnet til injektionsvolumener pa 20 ul

44.1. Vaskekromatografisgjle: 300 mm x 4 mm, C18, 10 um pakning eller tilsvarende

4.4.2. UV-detektor med variabel belgeleengdeindstilling eller diodearray-detektor, som arbejder i omradet fra
225 til 400 nm

4.5. Membranfilter, 0,22 um
4.6. Membranfilter, 0,45 um

4.7.  Ultralydbad

S. Fremgangsmade

Anm.: Carbadox er lysfelsomt. Alle procedurer udferes i dempet lys, eller der anvendes brunt
glasudstyr eller glasudstyr omviklet med aluminiumfolie.

5.1. Generelt
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5.1.1.

5.2.

5.2.1.

522,

5.2.3.

5.3.

53.1.

53.2.

54.

Blindpreve

Til gennemferelse af genfindingstesten (5.1.2) analyseres der en blindpreve for at kontrollere, at
hverken carbadox eller interfererende stoffer er til stede. Blindpreven ber vere af samme type som den
prove, der skal undersgges, og ved analyse ber carbadox eller interfererende stoffer ikke pavises.

Genfindingstest

En genfindingstest ber udferes ved at analysere blindpreven (5.1.1), hvortil der er tilsat en mangde
carbadox svarende til den, som er til stede i preven. For at nd op pa et niveau pa 50 mg/kg overfores
der 5,0 ml af standardstamoplesningen (3.11.1) til en 200 ml konisk kolbe. Oplesningen inddampes til
cirka 0,5 ml i en nitrogenstrem. Der tilsettes 10 g af blindpreven, blandes og ventes i 10 minutter, for
man gar videre med ekstraktionstrinet (5.2).

Hvis der ikke er en blindpreve af samme type som preven til radighed (se punkt 5.1.1), kan der
alternativt udferes en genfindingstest ved hjelp af standardtilseetningsmetoden. I dette tilfeelde tilsaettes
der til preven en mangde carbadox svarende til den, der allerede er til stede i preven. Denne prave
analyseres sammen med den ikke-tilsatte preve, og genfindingen kan beregnes ved subtraktion.

Ekstraktion
Foderstoffer

Med en nejagtighed pé 0,01 g afvejes cirka 10 g af preven, som overfgres til en 200 ml konisk kolbe.
Der tilsettes 15,0 ml vand og blandes, og blandingen henstir i § minutter. Der tilsettes 35,0 ml
methanol-acetonitril (3.5), tilproppes og omrystes i 30 minutter pa rysteapparatet eller omreres pa
magnetomrgreren (4.1). Oplesningen filtreres gennem et glasfiberfilterpapir (4.2). Denne oplesning
gemmes til oprensningstrinet (5.3).

Forblandinger (0,1-2,0 %)

Med en ngjagtighed péa 0,001 g afvejes cirka 1 g af den uformalede preve, som overferes til en 200 ml
konisk kolbe. Der tilsattes 15,0 ml vand og blandes, og blandingen henstar i 5 minutter. Der tilsattes
35,0 ml methanol-acetonitril (3.5), tilproppes og omrystes i 30 minutter pa rysteapparatet eller omreres
pa magnetomrereren (4.1). Oplesningen filtreres gennem et glasfiberfilterpapir (4.2). En preve af
filtratet afpipetteres i en 50 ml mélekolbe. Der tilseettes 15,0 ml vand, fyldes op til market med
methanol-acetonitril (3.5) og blandes. Carbadoxkoncentrationen af den endelige oplesning skal vaere
cirka 10 pug/ml. En prove filtreres gennem et 0,45 um filter (4.6). Der fortsettes med HPLC-bestem-
melse (5.4).

Forblandinger (>2 %)

Med en nejagtighed pa 0,001 g afvejes cirka 0,2 g af den uformalede preve, som overferes til en 250 ml
konisk kolbe. Der tilsettes 45,0 ml vand og blandes, og blandingen henstar i 5 minutter. Der tilsattes
105,0 ml methanol-acetonitril (3.5), tilproppes og homogeniseres. Proven lydbehandles (4.7) i 15
minutter efterfulgt af omrystning eller omrering i 15 minutter (4.1). Oplesningen filtreres gennem et
glasfiberfilterpapir (4.2). En preve af filtratet fortyndes med blandingen af vand-methanol-acetonitril
(3.12) til en endelig carbadoxkoncentration pa 10-15 pg/ml (for en 10 % forblanding er fortyndings-
faktoren 10). En preve filtreres gennem et 0,45 pm filter (4.6). Der forszttes med HPLC-bestemmelse
(54

Oprensning

Fremstilling af aluminiumoxidsejlen

Der afvejes 4 g aluminiumoxid (3.4), som overferes til glassgjlen (4.3).
Proveoprensning

Der sxttes 15 ml af den filtrerede ekstrakt (5.2.1) pa aluminiumoxidsejlen, og de ferste 2 ml eluat
kasseres. De nzste 5 ml opsamles, og en prove filtreres gennem et 0,45 um filter (4.6). Der fortsattes
med HPLC-bestemmelse (5.4).

HPLC-bestemmelse
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54.1.

54.2.

543.

6.1.

6.2.

Parametre

De folgende betingelser er anfert som retningsgivende, idet andre betingelser kan anvendes, forudsat at
de giver tilsvarende resultater.

Vaeskekromatografisejle (4.1.1): 300 mm x 4 mm, C18, 10 um pakning eller tilsvarende

Mobil fase (3.10): Blanding af acetatpufferoplesning (3.9) og acetonitril (3.2),
8254175 (v+v)

Stremningshastighed: 1,5-2 ml/min

Detektionsbelgelengde: 365 nm

Indsprejtningsvolumen: 20 wl

Stabiliteten af det kromatografiske system underseges ved at indsprejte kalibreringsoplesningen
(3.11.2) med 5,0 pg/ml adskillige gange, indtil der opnés konstante tophejder (-arealer) og retentions-
tider.

Kalibreringskurve

Hver kalibreringsoplesning (3.11.2) indsprajtes adskillige gange, og tophejderne (-arealerne) males for
hver koncentration. En kalibreringskurve afbildes med middeltophejderne eller -arealerne for kalibre-
ringsoplesningerne som ordinat og de tilsvarende koncentrationer i pg/ml som abscisse.

Proveoplesning

Proveekstrakten ((5.3.2) for foderstoffer, (5.2.2) for forblandinger og (5.2.3) for praparationer) indsprejtes
adskillige gange, og middeltophgjden (-arealet) for carbadoxtoppene bestemmes.

Beregning af resultaterne

Ud fra middelhgjden (-arealet) af carbadoxtoppene fra preveoplasningen bestemmes koncentrationen
af preveoplesningen i pg/ml ud fra kalibreringskurven (5.4.2).

Foderstoffer

Indholdet af carbadox w (mg/kg) i preven er givet ved felgende formel:

6 x V,
w = — [mg/kg]
m

hvor
6 = carbadoxkoncentration i preveekstrakt (5.3.2) i pg/ml
V, = ekstraktionsvolumen i ml (dvs. 50)
m = masse af preveportion i g

Forblandinger og praparater

Indholdet af carbadox w (mg/kg) i preven er givet ved felgende formel:

6 xV, xf
w = ——— [mg/kg]
hvor
6 = carbadoxkoncentration i preveekstraktet (5.2.2 eller 5.2.3) i pg-ml
V, = ekstraktionsvolumen i ml (dvs. 50 for forblandinger; 150 for praeparater)
f = fortyndingsfaktor ifelge 5.2.2 (forblandinger) eller 5.2.3 (praparater)

m = masse af preveportion i g
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7.1.

7.2.

7.3.

Validering af resultater
Identitet

Identiteten af analysanden kan bekrzftes ved co-kromatografi eller ved at anvende en diodearray-
detektor, med hvilken spektrene for proveekstrakten og kalibreringsoplesningen (3.11.2) med 10,0
ug/ml sammenlignes.

Co-kromatografi

En preveekstrakt tilszttes en passende meangde kalibreringsoplesning (3.11.2). Den tilsatte mangde
carbadox ber svare til den skennede mangde carbadox, som er fundet i preveekstrakten.

Kun hgjden af carbadoxtoppen mé vaere blevet forsteerket, nar der tages hejde for bade den tilsatte
mengde og fortynding af ekstrakten. Topbredden i den halve hejde skal ligge inden for cirka 10 % af
den oprindelige bredde.

Diodearray-detektion
Resultaterne vurderes i forhold til felgende kriterier:

a) Belgelengden for prevens absorptionsmaksimum og for standardspektre, registreret ved toppens
spids pa kromatogrammet, skal vare den samme inden for en margin bestemt af detektionssyste-
mets oplesningsevne. For diodearray-detektion ligger denne typisk inden for = 2 nm.

b) Mellem 225 og 400 nm maé preve- og standardspektre registreret ved toppens spids pa kromato-
grammet ikke vere forskellig for disse dele af spektret i omradet 10-100 % relativ absorbans. Dette
kriterium er opfyldt, nar de samme maksima er til stede, og nar afvigelsen mellem de to spektre i
intet observeret punkt overstiger 15 % af standardanalysandens absorbans.

¢) Mellem 225 og 400 nm ma spektrene ved toppens forside, spids og bagside frembragt med
proveekstrakten ikke vare forskellige fra hinanden i disse dele af spektret i omradet 10-100 %
relativ absorbans. Dette kriterium er opfyldt, nér de samme maksima er til stede, og nar afvigelsen
mellem spektrene i alle observerede punkter ikke overstiger 15 % af absorbansen for spektret i
toppens spids.
Hvis et af disse kriterier ikke er opfyldt, er analysandens tilstedeverelse ikke blevet bekreftet.

Repeterbarhed

For indhold pa 10 mg/kg og derover ma forskellen mellem resultaterne af to parallelbestemmelser
udfert pa den samme prove ikke overstige 15 % i forhold til den sterste vaerdi.

Genfinding

For en tilsat (blind)preve skal genfindingen vaere mindst 90 %.

Resultater fra en ringanalyse

Der er gennemfert en ringanalyse, hvori seks foderstoffer, fire forblandinger og tre praeparater blev
analyseret af otte laboratorier. Der blev udfert dobbeltbestemmelse pa hver preve (Journal of AOAC
bind 71, 1988, s. 484-490, indeholder narmere oplysninger om denne ringanalyse). Resultaterne
(bortset fra outliers) er vist nedenfor:

Tabel 1. Resultater fra ringanalyse af foderstoffer

Prove 1 Prove 2 Prove 3 Prove 4 Prove 5 Prove 6
L 8 8 8 8 8 8
N 15 14 15 15 15 15
Middelverdi (mg/kg) 50,0 47,6 48,2 49,7 46,9 49,7
S, (mg/kg) 2,90 2,69 1,38 1,55 1,52 2,12
Cv, (%) 5,8 5,6 29 3,1 3,2 43
Sy (mg/kg) 3,92 4,13 2,23 2,58 2,26 2,44
CV, (%) 7,8 8,7 4,6 5,2 4.8 49
Nominelt indhold 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0
(mg/kg)
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Tabel 2. Resultater fra ringanalyse af forblandinger

0og praeparater

Forblandinger Praeparater

A B C D A B C
L 7 7 7 7 8 8 8
N 14 14 14 14 16 16 16
Middelverdi (g/kg) 8,89 9,29 9,21 8,76 94,6 98,1 104
S, (g/kg) 0,37 0,28 0,28 0,44 4,1 5,1 7,7
CV, (%) 4,2 3,0 3,0 5,0 43 5,2 7,4
Sg (g/kg) 0,37 0,28 0,40 0,55 5.4 6,4 7,7
CVvy (%) 4,2 3,0 4,3 6,3 5,7 6,5 7,4
Nominelt indhold 10,0 10,0 10,0 10,0 100 100 100
(g/kg)
L: antal laboratorier
n:  antal enkeltverdier
s:  standardafvigelse for repeterbarhed

CV.: variationskoefficient for repeterbarhed
Si:

R
CV,: variationskoefficient for reproducerbarhed

standardafvigelse for reproducerbarhed




