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29.7.78 EUROPEISKA GEMENSKAPERNAS OFFICIELLA TIDNING Nr L 206/43

KOMMISSIONENS ATTONDE DIREKTIV

av den 15 juni 1978

om gemenskapsmetoder for analys vid den officiella foderkontrollen

(78/633/EEG)

EUROPEISKA GEMENSKAPERNAS KOMMISSION HAR
ANTAGIT DETTA DIREKTIV

med beaktande av Férdraget om upprittandet av Europe-
iska ekonomiska gemenskapen,

med beaktande av rddets direktiv 70/373/EEG av den 20
juli 1970 om inférande av gemenskapsmetoder for prov-
tagning och analys vid den officiella foderkontrollen(l),
senast dndrat genom anslutningsakten, sirskilt artikel 2 i
denna, och

med beaktande av foljande:

I det ovan nimnda direktivet krivs att den officiella
foderkontrollen skall utféras med anvindning av gemen-
skapsmetoder for provtagning och analys i syfte att
kontrollera att fodret motsvarar de krav som framgar av
bestimmelser i lagar och andra forfattningar om foders
kvalitet och sammansittning.

I kommissionens direktiv 71/250/EEG av den 15 juni
1971(%), 71/393/EEG av den 18 november 1971(3), 72/
199/EEG av den 27 april 1972(*), 73/46/EEG av den 5
december 1972(%), 74/203/EEG av den 25 mars 1974(°),
75/84/EEG av den 20 december 1974(7) och 76/372/EEG
av den 1 mars 1976(®) har redan ett antal gemenskapsme-
toder for analys faststillts. Mot bakgrund av den utveck-
ling som direfter skett pd omradet dr det limpligt att nu
anta en attonde metodsamling.

De atgdrder som beslutas om i detta direktiv dr forenliga
med Stindiga foderkommitténs yttrande.

1
2
3

() EGT nr L 170, 3.8.1970, s. 2.
(3) EGT nr L 155, 12.7.1971, s. 13.
(3) EGT nr L 279, 20.12.1971, 5. 7
(*) EGT nr L 123, 29.5.1972, s. 6.
(%) EGT nr L 83, 30.3.1973, 5. 21.
(5) EGT nr L 108, 22.4.1974, s. 7.
(') EGT nr L 32, 5.2.1975, s. 26.
*)

8) EGT nr L 102, 15.4.1976, s. 8

HARIGENOM FORESKRIVS FOLJANDE.

Artikel 1

1.  Medlemsstaterna skall kriva att analyser vid den
officiella foderkontrollen skall utféras med de metoder
som beskrivs i bilagan till detta direktiv dd det giller
halter av zinkbacitracin, flavofosfolipol, jirn, koppar,
mangan och zink.

2.  De allminna bestimmelser som anges i del 1, Inled-
ning, av bilagan till kommissionens férsta direktiv 71/
250/EEG, med undantag av det avsnitt som behandlar
prepareringen av analysprovet, skall tillimpas pd de
metoder som beskrivs i bilagan till detta direktiv.

Artikel 2

Medlemsstaterna skall sitta i kraft de lagar och andra
forfateningar som dr nédvindiga for att folja detta direk-
tiv den 1 januari 1979. De skall genast underritta
kommissionen om detta.

-

Artikel 3

Detta direktiv riktar sig till medlemsstaterna.

Utfdrdat i Bryssel den 15 juni 1978. '

Pd kommissionens vignar
Finn GUNDELACH
Vice ordforande
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BILAGA

1. BESTAMNING AV ZINKBACITRACIN GENOM DIFFUSION I AGARSUBSTRAT

SYFTE OCH RACKVIDD

Denna metod 4r avsedd for bestimning av zinkbacitracin i foder, koncentrat och premixer. Ligsta
grins for bestimningen ir 5 mgkg (5 ppm)(*). Metoden idr inte giltig om det férekommer
péaverkande substanser, sirskilt stora mangder koppar och askorbinsyra.

PRINCIP

Provet extraheras vid pH 2 med en blandning av metanol, vatten och saltsyra. Extraktet bringas till
pH 6,5, koncentreras (om sa dr nodviandigt) och spids ut. Dess antibiotiska verkan bestims genom
mitning av.zinkbacitracinets diffusion i ett agarsubstrat som inokulerats med Micrococcus luteus

(Syn. M. flavus). Diffusion kan pavisas genom att det bildas himningszoner for mikroorganismen.

Dessa zoners diameter antas std i direkt proportion till logaritmen pa den antibiotiska koncentra-
tionen inom spektrumet for de anvinda antibiotiska koncentrationerna.

MIKROORGANISM: MICROCOCCUS LUTEUS ATCC 10240
Skotsel av den lagerhéllna odlingen

Inokulera snedagar som odlingssubstrat (4.1) med Micrococcus luteus. Inkubera under 24 timmar
vid 30-37 °C, forvara odlingen i kylskdp vid cirka 4 °C och upprepa inokuleringen varannan vecka
pé snedagar.

Beredning av bakteriesuspensionen(?)

Samla in tillvixten frin nypreparerad snedagar (3.1) med 2-3 ml koksaltlosning (4.3). Anvind
denna suspension till att inokulera 250 ml odlingssubstrat (4.1) som forvaras i en Rouxkolv och 14t
inkubera 18-20 timmar vid 30-37 °C. Samla in tillvixten i 25 ml koksaltlésning (4.3) och blanda.
Spid ut 16sningen ett till tio med koksaltlosning (4.3). Suspensionens ljustransmission mdste vara
cirka 75 % uppmitt vid 650 nm i en 1 cm-cell mot koksaltlosning (4.3).

ODLINGSSUBSTRAT OCH REAGENS

Odlingssubstrat(®)

Kottpepton 6,0 g
Trypton 40 g
Jastextrakt 30¢g
Kottextrake . 1,5 ¢
Glukos 1,0 g
Agar 15,0 g
Vatten 1000 ml
pH 6,5-6,6 (efter sterilisering)

Analyssubstrat

Trypton 10,0 g
Jastextrakt 308
Kottextrakt 1,5 g
Glukos 1,0 g
Agar 20,0 g
Tween 801 ml
Vatten 1000 ml

pH 6,5 (efter sterilisering)

Koksaltlosning 0,8 % (vikt/volym): 16s 8 g natriumklorid pa i vatten och spid till 1000 ml.
Sterilisera.

Blandning av ren metanol, vatten och saltsyra pa (d: 1,18-1,19): 80/17,5/2,5 (volym/volym/
volym).

(*) 1 mg zinkbacitracin for inblandning i foder motsvarar 42 internationella enheter (IE).
() Andra metoder far anvindas, forutsatt att det har faststillts att de ger liknande bakteriesuspensioner.
() Varje kommersiellt odlingssubstrat med liknande sammansittning som ger samma resultat fir anviindas.
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Fosfatbuffert, pH 6,5

Kaliumvitefosfat, K;HPO4 pa 22,15 g
Kaliumdivitefosfat, KH,PO4 pa 27,85 ¢
Vatten till 1000 ml

Saltsyra pa (d: 1,18-1,19).
Saltsyra pa (0,1 M).
Natriumhydroxidlésning 1 M pa.

Bromkresolpurpurlosning 0,04 % (vikt/volym): 16s upp 0,1 g bromkresolpurpur i 18,5 ml
natriumhydroxidldsning 0,01 M. Tillsdtt vatten till 250 ml och blanda.

Standardsubstans: zinkbacitracin vars verkan (i IE) ir kind.
STANDARDLOSNINGAR

Viag upp en mingd standardzinkbacitracin (4.10) som motsvarar 1050 IE (enligt angiven aktivitet).
Tillsdatt § ml saltsyra 0,1 M (4.7) och lat std i 15 minuter. Tillsitt 30 ml vatten, justera pH till 4,5
med fosfatbuffert pH 6,5 (4.5) (cirka 4 ml), tillsitt vatten till 50 ml volym och blanda vil (1 ml =
21 IE). ‘

Av denna lésning bereds genom successiv utspadning med fosfatbuffert pH 6,5 (4.5) foljande
l6sningar:

Sy 0,42 IE/ml
S¢ 021 IE/ml

S2 0,105 IE/ml
S 0,0525  IE/ml

BEREDNING AV EXTRAKTET

Extraktion

Koncentrat, premixer och mineralfoder

Vig upp 2,0-5,0 g av provet, tillsitt 30 ml av blandningen (4.4) och skaka om hastigt. Kontrollera
att pH ir cirka 2. Skaka om under 10 minuter, tillsitt 30 ml fosfatbuffert pH 6,5 (4.5) och skaka
om under 15 minuter. Spid med fosfatbuffert (4.5) s att en férvintad zinkbacitracinhalt av 0,42
IE/ml (= Us) erhdlls.

Proteinkoncentrat

Vig upp 10,0 g av provet, tillsitt 50 ml av blandningen (4.4) och skaka om hastigt. Kontrollera att

* pH ir cirka 2. Skaka om under 10 minuter, tillsitt 50 ml fosfatbuffert pH 6,5 (4.5) och skaka om

under 15 minuter. Spid med fosfatbuffert (4.5) s att en férvintad zinkbacitracinhalt av 0,42 1E/ml
(=Us) erhalls.

Ouwriga foder

Vig upp 10,0 g av provet (20,0 g vid en férvintad zinkbacitracinhalt av 5 mg/kg), tillsdtt 25 ml av
blandningen (4.4) och homogenisera under 10 minuter. Tillsdtt 25 ml fosfatbuffert pH 6,5 (4.5),
skaka om under 15 minuter och centrifugera. Ta 20 ml av dekanteringslosningen (supernatanten)
och justera pH till 6,5 med natriumhydroxidlésning 1 M (4.8) med bromkresolpurpurldsningen
(4.9) som indikator. Indunsta till cirka 4 ml i rotationsindunstare vid hégst 35 °C. Spid aterstoden
med vatten si att en férvintad zinkbacitracinhalt av 0,42 IE/ml (=Us) erhills.

Analyslosningar

Av losning Uy bereds losningarna Uy (forvantad halt: 0,21 1E/ml), U, (forvintad halt: 0,105 IE/ml)
och Uy (foérvintad halt: 0,0525 IE/ml) genom successiv utspiadning (1:1) med fosfatbuffert (4.5).

ANALYSMETOD
Inokulering av analyssubstratet

Inokulera analyssubstratet (4.2) med bakteriesuspensionen (3.2) vid cirka 50 °C. Bestim genom
preliminidra forsok pa plattor med analyssubstratet (4.2) vilken mingd av bakteriesuspensionen
som krivs for att ge s3 stora och tydliga himningszoner som mojligt vid de olika koncentratio-
nerna av zinkbacitracin.
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Preparering av plattorna

Agardiffusionen utférs pa plattor med de fyra koncentrationerna av standardlosningen (S, Ss, Sz
och S;) och av analyslosningen (Ug, Us, U; och Uy). Det dr nddvindigt att dessa fyra koncentratio-
ner av extrakt och standardlosning placeras pa varje platta. Vilj ddrfor plattor som ér s stora att
minst 4tta hal med en diameter av 10-13 mm och med minst 30 mm mellan mittpunkterna kan
goras i agarsubstratet. Provet kan utforas pad glasplattor med en &vertickt aluminium- eller
plastring, 200 mm i diameter och 20 mm hog, placerad hégst upp.

Tick plattorna med en sd stor mingd av substratet (4.2), som inokulerats enligt 7.1, att ett cirka 2
mm tjockt lager bildas (50 ml till en platta med 200 mm diameter). Lit det jimnt fordelade lagret
stabiliseras, borra hilen och placera de exakt uppmitta volymerna analys- och standardlésning i
hélen (mellan 0,10 och 0,15 ml i varje hl beroende pd diameter).

Anbringa varje koncentration minst fyra ginger sd att varje bestimning sker pd grundval av en
bedémning av 32 hiamningszoner.

Inkubation

Inkubera plattorna under 16-18 timmar vid 28-30° C.

UTVARDERING

Mit hamningszonernas diameter med 0,1 mm noggrannhet. For in genomsnittsvirdena for varje
koncentration pa semilogaritmiskt rutat papper si att logaritmen pa koncentrationerna i férhéllan-
de till himningszonernas diameter visas. Faststill optimumlinjerna for sdvil standardlésningen som
extraktet, t.ex. enligt féljande:

Bestim optimumpunkten for ligsta nivd standardlosning (SL) med formeln:

751+452+S4'—'258

a) SL = =5

Bestim optimumpunkten for hégsta nivd standardlosning (SH) med formeln:

753+4S4+52—ZS1

b) SH = 0

Berdkna pd motsvarande sitt optimumpunkterna for ligsta nivd extrakt (UL) och hégsta niva
extrakt (UH) genom att byta ut Sy, Sy, S4 och Sg mot Uy, Uy, Us och Us i ovanstiende formler.

Fér in de beriknade virdena foér SL och SH pd samma papper och forbind dem si att.

optimumlinjen for standardlosningen erhdlls. Fér p& motsvarande sitt in UL och UH och férbind
dem si att optimumlinjen for extraktet erhalls.

Om ingen interferens forekommer skall linjerna vara parallella. For praktiska indamal kan linjerna
anses vara parallella om virdena (SH-SL) och (UH-UL) inte avviker med -mer 4n 10 % fran sina
medelvirden.

Om linjerna inte visar sig vara parallella kan antingen Uy och S; eller Ug och Sg avldgsnas och SL,
SH, UL och UH beriknas med foljande alternativformler sd att alternativa optimumlinjer erhalls:

- 2 -
a,) SL _ 5 Sl + 2 Sz 54 eller 5 Sz + S4 Ss ) )
6 6
N 28, - 5Ss+28:-8§
b’) SH = S4 + 5 52 = 51 eller Ll . 47

och pd motsvarande sitt for UL och UH. Samma kontroll som tidigare miste goras av
parallelliteten. Det skall anges pé slutrapporten att resultatet har beridknats med tre nivier.

Nr linjerna kan anses parallella berdknas logaritmen pa den relativa aktiviteten (log A) med ndgon
av foljande formler:

Fér fyra nivaer

U1+U2+U4+U3~51~52—S4—Ss)X0,602
U4+Us+54+Ss—U1—U2—S1—Sz

c)log A =
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For tre nivder

U1 + Uz + U4 —Sl - Sz - 54) X 0,401

) o8 Usg+S4+Up - §
eller
d’) log A = Uz + Uy + Ug - S 54 — Sg) x 0,401

Ux+5g—-U2—Sz

Reell aktivitet = antagen aktivitet x relativ aktivitet

Om linjerna inte befinns vara parallella upprepas bestimningen. Om parallellitet ind4 inte uppstar
beriknas logaritmen pa den relativa aktiviteten (log A) med formel c. Resultatet av detta maste
dock betraktas som approximativt och detta skall anges i slutrapporten.

REPETERBARHET

Skillnaden mellan resultaten av tvd bestimningar som utfoérts pd samma prov av samma analytiker
far inte Overstiga

20 % i forhdllande till det hogsta virdet vid halter av zinkbacitracin pd 5 till och med 25
mg/ke,

5 mg/kg, absolutvirde, for halter 6ver 25 och till och med 50 mg/kg,

10 % i forhéllande till det hogsta virdet vid halter 6ver 50 mg/kg.

2. BESTAMNING AV FLAVOFOSFOLIPOL GENOM DIFFUSION I AGARSUBSTRAT

SYFTE OCH RACKVIDD

Denna metod &r avsedd for bestimning av flavofosfolipol i foder, koncentrat och premixer. Ligsta
grins for bestimningen dr 1 mg/kg (1 ppm).

PRINCIP

v

Provet extraheras med utspadd metanol genom uppvdarmning med dterloppskylare. Efter centrifuge-

_ ring renas extraktet (om si dr nodvindigt) genom behandling med jonbyteshartser och spads ut.

Extraktets antibiotiska verkan bestims genom mitning av flavofosfolipolens diffusion i ett
agarsubstrat som inokulerats med Staphylococcus aureus. Diffusionen kan padvisas genom att det
bildas hamningszoner f6r mikroorganismen. Dessa zoners diameter antas std i direkt proportion till
logaritmen pd den antibiotiska koncentrationen inom spektrumet for de anvinda antibiotiska
koncentrationerna.

MIKROORGANISM: STAPHYLOCOCCUS AUREUS ATCC 6538 P

Skotsel av den lagerhillna odlingen

Inokulera snedagar som odlingssubstrat (4.1) med Staphylococcus aureus. Inkubera under 24
timmar vid 37 °C, forvara odlingen i kylskdp vid cirka 4 °C och upprepa inokuleringen varje
manad pa snedagar.

Beredning av bakteriesuspensionen(?)

Ta undan tvad provror som fyllts med den lagerhdllna odlingen (3.1) och inokulera dem p& nytt
varje vecka. Inkubera under 24 timmar vid 37° C och forvara provroren i kylskdp vid cirka

4°C.

Tva till fyra provror som innehaller odlingssubstrat (4.1) skall inokuleras med denna tillvixt 24
timmar fore analysen. ‘

Inkubera under 16-18 timmar vid 37° C. Framstill en suspension av tillvixten i koksaltlosning
(4.3). Suspensionens ljustransmission maste vara cirka 40 % uppmitt vid 578 nm i en 1 cm-cell
mot koksaltlésning (4.3).

(®) Andra metoder far anviindas, forutsatt att det har faststillts att de ger liknande bakteriesuspensioner.
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() Varje kommersiellt odlingssubstrat med liknande sammansittning som ger samma resultat fir anvindas, t.ex.
oxoidantibiotikasubstrat 1 (CM 327) med tillsats av oxoidagar nr 3 (L 13).

(*) Varje kommersiellt odlingssubstrat med liknande sammansittning som ger samma resultat fir anvindas, t.ex.
oxoidantibiotikasubstrat 2 (CM 335) med tillsats av oxoidagar nr 3 (L 13).

ODLINGSSUBSTRAT OCH REAGENS
Odlingssubstrat(*)

Kottpepton

Trypton

Jastextrakt

Kottextrakt

Glukos

Agar

Vatten

pH 6,5 (efter sterilisering)

Analyssubstrat
Basskikt(®)

Kottpepton

Jastextrakt

Kottextrakt

Agar

Vatten

pH 6,5 (efter sterilisering)

Ympningsskikt

Som punkt 4.1, men med tillsats av 2,0 g skumhidmmande silikonemulsion(c).

Koksaltlosning 0,4 % (vikt/volym): 16s 4 g natriumklorid pa i vatten och spid till 1000 ml.

Sterilisera.

Ren metanol.

6,0 g
40 g
308
1,5 g
1,0 g
15,0 g
100 ml

6,0 g
30¢g
15 g
10,0 g
100 ml

50-procentig metanol (volym/volym): spad 500 ml metanol (4.4) med 500 ml vatten.

80-procentig metanol (volym/volym): spad 800 ml metanol (4.4) med 200 ml vatten.

Tris(hydroxymetyl)aminometan pa.

1,5-procentig losning av kaliumklorid i metanol (vikt/volym): 16s upp 1,5 g kaliumklorid pa i 20
ml vatten och fyll pi metanol (4.4) till 100 ml.

Katjonbytare: Dowex 50Wx8, 0,85-0,15 nm (DIN 4188), Na-form (kat. Serva nr 41600) eller

motsvarande.

Anjonbytare: Dowex 1x2, 0,30-0,15 nm (DIN 4188), Cl-form (kat. Serva nr 41010) eller

motsvarande. Forvaras fore anviandning i 80-procentig metanol under 12-14 timmar (4.6).

Glasull.
pH-indikatorpapper (pH 6,6-8,1).
Askorbinsyra.

Standardsubstans: flavofosfolipol med kind aktivitet.

UTRUSTNING

Glasrér for kromatografi, inre diameter: 9 mm, lingd 150-200 mm, med avstiangningsventil i den
insvingda delen nedtill och anslutningsstycke av matterat glas [till dropptratten (5.2)] upptill.

Dropptratt 250 ml med avstingningsventil och anslutningsstycke av matterat glas.
250 ml konisk kolv med anslutningsstycke av matterat glas.

Aterloppskylare med anslutningsstycke av matterat glas.

STANDARDLOSNINGAR

Los upp en noggrant uppvigd mingd standardsubstans (4.14) i 50-procentig metanol (4.5) och
spid sd att en utgdngslosning erhdlls som innehdller 100 ug flavofosfolipol per milliliter. Om

denna [6sning forvaras i tillslutna kolvar vid 4 °C ar den stabil i upp till tvd ménader.

() t.ex. SE 2 fran Wacker Chemie GmbH, Miinchen.
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Av denna l6sning bereds genom successiv utspadning med 50-procentig metanol (4.5) foljande
16sningar:

Ss 0,2 ug/ml
Sq 0,1 ug/ml
Sz 0,05 ug/ml
S 0,025 ug/ml

BEREDNING AV EXTRAKTET
Extraktion
Koncentrat, premixer och mineralfoder

Vig upp 2,0-5,0 g av provet och tillsatt cirka 150 mg askorbinsyra (4.13). Homogenisera med 150
ml 50-procentig metanol (4.5) i en konisk kolv (5.3) och justera pH till 8,1-8,2 med cirka 400 mg
tris(hydroxymetyl)aminometan (4.7). Kontrollera pH-viardet med indikatorpapper (4.12). Lat st
under 15 minuter och justera dédrefter pa nytt pH till 8,1-8,2 med tris(hydroxymetyl)aminometan
(4.7) och koka under 10 minuter med &terloppskylare (5.4) under stindig omrérning. Lt svalna,
centrifugera blandningen och dekantera extraktet.

Andra fbder

Vig upp en mingd av provet pd 5,0-30,0 g som innehdller minst 30 ug flavofosfolipol.
Homogenisera med 150 ml 50-procentig metanol (4.5) i en konisk kolv (5.3) och justera pH till
8,1-8,2 med cirka 400 mg tris(hydroxymetyl)aminometan (4.7). Kontrollera pH-virdet med
indikatorpapper (4.12). Lat std under 15 minuter och justera darefter pd nytt pH till 8,1-8,2 med
tris(hydroxymetyl)aminometan (4.7) och koka under 10 minuter med aterloppskylare (5.4) under
standig omrorning. L4t svalna, centrifugera blandningen och dekantera extraktet.

Rening (detta moment kan uteslutas da det giller koncentrat, premixer och mineralfoder)

Blanda 110 ml av extraktet med 11 g katjonbytare (4.9), koka under en minut med aterloppskylare
(5.4) under stindig omrorning. Avskilj katjonbytaren genom centrifugering eller filtrering. Blanda
100 ml av extraktet med 150 ml metanol (4.4) och lagra l6sningen under 12-15 timmar vid 4 °C.
Filtrera av den flockiga massan medan den ar kall.

Plugga igen den nedre dndan av ett glasror (5.1) med glasull (4.11), hill § ml anjonbytare (4.10) i
roret och skélj kolonnen med 100 ml 80-procentig metanol (4.6). Flytta med tratt (5.2) till
kolonnen en volym filtrat pd minst 100 ml som kan antas innehalla 16ug flavofosfolipol (200 ml
for ett foderprov pad 30 g vid 1 ppm). Om s dr nddvandigt spads filtratet innan det fors till
kolonnen med 80-procentig metanol (4.6) sd att en antagen halt av flavofosfolipol pd 16 ug/100
ml erhdlls. Justera flodeshastigheten till cirka 2 ml/minut. Kassera spillvitskan. Skolj darefter
kolonnen med 50 ml 80-procentig metanol (4.6) och kassera spillvatskan.

Eluera flavofosfolipolen med kaliumklorid-metanollosningen (4.8) med en fortsatt flédeshastighet
av cirka 2 ml/minut. Samla in 50 ml av eluatet i en mitkolv, tillsitt 30 ml vatten och blanda.
Denna l6sning bor ha en flavofosfolipolhalt pa 0,2 ug/ml (= Us).

Analysl6sningar

Om s3 4r nédvindigt (dvs. om reningsmomentet har uteslutits) spids det extrakt som har erhéllits
enligt 7.1.1 med 50-procentig metanol (4.5) s4 att en forvintad flavofosfolipolhalt pa 0,2 ug/ml (=
Ug) erhalls.

Av 16sning Ug bereds 16sningarna Uy (forviantad halt: 0,1 ug/ml), U, (férvintad halt: 0,05 ug/ml)

och U; (férvintad halt: 0,025 ug/ml) genom successiv utspadning (1:1) med 50-procentig metanol
(4.5).

ANALYSMETOD

Inokulering av analyssubstratet

Inokulera analyssubstratet (4.2.2) med bakteriesuspensionen (3.2) vid cirka 50 °C. Bestim genom
prelimindra forsok pd plattor med analyssubstratet (4.2.2) vilken méingd av bakteriesiispensionen
som krivs for att ge si stora och tydliga himningszoner som méjligt vid de olika koncentratio-
nerna av flavofosfolipol (cirka 30 ml/liter).

Preparering av plattorna

Agardiffusionen utfors pd plattor med de fyra koncentrationerna av standardlésningen (Sg, Ss, S2
och $1) och av analyslésningen (Ug, Us, U, och Uy). Det dr nodvindigt att dessa fyra koncentratio-
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ner av extrakt och standardlésning placeras pa varje platta. Vilj dirfor plattor som ér s stora att
minst itta hil med en diameter av 10-13 mm och med minst 30 mm mellan mittpunkterna kan
goras 1 agarsubstratet. Provet kan utforas pa glasplattor med en 6vertickt aluminium- eller
plastring, 200 mm i diameter och 20 mm hog, placerad hégst upp.

Tack plattorna med en sd stor mangd av substratet (4.2.1), att ett cirka 1,5 mm tjockt lager bildas
(45 ml till en platta med 200 mm diameter). Lt det jamnt fordelade lagret stabiliseras och tick
darefter med ett nytt skikt av en s stor mingd av substratet (4.2.2), som inokulerats enligt 8.1, att
det nya skiktets tjocklek blir 1 mm (30 ml till en platta med 200 mm diameter). L&t pd nytt det
jamnt fordelade skiktet stabiliseras, borra halen och placera de exakt uppmitta volymerna analys-
och standardlosning i hilen (mellan 0,10 och 0,15 ml i varje hdl beroende p& diameter).

Anbringa varje koncentration minst fyra ginger si att varje bestimning sker pd grundval av en
bedémning av 32 himningszoner.

Inkubation

Inkubera plattorna under 16-18 timmar vid 28-30 °C.

UTVARDERING

Mait himningszonernas diameter med 0,1 mm noggrannhet. For in genomsnittsvirdena for varje
koncentration p3 semilogaritmiskt rutat papper si att logaritmen pa koncentrationerna i férhillan-
de till himningszonernas diameter visas. Faststdll optimumlinjerna f6r savil standardlosningen som
extraktet, t.ex. enligt foljande:

Bestim optimumpunkten for ligsta niva standardlosning (SL) med formeln:

751+452+S4'—253

a) SL = 10

Bestim optimumpunkten for hogsta nivéd standardlosning (SH) med formeln:

788 +4S8:+S5,-285;
b) SH =
) 10
Berdkna pd motsvarande sitt optimumpunkterna for ligsta nivd extrakt (UL) och hogsta niva
extrakt (UH) genom att byta ut Sy, Sy, S4 och Sg mot U;, Uy, U, och Ug i ovanstdende formler.

For in de beriknade virdena for SL och SH pid samma papper och forbind dem si att
optimumlinjen for standardlosningen erhalls. Fér pd motsvarande sitt in UL och UH och férbind
dem s3 att optimumlinjen for extraktet erhalls.

Om ingen interferens férekommer skall linjerna vara parallella. For praktiska indamal kan linjerna
anses vara parallella om virdena (SH-SL) och (UH-UL) inte avviker med mer dn 10 % frin sina
medelvarden.

Om linjerna inte visar sig vara parallella kan antingen U; och S; eller Ug och Sy avligsnas och SL,
SH, UL och UH beriknas med foljande alternativformler sa att alternativa optimumlinjer erhlls:

58S 2S5 -5 58 28-S

) SL = 21 LT ey 222t LT 08
6 6

5S 25 -5 58S 2S4-S

b’) SH = ____4:_6_2..._1 eller %

och pi motsvarande sitt féor UL och UH. Samma kontroll som tidigare mdaste goras av
parallelliteten. Det skall anges pa slutrapporten att resultatet har berdknats med tre nivier.

Nir linjerna kan anses parallella beriknas logaritmen pé den relativa aktiviteten (log A) med nigon
av féljande formler:

For fyra nivder

U1+U2+U4+U3—51—52—S4—Ss)XO,602
U4+Us+S4+Sg-—U1~U2-—51—Sz

c) log A =
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3.1

3.2

3.3

For tre nivder

U1 + U2 + U4 —51 - Sz - S4) x 0,401

d) log A = Us + S5+ U - 8
eller

U2+U4+Ug—52—54—53) XO401
d’) log A

Ug + Sg - U2 - 52
Reell aktivitet = antagen aktivitet x relativ akeivitet
Om linjerna inte befinns vara parallella upprepas bestimningen. Om parallellitet ind4 inte uppstir

beriknas logaritmen pi den relativa aktiviteten (log A) med formel c. Resultatet av detta maste
dock betraktas som approximativt och detta skall anges i slutrapporten.

REPETERBARHET

Skillnaden mellan resultaten av tvd bestimningar som utforts pd samma prov av samma analytiker
fir inte Hverstiga

0,5 mg/kg, absolutvirde, for halter av flavofosfolipol fran 1 och till och med 2 mg/kg,
25 % i forhéllande till det hogsta virdet for halter 6ver 2 och till och med 10 mg/kg,

20 % i forhéllande till det hogsta virdet for halter 6ver 10 och till och med 25 mg/kg,
5 mg/kg, absolutvirde, for halter over 25 och till och med 50 mg/kg, |

10 % i forhallande till det hogsta virdet vid halter 6ver 50 mg/kg.

3. BESTAMNING AV MIKROMINERALAMNENA (SPARAMNENA) JARN, KOPPAR,
MANGAN OCH ZINK

SYFTE OCH RACKVIDD

Med denna metod ar det mailigt att bestimma spadrimnena jirn, koppar, mangan och zink i foder.
De ldgsta grinserna for bestamningen ar:

jarn (Fe): 20 mg/kg
koppar (Cu): 10 mg/kg
mangan (Mn): 20 mg/kg
zink (Zn) 20 mgkg
PRINCIP

Provet loses upp i saltsyra efter sonderdelning av eventuella organiska dmnen. Spirdmnena jirn,
koppar, mangan och zink bestims efter limplig utspadning genom atomabsorptionsspektrometri.

REAGENS

Inledande anmarkningar

Vid beredning av reagens och analyslésningar skall man anvianda vatten som ar fritt fran de
katjoner som skall bestimmas genom att det antingen har dubbeldestillerats i en apparat av
borsilikatglas eller kvartsglas eller har genomgétt dubbel behandling med jonbytesharts.
Reagensen madste minst vara av analytisk renhet (pa). Det méiste kontrolleras genom ett blankprov
att de dr fria frdn det spirimne som skall bestimmas. Om det visar sig nédvindigt méste

reagensen renas ytterligare.

I stillet for de standardldsningar som beskrivs nedan kan kommersiella standardlésningar
anvindas, forutsatt att de dr garanterade och att de kontrolleras fore anvindningen.

Saltsyra pa (d: 1,19). i
Saltsyra pa (6 M).

Saltsyra pa (0,5 M).
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3.5

3.6

3.7

3.7.1

3.8

3.8.1

3.9

3.9.1

3.10

3.10.1

3.11

4.1

4.2

4.3

4.4

5.1

5.1.1

38-40-procentig fluorvitesyra (volym/volym) med en jirnhalt under 1 mg Fefliter och en terstod
efter indunstning under 10 mg (som sulfat)/liter.

Svavelsyra pa (d: 1,84).
Viteperoxid pa [cirka 100 volymer syre (30 viktprocent)].

Standardjarnldsning (1 000 g Fe/ml) beredd pd foljande sitt: 16s upp 1 g jarntrdd pa i 200 ml
saltsyra 6 M (3.2), tillsdtt 16 ml viteperoxid (3.6) och fyll pa vatten till en liter.

Arbetsstandardjarnlésning (100 ug Fe /ml) beredd genom utspidning av standardldsningen (3.7)
med vatten (1:9).

Standardkopparlosning (1 000 ug Cu/ml) beredd pa féljande sitt: 16s upp 1 g koppar i pulverform
(pa) i 25 ml saltsyra 6 M (3.2), tillsdtt 5§ ml viteperoxid (3.6) och fyll pd vatten till en liter.

Arbetsstandardkopparldsning (10 ug Cu/ml) beredd genom utspadning av standardlésningen (3.8)
med vatten (1:9) varefter den erhallna l6sningen spads med vatten (1:9).

Standardmanganlosning (1 000 wg Mn/ml) beredd pa foljande sitt: 16s upp 1 g mangan i
pulverform (pa) i 25 ml saltsyra 6 M (3.2) och fyll pa vatten till en liter.

Arbetsstandardmanganlosning (10 ug Mn/ml) beredd genom utspddning av standardldsningen
(3.9) med vatten (1:9) varefter den erhallna losningen spids med vatten (1:9).

Standardzinklésning (1 000 ug Zn/ml) beredd péd foljande sitt: 16s upp 1 g zink i rems- eller
bladform (pa) i 25 ml saltsyra 6 M (3.2) och fyll p4 vatten till en liter.

Arbetsstandardzinklosning (10 ug Zn/ml) beredd genom utspiadning av standardlésningen (3.10)
med vatten (1:9) varefter den erhallna losningen spiads med vatten (1:9).

Lantankloridlésning beredd pa foljande satt: 16s upp 12 g lantanoxid i 150 ml vatten, tillsitt 100
ml saltsyra 6 M (3.2) och fyll pa vatten till en liter.

UTRUSTNING
Muffelugn med temperaturreglering och skrivare.

Laboratorieglaset méste vara av resistent borsilikattyp och helst endast anvindas f6r bestimning av
sparamnen.

Platinadegel och (ej obligatoriskt) kvartsdegel.

Atomabsorptionsspektrofotometer som motsvarar de krav metoden stiller i friga om kainslighet
och precision inom det aktuella omradet.

UTFORANDE
Prov som innehéller organiska dmnen
Foraskning och preparering av losningen for analys(*)

i) Placera 5-10 g av provet, som vigts upp med 0,2 mg noggrannhet, i en degel av platina eller
kvarts (4.3) (se anmirkning b), torka i ugn vid 105°C och for in degeln i den kalla
muffelugnen (4.1). Sting ugnen (se anmirkning c¢) och hdj temperaturen gradvis till
450-475 °C under cirka 90 minuter. Behdll denna temperatur under 4-16 timmar (t.ex. Sver
natten) si att kolhaltiga dmnen avligsnas, 6ppna direfter ugnen och lat svalna (se anmirkning

d).

Tvitta ur degeln med sammanlagt cirka 5 ml saltsyra (3.1) som sedan ldngsamt och forsiktigt
halls 6ver i bagaren (en kraftig reaktion kan uppstd pa grund av CO-bildning).

(*) Gronfoder (firskt eller torkat) innehéller ofta stora mingder vegetabilisk kisel som kan binda spirimnen och maste
avligsnas. D3 det giller prov av sddant foder méste ddrfér foljande modifierade utforande tillimpas:
Utfér moment 5.1.1 i till och med filtreringen. Tvitta filterpapperet som innehaller den olésliga Aterstoden tva ganger 1
kokande vatten och placera det i en platinadegel (4.3). Upphetta till glodning i muffelugnen (4.1) vid en temperatur
under 550 °C tills alla kolhaltiga d@mnen helt har avligsnats. Lat svalna,,tillsdtt ndgra droppar vatten och direfter
10-15 ml fluorvitesyra (3.4) och indunsta vid cirka 150 °C tills det dr torrt. Om ndgot kisel finns kvar i dterstoden
16ses detta med ndgra milliliter fluorvitesyra (3.4) och indunstas tills det 4r torrt. Tillsdtt fem droppar svavelsyra (3.5)
och upphetta tills inga vita dngor ldngre avges. Tillsdtt S ml saltsyra 6 M (3.2) och cirka 30 ml vatten, upphetta, filtrera
lésningen i en 250 ml mitkolv och fyll pa vatten till mirket (HCl-koncentration cirka 0,5 M). Fortsitt direfter med
bestimningen frin och med punkt 5.1.3.
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5.1.21

Tillsaet saltsyra (3.1) droppvis under omskakning tills all skumning har upphért. Indunsta tills
det ar torrt under omrorning dd och di med glasstav.

Tillsatt darefter 15 ml saltsyra 6 M (3.2) till aterstoden foljt av cirka 120 ml vatten. Rér om
med glasstaven, som' skall lamnas kvar i bagaren, och tick bigaren med ett klockglas. Koka
upp forsiktigt och behall 16sningen vid kokpunkten tills det inte langre kan iakttas ndgon aska
som loses upp. Filtrera pé askfritt filterpapper och samla in filtratet i en 250 ml mitkolv. Skolj
bigaren och filtrera en gédng med 5 ml varm saltsyra 6 M (3.2) och tvd ginger med kokande
vatten. Fyll mitkolven till mirket med vatten (HCl-koncentration cirka 0,5 M).

ii) Om daterstoden i filtret forefaller svart (kol) skall den pa nytt placeras i ugnen och dter foraskas
vid 450-475° C. Denna foraskning, som bara kriver ndgra timmar (cirka tre till fem timmar),
ar avslutad nér askan forefaller vit eller ndstan vit. Los upp dterstoden med cirka 2 ml saltsyra
(3.1), indunsta tills detta dr torrt och tillsitt § ml saltsyra 6 M (3.2). Upphetta, filtrera
16sningen till mitkolven och fyll pa vatten till market (HCl-koncentration cirka 0,5 M).

Anmirkningar:

a) Vid bestimning av sparimnen dr det viktigt att vara uppmarksam pa riskerna for kontaminer-
ing, sarskilt av zink, koppar och jarn. Dirfor maste den utrustning som anvinds vid
prepareringen av proven vara fri frén dessa metaller.

For att minska den allminna risken f6r kontaminering skall man arbeta i dammfri milj6 med
ytterst noggrant rengjord utrustning och omsorgsfullt diskat laboratorieglas. Bestimning av
zink dr sdrskilt kinslig for manga slag av kontaminering, t.ex. genom glas, reagens och
damm.

b) Vikten av det prov som skall foraskas berdknas utifrdn fodrets ungefirliga halt av spirimnen i
forhillande till kinsligheten hos den spektrofotometer som anvinds. D3 det galler vissa foder
med laga halter av sparamnen kan det vara nodvandigt att utgd fran ett prov pa 10-20 g och
arbeta fram en slutlig 16sning pa endast 100 ml.

¢) Foraskningen miste utforas i stingd ugn utan tillforsel av luft eller syre.
d) Pyrometern far inte visa hogre temperatur in 475° C.
Spektrofotometrisk bestimning

Beredning av kalibreringslésningarna

Bered, for vart och ett av de sparamnen som skall bestimmas, en serie kalibreringslosningar av
arbetsstandardldsningarna (3.7.1, 3.8.1, 3.9.1 och 3.10.1) med en HCl-koncentration pa cirka 0,5
M for varje kalibreringslosning och, i friga om jirn, mangan och zink, en lantankloridkoncentra-
tion som motsvarar 0,1 % La (vikt/volym). Koncentrationerna av sparimnena mdste viljas si att
de ligger inom kinslighetsomradet for den spektrofotometer som anvinds. Foljande tabeller ger
exempel pd sammansittningen hos typiska serier av kalibreringslosningar; beroende pa vilken typ
av spektrofotometer som anviands och den kinslighet den har kan det dock vara noédvandigt att
vdlja andra koncentrationer.

Jarn
ug Fe/ml 0 0,5 1 2 3 4 5
ml arbetsstandardlosning
(3.7.1)
(1 ml = 100 ug Fe) 0 0,5 1 2 3 4 5
+ml 6 N HCl (3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml lantankloridlésning (3.11) samt vatten till 100 ml.

Koppar
ug Cu/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
ml arbetsstandardlésning
(3.8.1)
(1 ml = 100 ug Cu) 0 1 2 4 6 8 10
+ml 6 N HCI (3.2) 8 8 8 8 8 8 8

Fyll pa vatten till 100 ml.
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5.1.2.3

5.1.24

5.2

Mangan

g Mn/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
ml arbetsstandardlésning
(3.9.1)
(1 ml = 10 ug Mn) 0 1 2 4 6 8 10
+ml 6 M HCI (3.2) 7 7 7 7 7 7 7
+ 10 ml lantankloridlosning (3.11) samt vatten till 100 ml.

Zink

ug Zo/ml 0 0,05 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8
ml arbetsstandardlosning
(3.10.1)
(1 ml = 10 pg Zn) 0 0,5 1 2 4 6 8
+ml 6 M HCl (3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml lantankloridlosning (3.11) samt vatten till 100 ml.

Preparering av 16sningen for analys
Vid bestimning av koppar kan normalt den l6sning som beretts enligt punkt 5.1.1 anvindas
direkt. Om det dr nédvandigt att justera dess koncentration si att den ligger inom intervallet for

kalibreringslosningarna kan en uppmitt del pipetteras till en 100 ml mitkolv och saltsyra 0,5 M
(3.3) tillsittas upp till market.

Vid bestimning av jirn, mangan och zink pipetteras en uppmitt del av den lsning som beretts
enligt 5.1.1 till en 100 ml mitkolv, 10 ml lantankloridlésning (3.11) tillsdtts och saltsyra 0,5 M
(3.3) fylls p4 upp till market (se dven punkt 8, Anmirkning).

Blankprov

Blankprovet maste omfatta samtliga moment som foreskrivs i denna metod med undantag av att
analysprovet utesluts.

Kalibreringslésning O fir inte anviandas vid blankprovet.

Mitning av atomabsorption

Mit atomabsorptionen hos kalibreringslosningarna samt hos den l6sning som skall analyseras med

en oxiderande luft-acetylenldga vid foljande vaglangder:

Fe: 248,3 nm
Cu: 324,8 nm
Mn: 279,5 nm
Zn: 213,8 nm

Utfor varje mitning fyra gnger.
Mineralfoder
Om provet inte innehdller nigra organiska dmnen behdvs ingen férberedande féraskning. Folj

anvisningarna frin och med punkt 5.1.1 i andra stycket. Indunstning med fluorvitesyra kan
uteslutas.

RESULTATBERAKNING

Berdkna med hjilp av en kalibreringskurva koncentrationen av spiramnet i den lésning som
analyseras och uttryck resultatet i milligram sparamne per kilogram av provet (ppm).

REPETERBARHET

Skillnaden mellan resultaten av tva parallella bestimningar som utférts pd samma prov av samma

analytiker fir inte Gverstiga

— 5 mg/kg, absolutvirde, for halter av sparimnet i friga pd upp till 50 mg/kg,
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— 10% av det hogsta resultatet for halter av spdriamnet i friga over 50 och upp till
100 mg/kg,

— 10 mg/kg, absolutvirde, for halter av sparimnet i friga over 100 och upp till 200 mg/kg,

— 5% av det hogsta resultatet for halter av sparimnet i friga 6ver 200 mg/kg.

ANMARKNING

Narvaron av stora mangder fosfater kan pdverka bestimningen av jirn, mangan och zink. Denna
paverkan maste korrigeras genom tillsats av lantankloridlosning (3.11). Om viktférhallandet

Ca + Mg

P
kalibreringslosningarna uteslutas.

>2 idr stérre 4n 2 kan tillsatsen av lantankloridlésning till analyslésningen och



