02009R0152 — DE — 14.05.2025 — 010.001 — 1

Dieser Text dient lediglich zu Informationszwecken und hat keine Rechtswirkung. Die EU-Organe iibernehmen keine
Haftung fiir seinen Inhalt. Verbindliche Fassungen der betreffenden Rechtsakte einschlieBlich ihrer Priambeln sind nur die
im Amtsblatt der Europiischen Union veroffentlichten und auf EUR-Lex verfiigharen Texte. Diese amtlichen Texte sind

iiber die Links in diesem Dokument unmittelbar zuginglich

»B VERORDNUNG (EG) Nr. 152/2009 DER KOMMISSION
vom 27. Januar 2009

zur Festlegung der Probenahmeverfahren und Analysemethoden fiir die amtliche Untersuchung
von Futtermitteln

(Text von Bedeutung fiir den EWR)
(ABI. L 54 vom 26.2.2009, S. 1)

Geidndert durch:

Amtsblatt
Nr. Seite Datum

»M1  Verordnung (EU) Nr. 278/2012 der Kommission vom 28. Mirz 2012 L 91 8 29.3.2012
»M2  Verordnung (EU) Nr. 51/2013 der Kommission vom 16. Januar 2013 L 20 33 23.1.2013
»M3  Verordnung (EU) Nr. 691/2013 der Kommission vom 19. Juli 2013 L 197 1 20.7.2013
»M4  Verordnung (EU) Nr. 709/2014 der Kommission vom 20. Juni 2014 L 188 1 27.6.2014
»MS5  Verordnung (EU) 2017/645 der Kommission vom 5. April 2017 L 92 35 6.4.2017
»M6  Verordnung (EU) 2017/771 der Kommission vom 3. Mai 2017 L 115 22 4.5.2017
»M7  Durchfiihrungsverordnung (EU) 2020/1560 der Kommission vom L 357 17 27.10.2020

26. Oktober 2020
»MS8  Durchfiihrungsverordnung (EU) 2022/893 der Kommission vom L 155 24 8.6.2022

7. Juni 2022
»M9  Durchfiihrungsverordnung (EU) 2024/771 der Kommission vom L 771 1 15.3.2024

29. Februar 2024
»M10 Durchfiihrungsverordnung (EU) 2025/782 der Kommission vom L 782 1 24.4.2025

23. April 2025


http://data.europa.eu/eli/reg/2009/152/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg/2009/152/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg/2009/152/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg/2009/152/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg/2009/152/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg/2009/152/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg/2012/278/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg/2012/278/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg/2012/278/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg/2012/278/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg/2012/278/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg/2013/51/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg/2013/51/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg/2013/51/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg/2013/51/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg/2013/51/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg/2013/691/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg/2013/691/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg/2013/691/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg/2013/691/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg/2013/691/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg/2014/709/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg/2014/709/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg/2014/709/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg/2014/709/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg/2014/709/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg/2017/645/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg/2017/645/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg/2017/645/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg/2017/645/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg/2017/645/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg/2017/771/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg/2017/771/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg/2017/771/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg/2017/771/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg/2017/771/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2020/1560/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2020/1560/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2020/1560/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2020/1560/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2020/1560/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2020/1560/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2022/893/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2022/893/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2022/893/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2022/893/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2022/893/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2022/893/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2024/771/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2024/771/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2024/771/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2024/771/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2024/771/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2024/771/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2025/782/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2025/782/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2025/782/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2025/782/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2025/782/oj/deu
http://data.europa.eu/eli/reg_impl/2025/782/oj/deu

02009R0152 — DE — 14.05.2025 — 010.001 —2

VERORDNUNG (EG) Nr. 152/2009 DER KOMMISSION
vom 27. Januar 2009

zur Festlegung der Probenahmeverfahren und Analysemethoden
fiir die amtliche Untersuchung von Futtermitteln

(Text von Bedeutung fiir den EWR)

Artikel 1

Die Probenahmen fiir die amtliche Untersuchung von Futtermitteln,
insbesondere auf ihre Bestandteile, eingeschlossen Material, das gene-
tisch verdnderte Organismen (GVO) enthélt, aus ihnen besteht oder aus
ihnen hergestellt ist, Futtermittelzusatzstoffe gemdB der Verordnung
(EG) Nr. 1831/2003 des Europdischen Parlaments und des Rates (1)
und unerwiinschte Stoffe gemifl der Richtlinie 2002/32/EG des Euro-
pédischen Parlaments und des Rates (%), erfolgen mit Ausnahme der
Probenahme fiir die Untersuchung auf mikrobiologische Kontamination
nach den in Anhang I aufgefiihrten Verfahren.

Das in Anhang I beschriebene Probenahmeverfahren gilt fiir die Unter-
suchung von Futtermitteln auf Pflanzenschutzmittelriickstdnde gemif
der Verordnung (EG) Nr. 396/2005 des Europidischen Parlaments und
des Rates (°) und fiir die Uberpriifung der Einhaltung der Verordnung
(EU) Nr. 619/2011.

Artikel 2

Die Vorbereitung der Analyseproben und die Formulierung der Ergeb-
nisse erfolgen nach den in Anhang II aufgefiihrten Methoden.

Artikel 3

Die Analyse fiir die amtliche Untersuchung von Futtermitteln erfolgt
nach den Methoden, die in Anhang III (Analysemethoden zur Unter-
suchung der Zusammensetzung von Futtermittel-Ausgangserzeugnissen
und Mischfuttermitteln), Anhang IV (Analysemethoden zur Unter-
suchung von Futtermitteln auf ihren Gehalt an zugelassenen Zusatz-
stoffen), Anhang V (Analysemethoden zur Untersuchung von Futter-
mitteln auf unerwiinschte Stoffe) und Anhang VI (Analysemethoden
zur Bestimmung der Bestandteile tierischen Ursprungs bei der amtli-
chen Untersuchung von Futtermitteln) aufgefiihrt sind.

Artikel 4

Der Energiegehalt von Mischfuttermitteln fiir Gefliigel wird in Uber-
einstimmung mit Anhang VII berechnet.

(") Verordnung (EG) Nr. 1831/2003 des Europdischen Parlaments und des Rates

vom 22. September 2003 iiber Zusatzstoffe zur Verwendung in der Tier-
erndhrung (ABL L 268 vom 18.10.2003, S. 29).

(®) Richtlinie 2002/32/EG des Europdischen Parlaments und des Rates vom
7. Mai 2002 iiber unerwiinschte Stoffe in der Tiererndhrung (ABL L 140
vom 30.5.2002, S. 10).

(®) ABL L 70 vom 16.3.2005, S. 1.
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Artikel 5

Die in Anhang VIII aufgefiihrten Analysemethoden fiir die Unter-
suchung auf rechtswidriges Vorhandensein von nicht mehr zugelasse-
nen Zusatzstoffen in Futtermitteln werden zu Bestitigungszwecken ver-
wendet.

Artikel 6

Die Richtlinien 71/250/EWG, 71/393/EWG, 72/199/EWG, 73/46/EWG,
76/371/EWG, 76/372/EWG, 78/633/EWG, 81/715/EWG, 84/425/EWG,
86/174/EWG, 93/70/EWG, 93/117/EG, 98/64/EG, 1999/27/EG,
1999/76/EG, 2000/45/EG, 2002/70/EG und 2003/126/EG werden auf-
gehoben.

Verweise auf die aufgehobenen Richtlinien gelten als Verweise auf die
vorliegende Verordnung nach den Entsprechungstabellen in Anhang IX.

Artikel 7
Diese Verordnung tritt am zwanzigsten Tag nach ihrer Veroffent-
lichung im Amtsblatt der Europdischen Union in Kraft.
Sie gilt ab dem 26. August 2009.

Diese Verordnung ist in allen ihren Teilen verbindlich und gilt unmit-
telbar in jedem Mitgliedstaat.
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ANHANG 1

PROBENAHMEVERFAHREN

1. ZWECK UND ANWENDUNGSBEREICH

Die zur amtlichen Untersuchung bestimmten Futtermittelproben werden
gemil den nachstehenden Verfahren entnommen. Die so gewonnenen
Proben gelten als représentativ fiir die Teilpartien.

Zweck der représentativen Beprobung ist es, einen kleinen Teil einer
Partie zu untersuchen und durch die Bestimmung eines spezifischen
Merkmals bei diesem Teil den Durchschnittswert des Merkmals fiir
die gesamte Partie zu ermitteln. Die Partie wird mittels wiederholter
Entnahme von Einzelproben an verschiedenen Stellen der Partie unter-
sucht. Diese Einzelproben werden zu einer Sammelprobe gemischt, aus
der durch reprisentative Teilung représentative Endproben herzustellen
sind.

Wenn bei der Sichtpriifung oder aufgrund anderer einschldgiger Infor-
mationen Teile des zu beprobenden Futtermittels einen Qualitdtsunter-
schied zum iibrigen Futtermittel derselben Partie aufweisen, werden
diese Teile vom iibrigen Futtermittel abgesondert und als getrennte
Teilpartie behandelt. Ist eine Aufteilung des Futtermittels in getrennte
Teilpartien nicht méglich, so wird das Futtermittel als eine einzige
Partie beprobt. In solchen Fillen ist dies im Probenahmebericht zu
vermerken.

Ist ein Futtermittel, das gemdB den Bestimmungen der vorliegenden
Verordnung beprobt wurde und nachweislich die EU-Anforderungen
nicht erfiillt, Teil einer Futtermittelpartic derselben Gruppe oder Be-
zeichnung, so muss davon ausgegangen werden, dass das Ergebnis der
Beprobung fiir die gesamte Futtermittelpartie gilt, es sei denn, eine
eingehende Bewertung erbringt keinen Nachweis dariiber, dass die
restliche Partie den EU-Anforderungen nicht geniigt.

Auch Futtermittel, die gemalB Artikel 11 Absatz 3 der Verordnung
(EG) Nr. 767/2009 des Europdischen Parlaments und des Rates (')
iber eine Fernkommunikationstechnik zum Verkauf angeboten werden,
konnen beprobt werden. Die Beprobung von Futtermitteln, die iiber
eine Fernkommunikationstechnik zum Verkauf angeboten werden, un-
terliegt grundsétzlich den in diesem Anhang dargelegten Punkten. Spe-
zifische Aspekte der Beprobung iiber Fernkommunikation angebotener
Futtermittel werden in Nummer 11 beschrieben.

2. BEGRIFFSBESTIMMUNGEN

— Partie (oder Charge): identifizierbare Menge an Futtermitteln, die
nachweislich gemeinsame Eigenschaften haben, wie Ursprung, Sor-
te, Art der Verpackung, Verpacker, Ubersender oder Kennzeich-
nung; im Falle eines Herstellungsverfahrens bezeichnet ,Partie®
eine Einheit der Herstellung aus einer einzigen Anlage unter Ver-
wendung einheitlicher Herstellungsparameter oder eine Reihe sol-
cher Einheiten, sofern sie in kontinuierlicher Reihenfolge hergestellt
und zusammen gelagert werden.

— Teilpartie: Partie oder identifizierbare Teilmenge der Partie bzw.
Teilpartie.

— Verplombte Probe: Probe, die solchermafien mit einer Plombe ver-
schlossen wurde, dass kein Zugriff auf sie moglich ist, ohne die
Plombe zu beschidigen oder zu entfernen.

(") Verordnung (EG) Nr. 767/2009 des Europdischen Parlaments und des Rates vom 13. Juli

2009 iiber das Inverkehrbringen und die Verwendung von Futtermitteln, zur Anderung
der Verordnung (EG) Nr. 1831/2003 des Europdischen Parlaments und des Rates und
zur Aufhebung der Richtlinien 79/373/EWG des Rates, 80/511/EWG der Kommission,
82/471/EWG des Rates, 83/228/EWG des Rates, 93/74/EWG des Rates, 93/113/EG des
Rates und 96/25/EG des Rates und der Entscheidung 2004/217/EG der Kommission
(ABL L 229 vom 1.9.2009, S. 1).
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— FEinzelprobe: Menge, die an einer Stelle der Teilpartie entnommen
wird.

— Sammelprobe: Gesamtmenge der aus derselben Teilpartie entnom-
menen Einzelproben.

— Reduzierte Probe: Teilmenge der Sammelprobe, die aus letzterer
durch reprisentative Reduktion gewonnen wird.

— Endprobe: Teilmenge der Sammelprobe (vermischt), der reduzierten
Probe oder der homogenisierten Sammelprobe, je nach Art der
Kontrolle (siche Nummer 9.4).

— Laborprobe: fiir das Labor bestimmte (beim Labor eingegangene)
Probe, bei der es sich um die Endprobe, die reduzierte Probe oder
die Sammelprobe handeln kann.

— Probe aus dem Fernabsatz: Probe einer Futtermittelpartie oder
-charge, die iiber Fernkommunikationstechnik zum Verkauf ange-
boten wird.

ALLGEMEINE BESTIMMUNGEN

— Die Probenahme erfolgt durch die von der zustindigen Behorde zu
diesem Zweck bevollmichtigten Personen.

— Um eine Probe aus dem Fernabsatz zu erhalten, fordert die zustin-
dige Behorde iiber Fernkommunikationstechnik eine Futtermittel-
menge vom Futtermittelunternehmer an.

— Die Probe muss so verplombt werden, dass kein Zugriff auf sie
moglich ist, ohne die Plombe zu beschiddigen oder zu entfernen.

Der Plombenstempel sollte eindeutig identifizierbar und gut sichtbar
sein.

— Identifizierung der Probe: Die Probe muss mit einer dauerhaften
Kennzeichnung versehen und so identifiziert werden, dass eine ein-
deutige Verbindung zum Probenahmebericht besteht.

— Aus jeder Sammelprobe oder jeder reduzierten Probe werden die
folgenden Endproben entnommen: eine Probe zur Kontrolle (Voll-
zug) und eine fir den Futtermittelunternehmer (Gegenprobe). Ge-
gebenenfalls kann eine weitere Endprobe zu Referenzzwecken ent-
nommen werden. Im Fall einer Homogenisierung der vollstandigen
Sammelprobe werden die Endproben aus der homogenisierten Sam-
melprobe entnommen, es sei denn, dass dieses Verfahren den Vor-
schriften der Mitgliedstaaten hinsichtlich der Rechte des Futtermit-
telunternehmers zuwiderlduft.

— Gemadf Artikel 15 Absdtze 1 und 2 der Verordnung (EU) 2017/625
miissen die Futtermittelunternehmer, soweit dies fiir die Durchfiih-
rung amtlicher Kontrollen erforderlich ist, auf Verlangen der zu-
standigen Behorden:

— dem Personal der zustindigen Behorden Zugang zu der Aus-
ristung unter ihrer Verantwortung ermdglichen, was — falls
erforderlich — die Bereitstellung der Ausriistung fiir die Pro-
benahme und der personlichen Schutzausriistung umfasst,

— das Personal der zustdndigen Behorden unterstiitzen und mit
ihm zusammenarbeiten, um die Probenahme zu ermdglichen,
was auch einschlieft, die Futtermittel dem Personal der zustin-
digen Behorden zugénglich zu machen.
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4.2.
4.2.1.
4.2.1.1.

42.1.2.

4.2.2.

4.2.3.

GERATE

Die Gerite zur Probenahme miissen aus Materialien bestehen, die die
zu beprobenden Erzeugnisse nicht kontaminieren konnen. Gerite, die
fiir eine mehrfache Anwendung vorgesehen sind, miissen leicht zu
reinigen sein, damit eine Kreuzkontamination vermieden wird.

Empfohlene Geriite fiir die Probenahme fester Futtermittel
Manuelle Probenahme

Probenahmeschaufel mit ebenem Boden und rechteckig hochgeboge-
nem Rand.

Probenahmestab mit langem Schlitz oder Kammern. Die Dimensionie-
rung des Probenahmestabes ist den Merkmalen der Teilpartie (Tiefe des
Behilters, Grofle des Sacks usw.) und der Partikelgrofe des Futtermit-
tels anzupassen.

Falls es sich um einen Probenahmestab mit mehreren Offnungen han-
delt, sollten diese durch Kammern oder fortlaufend versetzte Offnun-
gen voneinander getrennt sein, damit sichergestellt ist, dass die Probe
an verschiedenen Stellen entlang des Probenahmestabes entnommen
wird.

Mechanische Probenahme

Geeignete mechanische Gerdte diirfen zur Probenahme aus in Bewe-
gung befindlichen Futtermitteln verwendet werden. Ein mechanisches
Gerit gilt als geeignet, wenn mindestens der gesamte FlieBquerschnitt
beprobt wird.

Die Probenahme aus in Bewegung befindlichen Futtermitteln (bei ho-
hen Durchflussraten) kann mittels automatischer Probenehmer erfolgen.

Probenteiler

Soweit moglich und sinnvoll, sollten zur Herstellung reduzierter Proben
Gerdte verwendet werden, die zur Zerlegung der Probe in ungefihr
gleiche Teile in reprisentativer Form bestimmt sind.

QUANTITATIVE ANFORDERUNGEN HINSICHTLICH DER AN-
ZAHL VON EINZELPROBEN

— Die in den Nummern 5.1. und 5.2. genannten quantitativen Anfor-
derungen hinsichtlich der Anzahl von Einzelproben gelten fiir Teil-
partien bis zu 500 t, die einer reprasentativen Probenahme unterzo-
gen werden konnen. Das beschriebene Probenahmeverfahren gilt in
gleicher Weise fiir Mengen, die die festgelegte maximale Teilpartie
iiberschreiten, sofern die in den nachstehenden Tabellen unter den
Nummern 5.1.1., 5.1.3. und 5.1.5. vorgegebene Hochstanzahl der
Einzelproben aufler Acht gelassen wird und stattdessen die Anzahl
der Einzelproben anhand der Quadratwurzelformel fiir den entspre-
chenden Verfahrensabschnitt (siche Nummer 5.3.) bestimmt und die
Mindestgrofle der Sammelprobe proportional erhoht wird. Ungeach-
tet dessen kann eine grole Partie in kleinere Teilpartien aufgeteilt
und jede Teilpartie nach dem in den Nummern 5.1 und 5.2 be-
schriebenen Verfahren beprobt werden.

— Die Teilpartie muss so gewahlt werden, dass eine Beprobung aller
Einzelbestandteile moglich ist.

— Bei sehr grofien Partien bzw. Teilpartien (> 500 t) und bei Partien,
die so befordert oder gelagert werden, dass eine Probenahme gemaf
dem Verfahren der Nummern 5.1 und 5.2 nicht erfolgen kann, ist
das Probenahmeverfahren nach Nummer 5.3 anzuwenden.
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5.1

5.1.2.

— Handelt es sich um Proben aus dem Fernabsatz weif3 die zustindige
Behorde in der Regel nicht, wie groB3 die Partie ist, aus der die
Menge angefordert wird. Aus diesem Grund kann das Verfahren
nach den Nummern 5.1 und 5.2 nicht angewandt werden. Dann ist
das unter Nummer 11 beschriebene Verfahren anzuwenden.

— Ist der Futtermittelunternechmer im Rahmen eines obligatorischen
Uberwachungssystems gesetzlich zur Einhaltung der vorliegenden
Verordnung verpflichtet, so kann er von den in diesem Nummer
festgelegten quantitativen Anforderungen abweichen, um funktions-
spezifischen Besonderheiten Rechnung zu tragen, sofern er zur Zu-
friedenheit der zustindigen Behorde die Gleichwertigkeit des Pro-
benahmeverfahrens in Bezug auf den Reprisentationsgrad nach-
gewiesen hat, und nachdem eine entsprechende Genehmigung sei-
tens der zustdndigen Behorde erteilt wurde.

— Ist es nicht mdoglich, das festgelegte Probenahmeverfahren im Hin-
blick auf die quantitativen Anforderungen anzuwenden, da sich aus
einer Beschddigung der Partie unannehmbare Folgen fiir den Han-
del ergeben wiirden (wegen der Verpackungsart, der Transportwei-
se, der Lagerungsform usw.), so kann ausnahmsweise ein alterna-
tives Probenahmeverfahren angewandt werden, sofern dieses so re-
prasentativ. wie moglich ist und umfassend beschrieben und doku-
mentiert wird.

Quantitative Anforderungen an Einzelproben beziiglich der Unter-
suchung auf Stoffe oder Erzeugnisse, die gleichmifBig im Futter-
mittel verteilt sind

Feste Futtermittel in loser Form

Teilpartie Mindestanzahl der Einzelproben
<25t 7
>25t v (20-mal die Anzahl von Tonnen, aus
denen die Teilpartie besteht) (*), bis zu
40 Einzelproben

(*) Wenn sich hierbei eine Bruchzahl ergibt, ist diese auf die ndchsthéhere ganze
Zahl aufzurunden.

Fliissige Futtermittel in loser Form

Teilpartie Mindestanzahl der Einzelproben
<25 tbzw. <2500 1 4(%)
> 2,5 t bzw. > 2500 1 7(*)

(*) Ist eine Homogenisierung der Fliissigkeit nicht moglich, so muss die Anzahl
der Einzelproben erhoht werden.

Verpackte Futtermittel

Futtermittel (fest und fliissig) konnen in Beuteln, Sicken, Dosen, Fis-
sern usw. verpackt sein, die in der Tabelle als Einheiten bezeichnet
werden. GroBe Einheiten (> 500 kg bzw. 1) sind nach den Vorschriften
fiir lose Futtermittel (siche Nummern 5.1.1 und 5.1.2) zu beproben.

Mindestanzahl der Einheiten, aus denen
Teilpartie (mindestens) eine Einzelprobe zu entnehmen
ist (*)

1 bis 20 Einheiten 1 Einheit (*¥*)

21 bis 150 Einheiten 3 Einheiten (**)
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5.2.

Mindestanzahl der Einheiten, aus denen
Teilpartie (mindestens) eine Einzelprobe zu entnehmen
ist (%)
151 bis 400 Einheiten 5 Einheiten (**)
> 400 Einheiten V4 der \ (Anzahl von Einheiten, aus der
die Teilpartie besteht) (***), bis zu 40
Einheiten

(*) Kann durch das Offnen einer Einheit die Analyse beeintrichtigt werden
(z. B. leicht verderbliches Nassfutter), so gilt die ungedffnete Einheit als
Einzelprobe.

(**) Bei Einheiten, deren Inhalt hochstens 1 kg bzw. 1 I betrdgt, gilt der Inhalt
einer Originaleinheit als Einzelprobe.

(***) Wenn sich hierbei eine Bruchzahl ergibt, ist diese auf die ndchsthohere
ganze Zahl aufzurunden.

Futterblocke und Lecksteine

Zu beproben ist mindestens ein Futterblock oder Leckstein je Teilpartie
zu 25 Einheiten, die Hochstzahl betragt vier Futterblocke oder Leck-
steine.

Bei Futterblocken oder Lecksteinen mit einem Gewicht von jeweils
maximal 1 kg gilt der Inhalt eines Futterblocks oder Lecksteins als
Einzelprobe.

Raufutter/Griinfutter
Teilpartie Mindestanzahl der Einzelproben (*)
<5t 5
> 5t \ (5-mal die Anzahl von Tonnen, aus
der die Teilpartie besteht) (**), bis zu
40 Einzelproben

(*) In bestimmten Fillen (z. B. bei Silage) konnen die vorgeschriebenen Ein-
zelproben nicht ohne eine unannehmbare Beschiddigung der Partie entnom-
men werden. In diesen Fillen ist ein alternatives Probenahmeverfahren
zuldssig, und entsprechende Leitlinien fiir die Beprobung solcher Partien
konnen hier abgerufen werden: https:/food.ec.europa.eu/system/files/2016-
10/animal-feed-guidance_documents_691_2013_en.pdf

(**) Wenn sich hierbei eine Bruchzahl ergibt, ist diese auf die ndchsthohere
ganze Zahl aufzurunden.

Quantitative Anforderungen an Einzelproben beziiglich der Unter-
suchung auf Bestandteile oder Stoffe, die ungleichmifig im Futter-
mittel verteilt sein konnen

Diese quantitativen Anforderungen an Einzelproben gelten in folgenden
Fillen:

— Untersuchung auf Aflatoxine, Mutterkorn, andere Mykotoxine und
schadliche botanische Unreinheiten in Futtermittel-Ausgangserzeug-
nissen;

— Untersuchung auf Kreuzkontamination durch einen Bestandteil, ein-
schlieBlich genetisch verdnderter Ausgangserzeugnisse, oder einen
Stoff, bei dem eine ungleichméfige Verteilung im Futtermittel an-
zunehmen ist.

Hat die Untersuchungsbehorde den starken Verdacht, dass eine solche
ungleichmifige Verteilung auch im Fall einer Kreuzkontamination
durch einen Bestandteil oder einen Stoff in einem Futtermittel-Aus-
gangserzeugnis auftritt, so konnen die in der nachstehenden Tabelle
festgelegten quantitativen Anforderungen gestellt werden.
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5.3.

Teilpartie Mindestanzahl der Einzelproben
<80t Sieche quantitative Anforderungen in
Nummer 5.1. Die Anzahl der zu ent-
nehmenden Einzelproben ist mit dem
Faktor 2,5 zu multiplizieren.
>80t 100

Quantitative Anforderungen an Einzelproben bei sehr grofien Par-

tien

Bei groBen Teilpartien (> 500 t) ist die Anzahl der zu entnehmenden
Einzelproben wie folgt zu festzulegen: 40 Einzelproben + \-Tonnen fiir
die Untersuchung auf Stoffe oder Erzeugnisse, die im gesamten Fut-
termittel gleichméBig verteilt sind, oder 100 Einzelproben + V-Tonnen
fiir die Untersuchung auf Bestandteile oder Stoffe, die ungleichmafig
im Futtermittel verteilt sein konnen.

QUANTITATIVE ANFORDERUNGEN AN SAMMELPROBEN

Je Teilpartie ist eine einzelne Sammelprobe erforderlich.

Art des Futtermittcls MindestgroBe der Sammelprobe

(**) (**)

6.1. Lose Futtermittel 4 kg

6.2. Verpackte Futtermittel 4 kg (*¥*¥)

6.3. Flussige oder halbfliissige | 4 1

Futtermittel

6.4. Futterblocke oder Lecksteine

6.4.1. mit einem Einzelgewicht | 4 kg

von mehr als 1 kg

6.4.2. mit einem Einzelgewicht | Gewicht von 4 Originalblo-

von hochstens 1 kg cken oder -steinen

6.5. Raufutter/Griinfutter 4 kg (¥***)

*) Ist das beprobte Futtermittel hochwertig, kann eine kleinere Menge als
Sammelprobe gewihlt werden, sofern dies im Probenahmebericht be-
schrieben und dokumentiert wird.

(**)  GemdiB der Verordnung (EU) Nr. 619/2011 der Kommission vom 24. Juni
2011 zur Festlegung der Probenahme- und Analyseverfahren fir die amt-
liche Untersuchung von Futtermitteln im Hinblick auf genetisch ver-
anderte Ausgangserzeugnisse, fiir die ein Zulassungsverfahren anhéngig
ist oder deren Zulassung ablduft (ABL. L 166 vom 25.6.2011, S. 9) muss
die Sammelprobe fiir die Untersuchung auf genetisch verdnderte Aus-
gangserzeugnisse mindestens 35 000 Samen/Kérner enthalten. Dies be-
deutet, dass die GroBe der Sammelprobe bei Mais mindestens 10,5 kg und
bei Sojabohnen 7 kg betragen muss. Bei anderen Samen und Koérnern wie
Gerste, Hirse, Hafer, Reis, Roggen, Weizen und Raps entspricht die
Grofe der Sammelprobe von 4 kg mehr als 35 000 Samen/Kornern.

(***)  Bei verpackten Futtermitteln kann es ebenfalls vorkommen, dass — ab-
hingig von der GroBe der einzelnen Einheiten — die fiir die Sammel-
probe vorgeschriebene Grofe von 4 kg nicht erreicht werden kann.

(****) Handelt es sich um Raufutter/Griinfutter mit geringer relativer Dichte

(z. B. Heu, Stroh), sollte die Probengrofie mindestens 1 kg betragen.
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8.1.

8.2.
8.2.1.

QUANTITATIVE ANFORDERUNGEN AN ENDPROBEN
Endproben

Mindestens eine Endprobe muss analysiert werden. Die Menge der zur
Analyse bestimmten Endproben darf nicht unter den nachstehend fest-
gelegten Mindestmengen liegen:

Feste Futtermittel 500 g (¥) (F%) (FH*) (FHF*¥)

Flussige oder halbflissige [ 500 ml (*)
Futtermittel

*) Gemil der Verordnung (EU) Nr. 619/2011 muss die Endprobe fiir die
Untersuchung auf genetisch verdnderte Ausgangserzeugnisse mindestens
10 000 Samen/Korner enthalten. Dies bedeutet, dass die GroBe der End-
probe bei Mais mindestens 3 000 g und bei Sojabohnen 2 000 g betragen
muss. Bei anderen Samen und Koérnern wie Gerste, Hirse, Hafer, Reis,
Roggen, Weizen und Raps entspricht die GroBe der Sammelprobe von
500 g mehr als 10 000 Samen/Ké&rnern.

(**)  Liegt die GroBe der Sammelprobe erheblich unter 4 kg bzw. 4 1 (siche
FuBnoten in Nummer 6), kann als Endprobe auch eine geringere Menge
entnommen werden, sofern dies im Probenahmebericht beschrieben und
dokumentiert wird.

(***)  Bei der Beprobung von Hiilsenfriichten, Getreidekornern und Schalen-
friichten zur Bestimmung der Pflanzenschutzmittelriickstinde muss gemaf
der Richtlinie 2002/63/EG der Kommission vom 11. Juli 2002 zur Fest-
legung gemeinschaftlicher Probenahmemethoden zur amtlichen Kontrolle
von Pestizidriickstdnden in und auf Erzeugnissen pflanzlichen und tieri-
schen Ursprungs und zur Aufhebung der Richtlinie 79/700/EWG
(ABL. L 187 vom 16.7.2002, S. 30) die Mindestgrole der Endprobe
1 kg betragen.

(****) Bei Sichtpriifungen oder mikroskopischen Untersuchungen betrigt die zu
untersuchende Endprobe 1 kg.

PROBENAHMEVERFAHREN FUR SEHR GROSSE PARTIEN
ODER PARTIEN, DIE SO GELAGERT ODER BEFORDERT WER-
DEN, DASS EINE BEPROBUNG DER GESAMTEN PARTIE
NICHT PRAKTIKABEL IST

Allgemeine Grundsitze

Falls es die Art der Beforderung oder Lagerung einer Partie nicht
gestattet, Einzelproben aus der gesamten Partie zu entnehmen, sollte
die Beprobung solcher Partien vorzugsweise dann erfolgen, wenn sich
die Partie im Fluss befindet.

Falls es sich um GroBlager fiir Futtermittel handelt, sollten die Unter-
nehmer dazu angehalten werden, Einrichtungen im Lager zu installie-
ren, die eine (automatische) Beprobung der gesamten gelagerten Partie
ermoglichen.

Im Fall der Anwendung der in diesem Punkt dargelegten Probenahme-
verfahren wird der Futtermittelunternehmer oder sein Vertreter tiber das
Probenahmeverfahren informiert. Wird dieses Probenahmeverfahren
von dem Futtermittelunternechmer oder seinem Vertreter infrage ge-
stellt, so muss dieser es der zustdndigen Behorde auf Kosten des Un-
ternehmers ermdglichen, die gesamte Partie zu beproben.

Grofle Partien, die per Schiff befordert werden

Dynamische Beprobung grofier Partien, die per Schiff befordert wer-
den

Die Beprobung grofler Partien auf Schiffen ist vorzugsweise durch-
zufiihren, wenn sich das Erzeugnis im Fluss befindet (dynamische Pro-
benahme).

Die Probenahme hat je Laderaum (physisch abtrennbare Einheit) zu
erfolgen. Die Laderdume werden allerdings nacheinander geleert, so-
dass die urspriingliche physische Trennung nach der Weiterbeférderung
in die Lagereinrichtungen nicht mehr besteht. Die Probenahme kann
daher unter Bezug auf die urspriingliche physische Trennung oder auf
die Trennung nach der Beforderung in die Lagereinrichtungen erfolgen.
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8.2.2.

8.3.

8.4.
8.4.1.

Das Loschen einer Schiffsladung kann mehrere Tage in Anspruch neh-
men. In der Regel muss die Beprobung in regelmifligen Abstdnden
wihrend der gesamten Dauer des Loschvorgangs erfolgen. Es ist je-
doch nicht immer praktikabel oder sinnvoll, dass sich ein amtlicher
Inspektor wihrend des gesamten Loschvorgangs fiir die Probenahme
vor Ort authdlt. Daher ist die Beprobung eines Teils (einer Teilpartie)
der gesamten Partie zuldssig Die Anzahl der Einzelproben wird unter
Bertiicksichtigung des Umfangs der Teilpartie festgelegt.

Wird ein Teil einer Futtermittelpartie derselben Gruppe oder Bezeich-
nung beprobt und erfiillt diese Teilpartie nachweislich nicht die EU-
Anforderungen, so muss davon ausgegangen werden, dass das Ergebnis
der Beprobung fiir die gesamte Futtermittelpartie gilt, es sei denn, eine
eingehende Bewertung erbringt keinen Nachweis dariiber, dass die
restliche Partie den EU-Anforderungen nicht gentigt.

Auch wenn die amtliche Probe automatisch entnommen wird, muss ein
Inspektor anwesend sein. Erfolgt die automatische Probenahme jedoch
anhand voreingestellter Parameter, die wihrend der Probenahme nicht
verandert werden konnen, und werden die Einzelproben in einem ver-
plombten Behélter gesammelt, was einen moglichen Betrug ausschlief3t,
so ist die Anwesenheit eines Inspektors nur zu Beginn der Probenahme,
bei jedem Wechsel des Probenbehilters und am Ende der Probenahme
erforderlich.

Beprobung von Partien, die per Schiff befordert werden, durch stati-
sche Probenahme

Bei einer statischen Probenahme ist dasselbe Verfahren anzuwenden
wie bei Lagereinrichtungen (Silos), die von oben zugénglich sind (siche
Nummer 8.4.1).

Die Probenahme muss am zugénglichen Teil der Partie/des Laderaums
erfolgen (von oben). Die Anzahl der Einzelproben wird unter Beriick-
sichtigung des Umfangs der Teilpartie festgelegt. Wird ein Teil einer
Futtermittelpartie derselben Gruppe oder Bezeichnung beprobt und er-
fiilllt diese Teilpartie nachweislich nicht die EU-Anforderungen, so
muss davon ausgegangen werden, dass das Ergebnis der Beprobung
fiir die gesamte Futtermittelpartie gilt, es sei denn, eine eingehende
Bewertung erbringt keinen Nachweis dariiber, dass die restliche Partie
den EU-Anforderungen nicht geniigt.

Beprobung grofier Partien in Lagern

Die Probenahme muss am zugénglichen Teil der Partie erfolgen. Die
Anzahl der Einzelproben wird unter Beriicksichtigung des Umfangs der
Teilpartie festgelegt. Wird ein Teil einer Futtermittelpartie derselben
Gruppe oder Bezeichnung beprobt und erfiillt diese Teilpartie nach-
weislich nicht die EU-Anforderungen, so muss davon ausgegangen
werden, dass das Ergebnis der Beprobung fiir die gesamte Futtermittel-
partie gilt, es sei denn, eine eingehende Bewertung erbringt keinen
Nachweis dariiber, dass die restliche Partie den EU-Anforderungen
nicht geniigt.

Beprobung von Lagereinrichtungen (Silos)
Beprobung von Silos mit (leichtem) Zugang von oben

Die Probenahme muss am zugénglichen Teil der Partie erfolgen. Die
Anzahl der Einzelproben wird unter Berticksichtigung des Umfangs der
Teilpartie festgelegt. Wird ein Teil einer Futtermittelpartie derselben
Gruppe oder Bezeichnung beprobt und erfiillt diese Teilpartie nach-
weislich nicht die EU-Anforderungen, so muss davon ausgegangen
werden, dass das Ergebnis der Beprobung fiir die gesamte Futtermittel-
partie gilt, es sei denn, eine eingehende Bewertung erbringt keinen
Nachweis dariiber, dass die restliche Partiec den EU-Anforderungen
nicht geniigt.
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8.4.2.
8.4.2.1.

8.4.2.2.

8.5.

9.1.

9.2.

Beprobung von Silos ohne Zugang von oben (geschlossene Silos)

Silos ohne Zugang von oben (geschlossene Silos)
mit einer GroBe iiber 100 Tonnen

In solchen Silos gelagerte Futtermittel kdnnen nicht statisch beprobt
werden. Wenn das im Silo gelagerte Futtermittel beprobt werden muss
und keine Méglichkeit besteht, die Sendung zu bewegen, ist eine Ver-
einbarung mit dem Unternehmer dahin gehend zu treffen, dass dieser
den Inspektor dariiber informiert, wann das Silo geleert wird, damit
eine Probenahme erfolgen kann, wenn sich das Futtermittel im Fluss
befindet.

Silos ohne Zugang von oben (geschlossene Silos)
mit einer GroBe unter 100 Tonnen

Im Rahmen des Probenahmeverfahrens ist eine Menge von 50 bis
100 kg in einen Behilter abzufiillen und anschliefend zu beproben.
Die GroBle der Sammelprobe entspricht der gesamten Partie, und die
Anzahl der Einzelproben muss im Verhéltnis zu der Menge stehen, die
zur Probenahme aus dem Silo in einen Behélter abgefiillt wird. Wird
ein Teil einer Futtermittelpartie derselben Gruppe oder Bezeichnung
beprobt und erfiillt diese Teilpartie nachweislich nicht die EU-Anfor-
derungen, so muss davon ausgegangen werden, dass das Ergebnis der
Beprobung fiir die gesamte Futtermittelpartie gilt, es sei denn, eine
eingehende Bewertung erbringt keinen Nachweis dariiber, dass die
restliche Partie den EU-Anforderungen nicht gentigt.

Beprobung loser Futtermittel in grofien geschlossenen Containern

Solche Partien konnen héufig erst nach dem Entladen beprobt werden.
In bestimmten Fillen ist das Entladen am Einfuhrort oder am Kontroll-
punkt nicht moglich, weshalb die Probenahme erfolgen sollte, wenn die
betreffenden Container entladen sind.

ANWEISUNGEN FUR DIE ENTNAHME, VORBEREITUNG UND
VERPACKUNG DER PROBEN

Allgemeines

Die Proben miissen so schnell wie moglich entnommen und vorbereitet
werden, wobei die noétigen Vorkehrungen zu treffen sind, um sicher-
zustellen, dass das Erzeugnis weder verdndert noch verunreinigt wird.
Die fiir die Probenahme bestimmten Geréte, Flichen und Behilter
miissen sauber und trocken sein.

Einzelproben

Die Einzelproben sind nach dem Zufallsprinzip und unter gleichmafi-
ger Verteilung aus der gesamten Teilpartie zu entnehmen. Thre Grofe
muss ungefihr gleich sein.

Die GrofBe der Einzelprobe muss mindestens 100 g bzw. 25 g bei Rau-
futter/Griinfutter mit geringer spezifischer Dichte betragen.

Sind nach dem Probenahmeverfahren gemd Nummer 8 weniger als 40
Einzelproben zu entnehmen, muss die GroBe der Einzelprobe im Ver-
héltnis zur erforderlichen Grofle der Sammelprobe festgelegt werden
(siche Nummer 6).

Bei der Beprobung kleiner Partien verpackter Futtermittel, bei der ent-
sprechend den quantitativen Anforderungen eine begrenzte Anzahl von
Einzelproben zu entnehmen ist, umfasst eine Einzelprobe den Inhalt
einer Originaleinheit, der 1 kg bzw. 1 Liter nicht {iberschreitet.

Bei der Beprobung verpackter Futtermittel, die aus kleinen Einheiten
bestehen (z. B. < 250 g) ist die GroBle der Einzelprobe von der Grofe
der Einheit abhéngig.
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9.2.1.

9.2.2.

9.2.3.

9.2.4.

9.255.

9.3.

9.4.

9.4.1.

Bei Proben aus dem Fernabsatz hidngt der Umfang der Einzelprobe von
der GroBe der Einheit ab und kann im Einzelfall auch weniger als
100 g oder 100 ml enthalten.

Lose Futtermittel

Die Probenahme kann gegebenenfalls auch bei einer Teilpartie erfol-
gen, die sich in Bewegung (Einladen oder Entladen) befindet.

Verpackte Futtermittel

Nach Auswahl der erforderlichen Anzahl der zu beprobenden Einheiten
gemdl Nummer 5 wird aus jeder dieser Einheiten ein Teil des Inhalts
mit einem Probenahmestab oder einer Schaufel entnommen. Gegebe-
nenfalls sind die Proben zu entnehmen, nachdem die Einheiten getrennt
entleert worden sind.

Homogene oder homogenisierbare fliissige oder halbfliissige Futtermit-
tel

Nach Auswahl der erforderlichen Anzahl der zu beprobenden Einheiten
gemdll Nummer 5 wird der Inhalt falls nétig homogenisiert und aus
jeder Einheit eine Menge entnommen.

Die Einzelproben koénnen auch beim Ablassen des Inhalts entnommen
werden.

Nicht homogenisierbare fliissige oder halbfliissige Futtermittel

Nach Auswahl der erforderlichen Anzahl der zu beprobenden Einheiten
gemdll Nummer 5 werden in unterschiedlicher Hohe Proben entnom-
men.

Die Probenahme kann auch beim Ablassen des Inhalts erfolgen, wobei
jedoch die ersten Fraktionen zu verwerfen sind.

In beiden Féllen muss das Gesamtvolumen mindestens 10 1 betragen.

Futterblocke und Lecksteine

Nach Auswahl der erforderlichen Anzahl der zu beprobenden Blocke
oder Steine gemdl Nummer 5 kann jedem Block oder Stein ein Teil
entnommen werden. Besteht die Vermutung, dass es sich um einen
nicht homogenen Block bzw. Stein handelt, so kann der ganze Block
bzw. Stein als Probe genommen werden.

Bei Futterblocken oder Lecksteinen mit einem Gewicht von jeweils
maximal 1 kg gilt der Inhalt eines Futterblocks oder Lecksteins als
Einzelprobe.

Vorbereitung der Sammelproben

Die Einzelproben werden gemischt und zu einer einzigen Sammelprobe
zusammengestellt.

Vorbereitung der Endproben

Das Material in der Sammelprobe ist sorgféltig zu mischen. ()

Jede Probe wird in einen geeigneten Container/Behélter gefiillt. Es sind
alle notwendigen Vorkehrungen zu treffen, damit jede Verdnderung der
Zusammensetzung bzw. jede Verunreinigung oder Verfalschung der
Probe wiéhrend des Transports oder der Lagerung vermieden wird.

Stoffe mit gleichmdfiger Verteilung

Bei der Untersuchung auf Bestandteile oder Stoffe, die im Futtermittel
gleichméBig verteilt sind, kann die Sammelprobe reprisentativ auf min-
destens 2,0 kg bzw. 2,0 1 reduziert werden (reduzierte Probe) (%), vor-
zugsweise mithilfe eines mechanischen oder automatischen Probentei-
lers. Bei der Beprobung von Hiilsenfriichten, Getreidekdrnern und

(") Klumpen sind zu zerdriicken (sie werden gegebenenfalls vom tibrigen Material getrennt
und der Probe anschlieBend wieder untergemischt).
(®) AuBer bei Raufutter/Griinfutter mit geringer spezifischer Dichte.
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9.4.2.

9.5.

9.6.

10.

Schalenfriichten auf Pflanzenschutzmittelriickstinde betrigt die Min-
destgroBle der reduzierten Probe 3 kg. Falls aufgrund der Art des Fut-
termittels die Verwendung eines Probenteilers nicht moglich oder ein
Probenteiler nicht verfiigbar ist, kann die Probe nach dem Vierteilungs-
verfahren reduziert werden.

Dann werden aus der Sammelprobe oder den reduzierten Proben un-
gefdahr gleich groBe Endproben (fiir Kontroll-, Verteidigungs- und et-
waige Referenzzwecke) entsprechend den quantitativen Anforderungen
in Nummer 7 genommen.

Stoffe mit ungleichmdfSiger Verteilung

Bei der Untersuchung auf Bestandteile, einschlieBlich genetisch ver-
anderter Ausgangserzeugnisse, oder auf Stoffe, die ungleichmifig im
Futtermittel verteilt sein kdnnen, muss die Sammelprobe folgende An-
forderungen erfiillen:

i) Sie wird vollstindig homogenisiert. Danach werden aus der homo-
genisierten Sammelprobe ungefdhr gleich groe Endproben (fiir
Kontroll-, Verteidigungs- und etwaige Referenzzwecke) entspre-
chend den quantitativen Anforderungen in Nummer 7 genommen;
oder

i) sie wird mithilfe eines mechanischen oder automatischen Probentei-
lers auf mindestens 2 kg bzw. 2 1 reduziert. (') Nur dann, wenn
aufgrund der Art des Futtermittels die Verwendung eines Proben-
teilers nicht moglich ist, kann die Probe falls nétig nach dem Vier-
teilungsverfahren reduziert werden. Fiir die Untersuchung auf gene-
tisch verdnderte Ausgangserzeugnisse im Rahmen der Verordnung
(EU) Nr. 619/2011 muss die reduzierte Probe mindestens 35 000
Samen/Korner enthalten, damit die Endproben fiir Durchsetzungs-,
Verteidigungs- und etwaige Referenzzwecke im Umfang von min-
destens 10 000 Samen/Koérnern gewonnen werden kénnen (siche
FuBnote (**) in Nummer 6 und Fuflnote (*) in Nummer 7).

Dann werden aus den reduzierten Proben ungeféhr gleich groSe End-
proben entsprechend den quantitativen Anforderungen in Nummer 7
genommen.

Verpackung der Proben

Die Behilter oder Packungen sind so zu verplomben und zu kenn-
zeichnen, dass sie nicht ohne Beschiddigung der Plombe gedffnet wer-
den konnen. Hierbei muss die gesamte Kennzeichnung von der Plombe
erfasst werden. Alternativ kann die Probe in einen Behélter verfiillt
werden, der so verschlie3bar ist, dass er nicht gedffnet werden kann,
ohne das Gefdl bzw. den Behilter dabei irreversibel zu beschidigen.
Eine mehrmalige Verwendung des GefdBles bzw. Behilters ist zu ver-
meiden.

Versendung der Proben an das Labor

Die Probe ist — zusammen mit den untersuchungsrelevanten Anga-
ben — so schnell wie mdglich an das benannte Analyselabor zu ver-
senden.

PROBENAHMEPROTOKOLL

Fiir jede Probe ist ein Probenahmeprotokoll zu erstellen, aus dem die
Identitdt und der Umfang der Teilpartie eindeutig hervorgehen.

Im Protokoll wird auerdem jede Abweichung von den in dieser Ver-
ordnung festgelegten Probenahmeverfahren vermerkt.

Das Protokoll wird dem amtlichen Kontrolllabor sowie dem Futtermit-
telunternehmer und/oder dem vom Futtermittelunternechmer benannten
Labor zur Verfiigung gestellt.

(") AuBer bei Raufutter/Griinfutter mit geringer spezifischer Dichte.
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11. PROBE AUS DEM FERNABSATZ

— Um eine Probe aus dem Fernabsatz zu erhalten, fordert die zustén-
dige Behorde iiber Fernkommunikationstechniken das Futtermittel
vom Futtermittelunternehmer an. In diesem Fall muss die zustin-
dige Behorde, wenn sie Futtermittel anfordert, ihre offizielle Iden-
titdt gegeniiber dem Futtermittelunternehmer nicht offenlegen und
kann eine Deckidentitdt verwenden.

— Die Sammelprobe und die Endproben der Probe aus dem Fern-
absatz sind unmittelbar nach Eingang der Sendung durch hierzu
befugte Personen zu entnehmen. Zur Gewinnung der Sammelprobe
muss eine angemessene Anzahl von Einzelproben nach dem Zu-
fallsprinzip und unter gleichméBiger Verteilung aus der erhaltenen
Gesamtmenge entnommen und sorgfiltig gemischt/homogenisiert
werden — und zwar so weit wie moglich im Einklang mit den
Grundsitzen der Nummer 5 sowie der Nummern 9.2 und 9.3. Ist
das Futtermittel in Einzeleinheiten abgepackt, sollten mindestens 4
Einheiten angefordert werden, aus denen mindestens eine Einzel-
probe zu entnehmen ist. Sollte sich im Einzelfall erweisen, dass die
erhaltenen Einheiten aus verschiedenen Partien stammen, so ist die
Zahl der zu beprobenden Einheiten zu verringern und auf jene
Einheiten zu beschrinken, die aus derselben Partie stammen. Bei
der Untersuchung der Probe aus dem Fernabsatz auf Bestandteile
oder Stoffe, die ungleich im Futtermittel verteilt sind, muss die
Anzahl der Einzelproben mindestens 2,5-mal hoéher sein als bei
Proben, die auf Stoffe untersucht werden, die gleichmaBig im Fut-
termittel verteilt sind.

Aus der Sammelprobe werden dann die entsprechenden Endproben
(fir Durchsetzungs-, Verteidigungs- und etwaige Referenzzwecke)
nach Maoglichkeit entsprechend den Grundsédtzen nach Nummer 9.4
entnommen, und aus dem Probenahmeprotokoll geht hervor, dass es
sich bei der Probe um eine Probe aus dem Fernabsatz handelt. Die
zustandige Behorde informiert danach den Futtermittelunternehmer
unverziiglich iiber die Probenahme. Dem Futtermittelunternehmer
wird ferner mitgeteilt, dass eine Probe nach Moglichkeit von der
zustandigen Behorde fiir ihn an einem bestimmten Ort zu Vertei-
digungszwecken zur Verfiigung gehalten oder an den Futtermittel-
unternehmer selbst oder an das vom Futtermittelunternehmer geméaf
den geltenden nationalen Vorschriften benannte Labor geschickt
wird.

Wird die Probe direkt an das amtliche Labor geschickt, so muss die
Endprobe im Labor von dazu erméchtigten Personen oder im Bei-
sein von hierzu ermichtigten Personen vorbereitet und versiegelt
werden. Das Probenahmeprotokoll der Probe aus dem Fernabsatz
ist unmittelbar nach der Erstellung der Endproben an die zustidndige
Behorde zu schicken, die den Futtermittelunternehmer {iber die Pro-
benahme informiert.

Die Menge, die der Futtermittelunternechmer an die zustdndige Be-
horde ausgeliefert hat, gilt als ein Teil einer Partie Futtermittel der
gleichen Gruppe oder Bezeichnung. Erfiillt dieser Teil einer Partie
nachweislich nicht die EU-Anforderungen, so ist gemaf3 Artikel 15
der Verordnung (EG) Nr. 178/2002 des Europdischen Parlaments
und des Rates (') auch im Fall einer Probe aus dem Fernabsatz
davon auszugehen, dass sdmtliche Futtermittel in dieser Partie glei-
chermafien betroffen sind, es sei denn, bei einer eingehenden Prii-
fung (gegebenenfalls bei einer Kontrolle vor Ort) wird kein Nach-
weis dafiir gefunden, dass der Rest der Partie die EU-Anforderun-
gen nicht erfiillt.

(") Verordnung (EG) Nr. 178/2002 des Europdischen Parlaments und des Rates vom 28. Ja-
anuar 2002 zur Festlegung der allgemeinen Grundsitze und Anforderungen des Lebens-
mittelrechts, zur Errichtung der Europiischen Behorde fiir Lebensmittelsicherheit und
zur Festlegung von Verfahren zur Lebensmittelsicherheit (ABlL. L 31 vom 1.2.2002,
S. 1.
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ANHANG 11

ALLGEMEINE BESTIMMUNGEN HINSICHTLICH DER METHODEN

ZUR ANALYSE VON FUTTERMITTELN

A. VORBEREITUNG DER PROBEN ZUR ANALYSE
Zweck

Die in diesem Anhang beschriebenen Verfahren betreffen die Vorberei-
tung der zur Analyse bestimmten Proben, die nach der Probenahme
gemdl den Bestimmungen in Anhang I an die Kontrolllabors versandt
wurden.

Die Vorbereitung der Laborproben muss so erfolgen, dass die in den
Analysemethoden vorgesehenen Einwaagen homogen und représentativ
fiir die Endproben sind.

Uber die in diesem Anhang beschriebenen Verfahren hinaus ist auch der
Leitfaden fiir die Probenvorbereitung gemafl EN ISO 6498 zu befolgen.

Vorsichtsmalinahmen

Die Wahl des Verfahrens filir die Probenvorbereitung hédngt von der Art
der anzuwendenden Analysemethode und den zu untersuchenden Be-
standteilen oder Stoffen ab. Daher ist es dullerst wichtig, dass das ange-
wandte Probenvorbereitungsverfahren fir die jeweilige Analysemethode
und fiir die zu untersuchenden Bestandteile oder Stoffe geeignet ist.

Alle notwendigen Schritte sind so durchzufiihren, dass eine Verunrei-
nigung der Probe und eine Verdnderung ihrer Zusammensetzung weitest-
moglich vermieden werden.

Das Zermahlen, Mischen und Sieben muss unverziiglich erfolgen, wobei
die Probe moglichst wenig Luft und Licht ausgesetzt werden darf. Die
Verwendung von Miihlen oder Zerkleinerungsgeriten, die zu einer merk-
lichen Erwédrmung der Probe fiihren konnten, ist nicht zulédssig.

Fiir besonders hitzeempfindliche Futtermittel wird manuelles Mahlen
empfohlen. Es ist aulerdem darauf zu achten, dass die verwendeten
Gerite keine Kontaminationsquelle bilden.

Die Homogenisierung der Probe durch Aufschlimmen mittels Hoch-
schermischen mit Wasser ergibt erwiesenermaflen in bestimmten Fillen
homogenere Teilproben als eine trockene Homogenisierung/Trockenmah-
len, insbesondere bei heterogen verteilten chemischen Stoffen. Allerdings
kann auch eine Homogenisierung durch ausreichendes Trockenmahlen
homogene Teilproben ergeben.

In bestimmten Féllen, z. B. bei der Bestimmung von Mutterkorn, schad-
lichen botanischen Verunreinigungen usw., darf die Homogenisierung der
Probe nicht durch Mahlen, sondern durch ausreichendes Durchmischen
der Probe erfolgen.

Kann die Probe nicht ohne eine signifikante Verdnderung ihres Feuchtig-
keitsgehalts vorbereitet werden, so ist dieser vor und nach der Vorberei-
tung gemil der in Anhang III Teil A festgelegten Methode zu bestim-
men.

Verfahren
Allgemeines Verfahren

Das Testaliquot ist der homogenisierten Endprobe zu entnehmen. Das
Kegeln und das Vierteilungsverfahren werden nicht empfohlen, da dies
mit einer hohen Teilungsfehlerquote bei den Testaliquoten einhergehen
kann.
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3.14.

3.2.

Futtermittel, die direkt gemahlen werden kdénnen

— Die Endprobe wird gemischt und in einen geeigneten sauberen, tro-
ckenen, luftdicht verschlieBSbaren Behilter abgefiillt. Um eine voll-
stindige Homogenisierung zu gewihrleisten, muss die Probe unmit-
telbar vor der Einwaage (Testaliquot) erneut gemischt werden.

Futtermittel, die nach Trocknung gemahlen werden
konnen

— Sofern in der Analysemethode nicht anders festgelegt, wird die End-
probe nach dem in Nummer 4.3 der Methode zur Bestimmung des
Feuchtigkeitsgehalts (siche Anhang III Teil A) vorgesehenen Vor-
trocknungsverfahren bis auf einen Feuchtigkeitsgehalt von 8-12 %
getrocknet. Die weitere Vorbereitung erfolgt gemal Nummer 3.1.1.

Flissige oder halbfliissige Futtermittel

— Die Endprobe wird in einen geeigneten sauberen, trockenen, luftdicht
verschlieBbaren Behilter abgefiillt. Um eine vollstindige Homogeni-
sierung zu gewiahrleisten, muss die Probe unmittelbar vor der Ein-
waage (Testaliquot) griindlich gemischt werden.

Andere Futtermittel

— Endproben, die nach keinem der oben genannten Verfahren vorberei-
tet werden konnen, sind nach einem anderen Verfahren zu behandeln,
das gewihrleistet, dass die Einwaagen (Testaliquote) homogen und
reprasentativ fiir die Endproben sind.

Besonderes Verfahren bei Sichtpriifungen oder mikroskopischen Unter-
suchungen oder im Fall einer Homogenisierung der vollstindigen Sam-
melprobe

— Bei einer Sichtpriifung (ohne Zuhilfenahme eines Mikroskops) wird
die vollstindige Sammel- oder Endprobe untersucht.

— Bei einer mikroskopischen Untersuchung kann das Labor die Sam-
melprobe reduzieren bzw. die reduzierte Probe noch weiter reduzie-
ren. Die Endproben fiir die Gegenprobe und fiir etwaige Referenz-
zwecke werden nach einem Verfahren entnommen, das dem Verfah-
ren zur Herstellung der Endprobe fiir den Vollzug gleichwertig ist.

— Im Fall einer Homogenisierung der vollstindigen Sammelprobe wer-
den die Endproben aus der homogenisierten Sammelprobe entnom-
men.

— Zur Bestimmung von Mutterkorn und schédlichen botanischen Ver-
unreinigungen muss die Endprobe in zwei gleich schwere Teilproben
von etwa 500 g aufgeteilt werden. Eine Teilprobe ist zu untersuchen.
Ist das Ergebnis der Teilproben gleich oder kleiner 50 % (analytische
Schwelle) des Hochstgehalts (Maximum Level — ML), ist der
Hochstgehalt in der Probe eingehalten. Liegt das Ergebnis bei iiber
50 % des Hochstgehalts, muss eine weitere Teilprobe untersucht
werden; anschliefend wird der Durchschnitt der Ergebnisse beider
Teilproben herangezogen, um die Einhaltung des Hochstgehalts zu
iberpriifen.

Lagerung der Proben

Die Proben miissen bei einer Temperatur gelagert werden, die ihre Zu-
sammensetzung nicht beeinflusst. Proben, die zur Analyse von Vitaminen
oder besonders lichtempfindlichen Stoffen bestimmt sind, sind so zu
lagern, dass die Probe nicht durch Licht beeintrachtigt wird.
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B. BESTIMMUNGEN UBER IN ANALYSEVERFAHREN VERWENDETE
REAGENZIEN UND GERATE

1. Sofern in den Analysemethoden nicht anders festgelegt, miissen alle zur
Analyse verwendeten Reagenzien von analysenreiner (p. a.) Qualitét sein.
Bei der Analyse von Spurenelementen muss die Reinheit der Reagenzien
durch Mitfithren von Blindproben iiberpriift werden. Je nach den ermit-
telten Werten kann eine weitere Reinigung der Reagenzien erforderlich
sein.

2. Bei jedem in den Analysemethoden genannten Losungs-, Verdiinnungs-,
Spiil- oder Auswaschvorgang, bei dem keine Angabe iiber die Art des zu
verwendenden Losungs- oder Verdiinnungsmittels gemacht wird, ist
Wasser zu verwenden. Im Allgemeinen wird demineralisiertes oder des-
tilliertes Wasser verwendet. In besonderen Fillen, die in den Analyse-
methoden angegeben werden, ist das Wasser speziellen Reinigungsver-
fahren zu unterziehen.

3. Da die iibliche Ausstattung von Kontrolllabors vorausgesetzt wird, wer-
den nur besondere Instrumente und Geréte oder solche, die eine spezi-
fische Verwendung erfordern, in den Analysemethoden aufgefiihrt. Sie
miissen gut gereinigt sein, vor allem bei der Bestimmung sehr geringer
Stoffmengen.

C. ANWENDUNG VON ANALYSEMETHODEN UND FORMULIERUNG
DER ERGEBNISSE

1. Extraktionsverfahren

Einige Methoden geben ein spezifisches Extraktionsverfahren vor. Gene-
rell kénnen andere Extraktionsverfahren als das in der Methode genannte
Verfahren angewandt werden, und zwar unter der Bedingung, dass das
angewandte Extraktionsverfahren fiir die analysierte Matrix eine ver-
gleichbare Extraktionseffizienz aufweist wie das in der Methode ge-
nannte Verfahren.

2. Clean-up-Verfahren

Einige Methoden geben ein spezifisches Clean-up-Verfahren vor. Gene-
rell kénnen andere Clean-up-Verfahren als das in der Methode genannte
Verfahren angewandt werden, und zwar unter der Bedingung, dass das
angewandte Clean-up-Verfahren fiir die analysierte Matrix zu vergleich-
baren Analyseergebnissen fithrt wie das in der Methode genannte Ver-
fahren.

3. Anzahl der Bestimmungen

Bei der Analyse auf unerwiinschte Stoffe sind — sofern das Ergebnis der
ersten Bestimmung deutlich (> 50 %) unter dem zu kontrollierenden
Sollwert liegt — keine weiteren Bestimmungen erforderlich, voraus-
gesetzt, dass die geeigneten Qualititsverfahren angewandt werden. In
anderen Fillen ist eine Zweitanalyse (Zweitbestimmung) erforderlich,
um eine interne Kreuzkontamination oder ein versehentliches Vertau-
schen der Proben auszuschlieen. Fiir die weitere Bewertung wird der
Mittelwert der beiden Bestimmungen herangezogen.

Bei der Kontrolle des Mindest- oder Hochstgehalts an Futtermittelzusatz-
stoffen sind — sofern das Ergebnis der Erstbestimmung tiber dem Min-
destgehalt bzw. unter dem Hochstgehalt liegt — keine weiteren Bestim-
mungen erforderlich, vorausgesetzt, dass die geeigneten Qualitdtsverfah-
ren angewandt werden. In anderen Fillen ist eine Zweitanalyse (Zweit-
bestimmung) erforderlich, um eine interne Kreuzkontamination oder ein
versehentliches Vertauschen der Proben auszuschlieen. Fiir die weitere
Bewertung wird der Mittelwert der beiden Bestimmungen herangezogen.

Bei der Kontrolle des angegebenen Gehalts an einem Stoff oder einer
Zutat sind — sofern das Ergebnis der Erstbestimmung den angegebenen
Gehalt bestitigt, d. h., wenn das Analyseergebnis innerhalb des akzepta-
blen Toleranzbereichs fiir den angegebenen Gehalt liegt — keine wei-
teren Bestimmungen erforderlich, vorausgesetzt, dass die geeigneten
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Qualitdtsverfahren angewandt werden. In anderen Fillen ist eine Zweit-
analyse (Zweitbestimmung) erforderlich, um eine interne Kreuzkontami-
nation oder ein versehentliches Vertauschen der Proben auszuschlieen.
Der Mittelwert der beiden Bestimmungen wird fiir die weitere Bewertung
herangezogen (das durchschnittliche Analyseergebnis liegt innerhalb des
akzeptablen Toleranzbereichs fiir den angegebenen Gehalt oder nicht).

In einigen Féllen ist der akzeptable Toleranzbereich in Rechtsvorschrif-
ten definiert, beispielsweise in der Verordnung (EG) Nr. 767/2009 und
der Verordnung (EU) 2019/4 des Europdischen Parlaments und des Ra-
tes (1).

4. Berichterstattung iiber die angewandte Analysemethode

Im Analysebericht ist anzugeben, welche Analysemethode angewandt
wurde.

5. Bericht iiber die Analyseergebnisse

Das Ergebnis ist gemadl den Anweisungen in der Analysemethode mit
einer angemessenen Zahl an signifikanten Ziffern anzugeben und, falls
notig, auf den Feuchtigkeitsgehalt der Endprobe vor deren Vorbereitung
umzurechnen.

Die meisten in den EU-Rechtsvorschriften fiir Futtermittel definierten
Gehalte (z. B. Hochstgehalt, Mindestgehalt) wurden in Bezug auf Fut-
termittel mit einem Feuchtigkeitsgehalt von 12 % festgelegt. Um das in
der Probe gemessene Analyseergebnis gemafl dem vorgeschriebenen Ge-
halt bewerten zu konnen, muss das Analyseergebnis in diesen Féllen
zundchst durch den Trockenmassegehalt der Probe (in %), multipliziert
mit 88, dividiert werden, wie in der folgenden Formel angegeben:

R o 88 x Rana
2% 7100 - Me
Dabei gilt:
Mec: Feuchtigkeitsgehalt der Probe (in %). 100 — Mc entspricht

somit dem Trockenmassegehalt der Probe (in %).
Rona: in der Probe gemessenes Analyseergebnis

R;> o+ Ergebnis bei einem Futtermittel mit einem Feuchtigkeitsgehalt
von 12 %; anhand des vorgeschriebenen Gehalts zu bewerten.

Wenn dariiber hinaus die folgenden Bedingungen erfiillt sind:

— das Ergebnis der Analyse liegt signifikant (> 50 %) iiber oder unter
den zu kontrollierenden Angaben/dem zu kontrollierenden Sollwert in
der Kennzeichnung (je nachdem, ob es sich bei den Informationen/
dem Sollwert in der Kennzeichnung um einen Hochst- oder Mindest-
gehalt handelt);

— der Feuchtigkeitsgehalt des beprobten Futtermittels ist bekannt und es
kann bestimmt werden, dass die Berichtigung um den Feuchtigkeits-
gehalt die Bewertung nicht dndert;

dann kann die Berichtigung um den Feuchtigkeitsgehalt — sofern sie
nicht fiir die Interpretation erforderlich ist — entfallen (z. B. in
Fillen, in denen es keinen Sollwert oder vorgeschriebenen Gehalt
gibt), unter der Voraussetzung, dass die geeigneten Qualitdtsverfahren
angewandt werden und die Analyse lediglich dem Zweck der Uber-
prifung der Einhaltung der Rechtsvorschriften dient.

Wird das Analyseergebnis um den Feuchtigkeitsgehalt korrigiert, muss
die entsprechende Messunsicherheit im gleichen Verfahren ebenfalls kor-
rigiert werden.

(") Verordnung (EU) 2019/4 des Européischen Parlaments und des Rates vom 11. Dezember

2018 iiber die Herstellung, das Inverkehrbringen und die Verwendung von Arzneifut-
termitteln, zur Anderung der Verordnung (EG) Nr. 183/2005 des Europiischen Par-
laments und des Rates sowie zur Authebung der Richtlinie 90/167/EWG des Rates
(ABL. L 4 vom 7.1.2019, S. 1).
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Bei der Bestimmung von Mutterkorn oder schéddlichen botanischen Ver-
unreinigungen durch Sichtpriifung oder mikroskopischen Untersuchung
ist eine Berichtigung um den Feuchtigkeitsgehalt nicht erforderlich.

6. Analysemessunsicherheit und Wiederfindungsrate bei der Analyse
auf unerwiinschte Stoffe

Hinsichtlich unerwiinschter Stoffe im Sinne der Richtlinie 2002/32/EG
erfiillt ein zur Verfiitterung bestimmtes Erzeugnis die Bestimmung be-
ziiglich des festgelegten Hochstgehalts nicht, wenn das aus einem Mittel-
wert aus zwei unabhédngigen Bestimmungen bestehende Analyseergebnis,
bezogen auf ein Futtermittel mit einem Feuchtigkeitsgehalt von 12 %,
unter Beriicksichtigung der erweiterten Analysemessunsicherheit bei An-
wendung eines Erweiterungsfaktors von 2, der zu einem Konfidenz-
niveau von ca. 95 % fiihrt, und bei Berichtigung um die Wiederfindungs-
rate den Hochstgehalt tiberschreitet. Dies bedeutet, dass zur Beurteilung
der Einhaltung der Hochstgehalte die gemessene Konzentration — nach
Berichtigung um die Wiederfindungsrate und nach Abzug der erweiterten
Analysemessunsicherheit — herangezogen wird. Dieses Verfahren wird
nur dann angewandt, wenn die Analysemethode die Schétzung der er-
weiterten Analysemessunsicherheit und die Berichtigung um die Wieder-
findungsrate erméglicht (z. B. nicht erforderlich bei Sichtpriifung/mikro-
skopischer Untersuchung).

Uberschreitet das Analyseergebnis der zu Verteidigungszwecken entnom-
menen Probe den Hochstgehalt (ohne Beriicksichtigung der erweiterten
Analysemessunsicherheit), bestétigt dies die anhand der Kontrollprobe
festgestellte Nichteinhaltung, sofern keine spezifischen nationalen Vor-
schriften diesbeziiglich bestehen.

Das Analyseergebnis ist wie folgt festzuhalten (soweit die angewandte
Analysemethode die Schitzung der erweiterten Analysemessunsicherheit
ermdglicht):

a) Berichtigung um die Wiederfindungsrate, wenn dies angebracht und
sinnvoll ist; falls berichtigt, muss dies angegeben werden. Die Wie-
derfindungsrate ist anzugeben, es sei denn, eine intrinsische Bias-
Korrektur ist Teil des Verfahrens, wobei die Verzerrung die Differenz
zwischen dem Messwert und der Referenzkonzentration ist. Eine Be-
richtigung um die Wiederfindungsrate ist nicht erforderlich, wenn
letztere 90-110 % betragt;

b) als ,x +/— U“, wobei x das Analyseergebnis und U die erweiterte
Analysemessunsicherheit bezeichnet und ein Erweiterungsfaktor von
2 (") verwendet wird, der zu einem Konfidenzniveau von ca. 95 %
fiihrt.

Liegt jedoch das Analyseergebnis deutlich (> 50 %) unter dem zu kon-
trollierenden Sollwert — und unter der Bedingung, dass die geeigneten
Qualititsverfahren angewandt werden und die Analyse lediglich dem
Zweck der Uberpriifung der Einhaltung der Rechtsvorschriften dient —,
konnen die Angabe der Wiederfindungsrate und der erweiterten Analyse-
messunsicherheit entfallen (etwa wenn kein Sollwert oder vorgeschriebe-
ner Gehalt besteht), sofern die Messunsicherheit nicht fiir die Interpreta-
tion erforderlich ist.

7. Analysemessunsicherheit und Wiederfindungsrate bei der Analyse
des Gehalts an Futtermittelzusatzstoffen

Bei der Uberpriifung der Einhaltung des zulissigen Mindest- und Hochst-
gehalts an Futtermittelzusatzstoffen gelten der festgelegte Mindest- und
Hochstgehalt eines Futtermittelzusatzstoffs als nicht eingehalten, wenn
das aus einem Mittelwert aus zwei unabhidngigen Bestimmungen beste-
hende Analyseergebnis bezogen auf ein Futtermittel mit einem Feuchtig-
keitsgehalt von 12 %:

— den Hochstgehalt unter Beriicksichtigung der erweiterten Analysemes-
sunsicherheit und der Berichtigung um die Wiederfindungsrate iiber-
schreitet. Zur Beurteilung der Einhaltung der Hochstgehalte wird die

(") Das Konfidenzniveau von 95 % kann durch Verwendung eines anderen Faktors, wie
dem t-Faktor, erreicht werden.
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gemessene Konzentration (d. h. der Mittelwert zweier Bestimmun-
gen) — nach Berichtigung um die Wiederfindungsrate und nach Abzug
der erweiterten Analysemessunsicherheit — herangezogen.

— den Mindestgehalt unter Beriicksichtigung der erweiterten Analyse-
messunsicherheit und der Berichtigung um die Wiederfindungsrate
unterschreitet. Zur Beurteilung der Einhaltung der Hochstgehalte
wird die gemessene Konzentration (d. h. der Mittelwert zweier Be-

stimmungen) — nach Berichtigung um die Wiederfindungsrate und
nach Addieren der erweiterten Analysemessunsicherheit — heran-
gezogen.

Uberschreitet das Analyseergebnis der zu Verteidigungszwecken entnom-
menen Probe den Hochstgehalt (ohne Beriicksichtigung der erweiterten
Analysemessunsicherheit), bestitigt dies die anhand der Kontrollprobe
festgestellte Nichteinhaltung, sofern keine spezifischen nationalen Vor-
schriften diesbeziiglich bestehen.

Das Analyseergebnis ist wie folgt festzuhalten (soweit die angewandte
Analysemethode die Schitzung der erweiterten Analysemessunsicherheit
ermoglicht):

a) Berichtigung um die Wiederfindungsrate, wenn dies angebracht und
sinnvoll ist; falls berichtigt, muss dies angegeben werden. Die Wie-
derfindungsrate ist anzugeben, es sei denn, eine intrinsische Bias-
Korrektur ist Teil des Verfahrens, wobei die Verzerrung die Differenz
zwischen dem Messwert und der Referenzkonzentration ist. Eine Be-
richtigung um die Wiederfindungsrate ist nicht erforderlich, wenn
letztere 90-110 % betragt;

b) als ,x +/— U*“, wobei x das Analyseergebnis und U die erweiterte
Analysemessunsicherheit bezeichnet und ein Faktor von 2 (') verwen-
det wird, der zu einem Konfidenzniveau von ca. 95 % fiihrt.

(") Das Konfidenzniveau von 95 % kann durch Verwendung eines anderen Faktors, wie

dem t-Faktor, erreicht werden.
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ANHANG 111

ANALYSEMETHODEN ZUR UNTERSUCHUNG DER ZUSAMMENSET-
ZUNG VON FUTTERMITTEL-AUSGANGSERZEUGNISSEN  UND

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

"

MISCHFUTTERMITTELN

A. BESTIMMUNG DES FEUCHTIGKEITSGEHALTS
Zweck und Anwendungsbereich

Mit der Methode ldsst sich der Feuchtigkeitsgehalt von Futtermitteln
bestimmen. Bei Futtermitteln, die fliichtige Stoffe wie z. B. organische
Sduren enthalten, ist zu beachten, dass zusammen mit dem Feuchtig-
keitsgehalt auch eine bedeutende Anzahl an fliichtigen Stoffen be-
stimmt wird.

Sie betrifft nicht die Untersuchung von Milcherzeugnissen als Futter-
mittel-Ausgangserzeugnisse und von Mischfuttermitteln, die liberwie-
gend aus Milcherzeugnissen bestehen, die Untersuchung von tierischen
und pflanzlichen Fetten und Olen oder die Untersuchung von Olsaaten
und Olftiichten.

Die Bestimmung des Feuchtigkeitsgehalts bei Olsaaten muss nach dem
Verfahren gemidfl EN ISO 665 — Bestimmung des Feuchtegehaltes
und des Gehaltes an fliichtigen Bestandteilen — erfolgen, wobei Soja-
bohnen vor der Bestimmung des Feuchtigkeitsgehalts zu zermahlen
sind.

Prinzip

Die Probe wird unter definierten Bedingungen getrocknet, die von der
Art des Futtermittels abhidngen. Der Gewichtsverlust wird durch Wie-
gen bestimmt. Bei festen Futtermitteln mit einem hohen Feuchtigkeits-
gehalt ist eine zusitzliche Vortrocknung erforderlich.

Gerite

Zerkleinerungsgerit aus einem Material, das keine Feuchtigkeit absor-
biert, leicht zu reinigen ist, eine schnelle und gleichméBige Zerkleine-
rung ermoglicht, ohne eine merkliche Erwdrmung hervorzurufen, das
so weit wie moglich den Kontakt mit der AuBenluft verhindert und den
unter Nummer 4.1.1 und 4.1.2 gestellten Anforderungen entspricht
(z. B. Mikroschlagkreuzmiihlen, Mikrozerkleinerer mit Wasserkiihlung,
zerlegbare Kegelmiihlen, langsam laufende Kegelmiihlen oder Zahn-
scheibenmiihlen).

Analysenwaage, Genauigkeit 1 mg.

Trockene Gefdfle aus korrosionsbestandigem Metall oder Glas, mit
luftdicht schlieBenden Deckeln; die Nutzfliche muss eine Verteilung
der Analysenprobe von ca. 0,3 g/em® ermdglichen.

Elektrisch beheizter, temperaturgeregelter Trockenschrank (+ 2 °C), der
eine schnelle Regelung der Temperatur gewéhrleistet und eine gute
Liiftung besitzt (1).

Elektrisch beheizter regulierbarer Vakuumtrockenschrank mit einer Ol-
pumpe, der entweder mit einer Vorrichtung fiir die Zufuhr warmer und
getrockneter Luft oder mit einem Trocknungsmittel (z. B. Calciumoxid)
ausgestattet ist.

Exsikkator mit dicker, perforierter Platte aus Metall oder Porzellan, der
ein wirksames Trocknungsmittel enthélt.

Fiir die Trocknung von Getreide, Mehl, Griitze und Griel muss der Trockenschrank eine

Wirmekapazitit haben, mit der er nach Beladung mit der Héchstzahl gleichzeitig zu
trocknender Analysenproben die voreingestellte Temperatur von 131 °C in weniger als
45 min wieder erreicht. Die Liiftung muss so beschaffen sein, dass die Ergebnisse nach
2-stiindiger Trocknung einer sein gesamtes Fassungsvermogen auslastenden Anzahl an
Weichweizenproben von den Ergebnissen nach 4-stiindiger Trocknung um weniger als
0,15 % abweichen.
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4.1.

4.1.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

Verfahren

Anmerkung: Die Verfahren, die in diesem Abschnitt beschrieben wer-
den, miissen unverziiglich nach dem Offnen der Packun-
gen, die die Proben enthalten, durchgefiihrt werden. Die
Analysen sind mindestens doppelt auszufiihren.

Vorbereitung

Futtermittel, auBler den wunter Nummer 4.1.2
und 4.1.3 genannten

Mindestens 50 g der Probe werden entnommen und erforderlichenfalls
unter Vermeidung von Feuchtigkeitsinderungen entsprechend zerklei-
nert oder geteilt (siche Nummer 6).

Getreide und Griitze

Mindestens 50 g der Probe werden entnommen Diese Menge wird so
zermahlen, dass zumindest 50 % der Teilchen durch ein Sieb mit einer
Maschenweite von 0,5 mm passiert werden konnen und dass beim
Passieren durch ein Rundlochsieb mit einem Lochdurchmesser von
1 mm ein Riickstand von hochstens 10 % verbleibt.

Flissige oder breiige Futtermittel; Futtermittel,
die iberwiegend aus Olen und Fetten bestehen

Etwa 25 g der Probe, auf 10 mg genau gewogen, werden entnommen,
mit einer entsprechenden, auf 10 mg genau gewogenen Menge wasser-
freiem Sand vermischt, bis ein homogenes Produkt entsteht.

Trocknung

Ein Gefdl (Nummer 3.3) wird mit seinem Deckel im auf 103 °C
eingestellten Trockenschrank 30 min + 1 min lang getrocknet. Es
wird aus dem Trockenschrank genommen und im Exsikkator (Num-
mer 3.6) auf Umgebungstemperatur abkiihlen gelassen.

Futtermittel, auBer den wunter Nummer 4.2.2
und 4.2.3 genannten

Das Gefal3 wird mit seinem Deckel auf 1 mg genau gewogen. Etwa 5 g
der Probe werden auf 1 mg genau in das tarierte Gefdl eingewogen
und gleichmiBig verteilt. Das Gefdll wird ohne Deckel in den auf 103 °
C vorgeheizten Trockenschrank gestellt. Damit die Temperatur des
Trockenschranks nicht zu stark abfillt, ist das Gefdl moglichst rasch
hineinzustellen. Es wird 4 h lang getrocknet, wobei die Trocknungszeit
von dem Zeitpunkt an gerechnet wird, an dem die Temperatur im
Trockenschrank erneut 103 °C erreicht hat. Nach Offnen des Trocken-
schranks wird das Gefal3 sofort wieder mit dem Deckel verschlossen,
aus dem Schrank genommen, zum Abkiihlen 30 bis 45 min lang in den
Exsikkator (Nummer 3.6) gestellt und anschlieBend auf 1 mg genau
gewogen.

Bei Futtermitteln, die iiberwiegend (> 50 %) aus Olen und Fetten
tierischen und pflanzlichen Ursprungs bestehen, wird eine zusitzliche
Trocknung von 30 min im Trockenschrank bei 103 °C vorgenommen.
Der Unterschied zwischen den beiden Wigeergebnissen darf hochstens
0,1 % Feuchtigkeit betragen.

Getreide, Mehl, Griitze und Griel}

Das Gefdll wird mit seinem Deckel auf 0,5 mg genau gewogen. Etwa
5 g der zerkleinerten Probe werden auf 1 mg genau in das tarierte
Gefdll eingewogen und gleichméBig verteilt. Das Gefd3 wird ohne
Deckel in den auf 130 °C vorgeheizten Trockenschrank gestellt. Damit
die Temperatur des Trockenschranks nicht zu stark abfillt, ist das
Gefd3 moglichst rasch hineinzustellen. Es wird 2 h lang getrocknet,
wobei die Trocknungszeit von dem Zeitpunkt an gerechnet wird, an
dem die Temperatur im Trockenschrank erneut 130 °C erreicht hat.
Nach Offnen des Trockenschranks wird das GefiB sofort wieder mit
dem Deckel verschlossen, aus dem Schrank genommen, zum Abkiihlen
30 bis 45 min lang in den Exsikkator (Nummer 3.6) gestellt und an-
schlieffend auf 1 mg genau gewogen.
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4.2.3.

4.3.

Mischfuttermittel mit einem Saccharose- oder
Lactosegehalt von mehr als 4 %: Futtermittel-Aus-
gangserzeugnisse wie z. B. Johannisbrotschrot,
hydrolysierte Getreideerzeugnisse, Malzkeime,
Zuckerribenschnitzel, Fisch- und Zuckerpress-
sdafte

Das Gefdfl wird mit seinem Deckel auf 0,5 mg genau gewogen. Etwa
5 g der Probe werden auf 1 mg genau in das tarierte Gefdl eingewogen
und gleichmaBig verteilt. Das Gefdl wird ohne Deckel in den auf 80
bis 85 °C vorgeheizten Vakuumtrockenschrank (Nummer 3.5) gestellt.
Damit die Temperatur des Trockenschranks nicht zu stark abfallt, ist
das Gefall moglichst rasch hineinzustellen.

Der Druck wird auf 100 Torr eingestellt. Die Probe wird 4 h lang bei
diesem Druck entweder unter Zufuhr von heifler trockener Luft oder
mittels eines Trocknungsmittels (etwa 300 g fiir 20 Proben) getrocknet.
Im letzteren Fall wird beim Erreichen des vorgeschriebenen Drucks die
Verbindung zur Vakuumpumpe unterbrochen. Die Trocknungszeit wird
von dem Zeitpunkt an gerechnet, an dem die Temperatur im Trocken-
schrank erneut 80 bis 85 °C erreicht hat. Nach Ablauf der Trocknungs-
zeit wird der Trockenschrank vorsichtig wieder auf atmosphérischen
Druck gebracht. Nach Offnen des Trockenschranks wird das GefiB
sofort wieder mit dem Deckel verschlossen, aus dem Schrank genom-
men, zum Abkiihlen 30 bis 45 min lang in den Exsikkator (Nummer
3.6) gestellt und anschlieBend auf 1 mg genau gewogen. Es wird im
Vakuumtrockenschrank weitere 30 min bei 80 bis 85 °C getrocknet und
erneut gewogen. Der Unterschied zwischen den beiden Wageergebnis-
sen darf hochstens 0,1 % Feuchtigkeit betragen.

Vortrocknung (Teiltrocknung)

,Nasse® Futtermitte] mit einem Massenanteil von weniger als 85 %
Trockenmasse (z. B. Griinfutter, Gesamtmischrationen, (nicht)fliissige
Futtermittel) miissen vor dem Feinzermahlen teilgetrocknet werden, um
ihre stabilen Stoffe untersuchen zu konnen; bei instabilen Stoffen ist
keine Teiltrocknung mdglich.

Die Teiltrocknung kann entweder mithilfe eines Trockenschranks mit
Luftumwélzung oder eines Mikrowellengerits oder durch Gefriertrock-
nen erfolgen. Aufler beim Teiltrocknen durch Gefriertrocknen geht es
darum, das Futtermittel zu trocknen und gleichzeitig die Probentem-
peratur unter 60 °C zu halten, damit die chemische Zusammensetzung
nur minimal beeintrichtigt wird. Eine Trocknung bei Temperaturen
iber 60 °C fiihrt zu chemischen Verdnderungen im Futter (z. B. Pro-
teinabbau). Das getrocknete Futtermittel wird bei Raumtemperatur
15 min lang &quilibriert, anschlieBend wird die teilgetrocknete Masse
gemessen, um eine potenzielle Verdnderung des Feuchtigkeitsgehalts,
die wihrend des Zermahlens und der Lagerung auftreten kann, so
gering wie moglich zu halten. Beim Trocknen bei Temperaturen unter
60 °C wird dem Futtermittel nicht das gesamte Wasser entzogen; daher
lasst sich mithilfe der (ersten) Teiltrocknung nicht die Gesamttrocken-
masse des Futtermittels bestimmen. Nach dem Trocknen wird die Teil-
probe zermahlen und im Rahmen der Bestimmung der anderen che-
mischen Bestandteile auf die (endgiiltige) Trockenmasse der teil-
getrockneten Probe untersucht (3-15 % Restfeuchte).

Daher wird zur Bestimmung der Trockenmasse ein zweistufiges Ver-
fahren empfohlen. Zunéchst wird der Gehalt der teilgetrockneten Masse
bestimmt (bei weniger als 85 % Trockenmasse), dann wird der ver-
bleibende Trockenmassegehalt anhand einer zermahlenen Analysen-
probe bestimmt und die teilgetrocknete Masse wird mit der verblei-
benden Trockenmasse multipliziert, um den Gesamttrockenmassegehalt
zu bestimmen.

Berechnung der Ergebnisse

Der Feuchtigkeitsgehalt (X) der Probe als Prozentsatz wird nach fol-
genden Formeln berechnet:
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5.1. Trocknung ohne Vortrocknung

X = (m) % 100
m

wobei:
m = Anfangsgewicht der Analysenprobe in g,
my = Gewicht der trockenen Analysenprobe in g.

5.2. Trocknung mit Vortrocknung (')

- X 100 X
X, = <mzmo)m1+m_ml} oo (1_ u)
my m m X my

wobei:
m = Anfangsgewicht der Analysenprobe in g,
m; = Gewicht der Analysenprobe nach der Vortrocknung in g,

m, = Gewicht der Analysenprobe nach der Zerkleinerung oder dem
Zermahlen in g,

my = Gewicht der trockenen Analysenprobe in g.

5.3. Wiederholbarkeit

Die Differenz zwischen den Ergebnissen zweier paralleler Bestimmun-
gen an ein und derselben Probe darf 0,2 % Feuchtigkeit (absolut) nicht
iberschreiten, auller bei Nassfutter fiir Heimtiere und Kauspielzeug fiir
Hunde, wo die Differenz 0,5 % Feuchtigkeit (absolut) nicht iiberschrei-
ten darf.

6. Bemerkung

Wenn eine Zerkleinerung sich als notwendig erweist und dabei mit
einer Anderung des Feuchtigkeitsgehalts des Materials gerechnet wer-
den muss, so sind die Analyseergebnisse, die die Bestandteile des
Futtermittels betreffen, auf den Feuchtigkeitsgehalt der Originalprobe
umzurechnen.

B. BESTIMMUNG DES FEUCHTIGKEITSGEHALTS IN TIERISCHEN UND
PFLANZLICHEN FETTEN UND OLEN

1. Zweck und Anwendungsbereich

Mit der Methode lédsst sich der Gehalt an Wasser und fliichtigen Stof-
fen in tierischen und pflanzlichen Fetten und Olen bestimmen.

2. Prinzip

Die Probe wird bei 103 °C getrocknet, bis kein Gewichtsverlust mehr
eintritt (der Gewichtsverlust zwischen 2 aufeinanderfolgenden Wigun-
gen darf 1 mg nicht iberschreiten). Der Gewichtsverlust wird durch
Wiegen bestimmt.

3. Geriite

3.1. Schale mit flachem Boden, aus korrosionsbestindigem Material,
Durchmesser: 8 bis 9 cm, Hohe ca. 3 cm.

3.2. Thermometer mit verstirkter Kugel und Ausdehnungsraum am oberen
Ende, von ca. 80 bis mindestens 110 °C graduiert, Lange ca. 10 cm.

3.3. Sandbad oder elektrische Heizplatte.

(") Zur Berechnung im Einzelnen wird verwiesen auf EN ISO 6498 — Futtermittel —
Leitfaden fiir die Probenvorbereitung.



02009R0152 — DE — 14.05.2025 — 010.001 — 26

3.4. Exsikkator, der ein wirksames Trocknungsmittel enthilt.
3.5. Analysenwaage.
4. Verfahren

Etwa 20 g der homogenisierten Probe werden auf 1 mg genau in die
trockene, gewogene Schale (Nummer 3.1.) eingewogen, die das Ther-
mometer (Nummer 3.2) enthélt, und auf dem Sandbad oder der elek-
trischen Heizplatte (Nummer 3.3) unter stindigem Riithren mit dem
Thermometer so erhitzt, dass in ca. 7 min eine Temperatur von 90 °
C erreicht wird

Entsprechend der Héufigkeit, mit der Gasblasen vom Boden der Schale
aufsteigen, wird die Heizintensitit verringert. Die Temperatur darf
105 °C nicht tberschreiten. Unter stindigem Abkratzen des Bodens
der Schale wird weiter umgeriihrt, bis sich keine Blasen mehr bilden.

Um sicherzustellen, dass keine Feuchtigkeit mehr vorhanden ist, wird
mehrmals auf 103 °C + 2 °C erhitzt und zwischen aufeinanderfolgen-
den Erhitzungen jeweils auf 93 °C gekiihlt. Anschlieend wird bis zur
Raumtemperatur im Exsikkator (Nummer 3.4) abkiihlen gelassen und
gewogen. Dieses Verfahren ist so oft zu wiederholen, bis der Gewichts-
verlust zwischen 2 aufeinanderfolgenden Wégungen 2 mg nicht mehr
iiberschreitet.

Anmerkung: Eine Gewichtserhdhung der Probe nach wiederholter Er-
warmung zeigt eine Oxidation des Fettes an. In diesem
Fall wird der Berechnung das Ergebnis der Wigung zu-
grunde gelegt, die unmittelbar vor dem Auftreten der
Gewichtszunahme ausgefiihrt wurde.

5. Berechnung der Ergebnisse

Der Feuchtigkeitsgehalt (X) der Probe als Prozentsatz wird nach fol-
gender Formel berechnet:

100
X = (m1 7"’!2) X —
m

wobei:

m = Probeneinwaage in g,

m; = Gewicht der Schale mit Inhalt in g vor dem Erhitzen,
m, = Gewicht der Schale mit Inhalt in g nach dem Erhitzen.

Ergebnisse unter 0,05 % sollten mit der Bezeichnung ,,weniger als
0,05 %" angegeben werden.
Wiederholbarkeit

Die Differenz zwischen den Ergebnissen zweier paralleler Bestimmun-
gen an ein und derselben Probe darf 0,1 % Feuchtigkeit (absolut) nicht
iiberschreiten.

C. BESTIMMUNG DES STICKSTOFFGEHALTS UND BERECHNUNG DES
ROHPROTEINGEHALTS

1. Zweck und Anwendungsbereich

Mit der Methode ldsst sich der Rohproteingehalt von Futtermitteln
anhand des nach Kjeldahl bestimmten Stickstoffgehalts (') bestimmen.

(") Der Gehalt an N lésst sich in allen Futtermitteln bestimmen, nur ldsst sich der Umrech-

nungsfaktor 6,25 zur Berechnung des Rohproteingehalts moglicherweise nicht auf Fut-
termittel-Ausgangserzeugnisse aus Insekten (niedrigerer Umrechnungsfaktor) und be-
stimmtes Heimtierfutter und bestimmte Blutplasmaproteine (héherer Umrechnungsfak-
tor) anwenden.
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

Prinzip

Die Probe wird durch Schwefelsdure in Anwesenheit eines Katalysators
aufgeschlossen. Der saure Aufschluss wird durch eine Natriumhydro-
xidlosung alkalisiert. Das Ammoniak wird durch Destillation abge-
trennt und in einer definierten Menge Schwefelsdure aufgefangen, de-
ren Uberschuss durch eine Standard-Natriumhydroxidlosung titriert
wird.

Alternativ wird das freigesetzte Ammoniak in iiberschiissiger Borsdu-
relosung destilliert, gefolgt von einer Titration mit Salz- oder Schwe-
felsdureldsung.

Reagenzien

Kaliumsulfat.

Katalysator: Kupfer(Il)-oxid, CuO, oder Kupfer(Il)-sulfatpentahydrat,
CuSO4 5H20.

Zinkgranulat.

Schwefelsdure, p20 = 1,84 g/ml.

Schwefelsdure, volumetrische Standardlosung, ¢(H,SO4) = 0,25 mol/l.
Schwefelsdure, volumetrische Standardlosung, ¢(H,SO4) = 0,10 mol/l.
Schwefelsdure, volumetrische Standardlosung, ¢(H,SO4) = 0,05 mol/l.

Methylrot-Indikator: 300 mg Methylrot werden in 100 ml Ethanol (¢ =
95 bis 96 %) gelost.

Natriumhydroxidlosung (Verwendung technischer Qualitdt moglich),
£ =40 g/100 ml (40 %).

Natriumhydroxid,  volumetrische  Standardlosung, c(NaOH)
0,25 mol/l.

Natriumhydroxid, = volumetrische  Standardlésung, c¢(NaOH) =
0,10 mol/l.

Bimssteinkorner, mit Salzsdure gewaschen und gegliiht.
Acetanilid (Schmelzpunkt = 114 °C, N-Gehalt = 10,36 %).
Saccharose (stickstofffrei).

Borsédure (H;BO3).

Methylrot-Indikatorlosung: 100 mg Methylrot werden in 100 ml Etha-
nol oder Methanol geldst.

Bromkresolgriinlosung: 100 mg Bromkresolgrin werden in 100 ml
Ethanol oder Methanol gelost.

Borsdurelosung (10 bis 40 g/l in Abhéngigkeit vom eingesetzten Gerét)

Bei einer kolorimetrischen Endpunktbestimmung sind der Borsdureld-
sung Methylrot- und Bromkresolindikatoren zuzufiigen. Wird 1 1 Bor-
sdurelosung zubereitet, sind vor dem Auffiillen zur Marke 7 ml Me-
thylrot-Indikatorlosung (Nummer 3.16) und 10 ml Bromkresolgriinlo-
sung (Nummer 3.17) zuzufiigen.

In Abhéngigkeit von dem verwendeten Wasser kann sich der pH-Wert
von einer Borsdurelosung zur anderen unterscheiden. Der pH-Wert der
Borsédurelosung muss zwischen 4,3 und 4,7 liegen. Héaufig ist eine
Einstellung des pH-Werts mithilfe einer geringen Menge Alkali erfor-
derlich, um eine positive Blindprobe zu erhalten.
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5.2.

5.2.1.

5.2.2.

Anmerkung: Eine Zugabe von rund 3 ml bis 4 ml NaOH (Num-
mer 3.11) zu 1 1 Borsdure von 10 g/l fiihrt in der Regel
zu guten Einstellungen. Die Losung ist bei Raumtempera-
tur aufzubewahren und wiéhrend der Aufbewahrung vor
Lichteinfall und Ammoniakddmpfen zu schiitzen.

Salzsdure, volumetrische Standardlésung, ¢(HCI) = 0,10 mol/lL.

Anmerkung: Andere Konzentrationen volumetrischer Losungen (Num-
mer 3.5, 3.6, 3.7, 3.10, 3.11 und 3.19) konnen verwendet
werden, sofern die Berechnungen entsprechend berichtigt
werden. Die Konzentrationen sind stets auf 4 Dezimal-
stellen genau anzugeben.

Gerite

Fiir Aufschluss, Destillation und Titration nach dem Kjeldahl-Verfah-
ren geeignete Gerite.

Verfahren
Aufschluss

Von der Probe wird 1 g auf 0,001 g genau gewogen und in den Kolben
des Aufschlussgerits gegeben. AnschlieBend werden 15 g Kaliumsulfat
(Nummer 3.1), eine geeignete Katalysatormenge (Nummer 3.2) (0,3 bis
0,4 g Kupfer(Il)-oxid oder 0,9 bis 1,2 g Kupfer(II)-sulfatpentahydrat),
25 ml Schwefelsdure (Nummer 3.4) und ggf. einige Bimssteinkdrnchen
(Nummer 3.12) zugesetzt und vermischt.

Der Kolben wird, wenn notwendig, unter regelmdfigem Schwenken
zundchst méBig erhitzt, bis die Substanz verkohlt ist und das Schdumen
aufgehort hat. Dann wird die Fliissigkeit stirker erhitzt und gleich-
mafig am Sieden gehalten. Bei korrekter Erhitzung kondensiert die
siedende Siure auf der Kolbenwand. Ein Uberhitzen der Kolbenwinde
und Ansetzen organischer Partikel ist zu vermeiden.

Sobald die Losung klar ist und sich hellgriin farbt, wird sie noch
weitere 2 h am Sieden gehalten und danach abkiihlen gelassen.

Destillation

Es wird vorsichtig so viel Wasser zugegeben, dass die Sulfate voll-
stindig gelost werden. Nach dem Abkiihlen werden ggf. einige Korner
Zinkgranulat (Nummer 3.3) zugesetzt. Es wird entweder gemadfl Num-
mer 5.2.1 oder 5.2.2 weiterverfahren.

Destillation von Schwefelsdure

In den Auffangkolben des Destillationsapparats werden je nach dem zu
erwartenden Stickstoffgehalt genau 25 ml Schwefelsdure (Nummer 3.5
oder 3.7) gebracht und einige Tropfen Methylrot-Indikator (Num-
mer 3.8) hinzugefiigt.

Der Aufschlusskolben wird mit dem Kiihler des Destillationsapparats
verbunden und das Ende des Kiihlers mindestens 1 cm tief in die
Fliissigkeit des Auffangkolbens gesenkt (siche Bemerkung 8.3). Dann
werden 100 ml Natriumhydroxidlosung (Nummer 3.9) langsam in den
Aufschlusskolben eingefiillt, wobei kein Ammoniak entweichen darf
(siche Bemerkung 8.1). Der Kolben wird so lange erhitzt, bis alles
Ammoniak iiberdestilliert ist.

Destillation von Borsédure

Wird der Ammoniakgehalt des Destillats von Hand titriert, findet das
im Folgenden beschriebene Verfahren Anwendung. Bei einem voll
automatisierten Destilliergerit, das auch die Titration des Ammoniak-
gehalts des Destillats vornimmt, ist die Betriebsanleitung des Herstel-
lers zu befolgen.
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5.3.

5.4.

Ein Auffangkolben mit 25 bis 30 ml Borsdurelosung (Nummer 3.18)
wird so unter den Ablauf des Kiihlers gestellt, dass sich das Ablaufrohr
unter der Oberfliche der iiberschiissigen Borsdurelosung befindet. Das
Destilliergerat wird so eingestellt, dass es 50 ml Natriumhydroxidlo-
sung (Nummer 3.9) abgibt. Die Bedienung des Destilliergerits erfolgt
entsprechend den Anleitungen des Herstellers. AnschlieBend wird das
durch die Zugabe der Natriumhydroxidlosung freigesetzte Ammoniak
abdestilliert. Das Destillat wird in der Borsdure (Auffangsidure) auf-
gefangen. Die Destillatmenge (Dauer der Dampfdestillation) héangt
von der in der Probe enthaltenen Menge Stickstoff ab. Hierbei sind
die Anleitungen des Herstellers zu befolgen.

Anmerkung: In einem halbautomatischen Destilliergerédt erfolgen die
Zugabe von iberschiissigem Natriumhydroxid und die
Dampfdestillation automatisch.

Titration

Es wird entweder gemdl Nummer 5.3.1 oder 5.3.2 weiterverfahren.

Schwefelsdure

Die iiberschiissige Schwefelsdure im Auffangkolben wird mit Natrium-
hydroxidlosung (Nummer 3.10 oder 3.11) in Abhédngigkeit von der
Konzentration der verwendeten Schwefelsdure titriert, bis der Endpunkt
erreicht ist.

Borsdure

Der Inhalt des Auffangkolbens wird mit der volumetrischen Standard-
16sung der Salzsdure (Nummer 3.19) oder mit der volumetrischen Stan-
dardlosung der Schwefelsdure (Nummer 3.6) unter Verwendung einer
Biirette titriert und es wird die Menge des eingesetzten Titrationsmittels
abgelesen.

Bei der kolorimetrischen Endpunktbestimmung ist der Endpunkt er-
reicht, wenn sich der Inhalt erstmals pink verfdrbt. Die Biirette ist
auf 0,05 ml genau abzulesen. Eine beleuchtete Magnetriihrplatte oder
ein fotometrischer Detektor konnen bei der Visualisierung des End-
punkts hilfreich sein.

Dies kann automatisch erfolgen bei Verwendung eines Wasserdampf-
destillators mit automatischer Titration.

Hinsichtlich des Betriebs des jeweiligen Destillators bzw. des Destil-
lier-/Titriergeréts sind die Anleitungen des Herstellers zu befolgen.

Anmerkung: Bei Verwendung eines automatischen Titrationssystems
beginnt die Titration unmittelbar mit dem Start der Des-
tillation, und es wird die 1%ige Borsdurelosung (Num-
mer 3.18) eingesetzt.

Wird ein vollautomatisches Destilliergerit eingesetzt, kann die auto-
matische Titration des Ammoniaks auch mittels Endpunktbestimmung
unter Verwendung eines potenziometrischen pH-Systems durchgefiihrt
werden.

In diesem Fall wird eine automatische Titriervorrichtung mit einem
pH-Meter verwendet. Das pH-Meter ist nach dem iiblichen Labor-
pH-Kalibrierverfahren ordnungsgemifl im Bereich pH 4 bis pH 7 zu
kalibrieren.

Der pH-Endpunkt der Titration ist bei einem pH-Wert von 4,6 erreicht,
dem steilsten Punkt der Titrationskurve (Wendepunkt).

Blindversuch

Zur Bestitigung, dass die Reagenzien stickstofffrei sind, wird ein
Blindversuch (Aufschluss, Destillation und Titration) mit 1 g Saccha-
rose (Nummer 3.14) anstelle der Probe durchgefiihrt.
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6.1.

6.2.
6.2.1.

6.2.2.

Berechnung der Ergebnisse

Die Berechnungen werden geméfl Nummer 6.1 oder 6.2 durchgefiihrt.
Berechnung fiir die Titration nach Nummer 5.3.1

Der Rohproteingehalt, ausgedriickt als Massenanteil, wird nach folgen-
der Formel berechnet:

(Vo= 1) e x 0,014 x 100  6.25
m

wobei:

Vo = Volumen NaOH (Nummer 3.10 oder 3.11), das im Blindversuch
eingesetzt wurde, in ml,

V; = Volumen NaOH (Nummer 3.10 oder 3.11), das in der Titration
der Probe eingesetzt wurde, in ml,

¢ = Konzentration des Natriumhydroxids (Nummer 3.10 oder 3.11),
in mol/l,
m = Probeneinwaage in g.

Berechnung fiir die Titration nach Nummer 5.3.2

Titration mit Salzsédure

Der Rohproteingehalt, ausgedriickt als Massenanteil, wird nach folgen-
der Formel berechnet:

(V1 —V()) xcx1,4x%x625

m
wobei:

m = Probeneinwaage in g,

¢ = Konzentration der volumetrischen Standardlésung von Salzsdure

(Nummer 3.19), in mol/l,

Vo = Volumen der Salzsdure, die im Blindversuch eingesetzt wurde,
in ml,

V; = Volumen der Salzsdure, die fiir die Probenmenge eingesetzt
wurde, in ml.

Titration mit Schwefelsdure

Der Rohproteingehalt, ausgedriickt als Massenanteil, wird nach folgen-
der Formel berechnet:

(V1= Vo) X ¢ x 2.8 %625

m

m = Probeneinwaage in g,

¢ = Konzentration der volumetrischen Standardldsung von Schwefel-
sdure (Nummer 3.6), in mol/l,

Vo = Volumen der Schwefelsdure (Nummer 3.6), die im Blindversuch
eingesetzt wurde, in ml,

V; = Volumen der Schwefelsdure (Nummer 3.6), die fiir die Proben-
menge eingesetzt wurde, in ml.
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7.2.

7.3.

8.2.

8.3.

8.4.

Beurteilung des Verfahrens

Wiederholbarkeit

Die Differenz zwischen den Ergebnissen zweier paralleler Bestimmun-
gen an ein und derselben Probe darf die folgenden Werte nicht iiber-
schreiten:

— 0,4 % absolut bei Gehalten von weniger als 20 % Rohprotein,

— 2,0 % relativ zum hoheren Wert bei Gehalten von 20 bis 40 %
Rohprotein,

— 0,8 % absolut bei Gehalten von mehr als 40 % Rohprotein.

Vergleichbarkeit

Die Differenz zwischen den Ergebnissen zweier paralleler Bestimmun-
gen an ein und derselben Probe in unterschiedlichen Laboratorien darf
die folgenden Werte nicht iiberschreiten:

— 1,8 % absolut bei Gehalten von weniger als 20 % Rohprotein,

— 9,0 % relativ zum hoheren Wert bei Gehalten von 20 bis 40 %
Rohprotein,

— 3,6 % absolut bei Gehalten von mehr als 40 % Rohprotein.

Genauigkeit

Die Analyse (Aufschluss, Destillation und Titration) wird mit einer
geeigneten Menge Acetanilid (Nummer 3.13) (z. B. 0,2 bis 0,3 g) in
Gegenwart von 1 g Saccharose (Nummer 3.14) durchgefiihrt; 1 g Ace-
tanilid verbraucht 14,80 ml Schwefelsdure (Nummer 3.5). Die Wieder-
findung muss mindestens 99 % betragen.

Bemerkungen

Es konnen manuelle, halbautomatische oder automatische Geréte ver-
wendet werden. Bei Geriten, die ein Umfiillen zwischen Aufschluss
und Destillation erfordern, ist darauf zu achten, dass dies verlustlos
geschieht. Verfiigt der Destillationsapparat nicht tiber einen Tropftrich-
ter, so erfolgt die Zugabe der Natriumhydroxidlosung unmittelbar vor
dem AnschlieBen des Kolbens an den Kiihler; die Fliissigkeit ist in
diesem Fall langsam an den Kolbenwinden entlang laufen zu lassen.

Kommt es wihrend des Aufschlusses zur Verfestigung der Mischung,
ist mit der Bestimmung von vorn zu beginnen und eine groflere als die
unter Nummer 5.1 genannte Menge an Schwefelsdure (Nummer 3.4) zu
verwenden.

Bei stickstoffarmen Proben kann die in den Auffangkolben einzufiil-
lende Menge Schwefelsdure (Nummer 3.7) gegebenenfalls auf 10 oder
15 ml verringert und mit Wasser auf 25 ml aufgefiillt werden.

Fiir Routineanalysen konnen auch andere Methoden zur Bestimmung
des Rohproteins herangezogen werden; die in diesem Teil C beschrie-
bene Kjeldahl-Methode ist jedoch die Referenzmethode. Die Gleich-
wertigkeit der Ergebnisse der alternativen Methode (z. B. DUMAS) im
Vergleich zur Referenzmethode muss flir jede Matrix einzeln nach-
gewiesen werden. Da die mit einer alternativen Methode erzielten Er-
gebnisse auch nach Feststellung ihrer Gleichwertigkeit leicht von den
mit der Referenzmethode erzielten Ergebnissen abweichen konnen,
muss im Analysebericht angegeben werden, welche Analysemethode
zur Bestimmung des Rohproteins angewendet wurde.
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.

4.2.

4.3.

5.2

D. BESTIMMUNG DES HARNSTOFFGEHALTS
Zweck und Anwendungsbereich

Mit der Methode ldsst sich der Gehalt des als Futtermittelzusatzstoff in
Futtermitteln fiir Wiederkduer verwendeten Harnstoffs bestimmen.

Prinzip

Die Probe wird unter Zusatz eines Klarungsmittels in Wasser suspen-
diert. Die Suspension wird filtriert. Nach Zugabe von 4-Dimethylamin-
obenzaldehyd (4-DMAB) wird der Gehalt an Harnstoff im Filtrat durch
Messung der Extinktion bei einer Wellenldnge von 420 nm bestimmt.

Reagenzien

4-Dimethylaminobenzaldehydlésung: 1,6 g 4-DMAB werden in 100 ml
96%igen Ethanols gelost und 10 ml Salzséure (poo = 1,19 g/ml) werden
hinzugefiigt. Das Reagenz ist hochstens 2 Wochen haltbar.

Carrez-Losung I: 21,9 g Zinkacetat, Zn (CH3;C0O0),2H,0, und 3 g
Eisessig werden in Wasser gelost und mit Wasser auf 100 ml auf-
gefillt.

Carrez-Losung II: 10,6 g Kaliumhexacyanoferrat(Il), K4Fe(CN)q3H,0,
werden in Wasser gelost und mit Wasser auf 100 ml aufgefiillt.

Aktivkohle, keinen Harnstoff adsorbierend (zu priifen).
Harnstofflosung (Massenkonzentration = 0,1 %).

Geriite

Mechanisches Schiittelgerit: ca. 35 bis 40 min™'.
Reagenzgliser: 160 x 16 mm, mit Schliffstopfen.
Spektralfotometer.

Verfahren
Analysengang der Probe

Von der Probe werden 2 g auf 1 mg genau eingewogen und mit 1 g
Aktivkohle (Nummer 3.4) in einen 500-ml-Messkolben gebracht.
Hierzu werden 400 ml Wasser und 5 ml Carrez-Losung 1 (Nummer 3.2)
gegeben, ca. 30 s gemischt und dann 5 ml Carrez-Lésung II (Num-
mer 3.3) zugesetzt. Das Ganze wird 30 min lang im Schittelgerét
rotiert. Dann wird mit Wasser zur Marke aufgefiillt, geschiittelt und
filtriert.

Von den klaren und farblosen Filtraten werden je 5 ml in je ein Rea-
genzglas mit Schliffstopfen pipettiert, 5 ml 4-DMAB-Losung (Num-
mer 3.1) zugesetzt und gemischt. Die Gldser werden in einem Wasser-
bad bei 20 °C (+/— 4 °C) temperiert. Nach 15 min wird die Extinktion
der Probenldsung im Vergleich mit der Blindprobenldsung der Reagen-
zien im Spektralfotometer bei 420 nm gemessen.

Kalibrationskurve

Volumen von 1, 2, 4, 5 bzw. 10 ml Harnstofflosung (Nummer 3.5)
werden entnommen, in je 100-ml-Messkolben gebracht und mit Wasser
zur Marke aufgefiillt. Von jeder Losung werden 5 ml mit je 5 ml 4-
DMAB-Lo6sung (Nummer 3.1) gemischt. Die Extinktion wird, wie oben
angegeben, im Vergleich mit einer Losung, die 5 ml 4-DMAB und 5 ml
harnstofffreies Wasser enthdlt, gemessen. Es wird eine Kalibrations-
kurve aufgestellt.
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7.2.

Berechnung der Ergebnisse
Mithilfe der Kalibrationskurve ist die Menge an Harnstoff in der Probe
zu bestimmen.

Das Ergebnis ist in mg Harnstoff pro kg Probe auszudriicken.

Beurteilung des Verfahrens

Wiederholbarkeit

Die Differenz zwischen den Ergebnissen zweier paralleler Bestimmun-
gen an ein und derselben Probe in ein und demselben Labor und durch
denselben Bearbeiter darf die folgenden Werte nicht iiberschreiten:

— Bei 420 nm

— 50 % relativ zum hoheren Wert bei Gehalten von 3 000 mg/kg
bis unter 5 000 mg/kg Harnstoff,

— 25 % relativ zum hoheren Wert bei Gehalten von 5 000 mg/kg
bis unter 7 000 mg/kg Harnstoff,

— 20 % des hoheren Werts bei Gehalten von 7 000 mg/kg Harn-
stoff oder mehr.

— Bei 435 nm

— 40 % relativ zum hoheren Wert bei Gehalten von 3 000 mg/kg
bis unter 5 000 mg/kg Harnstoff,

— 25 % relativ zum hoheren Wert bei Gehalten von 5 000 mg/kg
bis unter 9 000 mg/kg Harnstoff,

— 5 % relativ zum hdheren Wert bei Gehalten von 9 000 mg/kg
Harnstoff oder mehr.

Vergleichbarkeit

Die Differenz zwischen den Ergebnissen zweier paralleler Bestimmun-
gen an ein und derselben Probe in unterschiedlichen Laboratorien und/
oder durch unterschiedliche Bearbeiter darf die folgenden Werte nicht
iberschreiten:

— Bei 420 nm

— 3000 mg/kg absolut bei Gehalten von 3 000 mg/kg bis unter
12 000 mg/kg,

— 4500 mg/kg absolut bei Gehalten von 12 000 mg/kg oder mehr.
— Bei 435 nm

— 50 % relativ zum hoheren Wert bei Gehalten von 3 000 mg/kg
bis unter 8 000 mg/kg Harnstoff,

— 25 % relativ zum hoheren Wert bei Gehalten von 8 000 mg/kg
Harnstoff oder mehr.

Ergebnisse eines Ringversuchs

Es wurde ein EU-Laborvergleichstest durchgefiihrt, an dem 18 Labo-
ratorien teilnahmen. Es wurden 5 positive Proben eines Mischfutter-
mittels fiir Wiederkduer (in den Tabellen 1 und 2 als ,MAT* bezeich-
net) als Doppelblindproben untersucht (1 Untersuchung) und eine Leer-
probe eines Mischfuttermittels fiir Wiederkduer wurde einmalig unter-
sucht.

Die Wiederholgrenze (r) und die Vergleichsgrenze (R) wurden gemaf
den internationalen Leitlinien berechnet, nachdem mithilfe einer Vari-
anzanalyse der giiltigen Werte Ausreifler eliminiert wurden.
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Die fiir die Methode berechneten Leistungszahlen (Wiederholbarkeit,
Vergleichbarkeit) sind in den nachstehenden Tabellen dargestellt. Bei
der Untersuchung der Gesamtheit der Proben einschlieBlich des Blind-
materials wurden keine falsch positiven und keine falsch negativen

Proben festgestellt.

Tabelle 1

Leistungseigenschaften der Methoden fiir Harnstoff bei A = 420 nm in Bezug auf alle Materialien

MAT 2 MAT 5 MAT 3 MAT 4 MAT 6

Schafe Rinder Schafe Schafe Rinder
Zielmassenanteil (mg kg™) 3000 5000 7001 9036 11 000
durchschnittlicher Massenanteil (mg kg™) 4241 6993 7 830 9962 12 071
Standardabweichung der Vergleichbarkeit 1141 1303 985 994 1711
sr (mg kg™
Standardabweichung der Wiederholbarkeit 723 601 549 712 737
s (mg kg™
relative Standardabweichung der Vergleichbar- 27 19 13 10 14
keit RSDg (%)
relative Standardabweichung der Wiederholbar- 17 9 7 7 6
keit RSD, (%)
Vergleichsgrenze, R 3195 3 649 2759 2784 4790
[R = 2,8 x sg]
Wiederholgrenze, r 2024 1 684 1536 1994 2 064
[r =28 xs,]

Tabelle 2

Leistungseigenschaften der Methoden fiir Harnstoff bei A = 435 nm in Bezug auf alle Materialien

MAT 2 MAT 5 MAT 3 MAT 4 MAT 6
Schafe Rinder Schafe Schafe Rinder
Zielmassenanteil (mg kg™) 3000 5000 7001 9036 11 000
durchschnittlicher Massenanteil (mg kg™) 4101 6 467 7 890 10 062 11 642
Standardabweichung der Vergleichbarkeit 706 1194 675 745 1378
sr (mg kg™)
Standardabweichung der Wiederholbarkeit 570 628 613 196 167
s (mg kg'')
relative Standardabweichung der Vergleichbar- 17 18 9 7 12
keit RSDy (%)
relative Standardabweichung der Wiederholbar- 14 10 8 2 1
keit RSD, (%)
Vergleichsgrenze, R 1977 3344 1 889 2087 3 859
[R = 2,8 x sg]
Wiederholgrenze, r 1596 1759 1715 549 467

[r =28 % s,]
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9. Bemerkungen

9.1. Bei einem Harnstoffgehalt von mehr als 3 % ist die Einwaage auf 1 g
zu reduzieren bzw. die Anfangslosung so weit zu verdinnen, dass
in 500 ml hochstens 50 mg Harnstoff enthalten sind.

9.2. Bei niedrigen Harnstoffgehalten wird die Einwaage erhoht, soweit das
Filtrat klar und farblos bleibt.

9.3. Aus den vorstehend aufgefiihrten Ergebnissen der Ringversuche ergibt
sich kein nennenswerter Unterschied bei der Prizision der Messung
von Harnstoff bei 420 nm im Vergleich zu 435 nm.

E. BESTIMMUNG DES GEHALTS AN AMINOSAUREN (AUBER
TRYPTOPHAN)

Die zur Bestimmung des Gehalts an Aminosduren (auBler Tryptophan)
anzuwendenden Analysemethoden sind die folgenden:

— EN ISO 13903: Futtermittel — Bestimmung des Aminosdurege-
halts,

— EN ISO 17180: Futtermittel — Bestimmung von Lysin, Methionin
und Threonin in handelsiiblichen aminosédurehaltigen Produkten und
Vormischungen (1),

— die unter den folgenden Nummern 1 bis 10 beschriebene Analyse-
methode.

1. Zweck und Anwendungsbereich

Mit der Methode lédsst sich der Gehalt der freien (synthetischen und
natiirlichen) sowie der gesamten (peptidgebundenen und freien) Ami-
nosduren in Futtermittel-Ausgangserzeugnissen, Mischfuttermitteln und
Vormischungen, die weniger als 10 % (%) der einzelnen Aminoséuren
enthalten, unter Verwendung eines Aminosdureanalysators bestimmen.
Die Methode ist fiir folgende Aminosduren anwendbar: Cyst(e)in, Me-
thionin, Lysin, Threonin, Alanin, Arginin, Asparaginsiure, Glutamin-
sdure, Glycin, Histidin, Isoleucin, Leucin, Phenylalanin, Prolin, Serin,
Tyrosin und Valin.

Die Methode unterscheidet nicht zwischen den verschiedenen Amino-
sduresalzen und kann nicht zwischen D- und L-Formen von Amino-
sduren differenzieren. Sie ist nicht zur Bestimmung des Gehalts an
Tryptophan oder Hydroxyanaloga der Aminosduren anwendbar.

2. Prinzip
2.1. Freie Aminosduren

Die freien Aminosduren werden mit verdiinnter Salzsdure extrahiert.
Mitextrahierte stickstoffhaltige Makromolekiile werden mit Sulfosali-
cylsdure ausgefillt und durch Filtrieren entfernt. Die filtrierte Losung
wird auf einen pH-Wert von 2,20 eingestellt. Die Aminosduren werden
durch lonenaustauschchromatografie getrennt und nach Reaktion mit
Ninhydrin durch fotometrischen Nachweis bei 570 nm bestimmt.

2.2. Gesamtaminosduren

Die gewihlte Methode hiangt von den zu untersuchenden Aminoséduren
ab. Cyst(e)in und Methionin miissen vor der Hydrolyse zu Cysteinsdure
bzw. Methioninsulfon oxidiert werden. Tyrosin muss im Hydrolysat der
nicht oxidierten Probe bestimmt werden. Alle iibrigen unter Nummer 1
(Zweck und Anwendungsbereich) genannten Aminosduren kénnen aus
dem Hydrolysat der oxidierten oder der nicht oxidierten Probe be-
stimmt werden.

(') Die Analysemethode gemdB EN 17180 ist als alternative Methode fiir die Zwecke
amtlicher Kontrollen zur Bestimmung des Gehalts an Aminoséuren in Futtermitteln
mit mehr als 10 % Aminoséuren genannt.

(?) Diese Methode wurde nicht durch einen Ringversuch fiir Vormischungen validiert, die
mehr als 10 % Futtermittelzusatzstoffe enthalten. Sie kann jedoch mit entsprechenden
leichten Anderungen auch auf diese Matrizen angewendet werden, sofern sie anschlie-
Bend intern validiert wird. Nahere Informationen unter https://ec.europa.eu/jrc/en/eurl/
feed-additives/authorisation.
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.16.2.

3.16.3.

Die Oxidation wird bei 0 °C mit einer Perameisensdure-Phenol-Mi-
schung durchgefiihrt. Uberschiissiges Oxidationsreagenz wird mit Na-
triumdisulfit zerstort. Die oxidierte bzw. die nicht oxidierte Probe wird
mit Salzsdure (Nummer 3.20) 23 h lang hydrolysiert. Das Hydrolysat
wird auf einen pH-Wert von 2,20 eingestellt. Die Aminosduren werden
durch Ionenaustauschchromatografie getrennt und nach Reaktion mit
Ninhydrin durch fotometrischen Nachweis bei 570 nm (bei Prolin
440 nm) bestimmt.

Reagenzien

Es ist bidestilliertes Wasser oder Wasser gleichwertiger Qualitit zu
verwenden (Leitfdhigkeit < 10 uS/cm).

Wasserstoffperoxid, w (Massenanteil) = 30 %.
Ameisensdure, w (Massenanteil) = 98 bis 100 %.
Phenol.

Natriumdisulfit.

Natriumhydroxid.

5-Sulfosalicylsdure-Dihydrat.

Salzsdure, Dichte ca. 1,18 g/ml.
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat.

2,2'-Thiodiethanol (Thiodiglycol).
Natriumchlorid.

Ninhydrin.

Petrolether, Siedeintervall 40 bis 60 °C.

Norleucin oder sonstige fiir die Verwendung als interner Standard ge-
eignete Verbindung.

Stickstoffgas (< 10 ppm Sauerstoff).
1-Octanol.
Aminosauren.

Standardstoffe der unter Nummer 1 (Zweck und Anwendungsbereich)
aufgefiihrten Aminosduren. Es diirfen nur reine Verbindungen ohne
Kristallwasser verwendet werden. Sie sind vor der Verwendung 1 Wo-
che lang im Vakuum iiber P,O5 oder H,SO,4 zu trocknen.

Cysteinséure.

Methioninsulfon.

Natriumhydroxidlosung, ¢ = 7,5 mol/l:

300 g NaOH (Nummer 3.5) in Wasser 16sen und auf 1 1 auffiillen.
Natriumhydroxidlésung, ¢ = 1 mol/l:

40 g NaOH (Nummer 3.5) in Wasser l6sen und auf 1 1 auffiillen.
Phenolhaltige Ameisensdurelésung:

889 g Ameisensdure (Nummer 3.2) werden mit 111 g Wasser ge-
mischt; anschlieBend werden 4,73 g Phenol (Nummer 3.3) hinzugefiigt.
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3.20.

3.21.

3.22.

3.23.

3.24.

3.25.

3.26.

3.27.

3.27.1.

3.27.2.

3.27.3.

Hydrolysemischung, ¢ = 6 mol HCV/ unter Zusatz von 1 g Phenol/l:

Zu 492 ml HCl (Nummer 3.7) wird 1 g Phenol (Nummer 3.3) hin-
zugefiigt und mit Wasser auf 1 1 aufgefiillt.

Extraktionslosung, ¢ = 0,1 mol HCU/I, 2 % Thiodiglycol enthaltend:
8,2 ml HCI (Nummer 3.7) werden in ca. 900 ml Wasser gegeben, 20 ml
Thiodiglycol (Nummer 3.9) werden hinzugefiigt, und es wird mit Was-
ser auf 1 | aufgefiillt (Nummer 3.7 und 3.9 diirfen nicht unmittelbar
gemischt werden).

5-Sulfosalicylsdurelosung, B = 6 %:

60 g 5-Sulfosalicylsdure (Nummer 3.6) in Wasser 16sen und mit Was-
ser auf 1 1 auffiillen.

Oxidationsmischung (Perameisenséure-Phenol):

0,5 ml Wasserstoffperoxid (Nummer 3.1) werden mit 4,5 ml phenol-
haltiger Ameisensdurelosung (Nummer 3.19) in einem kleinen Becher-
glas gemischt. Es wird bei 20 bis 30 °C 1 h lang stehen gelassen, um
die Bildung von Perameisensdure zu bewirken. AnschlieBend wird die
Losung 15 min lang in ein Eisbad gestellt, bevor sie der Probe zuge-
geben wird.

Vorsicht: Hautkontakt vermeiden und Schutzkleidung tragen.
Citratpufferlosung, ¢ = 0,2 mol Na'/l, pH 2,20:

19,61 g Natriumcitrat (Nummer 3.8), 5 ml Thiodiglycol (Nummer 3.9),
1 g Phenol (Nummer 3.3) und 16,50 ml HCl (Nummer 3.7) werden in
ca. 800 ml Wasser gelost. Der pH-Wert wird auf 2,20 eingestellt. Mit
Wasser auf 1 1 auffiillen.

Elutionspuffer entsprechend den Anforderungen des verwendeten Ana-
lysators (Nummer 4.9).

Ninhydrinreagenz entsprechend den Bedingungen des verwendeten
Analysators (Nummer 4.9).

Aminosduren-Standardldsungen: Diese Losungen sind bei < 5 °C auf-
zubewahren.

Aminosduren-Standard-Stammlésung (Nummer 3.16.1):
¢ = 2,5 uymol/ml je Aminosédure in Salzsdure.
Diese Losung ist im Handel erhéltlich.

Standard-Stammlésung von Cysteinsdure und Methioninsulfon, ¢ =
1,25 pumol/ml:

0,2115 g Cysteinsdure (Nummer 3.16.2) und 0,2265 g Methioninsulfon
(Nummer 3.16.3) werden in Citratpufferlosung (Nummer 3.24) in ei-
nem 1000-ml-Messkolben geldst, und es wird mit Citratpufferldsung
zur Marke aufgefiillt. Die Losung ist bei < 5 °C hochstens 12 Monate
haltbar. Sie wird nicht benétigt, falls die Standard-Stammlosung (Num-
mer 3.27.1) bereits Cysteinsdure und Methioninsulfon enthilt.

Stammlésung des internen Standards, z. B. Norleucin, ¢ = 20 pmol/ml:

0,6560 g Norleucin (Nummer 3.13) werden in Citratpufferlosung
(Nummer 3.24) in einem Messkolben geldst, und es wird mit Citrat-
pufferlosung auf 250 ml aufgefiillt. Die Losung ist bei < 5 °C hdchs-
tens 6 Monate haltbar.
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3.27.4.

3.27.5.

4.2.

4.3.

4.4,

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

Aminosdurenkalibrierlosung zur Verwendung bei Hydrolysaten, ¢ =
5 nmol/50 pl Cysteinsdure und Methioninsulfon und ¢ = 10 nmol/50
ul der ibrigen Aminosduren: 2,2 g Natriumchlorid (Nummer 3.10)
werden in einem 100-ml-Becherglas in 30 ml Citratpufferlosung (Num-
mer 3.24) gelost. Es werden 4,00 ml Standard-Stammlosung der Ami-
nosduren (Nummer 3.27.1), 4,00 ml Standard-Stammldsung von Cy-
steinsdure und Methioninsulfon (Nummer 3.27.2), und, falls verwendet,
0,50 ml Stammlésung des internen Standards (Nummer 3.27.3) hin-
zugefligt. Der pH-Wert wird mit Natriumhydroxid (Nummer 3.18)
auf 2,20 eingestellt.

Die Losung wird quantitativ in einen 50-ml-Messkolben {iiberfiihrt, und
es wird mit Citratpufferlosung (Nummer 3.24) zur Marke aufgefiillt
und gemischt.

Die Losung ist bei < 5 °C hochstens 3 Monate haltbar.
Siehe auch die Bemerkungen unter 9.1.

Aminosdurenkalibrierlosung zur Verwendung bei Hydrolysaten gemél
Nummer 5.3.3.1 und bei Extrakten gemdfl Nummer 5.2. Die Kalibrier-
16sung wird gema3 Nummer 3.27.4 hergestellt, jedoch ohne Zugabe
von Natriumchlorid.

Die Losung ist bei < 5 °C hochstens 3 Monate haltbar.

Gerite

100- oder 250-ml-Rundkolben mit Riickflusskiihler.

Ofenfeste 100-ml-Borosilikat-Glasflaschen mit Schraubverschluss mit
Gummidichtung/teflonbeschichteter Dichtung (z. B. Duran, Schott).

Trockenschrank mit forcierter Umluft, auf + 2 °C regelbar.
pH-Meter (auf drei Dezimalstellen genau).

Membranfilter, 0,22 um Porengrofe.

Zentrifuge.

Vakuum-Rotationsverdampfer.

Mechanischer Schiittler oder Magnetriihrer.

Aminosdureanalysator oder HPLC-Einrichtung mit lonenaustauscher-
sdule, Einrichtung fiir Ninhydrin-Nachsdulenderivatisierung und Foto-
meter.

Die Saule wird mit sulfoniertem Polystyrolharz gefiillt, das die Tren-
nung der einzelnen Aminosduren und deren Abtrennung von sonstigen
Ninhydrin-positiven Substanzen ermdglicht. Die Pumpen fiir die Nin-
hydrin- und fiir die Pufferlosungen miissen iiber den Zeitraum des
Kalibrationslaufes und des Probenlaufes eine Flussstabilitdt von + 0,5 %
gewihrleisten.

Bei einigen Aminosdureanalysatoren konnen auch Hydrolyseverfahren
angewandt werden, wenn die Hydrolysate Natriumionenkonzentratio-
nen von ¢ = 0,8 mol/l aufweisen und die restliche Ameisensiure des
Oxidationsschrittes enthalten. Andere Analysatoren bieten keine befrie-
digende Abtrennung bestimmter Aminosduren, falls das Hydrolysat
iberschiissige Ameisensdure und/oder hohe Natriumionenkonzentratio-
nen aufweist. In diesem Fall wird das Sdurevolumen nach der Hydro-
lyse und vor der pH-Wert-Einstellung durch Einengen auf ca. 5 ml
reduziert. Das Einengen ist unter Vakuum bei hochstens 40 °C vor-
zunehmen.
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5.2.

5.3.
53.1.

Verfahren
Vorbereitung der Probe

Die Probe wird so fein zermahlen, dass sie ein Sieb mit 0,5 mm
Maschenweite passieren kann. Proben mit hohem Feuchtigkeitsgehalt
miissen vor dem Zermahlen entweder bei einer Temperatur von hochs-
tens 50 °C luftgetrocknet oder aber gefriergetrocknet werden. Proben
mit hohem Fettgehalt sind vor dem Zermahlen mit Petrolether (Num-
mer 3.12) zu extrahieren.

Bestimmung des Gehalts an freien Aminosduren

Eine geeignete Menge (1 bis 5 g) der vorbereiteten Probe (Nummer 5.1)
auf 0,2 mg genau in einen Erlenmeyerkolben einwiegen und 100,0 ml
Extraktionslosung (Nummer 3.21) hinzufiigen. Mit einem mecha-
nischen Schiittler 60 min lang schiitteln bzw. mit einem Magnetriihrer
(Nummer 4.8) rithren. Absetzen lassen und 10,0 ml der iiberstehenden
Losung in ein 100-ml-Becherglas pipettieren.

Es werden 5,0 ml Sulfosalicylsdurelosung (Nummer 3.22) unter Rithren
hinzugefiigt, und mithilfe des Magnetriihrers wird 5 min lang weiter-
geriihrt. Die iiberstehende Losung wird filtriert oder zentrifugiert, um
alle Ausfillungen zu entfernen. Von der so erhaltenen Losung werden
10,0 ml in ein 100-ml-Becherglas gegeben, und unter Verwendung von
Natriumhydroxidlosung (Nummer 3.18) wird der pH-Wert auf 2,20
eingestellt. Die Losung wird mit Citratpufferlosung (Nummer 3.24)
in einen Messkolben geeigneter Grofe tiberfithrt und mit Citratpuft-
erlosung (Nummer 3.24) zur Marke aufgefiillt.

Bei Verwendung eines internen Standards werden vor dem Auffiillen
1,00 ml der Stammldsung des internen Standards (Nummer 3.27.3) fiir
jeweils 100 ml Endlésung hinzugefiigt und mit Citratpufferlésung
(Nummer 3.24) zur Marke aufgefiillt.

Anschliefend wird die Chromatografie gemd Nummer 5.4 durch-
gefiihrt.

Werden die Extrakte nicht am selben Tag chromatografiert, sind sie bei
< 5 °C aufzubewahren.

Bestimmung des Gehalts an Gesamtaminosduren

Oxidation

0,1 bis 1 g der vorbereiteten Probe (Nummer 5.1) werden auf 0,2 mg
genau eingewogen

— in einen 100-ml-Rundkolben (Nummer 4.1) fiir die offene Hydro-
lyse (Nummer 5.3.2.3) oder

— in einen 250-ml-Rundkolben (Nummer 4.1), falls eine niedrige Na-
triumionenkonzentration (Nummer 5.3.3.1) erforderlich ist, oder

— in eine 100-ml-Flasche mit Schraubverschluss (Nummer 4.2) fiir
die geschlossene Hydrolyse (Nummer 5.3.2.4).

Die Einwaage muss einen Stickstoffgehalt von etwa 10 mg und einen
Feuchtigkeitsgehalt von hochstens 100 mg haben.

Der Kolben/die Flasche wird in ein Eisbad gestellt und auf 0 °C abge-
kiihlt. Dann werden 5 ml der Oxidationsmischung (Nummer 3.23) hin-
zugefiigt, und es wird mithilfe eines Glasspatels mit gebogener Spitze
gemischt. Der Behélter, der den Spatel enthdlt, wird mit einer luft-
dichten Folie verschlossen, das Eiswasserbad wird mit dem verschlos-
senen Behilter in einen Kiihlschrank mit einer Temperatur von 0 °C
gestellt und 16 h lang stehen gelassen. Nach 16 h wird der Behélter aus
dem Kiihlschrank genommen und das tiberschiissige Oxidationsreagenz
wird durch Zusatz von 0,84 g Natriumdisulfit (Nummer 3.4) zersetzt.

Es wird gemdB Nummer 5.3.2.1 weiterverfahren.
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53.2.
53.2.1.

53.2.2.

5.3.2.3.

53.24.

53.3.1.

Hydrolyse

Hydrolyse der oxidierten Proben

Zu der oxidierten Probe (die geméfl Nummer 5.3.1 vorbereitet wurde)
werden 25 ml Hydrolysemischung (Nummer 3.20) gegeben. Dabei ist
darauf zu achten, dass alle Probenriickstinde, die an den Seitenwinden
des Gefédlles sowie am Spatel haften, abgewaschen werden.

Je nach dem angewendeten Hydrolyseverfahren wird gemidfl Num-
mer 5.3.2.3 oder 5.3.2.4 weiterverfahren.

Hydrolyse der nicht oxidierten Proben

In einen 100-ml- oder 250-ml-Rundkolben (Nummer 4.1) bzw. in eine
100-ml-Flasche mit Schraubverschluss (Nummer 4.2) werden 0,1 bis
1 g der vorbereiteten Probe (Nummer 5.1) auf 0,2 mg genau einge-
wogen. Die Einwaage muss einen Stickstoffgehalt von ca. 10 mg auf-
weisen. Vorsichtig 25 ml Hydrolysemischung (Nummer 3.20) hinzufii-
gen und mit der Probe vermischen. Es wird entweder gemidfl Num-
mer 5.3.2.3 oder gemédll Nummer 5.3.2.4 weiterverfahren.

Offene Hydrolyse (Riickflusshydrolyse)

Zu der nach Nummer 5.3.2.1 oder 5.3.2.2 hergestellten Mischung wer-
den 3 Glasperlen hinzugegeben. Sie wird zum Sieden erhitzt und unter
Riickfluss 23 h lang am Sieden gehalten. Nach Beendigung der Hy-
drolyse wird der Riickflusskiihler mit 5 ml Citratpufferlosung (Num-
mer 3.24) gespiilt und der abgehédngte Kolben im Eisbad gekiihlt.

Es wird gemdB Nummer 5.3.3 weiterverfahren.
Geschlossene Hydrolyse

Die Flasche mit der nach Nummer 5.3.2.1 oder 5.3.2.2 vorbereiteten
Mischung wird bei 110 °C in den Trockenschrank (Nummer 4.3) ge-
stellt. Um einen durch Gasentwicklung hervorgerufenen Druckaufbau
zu vermeiden und eine Explosion zu verhindern, wird der Schraubver-
schluss wiahrend der ersten Stunde nur lose auf die Flasche gelegt. Die
Flasche darf nicht verschlossen werden. Nach 1 h wird die Flasche mit
dem Deckel fest verschlossen und 23 h lang im Trockenschrank (Num-
mer 4.3) belassen. Nach Beendigung der Hydrolyse wird die Flasche
aus dem Trockenschrank genommen, der Verschluss vorsichtig gedff-
net, die Flasche in ein Eisbad gestellt und abkiihlen gelassen.

Je nach dem Verfahren fiir die pH-Wert-Einstellung (Nummer 5.3.3)
wird der Inhalt der Flasche quantitativ mit Citratpufferlosung (Num-
mer 3.24) in ein 250-ml-Becherglas oder in einen 250-ml-Rundkolben
iiberfiihrt.

Es wird gemdB Nummer 5.3.3 weiterverfahren.

pH-Wert-Einstellung

Je nach der Natriumionentoleranz des Aminosdureanalysators (Num-
mer 4.9) wird die pH-Wert-Einstellung geméd Nummer 5.3.3.1 oder
5.3.3.2 vorgenommen.

Fir chromatografische Systeme (Nummer 4.9), die eine niedrige Na-
triumionenkonzentration erfordern

Werden Aminosédureanalysatoren verwendet, bei denen eine geringe
Natriumionenkonzentration erforderlich ist (wenn also das Sdurevolu-
men reduziert werden muss), wird die Verwendung einer Stammldsung
eines internen Standards (Nummer 3.27.3) empfohlen.

In diesem Fall sind dem Hydrolysat vor dem Verdampfen 2,00 ml der
internen Standardlosung (Nummer 3.27.3) hinzuzufiigen.

Zu dem nach Nummer 5.3.2.3 oder 5.3.2.4 erhaltenen Hydrolysat wer-
den 2 Tropfen 1-Octanol (Nummer 3.15) gegeben.
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5.4.

Das Volumen wird mithilfe eines Rotationsverdampfers (Nummer 4.7)
unter Vakuum bei 40 °C auf 5 bis 10 ml reduziert. Wurde das Volu-
men beim Einengen versehentlich auf weniger als 5 ml reduziert, wird
das Hydrolysat verworfen und die Analyse wiederholt.

Der pH-Wert wird mit Natriumhydroxidlésung (Nummer 3.18) auf 2,20
eingestellt, und es wird gemd Nummer 5.3.4 weiterverfahren.

Fiir alle sonstigen Aminosdureanalysatoren (Nummer 4.9)

Die nach Nummer 5.3.2.3 oder 5.3.2.4 erhaltenen Hydrolysate werden
durch vorsichtige Zugabe unter Rithren von 17 ml Natriumhydroxidlo-
sung (Nummer 3.17) teilweise neutralisiert, wobei eine Temperatur von
unter 40 °C eingehalten werden muss.

Der pH-Wert wird mit Natriumhydroxidlosung (Nummer 3.17 und an-
schliefend 3.18) bei Raumtemperatur auf 2,20 eingestellt, und es wird
gemdl Nummer 5.3.4 weiterverfahren.

Probenlésung fiir die Chromatografie

Das auf pH 2,20 eingestellte Hydrolysat (Nummer 5.3.3.1 oder 5.3.3.2)
wird mit Citratpufferlosung (Nummer 3.24) quantitativ in einen 200-
ml-Messkolben iiberfithrt und mit Citratpufferlosung (Nummer 3.24)
zur Marke aufgefiillt.

Falls bisher noch kein interner Standard hinzugefiigt worden ist, wer-
den vor dem Auffiillen 2,00 ml des internen Standards (Nummer 3.27.3)
hinzugegeben und dann mit Citratpufferlosung (Nummer 3.24) zur
Marke aufgefiillt. Es wird sorgfiltig gemischt.

Anschliefend wird die Chromatografie gemdl Nummer 5.4 durch-
gefiihrt.

Falls die Probenlosungen nicht am selben Tag chromatografiert wer-
den, sind sie bei < 5 °C aufzubewahren.

Chromatografie

Falls erforderlich, wird der Extrakt (Nummer 5.2) oder das Hydrolysat
(Nummer 5.3.4) vor der Chromatografie auf Raumtemperatur gebracht.
Die Mischung wird geschiittelt und es wird eine geeignete Menge
durch einen 0,22-pm-Membranfilter (Nummer 4.5) filtriert. Die so er-
haltene klare Losung wird der lonenaustauschchromatografie unter
Verwendung eines Aminosdureanalysators bzw. einer HPLC-Einrich-
tung (Nummer 4.9) unterzogen.

Die Einspritzung kann von Hand oder automatisch erfolgen. Wesent-
lich ist, dass jeweils die gleiche Menge + 0,5 % der Standardlosung
und der Probenldsung eingespritzt wird, es sei denn, es wird ein in-
terner Standard verwendet. Das Verhdltnis der Konzentrationen von
Natriumionen und Aminoséduren sollte in der Standard- und der Pro-
benldsung so dhnlich wie mdoglich sein.

Die Hiufigkeit von Kalibrationsldufen hdngt von der Stabilitit des
Ninhydrinreagenzes und des Analysatorsystems ab. Die Standardlgsung
oder die Probenlosung wird mit Citratpufferlosung (Nummer 3.24) so
verdinnt, dass die Peakfliche des Standards etwa 30 bis 200 % der
Peakflache der einzelnen Aminosduren in der Probenlosung ausmacht.

Die Chromatografie der Aminosduren unterscheidet sich leicht je nach
Art des verwendeten Analysators und des eingesetzten Harzes. Das
System muss in der Lage sein, die Aminosduren vollstdndig voneinan-
der und von den sonstigen Ninhydrin-positiven Substanzen zu trennen.
Im Betriebsbereich muss das chromatografische System bei Anderun-
gen der Aminosduremengen, die der Sdule hinzugefiigt werden, eine
lineare Reaktion aufweisen.

Wird eine equimolare Losung der zu bestimmenden Aminosduren ana-
lysiert, sollten bei der Chromatografie die unten angegebenen Verhalt-
nisse von Tal zu Peakhohe zwischen den iiberlappenden Peaks erreicht
werden. Diese equimolare Losung muss mindestens 30 % der maxima-
len Menge jeder Aminosédure enthalten, die mit dem jeweiligen Ami-
nosdureanalysator (Nummer 4.9) noch prézise bestimmt werden kann.
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Fir die Trennung von Threonin-Serin darf das Verhéltnis von Tal zur
Peakhohe des niedrigeren der 2 sich iiberlappenden Peaks auf dem
Chromatogramm nicht mehr als 2:10 betragen (wenn nur Cyst(e)in,
Methionin, Threonin und Lysin bestimmt werden, beeintriachtigt eine
unzureichende Trennung von angrenzenden Peaks die Bestimmung).
Fiir alle tibrigen Aminosduren sollte die Trennung besser als 1:10 sein.

Das System muss gewihrleisten, dass Lysin von ,,Lysinartefakten* und
Omithin abgetrennt wird.

Berechnung der Ergebnisse
Die Flachen der Proben- und der Kalibrationsstandardpeaks werden fiir

jede einzelne Aminosdure bestimmt und der Gehalt (X) in g Amino-
sdure je kg Probe berechnet:

_A><c><M><V
~ B xm x 1000

Bei Verwendung eines internen Standards ist zu multiplizieren mit %
A = Peakfldache, Hydrolysat oder Extrakt

B = Peakfldche, Kalibrierstandardlosung

C = Peakfliche, interner Standard im Hydrolysat oder Extrakt

D = Peakfliche, interner Standard, Kalibrierstandardlosung

M = Molmasse der zu bestimmenden Aminoséure

¢ = Konzentration des Standards in pmol/ml

m = Probeneinwaage (auf Originalgewicht berichtigt, falls getrocknet
oder entfettet), in g

V = Gesamtvolumen des Hydrolysats (Nummer 5.3.4) in ml oder
errechnetes Gesamtverdiinnungsvolumen des Extrakts (Num-
mer 6.1) in ml

Sowohl Cystin als auch Cystein werden im Hydrolysat der oxidierten
Probe als Cysteinsdure bestimmt, jedoch als Cystin (CsH[2N»04S,,
M = 240,30 g/mol) unter Verwendung der Molmasse von 120,15 g/mol
(0,5 x 240,30 g/mol) berechnet.

Methionin wird als Methioninsulfon in Hydrolysaten der oxidierten
Probe bestimmt, aber unter Verwendung des M von Methionin
(149,21 g/mol) als Methionin berechnet.

Zugesetztes freies Methionin wird nach Extraktion als Methionin be-
stimmt, wobei fiir die Berechnung das gleiche M verwendet wird.

Das Gesamtverdiinnungsvolumen der Extrakte (F) fiir die Bestimmung
des Gehalts an freien Aminosduren (Nummer 5.2) wird wie folgt be-
rechnet:

F_lOOle(lOml+5ml) LV
B 10 ml 10

V = Volumen des Endextrakts.

Beurteilung des Verfahrens

Das Verfahren wurde in einem auf internationaler Ebene im Jahr 1990
durchgefiihrten Vergleichstest an 4 verschiedenen Futtermitteln (Misch-
futtermittel fiir Schweine, Mischfuttermittel fiir Masthdhnchen, Eiweil3-
konzentrat und einer Vormischung) erprobt.
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7.2.

Anmerkung: Das Verfahren wurde 2003 in einem zweiten internatio-
nalen Vergleichstest anhand von Paaren von Doppelblind-
proben von Finisherfutter fiir Masthdhnchen, Starterfutter
fir Mastkiiken, Mais, Fischmehl und Geflugelfutter er-
probt. Zu den Einzelheiten siche EN ISO 13903.

Die nach der Eliminierung von Ausreilern erhaltenen Ergebnisse des
Vergleichstests aus dem Jahr 1990 (Mittelwerte und Standardabwei-
chungen) sind in den Tabellen unter diesem Punkt dargestellt.

Mittelwerte in g/kg

Aminosdure
Referenzmaterial
Threonin Cyst(e)in Methionin Lysin
Schweinemischfutter 6,94 3,01 3,27 9,55
n =15 n =17 n=17 n=13
Masthdhnchenmischfutter 9,31 3,92 5,08 13,93
n =16 n =18 n =18 n =16
Eiweillkonzentrat 22,32 5,06 12,01 47,74
n =16 n =17 n =17 n =15
Vormischung 58,42 — 90,21 98,03
n =16 n =16 n =16
n = Anzahl der beteiligten Laboratorien.
Wiederholbarkeit
Die Wiederholbarkeit wird als Standardabweichung der Wiederholbar-
keit beim in der vorstehenden Tabelle dargestellten Vergleichstest aus-
gedriickt und ist in der folgenden Tabelle dargestellt:
Variationskoeffizient der Wiederholbarkeit (%) (VK,)
Aminosdure
Referenzmaterial
Threonin Cyst(e)in Methionin Lysin
Schweinemischfutter 1,9 33 34 2,8
n =15 n =17 n =17 n =13
Masthdhnchenmischfutter 2,1 2,8 3,1 2,1
n =16 n =18 n =18 n =16
Eiweillkonzentrat 2,7 2,6 22 2,4
n =16 n =17 n =17 n =15
Vormischung 2,2 — 2.4 2,1
n =16 n =16 n =16

n = Anzahl der beteiligten Laboratorien.

Vergleichbarkeit

Die Ergebnisse hinsichtlich der Standardabweichung der Vergleichbar-
keit, die sich aus dem oben genannten Vergleichstest ergeben, sind in
der folgenden Tabelle dargestellt.
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9.2.

9.3.

10.

10.1.

Variationskoeffizient der Vergleichbarkeit (%) (VKg)

Aminosiure
Referenzmaterial

Threonin Cyst(e)in Methionin Lysin
Schweinemischfutter 4,1 9,9 7,0 32

n =15 n =17 n=17 n=13
Masthdhnchenmischfutter 5,2 8,8 10,9 54

n =16 n =18 n =18 n =16
Eiweillkonzentrat 3,8 12,3 13,0 3,0

n =16 n =17 n =17 n=15
Vormischung 43 —_ 6,9 6,7

n =16 n =16 n =16

n = Anzahl der beteiligten Laboratorien.

Verwendung von Referenzmaterialien

Die korrekte Anwendung der Methode ist durch Mehrfachbestimmun-
gen an zertifizierten Referenzmaterialien (soweit verfiigbar) zu iiber-
priffen. Fiir die Kalibration wird die Verwendung einer zertifizierten
Aminosdurestandardlosung empfohlen.

Bemerkungen

Wegen der Unterschiede zwischen den Aminosdureanalysatoren sind
die Endkonzentrationen der Aminosdurenkalibrierlosungen (vgl. Num-
mer 3.27.4 und 3.27.5) und der Hydrolysate (vgl. Nummer 5.3.4) als
Richtwerte anzusehen.

Der lincare Reaktionsbereich des Gerits muss fiir alle Aminosduren
gepriift werden.

Die Standardlésung wird mit Citratpufferlosung verdiinnt, um Peakfla-
chen in der Mitte des Bereichs zu erhalten.

Falls Gerite fiir die Hochleistungsfliissigkeitschromatografie zur Ana-
lyse der Hydrolysate eingesetzt werden, sind die Versuchsbedingungen
gemdl den Empfehlungen des Herstellers zu optimieren.

Wird diese Methode fiir Mischfuttermittel oder Vormischungen ange-
wandt, die mehr als 1 % Chlorid enthalten (Kraftfuttermittel, Mineral-
futtermittel, Ergdnzungsfuttermittel), so konnte der Methioningehalt un-
terschétzt werden, und es ist eine modifizierte Oxidation erforderlich.

Leistungskriterien

Aus der Zusammenstellung der Ergebnisse (auBler fiir Tyrosin) der 2
Ringversuche (aus dem Jahr 1990, wie unter Nummer 7 beschrieben,
bzw. aus dem Jahr 2005, wie in EN/ISO 13903 beschrieben) ergeben
sich die nachstehenden Kriterien fiir die Wiederholbarkeit und die Ver-
gleichbarkeit. Die bei diesen 2 Laborvergleichstests erzielten Werte
sind moglicherweise nicht auf andere als die genannten Konzentrations-
bereiche und Matrizen anwendbar.

Wiederholbarkeit

Die Differenz zwischen den Ergebnissen zweier paralleler Bestimmun-
gen an ein und derselben Probe in ein und demselben Labor und durch
denselben Bearbeiter darf die folgenden Werte nicht iiberschreiten:

— 6 % relativ zum hoheren Wert beim Gesamtaminosduregehalt im
Fall von Glycin, Alanin, Lysin, Prolin, Glutaminsdure, Isoleucin
und Histidin;

— 8 % relativ zum hoheren Wert beim Gesamtaminosduregehalt im
Fall von Threonin, Phenylalanin, Methionin, Asparaginsdure und
Leucin;
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— 10 % relativ zum hoheren Wert beim Gesamtaminoséuregehalt im
Fall von Arginin und Valin;

— 12 % relativ zum hoheren Wert beim Gesamtaminosduregehalt im
Fall von Serin;

— 15 % relativ zum hoheren Wert beim Gesamtaminoséuregehalt im
Fall von Cyst(e)in.

Vergleichbarkeit

Die Differenz zwischen den Ergebnissen zweier paralleler Bestimmun-
gen an ein und derselben Probe in unterschiedlichen Laboratorien und/
oder durch unterschiedliche Bearbeiter darf die folgenden Werte nicht
tiberschreiten:

— 15 % relativ zum hoheren Wert beim Gesamtaminoséuregehalt im
Fall von Glycin, Alanin und Threonin;

— 20 % relativ zum hoheren Wert beim Gesamtaminosduregehalt im
Fall von Lysin, Prolin, Phenylalanin, Methionin und Asparaginsiu-
re;

— 22 % relativ zum hoheren Wert beim Gesamtaminosduregehalt im
Fall von Glutaminsdure und Leucin;

— 27 % relativ zum hoheren Wert beim Gesamtaminosduregehalt im
Fall von Arginin;

— 32 % relativ zum hoheren Wert beim Gesamtaminosduregehalt im
Fall von Isoleucin;

— 35 % relativ zum hoheren Wert beim Gesamtaminosduregehalt im
Fall von Valin und Serin;

— 40 % relativ zum hoheren Wert beim Gesamtaminosduregehalt im
Fall von Histidin;

— 50 % relativ zum hoheren Wert beim Gesamtaminoséduregehalt im
Fall von Cyst(e)in.

F. BESTIMMUNG DES TRYPTOPHANGEHALTS

Die zur Bestimmung des Gehalts an Tryptophan anzuwendenden Ana-
lysemethoden sind die folgenden:

— EN ISO 13904: Futtermittel — Bestimmung des Tryptophan-
gehalts,

— die unter den folgenden Nummern 1 bis 9 beschriebene Analyse-
methode.

Zweck und Anwendungsbereich

Mit der Methode ldsst sich der Gesamtgehalt an Tryptophan und der
Gehalt an freiem Tryptophan in Futtermitteln bestimmen. Sie differen-
ziert nicht zwischen D- und L-Formen.

Prinzip

Zur Bestimmung des Gesamtgehalts an Tryptophan wird die Probe
unter alkalischen Bedingungen mit gesittigter Bariumhydroxid-Lésung
hydrolysiert, auf 110 °C erhitzt und 20 h lang auf dieser Temperatur
gehalten. Nach der Hydrolyse wird ein interner Standard zugegeben.

Zur Bestimmung des Gehalts an freiem Tryptophan wird die Probe
unter leicht sauren Bedingungen in Gegenwart eines internen Standards
extrahiert.

Tryptophan und der interne Standard im Hydrolysat bzw. im Extrakt
werden durch HPLC mit Fluoreszenzdetektor bestimmt.

Reagenzien

Es ist bidestilliertes Wasser oder Wasser gleichwertiger Qualitit zu
verwenden (Leitfahigkeit < 10 uS/cm).
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.11.

Standardsubstanz: Tryptophan (Reinheit/Gehalt > 99 %), im Vakuum
iiber Phosphorpentoxid getrocknet.

Interner Standard: a-Methyl-Tryptophan (Reinheit/Gehalt > 99 %), im
Vakuum iiber Phosphorpentoxid getrocknet.

Bariumhydroxid-Octahydrat (das Ba(OH), 8H,O darf nicht tibermaBig
der Luft ausgesetzt werden, um die Bildung von BaCOj3; zu vermeiden,
das die Bestimmung beeintrichtigen konnte) (sieche Bemerkung 9.3).

Natriumhydroxid.

Orthophosphorséure, w (Massenanteil) = 85 %.
Salzsdure, pyo = 1,19 g/ml.

Methanol, HPLC-Qualitat.

Petrolether, Siedeintervall 40 bis 60 °C.
Natriumhydroxidlésung, ¢ = 1 mol/l:

40,0 g NaOH (Nummer 3.5) in Wasser 16sen und mit Wasser (Num-
mer 3.1) auf 1 1 auffiillen.

Salzsdure, ¢ = 6 mol/l:

492 ml HCl (Nummer 3.7) werden mit Wasser auf 1 1 aufgefiillt.
Salzsdure, ¢ = 1 mol/l:

82 ml HCI (Nummer 3.7) werden mit Wasser auf 1 | aufgefiillt.

Salzsdure, ¢ = 0,1 mol/l:

8,2 ml HCl (Nummer 3.7) werden mit Wasser auf 1 1 aufgefiillt.
Orthophosphorséure, ¢ = 0,5 mol/l:

34 ml Orthophosphorsdure (Nummer 3.6) werden mit Wasser (Num-
mer 3.1) auf 1 | aufgefiillt.

Konzentrierte Tryptophanlosung (Nummer 3.2), ¢ = 2,50 umol/ml:

0,2553 g Tryptophan (Nummer 3.2) werden in einem 500-ml-Mess-
kolben in Salzsdure (Nummer 3.13) geldst und mit Salzsdure (Num-
mer 3.13) zur Marke aufgefiillt. Bei -18 °C hochstens 4 Wochen auf-
bewahren.

Konzentrierte interne Standardlésung, ¢ = 2,50 pumol/ml:

0,2728 g a-Methyl-Tryptophan (Nummer 3.3) werden in einem 500-
ml-Messkolben in Salzsdure (Nummer 3.13) gelost und mit Salzsdure
(Nummer 3.13) zur Marke aufgefiillt. Bei -18 °C hochstens 4 Wochen
aufbewahren.

Kalibrierstandardlosung von Tryptophan und internem Standard:

2,00 ml konzentrierte Tryptophanlosung (Nummer 3.15) und 2,00 ml
konzentrierte interne Standardlosung (a-Methyl-Tryptophan) (Num-
mer 3.16) werden mit Wasser (Nummer 3.1) und Methanol (Num-
mer 3.8) auf etwa dasselbe Volumen und etwa dieselbe Methanolkon-
zentration (10 bis 30 %) wie das fertige Hydrolysat verdiinnt.

Diese Losung muss vor Gebrauch frisch hergestellt werden.

Wihrend der Zubereitung vor direktem Sonnenlicht schiitzen.
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3.20.

3.21.

3.22.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

5.2.

Essigsdure.
1,1,1-Trichlor-2-methyl-2-propanol.
Ethanolamin, w (Massenanteil) > 98 %.

Losung von 1 g 1,1,1-Trichlor-2-methyl-2-propanol (Nummer 3.19)
in 100 ml Methanol (Nummer 3.8).

Mobile Phase fiir die HPLC: 3,00 g Essigsdure (Nummer 3.18) + 900 ml
Wasser (Nummer 3.1) + 50,0 ml Losung (Nummer 3.21) von 1,1,1-
Trichlor-2-methyl-2-propanol  (Nummer 3.19) in Methanol (Num-
mer 3.8) (1 g/100 ml). Den pH-Wert mit Ethanolamin (Nummer 3.20)
auf 5,0 einstellen. Mit Wasser (Nummer 3.1) auf 1 1 auffiillen.

Geriite

HPLC-Einrichtung mit Fluoreszenzdetektor.

HPLC-Trennséule, 125 x 4 mm, C;g, 3 pm KorngroBe, oder vergleich-
bare Saule.

pH-Meter.

Polypropylen-Kolben, 125 ml, Weithals mit Schraubverschluss.
Membranfilter, 0,45 pm Porengrofie.

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

Mechanisches Schiittelgerdt oder Magnetriihrer.
Vortex-Schiittelgerét.

Verfahren
Vorbereitung der Proben

Die Probe wird so fein zermahlen, dass sie ein Sieb mit 0,5 mm
Maschenweite passieren kann. Proben mit hohem Feuchtigkeitsgehalt
miissen vor dem Zermahlen entweder bei einer Temperatur von hochs-
tens 50 °C luftgetrocknet oder aber gefriergetrocknet werden. Proben
mit hohem Fettgehalt sind vor dem Zermahlen mit Petrolether (Num-
mer 3.9) zu extrahieren.

Bestimmung des Gehalts an freiem Tryptophan (Extrakt)

Eine geeignete Menge (1 bis 5 g) der vorbereiteten Probe (Nummer 5.1)
auf 1 mg genau in einen Erlenmeyerkolben einwiegen. 100,0 ml Salz-
sdure (Nummer 3.13) und 5,00 ml konzentrierte interne Standardlosung
(Nummer 3.16) zugeben. Mit einem mechanischen Schiittler oder ei-
nem Magnetrithrer (Nummer 4.7) 60 min lang schiitteln bzw. mischen.
Absetzen lassen und 10,0 ml der iiberstehenden Ldsung in ein Becher-
glas pipettieren. 5 ml Orthophosphorsdure (Nummer 3.14) zugeben.
Der pH-Wert wird mit Natriumhydroxidlésung (Nummer 3.10) auf 3
eingestellt. Ausreichend Methanol (Nummer 3.8) fiir eine Methanol-
konzentration von 10 bis 30 % im Endvolumen zugeben. In einen
Messkolben mit ausreichendem Volumen iiberfithren und mit Wasser
auf das fiir die Chromatografie notwendige Volumen verdiinnen (ent-
spricht etwa dem Volumen der Kalibrierstandardlosung (Num-
mer 3.17)).

Einige ml der Losung werden vor der Einspritzung in die HPLC-Séiule
durch einen 0,45-um-Membranfilter (Nummer 4.5) filtriert. Die Chro-
matografie gemd3 Nummer 5.4 durchfiihren.

Standardlosung und Extrakte sind vor direktem Sonnenlicht zu schiit-
zen. Falls es nicht moglich ist, die Extrakte am selben Tag zu ana-
lysieren, konnen sie bei 5 °C maximal 3 Tage aufbewahrt werden.
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5.3.

5.4.

Bestimmung des Gehalts an Gesamttryptophan (Hydrolysat)

0,1 bis 1 g der vorbereiteten Probe (Nummer 5.1) werden auf 0,2 mg
genau in den Polypropylenkolben (Nummer 4.4) eingewogen. Die Ein-
waage muss einen Stickstoffgehalt von ca. 10 mg aufweisen. 8,4 g
Bariumhydroxid-Octahydrat (Nummer 3.4) und 10 ml Wasser zugeben.
Mithilfe eines Vortex-Schiittelgerdts (Nummer 4.8) oder Magnetriihr-
gerdts (Nummer 4.7) mischen. Den teflonbeschichteten Magneten in
der Mischung lassen. Die Gefalwinde mit 4 ml Wasser abspiilen.
Schraubkappe aufsetzen und Kolben locker verschliefen. In einen Au-
toklaven (Nummer 4.6) mit kochendem Wasser tiberfiihren und 30 bis
60 min lang ddmpfen lassen. Den Autoklaven schliefen und 20 h lang
bei 110 (+ 2) °C autoklavieren.

Vor dem Offnen des Autoklaven ist die Temperatur auf knapp unter
100 °C zu senken. Um eine Kristallisation des Ba(OH),'8H,0O zu ver-
meiden, sind der warmen Mischung 30 ml Wasser mit Zimmertem-
peratur zuzugeben. Leicht schiitteln oder rithren. 2,00 ml konzentrierte
interne Standardlosung (a-Methyl-Tryptophan) (Nummer 3.16) zu-
geben. Die Gefdle im Wasser-/Eisbad 15 min lang kiihlen.

Anschliefend 5 ml Orthophosphorsdure (Nummer 3.14) zugeben. Das
GefdBl im Kiihlbad belassen und unter Rithren mit HCl (Nummer 3.11)
neutralisieren; der pH-Wert wird mit HCl (Nummer 3.12) auf 3,0 ein-
gestellt. Ausreichend Methanol fiir eine Methanolkonzentration von 10
bis 30 % im Endvolumen zugeben. In einen Messkolben mit ausrei-
chendem Volumen iiberfithren und mit Wasser auf das fiir die Chro-
matografie notwendige Volumen verdiinnen (z. B. 100 ml). Die Zugabe
von Methanol darf keine Prizipitation verursachen.

Einige ml der Losung werden vor der Einspritzung in die HPLC-Saule
durch einen 0,45-um-Membranfilter (Nummer 4.5) filtriert. Die Chro-
matografie gemd Nummer 5.4 durchfiihren.

Standardlosung und Extrakte sind vor direktem Sonnenlicht zu schiit-
zen. Falls es nicht moglich ist, die Hydrolysate am selben Tag zu
analysieren, konnen sie bei 5 °C hochstens 3 Tage aufbewahrt werden.

HPLC-Bestimmung

Die folgenden Angaben fiir eine isokratische Trennung sind Richtwer-
te; andere Parameter konnen verwendet werden, sofern sie zu ver-
gleichbaren Ergebnissen fithren (siche auch Bemerkungen 9.1 und 9.2):

HPLC-Trennsédule (Num- 125 x 4 mm, Cg, 3 pm KorngroBe,

mer 4.2): oder vergleichbare Saule

Séulentemperatur: Raumtemperatur

Mobile Phase (Num- 3,00 g Essigsdure (Num-

mer 3.22): mer 3.18) + 900 ml Wasser (Num-
mer 3.1) + 50,0 ml Loésung (Num-
mer 3.21) von 1,1,1-Trichlor-2-methyl-
2-propanol (Nummer 3.19) in Methanol
(Nummer 3.8) (1 g/100 ml). Den pH-
Wert mit Ethanolamin (Nummer 3.20)
auf 5,0 einstellen. Mit Wasser (Num-
mer 3.1) auf 1 1 auffiillen.

Durchflussrate: 1 ml/min

Gesamtlaufzeit: ca. 34 min

Detektionswellenldnge:

Einspritzvolumen:

Anregung: 280 nm, Emission: 356 nm

20 pl
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Berechnung der Ergebnisse

Die Menge von Tryptophan (X) in g je 100 g Probe wird wie folgt
berechnet:

_AXBXV] XexVyxM
T CxDx V3 x 10000 x m

A = Peakfliche des internen Standards; Kalibrierstandardlosung
(Nummer 3.17)

B = Peakfliche von Tryptophan, Extrakt (Nummer 5.2) oder Hydro-
lysat (Nummer 5.3)

Vi = Volumen der konzentrierten Tryptophanlésung (Nummer 3.15),
das der Kalibrierlosung (Nummer 3.17) zugegeben wurde, in ml
(2 ml)

¢ = Konzentration der konzentrierten Tryptophanlosung (Num-
mer 3.15), die der Kalibrierlosung (Nummer 3.17) zugegeben
wurde, in umol/ml (= 2,50)

V, = Volumen der konzentrierten internen Standardlésung (Num-
mer 3.16), das bei der Extraktion (Nummer 5.2) (= 5,00 ml)
oder dem Hydrolysat (Nummer 5.3) (= 2,00 ml) zugegeben
wurde, in ml

C = Peakfliche des internen Standards, Extrakt (Nummer 5.2) oder
Hydrolysat (Nummer 5.3)

D = Peakfliche von Tryptophan, Kalibrierstandardlosung (Num-
mer 3.17)

V3 = Volumen der konzentrierten internen Standardlésung (Num-
mer 3.16), das der Kalibrierstandardlosung (Nummer 3.17) zu-
gegeben wurde, in ml (2,00 ml)

m = Probeneinwaage (korrigiert auf Originalgewicht, falls getrock-
net und/oder entfettet), in g

M = Molmasse von Tryptophan (= 204,23 g/mol)

Wiederholbarkeit

Die Differenz zwischen den Ergebnissen zweier paralleler Bestimmun-
gen an ein und derselben Probe darf 10 % des hoheren Werts nicht
iiberschreiten.

Ergebnisse eines Ringversuchs

Es wurde ein EU-Ringversuch (4. Vergleichstest) durchgefiihrt, bei
dem 3 Proben von bis zu 12 Laboratorien analysiert wurden, um die
Hydrolysemethode zu zertifizieren. Jede Probe wurde mehrfach (5-mal)
analysiert. Die Ergebnisse sind in der nachstehenden Tabelle zusam-
mengefasst.

Probe 2
Probe 1 Schweinefutt Probe 3
chweinefutter .
Schweinefutter | mit Zusatz von Klgft}t]'uttgr fr
L-Tryptophan chwetne
L 12 12 12
n 50 55 50
Mittelwert [g/kg] 2,42 3,40 422
s, [g/kg] 0,05 0,05 0,08
r [g/kg] 0,14 0,14 0,22
VK, [%] 1,9 1,6 1,9
Sk [g/kg] 0,15 0,20 0,09
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Probe 2
Probe 1 Schweinefi Probe 3
. chwetnetutter Kraftfutter fiir
Schweinefutter | mit Zusatz von .
Schweine
L-Tryptophan
R [g/kg] 0,42 0,56 0,25
VKR [%] 6,3 6,0 2,2
L = Zahl der Laboratorien, die Ergebnisse iibermittelt haben
n = Zahl der Einzelergebnisse ohne Ausreiler (Ausreilertest von Cochran,
Dixon)
s, = Standardabweichung der Wiederholbarkeit
Sk = Standardabweichung der Vergleichbarkeit
r = Wiederholbarkeit

R = Vergleichbarkeit
VK, = Variationskoeffizient der Wiederholbarkeit, %
VK = Variationskoeffizient der Vergleichbarkeit, %

Es wurde ein weiterer EU-Ringversuch (3. Vergleichstest) durch-
gefiihrt, bei dem 2 Proben von bis zu 13 Laboratorien analysiert wur-
den, um die Methode zur Extraktion von freiem Tryptophan zu zerti-
fizieren. Jede Probe wurde mehrfach (5-mal) analysiert. Die Ergebnisse
sind in der nachstehenden Tabelle zusammengefasst.

Probe 4 Probe 3
Mischune aus Mischung aus Weizen und
Wei gd qo:: | Soja (= Probe 4) mit Tryp-
crzen und Soja tophan-Zusatz (0,457 g/kg)
L 12 12
n 55 60
Mittelwert [g/kg] 0,391 0,931
s, [g/kg] 0,005 0,012
r [g/kg] 0,014 0,034
VK, [%] 1,34 1,34
Sr [g/kg] 0,018 0,048
R [g/kg] 0,050 0,134
VKg [%] 4,71 5,11
L = Zahl der Laboratorien, die Ergebnisse iibermittelt haben
n = Zahl der Einzelergebnisse ohne Ausreifler (Ausreilertest von Cochran,
Dixon)
s, = Standardabweichung der Wiederholbarkeit
Sg = Standardabweichung der Vergleichbarkeit
r = Wiederholbarkeit

R = Vergleichbarkeit
VK, = Variationskoeffizient der Wiederholbarkeit, %
VK = Variationskoeffizient der Vergleichbarkeit, %

Es wurde ein weiterer EU-Vergleichstest durchgefiihrt, bei dem 4 Pro-
ben von bis zu 7 Laboratorien analysiert wurden, um die Tryptophan-
Hydrolyse zu zertifizieren. Die Ergebnisse sind nachstehend zusam-
mengefasst. Jede Probe wurde mehrfach (5-mal) analysiert.
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9.2.

Probe 2
Probe 1 Probe 3 Probe 4
Fischmehl mit .
Schweinemisch- | geringem Fett- Sojamehl Magermilchpul-
futtermittel gehalt " 119) ver
(CRM 117) RM 11
(CRM 118) (CRM 120)
L 7 7 7 7
n 25 30 30 30
Mittelwert [g/kg] 2,064 8,801 6,882 5,236
s, [g/kg] 0,021 0,101 0,089 0,040
r [g/kg] 0,059 0,283 0,249 0,112
VK, [%] 1,04 1,15 1,30 0,76
Sr [g/kg] 0,031 0,413 0,283 0,221
R [g/kg] 0,087 1,156 0,792 0,619
VKg [%] 1,48 4,69 4,11 4,22
L = Zahl der Laboratorien, die Ergebnisse iibermittelt haben
n = Zahl der Einzelergebnisse ohne Ausreiler (Ausreifiertest von Cochran, Dixon)
s, = Standardabweichung der Wiederholbarkeit
Sg = Standardabweichung der Vergleichbarkeit

r = Wiederholbarkeit
R = Vergleichbarkeit
VK, = Variationskoeffizient der Wiederholbarkeit, %
VKyg = Variationskoeffizient der Vergleichbarkeit, %

Bemerkungen

Mit den folgenden besonderen Chromatografiebedingungen kann eine
bessere Trennung von Tryptophan und a-Methyl-Tryptophan erreicht
werden.

Isokratische Trennung, gefolgt von der Reinigung der Gradientensédule:

HPLC-Trennséule: 125 x 4 mm, Cig, 5 um Korngro-
Be, oder vergleichbare Siule
Sédulentemperatur: 32 °C
Mobile Phase: A: 0,01 mol/l KH,PO4/Methanol,
95 + 5 (V+V).
B: Methanol.
Gradientenprogramm: 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 %9 A 0 % B
Durchflussrate: 1,2 ml/min

Gesamtlaufzeit: ca. 33 min

Die Durchfithrung der Chromatografie variiert je nach Art der HPLC
und der verwendeten Sdulenpackung. Das System muss so gewihlt
werden, dass eine Grundlinientrennung zwischen Tryptophan und
dem internen Standard moglich ist. Die Abbauprodukte missen deut-
lich von Tryptophan und dem internen Standard getrennt werden. Zur
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9.3.

1.1.

1.2.

1.3.

2.2.

Untersuchung der Grundlinie unter dem internen Standard auf Ver-
unreinigungen sind Hydrolysate ohne internen Standard zu analysieren.
Die Laufzeit muss lang genug sein, dass alle Abbauprodukte eluiert
werden, andernfalls konnen spite Elutionspeaks anschlieBende Chro-
matografiedurchgénge beeintrachtigen.

Im Betriebsbereich muss das Chromatografiesystem eine lineare Re-
aktion ergeben. Die lineare Reaktion ist bei einer konstanten (der nor-
malen) Konzentration des internen Standards und unterschiedlichen
Tryptophankonzentrationen zu messen. Die GroBe des Tryptophan-
und des internen Standardpeaks miissen sich innerhalb des linearen
Bereichs des HPLC-/Fluoreszenzsystems befinden. Sollten der Trypto-
phan- und/oder der interne Standardpeak/die internen Standardpeaks zu
klein oder zu hoch sein, ist die Analyse mit einer anderen Proben-
grofle und/oder einem anderen Endvolumen zu wiederholen.

Bariumhydroxid

Alteres Bariumhydroxid ist schwerer 18slich. Dies kann zur Folge ha-
ben, dass die Losung fiir die HPLC-Bestimmung nicht klar ist und zu
niedrigen Tryptophan-Werten fiihren kann.

G. BESTIMMUNG DES GEHALTS AN ROHOLEN UND -FETTEN

Zweck und Anwendungsbereich

Mit der Methode lasst sich der Rohdl- und Rohfettgehalt von Futter-
mitteln bestimmen.

Je nach Art und Zusammensetzung des Futtermittels sowie in Abhén-
gigkeit vom Zweck der Untersuchung ist eines der beiden nachstehend
beschriebenen Verfahren anzuwenden.

Zur Bestimmung des Rohdl- und Rohfettgehalts von Olsaaten und
Olfriichten sowie von Futtermitteln, bei denen der Rohdl-/Rohfettgehalt
15 % {ibersteigt, sollte die Extraktion mithilfe des Verfahrens A und
die erneute Extraktion mithilfe des Verfahrens B (Nummer 5.3) durch-
gefiihrt werden.

Verfahren A — Direkt extrahierbare Rohole und Rohfette

Das Verfahren ist anzuwenden bei Futtermittel-Ausgangserzeugnissen
pflanzlichen Ursprungs mit Ausnahme derjenigen, die in den Anwen-
dungsbereich des Verfahrens B fallen.

Verfahren B — Gesamtgehalt an Rohodlen und Rohfetten

Das Verfahren ist anzuwenden bei Futtermittel-Ausgangserzeugnissen
tierischen Ursprungs und bei allen Mischfuttermitteln. Es ist aulerdem
bei allen Erzeugnissen anzuwenden, aus denen Ole und Fette ohne
vorherige Hydrolyse nicht vollstindig extrahiert werden konnen (z. B.
Kleber, Hefen, Kartoffeleiweil und Erzeugnisse, die Verfahren unter-
zogen wurden wie Extrudieren, Flockieren und Erhitzen).

Auswertung der Ergebnisse

In allen Fillen, in denen mit Verfahren B ein hoheres Ergebnis erzielt
wird als mit Verfahren A, gilt das mit Verfahren B erhaltene Ergebnis
als der richtige Wert.

Prinzip

Verfahren A

Die Probe wird mit Petrolether extrahiert. Das Losungsmittel wird ab-
destilliert und der Riickstand getrocknet und gewogen.

Verfahren B

Die Probe wird unter Erhitzen mit Salzsdure behandelt. Die Mischung
wird abgekiihlt und filtriert. Der gewaschene und getrocknete Riick-
stand wird nach Verfahren A weiterbehandelt.
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3. Reagenzien

3.1. Petrolether, Siedeintervall: 40 bis 60 °C. Die Bromzahl muss weniger
als 1 und der Abdampfriickstand weniger als 2 mg/100 ml betragen.

3.2. Natriumsulfat, wasserfrei.
3.3. Salzsdure, ¢ = 3 mol/l.
3.4. Filterhilfsmittel, z. B. Kieselgur, Hyflo-Supercel.

4. Gerite

4.1. Extraktionsapparat: Sofern das Gerdt mit einem Siphon (Soxhletappa-
rat) ausgestattet ist, muss die Riickflussmenge so bemessen sein, dass
das Losungsmitte]l mindestens 10-mal in der Stunde ablduft. Wenn es
sich um ein Gerit ohne Siphon handelt, muss die Riickflussmenge etwa
10 ml/min betragen.

4.2. Extraktionshiilsen: Diese miissen frei sein von petroletherlgslichen
Stoffen und eine Porositdt besitzen, die den Anforderungen nach Num-
mer 4.1 geniigt.

4.3. Trockenschrank: Vakuumtrockenschrank, eingestellt auf 75 °C (= 3 °
C,) oder Lufttrockenschrank, eingestellt auf 100 °C (+ 3 °C).

5. Verfahren
5.1. Verfahren A (siche Bemerkung 8.1)

Von der Probe werden 5 g auf 1 mg genau abgewogen, dann in eine
Extraktionshiilse (Nummer 4.2) iberfiihrt und mit einem fettfreien
Wattebausch abgedeckt.

Die Hiilse wird in einen Extraktionsapparat (Nummer 4.1) eingesetzt
und 6 h lang mit Petrolether (Nummer 3.1) extrahiert. Der Petrole-
therextrakt wird in einem trockenen, mit einigen Kornern Bimsstein
(") versehenen, tarierten Kolben aufgefangen.

Nach beendeter Extraktion wird das Losungsmittel abdestilliert. An-
schliefend wird der Riickstand mit Kolben 1,5 h im Trockenschrank
(Nummer 4.3) getrocknet und nach dem Abkiihlen in einem Exsikkator
gewogen. Durch eine zweite Trocknung von 30 min Dauer ist zu
priifen, ob das Gewicht der Ole und Fette konstant geblieben ist (der
Gewichtsverlust zwischen 2 aufeinanderfolgenden Wégungen darf
1 mg nicht iiberschreiten).

5.2. Verfahren B

Von der Probe werden 2,5 g auf 1 mg genau abgewogen (siche Be-
merkung 8.2) und in ein 400-ml-Becherglas oder einen 300-ml-Erlen-
meyerkolben gebracht. Anschliefend werden 100 ml Salzsdure (Num-
mer 3.3) und einige Korner Bimsstein hinzugefiigt. Das Becherglas
wird mit einem Uhrglas abgedeckt, bzw. dem Erlenmeyerkolben wird
ein Riickflusskiihler aufgesetzt. Das Gemisch wird auf kleiner Flamme
oder auf einer Heizplatte bis zum Siedepunkt erhitzt und 1 h lang
schwach sieden gelassen. Es ist zu verhindern, dass das Material sich
an den Winden des Gefdlles festsetzt.

Dann wird abgekiihlt und so viel vom Filterhilfsmittel (Nummer 3.4)
zugesetzt, dass beim Filtrieren kein Ol- bzw. Fettverlust eintritt. Fil-
triert wird unter Verwendung eines feuchten, fettfreien doppelten Fil-
terpapiers. Der Riickstand wird bis zur neutralen Reaktion mit kaltem
Wasser gewaschen. Danach ist zu tberpriifen, dass das Filtrat keine
Ole und Fette mehr enthilt. Bei Vorhandensein von Olen oder Fetten
muss vor der Hydrolyse eine Extraktion der Probe mit Petrolether nach
Verfahren A vorgenommen werden.

Das doppelte Filterpapier mit dem Riickstand ist auf ein Uhrglas zu
legen und ca. 1,5 h lang bei 100 °C (£ 3 °C) im Lufttrockenschrank
(Nummer 4.3) zu trocknen.

(") Soll das Ol oder Fett spiter einer Qualititspriifung unterzogen werden, sind die Bims-
steinkorner durch Glasperlen zu ersetzen.
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5.3.

Das doppelte Filterpapier mit dem trockenen Riickstand wird in eine
Extraktionshiilse (Nummer 4.2) iberfiihrt und mit einem fettfreien
Wattebausch abgedeckt. Die Hiilse wird in einen Extraktionsapparat
(Nummer 4.1) eingesetzt. Dann wird, wie unter Nummer 5.1 Absitze 2
und 3 beschrieben, weiterverfahren.

Verfahren A und erneute Extraktion mithilfe des Verfahrens B

Zur Bestimmung des Rohdl- und Rohfettgehalts von Olsaaten und
Olfriichten sowie von Futtermitteln, bei denen der Rohdl-/Rohfettgehalt
15 % tbersteigt, sollte die Extraktion mithilfe des Verfahrens A und
die erneute Extraktion mithilfe des Verfahrens B durchgefiihrt werden.

Dies bedeutet, dass nach der Extraktion mit Petrolether (Verfahren A)
der Riickstand oder ein Teil des Riickstands mit Salzsdure erneut ex-
trahiert wird (Verfahren B). Der Rohdl- und Rohfettgehalt ist die
Summe der Ergebnisse der Verfahren A und B.

Angabe der Ergebnisse

Das Gewicht des Riickstands wird als Prozentsatz der Probe aus-
gedriickt.

Wiederholbarkeit

Die Differenz zwischen den Ergebnissen zweier paralleler Bestimmun-
gen eines Analytikers bei ein und derselben Probe darf die folgenden
Werte nicht iiberschreiten:

— 0,2 % absolut bei Gehalten an Rohdlen und -fetten von unter 5 %,
— 4,0 % relativ zum hochsten Wert bei Gehalten von 5 bis 10 %,
— 0,4 % absolut bei Gehalten tiber 10 %.

Bemerkungen

Bei Erzeugnissen mit hohem Ol- und Fettgehalt, die schwer zu zer-
kleinern sind oder sich zur Entnahme einer reduzierten homogenen
Analysenprobe nicht eignen, ist folgendermaflen zu verfahren:

Von der Probe werden 20 g auf 1 mg genau abgewogen und mit 10 g
oder mehr wasserfreiem Natriumsulfat (Nummer 3.2) gemischt. Dann
wird mit Petrolether (Nummer 3.1) extrahiert, wie unter Nummer 5.1
beschrieben. Der dabei aufgefangene Extrakt wird mit Petrolether
(Nummer 3.1) auf 500 ml aufgefiillt und gemischt. Von der Ldsung
werden 50 ml entnommen und in einen kleinen, trockenen, mit Bims-
steinkdrnchen versehenen und tarierten Kolben gebracht. Das Losungs-
mittel wird abdestilliert und dann wird, wie unter Nummer 5.1 letzter
Absatz beschrieben, getrocknet und weiterverfahren.

Der Extraktionsriickstand in der Hiilse wird vom Lésungsmittel befreit,
auf 1 mm zerkleinert und wieder zuriick in die Extraktionshiilse ge-
bracht (ohne Zugabe von Natriumsulfat). Dann wird, wie unter Num-
mer 5.1 Absétze 2 und 3 beschrieben, weiterverfahren.

Der Gehalt an Olen und Fetten, ausgedriickt als Prozentsatz der Probe,
wird nach folgender Formel berechnet:

(101‘[11 + mz) x5

wobei:

m; = Gewicht des Riickstands in g nach der ersten Extraktion (ali-
quoter Teil des Extrakts),

m, = Gewicht des Riickstands in g nach der zweiten Extraktion.
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8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

4.2.

4.3.

4.4,

4.5.

4.6.

Bei einigen Erzeugnissen (z. B. 6l- und fettarmen Erzeugnissen) kann
die Einwaage erhoht werden.

Heimtierfutter mit hohem Wassergehalt muss vor der Hydrolyse und
Extraktion nach Verfahren B moglicherweise mit wasserfreiem Na-
triumsulfat gemischt werden.

Bei dem Verfahren nach Nummer 5.2 kann die Verwendung von hei-
Bem statt kaltem Wasser zum Waschen des Riickstands nach der Fil-
tration moglicherweise wirksamer sein.

Die Trocknungszeit von 1,5 h muss bei einigen Futtermitteln mogli-
cherweise verlingert werden. UbermifBiges Trocknen ist zu vermeiden,
da dies zu niedrigen Ergebnissen fithren kann. Es kann auch ein Mi-
krowellengerit verwendet werden.

H. BESTIMMUNG DES ROHFASERGEHALTS
Zweck und Anwendungsbereich

Mit der Methode lésst sich der Gehalt an sdure- und alkaliunloslichen,
fettfreien organischen Bestandteilen, herkdmmlicherweise als Rohfaser
bezeichnet, in Futtermitteln bestimmen.

Die Methode ist nicht anwendbar in Bezug auf Lignozellulose und
Pflanzenkohle (zu feine Partikel).

Prinzip

Die gegebenenfalls entfettete Probe wird nacheinander mit kochender
Schwefelsdurelosung und kochender Kaliumhydroxidlosung definierter
Konzentrationen behandelt. Der Riickstand wird durch Filtration auf
einem gesinterten Glasfilter getrennt, gewaschen, getrocknet, gewogen
und bei 475 bis 500 °C verascht. Der Gewichtsverlust bei dieser Ver-
aschung entspricht der Rohfaser der Einwaage.

Reagenzien
Schwefelsdure, ¢ = 0,13 mol/l.
Antischaummittel (z. B. n-Oktanol).

Filterhilfsmittel (Celite 545 oder gleichwertiges Mittel), 4 h lang auf
500 °C erhitzt (8.6).

Aceton.

Petrolether, Siedeintervall: 40 bis 60 °C.
Salzsdure, ¢ = 0,5 mol/l.
Kaliumhydroxidlésung, ¢ = 0,23 mol/lL.

Geriite

Heizvorrichtung fiir den Aufschluss mit Schwefelsdure und Kaliumhy-
droxidldsung, ausgestattet mit einer Halterung fiir den Glasfiltertiegel
(Nummer 4.2) und einem Abflussrohr mit Hahn zum Flissigkeits-
ablauf, fiir den Vakuumanschluss und, sofern moglich, auch mit einem
Anschluss fiir die Zufuhr von Druckluft. Vor der téglichen Inbetrieb-
nahme muss die gesamte Apparatur mit Wasser 5 min erhitzt werden.

Glasfiltertiegel mit eingeschmolzenem gesintertem Glasfilter (Poren-
grofle 40 bis 90 um). Vor dem erstmaligen Gebrauch wird der Tiegel
einige Minuten bei 500 °C gegliiht und dann abkiihlen gelassen (Num-
mer 8.6).

Siedezylinder (mindestens 270 ml) mit einem Riickflusskiihler.
Trockenschrank mit Thermostat.

Muffelofen mit Thermostat.

Extraktionsvorrichtung mit einer Halterung fiir den Glasfiltertiegel

(Nummer 4.2) und einem Abflussrohr mit Hahn fiir den Flissigkeits-
ablauf und den Vakuumanschluss.
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4.7.

Verbindungsringe zur Verbindung von Heizvorrichtung (Nummer 4.1),
Filtertiegel (Nummer 4.2) und Siedezylinder (Nummer 4.3), Verbin-
dungsringe zur Verbindung von Kaltextraktionsvorrichtung (Num-
mer 4.6) und Filtertiegel.

Verfahren

Von der vorbereiteten Probe werden 1 g auf 1 mg genau in den Glas-
filtertiegel (Nummer 4.2) eingewogen (siche Bemerkungen 9.1, 9.2
und 9.3), und es wird 1 g Filterhilfsmittel (Nummer 3.3) hinzugefiigt.

Der Glasfiltertiegel (Nummer 4.2) wird in die Heizvorrichtung (Num-
mer 4.1) eingesetzt und mit dem Siedezylinder (Nummer 4.3) verbun-
den. 150 ml auf Siedetemperatur erhitzte Schwefelsdure (Nummer 3.1)
werden in den mit dem Tiegel verbundenen Siedezylinder tiberfiihrt,
und es werden erforderlichenfalls einige Tropfen Antischaummittel
(Nummer 3.2) hinzugefiigt.

Die Flissigkeit wird innerhalb von 5 + 2 min zum Sieden erhitzt und
genau 30 min lang im kriftigen Sieden gehalten.

Der Hahn im Abflussrohr (Nummer 4.1) wird gedffnet und die Schwe-
felsdure mithilfe von Vakuum durch den Glasfiltertiegel abgesaugt. Der
Filterriickstand wird 3-mal mit je 30 ml kochendem Wasser gewaschen.
Nach jedem Waschvorgang ist der Riickstand trocken zu saugen.

Der Auslaufthahn wird geschlossen, und es werden 150 ml siedende
Kaliumhydroxidlgsung (Nummer 3.7) und einige Tropfen Antischaum-
mittel (Nummer 3.2) in den mit dem Siedezylinder verbundenen Glas-
filtertiegel gegeben. Die Flussigkeit wird innerhalb von 5 £+ 2 min zum
Sieden erhitzt und genau 30 min lang im kréftigen Sieden gehalten.
Nach dem Filtern wird das Waschen des Riickstands in der gleichen
Weise durchgefiihrt wie nach der Behandlung mit Schwefelséaure.

Nach dem letzten Waschen wird der Riickstand trocken gesaugt und
der Tiegel mit Inhalt vom Siedezylinder gelost und an die Kaltext-
raktionsvorrichtung (Nummer 4.6) angeschlossen. Unter Anlegen von
Vakuum wird der Riickstand im Tiegel 3-mal mit je 25 ml Aceton
(Nummer 3.4) gewaschen, wobei der Riickstand nach jedem Wasch-
vorgang trocken zu saugen ist.

Der Filtertiegel mit Inhalt wird im Trockenschrank bei 130 °C bis zur
Massekonstanz getrocknet, in einem Exsikkator abgekiihlt und an-
schliefend rasch gewogen. Danach wird der Filtertiegel mit Inhalt in
einen Muffelofen gebracht und mindestens 30 min lang bei einer Tem-
peratur von 475 bis 500 °C bis zur Massekonstanz verascht (der Ge-
wichtsverlust bei 2 aufeinanderfolgenden Wégungen darf 2 mg nicht
iiberschreiten).

Nach dem Erhitzen wird der Tiegel zundchst im Muffelofen und dann
im Exsikkator abgekiihlt und anschliefend gewogen.

Es wird ein Blindversuch ohne Probe durchgefiihrt. Der beim Ver-
aschen auftretende Gewichtsverlust darf 4 mg nicht tberschreiten.

Berechnung der Ergebnisse

Der Gehalt an Rohfaser als Prozentsatz der Probe wird nach folgender
Formel berechnet:

(mo — my) x 100
m

X =

wobei:
m = Einwaage in g,

my = Gewichtsverlust nach dem Veraschen wihrend der Bestimmung,
ing,

m; = Gewichtsverlust nach dem Veraschen wihrend des Blindver-
suchs, in g.



02009R0152 — DE — 14.05.2025 — 010.001 — 57

9.2.

9.3.

9.4.

9.5.

9.6.

Wiederholbarkeit

Die Differenz zwischen den Ergebnissen zweier paralleler Bestimmun-
gen an ein und derselben Probe darf die folgenden Werte nicht iiber-
schreiten:

— 0,6 % absolut bei einem Rohfasergehalt von weniger als 10 %,

— 6 % relativ zum hoheren Wert bei einem Rohfasergehalt von 10 %
oder mehr.

Vergleichbarkeit

Die Differenz zwischen den Ergebnissen zweier paralleler Bestimmun-
gen an ein und derselben Probe in unterschiedlichen Laboratorien darf
die folgenden Werte nicht iiberschreiten:

— 1,0 % absolut bei einem Rohfasergehalt von weniger als 10 %,

— 10 % relativ zum hoheren Wert bei einem Rohfasergehalt von 10 %
oder mehr.

Bemerkungen

Futtermittel, die mehr als 10 % Rohfett enthalten, miissen vor der
Analyse mit Petrolether (Nummer 3.5) entfettet werden. Dazu wird
der Glasfiltertiegel (Nummer 4.2) mit Inhalt an die Kaltextraktionsvor-
richtung (Nummer 4.6) angeschlossen und unter Anlegen von Vakuum
3-mal mit je 30 ml Petrolether gewaschen, wobei sichergestellt wird,
dass der Riickstand trocken ist. Der Tiegel mit Inhalt wird an die
Heizvorrichtung (Nummer 4.1) angeschlossen. Danach ist gema3 Num-
mer 5 weiterzuverfahren.

Futtermittel, die Fette enthalten, welche nicht direkt mit Petrolether
(Nummer 3.5) extrahiert werden konnen, miissen, wie unter Num-
mer 8.1 angegeben, entfettet werden und nach dem Sieden mit Saure
ein weiteres Mal entfettet werden. Nach dem Sieden mit Sdure und
dem anschlieBenden Waschvorgang wird der Tiegel mit Inhalt an die
Kaltextraktionsvorrichtung (Nummer 4.6) angeschlossen und 3-mal mit
je 30 ml Aceton und danach weitere 3-mal mit je 30 ml Petrolether
entfettet. Der Filtertiegel wird mithilfe von Vakuum trocken gesaugt
und die Analyse wird, wie unter Nummer 5 beschrieben, fortgesetzt,
beginnend mit der Behandlung mit Kaliumhydroxidlosung.

Bei Futtermitteln, die mehr als 5 % Carbonate, ausgedriickt als Calci-
umcarbonat, enthalten, wird der Tiegel (Nummer 4.2) mit der einge-
wogenen Probemenge an die Heizvorrichtung (Nummer 4.1) an-
geschlossen. Die Probe wird 3-mal mit je 30 ml Salzsdure (Num-
mer 3.6) gewaschen. Nach jeder Zugabe wird die Probe vor dem Ab-
saugen etwa 1 min lang stehen gelassen. Anschliefend wird 1-mal mit
30 ml Wasser gewaschen. Danach ist wie unter Nummer 5 angegeben
weiterzuverfahren.

Wenn ein Gerdt benutzt wird, bei dem mehrere Glasfiltertiegel an
derselben Heizvorrichtung gleichzeitig befestigt sind, diirfen in dersel-
ben Untersuchungsreihe keine 2 Einzelbestimmungen an ein und der-
selben Probe vorgenommen werden.

Wenn nach dem Sieden mit Sdure bzw. Lauge Schwierigkeiten bei der
Filtration auftreten, wird der Heizvorrichtung durch das Auslassrohr
Druckluft zugefiihrt und anschlieend die Filtration fortgesetzt.

Die Veraschungstemperatur darf 500 °C nicht tberschreiten, um die
Haltbarkeit der Glasfiltertiegel zu verlangern. Beim Erhitzen und Ab-
kithlen sind vor allem iiberméBige Temperaturspriinge zu vermeiden.
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3.2.

3.3.

3.4

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.8.1.

3.8.2.

3.8.3.

3.9.

I. BESTIMMUNG DES ZUCKERGEHALTS
Zweck und Anwendungsbereich

Mit der Methode lésst sich der Gehalt an reduzierenden Zuckern und
an Gesamtzucker nach Inversion, ausgedriickt als Glucose oder gege-
benenfalls nach Multiplikation mit dem Faktor 0,95 als Saccharose,
bestimmen. Sie wird bei Mischfuttermitteln angewendet. Fiir andere
Futtermittel sind besondere Verfahren vorgesehen. Gegebenenfalls
muss der Gehalt an Lactose getrennt bestimmt und dieses Ergebnis
bei der Berechnung beriicksichtigt werden.

Die Methode ist anzuwenden, um den Zuckergehalt fiir die Berechnung
des Energiegehalts des Futtermittels zu bestimmen.

Ist der Zuckergehalt fir andere Zwecke zu bestimmen, konnen andere
Analysemethoden angewendet werden.

Prinzip

Die Zucker werden in verdiinntem Ethanol geldst; die Losung wird mit
den Losungen Carrez I und II gekldrt. Nach dem Verdunsten des
Ethanols werden vor und nach der Inversion die Bestimmungen nach
der Luff-Schoorl-Methode durchgefiihrt.

Reagenzien
Ethanollésung (Volumenkonzentration = 40 %), Dichte: 0,948 g/ml bei
20 °C, auf den Umschlagspunkt von Phenolphthalein eingestellt.

Carrez-Losung I: 21,9 g Zinkacetat, Zn (CH;C0O0),2H,0, und 3 g
Eisessig werden in Wasser gelost und mit Wasser auf 100 ml auf-
gefiillt.

Carrez-Losung 1I: 10,6 g Kaliumhexacyanoferrat(Il), K4Fe(CN)g'3H,0,
werden in Wasser gelost und mit Wasser auf 100 ml aufgefiillt.

Methylorangeldsung (Massenkonzentration = 0,1 %).
Salzsdure 4 mol/l.

Salzsdure 0,1 mol/l.

Natriumhydroxidlosung 0,1 mol/l.

Reagenz nach Luff-Schoorl:

Die Zitronensaurelosung (Nummer 3.8.2) unter vorsichtigem Riihren in
die Natriumcarbonatlosung (Nummer 3.8.3) giefen. Nach Zugabe der
Kupfersulfatlosung (Nummer 3.8.1) mit Wasser auf 1 1 auffiillen. Uber
Nacht absetzen lassen und dann filtrieren.

Die Konzentration des so erhaltenen Reagenz (Cu 0,05 mol/l;
Na,CO; 1 mol/l) priifen, siche Nummer 5.4 letzter Absatz. Der pH-
Wert der Losung muss bei etwa 9,4 liegen.

Kupfersulfatlosung: 25 g Kupfersulfat, CuSO4'5H,0, eisenfrei, werden
in 100 ml Wasser gelost.

Zitronensdurelosung: 50 g Zitronensdure, C¢HgO7"H,O werden in 50 ml
Wasser gelost.

Natriumcarbonatlosung: 143,8 g Natriumcarbonat, wasserfrei, werden
in ca. 300 ml warmem Wasser geldst. Abkiihlen lassen.

Natriumthiosulfatlosung 0,1 mol/l.

Stirkelosung: Eine Aufschlammung von 5 g 16slicher Stirke in 30 ml
Wasser wird zu 1 1 siedendem Wasser hinzugefiigt und 3 min lang im
Sieden halten; dann wird abgekiihlt und es werden gegebenenfalls
10 mg Quecksilberiodid als Konservierungsmittel hinzugefiigt.
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5.2.

5.3.

5.4.

Schwefelsdure 3 mol/l.
Kaliumiodidlosung (Massenkonzentration = 30 %).

Bimssteinkorner, mit Salzsdure ausgekocht, mit Wasser gewaschen und
getrocknet.

3-Methylbutan-1-ol.

Geriite

Mechanisches Schiittelgerit: ca. 35 bis 40 min™'.

Verfahren
Extraktion der Probe

Von der Probe werden 2,5 g auf 1 mg genau in einen 250-ml-Mess-
kolben eingewogen. Nach Zugabe von 200 ml Ethanol (Nummer 3.1)
wird der Kolben 1 h lang im Schiittelgerdt gemischt. AnschlieBend
werden 5 ml Carrez-Losung I (Nummer 3.2) hinzugefiigt, und es
wird ca. 30 s lang geriihrt. Dann werden 5 ml Carrez-Losung II (Num-
mer 3.3) hinzugefligt, und es wird nochmals 1 min lang geriihrt; nun
wird mit Ethanol (Nummer 3.1) zur Marke aufgefiillt, homogenisiert
und filtriert. Vom Filtrat werden 200 ml abpipettiert und auf ungefahr
die Halfte des Volumens eingeengt, um den grofiten Teil des Ethanols
zur Verdunstung zu bringen. Der Abdampfriickstand wird mit warmem
Wasser in einen 200-ml-Messkolben tibergespiilt, abgekiihlt, mit Was-
ser zur Marke aufgefiillt, homogenisiert und, falls erforderlich, filtriert.
Diese Losung wird fir die Bestimmung des Gehalts an reduzierenden
Zuckern und nach Inversion zur Bestimmung des Gesamtzuckers ver-
wendet.

Bestimmung des Gehalts an reduzierenden Zuckern

Eine Menge von hochstens 25 ml der Losung, die weniger als 60 mg
reduzierende Zucker, ausgedriickt als Glucose, enthilt, wird abpipet-
tiert, falls erforderlich mit destilliertem Wasser auf 25 ml aufgefiillt,
und es wird der Gehalt an reduzierendem Zucker nach der Luft-
Schoorl-Methode bestimmt. Das Ergebnis wird als Prozentsatz Glucose
in der Probe ausgedriickt.

Bestimmung des Gehalts an Gesamtzucker nach Inversion

Von der Losung werden 50 ml in einen 100-ml-Messkolben pipettiert.
Es werden einige Tropfen Methylorangelosung (Nummer 3.4) hinzuge-
fiigt und dann wird vorsichtig unter stindigem Riihren Salzsdure (Num-
mer 3.5) bis zum eindeutigen Umschlag nach Rot hinzugegeben. Dann
werden 15 ml Salzsdure (Nummer 3.6) hinzugefiigt, und der Kolben
wird 30 min lang in ein Bad mit kriftig siedendem Wasser gestellt. Es
wird schnell auf etwa 20 °C abgekiihlt und es werden 15 ml Natrium-
hydroxidlosung (Nummer 3.7) hinzugegeben. Nun wird mit Wasser auf
100 ml aufgefiillt und homogenisiert. Es wird eine Menge von hochs-
tens 25 ml entnommen, die weniger als 60 mg reduzierende Zucker,
ausgedriickt als Glucose, enthilt. Falls erforderlich, wird mit destillier-
tem Wasser auf 25 ml aufgefiillt und der Gehalt an reduzierenden
Zuckern nach der Luff-Schoorl-Methode bestimmt. Das Ergebnis
wird als Prozentsatz Glucose oder gegebenenfalls nach Multiplikation
mit dem Faktor 0,95 als Saccharose ausgedriickt.

Titration nach Luff-Schoorl

In einen 300-ml-Erlenmeyerkolben werden 25 ml Reagenz nach Luff-
Schoorl (Nummer 3.8) pipettiert und anschlieend genau 25 ml der
geklarten Zuckerlosung hinzugefiigt. Nach Zugabe von 2 Koérnchen
Bimsstein (Nummer 3.13) wird unter Schiitteln mit der Hand iiber
freier Flamme von mittlerer Hohe erhitzt, sodass die Fliissigkeit in
etwa 2 min zum Sieden kommt. Anschliefend wird der Erlenmeyer-
kolben sofort auf ein Drahtnetz mit einer Asbestscheibe, in die ein
Loch von etwa 6 cm Durchmesser gestanzt wurde, gestellt; vorher
wird unter dem Drahtnetz eine Flamme entziindet und so eingestellt,
dass der Kolben nur am Boden erhitzt wird. Dann wird der Kolben mit
einem Riickflusskiihler verbunden. Von diesem Augenblick an wird der
Kolben genau 10 min lang sieden gelassen. Anschliefend wird er
sofort in kaltem Wasser abgekiihlt und nach etwa 5 min wird wie folgt
titriert:
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7.2.

8.2.

8.3.

Der Flissigkeit werden 10 ml Kaliumiodidlosung (Nummer 3.12) und
unmittelbar danach, aber vorsichtig (wegen der Gefahr des liberméafi-
gen Schdumens), 25 ml Schwefelsdure (Nummer 3.11) zugegeben.
Dann wird mit Natriumthiosulfatlosung (Nummer 3.9) zundchst bis
zum Auftreten einer mattgelben Farbe titriert und nach Zugabe von
Starkelosung (Nummer 3.10) als Indikator die Titration zu Ende ge-
fiihrt.

Die gleiche Titration wird in einer Mischung aus genau 25 ml Reagenz
nach Luff-Schoorl (Nummer 3.8) und 25 ml Wasser nach Zugabe von
10 ml Kaliumiodidlésung (Nummer 3.12) und 25 ml Schwefelsdure
(Nummer 3.11) durchgefiihrt, jedoch ohne vorheriges Erhitzen.

Berechnung der Ergebnisse

Aus der unten angefiihrten Tabelle wird die Menge Glucose in mg
abgelesen, die der Differenz der Ergebnisse beider Titrationen, aus-
gedriickt in ml Natriumthiosulfatlésung (0,1 mol/l), entspricht. Das
Ergebnis wird als Prozentsatz der Probe angegeben.

Sonderverfahren

Bei sehr stark melassehaltigen Futtermitteln und anderen wenig homo-
genen Futtermitteln werden 20 g in einen 1-1-Messkolben eingewogen,
es werden 500 ml Wasser hinzugefiigt und dann wird 1 h lang im
Schiittelgerdt gemischt. Danach wird — jedoch mit jeweils der 4-fa-
chen Menge der Carrez-Losungen I (Nummer 3.2) und II (Num-
mer 3.3) — wie unter Nummer 5.1 beschrieben geklart. Anschlieend
wird mit Ethanol (Volumenkonzentration = 80 %) zur Marke auf-
gefiillt.

Die Losung wird homogenisiert und filtriert. Das Ethanol wird, wie
unter Nummer 5.1 beschrieben, entfernt. Bei Abwesenheit verkleisterter
Stirke wird mit destilliertem Wasser zur Marke aufgefiillt.

Bei Melasse und Futtermittel-Ausgangserzeugnissen, die reich an Zu-
cker, aber praktisch starkefrei sind (Johannisbrot, Zuckerriibentrocken-
schnitzel usw.), werden 5 g in einen 250-ml-Messkolben eingewogen
und 200 ml destilliertes Wasser hinzugefiigt. Dann wird 1 h lang oder,
falls erforderlich, langer im Schiittelgerdt gemischt. Danach wird mit
den Carrez-Losungen I (Nummer 3.2) und II (Nummer 3.3), wie unter
Nummer 5.1 beschrieben, geklért und anschlieBend mit kaltem Wasser
zur Marke aufgefiillt, homogenisiert und filtriert. Zur Bestimmung des
Gesamtzuckergehalts wird, wie unter Nummer 5.3 beschrieben, weiter-
verfahren.

Bemerkungen

Es wird empfohlen, vor dem Erhitzen mit dem Luff-Schoorl-Reagenz
(unabhéngig vom Volumen) etwa 1 ml 3-Methylbutan-1-ol (Num-
mer 3.14) hinzuzufiigen, um die Schaumbildung zu vermeiden.

Die Differenz zwischen dem Gehalt an Gesamtzucker nach Inversion,
ausgedriickt als Glucose, und dem Gehalt an reduzierenden Zuckern,
ausgedriickt als Glucose, ergibt nach Multiplikation mit dem Faktor
0,95 das Ergebnis als Prozentsatz Saccharose.

Zur Bestimmung des Gehalts an reduzierenden Zuckern, mit Ausnahme
von Milchzucker (Lactose), gibt es 2 Moglichkeiten:

Fiir eine anndhernde Berechnung wird der aus einer getrennten Bestim-
mung ermittelte Lactosegehalt mit 0,675 multipliziert und das Ergebnis
von dem Gehalt an reduzierenden Zuckern abgezogen.

Fiir eine genaue Berechnung der reduzierenden Zucker (mit Ausnahme
von Lactose) ist es notwendig, dass beiden endgiiltigen Bestimmungen
die gleiche Menge der Einwaage zugrunde liegt. Die eine Bestimmung
wird in einem Teil der nach Nummer 5.1. hergestellten Losung durch-
gefiihrt, die zweite Bestimmung in einem Teil der Losung, die bei der
Bestimmung des Lactosegehalts mittels der fiir diesen Zweck vorgese-
henen Methode (nach Vergédrung der anderen Zuckerarten und Klérung)
hergestellt wird.
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In beiden Fillen wird der anwesende Zucker nach der Luff-Schoorl-
Methode bestimmt und in mg Glucose berechnet. Diese beiden Werte
werden voneinander subtrahiert und die Differenz wird als Prozentsatz
der Probe ausgedriickt.

Beispiel

Die beiden abpipettierten Mengen entsprechen bei jeder Bestimmung
einer Probeneinwaage von 250 mg.

Im ersten Fall werden 17 ml Natriumthiosulfatlésung 0,1 mol/l, ent-
sprechend 44,2 mg Glucose, verbraucht; im zweiten Fall werden 11 ml,
entsprechend 27,6 mg Glucose, verbraucht.

Die Differenz betrdgt also 16,6 mg Glucose.

Der Gehalt an reduzierenden Zuckern (mit Ausnahme von Lactose),
berechnet als Glucose, ist demnach

4% 16,6
10

= 6,64%

Tabelle fiir 25 ml Reagenz nach Luff-Schoorl

ml Na,S,0; 0,1 mol/l, 2 min lang erhitzen, 10 min lang sieden

Na,$,0; Glucoiee, nl:ll:ité)rse’ fn- Lactose Na,$,0;
0,1 mol/l CeH120, C,H»,04, 0,1 mol/l
ml mg Differenz mg Differenz ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 1
2 4,8 2,4 73 3,7 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 8
9 22,4 2,6 33,2 3.8 9
10 25,0 2,6 37,0 3.8 10
11 27,6 2,7 40,8 3.8 11
12 30,3 2,7 44,6 3.8 12
13 33,0 2,7 48,4 3.8 13
14 35,7 2,8 52,2 3.8 14
15 38,5 2,8 56,0 3.9 15
16 41,3 2,9 59,9 3.9 16
17 442 2,9 63,8 3.9 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 18
19 50,0 3,0 71,7 4,0 19
20 53,0 3,0 75,7 4,1 20
21 56,0 3,1 79,8 4,1 21
22 59,1 3,1 83,9 4,1 22
23 62,2 88,0 23

J. BESTIMMUNG DES LACTOSEGEHALTS
Zweck und Anwendungsbereich

Mit der Methode ldsst sich der Lactosegehalt von Futtermitteln bestim-
men, die mehr als 0,5 % Lactose enthalten.

Prinzip

Die Zucker werden in Wasser gelost. Die Losung wird mit Hefe —
Saccharomyces cerevisiae — vergoren, wobei die Lactose nicht an-
gegriffen wird. Nach Klarung und Filtration wird der Gehalt an Lactose
im Filtrat nach der Luff-Schoorl-Methode bestimmt.
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3.2.

3.3.

3.4

34.1.

3.4.2.

3.43.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

Reagenzien

Saccharomyces-cerevisiae-Suspension: 25 g frische Hefe werden
in 100 ml Wasser suspendiert. Im Kiihlschrank ist die Suspension
hochstens 1 Woche haltbar.

Carrez-Losung I: 21,9 g Zinkacetat, Zn (CH3;COO),2H,0, und 3 g
Eisessig werden in Wasser gelost und mit Wasser auf 100 ml auf-
gefiillt.

Carrez-Losung II: 10,6 g Kaliumhexacyanoferrat(Il), K4Fe(CN)g3H,0,
werden in Wasser gelost und mit Wasser auf 100 ml aufgefiillt.

Reagenz nach Luff-Schoorl:

Die Zitronensédurelosung (Nummer 3.4.2) wird unter vorsichtigem Riih-
ren in die Natriumcarbonatlosung (Nummer 3.4.3) gegossen. Nach Zu-
gabe der Kupfersulfatlosung (Nummer 3.4.1) wird mit Wasser auf 1 |
aufgefiillt. Uber Nacht absetzen lassen und dann filtrieren. Die Kon-
zentration des so erhaltenen Reagenz (Cu 0,05 mol/l; Na,CO3 1 mol/l)
muss gepriift werden. Der pH-Wert der Losung muss bei etwa 9,4
liegen.

Kupfersulfatlosung: 25 g Kupfersulfat, CuSO,4 5H,0, eisenfrei, werden
in 100 ml Wasser gelost.

Zitronensdurelosung: 50 g Zitronensdure, C¢HgO7'H,O werden in 50 ml
Wasser gelost.

Natriumcarbonatlosung: 143,8 g Natriumcarbonat, wasserfrei, werden
in ca. 300 ml warmem Wasser gelost. Die Losung wird abkiihlen
gelassen.

Bimssteinkdrner, mit Salzsdure ausgekocht, mit Wasser gewaschen und
getrocknet.

Kaliumiodidlésung (Massenkonzentration = 30 %).
Schwefelsdure 3 mol/l.
Natriumthiosulfatlgsung 0,1 mol/l.

Stirkelosung: Eine Aufschlimmung von 5 g 16slicher Stirke in 30 ml
Wasser wird zu 1 | siedendem Wasser hinzugefiigt und 3 min lang im
Sieden halten; dann wird abgekiihlt und es werden gegebenenfalls
10 mg Quecksilberiodid als Konservierungsmittel hinzugefiigt.

Geriite

Wasserbad mit Thermostat, auf 38 bis 40 °C eingestellt.

Verfahren

Von der Probe wird 1 g auf 1 mg genau eingewogen und mit 25 bis
30 ml Wasser in einen 100-ml-Messkolben gebracht. Der Messkolben
wird 30 min lang in ein Bad mit siedendem Wasser gestellt und dann
auf etwa 35 °C abgekiihlt. AnschlieBend werden 5 ml Hefesuspension
(Nummer 3.1) zugefiigt und es wird homogenisiert. Der Kolben wird
2 h lang in einem Wasserbad bei 38 bis 40 °C stehen gelassen und auf
etwa 20 °C abgekiihlt.

Danach werden 2,5 ml Carrez-Losung I (Nummer 3.2) hinzugefiigt,
und es wird 30 s lang geriihrt. Dann werden 2,5 ml Carrez-Losung
II (Nummer 3.3) hinzugefiigt, und es wird nochmals 30 s lang geriihrt.
Nun wird mit Wasser auf 100 ml aufgefiillt, gemischt und filtriert.
Vom Filtrat wird eine Menge von hochstens 25 ml, die moglichst 40
bis 80 mg Lactose enthilt, in einen 300-ml-Erlenmeyerkolben abpipet-
tiert. Gegebenenfalls wird mit Wasser auf 25 ml aufgefiillt.
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Auf dieselbe Weise wird ein Blindversuch mit 5 ml Hefesuspension
(Nummer 3.1) ausgefiihrt. Dann wird der Gehalt an Lactose nach der
Luff-Schoorl-Methode wie folgt bestimmt: Nach Zugabe von genau
25 ml des Reagenz nach Luff-Schoorl (Nummer 3.4) und von 2 Korn-
chen Bimsstein (Nummer 3.5) wird unter Schiitteln mit der Hand tiber
freier Flamme von mittlerer Hohe erhitzt, sodass die Fliissigkeit in etwa
2 min zum Sieden kommt. Anschliefend wird der Erlenmeyerkolben
sofort auf ein Drahtnetz mit einer Asbestscheibe, in die ein Loch von
etwa 6 cm Durchmesser gestanzt wurde, gestellt; vorher wird unter
dem Drahtnetz eine Flamme entziindet und so eingestellt, dass der
Kolben nur am Boden erhitzt wird. Dann wird der Kolben mit einem
Riickflusskiihler verbunden. Von diesem Augenblick an wird der Kol-
ben genau 10 min lang sieden gelassen. Anschliefend wird er sofort in
kaltem Wasser abgekiihlt und nach etwa 5 min wird wie folgt titriert:

Zu der Flissigkeit werden 10 ml Kaliumiodidlosung (Nummer 3.6) und
unmittelbar danach, aber vorsichtig (wegen der Gefahr des tibermafi-
gen Schidumens), 25 ml Schwefelsdure (Nummer 3.7) hinzugegeben.
Dann wird mit Natriumthiosulfatlosung (Nummer 3.8) zunichst bis
zum Auftreten einer mattgelben Farbe titriert und nach Zugabe von
Stirkelosung (Nummer 3.9) als Indikator die Titration zu Ende gefiihrt.

Die gleiche Titration wird in einer Mischung aus genau 25 ml Reagenz
nach Luff-Schoorl (Nummer 3.4) und 25 ml Wasser nach Zugabe von
10 ml Kaliumiodidlosung (Nummer 3.6) und 25 ml Schwefelsdure
(Nummer 3.7) durchgefiihrt, jedoch ohne vorheriges Erhitzen.

Berechnung der Ergebnisse

Aus der zugehorigen Tabelle wird die Menge Lactose in mg abgelesen,
die der Differenz der Ergebnisse beider Titrationen, ausgedriickt in ml
Natriumthiosulfatlosung (0,1 mol/l), entspricht.

Das Ergebnis entspricht dem Gehalt an wasserfreier Lactose und wird
als Prozentsatz der Probe ausgedriickt.

Bemerkung

1. Wenn mehr als 40 % vergirbare Zucker vorhanden sind, werden
mehr als 5 ml Hefesuspension (Nummer 3.1) verwendet.

2. Bei laktosereduzierten Futtermitteln (z. B. Katzenmilch) wird die
Laktose in Fructose umgewandelt, die nicht innerhalb von 2 h kom-
plett fermentiert ist, wodurch hdhere oder falsch positive Mess-
ergebnisse entstehen (weil Fruktoseriickstdnde im Extrakt verblei-
ben).

Tabelle fiir 25 ml Reagenz nach Luff-Schoorl

ml Na,S,0;3; 0,1 mol/l, 2 min lang erhitzen, 10 min lang sieden

Na,S,05 GluCOS:ﬁFl’L:lJ(t:SE, In- Lactose Na,S,05
0,1 mol/l Vcﬁé‘llzoﬁr Ci2Ha01 4 0,1 mol/l
ml mg Differenz mg Differenz ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 1
2 4,8 2,4 73 3,7 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 8
9 22,4 2,6 33,2 3.8 9
10 25,0 2,6 37,0 3.8 10
11 27,6 2,7 40,8 3.8 11
12 30,3 2,7 44,6 3.8 12
13 33,0 2,7 48,4 3.8 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 14
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3.2.

3.3.

Na,$,0; Glucoi:rt];f;é(lz(t:rse, In- Lactose Na,S$,0;
0,1 mol/l CeH120, C12H2,01, 0,1 mol/l
ml mg Differenz mg Differenz ml
15 38,5 2,8 56,0 3,9 15
16 41,3 2,9 59,9 3.9 16
17 44,2 2,9 63,8 3.9 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 18
19 50,0 3,0 71,7 4,0 19
20 53,0 3,0 75,7 4,1 20
21 56,0 3,1 79,8 4,1 21
22 59,1 3,1 83,9 4,1 22
23 62,2 88,0 23

K. BESTIMMUNG DES STARKEGEHALTS
POLARIMETRISCHES VERFAHREN
Zweck und Anwendungsbereich

Mit der Methode lasst sich der Gehalt an Stirke und ihrer Abbaupro-
dukte mit hoher Molmasse in Futtermitteln zum Zweck der Priifung
ihrer Ubereinstimmung mit dem angegebenen Energiegehalt (An-
hang VII) und mit der Verordnung (EG) Nr. 767/2009 bestimmen.

Die Methode ist anzuwenden, um den Stirkegehalt fiir die Berechnung
des Energiegehalts des Futtermittels zu bestimmen.

Ist der Stirkegehalt fiir andere Zwecke zu bestimmen, kénnen andere
Analysemethoden angewendet werden.

Prinzip

Die Methode basiert auf einer doppelten Bestimmung. Bei der ersten
Bestimmung wird die Probe mit verdiinnter Salzsdure behandelt. Nach
Klarung und Filtration wird die optische Drehung der Lésung polari-
metrisch gemessen.

Bei der zweiten Bestimmung wird die Probe mit 40 %igem Ethanol
extrahiert. Nach Behandlung des Filtrats mit Salzsdure wird geklért,
filtriert und die optische Drehung unter den gleichen Bedingungen
wie bei der ersten Bestimmung gemessen.

Der Unterschied zwischen den beiden Messungen, multipliziert mit
einem bekannten Faktor, ergibt den Stirkegehalt der Probe.

Reagenzien

Salzsdure, Losung (Massenanteil = 25 %) Dichte: 1,126 g/ml.

Salzsdure, Losung (Massenkonzentration = 1,13 %).

Die Konzentration muss durch Titration mit Natriumhydroxidlosung
(0,1 mol/l) in Gegenwart von Methylrot (Massenkonzentration = 0,1 %)
in Ethanol (Volumenkonzentration = 94 %) gepriift werden. Zur Neu-
tralisierung von 10 ml werden 30,94 ml NaOH (0,1 mol/l) benoétigt.

Carrez-Losung I: 21,9 g Zinkacetat, Zn (CH3;CO0),2H,0, und 3 g
Eisessig werden in Wasser gelost und mit Wasser auf 100 ml auf-
gefiillt.
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3.4.

3.5.

5.2.

5.3.

Carrez-Losung II: 10,6 g Kaliumhexacyanoferrat(Il), K4Fe(CN)g3H,0,
werden in Wasser gelost und mit Wasser auf 100 ml aufgefiillt.

Ethanol, Losung (Volumenkonzentration = 40 %), Dichte: 0,948 g/ml
bei 20 °C.

Geriite

250-ml-Erlenmeyerkolben mit Schliffstopfen und Riickflusskiihler.

Polarimeter oder Saccharimeter.

Verfahren
Vorbereitung der Probe

Die Probe muss so fein zermahlen werden, dass sie vollstdndig durch
ein Rundlochsieb mit einem Lochdurchmesser von 0,5 mm passiert
werden kann.

Bestimmung der gesamten optischen Drehung (P oder S) (siche Be-
merkung 7.1)

Von der zermahlenen Probe werden 2,5 g auf 1 mg genau in einen
100-ml-Messkolben eingewogen. Es werden 25 ml Salzsdure (Num-
mer 3.2) hinzugefiigt und der Kolben wird geschiittelt, bis sich der
Stoff gleichmaBig verteilt hat; dann werden weitere 25 ml Salzsdure
(Nummer 3.2) hinzugegeben. Der Kolben wird in ein Bad mit kochen-
dem Wasser gestellt und wihrend der ersten 3 min kriftig und regel-
maiBig geschiittelt, um die Bildung von Klumpen zu verhindern. Die in
dem Wasserbad enthaltene Wassermenge muss ausreichen, um das
Wasser auch dann noch iiber dem Siedepunkt zu halten, wenn der
Kolben eingetaucht wird. Wahrend des Schiittelns darf der Kolben
nicht aus dem Wasser herausgenommen werden. Nach genau 15 min
wird der Kolben aus dem Wasserbad entfernt, es werden 30 ml kaltes
Wasser hinzugefiigt und es wird unverziiglich auf 20 °C abgekiihlt.

Danach werden 5 ml Carrez-Losung I (Nummer 3.3) hinzugefiigt, und
es wird ca. 30 s lang geschiittelt. AnschlieBend werden 5 ml Carrez-
Losung II (Nummer 3.4) hinzugefiigt, und es wird nochmals ca. 30 s
lang geschiittelt. Dann wird mit Wasser zur Marke aufgefiillt, gemischt
und filtriert. Ist das Filtrat nicht vollstindig klar (was selten vor-
kommt), muss die Bestimmung mit groeren Mengen Carrez-Losungen
I und II, z. B. 10 ml, wiederholt werden.

Anschliefend wird die optische Drehung der Losung in einem 200-
mm-Rohr mit einem Polarimeter oder einem Saccharimeter gemessen.

Bestimmung der optischen Drehung (P’ oder S°) der in 40 %igem
Ethanol [6slichen Substanzen

Von der Probe werden 5 g auf 1 mg genau in einen 100-ml-Mess-
kolben eingewogen und es werden etwa 80 ml Ethanol (Nummer 3.5)
hinzugefiigt (siche Bemerkung 7.2). AnschlieBend wird der Kolben 1 h
lang bei Raumtemperatur stehen gelassen; wihrenddessen wird er 6-
mal kriftig geschiittelt, damit sich die Analysenprobe griindlich mit
dem Ethanol vermischt. Dann wird mit Ethanol (Nummer 3.5) zur
Marke aufgefiillt, gemischt und filtriert.

Von dem Filtrat werden 50 ml (= 2,5 g der Probe) in einen 250-ml-
Erlenmeyerkolben abpipettiert und es werden 2,1 ml Salzsdure (Num-
mer 3.1) hinzugefigt; der Kolben wird kriftig geschiittelt, an einen
Riickflusskiihler angeschlossen und in ein Bad mit siedendem Wasser
gestellt. Nach genau 15 min wird der Erlenmeyerkolben aus dem Was-
serbad herausgenommen und der Inhalt in einen 100-ml-Messkolben
mit einer kleinen Menge von kaltem Wasser iiberspiilt; anschlieend
wird auf 20 °C abgekiihlt.
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6.1.

6.2.

Danach wird mit den Carrez-Losungen I (Nummer 3.3) und II (Num-
mer 3.4) gekldrt, mit Wasser zur Marke aufgefiillt, gemischt und fil-
triert und die optische Drehung gemessen, wie unter Nummer 5.2 Ab-
sitze 2 und 3 beschrieben.

Berechnung der Ergebnisse

Der Stéarkegehalt (%) wird wie folgt berechnet:

Polarimetrische Messung

2000 x (P —P’
ITeprektikoTTo o€ dpvro (%) = #
[o]p
P = Optische Drehung insgesamt in Winkelgrad
P’ = Optische Drehung in Winkelgrad der in 40 %igem Ethanol

16slichen Substanzen

= Spezifische optische Drehung von reiner Stirke. Fiir diesen
Faktor werden die nachstehenden, allgemein anerkannten
Werte angewendet:

+ 185,9°: Reisstirke,
+ 185,7°: Kartoffelstirke,
+ 184,6°: Maisstirke,
+ 182,7°:  Weizenstirke,
+ 181,5°:  Gerstenstirke,
+ 181,3°: Haferstarke,

+ 184,0°:  sonstige Stirkearten sowie Stirkegemische in
Mischfuttermitteln.

Saccharimetrische Messung

2000 (2N x0,665) x (S—S) 266N (S-§)

Stiarkegehalt (%) =

o] 100 (o
S = Optische Drehung insgesamt in Saccharimeter-Grad
S’ = Optische Drehung in Saccharimeter-Grad der in 40 %igem

Ethanol 16slichen Substanzen

N = Gewicht (g) von Saccharose in 100 ml Wasser, das bei Mes-
sung mit einem 200-mm-Rohr eine optische Drehung von 100
Saccharimeter-Grad bewirkt:

16,29 g fiir die franzdsischen Saccharimeter,
26,00 g fur die deutschen Saccharimeter,
20,00 g fiir gemischte Saccharimeter.

[ot]zDO0 = Spezifische optische Drehung von reiner Stirke (sieche Num-
mer 6.1).
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6.3. Wiederholbarkeit

Die Differenz zwischen den Ergebnissen zweier paralleler Bestimmun-
gen an ein und derselben Probe darf 0,4 (absolut) bei Stirkegehalten
von weniger als 40 % und 1 % (relativ) bei Stirkegehalten von 40 %
und mehr nicht iiberschreiten.

7. Bemerkungen

7.1. Enthélt die Probe mehr als 6 % Carbonate, berechnet als Calciumcar-
bonat, so miissen diese vor der Bestimmung der gesamten optischen
Drehung durch Behandlung mit der genau notwendigen Menge ver-
diinnter Schwefelsdure zerstort werden.

7.2. Bei Erzeugnissen mit hohem Lactosegehalt, z. B. bei Molkenpulver
oder Magermilchpulver, wird nach Zusatz von 80 ml Ethanol (Num-
mer 3.5) wie folgt verfahren: Der Messkolben wird an einen Riick-
flusskiihler angeschlossen und 30 min lang in ein Wasserbad von 50 °C
gestellt. Nach dem Abkiihlen wird das Verfahren, wie unter Num-
mer 5.3 beschrieben, fortgefiihrt.

7.3. Folgende Futtermittel-Ausgangserzeugnisse fiihren, sofern sie in grofie-
ren Mengen in Futtermitteln vorhanden sind, erwiesenermaflen zu In-
terferenzen bei der Bestimmung des Stirkegehalts mithilfe des polari-
metrischen Verfahrens und koénnten so falsche Ergebnisse zur Folge
haben:

— (Zucker-)Riibenerzeugnisse wie (Zucker-)Riibenschnitzel, (Zucker-)
Riibenmelasse, (Zucker-)Riibenmelasseschnitzel, (Zucker-)Riibenvi-
nasse, (Riiben-)Zucker,

— Zitrustrester,
— Leinsamen; Leinkuchen; Leinextraktionsschrot,
— Rapssamen; Rapskuchen; Rapsextraktionsschrot; Rapsschalen,

— Sonnenblumenkerne; Sonnenblumenextraktionsschrot; Sonnenblu-
menextraktionsschrot aus teilgeschélter Saat,

— Kokoskuchen; Kokosextraktionsschrot,
— Kartoffelpiilpe,
— Trockenhefe,

— Erzeugnisse mit hohem Inulingehalt (z. B. Topinambur-Chips und
-Mehl),

— Grieben/Grammeln
— Sojabohnenerzeugnisse.

In diesen Fillen kann die in der Verordnung (EG) Nr. 121/2008 der
Kommission (') festgelegte Analysemethode angewandt werden. Diese
Methode kann auch bei Futtermitteln mit weniger als 1 % Stirke
angewandt werden.

(") Verordnung (EG) Nr. 121/2008 der Kommission vom 11. Februar 2008 zur Festlegung
der Analysemethode zur Bestimmung des Stirkegehalts in Zubereitungen von der zur
Fiitterung verwendeten Art (KN-Code 2309) (ABIL. L 37 vom 12.2.2008, S. 3).
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4.2.

4.3.

5.1.

5.2.

7.2.

7.3.

L. BESTIMMUNG DES ROHASCHEGEHALTS
Zweck und Anwendungsbereich

Mit der Methode ldsst sich der Rohaschegehalt von Futtermitteln be-
stimmen.

Prinzip
Die Probe wird bei 550 °C verascht; der Riickstand wird gewogen.

Reagenzien

Ammoniumnitrat, Losung (Massenkonzentration = 20 %).

Geriite

Heizplatte.
Elektrischer Muffelofen mit Thermostat.

Veraschungsschalen aus Quarzglas, Porzellan oder Platin, entweder
rechteckig (ca. 60 x 40 x 25 mm) oder rund (Durchmesser: 60 bis
75 mm, Hohe: 20 bis 40 mm).

Verfahren

Etwa 5 g (2,5 g bei Stoffen, die zur Blasenbildung neigen) der Probe
werden auf 1 mg genau in eine vorher bei 550 °C gegliihte, abgekiihlte
und tarierte Veraschungsschale eingewogen. Die Schale wird auf der
Heizplatte allméhlich bis zum Verkohlen des Stoffes erhitzt. Die Ver-
aschung erfolgt gemaB Nummer 5.1 oder 5.2.

Die Schale wird in den auf 550 °C eingestellten kalibrierten Muffelofen
gebracht und darin bei dieser Temperatur so lange gehalten, bis sich
eine weille, hellgraue oder rétliche Asche bildet, die offensichtlich frei
von Kohlepartikeln ist. Dann wird die Schale in einen Exsikkator ge-
stellt und unmittelbar nach dem Abkiihlen gewogen.

Die Schale wird 3 h lang in den auf 550 °C eingestellten kalibrierten
Muffelofen gebracht. Dann wird die Schale in einen Exsikkator gestellt
und unmittelbar nach dem Abkiihlen gewogen. Anhand einer zweiten
Veraschung von 30 min Dauer ist sicherzustellen, dass das Gewicht der
Asche konstant bleibt (der Gewichtsverlust zwischen 2 aufeinanderfol-
genden Wigungen darf 1 mg nicht iiberschreiten).

Berechnung der Ergebnisse

Das Gewicht des Riickstands wird berechnet, indem das Leergewicht
abgezogen wird.

Das Ergebnis ist als Prozentsatz der Probe auszudriicken.

Bemerkungen

Bei schwer zerstorbaren Stoffen werden der abgekiihlten Rohasche
nach einer ersten Veraschung von mindestens 3 h einige Tropfen
20%iger Ammoniumnitratlosung oder Wasser zugefiigt (jedoch vor-
sichtig, um ein Zerstduben oder Verkleben der Asche zu vermeiden).
Nach Trocknung im Trockenschrank wird die Veraschung weiterge-
fithrt. Der Vorgang wird gegebenenfalls bis zur vollstdndigen Ver-
aschung wiederholt.

Bei Stoffen, die der unter Nummer 7.1 beschriebenen Behandlung wi-
derstehen, ist wie folgt vorzugehen: Nach einer Veraschung von 3 h
Dauer wird die Asche mit warmem Wasser aufgenommen und durch
einen kleinen aschefreien Filter abfiltriert. In der urspriinglichen Schale
werden Filter und dessen Inhalt verascht. Das Filtrat wird in die abge-
kiihlte Schale gebracht, bis zur Trockne eingedampft, verascht und
gewogen.

Bei Olen und Fetten wird eine Probe von 25 g in eine Schale ent-
sprechender Abmessung genau eingewogen. Es wird dann durch An-
ziinden des Stoffes mit einem Streifen aus aschefreiem Filterpapier
verkohlt. Nach der Verkohlung wird mit moglichst geringer Menge
Wasser angefeuchtet. AnschlieBend wird getrocknet und die Ver-
aschung, wie unter Nummer 5 beschrieben, zu Ende gefiihrt.
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1.1.

2.2.

3.2.

3.3.

4.2.

4.3.

4.4.

5.2.

M. BESTIMMUNG DES GEHALTS AN IN SALZSAURE UNLOS-
LICHER ASCHE

Zweck und Anwendungsbereich

Mit der Methode lédsst sich der Gehalt an in Salzsdure unldslichen,
mineralischen Bestandteilen des Futtermittels bestimmen. Abhéngig
von der Art der Probe konnen 2 Verfahren angewandt werden.

Verfahren A: anzuwenden bei organischen Futtermittel-Ausgangs-
erzeugnissen und bei den meisten Mischfuttermitteln.

Verfahren B: anzuwenden bei Mineralstoffen und Mineralstoffmischun-
gen sowie bei allen Mischfuttermitteln, deren Gehalt an in Salzsdure
unldslichen Bestandteilen bei der Bestimmung nach Verfahren A mehr
als 1 % betrégt.

Prinzip

Verfahren A: Die Probe wird verascht. Die Asche wird in Salzsdure
zum Sieden gebracht und der unldsliche Riickstand abfiltriert und ge-
wogen.

Verfahren B: Die Probe wird mit Salzsdure behandelt. Die Lésung wird
abfiltriert, der Riickstand wird verascht, und die so erhaltene Asche
nach Verfahren A weiterbehandelt.

Reagenzien

Salzsdure 3 mol/l.

Trichloressigsdure, Losung (Massenkonzentration = 20 %).
Trichloressigsdure, Losung (Massenkonzentration = 1 %).

Geriite

Heizplatte.
Elektrischer Muffelofen mit Thermostat.

Veraschungsschalen aus Quarzglas, Porzellan oder Platin, entweder
rechteckig (ca. 60 x 40 x 25 mm) oder rund (Durchmesser: 60 bis
75 mm, Hohe: 20 bis 40 mm).

Aschefreie Filter.

Verfahren
Verfahren A:

Die Einwaage wird unter den Bedingungen, die fiir die Bestimmung
des Rohaschegehalts beschrieben sind, verascht. Es kann auch die bei
dieser Analyse erhaltene Asche verwendet werden.

Die Asche wird zusammen mit 75 ml Salzsdure (Nummer 3.1) in ein
Becherglas von 250 bis 400 ml Inhalt iberfiihrt. Es wird vorsichtig
zum Sieden erhitzt und 15 min lang weiter in schwachem Sieden
gehalten. Die warme Losung wird durch einen aschefreien Papierfilter
filtriert und der Riickstand wird mit warmem Wasser bis zum Aus-
bleiben der sauren Reaktion ausgewaschen. Der Filter mit dem Riick-
stand wird nach dem Trocknen bei einer Temperatur von mindestens
550 °C und hochstens 700 °C in einer tarierten Veraschungsschale
verascht und anschlieend im Exsikkator gekiihlt und gewogen.

Verfahren B

Von der Probe werden 5 g auf 1 mg genau in ein Becherglas von 250
bis 400 ml Fassungsvermdgen eingewogen. Dann werden nacheinander
25 ml Wasser und 25 ml Salzsdure (Nummer 3.1) zugegeben, ge-
mischt, und es wird bis zum Nachlassen des Aufbrausens gewartet.
Zuletzt werden weitere 50 ml Salzsdure (Nummer 3.1) zugegeben.
Nach dem Nachlassen der eventuell erneut auftretenden Gasentwick-
lung wird das Becherglas 30 min lang oder, wenn notwendig, ldnger in
ein siedendes Wasserbad gestellt, bis die vollstindige Hydrolyse even-
tuell vorhandener Stirke eingetreten ist. Es wird warm durch einen
aschefreien Filter filtriert. Der Filter wird mit etwa 50 ml warmem
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

Wasser ausgewaschen (siche Bemerkung 7). Anschliefend wird der
Filter mit Riickstand in eine Veraschungsschale gestellt, getrocknet
und bei einer Temperatur von mindestens 550 °C und hochstens
700 °C verascht. Die Asche wird mit 75 ml Salzsdure (Nummer 3.1)
in ein Becherglas von 250 bis 400 ml Fassungsvermdgen iiberfiihrt und
anschliefend, wie unter Nummer 5.1 Absatz beschrieben, weiterbehan-
delt.

Berechnung der Ergebnisse

Das Gewicht des Riickstands wird berechnet, indem das Leergewicht
abgezogen wird. Das Ergebnis ist als Prozentsatz der Probe auszudrii-
cken.

Bemerkung

Treten bei der Filtration Schwierigkeiten auf, so wird die Bestimmung
wiederholt. Hierbei werden anstelle von 50 ml Salzsdure (Nummer 3.1)
50 ml Trichloressigsdure, Losung (Massenkonzentration = 20 %)
(Nummer 3.2), zugegeben; der Filter wird mit einer warmen 1%igen
Trichloressigsdurelosung (Nummer 3.3) ausgewaschen.

N. BESTIMMUNG DES GESAMTPHOSPHORGEHALTS
Der Gesamtphosphorgehalt wird anhand folgender Methode bestimmt:

— der Analysemethode gemidfl EN 15510: Futtermittel — Probenah-
me- und Untersuchungsverfahren — Bestimmung von Calcium,
Natrium, Phosphor, Magnesium, Kalium, Eisen, Zink, Kupfer,
Mangan, Cobalt, Molybdan und Blei mittels ICP-AES oder

— der Analysemethode gemidfl EN 15621: Futtermittel — Probenah-
me- und Untersuchungsverfahren — Bestimmung von Calcium,
Natrium, Phosphor, Magnesium, Kalium, Schwefel, Eisen, Zink,
Kupfer, Mangan und Cobalt nach Druckaufschluss mittels ICP-
AES oder

— der nachstehend beschriebenen fotometrischen Methode.

FOTOMETRISCHE METHODE
Zweck und Anwendungsbereich

Mit der Methode lasst sich der Gehalt an Gesamtphosphor in Futter-
mitteln bestimmen. Sie ist besonders fiir die Untersuchung von Futter-
mitteln mit einem geringen Phosphorgehalt geeignet. In bestimmten
Fillen (phosphorreiche Erzeugnisse) kann eine gravimetrische Methode
angewandt werden.

Prinzip

Die Probe wird entweder auf trockenem Wege (bei organischen Fut-
termitteln) oder auf nassem Wege (bei Mineralstoffen und fliissigen
Futtermitteln) aufgeschlossen und in Siure geldst. Die Losung wird
mit dem Vanadat-Molybdat-Reagenz behandelt. Die Extinktion der
gelb gefirbten Losung wird bei 430 nm im Spektralfotometer gemes-
sen.

Reagenzien

Calciumcarbonat.

Salzsdure, pyo = 1,10 g/ml (ca. 6 mol/l).

Salpetersdure, pyo = 1,045 g/ml.

Salpetersdure, p,o = 1,38 bis 1,42 g/ml.

Schwefelsdure, pyo = 1,84 g/ml.

Vanadat-Molybdat-Reagenz: 200 ml Ammoniumheptamolybdatlésung
(Nummer 3.6.1) werden mit 200 ml Ammoniummonovanadatldsung

(Nummer 3.6.2) und 134 ml Salpetersdure (Nummer 3.4) in einem 1-
I-Messkolben gemischt und mit Wasser zur Marke aufgefiillt.
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3.6.1.

3.6.2.

3.7.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

5.1.2.

Ammoniumheptamolybdatlésung: 100 g Ammoniumheptamolybdat,
(NH4) 6M070,44H,0, werden in heilem Wasser gelost. 10 ml Am-
moniakwasser (D: 0,91 g/ml) werden hinzugefiigt, und das Volumen
wird mit Wasser auf 1 1 aufgefllt.

Ammoniummonovanadatlosung: 2,35 g Ammoniummonovanadat,
NH4VO3;, werden in 400 ml heilem Wasser gelost. 20 ml verdiinnte
Salpetersdure (7 ml HNO; (Nummer 3.4) + 13 ml H,O) werden unter
stindigem Riihren langsam hinzugefiigt, und das Volumen wird mit
Wasser auf 1 1 aufgefiillt.

Phosphor-Standardlosung 1 mg je ml: 4,387 g Kaliumdihydro-
genphosphat, KH,PO,4, werden in Wasser gelost. Das Volumen wird
mit Wasser auf 1 | aufgefiillt..

Gerite

Veraschungsschalen aus Quarzglas, Platin oder Porzellan.
Elektrischer Muffelofen mit Thermostat auf 550 °C eingestellt.
Kjeldahl-Kolben, 250 ml.

Messkolben und Prizisions-Pipetten.

Spektralfotometer.

Reagenzgliser, ca. 16 mm Durchmesser, mit Stopfen graduiert bis zu
14,5 mm Durchmesser; Fassungsvermogen: 25 bis 30 ml.

Verfahren
Vorbereitung der Losung

Je nach der Art der Probe wird die Losung gemadl Nummer 5.1.1 oder
5.1.2 vorbereitet.

Allgemeines Verfahren

Von der Probe werden 1 g oder mehr auf 1 mg genau in einen Kjel-
dahl-Kolben eingewogen und mit 20 ml Schwefelsdure (Nummer 3.5)
versetzt; dann wird geschiittelt, um das Material vollstindig mit der
Séure zu benetzen und um zu verhindern, dass es an den Wandungen
des Kolbens anhaftet; anschlieend wird der Kolben erhitzt und 10 min
lang im Sieden gehalten. Nach geringem Abkiihlen werden 2 ml Sal-
petersdure (Nummer 3.4) hinzugefiigt; es wird schwach erhitzt und
wieder etwas abgekiihlt. Dann wird noch ein wenig Salpetersdure
(Nummer 3.4) hinzugegeben und erneut zum Sieden erhitzt. Das Ver-
fahren wird so oft wiederholt, bis die Losung farblos geworden ist.
Hierauf wird abgekiihlt, etwas Wasser zugesetzt und die Flissigkeit
in einen 500-ml-Messkolben tberfiihrt, wobei der Kjeldahl-Kolben
mit heilem Wasser ausgespiilt wird. Nach Abkiihlen wird mit Wasser
zur Marke aufgefiillt, homogenisiert und filtriert.

Verfahren fiir Proben, die organische Stoffe ent-
halten, aber frei sind von Calcium- bzw. Magnesi-
umdihydrogenphosphaten

Von der Probe werden 2,5 g auf 1 mg genau in eine Veraschungsschale
eingewogen und mit 1 g Calciumcarbonat (Nummer 3.1) vollstindig
vermischt. Im Muffelofen wird bei 550 °C verascht, bis die Asche weil3
oder grau ist (kleine Mengen Kohle storen nicht). Die Asche wird in
ein 250-ml-Becherglas gebracht. Es werden 20 ml Wasser und so viel
Salzsdure (Nummer 3.2) zugefligt, bis das Aufbrausen ausbleibt. Zu-
letzt werden weitere 10 ml Salzsdure (Nummer 3.2) zugegeben. Dann
wird das Becherglas auf ein Sandbad gestellt und bis zur Trockne
eingedampft, um die Kieselsdure unlslich zu machen. Der Riickstand
wird in 10 ml Salpetersdure (Nummer 3.3) aufgenommen und 5 min
lang auf dem Sandbad oder der Heizplatte zum Sieden erhitzt, wobei
der Riickstand nicht ganz trocken werden darf. Die Flissigkeit wird in
einen 500-ml-Messkolben tibergespiilt, wobei das Becherglas mehrmals
mit heilem Wasser ausgewaschen wird. Nach Abkiihlen wird mit Was-
ser zur Marke aufgefiillt, homogenisiert und filtriert.
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5.2.

5.3.

3.2.

3.3.

3.4.

Entwicklung der Firbung und Messung der Extinktion

Ein aliquoter Teil des nach Nummer 5.1.1 oder 5.1.2 erhaltenen Filtrats
wird verdiinnt, um eine Konzentration an Phosphor von hdochstens
40 pg/ml zu erhalten. Von dieser Losung werden 10 ml in ein Rea-
genzglas (Nummer 4.6) pipettiert und es werden 10 ml Vanadat-Mo-
lybdat-Reagenz (Nummer 3.6) hinzugefligt. Das Reagenzglas wird ge-
schiittelt und dann mindestens 10 min lang bei einer Temperatur von
20 °C stehen gelassen. Anschlieend wird die Extinktion im Spektral-
fotometer bei 430 nm gegen eine Losung von 10 ml Wasser und 10 ml
Vanadat-Molybdat-Reagenz (Nummer 3.6) gemessen.

Kalibrationskurve

Aus der Standardlosung (Nummer 3.7) werden Losungen hergestellt,
die 5, 10, 20, 30 bzw. 40 pg Phosphor je ml enthalten. Zu jeweils
10 ml dieser Losungen werden 10 ml Vanadat-Molybdat-Reagenz
(Nummer 3.6) hinzugefiigt. Das Reagenzglas wird geschiittelt und
dann mindestens 10 min lang bei einer Temperatur von 20 °C stehen
gelassen. Dann wird die Extinktion entsprechend den unter Nummer 5.2
genannten Bedingungen gemessen. Die Kalibrationskurve wird auf-
gestellt, indem die Extinktionswerte auf der Ordinate und die entspre-
chende Phosphormenge auf der Abszisse aufgetragen werden. Bei
Phosphorkonzentrationen von 0 bis 40 pg/ml ist die Kurve linear.

Berechnung der Ergebnisse

Der Phosphorgehalt der Analysenprobe wird mithilfe der Kalibrations-
kurve bestimmt.

Das Ergebnis ist als Prozentsatz der Probe auszudriicken.

Wiederholbarkeit

Die Differenz zwischen den Ergebnissen zweier paralleler Bestimmun-
gen an ein und derselben Probe darf die folgenden Werte nicht iiber-
schreiten:

— 3 % relativ zum héheren Wert bei einem Phosphorgehalt von unter
5 %,

— 0,15 % absolut bei einem Phosphorgehalt von 5 % oder mehr.

O. BESTIMMUNG DES CHLORGEHALTS AUS CHLORIDEN
Zweck und Anwendungsbereich

Mit der Methode lasst sich der Chlorgehalt aus wasserloslichen Chlo-
riden, herkdmmlicherweise als Natriumchlorid bezeichnet, bestimmen.
Sie ist bei allen Futtermitteln anwendbar.

Prinzip

Die Chloride werden in Wasser geldst. Handelt es sich um Erzeugnisse,
die organische Stoffe enthalten, wird eine Kldrung vorgenommen. Die
Losung wird mittels Salpetersdure schwach angesduert, und die Chlo-
ride werden mit einer Silbernitratlosung als Silberchlorid gefdllt. Der
Silbernitratiiberschuss wird mit einer Ammoniumthiocyanatlésung nach
der Volhard-Methode zuriicktitriert.

Reagenzien

Ammoniumthiocyanatlésung 0,1 mol/l.

Silbernitratlésung 0,1 mol/l.

Gesittigte Ammonium-Eisen(IlI)-Sulfatlosung (NHy4)Fe(SOy),.

Salpetersdure, Dichte: 1,38 g/ml.
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3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

5.2

Diethylether.
Aceton.

Carrez-Losung I: 21,9 g Zinkacetat, Zn (CH;C0O0),2H,0, und 3 g
Eisessig werden in Wasser gelost und mit Wasser auf 100 ml auf-
gefillt.

Carrez-Losung 1I: 10,6 g Kaliumhexacyanoferrat(Il), K4Fe(CN)s'3H,0,
werden in Wasser gelost und mit Wasser auf 100 ml aufgefiillt.

Aktivkohle, chloridfrei und keine Chloride adsorbierend.

Gerite

Mechanisches Schiittelgeriit: ca. 35 bis 40 min™'.

Verfahren
Vorbereitung der Losung

Je nach der Art der Probe wird die Losung geméll Nummer 5.1.1, 5.1.2
oder 5.1.3 hergestellt.

Gleichzeitig ist ein Blindversuch ohne die zu analysierende Probe
durchzufiihren.

Proben, die frei von organischen Stoffen sind

Eine Menge von hochstens 10 g der Probe mit einem Gehalt von
hochstens 3 g Chlor in Form von Chloriden wird auf 1 mg genau
abgewogen und in einen 500-ml-Messkolben mit 400 ml Wasser von
etwa 20 °C gebracht. Dann wird 30 min lang in dem Schiittelgerat
rotiert, zur Marke aufgefiillt, homogenisiert und filtriert.

Proben, die organische Stoffe enthalten (mit Aus-
nahme der unter 5.1.3 angefihrten Erzeugnisse)

Etwa 5 g der Probe werden auf 1 mg genau eingewogen und mit 1 g
Aktivkohle in einen 500-ml-Messkolben gebracht. Hierzu werden
400 ml Wasser von etwa 20 °C und 5 ml Carrez-Losung I (Num-
mer 3.7) gegeben, es wird 30 s lang geriihrt und anschlieBend werden
5 ml Carrez-Losung II (Nummer 3.8) zugesetzt. Dann wird 30 min
lang in dem Schiittelgerit rotiert, zur Marke aufgefiillt, homogenisiert
und filtriert.

Backfutter, Leinkuchen und Leinmehl, Erzeug-
nisse mit einem hohen Leinmehlgehalt oder sons-
tige Erzeugnisse mit einem hohen Gehalt an Pflan-
zenschleim oder kolloidalen Stoffen (z. B. ver-
kleisterte Starke)

Die Losung wird, wie unter 5.1.2 beschrieben, zubereitet, jedoch nicht
filtriert. Es wird dekantiert (falls erforderlich, zentrifugiert); dann wer-
den 100 ml der tberstehenden Losung in einen 200-ml-Messkolben
pipettiert. Es wird mit Aceton (Nummer 3.6) gemischt und mit dem-
selben Losungsmittel zur Marke aufgefiillt, homogenisiert und filtriert.

Titration

Von dem Filtrat, das nach Nummer 5.1.1, 5.1.2 oder 5.1.3 erhalten
wurde, werden (je nach dem zu erwartenden Chlorgehalt) 25 bis 100 ml
in einen Erlenmeyerkolben pipettiert. Die aliquote Menge darf hochs-
tens 150 mg Chlor (Cl) enthalten. Falls erforderlich, wird mit Wasser
auf mindestens 50 ml verdinnt. Dann werden 5 ml Salpetersdure
(Nummer 3.4), 2 ml der gesittigten Ammonium-Eisen(I1I)-Sulfatlgsung
(Nummer 3.3) und 2 Tropfen Ammoniumthiocyanatlosung (Num-
mer 3.1) aus einer bis zum Nullpunkt gefiillten Biirette hinzugesetzt.
Anschlieend wird aus einer Biirette Silbernitratlosung (Nummer 3.2)
zugegeben, bis ein Uberschuss von 5 ml vorhanden ist. Dann werden
5 ml Diethylether (Nummer 3.5) zugegeben, und es wird kriftig ge-
schiittelt, um den Niederschlag zum Ausflocken zu bringen. Der Uber-
schuss an Silbernitrat wird mit Ammoniumthiocyanatlosung (Num-
mer 3.1) titriert, bis eine rotbraune Farbe auftritt, die 1 min lang
bestindig ist.
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6. Berechnung der Ergebnisse

Die Menge Chlor (X), ausgedriickt als % Natriumchlorid, wird nach
folgender Formel berechnet:

5,845 x (V= V3)
m

X =

wobei:

V; = zugegebene Silbernitratlosung 0,1 mol/l, in ml,

V, = Ammoniumthiocyanatlosung 0,1 mol/l, die fiir die Titration ver-
braucht werden, in ml,

m = Probeneinwaage (aliquoter Teil) in g.

Falls der Blindversuch einen Verbrauch an Silbernitratlosung 0,1 mol/l
anzeigt, wird dieser Wert von dem Volumen (V; — V,) abgezogen.
7. Bemerkungen
7.1. Die Titration kann auch potenziometrisch oder amperometrisch erfol-

gen.

7.2. Bei sehr 6l- und fettreichen Erzeugnissen ist eine vorherige Entfettung
mit Diethylether oder Petrolether durchzufiihren.

7.3. Bei Fischmehl kann die Titration nach der Mohr-Methode durchgefiihrt
werden.

VYM10
P. BESTIMMUNG DES GEHALTS AN CARBONATEN
1. Zweck und Anwendungsbereich

Mit der Methode lédsst sich der Gehalt an Carbonaten, herkdmmlicher-
weise als Calciumcarbonat bezeichnet, in Futtermitteln bestimmen, au-
Ber in Futtermitteln mit Eisencarbonatgehalt.

2. Prinzip

Die Carbonate werden mit Salzsdure zersetzt; das frei gewordene Koh-
lendioxid wird in einem graduierten Rohr aufgefangen. Das erhaltene
Gasvolumen wird mit demjenigen verglichen, welches unter den glei-
chen Bedingungen von einer bekannten Menge Calciumcarbonat frei-
gesetzt wird.

3. Reagenzien

3.1. Salzsdure, Dichte 1,10 g/ml.

3.2. Reines Calciumcarbonat.
3.3. Schwefelsdure, etwa 0,05 mol/l, mit Methylrot angefarbt.
4, Geriite

Scheibler-Dietrich-Apparatur (siche Abbildung in der Anlage) oder
gleichwertiges Gerdt (Calcimeter).

5. Verfahren

Je nach dem Carbonatgehalt der Probe wird eine Einwaage wie folgt
eingewogen:

a) 0,5 g bei Erzeugnissen mit einem Anteil von 50 bis 100 % Carbo-
naten, ausgedriickt als Calciumcarbonat,

b) 1 g bei Erzeugnissen mit einem Anteil von 40 bis 50 % Carbonaten,
ausgedriickt als Calciumcarbonat,
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c) 2 bis 3 g bei anderen Erzeugnissen.

Der Einwaage wird Salzsdure (Nummer 3.1) zugesetzt, um vorhandene
Karbonate aufzulosen. Das Volumen des Kohlendioxids wird mithilfe
einer Scheibler-Dietrich-Apparatur oder eines gleichwertigen Gerits
(Calcimeter) gemessen und mit dem Kohlendioxidvolumen verglichen,
das von 0,5 g reinem Calciumcarbonat (Nummer 3.2) abgegeben wird.

Alle Bestimmungsvorgidnge miissen unter den gleichen Bedingungen
ablaufen, damit sich eine Korrektur aufgrund von Unterschieden bei
Temperatur und Druck eriibrigt. Die Bestimmung sollte vorzugsweise
in einem temperaturgeregelten Raum erfolgen.

Das Verfahren mithilfe der Scheibler-Dietrich-Apparatur ist in der An-
lage im Einzelnen beschrieben.

6. Berechnung

Der Gehalt an Carbonaten, ausgedriickt als reines Calciumcarbonat,
wird nach folgender Formel berechnet:

V %100

X= -
V1><2m

wobei:

X = Massenanteil (%) an Carbonaten in der Probe, ausgedriickt als
Calciumcarbonat,

<
Il

ml CO, von der Einwaage freigesetzt,

Vi

ml CO,, aus 0,5 g CaCO; freigesetzt,

m = Probeneinwaage in g.

7. Bemerkungen

7.1. Wird die Scheibler-Dietrich-Apparatur verwendet und betriagt die Ein-
waage mehr als 2 g, werden 15 ml destilliertes Wasser in die Flasche
(Nr. 4 der Abbildung in der nachstehenden Anlage) zugegeben und
gemischt, bevor die Priifung durch Zugabe von Salzsdure (Nummer 3.1)
beginnt. Beim Vergleichsversuch ist dieselbe Menge destillierten Was-
sers zu verwenden.

7.2. Bei Verwendung eines Apparats, dessen Volumen von dem der Scheib-
ler-Dietrich-Apparatur abweicht, sind die Einwaage, die Vergleichs-
menge und die Berechnung entsprechend anzupassen.

Anlage
Genaues Verfahren mithilfe der Scheibler-Dietrich-Apparatur

Die Einwaage wird in die Spezialflasche (Nr. 4 der Abbildung) der Apparatur
gebracht, die mit einem Rohrchen aus unzerbrechlichem Material versehen ist,
das 10 ml Salzsdure (Nummer 3.1) enthélt. AnschlieBend wird die Flasche an
die Apparatur angeschlossen. Dann wird der Drei-Weg-Hahn (Nr. 5 der Abbil-
dung) so gedreht, dass das graduierte Rohr (Nr. 1 der Abbildung) mit der
AuBlenluft in Verbindung steht. Mit dem beweglichen Rohr (Nr. 2 der Abbil-
dung), das mit angefarbter Schwefelsdure (Nummer 3.3) gefiillt und mit dem
graduierten Rohr (Nr. 1 der Abbildung) verbunden ist, wird das Niveau der
Fliissigkeit auf den Nullpunkt der Skala eingestellt. Der Drei-Weg-Hahn (Nr. 5
der Abbildung) wird so gedreht, dass die Rohre (Nrn. 1 und 3 der Abbildung)
miteinander verbunden sind, dann wird der Nullpunkt kontrolliert.
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Die Salzsdure (Nummer 3.1) wird durch Kippen der Spezialflasche (Nr. 4 der
Abbildung) langsam iiber die Einwaage laufen gelassen. Durch Absenken des
beweglichen Rohrs (Nr. 2 der Abbildung) wird der Druck ausgeglichen. Die
Spezialflasche (Nr. 4 der Abbildung) wird so lange hin und her bewegt, bis
die Kohlendioxidentwicklung ganz aufgehort hat.

Der Druckausgleich erfolgt, indem die Fliissigkeit in den beiden Rohren (Nrn. 1
und 2 der Abbildung) wieder auf gleiches Niveau gebracht wird. Nach einigen

Minuten — sobald das Volumen konstant ist — kann abgelesen werden.

Es ist ein Vergleichsversuch mit 0,5 g Calciumcarbonat (Nummer 3.2) unter
denselben Bedingungen durchzufiihren.

SCHEIBLER-DIETRICH-APPARATUR ZUR BESTIMMUNG VON CO,

(Abmessungen in mm)
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ANHANG 1V

ANALYSEMETHODEN ZUR UNTERSUCHUNG VON FUTTERMIT-
TELN AUF IHREN GEHALT AN ZUGELASSENEN ZUSATZSTOFFEN

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.

3.7.

Q)

A. BESTIMMUNG DES VITAMIN-A-GEHALTS

Der Vitamin-A-Gehalt ist mit folgenden Verfahren zu bestimmen:

— der Analysemethode gemifl EN 17547 ,Futtermittel — Probenah-
me- und Untersuchungsverfahren — Bestimmung des Gehalts an
Vitamin A, E und D (') — Verfahren mittels Reinigung durch Fest-
phasenextraktion und Hochleistungs-Fliissigchromatographie “ oder

— durch Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
(RP-HPLC) unter Verwendung eines UV- oder Fluoreszenzdetek-
tors, wie im Folgenden unter den Nummern 1 bis 9 beschrieben.

Zweck und Anwendungsbereich

Die Methode erlaubt die Bestimmung des Vitamin-A-(Retinol-)Gehalts
in Futtermitteln. Unter Vitamin A wird der nach dieser Methode er-
mittelte Gehalt an all-frans-Vitamin-A-Alkohol und seinen cis-Isome-
ren verstanden. Der Vitamin-A-Gehalt wird in Internationalen Einhei-
ten (IE) je kg angegeben. Eine IE entspricht der Aktivitdt von 0,300 pg
all-trans-Vitamin-A-Alkohol oder 0,344 pg all-frans-Vitamin-A-Acetat
oder 0,550 pg all-trans-Vitamin-A-Palmitat.

Die Bestimmungsgrenze betragt 2 000 IE Vitamin A/kg.

Prinzip

Die Probe wird mit ethanolischer Kaliumhydroxidlosung hydrolysiert,
und das Vitamin A wird mit Petrolether extrahiert. Das Losungsmittel
wird eingedampft; der Riickstand wird in Methanol geldst und, falls
notwendig, auf die erforderliche Konzentration verdiinnt. Der Vitamin-
A-Gehalt wird mittels Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigkeitschroma-
tografie (RP-HPLC) unter Verwendung eines UV- oder Fluoreszenzde-
tektors bestimmt. Die chromatografischen Bedingungen werden so ge-
wihlt, dass keine Ruftrennung zwischen all-trans-Vitamin-A-Alkohol
und seinen cis-Isomeren erfolgt.

Reagenzien

Ethanol, 6 = 96 %.

Petrolether, Siedeintervall 40 bis 60 °C.

Methanol

Kaliumhydroxid-Losung, ¢ = 50 g/100 ml.

Natriumascorbat-Losung, ¢ = 10 g/100 ml (siche Bemerkung 7.7).

Natriumsulfid, Na,S - x H,O (x = 7 bis 9).

1. Natriumsulfid-Losung, ¢ = 0,5 mol/l in Glycerin, p = 120 g/l (fir x =
9) (siche Bemerkung 7.8).

Phenolphthalein-Lésung, ¢ = 2 g/100 ml in Ethanol (Nummer 3.1).

Die Analysemethode gemdfl EN 17547 ist als Alternativmethode bei amtlichen Kon-

trollen zur Bestimmung der Vitamine A und E anstelle der in Teil A dieses Anhangs
beschriebenen Methode zur Bestimmung von Vitamin A und der in Teil B dieses
Anhangs beschriebenen Methode zur Bestimmung von Vitamin E angegeben.



02009R0152 — DE — 14.05.2025 — 010.001 — 78

3.8.

3.9.

3.11.1.

3.12.

3.12.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

2-Propanol.

Mobile Phase fiir die HPLC: Mischung von Methanol (Nummer 3.3)
und Wasser z. B. 980 + 20 (V+V) Das Mischungsverhéltnis ist der
jeweils verwendeten Séule anzupassen.

Stickstoff, sauerstofffrei.

All-trans-Vitamin-A-Acetat, reinst, mit zertifizierter Aktivitit, z. B.
2,80 x 106 IE/g

Stammlosung von all-frans-Vitamin-A-Acetat: 50 mg Vitamin-A-Ace-
tat (Nummer 3.11) auf 0,1 mg genau in einen 100-ml-Messkolben
einwiegen. In 2-Propanol (Nummer 3.8) l6sen und mit demselben Lo-
sungsmittel zur Marke auffiillen. Der Sollgehalt dieser Losung betrigt
1400 IE Vitamin A je ml. Der genaue Gehalt ist gemdll Num-
mer 5.6.3.1 zu bestimmen.

All-trans-Vitamin-A-Palmitat, reinst, mit zertifizierter Aktivitit, z. B.
1,80 x 106 IE/g

Stammldsung von all-trans-Vitamin-A-Palmitat: 80 mg Vitamin-A-Pal-
mitat (Nummer 3.12) auf 0,1 mg genau in einen 100-ml-Messkolben
einwiegen. In 2-Propanol (Nummer 3.8) 16sen und mit demselben Lo-
sungsmittel zur Marke auffiillen. Der Sollgehalt dieser Losung betrdgt
1400 IE Vitamin A je ml. Der genaue Gehalt ist gemdl Num-
mer 5.6.3.2 zu bestimmen.

2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol (BHT) (siche Bemerkung 7.5).

Geriite

Vakuum-Rotationsverdampfer.

Braunglasgerite

Stehkolben oder Erlenmeyerkolben, 500 ml, mit Schliffhiilse.
Messkolben mit Schliffstopfen, enghalsig, 10, 25, 100 und 500 ml.
Scheidetrichter, konische Form, 1 000 ml, mit Schliffstopfen.
Spitzkolben, 250 ml, mit Schliffhiilsen.

Allihn-Riickflusskiihler, Mantellinge 300 mm, Kernschliff mit Adapter
fiir Gaseinleitung.

Phasentrennungsfaltenfilter, Durchmesser 185 mm (z. B. Schleicher &
Schuell 597 HY 1/2).

HPLC-Einrichtung mit Injektionssystem

HPLC-Trennséule, 250 mm X 4 mm, C;g, 5 oder 10 um Korngréfe,
oder vergleichbare Sdule (Leistungskriterium: nur ein Peak fiir alle
Retinol-Isomeren unter diesen HPLC-Bedingungen).

UV- oder Fluoreszenzdetektor mit variabler Wellenldngeneinstellung.
Spektralfotometer mit Quarz-Kiivetten von 10 mm Schichtdicke.
Wasserbad mit Magnetriihrer.

Extraktionsapparat (Abbildung 1) bestehend aus:
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4.8.1.

4.8.2.

5.1

5.2.

5.3.

1-1-Standzylinder mit Schliff und Schliffstopfen,

Schliffeinsatz mit Seitenarm und einem in der Hohe verschiebbaren
Rohr in der Mitte. Das verschiebbare Rohr muss ein U-férmiges unte-
res Ende und eine Diise am entgegengesetzten Ende haben, sodass die
obere Fliissigkeitsphase aus dem Zylinder in den Scheidetrichter tiber-
fithrt werden kann.

Verfahren

Anmerkung: Vitamin A ist empfindlich gegeniiber Licht (UV-Strah-
lung) und Oxidation. Daher muss unter Ausschluss von
Licht (Verwendung von Braunglasgeriten oder von mit
Aluminiumfolie umhiillten Glasgeriten) und Sauerstoff
(Stickstoffspiilung) gearbeitet werden. Wahrend der Ex-
traktion muss das Luftpolster iiber der Flissigkeit durch
Stickstoff ersetzt werden (zur Vermeidung von Uberdruck
Stopfen immer wieder liiften).

Vorbereitung der Probe

Die Probe wird unter Vermeidung von Erwédrmung so fein vermahlen,
dass sie ein Sieb mit 1 mm Maschenweite passieren kann. Das Mahlen
darf erst unmittelbar vor dem Einwiegen und Verseifen erfolgen, da
sonst Vitamin-A-Verluste auftreten konnen. Wenn die GroBenvertei-
lung der Partikel geeignet ist, darf die Probe (diirfen die Proben) nicht
gemahlen werden (z. B. bei Vormischungen und Futtermittelzusatzstof-
fen).

Verseifung

Je nach Vitamin-A-Gehalt 2 bis 25 g der Probe auf 1 mg genau in
einen 500-ml-Steh- oder Erlenmeyerkolben (Nummer 4.2.1) einwiegen.
Bei niedrigen Konzentrationen kann das Probengewicht erh6ht werden,
um geniigend Partikel in der Testmenge zu erhalten. Nacheinander
unter Schwenken 130 ml Ethanol (Nummer 3.1), etwa 100 mg BHT
(Nummer 3.13), 2 ml Natriumascorbat-Losung (Nummer 3.5) und 2 ml
Natriumsulfid-Losung (Nummer 3.6) zusetzen. Den Kolben mit einem
Riickflusskiihler (Nummer 4.3) verbinden und in ein Wasserbad mit
Magnetrithrer (Nummer 4.7) geben. Bis zum Sieden erhitzen und 5 min
am Riickflusskiihler kochen. Anschliefend 25 ml Kaliumhydroxidl-
sung (Nummer 3.4) durch den Riickflusskiihler (Nummer 4.3) zugeben,
und unter standigem Riihren und schwachem Stickstoffstrom 25 min
weiterkochen. Den Kiihler mit etwa 20 ml Wasser ausspiilen und den
Kolbeninhalt auf Zimmertemperatur abkiihlen.

Extraktion

Die Verseifungslosung wird mit insgesamt 250 ml Wasser quantitativ
in einen 1 000-ml-Scheidetrichter (Nummer 4.2.3) oder in den Extrak-
tionsapparat (Nummer 4.8) tiberspiilt. Der Verseifungskolben wird mit
25 ml Ethanol (Nummer 3.1) und anschlieend mit 100 ml Petrolether
(Nummer 3.2) nachgewaschen, und die Spiilflissigkeiten werden eben-
falls in den Scheidetrichter oder den Extraktionsapparat iiberfiihrt. Das
Wasser/Ethanol-Verhéltnis in den vereinigten Lésungen muss etwa 2:1
betragen. 2 min kréftig schiitteln und dann 2 min absetzen lassen.

Extraktion mithilfe eines Scheidetrichters (Num-
mer 4.2.3)

Nach Phasentrennung (sieche Bemerkung 7.3) wird die Petroletherphase
in einen anderen Scheidetrichter (Nummer 4.2.3) iiberfiihrt. Diese Ex-
traktion 2-mal mit je 100 ml Petrolether (Nummer 3.2) und 2-mal mit
je 50 ml Petrolether (Nummer 3.2) wiederholen.

Die vereinigten Extrakte werden im Scheidetrichter unter leichtem
Schwenken (Vermeidung von Emulsionsbildung) 2-mal mit jeweils
100 ml Wasser gespiilt und dann durch mehrmaliges Schiitteln mit
weiteren Portionen von 100 ml Wasser so oft gewaschen, bis das
Waschwasser bei Zugabe von Phenolphthalein-Losung (Nummer 3.7)
farblos bleibt (4-maliges Waschen ist normalerweise ausreichend). Zur
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Entfernung eventuell suspendierten Wassers wird der gewaschene Ex-
trakt durch einen trockenen Phasentrennungsfaltenfilter (Nummer 4.4)
in einen 500-ml-Messkolben (Nummer 4.2.2) filtriert. Scheidetrichter
und Filter mit 50 ml Petrolether (Nummer 3.2) nachwaschen, mit Pe-
trolether (Nummer 3.2) zur Marke auffiillen und gut schiitteln.

Extraktion mithilfe eines Extraktionsapparats
(Nummer 4.8)

Nach Phasentrennung (sieche Bemerkung 7.3) wird der Stopfen des
Standzylinders (Nummer 4.8.1) durch den Schliffeinsatz (Num-
mer 4.8.2) ersetzt und das verschiebbare Rohr so eingestellt, dass
sich das U-formige untere Ende gerade iiber dem Niveau der Grenz-
fliche befindet. Durch Druckausiibung von einer am Seitenarm an-
gebrachten Stickstoffleitung wird die obere Petroletherphase in einen
1 000-ml-Scheidetrichter (Nummer 4.2.3) tiberfiihrt. 100 ml Petrolether
(Nummer 3.2) werden in den Standzylinder gegeben, der mit einem
Stopfen verschlossen und griindlich geschiittelt wird. Nach der Phasen-
trennung wird die obere Phase wie zuvor in den Scheidetrichter iiber-
fiihrt. Diese Extraktion wird noch 1-mal mit 100 ml Petrolether (Num-
mer 3.2) und 2-mal mit je 50 ml Petrolether (Nummer 3.2) wiederholt,
und die Petroletherphasen werden in den Scheidetrichter iiberfiihrt.

Die vereinigten Petroletherextrakte, wie unter 5.3.1 erldutert, waschen
und wie dort beschrieben weiterverfahren.

Vorbereitung der Probenlosung fiir die HPLC

Ein aliquoter Teil der Petrolether-Losung (gemd3 Nummer 5.3.1 oder
5.3.2) wird in einen 250-ml-Spitzkolben (Nummer 4.2.4) pipettiert. Das
Losungsmittel wird unter vermindertem Druck und bei einer Badtem-
peratur von hdochstens 40 °C am Rotationsverdampfer (Nummer 4.1)
fast bis zur Trockne eingedampft. Danach wird unter Stickstoff (Num-
mer 3.10) Druckausgleich geschaffen und der Kolben vom Rotations-
verdampfer abgenommen. Das restliche Losungsmittel wird im Stick-
stoffstrom (Nummer 3.10) abgeblasen, und der Riickstand wird sofort
in einer definierten Menge (10 bis 100 ml) Methanol (Nummer 3.3)
aufgenommen (die Konzentration von Vitamin A muss etwa 5 bis
30 IE/ml betragen).

Bestimmung durch HPLC

Die Abtrennung von Vitamin A erfolgt mithilfe einer Umkehrphasen-
Cig-Séule (Nummer 4.5.1), und die Konzentration wird mithilfe eines
UV-Detektors (325 nm) oder eines Fluoreszenzdetektors (Anregung:
325 nm, Emission: 475 nm) (Nummer 4.5.2) gemessen.

Hierzu wird ein aliquoter Teil (z. B. 20 pl) der nach Nummer 5.4
erhaltenen methanolischen Losung auf die Trennsdule gegeben und
mit der mobilen Phase (Nummer 3.9) eluiert. Die mittlere Peakhdhe
(-fliche) von mehreren Einspritzungen derselben Probenlosung wird
ermittelt. In gleicher Weise werden auch die mittleren Peakhohen (-fla-
chen) von mehreren Einspritzungen der Kalibrierlosungen (Num-
mer 5.6.2) bestimmt.

HPLC-Parameter

Die folgenden Angaben sind Richtwerte; andere Parameter konnen ver-
wendet werden, sofern sie zu vergleichbaren Ergebnissen fiihren:

HPLC-Trennséule (Num- 250 x 4 mm, CI18, 5 oder 10 pm KorngroBe, oder
mer 4.5.1): vergleichbare Saule

Mobile Phase (Nummer 3.9): Mischung von Methanol (Nummer 3.3) und Wasser
z. B. 980 + 20 (V+V)

Durchflussrate: 1 bis 2 ml/min

Detektor (Nummer 4.5.2): UV-Detektor (325 nm) oder Fluoreszenzdetektor (An-
regung: 325 nm, Emission: 475 nm
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5.6.
5.6.1.

5.6.2.

5.6.3.
5.6.3.1.

5.6.3.2.

Kalibrierung
Herstellen der Gebrauchsstandardlésungen

20 ml der Vitamin-A-Acetat-Stammlosung (Nummer 3.11.1) oder 20 ml
der Vitamin-A-Palmitat-Stammlosung (Nummer 3.12.1) in einen 500-
ml-Steh- oder Erlenmeyerkolben (Nummer 4.2.1) pipettieren und, wie
unter 5.2 beschrieben, aber ohne Zugabe von BHT, hydrolysieren. An-
schliefend mit Petrolether (Nummer 3.2) gemdfl Nummer 5.3 extrahie-
ren und mit Petrolether (Nummer 3.2) auf 500 ml auffiillen. 100 ml
dieses Extrakts werden am Rotationsverdampfer (siche 5.4) fast bis zur
Trockne eingedampft. Das verbleibende Losungsmittel wird im Stick-
stoffstrom (Nummer 3.10) abgeblasen, und der Riickstand wird
in 10,0 ml Methanol (Nummer 3.3) aufgenommen. Der Sollgehalt die-
ser Losung betrdgt 560 IE Vitamin A je ml. Der genaue Gehalt ist nach
Nummer 5.6.3.3 zu bestimmen. Die Gebrauchsstandardlésung muss vor
Gebrauch frisch hergestellt werden.

Von dieser Gebrauchsstandardlosung werden 2,0 ml in einen 20-ml-
Messkolben pipettiert. Es wird mit Methanol (Nummer 3.3) zur Marke
aufgefiillt und gemischt. Der Sollgehalt dieser verdiinnten Gebrauchs-
standardlosung betrdgt 56 IE Vitamin A je ml.

Herstellen der Kalibrierl6sungen und Erstellung
der Kalibrationskurve

Von der verdiinnten Gebrauchsstandardlosung werden 1,0 ml, 2,0 ml,
5,0 ml bzw. 10,0 ml in jeweils einen 20-ml-Messkolben pipettiert. Es
wird mit Methanol (Nummer 3.3) zur Marke aufgefiillt und gemischt.
Der Sollgehalt dieser Losungen betrdgt 2,8 IE, 5,6 IE, 14,0 IE bzw.
28,0 IE Vitamin A je ml.

Von jeder Kalibrierlosung werden mehrmals 20 pl eingespritzt, und die
mittleren Peakhohen (-flaichen) werden gemessen. Anhand der so er-
mittelten mittleren Peakhéhen (-flichen) und unter Beriicksichtigung
der Ergebnisse der UV-Kontrolle (Nummer 5.6.3.3) wird eine Kalibra-
tionskurve erstellt.

UV-Kontrolle der Standardldsungen
Vitamin-A-Acetat-Stammldsung

Von der Vitamin-A-Acetat-Stammlosung (Nummer 3.11.1) werden
2,0 ml in einen 50-ml-Messkolben (Nummer 4.2.2) pipettiert, und es
wird mit 2-Propanol (Nummer 3.8) zur Marke aufgefiillt. Der Soll-
gehalt dieser Losung betrdgt 56 IE Vitamin A je ml. Von dieser ver-
diinnten Vitamin-A-Acetat-Losung werden 3,0 ml in einen 25-ml-
Messkolben pipettiert; es wird mit 2-Propanol (Nummer 3.8) zur Marke
aufgefiillt. Der Sollgehalt dieser Losung betrdgt 6,72 IE Vitamin A je
ml. Das UV-Spektrum dieser Losung wird gegen 2-Propanol (Num-
mer 3.8) im Spektralfotometer (Nummer 4.6) zwischen 300 und 400 nm
gemessen. Das Extinktionsmaximum muss zwischen 325 und 327 nm
liegen.

Berechnung des Vitamin-A-Gehalts:

IU Bt < 4apivn A/ml = Ez6 x 19,0

(EI fiir Vitamin—A—Acetat = 1530 bei 326nm in 2—Propanol )

1cm

Vitamin-A-Palmitat-Stammldsung

Von der Vitamin-A-Palmitat-Stammlosung (Nummer 3.12.1) werden
2,0 ml in einen 50-ml-Messkolben (Nummer 4.2.2) pipettiert, und es
wird mit 2-Propanol (Nummer 3.8) zur Marke aufgefiillt. Der Soll-
gehalt dieser Losung betrdgt 56 IE Vitamin A je ml. Von dieser ver-
diinnten Vitamin-A-Palmitat-Losung werden 3,0 ml in einen 25-ml-
Messkolben pipettiert; es wird zur Marke mit 2-Propanol (Nummer 3.8)
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5.6.3.3.

aufgefiillt. Der Sollgehalt dieser Losung betrigt 6,72 IE Vitamin A je
ml. Das UV-Spektrum dieser Losung wird gegen 2-Propanol (Num-
mer 3.8) im Spektralfotometer (Nummer 4.6) zwischen 300 und 400 nm
gemessen. Das Extinktionsmaximum muss zwischen 325 und 327 nm
liegen.

Berechnung des Vitamin-A-Gehalts:

IU Burapivn A/ml = Esp6 x 19,0

(EI”% fiir Vitamin—A-Palmitat = 957 bei 326nm in 2—Propanol)

Vitamin-A-Gebrauchsstandardlosung

Von der gemd3 Nummer 5.6.1 hergestellten, unverdiinnten Vitamin-A-
Gebrauchsstandardlosung werden 3,0 ml in einen 50-ml-Messkolben
(Nummer 4.2.2) pipettiert, und es wird mit 2-Propanol (Nummer 3.8)
zur Marke aufgefiillt. 5,0 ml dieser Losung werden in einen 25-ml-
Messkolben pipettiert; es wird mit 2-Propanol (Nummer 3.8) zur Marke
aufgefiillt. Der Sollgehalt dieser Losung betrdgt 6,72 IE Vitamin A je
ml. Das UV-Spektrum dieser Losung wird gegen 2-Propanol (Num-
mer 3.8) im Spektralfotometer (Nummer 4.6) zwischen 300 und 400 nm
gemessen. Das Extinktionsmaximum muss zwischen 325 und 327 nm
liegen.

Berechnung des Vitamin-A-Gehalts:

IU Bt < 4apivn A/ml = Esps x 18,30

(EI% fiir Vitamin—A—Alkohol = 1821 bei 325nm in 2-Propanol )

I cm

Berechnung der Ergebnisse
Aus der mittleren Hohe (Flache) der Vitamin-A-Peaks der Probenlo-

sung wird anhand der Kalibrationskurve (Nummer 5.6.2) die Konzen-
tration der Probenlésung in IE/ml bestimmt.

Der Vitamin-A-Gehalt w (in [E/kg) der Probe wird nach folgender
Formel berechnet:

500 % ¢ X V x 1000

1E /k

e 1L
wobei:
¢ = Vitamin-A-Konzentration der Probenlosung (Nummer 5.4) in IE/

ml,

V; = Volumen der Probenlosung (Nummer 5.4) in ml,
V, = Volumen des unter 5.4 entnommenen aliquoten Teils in ml,
m = Probeneinwaage in g.
Bemerkungen

Bei Proben mit niedriger Vitamin-A-Konzentration kann es zweck-
mafig sein, die Petroletherextrakte von zwei Verseifungsansitzen (Ein-
waage 25 g) zu einer Probenlosung fiir die HPLC-Bestimmung zu
vereinigen.
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7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

7.6.

7.7.

7.8.

7.9.

Die Einwaage fiir die Analyse darf hochstens 2 g Fett enthalten.

Bei schlechter Phasentrennung konnen etwa 10 ml Ethanol (Num-
mer 3.1) zur Zerstérung der Emulsion zugegeben werden.

Bei Lebertran oder anderen reinen Fetten ist die Verseifungsdauer auf
45 bis 60 min zu erhéhen.

Statt BHT kann Hydrochinon verwendet werden.

Bei Verwendung einer Normalphasenséule ist die Trennung der Reti-
nolisomeren moglich. Allerdings miissen in diesem Fall fiir die Berech-
nungen die Peakhéhen (-flichen) aller cis- und trans-Isomeren addiert
werden.

Statt Natriumascorbat-Losung konnen etwa 150 mg Ascorbinsdure ver-
wendet werden.

Statt Natriumsulfid-Losung kénnen etwa 50 mg EDTA verwendet wer-
den.

Bei der Bestimmung des Gehalts an Vitamin A in Milchaustausch-
Futtermitteln sind folgende Aspekte zu berticksichtigen:

— bei der Verseifung (Nummer 5.2): Aufgrund des Fettgehalts in der
Probe ist gegebenenfalls die Menge der eingesetzten Kaliumhydro-
xidlosung (Nummer 3.4) zu erhdhen;

— bei der Extraktion (Nummer 5.3): Aufgrund des Vorhandenseins
von Emulsionen ist gegebenenfalls eine Anpassung des Wasser/
Ethanol-Verhiltnisses von 2:1 erforderlich.

Um festzustellen, ob die angewandte Analysemethode zuverlédssige Er-
gebnisse fiir diese spezifische Matrix (Milchaustausch-Futtermittel) lie-
fert, ist ein Wiederfindungstest an einer weiteren Probeneinwaage
durchzufiihren. Ist die Wiederfindungsrate kleiner als 80 %, muss das
Analyseergebnis um die Wiederfindung korrigiert werden.

Wiederholbarkeit

Die Differenz zwischen den Ergebnissen zweier paralleler Bestimmun-
gen an ein und derselben Probe darf 15 % des hoheren Werts nicht
iiberschreiten.

Ergebnisse eines Ringversuchs (')

Vormischungen Fenfiifiﬁt:zggfr_ Mineralfutter EiweiB-konzentrat Ferkefljtligucht—
L 13 12 13 12 13
n 48 45 47 46 49
Mittelwert [IE/kg] 17,02 x 106 1,21 x 106 537 100 151 800 18 070
sr [IE/kg] 0,51 x 106 0,039 x 106 22080 12 280 682
r [IE/kg] 1,43 x 106 0,109 x 106 61824 34384 1910
VK, [%] 3,0 3,5 4,1 8,1 3,8
sR [IE/kg] 1,36 x 106 0,069 x 106 46 300 23 060 3614

(") Durchgefiihrt von der Fachgruppe Futtermittel des Verbands deutscher landwirtschaftli-

cher Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA).
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Vormischungen Fert!gfutter—vor- Mineralfutter Eiweil3-konzentrat Ferkelaufzucht-
mischungen futter
R [IE/kg] 3,81 x 106 0,193 x 106 129 640 64 568 10 119
VKg [%] 8,0 6,2 8,6 15 20
L = Anzahl der Laboratorien
n = Anzahl der Einzelwerte
S, = Standardabweichung der Wiederholbarkeit
sg = Standardabweichung der Vergleichbarkeit
r = Wiederholbarkeit

R = Vergleichbarkeit

VK, = Variationskoeffizient der Wiederholbarkeit

VKyg = Variationskoeffizient der Vergleichbarkeit
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Abbildung 1

Extraktionsapparat (4.8)
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Schiliffeinsatz (4.8.2)
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.1.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.

B. BESTIMMUNG DES VITAMIN-E-GEHALTS

Der Vitamin-E-Gehalt ist mit folgenden Verfahren zu bestimmen:

— der Analysemethode gemdBl EN 17547 , Futtermittel — Probenah-
me- und Untersuchungsverfahren — Bestimmung des Gehalts an
Vitamin A, E und D (') — Verfahren mittels Reinigung durch
Festphasenextraktion und Hochleistungs-Fliissigchromatographie
oder

— durch Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
(RP-HPLC) unter Verwendung eines UV- oder Fluoreszenzdetek-
tors, wie im Folgenden unter den Nummern 1 bis 9 beschrieben.

Zweck und Anwendungsbereich

Die Methode erlaubt die Bestimmung des Vitamin-E-Gehalts in Fut-
termitteln. Der Vitamin-E-Gehalt wird in mg DL-a-Tocopherol-Acetat
je kg angegeben. 1 mg DL-a-Tocopherol-Acetat entspricht 0,91 mg
DL-a-Tocopherol (Vitamin E).

Die Bestimmungsgrenze betrdgt 2 mg Vitamin E/kg. Diese Grenze
wird nur mit dem Fluoreszenzdetektor erreicht. Bei einem UV-Detektor
betrdgt die Bestimmungsgrenze 10 mg/kg.

Prinzip

Die Probe wird mit ethanolischer Kaliumhydroxidlosung hydrolysiert,
und das Vitamin E wird mit Petrolether extrahiert. Das Losungsmittel
wird eingedampft; der Riickstand wird in Methanol geldst und, falls
notwendig, auf die erforderliche Konzentration verdiinnt. Der Vitamin-
E-Gehalt wird mittels Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigkeitschroma-

tografie (RP-HPLC) unter Verwendung eines UV- oder Fluoreszenzde-
tektors bestimmt.

Reagenzien

Ethanol, ¢ = 96 %.

Petrolether, Siedeintervall 40 bis 60 °C.

Methanol

Kaliumhydroxid-Losung, ¢ = 50 g/100 ml.

Natriumascorbat-Losung, ¢ = 10 g/100 ml (siche Bemerkung 7.7).

Natriumsulfid, Na,S - x H,O (x = 7 bis 9).

Natriumsulfid-Losung, ¢ = 0,5 mol/l in Glycerin, B = 120 g/l (fir x =
9) (siche Bemerkung 7.8).

Phenolphthalein-Lésung, ¢ = 2 g/100 ml in Ethanol (Nummer 3.1).

Mobile Phase fiir die HPLC: Mischung von Methanol (Nummer 3.3)
und Wasser z. B. 980 + 20 (V+V) Das Mischungsverhdltnis ist der
jeweils verwendeten Séule anzupassen.

Stickstoff, sauerstofffrei.

DL-a-Tocopherol-Acetat, reinst, mit zertifizierter Aktivitét

(') Die Analysemethode gemil EN 17547 wird als Alternativmethode bei amtlichen Kon-
trollen zur Bestimmung der Vitamine A und E anstelle der in Teil A dieses Anhangs
beschriebenen Methode zur Bestimmung von Vitamin A und der in Teil B dieses
Anhangs beschriebenen Methode zur Bestimmung von Vitamin E angegeben.
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3.10.1.

3.11.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

4.3.

44,

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.8.1.

4.8.2.

DL-a-Tocopherol-Acetat-Stammlosung: 100 mg DL-a-Tocopherol-
Acetat (Nummer 3.10) auf 0,1 mg genau in einen 100-ml-Messkolben
einwiegen. In Ethanol (Nummer 3.1) I6sen und mit demselben Lo-
sungsmittel zur Marke auffiillen. 1 ml dieser Losung enthdlt 1 mg
DL-a-Tocopherol-Acetat. (UV-Kontrolle siehe 5.6.1.3; Stabilisierung
siche Bemerkung 7.4).

DL-a-Tocopherol, reinst, mit zertifizierter Aktivitét

DL-a-Tocopherol-Stammlosung: Von DL-a-Tocopherol (Nummer 3.11)
werden 100 mg auf 0,1 mg genau in einen 100-ml Messkolben einge-
wogen. In Ethanol (Nummer 3.1) 16sen und mit demselben Losungs-
mittel zur Marke auffiillen. 1 ml dieser Losung enthélt 1 mg DL-a-
Tocopherol. (UV-Kontrolle siehe 5.6.2.3; Stabilisierung siche Bemer-
kung 7.4).

2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol (BHT) (sieche Bemerkung 7.5).

Geriite

Rotationsfilmverdampfer.

Braunglasgerite

Stehkolben oder Erlenmeyerkolben, 500 ml, mit Schliffhiilse.

Messkolben mit Schliffstopfen, enghalsig, 10, 25, 100 und 500 ml.

Scheidetrichter, konische Form, 1 000 ml, mit Schliffstopfen.

Spitzkolben, 250 ml, mit Schliffhiilsen.

Allihn-Riickflusskiihler, Mantelldnge 300 mm, Kernschliff mit Adapter
fiir Gaseinleitung.

Phasentrennungsfaltenfilter, Durchmesser 185 mm (z. B. Schleicher &
Schuell 597 HY 1/2).

HPLC-Einrichtung mit Injektionssystem

HPLC-Trennséule, 250 mm X 4 mm, C;g, 5 oder 10 um Korngréfe,
oder vergleichbare Siule,

UV- oder Fluoreszenzdetektor mit variabler Wellenlangeneinstellung.

Spektralfotometer mit Quarz-Kiivetten von 10 mm Schichtdicke.

Wasserbad mit Magnetriihrer.

Extraktionsapparat (Abbildung 1) bestehend aus:

1-1-Standzylinder mit Schliff und Schliffstopfen,

Schliffeinsatz mit Seitenarm und einem in der Hohe verschiebbaren
Rohr in der Mitte. Das verschiebbare Rohr muss ein U-férmiges unte-
res Ende und eine Diise am entgegengesetzten Ende haben, sodass die
obere Fliissigkeitsphase aus dem Zylinder in den Scheidetrichter tiber-
fithrt werden kann.
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5.1.

5.2.

5.3.

Verfahren

Anmerkung: Vitamin E ist empfindlich gegeniiber Licht (UV-Strah-
lung) und Oxidation. Daher muss unter Ausschluss von
Licht (Verwendung von Braunglasgerdten oder von mit
Aluminiumfolie umhiillten Glasgerdten) und Sauerstoff
(Stickstoffspiilung) gearbeitet werden. Wahrend der Ex-
traktion muss das Luftpolster iiber der Fliissigkeit durch
Stickstoff ersetzt werden (zur Vermeidung von Uberdruck
Stopfen immer wieder liiften).

Vorbereitung der Probe

Die Probe wird unter Vermeidung von Erwdrmung so fein vermahlen,
dass sie ein Sieb mit 1 mm Maschenweite passieren kann. Das Mahlen
darf erst unmittelbar vor dem Einwiegen und Verseifen erfolgen, da
sonst Vitamin-E-Verluste auftreten kdnnen.

Verseifung

Je nach Vitamin-E-Gehalt 2 bis 25 g der Probe auf 0,01 g genau in
einen 500-ml-Steh- oder Erlenmeyerkolben (Nummer 4.2.1) einwiegen.
Nacheinander unter Schwenken 130 ml Ethanol (Nummer 3.1), etwa
100 mg BHT (Nummer 3.12), 2 ml Natriumascorbat-Losung (Num-
mer 3.5) und 2 ml Natriumsulfid-Losung (Nummer 3.6) zusetzen.
Den Kolben mit dem Riickflusskiihler (Nummer 4.3) verbinden und
in ein Wasserbad mit Magnetrithrer (Nummer 4.7) geben. Bis zum
Sieden erhitzen und 5 min am Riickflusskiihler kochen. AnschlieBend
25 ml Kaliumhydroxidlosung (Nummer 3.4) durch den Riickflusskiihler
(Nummer 4.3) zugeben, und unter stindigem Riihren und schwachem
Stickstoffstrom 25 min weiterkochen. Den Kiihler mit etwa 20 ml
Wasser ausspiilen und den Kolbeninhalt auf Zimmertemperatur abkiih-
len.

Extraktion

Die Verseifungslosung wird mit insgesamt 250 ml Wasser quantitativ
in einen 1 000-ml-Scheidetrichter (Nummer 4.2.3) oder in den Extrak-
tionsapparat (Nummer 4.8) iiberspiilt. Der Verseifungskolben wird mit
25 ml Ethanol (Nummer 3.1) und anschlieBend mit 100 ml Petrolether
(Nummer 3.2) nachgewaschen, und die Spiilflissigkeiten werden eben-
falls in den Scheidetrichter oder den Extraktionsapparat iiberfiihrt. Das
Wasser/Ethanol-Verhéltnis in den vereinigten Losungen muss etwa 2:1
betragen. 2 min kréftig schiitteln und dann 2 min absetzen lassen.

Extraktion mithilfe eines Scheidetrichters (Num-
mer 4.2.3)

Nach Phasentrennung (siche Bemerkung 7.3) wird die Petroletherphase
in einen anderen Scheidetrichter (Nummer 4.2.3) tiberfiihrt. Diese Ex-
traktion 2-mal mit je 100 ml Petrolether (Nummer 3.2) und 2-mal mit
je 50 ml Petrolether (Nummer 3.2) wiederholen.

Die vereinigten Extrakte werden im Scheidetrichter unter leichtem
Schwenken (Vermeidung von Emulsionsbildung) 2-mal mit jeweils
100 ml Wasser gespiilt und dann durch mehrmaliges Schiitteln mit
weiteren Portionen von 100 ml Wasser so oft gewaschen, bis das
Waschwasser bei Zugabe von Phenolphthalein-Losung (Nummer 3.7)
farblos bleibt (4-maliges Waschen ist normalerweise ausreichend). Zur
Entfernung eventuell suspendierten Wassers wird der gewaschene Ex-
trakt durch einen trockenen Phasentrennungsfaltenfilter (Nummer 4.4)
in einen 500-ml-Messkolben (Nummer 4.2.2) filtriert. Scheidetrichter
und Filter mit 50 ml Petrolether (Nummer 3.2) nachwaschen, mit Pe-
trolether (Nummer 3.2) zur Marke auffiillen und gut schiitteln.

Extraktion mithilfe eines Extraktionsapparats (Nummer 4.8)

Nach Phasentrennung (siche Bemerkung 7.3) wird der Stopfen des
Standzylinders (Nummer 4.8.1) durch den Schliffeinsatz (Num-
mer 4.8.2) ersetzt und das verschiebbare Rohr so eingestellt, dass
sich das U-formige untere Ende gerade iiber dem Niveau der Grenz-
fliche befindet. Durch Druckausiibbung von einer am Seitenarm an-
gebrachten Stickstoffleitung wird die obere Petroletherphase in einen
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5.4.

5.5.

5.6.
5.6.1.
5.6.1.1.

1 000-ml-Scheidetrichter (Nummer 4.2.3) iiberfithrt. 100 ml Petrolether
(Nummer 3.2) werden in den Standzylinder gegeben, der mit einem
Stopfen verschlossen und griindlich geschiittelt wird. Nach der Phasen-
trennung wird die obere Phase wie zuvor in den Scheidetrichter iiber-
fithrt. Diese Extraktion wird noch 1-mal mit 100 ml Petrolether (Num-
mer 3.2) und 2-mal mit je 50 ml Petrolether (Nummer 3.2) wiederholt,
und die Petroletherphasen werden in den Scheidetrichter iiberfiihrt.

Die vereinigten Petroletherextrakte, wie unter Nummer 5.3.1 erldutert,
waschen und wie dort beschrieben weiterverfahren.

Vorbereitung der Probenlésung fiir die HPLC

Ein aliquoter Teil der Petrolether-Losung (gemdl Nummer 5.3.1 oder
5.3.2) wird in einen 250-ml-Spitzkolben (Nummer 4.2.4) pipettiert. Das
Losungsmittel wird unter vermindertem Druck und bei einer Badtem-
peratur von hochstens 40 °C am Rotationsverdampfer (Nummer 4.1)
fast bis zur Trockne eingedampft. Danach wird unter Stickstoff (Num-
mer 3.9) Druckausgleich geschaffen und der Kolben vom Rotations-
verdampfer abgenommen. Das restliche Losungsmittel wird im Stick-
stoffstrom (Nummer 3.9) abgeblasen, und der Riickstand wird sofort in
einer definierten Menge (10 bis 100 ml) Methanol (Nummer 3.3) auf-
genommen (die Konzentration von DL-a-Tocopherol muss etwa 5 bis
30 pg/ml betragen).

Bestimmung durch HPLC

Die Abtrennung von Vitamin E erfolgt mithilfe einer Umkehrphasen-
Cig-Séule (Nummer 4.5.1), und die Konzentration wird mithilfe eines
Fluoreszenzdetektors (Anregung: 295 nm, Emission: 330 nm) oder
eines UV-Detektors (292 nm) (Nummer 4.5.2) gemessen.

Hierzu wird ein aliquoter Teil (z. B. 20 ul) der nach Nummer 5.4
erhaltenen methanolischen Losung auf die Trennsdule gegeben und
mit der mobilen Phase (Nummer 3.8) eluiert. Die mittlere Peakhdhe
(-fliche) von mehreren Einspritzungen derselben Probenlosung wird
ermittelt. In gleicher Weise werden auch die mittleren Peakhohen (-flé-
chen) von mehreren Einspritzungen der Kalibrierlosungen (Num-
mer 5.6.2) bestimmt.

HPLC-Parameter

Die folgenden Angaben sind Richtwerte; andere Parameter konnen ver-
wendet werden, sofern sie zu vergleichbaren Ergebnissen fiihren:

HPLC-Trennsdule ~ (Num- 250 mm X 4 mm, Cg, 5 oder 10 um
mer 4.5.1): KorngroBe, oder vergleichbare Séule

Mobile Phase (Num- Mischung von Methanol (Nummer 3.3)
mer 3.8): und Wasser z. B. 980 + 20 (V+V).

Durchflussrate: 1 bis 2 ml/min

Detektor (Nummer 4.5.2) Fluoreszenzdetektor (Anregung: 295 nm;
Emission: 330 nm) oder UV-Detektor
(292 nm)

Kalibrierung (DL-a-Tocopherol-Acetat oder DL-o-Tocopherol)
DL-a-Tocopherol-Acetat-Standard
Herstellen der Gebrauchsstandardlosung

Von der DL-a-Tocopherol-Acetat-Stammlosung (Nummer 3.10.1) wer-
den 25 ml in einen 500-ml-Steh- oder Erlenmeyerkolben (Num-
mer 4.2.1) pipettiert und, wie unter 5.2 beschrieben, hydrolysiert. An-
schliefend mit Petrolether (Nummer 3.2) gemdfl Nummer 5.3 extrahie-
ren und mit Petrolether auf 500 ml auffiillen. Von diesem Extrakt
werden 25 ml am Rotationsverdampfer (sieche 5.4) fast bis zur Trockne
eingedampft. Das verbleibende Losungsmittel wird im Stickstoffstrom
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5.6.1.2.

5.6.1.3.

5.6.2.
5.6.2.1.

5.6.2.2.

5.6.2.3.

(Nummer 3.9) abgeblasen, und der Riickstand wird in 25,0 ml Metha-
nol (Nummer 3.3) aufgenommen. Der Sollgehalt dieser Lésung betragt
45,5 pug DL-a-Tocopherol je ml; das entspricht 50,0 pg DL-a-Toco-
pherol-Acetat je ml. Die Gebrauchsstandardlosung muss vor Gebrauch
frisch hergestellt werden.

Herstellen der Kalibrierlosungen und Erstellung der Kalibrationskurve

Von der Gebrauchsstandardlésung werden 1,0 ml, 2,0 ml, 4,0 ml bzw.
10,0 ml in jeweils einen 20-ml-Messkolben pipettiert; es wird mit
Methanol (Nummer 3.3) zur Marke aufgefiillt und gemischt. Der Soll-
gehalt dieser Losungen betrdagt 2,5 pg/ml, 5,0 pg/ml, 10,0 pg/ml bzw.
25,0 pg/ml DL-a-Tocopherol-Acetat, d. h. 2,28 ng/ml, 4,55 pg/ml,
9,10 pg/ml bzw. 22,8 pg/ml DL-a-Tocopherol.

Von jeder Kalibrierlosung werden mehrmals 20 pl eingespritzt, und die
mittleren Peakhohen (-flichen) werden gemessen. Anhand der so er-
mittelten mittleren Peakhohen (-flichen) wird eine Kalibrationskurve
erstellt.

UV-Kontrolle der DL-a-Tocopherol-Acetat-Stammlosung  (Num-
mer 3.10.1)

Von der DL-a-Tocopherol-Acetat-Stammlosung (Nummer 3.10.1) wer-
den 5,0 ml mit Ethanol auf 25,0 ml aufgefiillt. Das UV-Spektrum
dieser Losung wird gegen Ethanol (Nummer 3.1) im Spektralfotometer
(Nummer 4.6) zwischen 250 und 320 nm gemessen.

Das Extinktionsmaximum muss bei 284 nm liegen:

El%

1 cm

43,6 bei 284 nm in Ethanol

Bei der vorliegenden Verdiinnung muss eine Extinktion von 0,84 bis
0,88 erzielt werden.

DL-o-Tocopherol-Standard
Herstellen der Gebrauchsstandardlosung

Von der DL-a-Tocopherol-Stammldsung (Nummer 3.11.1) werden
2 ml in einen 50-ml-Messkolben pipettiert und in Methanol (Num-
mer 3.3) geldst; es wird mit Methanol zur Marke aufgefiillt. Der Soll-
gehalt dieser Losung betrdgt 40 pg DL-a-Tocopherol je ml; das ent-
spricht 44,0 ug DL-a-Tocopherol-Acetat je ml. Die Gebrauchsstandard-
16sung muss vor Gebrauch frisch hergestellt werden.

Herstellen der Kalibrierlosungen und Erstellung der Kalibrationskurve

Von der Gebrauchsstandardlosung werden 1,0 ml, 2,0 ml, 4,0 ml bzw.
10,0 ml in jeweils einen 20-ml-Messkolben pipettiert; es wird mit
Methanol (Nummer 3.3) zur Marke aufgefiillt und gemischt. Der Soll-
gehalt dieser Losungen betrdgt 2,0 pg/ml, 4,0 pg/ml, 8,0 pg/ml bzw.
20,0 pg/ml DL-a-Tocopherol, d. h. 2,20 pg/ml, 4,40 pg/ml, 8,79 pg/ml
bzw. 22,0 pg/ml DL-a-Tocopherol-Acetat.

Von jeder Kalibrierlosung werden mehrmals 20 pl eingespritzt, und die
mittleren Peakhohen (-flichen) werden gemessen. Anhand der so er-
mittelten mittleren Peakhdhen (-flichen) wird eine Kalibrationskurve
erstellt.

UV-Kontrolle der DL-a-Tocopherol-Stammldsung (Nummer 3.11.1)

Von der DL-a-Tocopherol-Stammlosung (Nummer 3.11.1) werden
2,0 ml mit Ethanol auf 25,0 ml aufgefiillt; das UV-Spektrum dieser
Losung wird gegen Ethanol (Nummer 3.1) im Spektralfotometer (Num-
mer 4.6) zwischen 250 und 320 nm gemessen. Das Extinktionsmaxi-
mum muss bei 292 nm liegen:
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7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

7.6.

7.7.

7.8.

7.9

El%

I cm

75,8 bei 292 nm in Ethanol

Bei der vorliegenden Verdinnung muss eine Extinktion von 0,6 erzielt
werden.

Berechnung der Ergebnisse

Aus der mittleren Hohe (Flache) der Vitamin-E-Peaks der Probenlo-
sung wird anhand der Kalibrationskurve (Nummer 5.6.1.2 oder 5.6.2.2)
die Konzentration der Probenldsung in pg/ml (berechnet als DL-o-To-
copherol-Acetat) bestimmt.

Der Vitamin-E-Gehalt w (in mg/kg) der Probe wird nach folgender
Formel berechnet:

500 % ¢ x V,

WE T S m [mg/ke]

wobei:

Vitamin-E-Konzentration (als DL-a-Tocopherol-Acetat) der Pro-
benlosung (Nummer 5.4) in pg/ml,

]
Il

V; = Volumen der Probenlosung (Nummer 5.4) in ml,

V, = Volumen des unter 5.4 entnommenen aliquoten Teils in ml,

2
I

Probeneinwaage in g.

Bemerkungen

Bei Proben mit niedriger Vitamin-E-Konzentration kann es zweck-
maBig sein, die Petroletherextrakte von zwei Verseifungsansitzen (Ein-
waage 25 g) zu einer Probenlosung fiir die HPLC-Bestimmung zu
vereinigen.

Die Einwaage fiir die Analyse darf hochstens 2 g Fett enthalten.

Bei schlechter Phasentrennung konnen etwa 10 ml Ethanol (Num-
mer 3.1) zur Zerstorung der Emulsion zugegeben werden.

Nach der spektralfotometrischen Vermessung der DL-a-Tocopherol-
Acetat- oder der DL-a-Tocopherol-Losung nach Nummer 5.6.1.3
bzw. 5.6.2.3 empfichlt es sich, der Losung (Nummer 3.10.1 bzw.
3.10.2) etwa 10 mg BHT (Nummer 3.12) zuzusetzen und die Ldsung
im Kiihlschrank aufzubewahren (Haltbarkeit hochstens 4 Wochen).

Statt BHT kann Hydrochinon verwendet werden.

Bei Verwendung einer Normalphasensaule ist die Trennung von a-, f-,
v- und 4-Tocopherol moglich.

Statt Natriumascorbat-Losung konnen etwa 150 mg Ascorbinsdure ver-
wendet werden.

Statt Natriumsulfid-Losung kénnen etwa 50 mg EDTA verwendet wer-
den.

Vitamin-E-Acetat hydrolysiert unter alkalischen Bedingungen sehr
schnell und ist deshalb sehr oxidationsanfillig, insbesondere in Gegen-
wart von Spurenelementen wie Eisen oder Kupfer. Bei der Bestimmung
des Vitamin-E-Gehalts in Vormischungen, bei denen ein Gehalt von
5000 mg/kg tberschritten wird, konnte es zu einem Abbau von Vita-
min E kommen. Deshalb wird zur Bestitigung eine HPLC-Methode mit
einem enzymatischen Aufschluss der Vitamin-E-Formel ohne einen
alkalischen Verseifungsschritt empfohlen.
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Wiederholbarkeit

Die Differenz zwischen den Ergebnissen zweier paralleler Bestimmun-
gen an ein und derselben Probe darf 15 % des hoheren Werts nicht

iiberschreiten.

Ergebnisse eines Ringversuchs (')

Vormischungen F ert'{gfutter—vor— Mineralfutter Eiweif-konzen- | Ferkelaufzucht-

mischungen trat futter
L 12 12 12 12 12
n 48 48 48 48 48
Mittelwert [mg/kg] 17 380 1187 926 315 61,3
s, [mg/kg] 384 45,3 25,2 13,0 2,3
r [mg/kg] 1075 126,8 70,6 36,4 6,4
VK, [%] 2,2 3.8 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
VKg [%] 4,8 5,5 6,0 6,0 12,7
L = Anzahl der Laboratorien
n = Anzahl der Einzelwerte
s, = Standardabweichung der Wiederholbarkeit
sg = Standardabweichung der Vergleichbarkeit
r = Wiederholbarkeit

R = Vergleichbarkeit
VK, = Variationskoeffizient der Wiederholbarkeit

VK = Variationskoeffizient der Vergleichbarkeit

(") Durchgefiihrt von der Fachgruppe Futtermittel des Verbands deutscher landwirtschaftli-
cher Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA).
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Abbildung 2

Extraktionsapparat (4.8)

A)

=

Glaszylinder (4.8.1)
(Hohe ungefdhr 48 cm)

Schliffeinsatz (4.8.2)

(Lange ungefdhr 45 cm)

-— \/erschiebbares Rohr

____——t-_

Petroletherphase

Wassrige Phase
-

verseifles Futter




02009R0152 — DE — 14.05.2025 — 010.001 — 94

C. BESTIMMUNG DES GEHALTS AN DEN SPURENELEMENTEN
EISEN, KUPFER, MANGAN UND ZINK

Der Eisen-, Kupfer-, Mangan- und Zinkgehalt ist mit folgenden Ver-
fahren zu bestimmen:

— mit der Analysemethode gemill der Norm EN 15510 ,,Futtermit-
tel — Probenahme- und Untersuchungsverfahren — Bestimmung
von Calcium, Natrium, Phosphor, Magnesium, Kalium, Eisen, Zink,
Kupfer, Mangan, Cobalt, Molybdin und Blei mittels ICP-AES*
oder

— mit der Analysemethode gemill der Norm EN 15621 ,Futtermit-
tel — Probenahme- und Untersuchungsverfahren — Bestimmung
von Calcium, Natrium, Phosphor, Magnesium, Kalium, Schwefel,
Eisen, Zink, Kupfer, Mangan und Cobalt nach Druckaufschluss
mittels ICP-AES* oder

— mit der Analysemethode gemidfl der Norm EN 17053 , Futtermit-
tel — Probenahme- und Untersuchungsverfahren — Bestimmung
von Spurenelementen, Schwermetallen und anderen Elementen in
Futtermitteln mittels ICP-MS (Multimethode)* oder

— mit der Analysemethode gemdf der Norm EN 6869 ,,Futtermittel —
Bestimmung der Gehalte an Calcium, Kupfer, Eisen, Magnesium,
Mangan, Kalium, Natrium und Zink — Atomabsorptionsspektrome-
trisches Verfahren* oder

— mit der unter den Nummern 1 bis 8 beschriebene Methode der
Flammen-Atomabsorptionsspektrometriec (FAAS).

1. Zweck und Anwendungsbereich

Die Methode erlaubt die Bestimmung des Gehalts an den Spurenele-
menten Eisen, Kupfer, Mangan und Zink in Futtermitteln. (') Die Be-
stimmungsgrenzen liegen bei:

— Eisen (Fe): 20 mg/kg,
— Kupfer (Cu): 10 mg/kg,
— Mangan (Mn): 20 mg/kg,
— Zink (Zn): 20 mg/kg,

2. Prinzip

Die Probe wird nach Zerstérung eventuell vorhandener organischer
Substanz in Salzsdure gelost. Die Elemente Eisen, Kupfer, Mangan
und Zink werden nach entsprechender Verdiinnung der Analysenldsung
mittels Atomabsorptionsspektrometrie bestimmt.

3. Reagenzien
Vorbemerkungen

Das zur Herstellung der Reagenzien und Analysenldsungen verwendete
Wasser muss ,,frei* von den zu bestimmenden Kationen sein, d. h., das
Wasser muss entweder in einer Borsilikatglas- oder Quarzapparatur 2-
fach destilliert oder durch doppelten Ionenaustausch gereinigt worden
sein.

Die zur Analyse verwendeten Reagenzien miissen mindestens von ana-
lysenreiner Qualitdt sein. Die Abwesenheit des zu bestimmenden Ele-
ments wird mittels eines Blindversuchs kontrolliert. Falls erforderlich,
sind die Reagenzien einer zusitzlichen Reinigung zu unterziehen.

(") Diese Methode wurde im Rahmen eines Ringversuchs fiir verschiedene Futtermittel-
matrizen validiert. Weitere Informationen sind hier abrufbar: https://ec.europa.eu/jrc/en/
eurl/feed-additives/authorisation.
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3.1

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.7.1.

3.8.

3.8.1.

3.9.

3.9.1.

3.10.1.

Anstelle der nachfolgend beschriebenen Standardlésungen kénnen auch
handelsiibliche Standardlosungen verwendet werden, deren Reinheit
garantiert und vor der Verwendung kontrolliert wurde.

Salzsdure (D: 1,19 g/ml).
Salzsdure (6 mol/l).
Salzsdure (0,5 mol/l).

Fluorwasserstoffsdure (Volumenkonzentration = 38 bis 40 %); Eisen-
gehalt: weniger als 1 mg/l; Glihriickstand (als Sulfat): weniger als
10 mg/l.

Schwefelsdure (D: 1,84 g/ml).

Wasserstoffperoxid, ca. 100 Volumina Sauerstoff (Massenanteil =
30 %).

Eisen-Standardlosung (1 000 pg Fe/ml), wie folgt zubereitet, oder eine
gleichwertige handelsiibliche Losung: 1 g Eisendraht wird in 200 ml
6 mol/l Salzsdure (Nummer 3.2) geldst. Es werden 16 ml Wasserstoff-
peroxid (Nummer 3.6) zugegeben; dann wird mit Wasser auf 1 | auf-
gefiillt:

Eisen-Gebrauchsstandardlosung (100 pg Fe/ml): Die Standardlosung
(Nummer 3.7) wird im Verhéltnis 1:9 mit Wasser verdiinnt.

Kupfer-Standardlésung (1 000 pg Cu/ml), wie folgt zubereitet, oder
eine gleichwertige handelsiibliche Losung:

— In 25 ml 6 mol/l Salzsdure (Nummer 3.2) wird 1 g Kupfer in
Pulverform gelost. Es werden 5 ml Wasserstoffperoxid (Num-
mer 3.6) zugegeben, und dann wird mit Wasser auf 1 1 aufgefiillt.

Kupfer-Gebrauchsstandardlésung (10 pg Cu/ml): Die Standardldsung
(Nummer 3.8) wird im Verhéltnis 1:9 mit Wasser verdiinnt; anschlie-
Bend wird die so entstandene Losung wiederum im Verhéltnis 1:9 mit
Wasser verdiinnt.

Mangan-Standardlésung (1 000 pg Mn/ml), wie folgt zubereitet, oder
eine gleichwertige handelsiibliche Losung:

— In 25 ml 6 mol/l Salzsdure (Nummer 3.2) wird 1 g Mangan in
Pulverform gelost; dann wird mit Wasser auf 1 1 aufgefiillt.

Mangan-Gebrauchsstandardlosung (10 pg Mn/ml): Die Standardldsung
(Nummer 3.9) wird im Verhdltnis 1:9 mit Wasser verdiinnt; anschlie-
Bend wird die so entstandene Losung wiederum im Verhdltnis 1:9 mit
Wasser verdiinnt.

Zink-Standardlésung (1 000 pg Zn/ml), wie folgt zubereitet, oder eine
gleichwertige handelsiibliche Losung:

— In 25 ml 6 mol/l Salzsdure (Nummer 3.2) wird 1 g Zink in Strei-
fen- oder Plattenform geldst; dann wird mit Wasser auf 1 1 auf-
gefiillt.

Zink-Gebrauchsstandardlosung (10 pg Zn/ml): Die Standardldsung
(Nummer 3.10) wird im Verhéltnis 1:9 mit Wasser verdiinnt; anschlie-
Bend wird die so entstandene Losung wiederum im Verhéltnis 1:9 mit
Wasser verdiinnt.

Lanthanchloridlosung: In 150 ml Wasser wird 12 g Lanthanoxid geldst
und 100 ml 6 mol/l Salzsdure (Nummer 3.2) zugegeben. Dann wird mit
Wasser auf 1 1 aufgefiillt.
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4.2.

4.3.

5.1.

5.1
5.1

5.1

Q)
(2

-~

Geriite

Muffelofen mit Regelvorrichtung und gegebenenfalls mit Temperatur-
anzeige.

Glasgerate miissen aus resistentem Borsilikatglas sein. Es wird emp-
fohlen, Glasgerite zu benutzen, die ausschlieBlich der Bestimmung des
Gehalts an Spurenelementen vorbehalten bleiben.

Atomabsorptions-Spektralfotometer; das Gerédt muss innerhalb des vor-
gesehenen Messbereichs hinsichtlich seiner Empfindlichkeit und Ge-
nauigkeit den Anforderungen der jeweiligen Methode geniigen.

Verfahren (')
Proben mit organischen Bestandteilen
1. Veraschung und Herstellung der Analysenlésung(®)

.1.1. Von der Probe werden 5 bis 10 g (auf 0,2 mg genau abgewogen) in
eine Quarz- oder Platinschale gegeben (siche Anmerkung b) und im
Trockenschrank bei 105 °C getrocknet; dann wird die Schale in den
kalten Muffelofen (Nummer 4.1) verbracht. Der Ofen wird geschlossen
(siche Anmerkung c) und die Temperatur innerhalb von ca. 90 min
langsam auf 450 bis 475 °C erhoht. Diese Temperatur wird 4 bis 16 h
(z. B. tber Nacht) aufrechterhalten, um Kohleteilchen zu entfernen;
dann wird der Ofen gedffnet und abkiihlen gelassen (siche Anmerkung
d).

Die Asche wird mit Wasser angefeuchtet und in ein 250-ml-Becherglas
gegeben. Die Schale wird mit insgesamt etwa 5 ml Salzsdure (Num-
mer 3.1) ausgespiilt, die anschlieBend langsam und vorsichtig (da es
aufgrund von CO,-Bildung eventuell zu einer heftigen Reaktion kom-
men kann) in das Becherglas gegeben wird. Unter Schiitteln wird
Salzsdure (Nummer 3.1) tropfenweise zugegeben, bis die Schaumbil-
dung authort. Die Salzsdure wird unter gelegentlichem Umriihren mit
einem Glasstab bis zur Trockne abgedampft.

Dem Riickstand werden 15 ml 6 mol/l Salzsdure (Nummer 3.2) und
anschliefend etwa 120 ml Wasser zugefiigt. Umgeriihrt wird mit dem
Glasstab, der in dem Becherglas zu belassen ist. Letzteres wird mit
einem Uhrglas abgedeckt. Die Fliissigkeit wird langsam zum Sieden
gebracht und so lange im Sieden gehalten, bis die Asche vollstindig
gelost ist. Dann wird durch ein aschefreies Filterpapier filtriert und das
Filtrat in einem 250-ml-Messkolben aufgefangen. Das Becherglas und
der Filter werden mit 5 ml heiler 6 mol/l Salzsdure (Nummer 3.2)
und 2-mal mit kochendem Wasser ausgewaschen. AnschlieBend wird
der Messkolben mit Wasser zur Marke aufgefiillt (HCI-Konzentration
etwa 0,5 mol/l).

.1.2. Sollte der Filterriickstand schwarz aussehen (Kohlenstoff), so wird er
im Trockenschrank abermals bei 450 bis 475 °C verascht. Diese Ver-
aschung, die nur wenige Stunden erfordert (etwa 3 bis 5 h) ist abge-
schlossen, wenn die Asche weill oder nahezu weil} aussieht. Der Riick-
stand wird mit etwa 2 ml Salzsdure (Nummer 3.1) aufgenommen, zur

Andere Aufschlussmethoden konnen verwendet werden, sofern erwiesen ist, dass sie zu
vergleichbaren Ergebnissen fithren (z. B. Mikrowellen-Druckaufschluss).

Griinfutter (frisch oder getrocknet) kann gréBere Mengen pflanzlicher Kieselsdure ent-
halten, welche Spurenelemente binden kann und daher entfernt werden muss. Bei Pro-
ben dieser Futtermittel muss also nach folgendem geénderten Verfahren vorgegangen
werden: Das Verfahren 5.1.1.1 wird bis zur Filtration durchgefiihrt. Das den unldslichen
Riickstand enthaltende Filterpapier wird 2-mal mit kochendem Wasser ausgewaschen, in
eine Quarz- oder Platinschale gegeben

und im Muffelofen (Nummer 4.1) bei weniger als 550 °C bis zur vollstindigen Elimi-
nation aller Kohlepartikel verascht. Nach dem Abkiihlen werden einige Tropfen Wasser
und danach 10-15 ml Fluorwasserstoffsdaure (Nummer 3.4) zugegeben und bei ca. 150 °
C zur Trockne eingedampft. Verbleibt im Riickstand noch Kieselsdure, so wird diese
erneut in einigen ml Fluorwasserstoffsdure (Nummer 3.4) geldst und anschlieend zur
Trockne eingedampft. Dann werden 5 Tropfen Schwefelsdure (Nummer 3.5) zugesetzt
und so lange erhitzt, bis keine weiflen Dampfe mehr auftreten. Nach Zugabe von 5 ml
6 mol/l Salzsdure (Nummer 3.2) und etwa 30 ml Wasser wird erhitzt und die Lésung in
den 250-ml-Messkolben filtriert. Letzterer wird mit Wasser zur Marke aufgefiillt (HCI-
Konzentration etwa 0,5 mol/l). Anschliefend wird wie ab 5.1.2 beschrieben weiterver-
fahren.
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5.1.2.
5.1.2.1.

Trockne eingedampft und mit 5 ml 6 mol/l Salzsdure (Nummer 3.2)
versetzt. Nach dem Erwidrmen wird die Losung in den Messkolben
filtriert, und Letzterer mit Wasser zur Marke aufgefiillt (HCl-Konzen-
tration etwa 0,5 mol/l).

Anmerkungen:

a) Bei der Bestimmung des Gehalts an Spurenelementen ist unbedingt
auf die Gefahr von Verunreinigungen, insbesondere durch Zink,
Kupfer und Eisen zu achten. Deshalb miissen die bei der Proben-
vorbereitung benutzten Geréte frei von diesen Metallen sein.

Um die Gefahr von Verunreinigungen einzuschréanken, ist in staub-
freier Luft, mit absolut reinen Gerdten und sorgfiltig gewaschenen
Glasgeriten zu arbeiten. Die Zinkbestimmung ist fiir Verunreinigun-
gen durch Glasgerite, Reagenzien, Staub usw. besonders anfillig.

b) Die Einwaage wird nach dem etwa zu erwartenden Spurenelement-
gehalt des Futtermittels unter Beriicksichtigung der Empfindlichkeit
des verwendeten Spektralfotometers berechnet. Bei Futtermitteln,
die einen niedrigen Gehalt an Spurenelementen aufweisen, kann
es erforderlich sein, eine Probe von 10 bis 20 g einzuwiegen und
das Volumen der Analysenlosung auf 100 ml zu begrenzen.

c) Die Veraschung muss in einem geschlossenen Muffelofen ohne
Einblasen von Luft oder Sauerstoff erfolgen.

d) Die vom Pyrometer angezeigte Temperatur darf 475 °C nicht tiber-
schreiten.

Spektralfotometrische Bestimmung
Herstellen der Kalibrierlosungen

Aus den Gebrauchsstandardlosungen 3.7.1, 3.8.1, 3.9.1 und 3.10.1 wer-
den fiir jedes der zu bestimmenden Spurenelemente eine Reihe von
Kalibrierlosungen hergestellt. Jede dieser Kalibrierlosungen hat eine
HCIl-Konzentration von etwa 0,5 mol/l und (im Falle von Eisen, Man-
gan und Zink) einen Lanthanchlorid-Gehalt, der einer Massenkonzen-
tration von 0,1 % La (w/v) entspricht.

Die gewdhlten Spurenelementkonzentrationen miissen im Empfindlich-
keitsbereich des verwendeten Spektralfotometers liegen. Die nachfol-
genden Tabellen zeigen Beispiele fiir die Zusammensetzung typischer
Reihen von Kalibrierlésungen. Je nach Typ und Empfindlichkeit des
verwendeten Spektralfotometers kann es jedoch erforderlich sein, fiir
die Kalibrierlosungen eine andere Konzentration zu wiéhlen.

Eisen
ng Fe/ml 0 0,5 1 2 3 4 5
ml Gebrauchsstandardlosung (Num- 0 0,5 1 2 3 4 5
mer 3.7.1) (1 ml = 100 pg Fe)
ml HCl (Nummer 3.2) 7 7 7 7 7 7 7

10 ml Lanthanchloridlosung (Nummer 3.11) zugeben und mit Wasser auf 100 ml auffiillen.
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5.1.2.2.

5.1.2.3.

5.1.2.4.

Kupfer
png Cu/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
ml Gebrauchsstandardldsung (Num- 0 1 2 4 6 8 10
mer 3.8.1) (1 ml = 10 pg Cu)
ml HCl (Nummer 3.2) 8 8 8 8 8 8 8

Mangan
pug Mn/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
ml Gebrauchsstandardlosung (Num- 0 1 2 4 6 8 10
mer 3.9.1) (1 ml = 10 pg Mn)
ml HCl (Nummer 3.2) 7 7 7 7 7 7 7
10 ml Lanthanchloridlésung (Nummer 3.11) zugeben und mit Wasser auf 100 ml auffiillen.

Zink

ug Zn/ml 0 0,05 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8
ml Gebrauchsstandardlosung (Num- 0 0,5 1 2 4 6 8
mer 3.10.1) (1 ml = 10 pg Zn)
ml HCl (Nummer 3.2) 7 7 7 7 7 7 7

10 ml Lanthanchloridldsung (Nummer 3.11) zugeben und mit Wasser auf 100 ml auffiillen.

Herstellen der Analysenlosung

Fir die Bestimmung des Kupfergehalts kann die nach Nummer 5.1.1
hergestellte Analysenlosung in der Regel direkt verwendet werden.
Gegebenenfalls wird ein aliquoter Teil dieser Analysenldsung in einen
100-ml-Messkolben pipettiert und mit 0,5 mol/l Salzsdure (Num-
mer 3.3) zur Marke aufgefiillt, um ihre Konzentration in den Bereich
der Kalibrierlosungen zu bringen.

Fiir die Bestimmung des Gehalts an Eisen, Mangan und Zink wird ein
aliquoter Teil der nach Nummer 5.1.1 hergestellten Losung in einen
100-ml-Messkolben pipettiert. Es werden 10 ml Lanthanchloridlésung
(Nummer 3.11) zugegeben und mit 0,5 mol/l Salzsdure (Nummer 3.3)
zur Marke aufgefiillt (siche Bemerkung 8).

Blindversuch

Es wird ein Blindversuch ausgefiihrt, der alle Verfahrensschritte um-
fassen muss, nur dass das Probematerial selbst weggelassen wird. Die
Kalibrierlosung ,,0° ersetzt nicht den Blindversuch.

Messung der Atomabsorption

Die Atomabsorption der Kalibrierlosungen und der Analysenldsungen
ist mit oxydierender Luft-Azetylen-Flamme bei folgenden Wellenldn-
gen zu messen:

Fe: 248,3 nm
Cu: 324,8 nm
Mn: 279,5 nm
Zn: 213,8 nm

Jede Messung ist 4-mal auszufiihren.
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5.2.

Mineralfutter

Enthélt die Probe keine organischen Substanzen, so eriibrigt sich eine
vorherige Veraschung. In diesem Fall wird dann ab Nummer 5.1.1.1
zweiter Absatz weiter verfahren. Ein Abrauchen mit Fluorwasserstoff-
sdure kann entfallen.

Berechnung der Ergebnisse

Die Spurenelementkonzentration in der Analysenlosung wird mithilfe
einer Kalibrationskurve berechnet und das Ergebnis in mg Spurenele-
ment/kg der Probe (ppm) ausgedriickt.

Wiederholbarkeit

Die Differenz zwischen den Ergebnissen zweier paralleler Bestimmun-
gen eines Analytikers bei ein und derselben Probe darf die folgenden
Werte nicht iiberschreiten:

— 5 mg/kg absolut fiir Spurenelementgehalte bis 50 mg/kg,

— 10 % des hoheren Werts flir Spurenclementgehalte von 50 bis
100 mg/kg,

— 10 mg/kg absolut fiir Spurenelementgehalte von 100 bis 200 mg/kg,

— 5 % des hoheren Werts fiir Spurenelementgehalte von mehr als
200 mg/kg.

Bemerkung

Das Vorhandensein von groferen Phosphatmengen kann die Bestim-
mung des Gehalts an Eisen, Mangan und Zink beeintrichtigen. Diese
Interferenzen sind durch die Zugabe von Lanthanchloridlésung (Num-
mer 3.11) zu korrigieren. Weist die Probe jedoch das Gewichtsverhalt-
nis Ca + Mg/P > 2 auf, kann auf die Zugabe von Lanthanchloridlosung
(Nummer 3.11) zu der Analysenlosung und den Kalibrierlosungen ver-
zichtet werden.

D. BESTIMMUNG DES HALOFUGINONGEHALTS

DL-trans-7-Brom-6-chlor-3-[3-(3-hydroxy-2-piperidyl)acetonyl]-4(3H)-
chinazolinon-hydrobromid

Der Halofuginongehalt ist mit folgenden Verfahren zu bestimmen:

— mit der Analysemethode gemill der Norm EN 17299 ,Futtermit-
tel — Probenahme- und Untersuchungsverfahren — Screening und
Bestimmung von zugelassenen Kokzidiostatika in Konzentrationen
von Zusatzstoffen und deren Verschleppungen im Bereich von 1 %
und 3 % sowie von nicht registrierten Kokzidiostatika und von
einem Antibiotikum in Konzentrationen unterhalb von Zusatzstof-
fen in Mischfuttermitteln mittels Hochleistungs-Fliissigchromato-
graphie mit Tandem-Massenspektrometrie-Nachweis (LC-MS/MS)*
oder

— durch Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
(HPLC) unter Verwendung eines UV-Detektors, wie im Folgenden
unter den Nummern 1 bis 8 beschrieben.

Zweck und Anwendungsbereich

Die Methode erlaubt die Bestimmung des Halofuginongehalts von Fut-
termitteln. Die Bestimmungsgrenze betrdgt 1 mg/kg.

Prinzip

Nach der Behandlung mit heilem Wasser wird Halofuginon als freie
Base mit Ethylacetat extrahiert und anschlieBend durch Ausschiitteln
mit Salzsdure in das Hydrochlorid iberfiihrt. Der Extrakt wird durch
lonenaustauschchromatografie gereinigt. Der Halofuginongehalt wird
mittels Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigkeitschromatografie
(HPLC) unter Verwendung eines UV-Detektors bestimmt.
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.1.

3.6.2.

3.7.

3.8.

3.9.

Reagenzien

Acetonitril, HPLC-Qualitét.
Amberlite XAD-2-Harz.
Ammoniumacetat.
Ethylacetat.

Essigsdure (Eisessig).

Halofuginon-Standardsubstanz: ~ DL-trans-7-Brom-6-chlor-3-[3-(3-hy-
droxy-2-piperidyl)acetonyl]-4(3H)-chinazolinon-hydrobromid, E 764

Halofuginon-Standard-Stammldsung, 100 mg/ml

Von Halofuginon (Nummer 3.6) werden 50 mg auf 0,1 mg genau in
einen 500-ml-Messkolben eingewogen und in Ammoniumacetat-Puff-
erlosung (Nummer 3.18) gelost. Es wird mit der Pufferlosung zur
Marke aufgefiillt und gemischt. Diese Losung ist 3 Wochen haltbar,
wenn sie im Dunkeln bei 5 °C aufbewahrt wird.

Kalibrierlosungen

Von der Standard-Stammlésung (Nummer 3.6.1) werden 1,0, 2,0, 3,0,
4,0 bzw. 6,0 ml jeweils in einen 100-ml-Messkolben tiberfiihrt. Es wird
mit der mobilen Phase (Nummer 3.21) zur Marke aufgefiillt und durch-
mischt. Diese Losungen enthalten Halofuginon in Konzentrationen von
1,0, 2,0, 3,0, 4,0 bzw. 6,0 pg/ml. Die Losungen miissen vor Gebrauch
frisch hergestellt werden.

Salzsdure (pyo = ca. 1,16 g/ml).

Methanol

Silbernitrat.

Natriumascorbat.

Natriumcarbonat (Soda).

Natriumchlorid.

EDTA (Ethylendiamintetraessigsdure, Dinatriumsalz).

Wasser, HPLC-Qualitit.

Natriumcarbonatlésung, ¢ = 10 g/100 ml.

Mit Natriumchlorid geséttigte Natriumcarbonatlosung, ¢ = 5 g/100 ml

50 g Natriumcarbonat (Nummer 3.11) werden in Wasser gelost und auf
1 1 verdiinnt; dann wird Natriumchlorid (Nummer 3.12) zugegeben, bis
die Losung gesittigt ist.

Salzsédure, ca. 0,1 mol/l
10 ml Salzsdure (Nummer 3.7) werden mit Wasser auf 1 1 verdiinnt.
Ammoniumacetat-Pufferlosung, ca. 0,25 mol/l

19,3 g Ammoniumacetat (Nummer 3.3) und 30 ml Essigsdure (Num-
mer 3.5) werden in Wasser (Nummer 3.14) gelost und auf 1 1 verdiinnt.
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3.20.

3.21.

4.2.

4.3.

4.4.

44.1.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

5.1
5.1.1.

Vorbereitung des Amberlite XAD-2-Harzes

Eine ausreichende Menge Amberlite (Nummer 3.2) wird mit Wasser
chloridfrei gewaschen. Die Priifung der Waschfliissigkeit erfolgt mit
Silbernitratlosung (Nummer 3.20). Danach wird das Harz mit 50 ml
Methanol (Nummer 3.8) gewaschen. Das Methanol wird verworfen und
das Harz in frischem Methanol aufbewahrt.

Silbernitratlgsung, ca. 0,1 mol/l
0,17 g Silbernitrat (Nummer 3.9) werden in 10 ml Wasser geldst.
Mobile Phase fiir die HPLC:

500 ml Acetonitril (Nummer 3.1) werden mit 300 ml Ammoniumace-
tat-Pufferlosung (Nummer 3.18) und 1200 ml Wasser (Nummer 3.14)
gemischt. Der pH-Wert wird mit Essigsdure (Nummer 3.5) auf 4,3
eingestellt. Die Losung wird durch einen 0,22-pm-Filter (Nummer 4.8)
filtriert und entgast (z. B. durch 10-miniitige Ultraschallbehandlung).
Diese Losung ist 1 Monat lang haltbar, wenn sie in einem verschlos-
senen Gefdl im Dunkeln aufbewahrt wird.

Geriite

Ultraschallbad.
Rotationsfilmverdampfer.
Zentrifuge.

HPLC-Einrichtung mit UV-Detektor mit variabler Wellenldngeneinstel-
lung oder Diodenarray-Detektor

HPLC-Trennsdule, 300 mm x 4 mm, C;g3, 10 um Korngrofle, oder
vergleichbare Séule.

Glassdule (300 mm x 10 mm) mit gesintertem Glasfilter und Absperr-
hahn.

Glasfaserfilter, 150 mm Durchmesser.
Membranfilter, 0,45 um Porengrofe.
Membranfilter, 0,22 pm Porengrofe.

Verfahren

Anmerkung: Halofuginon ist als freie Base in Alkali- und Ethylacetat-
Losungen instabil. Es darf hochstens 30 min in Ethylace-
tat bleiben.

Allgemeines

Zur Priifung, dass weder Halofuginon noch Stérsubstanzen vorhanden
sind, ist eine Blindprobe zu untersuchen.

Die Wiederfindungsrate wird ermittelt, indem eine Blindprobe unter-
sucht wird, die mit Halofuginon angereichert wurde. Die zugesetzte
Menge an Halofuginon sollte der in der Probe vorhandenen Menge
entsprechen. Zur Anreicherung auf einen Gehalt von 3 mg/kg werden
300 pl der Standard-Stammldsung (Nummer 3.6.1) zu 10 g der Blind-
probe gegeben. Es wird gemischt und 10 min gewartet, bevor mit der
Extraktion (Nummer 5.2) fortgefahren wird.

Anmerkung: Fir den Zweck dieser Methode muss die Blindprobe &hn-
lich zusammengesetzt sein wie die zu untersuchende Pro-
be, und Halofuginon darf nicht nachweisbar sein.
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5.2.

5.3.
5.3.1.

Extraktion

Von der vorbereiteten Probe werden 10 g auf 0,1 g genau in ein 200-
ml-Zentrifugenglas eingewogen. Es werden 0,5 g Natriumascorbat
(Nummer 3.10), 0,5 g EDTA (Nummer 3.13) und 20 ml Wasser hin-
zugefiigt, und es wird gemischt. Das Zentrifugenglas wird 5 min in ein
80 °C heifles Wasserbad gestellt. Nach dem Abkiihlen auf Raumtem-
peratur werden 20 ml Natriumcarbonatlosung (Nummer 3.15) hinzuge-
fligt, und es wird gemischt. Unmittelbar danach werden 100 ml Ethyl-
acetat (Nummer 3.4) hinzugefiigt, und es wird 15 s kréftig von Hand
geschiittelt. Danach wird das Zentrifugenglas mit gelockertem Stopfen
3 min in ein Ultraschallbad (Nummer 4.1) gestellt. Es wird 2 min
zentrifugiert und die Ethylacetatphase durch einen Glasfaserfilter
(Nummer 4.6) in einen 500-ml-Scheidetrichter dekantiert. Die Extrak-
tion der Probe wird mit weiteren 100 ml Ethylacetat wiederholt. Die
vereinigten Extrakte werden 1 min lang mit 50 ml der mit Natrium-
chlorid gesittigten Natriumcarbonatlosung (Nummer 3.16) gewaschen.
Die wissrige Phase wird verworfen.

Die organische Phase wird 1 min mit 50 ml Salzsdure (Nummer 3.17)
extrahiert. Die untere Sdurephase wird in einen 250-ml-Scheidetrichter
abgelassen. Die organische Phase wird erneut 1,5 min mit weiteren
50 ml Salzsdure extrahiert. Die beiden Sdureextrakte werden vereinigt
und durch ca. 10 s langes Schiitteln mit 10 ml Ethylacetat (Num-
mer 3.4) gewaschen.

Die wissrige Phase wird quantitativ in einen 250-ml-Rundkolben tiber-
fithrt und die organische Phase verworfen. Das restliche in der sauren
Losung enthaltene Ethylacetat wird mithilfe des Rotationsverdampfers
(Nummer 4.2) entfernt. Die Temperatur des Wasserbads darf 40 °C
nicht iiberschreiten. Bei einem Unterdruck von ca. 25 mbar wird das
restliche Ethylacetat bei 38 °C innerhalb von 5 min entfernt.

Clean-up
Vorbereitung der Amberlitesédule

Fiir jeden Probenextrakt wird eine XAD-2-Séule vorbereitet. Von dem
vorbereiteten Amberlite (Nummer 3.19) werden 10 g mit Methanol
(Nummer 3.8) in eine Glassdule (Nummer 4.5) eingefiillt. Auf das
obere Ende des Harzbettes wird ein kleiner Glaswattebausch gebracht.
Das Methanol wird aus der Sdule ablaufen gelassen und das Harz mit
100 ml Wasser gewaschen. Sobald die Fliissigkeit das obere Ende des
Harzbettes erreicht hat, wird der Absperrhahn geschlossen. Vor Ge-
brauch ist die Sdule 10 min zu dquilibrieren. Die Sdule darf nie tro-
ckenlaufen.

Clean-up der Probe

Der Extrakt (Nummer 5.2) wird quantitativ auf die vorbereitete Am-
berlitesdule (Nummer 5.3.1) aufgebracht und eluiert. Das Eluat wird
verworfen. Die Elutionsgeschwindigkeit darf 20 ml/min nicht {iber-
schreiten. Der Rundkolben wird mit 20 ml Salzsdure (Nummer 3.17)
gespiilt und die Austauschersdule mit der Spiilfliissigkeit gewaschen.
Die eventuell auf der Séule verbliebene saure Losung wird mit einem
Luftstrom restlos ausgeblasen. Die Waschlosungen werden verworfen.
Es werden 100 ml Methanol (Nummer 3.8) auf die Sdule gegeben und
ein Eluat von 5 bis 10 ml in einem 250-ml-Rundkolben aufgefangen.
Das restliche Methanol wird 10 min lang zur Aquilibrierung auf dem
Harz belassen; anschlieBend wird die Elution mit einer Elutions-
geschwindigkeit von hochstens 20 ml/min fortgesetzt und das Eluat
in demselben Rundkolben aufgefangen. Das Methanol wird am Rota-
tionsverdampfer (Nummer 4.2) abgedampft, wobei die Temperatur des
Wasserbads 40 °C nicht iibersteigen darf. Der Riickstand wird unter
Verwendung der mobilen Phase (Nummer 3.21) quantitativ in einen
10-ml-Messkolben tiberfiihrt. Es wird mit der mobilen Phase zur Marke
aufgefiillt und gemischt. Ein aliquoter Teil wird durch einen Membran-
filter (Nummer 4.7) filtriert. Diese Losung wird fiir die HPLC-Bestim-
mung (Nummer 5.4) aufbewahrt.
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5.4.
5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

HPLC-Bestimmung

Parameter

Die folgenden Angaben sind Richtwerte; andere Parameter konnen ver-
wendet werden, sofern sie zu vergleichbaren Ergebnissen fiihren:

HPLC-Trennsdule (Nummer 4.4.1),

Mobile Phase fiir die HPLC (Nummer 3.21),
Durchflussrate: 1,5 bis 2 ml/min
Detektionswellenldnge: 243 nm
Einspritzvolumen: 40 bis 100 pl.

Die Stabilitdt des chromatografischen Systems wird tiberpriift, indem
die Kalibrierlosung (Nummer 3.6.2), die 3,0 pg/ml enthélt, mehrmals
eingespritzt wird, bis konstante Peakhohen (-flichen) und Retentions-
zeiten erreicht sind.

Erstellung der Kalibrationskurve

Jede Kalibrierlosung (Nummer 3.6.2) wird mehrmals eingespritzt, und
die Peakhohen (-flachen) fiir die einzelnen Konzentrationen werden
gemessen. Es wird eine Kalibrationskurve gezeichnet, indem die mitt-
leren Peakhohen oder -flachen auf der Ordinate und die dazugehdrigen
Konzentrationen in pg/ml auf der Abszisse aufgetragen werden.

Bestimmung der Probenldsung

Der Probenextrakt (Nummer 5.3.2) wird mehrmals eingespritzt, wobei
dasselbe Volumen wie fiir die Einspritzung der Kalibrierlosungen ver-
wendet wird, und die mittlere Peakhohe (-fliche) der Halofuginonpeaks
wird ermittelt.

Berechnung der Ergebnisse

Aus der mittleren Peakhohe (-fliche) der Halofuginonpeaks der Pro-
benlosung wird anhand der Kalibrationskurve (Nummer 5.4.2) die Kon-
zentration der Probenlosung in pg/ml bestimmt.

Der Halofuginongehalt w (in mg/kg) der Probe wird nach folgender
Formel berechnet:

cx 10
W =
m
wobei:
¢ = : Halofuginonkonzentration der Probenlosung in pg/ml,
m = : Probeneinwaage in g.

Uberpriifung der Ergebnisse
Identitdt

Die Identitdt des Analyten kann durch Co-Chromatografie oder mithilfe
eines Diodenarray-Detektors bestitigt werden, wobei die Spektren der
Probenldsung und der Kalibrierlosung (Nummer 3.6.2), die 6,0 pg/ml
enthélt, verglichen werden.

Co-Chromatografie

Eine Probenlosung wird mit einer geeigneten Menge einer Kalibrierlo-
sung (Nummer 3.6.2) versetzt. Die Menge des zugesetzten Halofugi-
nons muss dem erwarteten Halofuginongehalt der Probenlosung ent-
sprechen.
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7.2.

7.3.

Unter Beriicksichtigung der zugesetzten Menge und der Verdiinnung
des Extrakts darf nur die Hohe des Halofuginonpeaks vergrofert sein.
Die Peakbreite in halber Hohe darf hochstens + 10 % von der des
Peaks der nicht angereicherten Probenlosung abweichen.

Diodenarray-Detektion
Die Ergebnisse werden gemifl den nachstehenden Kriterien beurteilt:

a) Die Wellenldngen bei maximaler Absorption des Proben- und des
Standardspektrums an der Peakspitze des Chromatogramms miissen
innerhalb eines Bereichs iibereinstimmen, der durch das Auf-
16sungsvermogen des Detektionssystems bestimmt wird. Fiir die
Diodenarray-Detektion betrdgt dieser Bereich in der Regel + 2 nm.

b) Zwischen 225 und 300 nm diirfen sich das Proben- und das Stan-
dardspektrum an den Peakspitzen des Chromatogramms in den Be-
reichen zwischen 10 und 100 % relativer Absorption nicht unter-
scheiden. Dieses Kriterium ist erfiillt, wenn die gleichen Maxima
vorliegen und die Abweichung zwischen den beiden Spektren an
keinem Beobachtungspunkt mehr als 15 % der Absorption des Stan-
dardanalyten betragt.

¢) Zwischen 225 und 300 nm diirfen sich die Spektren des Proben-
extrakts im Anstieg, an der Spitze und im Abstieg des Probenpeaks
in den Bereichen zwischen 10 und 100 % relativer Absorption nicht
unterscheiden. Dieses Kriterium ist erfiillt, wenn die gleichen Ma-
xima vorliegen und die Abweichung der Spektren an keinem Be-
obachtungspunkt mehr als 15 % der Absorption des Spektrums am
Peakmaximum betragt.

Wird eines dieser Kriterien nicht erfiillt, gilt das Vorhandensein des
Analyten als nicht bestétigt.

Wiederholbarkeit

Die Differenz zwischen den Ergebnissen zweier paralleler Bestimmun-
gen an ein und derselben Probe darf bei einem Halofuginongehalt von
bis zu 3 mg/kg 0,5 mg/kg nicht iiberschreiten.

Wiederfindungsrate

Fiir eine angereicherte Blindprobe muss die Wiederfindung mindestens
80 % betragen.

Ergebnisse eines Ringversuchs

Es wurde ein Ringversuch (') durchgefiihrt, bei dem 3 Proben von 8
Laboratorien untersucht wurden. Die Ergebnisse sind in der nachste-
henden Tabelle zusammengefasst:

Ergebnisse
Probe A
(Blindprobe) nach Er- Probe B (Mehl) Probe C (Pellets)
halt
Nach Erhalt Nach 2 Monaten Nach Erhalt Nach 2 Monaten
Mittelwert [mg/kg] NN 2,80 2,42 2,89 2,45
Sgr [mg/kg] — 0,45 0,43 0,40 0,42
VKr [%] — 16 18 14 17

(") The Analyst 108, 1983, S. 1252-1256.
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.

Probe A
(Blindprobe) nach Er- Probe B (Mehl) Probe C (Pellets)
halt
Nach Erhalt Nach 2 Monaten Nach Erhalt |Nach 2 Monaten
Wiederfindung [%] 86 74 88 75
NN =nicht nachweisbar
Sk = Standardabweichung der Vergleichbarkeit
VKg = Variationskoeffizient der Vergleichbarkeit (%)

Wiederfindung = Wiederfindung (%)

E. BESTIMMUNG DES ROBENIDINGEHALTS
1,3-bis[(4-Chlorobenzyliden)amino]-guanidin-hydrochlorid

Der Robenidingehalt ist mit folgenden Verfahren zu bestimmen:

— mit der Analysemethode gemidfl der Norm EN 17299 , Futtermit-
tel — Probenahme- und Untersuchungsverfahren — Screening und
Bestimmung von zugelassenen Kokzidiostatika in Konzentrationen
von Zusatzstoffen und deren Verschleppungen im Bereich von 1 %
und 3 % sowie von nicht registrierten Kokzidiostatika und von
einem Antibiotikum in Konzentrationen unterhalb von Zusatzstof-
fen in Mischfuttermitteln mittels Hochleistungs-Fliissigchromato-
graphie mit Tandem-Massenspektrometrie-Nachweis (LC-MS/MS)*
oder

— durch Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
(HPLC) unter Verwendung eines UV-Detektors, wie im Folgenden
unter den Nummern 1 bis 8 beschrieben.

Zweck und Anwendungsbereich

Die Methode erlaubt die Bestimmung des Robenidingehalts von Fut-
termitteln. Die Bestimmungsgrenze betrdgt 5 mg/kg.

Prinzip

Die Probe wird mit angesduertem Methanol extrahiert. Der Extrakt
wird getrocknet und ein aliquoter Teil zum Clean-up auf eine Alumi-
niumoxidsdule gegeben. Robenidin wird mit Methanol von der Séule
eluiert, eingeengt und mit der mobilen Phase auf ein geeignetes Volu-
men gebracht. Der Robenidingehalt wird mittels Umkehrphasen-Hoch-
leistungsfliissigkeitschromatografie (HPLC) unter Verwendung eines
UV-Detektors bestimmt.

Reagenzien

Methanol

Angeséuertes Methanol

In einen 500-ml-Messkolben werden 4,0 ml Salzsédure (p20 = 1,18 g/ml)
iberfiihrt. Es wird mit Methanol (Nummer 3.1) zur Marke aufgefiillt
und durchmischt. Diese Losung muss vor Gebrauch frisch hergestellt
werden.

Acetonitril, HPLC-Qualitét.

Molekularsieb

Typ 3A, 8 bis 12 Mesh (KorngroBle 1,6 bis 2,5 mm, kristallines Alu-
miniumsilicat, Porendurchmesser 0,3 mm).

Aluminiumoxid, sauer, Aktivitdtsstufe I, fiir die Sdulenchromatografie
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3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.9.1.

3.9.2.

3.9.3.

100 g Aluminiumoxid werden in ein geeignetes Gefdll gegeben und mit
2,0 ml Wasser versetzt. Das Gefall wird verschlossen und etwa 20 min
geschiittelt. Das Aluminiumoxid ist in einem gut verschlossenen Be-
hilter aufzubewahren.

Kaliumdihydrogenphosphatlosung, ¢ = 0,025 mol/l

In einem 1 000-ml-Messkolben werden 3,40 g Kaliumdihydro-
genphosphat in Wasser (HPLC-Qualitdt) gelost. Es wird zur Marke
aufgefiillt und durchmischt.

Dinatriumhydrogenphosphatlosung, ¢ = 0,025 mol/l
In einem 1 1-Messkolben werden 3,55 g wasserfreies Dinatriumhydro-
genphosphat (oder 4,45 g Dihydrat oder 8,95 g Dodecahydrat) in Was-

ser (HPLC-Qualitdt) gelost. Es wird zur Marke aufgefiillt und durch-
mischt.

Mobile Phase fiir die HPLC

Folgende Reagenzien werden gemischt:

650 ml Acetonitril (Nummer 3.3),

250 ml Wasser (HPLC-Qualitét),

50 ml Kaliumdihydrogenphosphatlosung (Nummer 3.6),
50 ml Dinatriumhydrogenphosphatlésung (Nummer 3.7).

Die Losung wird durch einen 0,22-pm-Filter (Nummer 4.6) filtriert und
entgast (z. B. durch 10-miniitige Ultraschallbehandlung).

Standardsubstanz

Robenidin, 1,3-bis[(4-Chlorbenzyliden)amino]-guanidin-hydrochlorid,
rein

Robenidin-Standard-Stammlésung, 300 pg/ml

Von der Robenidin-Standardsubstanz (Nummer 3.9) werden 30 mg auf
0,1 mg genau eingewogen, in einem 100-ml-Messkolben in angesduer-
tem Methanol (Nummer 3.2) gelost und mit demselben Losungsmittel
zur Marke aufgefiillt und durchmischt. Der Messkolben wird mit Alu-
miniumfolie umhiillt und im Dunkeln aufbewahrt.

Robenidin-Standardlésung, 12 pg/ml

Von der Standard-Stammlosung (Nummer 3.9.1) werden 10,0 ml in
einen 250-ml-Messkolben tberfiithrt. Es wird mit der mobilen Phase
(Nummer 3.8) zur Marke aufgefiillt und durchmischt. Der Messkolben
wird mit Aluminiumfolie umhiillt und im Dunkeln aufbewahrt.

Kalibrierlosungen

Von der Robenidin-Standardlosung (Nummer 3.9.2) werden 5,0, 10,0,
15,0, 20,0 bzw. 25,0 ml jeweils in einen 50-ml-Messkolben iiberfiihrt.
Es wird mit der mobilen Phase (Nummer 3.8) zur Marke aufgefiillt und
durchmischt. Diese Losungen enthalten Robenidin in Konzentrationen
von 1,2, 2,4, 3,6, 4,8 bzw. 6,0 ng/ml. Die Losungen miissen vor Ge-
brauch frisch hergestellt werden.

Wasser, HPLC-Qualitét

Geriite
Glasséule
Braunglas mit Absperrhahn und Reservoir mit einem Fassungsver-

mogen von ca. 150 ml, Innendurchmesser 10 bis 15 mm, Lénge
250 mm.
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4.2.

4.3.

4.4,

4.4.1.

4.5.

4.6.

4.7.

5.1
S.1.1.

5.2

5.3.
5.3.1.

Mechanischer Schiittler oder Magnetriihrer.

Rotationsfilmverdampfer.

HPLC-Einrichtung mit UV-Detektor mit variabler Wellenldngeneinstel-
lung oder Diodenarray-Detektor mit einem Messbereich von 250 bis
400 nm

HPLC-Trennsdule: 300 mm x 4 mm, Cg, 10 pum Korngrofe, oder
vergleichbare Séule.

Glasfaser-Filterpapier, z. B. Whatman GF/A oder gleichwertig.

Membranfilter, 0,22 um Porengrofe.

Membranfilter, 0,45 pm Porengrofe.

Verfahren

Anmerkung: Robenidin ist lichtempfindlich. Bei allen Verfahrens-
schritten sind Braunglasgerite zu verwenden.

Allgemeines

Zur Priifung, dass weder Robenidin noch Stdrsubstanzen vorhanden
sind, ist eine Blindprobe zu untersuchen.

Die Wiederfindungsrate wird ermittelt, indem eine Blindprobe (Num-
mer 5.1.1) untersucht wird, die mit Robenidin angereichert wurde. Die
zugesetzte Menge an Robenidin sollte der in der Probe vorhandenen
Menge entsprechen. Zur Anreicherung auf einen Gehalt von 60 mg/kg
werden 3,0 ml der Standard-Stammldsung (Nummer 3.9.1) in einen
250-ml-Erlenmeyerkolben gegeben. Die Losung wird in einem Stick-
stoffstrom auf ca. 0,5 ml eingeengt. Dann werden 15 g der Blindprobe
zugegeben. Es wird gemischt und 10 min stehen gelassen, bevor mit
der Extraktion (Nummer 5.2) fortgefahren wird.

Anmerkung: Fiir den Zweck dieser Methode muss die Blindprobe &hn-
lich zusammengesetzt sein wie die zu untersuchende Pro-
be, und Robenidin darf nicht nachweisbar sein.

Extraktion

Von der vorbereiteten Probe werden 15 g auf 0,01 g genau in einen
250-ml-Erlenmeyerkolben eingewogen, mit 100,0 ml angesduertem
Methanol (Nummer 3.2) versetzt und nach VerschlieBen des Kolbens
1 h auf dem Schiittler (Nummer 4.2) geschiittelt. Die Losung wird tiber
Glasfaserfilterpapier (Nummer 4.5) filtriert und das gesamte Filtrat in
einem 150-ml-Erlenmeyerkolben aufgefangen. Es werden 7,5 g Mole-
kularsieb (Nummer 3.4) zugegeben, und nach VerschlieBen des Kol-
bens wird 5 min geschiittelt. Anschliefend wird sofort durch ein Glas-
faserfilterpapier filtriert. Diese Losung wird fiir die Reinigung (Num-
mer 5.3) aufbewahrt.

Reinigung
Vorbereitung der Aluminiumoxid-Sédule

In das untere Ende der Glassdule (Nummer 4.1) wird ein Glaswatte-
bausch eingebracht, der mit einem Glasstab zusammengedriickt wird.
Von dem vorbereiteten Aluminiumoxid (Nummer 3.5) werden 11,0 g
auf die Sdule aufgebracht. Dabei ist darauf zu achten, dass der Kontakt
mit der Luft so gering wie moglich gehalten wird. Durch leichtes
Klopfen an das untere Ende der befiillten Sdule wird das Aluminium-
oxid verdichtet.
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5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.43.

Reinigung der Probe

Von dem Probenextrakt (Nummer 5.2) werden 5,0 ml mit einer Pipette
auf die Sdule gegeben, wobei die Pipettenspitze die Sdulenwand be-
rithren soll. Nach Absorption der Losung durch das Aluminiumoxid
wird das Robenidin mit 100 ml Methanol (Nummer 3.1) bei einer
Flussrate von 2-3 ml/min von der Sdule eluiert und das Eluat in einem
250-ml-Rundkolben aufgefangen. Die Methanollosung wird am Rotati-
onsverdampfer (Nummer 4.3) bei 40 °C und unter vermindertem Druck
bis zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wird mit 3 bis 4 ml der
mobilen Phase (Nummer 3.8) erneut geldst und quantitativ in einen 10-
ml-Messkolben tiberfiihrt. Der Kolben wird mehrmals mit je 1 bis 2 ml
der mobilen Phase gespiilt, und die Spiillosungen werden in den Mess-
kolben gegeben. Es wird mit der mobilen Phase zur Marke aufgefiillt
und gemischt. Ein aliquoter Teil wird durch einen 0,45-um-Membran-
filter (Nummer 4.7) filtriert. Diese Losung wird fiir die HPLC-Bestim-
mung (Nummer 5.4) aufbewahrt.

HPLC-Bestimmung

Parameter

Die folgenden Angaben sind Richtwerte; andere Parameter konnen ver-
wendet werden, sofern sie zu vergleichbaren

HPLC-Trennsdule (Nummer 4.4.1),

mobile Phase fir die HPLC (Nummer 3.8),

Durchflussrate: 1,5 bis 2 ml/min,

Detektionswellenldnge: 317 nm

Einspritzvolumen: 20 bis 50 pl.

Die Stabilitdt des chromatografischen Systems wird tiberpriift, indem
die Kalibrierlosung (Nummer 3.9.3), die 3,6 pg/ml enthilt, mehrmals
eingespritzt wird, bis konstante Peakhohen (-flichen) und Retentions-
zeiten erreicht sind.

Erstellung der Kalibrationskurve

Jede Kalibrierlosung (Nummer 3.9.3) wird mehrmals eingespritzt, und
die Peakhohen (-flachen) fiir die einzelnen Konzentrationen werden
gemessen. Es wird eine Kalibrationskurve erstellt, indem die mittleren
Peakhohen (-flichen) der Kalibrierlosungen auf der Ordinate und die
dazugehorigen Konzentrationen in pg/ml auf der Abszisse aufgetragen
werden.

Bestimmung der Probenldsung

Der Probenextrakt (Nummer 5.3.2) wird mehrmals eingespritzt, wobei
dasselbe Volumen wie fiir die Einspritzung der Kalibrierlosungen ver-
wendet wird, und die mittlere Peakhohe (-fliche) der Robenidinpeaks
wird ermittelt.

Berechnung der Ergebnisse
Aus der mittleren Hohe (Flache) der Robenidinpeaks der Probenlosung

wird anhand der Kalibrationskurve (Nummer 5.4.2) die Konzentration
der Probenldsung in pg/ml bestimmt.

Der Robenidingehalt w (in mg/kg) der Probe wird nach folgender
Formel berechnet:
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7.1.1.

7.1.2.

7.2.

c x 200
W =

wobei:

o
Il

Robenidinkonzentration der Probenlésung in pg/ml,
m = Probeneinwaage in g.

Uberpriifung der Ergebnisse
Identitdit

Die Identitdt des Analyten kann durch Co-Chromatografie oder mithilfe
eines Diodenarray-Detektors bestitigt werden, wobei die Spektren der
Probenlosung und der Kalibrierlosung (Nummer 3.9.3), die 6 pg/ml
enthélt, verglichen werden.

Co-Chromatografie

Eine Probenlésung wird mit einer geeigneten Menge Kalibrierlgsung
(Nummer 3.9.3) versetzt. Die Menge des zugesetzten Robenidins muss
dem erwarteten Robenidingehalt der Probenldsung entsprechen.

Unter Beriicksichtigung der zugesetzten Menge und der Verdiinnung
des Extrakts darf nur die Hohe des Robenidinpeaks vergrofert sein. Die
Peakbreite in halber Hohe darf hochstens = 10 % von der des Peaks der
nicht angereicherten Probenldsung abweichen.

Diodenarray-Detektion

Die Ergebnisse werden gemidf3 den nachstehenden Kriterien beurteilt:

a) Die Wellenldngen bei maximaler Absorption des Proben- und des
Standardspektrums an der Peakspitze des Chromatogramms miissen
innerhalb eines Bereichs tiibereinstimmen, der durch das Auf-
l6sungsvermogen des Detektionssystems bestimmt wird. Fiir die
Diodenarray-Detektion betrdgt dieser Bereich in der Regel + 2 nm.

b) Zwischen 250 und 400 nm diirfen sich das Proben- und das Stan-
dardspektrum an den Peakspitzen des Chromatogramms in den Be-
reichen zwischen 10 und 100 % relativer Absorption nicht unter-
scheiden. Dieses Kriterium ist erfiillt, wenn die gleichen Maxima
vorliegen und die Abweichung zwischen den beiden Spektren an
keinem Beobachtungspunkt mehr als 15 % der Absorption des Stan-
dardanalyten betrigt.

¢) Zwischen 250 und 400 nm diirfen sich die Spektren des Proben-
extrakts im Anstieg, an der Spitze und im Abstieg des Probenpeaks
in den Bereichen zwischen 10 und 100 % relativer Absorption nicht
unterscheiden. Dieses Kriterium ist erfiillt, wenn die gleichen Ma-
xima vorliegen und die Abweichung der Spektren an keinem Be-
obachtungspunkt mehr als 15 % der Absorption des Spektrums am
Peakmaximum betragt.

Wird eines dieser Kriterien nicht erfiillt, gilt das Vorhandensein des
Analyten als nicht bestitigt.

Wiederholbarkeit

Bei einem Robenidingehalt von mehr als 15 mg/kg darf die Differenz
zwischen den Ergebnissen zweier paralleler Bestimmungen an ein und
derselben Probe 10 % des hoheren Werts nicht iiberschreiten.
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7.3. Wiederfindungsrate

Fiir eine angereicherte Blindprobe muss die Wiederfindungsrate min-
destens 85 % betragen.

8. Ergebnisse eines Ringversuchs

Bei einem EU-Ringversuch wurden 4 Proben von Gefliigel- und Kanin-
chenfutter in Form von Mehl oder Pellets von 12 Laboratorien ana-
lysiert. Jede Probe wurde doppelt analysiert. Die Ergebnisse sind in der
nachstehenden Tabelle zusammengefasst.

Geflugelfutter Kaninchenfutter

Mehl Pellets Mehl Pellets
Mittelwert [mg/kg] 27,00 27,99 43,6 40,1
s, [mg/kg] 1,46 1,26 1,44 1,66
VK, [%] 5,4 4,5 33 4,1
Sg [mg/kg] 4,36 3,36 4,61 3,91
VKg [%] 16,1 12,0 10,6 9,7
Wiederfindung [%] 90,0 93,3 87,2 80,2
s, = Standardabweichung der Wiederholbarkeit

VK, = Variationskoeffizient der Wiederholbarkeit, %
Sg = Standardabweichung der Vergleichbarkeit

VKR = Variationskoeffizient der Vergleichbarkeit, %

F. BESTIMMUNG DES DICLAZURILGEHALTS

(£)-4-Chlorphenyl[2,6 ~  dichlor-4-(2,3,4,5-tetrahydro-3,5-dioxo-1,2,4-
triazin-2-yl)phenyl]acetonitrile.

Der Diclazurilgehalt ist mit folgenden Verfahren zu bestimmen:

— mit der Analysemethode gemill der Norm EN 17299 Futtermit-
tel — Probenahme- und Untersuchungsverfahren — Screening und
Bestimmung von zugelassenen Kokzidiostatika in Konzentrationen
von Zusatzstoffen und deren Verschleppungen im Bereich von 1 %
und 3 % sowie von nicht registrierten Kokzidiostatika und von
einem Antibiotikum in Konzentrationen unterhalb von Zusatzstof-
fen in Mischfuttermitteln mittels Hochleistungs-Fliissigchromato-
graphie mit Tandem-Massenspektrometrie-Nachweis (LC-MS/MS)*
oder

— mittels terndrer Gradienten-Hochleistungsfliissigkeitschromatografie
(HPLC) unter Verwendung eines UV-Detektors, wie im Folgenden
unter den Nummern 1 bis 9 beschrieben.

1. Zweck und Anwendungsbereich

Die Methode erlaubt die Bestimmung des Diclazurilgehalts von Futter-
mitteln und Vormischungen. (') Die Nachweisgrenze betrigt 0,1 mg/kg,
die Bestimmungsgrenze 0,5 mg/kg. Niedrigere Bestimmungsgrenzen
konnen zwar erreicht werden, aber dies ist vom Nutzer zu validieren.

2. Prinzip

Nach Hinzuftigen eines internen Standards wird die Probe mit angeséu-
ertem Methanol extrahiert. Bei Futtermitteln wird ein aliquoter Teil des
Extrakts mit einer C;g-Festphasen-Extraktionskartusche gereinigt. Di-
clazuril wird aus der Kartusche mit einem Gemisch aus angesduertem
Methanol und Wasser eluiert. Nach dem Einengen wird der Riickstand

(') Das Verfahren kann auch fiir die Bestimmung des Diclazurilgehalts in Einzelfuttermit-
teln angewendet werden.
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3.1
3.2.
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.
3.7.
3.8.

3.8.1.

3.8.2.

3.9.

3.9.1.

3.9.2.

3.93.

in DMF/Wasser gelost. Bei Vormischungen wird der Extrakt eingeengt
und der Riickstand in DMF/Wasser gelost. Der Diclazurilgehalt wird
mittels terndrer ~Gradienten-Hochleistungsfliissigkeitschromatografie
(HPLC) iiber eine Umkehrphase unter Verwendung eines UV-Detek-
tors bestimmt.

Reagenzien

Wasser, HPLC-Qualitit.

Ammoniumacetat.
Tetrabutylammoniumhydrogensulfat (TBHS).
Acetonitril, HPLC-Qualitét.

Methanol, HPLC-Qualitat.
N,N-Dimethylformamid (DMF).

Salzséure, pyo = 1,19 g/ml.

Standardsubstanz:  Diclazuril: ~ 2,6-Dichlor-alpha-(4-chlorophenyl)-4-
(4,5-dihydro—3,5-dioxo-1,2,4-triazin-2-(3H)-yl)benzacetonitril, rein.

Diclazuril-Standard-Stammlosung, 500 pg/ml

Von der Diclazuril-Standardsubstanz (Nummer 3.8) werden 25 mg auf
0,1 mg genau in einen 50-ml-Messkolben eingewogen und in DMF
(Nummer 3.6) gelost; es wird mit DMF (Nummer 3.6) zur Marke
aufgefiillt und gemischt. Der Messkolben wird mit Aluminiumfolie
umhiillt (oder ein Messkolben aus braunem Glas verwendet) und im
Kiihlschrank aufbewahrt. Bei einer Temperatur von < 4 °C ist diese
Losung 1 Monat lang haltbar. (1)

Diclazuril-Standardlosung, 50 pg/ml

Von der Standard-Stammlosung (Nummer 3.8.1) werden 5,00 ml in
einen 50-ml-Messkolben iiberfiihrt; es wird mit DMF (Nummer 3.6)
zur Marke aufgefiillt und gemischt. Der Messkolben wird mit Alumini-
umfolie umhiillt (oder ein Messkolben aus braunem Glas verwendet)
und im Kiihlschrank aufbewahrt. Bei einer Temperatur von < 4 °C ist
diese Losung 1 Monat lang haltbar.

Interne Standardsubstanz: 2,6 Dichloro-a-(4-chlorophenyl)-4-(4,5-dihy-
dro-3,5-dioxo-1,2,4-triazin-2-(3H)-yl)- a-methylbenzacetonitril (Methyl-
diclazuril)

Interne Standardlésung, 500 pg/ml

Von der internen Standardsubstanz (Nummer 3.9) werden 25 mg auf
0,1 mg genau in einen 50-ml-Messkolben eingewogen und in DMF
(Nummer 3.6) gelost; es wird mit DMF (Nummer 3.6) zur Marke
aufgefiillt und gemischt. Der Messkolben wird mit Aluminiumfolie
umhiillt (oder ein Messkolben aus braunem Glas verwendet) und im
Kiihlschrank aufbewahrt. Bei einer Temperatur von < 4 °C ist diese
Losung 1 Monat lang haltbar.

Interne Standardlosung, 50 pg/ml

Von der internen Standardlosung (Nummer 3.9.1) werden 5,00 ml in
einen 50-ml-Messkolben iiberfiihrt; es wird mit DMF (Nummer 3.6)
zur Marke aufgefiillt und gemischt. Der Messkolben wird mit Alumini-
umfolie umbhiillt (oder ein Messkolben aus braunem Glas verwendet)
und im Kiihlschrank aufbewahrt. Bei einer Temperatur von < 4 °C ist
diese Losung 1 Monat lang haltbar.

Interne Standardlosung fir Vormischungen, p/1 000 mg/ml (p = Dicla-
zuril-Sollgehalt in der Vormischung in mg/kg)

Von der internen Standardsubstanz werden p/10 mg auf 0,1 mg genau
in einen 100-ml-Messkolben eingewogen und mittels Ultraschallbad
(Nummer 4.7) in DMF (Nummer 3.6) gelost; es wird mit DMF (Num-
mer 3.6) zur Marke aufgefiillt und gemischt. Der Messkolben wird mit
Aluminiumfolie umhiillt (oder ein Messkolben aus braunem Glas ver-
wendet) und im Kihlschrank aufbewahrt. Bei einer Temperatur von
< 4 °C ist diese Losung 1 Monat lang haltbar.

(") Eine lidngere Haltbarkeit (von bis zu einem Jahr) kann mdglich sein, muss jedoch von

dem einzelnen Labor bestitigt werden.



02009R0152 — DE — 14.05.2025 — 010.001 — 112

3.10.1.

3.10.2.

3.10.3.

3.10.4.

3.10.5.

3.13.1.

3.13.2.

3.13.3.

Kalibrierlosungen
Kalibrierlosung, 1 pug/ml

In einen 50-ml-Messkolben werden 1,00 ml Diclazuril-Standardlésung
(Nummer 3.8.2) und 2,00 ml interne Standardlosung (Nummer 3.9.2)
pipettiert. Es werden 17 ml DMF (Nummer 3.6) hinzugefiigt; anschlie-
Bend wird mit Wasser (Nummer 3.1) zur Marke aufgefiillt und ge-
mischt. Diese Losung muss vor Gebrauch frisch hergestellt werden.

Kalibrierlosung, 2 pug/ml

In einen 50-ml-Messkolben werden 2,00 ml Diclazuril-Standardlésung
(Nummer 3.8.2) und 2,00 ml interne Standardlosung (Nummer 3.9.2)
pipettiert. Es werden 16 ml DMF (Nummer 3.6) hinzugefiigt; anschlie-
Bend wird mit Wasser (Nummer 3.1) zur Marke aufgefiillt und ge-
mischt. Diese Losung muss vor Gebrauch frisch hergestellt werden.

Kalibrierlosung, 3 pg/ml (Diclazuril)

In einen 50-ml-Messkolben werden 3,00 ml Diclazuril-Standardlésung
(Nummer 3.8.2) und 2,00 ml interne Standardlosung (Nummer 3.9.2)
pipettiert. Es werden 15 ml DMF (Nummer 3.6) hinzugefiigt; anschlie-
Bend wird mit Wasser (Nummer 3.1) zur Marke aufgefiillt und ge-
mischt. Diese Losung muss vor Gebrauch frisch hergestellt werden.

Kalibrierlosung, 4 pug/ml (Diclazuril)

In einen 50-ml-Messkolben werden 4,00 ml Diclazuril-Standardlésung
(Nummer 3.8.2) und 2,00 ml interne Standardlosung (Nummer 3.9.2)
pipettiert. Es werden 14 ml DMF (Nummer 3.6) hinzugefiigt; anschlie-
Bend wird mit Wasser (Nummer 3.1) zur Marke aufgefiillt und ge-
mischt. Diese Losung muss vor Gebrauch frisch hergestellt werden.

Kalibrierlosung, 5 pg/ml (Diclazuril)

In einen 50-ml-Messkolben werden 5,00 ml Diclazuril-Standardlésung
(Nummer 3.8.2) und 2,00 ml interne Standardlosung (Nummer 3.9.2)
pipettiert. Es werden 13 ml DMF (Nummer 3.6) hinzugefiigt; anschlie-
Bend wird mit Wasser (Nummer 3.1) zur Marke aufgefiillt und ge-
mischt. Diese Losung muss vor Gebrauch frisch hergestellt werden.

Anmerkung: Die Kalibrierlosungen (Nummer 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3,
3.10.4 und 3.10.5) decken Diclazurilkonzentrationen von
0,5 mg/kg bis 2,5 mg/kg in Futtermitteln ab, sofern das
aktuelle Protokoll verwendet wird.

C,g-Festphasen-Extraktionskartusche, z. B. Mega Bond Elut, GréBe: 20
cc, Sorptionsmenge: 5 000 mg (Vorkonditionierung gemafl Lieferanten-
leitlinien).

Extraktionslosung: angesduertes Methanol

5,0 ml Salzsdure (Nummer 3.7) werden in 1 000 ml Methanol (Num-
mer 3.5) pipettiert und gemischt.

Mobile Phase fiir die HPLC:

Elutionsmittel A: Ammoniumacetat-Tetrabutylammoniumhydrogensul-
fat-Losung,

5 g Ammoniumacetat (Nummer 3.2) und 3,4 g TBHS (Nummer 3.3)
werden in 1 000 ml Wasser (Nummer 3.1) gelost und gemischt.

Elutionsmittel B: Acetonitril (Nummer 3.4).

Elutionsmittel C: Methanol (Nummer 3.5).
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4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

5.1.

5.1.1.

5.2.

5.2.1.

Geriite

Mechanischer Schiittler.
HPLC-Einrichtung fiir terndren Gradienten

HPLC-Trennsédule, 3 pm Korngrofe, 100 mm x 4,6 mm, z. B. Hypersil
ODS, oder vergleichbare Siule.

UV-Detektor mit variabler Wellenldngeneinstellung oder Diodenarray-
Detektor.

Rotationsfilmverdampfer.

Membranfilter (z. B. aus chemisch resistentem Nylon), 0,45 pm
Einwegspritze, 5 ml

Vakuumeinrichtung.

Ultraschallbad.

Verfahren
Allgemeines
Blindprobe

Zur Priifung, dass weder Diclazuril noch Storsubstanzen vorhanden
sind, ist eine Blindprobe zu untersuchen. Die Blindprobe muss dhnlich
zusammengesetzt sein wie die zu untersuchende Probe, und Diclazuril
oder Storsubstanzen diirfen nicht nachweisbar sein.

Wiederfindungstest

Die Wiederfindungsrate wird ermittelt, indem eine Blindprobe unter-
sucht wird, die mit Diclazuril angereichert wurde. Die zugesetzte
Menge sollte der in der Probe vorhandenen Menge entsprechen. Zur
Anreicherung auf einen Gehalt von 1 mg/kg werden 0,1 ml der Stan-
dard-Stammlosung (Nummer 3.8.1) zu 50 g der Blindprobe gegeben.
Es wird grindlich gemischt, 10 min stehen gelassen und nochmals
mehrfach gemischt, bevor mit der Extraktion (Nummer 5.2) fortgefah-
ren wird.

Ist eine der zu untersuchenden Probe &dhnliche Blindprobe nicht ver-
fligbar (siehe 5.1.1), so kann ein Wiederfindungstest mithilfe des Stan-
dard-Additionsverfahrens durchgefiihrt werden. In diesem Fall wird die
zu untersuchende Probe mit einer Diclazurilmenge angereichert, die der
bereits in der Probe vorhandenen Menge entspricht. Diese Probe wird
zusammen mit der nicht angereicherten Probe untersucht, und die Wie-
derfindungsrate kann durch Subtraktion ermittelt werden.

Extraktion
Mischfuttermittel

Von der Probe werden 50 g auf 0,01 g genau eingewogen und in einen
500-ml-Erlenmeyerkolben iiberfithrt. Es werden 1,00 ml der internen
Standardlésung (Nummer 3.9.2) und 200 ml Extraktionslosung (Num-
mer 3.12) hinzugefligt. AnschlieBend wird der Kolben verschlossen.
Die Mischung wird iiber Nacht auf dem Schiittler (Nummer 4.1) ge-
schiittelt und anschlieBend 10 min stehen gelassen. Ein aliquoter Teil
von 20 ml der tberstehenden Losung wird in einen geeigneten Glas-
behilter tberfiihrt und mit 20 ml Wasser (Nummer 3.1) verdiinnt.
Diese Losung wird auf eine Extraktionskartusche (Nummer 3.11) ge-
geben und mittels Vakuum (Nummer 4.6) hindurch gesaugt. Die Kar-
tusche wird mit 25 ml einer Mischung aus Extraktionslosung (Num-
mer 3.12) und Wasser (Nummer 3.1), 65 + 35 (V+V), ausgewaschen.
Die gesammelten Fraktionen werden verworfen, und der Wirkstoff und
der interne Standard werden mit 25 ml einer Mischung aus Extraktions-
16sung (Nummer 3.12) und Wasser, 80 + 20 (V+V), eluiert. Diese
Fraktion wird mithilfe eines Rotationsverdampfers (Nummer 4.3) bei
60 °C zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wird in 1,0 ml DMF
(Nummer 3.6) gelost; es werden 1,5 ml Wasser (Nummer 3.1) hin-
zugefiigt, gemischt, durch einen Membranfilter (Nummer 4.4) filtriert
und auf eine Einwegspritze (Nummer 4.5) gezogen. AnschlieBend wird
die HPLC-Bestimmung (Nummer 5.3) durchgefiihrt.
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52.2.

5.3.

53.1.

5.3.2.

Vormischungen

Von der Probe wird 1 g auf 0,001 g genau eingewogen und in einen
500-ml-Erlenmeyerkolben tiberfiihrt. Es werden 1,00 ml interne Stan-
dardlésung (Nummer 3.9.3) und 200 ml Extraktionslosung (Num-
mer 3.12) hinzugefiigt, und der Kolben wird verschlossen. Die Mi-
schung wird iiber Nacht auf dem Schiittler (Nummer 4.1) geschiittelt
und anschliefend 10 min stehen gelassen. Ein 10 000/p-ml-Aliquot (p
= Diclazuril-Sollgehalt in der Vormischung in mg/kg) der tiberstehen-
den Losung wird in einen Rundkolben geeigneter Grofle tiberfiihrt. Es
wird mithilfe eines Rotationsverdampfers (Nummer 4.3) bei vermin-
dertem Druck und 60 °C zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wird
in 10,0 ml DMF (Nummer 3.6) gelost; es werden 15,0 ml Wasser
(Nummer 3.1) hinzugefiigt und gemischt. AnschlieBend wird die
HPLC-Bestimmung (Nummer 5.3) durchgefiihrt.

HPLC-Bestimmung

Parameter

Die folgenden Angaben sind Richtwerte; andere Parameter konnen ver-
wendet werden, sofern sie zu vergleichbaren oder besseren Ergebnissen
fithren.

— HPLC-Trennsdule (Nummer 4.2.1): 100 mm x 4,6 mm, Hypersil
ODS, 3 um Korngrofle, oder vergleichbare Séule

— Mobile Phase:

— Elutionsmittel A (Nummer 3.13.1): wiéssrige Losung von Am-
moniumacetat und Tetrabutylammonium-Hydrogensulfat

— Elutionsmitte]l B (Nummer 3.13.2): Acetonitril
— Elutionsmittel C (Nummer 3.13.3): Methanol
— Elutionsmodus: — linearer Gradient
— Anfangsbedingungen: A + B + C = 60 + 20 + 20 (V+V+V)

— nach 10 min Gradientenelution 30 min lang: A + B + C =
45 + 20 + 35 (V+V+V)

— Mit Elutionsmittel B 10 min spiilen.
— Durchflussrate: 1,5 bis 2 ml/min
— Einspritzvolumen: 20 pl
— Detektionswellenldnge: 280 nm

Die Stabilitdt des chromatografischen Systems wird tiberpriift, indem
die Kalibrierlosung (Nummer 3.10.2), die 2 pg/ml Diclazuril und in-
terner Standard enthélt, mehrmals eingespritzt wird, bis konstante Pe-
akhohen (-flichen) und Retentionszeiten erreicht sind.

Chromatografische Analyse der Kalibrierldsungen

Es werden zweimal je 20 pl der Kalibrierlosungen (Nummer 3.10.1,
3.10.2, 3.10.3, 3.10.4 und 3.10.5) eingespritzt, fiir Diclazuril und den
internem Standard werden die Peakhdhen ermittelt und integriert, dann
wird die Kalibrierkurve anhand des Verhiltnisses der mittleren Peak-
hohe oder -fliche von Diclazuril zur mittleren Peakhohe oder -fliche
des internen Standards gegeniiber der Diclazurilkonzentration in den
Kalibrierlosungen (pg/ml) aufgezeichnet.

Chromatografische Analyse der Probenldsungen

Von der Probenlosung (Nummer 5.2.1 oder 5.2.2) werden zweimal 20
ul eingespritzt, und fiir Diclazuril und den internen Standard wird die
mittlere Peakhohe (-fliche) bestimmt.



02009R0152 — DE — 14.05.2025 — 010.001 — 115

6. Berechnung der Ergebnisse
6.1. Mischfuttermittel
Der Diclazurilgehalt w (in mg/kg) der Probe wird nach folgender For-
mel berechnet:
Height(d,s) Area(d,s)
Height(i,s Area(i,s
o Heightis)  — - yoy (o Arealis) 7 jor
a m a m
wobei:
— Hohe (d,s) = Peakhohe von Diclazuril in der Probenlosung (Num-
mer 5.2.1)
— Flache (d,s) = Peakfliche von Diclazuril in der Probenlésung
(Nummer 5.2.1)
— Hohe (i,s) = Peakhdhe des internen Standards in der Probenlosung
(Nummer 5.2.1)
— Flache (i,s) = Peakfliche des internen Standards in der Probenlo-
sung (Nummer 5.2.1)
— b = Schnittpunkt der mit den Kalibrierlosungen (Nummer 3.10.1,
3.10.2, 3.10.3, 3.10.4 und 3.10.5) gemd Nummer 5.3.2 aufgetra-
genen Kalibrierkurve.
— a = Steigung der mit den Kalibrierlosungen (Nummer 3.10.1,
3.10.2, 3.10.3, 3.10.4 und 3.10.5) gemédl Nummer 5.3.2 aufgetra-
genen Kalibrierkurve.
— m = Probeneinwaage in g
— V = endgiiltiges Volumen in ml des Probenextrakts nach erneuter
Losung gemidl Nummer 5.2.1 (d. h. 2,5 ml).
6.2. Vormischungen
Der Diclazurilgehalt w (in mg/kg) der Probe wird nach folgender For-
mel berechnet:
Height(d,s) Area(d,s) b
Height(i,s) Area(is)
o M) 000V ey, — A0S 00or
a m a m
wobei:

— Hohe (d,s) = Peakhdhe von Diclazuril in der Probenlosung (Num-
mer 5.2.2)

— Flache (d,s) = Peakfliche von Diclazuril in der Probenlésung
(Nummer 5.2.2)

— Hohe (i,s) = Peakhdhe des internen Standards in der Probenlosung
(Nummer 5.2.2)

— Flache (i,s) = Peakfliche des internen Standards in der Probenlo-
sung (Nummer 5.2.2)

— b = Schnittpunkt der mit den Kalibrierlosungen (Nummer 3.10.1,
3.10.2, 3.10.3, 3.10.4 und 3.10.5) gemdB Nummer 5.3.2 aufgetra-
genen Kalibrierkurve

— a = Steigung der mit den Kalibrierlosungen (Nummer 3.10.1,
3.10.2, 3.10.3, 3.10.4 und 3.10.5) gemdl Nummer 5.3.2 aufgetra-
genen Kalibrierkurve.

— m = Probeneinwaage in g

— V = endgiiltiges Volumen in ml des Probenextrakts nach erneuter
Losung gemdl Nummer 5.2.2 (d. h. 25 ml).

— p = Diclazuril-Sollgehalt in der Vormischung in mg/kg.
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7.1.2.

7.2.

Uberpriifung der Ergebnisse
Identitdt

Die Identitdt des Analyten kann durch Co-Chromatografie oder mithilfe
eines Diodenarray-Detektors bestdtigt werden, wobei die Spektren der
Probenlosung (Nummer 5.2.1 oder 5.2.2) und der Kalibrierlgsung
(Nummer 3.10.2) verglichen werden.

Co-Chromatografie

Eine nach Nummer 5.2.1 oder 5.2.2 hergestellte Probenlosung wird mit
einer geeigneten Menge Kalibrierlosung (Nummer 3.10.2) angereichert.
Die Menge des zugesetzten Diclazurils muss dem erwarteten Dicla-
zurilgehalt der Probenlésung entsprechen.

Unter Beriicksichtigung der zugesetzten Menge und der Verdiinnung
des Extrakts darf nur die Hohe des Diclazurilpeaks und des Peaks des
internen Standards vergroflert sein. Die Peakbreite in halber Hohe darf
hochstens £ 10 % von der des urspriinglichen Diclazurilpeaks oder
Standardpeaks des nicht angereicherten Probenextrakts abweichen.

Diodenarray-Detektion

Die Ergebnisse werden gemidfl den nachstehenden Kriterien beurteilt:

a) Die Wellenldngen bei maximaler Absorption des Proben- und des
Standardspektrums an der Peakspitze des Chromatogramms miissen
innerhalb eines Bereichs iibereinstimmen, der durch das Auf-
16sungsvermogen des Detektionssystems bestimmt wird. Fiir die
Diodenarray-Detektion betrdgt dieser Bereich in der Regel + 2 nm.

b) Zwischen 230 und 320 nm diirfen sich das Proben- und das Stan-
dardspektrum an den Peakspitzen des Chromatogramms in den Be-
reichen zwischen 10 und 100 % relativer Absorption nicht unter-
scheiden. Dieses Kriterium ist erfiillt, wenn die gleichen Maxima
vorliegen und die Abweichung zwischen den beiden Spektren an
keinem Beobachtungspunkt mehr als 15 % der Absorption des Stan-

dardanalyten betragt.

=

C

~

Zwischen 230 und 320 nm diirfen sich die Spektren des Proben-
extrakts im Anstieg, an der Spitze und im Abstieg des Probenpeaks
in den Bereichen zwischen 10 und 100 % relativer Absorption nicht
unterscheiden. Dieses Kriterium ist erfiillt, wenn die gleichen Ma-
xima vorliegen und die Abweichung zwischen den Spektren an
keinem Beobachtungspunkt mehr als 15 % der Absorption des
Spektrums am Peakmaximum betrigt.

Wird eines dieser Kriterien nicht erfiillt, gilt das Vorhandensein des
Analyten als nicht bestitigt.

Wiederholbarkeit

Die Differenz zwischen den Ergebnissen zweier unabhingiger Messun-
gen an zwei Teilproben darf die folgenden Werte nicht tiberschreiten:

— 30 % relativ zum hoheren Wert bei Diclazurilgehalten zwischen 0,5
und 2,5 mg/kg,

— 0,75 mg/kg bei Diclazurilgehalten zwischen 2,5 mg/kg und 5 mg/
ke,

— 15 % relativ zum hoheren Wert bei Diclazurilgehalten von mehr als
5 mg/kg.



02009R0152 — DE — 14.05.2025 — 010.001 — 117

7.3.

Wiederfindungsrate

Bei einer angereicherten (Blind-)Probe muss die Wiederfindungsrate
mindestens 80 % betragen.

Ergebnisse eines Ringversuchs

Es wurden zwei Ringversuche durchgefiihrt. Im ersten, 1994 von einer
anderen Gruppe von Laboratorien durchgefiihrten Ringversuch handelte
es sich bei den untersuchten Proben um zwei Vormischungen (O 100,
A 100) und drei Proben von Ergidnzungsfuttermitteln fiir Gefliigel (L1,
Z1, K1). Eine der Proben aus Vormischungen war mit einer organi-
schen Matrix (O 100) und die andere mit einer anorganischen Matrix
(A 100) gemischt. Der theoretische Diclazurilgehalt liegt bei 100 mg/kg.
Die Laboratorien wurden beauftragt, jede der Proben 1- oder 2-mal zu
untersuchen. (Ndhere Informationen zu diesem ersten Ringversuch sind
dem Journal of AOAC International, Band 77, Nr. 6, 1994, S. 1359-
1361, zu entnehmen.)

Im zweiten Ringversuch wurden drei Mischfuttermittel fiir Gefliigel,
eines mit Diclazuril in einer Konzentration von 0,9 mg/kg (MAT 1),
eines mit 1,5 mg/kg (MAT 2) und eine Blindprobe (MAT 3), ana-
lysiert. (Nédhere Informationen zu diesem zweiten Ringversuch sind
dem Technischen Bericht der JRC (2016) und dem Journal of AOAC
International, Band 102, Nr. 2, 2019, S. 646-652, zu entnehmen.) Die
Ergebnisse der beiden Ringstudien sind der nachstehenden Tabelle zu

entnehmen:
Probe 1A | Probe 20 Probe 5 Probe 6 Probe 7 Probe 8
100 100 Probe 3 L1 | Probe 4 Z1 Kl MAT 1 | MAT 2 | MAT 3
L 11 11 11 11 6 10 9 10
n 19 18 19 19 12 20 18 10
Mittel- 100,8 103,5 0,89 1,15 0,89 1,0 1,5 < LOQ
wert (mg/kg)
S, (mg/kg) 5,88 7,64 0,15 0,02 0,03 0,11 0,07 —
VK, (%) 5,83 7,38 17,32 1,92 3,34 11,2 4,5 —
Sgr (mg/kg) 7,59 7,64 0,17 0,11 0,12 0,18 0,21 —
VKR (%) 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65 18,1 14,3 —
Sollgehalt (mg/ 100 100 1,0 1,0 1,0 0,9 1,5 —
kg)
Referenz (*) Erste Stu- [Erste Studie|Erste Studie|Erste Studie|Erste Stu-| Zweite Zweite Zweite
die aus aus dem | aus dem aus dem die aus [Studie aus|Studie aus|Studie aus
dem Jahr |Jahr 1994 | Jahr 1994 | Jahr 1994 | dem Jahr | dem Jahr | dem Jahr | dem Jahr
1994 1994 2015 2015 2015
L = Anzahl der Laboratorien
n = Anzahl der Einzelwerte
S, = Standardabweichung der Wiederholbarkeit

VK, = Variationskoeffizient der Wiederholbarkeit
Sg = Standardabweichung der Vergleichbarkeit
VK = Variationskoeffizient der Vergleichbarkeit

LOQ = Bestimmungsgrenze

(*) Erste Studie aus dem Jahr 1994: Journal of AOAC International, Band 77, Nr. 6, 1994, S. 1359-1361;
Zweite Studie aus dem Jahr 2015: Technischer Bericht der JRC Re-validation of a method for the
determination of diclazuril by collaborative study (2016).
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

Allgemeine Anmerkungen

Es muss vorab erwiesen sein, dass das Diclazurilsignal im linearen
Konzentrationsbereich liegt.

Zumindest bei der Analyse von Diclazuril in Mischfuttermitteln mit
hohem Fettgehalt (zu diesem Zweck mehr als 12 % Fett) kann die
Analysemethode durch andere HPLC-basierte Methoden ersetzt wer-
den, etwa durch eine Methode auf der Basis von Hochleistungsfliissig-
chromatografie mit Massenspektrometrie (HPLC-MS), sofern die alter-
native Methode gleichwertige Leistungsmerkmale (Wiederfindungsrate,
Prizision unter Wiederholbarkeits- und Vergleichbarkeitsbedingungen)
aufweist.

. BESTIMMUNG DES GEHALTS AN LASALOCID-NATRIUM

Monocarboxylsiure-Polyether-Natriumsalz, gebildet durch Streptomy-
ces lasaliensis

Der Gehalt an Lasalocid-Natrium ist mit folgenden Verfahren zu be-
stimmen:

— mit der Analysemethode gemidfl der Norm EN 17299 , Futtermit-
tel — Probenahme- und Untersuchungsverfahren — Screening und
Bestimmung von zugelassenen Kokzidiostatika in Konzentrationen
von Zusatzstoffen und deren Verschleppungen im Bereich von 1 %
und 3 % sowie von nicht registrierten Kokzidiostatika und von
einem Antibiotikum in Konzentrationen unterhalb von Zusatzstof-
fen in Mischfuttermitteln mittels Hochleistungs-Fliissigchromato-
graphie mit Tandem-Massenspektrometrie-Nachweis (LC-MS/MS)*
oder

— durch Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
(HPLC) unter Verwendung eines spektrofluorometrischen (Fluores-
zenz-)Detektors, wie im Folgenden unter den Nummern 1 bis 8
beschrieben.

Zweck und Anwendungsbereich

Die Methode erlaubt die Bestimmung des Gehalts an Lasalocid-Na-
trium in Futtermitteln und Vormischungen. Die Nachweisgrenze betragt
5 mg/kg, die Bestimmungsgrenze 10 mg/kg.

Prinzip

Lasalocid-Natrium wird aus der Probe mit angesduertem Methanol ex-
trahiert und mittels Umkehrphasen-Hochleistungsfliissigchromatografie
(RP-HPLC) unter Verwendung eines spektrofluorometrischen (Fluores-
zenz-)Detektors bestimmt.

Reagenzien

Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Orthophosphorsdure, w (Massenanteil) = 85 %
Orthophosphorséurelosung, ¢ = 20 %

23,5 ml Orthophosphorsdure (Nummer 3.2) werden mit Wasser auf
100 ml aufgefiillt.

6-Methyl-2-Heptylamin (1,5-Dimethylhexylamin), w (Massenanteil) =
99 %.

Methanol, HPLC-Qualitat.
Salzsdure, Dichte = 1,19 g/ml.
Phosphatpufferlosung, ¢ = 0,01 mol/l

In 500 ml Wasser (Nummer 3.11) werden 1,36 g KH,PO, (Num-
mer 3.1) gelost, und es werden 3,5 ml Orthophosphorsiaure (Num-
mer 3.2) sowie 10,0 ml 6-Methyl-2-Heptylamin (Nummer 3.4) hin-
zugefiigt. Den pH-Wert mit Orthophosphorsdurelosung (Nummer 3.3)
auf pH 4,0 einstellen und mit Wasser (Nummer 3.11) auf 1000 ml
auffiillen.
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3.8.

3.9.

3.10.1.

3.10.2.

3.10.3.

3.11.

4.2.

4.3.

5.1.1.

Angeséuertes Methanol

In einen 1 000-ml-Messkolben werden 5,0 ml Salzsédure (Nummer 3.6)
gegeben, und es wird mit Methanol (Nummer 3.5) zur Marke aufgefiillt
und gemischt. Diese Losung muss vor Gebrauch frisch hergestellt wer-
den.

Mobile Phase fiir die HPLC: Phosphatpuffer-Methanollgsung 5 + 95 (V
+V)

Von der Phosphatpufferlosung (Nummer 3.7) werden 5 ml mit 95 ml
Methanol (Nummer 3.5) vermischt.

Lasalocid-Natrium-Standardsubstanz, garantiert rein, C34Hs30gNa (Mo-
nocarboxylsdure-Polyether-Natriumsalz, gebildet durch Streptomyces
lasaliensis), E 763

Lasalocid-Natrium-Standard-Stammlésung, 500 pg/ml

Von Lasalocid-Natrium (Nummer 3.10) werden 50 mg auf 0,1 mg
genau in einen 100-ml-Messkolben eingewogen und in angesduertem
Methanol (Nummer 3.8) gelost. Es wird mit demselben Losungsmittel
zur Marke aufgefiillt und gemischt. Diese Losung muss vor Gebrauch
frisch hergestellt werden.

Lasalocid-Natrium-Standardldsung, 50 pg/ml

Von der Standard-Stammlosung (Nummer 3.10.1) werden 10,0 ml in
einen 100-ml-Messkolben pipettiert; es wird mit angesduertem Metha-
nol (Nummer 3.8) zur Marke aufgefiillt und gemischt. Diese Losung
muss vor Gebrauch frisch hergestellt werden.

Kalibrierlosungen

Von der Lasalocid-Natrium-Standardlosung (Nummer 3.10.2) werden
1,0, 2,0, 4,0, 5,0 bzw. 10,0 ml in jeweils einen 50-ml-Messkolben
iberfiihrt. Es wird mit angesduertem Methanol (Nummer 3.8) zur
Marke aufgefiillt und durchmischt. Diese Kalibrierlosungen enthalten
jeweils 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 bzw. 10,0 pg Lasalocid-Natrium je ml. Die
Losungen miissen vor Gebrauch frisch hergestellt werden.

Wasser, HPLC-Qualitét.

Geriite

Ultraschallbad (oder Schiittel-Wasserbad) mit Temperatursteuerung.
Membranfilter, 0,45 um Porengrofie.

HPLC-Einrichtung mit Injektionssystem fiir Einspritzvolumina von 20
ul

HPLC-Trennsdule, 125 mm x 4 mm, mit Umkehrphase C;g, 5 pm
KorngroBe, oder vergleichbare Saule.

Spektrofluorometer mit variabler Einstellung fiir Anregungs- und Emis-
sionswellenlangen.

Verfahren
Allgemeines
Blindprobe

Fiir die Durchfiihrung des Wiederfindungstests (Nummer 5.1.2) ist zur
Prifung, dass weder Lasalocid-Natrium noch Stérsubstanzen vorhanden
sind, eine Blindprobe zu untersuchen. Die Blindprobe muss dhnlich
zusammengesetzt sein wie die zu untersuchende Probe, und Lasalo-
cid-Natrium oder Storsubstanzen diirfen nicht nachweisbar sein.
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5.12. Wiederfindungstest

Die Wiederfindungsrate wird ermittelt, indem eine Blindprobe unter-
sucht wird, die mit Lasalocid-Natrium angereichert wurde. Die zuge-
setzte Menge sollte in etwa der in der Probe vorhandenen Menge ent-
sprechen. Zur Anreicherung auf einen Gehalt von 100 mg/kg werden
10,0 ml der Standard-Stammldsung (Nummer 3.10.1) in einen 250-ml-
Erlenmeyerkolben tiberfiihrt. Die Losung wird auf ca. 0,5 ml eingeengt.
Dann werden 50 g der Blindprobe zugegeben. Es wird grindlich ge-
mischt, 10 min stehen gelassen und erneut mehrmals gemischt, bevor
mit der Extraktion (Nummer 5.2) fortgefahren wird.

Ist eine der zu untersuchenden Probe dhnliche Blindprobe nicht ver-
fiigbar (siche 5.1.1), so kann ein Wiederfindungstest mithilfe des Stan-
dard-Additionsverfahrens durchgefiihrt werden. In diesem Fall wird die
zu untersuchende Probe mit einer Lasalocid-Natrium-Menge angerei-
chert, die in etwa der bereits in der Probe vorhandenen Menge ent-
spricht. Diese Probe wird zusammen mit der nicht angereicherten Probe
untersucht und die Wiederfindungsrate kann durch Subtraktion ermittelt
werden.

5.2. Extraktion
52.1. Futtermittel

Von der Probe werden 5 bis 10 g auf 0,01 g genau in einen 250-ml-
Erlenmeyerkolben mit Stopfen eingewogen und 100,0 ml angesduertes
Methanol (Nummer 3.8) mit einer Pipette hinzugefiigt. Der Stopfen
wird lose aufgesetzt und der Inhalt zum Dispergieren geschwenkt.
Der Kolben wird 20 min in ein Ultraschallbad (Nummer 4.1) mit einer
Temperatur von ca. 40 °C gestellt, dann entnommen und auf Raum-
temperatur abkiihlen gelassen. Der Kolben wird etwa 1 h stehen gelas-
sen, bis die Schwebstoffe sich abgesetzt haben. Dann wird ein aliquoter
Teil iiber einen 0,45-pm-Membranfilter (Nummer 4.2) in ein geeignetes
Gefdll filtriert. AnschlieBend wird die HPLC-Bestimmung (Num-
mer 5.3) durchgefiihrt.

522. Vormischungen

Rund 2 g der nicht gemahlenen Vormischung werden auf 0,001 g
genau in einen 250-ml-Messkolben gegeben. Es werden 100,0 ml an-
gesduertes Methanol (Nummer 3.8) hinzugefiigt; der Inhalt wird zum
Dispergieren geschwenkt. Der Kolben wird mit Inhalt 20 min lang in
ein Ultraschallbad (Nummer 4.1) mit einer Temperatur von ca. 40 °C
gestellt, dann entnommen und auf Raumtemperatur abkiihlen gelassen.
Es wird mit angesduertem Methanol (Nummer 3.8) zur Marke auf-
gefiillt und sorgfiltig gemischt. Der Kolben wird etwa 1 h stehen
gelassen, bis die Schwebstoffe sich abgesetzt haben. Dann wird ein
aliquoter Teil durch einen 0,45-um-Membranfilter (Nummer 4.2) fil-
triert. Ein aliquoter Teil des klaren Filtrats wird mit angesduertem
Methanol (Nummer 3.8) verdiinnt, um eine Losung mit einer Konzen-
tration von etwa 4 pg/ml Lasalocid-Natrium zu erhalten. AnschlieSend
wird die HPLC-Bestimmung (Nummer 5.3) durchgefiihrt.

5.3. HPLC-Bestimmung
53.1. Parameter

Die folgenden Angaben sind Richtwerte; andere Parameter konnen ver-
wendet werden, sofern sie zu vergleichbaren Ergebnissen fiihren:

HPLC-Trennsdule (Nummer 4.3.1): 125 mm x 4 mm, Umkehrphase Cig, 5 pm
KorngroBe, oder vergleichbare Saule

Mobile Phase (Nummer 3.9): Mischung aus Phosphatpufferlosung (Num-
mer 3.7) und Methanol (Nummer 3.5),
5+95(V+V)

Durchflussrate: 1,2 ml/min

Detektionswellenldnge: Anregung: 310 nm

Emission: 419 nm

Einspritzvolumen: 20 pl
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6.1.

6.2.

Die Stabilitdt des chromatografischen Systems wird iberpriift, indem
die Kalibrierlosung (Nummer 3.10.3), die 4,0 pg/ml enthélt, mehrmals
eingespritzt wird, bis konstante Peakhohen (-flichen) und Retentions-
zeiten erreicht sind.

Erstellung der Kalibrationskurve

Jede Kalibrierlosung (Nummer 3.10.3) wird mehrmals eingespritzt, und
die mittleren Peakhdhen (-flichen) werden fiir die einzelnen Konzen-
trationen gemessen. Es wird eine Kalibrationskurve erstellt, indem die
mittleren Peakhéhen (-flichen) auf der Ordinate und die dazugehdrigen
Konzentrationen in pg/ml auf der Abszisse aufgetragen werden.

Bestimmung der Probenldsung

Die nach Nummer 5.2.1 bzw. 5.2.2 gewonnenen Probenextrakte wer-
den mehrmals eingespritzt, wobei dasselbe Volumen wie fiir die Ein-
spritzung der Kalibrierlosungen verwendet wird. Die mittlere Peakhdhe
(-fliche) der Lasalocid-Natrium-Peaks wird ermittelt.

Berechnung der Ergebnisse

Aus der mittleren Peakhohe (-flache) der Probenlosung (Nummer 5.3.3)
wird anhand der Kalibrationskurve die Konzentration an Lasalocid-Na-
trium (pug/ml) bestimmt.

Futtermittel

Der Gehalt an Lasalocid-Natrium w (in mg/kg) der Probe wird nach
folgender Formel berechnet:

c XV,
= gk
w= Vg g

wobei:

c = Lasalocid-Natrium-Konzentration der Probenlosung (Num-
mer 5.2.1) in pg/ml,

V; = Volumen des Probenextrakts gemdl Nummer 5.2.1 (d. h.
100 ml),

m = Probeneinwaage in g.

Vormischungen

Der Gehalt an Lasalocid-Natrium w (in mg/kg) der Probe wird nach
folgender Formel berechnet:

cxVy xf
[mg/kg]

wobei:

¢ = Lasalocid-Natrium-Konzentration ~der Probenldosung (Num-
mer 5.2.2) in pg/ml,

V, = Volumen des Probenextrakts gemédl Nummer 5.2.2 in ml (d. h.
250 ml),

f = Verdiinnungsfaktor gemd Nummer 5.2.2,

m = Probeneinwaage in g.
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7.2.

7.3.

Uberpriifung der Ergebnisse
Identitdt

Nachweis- und Bestimmungsverfahren, denen die Fluoreszenzdetektion
zugrunde liegt, sind im Vergleich zur UV-Detektion weniger interfe-
renzanfillig. Die Identitdt des Analyten kann durch Co-Chromatografie
bestétigt werden.

Co-Chromatografie

Ein Probenextrakt (Nummer 5.2.1 oder 5.2.2) wird mit einer entspre-
chenden Menge Kalibrierlosung (Nummer 3.10.3) angereichert. Die
zugesetzte Lasalocid-Natrium-Menge muss in etwa dem Lasalocid-Na-
trium-Gehalt des Probenextrakts entsprechen. Unter Beriicksichtigung
der zugesetzten Lasalocid-Natrium-Menge und der Verdiinnung des
Extrakts darf nur die Hohe des Lasalocid-Natrium-Peaks vergrofert
sein. Die Peakbreite in halber Hohe darf hochstens = 10 % von der
urspriinglichen Peakbreite abweichen, die sich bei dem nicht angerei-
cherten Probenextrakt ergibt.

Wiederholbarkeit

Die Differenz zwischen den Ergebnissen zweier paralleler Bestimmun-
gen an ein und derselben Probe darf die folgenden Werte nicht tiber-
schreiten:

— 15 % relativ zum hoheren Wert bei Lasalocid-Natrium-Gehalten
zwischen 30 und 100 mg/kg,

— 15 mg/kg bei Lasalocid-Natrium-Gehalten zwischen 100

und 200 mg/kg,

— 7,5 % relativ zum hoheren Wert bei Lasalocid-Natrium-Gehalten
von mehr als 200 mg/kg.

Wiederfindungsrate

Bei einer angereicherten (Blind-)Probe muss die Wiederfindungsrate
bei Futtermitteln mindestens 80 % betragen. Bei angereicherten Vor-
mischungsproben muss die Wiederfindungsrate mindestens 90 % be-
tragen.

Ergebnisse eines Ringversuchs

In einem Ringversuch (¥) wurden 2 Vormischungen (Proben 1 und 2)
und 5 Futtermittel (Proben 3 bis 7) in 12 Laboratorien untersucht. Jede
Probe wurde doppelt analysiert. Die Ergebnisse sind in der nachstehen-
den Tabelle zusammengefasst.

Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Probe 5 Probe 6 Probe 7
Vormischung | Vormischung | Truthahnpel- | Hithnerkrii- | Truthahnfut- | Gefliigelfut- | Gefliigel-
Hiihnerfutter | Truthahnfutter lets melfutter ter ter A futter B
L 12 12 12 12 12 12 12
n 23 23 23 23 23 23 23
Mittel- 5050 16 200 76,5 78,4 92,9 48,3 32,6
wert [mg/kg]
s, [mg/kg] 107 408 1,71 2,23 2,27 1,93 1,75
VK, [%] 2,12 2,52 2,24 2,84 2,44 4,00 5,37
sr [mg/kg] 286 883 3,85 7,32 5,29 3,47 3,49
VKR [%] 5,66 5,45 5,03 9,34 5,69 7,18 10,70
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Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Probe 5 Probe 6 Probe 7

Vormischung | Vormischung | Truthahnpel- | Hithnerkrii- | Truthahnfut- | Gefliigelfut- | Gefliigel-

Hiihnerfutter | Truthahnfutter lets melfutter ter ter A futter B

Sollge- 5000 (**) 16 000 (**) 80 (**) 105 (*%) 120 (**) 50 (+) 35 (+)
halt [mg/kg]

L = Anzahl der Laboratorien

n = Anzahl der Einzelwerte

S = Standardabweichung der Wiederholbarkeit

sg = Standardabweichung der Vergleichbarkeit
VK, = Variationskoeffizient der Wiederholbarkeit, %
VKr = Variationskoeffizient der Vergleichbarkeit, %
*) Analyst, 1995, 120, S. 2175-2180.

(**) Gehalt nach Angabe des Herstellers.

+) Im Laboratorium zubereitetes Futter.

H. BESTIMMUNG DES GEHALTS AN AMPROLIUM-HYDROCHLORID

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

1-[(4-Amino-2-propyl-5-pyrimidinyl)methyl]-2-methyl-pyridiniumchlo-
rid-monohydrochlorid

Zweck und Anwendungsbereich

Die Methode erlaubt die Bestimmung des Amproliumgehalts von Fut-
termitteln. Die Nachweisgrenze betragt 1 mg/kg, die Bestimmungs-
grenze 5 mg/kg.

Prinzip

Die Probe wird mit einem Methanol-Wasser-Gemisch extrahiert. Nach
Verdiinnung mit der mobilen Phase und Membranfiltration wird der
Amproliumgehalt — mittels ~ Hochleistungsfliissigkeitschromatografie
(HPLC) iiber ein Kationenaustauschermaterial unter Verwendung eines
UV-Detektors bestimmt.

Reagenzien

Methanol

Acetonitril, HPLC-Qualitét.

Wasser, HPLC-Qualitét.
Natriumdihydrogenphosphatlésung, ¢ = 0,1 mol/l

Von dem Natriumdihydrogenphosphatmonohydrat werden 13,80 g in
einem 1 000-ml-Messkolben in Wasser (Nummer 3.3) gelost. Es wird
mit Wasser (Nummer 3.3) zur Marke aufgefiillt und gemischt.

Natriumperchloratlosung, ¢ = 1,6 mol/l

Von dem Natriumperchloratmonohydrat werden 224,74 g in einem
1 000-ml-Messkolben in Wasser (Nummer 3.3) gelost. Es wird mit
Wasser (Nummer 3.3) zur Marke aufgefiillt und gemischt.

Mobile Phase fiir die HPLC (siche Bemerkung 9.1)

Mischung aus Acetonitril (Nummer 3.2), Natriumdihydrogenphosphat-
Losung (Nummer 3.4) und Natriumperchlorat-Losung (Nummer 3.5),
450 + 450 + 100 (vt+v+v). Vor der Verwendung wird die Losung durch
einen 0,22-pm-Membranfilter (Nummer 4.3) filtriert und entgast (z. B.
mindestens 15 min im Ultraschallbad (Nummer 4.4)).

Standardsubstanz: Amprolium, rein, 1-[(4-Amino-2-propyl-5-pyrimidi-
nyl)methyl]-2-methyl-pyridiniumchlorid, E 750 (sieche 9.2)
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3.7.1.

3.7.2.

3.7.3.

3.8.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

5.1.

5.1.1.

Amprolium-Standard-Stammlésung, 500 pg/ml

Von Amprolium (Nummer 3.7) werden 50 mg auf 0,1 mg genau in
einen 100-ml-Messkolben eingewogen, in 80 ml Methanol (Num-
mer 3.1) gelost und 10 min in ein Ultraschallbad (Nummer 4.4) ge-
stellt. Nach der Ultraschallbehandlung wird die Losung auf Raumtem-
peratur gebracht; es wird mit Wasser zur Marke aufgefiillt und ge-
mischt. Bei einer Temperatur von < 4 °C ist diese Losung 1 Monat
lang haltbar.

Amprolium-Standard-Zwischenlésung, 50 pg/ml

Von der Standard-Stammlosung (Nummer 3.7.1) werden 5,0 ml in
einen 50-ml-Messkolben pipettiert; es wird mit der Extraktionslosung
(Nummer 3.8) zur Marke aufgefiillt und gemischt. Bei einer Tempera-
tur von < 4 °C ist diese Losung 1 Monat lang haltbar.

Kalibrierlosungen

Von der Amprolium-Standardlésung (Nummer 3.7.2) werden 0,5, 1,0
bzw. 2,0 ml jeweils in einen 50-ml-Messkolben iiberfithrt. Mit der
mobilen Phase (Nummer 3.6) wird zur Marke aufgefiillt und durch-
mischt. Diese Losungen enthalten jeweils 0,5, 1,0 bzw. 2,0 pg Ampro-
lium je ml. Die Losungen miissen vor Gebrauch frisch hergestellt
werden.

Extraktionslosung
Methanol (Nummer 3.1)-Wasser-Mischung 2 + 1 (V+V).

Geriite

HPLC-Einrichtung mit Injektionssystem fiir Einspritzvolumina von 100
ul

HPLC-Trennséule fiir die Kationenaustauschchromatografie, 125 x 4 mm,
z. B. Nucleosil 10 SA, 5 oder 10 pum Korngroe, oder vergleichbare
Saule.

UV-Detektor mit variabler Wellenldngeneinstellung oder Diodenarray-
Detektor.

Membranfilter, PTFE-Material, 0,45 um Porengrdfie.
Membranfilter, 0,22 um Porengrofe.

Ultraschallbad.

Mechanischer Schiittler oder Magnetriihrer.

Verfahren
Allgemeines
Blindprobe

Fiir die Durchfithrung des Wiederfindungstests (Nummer 5.1.2) muss
zur Priifung, dass weder Amprolium noch Stdrsubstanzen vorhanden
sind, eine Blindprobe untersucht werden. Die Blindprobe muss dhnlich
zusammengesetzt sein wie die zu untersuchende Probe, und Amprolium
oder Storsubstanzen diirfen nicht nachweisbar sein.

Wiederfindungstest

Die Wiederfindungsrate wird ermittelt, indem eine Blindprobe unter-
sucht wird, die mit Amprolium angereichert wurde. Die zugesetzte
Menge an Amprolium sollte der in der Probe vorhandenen Menge
entsprechen. Zur Anreicherung auf einen Gehalt von 100 mg/kg wer-
den 10,0 ml der Standard-Stammlosung (Nummer 3.7.1) in einen 250-
ml-Erlenmeyerkolben tiiberfiihrt und auf ca. 0,5 ml eingeengt. Dann
werden 50 g der Blindprobe zugegeben. Es wird griindlich gemischt,
10 min stehen gelassen und nochmals mehrfach gemischt, bevor mit
der Extraktion (Nummer 5.2) fortgefahren wird.
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5.2.

5.2.1.

5.2.2.

5.3.

5.3.1.

Ist eine der zu untersuchenden Probe &dhnliche Blindprobe nicht ver-
fiigbar (siche 5.1.1), so kann ein Wiederfindungstest mithilfe des Stan-
dard-Additionsverfahrens durchgefiihrt werden. In diesem Fall wird die
zu untersuchende Probe mit einer Amproliummenge angereichert, die
der bereits in der Probe vorhandenen Menge entspricht. Diese Probe
wird zusammen mit der nicht angereicherten Probe untersucht, und die
Wiederfindungsrate kann durch Subtraktion ermittelt werden.

Extraktion

Vormischungen (Amproliumgehalt <1 %) und Fut-
termittel

Je nach Amproliumgehalt werden 5 bis 40 g der Probe auf 0,01 g
genau in einen 500-ml-Erlenmeyerkolben eingewogen und mit 200 ml
Extraktionslosung (Nummer 3.8) versetzt. Der Kolben wird fiir 15 min
in ein Ultraschallbad (Nummer 4.4) gestellt und anschliefend 1 h auf
dem Schiittelgerat geschiittelt oder auf dem Magnetrithrer gertihrt
(Nummer 4.5). Ein aliquoter Teil des Extrakts wird mit der mobilen
Phase (Nummer 3.6) auf einen Amproliumgehalt von 0,5 bis 2 pg/ml
verdiinnt und gemischt (siche Bemerkung 9.3). Von dieser verdiinnten
Losung werden 5 bis 10 ml durch einen Membranfilter (Nummer 4.2)
filtriert. AnschlieBend wird die HPLC-Bestimmung (Nummer 5.3)
durchgefiihrt.

Vormischungen (Amproliumgehalt > 1 %)

Je nach Amproliumgehalt werden 1 bis 4 g der Vormischung auf
0,001 g genau in einen 500-ml-Erlenmeyerkolben eingewogen und
mit 200 ml Extraktionslosung (Nummer 3.8) versetzt. Der Kolben
wird fiir 15 min in ein Ultraschallbad (Nummer 4.4) gestellt und an-
schliefend 1 h auf dem Schiittelgerét geschiittelt oder auf dem Mag-
netrithrer geriihrt (Nummer 4.5). Ein aliquoter Teil des Extrakts wird
mit der mobilen Phase (Nummer 3.6) auf einen Amproliumgehalt von
0,5 bis 2 pg/ml verdiinnt und gemischt. Von dieser verdiinnten Losung
werden 5 bis 10 ml durch einen Membranfilter (Nummer 4.2) filtriert.
Anschliefend wird die HPLC-Bestimmung (Nummer 5.3) durchgefiihrt.

HPLC-Bestimmung
Parameter

Die folgenden Angaben sind Richtwerte; andere Parameter konnen ver-
wendet werden, sofern sie zu vergleichbaren Ergebnissen fiihren:

HPLC-Trennséule (Num- 125 mm X 4 mm, Kationenaustausch Nucleosil 10 SA, 5
mer 4.1.1): oder 10 um KorngréBe, oder vergleichbare Séule

Mobile Phase (Nummer 3.6): Mischung aus Acetonitril (Nummer 3.2), Natriumdihy-
drogenphosphat-Losung (Nummer 3.4) und Natriumper-
chloratlosung (Nummer 3.5) 450 + 450 + 100

v+ v+wv).
Durchflussrate: 0,7 bis 1 ml/min
Detektionswellenlénge: 264 nm
Einspritzvolumen: 100 pl

Die Stabilitdt des chromatografischen Systems wird tiberpriift, indem
die Kalibrierlosung (Nummer 3.7.3), die 1,0 pg/ml enthilt, mehrmals
eingespritzt wird, bis konstante Peakhohen (-flaichen) und Retentions-
zeiten erreicht sind.

Erstellung der Kalibrationskurve

Jede Kalibrierlosung (Nummer 3.7.3) wird mehrmals eingespritzt, und
die mittleren Peakhohen (-flichen) werden fiir die einzelnen Konzen-
trationen gemessen. Es wird eine Kalibrierkurve erstellt, indem die
mittleren Peakhohen (-flachen) auf der Ordinate und die dazugehorigen
Konzentrationen in pg/ml auf der Abszisse aufgetragen werden.
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Bestimmung der Probenldsung

Der Probenextrakt (Nummer 5.2) wird mehrmals eingespritzt, wobei
dasselbe Volumen wie fiir die Einspritzung der Kalibrierlosungen ver-
wendet wird. Die mittlere Peakhohe (-fliche) der Amproliumpeaks
wird ermittelt.

Berechnung der Ergebnisse
Aus der mittleren Hohe (Fliache) der Amproliumpeaks der Probenld-

sung wird anhand der Kalibrationskurve (Nummer 5.3.2) die Konzen-
tration der Probenlésung in pg/ml bestimmt.

Der Amproliumgehalt w (in mg/kg) der Probe wird nach folgender
Formel berechnet:

Vxcexf
w=——]
m

mg/kg]

wobei:

\%

Volumen der Extraktionslosung (Nummer 3.8) in ml gemal
Nummer 5.2 (d. h. 200 ml),

¢ = Amproliumkonzentration der Probenlosung (Nummer 5.2)
in pg/ml,

f = Verdiinnungsfaktor gemifl Nummer 5.2,

m = Probeneinwaage in g.

Uberpriifung der Ergebnisse
Identitdit

Die Identitdt des Analyten kann durch Co-Chromatografie oder mithilfe
eines Diodenarray-Detektors bestdtigt werden, wobei die Spektren der
Probenlosung (Nummer 5.2) und der Kalibrierlosung (Nummer 3.7.3),
die 2,0 pg/ml enthilt, verglichen werden.

Co-Chromatografie

Eine Probenlosung (Nummer 5.2) wird mit einer geeigneten Menge
Kalibrierlosung (Nummer 3.7.3) angereichert. Die zugesetzte Ampro-
liummenge muss dem Amproliumgehalt des Probenextrakts entspre-
chen.

Unter Berticksichtigung der zugesetzten Menge und der Verdiinnung
des Extrakts darf nur die Hohe des Amproliumpeaks vergroflert sein.
Die Peakbreite in halber Hohe darf hochstens + 10 % von der des
Peaks der nicht angereicherten Probenlosung abweichen.

Diodenarray-Detektion

Die Ergebnisse werden gemill den nachstehenden Kriterien beurteilt:

a) Die Wellenldngen bei maximaler Absorption des Proben- und des
Standardspektrums an der Peakspitze des Chromatogramms miissen
innerhalb eines Bereichs tibereinstimmen, der durch das Auf-
16sungsvermogen des Detektionssystems bestimmt wird. Fiir die
Diodenarray-Detektion betrdgt dieser Bereich in der Regel + 2 nm.

b) Zwischen 210 und 320 nm diirfen sich das Proben- und das Stan-
dardspektrum an den Peakspitzen des Chromatogramms in den Be-
reichen zwischen 10 und 100 % relativer Absorption nicht unter-
scheiden. Dieses Kriterium ist erfiillt, wenn die gleichen Maxima
vorliegen und die Abweichung zwischen den beiden Spektren an
keinem Beobachtungspunkt mehr als 15 % der Absorption des Stan-
dardanalyten betragt.



02009R0152 — DE — 14.05.2025 — 010.001 — 127

7.2.

7.3.

¢) Zwischen 210 und 320 nm diirfen sich die Spektren des Proben-
extrakts im Anstieg, an der Spitze und im Abstieg des Probenpeaks
in den Bereichen zwischen 10 und 100 % relativer Absorption nicht
unterscheiden. Dieses Kriterium ist erfiillt, wenn die gleichen Ma-
xima vorliegen und die Abweichung zwischen den Spektren an
keinem Beobachtungspunkt mehr als 15 % der Absorption des
Spektrums am Peakmaximum betragt.

Wird eines dieser Kriterien nicht erfiillt, so gilt das Vorhandensein des
Analyten als nicht bestétigt.

Wiederholbarkeit

Die Differenz zwischen den Ergebnissen zweier paralleler Bestimmun-
gen an ein und derselben Probe darf die folgenden Werte nicht iiber-
schreiten:

— 15 % des hoheren Werts bei einem Amproliumgehalt zwischen 25
und 500 mg/kg,

— 75 mg/kg bei einem Amproliumgehalt zwischen 500 und 1 000 mg/
kg,

— 7,5 % des hoheren Werts bei einem Amproliumgehalt von iiber
1 000 mg/kg.

Wiederfindungsrate

Bei einer angereicherten (Blind-)Probe muss die Wiederfindungsrate
mindestens 90 % betragen.

Ergebnisse eines Ringversuchs

Bei einem Ringversuch wurden 3 Gefliigelfuttermittel (Proben 1 bis 3),
1 Mineralfuttermittel (Probe 4) und 1 Vormischung (Probe 5) unter-
sucht. Die Ergebnisse sind in der nachstehenden Tabelle zusammenge-
fasst.

Probe lb(glindpro— Probe 2 Probe 3 Probe 4 Probe 5
L 14 14 14 14 15
n 56 56 56 56 60
Mittelwert [mg/ — 45,5 188 5129 25 140
kg]
s, [mg/kg] — 2,26 3,57 178 550
VK, [%] — 4,95 1,90 3,46 2,20
sr [mg/kg] — 2,95 11,8 266 760
VKg [%] — 6,47 6,27 5,19 3,00
Sollgehalt [mg/ — 50 200 5000 25 000
kg]
L = Anzahl der Laboratorien
n = Anzahl der Einzelwerte
s, = Standardabweichung der Wiederholbarkeit
VK, = Variationskoeffizient der Wiederholbarkeit
sg = Standardabweichung der Vergleichbarkeit

VKg = Variationskoeffizient der Vergleichbarkeit
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9.2.

9.3.

Bemerkungen

Enthélt die Probe Thiamin, so erscheint der Thiaminpeak in der Chro-
matografie kurz vor dem Amproliumpeak. Bei Anwendung dieser Me-
thode miissen Amprolium und Thiamin getrennt werden. Sind Ampro-
lium und Thiamin nicht durch die bei dieser Methode verwendete Saule
(Nummer 4.1.1) getrennt, sollten bis zu 50 % des Acetonitrilanteils der
mobilen Phase (Nummer 3.6) durch Methanol ersetzt werden.

Gemil dem britischen Arzneibuch zeigt das Spektrum einer Ampro-
liumlésung (¢ = 0,02 mol/l) in Salzséure (¢ = 0,1 mol/l) Maxima bei
246 nm und 262 nm. Die Absorption betrdgt 0,84 bei 246 nm bzw.
0,80 bei 262 nm.

Der Extrakt muss immer mit der mobilen Phase verdiinnt werden, da
sich sonst die Retentionszeit des Amproliumpeaks durch Verdanderun-
gen der lonenstirke betrdchtlich verschieben kann.

I. BESTIMMUNG DES NARASINGEHALTS

Der Narasingehalt ist mit folgenden Verfahren zu bestimmen:

— mit der Analysemethode gemdB der Norm EN 17299 | Futtermit-
tel — Probenahme- und Untersuchungsverfahren — Screening und
Bestimmung von zugelassenen Kokzidiostatika in Konzentrationen
von Zusatzstoffen und deren Verschleppungen im Bereich von 1 %
und 3 % sowie von nicht registrierten Kokzidiostatika und von
einem Antibiotikum in Konzentrationen unterhalb von Zusatzstof-
fen in Mischfuttermitteln mittels Hochleistungs-Fliissigchromato-
graphie mit Tandem-Massenspektrometrie-Nachweis (LC-MS/MS)“
oder

— mit der Methode geméB der Norm EN ISO 14183 , Futtermittel —
Bestimmung der Gehalte an Monensin, Narasin und Salinomycin —
Fliissigkeitschromatographisches Verfahren mittels Nachsdulenderi-
vatisierung®.

J. BESTIMMUNG DES NICARBAZINGEHALTS

Der Nicarbazingehalt ist mit folgenden Verfahren zu bestimmen:

— mit der Analysemethode gemill der Norm EN 17299 , Futtermit-
tel — Probenahme- und Untersuchungsverfahren — Screening und
Bestimmung von zugelassenen Kokzidiostatika in Konzentrationen
von Zusatzstoffen und deren Verschleppungen im Bereich von 1 %
und 3 % sowie von nicht registrierten Kokzidiostatika und von
einem Antibiotikum in Konzentrationen unterhalb von Zusatzstof-
fen in Mischfuttermitteln mittels Hochleistungs-Fliissigchromato-
graphie mit Tandem-Massenspektrometrie-Nachweis (LC-MS/MS)*
oder

— mit der Methode gemiall der Norm EN 15782 , Futtermitte]l — Be-
stimmung von Nicarbazin — Hochleistungsfliissigchromatographi-
sches Verfahren®.

K. BESTIMMUNG DES DECOQUINAQTGEHALTS

Der Decoquinatgehalt ist mit folgenden Verfahren zu bestimmen:

— mit der Analysemethode gemifl der Norm EN 17299 , Futtermit-
tel — Probenahme- und Untersuchungsverfahren — Screening und
Bestimmung von zugelassenen Kokzidiostatika in Konzentrationen
von Zusatzstoffen und deren Verschleppungen im Bereich von 1 %
und 3 % sowie von nicht registrierten Kokzidiostatika und von
einem Antibiotikum in Konzentrationen unterhalb von Zusatzstof-
fen in Mischfuttermitteln mittels Hochleistungs-Fliissigchromato-
graphie mit Tandem-Massenspektrometrie-Nachweis (LC-MS/MS)*
oder

— mit der Methode gemill der Norm EN 16162 , Futtermittel — Be-
stimmung von Decoquinat mit Hochleistungs-Fliissigchromatogra-
phie (HPLC) und Fluoreszenzdetektion*.
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L. BESTIMMUNG DES MONENSINGEHALTS
Der Monensingehalt ist mit folgenden Verfahren zu bestimmen:

— mit der Analysemethode geméll der Norm EN 17299 ,Futtermit-
tel — Probenahme- und Untersuchungsverfahren — Screening und
Bestimmung von zugelassenen Kokzidiostatika in Konzentrationen
von Zusatzstoffen und deren Verschleppungen im Bereich von 1 %
und 3 % sowie von nicht registrierten Kokzidiostatika und von
einem Antibiotikum in Konzentrationen unterhalb von Zusatzstof-
fen in Mischfuttermitteln mittels Hochleistungs-Fliissigchromato-
graphie mit Tandem-Massenspektrometrie-Nachweis (LC-MS/MS)*
oder

— mit der Methode geméB der Norm EN ISO 14183 , Futtermittel —
Bestimmung der Gehalte an Monensin, Narasin und Salinomycin —
Fliissigkeitschromatographisches Verfahren mittels Nachsdulenderi-
vatisierung®.

M. BESTIMMUNG DES SALINOMYCINGEHALTS
Der Salinomycingehalt ist mit folgenden Verfahren zu bestimmen:

— mit der Analysemethode gemill der Norm EN 17299 , Futtermit-
tel — Probenahme- und Untersuchungsverfahren — Screening und
Bestimmung von zugelassenen Kokzidiostatika in Konzentrationen
von Zusatzstoffen und deren Verschleppungen im Bereich von 1 %
und 3 % sowie von nicht registrierten Kokzidiostatika und von
einem Antibiotikum in Konzentrationen unterhalb von Zusatzstof-
fen in Mischfuttermitteln mittels Hochleistungs-Fliissigchromato-
graphie mit Tandem-Massenspektrometrie-Nachweis (LC-MS/MS)*
oder

— mit der Methode gemdB der Norm EN ISO 14183 ,Futtermittel —
Bestimmung der Gehalte an Monensin, Narasin und Salinomycin —
Flussigkeitschromatographisches Verfahren mittels Nachsdulenderi-
vatisierung“.

N. BESTIMMUNG DES SEMDURAMYCINGEHALTS
Der Semduramycingehalt ist mit folgenden Verfahren zu bestimmen:

— mit der Analysemethode gemidfl der Norm EN 17299 , Futtermit-
tel — Probenahme- und Untersuchungsverfahren — Screening und
Bestimmung von zugelassenen Kokzidiostatika in Konzentrationen
von Zusatzstoffen und deren Verschleppungen im Bereich von 1 %
und 3 % sowie von nicht registrierten Kokzidiostatika und von
einem Antibiotikum in Konzentrationen unterhalb von Zusatzstof-
fen in Mischfuttermitteln mittels Hochleistungs-Fliissigchromato-
graphie mit Tandem-Massenspektrometrie-Nachweis (LC-MS/MS)*
oder

— mit der Methode gemiall der Norm EN 16158 , Futtermittel — Be-
stimmung des Semduramicingehalts — Fliissigkeitschromatographi-
sches Verfahren mit verzweigter analytischer Vorgehensweise .

O. EUROPAISCHE NORMEN (EN)

Firr die Anwendung von Artikel 34 Absatz 2 Buchstabe a der Ver-
ordnung (EU) 2017/625 sind die folgenden europdischen Normen maf-
geblich:

EN ISO 30024 ,Futtermittel — Bestimmung der Phytaseaktivitat®

EN 17050 ,Futtermittel — Probenahme- und Untersuchungsverfah-
ren — Bestimmung von lod in Futtermitteln mittels ICP-MS*

EN 17550 ,Futtermittel — Bestimmung von Carotinoiden in Misch-
futtermitteln und Vormischungen fiir Tiere mittels Hochleistungs-Fliis-
sigchromatographie mit UV-Detektion (HPLC-UV)*

EN 15784 ,Futtermittel — Probenahme- und Untersuchungsverfah-
ren — Nachweis und Zahlung von Bacillus spp. als Futtermittelzusatz-
stoff™
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EN 15785 ,Futtermittel — Probenahme- und Untersuchungsverfah-
ren — Keimzdhlung von Bifidobacterium spp*

EN 15786 ,Futtermittel — Probenahme- und Untersuchungsverfah-
ren — Nachweis und Zéhlung von Pediococcus spp. als Futtermittel-
zusatzstoff™

EN 15787 ,Futtermittel — Probenahme- und Untersuchungsverfah-
ren — Nachweis und Zéhlung von Lactobacillus spp. als Futtermittel-
zusatzstoff™

EN 15788 ,Futtermittel — Probenahme- und Untersuchungsverfah-
ren — Nachweis und Zéhlung von Enterococcus spp. (E. faecium)
als Futtermittelzusatzstoff*

EN 15789 ,Futtermittel — Probenahme- und Untersuchungsverfah-
ren — Nachweis und Z&hlung von Saccharomyces cerevisiae als Fut-
termittelzusatzstoff*

EN 15510 ,Futtermittel — Probenahme- und Untersuchungsverfah-
ren — Bestimmung von Calcium, Natrium, Phosphor, Magnesium,
Kalium, Eisen, Zink, Kupfer, Mangan, Cobalt, Molybdan und Blei
mittels ICP-AES* (zur Analyse der Futtermittelzusatzstoffe Cobalt
oder Molybdén)

EN 15621 ,Futtermittel — Probenahme- und Untersuchungsverfah-
ren — Bestimmung von Calcium, Natrium, Phosphor, Magnesium,
Kalium, Schwefel, Eisen, Zink, Kupfer, Mangan und Cobalt nach
Druckaufschluss mittels ICP-AES* (zur Analyse des Futtermittelzusatz-
stoffs Cobalt)

EN 16159 , Futtermittel — Bestimmung von Selen mit Atomabsorpti-
onsspektrometrie-Hydridtechnik (HD-AAS) nach Mikrowellen-Druck-
aufschluss (Aufschluss mit 65 % Salpetersdure und 30 % Wasserstoff-
peroxid)“ (zur Analyse des Futtermittelzusatzstoffs Selen)

EN 17053 ,Futtermittel — Probenahme- und Untersuchungsverfah-
ren — Bestimmung von Spurenelementen, Schwermetallen und ande-
ren Elementen in Futtermitteln mittels ICP-MS (Multimethode)* (zur
Analyse der Futtermittelzusatzstoffe Cobalt, Molybdan und Selen)
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ANHANG V

ANALYSEMETHODEN ZUR UNTERSUCHUNG VON
FUTTERMITTELN AUF UNERWUNSCHTE STOFFE

A. BESTIMMUNG DES GEHALTS AN DIOXINEN (PCDD/PCDF) UND
PCB

KAPITEL 1

PROBENAHMEVERFAHREN UND AUSWERTUNG VON ANALYSE-
ERGEBNISSEN

1. Zweck und Anwendungsbereich

Die Proben fiir die amtliche Untersuchung des Gehalts an polychlorier-
ten Dibenzo-p-dioxinen (PCDD), polychlorierten Dibenzofuranen
(PCDF) sowie dioxindhnlichen polychlorierten Biphenylen (PCB) (')
und nicht dioxindhnlichen PCB in Futtermitteln werden nach den in
Anhang I beschriebenen Verfahren genommen. Hinsichtlich der Unter-
suchung auf Stoffe oder Erzeugnisse, die in Futtermitteln gleichmaBig
verteilt sind, gelten die quantitativen Anforderungen gemifl Anhang I
Nummer 5.1. Die mit diesem Verfahren gewonnenen Sammelproben
sind als reprisentativ fiir die betreffenden Partien oder Teilpartien an-
zusehen. Anhand der bei den Laborproben bestimmten Gehalte wird
festgestellt, ob die in der Richtlinie 2002/32/EG festgesetzten Hochst-
gehalte eingehalten wurden.

(") Tabelle der TEF (= Toxizititsdquivalenzfaktoren) fiir PCDD, PCDF und dioxindhnliche
PCB: TEF der WHO zur Bewertung des Risikos beim Menschen auf Grundlage der
Schlussfolgerungen der Experten-Sitzung der Weltgesundheitsorganisation und des In-
ternationalen Programms fiir Chemikaliensicherheit (IPCS — International Programme
on Chemical Safety) in Genf im 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. Toxicological Sciences 93(2), 223—
241 (2006)).

Kongener TEF-Wert Kongener TEF-Wert
Dibenzo-p-dioxine ,,Dioxindhnliche PCB*
(PCDD) und Dibenzo- Non-ortho-PCB + Mono-ortho-PCB
p-furane (PCDF)
2,3,7,8-TCDD 1
1,2,3,7,8-PeCDD 1 Non-ortho 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-ortho 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

Abkiirzungen: ,, T = tetra; ,,Pe“ = penta; ,,Hx“ = hexa; ,,Hp“ = hepta; ,,0“ = octa;
,CDD® = Chlordibenzodioxin; ,,CDF*“ = Chlordibenzofuran; ,,CB*“ = Chlorbiphenyl.
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Fir die Zwecke dieses Teils gelten die Begriffsbestimmungen in Anhang I
der Durchfiihrungsverordnung (EU) 2021/808 der Kommission (?).

Dariiber hinaus gelten fiir die Zwecke dieses Teils folgende Begriffs-
bestimmungen:

»Screening-Verfahren sind Verfahren, die zur Auswahl derjenigen
Proben genutzt werden, deren Gehalt an PCDD/F und dioxindhnlichen
PCB die Hochstgehalte oder die Aktionsgrenzwerte iiberschreitet. Sie
miissen auf kostengiinstige Weise einen hohen Probendurchsatz erlau-
ben, was die Chancen erhoht, neue Vorfalle mit hoher Exposition und
Gesundheitsgefahren fiir die Verbraucher aufzudecken. Screening-Ver-
fahren beruhen auf bioanalytischen oder GC-MS-Verfahren. Ergebnisse
von Proben, in denen der Cut-off-Wert fiir die Uberpriifung der Kon-
formitdt mit dem Hochstgehalt iiberschritten wird, sind durch eine
erneute vollstindige Analyse der urspriinglichen Probe mittels eines
Bestitigungsverfahrens zu tiberpriifen.

,,Bestatigungsverfahren* sind Verfahren, die vollstindige oder ergén-
zende Daten liefern, mit denen die PCDD/F und dioxindhnlichen PCB
am Hochstgehalt oder erforderlichenfalls am Aktionsgrenzwert eindeu-
tig identifiziert und quantifiziert werden konnen. Bei diesen Verfahren
kommen Gaschromatografie/hochauflosende Massenspektrometrie (GC-
HRMS) oder Gaschromatografie/Tandem-Massenspektrometrie (GC-
MS/MS) zum Einsatz.

2. Ubereinstimmung der Partie bzw. Teilpartie mit den Anforderun-
gen in Bezug auf die Hochstgehalte

2.1. Nicht dioxindhnliche PCB

Die Partie oder Teilpartie entspricht den Anforderungen in Bezug auf
den Hochstgehalt, wenn das Ergebnis der Untersuchung fiir die Summe
von PCB 28, PCB 52, PCB 101, PCB 138, PCB 153 und PCB 180 (im
Folgenden ,nicht dioxindhnliche PCB*) den in der Richt-
linie 2002/32/EG festgelegten Hochstgehalt unter Beriicksichtigung
der erweiterten Messunsicherheit nicht {berschreitet (). Die Partie
oder Teilpartie entspricht nicht den Anforderungen in Bezug auf den
Hochstgehalt gemidfl der Richtlinie 2002/32/EG, wenn das Mittel der
durch Zweitanalyse (*) ermittelten Obergrenzen (,,upper-bound*) (°)
zweier Untersuchungsergebnisse unter Beriicksichtigung der erweiter-
ten Messunsicherheit den Hochstgehalt zweifelsfrei iiberschreitet, d. h.
zur Beurteilung, ob die Hochstgehalte eingehalten werden, wird die
gemessene Konzentration nach Abzug der erweiterten Messungenau-
igkeit herangezogen.

(?) Durchfiihrungsverordnung (EU) 2021/808 der Kommission vom 22. Mérz 2021 iiber
Leistungskriterien fiir Analysemethoden fiir Riickstinde pharmakologisch wirksamer
Stoffe in zur Lebensmittelerzeugung genutzten Tieren und iiber die Auswertung von
Ergebnissen sowie iiber die fiir Probenahmen anzuwendenden Methoden und zur Auf-
hebung der Entscheidungen 2002/657/EG und 98/179/EG (ABIL L 180 vom 21.5.2021,
S. 84).

Falls zutreffend, sind die im ,,Guidance Document on Measurement Uncertainty for
Laboratories performing PCDD/F and PCB Analysis using Isotope Dilution Mass Spect-
rometry* (https:/food.ec.europa.cu/system/files/2017-05/animal-feed-guidance docu-
ment_pcdd-f_pcb_en.pdf) beschriebenen Grundsétze zu befolgen.

~Zweitanalyse*: getrennte Untersuchung der interessierenden Analyten anhand eines
zweiten Aliquots derselben homogenisierten Probe. Grundsitzlich gelten fiir Zweitana-
lysen die Anforderungen gemifl Anhang II Kapitel C Nummer 3. Bei Verfahren, bei
denen '*C-markierte interne Standards fiir die relevanten Analyten verwendet werden, ist
die Zweitanalyse jedoch nur erforderlich, wenn das Ergebnis der ersten Bestimmung
nicht konform ist. Die Zweitanalyse ist erforderlich, um eine interne Kreuzkontamina-
tion oder eine versehentliche Vertauschung der Proben auszuschlieBen. Bei einer Unter-
suchung im Verlauf eines Kontaminationsfalls kann auf die Bestitigung durch Zweit-
analyse verzichtet werden, wenn sich die untersuchten Proben auf den Kontaminations-
fall zuriickverfolgen lassen und der gemessene Wert deutlich iiber dem Hochstgehalt
liegt.

Nach dem Konzept der ,,Obergrenze® (,,upper-bound“) wird der Beitrag jedes nicht
quantifizierten Kongeners der Bestimmungsgrenze gleichgesetzt. Beim Konzept der
,Untergrenze® (,,lower-bound*) wird der Beitrag jedes nicht quantifizierten Kongeners
gleich null gesetzt. Beim Konzept des ,Mittelwerts* (,,medium-bound*) wird der Beitrag
jedes nicht quantifizierten Kongeners der Hilfte der Bestimmungsgrenze gleichgesetzt.
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Die erweiterte Messunsicherheit wird mithilfe eines Erweiterungsfak-
tors von 2 berechnet, der zu einem Grad des Vertrauens von ca. 95 %
fithrt. Eine Partie oder Teilpartie entspricht nicht den Vorgaben, wenn
das Mittel der gemessenen Werte abziiglich der erweiterten Messunsi-
cherheit des Mittels iiber dem Hochstgehalt liegt.

Die in den vorstehenden Absidtzen unter dieser Nummer genannten
Bestimmungen gelten fiir das Untersuchungsergebnis der fiir die amt-
liche Kontrolle entnommenen Probe. Im Falle einer Analyse fiir die
Zwecke eines zweiten Sachverstindigengutachtens oder fiir Referen-
zwecke gelten die einzelstaatlichen Bestimmungen.

2.2. Fiir PCDD/F und dioxindhnliche PCB

Die Partie oder Teilpartie entspricht den Anforderungen in Bezug auf
die Hochstgehalte, wenn das Ergebnis einer einzelnen Untersuchung,

— durchgefiihrt mit einem Screening-Verfahren, dessen Falsch-nega-
tiv-Rate unter 5 % liegt, ergibt, dass der Wert den in der Richt-
linie 2002/32/EG festgelegten Hochstgehalt fir PCDD/F und fiir
die Summe von PCDD/F und dioxindhnlichen PCB nicht iiber-
schreitet;

— durchgefiihrt mit einem Bestatigungsverfahren, den in der Richt-
linie 2002/32/EG festgelegten Hochstgehalt fir PCDD/F und fiir
die Summe von PCDD/F und dioxindhnlichen PCB unter Beriick-
sichtigung der erweiterten Messunsicherheit nicht iiberschreitet.

Fiir Screening-Assays ist ein Cut-off-Wert festzulegen, anhand dessen
entschieden wird, ob eine Probe den jeweiligen Hochstgehalten
fir PCDD/F bzw. die Summe von PCDD/F und dioxindhnlichen
PCB entspricht.

Die Partie oder Teilpartie entspricht nicht den Anforderungen in Bezug
auf den Hochstgehalt gemidl der Richtlinie 2002/32/EG, wenn das
Mittel der durch Zweitanalyse (°) mit einem Bestétigungsverfahren er-
mittelten Obergrenzen (,,upper-bound*) (7) zweier Untersuchungsergeb-
nisse unter Beriicksichtigung der erweiterten Messunsicherheit den
Hochstgehalt zweifelsfrei tiberschreitet, d. h., zur Beurteilung, ob die
Hochstgehalte eingehalten werden, wird die gemessene Konzentration
nach Abzug der erweiterten Messungenauigkeit herangezogen.

Die erweiterte Messunsicherheit wird mithilfe eines Erweiterungsfak-
tors von 2 berechnet, der zu einem Grad des Vertrauens von ca. 95 %
fithrt. Eine Partie oder Teilpartie entspricht nicht den Vorgaben, wenn
das Mittel der gemessenen Werte abziiglich der erweiterten Messunsi-
cherheit des Mittels tiber dem Hochstgehalt liegt.

(°) Grundsitzlich gelten fiir Zweitanalysen die Anforderungen gemdB Anhang II Kapitel C
Nummer 3. Bei Bestitigungsverfahren, bei denen '>C-markierte interne Standards fiir
die relevanten Analyten verwendet werden, ist die Zweitanalyse jedoch nur erforderlich,
wenn das Ergebnis der ersten Bestimmung nicht konform ist. Die Zweitanalyse ist
erforderlich, um eine interne Kreuzkontamination oder eine versehentliche Vertauschung
der Proben auszuschlieBen. Bei einer Untersuchung im Verlauf eines Kontaminations-
falls kann auf die Bestitigung durch Zweitanalyse verzichtet werden, wenn sich die
untersuchten Proben auf den Kontaminationsfall zuriickverfolgen lassen und der gemes-
sene Wert deutlich tiber dem Hochstgehalt liegt.

Nach dem Konzept der ,,Obergrenze“ (,upper-bound“) wird der Beitrag jedes nicht
quantifizierten Kongeners zum TEQ der Bestimmungsgrenze gleichgesetzt. Beim Kon-
zept der ,,Untergrenze® (,,lower-bound“) wird der Beitrag jedes nicht quantifizierten
Kongeners zum TEQ gleich null gesetzt. Beim Konzept des ,,Mittelwerts“ (,,medium-
bound®) wird der Beitrag jedes nicht quantifizierten Kongeners zum TEQ der Halfte der
Bestimmungsgrenze gleichgesetzt.

(7

-
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Die Summe der geschitzten erweiterten Messunsicherheiten der ge-
trennten Analyseergebnisse der PCDD/F und dioxindhnlichen PCB ist
fir die Summe der PCDD/F und dioxindhnlichen PCB zu verwenden.

Die in den vorstehenden Absidtzen unter dieser Nummer genannten
Bestimmungen gelten fiir das Untersuchungsergebnis der fiir die amt-
liche Kontrolle entnommenen Probe. Im Falle einer Analyse fiir Recht-
fertigungs- oder Referenzwecke gelten die einzelstaatlichen Bestim-
mungen.

3. Ergebnisse, die die Aktionsgrenzwerte gemifl Anhang II der Richt-
linie 2002/32/EG iiberschreiten

Aktionsgrenzwerte dienen als Instrument zur Auswahl der Proben in
Fillen, in denen eine Kontaminationsquelle gefunden wird und MaB-
nahmen zu deren Einddimmung oder Beseitigung getroffen werden
miissen. Durch Screening-Verfahren sind die geeigneten Cut-off-Werte
fiir die Auswahl dieser Proben festzulegen. Wenn die Bestimmung
einer Kontaminationsquelle und deren Einddmmung oder Beseitigung
erhebliche Anstrengungen erfordert, ist es angezeigt, die Uberschrei-
tung der Aktionsgrenzwerte durch eine Zweitanalyse im Bestitigungs-
verfahren und unter Beriicksichtigung der erweiterten Messunsicherheit
zu bestitigen (®).

KAPITEL II

PROBENVORBEREITUNG UND ANFORDERUNGEN AN

UNTERSUCHUNGSVERFAHREN ZUR AMTLICHEN KONTROLLE

DES GEHALTS AN DIOXINEN (PCDD/F) UND DIOXINAHNLICHEN
PCB IN FUTTERMITTELN

1. Anwendungsbereich

Die in diesem Kapitel beschriebenen Anforderungen gelten, wenn Fut-
termittel zur amtlichen Kontrolle des Gehalts an 2,3,7,8-substituier-
ten PCDD/F und dioxindhnlichen PCB sowie fiir die Probenvorberei-
tung und Untersuchungsanforderungen zu anderen regulatorischen
Zwecken, darunter die Kontrollen der Futtermittelunternehmer zur Ge-
wihrleistung der VorschriftsmifBigkeit gemidB der Verordnung (EG)
Nr. 183/2005 des Europidischen Parlaments und des Rates (°), unter-
sucht werden.

Die Uberwachung von Futtermitteln auf Vorhandensein von PCDD/F
und dioxindhnlichen PCB kann mit zwei unterschiedlichen Verfahrens-
arten erfolgen:

a) Screening-Verfahren

Ziel der Screening-Verfahren ist die Auswahl derjenigen Proben, deren
Gehalt an PCCD/F und dioxindhnlichen PCB die Hochstgehalte oder
die Aktionsgrenzwerte iiberschreitet. Screening-Verfahren sollen auf
kostengiinstige Weise einen hohen Probendurchsatz erlauben, was die
Chancen erhoht, neue Vorfélle mit hoher Exposition und Gesundheits-
gefahren flir die Verbraucher aufzudecken. lhre Anwendung hat ins-
besondere die Vermeidung falsch-negativer Ergebnisse zum Ziel. Sie
konnen bioanalytische und GC-MS-Verfahren umfassen.

Bei Screening-Verfahren wird das Analyseergebnis mit einem Cut-off-
Wert verglichen und angegeben, ob der Hochstgehalt oder Aktions-
grenzwert moglicherweise iiberschritten wird oder nicht. Die Konzen-
tration von PCDD/F und der Summe von PCDD/F und dioxindhnlichen
PCB in Proben, in denen eine Uberschreitung des Hochstgehalts ver-
mutet wird, muss durch ein Bestéitigungsverfahren ermittelt oder besta-
tigt werden.

Dartiber hinaus konnen Screening-Verfahren Hinweise auf den in der
Probe vorhandenen Gehalt an PCDD/F und dioxindhnlichen PCB lie-
fern. Bei bioanalytischen Screening-Verfahren wird das Ergebnis in
bioanalytischen Aquivalenten (BEQ) und bei physikalisch-chemischen
GC-MS-Verfahren in Toxizitdtsdquivalenten (TEQ) ausgedriickt. Die in

(®) Fir Zweitanalysen zur Kontrolle der Aktionsgrenzwerte gelten die gleichen Erkldrungen

und Anforderungen wie die fiir Hochstgehalte in FuBnote 33 genannten.
(°) Verordnung (EG) Nr. 183/2005 des Europdischen Parlaments und des Rates vom 12. Ja-
anuar 2005 mit Vorschriften fiir die Futtermittelhygiene (ABI. L 35 vom 8.2.2005, S. 1).



02009R0152 — DE — 14.05.2025 — 010.001 — 135

Zahlen ausgedriickten Ergebnisse von Screening-Verfahren sind geeig-
net, die Konformitit bzw. die vermutete Nichtkonformitit oder das
Uberschreiten von Aktionsgrenzwerten anzuzeigen und weisen aufer-
dem fiir den Fall einer Weiterverfolgung mittels Bestitigungsverfahren
auf die Gehaltsbereiche hin. Sie sind nicht fiir Zwecke wie die Be-
wertung von Hintergrundkonzentrationen, die Schétzung der Aufhah-
me, die Verfolgung der zeitlichen Entwicklung von Gehalten oder die
Neubewertung von Aktionsgrenzwerten und Hochstgehalten geeignet.

b) Bestdtigungsverfahren

Bestdtigungsverfahren ermdglichen die eindeutige Identifizierung und
Quantifizierung von in einer Probe vorhandenen PCDD/F und dioxin-
dhnlichen PCB und liefern vollstindige Informationen iiber den Gehalt
der einzelnen Kongenere. Sie erlauben somit die Kontrolle von Hochst-
gehalten und Aktionsgrenzwerten, einschlieBlich der Bestitigung von
mittels Screening-Verfahren erzielten Ergebnissen. AufBlerdem koénnen
die Ergebnisse fiir weitere Zwecke genutzt werden, wie die Bestim-
mung der Belastung im niedrigen Hintergrundbereich bei der Futter-
mitteliiberwachung, die Verfolgung der zeitlichen Entwicklung, die Ex-
positionsbewertung und fiir den Aufbau einer Datenbank im Hinblick
auf eine mogliche Neubewertung der Aktionsgrenzwerte und Hochst-
gehalte. Sie sind auflerdem bei der Feststellung von Kongeneren-Mus-
tern zur Bestimmung der Quelle einer moglichen Kontamination von
Bedeutung. Solche Verfahren verwenden GC-HRMS. Zur Bestitigung
der Konformitdt oder Nichtkonformitit mit dem Hochstgehalt kann
auch die GC-MS/MS angewendet werden.

Hintergrund

Zur Berechnung der TEQ-Konzentrationen werden die Konzentrationen
der einzelnen Stoffe in einer bestimmten Probe mit den jeweiligen
Toxizititsdquivalenzfaktoren (TEF) (siehe FuBnote 1 in Kapitel I) mul-
tipliziert und dann addiert, woraus sich die Gesamtkonzentration an
dioxindhnlichen Verbindungen, ausgedriickt in TEQ, ergibt.

Fir die Zwecke dieses Teils A entspricht die akzeptierte spezifische
Bestimmungsgrenze eines einzelnen Kongeners dem niedrigsten Ana-
lytgehalt, der sich mit angemessener statistischer Zuverlédssigkeit quan-
tifizieren lasst und die Identifizierungskriterien erfiillt, wie sie in in-
ternational anerkannten Normen, z. B. in der Norm EN 16215:2012
(Futtermittel — Bestimmung von Dioxinen und dioxin-dhnlichen PCBs
mittels GC/HRMS und von Indikator-PCBs mittels GC/HRMS) und/
oder in den tiberarbeiteten EPA-Methoden 1613 und 1668, beschrieben
sind.

Die Bestimmungsgrenze eines einzelnen Kongeners ldsst sich bestim-
men als

a) die Konzentration eines Analyten in einem Probenextrakt, die ein
Signal des Messgerits bei zwei verschiedenen lonen hervorruft, die
mit einem Signal-Rausch-Verhiltnis von 3:1 bei dem weniger emp-
findlichen Rohdatensignal verbunden sind; oder

b) wenn die Signal-Rausch-Berechnung aus technischen Griinden keine
zuverldssigen Ergebnisse ergibt, der niedrigste Konzentrationspunkt
auf einer Kalibrierkurve, der eine annehmbare (< 30 %) und kon-
sistente (Messung mindestens zu Beginn und am Ende einer ana-
lytischen Probensequenz) Abweichung vom mittleren relativen Re-
sponsefaktor aufweist, der bei jeder Probensequenz fiir alle Punkte
auf der Kalibrierkurve berechnet wurde. Die Bestimmungsgrenze
(LOQ) wird auf der Grundlage des niedrigsten Konzentrationspunk-
tes unter Beriicksichtigung der Wiederfindung interner Standards
sowie der Probeneinwaage berechnet.
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

)

Mit bioanalytischen Methoden erhélt man kein Ergebnis auf Ebene der
Kongeneren, sondern lediglich einen Hinweis ('°) auf den TEQ-Gehalt,
der in BEQ ausgedriickt wird, wodurch der Tatsache Rechnung getra-
gen wird, dass moglicherweise nicht alle in einem Probenextrakt vor-
liegenden Verbindungen, die ein Signal erzeugen, allen Voraussetzun-
gen des TEQ-Prinzips geniigen.

Screening- und Bestitigungsverfahren konnen nur dann zur Kontrolle
einer bestimmten Matrix angewendet werden, wenn sie empfindlich
genug sind, Gehalte im Bereich der Aktionsgrenzwerte oder Hochst-
gehalte zuverldssig zu bestimmen.

Anforderungen an die Qualititssicherung

Auf jeder Stufe des Probenahme- und Analyseverfahrens sind Maf-
nahmen zur Vermeidung von Kreuzkontamination zu treffen.

Die Proben sind in hierfiir geeigneten Glas-, Aluminium-, Polypro-
pylen- oder Polyethylen-Behiltnissen zu lagern und zu transportieren,
sodass der Gehalt der Proben an PCDD/F und dioxindhnlichen PCB
nicht verfélscht wird. Spuren von Papierstaub sind vom Probenbehilter
zu entfernen.

Lagerung und Transport der Proben haben so zu erfolgen, dass die
Futtermittelprobe unversehrt erhalten bleibt.

Sofern zutreffend, sind die einzelnen Laborproben mithilfe eines Ver-
fahrens, mit dem nachweislich eine vollstaindige Homogenisierung er-
reicht wird, fein zu mahlen und griindlich zu mischen (z. B. so fein
gemahlen, dass die Probe durch ein Sieb mit einer Maschenweite von
1 mm passt). Falls die Proben einen zu hohen Feuchtigkeitsgehalt auf-
weisen, sind sie vor dem Zermahlen zu trocknen.

Die Reagenzien, Glasgerite und die weitere Ausriistung sind auf Fak-
toren, die moglicherweise die TEQ- und BEQ-basierten Ergebnisse
verfdlschen konnten, zu kontrollieren.

Es ist eine Methodenleerwert-Untersuchung durchzufiihren, bei der das
gesamte Analyseverfahren durchgefiihrt und nur die Probe weggelassen
wird.

Bei Anwendung bioanalytischer Methoden ist zu iiberpriifen, dass
samtliche Glasgerite und Losungsmittel, die bei der Analyse verwendet
werden, frei von Verbindungen sind, die die Erkennung der Zielver-
bindungen im Arbeitsbereich beeintrachtigen konnten. Glasgeréte sind
mit Losungsmitteln zu spiilen oder auf Temperaturen zu erhitzen, die
geeignet sind, alle Spuren von PCDD/F, dioxindhnlichen Verbindungen
und interferierenden Verbindungen von der Oberfliche der Geridte zu
entfernen.

Die Menge der fiir die Extraktion verwendeten Probe muss ausreichend
grof} sein, um die Anforderungen hinsichtlich eines ausreichend nied-
rigen Arbeitsbereichs, der den Konzentrationsbereich der Hochstgehalte
oder Aktionsgrenzwerte beinhaltet, zu erfiillen.

Zur spezifischen Vorbereitung der Proben der zu untersuchenden Er-
zeugnisse sind Verfahren gemdfB international anerkannten Leitlinien,
d. h. EN ISO 6498, anzuwenden.

Bioanalytische Methoden sind nicht spezifisch fiir diejenigen Kongenere, die in das

TEF-Schema fallen. Im Probenextrakt konnen auch andere, strukturverwandte AhR-
aktive Verbindungen vorliegen, die zur Gesamt-Zellantwort beitragen. Daher erlauben
bioanalytische Ergebnisse keine Schitzung des TEQ-Gehalts, sondern stellen eher einen
Hinweis auf den TEQ-Gehalt in einer Probe dar.
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4.2.

43.

5.1

5.2.
5.2.

Anforderungen an Laboratorien

Gemil den Bestimmungen der Verordnung (EU) 2017/625 miissen die
Laboratorien von einer anerkannten Stelle akkreditiert sein, die
nach ISO/IEC Guide 58 arbeitet, damit sichergestellt ist, dass die La-
boratorien bei der Untersuchung Qualitétssicherungsverfahren anwen-
den. Die Laboratorien miissen geméfl der Norm EN ISO/IEC 17025
akkreditiert sein. Es sind die in den technischen Leitlinien fiir die
Schitzung der Messunsicherheit und der Bestimmungsgrenzen fiir die
Untersuchung auf PCDD/F und PCB beschriebenen Grundsétze zu be-
folgen ('!).

Die Laborleistung ist durch die kontinuierliche erfolgreiche Teilnahme
an Laborvergleichsuntersuchungen zur Ermittlung des Gehalts
an PCDD/F und dioxindhnlichen PCB in den entsprechenden Futter-
mittelmatrices und Konzentrationsbereichen unter Beweis zu stellen.

Laboratorien, die zur Routinekontrolle von Proben Screening-Verfahren
anwenden, miissen eng mit Laboratorien zusammenarbeiten, die Bestd-
tigungsverfahren anwenden, sowohl zur Qualitdtssicherung als auch zur
Bestitigung der Ergebnisse verdéchtiger Proben.

Grundlegende Anforderungen an Verfahren zur Untersuchung auf
Dioxine (PCDD/F) und dioxindhnliche PCB

Niedriger Arbeitsbereich und niedrige Bestimmungsgrenzen

Bei PCDD/F miissen die nachweisbaren Mengen wegen der extrem
hohen Toxizitdt einiger dieser Verbindungen im oberen Femtogramm-
Bereich (107'°g) liegen. Bei den meisten PCB-Kongeneren ist eine
Bestimmungsgrenze im Bereich Nanogramm (10°g) bereits ausrei-
chend. Zur Messung der toxischeren dioxindhnlichen PCB-Kongenere
(insbesondere der non-orthosubstituierten Kongenere) muss das untere
Ende des Arbeitsbereichs bis in den unteren Pikogramm-Bereich
(10'12g) reichen. Bei allen anderen PCB-Kongeneren ist eine Bestim-
mungsgrenze im Nanogramm-Bereich (10”g) ausreichend.

Hohe Selektivitit (Spezifizitdt)

1.  PCDD/F und dioxindhnliche PCB miissen von einer Vielzahl anderer,
gemeinsam extrahierter und moglicherweise interferierender Verbin-
dungen unterschieden werden, die in Konzentrationen von bis zu meh-
reren Grofenordnungen hoéher als diejenigen der interessierenden Ana-
lyten vorhanden sind. Bei GC-MS-Verfahren ist eine Unterscheidung
zwischen verschiedenen Kongeneren erforderlich, beispielsweise zwi-
schen toxischen (z. B. die siebzehn 2,3,7,8-substituierten PCDD/F so-
wie die zwolf dioxindhnlichen PCB) und anderen Kongeneren.

5.2.2.  Bioanalytische Methoden miissen einen Nachweis der Zielverbindun-

)

gen als Summe der PCDD/F und/oder dioxindhnlichen PCB ermdgli-
chen. Ziel der Probenaufreinigung muss es sein, Verbindungen, die
falsch-positive Ergebnisse verursachen konnten, oder Verbindungen,
die das Signal schwichen und dadurch falsch-negative Ergebnisse ver-
ursachen konnten, zu entfernen.

,»Guidance Document on Measurement Uncertainty for Laboratories perfor-
ming PCDD/F and PCB Analysis using Isotope Dilution Mass Spectrometry* [https://
food.ec.europa.cu/system/files/2017-05/animal-feed-guidance _document_pcdd-
f peb_en.pdf], ,,Guidance Document on the Estimation of LOD and LOQ for Measu-
rements in the Field of Contaminants in Feed and Food“ [https:/food.ec.europa.cu/
system/files/2016-10/cs_contaminants sampling_analysis-report 2004 en.pdf].
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5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.5.

5.5.1.

5.6.

Hohe Genauigkeit (Richtigkeit und Prdzision, beobachtete Bioassay-
Wiederfindung)

Bei Anwendung von GC-MS-Verfahren muss die Bestimmung eine
valide Schitzung der tatsdchlichen Konzentration in einer Probe ermog-
lichen. Hohe Genauigkeit ist notwendig, damit die Zuriickweisung ei-
nes Ergebnisses einer Probenuntersuchung aufgrund der geringen Zu-
verlassigkeit des bestimmten TEQ-Gehalts vermieden wird. Die Genau-
igkeit des Analyseverfahrens wird angegeben durch die Richtigkeit
(Differenz zwischen dem gemessenen Mittelwert eines Analyten in
einem zertifizierten Material und seinem zertifizierten Wert, aus-
gedriickt als Prozentsatz dieses Wertes) und die Prdzision (RSDg; re-
lative Standardabweichung, berechnet aus unter Vergleichbarkeits-
bedingungen ermittelten Ergebnissen).

Fiir bioanalytische Methoden ist die beobachtete Bioassay-Wiederfin-
dung zu bestimmen. Die beobachtete Bioassay-Wiederfindung ist der
BEQ-Gehalt, berechnet anhand einer TCDD-Kalibrierkurve oder einer
PCB-126-Kalibrierkurve nach Korrektur um den Blindwert, geteilt
durch den mittels Bestitigungsverfahren bestimmten TEQ-Wert. Da-
durch sollen Faktoren wie der Verlust von PCDD/F und dioxindhn-
lichen Verbindungen wihrend der einzelnen Extraktions- bzw. Rei-
nigungsschritte, die Verstirkung oder Abschwichung des Signals durch
mitextrahierte Verbindungen (agonistische bzw. antagonistische Wir-
kung), die Qualitdt der Kurvenanpassung oder Unterschiede zwischen
TEF- und REP-(Relative-Potency-)Werten korrigiert werden. Die be-
obachtete Bioassay-Wiederfindung wird anhand geeigneter Referenz-
proben berechnet, die im Bereich der interessierenden Konzentration
liegen und reprisentative Kongeneren-Muster aufweisen.

Validierung im Bereich des Hochstgehalts und allgemeine Qualitdits-
sicherungsmafSnahmen

Die Laboratorien haben im Rahmen der Validierung und wéhrend der
Routineanalytik den Nachweis der Leistungsféhigkeit eines Verfahrens
im Bereich des Hochstgehalts, z. B. 0,5x, 1x und 2x Hochstgehalt mit
einem akzeptablen Variationskoeffizienten fiir wiederholte Unter-
suchung, zu fiihren.

Als interne Qualitdtssicherungsmaflinahmen miissen regelmaBige Me-
thodenleerwert-Kontrollen und Experimente mit dotierten Proben oder
Analysen von Kontrollproben (sofern erhéltlich, vorzugsweise zertifi-
ziertes Referenzmaterial) durchgefiihrt werden. Fiir Methodenleerwert-
Kontrollen, Experimente mit dotierten Proben und Analysen von Kon-
trollproben sind Qualitdtskontroll-Charts anzufertigen und zu priifen,
damit sichergestellt ist, dass die Analyseleistungsfahigkeit den Anfor-
derungen geniigt.

Bestimmungsgrenze

Bei einem bioanalytischen Screening-Verfahren ist eine Ermittlung der
Bestimmungsgrenze (LOQ) nicht unbedingt erforderlich; es muss je-
doch nachgewiesen sein, dass mit dem Verfahren eine Unterscheidung
zwischen dem Methodenleerwert und dem Cut-off-Wert moglich ist.
Wird ein BEQ-Gehalt angegeben, ist eine Konzentration festzulegen,
ab der Ergebnisse mitgeteilt werden (Meldewert), um Proben, die ein
Ergebnis unterhalb davon aufweisen, entsprechend einstufen zu kon-
nen. Der Meldewert muss sich mindestens um den Faktor 3 von Me-
thodenleerwert-Proben mit einem Signal unterhalb des Arbeitsbereichs
unterscheiden. Er ist daher auf der Grundlage von Proben zu berech-
nen, die ungefdhr den erforderlichen Mindestgehalt an Zielverbindun-
gen enthalten, und nicht aus dem Signal/Rausch-Verhiltnis oder einem
Assay-Leerwert.

Die LOQ liegt beim Bestitigungsverfahren bei etwa einem Fiinftel des
Hochstgehalts.

Analysekriterien

Damit die Ergebnisse der Bestdtigungs- oder Screening-Verfahren zu-
verldssig sind, miissen folgende Kriterien im Bereich des Hochstgehalts
fur den TEQ-Wert bzw. den BEQ-Wert erfiillt sein, entweder bestimmt
als Gesamt-TEQ bzw. Gesamt-BEQ (Summe der PCDD/F und dioxin-
dhnlichen PCB) oder separat fir PCDD/F und dioxindhnliche PCB.
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5.7.

5.7.1.

5.7.2.

5.7.3.

5.7.4.

5.7.5.

5.7.6.

Screening mit
bioanalytischen
oder physika-
lisch-che-
mischen Ver-
fahren

Bestitigungsverfahren

Falsch-negativ-Rate (*) <5%

Richtigkeit —20 % bis +20 %

Wiederholbarkeit (RSD,) <20 %

Laborprézision (RSDg) <25 % <15 %

(*) Bezogen auf die Hochstgehalte.

Besondere Anforderungen an Screening-Verfahren

Sowohl GC-MS-Verfahren als auch bioanalytische Methoden diirfen
zum Screening angewendet werden. Bei GC-MS-Verfahren sind die
unter Nummer 6 festgelegten Anforderungen zu erfiillen. Fir zell-
basierte bioanalytische Methoden sind unter Nummer 7 spezifische
Anforderungen festgelegt.

Laboratorien, die zur Routinekontrolle von Proben Screening-Verfahren
verwenden, miissen eng mit Laboratorien zusammenarbeiten, die das
Bestitigungsverfahren anwenden.

Der Nachweis der Leistungsfdhigkeit des Screening-Verfahrens ist
wihrend der Routineanalyse durch Qualitdtssicherung und permanente
Methodenvalidierung zu erbringen. Es muss ein kontinuierliches Pro-
gramm zur Kontrolle der als konform beurteilten Analysenergebnisse
geben.

Prifung auf eine mogliche Unterdriickung der Zellantwort und auf
Zytotoxizitit:

20 % der Probenextrakte sind wiahrend des Routine-Screenings sowohl
ohne als auch mit Zusatz einer dem Hochstgehalt oder dem Aktions-
grenzwert entsprechenden Menge von 2,3,7,8-TCDD zu analysieren,
damit iberpriift werden kann, ob das Signal moglicherweise durch
interferierende Stoffe im Probenextrakt unterdriickt wird. Die gemes-
sene Konzentration der dotierten Probe ist mit der Summe aus der
Konzentration der nicht dotierten Probe und der Konzentration der
Dotierung zu vergleichen. Liegt die gemessene Konzentration mehr
als 25 % unter der berechneten (Summen-)Konzentration, ist dies ein
Hinweis auf eine mogliche Signalunterdriickung und die entsprechende
Probe ist einem GC-HRMS-Bestitigungsverfahren zu unterziehen. Die
Ergebnisse sind anhand von Qualitdtskontroll-Charts zu iiberwachen.

Qualititssicherung bei als konform beurteilten Proben:

Etwa 2-10 % der konformen Proben sind, je nach Probenmatrix und
Laborerfahrung, mittels GC-HRMS zu bestitigen.

Bestimmung der Falsch-negativ-Raten auf Grundlage der Qualitéts-
sicherungsdaten:

Die Rate falsch-negativer Ergebnisse beim Screening von Proben unter-
und oberhalb der Hochstgehalte oder Aktionsgrenzwerte ist zu bestim-
men. Der tatsichliche Anteil der falsch-negativen Ergebnisse muss
unter 5 % liegen. Wenn im Rahmen der Qualitétssicherung je Matrix/
Matrixgruppe mindestens 20 Proben bestdtigt wurden, ist aus dieser
Datenbasis die Falsch-negativ-Rate zu ermitteln. Die zur Ermittlung
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5.7.7.

5.7.8.

6.1.

6.2.

6.2.1.

der Falsch-negativ-Rate mindestens erforderlichen 20 Ergebnisse kon-
nen auch die Ergebnisse von in Ringversuchen oder im Rahmen eines
Kontaminationsereignisses untersuchten Proben mit einschliefen, die
einen Konzentrationsbereich von beispielsweise bis zum doppelten
Hochstgehalt abdecken. Die Proben missen die haufigsten Kongene-
ren-Muster abdecken, die verschiedene Kontaminationsquellen repré-
sentieren.

Obwohl Screening-Verfahren hauptséchlich auf die Ermittlung derjeni-
gen Proben abzielen, in denen der Aktionsgrenzwert iiberschritten wird,
ist das ausschlaggebende Kriterium zur Bestimmung der Falsch-nega-
tiv-Rate der Hochstgehalt, unter Beriicksichtigung der erweiterten Mes-
sunsicherheit des Bestétigungsverfahrens.

Alle Proben, die im Screening-Verfahren als moglicherweise nicht kon-
form beurteilt werden, miissen durch eine erneute vollstandige Unter-
suchung der urspriinglichen Probe im Rahmen eines Bestitigungsver-
fahrens tberpriift werden. Diese Proben diirfen auch zur Bewertung der
Rate der falsch-positiven Ergebnisse herangezogen werden. Im Rahmen
von Screening-Verfahren entspricht die Falsch-Positiv-Rate dem Anteil
derjenigen Ergebnisse, von denen sich im Bestéitigungsverfahren he-
rausstellt, dass sie konform sind, nachdem sie zunéchst als moglicher-
weise nicht konform eingestuft worden waren. Die Vorteile des Scree-
ning-Verfahrens sind auf Grundlage eines Vergleichs zwischen der
Zahl der falsch-positiven Proben und der Gesamtzahl der untersuchten
Proben zu bewerten. Dabei muss der Anteil der falsch-positiven Proben
so gering sein, dass ein Screening vorteilhaft ist.

Unter Validierungsbedingungen miissen bioanalytische Methoden einen
stichhaltigen Hinweis auf den TEQ-Gehalt ergeben, berechnet und aus-
gedriickt als BEQ.

Bei unter wiederholten Bedingungen angewandten bioanalytischen Me-
thoden wire in der Regel die laborinterne Wiederholbarkeit RSD, ge-
ringer als die unter Vergleichbarkeitsbedingungen (RSDg).

Besondere Anforderungen an GC-MS-Verfahren fiir Screening-
oder Bestitigungszwecke

Annehmbare Differenzen zwischen Obergrenze (,,upper-bound*) und
Untergrenze (, lower-bound ) (WHO-TEQ-Ergebnisse)

Zur Bestitigung der Uberschreitung von Hochstgehalten oder erforder-
lichenfalls von Aktionsgrenzwerten darf die Differenz zwischen Ober-
und Untergrenze nicht mehr als 20 % betragen.

Kontrolle der Wiederfindungsrate

Die Zugabe von 3C-markierten 2,3,7,8-chlorsubstituierten  inter-
nen PCDD/F-Standards und '*C-markierten internen dioxinihnlichen
PCB-Standards ist ganz zu Anfang des Analyseverfahrens, z. B. vor
der Extraktion, durchzufithren, damit das Analyseverfahren validiert
werden kann. Bei jeder der tetra- bis octachlorierten homologen Grup-
pen von PCDD/F und bei jeder der homologen Gruppen von dioxin-
dhnlichen PCB muss mindestens ein Kongener zugegeben werden (al-
ternativ dazu mindestens ein Kongener je massenspektrometrisch aus-
gewihlter Tonenaufzeichnungsfunktion zur Uberwachung von PCDD/F
und dioxindhnlichen PCB). Im Fall der Bestitigungsverfahren sind alle
17 BC-markierten 2,3,7,8-substituierten internen PCDD/F-Standards
und alle 12 '*C-markierten internen dioxinihnlichen PCB-Standards
zu verwenden.
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6.2.2.

6.2.3.

6.24.

6.2.5.

6.3.

6.4.

6.5.

Die relativen Responsefaktoren sind mittels geeigneter Kalibrierlgsun-
gen auch fiir diejenigen Kongenere zu bestimmen, bei denen kein '*C-
markiertes Analogon zugegeben ist.

Bei Futtermitteln pflanzlichen Ursprungs und Futtermitteln tierischen
Ursprungs, die weniger als 10 % Fett enthalten, ist die Zugabe der
internen Standards vor der Extraktion obligatorisch. Bei Futtermitteln
tierischen Ursprungs, die mehr als 10 % Fett enthalten, sind die inter-
nen Standards entweder vor oder nach der Fettextraktion zuzugeben.
Die Extraktionseffizienz ist auf geeignete Weise zu validieren, abhén-
gig davon, auf welcher Stufe die internen Standards zugegeben werden.

Vor der GC-MS-Analyse sind 1 oder 2 Wiederfindungs-(Surrogat-)
Standard(s) zuzugeben.

Es ist eine Kontrolle der Wiederfindungsrate erforderlich. Bei Bestiti-
gungsverfahren miissen die Wiederfindungsraten der einzelnen internen
Standards zwischen 60 und 120 % liegen. Geringere oder hohere Wie-
derfindungsraten fiir einzelne Kongenere, insbesondere fiir einige hep-
ta- und octachlorierte Dibenzo-p-dioxine und Dibenzofurane, werden
unter der Bedingung akzeptiert, dass ihr Beitrag zum TEQ-Wert
10 % des gesamten TEQ-Werts (basierend auf der Summe von PCDD/F
und dioxindhnlichen PCB) nicht iibersteigt. Bei GC-MS-Screening-Ver-
fahren miissen die Wiederfindungen zwischen 30 und 140 % liegen.

Entfernung interferierender Stoffe

— Die PCDD/F sind von interferierenden chlorierten Verbindungen,
wie z. B. nicht dioxindhnlichen PCB und chlorierten Diphenylet-
hern, mittels geeigneter chromatografischer Verfahren abzutrennen
(vorzugsweise mit Florisil-, Aluminiumoxid- und/oder Aktivkohlen-
sdule).

— Die gaschromatografische Auftrennung der Isomere ist < 25 % von
Peak zu Peak zwischen 1,2,3,4,7,8-HxCDF und 1,2,3,6,7,8-HxCDF.

Kalibrierung mittels Standardkurve

Die Kalibrierkurve muss alle jeweils relevanten Bereiche der Hochst-
gehalte oder Aktionsgrenzwerte abdecken.

Besondere Kriterien fiir Bestditigungsverfahren

— Fiir GC-HRMS:

Bei der HRMS muss die Auflosung fiir den gesamten Massen-
bereich bei 10 % Tal in der Regel gleich oder grofer als 10 000
sein.

Erfiilllung weiterer Identifizierungs- und Bestétigungskriterien, wie
sie in international anerkannten Normen, z. B. in der Norm
EN 16215:2012 (Futtermittel — Bestimmung von Dioxinen und
dioxin-dhnlichen PCBs mittels GC/HRMS und von Indikator-
PCBs mittels GC/HRMS) und/oder in den iiberarbeiteten EPA-Me-
thoden 1613 und 1668, beschriecben sind.

— Fiir GC-MS/MS:
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Messung von mindestens 2 spezifischen Vorldufer-lonen, jeweils
mit einem spezifischen zugehdrigen Ubergangsprodukt-Ton fiir
alle markierten und nicht markierten Analyten im Untersuchungs-
bereich.

Zuldssige Hochsttoleranz fiir relative Ionenintensititen von + 15 %
fiir ausgewi#hlte Ubergangs-Produkt-Tonen im Vergleich zu berech-
neten oder gemessenen Werten (Mittelwert aus Kalibrierstandards)
unter Anwendung identischer MS/MS-Bedingungen, insbesondere
Kollisionsenergie und Kollisionsgasdruck, fiir jeden Ubergang eines
Analyts.

Festlegung der Auflgsung fiir jeden Quadrupol gleichwertig oder
besser als die Einheitsmassenauflosung (Einheitsmassenauflosung:
ausreichende Auflosung zur Auftrennung zweier Peaks, die sich um
eine Masseneinheit unterscheiden), um mogliche Auswirkungen
von Interferenzen auf die interessierenden Analyten zu minimieren.

Erfiillung der weiteren Kriterien, wie sie in international anerkann-
ten Normen, z. B. in der Norm EN 16215:2012 (Futtermittel —
Bestimmung von Dioxinen und dioxin-dhnlichen PCBs mittels GC/
HRMS und von Indikator-PCBs mittels GC/HRMS) und/oder in
den iiberarbeiteten EPA-Methoden 1613 und 1668, beschrieben
sind, die Pflicht zur Verwendung von GC-HRMS ausgenommen.

Besondere Anforderungen an bioanalytische Methoden

Bioanalytische Methoden sind Verfahren, die auf der Anwendung bio-
logischer Grundsdtze beruhen, beispielsweise zellbasierte Assays, Re-
zeptor-Assays oder Immunoassays. Unter dieser Nummer werden all-
gemeine Anforderungen an bioanalytische Methoden festgelegt.

Mit einem Screening-Verfahren wird eine Probe prinzipiell entweder
als konform oder als vermutlich nicht konform eingestuft. Dazu wird
der berechnete BEQ-Wert mit dem Cut-off-Wert verglichen (siche
Nummer 7.3). Proben, die unter dem Cut-off-Wert liegen, gelten als
konform, Proben, die dem Cut-off-Wert entsprechen oder diesen tiiber-
schreiten, gelten als vermutlich nicht konform und miissen mit einem
Bestitigungsverfahren untersucht werden. In der Praxis kann ein BEQ-
Gehalt, der zwei Drittel des Hochstgehalts entspricht, als Cut-off-Wert
dienen, sofern eine Falsch-negativ-Rate von unter 5 % sowie eine
annehmbare Rate von falsch-positiven Ergebnissen gewéhrleistet wird.
Da fiir PCDD/F und fiir die Summe von PCDD/F und dioxindhnliche
PCB unterschiedliche Hochstgehalte gelten, ist zur Priifung der Kon-
formitét der Proben ohne Fraktionierung ein geeigneter Bioassay-Cut-
off-Wert fiir PCDD/F erforderlich. Zur Uberpriifung von Proben, in
denen die Aktionsgrenzwerte iiberschritten werden, eignet sich ein ent-
sprechender Prozentsatz des jeweiligen Aktionsgrenzwerts als Cut-oft-
Wert.

Wird ein ungeféhrer Gehalt in BEQ ausgedriickt, miissen die Probener-
gebnisse angegeben werden, die im Arbeitsbereich liegen und den
Meldewert tiberschreiten (siche Nummern 7.1.1 und 7.1.6).

Signalauswertung

Allgemeine Anforderungen

— Berechnet man die Konzentrationen anhand einer TCDD-Kalibrier-
kurve, so weisen die Werte am oberen Ende der Kurve eine grof3e
Variabilitat (hoher Variationskoeffizient — VK) auf. Der Arbeits-
bereich ist der Bereich, in dem der VK weniger als 15 % betrigt.
Das untere Ende des Arbeitsbereichs (Meldegrenze) muss mindes-
tens um den Faktor 3 iiber den Methodenleerwerten liegen. Der
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EC;o-Wert (70 % der maximalen effektiven Konzentration) stellt
normalerweise das obere Ende des Arbeitsbereichs dar; es liegt aber
niedriger, wenn der VK in diesem Bereich iiber 15 % liegt. Der
Arbeitsbereich wird im Rahmen der Validierung festgelegt. Die
Cut-off-Werte (siche Nummer 7.3) missen vollstindig innerhalb
des Arbeitsbereichs liegen.

— Standardlosungen und Probenextrakte sind dreifach oder mindestens
zweifach zu messen. Werden Zweifachmessungen durchgefiihrt,
miissen eine Standardlosung oder ein Kontrollextrakt in vier bis
sechs iiber die Platte verteilten Vertiefungen getestet werden und
ein Signal oder eine Konzentration (nur im Arbeitsbereich moglich)
auf Grundlage eines VK < 15 % hervorbringen.

7.1.2. Kalibrierung

7.1.2.1. Kalibrierung mittels Standardkurve

— Die Gehalte in Proben werden durch Vergleich der im Assay ge-
messenen Zellantwort mit einer TCDD-Kalibrierkurve (oder einer
PCB-126-Kalibrierkurve oder einer Kalibrierkurve aus einer Stan-
dardmischung aus PCDD/F und dioxindhnlichen PCB) geschitzt,
um den BEQ-Gehalt im Extrakt und somit in der Probe zu berech-
nen.

— FEine Kalibrierkurve muss aus 8 bis 12 Konzentrationen bestehen
(jeweils mindestens zweifach) und iiber eine ausreichende Zahl von
Konzentrationen am unteren Ende der Kurve (Arbeitsbereich) ver-
figen. Besondere Aufmerksamkeit ist der Qualitdit der Kurven-
anpassung im Arbeitsbereich zu widmen. Der R*-Wert als solcher
hilft wenig oder gar nicht bei der Einschédtzung der Qualitit der
Anpassung bei nicht linearer Regression. Eine bessere Anpassung
erhédlt man durch die Minimierung des Unterschieds zwischen dem
berechneten und dem beobachteten Gehalt im Arbeitsbereich der
Kurve, z. B. durch Minimierung der Summe der Abweichungsqua-
drate.

— Der geschitzte BEQ-Gehalt in der Probe muss anschlieBend um
den fiir eine Matrix-/Reagenzienleerwert-Probe (zur Berlicksichti-
gung von Verunreinigungen durch die verwendeten Ldsungsmittel
und Chemikalien) errechneten BEQ-Wert und um die beobachtete
Wiederfindung (errechnet aus dem BEQ-Gehalt geeigneter Refe-
renzproben mit repriasentativen Kongeneren-Mustern im Bereich
des Hochstgehalts oder des Aktionsgrenzwertes) korrigiert werden.
Bei der Wiederfindungskorrektur muss die beobachtete Wiederfin-
dung sich im geforderten Bereich befinden (siche Nummer 7.1.4).
Die fiir die Wiederfindungskorrektur verwendeten Referenzproben
miissen den unter Nummer 7.2 aufgefiihrten Anforderungen ent-
sprechen.

7.1.2.2. Kalibrierung anhand von Referenzproben

Alternativ kann eine Kalibrierkurve auf Grundlage von mindestens vier
Referenzproben verwendet werden (siche Nummer 7.2.4): eine Matrix-
leerwert-Probe sowie 3 Referenzproben, die jeweils 0,5x, 1x und 2x
den Hochstgehalt oder den Aktionsgrenzwert enthalten, wodurch keine
Notwendigkeit zur Korrektur um Blindwerte und Wiederfindung be-
steht, wenn sich die Matrixeigenschaften bei Referenzproben und unbe-
kannten Proben decken. In diesem Fall kann das Signal, das zwei
Drittel des Hochstgehalts entspricht (siehe Nummer 7.3), direkt auf
Grundlage dieser Proben berechnet und als Cut-off-Wert verwendet
werden. Zur Uberpriifung von Proben, in denen die Aktionsgrenzwerte
iberschritten werden, eignet sich ein entsprechender Prozentsatz dieser
Aktionsgrenzwerte als Cut-off-Wert.
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7.2.

7.2.1.

7.2.2.

Separate Bestimmung von PCDD/F und dioxindhn-
lichen PCB

Extrakte konnen in Fraktionen, welche PCDD/F und dioxindhnliche
PCB enthalten, aufgetrennt werden, sodass PCDD/F-TEQ und TEQ
der dioxindhnlichen PCB-Verbindungen (jeweils als BEQ) getrennt an-
gegeben werden konnen. Zur Bewertung der Ergebnisse fiir die Frak-
tion, die dioxindhnliche PCB enthdlt, ist vorzugsweise eine PCB-126-
Standardkalibrierkurve zu verwenden.

Beobachtete Bioassay-Wiederfindung

Die ,,beobachtete Bioassay-Wiederfindung* ist auf Grundlage geeig-
neter Referenzproben mit reprasentativen Kongeneren-Mustern im Be-
reich des Hochstgehalts oder des Aktionsgrenzwert zu berechnen und
wird als Prozentsatz des BEQ-Gehalts im Vergleich zum TEQ-Gehalt
ausgedriickt. Je nachdem, welche Art von Assay oder TEF ('?) ver-
wendet wird, konnen die Unterschiede zwischen TEF- und REP-Fak-
toren in dioxindhnlichen PCB zu niedrigeren Wiederfindungswerten fiir
dioxindhnliche PCB im Vergleich zu PCDD/F fiihren. Daher muss die
beobachtete Bioassay-Wiederfindung bei einer getrennten Bestimmung
von PCDD/F und dioxindhnlichen PCB fiir dioxindhnliche PCB 20 bis
60 % und fiir PCDD/F 50 bis 130 % betragen (bei Verwendung einer
TCDD-Kalibrierkurve). Der Beitrag der dioxindhnlichen PCB zur
Summe der PCDD/F und dioxindhnlichen PCB kann je nach Matrices
und Proben unterschiedlich sein; dies spiegelt sich in den Bereichen der
beobachteten Bioassay-Wiederfindung fiir die Summe der PCDD/F und
dioxindhnlichen PCB wider, die zwischen 30 und 130 % liegen miis-
sen. Jeder Niederschlag wesentlicher Anderungen der TEF-Werte auf
die Rechtsvorschriften der Union iiber PCDD/F und dioxindhnliche
PCB erfordert eine Uberarbeitung dieser Bereiche.

Kontrolle der Wiederfindung nach Reinigung der
Probenextrakte

Der Verlust von Verbindungen wihrend der Reinigung ist im Rahmen
der Validierung zu iiberpriifen. Eine Matrixleerprobe, dotiert mit einem
Gemisch verschiedener Kongenere, ist dem Reinigungsverfahren zu
unterziechen (mindestens n = 3), und Wiederfindung und Streuung
sind mittels eines Bestdtigungsverfahrens zu untersuchen. Die Wieder-
findung muss zwischen 60 und 120 % betragen, insbesondere fiir Kon-
genere, die in verschiedenen Gemischen jeweils mehr als 10 % des
TEQ-Gehalts ausmachen.

Meldegrenze

Werden BEQ-Gehalte angegeben, ist auf der Grundlage relevanter Ma-
trix-Proben, die typische Kongeneren-Muster aufweisen, eine Melde-
grenze zu ermitteln; dabei ist die Kalibrierkurve der Standards aufgrund
ihrer geringen Prézision im unteren Bereich nicht heranzuziehen. Die
Einfliisse aus Extraktion und Reinigung miissen beriicksichtigt werden.
Die Meldegrenze muss mindestens um den Faktor 3 iiber den Metho-
denleerwerten liegen.

Verwendung von Referenzproben

Referenzproben miissen reprasentativ fiir Probenmatrix, Kongeneren-
Muster und Konzentrationen fiir PCDD/F und dioxindhnliche PCB
im Bereich des Hochstgehalts oder des Aktionsgrenzwerts sein.

Bei jeder Test-Reihe ist eine Matrixleerprobe, oder, sofern dies nicht
moglich ist, eine Methodenleerwert-Probe, sowie eine Referenzprobe
im Bereich des Hochstgehalts oder des Aktionsgrenzwerts einzubezie-
hen. Diese Proben miissen zur gleichen Zeit und unter identischen
Bedingungen extrahiert und analysiert werden. Die Referenzprobe
muss im Vergleich zu der Matrixleerprobe ein deutlich hoheres Signal
aufweisen, wodurch die Eignung des Analyseverfahrens gewahrleistet
ist. Solche Proben konnen zur Korrektur um Leerwert und Wieder-
findung verwendet werden.

('?) Die derzeitigen Anforderungen basieren auf den in M. Van den Berg et al, Toxicol Sci

93 (2), 223-241 (2006) verdffentlichten TEF.
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7.2.3.

7.2.4.

7.3.

Referenzproben, die zur Korrektur um die Wiederfindung herangezo-
gen werden, miissen reprisentativ fiir die Analysenproben sein, d. h.,
die Kongeneren-Muster diirfen nicht zu einer Unterschitzung der Ge-
halte fithren.

Zusitzliche Referenzproben, deren Konzentration z. B. das 0,5- und 2-
Fache des Hochstgehalts oder des Aktionsgrenzwerts betrdgt, konnen
einbezogen werden, damit die ordnungsgemifle Durchfithrung der Un-
tersuchungen in dem fiir die Kontrolle des Hochstgehalts oder des
Aktionsgrenzwerts relevanten Bereich nachgewiesen werden kann. In
Kombination kdnnen diese Proben zur Berechnung der BEQ-Gehalte in
den untersuchten Proben verwendet werden (siche Nummer 7.1.2.2).

Bestimmung der Cut-off-Werte

Die Bezichung zwischen den in BEQ ausgedriickten Ergebnissen der
bioanalytischen Methode und den in TEQ ausgedriickten Ergebnissen
von Bestitigungsverfahren ist zu ermitteln, z. B. durch matrixbezogene
Kalibrierexperimente unter Verwendung von Referenzproben, die mit
0, 0,5x, 1x und 2x Hochstgehalt dotiert sind und auf jeder Konzen-
trationsstufe jeweils 6 Mal untersucht werden (n = 24). Korrekturfak-
toren (Leerwert und Wiederfindung) koénnen auf der Grundlage dieses
Verhiltnisses geschitzt werden, sind jedoch gemdl Nummer 7.2.2 zu
iberpriifen.

Fiir die Entscheidung, ob eine Probe den Hochstgehalten entspricht,
oder gegebenenfalls zur Uberpriifung der Aktionsgrenzwerte sind
Cut-off-Werte zu ermitteln, wobei die jeweiligen Hochstgehalte bzw.
Aktionsgrenzwerte entweder einzeln fir PCDD/F und dioxindhnliche
PCB oder aber fiir die Summe von PCDD/F und dioxindhnlichen PCB
festgelegt sein konnen. Sie stellen den unteren Endpunkt der Verteilung
bioanalytischer Ergebnisse (korrigiert um Leerwert und Wiederfindung)
von Proben dar, die Gehalte an der Entscheidungsgrenze des Bestiti-
gungsverfahrens aufweisen, berechnet auf Grundlage eines Vertrauens-
niveaus von 95 %, was eine Falsch-negativ-Rate von < 5 % impliziert,
und auf Basis einer RSDy unter 25 %. Die Entscheidungsgrenze des
Bestitigungsverfahrens entspricht dem Hochstgehalt zuziiglich der er-
weiterten Messunsicherheit.

Der Cut-off-Wert (in BEQ) kann gemidfl einem der unter den Num-
mern 7.3.1, 7.3.2 oder 7.3.3 beschriebenen Ansitze berechnet werden
(siche Abbildung 1).

Verwendung des unteren Bands des Prognoseintervalls von 95 % an
der Entscheidungsgrenze des Bestétigungsverfahrens

Cut-oft-Wert = BEQpy — 8y * turom 2\/1/n+ 1/m + (x1 — )"/ O

Dabei ist

BEQpL, der BEQ-Wert, der der Entscheidungsgrenze
des Bestdtigungsverfahrens entspricht, die wie-
derum dem Hochstgehalt unter Beriicksichti-
gung der erweiterten Messunsicherheit ent-
spricht.

Sy.x die Reststandardabweichung

taf=m2 der Student-Faktor (oo = 5 %, f = Freiheitsgra-
de, einseitig)

m die Gesamtzahl der Kalibrierpunkte (Laufzahl
i)

n die Anzahl der Wiederholungen auf jeder
Ebene

X; die Probenkonzentration (in TEQ) des Kali-
brierpunkts i, durch ein Bestitigungsverfahren
ermittelt

P der Mittelwert der Konzentrationen (in TEQ)
aller Kalibrierproben

Qux = ij:l(xI - X )2 Quadratsummenparameter, i = Laufzahl des

Kalibrierpunkts i
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7.3.2.  Berechnung aus bioanalytischen Ergebnissen (korrigiert um Leerwert
und Wiederfindung) aus der Mehrfachuntersuchung (n > 6) von Pro-
ben, die Gehalte an der Entscheidungsgrenze des Bestitigungsverfah-
rens aufweisen, als unterer Endpunkt der Datenverteilung am entspre-
chenden BEQ-Mittelwert:

Cut—off-Wert = BEQDL - 1764 X SDR

Dabei ist

SDr die Standardabweichung der Bioassay-Ergebnisse am BEQpy,
gemessen unter laborinternen Vergleichbarkeitsbedingungen.

7.3.3.  Berechnung als Mittelwert der bioanalytischen Ergebnisse (in BEQ,
korrigiert um Leerwert und Wiederfindung) auf der Grundlage mehr-
facher Untersuchungen (n > 6) von Proben, die mit zwei Dritteln des
Hochstgehalts oder des Aktionsgrenzwerts kontaminiert sind, auf
Grundlage der Beobachtung, dass dieser Wert in der Nidhe des geméil
Nummer 7.3.1 oder 7.3.2 bestimmten Cut-off-Wertes liegt.

Berechnung der Cut-off-Werte auf der Grundlage eines Vertrauens-
niveaus von 95 %, was eine Falsch-negativ-Rate von < 5 % impliziert,
und auf Basis einer RSDr < 25 %:

1. vom unteren Band des 95%igen Prognoseintervalls an der Entschei-
dungsgrenze des Bestitigungsverfahrens,

2. aus Mehrfachuntersuchungen (n > 6) von Proben mit Gehalten an
der Entscheidungsgrenze des Bestitigungsverfahrens, als unterer
Endpunkt der Datenverteilung (in Abbildung 1 durch eine glocken-
formige Kurve dargestellt) am entsprechenden BEQ-Mittelwert.

Abbildung 1
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7.3.4.  Beschrinkungen der Cut-off-Werte:

Auf BEQ basierende Cut-off-Werte, die anhand der im Rahmen der
Validierung und unter Verwendung einer begrenzten Anzahl von Pro-
ben mit unterschiedlichen Matrix-/Kongeneren-Mustern erzielten RSDg
berechnet wurden, konnen hoher sein als die auf TEQ basierenden
Hochstgehalte oder Aktionsgrenzwerte, da hier die Prizision hoéher
ist, als es in einer Routine mdglich ist, in der ein unbekanntes Spek-
trum moglicher Kongeneren-Muster tiberpriift werden muss. In solchen
Fillen ist der Berechnung der Cut-off-Werte eine RSDy = 25 % zu-
grunde zu legen, oder aber es sind zwei Drittel des Hochstgehalts oder
des Aktionsgrenzwerts als Cut-off-Wert zu verwenden.
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7.4.

7.4.1.

7.4.2.

7.4.3.

7.4.4.

7.4.5.

7.4.6.

7.4.7.

7.4.8.

7.4.9.

8.1.

8.1.1.

Leistungsmerkmale

Da bei bioanalytischen Methoden keine internen Standards verwendet
werden konnen, sind Tests zur Wiederholbarkeit bioanalytischer Me-
thoden durchzufiithren, um Informationen iiber die Standardabweichung
innerhalb einer Testreihe bzw. zwischen Testreihen zu erhalten. Die
Wiederholbarkeit muss unter 20 % liegen, die laborinterne Vergleich-
barkeit unter 25 %. Grundlage dafiir miissen die nach Korrektur um
Blindwert und Wiederfindung als BEQ berechneten Konzentrationen
sein.

Wihrend der Validierung muss nachgewiesen werden, dass mit dem
Testverfahren zwischen einer Leerprobe und einem Gehalt in Hohe des
Cut-off-Werts unterschieden werden kann, sodass Proben, deren Gehalt
tiber dem entsprechenden Cut-off-Wert liegt, identifiziert werden kon-
nen (siche Nummer 7.1.2).

Die zu bestimmenden Verbindungen, mdgliche auftretende Storungen
und der maximal akzeptable Leerwert miissen festgelegt werden.

Die Standardabweichung in Prozent, mit der die Signalwerte oder die
aus den Signalwerten berechneten Konzentrationen (nur moglich im
Arbeitsbereich) behaftet sind, darf bei einer dreifachen Bestimmung
eines Probenextrakts nicht mehr als 15 % betragen.

Zur Bewertung der Leistungsfahigkeit einer bioanalytischen Methode
iiber einen konstanten Zeitraum hinweg sind die unkorrigierten Ergeb-
nisse der Referenzprobe(n), ausgedriickt in BEQ (Leerwert und Hochst-
gehalt oder Aktionsgrenzwert), heranzuziehen.

Fir Leerwert-Proben und fir jede Art von Referenzproben sind Qua-
litatskontroll-Charts anzufertigen und zu priifen, damit sichergestellt ist,
dass die analytische Leistungsfahigkeit den Anforderungen geniigt, ins-
besondere bei Methodenleerwert-Proben im Hinblick auf den erforder-
lichen Mindestabstand zum unteren Ende des Arbeitsbereichs und fiir
Referenzproben hinsichtlich der laborinternen Vergleichbarkeit. Metho-
denleerwert-Proben sind so zu priifen, dass falsch-negative Ergebnisse
bei Abzug der Werte vermieden werden.

Die Ergebnisse der in Bezug auf verddchtige Proben durchgefiihrten
Bestitigungsverfahren und von 2 bis 10 % der konformen Proben
(mindestens 20 Proben je Matrix) sind zu sammeln und zur Bewertung
der Leistungsfdhigkeit des Screening-Verfahrens und der Beziehung
zwischen BEQ und TEQ zu verwenden. Diese Datenbank kann zur
Neubewertung der Cut-off-Werte fiir Routineproben der validierten
Matrices genutzt werden.

Die Leistungsfahigkeit eines Verfahrens kann auch durch Teilnahme an
Ringversuchen nachgewiesen werden. Die Ergebnisse von in Ringver-
suchen analysierten Proben, die einen Konzentrationsbereich bis zum
doppelten Hochstgehalt abdecken, kénnen zur Bewertung der Falsch-
negativ-Rate herangezogen werden, wenn ein Laboratorium seine Leis-
tungsfahigkeit unter Beweis gestellt hat. Die Proben miissen die héu-
figsten Kongeneren-Muster abdecken, die verschiedene Kontaminati-
onsquellen représentieren.

Bei Kontaminationsfillen konnen die Cut-off-Werte neu ermittelt wer-
den, um den Besonderheiten von Matrix und Kongeneren-Muster des
jeweiligen Zwischenfalls Rechnung zu tragen.

Bericht iiber die Ergebnisse
Bestdtigungsverfahren

Die Untersuchungsergebnisse miissen die Werte der einzelnen Kon-
genere von PCDD/F und dioxindhnlichen PCB enthalten, und die
TEQ-Werte miissen als Untergrenze (,lower-bound®), Obergrenze
(,,upper-bound*) und Mittelwert (,,medium-bound*) gemeldet werden,
damit moglichst viele Informationen in den Untersuchungsberichten
enthalten sind und die Ergebnisse somit entsprechend den speziellen
Anforderungen interpretiert werden konnen.
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8.1.3.

8.2.

8.2.1.

8.2.2.

8.2.3.

8.2.4.

8.2.5.

8.2.6.

8.2.7.

8.2.8.

8.3.

8.3.1.

In dem Bericht muss das zur Extraktion der PCDD/F und dioxinéhn-
lichen PCB angewendete Verfahren genannt werden.

Die Wiederfindungsraten der einzelnen internen Standards sind zur
Verfiigung zu stellen, falls die Wiederfindungen aufBlerhalb des unter
Nummer 6.2.5 genannten Bereichs liegen, falls die Gehalte in den
Proben den Hochstgehalt tiberschreiten (in diesem Fall die Wiederfin-
dungen aus einer der beiden Untersuchungen) sowie in anderen Féllen
auf Anfrage.

Da bei der Entscheidung iiber die Konformitét einer Probe die erwei-
terte Messunsicherheit zu beriicksichtigen ist, ist dieser Parameter vor-
zulegen. Das Analyseergebnis ist als x £ U anzugeben, wobei x das
Analyseergebnis darstellt und U die erweiterte Messunsicherheit unter
Verwendung eines Erweiterungsfaktors von 2, was einem Vertrauens-
niveau von ca. 95 % entspricht. Bei einer getrennten Bestimmung des
Gehalts an PCDD/F und dioxindhnlichen PCB ist die Summe der ge-
schitzten erweiterten Messunsicherheit der getrennten Analyseergeb-
nisse der PCDD/F und der dioxindhnlichen PCB fiir die Berechnung
der Summe der PCDD/F und dioxindhnlichen PCB zu verwenden.

Die Ergebnisse sind in denselben Einheiten und mit mindestens dersel-
ben Anzahl signifikanter Stellen anzugeben wie die in der Richt-
linie 2002/32/EG festgelegten Hochstgehalte.

Bioanalytische Screening-Verfahren

Das Ergebnis des Screenings ist anzugeben als ,konform* oder ,,ver-
mutlich nicht konform* (,,verddchtig*).

Auflerdem konnen anndhernde Ergebniswerte fiir PCDD/F und/oder
dioxindhnliche PCB in BEQ, nicht in TEQ, angegeben werden.

Proben, deren Gehalt unterhalb der Meldegrenze liegt, sind als solche
zu bezeichnen. Proben, deren Gehalt ,,oberhalb des Arbeitsbereichs®
liegt, sind mit dieser Angabe zu melden, und der der Obergrenze des
Arbeitsbereichs entsprechende Gehalt ist in BEQ anzugeben.

In dem Bericht muss fiir jede Art von Probenmatrix der Hochstgehalt
oder der Aktionsgrenzwert genannt werden, auf dem die Bewertung
beruht.

Aus dem Bericht miissen die Art des verwendeten Tests, die grund-
legenden Testprinzipien und die Art der Kalibrierung hervorgehen.

In dem Bericht muss das zur Extraktion der PCDD/F und dioxindhn-
lichen PCB angewendete Verfahren genannt werden.

Fiir Proben, die vermutlich nicht konform sind, muss der Bericht einen
Hinweis auf die zu ergreifenden MaBnahmen enthalten. Die Konzen-
tration von PCDD/F und der Summe von PCDD/F und dioxindhnlichen
PCB in diesen Proben mit erhdhten Gehalten muss durch ein Bestiti-
gungsverfahren ermittelt/bestétigt werden.

Nicht konforme Ergebnisse werden nur gemeldet, wenn sie in einem
Bestitigungsverfahren ermittelt wurden.

Physikalisch-chemische Screening-Verfahren

Das Ergebnis des Screenings ist anzugeben als ,.konform* oder ,,ver-
mutlich nicht konform* (,,verdachtig).

In dem Bericht muss fiir jede Art von Probenmatrix der Hochstgehalt
oder der Aktionsgrenzwert genannt werden, auf dem die Bewertung
beruht.
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8.3.3.  Zudem koénnen Werte der einzelnen Kongenere von PCDD/F und di-
oxindhnlichen PCB sowie als Untergrenze, Obergrenze und Mittelwert
gemeldete TEQ-Werte angegeben werden. Die Ergebnisse sind in den-
selben Einheiten und mit mindestens derselben Anzahl signifikanter
Stellen anzugeben wie die in der Richtlinie 2002/32/EG festgelegten
Hochstgehalte.

8.3.4. Die Wiederfindungsraten der einzelnen internen Standards sind zur
Verfiigung zu stellen, falls die Wiederfindungen auflerhalb des unter
Nummer 6.2.5 genannten Bereichs liegen, falls die Gehalte in den
Proben den Hochstgehalt iiberschreiten (in diesem Fall die Wiederfin-
dungen aus einer der beiden Untersuchungen) sowie in anderen Fillen
auf Anfrage.

8.3.5.  Aus dem Bericht muss hervorgehen, welches GC-MS-Verfahren ange-
wendet wurde.

8.3.6. In dem Bericht muss das zur Extraktion der PCDD/F und dioxinéhn-
lichen PCB angewendete Verfahren genannt werden.

8.3.7.  Fiir Proben, die vermutlich nicht konform sind, muss der Bericht einen
Hinweis auf die zu ergreifenden Maflnahmen enthalten. Die Konzen-
tration von PCDD/F und der Summe von PCDD/F und dioxinidhnlichen
PCB in diesen Proben mit erhéhten Gehalten muss durch ein Bestéti-
gungsverfahren ermittelt/bestétigt werden.

8.3.8.  Ob ein Wert nicht konform ist, kann nur in einem Bestitigungsver-
fahren entschieden werden.

KAPITEL III

PROBENVORBEREITUNG UND ANFORDERUNGEN AN

UNTERSUCHUNGSVERFAHREN ZUR AMTLICHEN KONTROLLE

DES GEHALTS AN NICHT DIOXINAHNLICHEN PCB IN
FUTTERMITTELN

1. Anwendungsbereich

Die in diesem Kapitel beschriebenen Anforderungen gelten, wenn Fut-
termittel zur amtlichen Kontrolle des Gehalts an nicht dioxindhnlichen
PCB sowie fiir die Probenvorbereitung und Untersuchungsanforderun-
gen zu anderen regulatorischen Zwecken, darunter die Kontrollen der
Futtermittelunternehmer zur Gewdhrleistung der VorschriftsméBigkeit
gemdl der Verordnung (EG) Nr. 183/2005, untersucht werden.

2. Anzuwendende Nachweisverfahren
Gaschromatografie/Elektroneneinfangdetektor (GC-ECD), GC-LRMS,
GC-MS/MS, GC-HRMS oder gleichwertige Verfahren.

3. Bestimmung und Bestitigung der interessierenden Analyten

3.1. Relative Retentionszeit im Verhdltnis zu internen Standards oder Re-

ferenzstandards (akzeptable Abweichung + 0,25 %).

3.2. Gaschromatografische Trennung der nicht dioxindhnlichen PCB von
interferierenden Stoffen, insbesondere von koeluierenden PCB und ins-
besondere dann, wenn die Gehalte der Proben an der gesetzlichen
Grenze liegen und bestéitigt werden muss, dass sie nicht konform
sind (13).

3.3. Anforderungen an GC-MS-Techniken

Messung von mindestens der folgenden Anzahl an Molekiil-lonen oder
charakteristischen Ionen des Molekiil-Clusters:

a) zwei spezifische Ionen bei HRMS;

b) drei spezifische lonen bei LRMS,

(%) Kongenere, die oft koeluieren, sind beispielsweise PCB 28/31, PCB 52/69 und
PCB 138/163/164. Bei GC-MS-Verfahren muss auch die Méglichkeit von Stérungen
durch Fragmente hoher chlorierter Kongenere beriicksichtigt werden.
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c) zwei spezifische Vorldufer-lonen, jeweils mit einem spezifischen
zugehdrigen Ubergangsprodukt-lon bei MS-MS.

Zuldssige Hochsttoleranzen fiir das Isotopenhdufigkeitsverhdltnis fiir
ausgewahlte Massenfragmente:

Relative Abweichung des Isotopenhdufigkeitsverhéltnisses ausgewéhl-
ter Massenfragmente von der theoretischen Haufigkeit oder dem Kali-
brierstandard fiir das Ziel-lon (das am haufigsten vorkommende Ion)
und das/die Qualifizier-lon(en): £+ 15 %.

34. Anforderungen an GC-ECD-Techniken

Ergebnisse, die den Hochstgehalt i{iberschreiten, sind anhand von zwei
GC-Sdulen mit stationdren Phasen unterschiedlicher Polaritdt zu besté-
tigen.

4. Nachweis der Leistungsfihigkeit des Verfahrens

Die Leistungsfahigkeit der Methode im Bereich des Hochstgehalts (0,5-
bis 2facher Hochstgehalt) mit einem akzeptablen Variationskoeffizien-
ten fiir wiederholte Untersuchung (siehe Anforderungen an die Labor-
prizision unter Nummer 9) ist zu validieren.

5. Bestimmungsgrenze

Die Summe der Bestimmungsgrenzen (LOQ) ('#) nicht dioxindhnlicher
PCB darf ein Drittel des Hochstgehalts nicht tibersteigen ('9).

6. Qualitiitssicherung

RegelmédBige Blindkontrollen, Analysen dotierter Proben, Qualitéts-
sicherungsproben, Teilnahme an Laborvergleichsuntersuchungen zu re-
levanten Matrices.

7. Kontrolle der Wiederfindungsrate

7.1. Es sind geeignete interne Standards mit physikalisch-chemikalischen
Eigenschaften, die denen der interessierenden Analyten vergleichbar
sind, zu verwenden.

7.2. Zugabe interner Standards:
Zugabe zu Erzeugnissen (vor Extraktion und Clean-up).

7.3. Anforderungen an Verfahren, bei denen alle sechs isotopenmarkierten
nicht dioxindhnlichen PCB-Kongenere verwendet werden:

a) Die Ergebnisse sind um die Wiederfindung interner Standards zu
korrigieren;

b) die Wiederfindung isotopenmarkierter interner Standards muss zwi-
schen 60 und 120 % betragen;

c) geringere oder hohere Wiederfindungsraten fiir einzelne Kongenere,
die weniger als 10 % der Summe der nicht dioxindhnlichen PCB
ausmachen, sind akzeptabel.

7.4. Anforderungen an Verfahren, bei denen nicht alle sechs isotopenmar-
kierten internen Standards oder andere interne Standards verwendet
werden:

a) die Wiederfindung des/der internen Standards ist in jeder Probe zu
tberpriifen;

b) die Wiederfindungen des/der internen Standards miissen zwischen
60 und 120 % betragen;

c) die Ergebnisse sind um die Wiederfindungen interner Standards zu
korrigieren.

(') Falls zutreffend, sind die im ,,Guidance Document on the Estimation of LOD and LOQ
for Measurements in the Field of Contaminants in Feed and Food* (https://data.europa.
eu/doi/10.2787/8931) beschriebenen Grundsétze zu befolgen.

(%) Ein geringerer Beitrag der Reagenzienleerwerte zum Kontaminationsgehalt der Probe
ist duBerst empfehlenswert. Das Labor ist dafiir zustindig, die Variation der Leerwerte
zu tiberwachen, insbesondere, wenn die Leerwerte abgezogen werden.
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7.5. Die Wiederfindungen nicht markierter Kongenere sind mittels dotierter
Proben oder Qualititskontrollproben mit Konzentrationen im Bereich
des Hochstgehalts zu priifen. Fiir diese Kongenere sind Wiederfin-
dungsraten zwischen 60 und 120 % akzeptabel.

8. Anforderungen an Laboratorien

Gemil den Bestimmungen der Verordnung (EU) 2017/625 miissen die
Laboratorien von einer anerkannten Stelle akkreditiert sein, die
nach ISO/IEC Guide 58 arbeitet, damit sichergestellt ist, dass die La-
boratorien bei der Untersuchung Qualitdtssicherungsverfahren anwen-
den. Die Laboratorien miissen gemil der Norm EN ISO/IEC 17025
akkreditiert sein. Zudem sind die in den technischen Leitlinien fiir die
Schitzung der Messunsicherheit und der Bestimmungsgrenzen fiir die
Untersuchung auf PCB beschriebenen Grundsitze zu befolgen (1°).

9. Leistungsmerkmale: Kriterien fiir die Summe der nicht dioxinihn-
lichen PCB im Bereich des Hochstgehalts

Isotopenverdiinnungs-Massen-

spektrometrie (*) Andere Techniken

Richtigkeit — 20 bis + 20 % — 30 bis + 30 %
Laborprézision (RSD %) <15 % <20 %
Differenz zwischen berech- <20 % <20 %

neter Obergrenze (,,upper-
bound*) und Untergrenze
(,,Jower-bound*)

(*) Alle sechs '*C-markierten Analoga miissen als interne Standards verwendet werden.

10. Bericht iiber die Ergebnisse

10.1. Die Untersuchungsergebnisse miissen die Werte der einzelnen nicht
dioxindhnlichen PCB und der Summe solcher PCB-Kongenere enthal-
ten, angegeben als Untergrenze (,,lower-bound*), Obergrenze (,,upper-
bound®) und Mittelwert (,,medium-bound*), damit moglichst viele In-
formationen in den Untersuchungsberichten enthalten sind und die Er-
gebnisse somit entsprechend den speziellen Anforderungen interpretiert
werden konnen.

10.2. In dem Bericht muss das zur Extraktion der PCB angewendete Ver-
fahren genannt werden.

10.3. Die Wiederfindungsraten der einzelnen internen Standards sind zur
Verfiigung zu stellen, falls die Wiederfindungen aufBlerhalb des unter
Nummer 7 genannten Bereichs liegen, falls die Gehalte in den Proben
den Hochstgehalt iiberschreiten sowie in anderen Fillen auf Anfrage.

10.4. Da bei der Entscheidung iiber die Konformitét einer Probe die erwei-
terte Messunsicherheit zu beriicksichtigen ist, ist dieser Parameter
ebenfalls vorzulegen. Das Analyseergebnis ist als x £ U anzugeben,
wobei x das Analyseergebnis darstellt und U die erweiterte Messunsi-
cherheit unter Verwendung eines Erweiterungsfaktors von 2, was ei-
nem Vertrauensniveau von ca. 95 % entspricht.

10.5. Die Ergebnisse sind in denselben Einheiten und mit mindestens dersel-
ben Anzahl signifikanter Stellen anzugeben wie die in der Richt-
linie 2002/32/EG festgelegten Hochstgehalte.

B. EUROPAISCHE NORMEN (EN)

Fir die Anwendung von Artikel 34 Absatz 2 Buchstabe a der Verordnung
(EU) 2017/625 sind die folgenden europdischen Normen maligeblich:

('%) Siehe FuBnote 37.
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EN 17194: Futtermittel — Probenahme- und Untersuchungsverfahren — Be-
stimmung von Deoxynivalenol, Aflatoxin Bl, Fumonisin Bl und B2, T-2-
und HT-2-Toxine, Zearalenon und Ochratoxin A in Einzelfuttermitteln und
Mischfuttermitteln mittels LC-MS/MS

EN 17270: Futtermittel — Probenahme- und Untersuchungsverfahren — Be-
stimmung von Theobromin in Einzel- und Mischfuttermitteln, einschlielich
aus Kakao gewonnenen Bestandteilen, mittels Fliissigchromatographie

EN 17504: Futtermittel — Probenahme- und Untersuchungsverfahren — Be-
stimmung von Gossypol in Baumwollsamen und Futtermitteln mittels LC-
MS/MS

EN 17362: Futtermittel — Probenahme- und Untersuchungsverfahren — Be-
stimmung von Pentachlorphenol (PCP) in Futtermittel und Mischfuttermittel
mittels LC-MS/MS

EN 16279: Futtermittel — Bestimmung des Fluoridgehaltes nach Salzséure-Be-
handlung mit ionensensitiver Elektrode (ISE)

EN 17053: Futtermittel — Probenahme- und Untersuchungsverfahren — Be-
stimmung von Spurenelementen, Schwermetallen und anderen Elementen in
Futtermitteln mittels ICP-MS (Multimethode)

EN 15550: Futtermittel — Probenahme- und Untersuchungsverfahren — Be-
stimmung von Cadmium und Blei mittels Graphitrohrofen-Atomabsorptions-
spektrometrie (GF-AAS) nach Druckaufschluss

EN 16206: Futtermittel — Bestimmung von Arsen mit Atomabsorptionsspek-
trometrie-Hydridtechnik (HD-AAS) nach Mikrowellen-Druckaufschluss (Auf-
schluss mit 65 % Salpetersdure und 30 % Wasserstoffperoxid)

EN 16277: Futtermittel — Bestimmung von Quecksilber mit Kaltdampf-Atom-
absorptionsspektrometrie (KD-AAS) nach Mikrowellen-Druckaufschluss (Ex-
traktion mit 65 % Salpetersdure und 30 % Wasserstoffperoxid)

EN 16278: Futtermittel — Bestimmung von anorganischem Arsen mit Atom-
absorptionsspektrometrie-Hydridtechnik (HD-AAS) nach Mikrowellen-Extrak-
tion und Trennung durch Festphasenextraktion (SPE)

EN 17374: Futtermittel — Probenahme- und Untersuchungsverfahren — Be-
stimmung von anorganischem Arsen in Futtermittel mittels Anionenaustausch
HPLC-ICP-MS
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ANHANG VI

ANALYSEMETHODEN ZUR BESTIMMUNG DER BESTANDTEILE
TIERISCHEN URSPRUNGS BEI DER AMTLICHEN

2.1.1.

UNTERSUCHUNG VON FUTTERMITTELN

ZWECK UND ANWENDUNGSBEREICH

Die Bestimmung von Bestandteilen tierischen Ursprungs in Fut-
termitteln wird nach den Bestimmungen dieses Anhangs mithilfe
der Lichtmikroskopie oder der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
vorgenommen.

Mit diesen beiden Methoden konnen Bestandteile tierischen Ur-
sprungs in Vormischungen, Einzelfuttermitteln und Mischfutter-
mitteln nachgewiesen werden. Die Berechnung der Menge solcher
Bestandteile in Vormischungen, Einzelfuttermitteln und Mischfut-
termitteln ist mit ihnen jedoch nicht moglich. Bei beiden Metho-
den liegt die Nachweisgrenze unter 0,1 % (m/m).

Mit der PCR-Methode lésst sich die taxonomische Gruppe der in
Vormischungen, Einzelfuttermitteln und Mischfuttermitteln vor-
handenen Bestandteile tierischen Ursprungs ermitteln.

Die Methoden werden eingesetzt, um die Anwendung der Verbote
gemil Artikel 7 Absatz 1 der Verordnung (EG) Nr. 999/2001 des
Europdischen Parlaments und des Rates ('), Anhang IV der genann-
ten Verordnung sowie Artikel 11 Absatz 1 der Verordnung (EG)
Nr. 1069/2009 des Europdischen Parlaments und des Rates (?) zu
iiberwachen.

Abhingig von der Art des zu untersuchenden Futtermittels konnen
diese Methoden fiir eine Untersuchung entweder einzeln oder
kombiniert nach der Standardarbeitsanweisung (SOP) angewandt
werden, die das EU-Referenzlabor fiir tierische Proteine in Futter-
mitteln (EURL-AP) erstellt und auf seiner Website (°) verdffent-
licht hat.

METHODEN

Lichtmikroskopie
Grundsatz

Die Bestandteile tierischen Ursprungs, die in zur Analyse versand-
ten Vormischungen, Einzelfuttermitteln und Mischfuttermitteln
vorhanden sein kénnen, werden anhand charakteristischer und mi-
kroskopisch erkennbarer Merkmale, zum Beispiel Muskelfasern
und andere Fleischpartikel, Knorpel, Knochen, Horn, Haare, Bors-
ten, kutikuldre Fragmente von Wirbellosen, tracheale Strukturen
von Insekten, Blutprodukte, Milchkiigelchen, Laktosekristalle, Fe-
dern, Eierschalen, Griten und Schuppen identifiziert.

(") Verordnung (EG) Nr. 999/2001 des Europdischen Parlaments und des Rates vom 22. Mai

2001 mit Vorschriften zur Verhiitung, Kontrolle und Tilgung bestimmter transmissibler
spongiformer Enzephalopathien (ABI. L 147 vom 31.5.2001, S. 1).

(® Verordnung (EG) Nr. 1069/2009 des Europédischen Parlaments und des Rates vom
21. Oktober 2009 mit Hygienevorschriften fiir nicht fiir den menschlichen Verzehr

bestimmte

Nr. 1774/2002 (Verordnung iber tierische Nebenprodukte) (ABL. L 300 vom

tierische Nebenprodukte und zur Aufhebung der Verordnung (EG)

14.11.2009, S. 1).
() https://www.eurl.craw.eu/legal-sources-and-sops/method-of-reference-and-sops/



02009R0152 — DE — 14.05.2025 — 010.001 — 154

2.1.2.
2.1.2.1.
2.1.2.1.1.

2.1.2.1.2.

2.1.2.1.3.

2.1.2.1.4.

2.1.2.1.5.

2.1.2.1.6.

Mikroskopische Untersuchungen werden nach Vorbereitung der
Proben mittels Sedimentation durchgefiihrt.

Die Proben durchlaufen eine Sedimentationsphase wie folgt:

a) zum Nachweis anderer Bestandteile tierischen Ursprungs als von
wirbellosen Landtieren: eine einmalige Sedimentation mit Tetra-
chlorethylen (TCE) gemd der Beschreibung unter Num-
mer 2.1.3.4.3;

b) zum Nachweis von Bestandteilen wirbelloser Landtiere: eine
zweimalige Sedimentation mit Petrolether/Tetrachlorethylen (PE/
TCE) geméil der Beschreibung unter Nummer 2.1.3.4.4.

Reagenzien und Gerdte
Reagenzien
Konzentrationsmittel

— Tetrachlorethylen (Dichte 1,62).
— Petrolether (PE), Siedepunkt 40-60 °C (Dichte 0,65)

Nachweisreagenz

— Alizarinrot-Losung (2,5 ml 1 M Salzsdure in 100 ml Wasser
16sen und dieser Losung 200 mg Alizarinrot zufiigen)

Einbettungsmedien

— Lauge (NaOH, Massenkonzentration = 2,5 %, oder KOH,
Massenkonzentration = 2,5 %)

— Glycerin (unverdiinnt, Viskositdt: 1490 cP) oder ein Einbet-
tungsmedium mit gleichwertigen Eigenschaften fiir Nicht-Dau-
erpraparate

— Norland ® Optical Adhesive 65 (Viskositit: 1 200 cP) oder ein
Harz mit gleichwertigen Eigenschaften fiir Dauerpréparate

Farbende Einbettungsmedien
— Lugolsche Loésung (2 g Kaliumiodid in 100 ml Wasser 16sen
und unter hdufigem Schiitteln 1 g lod zufiigen)

— Cystin-Reagenz (2 g Bleiacetat, 10 g NaOH/100 ml Wasser)

— Fehlingsche Losung (vor Gebrauch aus &dquivalenten Teilen
zweier Stammlosungen A und B zubereitet. Losung A: 6,9 g
Kupfer(Il)-sulfatpentahydrat in 100 ml Wasser losen. Lo-
sung B: 34,6 g Kaliumnatriumtartrat-Tetrahydrat und 12 g
NaOH in 100 ml Wasser losen)

— Tetramethylbenzidin/Wasserstoffperoxid (1 g 3,3°,5,5’-Tet-
ramethylbenzidin (TMB) in 100 ml Eisessig und 150 ml Was-
ser 1osen. Vor Gebrauch 4 Teile dieser TMB-LOsung mit
1 Teil 3%igem Wasserstoffperoxid mischen)

Spitilmittel

— Ethanol > 96 % (technische Qualitit)
— Aceton (technische Qualitit)

Bleichmittel

— Handelsiibliche Natriumhypochlorit-Losung (9-14 % aktives
Chlor)
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2.1.2.2.

2.1.3.
2.1.3.1.

Gerite

— Analysenwaage mit einer Genauigkeit von 0,001 g

— Zerkleinerungsgerite: Messer oder Rotormiihle. Wird eine Ro-
tormiihle verwendet, so sind Siebe von < 0,5 mm verboten.

— Siebe mit rechteckigen Maschen von 0,25 und 1 mm Weite.
Aufler fiir das Vorsieben der Proben darf der Durchmesser der
Siebe hochstens 10 cm betragen, um Materialverluste zu ver-
meiden. Die Kalibrierung der Siebe ist nicht erforderlich.

— Gldserner Scheidetrichter von 250 ml mit konischem Boden,
unten verschlossen mit einem Absperrhahn aus Teflon oder
Schliffglas. Offnung im Absperrhahn > 4 mm Durchmesser.
Alternativ kann — nur fiir eine einmalige Sedimentation mit
TCE — auch ein Absetzbecher mit konischem Boden verwen-
det werden, wenn das Labor bewiesen hat, dass die Nachweis-
grenzen denjenigen bei Verwendung des Scheidetrichters
gleichwertig sind.

250 ml

4 mm Durchmesser

Scheidetrichter

— Stereo-Auflicht-Mikroskop mit mindestens 6,5- bis 40-facher
Vergroferung

— Zusammengesetztes Mikroskop mit mindestens 100- bis 400-
facher VergroBlerung, mit Hellfeld-Durchlicht. Zusétzlich kon-
nen auch Verfahren mit polarisiertem Licht und Differenzial-
Interferenzkontrast eingesetzt werden.

— StandardméBige Laborglasausriistung

— Ausriistung  fiir die Objekttragervorbereitung: herkdmmliche
Objekttrager, Hohlschliff-Objekttrager, Deckglaser
(20 x 20 mm), Pinzette, feiner Spatel

— Laborofen
— Zentrifuge
— Filterpapier: qualitativer Zellulosefilter (Porengrofie 4-11 pum)

Probenahme und Probenvorbereitung
Probenahme

Untersucht wird eine reprdsentative Probe, die gemidl Anhang I
entnommen wurde.
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2.1.3.1.1.

2.1.3.1.2.

2.1.3.2.

2.1.3.3.

2.1.3.4.
2.1.34.1.

2.1.3.4.2.

Trocknung der Proben

Proben mit einem Feuchtigkeitsgehalt > 14 % werden vor Ge-
brauch gemifl Anhang III getrocknet.

Vorsieben der Proben

Um Informationen iiber eine mdgliche Verunreinigung der Futter-
mittel durch die Umwelt (Umweltkontamination) zu erhalten, wird
empfohlen, pelletierte Futtermittel und Kerne bis zu einer GroBe
von 1 mm vorzusieben und die beiden Fraktionen, die als unter-
schiedliche Proben zu betrachten sind, dann getrennt zu préparie-
ren, zu untersuchen und zu melden.

Vorsichtsmafinahmen

Um eine Kreuzkontamination im Labor zu vermeiden, sind sdmt-
liche wiederverwendbaren Geréte vor Gebrauch sorgfiltig zu rei-
nigen. Scheidetrichter werden vor dem Reinigen in ihre Einzelteile
zerlegt. Glas- und sonstige Teile der Scheidetrichter werden von
Hand vorgewaschen und dann in der Spiilmaschine gewaschen.
Siebe sind mit einer Biirste mit steifen Synthetikborsten zu rei-
nigen. Nach dem Sieben von fetthaltigem Material wie Fischmehl
ist eine abschlieBende Reinigung der Siebe mit Aceton und Druck-
luft zu empfehlen.

Vorbereitung von Proben aus Fett oder Ol

Fiir die Vorbereitung von Proben aus Fett gilt folgender Ablauf:

— Handelt es sich um festes Fett, so wird es in einem Ofen
erhitzt, bis es fliissig ist;

— der Probe werden mittels einer Pipette am Boden 40 ml Fett
entnommen und in ein Zentrifugenréhrchen gegeben;

— die Probe wird 10 Minuten bei 4 000 Umdrehungen/Minute
zentrifugiert;

— ist das Fett nach dem Zentrifugieren fest, so wird es in einem
Ofen erhitzt, bis es fliissig ist;

— die Probe wird erneut 5 Minuten bei 4 000 Umdrehungen/Mi-
nute zentrifugiert;

— mithilfe eines kleinen Loffels oder eines Spatels wird eine
Halfte der abgegossenen Verunreinigungen zur mikroskopi-
schen Untersuchung auf Objekttrager aufgebracht; als Einbet-
tungsmedium wird Glycerin empfohlen;

— der Rest der Verunreinigungen wird zur Vorbereitung des Se-
diments nach der Beschreibung unter Nummer 2.1.3.4.3, erster
Gedankenstrich, verwendet.

Derselbe Untersuchungsablauf — mit Ausnahme des ersten und
des vierten Gedankenstrichs — ist bei der Vorbereitung von Pro-
ben aus Ol zu befolgen.

Vorbereitung anderer Proben als Fett oder Ol

Herstellung von Teilproben und Zerkleinern: Von mindestens 50 g
der Probe werden Teilproben fiir die Untersuchung hergestellt und
anschliefend zerkleinert.

Vorbereitung von Ausgangsmaterial: Eine Menge von mindestens
5 g der zerkleinerten Teilprobe ist zu préiparieren. Das Material
wird auf eine PartikelgroBe von 0,25 mm heruntergesiebt; beide
Fraktionen werden untersucht.
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2.1.3.4.3. Einmalige Sedimentation mit TCE zum Nachweis anderer Be-
standteile tierischen Ursprungs als von wirbellosen Landtieren.

— Extraktion und Vorbereitung des Sediments:

10 g (bis auf 0,01 g genau) der zerkleinerten Teilprobe werden
in den Scheidetrichter bzw. Absetzbecher mit konischem Bo-
den gegeben und mit 50 ml TCE ergédnzt. Bei Fischmehl oder
anderen reinen tierischen Erzeugnissen, mineralischen Zutaten
oder Vormischungen mit mehr als 10 % Sediment wird nur
eine Menge von 3 g in den Trichter gegeben. Das Gemisch
mindestens 30 s lang kréftig schiitteln; dann vorsichtig min-
destens 50 ml TCE hinzugeben, wobei darauf zu achten ist,
dass von der Innenwand des Trichters sdamtliche anhaftenden
Partikel abgespiilt werden. Die entstandene Losung mindestens
5 min stehen lassen und dann das Sediment durch Offnen des
Absperrhahns abscheiden.

Bei Gebrauch eines Absetzbechers mit konischem Boden das
Gemisch mindestens 15 s kréftig schiitteln; an der Innenseite
des Bechers haftende Partikel mit mindestens 10 ml reinem
TCE sorgfiltig in das Gefdl hineinspiilen. Die Losung 3 min
stehen lassen und wieder 15 s schiitteln; noch an der Innen-
seite des Bechers haftende Partikel mit mindestens 10 ml rei-
nem TCE sorgfiltig hineinspiilen. Die entstandene Losung
mindestens 5 min stehen lassen; dann die fliissige Fraktion
durch vorsichtiges Abgielen trennen und beseitigen, wobei
das Sediment vollstindig erhalten bleiben muss.

Das Sediment wird auf einem in einen Trichter eingelegten
Filterpapier aufgefangen, damit das verbleibende TCE getrennt
werden kann, ohne dass sich Fett in das Sediment ablagert.
Das Sediment wird getrocknet. Es wird empfohlen, das Sedi-
ment anschlieBend (auf 0,001 g genau) auszuwiegen, um die
Sedimentationsphase zu kontrollieren. SchlieBlich wird das Se-
diment auf eine PartikelgroBe von 0,25 mm heruntergesiebt
und beide Fraktionen werden untersucht, es sei denn, das Sie-
ben wird nicht fiir notwendig erachtet.

— Extraktion und Vorbereitung des Flotats:

Nach Erhalt des Sediments mit der oben beschriebenen Me-
thode miissen zwei Phasen im Scheidetrichter verbleiben: eine
aus TCE bestehende fliissige Phase und eine aus aufschwim-
mendem Material bestehende feste Phase. Diese feste Phase ist
das Flotat, das gewonnen wird, indem man das TCE durch
Offnen des Absperrhahns vollstindig ablaufen ldsst. Das Flotat
wird aus dem Scheidetrichter in eine grofle Petrischale gekippt
und im Abzug luftgetrocknet. Es wird auf eine Partikelgrofle
von 0,25 mm heruntergesiebt, und beide Fraktionen werden
untersucht.

— Gebrauch von Nachweisreagenzien:

Zur korrekten Bestimmung der Bestandteile tierischen Ur-
sprungs kann der Untersuchende bei der Probenvorbereitung
Férbereagenzien verwenden, wie vom EURL-AP in den auf
seiner Website verdffentlichten Leitlinien beschrieben.
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2.1.3.4.4.

Bei Verwendung von Alizarinrot-Losung zum Férben des Se-
diments gilt folgender Ablauf:

— Das getrocknete Sediment in ein Reagenzglas fiillen und 2-
mal mit etwa 5 ml Ethanol spiilen (jedes Mal 30 s durch-
mischen, nach etwa 1 min 30 s Absetzzeit wird das Lo-
sungsmittel abgegossen).

— Das Sediment durch Zusatz von mindestens 1 ml Natrium-
hypochloritlosung bleichen. 10 min reagieren lassen. Da-
nach das Reagenzglas mit Wasser fiillen, nach einer Ab-
setzzeit des Sediments von 2-3 min das Wasser und die
suspendierten Partikel vorsichtig abschiitten.

— Das Sediment noch 2-mal mit etwa 10 ml Wasser spiilen
(30 s durchmischen, absetzen lassen und das Wasser jedes
Mal abgieflen).

— 2 bis 10 Tropfen Alizarinrot-Losung hinzugeben und
durchmischen. 30 s reagieren lassen, dann das gefirbte
Sediment 2-mal mit etwa 5 ml Ethanol und einmal mit
Aceton spiilen (jedes Mal 30 s durchmischen, die Losung
etwa 1 min absetzen lassen und abgieflen).

— Das gefarbte Sediment trocknen.

Zweimalige Sedimentation mit PE/TCE zum Nachweis von Be-
standteilen wirbelloser Landtiere

Alle Phasen miissen in einem glidsernen Scheidetrichter von 250 ml
mit konischem Boden stattfinden, wie unter Nummer 2.1.2.2 vier-
ter Gedankenstrich beschrieben.

— 10 g (bis auf 0,01 g genau) der zerkleinerten Teilprobe werden

in den Scheidetrichter gegeben und zunéchst einer einmaligen
Sedimentation mit TCE geméaB der Beschreibung unter Num-
mer 2.1.3.4.3 unterzogen; das Sediment wird auf einem auf
einen Trichter gelegten Filterpapier aufgefangen. Dieses Sedi-
ment kann so verwendet werden wie das geméll der Beschrei-
bung unter Nummer 2.1.3.4.3 gewonnene Sediment.

Die zusammen mit dem Sediment abgeschiedene geringe
Menge an TCE wird in einen Messzylinder gegeben. Durch
Offnen des Absperrhahns des Scheidetrichters muss der Mess-
zylinder weiter gefiillt werden, bis eine Menge von 30 ml TCE
erreicht ist. Nach Erreichen dieser Menge wird der Absperr-
hahn geschlossen.

Diese TCE-Menge wird durch Zugabe von 30 ml Petrolether,
Siedepunkt 40-60 °C, in den Scheidetrichter ergénzt. Der In-
halt des Scheidetrichters wird griindlich gemischt, um ein Ge-
misch von 30 % PE/70 % TCE (mit einer Dichte von etwa
1,26 g/em™) zu erhalten. 10 min absetzen lassen. Es entstehen
zweil neue Fraktionen: ein zweites Sediment und ein endgiilti-
ges Flotat (< 1,26 g/cm"3 ). Das zweite Sediment wird in einer
Petrischale (oder auf einem auf einen Trichter gelegten Filter-
papier) aufgefangen, indem der Absperrhahn gedffnet wird, bis
nur noch eine geringe Menge des Losungsgemischs und das
endgiiltige Flotat im Scheidetrichter verbleiben. Die iibrige
Flussigkeit und das endgiiltige Flotat sind getrennt auf einem
auf einen Trichter gelegten Filterpapier aufzufangen. Die In-
nenwand des Scheidetrichters wird mit PE abgespiilt, um das
gesamte Material aus dem endgiiltigen Flotat aufzufangen. Das
endgiiltige Flotat trocknen lassen. AnschlieBend wird das end-
giiltige Flotat auf eine PartikelgroBe von 0,25 mm herunter-
gesiebt und beide Fraktionen werden im Hinblick auf den
Nachweis von Bestandteilen wirbelloser Landtiere untersucht,
es sei denn, das Sieben wird nicht fiir notwendig erachtet.
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2.1.4.
2.1.4.1.

2.1.4.2.

Mikroskopische Untersuchung
Vorbereitung der Objekttrager

Von dem Sediment und, je nach Préferenz des Untersuchenden,
von dem Flotat oder dem Ausgangsmaterial werden Objekttriger
prapariert. Gegebenenfalls sind — ausschlieflich zum Nachweis
von Bestandteilen wirbelloser Landtiere — auch Objekttriager von
dem gemdB der Beschreibung unter Nummer 2.1.3.4.4 gewonne-
nen endgiiltigen Flotat zu préparieren. Die beiden entstandenen
Fraktionen (fein und grob) werden pripariert. Die zur Unter-
suchung auf die Trdger gestrichenen Teile der Fraktionen sind
reprasentativ flir die gesamte Fraktion.

Die Zahl der préparierten Triger muss ausreichen, damit ein kom-
pletter Untersuchungsablauf nach Nummer 2.1.4.2 ausgefiihrt wer-
den kann.

Die Objekttrager werden nach der vom EURL-AP ausgearbeiteten
und auf seiner Website verdffentlichten SOP mit dem passenden
Einbettungsmedium eingedeckt. Auf den Tridgern werden Deck-
glaser platziert.

Untersuchungsablaufplan fiir den Nachweis tierischer Partikel in
Mischfuttermitteln, Einzelfuttermitteln und Vormischungen

Die préparierten Objekttrager werden geméB den Untersuchungs-
ablaufpldnen in den Abbildungen 1 und 2 untersucht.

Die mikroskopische Untersuchung des Sediments und, je nach
Priferenz des Untersuchenden, des Flotats oder des Ausgangs-
materials wird mit dem zusammengesetzten Mikroskop durch-
gefiihrt. Im Fall des Nachweises von Bestandteilen wirbelloser
Landtiere sind zusétzlich mikroskopische Untersuchungen des ge-
maf der Beschreibung unter Nummer 2.1.3.4.4 entsprechend Ab-
bildung 3 gewonnenen endgiiltigen Flotats durchzufiihren. Fiir die
groben Fraktionen kann zusétzlich auch ein Stereomikroskop ver-
wendet werden. Jedes Préparat wird mit unterschiedlicher Vergro-
Berung vollstdndig abgesucht. Genaue Erlduterungen zur Verwen-
dung der Ablaufpline sind in einer SOP enthalten, die das EURL-
AP erstellt und auf seiner Website verdffentlicht hat.

In jedem Schritt des Untersuchungsablaufplans ist die festgelegte
Mindestzahl von Préparaten zu untersuchen, es sei denn, das ge-
samte Material der Fraktion reicht dafiir nicht aus, beispielsweise
wenn kein Sediment erzielt wird. Bei jeder Bestimmung werden
hochstens 6 Préiparate zur Aufzeichnung der Partikelzahl unter-
sucht.

Werden von dem Flotat oder dem Ausgangsmaterial zusitzliche
Objekttrager mit einem spezifischeren fdarbenden Einbettungs-
medium gemdB Nummer 2.1.2.1.4 prépariert, um Strukturen (z. B.
Federn, Haare, Muskel- oder Blutpartikel) ndher zu charakterisie-
ren, die auf mit anderen Einbettungsmedien gemifl Num-
mer 2.1.2.1.3 préparierten Objekttragern nachgewiesen wurden,
so wird die Anzahl der Partikel auf der Grundlage einer Anzahl
von hochstens 6 Objekttragern pro Bestimmung gezahlt, ein-
schlieBlich der zusitzlichen Objekttrager mit einem spezifischeren
Einbettungsmedium. Die zusdtzlichen von dem geméil der Be-
schreibung unter Nummer 2.1.3.4.4 gewonnenen endgiiltigen Flo-
tat praparierten Objekttrager zum Nachweis von Bestandteilen
wirbelloser Landtiere werden fiir die Bestimmung anderer Arten
(Landwirbeltiere und Fische) nicht beriicksichtigt.

Fiir die Bestimmung von Art und Ursprung der Partikel kann der
Untersuchende Hilfsinstrumente wie Systeme zur Unterstlitzung
der Entscheidungsfindung, Bildarchive und Referenzproben hin-
zuziehen.
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Abbildung 1

Untersuchungsablaufplan nach einmaliger Sedimentation mit TCE fiir den Nachweis anderer tierischer Partikel
als von wirbellosen Landtieren in Mischfuttermitteln, Einzelfuttermitteln und Vormischungen (erste
Bestimmung)
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+
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Bericht
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(D1 und D2 beziehen sich jeweils auf die erste und auf die zweite Bestimmung; @
Landwirbeltiere, Fische)
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Abbildung 2

Untersuchungsablaufplan nach einmaliger Sedimentation mit TCE fiir den Nachweis anderer tierischer Partikel
als von wirbellosen Landtieren in Mischfuttermitteln, Einzelfuttermitteln und Vormischungen (zweite
Bestimmung)

3 Objekttrager von < 0,25 mm Sediment
+

1 Objekttrager < 0,25 mm Flotat oder Ausgangsmaterial
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> (1.25 mm Flotat oder Ausgangsmateyial

(D1 und D2 beziehen sich jeweils auf die erste und auf die zweite Bestimmung; (@
Landwirbeltiere, Fische)



02009R0152 — DE — 14.05.2025 — 010.001 — 162

Abbildung 3

Untersuchungsablaufplan nach zweimaliger Sedimentation mit PE/TCE fiir den Nachweis von Bestandteilen

wirbelloser Landtiere in Mischfuttermitteln, Einzelfuttermitteln und Vormischungen
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2.1.4.3.
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Bericht
iiber Probe fiir diese Art
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(D1 und D2 beziehen sich jewells auf die erste und auf die zweite Bestimmung)

Anzahl der Bestimmungen

Die Bestimmungen sind mit verschiedenen Teilproben von jeweils
50 g durchzufiihren.

Werden bei der ersten Bestimmung geméll dem Untersuchungs-
ablaufplan in Abbildung 1 bzw. Abbildung 3 keine tierischen
Partikel nachgewiesen, so ist keine weitere Bestimmung erforder-
lich, und iiber das Ergebnis der Analyse wird unter Verwendung
der Formulierung in Nummer 2.1.5.1 berichtet.

Werden bei der ersten Bestimmung gemél dem Untersuchungs-
ablaufplan in Abbildung 1 ein oder mehrere tierische Partikel
spezifischer Art (d. h. von Landwirbeltieren oder Fischen) nach-
gewiesen und bestétigt die Art der gefundenen Partikel den fiir die
Probe angegebenen Gehalt, so ist keine zweite Bestimmung er-
forderlich. Liegt bei der ersten Bestimmung die Anzahl der nach-
gewiesenen tierischen Partikel spezifischer Art iiber 5, so wird
iiber das Ergebnis der Analyse pro Art der Tiere unter Verwen-
dung der Formulierung in Nummer 2.1.5.3 berichtet. Andernfalls
wird tiber das Ergebnis der Analyse pro Art der Tiere unter Ver-
wendung der Formulierung in Nummer 2.1.5.2 berichtet.

Werden bei der ersten Bestimmung gemil dem Untersuchungs-
ablaufplan in Abbildung 3 mehr als 5 Partikel wirbelloser Land-
tiere nachgewiesen, so ist keine zweite Bestimmung erforderlich,
und iiber das Ergebnis der Analyse fiir diese Art wird unter Ver-
wendung der Formulierung in Nummer 2.1.5.3 berichtet.
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2.1.5.1.

2.1.5.2.

In allen anderen Fillen, einschlieflich wenn dem Labor keine
Angabe zum Gehalt vorgelegt wurde, wird eine zweite Bestim-
mung mit einer neuen Teilprobe durchgefiihrt. Liegt nach der
zweiten Bestimmung gemill dem Untersuchungsablaufplan in Ab-
bildung 2 bzw. Abbildung 3 die Summe der in den zwei Durch-
gingen nachgewiesenen tierischen Partikel spezifischer Art
iiber 10, so wird tiber das Ergebnis der Analyse pro Art der Tiere
unter Verwendung der Formulierung in Nummer 2.1.5.3 berichtet.
Andernfalls wird tiber das Ergebnis der Analyse pro Art der Tiere
unter Verwendung der Formulierung in Nummer 2.1.5.2 berichtet.

Formulierung der Ergebnisse

In seinem Bericht iiber die Ergebnisse gibt das Labor an, welche
Art von Material (Sediment, Flotat, endgiiltiges Flotat oder Aus-
gangsmaterial) analysiert wurde. Aus dem Bericht muss eindeutig
hervorgehen, wie viele Bestimmungen durchgefiihrt wurden und
ob die Fraktionen vor der Vorbereitung der Objekttrager nicht
gemdl Nummer 2.1.3.4.3 erster Gedankenstrich dritter Absatz
oder Nummer 2.1.3.4.4 dritter Gedankenstrich gesiebt wurden.

Der Laborbericht enthélt zumindest Informationen tiber das Vor-
handensein von Bestandteilen, die von Landwirbeltieren und von
Fischen stammen.

Die verschiedenen Félle werden wie folgt dargestellt:

Kein tierisches Partikel spezifischer Art nachgewiesen:

— ,,Soweit mit dem Lichtmikroskop erfassbar, wurde in der vor-
liegenden Probe kein Partikel von Landwirbeltieren nach-
gewiesen.*

— ,,Soweit mit dem Lichtmikroskop erfassbar, wurde in der vor-
liegenden Probe kein Partikel von Fischen nachgewiesen.*

— ,,Soweit mit dem Lichtmikroskop erfassbar, wurde in der vor-
liegenden Probe kein Partikel von wirbellosen Landtieren
nachgewiesen.

Zwischen 1 und 5 tierische Partikel spezifischer Art nachgewie-
sen, wenn nur eine Bestimmung durchgefithrt wurde, oder zwi-
schen 1 und 10 Partikel spezifischer Art nachgewiesen, wenn zwei
Bestimmungen durchgefiihrt wurden (die Anzahl der festgestellten
Partikel liegt unter der Entscheidungsgrenze, die in den SOP des
EURL-AP festgelegt und auf seiner Website verdffentlicht wurde):

Wenn nur eine Bestimmung durchgefiihrt wurde:

— ,Soweit mit dem Lichtmikroskop erfassbar, wurden in der
vorliegenden Probe nicht mehr als 5 Partikel von Landwirbel-
tieren nachgewiesen. Die Partikel wurden als ... [Knochen,
Knorpel, Muskelgewebe, Haare, Horn, Sonstiges (bitte an-
geben)] erkannt. Diese geringe Zahl liegt unter der fiir diese
mikroskopische Methode festgelegten Entscheidungsgrenze.

— ,,Soweit mit dem Lichtmikroskop erfassbar, wurden in der
vorliegenden Probe nicht mehr als 5 Partikel von Fischen
nachgewiesen. Die Partikel wurden als ... [Gréten, Schuppen,
Knorpel, Muskelgewebe, Otolith, Kiemen, Sonstiges (bitte an-
geben)] erkannt. Diese geringe Zahl liegt unter der fiir diese
mikroskopische Methode festgelegten Entscheidungsgrenze.
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2.1.5.3.

Wenn zwei Bestimmungen durchgefiihrt wurden:

— ,,Soweit mit dem Lichtmikroskop erfassbar, wurden in der
vorliegenden Probe in den zwei Durchgéingen nicht mehr als
10 Partikel von Landwirbeltieren nachgewiesen. Die Partikel
wurden als ... [Knochen, Knorpel, Muskelgewebe, Haare,
Horn, Sonstiges (bitte angeben)] erkannt. Diese geringe Zahl
liegt unter der fiir diese mikroskopische Methode festgelegten
Entscheidungsgrenze.

— ,,Soweit mit dem Lichtmikroskop erfassbar, wurden in der
vorliegenden Probe in den zwei Durchgéngen nicht mehr als
10 Partikel von Fischen nachgewiesen. Die Partikel wurden als
... [Gréten, Schuppen, Knorpel, Muskelgewebe, Otolith, Kie-
men, Sonstiges (bitte angeben)] erkannt. Diese geringe Zahl
liegt unter der fiir diese mikroskopische Methode festgelegten
Entscheidungsgrenze.

— ,,Soweit mit dem Lichtmikroskop erfassbar, wurden in der
vorliegenden Probe in den zwei Durchgéngen nicht mehr als
10 Partikel von wirbellosen Landtieren nachgewiesen. Die Par-
tikel wurden als ... [kutikuldre Fragmente, Mundwerkzeuge,
Muskeln, tracheale Strukturen, Sonstiges (bitte angeben)] er-
kannt. Diese geringe Zahl liegt unter der fiir diese mikrosko-
pische Methode festgelegten Entscheidungsgrenze.

AuBerdem gilt Folgendes:

— Wurde die Probe zuvor gesiebt, so gibt das Labor an, in wel-
cher Fraktion (gesiebt, pelletiert oder Kerne) die tierischen
Partikel nachgewiesen wurden, da nur in der gesiebten Frak-
tion nachgewiesene tierische Partikel auf eine Umweltkontami-
nation hindeuten koénnen.

— Werden nur tierische Partikel nachgewiesen, die weder als
Landwirbeltiere noch als Fische eingestuft werden konnen
(z. B. Muskelfasern), so ist in dem Bericht anzugeben, dass
nur solche tierische Partikel nachgewiesen wurden und nicht
ausgeschlossen werden kann, dass sie von Landwirbeltieren
stammen.

Mehr als 5 tierische Partikel spezifischer Art nachgewiesen, wenn
nur eine Bestimmung durchgefiihrt wurde, oder mehr als 10 Par-
tikel spezifischer Art nachgewiesen, wenn zwei Bestimmungen
durchgefiihrt wurden:

Wenn nur eine Bestimmung durchgefiihrt wurde:

— ,Soweit mit dem Lichtmikroskop erfassbar, wurden in der
vorliegenden Probe mehr als 5 Partikel von Landwirbeltieren
nachgewiesen. Die Partikel wurden als ... [Knochen, Knorpel,
Muskelgewebe, Haare, Horn, Sonstiges (bitte angeben)] er-
kannt.*

— ,Soweit mit dem Lichtmikroskop erfassbar, wurden in der
vorliegenden Probe mehr als 5 Partikel von Fischen nach-
gewiesen. Die Partikel wurden als ... [Griten, Schuppen,
Knorpel, Muskelgewebe, Otolith, Kiemen, Sonstiges (bitte an-
geben)] erkannt.*

— ,,Soweit mit dem Lichtmikroskop erfassbar, wurden in der
vorliegenden Probe mehr als 5 Partikel von wirbellosen Land-
tieren nachgewiesen. Die Partikel wurden als ... [kutikuldre
Fragmente, Mundwerkzeuge, Muskeln, tracheale Strukturen,
Sonstiges (bitte angeben)] erkannt.*
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2.2.1.

222,
222.1.
22.2.1.1.

22.2.1.2.

Wenn zwei Bestimmungen durchgefiihrt wurden:

— ,Soweit mit dem Lichtmikroskop erfassbar, wurden in der
vorliegenden Probe in den zwei Durchgéngen mehr als 10 Par-
tikel von Landwirbeltieren nachgewiesen. Die Partikel wurden
als ... [Knochen, Knorpel, Muskelgewebe, Haare, Horn, Sons-
tiges (bitte angeben)] erkannt.*

— ,,Soweit mit dem Lichtmikroskop erfassbar, wurden in der
vorliegenden Probe in den zwei Durchgidngen mehr als 10 Par-
tikel von Fischen nachgewiesen. Die Partikel wurden als ...
[Griten, Schuppen, Knorpel, Muskelgewebe, Otolith, Kiemen,
Sonstiges (bitte angeben)] erkannt.*

— ,Soweit mit dem Lichtmikroskop erfassbar, wurden in der
vorliegenden Probe in den zwei Durchgéngen mehr als 10 Par-
tikel von wirbellosen Landtieren nachgewiesen. Die Partikel
wurden als ... [kutikuldre Fragmente, Mundwerkzeuge, Mus-
keln, tracheale Strukturen, Sonstiges (bitte angeben)] erkannt.*

AuBerdem gilt Folgendes:

— Wurde die Probe zuvor gesiebt, so gibt das Labor an, in wel-
cher Fraktion (gesiebt, pelletiert oder Kerne) die tierischen
Partikel nachgewiesen wurden, da nur in der gesiebten Frak-
tion nachgewiesene tierische Partikel auf eine Umweltkontami-
nation hindeuten kdnnen.

— Werden nur tierische Partikel nachgewiesen, die weder als
Landwirbeltiere noch als Fische eingestuft werden konnen
(z. B. Muskelfasern), so ist in dem Bericht anzugeben, dass
nur solche tierische Partikel nachgewiesen wurden und nicht
ausgeschlossen werden kann, dass sie von Landwirbeltieren
stammen.

PCR
Grundsatz

Aus Desoxyribonucleinsdure (DNA) bestehende Fragmente tieri-
schen Ursprungs, die in Einzelfuttermittel und Mischfuttermitteln
vorhanden sein konnen, werden durch PCR mit einer Genampli-
fikationstechnik nachgewiesen, die nach tierartspezifischen DNA-
Sequenzen sucht.

Fiir die PCR-Methode muss zundchst DNA extrahiert werden. Der
Amplifikationsschritt wird anschlieBend an dem so erhaltenen
DNA-Extrakt durchgefiihrt, um die Tierart nachzuweisen, auf die
untersucht wird.

Reagenzien und Gerdte
Reagenzien
Reagenzien fiir die DNA-Extraktion

Nur vom EURL-AP genehmigte und auf dessen Website ver-
offentlichte Reagenzien diirfen verwendet werden.

Reagenzien fiir die genetische Amplifikation
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222.1.2.1.

222122,

222.1.23.

222.123.1.
2221232
2.22.1.233.

2222,

2222.1.
22222,
22.223.
22224
22.2.25.
2.2.2.2.6.

222217.
2.2.3.
2.23.1.

2232

2.2.4.

Primer und Sonden

Nur Primer und Sonden mit vom EURL-AP validierten Oligo-
nucleotid-Sequenzen diirfen verwendet werden (').

Master Mix

Nur Master-Mix-Losungen ohne Reagenzien, die zu falschen Er-
gebnissen fiihren konnen, diirfen verwendet werden (?).

Dekontaminations-Reagenzien
Salzsdure-MaBlosung (0,1 N)
Bleichmittel (Natriumhypochlorit-Lsung, 0,15 % aktives Chlor)

Nicht &dtzende Reagenzien fiir die Dekontamination kostspieliger
Gerite wie Analysewaagen (z. B. DNA Erase™ von MP Biome-
dicals)

Gerite

Analysenwaage mit einer Genauigkeit von 0,001 g
Zerkleinerungsgerite

Thermocycler fiir Echtzeit-PCR

Mikrozentrifuge flir entsprechende Reaktionsgefdf3e

Satz von Mikropipetten fiir das Pipettieren von 1 bis 1000 ul

In der Molekularbiologie iibliche Verbrauchsmaterialien: Mikro-
zentrifugen-Rohrchen, Kunststofffilterspitzen fiir Mikropipetten,
geeignete Reaktionsgefdfie fiir den Thermocycler

Kiihlschrianke fiir die Lagerung von Proben und Reagenzien
Probenahme und Probenvorbereitung
Probenahme

Untersucht wird eine représentative Probe, die nach der Beschrei-
bung in Anhang I entnommen wurde.

Probenvorbereitung

Die Vorbereitung von Laborproben bis hin zur Extraktion der
DNA entspricht den Anforderungen in Anhang II. Von mindestens
50 g der Probe werden Teilproben fiir die Untersuchung her-
gestellt und anschlieend zerkleinert.

Die Proben werden gemill ISO 24276 in einem anderen als den
Réumen vorbereitet, in denen DNA extrahiert und vermehrt wird.

Es werden zwei Testmengen zu je mindestens 100 mg vorbereitet.
Extraktion der DNA
Die DNA wird nach der vom EURL-AP ausgearbeiteten und auf

seiner Website veroffentlichten SOP aus beiden Testmengen ex-
trahiert.

Fiir jede Extraktionsserie werden nach ISO 24276 zwei Extrakti-
onskontrollen vorbereitet:

— eine Extraktionsblindkontrolle,

— eine positive DNA-Extraktionskontrolle.

(") Die Liste dieser Primer und Sonden fiir die einzelnen gesuchten Tierarten findet sich auf

der Website des EURL-AP.
(?) Beispiele brauchbarer Master Mixes finden sich auf der Website des EURL-AP.
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2.2.5.

2.2.6.

2.2.6.1.

2.2.6.2.

Genetische Amplifikation

Die genetische Amplifikation geschieht anhand von Methoden, die
fiir die zu bestimmenden Tierarten validiert wurden. Diese Me-
thoden sind in der vom EURL-AP ausgearbeiteten und auf seiner
Website veroffentlichten SOP beschrieben. Jedes DNA-Extrakt ist
in mindestens zwei unterschiedlichen Verdiinnungen zu unter-
suchen, um die Inhibition zu bewerten.

Fiir jede Zieltierart werden nach ISO 24276 zwei Amplifikations-
kontrollen vorbereitet:

— fiir jede Schale oder PCR-Versuchsreihe eine positive DNA-
Zielkontrolle,

— fiir jede Schale oder PCR-Versuchsreihe eine Kontrolle der
Amplifikationsreagenzien (auch no template control).

Interpretation und Formulierung der Ergebnisse

Bei der Berichterstattung iiber die Ergebnisse gibt das Labor zu-
mindest das Gewicht der Testmengen, die Extraktionstechnik, die
Zahl der durchgefiihrten Bestimmungen und die Nachweisgrenze
der Methode an.

Ergebnisse werden nicht interpretiert und berichtet, wenn die po-
sitive DNA-Extraktionskontrolle und die positiven DNA-Zielkon-
trollen keine positiven Ergebnisse fiir das gesuchte Ziel ergeben
und die Amplifikationsreagenz-Kontrolle gleichzeitig negativ ist.

Stimmen die Ergebnisse der beiden Testmengen nicht iiberein, ist
zumindest die genetische Amplifikation zu wiederholen. Geht das
Labor davon aus, dass dies an den DNA-Extrakten liegen kann,
wird vor der Interpretation der Ergebnisse erneut DNA extrahiert
und vermehrt.

Die abschlieBende Formulierung der Ergebnisse stiitzt sich auf die
Integration und Interpretation der Ergebnisse der beiden Testmen-
gen nach der vom EURL-AP ausgearbeiteten und auf seiner Web-
site veroffentlichten SOP.

Negatives Ergebnis
Uber ein negatives Ergebnis wird wie folgt berichtet:

In der vorliegenden Probe wurde keine DNA von X nachgewiesen
(wobei X die Tierart oder Gruppe von Tierarten ist, auf die un-
tersucht wird).

Positives Ergebnis
Uber ein positives Ergebnis wird wie folgt berichtet:

In der vorliegenden Probe wurde DNA von X nachgewiesen (wo-
bei X die Tierart oder Gruppe von Tierarten ist, auf die untersucht
wird).
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ANHANG VII

METHODE ZUR BERECHNUNG DES ENERGIEGEHALTS VON
FUTTERMITTELN FUR GEFLUGEL

1. BERECHNUNGSMETHODE UND FORMEL DES ENERGIEGEHALTS

Der Energiegehalt von Mischfuttermitteln fiir Gefliigel muss anhand der pro-
zentualen Anteile bestimmter analytischer Bestandteile der Futtermittel nach
nachstehender Formel berechnet werden. Dieser Wert wird in Megajoules
(MJ) umsetzbarer, N-korrigierter Energie (ME) je kg Mischfuttermittel aus-
gedriickt und nach folgender Formel berechnet:

MJ ME/kg = 0,1551 x % Rohprotein + 0,3431 x % Rohfett + 0,1669 x %
Stiarke + 0,1301 x % Gesamtzucker (ausgedriickt als Saccharose).

2. TOLERANZEN AUF DIE ANGEGEBENEN GEHALTE

Ergibt sich bei den amtlichen Untersuchungen eine energieerhdhende oder
energievermindernde Abweichung zwischen dem Kontrollergebnis und dem
angegebenen Energiegehalt, so gilt eine Toleranz von 0,4 MJ ME/kg.

3. ANGABE DER ERGEBNISSE

Das nach vorstehender Formel errechnete Ergebnis ist mit nur einer Dezimal-
stelle anzugeben.

4. PROBENAHMEVERFAHREN UND ANALYSEMETHODEN

Die Probenahme beim Mischfuttermittel und die Bestimmung des Gehalts an
der Berechnungsmethode zugrunde liegenden analytischen Bestandteilen er-
folgt in Ubereinstimmung mit den Probenahmeverfahren bzw. Analysemetho-
den der Union fiir die amtliche Untersuchung von Futtermitteln.

Anzuwenden sind:

— zur Bestimmung des Rohfettgehalts: Verfahren B der Methode zur Be-
stimmung des Gehalts an Rohdlen und -fetten, wie in Anhang III Teil G
beschrieben;

— zur Bestimmung des Stéirkegehalts: die polarimetrische Methode, wie in
Anhang III Teil K beschrieben.

METHODE ZUR BERECHNUNG DES ENERGIEGEHALTS VON
FUTTERMITTEL-AUSGANGSERZEUGNISSEN UND
MISCHFUTTERMITTELN FUR KATZEN UND HUNDE

Der Energiegehalt von Futtermittel-Ausgangserzeugnissen und Mischfuttermit-
teln fiir Katzen und Hunde ist gemidf folgender Norm zu berechnen: EN 16967:
Futtermittel — Probenahme- und Untersuchungsverfahren — Schétzgleichungen
fiir umsetzbare Energie in Futtermittel-Ausgangserzeugnissen und Mischfutter-
mitteln (Heimtierfutter) fiir Katzen und Hunde, einschlieBlich Diétfuttermittel.
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ANHANG IX

ENTSPRECHUNGSTABELLEN GEMASS ARTIKEL 6

Richtlinie 71/250/EWG

Richtlinie 71/250/EWG

Vorliegende Verordnung

Artikel 1 Unterabsatz 1
Artikel 1 Unterabsatz 2
Artikel 2

Artikel 3

Anhang Teil 1

Anhang Teil 2

Anhang Teil 3

Anhang Teil 4

Anhang Teil 5

Anhang Teil 6

Anhang Teil 7

Anhang Teil 9

Anhang Teil 10
Anhang Teil 11
Anhang Teil 12
Anhang Teil 14
Anhang Teil 16

Artikel 3
Artikel 2

Anhang 11

Anhang III Teil O
Anhang III Teil M
Anhang III Teil N
Anhang III Teil Q
Anhang IIT Teil K

Anhang III Teil J
Anhang III Teil D

Richtlinie 71/393/EWG

Richtlinie 71/393/EWG

Vorliegende Verordnung

Artikel 1
Artikel 2
Artikel 3
Anhang Teil T
Anhang Teil 11
Anhang Teil III
Anhang Teil IV

Artikel 3

Anhang IIT Teil A
Anhang III Teil E
Anhang III Teil P
Anhang III Teil H

Richtlinie 72/199/EWG

Richtlinie 72/199/EWG

Vorliegende Verordnung

Artikel 1
Artikel 2
Artikel 3
Artikel 4
Anhang I Teil 1
Anhang I Teil 2
Anhang I Teil 2
Anhang 1 Teil 3
Anhang 1 Teil 3
Anhang 11

Artikel 3

Anhang III Teil L
Anhang III Teil C

Anhang V Teil A
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Richtlinie 73/46/EWG

Richtlinie 73/46/EWG

Vorliegende Verordnung

Artikel 1
Artikel 3
Artikel 4
Anhang 1 Teil 1
Anhang I Teil 2
Anhang 1 Teil 3

Artikel 3

Anhang III Teil B

Anhang III Teil 1

Richtlinie 76/371/EWG

Richtlinie 76/371/EWG

Vorliegende Verordnung

Artikel 1
Artikel 2
Artikel 3
Anhang

Artikel 1

Anhang |

Richtlinie 76/372/EWG

Richtlinie 76/372/EWG

Vorliegende Verordnung

Artikel 1
Artikel 2
Artikel 3
Anhang

Richtlinie 78/633/EWG

Richtlinie 78/633/EWG

Vorliegende Verordnung

Artikel 1
Artikel 2
Artikel 3
Anhang Teil 1
Anhang Teil 2
Anhang Teil 3

Artikel 3

Anhang IV Teil C

Richtlinie 81/715/EWG

Richtlinie 81/715/EWG

Vorliegende Verordnung

Artikel 1
Artikel 2
Artikel 3
Anhang

Richtlinie 84/425/EWG

Richtlinie 84/425/EWG

Vorliegende Verordnung

Artikel 1
Artikel 2
Artikel 3
Anhang
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10.

11.

12.

13.

14.

Richtlinie 86/174/EWG

Richtlinie 86/174/EWG

Vorliegende Verordnung

Artikel 1
Artikel 2
Artikel 3
Anhang

Artikel 4

Anhang VII

Richtlinie 93/70/EWG

Richtlinie 93/70/EWG

Vorliegende Verordnung

Artikel 1
Artikel 2
Artikel 3

Anhang

Artikel 3

Anhang IV Teil D

Richtlinie 93/117/EG

Richtlinie 93/117/EG

Vorliegende Verordnung

Artikel 1
Artikel 2
Artikel 3
Anhang Teil 1
Anhang Teil 2

Artikel 3 und 5

Anhang 1V Teil E
Anhang VIII Teil A

Richtlinie 98/64/EG

Richtlinie 98/64/EG

Vorliegende Verordnung

Artikel 1
Artikel 2
Artikel 3
Artikel 4
Anhang Teil A
Anhang Teil C

Artikel 3 und 5

Anhang IIT Teil F
Anhang VIII Teil B

Richtlinie 1999/27/EG

Richtlinie 1999/27/EG

Vorliegende Verordnung

Artikel 1
Artikel 2
Artikel 3
Artikel 4
Artikel 5
Artikel 6
Artikel 7
Anhang Teil A
Anhang Teil B
Anhang Teil C

Artikel 3 und 5

Anhang VIII Teil C
Anhang 1V Teil F
Anhang VIII Teil D
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15.

16.

17.

18.

Richtlinie 1999/76/EG

Richtlinie 1999/76/EG

Vorliegende Verordnung

Artikel 1
Artikel 2
Artikel 3
Artikel 4
Anhang

Artikel 3

Anhang IV Teil G

Richtlinie 2000/45/EG

Richtlinie 2000/45/EG

Vorliegende Verordnung

Artikel 1
Artikel 2
Artikel 3
Artikel 4
Anhang Teil A
Anhang Teil B
Anhang Teil C

Artikel 3

Anhang IV Teil A
Anhang 1V Teil B
Anhang III Teil G

Richtlinie 2002/70/EG

Richtlinie 2002/70/EG

Vorliegende Verordnung

Artikel 1
Artikel 2
Artikel 3
Artikel 4
Artikel 5
Anhang |
Anhang 11

Artikel 1
Artikel 2 und 3

Anhang I und Anhang V Teil B(I)
Anhang II und Anhang V Teil B(II)

Richtlinie 2003/126/EG

Richtlinie 2003/126/EG

Vorliegende Verordnung

Artikel 1
Artikel 2
Artikel 3
Artikel 4
Artikel 5
Artikel 6
Anhang

Artikel 3

Anhang VI
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