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KOMMISSIONENS GENNEMFARELSESFORORDNING (EU) 2024/ 771
af 29. februar 2024

om @ndring af forordning (EF) nr. 152/2009 om preveudtagnings- og analysemetoder til offentlig
kontrol af foder

(E@S-relevant tekst)

EUROPA-KOMMISSIONEN HAR —
under henvisning til traktaten om Den Europziske Unions funktionsmade,

under henvisning til Europa-Parlamentets og Rddets forordning (EU) 2017625 af 15. marts 2017 om offentlig kontrol og
andre officielle aktiviteter med henblik pd at sikre anvendelsen af fodevare- og foderlovgivningen og reglerne for
dyresundhed og dyrevelfaerd, plantesundhed og plantebeskyttelsesmidler, om @ndring af Europa-Parlamentets og Rédets
forordning (EF) nr. 999/2001, (EF) nr. 396/2005, (EF) nr. 1069/2009, (EF) nr. 1107/2009, (EU) nr. 11512012, (EU)
nr. 652/2014, (EU) 2016/429 og (EU) 2016/2031, Radets forordning (EF) nr. 1/2005 og (EF) nr. 1099/2009 samt Radets
direktiv 98/58EF, 1999/74/EF, 2007/43EF, 2008/119/EF og 2008/120/EF og om ophavelse af Europa-Parlamentets og
Rédets forordning (EF) nr. 854/2004 og (EF) nr. 882/2004, Radets direktiv 89/608/EQF, 89/662/EDF, 90/425/EQF,
91/496/EQF, 96/23[EF, 96/93[EF og 97/78/EF og Radets afgorelse 92/438/EQF (forordningen om offentlig kontrol) ('),
serlig artikel 34, stk. 6, og

ud fra folgende betragtninger:

(1) Der er ved Kommissionens forordning (EF) nr. 152/2009 () fastsat preveudtagnings- og analysemetoder til offentlig
kontrol af foder.

(2)  Ilyset af udviklingen i den videnskabelige og teknologiske viden ber der ske en tilpasning af preveudtagnings- og
analysemetoderne fastsat ved forordning (EF) nr. 152/2009. Der ber ogsd foretages adskillige mindre sendringer
med denne forordning, som tager hensyn til de erfaringer, der er hestet ved at anvende analysemetoderne, eller for
at skabe klarhed vedrerende visse bestemmelser.

(3)  Preveudtagningsmetoden beskrevet i forordning (EF) nr. 152/2009 er ikke hensigtsmessig for preveudtagning til
kontrol af mikrobiologisk forurening og udelukkes derfor fra anvendelsesomradet. Men da den efter eendringen af
Kommissionens forordning (EU) nr. 691/2013 () ikke leengere var udtrykkeligt udelukket fra anvendelsesomradet,
har det medfert en vis forvirring, og derfor er det passende endnu en gang udtrykkeligt at udelukke den fra
anvendelsesomradet.

(4)  Der ber indferes specifikke bestemmelser vedrerende preveudtagning fra foder, der udbydes til salg af ledere af
foderstofvirksomheder ved hjelp af fjernkommunikationsteknik, eftersom salg af foder ved hjalp af fjernkommuni-
kationsteknik er stigende. Ud over bestemmelserne om maleusikkerhed og genfinding i forbindelse med analyse af
uenskede stoffer bor der ogsé indferes bestemmelser vedrerende analyse af indholdet af fodertilsaetningsstoffer, da
disse bestemmelser ogsd er relevante i det tilfeelde. Eftersom der er bevis for, at der opnds ukorrekte analyseresultater
ved anvendelse af analysemetoden til bestemmelse af urinstof uden for anvendelsesomradet for godkendelse af
urinstof som fodertilsaetningsstof, ber anvendelsesomradet for den pagzldende metode specificeres, og der ber
tilfajes oplysninger om evaluering af metoden og resultater af en ringanalyse.

(5)  Adskillige af de analysemetoder, der er fastsat ved forordning (EF) nr. 152/2009, ber udga, eftersom de ikke laengere
opfylder deres formadl pa tilfredsstillende vis. Analysemetoden til bestemmelse af flygtige nitrogenbaser og metoden
til bestemmelse af carbonater ber udg, eftersom der ikke laengere er noget retligt krav i EU’s foderstoflovgivning
om at kontrollere overholdelse heraf. Den eksisterende analysemetode til bestemmelse af diclazuril indeholder
redaktionelle fejl og giver derfor ikke palidelige analyseresultater. Den ber derfor erstattes af en tilpasset metode, der
har vist sig at give pélidelige resultater. Nye analysemetoder til analyse af fri gossypol og totalgossypol har bevist, at

() EUTL 95 af 7.4.2017,s. 1.

() Kommissionens forordning (EF) nr. 152/2009 af 27. januar 2009 om preveudtagnings- og analysemetoder til offentlig kontrol af foder
(EUTL 54 af 26.2.2009, s. 1).

() Kommissionens forordning (EU) nr. 691/2013 af 19. juli 2013 om andring af forordning (EF) nr. 152/2009 for sd vidt angar
proveudtagnings- og analysemetoder (EUT L 197, af 20.7.2013, s. 1).
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analysemetoden til bestemmelse af fri gossypol og totalgossypol som fastsat ved forordning (EF) nr. 152/2009, ikke
giver pilidelige resultater, og den ber derfor udgd og erstattes af en henvisning til europaiske standarder
(EN-standarder). Analysemetoderne til kontrol af ulovlig forekomst af tilsaetningsstoffer, der ikke leengere er tilladte i
foder, ber udga, da der siden er udviklet mere felsomme screeningsmetoder og analysemetoder.

(6)  Ud over de analysemetoder, der er beskrevet i bilagene til naerverende forordning, ber der henvises til EN-standarder
til brug til officiel kontrol.

(7)  Eftersom der med Kommissionens gennemfeorelsesforordning (EU) 2021/2047 (*) er godkendt det nye fodertilsat-
ningsstof amprolium, ber der tilfgjes en analysemetode til bestemmelse af amprolium i bilag IV til forordning (EF)
nr. 152/2009.

(8)  Da andringerne af forordning (EF) nr. 152/2009 er vasentlige og vedrerer adskillige bestemmelser i naevnte
forordnings bilag, ber navnte bilag af klarhedshensyn erstattes i deres helhed.

(9)  Foranstaltningerne i denne forordning er i overensstemmelse med udtalelse fra Den Stdende Komité for Planter, Dyr,
Fodevarer og Foder —

VEDTAGET DENNE FORORDNING:

Artikel 1

ZAndringer af forordning (EF) nr. 152/2009

I forordning (EF) nr. 152/2009 foretages folgende @ndringer:

1) Artikel 1, stk. 1, affattes sledes:
»Udtagning af prever som led i den offentlige kontrol af foder, navnlig for s vidt angdr bestemmelse af bestanddele,
herunder materiale, der indeholder eller bestar af eller er fremstillet af genetisk modificerede organismer, fodertilsat-
ningsstoffer som defineret i Europa-Parlamentets og Rédets forordning (EF) nr. 1831/2003 (*), uenskede stoffer som

defineret i Europa-Parlamentets og Radets direktiv 2002/32/EF (**), foretages efter de metoder, der er anfert i bilag I,
undtagen preveudtagning som led i kontrol af mikrobiologisk forurening.«

(*) Europa-Parlamentets og Radets forordning (EF) nr. 1831/2003 af 22. september 2003 om fodertilsatningsstoffer
(EUT L 268 af 18.10.2003, s. 29).
(**) Europa-Parlamentets og Ridets direktiv 2002/32/EF af 7. maj 2002 om uenskede stoffer i foderstoffer (EUT L 140
af 30.5.2002, s. 10).
2) Bilag I erstattes af teksten i bilag I til denne forordning.
3) Bilag I erstattes af teksten i bilag II til denne forordning.
4) Bilag Il erstattes af teksten i bilag III til denne forordning.
5) Bilag IV erstattes af teksten i bilag IV til denne forordning.
6) Bilag V erstattes af teksten i bilag V til denne forordning.
7) Bilag VII erstattes af teksten i bilag VI til denne forordning.
8) Bilag VIII udgér.
() Kommissionens gennemfgrelsesforordning (EU) 2021/2047 af 23. november 2021 om godkendelse af amproliumhydrochlorid

(COXAM) som tilseetningsstof til foder til slagtekyllinger og henniker (indehaver af godkendelsen er: Huvepharma NV) (EUT L 418 af
24.11.2021,s. 13).
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Artikel 2
Ikrafttraeeden

Denne forordning traeder i kraft pa tyvendedagen efter offentliggerelsen i Den Europeiske Unions Tidende.

Denne forordning er bindende i alle enkeltheder og galder umiddelbart i hver medlemsstat.

Udferdiget i Bruxelles, den 29. februar 2024.

Pd Kommissionens veghe
Ursula VON DER LEYEN
Formand
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BILAG 1

»BILAG 1
PROVEUDTAGNINGSMETODER

1. FORMAL OG ANVENDELSESOMRADE

Prover, der er bestemt til offentlig kontrol af foder, udtages i overensstemmelse med de nedenfor anferte metoder.
De sédledes fremkomne prover skal betragtes som reprasentative for de portioner, der provetages af.

Formdlet med reprasentativ preveudtagning er at udtage en brokdel af et parti pd en sidan made, at fastlaeggelsen
af de sarlige karakteristika ved denne brekdel reprasenterer gennemsnitsvaerdien af partiets karakteristika. Der
udtages prover af partiet ved gentagne gange at udtage enkeltprover pd forskellige steder i partiet. Disse
enkeltprever kombineres ved sammenblanding, sd de udger en samleprove, hvorfra der klargores reprasentative
slutprever ved hjelp af representativ proveneddeling.

Hvis det ved en visuel kontrol eller pd grundlag af andre relevante oplysninger viser sig, at en del af det foder, der
skal udtages prover af, er af en anden kvalitet end resten af foderet i samme parti, adskilles de pdgaldende dele fra
resten af foderet og behandles som et sarskilt delparti. Hvis det ikke er muligt at opdele foderet i serskilte
delpartier, udtages prever som fra et parti. I sddanne tilfeelde nevnes dette i preveudtagningsrapporten.

Séfremt det konstateres, at foder, der udtages prover af i overensstemmelse med bestemmelserne i denne
forordning, og som ikke opfylder EU’s krav og udger en del af et parti foder af samme klasse eller betegnelse,
antages det, at alt foder i det pdgaldende parti er bergrt, medmindre en naermere gennemgang ikke giver belaeg
for, at den resterende del af partiet ikke skulle opfylde EU’s krav.

Proveudtagning kan ogsd omfatte foder, der udbydes til salg af ledere af foderstofvirksomheder ved hjelp af
fjernkommunikationsteknik i overensstemmelse med artikel 11, stk. 3, i Europa-Parlamentets og Rédets
forordning (EF) nr. 767/2009 ('). Preveudtagning af foder, der udbydes til salg ved hjelp af fjernkommunikati-

onsteknik, er i princippet omfattet af de punkter, der er omhandlet i nervarende bilag. Specifikke aspekter ved
proveudtagning af fjernsalgsprover er beskrevet i punkt 11.

2. DEFINITIONER
— Parti (lot eller batch): En identificerbar meengde foder, hvorom det er fastslaet, at det har felles karakteristika
sasom oprindelse, type, emballagetype, pakkevirksomhed, afsender eller merkning og i tilfelde af en
produktionsproces en produktionsenhed fra ét anleg, hvor der anvendes ensartede produktionsparametre,
eller et antal af sddanne enheder, ndr de er fremstillet fortlebende og oplagres sammen.

— Portion, der provetages af: Et parti eller en identificerbar del af partiet eller delpartiet.

— Plomberet prove: En prove, der er plomberet pd en méde, som forhindrer enhver adgang til preven uden at
bryde eller fjerne plomben.

— Enkeltprove: En mangde, som er udtaget pa et enkelt sted i den portion, der provetages af.
— Samleprove: En samling af enkeltproverne, udtaget fra den portion, der prevetages af.
— Reduceret prove: En del af en samleprave, fremkommet ved reprasentativ reduktion af denne.

— Slutpreve: En del af samleprgven (blandet), af den reducerede prove eller af den homogeniserede samleprove,
athaengigt af typen af kontrol (se punkt 9.4).

— Laboratorieprove: Prave bestemt til laboratorieundersegelse (som modtaget af laboratoriet), der kan vaere en
slutpreve, en reduceret prove eller en samleprove.

— Fjernsalgsprave: Prove af et parti foder, der udbydes til salg ved hjalp af fiernkommunikationsteknik.

(") Europa-Parlamentets og Radets forordning (EF) nr. 767/2009 af 13. juli 2009 om markedsforing og anvendelse af foder, eendring af

Europa-Parlamentets og Rddets forordning (EF) nr. 1831/2003, og ophavelse af Rédets direktiv 79/373/EQF, Kommissionens
direktiv 80/511/EQF, Radets direktiv 82/471/EQF, 83[228/EQF, 93/74[EQF, 93/113/EF og 96/25/EF og Kommissionens
beslutning 2004/217/EF (EUT L 229 af 1.9.2009, s. 1).
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4.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.1.1.

4.2.1.2.

4.2.2.

4.2.3.

ALMINDELIGE BESTEMMELSER
— Proverne skal udtages af personer, som er autoriseret hertil af den kompetente myndighed.

— For sd vidt angdr en fjernsalgsprave skal den kompetente myndighed ved hjalp af fjernkommunikationsteknik
anmode lederen af foderstofvirksomheden om at udtage en meengde foder.

— Proven plomberes pa en mdde, som forhindrer enhver adgang til preven uden at bryde eller fjerne plomben.
Plombens etiket skal veere klart identificerbar og synlig.

— Identifikation af preven: Proven skal veere maerket pd en uudslettelig mide og skal identificeres pa en siddan
médde, at der er en utvetydig forbindelse til preveudtagningsrapporten.

— Fra hver enkelt samleprove eller reducerede preve udtages folgende slutpraver: én til offentlig kontrol
(handhavelsesformal) og én til lederen af foderstofvirksomheden (kontrapreve). Endelig kan der udtages
endnu én slutpreve til referenceformdl. Hvis hele samlepreven homogeniseres, udtages slutpraverne af den
homogeniserede samleprove, medmindre denne fremgangsmade er i modstrid med medlemsstaternes
forskrifter for s vidt angér rettighederne for lederen af en foderstofvirksomhed.

— I overensstemmelse med artikel 15, stk. 1 og 2, i forordning (EU) 2017/625 skal ledere af foderstofvirk-
somheder, ndr det er nedvendigt for at gennemfore officiel prevetagning, og nar det kraeves af de kompetente
myndigheder:

— give de kompetente myndigheders personale adgang til udstyr under deres kontrol, herunder, om
nedvendigt, stille provetagningsudstyr og personlige vaernemidler til radighed.

— bistd og samarbejde med de kompetente myndigheders personale for at gere provetagningen mulig,
herunder stille foder til rddighed for de kompetente myndigheders personale.

APPARATUR

Det apparatur, der anvendes til proveudtagning, skal vere udfert i materialer, der ikke kan forurene de produkter,
der skal udtages prover af. Apparatur, der er bestemt til at blive anvendt flere gange, skal vare let at rengere for at
undgé krydsforurening.

Anbefalet apparatur til udtagning af prever af foder i fast form.
Manuel proveudtagning
Proveudtagningsskovl med flad bund og lodrette sider.

Proveudtagningsspyd med lang spalte eller inddelt i kamre. Proveudtagningsspyddets dimensioner skal veare
afpasset efter de forhold, hvorunder den del, der udtages prover af, befinder sig (beholderens dybde, seekkenes
dimensioner osv.), og efter storrelsen af de partikler, foderet bestar af.

Hvis preveudtagningsspyddet har flere dbninger for at sikre, at proverne udtages pd forskellige steder langs
spyddet, skal dbningerne vere adskilt af kamre eller sekventielt forskudte dbninger.

Mekanisk preveudtagning

Passende mekanisk apparatur kan anvendes til udtagning af prever af foder i bevagelse. Det mekaniske apparatur
anses for at vaere passende, ndr der som minimum udtages prover af hele flowets tvaersnit.

Proveudtagning af foder i bevaegelse (med hgj flowhastighed) kan udferes med automatisk prevetagningsudstyr.

Provedeler

Til neddeling af prever pd en reprasentativ mide anvendes apparatur, der deler preverne i tilneermelsesvis lige
store dele, hvis det er muligt og hensigtsmassigt.

ELL http://data.europa.eu/elijreg_impl/2024/771/oj
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5.

5.1.

5.1.1.

KVANTITATIVE KRAV FOR SA VIDT ANGAR ANTALLET AF ENKELTPROVER

— De kvantitative krav i punkt 5.1 og 5.2, for sd vidt angdr antallet af enkeltprover, gelder for portioner, der
provetages af, med en vagt pd op til 500 ton, og hvoraf der kan udtages prover pd en repraesentativ made.
Den anforte fremgangsmade for proveudtagning gaelder ogsa for meaengder, som er storre end den foreskrevne
maksimale storrelse af portioner, der provetages af, hvis der ses bort fra det hgjeste antal enkeltprover, som er
angivet i nedenstéende tabeller under punkt 5.1.1, 5.1.3 og 5.1.5, og antallet af enkeltprover fastlegges ved
hjelp af den kvadratrodsformel, der er fastsat i den relevante del af fremgangsméden (jf. punkt 5.3), og den
mindste storrelse af samleproven eges proportionelt hermed. Dette forhindrer ikke, at et stort parti kan
opdeles i mindre delpartier, og at der udtages prever af hvert delparti i overensstemmelse med
fremgangsmaden i punkt 5.1 og 5.2.

— Sterrelsen af portionen, der provetages af, skal vare siledes, at der kan udtages enkeltprover af alle dens
bestanddele.

— I tilfelde af meget store partier eller delpartier (> 500 ton) og partier, som transporteres eller oplagres pa en
sddan mdde, at der ikke kan udtages prover i overensstemmelse med den fremgangsmdde, der er fastsat i
punkt 5.1 og 5.2, anvendes den i punkt 5.3 fastsatte fremgangsmade.

— For sd vidt angdr fjernsalgspraver er storrelsen pa det parti, som mangden skal tages fra, som regel ikke kendt
af den kompetente myndighed. Derfor kan proceduren omhandlet i punkt 5.1 og 5.2 ikke folges. I dette
tilfeelde anvendes proceduren beskrevet i punkt 11.

— Huvis lederen af foderstofvirksomheden i henhold til lovgivningen har pligt til at overholde bestemmelserne i
denne forordning som led i et obligatorisk overvigningssystem, kan lederen af foderstofvirksomheden afvige
fra de kvantitative krav, som er fastsat i dette punkt, for at tage hensyn til operationelle karakteristika,
forudsat at lederen af foderstofvirksomheden over for den kompetente myndighed har godtgjort akvivalensen
af fremgangsmdden for preveudtagning med hensyn til reprasentativitet og efter godkendelse fra den
kompetente myndighed.

— I sarlige tilfelde, hvis det ikke er muligt at anvende den fastsatte proveudtagningsmetode for sa vidt angdr de
kvantitative krav pd grund af uacceptabel forretningsmaessig beskadigelse af partiet (som folge af
emballeringsform, transportmiddel, opbevaringsforhold osv.), kan der anvendes en alternativ preveudtag-

ningsmetode, under forudsatning af at den er sd reprasentativ som muligt og beskrives og dokumenteres
fuldt ud.

Kvantitative krav for s vidt angar enkeltprever i forbindelse med kontrol af stoffer og produkter, der er
homogent fordelt i foderet

Uemballeret foder i fast form

Storrelsen af den portion, der provetages af Mindste antal enkeltprover
< 2,5ton 7
> 2.5 ton Kvadratroden af 20 gange det antal ton, som den portion, der
provetages af (*) , vejer, op til 40 enkeltprover

(*) Er den fremkomne storrelse ikke et helt tal, afrundes til neermeste hejere hele tal.

Uemballeret foder i flydende form

Storrelsen af den portion, der provetages af Mindste antal enkeltprover
< 2,5 ton ellers 2 500 liter 4%
> 2,5 ton eller > 2 500 liter 7 ()

(*) Hvis det ikke er muligt at gore vaesken homogen, oges antallet af enkeltprover.
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5.2.

Emballeret foder

Foder (i fast og flydende form) kan vaere emballeret i seekke, poser, ddser, tonder mv., der i nedenstdende tabel er
omhandlet som enheder. Af store enheder (> 500 kg eller liter) udtages prover i overensstemmelse med
bestemmelserne for uemballeret foder (jf. punkt 5.1.1 og 5.1.2).

Storrelsen af den portion, der provetages af Mindste antal enheder, hvoraf (mindst) én enkeltprove skal udtages (*)
1 til 20 enheder 1 enhed (*¥)
21 til 150 enheder 3 enheder (*¥)
151 til 400 enheder 5 enheder (**)
> 400 enheder Y af kvadratroden af antallet af enheder, som udger den portion,
der provetages (***), op til 40 enheder

() Itilfelde af at dbningen af en enhed kan pavirke analysen (f.eks. letfordeerveligt vadt foder), udgeres en enkeltprove af den
udbnede enhed.

(**)  For enheder, hvis indhold ikke overstiger 1 kg eller 1 liter, udgeres en enkeltprove af indholdet af én original enhed.

(***) Er den fremkomne storrelse ikke et helt tal, afrundes til naeermeste hgjere hele tal.

Foderblokke og mineralske sliksten

Der skal udtages prover af mindst én blok eller sliksten pr. parti bestdende af 25 enheder, dog hgjst fire blokke eller
sliksten.

For blokke eller sliksten, der ikke vejer over 1 kg stykket, udgeres en enkeltprave af indholdet af én blok eller én
sliksten.

Grovfoder/foderplanter

Storrelsen af den portion, der provetages af Mindste antal enkeltprover (*)
< 5ton 5
> 5 ton Kvadratroden af 5 gange det antal ton, som den portion, der
provetages af (**) , vejer, op til 40 enkeltprover

(*) Det erkendes, at det i visse situationer (f.eks. ved ensilage) ikke er muligt at udtage de kraevede enkeltprever uden at
fordrsage uacceptabel beskadigelse af partiet. En alternativ proveudtagningsmetode kan anvendes i sddanne situationer, og
der er udarbejdet en vejledning om preveudtagning af sddanne partier, som findes pa https://food.ec.curopa.eu/system|
files/2016-10/animal-feed-guidance_documents_691_2013_en.pdf.

(**) Er den fremkomne storrelse ikke et helt tal, afrundes til neermeste hgjere hele tal.

Kvantitative krav for sd vidt angdr enkeltprever i forbindelse med kontrol af bestanddele eller stoffer, der
saedvanligvis er thomogent fordelt i foderet

Disse kvantitative krav for sd vidt angar enkeltprover skal anvendes i folgende situationer:

— kontrol med forekomst af aflatoksin, meldrgje, andre mykotoksiner og skadelige botaniske urenheder i
fodermidler

— kontrol af krydsforurening fra en bestanddel, herunder genmodificeret materiale eller stof, der seedvanligvis er
uhomogent fordelt i fodermidler.

Hvis kontrolmyndigheden har steerk mistanke om, at der forekommer en uhomogen fordeling, og i tilfeelde af
krydsforurening fra en bestanddel eller et stof i en foderblanding, kan de kvantitative krav i nedenstiende tabel
anvendes.
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Storrelsen af den portion, der provetages af Mindste antal enkeltprover
< 80 ton Jt. de kvantitative krav i punkt 5.1. Antal enkeltprover, som skal
udtages, ganges med 2,5
> 80 ton 100
5.3. Kvantitative krav for sa vidt angar enkeltproverne i tilfeelde af meget store partier

[ tilfeelde af store portioner, der provetages af (> 500 ton), er antallet af enkeltpraver, der skal udtages = 40
enkeltprover + kvadratroden af antal ton i forbindelse med kontrol af stoffer og produkter, der er homogent
fordelt i foderet, eller 100 enkeltpraver + kvadratroden af antal ton i forbindelse med kontrol af bestanddele eller
stoffer, der seedvanligvis er uhomogent fordelt i foder.

6. KVANTITATIVE KRAV FOR SA VIDT ANGAR SAMLEPRGVER

Der skal vaere én samleprgve for hver portion der provetages af.

Fodertype Minimumssterrelse af samlepraven (*) (**)

6.1. Uemballeret foder 4 kg

6.2. Emballeret foder 4 kg (***)

6.3. Flydende eller halvflydende foder 4 liter

6.4. Foderblokke eller mineralske sliksten:

6.4.1. med en stykveaegt pd over 1 kg 4 kg

6.4.2. med en stykvagt pa hejst 1 kg vaegten af fire originale blokke eller sliksten

6.5. Grovfoder/foderplanter 4 kg (****)

(*)  Hvis det foder, der udtages prover af, er af stor veerdi, kan der udtages en mindre mangde samleprove, under
forudseetning af at dette beskrives og dokumenteres i proveudtagningsrapporten.

(**)  Thenhold til bestemmelserne i Kommissionens forordning (EU) nr. 619/2011 af 24. juni 2011 om preveudtagnings- og
analysemetoder til offentlig kontrol af foder for sd vidt angar forekomst af genetisk modificeret materiale, som er under
godkendelse, eller for hvilket godkendelsen er udlgbet (EUT L 166 af 25.6.2011, s. 9) skal samleproven til kontrol af
forekomst af genetisk modificeret materiale indeholde mindst 35 000 frg/korn. Dette betyder, at for majs skal storrelsen
af samleproven vare mindst 10,5 kg og for sojaolie 7 kg. For andre frg og korn, sdsom byg, hirse, havre, ris, rug, hvede
og rapsfre, svarer storrelsen af samlepreven pé 4 kg til mere end 35 000 frg/korn.

(** I tilfelde af emballeret foder er det heller ikke altid muligt at opnd en storrelse pd 4 kg for samleproven athaengigt af

storrelsen af de enkelte enheder.

(****)  For sa vidt angdr grovfoder eller foderplanter med lav massefylde (f.cks. hg, halm) skal samlepreven veere pd mindst 1 kg.

7. KVANTITATIVE KRAV FOR SA VIDT ANGAR SLUTPR@VER

Slutpraver

Der kraeves analyse af mindst én slutpreve. Maengden af slutpreven, der skal analyseres, ma ikke veere mindre end:

8/129

ELL http://data.europa.eufelijreg_impl/2024/771/oj



EUT L af 15.3.2024

DA

8.1.

8.2.

8.2.1.

Foder i fast form 500 g () (%) (%) (00
Flydende eller halvflydende foder 500 ml (*)

(*) T henhold til bestemmelserne i forordning (EU) nr. 619/2011 skal slutprever til kontrol af forekomst af genetisk
modificeret materiale indeholde mindst 10 000 fre/korn. Dette betyder, at for majs skal sterrelsen af slutproven veere
mindst 3 000 g og for sojaolie 2 000 g. For andre fre og korn, sdsom byg, hirse, havre, ris, rug, hvede og rapsfre, svarer
storrelsen af slutpreven pa 500 g til mere end 10 000 fro/korn.

(*) I henhold til bestemmelserne i Kommissionens forordning (EU) nr. 619/2011 skal slutprever til kontrol af forekomst af
genetisk modificeret materiale indeholde mindst 10 000 fre/korn. Dette betyder, at for majs skal starrelsen af slutproven
vaere mindst 3 000 g og for sojaolie 2 000 g. For andre fre og korn, sdsom byg, hirse, havre, ris, rug, hvede og rapsfre,
svarer storrelsen af slutpreven pa 500 g til mere end 10 000 fro/korn.

(***) I tilfelde af preveudtagning af belgfrugter, korn og nedder til bestemmelse af indholdet af pesticidrester skal
minimumssterrelsen af slutproven vare 1 kg i overensstemmelse med bestemmelserne i Kommissionens
direktiv 2002/63/EF af 11. juli 2002 om EF-metoder til proveudtagning til officiel kontrol af pesticidrester i og pa
vegetabilske og animalske produkter og om ophavelse af direktiv 79/700/E@F (EUT L 187, af 16.7.2002, s. 30)..

(%) I tilfeelde af undersogelse ved visuel eller ved mikroskopisk kontrol skal mangden af slutpreve til undersogelse veere 1 kg.

PROVEUDTAGNINGSMETODE FOR MEGET STORE PARTIER ELLER PARTIER, SOM OPBEVARES ELLER TRANSPORTERES
PA EN MADE, SA PROVEUDTAGNING I HELE PARTIET IKKE ER MULIG

Generelle principper

Hvis transport eller opbevaring af et parti forhindrer udtagning af enkeltprover i hele partiet, ber preveudtagning
af sddanne partier foretages, ndr partiet er i flow.

[ tilfaelde af store lagerbygninger, der er bestemt til oplagring af foder, ber virksomhederne opfordres til at
installere udstyr i lagerbygningerne, som (automatisk) foretager preveudtagning i hele det oplagrede parti.

Ved anvendelse af de fremgangsméder for preveudtagning, som er omhandlet i dette punkt, underrettes lederen af
foderstofvirksomheden eller dennes reprasentant om den pagaldende fremgangsmaéde for preveudtagning. Hvis
lederen af foderstofvirksomheden eller dennes reprasentant anfaegter denne fremgangsmade for preveudtagning,
skal lederen af foderstofvirksomheden eller dennes reprasentant give den kompetente myndighed mulighed for at
udtage prover af hele det pdgzldende parti for vedkommendes regning.

Store partier, som transporteres med skib

Dynamisk proveudtagning af store partier, som transporteres ted skib
Proveudtagning af store partier i skibe foretages bedst, mens produktet er i flow (dynamisk preveudtagning).

Proveudtagningen skal foretages pr. lastrum (enhed, der fysisk kan adskilles). Lastrummene temmes imidlertid
ikke hver for sig, sd den oprindelige fysiske adskillelse eksisterer ikke langere efter overforslen til lagerfaciliteter.
Proveudtagning kan derfor foretages enten pa baggrund af den oprindelige fysiske adskillelse eller pd baggrund af
opdelingen efter overfarslen til lagerfaciliteterne.

Losningen af et skib kan vare flere dage. Normalt gennemferes proveudtagningen med regelmaessige mellemrum
under hele losningens varighed. Det er dog ikke altid muligt eller hensigtsmaessigt, at en officiel inspekter er til
stede med henblik pd proveudtagning i lebet af hele lossearbejdet. Det er derfor tilladt at gennemfare
proveudtagning pd en del (den del, der udtages prover fra) af hele partiet. Antallet af enkeltprever bestemmes
under hensyntagen til sterrelsen af den portion, der provetages af.

Hvis der er udtaget prover af en del af et parti foder af samme klasse eller betegnelse, og det konstateres, at denne
del af partiet ikke opfylder EU’s krav, antages det, at alt foder i det pagaldende parti er berert, medmindre en
narmere gennemgang ikke giver belag for, at den resterende del af partiet ikke skulle opfylde EU’s krav.

Selv om den officielle prove udtages automatisk, skal der vare en inspektor til stede. Safremt den automatiske
proveudtagning gennemferes med forudindstillede parametre, som ikke kan @ndres under preveudtagningen, og
enkeltproverne indsamles i en plomberet beholder, som forhindrer eventuelt svig, er inspektorens tilstedeverelse
kun nedvendig ved pdbegyndelsen af preveudtagningen, hver gang provebeholderen skal udskiftes og ved
afslutningen af preveudtagningen.

ELL http://data.europa.eu/elijreg_impl/2024/771/oj
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8.2.2.  Proveudtagning af partier, som transporteres med skib ved statisk praveudtagning

Hvis preveudtagningen udferes pd en statisk made, anvendes den samme fremgangsméde som den, der galder for
lagerfaciliteter (siloer), som er tilgaengelige ovenfra (jf. punkt 8.4.1).

Proveudtagningen gennemfores pd den tilgengelige del (ovenfra) af partiet/lastrummet. Antallet af enkeltprover
bestemmes under hensyntagen til stgrrelsen af den portion, der provetages af. Hvis der er udtaget prover af en del
af et parti foder af samme klasse eller betegnelse, og det konstateres, at denne del af partiet ikke opfylder EU’s krav,
antages det, at alt foder i det pdgaldende parti er bergrt, medmindre en naermere gennemgang ikke giver belaeg
for, at den resterende del af partiet ikke skulle opfylde EU’s krav.

8.3. Proveudtagning af store partier, der er oplagret i lagerbygninger

Proveudtagningen gennemfores pd den tilgeengelige del af partiet. Antallet af enkeltprover bestemmes under
hensyntagen til starrelsen af den portion, der provetages af. Hvis der er udtaget prover af en del af et parti foder
af samme klasse eller betegnelse, og det konstateres, at denne del af partiet ikke opfylder EU’s krav, antages det, at
alt foder i det pagaldende parti er berort, medmindre en nermere gennemgang ikke giver belag for, at den
resterende del af partiet ikke skulle opfylde EU’s krav.

8.4. Udtagning af prever fra lagerfaciliteter (siloer)

8.4.1.  Udtagning af prever fra siloer, som er (let) tilgengelige ovenfra

Proveudtagningen gennemferes pd den tilgaengelige del af partiet. Antallet af enkeltprover bestemmes under
hensyntagen til sterrelsen af den portion, der provetages af. Hvis der er udtaget prover af en del af et parti foder
af samme klasse eller betegnelse, og det konstateres, at denne del af partiet ikke opfylder EU’s krav, antages det, at
alt foder i det pagaldende parti er berert, medmindre en narmere gennemgang ikke giver belaeg for, at den
resterende del af partiet ikke skulle opfylde EU’s krav.

8.4.2.  Udtagning af prover fra siloer, som ikke er tilgeengelige ovenfra (lukkede siloer)

8.4.2.1. Siloer, som ikke er tilgeengelige ovenfra (lukkede siloer) med en stgrrelse pd > 100 ton

Der kan ikke udtages prover af foder, der er oplagret i sddanne siloer, pé en statisk made. Hvis der skal udtages
prover af foder i en sddan silo, og det ikke er muligt at flytte partiet, skal der derfor traffes aftale med
virksomhedslederen om, at vedkommende meddeler inspektaren, hvorndr den pagaldende silo vil blive tomt, s&
der kan udtages prover, mens foderet er i flow.

8.4.2.2. Siloer, som ikke er tilgeengelige ovenfra (lukkede siloer) med storrelse pd < 100 ton

Fremgangsmdden for preveudtagning indebarer overfersel til en beholder af en storrelse pd 50-100 kg, hvorfra
proven udtages. Storrelsen af samleproven skal svare til hele partiet, og antallet af enkeltprover skal beregnes pa
baggrund af mangden i den silo, hvorfra der overferes foder til en beholder med henblik pd preveudtagning.
Hvis der er udtaget prover af en del af et parti foder af samme klasse eller betegnelse, og det konstateres, at denne
del af partiet ikke opfylder EU’s krav, antages det, at alt foder i det pagaldende parti er berert, medmindre en
narmere gennemgang ikke giver belag for, at den resterende del af partiet ikke skulle opfylde EU’s krav.

8.5. Udtagning af prever af uemballeret foder i store lukkede beholdere
Der kan som regel kun udtages prover af sddanne partier, ndr beholderne aflesses. Det er i visse tilfelde ikke

muligt at aflasse beholderne ved indfersel eller kontrol, og preveudtagningen ber derfor gennemfores, nir
beholderne aflasses.

9. FREMGANGSMADE VED UDTAGNING, KLARG@RING OG EMBALLERING AF PROVERNE

9.1. Generelt

Proverne udtages og klargares sd hurtigt som muligt under hensyntagen til de forholdsregler, som er nedvendige
for at undgd, at produktet forandres eller forurenes. Instrumenter, overflader og beholdere, som er beregnet til at
rumme proverne, skal vere rene og torre.
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9.2.

9.2.1.

9.2.2.

9.2.3.

9.2.4.

9.2.5.

9.3.

9.4.

Enkeltprover

Enkeltprover skal udtages tilfaldigt og jeevnt fordelt fra hele den portion, der provetages af. Deres storrelse skal
vere tilnermelsesvis ens.

Enkeltprovens storrelse skal veere pd mindst 100 g eller 25 g i tilfelde af grovfoder eller foderplanter med lav
massefylde.

[ tilfelde af at der i henhold til den fremgangsmade for preveudtagning, der er fastsat i afsnit 8, skal udtages ferre
end 40 enkeltprover, fastlegges storrelsen af enkeltproverne pd baggrund af den sterrelse, der kraves for
samleprover (jf. afsnit 6).

[ tilfeelde af proveudtagning af prever af mindre partier af emballeret foder, hvor der i henhold til de kvantitative
krav skal udtages et begranset antal enkeltprover, skal en enkeltprove udgeres af indholdet af én original enhed,
hvis indhold ikke overstiger 1 kg eller 1 liter.

[ tilfeelde af proveudtagning af emballeret foder, der bestdr af smé enheder (f.eks. < 250 g), athenger antallet af
enkeltprover af enhedernes storrelse.

[ tilfeelde af fjernsalgspraver athaenger enkeltprovens storrelse af enhedens storrelse og kan ogsé i enkelte tilfeelde
indeholde mindre end 100 g eller 100 ml.

Uemballeret foder

Hvor det er passende, kan preveudtagningen foretages, mens partiet er i bevagelse (paleesning eller aflasning).

Emballeret foder

Efter at det i punkt 5 fastsatte antal enheder til preveudtagning er udvalgt, udtages en del af indholdet af hver
enhed ved hjelp af spyd eller skovl. Om nedvendigt skal preverne udtages, efter at enhederne er temt hver for sig.

Flydende eller halvflydende foder, som er homogent eller kan gores homogent

Efter at det i punkt 5 fastsatte antal enheder til proveudtagning er udvalgt, homogeniseres indholdet om
nedvendigt, og der udtages en meangde fra hver enhed.

Enkeltproverne kan eventuelt udtages under aftapning af partiet.

Flydende eller halvflydende foder, som ikke kan gores homogent
Efter at det i punkt 5 fastsatte antal enheder til proveudtagning er udvalgt, udtages prover fra forskellige niveauer.
Enkeltprover kan ligeledes udtages, nér partiet aftappes, men de forste fraktioner kasseres.

Under alle omstendigheder méd den samlede udtagne mangde ikke veere mindre end 10 liter.

Foderblokke og mineralske sliksten

Efter at det i punkt 5 fastsatte antal blokke eller sliksten til proveudtagning er udvalgt, kan der udtages en del af
hver blok eller sliksten. I tilfelde af mistanke om en uhomogen blok eller sliksten, kan hele blokken eller
slikstenen udtages som prove.

For blokke eller sliksten, der ikke vejer over 1 kg stykket, udgeres en enkeltprave af indholdet af én blok eller én
sliksten.

Klargering af samleprover

Enkeltproverne sammenblandes, sd de udger en enkelt samleprove.

Klargering af slutprever

Samleproven blandes omhyggeligt (?).

() Eventuelle klumper findeles (om nedvendigt ved at udskille dem og derpa fore dem tilbage til samleproven).
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Hver prove anbringes i en egnet beholder. Alle nedvendige forholdsregler tages for at undga, at preven forurenes
eller forfalskes, eller at ssmmensatningen andres under transport eller opbevaring.

9.4.1.  Homogent fordelte stoffer

Ved kontrol af bestanddele eller stoffer, der er homogent fordelt i foderet, kan samlepreven reduceres pd en
repraesentativ made til mindst 2,0 kg eller 2,0 liter (reduceret prove) () helst ved anvendelse af en mekanisk eller
en automatisk prevedeler. Ved kontrol af forekomst af pesticidrester i belgfrugter, korn og trenedder er
minimumssterrelsen af den reducerede prove 3 kg. Hvis fodertypen umuligger anvendelse af en prevedeler, eller
hvis der ikke er en provedeler til rddighed, kan preven reduceres ved firdeling (kvartning).

Fra samleproven eller de reducerede prever udtages slutpreverne (til kontrol-, kontrapreve- og eventuelt
referenceformdl) af tilneermelsesvis samme storrelse og under overholdelse af de kvantitative krav i punkt 7.

9.4.2.  Uhomogent fordelte stoffer

Ved kontrol af bestanddele, herunder genetisk modificeret materiale eller stoffer, der seedvanligvis er uhomogent
fordelt i foder, skal samleprgven vere:

i) fuldsteendigt homogeniseret. Fra den homogeniserede samleprove klargores derefter slutpreverne (til kontrol-,
kontrapregve- og eventuelt referenceformdl) af tilnermelsesvis samme storrelse og under overholdelse af de
kvantitative krav i punkt 7, eller

i) reduceret til mindst 2 kg eller 2 liter (*) ved anvendelse af en mekanisk eller automatisk provedeler. Kun i
tilfelde, hvor fodertypen forhindrer anvendelse af en prevedeler, kan preven om nedvendigt reduceres ved
firdeling. Med henblik pé kontrol af forekomst af genetisk modificeret materiale i henhold til forordning (EU)
nr. 619/2011 skal den reducerede prove indeholde mindst 35 000 frg/korn for at opnd de slutprover, der
kraeves til hdndhavelses-, kontraprove- og referenceformal pd mindst 10 000 frg/korn (jf. fodnote (**) i punkt
6 og fodnote (*) i punkt 7).

Fra den reducerede prove udtages derefter slutpreverne af tilneermelsesvis samme sterrelse og under overholdelse
af de kvantitative krav i punkt 7.

9.5. Emballering af prover

Beholdere eller pakninger plomberes og forsynes med etiketter pd en sddan made, at de ikke kan &bnes, uden at
plomben beskadiges. Hele etiketten skal anbringes inden for plomben. Alternativt kan preven anbringes i en
beholder, der kan lukkes pd en sddan made, at den ikke kan dbnes uden at medfere uoprettelig skade pé
beholderen, sd man undgdr genanvendelse af beholderen.

9.6. Forsendelse af prover til laboratoriet
Proven sendes sd hurtigt som muligt til det udpegede analyselaboratorium sammen med de for analysen
nedvendige oplysninger.

10. REGISTRERING AF PROVEUDTAGNING

Hver prove skal registreres, sdledes at portionen, der pravetages af, og dens storrelse utvetydigt kan identificeres.

Desuden skal enhver afvigelse fra den fremgangsmade for preveudtagning, der er fastsat i denne forordning,
registreres.

De registrerede oplysninger stilles til rddighed for det officielle kontrollaboratorium samt for lederen af foderstof-
virksomheden ogleller det laboratorium, som er udpeget af foderstofvirksomheden.

() Undtagen i tilfeelde af grovfoder eller foderplanter med lav massefylde.
(*) Undtagen i tilfeelde af grovfoder eller foderplanter med lav massefylde.
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11.

FJERNSALGSPROVE

— For sa vidt angdr fjernsalgsprover skal lederen af foderstofvirksomheden anmodes om foderet ved hjelp af

fjernkommunikationsteknikker. I dette tilfeelde, ndr der anmodes om foder, behever den kompetente
myndighed ikke at identificere sig med en officiel identitet over for lederen af foderstofvirksomheden og kan
anvende en skjult identitet.

Samleproven og slutprgverne af fjernsalgsproven skal udtages omgdende ved modtagelse af sendingen af
personer, der er bemyndiget dertil. Til samleproven skal der udtages et passende antal enkeltprover tilfeldigt
og jevnt fordelt i hele den modtagne mangde, som er omhyggeligt blandet/homogeniseret, sd vidt muligt i
overensstemmelse med de principper, der er fastsat i punkt 5, 9.2 og 9.3. Hvis foderet er emballeret i seerskilte
enheder, skal der indhentes mindst fire enheder, hvorfra der skal udtages mindst én enkeltprove. Hvis det efter
en konkret vurdering viser sig, at de indhentede enheder stammer fra forskellige partier, skal antallet af
enheder, der udtages prover fra, reduceres og begranses til de enheder, der stammer fra det samme parti. Ved
analyse af fjernsalgsprover for bestanddele eller stoffer, der er uhomogent fordelt i foderet, skal antallet af
enkeltprover vare mindst 2,5 gang hajere end for prover, der analyseres for stoffer, der er homogent fordelt i
foderet.

Fra samlepreven udtages derefter de tilherende slutprever (til kontrol, som kontrapreve og eventuelt
referenceformdl) sd vidt muligt i overensstemmelse med principperne i punkt 9.4, og det skal fremgd af
registreringen af preveudtagningen, at proven er en fjernsalgspreve. Den kompetente myndighed informerer
omgdende lederen af foderstofvirksomheden om preveudtagningen. Lederen af foderstofvirksomheden far
ogsd oplyst, at der, om muligt, stilles en preve (som kontrapreve) til rddighed af den kompetente myndighed
pa et angivet sted, og at preven anvendes som kontrapreve eller sendes til lederen af foderstofvirksomheden
eller til det laboratorium, der er udpeget af lederen af foderstofvirksomheden i overensstemmelse med de
geldende nationale regler.

Hvis preven sendes direkte til det officielle laboratorium, skal slutpreven forberedes og forsegles pé
laboratoriet af personer, der er bemyndiget dertil, eller under tilstedevzrelse af personer, der er bemyndiget
dertil. Registreringen af preveudtagningen af fjernsalgspreven skal, umiddelbart efter at slutpreverne er
udtaget, sendes til den kompetente myndighed, som oplyser lederen af foderstofvirksomheden om
proveudtagningen.

Den mangde, der leveres af lederen af foderstofvirksomheden til den kompetente myndighed, anses for at
reprasentere en del af et parti foder af samme klasse eller betegnelse. I overensstemmelse med artikel 15 i
Europa-Parlamentets og Rédets forordning (EF) nr. 178/2002 () antages det, hvis denne del af partiet ikke
opfylder EU’s krav, ogsd i tilfalde af en fjernsalgsprove, at alt foder i det pagaldende parti er berort,
medmindre en nermere gennemgang (efter behov ved kontrol pd stedet) ikke giver beleg for, at den
resterende del af partiet ikke skulle opfylde EU’s krav.«

() Europa-Parlamentets og Rédets forordning (EF) nr. 178/2002 af 28. januar 2002 om generelle principper og krav i fedevarelov-

givningen, om oprettelse af Den Europaiske Fadevaresikkerhedsautoritet og om procedurer vedrerende fodevaresikkerhed (EUT L 31
af 1.2.2002, 5. 1).
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BILAG II

»BILAG II
ALMINDELIGE BESTEMMELSER VEDRORENDE ANALYSEMETODER FOR FODER
A. KLARGORING AF PROVER TIL ANALYSE

1. Formal

De nedenfor beskrevne fremgangsmader i naervarende bilag omhandler klargoring til analyse af prover, der efter
udtagning sendes til kontrollaboratorierne i overensstemmelse med bilag 1.

Laboratoriepreverne klargeres sdledes, at de i henhold til analysemetoderne afvejede mangder er homogene og
repraesentative for slutpreverne.

Ud over de i nervarende bilag beskrevne fremgangsmdader skal retningslinjerne for klargering af prever som
omhandlet i EN ISO 6498 falges.

2. Forholdsregler
Fremgangsmdden for klargering af preven athaenger af, hvilke analysemetoder der skal anvendes, og hvilke
bestanddele eller stoffer der skal kontrolleres. Det er derfor yderst vigtigt, at den fremgangsmade for klargering af
proven, der folges, passer til den anvendte analysemetode og til de bestanddele eller stoffer, der skal kontrolleres.

Alle nedvendige arbejdsgange udferes, sd det sd vidt muligt undgds at forurene proven og andre dens
sammensa&tning.

Formaling, blanding og sigtning gennemferes si hurtigt som muligt, og séledes at preven udsettes mindst muligt
for luft og lys. Der anvendes ikke kvarne og andre formalingsapparater med vasentlig tilbgjelighed til at
frembringe varme i proven.

Serligt varmefolsomt foder ber formales manuelt. Det sikres tillige, at apparaturet i sig selv ikke forurener.
Homogenisering af preven ved at lave en opslemning med vand ved »high shear mixing« har i visse tilfeelde vist sig
at give mere homogene delprover end ter homogenisering/formaling, swrlig i tilfelde af uensartet fordelte kemiske

stoffer. Men homogenisering ved tilstrackkelig formaling kan ogsd give homogene delprover.

[ visse tilfelde, f.eks. til bestemmelse af meldrgje, skadelige botaniske urenheder osv., kan homogeniseringen af
proven ikke finde sted ved formaling, men ved i tilstrekkelig grad at blande proven.

Kan klargeringen ikke foretages uden vasentlige @ndringer af prevens vandindhold, bestemmes vandindholdet for
og efter klargaringen efter den metode, der er fastsat i del A i bilag IIL

3. Fremgangsmade

3.1.  Generel fremgangsmdde

Testdelproven udtages af den homogeniserede slutprove. Neddeling efter keglemetoden og firdeling (kvartning) kan
ikke anbefales, da disse metoder giver risiko for uhomogene delprover.

3.1.1. Foder, der kan formales direkte

— Slutpreven blandes og opsamles i en egnet, ren og ter beholder med lufttat lukning. Slutpreven blandes igen for
at sikre fuldsteendig homogenisering umiddelbart for afvejning til analyse (testdelprave).

3.1.2. Foder, der kan formales efter torring

— Medmindre andet er angivet for analysemetoden, torres slutpreven, sd den far et vandindhold pd 8-12 %, i
overensstemmelse med den fremgangsmdde for forterring, der er anfert i punkt 4.3 om metoden til
bestemmelse af vandindhold i del A i bilag IIL. Der fortsattes som beskrevet i punkt 3.1.1.
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3.1.3.

3.1.4.

3.2.

Flydende eller halvflydende foder

— Slutpreven opsamles i en ren, ter og egnet beholder med lufttaet lukning. Slutpreven blandes grundigt for at
sikre fuldstaendig homogenisering umiddelbart for afvejning til analyse (testdelprove).

Andet foder

— Slutprover, der ikke kan klargeres i overensstemmelse med en af de ovenfor beskrevne fremgangsmaéder,
behandles pa anden made, sd der skabes sikkerhed for, at de mangder, der afvejes til analyse (testdelprove), er
homogene og repraesentative for slutpreverne.

Seerlig fremgangsmade i tilfeelde af undersagelse ved visuel eller ved mikroskopisk kontrol eller i tilfelde, hvor samleproven er
homogeniseret

— T tilfeelde af en undersogelse ved visuel kontrol (uden anvendelse af mikroskop) anvendes hele samleproven eller
slutpreven til undersogelsen.

— [l tilfelde af en mikroskopisk undersogelse kan laboratoriet reducere samleproven eller reducere den reducerede
prave yderligere. Slutprover til kontrapreve- og eventuelt referenceformal udtages efter en fremgangsméde
svarende til den fremgangsmade, der folges for slutprever til kontrolformal.

— Huvis hele samleproven er homogeniseret, udtages slutprgverne fra den homogeniserede samleprave.

— Til bestemmelse af meldrgje og skadelige botaniske urenheder skal slutpreven opdeles i to delprever med
samme veagt pd ca. 500 gram. Den ene delprove underseges. Hvis resultatet af delproverne er lig med eller
under 50 % (analytisk teerskel) af maksimalgrenseveardien, er preven compliant ift. maksimalgrensevardien.
Hvis resultatet er over 50 % af maksimalgraensevaerdien, skal endnu en delpreve undersages, og gennemsnittet
af resultaterne af de to delprover anvendes til at kontrollere, om maksimalgransevardien er overholdt.

Opbevaring af preverne

Proverne opbevares ved en temperatur, der ikke @ndrer deres sammensztning. Prover, der er bestemt til analyse af
vitaminer eller serligt lysfelsomme stoffer, opbevares under sddanne betingelser, at proven ikke péavirkes negativt af

lys.
B. KRAV TIL REAGENSER OG APPARATUR, DER ANVENDES I FORBINDELSE MED ANALYSEMETODERNE

Medmindre andet er angivet for analysemetoderne, skal alle reagenser veere af analysekvalitet (p.a.). Ved udferelse af
en sporstofanalyse kontrolleres reagensernes renhed ved en blindprove. Resultatet af blindpreven er afgerende for,
om der kraves yderligere oprensning af reagenserne.

Til alle former for fremstilling af oplesninger, fortynding, skylning eller vaskning, der er angivet i forbindelse med
analysemetoderne, uden at oplesnings- eller fortyndingsmidlets art er omtalt, anvendes vand. Som generel regel
galder det, at der anvendes demineraliseret eller destilleret vand. I serlige tilfeelde, som angivet i de beskrevne
analysemetoder, er det nodvendigt at underkaste vandet sarlige oprensningsprocesser.

Standardapparatur, der normalt findes pa kontrollaboratorier, er ikke omtalt i forbindelse med analysemetoderne;
derimod omtales specialinstrumenter og -udstyr samt instrumenter og udstyr, hvis brug der stilles saerlige krav til.
Instrumenter og apparatur skal vaere rene, iser ved bestemmelse af meget sma stofmangder.

C. ANVENDELSE AF ANALYSEMETODERNE OG ANGIVELSE AF RESULTATER

Ekstraktionsprocedure

Der er flere metoder, der omfatter en specifik ekstraktionsprocedure. Som hovedregel kan der anvendes andre
ekstraktionsprocedurer end den i metoden angivne, under forudsatning af at den anvendte ekstraktionsprocedure
bevisligt frembyder en ekstraktionseffektivitet for den analyserede matrix, der svarer til effektiviteten af den i
metoden omtalte fremgangsmade.
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2. Oprensningsprocedure

Der er flere metoder, der omfatter en specifik oprensningsprocedure. Som hovedregel kan der anvendes andre
oprensningsprocedurer end den i metoden angivne, under forudsaetning af at den anvendte oprensningsprocedure
bevisligt giver analyseresultater for den analyserede matrix, der svarer til de resultater, som opnds med den i
metoden omtalte fremgangsmade.

3. Antal bestemmelser

[ forbindelse med analyse af ugnskede stoffer gaelder det, at hvis resultatet af den forste bestemmelse er vesentligt
(> 50 %) lavere end den specifikation, der skal kontrolleres, er yderligere bestemmelser ikke pakravet, sifremt der
anvendes tilfredsstillende kvalitetsprocedurer. I andre tilfelde er det nedvendigt at foretage en ekstra analyse (anden
bestemmelse) for at udelukke muligheden for intern krydsforurening eller utilsigtet sammenblanding af prever.
Gennemsnittet af de to bestemmelser anvendes til en neermere gennemgang.

I forbindelse med kontrol af minimums- eller maksimumsniveauer af fodertilsetningsstoffer galder det, at hvis
resultatet af den forste bestemmelse er hgjere end minimumsniveauet eller lavere end maksimumsniveauet, er
yderligere bestemmelser ikke pdkraevet, sdfremt der anvendes tilfredsstillende kvalitetsprocedurer. I andre tilfelde er
det nedvendigt at foretage en ekstra analyse (anden bestemmelse) for at udelukke muligheden for intern
krydsforurening eller utilsigtet sammenblanding af prever. Gennemsnittet af de to bestemmelser anvendes til en
narmere gennemgang.

Ved kontrol af det angivne indhold af et stof eller en ingrediens gealder det, at hvis resultatet af den forste
bestemmelse bekrafter det angivne indhold, dvs. hvis analyseresultatet ligger inden for det acceptable
variationsomrdde for det angivne indhold, er yderligere bestemmelser ikke pdkrevet, sifremt der anvendes
tilfredsstillende kvalitetsprocedurer. I andre tilfeelde er det nedvendigt at foretage en ekstra analyse (anden
bestemmelse) for at udelukke muligheden for intern krydsforurening eller utilsigtet sammenblanding af prever.
Gennemsnittet af de to bestemmelser anvendes til en narmere gennemgang (det gennemsnitlige analyseresultat
ligger eller ligger ikke inden for det acceptable variationsomrdde for det angivne indhold).

I visse tilfeelde er det acceptable variationsomrade fastsat i lovgivningen, som f.eks. i Europa-Parlamentets og Radets
forordning (EF) nr. 767/2009 og Europa-Parlamentets og Rédets forordning (EU) 2019/4 ().

4. Afrapportering af anvendt analysemetode

Analyserapporten skal angive den anvendte analysemetode.

5. Afrapportering af analyseresultater

Analyseresultatet angives som anfert i analysemetoden med et tilstraekkeligt antal betydende cifre og korrigeres om
nedvendigt til ssmme vandindhold, som slutpreven havde for proveklargeringen.

De fleste lovbestemte niveauer (f.cks. maksimumsniveau og minimumsniveau) i EU-lovgivning om dyrefoder er
fastsat i henhold til foder med et vandindhold pa 12 %. For at vurdere analyseresultatet, der er mélt pd proven i
forhold til det lovbestemte niveau, skal analyseresultatet i disse tilfeelde forst divideres med terstofindholdet i
proven (i %) ganget med 88, som angivet i folgende formel:

88 xR
Ry, = ana

100 - Mc

hvor:

Mc: provens vandindhold (i %). 100 — Mc udger derfor prevens terstofindhold (i %).

Rons: analyseresultat som mélt pa preven

Ris o resultat for foder med et vandindhold pé 12 %; skal vurderes i forhold til det lovbestemte niveau.

(") Europa-Parlamentets og Radets forordning (EU) 2019/4 af 11. december 2018 om fremstilling, markedsfering og anvendelse af
foderleegemidler, @ndring af Europa-Parlamentets og Réddets forordning (EF) nr. 183/2005 og ophavelse af Radets
direktiv 90/167EQF (EUT L 4, af 7.1.2019, 5. 1).
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Desuden, hvis folgende betingelser er opfyldt:

— analyseresultatet er vasentligt (> 50 %) lavere eller hgjere end de markningsoplysninger/den specifikation, der
skal kontrolleres (athangigt af om merkningsoplysningerne/specifikationen er et maksimums- eller
minimumsniveau)

— vandindholdet i det foder, der udtages prover af, er kendt, og det kan fastslas, at vurderingen ikke vil blive @ndret
ved at foretage korrektion af vandindhold,

kan det, pd betingelse af at der anvendes passende kvalitetsprocedurer, og at analysen kun har til formdl at
kontrollere overholdelse af galdende lovgivning, undlades at foretage korrektion af vandindhold (f.eks. i tilfalde,
hvor der ikke er nogen specifikation eller noget lovbestemt niveau), medmindre det er nedvendigt af hensyn til
fortolkning.

Hvis analyseresultatet rettes til vandindholdet, skal den tilhgrende maleusikkerhed ogsa rettes som led i den samme
fremgangsmade.

[ tilfelde af at der bestemmes meldroje eller skadelige botaniske urenheder ved visuel eller mikroskopisk
undersagelse, er det ikke nedvendigt at foretage korrektion af vandindhold.

6. Maileusikkerhed og genfindingsprocent i forbindelse med analyse af ugnskede stoffer

For s3 vidt angdr ugnskede stoffer som omhandlet i direktiv 2002/32/EF ber et produkt til foderbrug anses for ikke
at overholde det fastsatte maksimumsindhold, hvis analyseresultatet som et gennemsnit af to uafhangige
bestemmelser beregnet ved et vandindhold pa 12 % vurderes at overstige maksimumsindholdet under hensyntagen
til den ekspanderede maleusikkerhed og korrektion for genfinding, idet der anvendes en dakningsfaktor pa 2,
hvilket giver et konfidensniveau pa ca. 95 % og korrektion for genfinding. Det betyder, at for at vurdere, om
maksimumsindholdet er overholdt, anvendes analyseresultatet korrigeret for genfinding og fratrukket den
ekspanderede madleusikkerhed. Denne fremgangsmdde gealder kun i tilfelde, hvor analysemetoden tillader
vurdering af den ekspanderede maéleusikkerhed og korrektion for genfinding (hvilket f.eks. ikke er tilfaeldet ved
visuel eller mikroskopisk undersogelse).

Hvis analyseresultatet af den prove, der er taget som kontrapreve, er hgjere end maksimumsindholdet (uden at der
tages hensyn til den ekspanderede maéleusikkerhed), og i mangel af specifikke nationale regler pd omrédet,
bekreafter dette den manglende overensstemmelse, der er fastsldet med kontrolpreven.

Analyseresultatet skal afrapporteres som folger (hvis den anvendte analysemetode tillader vurdering af den
ekspanderede méleusikkerhed):

a) ved korrektion for genfinding, hvis det er relevant og formalstjenligt, med angivelse af, hvorvidt der er korrigeret.
Genfindingsprocenten skal angives, medmindre der med den pégeldende procedure automatisk foretages
korrektion for bias, hvor bias er forskellen mellem den malte verdi og referencekoncentrationen. Ved en
genfindingsprocent pd 90-110 % er korrektion for genfinding ikke pakraevet.

b) som »x +/- U, hvor x er analyseresultatet og U er den ekspanderede maleusikkerhed, idet der anvendes en
dakningsfaktor pd 2 (%), hvilket giver et konfidensniveau pa ca. 95 %.

Hvis resultatet af analysen er veasentligt (> 50 lavere end den specifikation, der skal kontrolleres, og pa betingelse af,
at der anvendes tilfredsstillende kvalitetsprocedurer, og analysen udelukkende har til formdl at kontrollere, at
geldende lovgivning er overholdt, kan det maske undlades at indberette genfindingsprocent og ekspanderet
méleusikkerhed (f.eks. i tilfelde, hvor der ikke er nogen specifikation eller noget lovbestemt niveau) medmindre
méleusikkerheden er ngdvendig af hensyn til fortolkning.

7. Maleusikkerhed og genfindingsprocent i forbindelse med analyse af indhold af fodertilsaetningsstoffer

For at kontrollere overholdelse af godkendt minimums- og maksimumsindhold af fodertilsetningsstoffer, anses
tilstedevearelsen af et fodertilsetningsstof for ikke at overholde det gaeldende minimums- og maksimumsindhold,
hvis analyseresultatet som et gennemsnit af to uathaengige bestemmelser i forhold til foder med et vandindhold pa
12 %, vurderes at:

() Der kan opnas et konfidensinterval pa 95 % ved at gore brug af en anden faktor, f.eks. t-faktoren.
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— overstige maksimumsindholdet under hensyntagen til den ekspanderede maéleusikkerhed og korrektion for
genfinding. Det betyder, at for at vurdere, om minimums- og maksimumsindholdet er overholdt, anvendes den
analyserede koncentration (dvs. et gennemsnit af to bestemmelser), efter at der er korrigeret for genfinding og
fratrukket ekspanderet maleusikkerhed.

— vare lavere end minimumsindholdet under hensyntagen til den ekspanderede maleusikkerhed og korrektion for
genfinding. Det betyder, at for at vurdere, om minimums- og maksimumsindholdet er overholdt, anvendes den
analyserede koncentration (dvs. et gennemsnit af to bestemmelser), efter at der er korrigeret for genfinding og
tillagt ekspanderet méleusikkerhed.

Hvis analyseresultatet af den prove, der er taget som kontrapreve, er hgjere end maksimumsindholdet (uden at der
tages hensyn til den ekspanderede maleusikkerhed), og i mangel af specifikke nationale regler pd omrédet,
bekrafter dette den manglende overensstemmelse, der er fastsldet med kontrolprgven.

Analyseresultatet skal afrapporteres som felger (hvis den anvendte analysemetode tillader vurdering af den
ekspanderede maéleusikkerhed):

a) ved korrektion for genfinding, hvis det er relevant og formalstjenligt, med angivelse af, hvorvidt der er korrigeret.
Genfindingsprocenten skal angives, medmindre der med den pdgzldende procedure automatisk foretages
korrektion for bias, hvor bias er forskellen mellem den malte verdi og referencekoncentrationen. Ved en
genfindingsprocent pd 90-110 % er korrektion for genfinding ikke pakraevet.

b) som »x +/- U, hvor x er analyseresultatet (gennemsnit af to bestemmelser) og U er den ekspanderede
maleusikkerhed, idet der anvendes en deekningsfaktor pa 2 (%), hvilket giver et konfidensniveau pé ca. 95 %.«

(®) Der kan opnas et konfidensinterval pa 95 % ved at gore brug af en anden faktor, f.eks. t-faktoren.
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

()

BILAG III

»BILAG III
ANALYSEMETODER TIL KONTROL AF SAMMENS £TNINGEN AF FODERMIDLER OG FODERBLANDINGER
A. BESTEMMELSE AF VANDINDHOLD

Formil og anvendelsesomride

Denne metode gor det muligt at bestemme vandindholdet i foder. For sd vidt angar foder indeholdende flygtige
stoffer, sdsom organiske syrer, skal det bemarkes, at der sammen med vandindholdet ogsd bestemmes et
betydeligt antal flygtige stoffer.

Metoden er ikke beregnet pd analyse af mejeriprodukter, der anvendes som fodermidler, og foderblandinger, der
primert bestdr af mejeriprodukter, analyse af animalsk og vegetabilsk fedt eller analyse af olieholdige fro og
frugter.

Vandindholdet i oliecholdige fre bestemmes ved anvendelse af den metode, der er omhandlet i EN ISO 665 Oliefre

— Bestemmelse af indhold af vand og flygtige substanser, idet det forudsettes, at sojabenner skal formales, for
vandindholdet bestemmes.

Princip

Proven terres under naermere angivne betingelser, som er afhangige af foderets art. Vaegttabet bestemmes ved
vejning. For fast foder med hejt vandindhold er yderligere forterring nedvendig.

Apparatur

Formalingsapparat udfert i et materiale, der ikke er fugtabsorberende, og som er let at gore rent, muligger en
hurtig og ensartet formaling uden markbar varmeudvikling, s& vidt muligt forhindrer kontakt med den
omgivende luft og opfylder kravene i punkt 4.1.1 og 4.1.2 (f.eks. mikrohammermeller, mikroformalingsapparater
med vandkeling, demontable keglemeller, langsomtlgbende keglemgller og tandskivemeller).

Analysevaegt med 1 mg aflesningsnejagtighed.

Torre vejekar af korrosionsbestandigt metal eller glas med lufttaet lukning; nyttearealet skal vaere stort nok til, at
proven kan fordeles med ca. 0,3 g/cm?.

Elektrisk opvarmet, temperaturreguleret torreskab (+ 2 °C), som sikrer hurtig regulering af temperaturen og med
god ventilation (!).

Elektrisk opvarmet justerbart vakuumterreskab med oliepumpe, som enten er forsynet med en anordning til
tilforsel af torret varmluft eller med et terremiddel (f.eks. calciumoxid).

Ekssikkator med tyk, perforeret plade af metal eller porceleen indeholdende et virksomt terringsmiddel.
Fremgangsmade

NB! De under dette punkt beskrevne arbejdsgange skal udferes straks efter dbningen af de pakninger, som
indeholder preverne. Analyserne skal foretages mindst to gange.

Til torring af korn, mel, gryn og grutning skal terreskabet have en sidan varmekapacitet, at det, ndr det er indstillet pd en temperatur
pd 131 °C, igen nir op pa denne temperatur pd mindre end 45 minutter, efter at det maksimale antal prever, som skal terres samtidig,
er sat ind i skabet. Ventilationen skal vere af en sddan beskaffenhed, at hvis samtlige prover af bled hvede, som skabet kan rumme,
torres samtidig i to timer, ma resultaterne sammenlignet med de efter fire timers torring opndede resultater hgjst afvige med 0,15 %.
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4.1. Klargering

4.1.1. Foder, bortset fra det under punkt 4.1.2 og 4.1.3 nxvnte

Der udtages mindst 50 g af preven, som — om nedvendigt — formales eller neddeles pa forngden vis for at undga
varierende fugtighedsgrader (se punkt 6).

4.1.2. Korn og gryn

Der udtages mindst 50 g af proven. Den formales, s& kornsterrelsen ved sigtning med masker pa 0,5 mm tillader
passage af mindst 50 %, og at der ved sigtning med runde masker pa 1 mm bliver hgjst 10 % tilbage.

4.1.3. Flydende eller grodagtigt foder; foder overvejende bestdende af fedt

Der udtages ca. 25 g af proven, afvejet med 10 mg nejagtighed, som blandes med en tilsvarende maengde vandfrit
sand, afvejet med 10 mg nojagtighed, indtil der fremkommer en homogen vare.

4.2. Torring

Et vejekar med ldg (punkt 3.3) terres i et torreskab ved 103 °C i 30 minutter +/- 1 minut. Karret tages ud af
torreskabet og henstilles til afkeling til rumtemperatur i ekssikkatoren (punkt 3.6).

4.2.1. Foder, bortset fra det under punkt 4.2.2 og 42.3 navnte

Et vejekar med 1ag vejes med 1 mg nejagtighed. Ca. 5 g af proven afvejes med 1 mg nejagtighed i det tarerede kar
og fordeles jeevnt. Karret stilles efter aftagning af laget ind i et til 103 °C opvarmet torreskab. For at temperaturen i
torreskabet ikke skal falde for steerke, skal karret stilles hurtigt ind i skabet. Der terres i fire timer, idet terringstiden
regnes fra det tidspunkt, hvor temperaturen i torreskabet atter er kommet op pd 103 °C. Efter dbning af
torreskabet lukkes karret straks med laget, tages ud af skabet, henstilles til afkeling i 30-45 minutter i
ekssikkatoren (punkt 3.6) og vejes derefter med 1 mg nejagtighed.

For prover af foder overvejende (> 50 %) bestdende af fedt af animalsk eller vegetabilsk oprindelse foretages
yderligere en terring pd 30 minutter i torreskabet ved 103 °C. Forskellen mellem de to vejeresultater md ikke
overstige 0,1 % vandindhold.

4.2.2. Korn, mel, gryn og grutning

Et vejekar med ldg vejes med 0,5 mg ngjagtighed. Ca. 5 g af den formalede prove afvejes med 1 mg ngjagtighed i
det tarerede kar og fordeles jeevnt. Karret stilles efter aftagning af laget ind i et til 130 °C opvarmet torreskab. For
at temperaturen i torreskabet ikke skal falde for staerkt, skal karret stilles hurtigt ind i skabet. Der torres i to timer,
idet torringstiden regnes fra det tidspunkt, hvor temperaturen i torreskabet atter er kommet op pé 130 °C. Efter
dbning af torreskabet lukkes karret straks med laget, tages ud af skabet, henstilles til afkgling i 30-45 minutter i
ekssikkatoren (punkt 3.6) og vejes derefter med 1 mg nejagtighed.

4.2.3. Foderblandinger indeholdende mere end 4 % saccharose eller lactose: fodermidler sdsom
johannesbrodskri, hydrolyserede kornprodukter, maltspirer, sukkerroesnitter,
fiskepressevand og sukker.

Et vejekar med 1ag vejes med 0,5 mg nejagtighed. Ca. 5 g af proven afvejes med 1 mg nejagtighed i det tarerede
kar og fordeles jeevnt. Karret stilles efter aftagning af laget ind i et til 80-85 °C opvarmet vakuumterreskab (punkt
3.5). For at temperaturen i torreskabet ikke skal falde for staerkt, skal karret stilles hurtigt ind i skabet.
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4.3.

5.1.

5.2.

Trykket indstilles til 100 torr, og preven terres i fire timer ved dette tryk enten under tilforsel af varm, ter luft eller
ved hjlp af et terringsmiddel (ca. 300 g til 20 prover). I sidstnavnte tilfelde afbrydes forbindelsen til
vakuumpumpen, sé snart det foreskrevne tryk er ndet. Torringstiden regnes fra det tidspunkt, hvor temperaturen
i torreskabet atter er kommet op pa 80-85 °C. Efter terringstidens udleb bringes terreskabet forsigtigt op pa
atmosfeerisk tryk. Efter bning af terreskabet lukkes karret straks med ldget, tages ud af skabet, henstilles til
afkeling i 30-45 minutter i ekssikkatoren (punkt 3.6) og vejes derefter med 1 mg nejagtighed. Der torres i
yderligere 30 minutter under vakuum i terreskabet ved 80-85 °C, og derefter vejes pa ny. Forskellen mellem de to
vejeresultater md ikke overstige 0,1 % vandindhold.

Fortorring (delvis torring)

Det er ngdvendigt at foretage en delvis terring af »vddt« foder, der har en vagtprocent pa mindre end 85 % terstof
(f.eks. foderplanter, blandede rationer, (ikke-)flydende foder), for det formales fint for at analysere indholdet af
stabile stoffer. For sa vidt angdr ustabile stoffer, er det ikke muligt at foretage delvis terring.

Delvis terring kan foretages enten ved anvendelse af en varmluftovn, en mikroovn eller ved fryseterring. Bortset
fra delvis terring ved frysetarring er formdet at torre foderet, samtidig med at prevens temperatur holdes under
60 °C, sd den kemiske sammensatning pavirkes minimalt. Torring ved temperaturer over 60 °C fordrsager
kemiske sndringer i foderet (f.eks. nedbrydning af protein). Det torrede foder skal henstd i ca. 15 minutter ved
rumtemperatur for at komme i ligevaegt, for der foretages en maéling af indholdet af delvis tert stof for at
minimere de mulige ndringer i vandindholdet, der kan forekomme ved formaling og opbevaring. Terring ved
temperaturer under 60 °C fjerner ikke alt vandet fra foderet, og derfor reprasenterer den (forste) delvise torring
ikke det samlede indhold af terstof i foderet. Efter torring formales og analyseres delproven for (endeligt) indhold
af terstof i den delvist terrede prove (de resterende 3-15 % vand), ndr andre kemiske bestanddele bestemmes.

Derfor anbefales det at folge en to-trins-procedure til bestemmelse af terstof. Farst bestemmes indholdet af delvis
tort stof (hvis der er mindre end 85 % torstof). Derefter bestemmes det resterende terstofindhold ud fra en

formalet testprove, og indholdet af delvis tort stof ganges med det resterende torstofindhold for at bestemme det
samlede torstofindhold.

Beregning af resultater

Provens vandindhold (X) i procent beregnes efter folgende formler:

Torring uden fortorring

hvor:
m-= provens begyndelsesvaegt i gram
mg = den torre proves vaegt i gram.

Torring med fortorring (%)

X, = [0y gy, | 190 = 100 ¢ (1 2LE0)

}'ﬂQ mXx n12
hvor:
m= provens begyndelsesvagt i gram
m; = provens vagt i gram efter forterring
m, = provens vagt i gram efter formaling
mg = den torre proves vagt i gram.

(*) Fa flere oplysninger om beregningen i EN ISO 6498- Foderstoffer — Vejledning til forberedelse af praver.
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5.3. Repeterbarhed
Forskellen mellem resultaterne af to parallelle bestemmelser udfert pd samme prove ma ikke overstige 0,2 %

vandindhold i absolut veerdi, undtagen vadfoder til selskabsdyr og tyggepinde og tyggeben til hunde, hvor
forskellen ikke ma overstige 0,5 % vandindhold i absolut veerdi.

6. Bemerkning
Hvis det viser sig at vare nedvendigt med formaling, og der i den forbindelse md pédregnes en @ndring af

materialets vandindhold, skal analyseresultaterne for foderets bestanddele korrigeres i overensstemmelse med
originalprevens vandindhold.

B. BESTEMMELSE AF VANDINDHOLDET I ANIMALSK OG VEGETABILSK FEDT

1. Formil og anvendelsesomride

Denne metode gor det muligt at bestemme animalske og vegetabilske fedtstoffers og oliers vandindhold (vand og

flygtige stoffer).

2. Princip

Proven terres ved 103 °C, indtil vagten ikke mere formindskes (vagttabet mellem to pd hinanden felgende
vejninger md hejst veere pd 1 mg). Vagttabet bestemmes ved vejning.

3. Apparatur
3.1. Fladbundet beholder af korrosionsbestandigt materiale, diameter: 8-9 cm, hgjde: ca. 3 cm.
3.2. Termometer med forsteerket kugle og udvidelsesrum i den everste ende, inddelt i grader fra ca. 80 °C til mindst

110 °C, leengde: ca. 10 cm.
3.3. Sandbad eller elektrisk varmeplade.
3.4. Ekssikkator indeholdende et effektivt torremiddel.
3.5. Analysevagt.

4. Fremgangsmade

Ca. 20 g af den homogeniserede prove afvejes med 1 mg ngjagtighed i den terre, tarerede beholder (punkt 3.1),
hvori termometret (punkt 3.2) er anbragt. Proven opvarmes pd sandbadet eller varmepladen (punkt 3.3) under
stadig omrering med termometret, sd den ndr en temperatur pa 90 °C i lobet af ca. syv minutter.

Varmen dempes efter den hyppighed, med hvilken boblerne stiger op fra beholderens bund. Temperaturen ma
ikke overstige 105 °C. Bliv ved med at rore og skrabe bunden, indtil der ikke dannes flere bobler.

For at sikre, at fugtigheden helt er fjernet, gentages opvarmningen til 103 °C * 2 ° flere gange, med afkeling til
93 °C mellem de pd hinanden felgende opvarmninger. Derefter henstilles til afkeling til rumtemperatur i
ekssikkatoren (punkt 3.4) og vejes. Denne proces gentages, indtil vagttabet mellem to afvejninger ikke overstiger

2 mg.
NB! Hvis provens vagt ages efter gentagne opvarmninger, er dette tegn pd oxidering af fedtstoffet. I s fald
beregnes resultatet af den afvejning, der er blevet foretaget, umiddelbart inden vagtforagelsen begyndte.
5. Beregning af resultater

Provens vandindhold (X) i procent beregnes efter folgende formel:

X = (m,—m,) x 10
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

hvor:

m= provens vagt i gram

m; = beholderens og indholdets vaegt i gram inden opvarmning
m, = beholderens og indholdets veagt i gram efter opvarmning.

Resultater pd under 0,05 % opferes som »mindre end 0,05 %«.

Repeterbarhed

Forskellen mellem resultaterne af to parallelle bestemmelser udfert pd samme prove ma ikke overstige 0,1 %
vandindhold i absolut veerdi.

C. BESTEMMELSE AF INDHOLDET AF NITROGEN OG BEREGNING AF INDHOLDET AF RAPROTEIN

Formal og anvendelsesomrade

Denne metode gor det muligt at bestemme indholdet af rdprotein i foder pa basis af nitrogenindholdet (Kjeldahls
metode) ().

Princip

Proven destrueres med svovlsyre under tilstedeverelse af en katalysator. Syreoplesningen gores alkalisk med en
natriumhydroxidoplesning. Ammoniakken destilleres og opsamles i en ngjagtigt afmélt maengde svovlsyre, idet
den overskydende mangde svovlsyre titreres med en standardnatriumhydroxidoplesning.

Alternativt destilleres den frigjorte ammoniak i et overskud af borsyreoplesning, hvorefter der titreres med en
saltsyre- eller svovlsyreoplgsning.

Reagenser

Kaliumsulfat

Katalysator: kobber(IT)oxid (CuO) eller kobber(Il)sulfatpentahydrat CuSO, 5H,0
Granuleret zink

Svovlsyre, p20 = 1,84 g/ml

Svovlsyre, standardoplesning, ¢(H,SO,) = 0,25 mol/liter

Svovlsyre, standardoplesning, ¢(H,SO,) = 0,10 mol/liter

Svovlsyre, standardoplesning, ¢(H,SO,) = 0,05 mol/liter

Indikator af methylredt; 300 mg methylredt opleses i 100 ml ethanol, o = 95-96 % (v/v)
Natriumhydroxidoplesning (teknisk kvalitet kan bruges), f = 40 g/100 ml (m/v: 40 %)
Natriumhydroxid, standardoplesning, ¢(NaOH) = 0,25 mol/liter

Natriumhydroxid, standardoplesning, c(NaOH) = 0,10 mol/liter

Granuleret pimpsten, vasket i saltsyre og udgledet

Acetanilid (smeltepunkt = 114 °C, N-indhold = 10,36 %)

Saccharose (nitrogenfri)

Borsyre (H;BO3)

() Indholdet af nitrogen kan bestemmes i alle typer foder, men omregningsfaktoren pa 6,25 finder méske ikke anvendelse for beregningen
af indholdet af raprotein for fodermidler bestdende af insekter (lavere omregningsfaktor) og visse former for dyrefoder og blodplasma-
proteiner (hojere omregningsfaktor).
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3.16.  Indikatoroplesning af methylredt: 100 mg methylradt opleses i 100 ml ethanol eller methanol
3.17.  Oplesning af bromcresolgrgnt: 100 mg bromcresolgrent opleses i 100 ml ethanol eller methanol

3.18.  Borsyreoplasning (10-40 g/liter, athangigt af det anvendte apparatur)

Anvendes kolorimetrisk endpointbestemmelse, skal borsyreoplasningerne tilfores methylradt- og bromcresol-
grontindikatorer. Fremstilles 1 liter borsyreoplesning, tilsattes der, inden tilpasning af volumen, 7 ml indikatoro-
plesning af methylredt (punkt 3.16) og 10 ml oplesning af bromcresolgrent (punkt 3.17).

Borsyreoplasningens pH-verdi vil kunne variere fra batch til batch athengigt af vandet, der bruges. Borsyreople-
sningens pH-vaerdi skal ligge mellem 4,3 og 4,7. Det vil ofte vare nedvendigt at justere med en lille mengde
alkali for at opnd en positiv blindpreve.

NB! En god justering opnds normalt ved at tilsette ca. 3-4 ml NaOH (punkt 3.11) til 1 liter borsyreoplesning
pa 10 g/liter. Oplesningen opbevares ved rumtemperatur og beskyttes under opbevaringen mod lys og
ammoniakdampe.

3.19.  Standardsaltsyreoplesning, c(HCl) = 0,10 mol/liter

NB! Der kan anvendes oplgsninger i andre koncentrationer (punkt 3.5, 3.6, 3.7, 3.10, 3.11 og 3.19), forudsat
at der korrigeres herfor i beregningerne. Koncentrationen skal altid angives med fire decimaler.

4. Apparatur

Apparat egnet til destruktion, destillation og titrering efter Kjeldahls metode.
5. Fremgangsmade

5.1. Destruktion

1 g af proven afvejes med 0,001 g ngjagtighed og overfores til destruktionskolben. Der tilsattes 15 g kaliumsulfat
(punkt 3.1), en passende mangde katalysator (punkt 3.2) (0,3-0,4 g kobber(Il)oxid eller 0,9-1,2 g kobber(Il)
sulfatpentahydrat), 25 ml svovlsyre (punkt 3.4) og eventuelt nogle fa korn pimpsten (punkt 3.12) og blandes.

Kolben opvarmes, forsigtigt i begyndelsen, og omrystes om nedvendigt af og til forsigtigt, indtil preven er
forkullet og skummet forsvundet. Derefter opvarmes kraftigere, indtil vasken koger jeevnt. Opvarmningen er
tilstreekkelig, hvis den kogende syre fortatter sig pd kolbens vag. Det md forhindres, at siderne bliver
overophedet, og at organiske partikler kleeber til dem.

Nér oplesningen bliver klar og lysegron, fortsattes kogningen i yderligere to timer. Derefter henstilles kolben til
afkeling.

5.2. Destillation

Der tilsattes forsigtigt tilstrakkeligt vand til, at sulfaterne opleses fuldstaendigt. Kolben henstér til afkeling,
hvorefter der om nedvendigt tilsattes nogle fa zinkkorn (punkt 3.3). Der fortsettes som beskrevet i punkt 5.2.1
eller 5.2.2.

5.2.1. Destillation i svovlsyre

[ destillationsapparatets opsamlingskolbe anbringes en nejagtigt afmalt mangde pd 25 ml svovlsyre (punkt 3.5
eller 3.7) athangigt af det formodede nitrogenindhold. Der tilsettes nogle f& drdber indikator af methylredt
(punkt 3.8).

Destruktionskolben forbindes med destillationsapparatets svaler, og svalerens nederste del nedsankes i vesken i
opsamlingskolben til en dybde af mindst 1 cm (se bemarkning punkt 8.3). 100 ml natriumhydroxidoplesning
(punkt 3.9) overfores forsigtigt til destruktionskolben, uden at der mistes ammoniak (se bemaerkning punkt 8.1).
Kolben opvarmes, indtil ammoniakken er destilleret over.
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5.2.2.

5.3.

5.4.

6.1.

Destillation i borsyre

Foretages titreringen af destillatets ammoniakindhold manuelt, folges den nedenfor beskrevne fremgangsmade. Er
destillationsenheden fuldt automatiseret, si ogsd titreringen af destillatets ammoniakindhold sker automatisk,
folges brugsanvisningen til destillationsenheden.

En opsamlingskolbe med 25-30 ml af borsyreoplgsningen (punkt 3.18) anbringes under svalerens aflebsdbning,
sdledes at tilforselsraret befinder sig under overfladen i den overskydende borsyreoplesning. Destillationsenheden
indstilles til at give 50 ml natriumhydroxidoplesning (punkt 3.9). Destillationsenheden betjenes i
overensstemmelse med brugsanvisningen, og den ammoniak, der er frigivet ved tilferslen af natriumhydroxido-

plesningen, afdampes. Destillatet opsamles i forlaget med borsyre. Destillatmangden (dampdestillationstiden)
athaenger af mangden af nitrogen i preven. Brugsanvisningen folges.

NB! I en halvautomatisk destillationsenhed sker tilforslen af overskydende natriumhydroxid samt
dampdestillationen automatisk.

Titrering

Der fortsaettes som beskrevet i punkt 5.3.1 eller 5.3.2.

Svovlsyre

Den overskydende svovlsyre i opsamlingskolben titreres med natriumhydroxidoplesning (punkt 3.10 eller 3.11)
athangigt af koncentrationen af den anvendte svovlsyre, indtil akvivalenspunktet er net.

Borsyre

Med en burette titreres opsamlingskolbens indhold med standardsaltsyreoplesningen (punkt 3.19) eller med
standardsvovlsyreoplesningen (punkt 3.6), og den anvendte titrantmengde aflases.

Anvendes kolorimetrisk endpointbestemmelse, er akvivalenspunktet ndet ved det forste tegn pd pinkfarvning af
indholdet. Buretteafleesningen anslés med 0,05 ml nejagtighed. En oplyst magnetisk omrererplade eller en
fotometrisk detektor vil kunne lette visualiseringen af @kvivalenspunktet.

Processen kan gores automatisk ved anvendelse af en dampdestillationsenhed med automatisk titrering.

Brugsanvisningen til den enkelte destillationsenhed eller destillationsenhed|titrator folges.

NB! Anvendes et automatisk titreringssystem, begynder titreringen umiddelbart efter, at destillationen er
begyndt, og borsyreoplesningen pd 1 % (punkt 3.18) anvendes.

Gores der brug af en fuldautomatisk destillationsenhed, kan den automatiske titrering af ammoniakken ogsd
foretages med endpointbestemmelse, idet der sé anvendes et potentiometrisk pH-system.

I dette tilfelde anvendes en automatisk titrator med pH-meter. pH-metret skal vare korrekt kalibreret i omradet
pH 4-pH 7 i overensstemmelse med almindelige laboratorie-pH-kalibreringsprocedurer.

pH-titreringsaekvivalenspunktet nds ved en pH-veerdi pa 4,6, som er det sted pa titreringskurven, hvor haldningen
er stejlest.

Blindprave

For at sikre, at reagenserne er nitrogenfrie, foretages der en blindpreve (destruktion, destillation og titrering) ved
brug af 1 g saccharose (punkt 3.14) i stedet for proven.

Beregning af resultater

Beregningerne foretages som beskrevet i punkt 6.1 eller 6.2.

Titreringsberegning, jf. punkt 5.3.1

Indholdet af rdprotein, udtrykt i vaegtprocent, beregnes efter folgende formel:
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6.2.

6.2.1.

6.2.2.

7.1.

7.2.

(Vo V1) xcx 0,014 x 100 x 6,25

hvor:

Vo = mengde (ml) NaOH (punkt 3.10 eller 3.11) forbrugt i blindpreven

V, = mangde (ml) NaOH (punkt 3.10 eller 3.11) forbrugt ved titreringen af preven
c= koncentration (mol/liter) af natriumhydroxid (punkt 3.10 eller 3.11)

m= provens vagt i gram.

Titreringsberegning, jf. punkt 5.3.2

Titrering med saltsyre

Indholdet af rdprotein, udtrykt i vaegtprocent, beregnes efter folgende formel:

(V1 -Vg) xex14%6,25
m

hvor:

m = testportionens vagt i gram

c= koncentration (mol/liter) af standardsaltsyreoplgsningen (punkt 3.19)
Vo = meangde (ml) saltsyre anvendt i blindpreven

Vi= mangde (ml) saltsyre anvendt i testportionen.

Titrering med svovlsyre

Indholdet af rdprotein, udtrykt i vaegtprocent, beregnes efter folgende formel:

(V1 - V() xex28%6,25

hvor:

m= testportionens veegt i gram

c= koncentration (mol/liter) af standardsvovlsyreoplasningen (punkt 3.6)
Vo = meengde (ml) svovlsyre (3.6) anvendt i blindpreven

V, = meengde (ml) svovlsyre (3.6) anvendt i testportionen.

Kontrol af metoden

Repeterbarhed

Forskellen mellem resultaterne af to parallelle bestemmelser udfert pd samme prove md ikke overstige:
— 0,4 % i absolut verdi for riproteinindhold pd under 20 %

— 2,0 % i relativ veerdi (af det hejeste resultat) for raproteinindhold pa 20-40 %

— 0,8 % i absolut veerdi for rdproteinindhold pd over 40 %.

Reproducerbarhed

Forskellen mellem resultaterne af to bestemmelser udfert pd samme prove pa forskellige laboratorier ma ikke
overstige:

— 1,8 % i absolut verdi for riproteinindhold pd under 20 %
— 9,0 % i relativ veerdi (af det hojeste resultat) for raproteinindhold pd 20-40 %

— 3,6 % i absolut verdi for rproteinindhold pa over 40 %.
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7.3.

8.1.

8.2.

8.3.

8.4.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

4.1.

4.2.

4.3.

Nojagtighed
Analysen (destruktion, destillation og titrering) foretages pd en passende mangde acetanilid (punkt 3.13)

(f.eks. 0,2-0,3 g) under tilstedevaerelse af 1 g saccharose (punkt 3.14). 1 g acetanilid kraever 14,80 ml svovlsyre
(punkt 3.5). Genfindingsprocenten skal vare mindst 99 %.

Bemarkninger

Apparaturet kan vaere manuelt, halvautomatisk eller automatisk. Hvis apparaturet kraever overforsel mellem
destruktions- og destillationstrinet, skal sidan overforsel kunne ske uden tab. Hvis destillationsapparatets kolbe
ikke har skilletragt, tilsattes natriumhydroxiden, lige inden kolben forbindes med svaleren, idet veesken haeldes
langsomt ned langs siden.

Hvis destruktionsproduktet storkner, gentages bestemmelsen med brug af en storre maengde svovlsyre (punkt 3.4)
end angivet under punkt 5.1.

For produkter med lavt nitrogenindhold kan mangden af svovlsyre (punkt 3.7), der skal bruges i
opsamlingskolben, om nedvendigt mindskes til 10 eller 15 ml og fyldes op med vand til 25 ml.

Til rutineanalyser kan der anvendes alternative analysemetoder til bestemmelse af rdprotein, men Kjeldahls
metode som beskrevet her i del C er referencemetoden. Det skal for hver enkelt matrix godtgeres, at de resultater,
der opnds med den alternative metode (f.eks. DUMAS), svarer til dem, der opnds med referencemetoden. Eftersom
resultaterne, der opnds med en alternativ metode, kan afvige en smule fra de resultater, der opnds med
referencemetoden, selv efter akvivalenskontrol, er det nedvendigt i analyserapporten at angive, hvilken
analysemetode der er anvendt til bestemmelse af réprotein.

D. BESTEMMELSE AF URINSTOF

Formil og anvendelsesomride

Denne metode gor det muligt at bestemme indholdet af urinstof anvendt som fodertilsaetningsstof i foder til

drovtyggere.

Princip

Proven opslemmes i vand under tilsaetning af et klaringsmiddel. Suspensionen filtreres. Filtratets indhold af
urinstof bestemmes, efter tilsetning af 4-dimethylaminobenzaldehyd (4-DMAB), ved méling af ekstinktionen ved
en belgeleengde pd 420 nm.

Reagenser

4-Dimethylaminobenzaldehydoplesning: 1,6 g 4-DMAB opleses i 100 ml 96 % ethanol, og der tilsettes 10 ml
saltsyre (p,o = 1,19 g/ml). Dette reagens kan hejst holde sig i to uger.

Carrez-reagens I: 21,9 g zinkacetat, Zn(CH;COO), 2H,0, og 3 g iseddike opleses i vand. Der fyldes op med vand
til 100 ml.

Carrez-reagens II: 10,6 g kaliumferrocyanid, K Fe(CN),s 3H,0, opleses i vand. Der fyldes op med vand til 100 ml.
Aktivt kul, der ikke absorberer urinstoffet (skal kontrolleres).

Urinstof, 0,1 % oplasning (w/v).

Apparatur

Mekanisk rysteapparat: ca. 35-40 omdrejninger i minuttet.

Reagensglas: 160 x 16 mm, med slibprop.

Spektrofotometer.
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5.1.

5.2.

7.1.

7.2.

Fremgangsmade

Analyse af proven

2 g af proven afvejes med 1 mg ngjagtighed og kommes sammen med 1 g aktivt kul (punkt 3.4) i en 500 ml
mélekolbe. Der tilsettes 400 ml vand og 5 ml Carrez-reagens I (punkt 3.2) og blandes i ca. 30 sekunder,
hvorefter der tilsaettes 5 ml Carrez-reagens Il (punkt 3.3). Vaesken blandes i 30 minutter i rysteapparatet. Der
fyldes op med vand til market, omrystes og filtreres.

5 ml af de klare og farvelgse filtrater udtages med pipette og haldes i reagensglassene med slibprop, hvorefter der
tilseettes 5 ml 4-DMAB-oplgsning (punkt 3.1) og blandes. Glassene anbringes i vandbad ved 20 °C (+/- 4 °C). Efter
15 minutter méles ekstinktionen i preveoplesningen i spektrofotometret ved 420 nm. Der sammenlignes med
reagensernes blindpreveoplesning.

Kalibreringskurve

Der udtages volumener pd 1, 2, 4, 5 og 10 ml af urinstofoplesningen (punkt 3.5), disse haldes i 100 ml
mélekolber, og der fyldes op med vand til market. Der udtages 5 ml af hver oplesning, hver af dem tilsattes 5 ml
4-DMAB-oplesning (punkt 3.1), der homogeniseres, og ekstinktionen méles, som angivet ovenfor, ved
sammenligning med en kontroloplesning, som indeholder 5 ml 4-DMAB og 5 ml vand uden urinstof.
Kalibreringskurven tegnes.

Beregning af resultater
Bestem mengden af urinstof i preven ved benyttelse af kalibreringskurven.

Resultatet angives i mg urinstof pr. kg prove.
Evaluering af metoden

Repeterbarhed

Forskellen mellem resultaterne af to bestemmelser udfort pd den samme prove pé det samme laboratorium og af
den samme person ma ikke overstige:

— Ved 420 nm
— 50 % i relativ veerdi (af det hgjeste resultat) for urinstofindhold fra 3 000 mg/kg til under 5 000 mg/kg
— 25 % i relativ vaerdi (af det hojeste resultat) for urinstofindhold fra 5 000 mg/kg til under 7 000 mg/kg
— 20 % i relativ vaerdi (af det hojeste resultat) for urinstofindhold pa 7 000 mg/kg eller derover.

— Ved 435 nm
— 40 % i relativ veerdi (af det hgjeste resultat) for urinstofindhold fra 3 000 mg/kg til under 5 000 mg/kg
— 25 % i relativ vaerdi (af det hojeste resultat) for urinstofindhold fra 5 000 mg/kg til under 9 000 mg/kg

— 5 % irelativ veerdi (af det hojeste resultat) for urinstofindhold pd 9 000 mg/kg eller derover.

Reproducerbarhed

Forskellen mellem resultaterne af to bestemmelser udfert pd den samme prove pé forskellige laboratorier og/eller
af forskellige personer ma ikke overstige:

— Ved 420 nm
— 3000 mg/kg i absolut vaerdi for urinstofindhold fra 3 000 mg/kg til under 12 000 mg/kg
— 4500 mg/kg i absolut veerdi for urinstofindhold pa 12 000 mg/kg eller derover.
— Ved 435 nm
— 50 % i relativ veerdi (af det hgjeste resultat) for urinstofindhold fra 3 000 mg/kg til under 8 000 mg/kg

— 25 % i relativ vaerdi (af det hgjeste resultat) for urinstofindhold pa 8 000 mg/kg eller derover.
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Resultater af ringanalyse

Der blev foretaget en sammenligning mellem laboratorier i EU, hvor 18 laboratorier deltog. Der blev analyseret
fem positive foderblandinger til drevtyggere (i tabel 1 og 2 benaevnt MAT) (én analyse) ved blindbestemmelse
med dobbeltpraver, mens én blindprave af foderblanding til drevtyggere blev analyseret én gang.

Der blev foretaget beregninger for graeenserne for repeterbarhed (r) og reproducerbarhed (R) som fastsat i henhold
til internationale retningslinjer efter fjernelse af outliers ved hjelp af variationsanalyse af de gyldige vaerdier.

De beregnede tal for metodens ydeevne (repeterbarhed, reproducerbarhed) preasenteres i tabellerne nedenfor.
Blandt alle de testede prover, herunder blindpreverne, blev der ikke fundet falske positive eller falske negative.

Karakteristika for metodens ydeevne for urinstof malt ved N = 420 nm i alle materialer

Tabel 1

MAT 2 MAT 5 MAT 3 MAT 4 MAT 6
Far Kvag Far Far Kvag
Mélvagtprocent (mg kg™) 3000 5000 7001 9036 11 000
Gennemsnitlig veegtprocent (mg kg™) 4241 6993 7 830 9962 12071
Standardafvigelse for 1141 1303 985 994 1711
reproducerbarhed s (mg kg™)
Standardafvigelse for repeterbarhed 723 601 549 712 737
sg (mg kg™
Relativ standardafvigelse for 27 19 13 10 14
reproducerbarhed RSDy, (%)
Relativ standardafvigelse for 17 9 7 7 6
repeterbarhed RSD, (%)
Granse for reproducerbarhed, R 3195 3649 2759 2784 4790
R =2,8 x sg]
Greaense for repeterbarhed, r 2024 1684 1536 1994 2064
[r=2,8 xs]
Tabel 2
Karakteristika for metodens ydeevne for urinstof mélt ved X = 435 nm i alle materialer
MAT 2 MAT 5 MAT 3 MAT 4 MAT 6
Far Kvaeg Far Far Kvag

Malvagtprocent (mg kg™) 3000 5000 7001 9036 11 000
Gennemsnitlig veegtprocent (mg kg™) 4101 6467 7 890 10062 11 642
Standardafvigelse for 706 1194 675 745 1378
reproducerbarhed sy (mg kg)
Standardafvigelse for repeterbarhed 570 628 613 196 167

sr (mg kg!)
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9.1.

9.2.

9.3.

2.1.

Relativ standardafvigelse for 17 18 9 7 12
reproducerbarhed RSDy, (%)

Relativ standardafvigelse for 14 10 8 2 1
repeterbarhed RSD, (%)

Granse for reproducerbarhed, R 1977 3344 1889 2087 3859
[R=2,8 x sg]

Granse for repeterbarhed, r 1596 1759 1715 549 467
[r=2,8 xs]

Bemarkninger

Hvis indholdet af urinstof er storre end 3 %, reduceres analysepreven til 1 gram, eller den oprindelige oplesning
fortyndes sd meget, at der ikke er mere end 50 mg urinstof i 500 ml.

Hvis indholdet af urinstof er ringe, foreges provens volumen i det omfang, filtratet vedbliver at veere klart og
farvelost.

Ovenstdende resultater fra ringanalyserne viser ikke, at der er vaesentlig forskel i ngjagtighed mellem urinstof malt
ved 420 nm og 435 nm.

E. BESTEMMELSE AF AMINOSYRER (BORTSET FRA TRYPTOPHAN)
Folgende analysemetoder skal anvendes til bestemmelse af aminosyrer (bortset fra tryptophan):
— EN ISO 13903 Foderstoffer — Bestemmelse af aminosyreindhold

— EN ISO 17180 Foderstoffer — Bestemmelse af lysin, methionin og threonin i kommercielle produkter og
forblandinger med aminosyrer ()

— den analysemetode, der er beskrevet nedenfor i punkt 1-10.

Formal og anvendelsesomrade

Denne metode gor det muligt at bestemme indholdet af frie (syntetiske og naturlige) og totale (peptidbundne og
frie) aminosyrer i fodermidler, foderblandinger og forblandinger, der indeholder mindre end 10 % () af hver
aminosyre, ved brug af en aminosyreanalysator. Metoden kan anvendes til folgende aminosyrer: cyst(e)in,
methionin, lysin, threonin, alanin, arginin, asparaginsyre, glutaminsyre, glycin, histidin, isoleucin, leucin,
phenylalanin, prolin, serin, tyrosin og valin.

Metoden skelner ikke mellem de forskellige salte af aminosyrer og kan ikke differentiere mellem D- og L-former af
aminosyrer. Den er ikke anvendelig til bestemmelse af tryptophan- eller hydroxyanaloger af aminosyrer.

Princip

Frie aminosyrer

Frie aminosyrer ekstraheres med fortyndet saltsyre. Kvalstofholdige makromolekyler, der ekstraheres samtidig,
udfeldes med sulfosalicylsyre og fjernes ved filtrering. Den filtrerede oplesnings pH-veerdi justeres til 2,20.
Aminosyrerne adskilles ved ionbytningskromatografi og bestemmes ved reaktion med ninhydrin ved fotometrisk
pavisning ved 570 nm.

Analysemetoden omhandlet i EN 17180 betegnes som en alternativ metode, der skal benyttes til offentlig kontrol til bestemmelse af
aminosyrer i foder, der indeholder mere end 10 % aminosyrer.

Denne metode er ikke blevet valideret i en ringanalyse for forblandinger, der indeholder mere end 10 % fodertilsaetningsstoffer. Men
den kan ogsd anvendes pa disse matricer med passende mindre @ndringer, forudsat at metoden derefter valideres internt. Fa flere
oplysninger pd https:/[ec.europa.euljrc/en/eurl/feed-additives/authorisation.
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2.2.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.

3.16.1.

3.16.2.

3.16.3.

Totale aminosyrer

Den valgte metode athanger af de aminosyrer, der skal underseges. Cyst(e)in og methionin skal oxideres til
henholdsvis cysteinsyre og methioninsulfon inden hydrolyse. Tyrosin skal bestemmes i hydrolysater af
uoxiderede prover. Alle de gvrige aminosyrer, der er nevnt i punkt 1 (Formdl og anvendelsesomrdde), kan
bestemmes i enten den oxiderede eller den uoxiderede prove.

Oxidering sker ved 0 °C med en phenolholdig permyresyre. Overskydende oxideringsreagens destrueres med
natriumdisulfit. Den oxiderede eller uoxiderede prove hydrolyseres med saltsyre (punkt 3.20) i 23 timer.
Hydrolysatets pH-vaerdi justeres til 2,20. Aminosyrerne adskilles ved ionbytningskromatografi og bestemmes ved
reaktion med ninhydrin ved fotometrisk pavisning ved 570 nm (440 nm for prolin).

Reagenser

Der skal anvendes dobbeltdestilleret vand eller vand af tilsvarende kvalitet (ledningsevne: < 10 pS).
Hydrogenperoxid, w (w/v) = 30 %

Myresyre, w (wv) = 98-100 %

Phenol

Natriumdisulfit

Natriumhydroxid

5-Sulfosalicylsyre-dihydrat

Saltsyre, massefylde: ca. 1,18 g/ml

Tri-natriumcitrat-dihydrat

2,2 »Thiodiethanol (thiodiglycol)

Natriumchlorid

Ninhydrin

Petroleumsether, kogepunktsinterval: 40-60 °C

Norleucin eller anden forbindelse, der er egnet til brug som intern standard
Nitrogengas (< 10 ppm oxygen)

1-Octanol

Aminosyrer

Standardstoffer af de aminosyrer, der er anfert i punkt 1 (Formal og anvendelsesomrade). Rene forbindelser, der
ikke indeholder krystalvand. Terres under vakuum over P,Os eller H,SO, i en uge inden brug.

Cysteinsyre
Methioninsulfon

Natriumhydroxidoplesning, ¢ = 7,5 mol/liter:

300 g NaOH (punkt 3.5) opleses i vand, og der fyldes op til 1 liter.

Natriumhydroxidoplesning, ¢ = 1 mol/liter:

40 g NaOH (punkt 3.5) opleses i vand, og der fyldes op til 1 liter.

Phenolholdig myresyreoplesning:
889 g myresyre (punkt 3.2) blandes med 111 g vand, og der tilsattes 4,73 g phenol (punkt 3.3).
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3.20.  Hydrolyseblanding, ¢ = 6 mol HCl/liter indeholdende 1 g phenol/liter:
Der tilsttes 1 g phenol (punkt 3.3) til 492 ml HCI (punkt 3.7) og fyldes op med vand til 1 liter.
3.21.  Ekstraktionsoplesning, ¢ = 0,1 mol HCl/liter indeholdende 2 % thiodiglycol: 8,2 ml HCI (punkt 3.7) opleses i ca.

900 ml vand, hvorefter der tilseettes 20 ml thiodiglycol (punkt 3.9) og fyldes op med vand til 1 liter (punkt 3.7
og 3.9 md ikke blandes direkte).

3.22.  5-Sulfosalicylsyreoplesning, 8 = 6 %:
60 g 5-sulfosalicylsyre (punkt 3.6) oplases i vand, og der fyldes op med vand til 1 liter.

3.23.  Oxideringsreagens (permyresyre-phenol):

0,5 ml hydrogenperoxid (punkt 3.1) blandes med 4,5 ml phenolholdig myresyreoplesning (punkt 3.19) i et lille
bagerglas. Inkuberes ved 20-30 °C i 1 time for at danne permyresyre. Herefter afkoles oplesningen i isbad (15
minutter), inden den tilsattes praven.

Advarsel: Undga kontakt med huden, og bar beskyttelsesbeklaedning.

3.24.  Citratbuffer, ¢ = 0,2 mol Na'/liter, pH 2,20:

19,61 g natriumcitrat (punkt 3.8), 5 ml thiodiglycol (punkt 3.9), 1 g phenol (punkt 3.3) og 16,50 ml HCl (punkt
3.7) opleses i ca. 800 ml vand. pH justeres til 2,20. Der fyldes op med vand til 1 liter.

3.25.  Elueringsbuffere fremstillet ifelge betingelserne for den benyttede analysator (punkt 4.9)
3.26.  Ninhydrinreagens fremstillet ifelge betingelserne for den benyttede analysator (punkt 4.9)
3.27.  Standardoplesninger af aminosyrer. Oplesningerne opbevares ved < 5 °C

3.27.1. Standardstamoplesning af aminosyrer (punkt 3.16.1)
¢ = 2,5 pmol/ml af hver i saltsyre

Kan f3s i handelen.

3.27.2. Standardstamoplesning af cysteinsyre og methioninsulfon, ¢ = 1,25 pmol/ml

0,2115 g cysteinsyre (punkt 3.16.2) og 0,2265 g methioninsulfon (punkt 3.16.3) opleses i citratbuffer (punkt
3.24) i en 1 liter malekolbe, og der fyldes op til maerket med citratbuffer. Oplesningen opbevares ved < 5 °C i
hejst 12 méaneder. Denne oplesning benyttes ikke, hvis standardstamoplesningen (punkt 3.27.1) indeholder
cysteinsyre og methioninsulfon.

3.27.3. Standardstamoplesning af den interne standard, f.eks. norleucin, ¢ = 20 pmol/ml

0,6560 g norleucin (punkt 3.13) opleses i citratbuffer (punkt 3.24) i en mdlekolbe, og der fyldes op med
citratbuffer til 250 ml. Oplesningen opbevares ved < 5 °C i hgjst seks méneder.

3.27.4. Kalibreringsoplesning af standardaminosyrer til brug med hydrolysater, ¢ = 5 nmol/50 pl cysteinsyre og
methioninsulfon og ¢ = 10 nmol/50 pl af de gvrige aminosyrer. 2,2 g natriumchlorid (punkt 3.10) opleses i
et 100 ml bagerglas med 30 ml citratbuffer (punkt 3.24). Der tilszttes 4,00 ml standardstamoplesning af
aminosyrer (3.27.1), 4,00 ml standardstamoplesning af cysteinsyre og methioninsulfon (punkt 3.27.2) og, hvis
benyttet, 0,50 ml standardstamoplesning af intern standard (punkt 3.27.3). pH justeres til 2,20 med
natriumhydroxid (punkt 3.18).

Oplesningen overfores kvantitativt til en 50 ml malekolbe, hvorefter der fyldes op til maerket med citratbuffer
(punkt 3.24) og blandes.

Oplesningen opbevares ved < 5 °C i hgjst tre mineder.

Se ogsd bemaerkninger punkt 9.1.

3.27.5. Kalibreringsoplgsning af standardaminosyrer til brug med hydrolysater fremstillet under punkt 5.3.3.1 og til brug
med ekstrakter (5.2). Kalibreringsoplesningen fremstilles efter punkt 3.27.4, men der tilsattes ikke
natriumchlorid.

Oplesningen opbevares ved < 5 °C i hgjst tre maneder.

32/129 ELL http://data.europa.eufelijreg_impl/2024/771/oj



EUT L af 15.3.2024

DA

4.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

5.1.

5.2.

Apparatur
100 eller 250 ml rundbundet kolbe med tilbagesvaler

100 ml borsilikatglasflaske med skrueldg forsynet med gummi/teflonpakning (f.eks. Duran, Schott) til brug i
torreskab

Torreskab med motordreven ventilation og temperaturindstilling med en nejagtighed pé = 2 °C

pH-meter (afleesning med tre decimaler)

Membranfilter (0,22 pm)

Centrifuge

Rotationsvakuumfordamper

Mekanisk rysteapparat eller magnetomrerer

Aminosyreanalysator eller HPLC-udstyr med ionbyttekolonne, anordning til ninhydrin-postkolonne-
derivatisering og fotometrisk detektor

Kolonnen pakkes med sulfoneret polystyrenresin, der kan adskille aminosyrerne fra hinanden og fra andre
ninhydrinpositive stoffer. Pumperne til buffer- og ninhydrinoplesningen skal i den tid, der omfatter sivel
standardkalibreringskerslen som preveanalysen, have en flowstabilitet pd £ 0,5 %.

Nogle aminosyreanalysatorer kan benyttes, hvor hydrolysatet har en natriumkoncentration pa ¢ = 0,8 mol/liter og
indeholder den resterende myresyre fra oxideringstrinnet. Andre analysatorer giver ikke tilfredsstillende adskillelse
af visse aminosyrer, hvis hydrolysatet indeholder overskydende myresyre og/eller hgje natriumionkoncentrationer.

I sd fald reduceres syrevolumen ved inddampning til ca. 5 ml efter hydrolysen og inden pH-justeringen.
Inddampningen foretages under vakuum ved hgjst 40 °C.

Fremgangsmade

Klargaring af proven

Proven formales, sd den kan passere gennem en 0,5 mm sigte. Meget fugtige prover skal inden formalingen enten
lufttorres ved hejst 50 °C eller frysetorres. Prover med et hejt fedtindhold ekstraheres med petroleumsether
(punkt 3.12) inden formaling.

Bestemmelse af frie aminosyrer

En passende meengde (1-5 g) af den klargjorte preve (punkt 5.1) afvejes med en nejagtighed pé 0,2 mg i en konisk
kolbe, og der tilsettes 100,0 ml ekstraktionsoplesning (punkt 3.21). Blandingen rystes i 60 minutter p& mekanisk
rysteapparat eller magnetomrgrer (punkt 4.8). Efter henstand og bundfeldning afpipetteres 10,0 ml af
supernatanten i et 100 ml baegerglas.

Der tilsettes 5,0 ml sulfosalicylsyreoplesning (punkt 3.22) under omrering, og der omreres fortsat med
magnetomrerer i fem minutter. Supernatanten filtreres eller centrifugeres for at fjerne eventuelt bundfald. 10,0
ml af den klarede oplesning kommes i et 100 ml bagerglas, og pH justeres til 2,20 med natriumhydroxido-
plesning (punkt 3.18). Oplesningen overfores med citratbuffer (punkt 3.24) til en mélekolbe af passende
storrelse, og der fyldes op til maerket med citratbufferoplesningen (punkt 3.24).

Hvis der bruges en intern standard, tilsattes 1,00 ml intern standard (punkt 3.27.3) for hver 100 ml slutoplesning,
og der fyldes op til market med bufferoplesningen (punkt 3.24).

Derefter foretages kromatografi som beskrevet i punkt 5.4.

Hvis ekstraktet ikke kromatograferes ssamme dag, skal det opbevares ved < 5 °C.
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5.3. Bestemmelse af totale aminosyrer

5.3.1. Oxidering
0,1-1 g af den klargjorte prove (punkt 5.1) afvejes med en ngjagtighed pd 0,2 mg i:
— en 100 ml rundbundet kolbe (punkt 4.1) til dben hydrolyse (punkt 5.3.2.3), eller
— en 250 ml rundbundet kolbe (punkt 4.1), hvis der kraves en lav natriumkoncentration (punkt 5.3.3.1), eller
— en 100 ml flaske med skrueldg (punkt 4.2) til lukket hydrolyse (punkt 5.3. - 2.4).
Den afvejede proveportion skal have et kvelstofindhold pé ca. 10 mg og et vandindhold pa hgjst 100 mg.
Kolben/flasken anbringes i isbad og nedkeles til 0 °C, hvorefter der tilsattes 5 ml oxideringsblanding (punkt 3.23)
og omreres ved hjelp af en glasspatel med bgjet spids. Kolben/flasken, der indeholder spatelen, lukkes med lufttaet
film. Isbadet med den lukkede beholder anbringes i et kaleskab ved 0 °C og henstdr i 16 timer. Efter 16 timer tages
det ud af keleskabet, og det overskydende oxideringsreagens destrueres ved tilseetning af 0,84 g natriumdisulfit

(punkt 3.4).

Der fortsaettes som beskrevet i punkt 5.3.2.1.
5.3.2.  Hydrolyse

5.3.2.1. Hydrolyse af oxiderede prover

Den oxiderede prove (punkt 5.3.1) tilsettes 25 ml hydrolyseblanding (punkt 3.20). Alle proverester, der matte
sidde fast pa beholderen og spatelen, skal omhyggeligt vaskes ned.

Alt efter den benyttede hydrolysemetode fortseettes som beskrevet i punkt 5.3.2.3 eller 5.3.2.4.

5.3.2.2. Hydrolyse af uoxiderede prover

0,1-1 g af den klargjorte prove (punkt 5.1) afvejes med en ngjagtighed pd 0,2 mg i en 100 ml eller 250 ml
rundbundet kolbe (4.1) eller en 100 ml flaske med skrueldg (punkt 4.2). Den afvejede proveportion skal have et
kvelstofindhold pé ca. 10 mg. Der tilsattes forsigtigt 25 ml hydrolyseblanding (punkt 3.20), som blandes med
proven. Der fortsettes som beskrevet i punkt 5.3.2.3 eller 5.3.2.4.

5.3.2.3. Aben hydrolyse

Der tilsattes tre glasperler til blandingen i kolben (klargjort som beskrevet i punkt 5.3.2.1 eller 5.3.2.2). Den
opvarmes til kogning og holdes under konstant kogning med tilbagesvaler i 23 timer. Efter afslutning af
hydrolysen skylles tilbagesvaleren med 5 ml citratbuffer (3.24). Kolben aftages og afkeles i isbad.

Der fortsattes som beskrevet i punkt 5.3.3.

5.3.2.4. Lukket hydrolyse

Flasken med blandingen klargjort som beskrevet i punkt 5.3.2.1 eller 5.3.2.2 anbringes i et torreskab (punkt 4.3)
ved 110 °C. For at forhindre trykopbygning (pd grund af udvikling af gasser) og undgd eksplosion lagges
skrueldget i den forste time lost pé flasken. Flasken ma ikke lukkes med skrueldget. Efter en times forleb lukkes
flasken med skrueldget og henstdr i torreskabet (punkt 4.3) i 23 timer. Efter afslutning af hydrolysen tages flasken
ud af terreskabet, skrueldget dbnes forsigtigt, og kolben anbringes i isbad, hvor den henstdr til afkeling.

Alt efter metoden for justering af pH-verdien (punkt 5.3.3) overferes kolbens indhold kvantitativt med
citratbuffer (punkt 3.24) til et 250 ml bagerglas eller til en 250 ml rundbundet kolbe.

Der fortsattes som beskrevet i punkt 5.3.3.
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5.3.3. Justering af pH-vardien

Alt efter aminosyreanalysatorens (punkt 4.9) natriumtolerance foretages justeringen af pH-vardien som beskrevet
i punkt 5.3.3.1 eller 5.3.3.2.

5.3.3.1. For kromatografisystemer (4.9), der kraver en lav natrium-koncentration:

Det er tilradeligt at bruge en intern standardstamoplesning (punkt 3.27.3), hvis der benyttes aminosyreanal-
ysatorer, der kraever en lav natriumkoncentration (hvor syreindholdet skal reduceres).

[ sd fald tilsettes 2,00 ml af den interne standardstamoplesning (punkt 3.27.3) til hydrolysatet for
inddampningen.

Der tilsaettes 2 draber 1-octanol (punkt 3.15) til det efter punkt 5.3.2.3 eller 5.3.2.4 frembragte hydrolysat.

Volumen reduceres ved hjelp af rotationsfordamperen (punkt 4.7) til 5-10 ml under vakuum ved 40 °C. Hvis
volumen ved et uheld reduceres til under 5 ml, kasseres hydrolysatet, og analysen gentages.

pH justeres til 2,20 med natriumhydroxidoplesning (punkt 3.18), og der fortsattes som beskrevet i punkt 5.3.4.

5.3.3.2. For andre aminosyreanalysatorer (punkt 4.9):

Det efter punkt 5.3.2.3 eller 5.3.2.4 frembragte hydrolysat neutraliseres delvis ved under omrering at tilseette 17
ml natriumhydroxidoplesning (punkt 3.17), samtidig med at temperaturen holdes under 40 °C.

pH justeres til 2,20 med natriumhydroxidoplesning (punkt 3.17 og 3.18) ved rumtemperatur. Der fortsattes som
beskrevet i punkt 5.3.4.

5.3.4. Preveoplesning til kromatografi

Hydrolysatet (punkt 5.3.3.1 eller 5.3.3.2) justeret til en pH-veerdi pd 2,20 overferes med citratbuffer (punkt 3.24)
kvantitativt til en 200 ml mélekolbe, og der fyldes op til market med buffer (punkt 3.24).

Hvis en intern standard anvendes, og denne ikke allerede er tilsat, tilsettes der 2,00 ml intern standard (punkt
3.27.3) og fyldes op til mearket med citratbuffer (punkt 3.24). Der blandes omhyggeligt.

Derefter foretages kromatografi som beskrevet i punkt 5.4.

Hvis preveoplesningen ikke kromatograferes samme dag, skal den opbevares ved < 5 °C.

5.4. Kromatografi

Inden kromatografi opvarmes ekstraktet (punkt 5.2) eller hydrolysatet (punkt 5.3.4) til rumtemperatur.
Blandingen rystes, og en passende mangde filtreres gennem et 0,22 pm membranfilter (punkt 4.5). Der foretages
ionbytningskromatografi af den fremstillede klarede oplesning ved brug af en aminosyreanalysator (punkt 4.9).

Indsprejtningen kan foretages manuelt eller automatisk. Hovedsagen er, at der altid tilseettes samme mangde
oplesning £ 0,5 % til kolonnen til analyse af standardoplesninger og preveoplesninger, undtagen i tilfeelde, hvor
der bruges en intern standard. Forholdet mellem natrium og aminosyre i standard- og preveoplesningerne skal
vere sd ens som muligt.

Kalibreringshyppigheden afthenger normalt af stabiliteten af ninhydrinreagenset og det anvendte
analysatorsystem. Standard- eller preveoplesningen fortyndes med citratbuffer (punkt 3.24), sdledes at der for
standarden fremkommer et topareal pd 30-200 % af arealet af toppene for aminosyrerne i preveoplgsningen.

Kromatografien af aminosyrerne vil variere lidt athaengigt af den anvendte type analysator og kolonnematerialet.
Systemet skal kunne adskille aminosyrerne fuldsteendigt fra hinanden og fra evrige ninhydrinpositive stoffer.
Kromatografisystemet skal i sit arbejdsomréade give lineart respons péd endringer i mangderne af aminosyrer, der
tilseettes kolonnen.
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Hvis der analyseres en akvimolar oplesning (af de aminosyrer, der skal bestemmes), skal der ved kromatografien
opnds nedenstdende forhold mellem dal og tophgjde. Den akvimolare oplesning skal indeholde mindst 30 % af
den storste mangde af hver aminosyre, der kan males praecist med aminosyreanalysatoren (punkt 4.9).

Ved adskillelsen af threonin og serin md forholdet mellem dal og tophgjde for den laveste af de to
sammenhzangende aminosyretoppe ikke vare storre end 2:10. (Hvis der kun bestemmes cyst(e)in, methionin,
threonin og lysin, vil utilstreekkelig adskillelse fra nabotoppe indvirke uheldigt pad bestemmelsen.) For alle ovrige
aminosyrer skal adskillelsen veere bedre end 1:10.

Systemet skal sikre, at lysin adskilles fra artefakter fra andre lysinlignende stoffer og ornithin.

6. Beregning af resultater

Arealet af toppene i prove- og standardoplasningerne méles for hver enkelt aminosyre, og mangden (X) beregnes
i gram aminosyre pr. kg prove:

_ A XexMxV
X= B xm x 1000

Ved anvendelse af en intern standard multipliceres med: 2

A= topareal for hydrolysat eller ekstrakt

B= topareal for standardkalibreringsoplesning

C= topareal for intern standard i hydrolysat eller ekstrakt

D= topareal for intern standard, standardkalibreringsoplesning

M= molarveegt af den aminosyre, der skal bestemmes

c= standardoplesningens koncentration i pmol/ml

m= provens vagt i gram (korrigeret til oprindelig vaegt hvis torret eller affedtet)

V= ml totalhydrolysat (punkt 5.3.4) eller ml beregnet total fortyndingsvolumen af ekstraktet (punkt 6.1).

Sével cystin som cystein bestemmes som cysteinsyre i hydrolysater af den oxiderede prove, men beregnes som
cystin (CsH,,N,0,S,, M 240,30 g/mol) ved anvendelse af M 120,15 g/mol (= 0,5 x 240,30 g/mol).

Methionin bestemmes som methioninsulfon i hydrolysater af den oxiderede prove, men beregnes som methionin
ved anvendelse af M af methionin: 149,21 g/mol.

Tilsat fri methionin bestemmes efter ekstraktion som methionin, hvorved der benyttes samme M til beregningen.

6.1. Totale fortyndingsvolumen af ekstrakter (F) til bestemmelse af frie aminosyrer (punkt 5.2) beregnes som foelger:

__ 100 ml x (10 ml+5 ml) A4
F= 10 ml x 10

V= slutekstraktets volumen.
7. Evaluering af metoden

Metoden er blevet afprovet ved en international ringanalyse i 1990 med anvendelse af fire forskellige typer foder
(svinefoderblanding, slagtefjerkrablanding, proteinkoncentrat og en forblanding).

NB! Metoden er blevet testet i endnu en international ringanalyse i 2003 ved blindbestemmelse med
dobbeltprover af slutfoder til slagtefjerkra, startfoder til slagtefjerkree, majs, fiskemel og fjerkreemel. F&
flere oplysninger i EN ISO 13903.
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7.1.

7.2.

Resultaterne af middel- og standardafvigelse efter fjernelse af outliers i ringanalysen fra 1990 er vist i tabellerne

under dette punkt:

Middelverdi i g/kg
Aminosyre
Reference-materiale

Threonin Cyst(e)in Methionin Lysin
Svinefoder-blanding 6,94 3,01 3,27 9,55

n=15 n=17 n=17 n=13
Slagtefjerkrae-blanding 9,31 3,92 5,08 13,93

n=16 n=18 n=18 n=16
Protein-koncentrat 22,32 5,06 12,01 47,74

n=16 n=17 n=17 n=15
Forblanding 58,42 — 90,21 98,03

n=16 n=16 n=16

n = antal deltagende laboratorier

Repeterbarhed

Repeterbarheden for de undersggte aminosyrer udtrykt som »standardafvigelse inden for laboratorier« for de

ovennavnte prover er gengivet i nedenstdende tabel.

Variationskoefficient (%) for repeterbarhed (CV,)

Aminosyre
Reference-materiale
Threonin Cyst(e)in Methionin Lysin
Svinefoder-Blanding 1,9 3,3 3,4 2,8
n=15 n=17 n=17 n=13
Slagtefjerkrae-Blanding 2,1 2,8 3,1 2,1
n=16 n=18 n=18 n=16
Protein-koncentrat 2,7 2,6 2,2 2,4
n=16 n=17 n=17 n=15
Forblanding 2,2 — 2,4 2,1
n=16 n=16 n=16

n = antal deltagende laboratorier

Reproducerbarhed

Resultaterne af standardafvigelse mellem laboratorier for ovennavnte undersegelser er vist i nedenstdende skema:

Variationskoefficient (%) for reproducerbarhed (CVyg)

Aminosyre
Reference-materiale
Threonin Cyst(e)in Methionin Lysin
Svinefoder-Blanding 4,1 9,9 7,0 3,2
n=15 n=17 n=17 n=13
Slagtefjerkrae-Blanding 5,2 8,8 10,9 5,4
n=16 n=18 n=18 n=16
Protein-Koncentrat 3,8 12,3 13,0 3,0
n=16 n=17 n=17 n=15
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Forblanding 4,3 — 6,9 6,7

n = antal deltagende laboratorier

8. Anvendelse af referencematerialer

Det undersgges, om metoden er brugt korrekt, ved at foretage gentagne malinger af certificerede referencema-
terialer, ndr sddanne forefindes. Det anbefales at kalibrere med certificeret aminosyrekalibreringsoplesning.

9. Bemerkninger

9.1. Pd grund af forskelle mellem aminosyreanalysatorer skal slutkoncentrationerne af kalibreringsoplesningerne af
standardaminosyrerne (se punkt 3.27.4 og 3.27.5) og hydrolysatet (se punkt 5.3.4) betragtes som en retningslinje.

Apparatets linezre responsskala skal kontrolleres for alle aminosyrer.

Standardoplesningen fortyndes med citratbuffer for at opna toparealer midt pé skalaen.

9.2. Hvis der anvendes HPLC-udstyr til at analysere hydrolysaterne, skal kerselsbetingelserne optimeres i henhold til
fabrikantens anbefaling.

9.3. Hvis metoden anvendes pé foderblandinger eller forblandinger, der indeholder mere end 1 % chlorid (koncentrat,
mineralfoder, tilskudsfoder), vil der kunne ske en undervurdering af methionin, og der skal foretages en serlig
behandling.

10. Kriterier for ydeevne

Indsamling af resultaterne (bortset fra tyrosin) fra de to ringanalyser (fra 1990 omhandlet i punkt 7 ovenfor og fra
2005 ombhandlet i EN/ISO 13903) giver nedenstdende kriterier for repeterbarhed og reproducerbarhed.
Veardierne, der er udledt af disse to sammenlignende test mellem laboratorier, er maske ikke galdende for andre
end de angivne koncentrationsintervaller og matricer.

10.1.  Repeterbarhed

Forskellen mellem resultaterne af to bestemmelser udfert pd den samme preve pa det samme laboratorium og af
den samme person ma ikke overstige:

— 6 % i relativ veerdi (af det hgjeste resultat) for totale aminosyrer i tilfelde af glycin, alanin, lysin, prolin,
glutaminsyre, isoleucin og histidin

— 8 % irelativ vardi (af det hgjeste resultat) for totale aminosyrer i tilfaelde af threonin, phenylalanin, methionin,
asparaginsyre og leucin

— 10 % i relativ veerdi (af det hojeste resultat) for totale aminosyrer i tilfzelde af arginin og valin
— 12 % i relativ veerdi (af det hejeste resultat) for total aminosyre i tilfeelde af serin

— 15 % i relativ veerdi (af det hojeste resultat) for total aminosyre i tilfeelde af cyst(e)in.

10.2.  Reproducerbarhed

Forskellen mellem resultaterne af to bestemmelser udfert pd den samme prove pa forskellige laboratorier og/eller
af forskellige personer ma ikke overstige:

— 15 % i relativ veerdi (af det hojeste resultat) for totale aminosyrer i tilfeelde af glycin, alanin og threonin

— 20 % i relativ veerdi (af det hejeste resultat) for totale aminosyrer i tilfelde af lysin, prolin, phenylanalin,
methionin og asparaginsyre

— 22 % i relativ vaerdi (af det hojeste resultat) for totale aminosyrer i tilfelde af glutaminsyre og leucin
— 27 % i relativ vaerdi (af det hgjeste resultat) for total aminosyre i tilfeelde af arginin

— 32 % i relativ vaerdi (af det hgjeste resultat) for total aminosyre i tilfeelde af isoleucin
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

— 35 % i relativ veerdi (af det hajeste resultat) for totale aminosyrer i tilfelde af arginin og valin
— 40 % i relativ vaerdi (af det hgjeste resultat) for total aminosyre i tilfeelde af histidin

— 50 % i relativ veerdi (af det hgjeste resultat) for total aminosyre i tilfeelde af cyst(e)in.

F. BESTEMMELSE AF TRYPTOPHAN
Folgende analysemetoder skal anvendes til bestemmelse af tryptophan
— EN ISO 13904 Foderstoffer — Bestemmelse af tryptofanindhold

— den analysemetode, der er beskrevet nedenfor i punkt 1-9.

Formal og anvendelsesomrade

Denne metode gor det muligt at bestemme det samlede indhold af tryptophan (totaltryptophan) og frit
tryptophan i foder. Der differentieres ikke mellem D- og L-former.

Princip

Til bestemmelse af totaltryptophan hydrolyseres preven i basisk milje i en mettet bariumhydroxidoplesning og
holdes opvarmet til 110 °C i 20 timer. Efter hydrolysen tilsattes der intern standard.

Til bestemmelse af frit tryptophan ekstraheres praven i svagt sur vaske under tilstedeverelse af intern standard.

Tryptophanet og den interne standard i hydrolysatet eller i ekstraktet bestemmes ved HPLC med fluorescens-
detektor.

Reagenser

Der benyttes dobbeltdestilleret vand eller vand af tilsvarende kvalitet (ledningsevne: < 10 pS/cm)

Standardstof: tryptophan (renhedsgrad/indhold> 99 %), terret i vakuum over phosphorpentoxid

Internt standardstof: a-methyltryptophan (renhedsgrad/indhold> 99 %), terret i vakuum over phosphorpentoxid

Bariumhydroxidoctahydrat (man skal passe pd ikke at udsatte Ba(OH),.8 H,O for meget for luft, da der ellers
dannes BaCOs, som kan interferere med bestemmelsen) (se bemeaerkning punkt 9.3)

Natriumhydroxid

Orthophosphorsyre, w (w/w) = 85 %

Saltsyre, pyo = 1,19 g/ml

Methanol, svarende til HPLC-kvalitet
Petroleumsether, kogepunktsinterval: 40-60 °C

Natriumhydroxidoplesning, ¢ = 1 mol/liter:

40,0 g NaOH (punkt 3.5) opleses i vand, og der fyldes op med vand (punkt 3.1) til 1 liter

Saltsyre, ¢ = 6 mol/liter:

492 ml saltsyre (punkt 3.7) fortyndes til 1 liter med vand

Saltsyre, ¢ = 1 mol/liter:

82 ml saltsyre (punkt 3.7) fortyndes til 1 liter med vand
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3.13.  Saltsyre, c = 0,1 mol/liter:

8,2 ml saltsyre (punkt 3.7) fortyndes til 1 liter med vand

3.14.  Orthophosphorsyre, ¢ = 0,5 mol/liter:

34 ml orthophosphorsyre (punkt 3.6) fortyndes til 1 liter med vand (punkt 3.1)

3.15.  Koncentreret oplesning af tryptophan (punkt 3.2), ¢ = 2,50 pmol/ml:

I en 500 ml mdlekolbe opleses 0,2553 g tryptophan (punkt 3.2) i saltsyre (punkt 3.13), og der fyldes op til
merket med saltsyre (punkt 3.13). Oplesningen opbevares ved — 18 °C i hgjst fire uger.

3.16.  Koncentreret oplesning af intern standard, ¢ = 2,5 pmol/ml:

I en 500 ml malekolbe oplases 0,2728 g a-methyltryptophan (punkt 3.3) i saltsyre (punkt 3.13), og der fyldes op
til meerket med saltsyre (punkt 3.13). Oplesningen opbevares ved — 18 °C i hgjst fire uger.

3.17.  Standardkalibreringsoplesning af tryptophan og intern standard:

2,00 ml koncentreret oplesning af tryptophan (punkt 3.15) og 2,00 ml koncentreret oplgsning af intern standard
(a-methyltryptophan) (punkt 3.16) fortyndes med vand (punkt 3.1) og methanol (punkt 3.8) til omtrent samme
volumen og omtrent samme methanolkoncentration (10-30 %) som det feerdige hydrolysat.

Oplesningen skal fremstilles umiddelbart for brugen.

Der sorges for beskyttelse mod direkte sollys under fremstillingen.
3.18.  Eddikesyre
3.19.  1,1,1-Trichlor-2-methyl-2-propanol
3.20.  Ethanolamin, w (w/w) > 98 %
3.21.  Oplesning af 1 g 1,1,1-trichlor-2-methyl-2-propanol (punkt 3.19) i 100 ml methanol (punkt 3.8)

3.22.  Mobil fase til HPLC: 3,00 g eddikesyre (3.18) + 900 ml vand (3.1) + 50,0 ml af oplasningen (punkt 3.21) af
1,1,1-trichlor- 2-methyl-2-propanol (punkt 3.19) i methanol (punkt 3.8) (1 g pr. 100 ml). pH justeres til 5,00
med ethanolamin (punkt 3.20). Der fyldes op med vand (punkt 3.1) til 1 000 ml.

4. Apparatur

4.1. HPLC-udstyr med spektrofluorometrisk detektor

4.2. HPLC-kolonne, 125 mm x 4 mm, C;5, 3 pm pakkemateriale, eller tilsvarende
4.3. pH-meter

4.4. Polypropylenflaske, 125 ml, med vid hals og skruelag

4.5. Membranfilter, 0,45 pm

4.6. Autoklav, 110 (£ 2) °C, 1.4 (+ 0.1) bar

4.7. Mekanisk rysteapparat eller magnetomrerer

4.8. Vortex-blander
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5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

Fremgangsmade

Klargoring af praver

Proven formales, sd den kan passere gennem en 0,5 mm sigte. Meget fugtige prover skal inden formalingen enten
lufttorres ved hejst 50 °C eller frysetorres. Prover med et hejt fedtindhold ekstraheres med petroleumsether
(punkt 3.9) inden formaling.

Bestemmelse af frit tryptophan (ekstrakt)

En passende mangde (1-5 g) af den klargjorte preve (punkt 5.1) afvejes med en nejagtighed pd 1 mg i en konisk
kolbe. Der tilsettes 100,0 ml saltsyre (punkt 3.13) og 5,00 ml koncentreret oplgsning af intern standard (punkt
3.16). Der omrystes eller blandes i 60 minutter pa mekanisk rysteapparat eller magnetomrerer (punkt 4.7). Efter
henstand og bundfaldning afpipetteres 10,0 ml af supernatanten i et bagerglas. Der tilsettes 5 ml orthophos-
phorsyre (punkt 3.14). pH justeres til 3 med natriumhydroxid (punkt 3.10). Der tilsettes s& meget methanol
(punkt 3.8), at slutkoncentrationen af methanol bliver 10-30 %. Oplosningen overfares til en malekolbe af
passende storrelse og fortyndes med vand til et volumen, der passer til kromatografien (ca. samme volumen som
standardkalibreringsoplesningen (punkt 3.17)).

Nogle fd ml af oplesningen filtreres gennem et 0,45 pm membranfilter (punkt 4.5), inden den indsprejtes pa
HPLC-kolonnen. Derefter foretages kromatografi som beskrevet i punkt 5.4.

Standardoplesninger og ekstrakter beskyttes mod direkte sollys. Hvis ekstrakterne ikke kan analyseres samme dag,
kan de opbevares ved 5 °C i hgjst tre dage.

Bestemmelse af totaltryptophan (hydrolysat)

Med en ngjagtighed péd 0,2 mg afvejes 0,1-1 g af den klargjorte preve (punkt 5.1) i polypropylenflasken (punkt
4.4). Den afvejede preveportion skal have et kvaelstofindhold pa ca. 10 mg. Der tilsattes 8,4 g bariumhydroxidoc-
tahydrat (punkt 3.4) og 10 ml vand. Der blandes pd vortex-blander (punkt 4.8) eller magnetomrerer (punkt 4.7).
Den teflonbelagte magnetpind efterlades i blandingen. Flaskens vaegge skylles med 4 ml vand. Skrueldget skrues
lest pd flasken, der sattes ind i autoklaven (punkt 4.6) med kogende vand og damper i 30-60 minutter.
Autoklaven lukkes, og der autoklaveres ved 110 (+ 2) °C i 20 timer.

Temperaturen i autoklaven sankes til lige under 100 °C, inden den abnes. For at undgd udkrystallisering af
Ba(OH),.8 H,O tilsattes der til den varme blanding 30 ml stuevarmt vand. Der omrystes eller omrares forsigtigt
og tilseettes 2,00 ml koncentreret intern standardoplesning (a-methyltryptophan) (punkt 3.16). Flasken afkeles
ivand|isbad i 15 minutter.

Derefter tilsattes 5 ml orthophosphorsyre (punkt 3.14). Medens flasken stadig stdr i kelebadet, neutraliseres der
med saltsyre (3.11) under omrering, og pH justeres til 3,0 med saltsyre (punkt 3.12). Der tilseettes sd meget
methanol, at slutkoncentrationen af methanol bliver 10-30 %. Oplesningen overferes til en malekolbe af
passende storrelse og fortyndes med vand til et volumen, der passer til kromatografien (f.eks. 100 ml). Der ma
ikke ske udfeeldning under methanoltilsztningen.

Nogle f& ml af oplesningen filtreres gennem et 0,45 pm membranfilter (punkt 4.5), inden den indsprgjtes pa
HPLC-kolonnen. Derefter foretages kromatografi som beskrevet i punkt 5.4.

Standardoplesninger og hydrolysater beskyttes mod direkte sollys. Hvis hydrolysaterne ikke kan analyseres
samme dag, kan de opbevares ved 5 °C i hgjst tre dage.

HPLC-bestemmelse

Nedenstdende betingelser for isokratisk eluering er vejledende; andre betingelser kan benyttes, forudsat at de giver
tilsvarende resultater (se 0gsd bemarkning punkt 9.1 og 9.2).
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HPLC-kolonne (punkt 4.2): 125 mm x 4 mm, Cyg, 3 pm pakkemateriale eller tilsvarende
Kolonnetemperatur: Rumtemperatur
Mobil fase (punkt 3.22): 3,00 g eddikesyre (punkt 3.18) + 900 ml vand (punkt 3.1) + 50,0 ml af

oplesningen (punkt 3.21) af 1,1,1-trichlor- 2-methyl-2-propanol (punkt
3.19) i methanol (punkt 3.8) (1 g pr. 100 ml). pH justeres til 5,00
medethanolamin (punkt 3.20). Der fyldes op med vand (punkt 3.1) til

1000 ml
Flow: 1 ml/minuttet
Total gennemlebstid: ca. 34 minutter
Detektionsbelgelaengde: excitation: 280 nm, emission: 356 nm
Injektionsvolumen: 20 pl

Beregning af resultater

Mangden af tryptophan (X) beregnes i gram pr. 100 g prove:

_ A XBxV]xcxVogxM

X =Dy <000 m

A= topareal for intern standard, standardkalibreringsoplesning (punkt 3.17)

B= topareal for tryptophan, ekstrakt (punkt 5.2) eller hydrolysat (punkt 5.3)

V,= volumen i ml (2 ml) af den mangde koncentreret tryptophanoplesning (punkt 3.15), der er tilsat til
kalibreringsoplgsningen (punkt 3.17)

c= koncentration i pmol/ml (= 2,50) af den koncentrerede tryptophanoplesning (punkt 3.15), der er tilsat
til kalibreringsoplesningen (punkt 3.17)

V,= volumen i ml af den mangde koncentreret oplesning af intern standard (punkt 3.16), der er tilsat til
ekstraktet (punkt 5.2) (= 5,00 ml) eller til hydrolysatet (punkt 5.3) (= 2,00 ml)

C= topareal for intern standard, ekstrakt (punkt 5.2) eller hydrolysat (punkt 5.3)

D= topareal for tryptophan, standardkalibreringsoplesning (punkt 3.17)

Vs = volumen i ml (= 2,00 ml) af den maengde koncentreret oplesning af intern standard (punkt 3.16), der er
tilsat til standardkalibreringsoplesningen (punkt 3.17)

m-= provens vagt i gram (korrigeret til oprindelig vaegt, hvis den er tarret og/eller affedtet)

M= tryptophans molarvagt (= 204,23 g/mol).

Repeterbarhed

Forskellen mellem resultaterne af to parallelle bestemmelser udfert pd samme prove mé ikke overstige 10 % i
relativ veerdi (af det hgjeste resultat).

Resultater af ringanalyse

Der er gennemfert en EU-ringanalyse (fjerde ringanalyse), hvor tre praver blev analyseret i op til 12 laboratorier
med henblik pé certificering af hydrolysemetoden. Der blev foretaget femdobbelt bestemmelse pd hver prove.
Resultaterne er vist i nedenstiende tabel:
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Prove 1 Prove 2 Prove 3
Svinefoder Svinefoder suppleret med Foderkoncentrat til svin
L-tryptophan
L 12 12 12
n 50 55 50
Middelvaerdi [g/kg] 2,42 3,40 4,22
s, [g/ke] 0,05 0,05 0,08
r [g/kg] 0,14 0,14 0,22
v, [%] 1,9 1,6 1,9
Sk [g/ke] 0,15 0,20 0,09
R [g/ke] 0,42 0,56 0,25
CVi [%] 6,3 6,0 2,2
L= antal laboratorier, der har indleveret resultater
n= antal enkeltvaerdier efter fjernelse af outliers (Cochran-Dixon outlier-test)
S = standardafvigelse for repeterbarhed
Sk = standardafvigelse for reproducerbarhed
r= repeterbarhed
= reproducerbarhed
CV,. = variationskoefficient for repeterbarhed, %
CVg = variationskoefficient for reproducerbarhed, %.

Der er ogsd gennemfort en EU-ringanalyse (tredje ringanalyse), hvor to prever blev analyseret i op til 13
laboratorier med henblik pd certificering af metoden til ekstraktion af frit tryptophan. Der blev foretaget

femdobbelt bestemmelse pa hver prove. Resultaterne er vist i nedenstdende tabel:

Prove 5
Prove 4 Blanding af soja og hvede (= prove 4)
Blanding af soja og hvede med tilsetning af tryptophan
(0,457 glkg)

L 12 12
n 55 60
Middelverdi [g/kg] 0,391 0,931
s: [g/ke] 0,005 0,012
r [g/kg] 0,014 0,034
v, [%] 1,34 1,34
Sk [g/kg] 0,018 0,048
R [g/ke] 0,050 0,134
CVe [%] 471 5,11
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L= antal laboratorier, der har indleveret resultater

n= antal enkeltvardier efter fjernelse af outliers (Cochran-Dixon outlier-test)
S = standardafvigelse for repeterbarhed

Sk = standardafvigelse for reproducerbarhed

r= repeterbarhed

R= reproducerbarhed

CV,.=  variationskoefficient for repeterbarhed, %

CVy = variationskoefficient for reproducerbarhed, %.

Der er gennemfort endnu en EU-ringanalyse, hvor fire prover blev analyseret i op til syv laboratorier med henblik
pa certificering af tryptophan med hensyn til hydrolyse. Resultaterne er vist herunder. Der blev foretaget
femdobbelt bestemmelse pa hver prove.

Prove 1 Prove 2 Prove 3 Prove 4
Svinefoderblanding Fis}{fiﬁ?ﬁéﬁfﬂdlm Sojamel Skummetmalkspulver
(CRM 117) (CRM 118) (CRM 119) (CRM 120)
L 7 7 7 7
n 25 30 30 30
Middelveerdi [g/kg] 2,064 8,801 6,882 5,236
s; [g/ke] 0,021 0,101 0,089 0,040
r [g/ke] 0,059 0,283 0,249 0,112
v, [%] 1,04 1,15 1,30 0,76
Sk [g/kg] 0,031 0,413 0,283 0,221
R [g/kg] 0,087 1,156 0,792 0,619
CVi [%] 1,48 4,69 411 422
L= antal laboratorier, der har indleveret resultater
n= antal enkeltvardier efter fjernelse af outliers (Cochran-Dixon outlier-test)
S = standardafvigelse for repeterbarhed
Sk = standardafvigelse for reproducerbarhed
r= repeterbarhed
R= reproducerbarhed
CV,=  variationskoefficient for repeterbarhed, %
CVy = variationskoefficient for reproducerbarhed, %.
9. Bemerkninger
9.1. Nedenstdende sarlige kromatograferingsbetingelser kan give bedre adskillelse af tryptophan og
a-methyltryptophan.
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Isokratisk eluering efterfulgt af gradientrensning af kolonnen som folger:

HPLC-kolonne: 125 mm x 4 mm, C,5, 5 pm pakkemateriale, eller tilsvarende
Kolonnetemperatur: 32°C
Mobil fase: A: 0,01 mol/liter KH,PO,/methanol, 95 + 5 (v + v)
B: Methanol
Gradientprogram: 0 minutter 100 % A 0%B
15 minutter 100 % A 0%B
17 minutter 60 % A 40 % B
19 minutter 60 % A 40%B
21 minutter 100 % A 0%B
33 minutter 100 % A 0%B
Flow: 1,2 ml/minuttet
Total gennemlebstid: ca. 33 minutter
9.2. Kromatograferingen varierer, alt efter hvilken type HPLC og kolonnemateriale der benyttes. Der skal valges et

system, der giver adskillelse til basislinjen mellem tryptophan og den interne standard. Det er desuden vigtigt, at
nedbrydningsprodukter adskilles helt fra tryptophan og den interne standard. Der keres hydrolysater uden intern
standard for at kontrollere, at der ikke ligger urenheder pé basislinjen under den interne standard. Det er vigtigt, at
gennemlgbstiden er lang nok til, at alle nedbrydningsprodukter elueres, da toppe med lang elueringstid ellers kan
interferere i efterfolgende kromatograferinger.

Kromatografisystemet skal i sit arbejdsomrdde give linesert respons. Det lineare respons kontrolleres med
konstant (dvs. den normale) koncentration af intern standard og varierende koncentrationer af tryptophan. Det er
vigtigt, at bdde toppen for tryptophan og toppen for intern standard ligger inden for HPLC/fluorescenssystemets
linezere omrade. Hvis enten tryptophantoppen og/eller toppen for intern standard er for lav eller for hgj, gentages
analysen med en anden provestorrelse og/eller et andet slutvolumen.

9.3. Bariumhydroxid

Bariumhydroxid bliver med tiden vanskeligere at oplese. Det medferer, at oplesningen til HPLC-bestemmelse
bliver uklar, hvilket kan betyde, at resultaterne for tryptophan bliver for lave.

G. BESTEMMELSE AF RAFEDT

1. Formal og anvendelsesomride
Denne metode anvendes til bestemmelse af rdfedtindholdet i foder.

Anvendelsen af de to fremgangsméder, der er beskrevet nedenfor, athaenger af arten og sammensatningen af
foderet og af grunden til, at analysen gennemfores.

Til bestemmelse af rdfedtindholdet i olieholdige fre og frugter samt i foder, hvor réfedtindholdet er over 15 %, skal
ekstraktionen foretages ved metode A og reekstraktion ved metode B (punkt 5.3)

1.1. Metode A — Réfedt, som kan ekstraheres direkte

Denne metode anvendes til vegetabilske fodermidler med undtagelse af dem, der er medtaget under metode B.
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1.2. Metode B — Réfedt i alt

Denne metode anvendes til animalske fodermidler samt til alle foderblandinger. Den skal anvendes til alle
materialer, hvorfra rafedt ikke kan ekstraheres fuldsteendigt uden forudgdende hydrolyse, sdsom gluten, geer,
kartoffelproteiner og produkter, der underkastes processer som ekstrudering, omdannelse til flager og
opvarmning.

1.3. Fortolkning af resultater

I samtlige tilfelde, hvor der opnds et hgjere resultat ved anvendelse af metode B end ved metode A, skal de
resultater, der er opndet ved metode B, accepteres som den sande verdi.

2. Princip

2.1. Metode A

Proven ekstraheres med petroleumsether. Oplesningsmidlet afdampes, og remanensen tgrres og vejes.

2.2. Metode B

Proven behandles med saltsyre under opvarmning. Blandingen afkeles og filtreres. Den vaskede og terrede
remanens behandles herefter som beskrevet under metode A.

3. Reagenser

3.1. Petroleumsether, kogepunktsinterval: 40—-60 °C. Bromtallet skal vaere under 1, og inddampningsresten under
2 mg[100 ml.

3.2. Natriumsulfat, vandfrit.

3.3. Saltsyre, ¢ = 3 mol/liter:

3.4. Filtreringsmiddel, f.eks. kiselgur, Hyflo-supercel.
4. Apparatur

4.1. Ekstraktionsapparat. Dersom apparatet er udstyret med et havertrer (Soxhlet-apparat), indstilles varmekilden, s&
der sker ca. 10 temninger i timen; dersom apparatet ikke er udstyret med havertror, skal tilbagelobet veere pa ca.
10 ml i minuttet.

4.2. Ekstraktionsheetter skal vaere fri for stof, der er opleseligt i petroleumsether, og skal have en poresitet i
overensstemmelse med kravene under 4.1.

4.3. Torreskab, enten et vakuumterreskab indstillet til 75 °C £ 3 °C eller et torreskab med luftcirkulation indstillet til
100 °C = 3 °C.
5. Fremgangsmade

5.1. Metode A (se punkt 8.1)

5 g af proven afvejes med en ngjagtighed pd 1 mg, overfores til en ekstraktionshaette (punkt 4.2) og tildeekkes med
en affedtet vatprop.

Hetten anbringes i et ekstraktionsapparat (punkt 4.1), og der ekstraheres i seks timer med petroleumsether (punkt
3.1). Petroleumsetherekstraktet opsamles i en tor, tareret kolbe indeholdende stykker af pimpsten (9).

Oplesningsmidlet afdampes. Remanensen torres derpd i kolben i 1 ¥4 time i terreskab (punkt 4.3). Efter afkeling i
ekssikkator vejes remanensen. Der tarres i yderligere 30 minutter for at sikre, at fedtets vagt forbliver konstant
(vegttabet mellem to pa hinanden folgende vejninger ma hgjst veere pd 1 mg).

(°) Safremt fedtet senere skal undersages kvalitativt, erstattes pimpstensstykkerne af glaskugler.
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5.2.

5.3.

8.1.

Metode B

2,5 g af proven afvejes med en nejagtighed pd 1 mg (se punkt 8.2) og overfores til et 400 ml bagerglas eller
en 300 ml konisk kolbe, hvorefter der tilsettes 100 ml saltsyre (punkt 3.3) og stykker af pimpsten. Baegerglasset
tildekkes med et urglas, eller hvis der anvendes en konisk kolbe, forsynes denne med en tilbagesvaler. Blandingen
bringes til let kogning over en svag flamme eller pd varmeplade i ca. en time. Materialet skal forhindres i at satte
sig fast pa beholderens sider.

Beholderen afkoles, og der tilsattes sd meget filtreringsmiddel (punkt 3.4), at der ikke opstdr noget fedttab ved
filtreringen. Der filtreres gennem et fugtigt, fedtfrit dobbelt filtrerpapir. Remanensen vaskes med koldt vand,
indtil filtratet er neutralt. Det kontrolleres, at filtratet ikke indeholder fedt. Tilstedeveerelse af fedt viser, at der
inden hydrolysen skal foretages en ekstraktion af preven med petroleumsether ved anvendelse af metode A.

Det dobbelte filtrerpapir med remanensen laegges pé et urglas og tarres i torreskab (punkt 4.3) ved 100 °C £ 3 °C
i1lVatime.

Det dobbelte filtrerpapir med den torre remanens anbringes i ekstraktionshaette (punkt 4.2) og tildakkes med en
affedtet vatprop. Heatten anbringes i et ekstraktionsapparat (punkt 4.1), hvorefter der fortsattes som beskrevet i
punkt 5.1, andet og tredje afsnit.

Metode A og reekstraktion ved metode B

Til bestemmelse af rdfedtindholdet i olieholdige fra og frugter samt i foder, hvor réfedtindholdet er over 15 %, skal
ekstraktionen foretages ved metode A og reekstraktion ved metode B.

Det betyder, at efter ekstraktion med petroleumsether (metode A), reekstraheres remanensen eller en portion af
remanensen med saltsyre (metode B). Rafedtindholdet er summen af resultatet af metode A og B.

Angivelse af resultater

Remanensens veagt angives i procent af preven.

Repeterbarhed

Forskellen mellem resultaterne af to parallelle bestemmelser udfert af den samme person pd den samme prove ma
ikke overstige:

— 0,2 % i absolut verdi for rafedtindhold pa under 5 %
— 4,0 % i relativ veerdi (af det hgjeste resultat) for indhold pd 5-10 %

— 0,4 % i absolut veerdi for indhold pé over 10 %.

Bemerkninger

For produkter med hgjt fedtindhold, som er vanskelige at formale, eller som ikke egner sig til udtagning af en
reduceret homogen prove, anvendes folgende fremgangsmaéde:

20 g af proven afvejes med en ngjagtighed pd 1 mg og blandes med mindst 10 g vandfrit natriumsulfat (3.2).
Derpd ekstraheres med petroleumsether (3.1) som angivet under punkt 5.1. Det herved opsamlede ekstrakt
tilseettes petroleumsether (3.1) ad 500 ml, og blandingen rystes. Af oplasningen udtages 50 ml, som heldes i en
lille, ter, tareret kolbe indeholdende stykker af pimpsten. Oplasningsmidlet afdampes; derpa torres og fortsattes
som beskrevet i punkt 5.1, sidste afsnit.

Ekstraktionsresten i heatten befries for oplesningsmidlet og formales til en kornsterrelse pd 1 mm, hvorefter den
heldes tilbage i ekstraktionshatten (der tilsattes ikke natriumsulfat); derpa fortseettes som beskrevet i punkt 5.1,
andet og tredje afsnit.
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Fedtindholdet beregnes som en procentdel af preven ved anvendelse af nedenstiende formel:

(10m; + m,) x 5

hvor:
m; = vaegt i gram af remanensen efter den forste ekstraktion (den alikvote del af ekstraktet)
m, = vaegt i gram af remanensen efter den anden ekstraktion.
8.2. For nogle produkter (f.eks. med lavt fedtindhold) kan preven gares storre.
8.3. Foder med hgjt vandindhold til selskabsdyr vil det kunne vaere nedvendigt at blande med vandfrit natriumsulfat

forud for hydrolyse og ekstraktion som ved metode B.

8.4. [ punkt 5.2 vil det kunne vare mere effektivt at anvende varmt vand i stedet for koldt vand til vaskning af
remanensen efter filtrering.

8.5. Det kan for visse typer foder veere nedvendigt at forleenge torringstiden pa 1 ¥4 time. Overdreven terring undgis,
da en sddan kan fore til lave resultater. En mikrobelgeovn kan ogsd anvendes.

H. BESTEMMELSE AF TRASTOF

1. Formdl og anvendelsesomride

Denne metode ger det muligt at bestemme indholdet af fedtfri organiske stoffer i foder, som er uopleselige i
fortyndede syre- og baseoplesninger, og som normalt betegnes som treestof.

Metoden er ikke relevant for treecellulose og vegetabilsk kul (partiklerne er for fine).

2. Princip

Proven, der om nedvendigt er affedtet, behandles i kogende oplesninger af forst svovlsyre og derefter
kaliumhydroxid i bestemte koncentrationer. Remanensen adskilles ved filtrering i en glasfilterdigel, hvorefter det
vaskes, torres, vejes og foraskes ved 475-500 °C. Vaegttabet ved foraskningen svarer til treestofindholdet i preven.

3. Reagenser
3.1. Svovlsyre, ¢ = 0,13 mol/liter
3.2. Skumdaempende middel (f.eks. n-octanol)

3.3. Filtreringshjalpemiddel (Celite 545 el. lign.) opvarmet til 500 °C i fire timer (punkt 8.6)
3.4. Acetone

3.5. Petroleumsether, kogepunktsinterval: 40-60 °C

3.6. Saltsyre, ¢ = 0,5 mol/liter

3.7. Kaliumhydroxidoplesning, ¢ = 0,23 mol/liter

4. Apparatur

4.1. Varmeenhed til kogning med svovlsyre og kaliumhydroxid med holder til filterdiglen (punkt 4.2) og afgangsrer
med hane til veeskeafleb samt vakuumpumpe, eventuelt med trykluft. Enheden forvarmes for daglig brug med
kogende vand i fem minutter.

4.2. Glasfilterdigel med filterplade af sintret glas, porestorrelse: 40-90 pm. Inden den forste gang tages i anvendelse,
opvarmes den i nogle f minutter til 500 °C og afkeles (punkt 8.6).
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4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

Kogecylinder pd mindst 270 ml med tilbagesvaler
Torreskab med termostat
Muffelovn med termostat

Ekstraktionsapparat med holder til filterdiglen (punkt 4.2) og afgangsrer med hane til vaskeafleb samt
vakuumpumpe.

Forbindelsesringe til samling af varmeenhed (punkt 4.1), filterdigel (punkt 4.2) og kogecylinder (punkt 4.3) og til
samling af koldekstraktionsapparat (4.6) og filterdigel.

Fremgangsmade

[ glasfilterdiglen (punkt 4.2) afvejes med 1 mg nejagtighed 1 g af den klargjorte prove (se bemerkning punkt 9.1,
9.2 0g 9.3), og der tilsaettes 1 g filtreringshjeelpemiddel (punkt 3.3).

Varmeenheden (punkt 4.1) og filterdiglen (punkt 4.2) samles. Kogecylinderen (punkt 4.3) forbindes til diglen. 150
ml svovlsyre (punkt 3.1), der er opvarmet til kogepunktet, overferes til kogecylinderen, og om nedvendigt tilsattes
nogle fa draber skumdaempende middel (punkt 3.2).

Vasken opvarmes til kogepunktet i lobet af 5 + 2 minutter og koges livligt i nejagtig 30 minutter.

Afgangshanen (punkt 4.1) dbnes, og svovlsyren filtreres under vakuum gennem filterdiglen. Remanensen pa
filterdiglen vaskes under vakuum tre gange med 30 ml kogende vand hver gang. Filtret med remanensen suges
tort efter hver vask.

Afgangshanen lukkes, og 150 ml kogende kaliumhydroxidoplgsning (punkt 3.7) overfores til kogecylinderen. Der
tilseettes nogle fa draber skumdempende middel (punkt 3.2). Vasken opvarmes til kogepunktet i lgbet af 5 + 2
minutter og koges livligt i nejagtig 30 minutter. Remanensen filtreres og vaskes pd samme mdde som efter
behandling med svovlsyre.

Efter den sidste vask suges bundfaldet tort, og diglen med indhold forbindes til koldekstraktionsapparatet (punkt
4.6). Remanensen i diglen vaskes under vakuum tre gange med 25 ml acetone (punkt 3.4) hver gang og suges tort
efter hver vask.

Filterdiglen med indhold tarres i torreskabet ved 130 °C indtil konstant vegt. Efter hver terring afkeles diglen i en
ekssikkator og vejes straks. Herefter anbringes den i muffelovnen, og indholdet foraskes ved 475-500 °C i mindst
30 minutter. Dette gentages indtil konstant vagt (veegttabet mellem to pd hinanden felgende vejninger ma hejst
vaere pa 2 mg).

Efter hver foraskning afkeles diglen forst i ovnen og derefter i ekssikkatoren, inden den vejes.

Der foretages en blindpreve uden prove. Vagttabet ved foraskningen ma ikke overstige 4 mg.

Beregning af resultater

Traestofindholdet som procent af praven beregnes efter folgende formel:

__ (mg—mq) > 100
x = o-m) X%
hvor:
m = provens vagt i gram
mg = vagttabet i gram efter foraskning under bestemmelsen
m; = vaegttabet i gram ved foraskning af remanensen af blindpreven.
Repeterbarhed

Forskellen mellem resultaterne af to parallelle bestemmelser udfert pd samme prove md ikke overstige:
— 0,6 % i absolut verdi for treestofindhold pd under 10 %

— 6 % i relativ veerdi (af det hgjeste resultat) for traestofindhold pd 10 % og derover.
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8. Reproducerbarhed

Forskellen mellem resultaterne af to bestemmelser udfert pd samme prave pa forskellige laboratorier mé ikke
overstige:

— 1,0 % i absolut verdi for treestofindhold pa under 10 %

— 10 % i relativ veerdi (af det hajeste resultat) for traestofindhold pad 10 % og derover.
9. Bemeerkninger

9.1. Foder, der indeholder over 10 % réfedt, skal affedtes med petroleumsether (punkt 3.5) inden analysen. Filterdiglen
(punkt 4.2) med indhold forbindes med koldekstraktionsapparatet (punkt 4.6) og vaskes under vakuum tre gange
med 30 ml petroleumsether hver gang. Proven suges tor, og diglen med indhold forbindes til varmeenheden
(punkt 4.1). Derefter fortsattes som beskrevet i punkt 5.

9.2. Foder, der indeholder fedt, som ikke kan ekstraheres direkte med petroleumsether (punkt 3.5), skal affedtes som
beskrevet i punkt 8.1 og efter kogning med syre affedtes endnu en gang. Efter kogning med syre og efterfolgende
vask forbindes diglen med indhold til koldekstraktionsapparatet (punkt 4.6) og vaskes tre gange med 30 ml
acetone efterfulgt af tre gange vask med 30 ml petroleumsether. Filtret suges tort, og analysen fortsattes som
beskrevet i punkt 5 med behandlingen med kaliumhydroxid.

9.3. Hvis foderet indeholder over 5 % carbonater, udtrykt som calciumcarbonat, forbindes diglen (punkt 4.2) med den
afvejede prove til varmeenheden (punkt 4.1). Preven vaskes tre gange med 30 ml saltsyre (punkt 3.6). Efter hver
tilseetning skal preven henstd i ca. et minut, inden den filtreres. Der vaskes én gang med 30 ml vand, hvorefter
der fortsattes som beskrevet i punkt 5.

9.4. Hvis der anvendes apparatur i form af et stativ (flere digler forbundet med samme varmeenhed), mé der aldrig
foretages to enkeltbestemmelser af samme analyseprove i samme proverakke.

9.5. Hvis det efter kogning viser sig vanskeligt at filtrere syre- og baseoplesningerne, fores der trykluft gennem
varmeenhedens afgangsrer, hvorefter filtreringen fortsattes.

9.6. Udgledningstemperaturen ma ikke vaere over 500 °C, hvilket skal sikre, at diglerne af sintret glas holder laengst
muligt. Der drages omsorg for at undga store temperaturudsving under opvarmning og afkeling.

I. BESTEMMELSE AF SUKKER

1. Formil og anvendelsesomride
Denne metode gor det muligt at bestemme indholdet af reducerende sukker og totalsukker efter invertering,
udtrykt som glucose eller, ved omregning med faktoren 0,95, som saccharose. Metoden finder anvendelse pé
foderblandinger. Der er fastsat serlige metoder for andre typer foder. Om nedvendigt bestemmes lactosen
sarskilt, idet der tages hensyn hertil ved beregningen af resultaterne.

Denne metode skal anvendes til bestemmelse af sukkerindhold til brug til beregning af foderets energiindhold.

Hvis sukkerindholdet skal bestemmes til andre formal, kan der benyttes andre analysemetoder.

2. Princip

Sukkeret opleses i fortyndet ethanol; oplesningen klares ved hjelp af Carrez-reagens I og II. Efter afdampning af
ethanol foretages bestemmelserne for og efter inverteringen efter Luff-Schoorl-metoden.

3. Reagenser

3.1. Ethanol, 40 % oplesning (v/v), massefylde: 0,948 g/ml ved 20 °C, neutraliseret til phenolphthalein
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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.

5.1.

5.2.

Carrez-reagens I: 21,9 g zinkacetat, Zn(CH;COO), 2H,0, og 3 g iseddike opleses i vand. Der fyldes op med vand
til 100 ml.

Carrez-reagens II: 10,6 g kaliumferrocyanid, K, Fe (CN)s 3H,0, oplases i vand. Der fyldes op med vand til 100 ml.
Methylorange, 0,1 % oplesning (w/v)

Saltsyre, 4 mol/liter

Saltsyre, 0,1 mol/liter

Natriumhydroxidoplesning, 0,1 mol/liter

Luff-Schoorl-reagens:

Under forsigtig omrering hzldes citronsyreoplesningen (punkt 3.8.2) over i natriumcarbonatoplgsningen (punkt
3.8.3). Kobbersulfatoplesningen (punkt 3.8.1) tilsettes, og der fyldes op med vand til 1 liter. Det henstdr natten
over og filtreres.

Koncentrationen af det siledes opndede reagens kontrolleres (Cu 0,05 mol/liter; Na, CO; 1 mol/liter), se punkt
5.4, sidste afsnit. Oplesningens pH-verdi skal veere ca. 9,4.

Kobbersulfatoplgsning: 25 g kobbersulfat, Cu SO, 5H,0, frit for jern, opleses i 100 ml vand.
Citronsyreoplesning: 50 g citronsyre, CsHzO,*H,0, opleses i 50 ml vand.

Natriumcarbonatoplesning: 143,8 g vandfrit natriumcarbonat opleses i ca. 300 ml varmt vand. Oplesningen
henstilles til atkaling.

Natriumthiosulfatoplesning, 0,1 mol/liter

Stivelsesoplesning: 5 g opleselig stivelse tilsettes 30 ml vand og opblandes i 1 liter kogende vand. Der koges i tre
minutter, henstilles til afkgling og tilsettes eventuelt 10 mg kvikselviodid som konserveringsmiddel.

Svovlsyre, 3 mol/liter

Kaliumiodid, 30 % oplesning (w/v)

Granuleret pimpsten udkogt i saltsyre, vasket med vand og terret
3-methylbutan-1-ol.

Apparatur

Mekanisk rysteapparat: ca. 35-40 omdrejninger i minuttet.
Fremgangsmade

Ekstraktion af praven

2,5 g af proven afvejes med 1 mg nejagtighed og haeldes i en 250 ml mélekolbe. Der tilsettes 200 ml ethanol
(punkt 3.1) og blandes i en time i rysteapparatet. Der tilsattes 5 ml Carrez-reagens I (punkt 3.2) og omreres i ca.
30 sekunder. Derefter tilsaettes 5 ml Carrez-reagens II (punkt 3.3) og omreres pa ny i et minut. Der fyldes op til
mearket med ethanol (punkt 3.1), hvorefter der homogeniseres og filtreres. 200 ml af filtratet udtages og
inddampes til ca. halvdelen af volumenet, hvorved sterstedelen af ethanolen fordamper. Fordampningsresten
overfores kvantitativt ved hjelp af varmt vand til en 200 ml malekolbe og afkeles, der fyldes op til maerket med
vand og homogeniseres, og om nedvendigt filtreres. Denne oplesning benyttes til bestemmelse af reducerende
sukker samt, efter invertering, af totalsukker.

Bestemmelse af reducerende sukker

Med pipette udtages hejst 25 ml af oplesningen indeholdende under 60 mg reducerende sukker, udtrykt som
glucose. Om nedvendigt fyldes op med destilleret vand til 25 ml, og indholdet af reducerende sukker bestemmes
efter Luff-Schoorl-metoden. Resultatet angives i procent glucose.
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5.3. Bestemmelse af totalsukker efter invertering

Med pipette udtages 50 ml oplesning, som overferes til en 100 ml mélekolbe. Der tils@ttes nogle fd drdber
methylorangeoplesning (punkt 3.4) og derefter, forsigtigt og under stadig omrering, saltsyre (punkt 3.5), indtil
der sker et tydeligt omslag til redt. Der tilseettes 15 ml saltsyre (punkt 3.6), og kolben anbringes pd vandbad i
sterk kogning og efterlades der i 30 minutter. Der afkeles hurtigt til ca. 20 °C og tilsattes 15 ml natriumhydroxi-
doplesning (punkt 3.7). Der fyldes op med vand til 100 ml og homogeniseres. Der udtages en mangde, der ikke
overstiger 25 ml, og som indeholder mindre end 60 mg reducerende sukker, udtrykt som glucose. Om
nedvendigt fyldes op med destilleret vand til 25 ml, og indholdet af reducerende sukker bestemmes efter Luff-
Schoorl-metoden. Resultatet angives i procent glucose eller, ved multiplikation med faktoren 0,95, saccharose.

5.4. Titrering efter Luff-Schoorl-metoden

Med pipette udtages 25 ml af Luff-Schoorl-reagenset (punkt 3.8), som overfores til en 300 ml erlenmeyerkolbe;
der tilsettes nejagtig 25 ml af den klarede sukkeroplesning. Der tilsettes 2 korn pimpsten (punkt 3.13) og
opvarmes under omrystning med hdnden over en fri flamme af middelhgjde, og vasken bringes i kog pé ca. to
minutter. Erlenmeyerkolben anbringes umiddelbart derefter pd en metaltrddsdug, som er forsynet med et
asbesttrddnet med et hul pd ca. 6 cm i diameter, hvorunder man i forvejen har tendt en flamme. Denne skal vare
afpasset séledes, at alene erlenmeyerkolbens bund opvarmes. Kolben forbindes med en tilbagesvaler. Vaesken koges
i ngjagtig 10 minutter Derpd afkeles der straks ved hjalp af koldt vand, og efter ca. fem minutters forleb titreres
der som felger:

Der tilsaettes 10 ml kaliumiodidoplesning (punkt 3.12) og straks derefter (forsigtigt pd grund af risikoen for
dannelse af skum i stor mangde) 25 ml svovlsyre (punkt 3.11). Der titreres sd med natriumthiosulfatoplesning
(punkt 3.9), indtil der viser sig en matgul farve, hvorefter der tilsattes stivelse (punkt 3.10) som indikator, og
titreringen feerdiggeres.

Den samme titrering foretages med en nejagtigt afmalt blanding af 25 ml Luff-Schoorl-reagens (punkt 3.8) og 25
ml vand, efter at der er tilsat 10 ml kaliumiodidoplesning (punkt 3.12) og 25 ml svovlsyre (punkt 3.11), dog uden
at bringe den i kog.

6. Beregning af resultater

Ved hjalp af tabellen beregnes den mangde glucose i mg, der svarer til forskellen mellem resultaterne af de to
titreringer, udtrykt i ml natriumthiosulfat 0,1 mol/liter. Resultatet angives i procent af preven.

7. Specielle fremgangsmader

7.1. For s vidt angdr foder med et heajt melasseindhold og andet lidet homogent foder afvejes 20 g, som anbringes i
en 1 liter malekolbe med 500 ml vand. Blandes i en time i rysteapparatet og klares ved hjelp af Carrez-reagens I
(punkt 3.2) og II (punkt 3.3), som beskrevet i punkt 5.1, idet der dog benyttes en fire gange storre mangde af
hvert reagens. Der fyldes op til merket med 80 % ethanol (v/v).

Derefter homogeniseres og filtreres. Ethanolen afdampes som beskrevet i punkt 5.1. Findes der ikke dekstrineret
stivelse, fyldes der op med destilleret vand.

7.2. For sd vidt angdr melasse og fodermidler med et hejt indhold af sukker, men praktisk talt ingen stivelse
(johannesbrad, terrede sukkerroesnitter osv.) afvejes 5 g i en 250 ml malekolbe, hvorefter der tilsettes 200 ml
destilleret vand og blandes i 1 time eller mere, om nedvendigt, i rysteapparatet. Blandingen klares ved hjalp af
Carrez-reagens I (punkt 3.2) og II (punkt 3.3), som beskrevet i punkt 5.1. Der fyldes op til market med koldt
vand, homogeniseres og filtreres. Til bestemmelse af totalsukker benyttes fremgangsmaden, der er beskrevet
under punkt 5.3.

8. Bemzrkninger

8.1. Det anbefales at tilsatte ca. 1 ml 3-methylbutan-1-ol (punkt 3.14) (uden hensyntagen til volumenet) for kogning
med Luff-Schoorl-reagenset for at undgd skumdannelse.

8.2. Forskellen mellem indholdet af totalsukker efter invertering, udtrykt som glucose, og indholdet af reducerende
sukker, udtrykt som glucose, giver, multipliceret med 0,95, procentindholdet af saccharose.

8.3. Til bestemmelse af indholdet af reducerende sukker, med undtagelse af lactose, kan der anvendes to metoder:
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8.3.1.  For at foretage en omtrentlig beregning multipliceres med 0,675 det ved en separat bestemmelse konstaterede
indhold af lactose, og det fundne resultat traekkes fra indholdet af reducerende sukker.

8.3.2.  For at foretage en pracis beregning af det reducerende sukker, med undtagelse af lactosen, er det nedvendigt at
leegge den samme analyseprove til grund ved de to definitive bestemmelser. Den ene analyse udferes pd en del af
oplesningen, der opnds efter punkt 5.1, den anden pa en del af oplesningen, der opnds ved bestemmelsen af
lactose efter den hertil fastlagte metode (efter gaering af de andre sukkerarter og klaring).

[ begge tilfaelde bestemmes det tilstedevaerende indhold af sukker efter Luff-Schoorl-metoden og beregnes i mg
glucose. De to vaerdier trakkes fra hinanden, og forskellen angives i procent af preven.

Eksempel
De to udtagne volumener svarer for hver bestemmelse til en analysepreve pa 250 mg.

I det forste tilfalde forbruges der 17 ml natriumthiosulfatoplesning 0,1 mol/liter, hvad der svarer til 44,2 mg
glucose; i det andet tilfelde forbruges der 11 ml, hvad der svarer til 27,6 mg glucose.

Forskellen andrager 16,6 mg glucose.

Indholdet af reducerende sukker (uden lactose) beregnet som glucose er altsa:

4%x16,6 _
168 — 6,64 %

Tabel over veerdierne for 25 ml Luff-Schoorl-reagens

ml Na, S, O; 0,1 mol/liter, to minutters opvarmning, 10 minutters kogning

Na, S, O; Glucose, fructose, inverteret sukker Lactose Na, S, O;
0,1 mol/liter Cs Hy, Og Cy; Hyy Opy 0,1 mol/liter
ml mg forskel mg forskel ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 1
2 4,8 2,4 7,3 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 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

J. BESTEMMELSE AF LACTOSE

1. Formadl og anvendelsesomride

Metoden ger det muligt at bestemme indholdet af lactose i foder, der indeholder mere end 0,5 % heraf.
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2. Princip

Sukkeret opleses i vand. Oplesningen underkastes en garing med Saccharomyces cerevisiae, som ikke angriber
lactosen. Efter klaring og filtrering bestemmes filtratets lactoseindhold efter Luff-Schoorl-metoden.

3. Reagenser

3.1. Saccharomyces cerevisiae-opslemning: 25 g frisk geer opslemmes i 100 ml vand. Suspensionen kan holde sig i hgjst
en uge i kaleskab.

3.2. Carrez-reagens I: 21,9 g zinkacetat, Zn (CH; COO), 2H,0, og 3 g iseddike opleses i vand. Der fyldes op med vand
til 100 ml.

3.3. Carrez-reagens II: 10,6 g kaliumferrocyanid, K, Fe (CN)s 3H,0, opleses i vand. Der fyldes op med vand til 100 ml.

3.4. Luff-Schoorl-reagens:

Under forsigtig omrering hzldes citronsyreoplosningen (punkt 3.4.2) over i natriumcarbonatoplgsningen (punkt
3.4.3). Kobbersulfatoplesningen (punkt 3.4.1) tilseettes, og der fyldes op med vand til 1 liter. Det henstér natten
over og filtreres. Koncentrationen af det sdledes opndede reagens kontrolleres (Cu 0,05 mol/liter; Na,
CO; 1 mol/liter). Oplesningens pH-verdi skal veere ca. 9,4.

3.4.1. Kobbersulfatoplesning: 25 g kobbersulfat, Cu SO, 5H,O0, frit for jern, opleses i 100 ml vand.
3.4.2.  Citronsyreoplgsning: 50 g citronsyre, CsHzO;*H,0, opleses i 50 ml vand.

3.4.3.  Natriumcarbonatoplgsning: 143,8 g vandfrit natriumcarbonat opleses i ca. 300 ml varmt vand. Oplesningen
henstilles til atkaling.

3.5. Granuleret pimpsten udkogt i saltsyre, vasket med vand og terret.

3.6. Kaliumiodid, 30 % oplesning (w/v).

3.7. Svovlsyre, 3 mol/liter.
3.8. Natriumthiosulfatoplesning, 0,1 mol/liter.
3.9. Stivelsesoplesning: 5 g opleselig stivelse tilsattes 30 ml vand og opblandes i 1 liter kogende vand. Der koges i tre

minutter, henstilles til afkgling og tilsattes eventuelt 10 mg kvikselviodid som konserveringsmiddel.

4. Apparatur

Vandbad forsynet med termostat, indstillet til 38-40 °C.

5. Fremgangsmade

1 g af proven afvejes med 1 mg nejagtighed, og denne portion anbringes i en 100 ml mélekolbe. Der tilsattes
25-30 ml vand. Kolben opvarmes i 30 minutter i kogende vandbad, hvorefter der afkeles til ca. 35 °C. Der
tilsaettes 5 ml geersuspension (punkt 3.1) og homogeniseres. Kolben henstdr i to timer i vandbad ved en
temperatur pd 38—-40 °C. Afkeles derpa til ca. 20 °C.

Der tilsaettes 2,5 ml Carrez-reagens [ (punkt 3.2), og blandingen rystes i 30 sekunder; dernast tilsattes 2,5 ml
Carrez-reagens II (punkt 3.3), og der rystes pd ny i 30 sekunder. Der fyldes op med vand til 100 ml, blandes og
filtreres. Med pipette udtages en mangde filtrat, der ikke overstiger 25 ml, og som s vidt muligt indeholder
40-80 mg lactose, og dette overfores til en 300 ml erlenmeyerkolbe. Om nedvendigt fyldes op med vand til 25
ml.

Pd samme mdde udferes en blindpreve med 5 ml garsuspension (punkt 3.1). Lactoseindholdet bestemmes efter
Luff-Schoorl-metoden som felger: Der tilsettes ngjagtig 25 ml Luff-Schoorl-reagens (punkt 3.4) og to korn
pimpsten (punkt 3.5). Der opvarmes under omrystning med hdnden over en fri flamme af middelhgjde, og
vaesken bringes i kog pa ca. to minutter. Erlenmeyerkolben anbringes umiddelbart derefter p& en metaltradsdug,
som er forsynet med et asbesttrddnet med et hul pa ca. 6 cm i diameter, hvorunder man i forvejen har tendt en
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flamme. Denne skal vaere afpasset sdledes, at alene erlenmeyerkolbens bund opvarmes. Kolben forbindes med en
tilbagesvaler. Vaesken koges i nojagtig 10 minutter. Derpa afkeles der straks ved hjalp af koldt vand, og efter ca.
fem minutters forlgb titreres der som folger:

Der tilseettes 10 ml kaliumiodidoplesning (punkt 3.6) og straks derefter (forsigtigt pa grund af risikoen for
dannelse af skum i stor meaengde) 25 ml svovlsyre (punkt 3.7). Der titreres s& med natriumthiosulfatoplgsning

(punkt 3.8), indtil der viser sig en matgul farve, hvorefter der tilsattes stivelse (punkt 3.9) som indikator, og
titreringen feerdiggeres.

Den samme titrering foretages med en nejagtigt afmaélt blanding af 25 ml Luff-Schoorl-reagens (punkt 3.4) og 25
ml vand, efter at der er tilsat 10 ml kaliumiodidoplesning (punkt 3.6) og 25 ml svovlsyre (punkt 3.7), dog uden at
bringe den i kog.

6. Beregning af resultater

Ved hjalp af nedenstéende tabel beregnes den mangde lactose i mg, der svarer til forskellen mellem resultaterne af
de to titreringer, udtrykt i ml natriumthiosulfatoplesning 0,1 mol/liter.

Resultatet for vandfri lactose angives i procent af proven.
7. Bemerkning

1. Til produkter, der indeholder mere end 40 % geeringsdygtigt sukker, skal der benyttes mere end 5 ml
gaersuspension (punkt 3.1).

2. [ »laktosereduceret« foder (f.eks. kattemalk) omdannes laktose til fruktose, der ikke er feerdiggaeret inden
for to timer, hvilket giver hejere eller falsk positive resultater (fordi der er remnanter af fruktose i
ekstraktet).

Tabel over veerdierne for 25 ml Luff-Schoorl-reagens

ml Na, S, O; 0,1 mol/liter, 2 minutters opvarmning, 10 minutters kogning

Na, S, O, Glucose, fructose, inverteret sukker Lactose Na, S, O;
0,1 mol/liter C¢ Hy, O Cy, Hy, Oy 0,1 mol/liter
ml mg forskel mg forskel ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 1
2 4,8 2,4 7,3 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
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K. BESTEMMELSE AF STIVELSE

POLARIMETRISK METODE

1. Formil og anvendelsesomride

Denne metode gor det muligt at bestemme indholdet af stivelse og nedbrydningsprodukter heraf med hgj
molekylvaegt i foder til kontrol af, om reglerne vedrerende angivelse af energiindholdet (jf. bilag VII) og
forordning (EF) nr. 7672009 er overholdt.

Denne metode skal anvendes til bestemmelse af stivelsesindhold til brug til beregning af foderets energiindhold.

Hvis stivelsesindholdet skal bestemmes til andre formal, kan der benyttes andre analysemetoder.
2. Princip

Metoden er baseret pd dobbeltbestemmelse. Ved den forste bestemmelse behandles preven med fortyndet saltsyre.
Efter klaring og filtrering méles oplesningens optiske drejning polarimetrisk.

Ved den anden bestemmelse ekstraheres proven med 40 % ethanol. Efter behandling af filtratet med saltsyre klares
og filtreres, og den optiske drejning males under samme betingelser som ved den forste bestemmelse.

Forskellen mellem de to mélinger, multipliceret med en kendt faktor, giver provens stivelsesindhold.
3. Reagenser
3.1. Saltsyre, 25 % oplesning (w/w), massefylde: 1,126 g/ml.
3.2. Saltsyre, 1,13 % oplesning (w/v).
Koncentrationen skal kontrolleres ved titrering med 0,1 mol/liter natriumhydroxidoplesning under tilstedevaerelse

af 0,1 % (w/v) methylredt i 94 % (v/v) ethanol. Til neutralisering af 10 ml kraeves der 30,94 ml NaOH 0,1 mol/liter.

3.3. Carrez-reagens I: 21,9 g zinkacetat, Zn (CH; COO), 2H,0, og 3 g iseddike opleses i vand. Der fyldes op med vand
til 100 ml.

3.4. Carrez-reagens II: 10,6 g kaliumferrocyanid, K, Fe (CN)s 3H,0, opleses i vand. Der fyldes op med vand til 100 ml.

3.5. Ethanol, 40 % oplesning (v/v), massefylde: 0,948 g/ml ved 20 °C.

4. Apparatur

4.1. 250 ml erlenmeyerkolbe med standardslibhals og tilbagesvaler.

4.2. Polarimeter eller saccharimeter.

5. Fremgangsmade

5.1. Klargaring af proven

Proven formales, sd den kan passere fuldsteendigt gennem en sigte med 0,5 mm runde masker.
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5.2.

5.3.

6.1.

Bestemmelse af den totale optiske drejning (P eller S) (se bemaerkning punkt 7.1)

2,5 g af den formalede prove afvejes med 1 mg nejagtighed i en 100 ml malekolbe, og der tilsaettes 25 ml saltsyre
(punkt 3.2). Kolben rystes, indtil prevematerialet er jeevnt fordelt, og der tilsattes yderligere 25 ml saltsyre (punkt
3.2). Derefter nedsankes kolben i et kogende vandbad. I de forste tre minutter rystes kolben kraftigt og med
regelmassige mellemrum for at forhindre klumpdannelse. Vandmengden i vandbadet skal veere tilstreekkelig til
fortsat at holde vandet i kog, nir kolben nedsankes. Under omrystningen mé kolben ikke tages op af vandbadet.
Efter nejagtig 15 minutter tages kolben op af vandbadet, hvorefter der tilsettes 30 ml koldt vand og straks
afkeles til 20 °C.

Der tilsettes 5 ml Carrez-reagens I (punkt 3.3) og omrystes i ca. 30 sekunder. Derpa tilsattes 5 ml Carrez-reagens
II (punkt 3.4), og der omrystes atter i ca. 30 sekunder. Der fyldes op med vand til meaerket, blandes og filtreres: Hvis
filtratet ikke er fuldsteendig klart, hvilket sjeeldent forekommer, skal bestemmelsen gentages med en storre
mangde Carrez-reagens I og II, f.eks. 10 ml.

Oplesningens optiske drejning maéles i et 200 mm ror med et polarimeter eller et saccharimeter.

Bestemmelse af den optiske drejning (P” eller S') for de i 40 % ethanol oploselige stoffer

5 g af proven afvejes med 1 mg nejagtighed i en 100 ml malekolbe, og der tilsattes ca. 80 ml ethanol (punkt 3.5)
(se bemerkning punkt 7.2). Kolben henstar i en time ved rumtemperatur. I dette tidsrum rystes kolben kraftigt
seks gange, sd provematerialet blandes omhyggeligt med ethanolen. Der fyldes op med ethanol (punkt 3.5) til
merket, blandes og filtreres.

50 ml af filtratet (svarende til 2,5 g af proven) afpipetteres i en 250 ml erlenmeyerkolbe, og der tilsaettes 2,1 ml
saltsyre (punkt 3.1). Kolben rystes kraftigt, sluttes til en tilbagesvaler og nedsankes i et bad med kogende vand.
Efter nejagtig 15 minutter tages erlenmeyerkolben op af vandbadet, og indholdet skylles over i en 100 ml
mélekolbe med en lille mangde koldt vand og afkeles til 20 °C.

Derpa klares med Carrez-reagens I (punkt 3.3) og II (punkt 3.4), fyldes op med vand til market, blandes og

filtreres, og den optiske drejning males som beskrevet i punkt 5.2, andet og tredje afsnit.

Beregning af resultater

Indholdet af stivelse (%) beregnes som folger:

Polarimetriske mdlinger

Stivelsesindhold (%) = 2200 (P-F)

oy
p= total optisk drejning i cirkelgrader
p= optisk drejning i cirkelgrader af de i 40 % (v/v) ethanol opleselige stoffer
[a];” = den rene stivelses specifikke optiske drejning. Til denne faktor anvendes folgende generelt accepterede
veerdier:

+185,9% risstivelse
+185,7°:  kartoffelstivelse
+184,6°. majsstivelse
+182,7°.  hvedestivelse
+181,5%  bygstivelse
+181,3°:  havrestivelse

+184,0% andre typer stivelse og stivelsesblandinger i foderblandinger
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6.2. Saccharimetriske malinger

Stivelsesindhold (%) = 229, x (2N <0665 x(S-§) _ 266N (S-S

w2’ 100 )
S= total optisk drejning i saccharimetergrader
S = optisk drejning i saccharimetergrader af de i 40 % (v/v) ethanol opleselige stoffer
N = saccharosens vaegt i gram i 100 ml vand ved en vejleengde pa 200 mm, som giver en optisk drejning pa

100 saccharimetergrader. Denne vagt varierer alt efter saccharimetertype:
16,29 g for franske saccharimetre

26,00 g for tyske saccharimetre

20,00 g for blandede saccharimetre.

[0]2" = den rene stivelses specifikke optiske drejning (se punkt 6.1).

6.3. Repeterbarhed

Forskellen mellem resultaterne af to parallelle bestemmelser udfert pd samme preve mé ved indhold pa under
40 % stivelse ikke overstige 0,4 i absolut vardi og ved indhold pd 40 % og derover ikke overstige 1 % i relativ

vardi.
7. Bemerkninger
7.1. Hvis preven indeholder over 6 % carbonater, beregnet som calciumcarbonat, skal de destrueres med den nejagtige

mangde fortyndet svovlsyre inden bestemmelsen af den totale optiske drejning.

7.2. For produkter med hejt lactoseindhold, f.eks. malkeserum i pulverform eller skummetmalkspulver, anvendes
efter tilsetning af 80 ml ethanol (punkt 3.5) felgende fremgangsmade: Kolben tilsluttes en tilbagesvaler og
nedsankes i et vandbad pd 50 °C i 30 minutter. Efter afkeling fortsettes som beskrevet i punkt 5.3.

7.3. Ved tilstedeverelse i foder i storre mengde kan folgende fodermidler interferere ved bestemmelse af stivelses-
indholdet efter den polarimetriske metode, som derved kan give forkerte resultater:

— (sukker)roeprodukter, sdsom ekstraherede (sukker)roesnitter, (sukker)roemelasse, ekstraherede (sukker)
roesnitter tilsat melasse, (sukker)roevinasse, (roe)sukker

— citruskvas

— herfre herfrekage horfroskra

— rapsfre rapskage rapsskré rapsskaller

— solsikkefre solsikkeskré solsikkeskrd, delvis afskallet

— kokoskage kokosskrd

— kartoffelkvas

— torret ger

— produkter med stort inulinindhold (f.eks. snitter og skra af jordskokker)
— grever

— sojabgnneprodukter.

[ disse tilfeelde kan analysemetoden som omhandlet i Kommissionens forordning (EF) nr. 121/2008 (') anvendes.
Denne metode kan ogsé anvendes til foder, der indeholder mindre end 1 % stivelse.

(') Kommissionens forordning (EF) nr. 121/2008 af 11. februar 2008 om en analysemetode til bestemmelse af stivelsesindholdet i
tilberedninger af den art, der anvendes som dyrefoder (KN-kode 2309) (EUT L 37 af 12.2.2008, s. 3).
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4.1.

4.2.

4.3.

5.1.

5.2.

7.1.

7.2.

7.3.

L. BESTEMMELSE AF RAASKE

Formil og anvendelsesomride

Denne metode gor det muligt at bestemme indholdet af raaske i foder.

Princip

Proven foraskes ved 550 °C, remanensen vejes.

Reagenser

Ammoniumnitrat, 20 % oplesning (w/v).
Apparatur

Varmeplade

Elektrisk muffelovn med termostat

Foraskningsdigler af kvarts, porcelen eller platin, rektangulare (ca. 60 x 40 x 25 mm) eller runde (diameter:
60-75 mm, hgjde: 20-40 mm).

Fremgangsmade

Ca. 5 g af proven afvejes med 1 mg ngjagtighed (2,5 g for produkter, der har tendens til at svulme op) i en
foraskningsdigel, der i forvejen er opvarmet til 550 °C, afkelet og tareret. Diglen anbringes pd varmepladen og
opvarmes gradvist, indtil stoffet forkuller. Der foraskes som beskrevet i punkt 5.1 eller 5.2.

Diglen stilles ind i den kalibrerede muffelovn, der er indstillet pa 550 °C. Den henstar ved denne temperatur, indtil
der fas hvid, lysegra eller redlig aske, der tilsyneladende er fri for kulpartikler. Diglen anbringes i en ekssikkator,
henstilles til afkaling og vejes med det samme.

Diglen stilles ind i den kalibrerede muffelovn, der er indstillet p& 550 °C. Der foraskes i tre timer. Diglen anbringes
i en ekssikkator, henstilles til afkeling og vejes med det samme. Der foraskes i yderligere 30 minutter for at sikre, at
askens vagt forbliver konstant (vaegttabet mellem to pd hinanden felgende vejninger ma hejst vaere pa 1 mg).

Beregning af resultater
Veagten af remanensen beregnes, idet taraen trackkes fra.

Resultatet angives i procent af prgven.
Bemarkninger

Asken af de stoffer, der er vanskelige at foraske, skal underkastes en forste foraskning pa mindst tre timer, atkeles og
tilseettes nogle fa draber 20 % ammoniumnitratoplesning eller vand (dog forsigtigt for at undga, at asken spredes
eller danner klumper). Foraskningen fortsattes efter torring i terreskab. Gentag processen, indtil foraskningen er
fuldstendig.

For stoffer, der ikke kan behandles efter den i punkt 7.1. beskrevne metode, benyttes folgende fremgangsmade: Efter tre
timers foraskning bringes asken ved hjalp af varmt vand over pa et lille askefrit filter. Filtret med indhold foraskes
i den oprindelige digel. Filtratet anbringes i den afkelede digel, inddampes til tarhed, foraskes og vejes.

Nér det drejer sig om fedtstoffer, afvejes med storst mulig nejagtighed en preve pd 25 g i en digel af passende
storrelse. Proven forkulles ved at antende stoffet ved hjelp af en lunte af askefrit filtrerpapir. Fugtes efter
forbreendingen med den mindste mangde vand, der er nedvendig. Torres og foraskes som beskrevet i punkt 5.

M. BESTEMMELSE AF ASKE UOPL@SELIG I SALTSYRE

Formil og anvendelsesomride

Denne metode gor det muligt at bestemme indholdet i foder af mineralske bestanddele, som er uopleselige i
saltsyre. Der er fastsat to fremgangsmadder alt athaengigt af provens art.
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1.1.

1.2.

2.1.

2.2.

3.1.

3.2.

3.3.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

5.1.

5.2.

Fremgangsmdde A finder anvendelse pé organiske fodermidler og pé de fleste typer foderblandinger.

Fremgangsmdde B: finder anvendelse pd mineralstoffer og mineralstofblandinger sével som pa foderblandinger, hvis
indhold af aske uopleselig i saltsyre, bestemt efter fremgangsmadde A, er storre end 1 %.

Princip
Fremgangsmdde A Proven foraskes, asken koges med saltsyre, og den uopleselige remanens frafiltreres og vejes.

Fremgangsmdde B: Proven behandles med saltsyre. Oplosningen filtreres, remanensen foraskes, og den fundne aske
behandles som beskrevet under fremgangsmade A.

Reagenser

Saltsyre, 3 mol/liter

Trichloreddikesyre, 20 % oplesning (w/v)
Trichloreddikesyre, 1 % oplesning (w/v).
Apparatur

Varmeplade

Elektrisk muffelovn med termostat

Foraskningsdigler af kvarts, porcelen eller platin, rektangulere (ca. 60 x 40 x 25 mm) eller runde (diameter:
60-75 mm, hejde: 20-40 mm)

Askefrie filtre.
Fremgangsmade

Fremgangsmdde A

Proven foraskes efter den fremgangsmadde, der er beskrevet for bestemmelse af rdaske. Man kan ogsé benytte den
aske, der opniés ved denne bestemmelse.

Asken anbringes i et 250—400 ml baegerglas med 75 ml saltsyre (punkt 3.1). Veesken bringes forsigtigt til kogning
og koges sagte i 15 minutter. Den varme oplesning filtreres gennem et askefrit filtrerpapir, og remanensen vaskes
med varmt vand, indtil den sure reaktion forsvinder. Filtret med remanensen tarres, og der foraskes i en tareret
digel ved en temperatur pd mindst 550 °C og hejst 700 °C. Afkeles i en ekssikkator og vejes.

Fremgangsmdde B

5 g af proven afvejes med 1 mg nejagtighed i et 250-400 ml bagerglas. Der tilsettes 25 ml vand og derefter 25
ml saltsyre (punkt 3.1), blandes og ventes, indtil opbrusningen opherer. Der tilsattes yderligere 50 ml saltsyre
(punkt 3.1). Det afventes, at en eventuel luftudvikling er overstdet, hvorefter baegerglasset anbringes pa kogende
vandbad og efterlades dér i 30 minutter eller mere, om nedvendigt, sd eventuelt forekommende stivelse
hydrolyseres fuldstendigt. Der varmfiltreres gennem et askefrit filter, og filtret vaskes med 50 ml varmt vand (se
punkt 7, »Bemaerkning«). Filtret med remanensen anbringes i en foraskningsdigel, og der terres og foraskes ved en
temperatur pd mindst 550 °C og hejst 700 °C. Asken anbringes i et 250-400 ml bagerglas med 75 ml saltsyre
(punkt 3.1). Derefter fortsattes som beskrevet i punkt 5, andet afsnit.

Beregning af resultater

Vagten af remanensen beregnes, idet taraen trackkes fra. Resultatet angives i procent af proven.
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.1.

3.6.2.

3.7.

Bemarkning

Hvis filtreringen viser sig vanskelig, gentages bestemmelsen, idet de 50 ml saltsyre (3.1) erstattes med 50 ml
trichloreddikesyreoplesning pa 20 % (punkt 3.2), og idet filtret vaskes med en varm trichloreddikesyreoplasning
pd 1 % (punkt 3.3).

N. BESTEMMELSE AF TOTALPHOSPHOR

Totalphosphor bestemmes ved

— anvendelse af den analysemetode, der er omhandlet i EN 15510 Foderstoffer: Proveudtagnings- og
analysemetoder — Bestemmelse af calcium, natrium, fosfor, magnesium, kalium, jern, zink, kobber,
mangan, kobolt, molybdan og bly ved ICP-AES eller

— anvendelse af den analysemetode, der er omhandlet i EN 15621 Foderstoffer: Preveudtagnings- og
analysemetoder — Bestemmelse af calcium, natrium, phosphor, magnesium, kalium, svovl, jern, zink,
kobber, mangan og kobolt ved ICP-AES efter trykoplukning eller

— den fotometriske metode, som beskrevet nedenfor.

FOTOMETRISK METODE

Formal og anvendelsesomrade

Denne metode gor det muligt at bestemme indholdet af totalphosphor i foder. Metoden er specielt egnet til
undersogelse af foder med et ringe phosphorindhold. I bestemte tilfelde (phosphorrige produkter) kan der
anvendes en gravimetrisk metode.

Princip

Proven destrueres enten ved forbreending (ndr der er tale om organisk foder) eller ved syreoplukning (mineralske
stoffer og flydende foder) og opleses i syre. Oplosningen behandles med vanadatmolybdatreagenset.
Ekstinktionen af den gulfarvede oplesning maéles ved 430 nm i spektrofotometret.

Reagenser

Calciumcarbonat

Saltsyre, pyo = 1,10 g/ml (ca. 6 mol/liter)
Salpetersyre, pyo = 1,045 g/ml
Salpetersyre, pyo = 1,38 til 1,42 g/ml
Svovlsyre, pyo = 1,84 g/ml

Vanadatmolybdatreagens: 200 ml ammoniumheptamolybdatoplesning (punkt 3.6.1) blandes med 200 ml
ammoniummonovandatoplesning (punkt 3.6.2) og 134 ml salpetersyre (punkt 3.4) i en 1 liter mélekolbe,
hvorefter der fyldes op med vand til mearket.

Ammoniumheptamolybdatoplesning: 100 g ammoniumheptamolybdat (NH,) 6Mo;0,,.4H,0 oplgses i varmt
vand. Der tilseettes 10 ml ammoniakvand (massefylde: 0,91 g/ml) og fyldes op med vand til 1 liter.

Ammoniummonovanadatoplgsning: 2,35 g ammoniummonovanadat, NH,VO; opleses i 400 ml varmt vand. 20
ml fortyndet salpetersyre (7 ml HNO; (3.4) + 13 ml H,0) tilsattes langsomt under stadig omrering, og der fyldes
op med vand til 1 liter.

Standardphosphoroplesning pa 1 mg pr. ml: 4,387 g kaliumdihydrogenphosphat, KH,PO,, oplases i vand, og der
fyldes op med vand til 1 liter.
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4. Apparatur
4.1. Foraskningsdigler af kvarts, porcelen eller platin
4.2. Elektrisk muffelovn med termostat indstillet pa 550 °C

4.3. 250 ml Kjeldahlkolbe

4.4. Milekolber og mikromélepipetter

4.5. Spektrofotometer

4.6. Reagensglas, ca. 16 mm diameter med NS 14,5; rumindhold: 25-30 ml.
5. Fremgangsmade

5.1. Fremstilling af oplosningen

Alt efter provens art fremstilles oplgsningen som beskrevet i punkt 5.1.1 eller 5.1.2.

5.1.1. Normal metode

1 g eller mere af proven afvejes med 1 mg ngjagtighed og hzldes i en Kjeldahlkolbe. Der tilsattes 20 ml svovlsyre
(3.5), hvorefter der omrystes for at gennemvade materialet med syren og for at forhindre, at materialet swtter sig
fast pa kolbens inderside. Derpd opvarmes blandingen og holdes i kog i 10 minutter. Efter en let afkeling tilsattes
der 2 ml salpetersyre (3.4); der opvarmes svagt og afkeles atter noget. Herefter tilsettes pa ny lidt salpetersyre (3.4)
og opvarmes til kogetemperatur, og dette gentages, indtil oplgsningen er farvelgs. Derpé afkeles der; der tilsattes
lidt vand, og vasken overfores kvantitativt til en 500 ml malekolbe ved skylning af Kjeldahlkolben med varmt
vand. Efter afkeling fyldes der op med vand til merket, homogeniseres og filtreres.

5.1.2. Metode for prever, der indeholder organiske stoffer, men er fri for calcium- og magnesium-
dihydrogenphosphater

Ca. 2,5 g af proven afvejes med 1 mg nojagtighed i en foraskningsdigel og blandes omhyggeligt med 1 g
calciumcarbonat (punkt 3.1). I muffelovnen foraskes der ved 550 °C, indtil asken er hvid eller grd (smd maengder
kul er ikke et problem). Asken overfores til et 250 ml bagerglas. Der tilsettes 20 ml vand og saltsyre (punkt 3.2),
indtil opbrusningen opherer. Der tilsattes yderligere 10 ml saltsyre (punkt 3.2). Derpd anbringes bagerglasset pa
sandbad, og der inddampes til fuldstaendig terhed for at gare kiselsyren uopleselig. Remanensen oplgses i 10 ml
salpetersyre (punkt 3.3) og opvarmes til kogetemperatur i 5 minutter pd sandbad eller varmeplade, idet
remanensen dog ikke skal torre helt. Vaesken overferes til en 500 ml malekolbe, idet bagerglasset gentagne gange
skylles med varmt vand. Efter afkeling fyldes der op med vand til maerket, homogeniseres og filtreres.

5.2. Udvikling af farvningen og maling af ekstinktionen

En alikvot del af det efter punkt 5.1.1 eller 5.1.2 udvundne filtrat fortyndes for at fa en koncentration af phosphor
pa hejst 40 pg/ml. 10 ml af denne oplesning overfores til et reagensglas (punkt 4.6), og der tilsettes 10 ml
vanadatmolybdatreagens (punkt 3.6). Blandingen homogeniseres og henstir i mindst 10 minutter ved 20 °C.
Derpd miles ekstinktionen i spektrofotometret ved 430 nm i forhold til en oplesning af 10 ml vand og 10 ml
vanadatmolybdatreagens (punkt 3.6).

5.3. Kalibreringskurve

Af standardoplesningen (punkt 3.7) fremstilles oplesninger, der indeholder henholdsvis 5, 10, 20, 30 og 40 pg
phosphor pr. ml. Til hver 10 ml af disse oplesninger tilsattes 10 ml vanadatmolybdatreagens (punkt 3.6). Der
homogeniseres, og blandingen henstdr i mindst 10 minutter ved 20 °C. Derpd madles ekstinktionen under de
ovenfor i punkt 5.2 beskrevne betingelser. Kalibreringskurven tegnes, idet ekstinktionsveardierne indtegnes op ad
ordinaten, og den tilsvarende phosphormangde ud ad abscissen. Kurven er linezr for phosphorkoncentrationer
pa 0-40 pg/ml.

6. Beregning af resultater

Indholdet af phosphor i preven bestemmes ved benyttelse af kalibreringskurven.
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

5.1.

5.1.1.

Resultatet angives i procent af proven.

Repeterbarhed
Forskellen mellem resultaterne af to parallelle bestemmelser udfert pd samme preve ma ikke overstige:
— 3 % relativ veerdi (af det hgjeste resultat) for phosphorindhold pa mindre end 5 %

— 0,15 % i absolut veerdi for phosphorindhold pa 5 % og derover.

O. BESTEMMELSE AF CHLOR AF CHLORIDER

Formil og anvendelsesomride

Denne metode gor det muligt at bestemme indholdet af chlor af vandopleselige chlorider, der normalt udtrykkes
som natriumchlorid. Den kan anvendes p4 alt foder.

Princip

Chloriderne opleses i vand. Dersom produktet indeholder organisk stof, foretages en klaring. Oplesningen gores
let sur ved tilsetning af salpetersyre, og chloriderne bundfaeldes i form af selvchlorid ved hjalp af en selvnitrato-
plosning. Overskuddet af sglvnitrat titreres med en ammoniumthiocyanatoplesning efter Volhards metode.

Reagenser

Ammoniumthiocyanatoplesning, 0,1 mol/liter
Selvnitratoplesning, 0,1 mol/liter

Meattet ammoniumferrisulfatoplesning (NH,)Fe(SO.),
Salpetersyre, massefylde: 1,38 g/ml

Diethylether

Acetone

Carrez-reagens I: 21,9 g zinkacetat, Zn (CH; COO), 2H,0, og 3 g iseddike opleses i vand. Der fyldes op med vand
til 100 ml.

Carrez-reagens II: 10,6 g kaliumferrocyanid, K, Fe (CN)s 3H,0, opleses i vand. Der fyldes op med vand til 100 ml.
Aktivt kul, chloridfrit og ikke-chloridadsorberende.

Apparatur

Mekanisk rysteapparat: ca. 35-40 omdrejninger i minuttet.
Fremgangsmade

Fremstilling af oplesningen
Alt efter provens art fremstilles en oplesning som beskrevet i punkt 5.1.1., 5.1.2 eller 5.1.3.

Der udferes til sammenligning en blindprove uden analysepreven.

Prover uden organisk stof

Der afvejes med 1 mg nejagtighed en analyseprove pé ikke mere end 10 g, der ikke indeholder mere end 3 g chlor
i form af chlorider, og denne anbringes i en 500 ml milekolbe med 400 ml vand pé ca. 20 °C. Vaesken blandes i 30
minutter i rysteapparatet, og der fyldes op til market, homogeniseres og filtreres.
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5.2.

7.1.

7.2.

7.3.

Prover, der indeholder organisk stof, med undtagelse af de i punkt 5.1.3. anforte

Ca. 5 g af proven afvejes med 1 mg ngjagtighed og anbringes med 1 g aktivt kul i en 500 ml malekolbe. Der
tilsaettes 400 ml vand pd ca. 20 °C og 5 ml Carrez-reagens I (3.7), omreres i 30 sekunder og tilsattes derefter 5
ml Carrez-reagens II (3.8). Vasken blandes i 30 minutter i rysteapparatet, og der fyldes op til maerket,
homogeniseres og filtreres.

Bagt foder, horfrokager og herfreskrd, produkter med et stort indhold af herfreskrd og
andre produkter med et stort indhold af planteslim eller af kolloidale stoffer (f.eks.
forklistret stivelse)

Oplesningen fremstilles som beskrevet i punkt 5.1.2, men filtreres ikke. Oplesningen dekanteres (om nedvendigt
centrifugeres), med pipette udtages 100 ml af supernatanten, og dette overferes til en 200 ml malekolbe. Der
blandes med acetone (punkt 3.6) og fyldes op til market med denne oplesningsvaske, hvorefter der
homogeniseres og filtreres.

Titrering

Med pipette overfores til en erlenmeyerkolbe 25-100 ml af filtratet (alt efter det formodede chlorindhold), der er
opndet efter punkt 5.1.1, 5.1.2 eller 5.1.3. Den alikvote maengde md ikke indeholde mere end 150 mg klor (Cl).
Om nedvendigt fortyndes med vand op til mindst 50 ml, hvorefter der tilsattes 5 ml salpetersyre (punkt 3.4), 20
ml meattet ammoniumferrisulfatoplesning (punkt 3.3) og 2 drdber ammoniumthiocyanatoplgsning (punkt 3.1),
som péfyldes ved hjalp af en burette, der er fyldt til nulpunktstregen. Dernzest pafyldes ved hjelp af en burette
selvnitratoplesningen (punkt 3.2), sdledes at der opnds et overskud pd 5 ml. Der tilseettes 5 ml diethylether
(punkt 3.5) og omrystes kraftigt for at sikre fuldstendig udfeldning. Overskuddet af selvnitrat titreres med
ammoniumthiocyanatoplesning (punkt 3.1), indtil omslaget til den brunrede farve har holdt sig i et minut.

Beregning af resultater

Mangden af chlor (X), udtrykt i % natriumchlorid, beregnes efter folgende formel:

5,845 x (V1 ~Vy)

X = m
hvor:
V= tilsatte ml selvnitratoplesning 0,1 mol/liter
V, = ml ammoniumthiocyanatoplesning 0,1 mol/liter, forbrugt ved titreringen
m = provens vagt i g i den udtagne aliquot.

Hvis blindproven viser et forbrug af selvnitratoplesning 0,1 mollliter, trakkes denne verdi fra volumenet
(Vi=Va).

Bemzrkninger
Titreringen kan ogsa foregd ved potentiometri.
For meget fedtholdige produkter foretages der en forudgdende affedtning med diethylether eller petroleumsether.

For sé vidt angdr fiskemel kan titreringen foretages efter Mohrs metode.««
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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.

BILAG IV

»BILAG IV
ANALYSEMETODER TIL KONTROL AF INDHOLDET AF GODKENDTE TILS ATNINGSSTOFFER I FODER

A. BESTEMMELSE AF VITAMIN A
Vitamin A bestemmes ved

— anvendelse af den analysemetode, der er omhandlet i EN 17547 Foderstoffer: Proveudtagnings- og
analysemetoder — Bestemmelse af A-, E- og D-vitaminindhold (') — Metode med SPE-cleanup og HPLC
eller

. ved omvendt-fase-HPLC med anvendelse af UV- eller fluorescensdetektor som beskrevet nedenfor i punkt 1-9.

Formil og anvendelsesomride

Denne metode gor det muligt at bestemme indholdet af vitamin A (retinol) i foder og forblandinger. Ved vitamin A
forstas all-trans-retinylalkohol og dens cis-isomerer, som bestemmes ved denne metode. Indholdet af vitamin A
udtrykkes i internationale enheder (IU) pr. kg. En IU svarer til aktiviteten af 0,300 pg all-trans-vitamin A-alkohol
eller 0,344 g all-trans-vitamin A-acetat eller 0,550 pg all-trans-vitamin A-palmitat.

Bestemmelsesgransen er 2 000 IU vitamin A pr. kg.

Princip

Prgven hydrolyseres med kaliumhydroxid oplest i ethanol, og vitamin A ekstraheres med petroleumsether.
Oplesningsmidlet fjernes ved inddampning, og remanensen oplases i methanol og fortyndes om nedvendigt til
den enskede koncentration. Vitamin A-indholdet bestemmes ved omvendt-fase-HPLC med anvendelse af UV-
eller fluorescensdetektor. Kromatograferingsparametrene valges séledes, at all-trans-vitamin A-alkohol og dens
cis-isomerer ikke adskilles.

Reagenser

Ethanol,o = 96 %

Petroleumsether, kogepunktsinterval: 40-60 °C

Methanol

Kaliumhydroxidoplesning, ¢ = 50 g/100 ml

Natriumascorbatoplgsning, ¢ = 10 g/100 ml (se bemarkning punkt 7.7)

Natriumsulfid, Na,S - x H,O (x=7-9.)

Natriumsulfidoplesning, ¢ = 0,5 mol/liter i glycerol, p = 120 g/liter (for x = 9) (se bemarkning punkt 7.8).
Phenolphthaleinoplesning, ¢ = 2 /100 ml i ethanol (punkt 3.1)

2-Propanol

Mobil fase til HPLC: blanding af methanol (punkt 3.3) og vand, f.eks. 980 + 20 (v + v). Det ngjagtige forhold
bestemmes af den anvendte kolonnes egenskaber.

Nitrogen, oxygenfrit

(") Analysemetoden som ombhandlet i EN 17547 betegnes som en alternativ metode, der skal benyttes til officielle kontrolformal til
bestemmelse af vitamin A og E i stedet for den metode, der er beskrevet for bestemmelse af vitamin A i del A i narvaerende bilag og
for vitamin E i del B i naervaerende bilag.
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3.11.  All-trans-vitamin A-acetat, ekstra rent, med certificeret aktivitet, f.eks. 2,80 x 106 1U/g

3.11.1. Stamoplesning af all-trans-vitamin A-acetat: Der afvejes med 0,1 mg nejagtighed 50 mg vitamin A-acetat (punkt
3.11) i en 100 ml malekolbe. Efter oplgsning i 2-propanol (punkt 3.8) fyldes der op til market med samme
oplesningsmiddel. Denne oplesning har en nominel koncentration pd 1 400 IU vitamin A pr. ml. Det ngjagtige
indhold bestemmes efter punkt 5.6.3.1.

3.12.  All-trans-vitamin A-palmitat, ekstra rent, med certificeret aktivitet, f.eks. 1,80 x 106 IU/g

3.12.1. Stamoplesning af all-trans-vitamin A-palmitat: Der afvejes med 0,1 mg nejagtighed 80 mg vitamin A-palmitat
(punkt 3.12) i en 100 ml malekolbe. Efter oplosning i 2-propanol (punkt 3.8) fyldes der op til maerket med
samme oplesningsmiddel. Denne oplgsning har en nominel koncentration pd 1 400 IU vitamin A pr. ml. Det
nejagtige indhold bestemmes efter punkt 5.6.3.2.

3.13.  2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol (BHT) (se bemzarkning 7.5).

4. Apparatur

4.1. Rotationsfordamper

4.2. Udstyr af brunt glas

4.2.1.  Fladbundede eller koniske kolber, 500 ml, med slib

4.2.2.  Malekolber med slibprop og tynd hals, 10, 25, 100 og 500 ml

4.2.3.  Skilletragte, koniske, 1 000 ml, med slibprop

4.2.4.  Parekolber, 250 ml, med slib.

4.3. Allihn-svaler, kappelengde 300 mm, med slibhals, med adapter til gastilforsel
4.4. Foldefiltrerpapir til faseseparation, diameter: 185 mm (f.eks. Schleicher & Schiill 597 HY 1/2)
4.5. HPLC-udstyr med injektionssystem

4.5.1. HPLC-kolonne, 250 mm x 4 mm, C;g, 5 eller 10 pm pakkemateriale, eller tilsvarende (praestationskriterium: kun
én top for alle retinolisomerer under HPLC-betingelserne)

4.5.2.  UV-eller fluorescensdetektor, med variabel balgeleengde.
4.6. Spektrofotometer med 10 mm kvartskuvetter

4.7. Vandbad med magnetomrerer

4.8. Ekstraktionsapparat (se figur 1) bestdende af folgende:
4.8.1.  Cylinderglas pd 1 liter med slibhals og -prop

4.8.2.  Slibindsats med sidearm og justerbart rar, der er fort igennem midten. Det justerbare ror skal veere U-formet i den
nedre ende og vere tilspidset i den anden ende, sledes at det @verste veskelag i glasset kan overfores til en
skilletragt.
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5.1.

5.2.

5.3.

Fremgangsmade

NB! Vitamin A er folsomt over for lys (UV) og oxidering. Alt arbejde udferes afskeermet mod lys (udstyr af
brunt glas eller glasudstyr omviklet med aluminiumfolie) og oxygen (skylning med nitrogen). Under
ekstraktionen udskiftes luften over vasken med nitrogen (overtryk udlignes ved jevnligt at lette pa

proppen).

Klargaring af proven

Proven formales, sd den kan passere gennem en sigte med 1 mm maskevidde, men varmeudvikling skal undgas.
Formalingen foretages for afvejning og forsabning, da der ellers kan gd vitamin A tabt. Undlad at
formale preven/proverne, hvis partikelstorrelsesfordelingen er passende (f.eks. forblandinger og fodertilsat-
ningsstoffer).

Forsebning

Afhangigt af vitamin A-indholdet afvejes der med en ngjagtighed pd 1 mg 2-25 g af preven i en 500 ml
fladbundet eller konisk kolbe (punkt 4.2.1). I tilfeelde af lave koncentrationer kan prevens vagt foreges, sé der er
et tilstraekkeligt antal partikler i testportionen. Der tilsattes under forsigtig blanding i rakkefolge 130 ml ethanol
(punkt 3.1), ca. 100 mg BHT (punkt 3.13), 2 ml natriumascorbatoplesning (punkt 3.5) og 2 ml natriumsulfido-
plesning (punkt 3.6). Der sattes en svaler (punkt 4.3) pé kolben, som anbringes i vandbad med magnetomrarer
(punkt 4.7). Der opvarmes til kogning og koges med tilbagesvaling i fem minutter. Dernaest tilsaettes der 25 ml
kaliumhydroxidoplesning (punkt 3.4) gennem svaleren (punkt 4.3), og der koges med tilbagesvaling i endnu 25
minutter under omrering og under langsom nitrogengennemstremning. Svaleren skylles med ca. 20 ml vand, og
kolbens indhold afkeles til rumtemperatur.

Ekstraktion

Forsabningsoplesningen overferes kvantitativt til en 1 000 ml skilletragt (punkt 4.2.3) eller ekstraktionsapparatet
(punkt 4.8) ved skylning med i alt 250 ml vand. Derefter skylles forsebningskolben forst med 25 ml ethanol
(punkt 3.1) og dernast med 100 ml petroleumsether (punkt 3.2), idet skyllevaeskerne overfores til skilletragten
eller ekstraktionsapparatet. Forholdet mellem vand og ethanol i den samlede vaeskemangde skal veere ca. 2:1. Der
omrystes kraftigt i to minutter, og blandingen henstér til adskillelse i to minutter.

Ekstraktion med skilletragt (punkt 4.2.3)

Nér vaesken er skilt i to lag (se bemarkning punkt 7.3), overfores petroleumsetherlaget til en anden skilletragt
(punkt 4.2.3). Ekstraktionen gentages to gange med 100 ml petroleumsether (punkt 3.2) og derefter to gange
med 50 ml petroleumsether (punkt 3.2).

De samlede ekstrakter i skilletragten vaskes to gange med 100 ml vand hver gang (ved forsigtig omdrejning, sd der
ikke dannes emulsion) og derefter flere gange ved rystning med 100 ml vand, indtil vandet ikke farves ved
tilseetning af phenolphthaleinoplesning (punkt 3.7) (fire gange er normalt tilstraekkeligt). Det vaskede ekstrakt
filtreres over i en 500 ml malekolbe (punkt 4.2.2) gennem et tort foldefilter til faseseparation (punkt 4.4), saledes
at eventuelt opslemmet vand fjernes. Skilletragten og filtret skylles med 50 ml petroleumsether (punkt 3.2), og
der fyldes op til maerket med petroleumsether (punkt 3.2) og blandes omhyggeligt.

Ekstraktion med ekstraktionsapparat (punkt 4.8)

Nér vasken er skilt i to lag (se bemarkning punkt 7.3), udskiftes cylinderglassets (punkt 4.8.1) prop med
slibindsatsen (punkt 4.8.2), og den nederste, U-formede del af det justerbare ror anbringes, s dets munding er
lige over skillefladen. Ved at satte nitrogentryk pd sidearmen overfores det lette lag af petroleumsether til en
1000 ml skilletragt (punkt 4.2.3). Der tilsettes 100 ml petroleumsether (punkt 3.2) til cylinderglasset, og det
tilproppes og rystes omhyggeligt. Nar vasken er skilt i to lag, overfores det lette lag til skilletragten som for.
Ekstraktionen gentages med endnu 100 ml petroleumsether (punkt 3.2) og dernast med to portioner 50 ml
petroleumsether (punkt 3.2), og alle lagene af petroleumsether overfores til skilletragten.

De samlede petroleumsetherekstrakter i skilletragten vaskes som beskrevet i punkt 5.3.1, og der fortsattes som
beskrevet der.
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5.4, Fremstilling af proveoplesning til HPLC-analyse

En alikvot mangde af petroleumsetherekstraktet (fra punkt 5.3.1 eller 5.3.2) afpipetteres i en 250 ml parekolbe
(punkt 4.2.4). Der inddampes til nasten terhed pa rotationsfordamper (punkt 4.1) under reduceret tryk med en
vandbadstemperatur pa hejst 40 °C. Trykket udlignes til atmosfaretryk, ved at der ledes nitrogen (punkt 3.10)
ind i kolben, og kolben fjernes fra rotationsfordamperen. Resterende oplesningsmiddel fjernes under en
nitrogenstrem (punkt 3.10), og remanensen opleses straks i en kendt mangde (10-100 ml) methanol (punkt
3.3) (vitamin A-koncentrationen skal ligge i intervallet 5-30 IU/ml).

5.5. HPLC-bestemmelse

Separationen af vitamin A finder sted pd en C;g-kolonne med omvendt fase (punkt 4.5.1), og koncentrationen
méles med en UV-detektor (325 nm) eller en fluorescensdetektor (excitation: 325 nm, emission: 475 nm) (punkt
4.5.2).

Der indsprajtes en alikvot maengde (f.eks. 20 pl) af methanoloplesningen fra punkt 5.4, og der elueres med den
mobile fase (punkt 3.9). Middeltophgjden (-arealet) for flere indsprejtninger af samme preveoplosning og
middeltophgjderne (-arealerne) for flere indsprejtninger af kalibreringsoplesningerne (punkt 5.6.2) beregnes.

HPLC-betingelser

Nedenstdende betingelser er vejledende; andre betingelser kan benyttes, forudsat at de giver tilsvarende resultater.

HPLC-kolonne (punkt 4.5.1): 250 mm x 4 mm, Cg, 5 eller 10 pm pakkemateriale, eller
tilsvarende

Mobil fase (punkt 3.9): Blanding af methanol (punkt 3.3) og vand, f.eks. 980 + 20 (v +v)

Flow: 1-2 ml/minuttet

Detektor (punkt 4.5.2): UV-detektor (325 nm) eller fluorescensdetektor (excitation:

325 nm/emission: 475 nm).

5.6. Kalibrering

5.6.1. Fremstilling af arbejdsstandardoplesninger

20 ml stamoplesning af vitamin A-acetat (punkt 3.11.1) eller vitamin A-palmitat (punkt 3.12.1) afpipetteres i
en 500 ml fladbundet eller konisk kolbe (punkt 4.2.1), og der hydrolyseres som beskrevet i punkt 5.2, dog uden
tilseetning af BHT. Derefter ekstraheres der med petroleumsether (punkt 3.2) som beskrevet i punkt 5.3 og fyldes
op til 500 ml med petroleumsether (punkt 3.2). 100 ml af denne oplesning inddampes til nasten terhed pa
rotationsfordamper (se punkt 5.4), resterende oplesningsmiddel fjernes under en nitrogenstrem (punkt 3.10), og
remanensen opleses i 10,0 ml methanol (punkt 3.3). Oplesningens nominelle vitamin A-koncentration er 560 IU
pr. ml. Det ngjagtige indhold bestemmes efter punkt 5.6.3.3. Arbejdsstandardoplesningen skal fremstilles
umiddelbart for brugen.

Der afpipetteres 2,0 ml af denne arbejdsstandardoplesning i en 20 ml maélekolbe, hvorefter der fyldes op til
mearket med methanol (punkt 3.3) og blandes. Denne fortyndede arbejdsstandardoplesning har en nominel
vitamin A-koncentration pd 56 IU pr. ml.

5.6.2. Fremstilling af kalibreringsoplesninger og kalibreringskurve

Henholdsvis 1,0, 2,0, 5,0 og 10,0 ml af den fortyndede arbejdsstandardoplesning overferes til hver sin 20 ml
mélekolbe, hvorefter der fyldes op til market med methanol (punkt 3.3) og blandes. Oplosningernes nominelle
vitamin A-koncentration er 2,8, 5,6, 14,0 og 28,0 IU pr. ml.

Der indsprajtes 20 pl af hver kalibreringsoplesning flere gange, og middeltophgjderne (-arealerne) bestemmes.
Kalibreringskurven tegnes ved hjalp af middeltophgjderne (-arealerne) under hensyntagen til resultaterne af
UV-kontrollen (punkt 5.6.3.3).
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5.6.3.

5.6.3.1.

5.6.3.2.

5.6.3.3.

UV-indstilling af standardoplesningerne

Stamoplesning af vitamin A-acetat

Der afpipetteres 2,0 ml stamoplesning af vitamin A-acetat (punkt 3.11.1) i en 50 ml malekolbe (punkt 4.2.2),
hvorefter der fyldes op til market med 2-propanol (punkt 3.8). Oplesningens nominelle vitamin A-koncentration
er 56 IU pr. ml. Der afpipetteres 5,0 ml af denne oplesning i en 25 ml malekolbe, hvorefter der fyldes op til
market med 2-propanol (punkt 3.8). Oplesningens nominelle vitamin A-koncentration er 6,72 IU pr. ml
Oplesningens UV-spektrum i omrédet 300-400 nm méles mod 2-propanol (punkt 3.8) i spektrofotometret
(punkt 4.6). Ekstinktionsmaksimum skal ligge mellem 325 nm og 327 nm.

Indholdet af vitamin A beregnes efter folgende formel:

IU vitamin A/ml =E326 x 19,0
(E}” for vitamin A-acetat = 1530 ved 326 nm i 2-propanol)

Stamoplesning af vitamin A-palmitat

Der afpipetteres 2,0 ml stamoplesning af vitamin A-palmitat (punkt 3.12.1) i en 50 ml mélekolbe (punkt 4.2.2),
hvorefter der fyldes op til market med 2-propanol (punkt 3.8). Oplesningens nominelle vitamin A-koncentration
er 56 IU pr. ml. Der afpipetteres 3,0 ml af denne fortyndede oplesning af vitamin A-palmitat i en 25 ml
mélekolbe, hvorefter der fyldes op til market med 2-propanol (punkt 3.8). Oplesningens nominelle vitamin
A-koncentration er 6,72 IU pr. ml. Oplesningens UV-spektrum i omradet 300-400 nm maéles mod 2-propanol
(punkt 3.8) i spektrofotometret (punkt 4.6). Ekstinktionsmaksimum skal ligge mellem 325 nm og 327 nm.
Indholdet af vitamin A beregnes efter folgende formel:

IU vitamin A/ml = E326 x 19,0
(E; ” for vitamin A-palmitat = 957 ved 326 nm i 2-propanol)

Arbejdsstandardoplesning af vitamin A

Der afpipetteres 3,0 ml af den ufortyndede arbejdsstandardoplesning af vitamin A som fremstillet under punkt
5.6.1 i en 50 ml mélekolbe (punkt 4.2.2), hvorefter der fyldes op til maerket med 2-propanol (punkt 3.8). Der
afpipetteres 5,0 ml af denne oplesning i en 25 ml malekolbe, hvorefter der fyldes op til maerket med 2-propanol
(punkt 3.8). Oplasningens nominelle vitamin A-koncentration er 6,72 IU pr. ml. Oplgsningens UV-spektrum i
omrédet 300-400 nm males mod 2-propanol (punkt 3.8) i spektrofotometret (punkt 4.6). Ekstinktions-
maksimum skal ligge mellem 325 nm og 327 nm.

Indholdet af vitamin A beregnes efter folgende formel:

IU vitamin A/ml = E325 x 18,3
(E!” for vitamin A-alkohol = 1821 ved 325 nm i 2-propanol)

Beregning af resultater

Ud fra middelhgjden (-arealet) af proveoplesningens vitamin A-toppe bestemmes koncentrationen i
preveoplesningen i IU/ml ved benyttelse af kalibreringskurven (punkt 5.6.2).

Indholdet w af vitamin A i IU pr. kg prove beregnes efter folgende formel:

W:500X0><V2><1000 [IU/kg]

Vl Xm
hvor:
c= vitamin A-koncentrationen i preveoplgsningen (punkt 5.4) i [U/ml
v, = volumen af preveoplesning (punkt 5.4) i ml
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7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

7.6.

7.7.

7.8.

7.9.

V, = volumen af den i punkt 5.4 udtagne alikvot i ml
m= testportionens vagt i gram.
Bemarkninger

For prever med lav vitamin A-koncentration kan man med fordel samle petroleumsetherekstrakterne fra to
forsabningsportioner (afvejet meaengde: 25 g) i én proveoplosning til HPLC-bestemmelse.

Den prove, der tages ud til analyse, md ikke indeholde mere end 2 g fedtstof.

Hvis faserne ikke skiller, kan der tilsettes ca. 10 ml ethanol (punkt 3.1) for at bryde emulsionen.
Med torskeleverolie og andre rene fedtstoffer skal forsabningstiden eges til 45-60 minutter.
Der kan anvendes hydroquinon i stedet for BHT.

Ved brug af en normal-fase-kolonne er det muligt at adskille retinolisomererne. I sd fald er det dog ved
beregningerne nodvendigt at leegge hojderne (arealerne) af samtlige cis- og trans-isomerers toppe sammen.

Der kan anvendes ca. 150 mg ascorbinsyre i stedet for natriumascorbatoplesning.
Der kan anvendes ca. 50 mg EDTA i stedet for natriumsulfidoplgsning.

Ved analyse af vitamin A i malkeerstatninger skal iser folgende tages i betragtning:

— Ved forsabning (punkt 5.2): Det kan pd grund af fedtmangden i preven vaere nedvendigt at ge maengden af
kaliumhydroxidoplesning (punkt 3.4).

— Ved ekstraktion (punkt 5.3): Det kan pd grund af dannelse af emulsioner vere nedvendigt at justere forholdet
pd 2:1 mellem vand og ethanol.

Det kontrolleres med en genfindingstest pa yderligere en testportion, at den anvendte analysemetode giver
palidelige resultater for denne matrix (malkeerstatning). Er genfindingsprocenten lavere end 80 %, korrigeres
analyseresultatet for genfinding.

Repeterbarhed

Forskellen mellem resultaterne af to parallelle bestemmelser udfert pa samme preve mé ikke overstige 15 % i
relativ veerdi (af det hajeste resultat).

Resultater af ringanalyse (3

Forblanding Forblandet foder Minerﬂla‘?ncen' Protein-foder | Foder til smagrise

L 13 12 13 12 13

n 48 45 47 46 49
Middel- 17,02 x 106 1,21 x 106 537100 151 800 18070
veerdi [IU/kg]

st [1U/kg] 0,51 x 106 0,039 x 106 22080 12280 682

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

CVr [%] 3,0 3,5 41 8,1 3,8

sR [IU/kg] 1,36 x 106 0,069 x 106 46 300 23060 3614

R [IU/kg] 3,81 x 106 0,193 x 106 129 640 64568 10119

() Udfert af arbejdsgruppen for foder under Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten

(VDLUFA).

70/129

ELL http://data.europa.eufelijreg_impl/2024/771/oj



EUT L af 15.3.2024

DA

CVR [%]

8,0 6,2 8,6 15 20

sr:
sR:

CVr:
CVR:

antal laboratorier

antal enkeltveerdier

standardafvigelse for repeterbarhed
standardafvigelse for reproducerbarhed
repeterbarhed

reproducerbarhed

variationskoefficient for repeterbarhed
variationskoefficient for reproducerbarhed.

Figur 1
Ekstraktionsappart (4.8)

N

Slibindsats (4.8.2)
(lzengde ca. 45 cm)

Cylinderglas (4.8.1)
(hejde ca. 48 cm)

\

-—  Justerbart rar

Lag _————_lt':_

af petroleumsether

Vandigt lag
+

forsezebet udgangsstof

ELL http://data.europa.eu/elijreg_impl/2024/771/oj 71/129



DA EUT L af 15.3.2024

B. BESTEMMELSE AF VITAMIN E
Vitamin E bestemmes ved
— anvendelse af den analysemetode, der er omhandlet i EN 17547 Foderstoffer: Proveudtagnings- og
analysemetoder — Bestemmelse af A-, E- og D-vitaminindhold (*) — Metode med SPE-cleanup og HPLC

eller

— ved omvendt-fase-HPLC med anvendelse af UV- eller fluorescensdetektor som beskrevet nedenfor i punkt 1-9.

1. Formil og anvendelsesomride

Denne metode gor det muligt at bestemme indholdet af vitamin E i foder. Indholdet af vitamin E udtrykkes i mg
DL-a-tocopherolacetat pr. kg. 1 mg DL-a-tocopherolacetat svarer til 0,91 mg DL-a-tocopherol (vitamin E).

Bestemmelsesgrensen er 2 mg vitamin E pr. kg. Denne bestemmelsesgranse er kun realistisk ved brug af
fluorescensdetektor. Ved brug af UV-detektor er bestemmelsesgraensen 10 mg/kg.

2. Princip

Proven hydrolyseres med kaliumhydroxid oplest i ethanol, og vitamin E ekstraheres med petroleumsether.
Oplesningsmidlet fjernes ved inddampning, og remanensen opleses i methanol og fortyndes om nedvendigt til
den gnskede koncentration. Vitamin E-indholdet bestemmes ved omvendt-fase-HPLC med anvendelse af UV- eller
fluorescensdetektor.

3. Reagenser

3.1. Ethanol,o =96 %

3.2 Petroleumsether, kogepunktsinterval: 40-60 °C

3.3. Methanol

3.4. Kaliumhydroxidoplesning, ¢ = 50 g/100 ml

3.5. Natriumascorbatoplesning, ¢ = 10 g/100 ml (se bemaerkning punkt 7.7)

3.6. Natriumsulfid, Na,S - x H,O (x =7 -9)

3.6.1.  Natriumsulfidoplesning, ¢ = 0,5 mol/liter i glycerol, § = 120 g/liter (for x = 9) (se bemarkning punkt 7.8)
3.7. Phenolphthaleinoplesning, ¢ = 2 ¢g/100 ml i ethanol (punkt 3.1)

3.8. Mobil fase til HPLC: blanding af methanol (punkt 3.3) og vand, f.eks. 980 + 20 (v + v). Det ngjagtige forhold
bestemmes af den anvendte kolonnes egenskaber.

3.9. Nitrogen, oxygenfrit
3.10.  DL-a-tocopherolacetat, ekstra rent, med certificeret aktivitet

3.10.1. Stamoplesning af DL-a-tocopherolacetat: Der afvejes med 0,1 mg ngjagtighed 100 mg DL-a-tocopherolacetat
(punkt 3.10) i en 100 ml malekolbe. Efter oplesning i ethanol (punkt 3.1) fyldes der op til market med samme
oplesningsmiddel. 1 ml af denne oplesning indeholder 1 mg DL-a-tocopherolacetat (UV-kontrol, se punkt
5.6.1.3; stabilisering, se bemarkning punkt 7.4.).

() Analysemetoden som ombhandlet i EN 17547 betegnes som en alternativ metode, der skal benyttes til officielle kontrolformal til
bestemmelse af vitamin A og E i stedet for den metode, der er beskrevet for bestemmelse af vitamin A i del A i narvaerende bilag og
for vitamin E i del B i naervaerende bilag.
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3.11.

3.11.1.

4.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

4.3.

4.4.

4.5.

4.7.

4.8.

4.8.1.

4.8.2.

5.1.

DL-a-tocopherol, ekstra rent, med certificeret aktivitet

Stamoplesning af DL-a-tocopherol: Der afvejes med 0,1 mg nejagtighed 100 mg DL-a-tocopherol (punkt 3.11) i
en 100 ml madlekolbe. Efter oplesning i ethanol (punkt 3.1) fyldes der op til merket med samme
oplesningsmiddel. 1 ml af denne oplesning indeholder 1 mg DL-a-tocopherol (UV-kontrol, se punkt 5.6.2.3;
stabilisering, se bemarkning punkt 7.4.).

2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol (BHT) (se bemaerkning punkt 7.5).

Apparatur

Rotationsfordamper

Udstyr af brunt glas

Fladbundede eller koniske kolber, 500 ml, med slib

Mélekolber med slibprop og tynd hals, 10, 25, 100 og 500 ml

Skilletragte, koniske, 1 000 ml, med slibprop

Parekolber, 250 ml, med slib.

Allihn-svaler, kappeleengde 300 mm, med slibhals, med adapter til gastilforsel
Foldefiltrerpapir til faseseparation, diameter: 185 mm (f.eks. Schleicher & Schiill 597 HY 1/2)
HPLC-udstyr med injektionssystem

HPLC-kolonne, 250 mm x 4 mm, Cyg, 5 eller 10 pm pakkemateriale, eller tilsvarende
UV- eller fluorescensdetektor, med variabel belgelangde.

Spektrofotometer med 10 mm kvartskuvetter

Vandbad med magnetomrerer

Ekstraktionsapparat (se figur 2) bestdende af folgende:

Cylinderglas pé 1 liter med slibhals og -prop

Slibindsats med sidearm og justerbart rer, der er fort igennem midten. Det justerbare ror skal veere U-formet i den
nedre ende og veare tilspidset i den anden ende, sledes at det gverste vaskelag i glasset kan overferes til en
skilletragt.

Fremgangsmade

NB! Vitamin E er felsomt over for lys (UV) og oxidering. Alt arbejde udferes afskeermet mod lys (udstyr af
brunt glas eller glasudstyr omviklet med aluminiumfolie) og oxygen (skylning med nitrogen). Under
ekstraktionen udskiftes luften over vasken med nitrogen (overtryk udlignes ved jevnligt at lette pa

proppen).

Klargering af proven

Proven formales, sd den kan passere gennem en sigte med 1 mm maskevidde, men varmeudvikling skal undgés.
Formalingen foretages umiddelbart for afvejning og forsebning, da der ellers kan g4 vitamin E tabt.
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5.2. Forscebning

Atheengigt af vitamin E-indholdet afvejes der med en nejagtighed pd 0,01 g 2-25 g af proven i en 500 ml
fladbundet eller konisk kolbe (punkt 4.2.1). Der tilseettes under forsigtig blanding i raekkefolge 130 ml ethanol
(punkt 3.1), ca. 100 mg BHT (punkt 3.12), 2 ml natriumascorbatoplesning (punkt 3.5) og 2 ml natriumsulfido-
plesning (punkt 3.6). Der settes en svaler pd kolben, som anbringes i vandbad med magnetomrerer (punkt 4.7).
Der opvarmes til kogning og koges med tilbagesvaling i fem minutter. Dernast tilseettes der 25 ml kaliumhydroxi-
doplesning (punkt 3.4) gennem svaleren (punkt 4.3), og der koges med tilbagesvaling i endnu 25 minutter under
omrering og under langsom nitrogengennemstremning. Svaleren skylles med ca. 20 ml vand, og kolbens indhold
afkoles til rumtemperatur.

5.3. Ekstraktion

Forsabningsoplesningen overferes kvantitativt til en 1 000 ml skilletragt (punkt 4.2.3) eller ekstraktionsapparatet
(punkt 4.8) ved skylning med i alt 250 ml vand. Derefter skylles forsebningskolben forst med 25 ml ethanol
(punkt 3.1) og dernzst med 100 ml petroleumsether (punkt 3.2), idet skyllevaskerne overfores til skilletragten
eller ekstraktionsapparatet. Forholdet mellem vand og ethanol i den samlede vaeskemzngde skal veere ca. 2:1. Der
omrystes kraftigt i to minutter, og blandingen henstér til adskillelse i to minutter.

5.3.1. Ekstraktion med skilletragt (punkt 4.2.3)

Naér veesken er skilt i to lag (se bemeerkning punkt 7.3), overfores petroleumsetherlaget til en anden skilletragt
(punkt 4.2.3). Ekstraktionen gentages to gange med 100 ml petroleumsether (punkt 3.2) og derefter to gange
med 50 ml petroleumsether (punkt 3.2).

De samlede ekstrakter i skilletragten vaskes to gange med 100 ml vand hver gang (ved forsigtig omdrejning, sé der
ikke dannes emulsion) og derefter flere gange ved rystning med 100 ml vand, indtil vandet ikke farves ved
tilseetning af phenolphthaleinoplesning (punkt 3.7) (fire gange er normalt tilstraeekkeligt). Det vaskede ekstrakt
filtreres over i en 500 ml malekolbe (punkt 4.2.2) gennem et tort foldefilter til faseseparation (punkt 4.4), sdledes
at eventuelt opslemmet vand fjernes. Skilletragten og filtret skylles med 50 ml petroleumsether (punkt 3.2), og
der fyldes op til meerket med petroleumsether (punkt 3.2) og blandes omhyggeligt.

5.3.2.  Ekstraktion med ekstraktionsapparat (punkt 4.8)

Nér vasken er skilt i to lag (se bemarkning punkt 7.3), udskiftes cylinderglassets (punkt 4.8.1) prop med
slibindsatsen (punkt 4.8.2), og den nederste, U-formede del af det justerbare ror anbringes, s dets munding er
lige over skillefladen. Ved at sette nitrogentryk pé sidearmen overferes det lette lag af petroleumsether til en
1000 ml skilletragt (punkt 4.2.3). Der tilseettes 100 ml petroleumsether (punkt 3.2) til cylinderglasset, og det
tilproppes og rystes omhyggeligt. Nar veesken er skilt i to lag, overferes det lette lag til skilletragten som for.
Ekstraktionen gentages med endnu 100 ml petroleumsether (punkt 3.2) og dernast med to portioner 50 ml
petroleumsether (3.2), og alle lagene af petroleumsether overfores til skilletragten.

De samlede petroleumsetherekstrakter i skilletragten vaskes som beskrevet i punkt 5.3.1, og der fortsattes som
beskrevet der.

5.4. Fremstilling af preveoplesning til HPLC-analyse

En alikvot mangde af petroleumsetherekstraktet (fra punkt 5.3.1 eller 5.3.2) afpipetteres i en 250 ml parekolbe
(punkt 4.2.4). Der inddampes til nasten torhed pd rotationsfordamper (punkt 4.1) under reduceret tryk med en
vandbadstemperatur pa hejst 40 °C. Trykket udlignes til atmosfaeretryk, ved at der ledes nitrogen (punkt 3.9) ind i
kolben, og kolben fjernes fra rotationsfordamperen. Resterende oplesningsmiddel fjernes under en nitrogenstrem
(punkt 3.9), og remanensen opleses straks i en kendt mengde (10-100 ml) methanol (punkt 3.3)
(koncentrationen af DL-a-tocopherol skal ligge i intervallet 5-30 pg/ml).

5.5. HPLC-bestemmelse

Separationen af vitamin E finder sted pd en C,s-kolonne med omvendt fase (punkt 4.5.1), og koncentrationen
méles med en fluorescensdetektor (excitation: 295 nm, emission: 330 nm) eller en UV-detektor (292 nm) (punkt
4.5.2).
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5.6.

5.6.1.

5.6.1.1.

5.6.1.2.

5.6.1.3.

5.6.2.

5.6.2.1.

Der indsprejtes en alikvot maengde (f.eks. 20 pl) af methanoloplesningen fra punkt 5.4, og der elueres med den
mobile fase (punkt 3.8). Middeltophgjderne (-arealerne) for flere indsprejtninger af samme preveoplesning og
middeltophgjderne (-arealerne) for flere indsprejtninger af kalibreringsoplesningerne (punkt 5.6.2) beregnes.

HPLC-betingelser

Nedenstdende betingelser er vejledende; andre betingelser kan benyttes, forudsat at de giver tilsvarende resultater.

HPLC-kolonne (punkt 4.5.1): 250 mm x 4 mm, Cig 5 eller 10 pm pakkemateriale, eller
tilsvarende

Mobil fase (punkt 3.8): Blanding af methanol (punkt 3.3) og vand, f.eks. 980 + 20 (v +v)

Flow: 1-2 ml/minuttet

Detektor (punkt 4.5.2): Fluorescensdetektor (excitation: 295 nm/emission: 330 nm)

eller UV detektor (292 nm)

Kalibrering (DL-a-tocopherolacetat eller DL-a-tocopherol)
DL-a-tocopherolacetatstandard

Fremstilling af arbejdsstandardoplesning

25 ml stamoplesning af DL-a-tocopherolacetat (punkt 3.10.1) afpipetteres i en 500 ml fladbundet eller konisk
kolbe (punkt 4.2.1), og der hydrolyseres som beskrevet i punkt 5.2. Derefter ekstraheres der med
petroleumsether (punkt 3.2) som beskrevet i punkt 5.3 og fortyndes til 500 ml med petroleumsether. 25 ml af
denne oplosning inddampes til nasten torhed pé rotationsfordamper (se punkt 5.4), resterende oplesningsmiddel
fjernes under en nitrogenstrem (punkt 3.9), og remanensen opleses i 25,0 ml methanol (punkt 3.3).
Oplesningens nominelle koncentration er 45,5 pg DL-a-tocopherol pr. ml svarende til 50 pg DL-a-
tocopherolacetat pr. ml. Arbejdsstandardoplesningen skal fremstilles umiddelbart for brugen.

Fremstilling af kalibreringsoplesninger og kalibreringskurve

Henholdsvis 1,0, 2,0, 4,0 og 10,0 ml af arbejdsstandardoplesningen overfores til hver sin 20 ml malekolbe,
hvorefter der fyldes op til merket med methanol (punkt 3.3) og blandes. Oplosningernes nominelle
koncentration er 2,5, 5,0, 10,0 og 25,0 ug DL-a-tocopherolacetat pr. ml, dvs. 2,28, 4,55, 9,10 og 22,8 ug DL-a-
tocopherol pr. ml.

Der indsprejtes 20 pl af hver kalibreringsoplesning flere gange, og middeltophgjderne (-arealerne) bestemmes.
Kalibreringskurven tegnes ved hjalp af middeltophgjderne (-arealerne).
UV-indstilling af stamoplesningen af DL-a-tocopherolacetat (punkt 3.10.1)

5,0 ml af stamoplesningen af DL-a-tocopherolacetat (punkt 3.10.1) fortyndes til 25,0 ml med ethanol, og
oplesningens UV-spektrum i omrddet 250-320 nm madles mod ethanol (punkt 3.1) i spektrofotometret (punkt
4.6).

Absorptionsmaksimum skal ligge ved 284 nm:

E'* =43,6 ved 284 nm i ethanol

1cm

Ved denne fortynding skal der opnds en ekstinktionsvardi pa 0,84-0,88.
DL-a-tocopherolstandard

Fremstilling af arbejdsstandardoplesning

Der afpipetteres 2 ml stamoplesning af DL-a-tocopherol (punkt 3.11.1) i en 50 ml mélekolbe, hvorefter der fyldes
op til market med methanol (punkt 3.3). Oplesningens nominelle koncentration er 40 pug DL-a-tocopherol pr. ml
svarende til 44,0 ug DL-a-tocopherolacetat pr. ml. Arbejdsstandardoplesningen skal fremstilles umiddelbart for
brugen.
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5.6.2.2.

5.6.2.3.

7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

7.6.

Fremstilling af kalibreringsoplesninger og kalibreringskurve

Henholdsvis 1,0, 2,0, 4,0 og 10,0 ml af arbejdsstandardoplesningen overfores til hver sin 20 ml maélekolbe,
hvorefter der fyldes op til market med methanol (punkt 3.3) og blandes. Oplosningernes nominelle
koncentration er 2,0, 4,0, 8,0 og 20,0 pg DL-0-tocopherol pr. ml, dvs. 2,20, 4,40, 8,79 og 22,0 pg DL-0-
tocopherolacetat pr. ml.

Der indsprajtes 20 pl af hver kalibreringsoplesning flere gange, og middeltophgjderne (-arealerne) bestemmes.
Kalibreringskurven tegnes ved hjalp af middeltophgjderne (-arealerne).

UV-indstilling af stamoplesningen af DL-a-tocopherol (punkt 3.11.1)

2,0 ml af stamoplesningen af DL-a-tocopherol (punkt 3.11.1) fortyndes til 25,0 ml med ethanol, og oplesningens

UV-spektrum i omrddet 250-320 nm maéles mod ethanol (punkt 3.1) i spektrofotometret (punkt 4.6).
Absorptionsmaksimum skal ligge ved 292 nm:

1% =75 8 ved 292 nm i ethanol

1em

Ved denne fortynding skal der opnds en ekstinktionsvardi pa 0,6.

Beregning af resultater

Ud fra middelhgjden (-arealet) af preveoplosningens vitamin E-toppe bestemmes koncentrationen i
praveoplesningen i pg/ml (beregnet som DL-a-tocopherolacetat) ved benyttelse af kalibreringskurven (punkt
5.6.1.2 eller 5.6.2.2).

Indholdet w af vitamin E i mg/kg for preven beregnes efter folgende formel:

500 x ¢ x V.
W= ﬁ[mg/kg]

hvor:

c= vitamin E-koncentration (som DL-a-tocopherolacetat) i preveoplesningen (punkt 5.4) i pg/ml
V, = volumen af preveoplesning (punkt 5.4) i ml

V,= volumen af den i punkt 5.4 udtagne alikvot i ml

m= testportionens veegt i gram.

Bemarkninger

For prever med lav vitamin E-koncentration kan man med fordel samle petroleumsetherekstrakterne fra to
forsabningsportioner (afvejet meengde: 25 g) i én proveoplosning til HPLC-bestemmelse.

Den prove, der tages ud til analyse, md ikke indeholde mere end 2 g fedtstof.

Hvis faserne ikke skiller, kan der tilsattes ca. 10 ml ethanol (punkt 3.1) for at bryde emulsionen.

Efter spektrofotometrisk maling af oplesningen af DL-a-tocopherolacetat eller DL-a-tocopherol ifelge henholdsvis
5.6.1.3 0g 5.6.2.3 tilseettes der ca. 10 mg BHT (punkt 3.12) til oplesningen (punkt 3.10.1 eller 3.10.2), hvorefter
den opbevares i koleskab (hojst fire uger).

Der kan anvendes hydroquinon i stedet for BHT.

Ved brug af en normal-fase-kolonne er det muligt at adskille a-, f-, y- og 8-tocopherol.
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7.7. Der kan anvendes ca. 150 mg ascorbinsyre i stedet for natriumascorbatoplesning.

7.8. Der kan anvendes ca. 50 mg EDTA i stedet for natriumsulfidoplgsning.

7.9. Vitamin E-acetat hydrolyserer meget hurtigt i basisk milje og er derfor yderst folsomt over for oxidering, navnlig
under tilstedeveerelse af mikromineraler sisom jern eller kobber. Bestemmelse af vitamin E i forblandinger i
meangder pd over 5000 mg/kg vil kunne resultere i nedbrydning af vitamin E. HPLC-bestemmelse med
enzymatisk behandling af vitamin E-indholdet, hvor alkalisk forsaeebning udelades, er derfor at anbefale i verifikati
onsgjemed.

8. Repeterbarhed-

Forskellen mellem resultaterne af to parallelle bestemmelser udfert pd samme prove mé ikke overstige 15 % i
relativ veerdi (af det hgjeste resultat).

9. Resultater af ringanalyse (%)

Forblanding Forblandet foder Minereil;)ncen- Protein-foder Foder til smégrise
L 12 12 12 12 12
n 48 48 48 48 48
Middel- 17 380 1187 926 315 61,3
veerdi [mg/kg]
sr [mg/kg] 384 45,3 25,2 13,0 2,3
r [mg/kg] 1075 126,8 70,6 36,4 6,4
CVr [%] 2,2 3,8 2,7 41 3,8
sR mg/kg] 830 65,0 55,5 18,9 7,8
R [mg/ke] 2324 182,0 155,4 52,9 21,8
CVR [%] 4,8 5,5 6,0 6,0 12,7
L: antal laboratorier
n: antal enkeltvardier
Syt standardatvigelse for repeterbarhed
Sk: standardafvigelse for reproducerbarhed
r: repeterbarhed
R: reproducerbarhed
Cv: variationskoefficient for repeterbarhed
CVg:  variationskoefficient for reproducerbarhed.

(*) Udfert af arbejdsgruppen for foder under Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten

(VDLUFA).
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

C. BESTEMMELSE AF MIKROMINERALERNE JERN, KOBBER, MANGAN OG ZINK
Indholdet af jern, kobber, mangan og zink bestemmes ved

— anvendelse af den analysemetode, der er omhandlet i EN 15510 Foderstoffer: Proveudtagnings- og
analysemetoder — Bestemmelse af calcium, natrium, fosfor, magnesium, kalium, jern, zink, kobber,
mangan, kobolt, molybdan og bly ved ICP-AES eller

— anvendelse af den analysemetode, der er omhandlet i EN 15621 Foderstoffer: Proveudtagnings- og
analysemetoder — Bestemmelse af calcium, natrium, phosphor, magnesium, kalium, svovl, jern, zink,
kobber, mangan og kobolt ved ICP-AES efter trykoplukning eller

— anvendelse af den analysemetode, der er omhandlet i EN 17053 Foderstoffer: Proveudtagnings- og
analysemetoder — Bestemmelse af sporstoffer, tungmetaller og andre stoffer i foder med ICP-MS
(multimetode) eller

— anvendelse af den analysemetode, der er omhandlet i EN ISO 6869 Foderstoffer. Bestemmelse af indhold
af kalcium, kobber, jern, magnesium, mangan, kalium, natrium og zink — Atomabsorptionsspek-
trometrisk metode eller

— Flammeatomabsorptionsspektrometrisk metode (FAAS) som beskrevet nedenfor i punkt 1-8.

Formal og anvendelsesomrade

Denne metode gor det muligt at bestemme mikromineralerne jern, kobber, mangan og zink i foder (°). Bestemmel-
sesgranserne er:

— jern (Fe): 20 mgfkg

— kobber (Cu): 10 mg/kg
— mangan (Mn): 20 mg/kg
— zink (Zn): 20 mg/kg

Princip

Proven opleses i saltsyre, efter at eventuelt organisk stof er destrueret. Jern, kobber, mangan og zink bestemmes
efter en passende fortynding ved anvendelse af atomabsorptionsspektrofotometri.

Reagenser

Indledning

Ved fremstillingen af reagenser og analyseoplgsninger anvendes vand, som ikke indeholder de kationer, der skal
bestemmes. Vandet renses enten ved en dobbelt destillation af vandet i et borsilikat- eller kvartsdestillationsapparat
eller ved dobbelt behandling pé ionbytter.

Reagenserne skal mindst vaere af analysekvalitet. Fravar af de mineraler, som skal bestemmes, kontrolleres ved
blindbestemmelse. Om nedvendigt oprenses reagenserne yderligere.

[ stedet for stamoplasninger, som beskrevet nedenfor, kan kommercielle stamoplesninger anvendes, pa betingelse
af at de kontrolleres for brug.

Saltsyre, massefylde: 1,19 g/ml
Saltsyre: 6 mol/liter
Saltsyre: 0,5 mol/liter

Flussyre 38-40 % (v/v) med et indhold af jern (Fe) pd mindre end 1 mg/liter og med en inddampningsrest pa
mindre end 10 mg (som sulfat)liter

() Denne metode er blevet valideret i en ringanalyse af forskellige fodermatricer. Fa flere oplysninger pa https://ec.europa.eufjrc/en/eurl/

feed-additives/authorisation.
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3.5. Svovlsyre, massefylde: 1,84 g/ml

3.6. Hydrogenperoxid, ca. 100 vol. oxygen (30 vagtprocent)

3.7. Standardjernoplesning (1 000 pg Fe/ml) fremstilles som felger (fas en tilsvarende oplesning i handelen, kan denne
anvendes): 1 g jerntrdd opleses i 200 ml 6 mollliter saltsyre (punkt 3.2), hvorefter der tilsattes 16 ml
hydrogenperoxid (punkt 3.6) og fyldes op med vand til 1 liter.

3.7.1.  Arbejdsstandardjernoplesning (100 pg Fe/ml) fremstilles ved at fortynde 1 del standardoplesning (punkt 3.7) med
9 dele vand.

3.8. Standardkobberoplesning (1 000 pg Cu/ml) fremstilles som folger (fés en tilsvarende oplesning i handelen, kan
denne anvendes):

— 1 g kobber i pulverform opleses i 25 ml 6 mol/liter saltsyre (punkt 3.2), hvorefter der tilsettes 5 ml
hydrogenperoxid (3.6) og fyldes op med vand til 1 liter.

3.8.1.  Arbejdsstandardkobberoplgsning (10 pg Cu/ml) fremstilles ved at fortynde 1 del stamoplesning (punkt 3.8) med
9 dele vand og derefter fortynde 1 del af den sédledes opndede oplesning med 9 dele vand.

3.9. Standardmanganoplgsning (1 000 pg Mn/ml) fremstilles som folger (fés en tilsvarende oplgsning i handelen, kan
denne anvendes):

— 1 g mangan i pulverform oplases i 25 ml 6 mol/liter saltsyre (punkt 3.2), og der fyldes op til 1 liter med vand.

3.9.1.  Arbejdsstandardmanganoplesning (10 pg Mn/ml) fremstilles ved at fortynde 1 del stamoplesning (punkt 3.9) med
9 dele vand og derefter fortynde 1 del af den sédledes opndede oplesning med 9 dele vand.

3.10.  Standardzinkoplesning (1 000 pg Zn/ml) fremstilles som folger (fas en tilsvarende oplesning i handelen, kan
denne anvendes):

— 1 g zink i band eller bladform opleses i 25 ml 6 mol/liter saltsyre (punkt 3.2), og der fyldes op med vand til 1
liter.

3.10.1. Arbejdsstandardzinkoplesning (10 pg Zn/ml) fremstilles ved at fortynde 1 del stamoplesning (punkt 3.10) med 9
dele vand og derefter fortynde 1 del af den séiledes opndede oplesning med 9 dele vand.

3.11.  Lanthanchloridoplesning: 12 g lanthanoxid opleses i 150 ml vand, hvorefter der tilsettes 100 ml 6 mol|liter
saltsyre (punkt 3.2) og fyldes op med vand til 1 liter.

4. Apparatur
4.1. Muffelovn med temperaturregulering og helst pyrometer
4.2. Glasudstyr skal vaere af modstandsdygtigt borsilikat, og det anbefales, at det pagaldende apparatur udelukkende

anvendes til bestemmelse af mikromineraler

4.3. Atomabsorptionsspektrofotometer, som opfylder de relevante metodekrav med hensyn til felsomhed og
nejagtighed i det kraevede omrade.
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5.1.

5.1.1.1.

5.1.1.2.

Fremgangsmade (%)

Prover indeholdende organisk stof

Foraskning og fremstilling af preveoplesningen til analyse ()

5-10 g af preven afvejes med 0,2 mg nejagtighed i en kvarts- eller platindigel (se bemzrkning b)), preven terres i
torreskab ved 105 °C, og diglen anbringes i en kold muffelovn (punkt 4.1). Ovnen lukkes (se bemzrkning c)), og
temperaturen gges gradvis til 450—475 °C i lgbet af ca. 90 minutter. Denne temperatur holdes i 4-16 timer (f.eks.
natten over) for at fjerne kulstotholdigt materiale, hvorefter ovnen dbnes til afkgling (se bemeerkning d)).

Asken fugtes med vand og overfores til et 250 ml bagerglas. Diglen skylles med i alt ca. 5 ml saltsyre (punkt 3.1),
som overfores langsomt og omhyggeligt til bagerglasset (en voldsom reaktion kan forekomme pd grund af
dannelse af CO,). Der tilsattes saltsyre (punkt 3.1) drdbevis under omrering, indtil enhver opbrusning er ophert.
Der inddampes til terhed under lejlighedsvis omrering med en glasspatel.

Der tilswttes forst 15 ml 6 mol/liter saltsyre (punkt 3.2) og dernast 120 ml vand til remanensen. Der omrores
med glasspatelen, som skal forblive i bagerglasset, og dette tildekkes med et urglas. Indholdet bringes til svag
kogning og holdes pd kogepunktet, indtil der tilsyneladende ikke opleses mere aske. Der filtreres gennem et
askefrit filtrerpapir over i en 250 ml malekolbe. Bagerglasset vaskes, og der filtreres med 5 ml varm 6 mol|liter
saltsyre (punkt 3.2) samt to gange med kogende vand. Malekolben fyldes op til market med vand (HCl-
koncentration: ca. 0,5 mol/liter).

Hvis remanensen pa filtret er sort (kulstof), settes den tilbage i ovnen, og der foraskes igen ved 450-475 °C. Denne
foraskning, som kun kreever nogle fa timer (ca. 3—5 timer), er gennemfeort, nr asken er hvid eller nasten hvid.
Remanensen opleses i ca. 2 ml saltsyre (punkt 3.1) og inddampes til toerhed, hvorefter der tilsettes 5 ml
6 mol/liter saltsyre (punkt 3.2). Der opvarmes, oplesningen filtreres over i mélekolben, og der fyldes op til
mearket med vand (ca. 0,5 mol/liter HCl-koncentration).

Bemarkninger:

a) Ved bestemmelse af mikromineraler er det vigtigt at vare opmarksom pa risikoen for forurening iser med
zink, kobber og jern. Derfor skal det udstyr, som anvendes til klargering af proverne, vaere fri for disse metaller.

For at mindske den almindelige forureningsrisiko arbejdes i en stovfri atmosfere med pinligt rent udstyr og
omhyggeligt afvaskede glasvarer. Bestemmelsen af zink er sarligt felsom over for mange typer forurening,
f.eks. fra glas, reagenser, stov osv.

b) Vegten af den prove, der skal foraskes, beregnes ud fra det omtrentlige forventede indhold af mikromineraler i
foderet i relation til det anvendte spektrofotometers folsomhed. For visse typer foder, hvis mikromine-
ralindhold er lavt, kan det vere nedvendigt at starte med en prove pd 10-20 g og begrense den endelige
oplesning til kun 100 ml.

¢) Foraskning skal udferes i en lukket ovn uden gennemblaesning med luft eller oxygen.

d) Pyrometrets temperaturudvisning md ikke overstige 475 °C.

() Der kan ogsd anvendes andre destruktionsmetoder, forudsat at de bevisligt giver tilsvarende resultater (som f.eks. mikrobelgede-
estruktion).

() Grentfoder (frisk eller torret) indeholder ofte store maengder vegetabilsk silicium, som kan binde mikromineraler og derfor ma fjernes.

Til prover af denne type foder skal folgende @ndrede fremgangsmade derfor anvendes. Det under punkt 5.1.1.1 beskrevne udferes
indtil filtreringen.
Filtrerpapiret indeholdende den uopleselige remanens vaskes to gange med kogende vand og anbringes i en kvarts- eller platindigel.
Der foraskes i muffelovn (punkt 4.1) ved en temperatur pa under 550 °C, indtil alt kulstofholdigt materiale er forsvundet fuldsteendig.
Efter afkeling tilsettes nogle f draber vand og derefter 10-15 ml flussyre (punkt 3.4), og der inddampes til torhed ved ca. 150 °C.
Hvis der stadig er silicium i inddampningsresten, genopleses denne i nogle fa ml flussyre (punkt 3.4) og inddampes til terhed. Der
tilsaettes 5 drdber svovlsyre (punkt 3.5) og opvarmes, indtil der ikke mere afgives hvide dampe. Efter tilseetning af 5 ml 6 mol/liter
saltsyre (punkt 3.2) og ca. 30 ml vand opvarmes oplesningen; derefter filtreres denne ned i en 250 ml mélekolbe, og der fyldes op
med vand til merket (HCl-koncentration ca. 0,5 mol/l). Bestemmelsen fortsattes derefter fra punkt 5.1.2.
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5.1.2.1.

5.1.2.2.

Spektrofotometrisk bestemmelse

Fremstilling af kalibreringsoplesninger

For hvert af de grundstoffer, som skal bestemmes, skal der ud fra arbejdsstandardoplesningerne 3.7.1, 3.8.1, 3.9.1
0g 3.10.1 fremstilles en rackke kalibreringsoplesninger, hver med en HCl-koncentration pé ca. 0,5 mol/liter og (for
sé vidt angdr jern, mangan og zink) en lanthanchloridkoncentration svarende til 0,1 % La (w/v).

De valgte koncentrationer for mikromineraler skal ligge inden for det anvendte spektrofotometers
folsomhedsomréde. Som eksempler er i tabellerne nedenfor angivet sammensatningen af typiske rekker af
kalibreringsoplesninger. Afhangigt af spektrofotometret og dets felsomhed kan det dog vare nedvendigt at
veelge andre koncentrationer.

Jern
pg Fe/ml 0 0,5 1 2 3 4 5
ml arbejdsstandardoplesning (punkt 3.7.1) 0 0,5 1 2 3 4 5
(1 ml =100 pg Fe)
ml HCI (punkt 3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml lanthanchloridoplesning (punkt 3.11) — der fyldes op med vand til 100 ml

Kobber
g Cu/ml 0 0.1 02 | 04 | 06 | 08 1,0
ml arbejdsstandardoplesning (punkt 3.8.1) 0 1 2 4 6 8 10
(1 ml=10 pg Cu)
ml HC (punkt 3.2) 8 8 8 8 8 8 8
Mangan
g Mn/ml 0 0.1 02 | 04 | 06 | 08 1,0
ml arbejdsstandardoplesning (punkt 3.9.1) 0 1 2 4 6 8 10
(1 ml =10 pg Mn)
ml HCI (punkt 3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml lanthanchloridoplesning (punkt 3.11) — der fyldes op med vand til 100 ml

Zink
pg Zn/ml 0 0,05 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8
ml arbejdsstandardoplesning (punkt 0 0,5 1 2 4 6 8
3.10.1) (1 ml = 10 pg Zn)
ml HCI (punkt 3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml lanthanchloridoplesning (punkt 3.11) — der fyldes op med vand til 100 ml

Fremstilling af preveoplosning til analyse

Til bestemmelse af kobber kan den oplasning, som er fremstillet efter punkt 5.1.1, normalt anvendes direkte. Hvis
det er nedvendigt for at bringe dens koncentration ind i kalibreringsoplesningernes omréde, kan en alikvot
mangde afpipetteres i en 100 ml malekolbe, hvorefter der fyldes op til market med 0,5 mol/liter saltsyre (punkt
3.3).
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5.1.2.3.

5.1.2.4.

5.2.

Til bestemmelse af jern, mangan og zink afpipetteres en alikvot mangde af den efter punkt 5.1.1 fremstillede
oplesning i en 100 ml mélekolbe, der tilseettes 10 ml lanthanchloridoplesning (punkt 3.11), og der fyldes op til
mearket med 0,5 mol/liter saltsyre (punkt 3.3). (se ogsd punkt 8, »Bemarkning).

Blindbestemmelse

Blindbestemmelsen skal indeholde alle trinnene under fremgangsmadden, blot skal prevematerialet udelades.
Kalibreringsoplesning »0« ma ikke anvendes som blind.

Méling af atomabsorption

Atomabsorptionen for kalibreringsoplesningerne og den oplosning, der skal analyseres, males ved anvendelse af
en oxiderende luftacetylenflamme ved felgende balgeleengder:

Fe: 248,3 nm

Cu: 324,8 nm
Mn: 279,5 nm
Zn: 213,8 nm

Hver af malingerne gentages fire gange.

Mineralfoder

Hvis preven ikke indeholder organisk materiale, er forudgdende foraskning unedvendig. Fremgangsmaéden i punkt
5.1.1.1 folges, idet der startes fra andet afsnit. Fordampning i tilstedevzrelse af flussyre kan udelades.

Beregning af resultater

Ved anvendelse af en kalibreringskurve beregnes koncentrationen af mikromineralet i den oplesning, som skal
analyseres, og resultatet angives i mg mikromineral pr. kg preve (ppm).

Repeterbarhed

Forskellen mellem resultaterne af to parallelle bestemmelser udfert af den samme person pd den samme prgve ma
ikke overstige:

— 5 mg/kg i absolut veerdi for indhold af det pageldende mikromineral pa op til 50 mg/kg
— 10 % af det hgjeste resultat for indhold af det pagaldende mikromineral pd 50-100 mg/kg
— 10 mg/kg i absolut verdi for indhold af det pdgzldende mikromineral pd 100-200 mg/kg

— 5 % af det hgjeste resultat for indhold af det pagaldende mikromineral pd over 200 mg/kg.

Bemzrkning

Tilstedeverelse af store mangder phosphater kan interferere pa bestemmelsen af jern, mangan og zink. En sddan
interferens skal korrigeres gennem tilsetning af lanthanchloridoplesning (punkt 3.11). Hvis imidlertid
vaegtforholdet Ca + Mg/P er > 2 i proven, kan tilsatning af lanthanchlorid (punkt 3.11) til den oplesning, der skal
analyseres, og til kalibreringsoplesningerne udelades.

ELL http://data.europa.eu/elijreg_impl/2024/771/oj

8

3/129



DA

EUT L af 15.3.2024

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.1.

3.6.2.

3.7.

3.8.

3.9.

D. BESTEMMELSE AF HALOFUGINON

DL-trans-7-brom-6-chlor-3-[ 3-(3-hydroxy-2-piperidyl)acetonyl]-quinazolin-4(3H)-on-hydrobromid
Indholdet af halofuginon bestemmes ved

— anvendelse af den analysemetode, der er omhandlet i EN 17299 Foderstoffer — Preveudtagnings- og
analysemetoder — Screening og pavisning af tilladte coccidiostatika i koncentrationer svarende til
tilsaetningsstoffer og 1-%- og 3-%-krydskontaminering samt af ikke-registrerede coccidiostatika og et
antibiotikum i koncentrationer mindre end tilsatningsstoffer i foderblandinger ved hjalp af hejtryksvae-
skekromatografi — Tandemmassespektrometri (LC-MS/MS) eller

— ved omvendt fase-HPLC med anvendelse af UV-detektor (fluorescence) som beskrevet nedenfor i punkt
1-8.

Formal og anvendelsesomrade

Denne metode gor det muligt at bestemme indholdet af halofuginon i foder. Bestemmelsesgransen er 1 mg/kg.

Princip

Efter behandling med varmt vand ekstraheres halofuginon som fri base med ethylacetat og separeres derefter som
hydrochlorid over i en vandig syreoplesning. Ekstraktet oprenses ved ionbytningskromatografi. Indholdet af
halofuginon bestemmes ved omvendt fase-HPLC med anvendelse af UV-detektor.

Reagenser

Acetonitril, svarende til HPLC-kvalitet
Amberlit XAD-2-resin
Ammoniumacetat

Ethylacetat

Iseddike

Halofuginonstandardstof ~ (DL-trans-7-brom-6-chlor-3-[3-hydroxy-2-piperidyl)acetonyl]-quinazolin-4-(3H)-on-
hydrobromid, E 764)

Halofuginonstandardstamoplesning, 100 pg/ml

50 mg halofuginon (punkt 3.6) afvejes med 0,1 mg ngjagtighed i en 500 ml mélekolbe og oplases i ammoniuma-
cetatbufferoplesning (punkt 3.18), hvorefter der fyldes op med bufferoplesning til market og blandes. Denne
oplesning er stabil i tre uger ved 5 °C ved opbevaring i merke.

Kalibreringsoplesninger

Henholdsvis 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 og 6,0 ml af standardstamoplesningen (punkt 3.6.1) overfores til hver sin 100 ml
mélekolbe. Der fyldes op til market med mobil fase (punkt 3.21) og blandes. Disse oplesninger har en
koncentration pd henholdsvis 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 og 6,0 ug/ml halofuginon. Disse oplesninger skal fremstilles
umiddelbart for brugen.

Saltsyre, pyo = ca. 1,16 g/ml
Methanol

Selvnitrat

Natriumascorbat
Natriumcarbonat

Natriumchlorid
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3.17.

3.20.

3.21.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.4.1.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

5.1.

5.1.1.

EDTA (dinatriumethylendiamintetraacetat)
Vand, svarende til HPLC-kvalitet
Natriumcarbonatoplesning, ¢ = 10 g/100 ml

Saltmeettet natriumcarbonatoplesning, ¢ = 5 g/100 ml

50 g natriumcarbonat (punkt 3.11) opleses i vand og fortyndes til 1 liter, hvorefter der tilsettes natriumchlorid
(punkt 3.12), indtil oplesningen er meattet.

Saltsyre, ca. 0,1 mol/liter

10 ml HCI (3.7) fortyndes med vand til 1 liter.

Ammoniumacetatbufferoplesning, ca. 0,25 mol/liter

19,3 g ammoniumacetat (punkt 3.3) og 30 ml eddikesyre (punkt 3.5) opleses i vand (punkt 3.14) og fortyndes til
1 liter.

Amberlit XAD-2-resin-materiale

En passende mangde amberlit (punkt 3.2) vaskes med vand, til alle chloridioner er fjernet, siledes som det viser
sig ved kontrol med selvnitrat (punkt 3.20) pd den kasserede, vandige fase. Resinet vaskes derefter med 50 ml
methanol (punkt 3.8), methanolen kasseres, og resinet opbevares under frisk methanol.

Selvnitratoplesning, ca. 0,1 mol/liter

0,17 g selvnitrat (punkt 3.9) opleses i 10 ml vand.

Mobil fase til HPLC

500 ml acetonitril (punkt 3.1) blandes med 300 ml ammoniumacetatbufferoplgsning (punkt 3.18) og 1 200 ml
vand (punkt 3.14). pH justeres til 4,3 med eddikesyre (punkt 3.5). Der filtreres gennem et 0,22 pm filter (punkt
4.8), og oplesningen afgasses (f.cks. ved ultralydsbehandling i 10 minutter). Denne oplesning er stabil i en
méned, hvis den opbevares merkt i en lukket beholder.

Apparatur

Ultralydsbad

Rotationsfordamper

Centrifuge

HPLC-udstyr med ultraviolet detektor med variabel belgeleengde eller med diodearraydetektor
HPLC-kolonne, 300 mm x 4 mm, Cyg, 10 um pakkemateriale, eller tilsvarende.
Glaskolonne (300 mm x 10 mm) med filter af sintret glas og stophane
Glasfiberfiltre, diameter: 150 mm

Membranfiltre, 0,45 pm

Membranfiltre, 0,22 pm

Fremgangsmade

NB! Halofuginon er som fri base ustabilt i alkaliske oplasninger og ethylacetatoplesninger. M3 ikke henstd i
ethylacetat i over 30 minutter.

Generelt

Der analyseres en blindpreve for at kontrollere, at hverken halofuginon eller interfererende stoffer er til stede.
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5.1.2.  Der udferes en genfindingstest ved at analysere blindpreven, som er blevet spiket ved tilsetning af en mangde
halofuginon svarende til den, der er til stede i preven. For at nd op pé et niveau pa 3 mg/kg tilsettes 300 pl af
standardstamoplgsningen (punkt 3.6.1) til 10 g blindpreve. Der blandes og ventes i 10 minutter, inden der
fortsaettes med ekstraktion (punkt 5.2).

NB! Til denne metode anvendes en blindprgve af samme type som analysepreven, og som ved analyse viser
sig ikke at indeholde halofuginon.

5.2. Ekstraktion

10 g af den klargjorte prove afvejes med en ngjagtighed pd 0,1 g i et 200 ml centrifugeglas, hvorefter der tilsattes
0,5 g natriumascorbat (punkt 3.10), 0,5 g EDTA (punkt 3.13) og 20 ml vand og blandes. Centrifugeglasset
anbringes i vandbad (80 °C) i fem minutter. Efter afkeling til rumtemperatur tilsettes 20 ml natriumcarbonato-
plosning (punkt 3.15) og blandes. Der tilsattes straks 100 ml ethylacetat (punkt 3.4), og glasset rystes kraftigt i
hidnden i 15 sekunder. Derefter anbringes glasset i tre minutter i ultralydsbadet (punkt 4.1), og proppen lgsnes.
Der centrifugeres i to minutter, og ethylacetatfasen haldes gennem et glasfiberfilter (punkt 4.6) over i en 500 ml
skilletragt. Ekstraktionen af prgven gentages med en ny portion pd 100 ml ethylacetat. De samlede ekstrakter
vaskes i 1 minut med 50 ml saltmettet natriumcarbonatoplesning (punkt 3.16), og den vandige fase kasseres.

Den organiske fase ekstraheres i 1 minut med 50 ml saltsyre (punkt 3.17). Den nederste syrefase aftappes i en 250
ml skilletragt. Den organiske fase ekstraheres igen i 1,5 minutter med yderligere 50 ml saltsyre og blandes med det
forste ekstrakt. De samlede syreekstrakter vaskes ved omrystning i ca. 10 sekunder med 10 ml ethylacetat (punkt
3.4).

Den vandige fase overfores kvantitativt til en 250 ml rundbundet kolbe, og den organiske fase kasseres. Al den
resterende ethylacetat inddampes fra syreoplesningen ved brug af en rotationsfordamper (punkt 4.2). Vandbadets
temperatur md ikke vere over 40 °C. Under et vakuum pa ca. 25 mbar vil al den resterende ethylacetat blive
fjernet i lobet af fem minutter ved 38 °C.

5.3. Oprensning

5.3.1. Klargering af amberlitkolonnen

Der klargeres en XAD-2-kolonne for hvert proveekstrakt. 10 g behandlet amberlit (punkt 3.19) overferes med
methanol (punkt 3.8) til en glaskolonne (punkt 4.5). Der anbringes en lille tot glasuld pad toppen af
resinkolonnen. Methanolen aftappes fra kolonnen, og resinet vaskes med 100 ml vand, idet der standses, ndr
vasken ndr toppen af resinkolonnen. Kolonnen henstédr for at komme i ligevaegt i 10 minutter inden brug. Man
md aldrig lade kolonnen lgbe tor.

5.3.2. Oprensning af preven

Ekstraktet (punkt 5.2) overferes kvantitativt til den klargjorte amberlitkolonne (punkt 5.3.1), og der elueres;
eluatet kasseres. Elueringshastigheden ma ikke vaere over 20 ml/minuttet. Den rundbundede kolbe skylles med 20
ml saltsyre (punkt 3.17), som derefter benyttes til at rense resinkolonnen. Eventuelt resterende syreoplasning
fjernes med luft. Skyllevaeskerne kasseres. 100 ml methanol (punkt 3.8) tilsattes til kolonnen, og 5-10 ml
elueres; eluatet opsamles i en 250 ml rundbundet kolbe. Den resterende methanol henstér i 10 minutter for at
komme i ligevaegt med resinkolonnen, og elueringen fortsettes ved en hastighed pé ikke over 20 ml/minuttet;
eluatet opsamles i samme rundbundede kolbe. Methanolen inddampes pé rotationsfordamperen (punkt 4.2);
vandbadets temperatur md ikke veare pd over 40 °C. Remanensen overferes kvantitativt til en 10 ml mélekolbe
ved brug af den mobile fase (punkt 3.21). Der fyldes op til mearket med mobil fase og blandes. En alikvot
meangde filtreres gennem et membranfilter (punkt 4.7). Denne oplesning gemmes til HPLC-bestemmelsen (punkt
5.4).

5.4. HPLC-bestemmelse

5.4.1. Parametre

Nedenstdende betingelser er vejledende; andre betingelser kan benyttes, forudsat at de giver tilsvarende resultater.
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5.4.2.

5.4.3.

7.1.

7.1.1.

HPLC-kolonne (punkt 4.4.1)
Mobil fase til HPLC (punkt 3.21)
Flow: 1,5-2 ml/minuttet
Detektionsbelgelaengde: 243 nm
Injektionsvolumen: 40-100 pl.

Kromatografisystemets stabilitet kontrolleres, ved at der flere gange indsprejtes kalibreringsoplesning (punkt
3.6.2) med 3,0 pg/ml, indtil der opnés konstante tophgjder (/-arealer) og retentionstider.

Kalibreringskurve
Hver kalibreringsoplesning (punkt 3.6.2) indsprejtes flere gange, og hgjden af toppene (arealerne) bestemmes for

hver koncentration. Der tegnes en kalibreringskurve med kalibreringsoplesningernes middeltophgjder eller
-arealer som ordinat og de tilsvarende koncentrationer i pg/ml som abscisse.

Preveoplesning

Proveekstraktet (punkt 5.3.2) indsprejtes flere gange, idet der benyttes samme mangde som til kalibreringsoplas-
ningerne, og middeltophgjden (-arealet) af halofuginontoppene bestemmes.

Beregning af resultater

Ud fra middelhgjden (-arealet) af preoveoplesningens halofuginontoppe bestemmes koncentrationen i
proveoplesningen i pg/ml ved benyttelse af kalibreringskurven (punkt 5.4.2).

Provens indhold af halofuginon w (mg/kg) beregnes efter folgende formel:

— ¢cx10
W="n
hvor:
c proveoplesningens halofuginonkoncentration i pg/ml
m: testportionens vagt i gram.

Validering af resultater

Identitet

Analyttens identitet kan bekraeftes ved ko-kromatografi eller ved at benytte en diodearraydetektor, hvormed
spektrene for proveekstraktet og kalibreringsoplesningen (punkt 3.6.2) indeholdende 6,0 pg/ml sammenlignes.

Ko-kromatografi

Et proveekstrakt spikes ved tilsetning af en passende mangde kalibreringsoplesning (punkt 3.6.2). Den tilsatte
mangde halofuginon skal svare til den skennede meaengde halofuginon, der er fundet i proveekstraktet.

Kun hejden af halufuginontoppen maé vere blevet oget, efter at der er taget hensyn til bade den tilsatte mangde og
fortyndingen af ekstraktet. Toppens bredde skal i den halve hejde ligge inden for + 10 % af den oprindelige bredde.

Diodearraydetektion
Resultaterne vurderes i overensstemmelse med folgende kriterier:
a) Den maksimale absorptionsbelgelengde for provens og standardens spektre, mélt ved toppens spids pa

kromatogrammet, skal vare den samme inden for en margin, der afhanger af detektionssystemets
oplesningsevne. For diodearraydetektion ligger denne typisk inden for * 2 nm.
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7.2.

7.3.

b) Mellem 225 og 300 nm ma prevens og standardens spektre registreret ved toppens spids pa kromatogrammet
ikke vere forskellige fra hinanden i de dele af spektret, der ligger inden for 10-100 % relativ absorbans. Dette
kriterium er opfyldt, ndr de samme maksima er til stede, og afvigelsen mellem de to spektre i intet observeret
punkt overstiger 15 % af standardanalyttens absorbans.

¢) Mellem 225 og 300 nm mé spektrene ved toppens forside, spids og bagside frembragt med proveekstraktet
ikke vaere forskellige fra hinanden i de dele af spektret, der ligger inden for 10-100 % relativ absorbans. Dette
kriterium er opfyldt, nir de samme maksima er til stede, og afvigelsen mellem spektrene i intet observeret
punkt overstiger 15 % af spektrets absorbans i spidsen.

Hvis et af disse kriterier ikke er opfyldt, er analyttens tilstedevzrelse ikke bekraeftet.

Repeterbarhed

Forskellen mellem resultaterne af to parallelle bestemmelser udfert pd samme prove mé hejst veere pa 0,5 mg/kg
for halofuginonindhold pa op til 3 mg/kg.

Genfinding

For den spikede blindpreve skal genfindingen vaere mindst 80 %.

Resultater af ringanalyse

Der er gennemfort en ringanalyse (), hvor tre praver blev analyseret af otte laboratorier.

Resultater
Ezﬁvgé\dgggi Prove B (mel) Prove C (piller)
ved modtagelse | efter to maneder | ved modtagelse | efter to maneder
Middelverdi [mg/kg] P 2,80 2,42 2,89 2,45
Sk [mg/kg] — 0,45 0,43 0,40 0,42
CVe [%] — 16 18 14 17
Genf. [%] 86 74 88 75
IP= ikke pavist
Sp= standardafvigelse for reproducerbarhed
CVg=  variationskoefficient for reproducerbarhed (%)
Genf.= genfinding (%)

E. BESTEMMELSE AF ROBENIDIN

1,3-Bis[(4-chlorbenzyliden)amino Jguanidinhydrochlorid

Indholdet af robenidin bestemmes ved

anvendelse af den analysemetode, der er omhandlet i EN 17299 Foderstoffer — Preveudtagnings- og
analysemetoder — Screening og pavisning af tilladte coccidiostatika i koncentrationer svarende til
tilseetningsstoffer og 1-%- og 3-%-krydskontaminering samt af ikke-registrerede coccidiostatika og et
antibiotikum i koncentrationer mindre end tilsaetningsstoffer i foderblandinger ved hjalp af hejtryksve-
skekromatografi — Tandemmassespektrometri (LC-MS/MS) eller

ved omvendt fase-HPLC med anvendelse af UV-detektor (fluorescence) som beskrevet nedenfor i punkt

1-8.

(*) The Analyst 108, 1983, . 1252-1256.
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.9.1.

Formil og anvendelsesomride

Denne metode geor det muligt at bestemme indholdet af robenidin i foder. Bestemmelsesgransen er 5 mg/kg.

Princip

Proven ekstraheres med sur methanol. Ekstraktet torres, og en alikvot mangde oprenses pd en aluminiumo-
xidkolonne. Robenidinet elueres fra kolonnen med methanol og koncentreres, og rumfanget eges i passende grad
ved tilsetning af mobil fase. Indholdet af robenidin bestemmes ved omvendt-fase-HPLC med anvendelse af
UV-detektor.

Reagenser
Methanol

Sur methanol

4,0 ml saltsyre (p20 = 1,18 g/ml) overfores til en 500 ml malekolbe, hvorefter der fyldes op til market med
methanol (punkt 3.1) og blandes. Denne oplesning skal fremstilles umiddelbart for brugen.

Acetonitril, svarende til HPLC-kvalitet

Molekylsi

Type 3A, 8-12 mesh (1,6-2,5 mm kugler, krystallinsk aluminiumsilikat, porediameter: 0,3 mm).

Aluminiumoxid, sur, aktivitetskvalitet I il sgjlekromatografi

100 g aluminiumoxid overferes til en egnet beholder, og der tilsettes 2,0 ml vand. Beholderen tilproppes og rystes
i ca. 20 minutter. Vasken opbevares i en godt tilproppet beholder.

Kaliumdihydrogenphosphatoplesning, ¢ = 0,025 mol/liter

3,40 g kaliumdihydrogenphosphat opleses i vand (HPLC-kvalitet) i en 1 000 ml mélekolbe, hvorefter der fyldes op
til meerket og blandes.

Dinatriumhydrogenphosphatoplesning, ¢ = 0,025 mol/liter

3,55 g vandfrit (eller 4,45 g dihydrat eller 8,95 g dodecahydrat) dinatriumhydrogenphosphat opleses i vand
(svarende til HPLC-kvalitet) i en 1 000 ml malekolbe, hvorefter der fyldes op til maerket og blandes.

Mobil fase til HPLC

Folgende reagenser blandes:

650 ml acetonitril (punkt 3.3)

250 ml vand (svarende til HPLC-kvalitet)

50 ml kaliumdihydrogenphosphatoplgsning (punkt 3.6)
50 ml dinatriumhydrogenphosphatoplesning (punkt 3.7).

Der filtreres gennem et 0,22 pm filter (punkt 4.6), og oplesningen afgasses (f.eks. ved ultralydsbehandling i 10
minutter).

Standardstof

Rent robenidin: 1,3-bis[(4-chlorbenzyliden)amino]guanidinhydrochlorid

Robenidinstandardstamoplesning: 300 pg/ml

30 mg robenidinstandardstof (punkt 3.9) afvejes med en ngjagtighed pé 0,1 mg og opleses i sur methanol (punkt
3.2) i en 100 ml mélekolbe, hvorefter der fyldes op til market med samme oplosningsmiddel og blandes. Kolben
omvikles med aluminiumfolie og opbevares i marke.
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3.9.2. Robenidinstandardstamoplesning: 12 pg/ml

10,0 ml af standardstamoplesningen (punkt 3.9.1) overfores til en 250 ml malekolbe, hvorefter der fyldes til
mearket med mobil fase (punkt 3.8) og blandes. Kolben omvikles med aluminiumfolie og opbevares i morke.

3.9.3. Kalibreringsoplesninger

Henholdsvis 5,0, 10,0, 15,0, 20,0 og 25,0 ml af standardmellemoplesningen (punkt 3.9.2) overferes til hver sin
50 ml mélekolbe. Der fyldes op til merket med mobil fase (punkt 3.8) og blandes. Disse oplasninger svarer til
henholdsvis 1,2, 2,4, 3,6, 4,8 og 6,0 pg/ml robenidin. Disse oplesninger skal fremstilles umiddelbart for brugen.

3.10.  Vand, svarende til HPLC-kvalitet.
4. Apparatur

4.1. Glaskolonne

Fremstillet af brunt glas og forsynet med stophane og med en kapacitet pd ca. 150 ml, indvendig diameter: 10-15
mm, leengde: 250 mm.

4.2. Mekanisk rysteapparat eller magnetomrgrer
4.3. Rotationsfordamper
4.4. HPLC-udstyr med ultraviolet detektor med variabel belgeleengde eller med diodearraydetektor, som arbejder i

omradet fra 250 til 400 nm
4.4.1. HPLC-kolonne: 300 mm x 4 mm, C,5, 10 pm pakkemateriale, eller tilsvarende
4.5. Glasfiberfiltrerpapir (Whatman GF/A eller tilsvarende).
4.6. Membranfiltre, 0,22 pm
4.7. Membranfiltre, 0,45 pm
5. Fremgangsmade
NB! Robenidin er lysfelsomt. Der anvendes udstyr af brunt glas i alle arbejdsgange.
5.1. Generelt
5.1.1.  Der analyseres en blindpreve for at kontrollere, at hverken robenidin eller interfererende stoffer er til stede.

5.1.2.  Der udferes en genfindingstest ved at analysere blindpreven (punkt 5.1.1), som er blevet spiket ved tilsetning af
en mangde robenidin svarende til den, der er til stede i proven. For at nd op pa et niveau pd 60 mg/kg overfores
3,0 ml af standardstamoplesningen (punkt 3.9.1) til en 250 ml konisk kolbe. Oplasningen inddampes til ca. 0,5
ml i en nitrogenstrem. Der tilsettes 15 g af blindpreven, blandes og ventes i 10 minutter, inden der fortsattes
med ekstraktion (punkt 5.2).

NB! Til denne metode anvendes en blindpreve af samme type som analyseproven, og som ved analyse viser
sig ikke at indeholde robenidin.

5.2. Ekstraktion

Ca. 15 g af den klargjorte prove afvejes med en ngjagtighed pd 0,01 g, overfares til en 250 ml konisk kolbe og
tilseettes 100,0 ml sur methanol (punkt 3.2), hvorefter kolben tilproppes og rystes i en time pé rysteapparatet
(punkt 4.2). Oplesningen filtreres gennem et glasfiberfiltrerpapir (punkt 4.5), og hele filtratet opsamles i en 150
ml konisk kolbe. Der tilsettes 7,5 mg molekylsi (punkt 3.4), tilproppes og omrystes i fem minutter. Derefter
filtreres omgédende gennem et glasfiberfiltrerpapir. Denne oplesning anvendes til oprensningsprocessen (punkt
5.3).

90/129 ELL http://data.europa.eufelijreg_impl/2024/771/oj



EUT L af 15.3.2024

DA

5.3.

5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

Oprensning

Klargering af aluminiumoxidkolonnen
En lille prop af glasuld anbringes i den nedre ende af en glaskolonne (punkt 4.1) og skubbes helt ned med en
glasstang. 11,0 g af den klargjorte aluminiumoxid (punkt 3.5) afvejes og overfores til kolonnen. Eksponeringen

for luft begrenses mest muligt pd dette stadium. Der bankes let pd kolonnens nederste ende for at fa
aluminiumoxiden til at satte sig.

Proveoprensning

Med pipette overfores 5,0 ml af det under (punkt 5.2) fremstillede proveekstrakt til kolonnen. Man holder spidsen
af pipetten ner kolonnevaggen og lader oplesningen absorbere af aluminiumoxiden. Robenidinet elueres fra
kolonnen under anvendelse af 100 ml methanol (punkt 3.1) med en gennemstrgmningshastighed pa
2-3 ml/minuttet, og eluatet opsamles i en 250 ml rundbundet kolbe. Methanoloplasningen inddampes til terhed
under reduceret tryk ved 40 °C ved hjlp af en rotationsfordamper (punkt 4.3). Remanensen oplgses i 3—4 ml
mobil fase (punkt 3.8) og overferes kvantitativt til en 10 ml mélekolbe. Kolben skylles med flere portioner pa
1-2 ml mobil fase, som overfores til mélekolben. Der fyldes op til market med samme oplesningsmiddel og

blandes. En alikvot mangde filtreres gennem et 0,45 pm membranfilter (punkt 4.7). Denne oplesning gemmes til
HPLC-bestemmelsen (punkt 5.4).

HPLC-bestemmelse

Parametre

Folgende betingelser er vejledende; andre betingelser kan benyttes, forudsat at de giver tilsvarende resultater:
HPLC-kolonne (punkt 4.4.1)

Mobil fase til HPLC (punkt 3.8)

Flow: 1,5-2 ml/minuttet

Detektorbelgelaengde: 317 nm

Injektionsvolumen: 20-50 pl.

Kromatografisystemets stabilitet kontrolleres, ved at der flere gange indsprejtes kalibreringsoplesning (punkt
3.9.3) med 3,6 pg/ml, indtil der opnés konstante tophejder og retentionstider.

Kalibreringskurve
Hver kalibreringsoplesning (punkt 3.9.3) indsprajtes flere gange, og hgjden af toppene (arealerne) bestemmes for

hver koncentration. Der tegnes en kalibreringskurve med kalibreringsoplesningernes middeltophgjder eller
-arealer som ordinat og de tilsvarende koncentrationer i pg/ml som abscisse.

Prgveoplesning

Proveekstraktet (punkt 5.3.2) indsprejtes flere gange, idet der benyttes samme mangde som til kalibreringsoplas-
ningerne, og middeltophgjden (-arealet) af robenidintoppene bestemmes.

Beregning af resultater

Ud fra middelhgjden (-arealet) af preveoplosningens robenidintoppe bestemmes koncentrationen i
preveoplesningen i pg/ml ved benyttelse af kalibreringskurven (punkt 5.4.2).

Provens indhold af robenidin w (mg/kg) beregnes efter folgende formel:

_ cx200

w m
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hvor:
c= proveoplgsningens robenidinkoncentration i pg/ml
m = testportionens vagt i gram.

7. Validering af resultater

7.1. Identitet

Analyttens identitet kan bekraftes ved ko-kromatografi eller ved at benytte en diodearraydetektor, hvormed
spektrene for proveekstraktet og kalibreringsoplgsningen (punkt 3.9.3) indeholdende 6 pg/ml sammenlignes.

7.1.1. Ko-kromatografi

Et proveekstrakt spikes ved tilsetning af en passende mangde kalibreringsoplesning (punkt 3.9.3). Den tilsatte
mangde robenidin skal svare til den skennede mangde robenidin, der er fundet i proveekstraktet.

Kun hgjden af robenidintoppen ma vere blevet oget, efter at der er taget hensyn til bade den tilsatte maengde og
fortyndingen af ekstraktet. Toppens bredde skal i den halve hgjde ligge inden for ca. 10 % af den oprindelige
bredde.

7.1.2. Diodearraydetektion

Resultaterne vurderes i overensstemmelse med folgende kriterier:

a) Den maksimale absorptionsbolgelengde for provens og standardens spektre, mélt ved toppens spids pa
kromatogrammet, skal vere den samme inden for en margin, der athenger af detektionssystemets
oplesningsevne. Ved diodearraydetektion er den typisk ca. 2 nm.

b) Mellem 250 og 400 nm ma prevens og standardens spektre registreret ved toppens spids pa kromatogrammet
ikke veere forskellige fra hinanden i de dele af spektret, der ligger inden for 10-100 % relativ absorbans. Dette
kriterium er opfyldt, ndr de samme maksima er til stede, og afvigelsen mellem de to spektre i intet observeret
punkt overstiger 15 % af standardanalyttens absorbans.

¢) Mellem 250 og 400 nm md spektrene ved toppens forside, spids og bagside frembragt med proveekstraktet
ikke veere forskellige fra hinanden i de dele af spektret, der ligger inden for 10-100 % relativ absorbans. Dette
kriterium er opfyldt, nir de samme maksima er til stede, og afvigelsen mellem spektrene i intet observeret
punkt overstiger 15 % af spektrets absorbans i spidsen.

Hvis et af disse kriterier ikke er opfyldt, er analyttens tilstedevzarelse ikke bekraeftet.

7.2. Repeterbarhed

Forskellen mellem resultaterne af to parallelle bestemmelser udfert pad samme prove mé ikke overstige 10 % af det
hgjeste resultat for robenidinindhold pé over 15 mg/kg.

7.3. Genfinding

For den spikede blindpreve skal genfindingen vare mindst 85 %.

8. Resultater af ringanalyse

Der er gennemfort en EU-ringanalyse, hvor fire prover af fjerkra- og kaninfoder i form af mel eller piller blev
analyseret af 12 laboratorier. Der blev foretaget dobbeltanalyse af hver prove. Resultaterne er vist i nedenstdende

tabel:
Fjerkrae Kaniner
Mel Piller Mel Piller
Middelveerdi [mg/kg] 27,00 27,99 43,6 40,1
s, [mg/kg] 1,46 1,26 1,44 1,66
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v, [%] 5,4 45 3,3 41
Sk [mg/kg] 4,36 3,36 4,61 3,91
CVi [%] 16,1 12,0 10,6 9,7
Genfinding [%] 90,0 93,3 87,2 80,2
8= standardafvigelse for repeterbarhed

CV,=  variationskoefficient for repeterbarhed, %

Sx= standardafvigelse for reproducerbarhed

CVg=  variationskoefficient for reproducerbarhed, %.

2,6-Chlor-alpha-(4-chlorphenyl)-4-[4,5-dihydro—3,5-dioxo-1,2,4-triazin-2( 3H)-yl]-benzenacetonitril

Indholdet af diclazuril bestemmes ved

F. BESTEMMELSE AF DICLAZURIL

— anvendelse af den analysemetode, der er omhandlet i EN 17299 Foderstoffer — Proveudtagnings- og
analysemetoder — Screening og pévisning af tilladte coccidiostatika i koncentrationer svarende til
tilseetningsstoffer og 1-%- og 3-%-krydskontaminering samt af ikke-registrerede coccidiostatika og et
antibiotikum i koncentrationer mindre end tilsetningsstoffer i foderblandinger ved hjelp af hejtryksve-

skekromatografi — Tandemmassespektrometri (LC-MS/MS) eller

— ved ternzr gradient-HPLC i omvendt fase med anvendelse af UV-detektor som beskrevet nedenfor i punkt

1-9.

1. Formal og anvendelsesomrade
Denne metode gor det muligt at bestemme indholdet af diclazuril i foder og forblandinger (°). Detektionsgransen
er 0,1 mg/kg, og bestemmelsesgrensen er 0,5 mg/kg. Det er muligt at opné lavere bestemmelsesgranser, men
dette skal valideres af brugeren.

2. Princip
Efter tilseetning af en intern standard ekstraheres proven med sur methanol. For foders vedkommende oprenses en
alikvot del af ekstraktet pa en C18-fastfase-ekstraktionspatron. Diclazuril elueres fra patronen med en blanding af
sur methanol og vand. Efter inddampning opleses remanensen i DMF/vand. For forblandingers vedkommende
inddampes ekstraktet, og remanensen opleses i DMF/vand. Indholdet af diclazuril bestemmes ved ternar
gradient-HPLC i omvendt fase med anvendelse af UV-detektor.

3. Reagenser

3.1. Vand, svarende til HPLC-kvalitet

3.2. Ammoniumacetat

3.3. Tetrabutylammoniumhydrogensulfat (TBHS)

3.4. Acetonitril, svarende til HPLC-kvalitet

3.5. Methanol, svarende til HPLC-kvalitet

3.6. N, N-Dimethylformamid (DMF)

3.7. Saltsyre, pyo = 1,19 g/ml

3.8. Standardstof: diclazuril:
2,6-Chlor-alpha-(4-chlorphenyl)-4-[4,5-dihydro- 3,5-dioxo-1,2,4-triazin-2(3H)-yl]-benzenacetonitril, med
garanteret renhed

(®) Metoden kan ogsa anvendes til bestemmelse af diclazuril i fodermidler.
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3.8.1.  Diclazurilstandardstamoplesning, 500 pg/ml

Med en nejagtighed pd 0,1 mg afvejes 25 mg diclazurilstandardstof (punkt 3.8) i en 50 ml malekolbe. Der opleses
i DMF (punkt 3.6), fyldes op til market med DMF (punkt 3.6) og blandes. Kolben omvikles med aluminiumfolie,
eller der anvendes en brun kolbe, og oplesningen opbevares i kaleskab. Oplesningen er stabil i en maned ved en
temperatur pa < 4 °C ().

3.8.2. Diclazurilstandardoplesning, 50 pg/ml

Der overfores 5,00 ml af standardstamoplesningen (punkt 3.8.1) til en 50 ml malekolbe, fyldes op til merket med
DMF (punkt 3.6) og blandes. Kolben omvikles med aluminiumfolie, eller der anvendes en brun kolbe, og
oplesningen opbevares i keleskab. Oplesningen er stabil i en maned ved en temperatur pé < 4 °C.

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

3.9.1. Intern standardstamoplesning, 500 pg/ml

Med en ngjagtighed pa 0,1 mg afvejes 25 mg internt standardstof (punkt 3.9) i en 50 ml malekolbe. Der opleses i
DMF (punkt 3.6), fyldes op til market med DMF (punkt 3.6) og blandes. Kolben omvikles med aluminiumfolie,
eller der anvendes en brun kolbe, og oplesningen opbevares i keleskab. Oplesningen er stabil i en maned ved en
temperatur pa < 4 °C.

3.9.2. Intern standardoplesning, 50 pg/ml
Der overferes 5,00 ml af den interne standardstamoplesning (punkt 3.9.1) til en 50 ml maélekolbe, fyldes op til

merket med DMF (punkt 3.6) og blandes. Kolben omvikles med aluminiumfolie, eller der anvendes en brun
kolbe, og oplasningen opbevares i keleskab. Oplesningen er stabil i en maned ved en temperatur pé < 4 °C.

3.9.3. Intern standardoplesning for forblandinger, p/1 000 mg/ml (p = nominelt indhold af diclazuril i forblandingen
i mgfkg)
Med en nejagtighed pa 0,1 mg afvejes p/10 mg af det interne standardstof i en 100 ml malekolbe. Der oplases i
DMF (punkt 3.6) i et ultralydsbad (punkt 4.7), fyldes op til market med DMF og blandes. Kolben omvikles med

aluminiumfolie, eller der anvendes en brun kolbe, og kolben opbevares i keleskab. Oplesningen er stabil i en
mdned ved en temperatur pd < 4 °C.

3.10.  Kalibreringsoplesninger

3.10.1. Kalibreringsoplesning, 1 pg/ml (diclazuril)
Der afpipetteres 1,00 ml diclazurilstandardoplesning (punkt 3.8.2) og 2,00 ml intern standardoplesning (punkt

3.9.2) i en 50 ml mélekolbe. Der tilsattes 17 ml DMF (punkt 3.6), fyldes op til merket med vand (punkt 3.1) og
blandes. Oplesningen skal fremstilles umiddelbart for brugen.

3.10.2. Kalibreringsoplesning, 2 pg/ml (diclazuril)
Der afpipetteres 2,00 ml diclazurilstandardoplesning (punkt 3.8.2) og 2,00 ml intern standardoplesning (punkt

3.9.2) i en 50 ml mélekolbe. Der tilseettes 16 ml DMF (punkt 3.6), fyldes op til merket med vand (punkt 3.1) og
blandes. Oplesningen skal fremstilles umiddelbart for brugen.

3.10.3. Kalibreringsoplesning, 3 pg/ml (diclazuril)
Der afpipetteres 3,00 ml diclazurilstandardoplesning (punkt 3.8.2) og 2,00 ml intern standardoplesning (punkt
3.9.2) i en 50 ml mélekolbe. Der tilsattes 15 ml DMF (punkt 3.6), fyldes op til mearket med vand (punkt 3.1) og

blandes. Oplesningen skal fremstilles umiddelbart for brugen.

(") Det kan vaere muligt at opnd laengere stabilitet (op til et ar), men det skal bekreftes af det enkelte laboratorium.
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3.10.4.

3.10.5.

3.13.1.

3.13.2.

3.13.3.

4.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

Kalibreringsoplesning, 4 pg/ml (diclazuril)

Der afpipetteres 4,00 ml diclazurilstandardoplesning (punkt 3.8.2) og 2,00 ml intern standardoplesning (punkt
3.9.2) i en 50 ml malekolbe. Der tilsettes 14 ml DMF (punkt 3.6), fyldes op til maerket med vand (punkt 3.1) og
blandes. Oplesningen skal fremstilles umiddelbart for brugen.

Kalibreringsoplesning, 5 pg/ml (diclazuril)

Der afpipetteres 5,00 ml diclazurilstandardoplesning (punkt 3.8.2) og 2,00 ml intern standardoplesning (punkt
3.9.2) i en 50 ml mélekolbe. Der tilseettes 13 ml DMF (punkt 3.6), fyldes op til merket med vand (punkt 3.1) og
blandes. Oplesningen skal fremstilles umiddelbart for brugen.

NB! Kalibreringsoplesningerne (punkt 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4 og 3.10.5) dakker diclazurilkoncen-
trationen i foder fra 0,5 til 2,5 mg/kg, ndr den gzldende protokol anvendes.

C,s-fastfase-ekstraktionspatron, f.eks. Mega Bond Elut, sterrelse: 20 cc, sorbentmasse: 5000 mg
(prekonditionering jf. leveranderens retningslinjer).

Ekstraktionsoplesningsmiddel: sur methanol

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

Eluent A: ammoniumacetat-tetrabutylammoniumhydrogensulfat-oplesning

Der opleses 5 g ammoniumacetat (punkt 3.2) og 3,4 g TBHS (punkt 3.3) 1 1 000 ml vand (punkt 3.1) og blandes.
Eluent B: acetonitril (punkt 3.4)

Eluent C: methanol (punkt 3.5).

Apparatur

Mekanisk rysteapparat

Udstyr til ternzer gradient-HPLC

HPLC-kolonne, Hypersil ODS, 3 um pakkemateriale, 100 mm x 4,6 mm, eller tilsvarende
UV-detektor med variabel bolgelengde eller diodearraydetektor.

Rotationsfordamper

Membranfilter (f.eks. kemisk resistent nylon), 0,45 pm

Engangssprojte, 5 ml

Vakuummanifold

Ultralydsbad.

Fremgangsmade

Generelt

Blindpreve

Der analyseres en blindpreve for at kontrollere, at hverken diclazuril eller interfererende stoffer er til stede.
Blindpreven skal vare af samme type som den prove, der skal undersoges, og ved analyse ma diclazuril eller
interfererende stoffer ikke pévises.
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5.1.2.  Genfindingstest

Der udferes en genfindingstest ved at analysere blindpreven, som er blevet spiket ved tilsaetning af en mangde
diclazuril svarende til den, der er til stede i preven. For at nd op pd et niveau pd 1 mg/kg tilsettes der 0,1 ml af
standardstamoplesningen (punkt 3.8.1) til 50 g af en blindpreve, der blandes omhyggeligt, og efter henstand i 10
minutter blandes igen flere gange, for man gar videre (punkt 5.2).

Hvis der ikke er en blindpreve af samme type som analyseproven til rddighed (se punkt 5.1.1), kan der alternativt
udferes en genfindingstest ved hjalp af standardtilseetningsmetoden. I dette tilfeelde spikes den preve, der skal
analyseres, ved tilsaetning af en mangde diclazuril svarende til den, der allerede er til stede i proven. Denne prove
analyseres ssmmen med den ikke-spikede prove, og genfindingen kan beregnes ved subtraktion.

5.2. Ekstraktion

5.2.1. Foderblanding

Med en nejagtighed pd 0,01 g afvejes der ca. 50 g prove. Den overfores til en 500 ml konisk kolbe, der tilsattes
1,00 ml intern standardoplesning (punkt 3.9.2) og 200 ml ekstraktionsoplesningsmiddel (punkt 3.12), og
kolben tilproppes. Blandingen rystes natten over pé rysteapparatet (punkt 4.1). Henstilles til bundfeldning i 10
minutter. En 20 ml alikvot af supernatanten overfores til en egnet glasbeholder og fortyndes med 20 ml vand
(punkt 3.1). Denne oplesning overfares til en ekstraktionspatron (punkt 3.11) og ledes igennem ved hjelp af
vakuum (punkt 4.6). Patronen vaskes med 25 ml af en blanding af ekstraktionsoplesningsmiddel (punkt 3.12) og
vand (punkt 3.1), 65 + 35 (v + v). De opsamlede fraktioner kasseres, og forbindelserne elueres med 25 ml af en
blanding af ekstraktionsoplgsningsmiddel (punkt 3.12) og vand, 80 + 20 (v + v). Denne fraktion inddampes,
indtil den netop ndr terhed, ved hjalp af rotationsfordamperen (punkt 4.3) ved 60 °C. Remanensen oplgses i 1,0
ml DMF (punkt 3.6), og der tilsettes 1,5 ml vand (punkt 3.1) og blandes. Der filtreres gennem et membranfilter
(punkt 4.4) monteret pa en engangssprgjte (punkt 4.5). Der fortsattes med HPLC-bestemmelse (punkt 5.3).

5.2.2. Forblandinger
Med en nejagtighed pad 0,001 g afvejes der ca. 1 g prove. Den overfores til en 500 ml konisk kolbe, der tilsattes
1,00 ml intern standardoplesning (punkt 3.9.3) og 200 ml ekstraktionsoplesningsmiddel (punkt 3.12), og
kolben tilproppes. Blandingen rystes natten over pé rysteapparatet (punkt 4.1). Henstilles til bundfeldning i 10
minutter. En alikvot pd 10 000/p ml (p = nominelt indhold af diclazuril i forblandingen i mg/kg) af supernatanten
overfores til en rundbundet kolbe af passende sterrelse. Der inddampes, indtil den netop ndr terhed, under
reduceret tryk ved hjelp af rotationsfordamperen (punkt 4.3) ved 60 °C. Remanensen oplases i 10,0 ml DMF

(punkt 3.6), og der tilseettes 15,0 ml vand (punkt 3.1) og blandes. Der fortsattes med HPLC-bestemmelse (punkt
5.3).

5.3. HPLC-bestemmelse

5.3.1. Parametre

Nedenstdende betingelser er vejledende; andre betingelser kan benyttes, forudsat at de giver tilsvarende eller bedre
resultater.

— HPLC-kolonne (punkt 4.2.1): Hypersil ODS, 100 mm x 4,6 mm, 3 pm pakkemateriale, eller tilsvarende
— Mobil fase:
— Eluent A (punkt 3.13.1): Vandig oplesning af ammoniumacetat og tetrabutylammoniumhydrogen-sulfat
— Eluent B (punkt 3.13.2): acetonitril
— Eluent C (punkt 3.13.3): methanol
— Elueringsmédde — linear gradient
— startbetingelser: A+B+C=60+20+20 (V+V+V)
— efter 10 minutters gradienteluering — i 30 minutter til: A + B+ C=45+20+ 35 (V+V +V).
— Der skylles med B i 10 minutter

— Flow: 1,5-2 ml/minuttet
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6.1.

6.2.

— Injektionsvolumen: 20 pl.
— Detektorbelgelaengde: 280 nm.

Kromatografisystemets stabilitet kontrolleres, ved at der flere gange indsprejtes kalibreringsoplesning (punkt
3.10.2) med 2 pg/ml, indtil der opnés konstante tophgjder og retentionstider.

Kromatografisk analyse af kalibreringsoplesninger
Der indsprajtes 20 pl af kalibreringsoplesningerne (punkt 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4 og 3.10.5), to gange af
hver, og diclazuril og toppene for intern standardhejde identificeres og integreres. Kalibreringskurven tegnes pa

grundlag af forholdet mellem middeltophgjden eller -arealet af toppene for diclazuril og middeltophgjden eller
-arealet af toppene for den interne standard i forhold til diclazurilkoncentrationen i kalibreringsoplesningerne

(ng/ml).

Kromatografisk analyse af proveoplesninger

Der indsprejtes 20 pl af preveoplesningen (punkt 5.2.1. eller 5.2.2) to gange, og middeltophgjden eller -arealet af
toppene for diclazuril og intern standard bestemmes.

Beregning af resultater

Foderblanding

Diclazurilindholdet w (mg/kg) i preven beregnes efter folgende formel:

Height(ds) _, Area(ds)
w= M x Wellerw = 7‘4”6‘1(;’5) x 107

hvor:

— Hojde (d,s) = tophgjde for diclazuril i preveoplasningen (punkt 5.2.1)

— Areal (d, s) = toppens areal for diclazuril i preveoplesningen (punkt 5.2.1)

— Hojde (i,5) = tophejde for den interne standard i preveoplesningen (punkt 5.2.1)

— Areal (d, s) = toppens areal for den interne standard i preveoplesningen (punkt 5.2.1)

— b = kalibreringskurvens skaeringspunkt indtegnet fra kalibreringsoplesningerne (punkt 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3,
3.10.4 og 3.10.5) i henhold til punkt 5.3.2

— a = kalibreringskurvens haldning indtegnet fra kalibreringsoplesningerne (punkt 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3,
3.10.4 og 3.10.5) i henhold til punkt 5.3.2

— m = testportionens masse i gram

— V = proveekstraktets endelige volumen i mm efter fornyet oplesning i henhold til punkt 5.2.1 (dvs. 2,5 ml).

Forblandinger
Diclazurilindholdet w (mg/kg) i preven beregnes efter folgende formel:

Heighi(d,s) Area(ds)

w— Height(i,s) Area(i,s)

- x 002V 5 b ellerw = - x 002V p
hvor:

— Hojde (d,s) = tophgjde for diclazuril i preveoplesningen (punkt 5.2.2)

— Areal (d, s) = toppens areal for diclazuril i preveoplesningen (punkt 5.2.2)

— Hojde (i,5) = tophejde for den interne standard i preveoplesningen (punkt 5.2.2)

— Areal (d, s) = toppens areal for den interne standard i preveoplasningen (punkt 5.2.2)
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7.1.

7.2.

7.3.

— b = kalibreringskurvens skaeringspunkt indtegnet fra kalibreringsoplesningerne (punkt 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3,
3.10.4 og 3.10.5) i henhold til punkt 5.3.2

— a = kalibreringskurvens haldning indtegnet fra kalibreringsoplesningerne (punkt 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3,
3.10.4 og 3.10.5) i henhold til punkt 5.3.2

— m = testportionens masse i gram
— V = proveekstraktets endelige volumen i mm efter fornyet oplgsning i henhold til punkt 5.2.2 (dvs. 25 ml).

— p = nominelt indhold af diclazuril i forblandingen i mg/kg.

Validering af resultater

Identitet

Analyttens identitet kan bekraftes ved ko-kromatografi eller ved at benytte en diodearraydetektor, hvormed
spektrene for proveekstraktet (punkt 5.2.1 eller 5.2.2) og kalibreringsoplesningen (punkt 3.10) sammenlignes.

Ko-kromatografi

Et proveekstrakt (punkt 5.2.1 eller 5.2.2) spikes ved tilsatning af en passende mangde kalibreringsoplesning
(punkt 3.10.2). Den tilsatte mangde diclazuril skal svare til den mangde diclazuril, der er fundet i proveekstraktet.

Kun hejden af diclazuriltoppen og intern standard-toppen mé veere blevet aget, efter at der er taget hensyn til bade

den tilsatte maengde og fortyndingen af ekstraktet. Toppens bredde skal i den halve hejde ligge inden for + 10 % af
den oprindelige bredde af diclazuriltoppen eller intern standard-toppen for det ikke-spikede preveekstrakt.

Diodearraydetektion

Resultaterne vurderes i overensstemmelse med folgende kriterier:

a) Den maksimale absorptionsbelgelengde for prevens og standardens spektre, mélt ved toppens spids pa
kromatogrammet, skal vere den samme inden for en margin, der afhanger af detektionssystemets
oplesningsevne. For diodearraydetektion ligger denne typisk inden for + 2 nm.

b) Mellem 230 og 320 nm md provens og standardens spektre registreret ved toppens spids pd kromatogrammet
ikke veere forskellige fra hinanden i de dele af spektret, der ligger inden for 10-100 % relativ absorbans. Dette
kriterium er opfyldt, ndr de samme maksima er til stede, og afvigelsen mellem de to spektre i intet observeret
punkt overstiger 15 % af standardanalyttens absorbans.

¢) Mellem 230 og 320 nm ma spektrene ved toppens forside, spids og bagside frembragt med proveekstraktet
ikke vaere forskellige fra hinanden i de dele af spektret, der ligger inden for 10-100 % relativ absorbans. Dette
kriterium er opfyldt, ndr de samme maksima er til stede, og afvigelsen mellem de to spektre i intet observeret

punkt overstiger 15 % af absorbansen for spektret i toppens spids.

Hvis et af disse kriterier ikke er opfyldt, er analyttens tilstedevarelse ikke bekraeftet.

Repeterbarhed

Forskellen mellem resultaterne af to uathengige bestemmelser udfert pa to delprever mé ikke overstige:
— 30 % i relativ veerdi (af det hgjeste resultat) for diclazurilindhold pd 0,5-2,5 mg/kg

— 0,75 mg/kg for diclazurilindhold pé 2,5-5 mg/kg

— 15 % i relativ veerdi (af det hejeste resultat) for diclazurilindhold pd mere end 5 mg/kg.

Genfinding

For en spiket blindpreve skal genfindingen vaere mindst 80 %.
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8. Resultater af ringanalyse

Der blev tilrettelagt to ringanalyser. I den forste, der blev gennemfert af en anden gruppe laboratorier i 1994, var
de analyserede prover to forblandinger (O 100, A 100) og tre praver pa tilskudsfoder til fjerkrae (L1, Z1, K1). Den
ene prove blev blandet med en organisk matrix (O 100), og den anden med en uorganisk matrix (A 100). Det
teoretiske indhold var 100 mg diclazuril pr. kg. Laboratorierne blev instrueret om at analysere hver af proverne
én gang eller som dobbeltbestemmelse. (Journal of AOAC International, bind 77, nr. 6, 1994, s. 1359-1361,
indeholder nermere oplysninger om denne forste ringanalyse).

[ den anden ringanalyse blev der analyseret tre foderblandinger til fjerkre@, som indeholdt diclazuril i
koncentrationer pd 0,9 mgl/kg (MAT 1), 1,5 mg/kg (MAT 2) og en blindpreve (MAT 3). JRC’s tekniske rapport
(2016) og Journal of AOAC International, bind 102, nr. 2, 2019, s. 646652, indeholder narmere oplysninger om
denne ringprove. Resultaterne af de to ringanalyser fremgar af tabellen nedenfor.

Prove 1A Prove 20 Prove 6 Prove 7 Prove 8
100 100 Prove 3 L1 Prove 4 71 Prove 5 K1 MAT 1 MAT 2 MAT 3
L 11 11 11 11 6 10 9 10
N 19 18 19 19 12 20 18 10
Middel- 100,8 103,5 0,89 1,15 0,89 1,0 1,5 <LOQ
veerdi (mg/kg)
S, (mg/kg) 5,88 7,64 0,15 0,02 0,03 0,11 0,07 —
CV;, (%) 5,83 7,38 17,32 1,92 3,34 11,2 4,5 —
Sx (mg/kg) 7,59 7,64 017 0.11 0.12 018 021 —
CVx (%) 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65 18,1 14,3 —
Nominelt 100 100 1,0 1,0 1,0 0,9 1,5 —
indhold (mg/kg)
Reference (¥) Forste Forste Forste Forste Forste Anden Anden Anden
analyse fra | analysefra | analysefra | analysefra | analysefra | analysefra | analysefra | analyse fra
1994 1994 1994 1994 1994 2015 2015 2015
L= antal laboratorier
n= antal enkeltveerdier
S, = standardafvigelse for repeterbarhed
CV,. = variationskoefficient for repeterbarhed
S = standardafvigelse for reproducerbarhed

CVy

LOQ = Bestemmelsesgranse.

variationskoefficient for reproducerbarhed

() Ferste analyse fra 1994: Journal of AOAC International, bind 77, nr. 6, 1994, 5. 1359-1361; Anden analyse fra 2015: JRC's

tekniske rapport »Re-validation of a method for the determination of diclazuril by collaborative study« (2016).

9. Generelle bemarkninger

Diclazurilresponset skal tidligere vaere pavist at vere linezr i de koncentrationsomréder, hvori der méles.

I det mindste for s vidt angdr analysen af diclazuril i foderblandinger med et hejt fedtindhold (i dette tilfeelde mere
end 12 % fedt) kan analysemetoden erstattes af andre HPCL-metoder, f.eks. HPCL kombineret med en metode med
massespektrometri (HPCL-MS), forudsat at den alternative metode har tilsvarende ydeevnekarakteristika
(genfindingsprocent, praecision ved repeterbarhed og reproducerbarhed).
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G. BESTEMMELSE AF LASALOCIDNATRIUM

Natriumsalt af en monocarboxylsyrepolyether, der dannes af Streptomyces lasaliensis
Indholdet af lasalocidnatrium bestemmes ved

— anvendelse af den analysemetode, der er omhandlet i EN 17299 Foderstoffer — Proveudtagnings- og
analysemetoder — Screening og pdvisning af tilladte coccidiostatika i koncentrationer svarende til
tilsetningsstoffer og 1-%- og 3-%-krydskontaminering samt af ikke-registrerede coccidiostatika og et
antibiotikum i koncentrationer mindre end tilsetningsstoffer i foderblandinger ved hjelp af hejtryksve-
skekromatografi — Tandemmassespektrometri (LC-MS/MS) eller

— ved omvendt fase-HPLC med anvendelse af spektrofluorometrisk detektor (fluorescence) som beskrevet
nedenfor i punkt 1-8.

1. Formil og anvendelsesomride

Denne metode gor det muligt at bestemme indholdet af lasalocidnatrium i foder og forblandinger.
Detektionsgransen er 5 mg/kg, og bestemmelsesgransen er 10 mg/kg.

2. Princip

Lasalocidnatrium ekstraheres af preven i sur methanol og bestemmes ved omvendt fase-HPLC med anvendelse af
spektrofluorometrisk detektor (fluorescence).

3. Reagenser
3.1. Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO.,)
3.2. Orthophosphorsyre, w (w/w) = 85 %

3.3. Orthophosphorsyreoplesning, ¢ = 20 %
23,5 ml ortophosphorsyre (punkt 3.2) fortyndes med vand til 100 ml.

3.4. 6-Methyl-2-heptylamin(1,5-dimethylhexylamin), w (w/w) = 99 %
3.5. Methanol, svarende til HPLC-kvalitet
3.6. Saltsyre, massefylde: 1,19 g/ml

3.7. Phosphatbufferoplesning, ¢ = 0,01 mol/liter

1,36 g KH,PO, (punkt 3.1) opleses i 500 ml vand (punkt 3.11), og der tilsattes 3,5 ml orthophosphorsyre (punkt
3.2) og 10,0 ml 6-methyl-2-heptylamin (punkt 3.4). pH-vardien justeres til 4,0 med orthophosphorsyreoplgsning
(punkt 3.3), og der fortyndes til 1 000 ml med vand (punkt 3.11).

3.8. Sur methanol

Der overferes 5,0 ml saltsyre (punkt 3.6) til en 1 000 ml mélekolbe, fyldes op til market med methanol (punkt
3.5) og blandes. Oplesningen skal fremstilles umiddelbart for brugen.

3.9. Mobil fase til HPLC, phosphatbuffermethanoloplesning 5 + 95, (V + V)

5 ml phosphatbufferoplesning (punkt 3.7) blandes med 95 ml methanol (punkt 3.5).

3.10.  Lasalocidnatriumstandardstof med garanteret renhed, C;,Hs;0¢Na (natriumsalt af en monocarboxylsyrepolyether,
der dannes af Streptomyces lasaliensis), E 763.

3.10.1. Lasalocidnatriumstandardstamoplesning, 500 pg/ml

50 mg lasalocidnatrium (punkt 3.10) afvejes med en nejagtighed pd 0,1 mg i en 100 ml mélekolbe og opleses i
sur methanol (punkt 3.8), og der fyldes op til market med samme oplesningsmiddel og blandes. Denne
oplesning skal fremstilles umiddelbart for brugen.
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3.10.2.

3.10.3.

3.11.

4.1.

5.1.

5.1.1.

5.2.

5.2.1.

Lasalocidnatriumstandardmellemoplesning, 50 pg/ml

Der afpipetteres 10,0 ml standardstamoplesning (punkt 3.10.1) i en 100 ml malekolbe, fyldes op til merket med
sur methanol (punkt 3.8) og blandes. Oplesningen skal fremstilles umiddelbart for brugen.

Kalibreringsoplgsninger

Henholdsvis 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 og 10,0 ml af standardmellemoplesningen (punkt 3.10.2) overfares til hver sin 50
ml malekolbe. Der fyldes op til market med sur methanol (punkt 3.8) og blandes. Disse oplgsninger svarer til
henholdsvis 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 og 10,0 pg lasalocidnatrium pr. ml. Disse oplesninger skal fremstilles umiddelbart
for brugen.

Vand, svarende til HPLC-kvalitet.

Apparatur

Ultralydsbad (eller vandbad med rysteanordning) med temperaturkontrol

Membranfiltre, 0,45 pm

HPLC-udstyr med injektionssystem, egnet til injektionsvolumener pé 20 ul

HPLC-kolonne, 125 mm x 4 mm, omvendt-fase-C,5, 5 pm pakkemateriale, eller tilsvarende
Spektrofluorometer med variabel indstilling af excitations- og emissionsbelgelengden.
Fremgangsmade

Generelt

Blindpreve

Til gennemforelse af genfindingstesten (punkt 5.1.2) analyseres en blindpreve for at kontrollere, at hverken
lasalocidnatrium eller interfererende stoffer er til stede. Blindpreven skal vare af samme type som den preve, der
skal undersages, og ved analyse md lasalocidnatrium eller interfererende stoffer ikke pavises.

Genfindingstest

Der udferes en genfindingstest ved at analysere blindpreven, som er blevet spiket ved tilsaetning af en mangde
lasalocidnatrium svarende til den, der er til stede i proven. For at nd op pa et niveau pa 100 mg/kg overfores der
10,0 ml standardstamoplesning (punkt 3.10.1) til en 250 ml konisk kolbe, og oplesningen inddampes til ca. 0,5
ml. Der tilseettes 50 g af blindpreven og blandes omhyggeligt, og efter henstand i 10 minutter blandes der pa ny
flere gange, inden der fortsettes med ekstraktion (punkt 5.2).

Hvis der ikke er en blindpreve af samme type som analyseproven til rddighed (se punkt 5.1.1), kan der alternativt
udferes en genfindingstest ved hjalp af standardtilseetningsmetoden. I dette tilfeelde spikes den preve, der skal
analyseres, ved tilsaetning af en mengde lasalocidnatrium svarende til den, der allerede er til stede i proven.
Denne prove analyseres sammen med den ikke-spikede prove, og genfindingen beregnes ved subtraktion.

Ekstraktion

Foder

Med en nejagtighed pd 0,01 g afvejes 5-10 g af preven i en 250 ml konisk kolbe med prop. Der tilsettes 100,0 ml
sur methanol (punkt 3.8) med pipette. Proppen sattes lost pd, og der omrystes forsigtigt, s proven opslemmes.
Kolben anbringes i ultralydsbad (punkt 4.1) ved ca. 40 °C i 20 minutter, hvorefter den fjernes og afkeles til
rumtemperatur. Kolben henstér i ca. 1 time, indtil opslemningen har bundfaldet sig, hvorpa en alikvot mangde
filtreres gennem et 0,45 pm membranfilter (punkt 4.2) ned i en egnet beholder. Der fortsettes med HPLC-
bestemmelse (punkt 5.3).
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5.2.2. Forblandinger

Med en ngjagtighed pd 0,001 g afvejes ca. 2 g af den ikke-formalede forblanding i en 250 ml malekolbe. Der
tilseettes 100,0 ml sur methanol (punkt 3.8) og omrystes forsigtigt, s preven opslemmes. Kolben med indhold
anbringes i ultralydsbad (punkt 4.1) ved ca. 40 °C i 20 minutter, hvorefter den fjernes og afkeles til
rumtemperatur. Der fortyndes op til merket med sur methanol (punkt 3.8) og blandes omhyggeligt. Kolben
henstér i 1 time, indtil opslemningen har bundfaldet sig, hvorpa en alikvot mangde filtreres gennem et 0,45 pm
membranfilter (punkt 4.2). En passende mangde af det klare filtrat fortyndes med sur methanol (punkt 3.8), sé der
fremkommer en endelig proveoplesning, som indeholder ca. 4 pg/ml lasalocidnatrium. Der fortsattes med HPLC-
bestemmelse (punkt 5.3).

5.3. HPLC-bestemmelse

5.3.1. Parametre

Nedenstdende betingelser er vejledende; andre betingelser kan benyttes, forudsat at de giver tilsvarende resultater.

HPLC-kolonne (punkt 4.3.1): 125 mm x 4 mm, omvendt-fase C5, 5 pm pakkemateriale, eller tilsvarende

Mobil fase (punkt 3.9): Blanding af phosphatbuffer-oplesning (punkt 3.7) og methanol (punkt 3.5),
5+95(v+v)

Flow: 1,2 ml/minuttet

Detektionsbolgelangde: Excitation: 310 nm

Emission: 419 nm

Injektionsvolumen: 20 pl

Kromatografisystemets stabilitet kontrolleres, ved at der flere gange indsprejtes kalibreringsoplosning (punkt
3.10.3) med 4,0 pg/ml, indtil der opnds konstante tophgjder (/-arealer) og retentionstider.

5.3.2. Kalibreringskurve
Hver kalibreringsoplesning (punkt 3.10.3) indsprejtes flere gange, og middeltophgjderne (-arealerne) bestemmes

for hver koncentration. Der tegnes en kalibreringskurve med middeltophgjderne (-arealerne) som ordinat og de
tilsvarende koncentrationer i pg/ml som abscisse.

5.3.3. Preveoplesning

Proveekstrakterne fra punkt 5.2.1 eller 5.2.2 indsprojtes flere gange, idet der benyttes samme mangde som til
kalibreringsoplesningerne, og middeltophgjderne (-arealerne) for lasalocidnatriumtoppene bestemmes.

6. Beregning af resultater

Ud fra middeltophejden (-arealet), der er frembragt ved indsprejtning af preveoplesningen (punkt 5.3.3),
bestemmes koncentrationen af lasalocidnatrium (pg/ml) ved benyttelse af kalibreringskurven.

6.1. Foder

Indholdet af lasalocidnatrium w (mg/kg) i preven beregnes efter folgende formel:

= "Y1 [mg/kg]

w
hvor:

c= lasalocidnatriumkoncentrationen i preveoplesningen (punkt 5.2.1) i ug/ml
V, = proveekstraktets volumen ifelge 5.2.1 i ml (dvs. 100)

m = testportionens vagt i gram.
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6.2.

7.1.

7.2.

7.3.

Forblandinger

Indholdet af lasalocidnatrium w (mg/kg) i preven beregnes efter folgende formel:

w =2 " Ting /g

hvor:

c= lasalocidnatriumkoncentrationen i preveoplesningen (punkt 5.2.2) i pg/ml
V,= proveekstraktets volumen ifelge punkt 5.2.2 i ml (dvs. 250)

f= fortyndingsfaktor ifelge punkt 5.2.2

m = testportionens vagt i gram.

Validering af resultater

Identitet

Metoder baseret pd spektrofluorometri er mindre udsatte for interferens end metoder, hvor der anvendes
UV-detektion. Analyttens identitet kan bekraeftes ved ko-kromatografi.

Ko-kromatografi

Et proveekstrakt (punkt 5.2.1 eller 5.2.2) spikes ved tilsaetning af en passende mangde kalibreringsoplosning
(punkt 3.10.3). Den tilsatte mangde lasalocidnatrium skal svare til den mangde lasalocidnatrium, der er fundet i
proveekstraktet. Kun hgjden af lasalocidnatriumtoppen ma vaere blevet oget, efter at der er taget hensyn til bade

den tilsatte mangde lasalocidnatrium og fortyndingen af ekstraktet. Toppens bredde skal i den halve hejde ligge
inden for £ 10 % af bredden af den oprindelige top for det ikke-spikede proveekstrakt.

Repeterbarhed

Forskellen mellem resultaterne af to parallelle bestemmelser udfert pd samme prove ma ikke overstige:
— 15 % i relativ vaerdi (af det hojeste resultat) for lasalocidnatriumindhold pa 30-100 mg/kg

— 15 mg/kg for lasalocidnatriumindhold pd 100-200 mg/kg

— 7,5 % i relativ vaerdi (af det hgjeste resultat) for lasalocidnatriumindhold pé over 200 mg/kg.

Genfinding

For den spikede foder(blind)preve skal genfindingen vaere mindst 80 %. For de spikede forblandingprever skal
genfindingen vaere mindst 90 %.

Resultater af ringanalyse

Der er gennemfort en ringanalyse (*), hvor to forblandinger (preve 1 og 2) og fem foderstoffer (prove 3-7) blev
analyseret af 12 laboratorier. Der blev foretaget dobbeltanalyse af hver prove. Resultaterne er vist i nedenstdende
tabel:

Prove 1 Prove 2 Prove 3 Prove 4 Prove 5 Prove 6 Prove 7
Forbland- Forblanding | Kalkunpel- | Kyllingegra- | Kalkunfo- | Kyllingefo- | Kyllingefo-
18 (kalkuner) lets nulat der der A der B
(kyllinger)
L 12 12 12 12 12 12 12
n 23 23 23 23 23 23 23
Middel- 5050 16 200 76,5 78,4 92,9 48,3 32,6
veerdi [mg/kg]
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s, [mg/kg] 107 408 1,71 2,23 2,27 1,93 1,75
CV, %] 2,12 2,52 2,24 2,84 2,44 4,00 5,37
sg [mg/kg] 286 883 3,85 7,32 5,29 3,47 3,49
CVg [%] 5,66 5,45 5,03 9,34 5,69 7,18 10,70
ﬁ%?;?;l[tmg Jkg) | 5000 | 16000 () | 80 () 105 (%) | 120 (%) 50 () 35 ()
L= antal laboratorier

n= antal enkeltvaerdier

8= standardafvigelse for repeterbarhed

Sp= standardafvigelse for reproducerbarhed

CV;= variationskoefficient for repeterbarhed, %

CVg=  variationskoefficient for reproducerbarhed, %.

* Analyst, 1995, 120, s. 2175-2180.

(**) Indhold oplyst af fabrikanten.

() Foder tilberedt pa laboratoriet.

H. BESTEMMELSE AF AMPROLIUMHYDROCHLORID

1-[(4-amino-2-propyl-5-pyrimidinyl)methyl]-2-methylpyridiniumchloridmonohydrochlorid

1. Formdl og anvendelsesomride
Denne metode gor det muligt at bestemme indholdet af amprolium i foder. Detektionsgransen er 1 mg/kg, og
bestemmelsesgransen er 5 mg/kg.

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

3. Reagenser

3.1. Methanol

3.2. Acetonitril, svarende til HPLC-kvalitet

3.3. Vand, svarende til HPLC-kvalitet

3.4. Natriumdihydrogenphosphatoplesning, ¢ = 0,1 mol/liter
13,80 g natriumdihydrogenphosphatmonohydrat opleses i vand (punkt 3.3) i en 1 000 ml mélekolbe; der fyldes
op til meerket med vand (punkt 3.3) og blandes.

3.5. Natriumperchloratoplesning, ¢ = 1,6 mol/liter
224,74 g natriumperchloratmonohydrat opleses i vand (punkt 3.3) i en 1 000 ml mélekolbe; der fyldes op til
market med vand (punkt 3.3) og blandes.

3.6. Mobil fase til HPLC (se bemzrkning punkt 9.1)
Blanding af acetonitril (punkt 3.2), natriumdihydrogenphosphatoplesning (punkt 3.4) og natriumperchlorato-
plesning (punkt 3.5), 450 + 450 + 100 (v + v + v). For anvendelse filtreres der gennem et 0,22 pm membranfilter
(punkt 4.3), og oplesningen afgasses (f.eks. i ultralydsbad (punkt 4.4) i mindst 15 minutter).

3.7. Standardstof: rent amprolium, 1-[(4-amino-2-propyl-5-pyrimidinyl)methyl]-2-methylpyridiniumchlorid, E 750
(se punkt 9.2).
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3.8.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

5.1.

5.1.1.

Amproliumstandardstamoplesning, 500 pg/ml

50 mg amprolium (punkt 3.7) afvejes med en nejagtighed pd 0,1 mg i en 100 ml mélekolbe og opleses i 80 ml
methanol (punkt 3.1), og kolben anbringes i 10 minutter i ultralydsbad (punkt 4.4). Efter ultralydsbehandlingen
bringes oplesningen til rumtemperatur, hvorefter der fyldes op til market med vand og blandes. Oplasningen er
stabil i en méned ved en temperatur pé < 4 °C.

Amproliumstandardmellemoplesning, 50 pg/ml

5,0 ml af standardstamoplesningen (punkt 3.7.1) afpipetteres i en 50 ml malekolbe, og der fyldes op til mearket
med ekstraktionsoplgsningsmidlet (3.8) og blandes. Oplesningen er stabil i en méned ved en temperatur pa
<4°C

Kalibreringsoplgsninger

Henholdsvis 0,5, 1,0 og 2,0 ml af standardmellemoplesningen (punkt 3.7.2) overferes til hver sin 50 ml
malekolbe. Der fyldes op til market med mobil fase (punkt 3.6) og blandes. Disse oplesninger svarer til
henholdsvis 0,5, 1,0 og 2,0 pg amprolium pr. ml. Disse oplesninger skal fremstilles umiddelbart fer brugen.

Ekstraktionsoplesningsmiddel

Blanding af methanol (punkt 3.1) og vand, 2 + 1 (v + v).

Apparatur

HPLC-udstyr med injektionssystem, egnet til injektionsvolumener pd 100 pl
HPLC-kolonne, 125 mm = 4 mm, kationbytter Nucleosil 10 SA, 5 eller 10 pm pakkemateriale, eller tilsvarende
UV-detektor med variabel belgelaengde eller diodearraydetektor
Membranfilter, PTFE-, 0,45 pm

Membranfilter, 0,22 pm

Ultralydsbad

Mekanisk rysteapparat eller magnetomrerer

Fremgangsmade

Generelt

Blindpreve

Til gennemforelse af genfindingstesten (punkt 5.1.2) analyseres en blindpreve for at kontrollere, at hverken
amprolium eller interfererende stoffer er til stede. Blindproven skal vare af samme type som den prove, der skal
undersages, og ved analyse md amprolium eller interfererende stoffer ikke pavises.

Genfindingstest

Der udferes en genfindingstest ved at analysere blindpreven, som er blevet spiket ved tilsetning af en mangde
amprolium svarende til den, der er til stede i proven. For at nd op pa et niveau pd 100 mg/kg overfores der 10,0
ml standardstamoplesning (punkt 3.7.1) til en 250 ml konisk kolbe, og oplesningen inddampes til ca. 0,5 ml.
Der tilsaettes 50 g af blindpreven og blandes omhyggeligt, og efter henstand i 10 minutter blandes der pé ny flere
gange, inden der fortsattes med ekstraktion (punkt 5.2).

Hvis der ikke er en blindpreve af samme type som analyseproven til rddighed (se punkt 5.1.1), kan der alternativt
udferes en genfindingstest ved hjelp af standardtilsetningsmetoden. I dette tilfelde spikes den preve, der skal
analyseres, ved tilsetning af en mangde amprolium svarende til den, der allerede er til stede i preven. Denne
prove analyseres sammen med den ikke-spikede prove, og genfindingen kan beregnes ved subtraktion.
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5.2. Ekstraktion

5.2.1. Forblandinger (indhold pd < 1 % amprolium) og foder

Med en nejagtighed pd 0,01 g afvejes der 5-40 g af proven, athaengigt af amproliumindholdet, i en 500 ml konisk
kolbe, og der tilsattes 200 ml ekstraktionsoplesningsmiddel (punkt 3.8). Kolben anbringes i ultralydsbad (punkt
4.4) og henstér i 15 minutter. Kolben fjernes fra ultralydsbadet og rystes i 1 time pé rysteapparatet eller omrores
pd magnetomrereren (punkt 4.5). En alikvot meangde af ekstraktet fortyndes med den mobile fase (punkt 3.6) til
et amproliumindhold pd 0,5-2 pg/ml og blandes (se bemarkning punkt 9.3). 5-10 ml af denne fortyndede
oplesning filtreres pa et membranfilter (punkt 4.2). Der fortsattes med HPLC-bestemmelse (punkt 5.3).

5.2.2. Forblandinger (indhold pd > 1 % amprolium)

Med en ngjagtighed pd 0,001 g afvejes 1-4 g af forblandingen, athangigt af amproliumindholdet, i en 500 ml
konisk kolbe, og der tilsattes 200 ml ekstraktionsoplesningsmiddel (punkt3.8). Kolben anbringes i ultralydsbad
(punkt 4.4) og henstdr i 15 minutter. Kolben fjernes fra ultralydsbadet og rystes i 1 time pé rysteapparatet eller
omrgres pd magnetomregreren (punkt 4.5). En alikvot mangde af ekstraktet fortyndes med den mobile fase
(punkt 3.6) til et amproliumindhold pa 0,5-2 ug/ml og blandes. 5-10 ml af denne fortyndede oplesning filtreres
pa et membranfilter (punkt 4.2). Der fortsattes med HPLC-bestemmelse (punkt 5.3).

5.3. HPLC-bestemmelse

5.3.1. Parametre

Nedenstdende betingelser er vejledende; andre betingelser kan benyttes, forudsat at de giver tilsvarende resultater.

HPLC-kolonne (4.1.1): 125 mm x 4 mm, kationbytter Nucleosil 10 SA, 5 eller 10 pm
pakkemateriale, eller tilsvarende

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

Flow: 0,7-1 ml/minuttet

Detektionsbelgelengde: 264 nm

Injektionsvolumen: 100 pl

Kromatografisystemets stabilitet kontrolleres, ved at der flere gange indsprejtes kalibreringsoplosning (punkt
3.7.3) med 1,0 pg/ml, indtil der opnds konstante tophejder og retentionstider.

5.3.2. Kalibreringskurve
Hver kalibreringsoplesning (punkt 3.7.3) indsprajtes flere gange, og middeltophgjderne (-arealerne) bestemmes

for hver koncentration. Der tegnes en kalibreringskurve med kalibreringsoplesningernes middeltophejder eller
-arealer som ordinat og de tilsvarende koncentrationer i pg/ml som abscisse.

5.3.3. Proveoplesning

Proveekstraktet (punkt 5.2) indsprajtes flere gange, idet der benyttes samme mangde som til kalibreringsoples-
ningerne, og middeltophejden (-arealet) af amproliumtoppene bestemmes.

6. Beregning af resultater

Ud fra middelhgjden (-arealet) af proveoplesningens amproliumtoppe bestemmes koncentrationen i
proveoplesningen i pg/ml ved benyttelse af kalibreringskurven (punkt 5.3.2).

Amproliumindholdet w i mg/kg for praven er givet ved folgende formel:

\Y f
xnclx[

W= mg/kg|
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7.1.

7.2.

7.3.

hvor:

V= volumen ekstraktionsoplesningsmiddel (punkt 3.8) i ml ifelge 5.2 (dvs. 200 ml)
c= amproliumkoncentrationen i proveekstraktet (punkt 5.2) i ug/ml

f= fortyndingsfaktor ifelge punkt 5.2

m= testportionens vagt i gram.

Validering af resultater

Identitet

Analyttens identitet kan bekraftes ved ko-kromatografi eller ved at benytte en diodearraydetektor, hvormed
spektrene for proveekstraktet (punkt 5.2) og kalibreringsoplesningen (punkt 3.7.3) indeholdende 2,0 pg/ml
sammenlignes.

Ko-kromatografi

Et proveekstrakt (punkt 5.2) spikes ved tilsetning af en passende mangde kalibreringsoplesning (punkt 3.7.3).
Den tilsatte maengde amprolium skal svare til den maengde amprolium, der er fundet i proveekstraktet.

Kun hgjden af amproliumtoppen ma vere blevet aget, efter at der er taget hensyn til bade den tilsatte mangde og

fortyndingen af ekstraktet. Toppens bredde skal i den halve hejde ligge inden for + 10 % af den oprindelige bredde
af amproliumtoppen for det ikke-spikede proveekstrakt.

Diodearraydetektion

Resultaterne vurderes i overensstemmelse med folgende kriterier:

a) Den maksimale absorptionsbelgelengde for prevens og standardens spektre, mélt ved toppens spids pa
kromatogrammet, skal vare den samme inden for en margin, der afthanger af detektionssystemets

oplesningsevne. For diodearraydetektion ligger denne typisk inden for + 2 nm.

b) Mellem 210 og 320 nm md prevens og standardens spektre registreret ved toppens spids pd kromatogrammet
ikke vaere forskellige fra hinanden i de dele af spektret, der ligger inden for 10-100 % relativ absorbans. Dette
kriterium er opfyldt, ndr de samme maksima er til stede, og afvigelsen mellem de to spektre i intet observeret
punkt overstiger 15 % af standardanalyttens absorbans.

¢) Mellem 210 og 320 nm mé spektrene ved toppens forside, spids og bagside frembragt med proveekstraktet
ikke vaere forskellige fra hinanden i de dele af spektret, der ligger inden for 10-100 % relativ absorbans. Dette
kriterium er opfyldt, ndr de samme maksima er til stede, og afvigelsen mellem de to spektre i intet observeret
punkt overstiger 15 % af absorbansen for spektret i toppens spids.

Hvis et af disse kriterier ikke er opfyldt, er analyttens tilstedevarelse ikke bekraftet.

Repeterbarhed

Forskellen mellem resultaterne af to parallelle bestemmelser udfert pd samme prove md ikke overstige:
— 15 % i relativ veerdi (af det hojeste resultat) for amproliumindhold pa 25-500 mg/kg

— 75 mg/kg for amproliumindhold p& 500-1 000 mg/kg

— 7,5 % i relativ veerdi (af det hgjeste resultat) for amproliumindhold pa mere end 1 000 mg/kg.

Genfinding

For en spiket blindpreve skal genfindingen vaere mindst 90 %.

Resultater af ringanalyse

Der er gennemfort en ringanalyse, hvor tre kyllingefoderstoffer (preve 1-3), et mineralfoder (preve 4) og en
forblanding (preve 5) blev analyseret. Resultaterne er vist i nedenstdende tabel:
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(bll:;‘fi‘;;%) Prove 2 Prove 3 Prove 4 Prove 5

L 14 14 14 14 15
n 56 56 56 56 60
Middelveardi [mg/kg] — 45,5 188 5129 25140
s, [mg/kg] — 2,26 3,57 178 550
CVr [%] — 4,95 1,90 3,46 2,20
s [mg/kg] — 2,95 11,8 266 760
CVy [%] — 6,47 6,27 5,19 3,00
Nominelt indhold [mg/kg] — 50 200 5000 25000
L: antal laboratorier
n: antal enkeltverdier
St standardatvigelse for repeterbarhed
Cv: variationskoefficient for repeterbarhed
Sk: standardafvigelse for reproducerbarhed
CVg:  variationskoefficient for reproducerbarhed.

9. Bemerkninger

9.1. Hvis proven indeholder thiamin, forekommer thiamintoppen i kromatogrammet kort for amproliumtoppen. Ved

at folge denne metode skal amprolium og thiamin adskilles. Hvis amprolium og thiamin ikke adskilles med den
kolonne (punkt 4.1.1), der anvendes i denne metode, erstattes op til 50 % af acetonitrildelen af den mobile fase
(punkt 3.6) med methanol.

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

9.3. Ekstraktet skal altid fortyndes med den mobile fase, da retentionstiden for amproliumtoppen ellers kan forskydes
vasentligt pd grund af eendringer i ionstyrken.

I. BESTEMMELSE AF NARASIN
Indholdet af narasin bestemmes ved

— anvendelse af den analysemetode, der er omhandlet i EN 17299 Foderstoffer — Proveudtagnings- og
analysemetoder — Screening og pévisning af tilladte coccidiostatika i koncentrationer svarende til
tilseetningsstoffer og 1-%- og 3-%-krydskontaminering samt af ikke-registrerede coccidiostatika og et
antibiotikum i koncentrationer mindre end tilsetningsstoffer i foderblandinger ved hjelp af hejtryksvee-
skekromatografi — Tandemmassespektrometri (LC-MS/MS) eller

— metoden som omhandlet i EN ISO 14183 Foderstoffer — Bestemmelse af monensin-, narasin- og
salinomycinindhold — Vaskekromatografisk metode med postkolonnederivatisering.

J. BESTEMMELSE AF NICARBAZIN
Indholdet af nicarbazin bestemmes ved

— anvendelse af den analysemetode, der er omhandlet i EN 17299 Foderstoffer — Proveudtagnings- og
analysemetoder — Screening og pévisning af tilladte coccidiostatika i koncentrationer svarende til
tilseetningsstoffer og 1-%- og 3-%-krydskontaminering samt af ikke-registrerede coccidiostatika og et
antibiotikum i koncentrationer mindre end tilsetningsstoffer i foderblandinger ved hjelp af hejtryksvz-
skekromatografi — Tandemmassespektrometri (LC-MS/MS) eller

108/129 ELL http://data.europa.eufelijreg_impl/2024/771/oj



EUT L af 15.3.2024 DA

— metoden som omhandlet i EN 15782 Foderstoffer — Bestemmelse af nicarbazin — HPLC-metode.

K. BESTEMMELSE AF DECOQUINAT
Indholdet af decoquinat bestemmes ved

— anvendelse af den analysemetode, der er omhandlet i EN 17299 Foderstoffer — Proveudtagnings- og
analysemetoder — Screening og pévisning af tilladte coccidiostatika i koncentrationer svarende til
tilseetningsstoffer og 1-%- og 3-%-krydskontaminering samt af ikke-registrerede coccidiostatika og et
antibiotikum i koncentrationer mindre end tilsetningsstoffer i foderblandinger ved hjelp af hejtryksve-
skekromatografi — Tandemmassespektrometri (LC-MS/MS) eller

— metoden som omhandlet i EN 16162 Foderstoffer — Bestemmelse af decoquinat ved HPLC med
fluorescensdetektion.
L. BESTEMMELSE AF MONENSIN
Indholdet af monensin bestemmes ved

— anvendelse af den analysemetode, der er omhandlet i EN 17299 Foderstoffer — Proveudtagnings- og
analysemetoder — Screening og pévisning af tilladte coccidiostatika i koncentrationer svarende til
tilseetningsstoffer og 1-%- og 3-%-krydskontaminering samt af ikke-registrerede coccidiostatika og et
antibiotikum i koncentrationer mindre end tilsetningsstoffer i foderblandinger ved hjelp af hejtryksve-
skekromatografi — Tandemmassespektrometri (LC-MS/MS) eller

— metoden som omhandlet i EN ISO 14183 Foderstoffer — Bestemmelse af monensin-, narasin- og
salinomycinindhold — Vaskekromatografisk metode med postkolonnederivatisering.
M. BESTEMMELSE AF SALINOMYCIN
Indholdet af salinomycin bestemmes ved

— anvendelse af den analysemetode, der er omhandlet i EN 17299 Foderstoffer — Proveudtagnings- og
analysemetoder — Screening og pévisning af tilladte coccidiostatika i koncentrationer svarende til
tilseetningsstoffer og 1-%- og 3-%-krydskontaminering samt af ikke-registrerede coccidiostatika og et
antibiotikum i koncentrationer mindre end tilsetningsstoffer i foderblandinger ved hjelp af hejtryksve-
skekromatografi — Tandemmassespektrometri (LC-MS/MS) eller

— metoden som omhandlet i EN ISO 14183 Foderstoffer — Bestemmelse af monensin-, narasin- og
salinomycinindhold — Vaskekromatografisk metode med postkolonnederivatisering.

N. BESTEMMELSE AF SEMDURAMYCIN
Indholdet af semduramycin bestemmes ved

— anvendelse af den analysemetode, der er omhandlet i EN 17299 Foderstoffer — Proveudtagnings- og
analysemetoder — Screening og pévisning af tilladte coccidiostatika i koncentrationer svarende til
tilseetningsstoffer og 1-%- og 3-%-krydskontaminering samt af ikke-registrerede coccidiostatika og et
antibiotikum i koncentrationer mindre end tilsetningsstoffer i foderblandinger ved hjelp af hgjtryksvee-
skekromatografi — Tandemmassespektrometri (LC-MS/MS) eller

— metoden som omhandlet i EN ISO 16158 Foderstoffer — Bestemmelse af indhold af semduramicin —
Metode med vaskekromatografi med anvendelse af et beslutningstrae som analysemetode.

O. EN-STANDARDER

For sd vidt angdr anvendelsen af artikel 34, stk. 2, litra a), i forordning (EU) 2017/625 er folgende EN-standarder
relevante:

EN ISO 30024 Foderstoffer — Bestemmelse af fytaseaktivitet
EN 17050 Foderstoffer — Proveudtagnings- og analysemetoder — Bestemmelse af jod i foder ved ICP-MS

EN 17550 Foderstoffer — Proveudtagnings- og analysemetoder — Bestemmelse af karotinoider i foderblandinger
og foderforblandinger med hejtryksveaskekromatografi — UV-detektion (HPLC-UV)

EN 15784 Foderstoffer — Prgveudtagnings- og analysemetoder — Pévisning og telling af formodede Bacillus spp.
anvendt som tilseetning i foder

EN 15785 Foderstoffer — Proveudtagnings- og analysemetoder — Isolering og kvantitativ bestemmelse af
Bifidobacterium spp.
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EN 15786 Foderstoffer — Proveudtagnings- og analysemetoder — Pdvisning og teelling af Pediococcus spp. anvendt
som tilseetning i foder

EN 15787 Foderstoffer — Proveudtagnings- og analysemetoder — Péavisning og talling af Lactobacillus spp.
anvendt som tilsetning i foder

EN 15788 Foderstoffer — Preveudtagnings- og analysemetoder — Pavisning og teelling af Enterococcus (E. faecium)
spp. anvendt som tilsetning i foder

EN 15789 Foderstoffer — Proveudtagnings- og analysemetoder — Pévisning og talling af probiotiske
garstammer (Saccharomyces cerevisiae) anvendt som tilsaetning i foder

EN 15510 Foderstoffer — Preveudtagnings- og analysemetoder — Bestemmelse af calcium, natrium, fosfor,
magnesium, kalium, jern, zink, kobber, mangan, kobolt, molybden og bly ved ICP-AES (for sd vidt angar
analysen af fodertilsaetningsstofferne kobolt og molybdeen)

EN 15621 Foderstoffer — Proveudtagnings- og analysemetoder — Bestemmelse af calcium, natrium, phosphor,
magnesium, kalium, svovl, jern, zink, kobber, mangan og kobolt ved ICP-AES efter trykoplukning (for sd vidt
angdr analysen af fodertilsaetningsstoffet kobolt)

EN 16159 Foderstoffer — Bestemmelse af selen ved HGAAS-metode efter mikrobelgeekstraktion (ekstraktion
med 65 % salpetersyre og 30 % hydrogenperoxid) (for sd vidt angdr analysen af fodertilsetningsstoffet selen)

EN 17053 Foderstoffer — Proveudtagnings- og analysemetoder — Bestemmelse af sporstoffer, tungmetaller og
andre stoffer i foder med ICP-MS (multimetode) (for s& vidt angér analysen af fodertilsetningsstofferne kobolt,
molybdaen og selen).«
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1. Anvendelsesomride og definitioner

BILAG V

»BILAG V

ANALYSEMETODER TIL KONTROL FOR U@NSKEDE STOFFER I FODER

A. BESTEMMELSE AF INDHOLDET AF DIOXINER (PCDD’ER/PCDFER) OG PCB’ER

KAPITEL I

PROVEUDTAGNINGSMETODER OG FORTOLKNING AF ANALYSERESULTATER

Prover til offentlig kontrol af indholdet af polychlorerede dibenzo-p-dioxiner (PCDD’er), polychlorerede
dibenzofuraner (PCDFer), dioxinlignende polychlorerede biphenyler (PCB’er) (') og ikke-dioxinlignende PCB'er i
foder udtages som beskrevet i bilag I. De kvantitative krav i forbindelse med kontrol af stoffer og produkter, der er
homogent fordelt i foderet, jf. punkt 5.1 i bilag I, skal overholdes. De derved fremkomne samleprover betragtes
som reprasentative for de partier eller delpartier, de er udtaget fra. Pa grundlag af det indhold, der er konstateret i
laboratorieproverne, fastslds det, om de ved direktiv 2002/32/EF fastsatte graenseverdier er overholdt.

Ved anvendelsen af denne del gaelder definitionerne i bilag I til Kommissionens gennemforelsesforordning
(EU) 2021/808 ().

Desuden forstds i denne del (del B) ved:

(") Skema over TEF (= toksicitetsakvivalensfaktorer) for PCDD’er, PCDFer og dioxinlignende PCB’er: WHO-TEF til vurdering af risikoen
for mennesker baseret pd konklusionerne fra Verdenssundhedsorganisationens (WHO) ekspertmede i Genéve i juni 2005 om det
internationale program for sikkerhed i forbindelse med kemikalier (IPCS) (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-veerdi Kongener TEF-veerdi
Dibenzo-p-dioxiner (\PCDD’er«) 0g »Dioxinlignende« PCB’er
dibenzo-p-furaner ("PCDFer) Non-ortho-PCB’er + mono-ortho-PCBer
2,3,7,8-TCDD 1
1,2,3,7,8-PeCDD 1 Non-ortho-PCB’er
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’er
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

Anvendte forkortelser: »T« = tetra »Pe« = penta »Hx« = hexa »Hp« = hepta »O« = octa »CDD« = chlordibenzodioxin »CDF« =
chlordibenzofuran »CB« = chlorbiphenyl.
() Kommissionens gennemforelsesforordning (EU) 2021/808 af 22. marts 2021 om analysemetoders ydeevne med hensyn til
restkoncentrationer af farmakologisk virksomme stoffer, der anvendes i dyr bestemt til fedevareproduktion, om fortolkningen af
resultater, om de metoder, der skal anvendes til preveudtagning, og om ophavelse af beslutning 2002/657EF og 98/179/EF
(EUTL 180, af 21.5.2021, s. 84).
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»screeningsmetoder«: metoder til udvalgelse af stikprover med indhold af PCDD’er/PCDFer og dioxinlignende
PCB'er, der overskrider gransevardierne eller indgrebstaersklerne. Sddanne metoder skal give mulighed for
omkostningseffektivitet og hej produktivitet med hensyn til antallet af screenede prever og derved forbedre
mulighederne for at opdage nye handelser med hej eksponering og sundhedsrisici for forbrugerne.
Screeningsmetoder skal baseres pd bioanalytiske metoder eller GC-MS-metoder. Resultater fra prover, der
overstiger afskaringsvaerdien, og som anvendes til kontrol af, at greensevaerdien er overholdt, skal verificeres ved
en fuldstendig fornyet analyse af den oprindelige preve ved anvendelse af en verifikationsmetode.

»verifikationsmetoder«: metoder, der giver fuldsteendig eller supplerende information, si PCDD’er/PCDFer og
dioxinlignende PCB’er kan identificeres og kvantificeres entydigt pd grensevardi- eller om nedvendigt
indgrebstarskelniveauet. De pageldende metoder omfatter anvendelse af gaskromatografi/hgjtoplesende
massespektrometri (GC-HRMS) eller gaskromatografijtandemmassespektrometri (GC-MS/MS).

2. Partiets eller delpartiets overholdelse af graenseveerdien

2.1. For sd vidt angar ikke-dioxinlignende PCB'er

Partiet eller delpartiet overholder graenseverdien, hvis analyseresultatet for summen af PCB 28, PCB 52, PCB 101,
PCB 138, PCB 153 og PCB 180 (i det folgende benzvnt »ikke-dioxinlignende PCB'er«) ikke overskrider den
greenseveerdi, der er fastsat i direktiv 2002/32/EF, idet der tages hensyn til den ekspanderede maleusikkerhed (*).
Partiet eller delpartiet overholder ikke graensevardien som fastsat i direktiv 2002/32/EF, hvis middelverdien af
den evre koncentration () af to analyseresultater opndet ved en dobbeltanalyse () under hensyntagen til
maleusikkerheden utvivlsomt overskrider greenseveerdien, dvs. den analyserede koncentration fratrukket den
ekspanderede maleusikkerhed anvendes til at vurdere overholdelsen.

Den ekspanderede maleusikkerhed beregnes ved anvendelse af en dakningsfaktor pd 2, som giver et
konfidensniveau pd ca. 95 %. Et parti eller delparti er ikke-overensstemmende, hvis middelvaerdien af de malte
vardier minus den ekspanderede usikkerhed af middelveerdien ligger over graenseveardien.

De regler, der er naevnt under dette punkt i afsnittene ovenfor, galder for analyseresultatet af prover udtaget ved
offentlig kontrol. For sd vidt angdr analyser til supplerende ekspertudtalelser eller analyser til referenceformal
gelder de nationale regler.

2.2. For sd vidt angdr PCDD’er/PCDF'er og dioxinlignende PCB'er
Partiet eller delpartiet overholder greenseveerdien, hvis resultatet fra en enkelt analyse

— udfort efter en screeningsmetode med en andel af falsk overensstemmende resultater pd under 5 % viser, at
indholdet ikke overskrider den pagzldende graensevaerdi for PCDD’er/[PCDFer eller for summen
af PCDD’er[PCDFer og dioxinlignende PCB’er, der er fastsat i direktiv 2002/32/EF

— udfort efter en verifikationsmetode ikke overskrider den pagaldende graeenseveardi for PCDD’er/PCDFer eller
for summen af PCDD’er/[PCDFer og dioxinlignende PCB’er, der er fastsat i direktiv 2002/32/EF, idet der tages
hensyn til den ekspanderede usikkerhed.

() Principperne i »Guidance Document on Measurement Uncertainty for Laboratories performing PCDD/F and PCB Analysis using
Isotope Dilution Mass Spectrometry« (https:|/food.ec.europa.eu/system/files/2017-05/animal-feed-guidance_document_pcdd-
f_pcb_en.pdf) skal folges, hvis det er relevant.

(*) »@vre koncentration« betyder, at hver ikke-bestemt kongeners bidrag anses for at vare lig med bestemmelsesgransen. »Nedre
koncentration« betyder, at hver ikke-bestemt kongeners bidrag anses for at vere nul. »Middelkoncentration« betyder, at hver ikke-
bestemt kongeners bidrag anses for at vare lig med halvdelen af bestemmelsesgraensen.

() Dobbeltanalyse: Seerskilt analyse af de relevante analytter ved anvendelse af en ekstra delpreve af samme homogeniserede prove.
Generelt finder kravene vedrerende dobbeltanalyse i bilag II, kapitel C, punkt 3, anvendelse. For metoder, hvor der anvendes

BC-mearket intern standard til de relevante analytter, er dobbeltanalyse dog kun et krav, hvis resultatet af den forste bestemmelse ikke
er overensstemmende. En sddan dobbeltanalyse er nedvendig for at udelukke muligheden for intern krydskontaminering eller
utilsigtet sammenblanding af prever. Hvis analysen gennemferes i forbindelse med en handelse med forurening, kan bekreftelse ved
en dobbeltanalyse undlades, sifremt de prover, der er udtaget til analyse, ved hjelp af sporbarhed kan relateres til forurenings-
haendelsen, og det konstaterede indhold ligger vaesentligt over graeenseveardien.
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For screeningsassays fastlaegges en afskaringsvaerdi, som lagges til grund for beslutninger om, hvorvidt preverne
overholder de pdgaldende gransevardier, der er fastsat for enten PCDD’er/PCDFer eller for summen
af PCDD’er/PCDFer og dioxinlignende PCBer.

Partiet eller delpartiet overholder ikke grensevardien som fastsat ved direktiv 2002/32/EF, hvis middelveerdien af
den gvre koncentration (%) af to analyseresultater opndet ved en dobbeltanalyse' (') ved anvendelse af en verifikati-
onsmetode under hensyntagen til den ekspanderede méleusikkerhed utvivlsomt overskrider granseveardien, dvs.
den analyserede koncentration fratrukket den ekspanderede maleusikkerhed anvendes til at vurdere overholdelsen.

Den ekspanderede maleusikkerhed beregnes ved anvendelse af en dakningsfaktor pd 2, som giver et
konfidensniveau pd ca. 95 %. Et parti eller delparti er ikke-overensstemmende, hvis middelverdien af de malte
vardier minus den ekspanderede usikkerhed af middelveerdien ligger over graenseverdien.

Summen af de ansldede ekspanderede usikkerheder for de separate analyseresultater vedrerende PCDD’er/PCDFer
og dioxinlignende PCB’er skal anvendes for summen af PCDD’er/PCDFer og dioxinlignende PCBer.

De regler, der er navnt under dette punkt i afsnittene ovenfor, galder for analyseresultatet af prover udtaget ved
offentlig kontrol. For kontrapreveanalyser eller analyser til referenceformal gaelder de nationale regler.

3. Resultater over de indgrebsteerskler, der er fastsat i bilag II til direktiv 2002/32/EF

Indgrebstarskler er et redskab til udvalgelse af prover i tilfelde, hvor det er nedvendigt at identificere en
forureningskilde og traffe foranstaltninger, der reducerer eller fjerner den. Med screeningsmetoder fastlaegges der
relevante afskaringsveerdier til udvealgelse af de pdgaldende prover. Er det nedvendigt med en betydelig indsats
for at identificere en kilde og reducere eller fjerne forureningen, er det hensigtsmeassigt at bekraefte overskridelsen
af indgrebsteersklerne ved endnu en analyse under anvendelse af en verifikationsmetode og under hensyntagen til
den ekspanderede maleusikkerhed ().

KAPITEL II

KLARG@RING AF PROVER OG KRAV TIL ANALYSEMETODER, DER ANVENDES VED OFFENTLIG KONTROL AF
INDHOLDET AF DIOXINER (PCDD’ER/PCDFER) OG DIOXINLIGNENDE PCB’ER I FODER

1. Anvendelsesomride

Kravene i dette kapitel anvendes, ndr foder analyseres med henblik pd offentlig kontrol af indholdet af
2,3,7,8-substituerede PCDD’er/PCDFer og dioxinlignende PCBer, og for sd vidt angdr klargering af prever og
analytiske krav til andre forskriftsmeessige formadl, herunder kontrol udfert af fodervirksomhedslederen med
henblik pa at sikre overensstemmelse med bestemmelserne i Europa-Parlamentets og Réadets forordning (EF)
nr. 183/2005 ().

Indholdet af PCDD’er/PCDFer og dioxinlignende PCB’er i foder kan overvdges under anvendelse af to forskellige
typer analysemetoder:

() »@vre koncentration« betyder, at hver ikke-bestemt kongeners bidrag til toksicitetseekvivalenten (TEQ) anses for at vare lig med
bestemmelsesgransen. »Nedre koncentration« betyder, at hver ikke-bestemt kongeners bidrag til TEQ anses for at vare nul.
»Middelkoncentration« betyder, at hver ikke-bestemt kongeners bidrag til TEQ anses for at veere lig med halvdelen af bestemmel-
sesgransen.

() Generelt finder kravene vedrerende dobbeltanalyse i bilag II, kapitel C, punkt 3, anvendelse. For verifikationsmetoder, hvor der
anvendes C-market intern standard til de relevante analytter, er dobbeltanalyse dog kun et krav, hvis resultatet af den forste
bestemmelse ikke er overensstemmende. En sddan dobbeltanalyse er nedvendig for at udelukke muligheden for intern krydskonta-
minering eller utilsigtet sammenblanding af prever. Hvis analysen gennemfores i forbindelse med en hendelse med forurening, kan
bekraftelse ved en dobbeltanalyse undlades, sifremt de prover, der er udtaget til analyse, ved hjelp af sporbarhed kan relateres til
forureningshandelsen, og det konstaterede indhold ligger vasentligt over greenseveerdien.

() Forklarende bemerkninger og krav vedrerende dobbeltanalyse til kontrol af indgrebsteerskler: jf. fodnote 5 (afsnit om gransevardier).

Europa-Parlamentets og Réddets forordning (EF) nr. 183/2005 af 12. januar 2005 om krav til foderstofhygiejne (EUT L 35 af 8.2.2005,

s. 1).

3
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a) Screeningsmetoder

Formaélet med screeningsmetoder er at udvelge stikprover med indhold af PCDD’er/[PCDFer og dioxinlignende
PCB'er, der overskrider gransevardierne eller indgrebstarsklerne. Screeningsmetoder skal sikre omkostningsef-
fektivitet og hej produktivitet med hensyn til antallet af screenede prover og derved forbedre mulighederne for at
opdage nye handelser med hgj eksponering og sundhedsrisici for forbrugerne. De skal anvendes med henblik pa
at undga falsk overensstemmende resultater. De kan omfatte biologiske analysemetoder og GC-MS-metoder.

Med screeningsmetoder sammenholdes analyseresultatet med en afskeeringsveerdi, som giver et ja/nej-svar pd, om
grensevaerdien eller indgrebstersklen er overskredet. Koncentrationen af PCDD’er/PCDFer og summen
af PCDD’er[PCDFer og dioxinlignende PCB’er i prover, der misteenkes for at vare ikke-overensstemmende i
forhold til greenseveerdien, skal bestemmes eller bekraeftes efter en verifikationsmetode.

Desuden kan screeningsmetoder give en indikation pé indholdet af PCDD’er/PCDFer og dioxinlignende PCB'er i
prover. Anvendes der bioanalytiske screeningsmetoder, udtrykkes resultatet som bioanalytiske akvivalenter
(BEQ), mens det udtrykkes i toksicitetseekvivalenter (TEQ), hvis der anvendes fysisk-kemiske GC-MS-metoder. De
numerisk angivne resultater fra screeningsmetoder er egnede til at pavise overensstemmelse eller mistankt ikke-
overensstemmelse eller overskridelse af indgrebstarskler og giver en indikation af koncentrationsintervallet i
tilfelde af opfelgning efter verifikationsmetoder. De egner sig ikke til formél som at vurdere baggrundsniveauer,
foretage skon over indtag, folge udviklingen i niveauer over tid eller revurdere indgrebstarskler og gransevardier.

b) Verifikationsmetoder

Verifikationsmetoder ger det muligt entydigt at identificere og kvantificere PCDD’er/PCDFer og dioxinlignende
PCB'er i en prove og giver fuldsteendig information om mengden af hvert enkelt kongener. Disse metoder
muligger sdledes kontrol af gransevardier og indgrebstarskler, herunder bekraftelse af resultater fra
screeningsmetoder. Resultaterne kan tillige anvendes til andre formal sdsom at bestemme lave baggrundsniveauer
i forbindelse med overvagningen af foder, folge udviklingen i niveauer over tid, vurdere eksponeringen og opbygge
en database til brug for en eventuel revurdering af indgrebstarskler og greensevaerdier. De er ogsa vigtige redskaber
til at klarlaeegge kongenermenstre med henblik pa at identificere kilden til en eventuel forurening. De pagaldende
metoder omfatter anvendelse af GC-HRMS. Ogsd GC-MS/MS kan anvendes til at bekrafte overholdelse eller
manglende overholdelse af graensevardien.

2. Baggrund

Til beregning af TEQ ganges koncentrationerne af de enkelte stoffer i en given preve med deres respektive
toksicitetsaekvivalensfaktor (TEF) (jf. fodnotel i kapitel I), og summen heraf giver den samlede koncentration af
dioxinlignende forbindelser udtrykt i TEQ.

I denne del (del A) forstds ved den accepterede specifikke bestemmelsesgranse for en enkeltkongener det laveste
indhold af analyt, der kan péavises med rimelig statistisk sikkerhed, og som opfylder identifikationskriterierne som
beskrevet i internationalt anerkendte standarder, f.eks. i standard EN 16215:2012 (Foderstoffer — Bestemmelse af
dioxiner og dioxinlignende PCB-forbindelser ved GC-HRMS og af indikator-PCB-forbindelser ved
GC-HRMS) ogeller EPA-metode 1613 og 1668, som @ndret.

Bestemmelsesgransen for en enkeltkongener kan identificeres som

a) koncentrationen af en analyt i det proveekstrakt, som giver en instrumentrespons for de to forskellige ioner,
der skal underseges, med et signal-stgj-forhold pa 3:1 for det svageste rddatasignal eller

b) safremt beregningen af signal-stgj-forholdet af tekniske grunde ikke giver palidelige resultater, punktet med
laveste koncentration pd en kalibreringskurve, som giver en acceptabel (< 30 %) og ensartet (som minimum
maélt i begyndelsen og i slutningen af en analyserakke af prover) afvigelse i forhold til den gennemsnitlige
relative responsfaktor, beregnet for alle punkter pd kalibreringskurven i hver proverakke. Bestemmel-
sesgraensen (LOQ) beregnes ud fra punktet med laveste koncentration under hensyntagen til genfindingen af
interne standarder og prevemangden.

114/129 ELL http://data.europa.eufelijreg_impl/2024/771/oj



EUT L af 15.3.2024 DA

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

4.1.

4.2.

()

&

Bioanalytiske screeningsmetoder vil ikke give resultater pd kongenerniveau, men giver udelukkende en
indikation (") af TEQ-niveauet, udtrykt i BEQ, hvorved der tages hensyn til det forhold, at det ikke nedvendigvis
er alle forbindelser i et proveekstrakt, som giver respons i testen, der opfylder samtlige TEQ-princippets
forudsatninger.

Screenings- og verifikationsmetoder kan kun anvendes til kontrol af en bestemt matrix, hvis metoderne er
tilstraekkeligt folsomme til pa pélidelig vis at pavise forekomst péd indgrebstaerskel- eller gransevardiniveauet.

Kvalitetssikringskrav

Der skal treffes foranstaltninger til at undgd krydskontaminering i alle faser af proveudtagnings- og
analyseproceduren.

Proverne opbevares og transporteres i beholdere af glas, aluminium, polypropylen eller polyethylen, som egner sig
til opbevaring, uden at meangden af PCDD’er/PCDFer og dioxinlignende PCB’er i preverne pévirkes. Spor af
papirstev fjernes fra provebeholderen.

Opbevaring og transport af foderproven skal foregd, sd provens integritet bevares.

Alle laboratorieprover findeles og blandes grundigt, hvis det er relevant, efter en metode, for hvilken det er
godtgjort, at den resulterer i fuldsteendig homogenisering (f.eks. sd proven kan sigtes gennem en 1 mm-sigte).
Proverne torres for formalingen, hvis vandindholdet er for hgijt.

Det kontrolleres, at reagenser, glasudstyr og andet udstyr ikke pavirker TEQ- eller BEQ-baserede resultater.
Der foretages en blindpreveanalyse ved at gennemfere hele analyseproceduren, blot med udeladelse af proven.

For s vidt angdr bioanalytiske metoder kontrolleres det, at alt glasudstyr og alle oplesningsmidler, der anvendes til
analyser, er fri for forbindelser, der interfererer med pévisningen af maélforbindelser i méleomradet. Glasudstyr
skylles med oplesningsmidler eller opvarmes til temperaturer, der er tilstrekkeligt heje til at fjerne spor
af PCDD’er/PCDFer, dioxinlignende forbindelser og interfererende forbindelser fra udstyrets overflader.

Den provemengde, der anvendes til ekstraktionen, skal vare tilstraekkelig til, at kravene vedrerende et
tilstraekkelig lavt maleomrade, som dakker greenseveerdi- eller indgrebstaerskelkoncentrationerne, er opfyldt.

De specifikke procedurer for klargering af prever, som anvendes for de pigeldende produkter, skal vere i
overensstemmelse med internationalt anerkendte retningslinjer, dvs. EN ISO 6498.

Krav til laboratorier

I henhold til forordning (EU) 2017625 skal laboratorier vaere akkrediteret af et anerkendt organ, der fungerer i
overensstemmelse med ISO[IEC-vejledning 58, sd det sikres, at de anvender analysekvalitetssikring. Laboratorier
akkrediteres ifelge EN ISO/IEC 17025-standarden. Principperne i »Technical Guidelines for the estimation of
measurement uncertainty and limits of quantification for PCDD/F and PCB analysis« skal felges, hvis det er
relevant ().

Laboratoriets preastationer dokumenteres ved lebende, vellykket deltagelse i laboratoriesammenligninger
vedrerende bestemmelse af PCDD’er/PCDFer og dioxinlignende PCB'er i de relevante fodermatrixer og koncentra-
tionsomrader.

Bioanalytiske metoder er ikke specifikt udformet til kongenerne i TEF-skemaet. Der kan i proveekstraktet forekomme andre strukturelt
beslegtede AhR-aktive forbindelser, som bidrager til den samlede prevereaktion. Resultaterne af bioanalytiske metoder kan derfor
ikke vere et estimat, men snarere en indikation af TEQ-indholdet i proven.

»Guidance Document on Measurement Uncertainty for Laboratories performing PCDD/F and PCB Analysis using Isotope Dilution
Mass Spectrometry« [https://food.ec.europa.eu/system|/files/2017-05[animal-feed-guidance_document_pcdd-f_pcb_en.pdf],
»Guidance Document on the Estimation of LOD and LOQ for Measurements in the Field of Contaminants in Feed and Food« [https://
food.ec.europa.eu/system/files/2016-10/cs_contaminants_sampling_analysis-report_2004_en.pdf].
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4.3. Laboratorier, der anvender screeningsmetoder til rutinemaessig kontrol af prover, skal etablere et taet samarbejde
med laboratorier, der anvender verifikationsmetoden — bade i forbindelse med kvalitetskontrol og til bekreeftelse
af analyseresultater for mistankte prover.

5. Grundleggende krav til procedurer for analyse af dioxiner (PCDD’er/[PCDFer) og dioxinlignende PCB’er

5.1. Lavt mdleomrade og bestemmelsesgrenser

For PCDD’er/PCDFer skal de péviselige maengder befinde sig i det evre femtogram-interval (10°g) pa grund af
visse af disse forbindelsers ekstremt hgje toksicitet. For de fleste PCB-kongenere er det tilstraekkeligt med en
bestemmelsesgranse i nanogram-intervallet (10°g). Til maling af de mere toksiske dioxinlignende PCB-kongenere
(iseer non-ortho-substituerede kongenere) skal den nedre del af maleomradet ligge i den nedre del af pikogram-
intervallet (102g). For alle andre PCB-kongenere er det tilstraekkeligt med en bestemmelsesgranse i nanogram-
intervallet (10°g).

5.2. Hoj selektivitet (specificitet)

5.2.1. PCDD'er/[PCDFer og dioxinlignende PCBer skal kunne skelnes fra en lang rakke andre ledsagestoffer, der er
fremkommet ved ekstraktionen, og som muligvis er interfererende forbindelser i koncentrationer, der er op til
mange gange hgjere end analyttens. For GC-MS-metoders vedkommende skal der kunne skelnes mellem
forskellige kongenere, f.eks. mellem toksiske kongenere (sdsom de 17 2,3,7,8-substituerede PCDD’er/PCDFer
og 12 dioxinlignende PCB’er) og andre kongenere.

5.2.2. Bioanalytiske metoder skal kunne pédvise mélforbindelserne som summen af PCDD'er/[PCDFer og/eller
dioxinlignende PCB'er. Ved oprensningen af prover skal det tilstraebes at fjerne forbindelser, der giver falsk ikke-
overensstemmende resultater, og forbindelser, der kan svakke responset og give falsk overensstemmende
resultater.

5.3. Haoj nojagtighed (korrekthed og preecision, tilsyneladende bioassay-genfinding)

5.3.1.  For s vidt angdr GC-MS-metoder skal bestemmelsen give et palideligt estimat over den korrekte koncentration i
en prove. Hoj ngjagtighed er nedvendig for at undgd, at et resultat af en analyse afvises pd grundlag af lav
palidelighed af det bestemte TEQ-niveau. Ngjagtighed udtrykkes som korrekthed (forskellen mellem den malte
middelvaerdi for en analyt i et certificeret materiale og dens certificerede verdi, udtrykt i procent af den
certificerede vaerdi) og preecision (RSDy relativ standardafvigelse beregnet ud fra resultater, der er fremkommet
under reproducerbarhedsbetingelser).

5.3.2.  For bioanalytiske metoder bestemmes den tilsyneladende bioassay-genfinding. Ved tilsyneladende bioassay-
genfinding forstds BEQ-niveauet beregnet ud fra TCDD- eller PCB 126-kalibreringskurven, korrigeret for
blindpreven og efterfelgende divideret med TEQ-niveauet som bestemt efter verifikationsmetoden. Formalet er at
korrigere for faktorer sdsom tabet af PCDD’er/[PCDFer og dioxinlignende forbindelser i ekstraktions— og
oprensningsfasen, medekstraherede forbindelser, som forsterker eller svaekker responset (henholdsvis agonistisk
og antagonistisk virkning), kvaliteten af kurvetilpasningen eller forskelle mellem veerdierne for henholdsvis TEF
og den relative styrke (REP). Den tilsyneladende bioassay-genfinding beregnes ud fra passende referenceprover
med reprasentative kongenermenstre omkring det relevante niveau.

5.4. Validering i nerheden af greenseveerdien og kvalitetskontrol generelt

5.4.1.  Laboratorierne skal dokumentere en metodes ydeevne i narheden af graeensevardien, f.eks. 0,5, 1 og 2 gange
grensevardien med en acceptabel variationskoefficient for gentagne analyser, som led i valideringsproceduren og
i forbindelse med rutinemassige analyser.

5.4.2.  Som interne kvalitetskontrolforanstaltninger gennemfores der regelmaessigt blindprevekontrol og spikingforsag
eller analyse af kontrolprever (om muligt med certificeret referencemateriale). Kvalitetskontrolkort for blindpreve-
kontroller, spikingforsag eller analyser af kontrolprever registreres og kontrolleres for at sikre, at den analytiske
ydeevne er i overensstemmelse med galdende krav.
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5.5.

5.6.

5.7.

Bestemmelsesgreense

For bioanalytiske screeningsmetoders vedkommende er fastleggelse af bestemmelsesgreensen (LOQ) ikke et
ufravigeligt krav, men det skal godtgeres, at metoden ger det muligt at skelne blindpreveverdien fra
afskeeringsveerdien. I forbindelse med fastleeggelsen af et BEQ-niveau fastswttes et rapporteringsniveau med
henblik pd hédndtering af prever, som giver et respons under dette niveau. Det skal dokumenteres, at
rapporteringsniveauet adskiller sig — som minimum med en faktor tre — fra procedureblindprever med et
respons under méleomrddet. Det skal derfor beregnes ud fra prever med et indhold af maélforbindelserne
omkring det krevede minimumsniveau og ikke ud fra et bestemt signal-stgj-forhold eller en assay-blindpreve.

LOQ for en verifikationsmetode skal vre pé ca. en femtedel af greenseveerdien.

Analysekriterier

For at sikre pélidelige resultater af verifikations- eller screeningsmetoder skal felgende kriterier vere opfyldt i
narheden af graensevardien for henholdsvis TEQ- eller BEQ-vaerdien, bestemt enten som samlet TEQ eller samlet
BEQ (som summen af PCDD’er/PCDFer og dioxinlignende PCB'er) eller separat for henholdsvis PCDD’er/PCDFer
og dioxinlignende PCB’er:

Falsk overensstemmende-andel (¥) <5%

Korrekthed -20%til +20 %
Repeterbarhed (RSD,) <20%

Intermedieer praecision (RSDg) <25% <15%

(*) Iforhold til greensevardierne.

Specifikke krav til screeningsmetoder

Bide GC-MS-metoder og bioanalytiske metoder kan anvendes til screening. For GC-MS-metoder skal kravene i
punkt 6 vaere opfyldt. Der er fastsat specifikke krav til cellebaserede bioanalytiske metoder i punkt 7.

Laboratorier, der anvender screeningsmetoder til rutinemaessig kontrol af prever, skal etablere et teet samarbejde
med laboratorier, der anvender verifikationsmetoden.

Screeningsmetodens ydeevne skal efterproves i forbindelse med rutinemaessige analyser, ved analysekvali-
tetskontrol og ved lgbende metodevalidering. Der skal opereres med et fast program for kontrol af
overensstemmende resultater.

Kontrol af eventuel haemning af celleresponset og cytotoxicitet

20 % af proveekstrakterne mdles i forbindelse med rutinemassig screening med og uden 2,3,7,8-TCDD tilsat i
overensstemmelse med gransevardien eller indgrebstaersklen med henblik pa at kontrollere, om responset méske
heemmes af interfererende stoffer i proveekstraktet. Den mélte koncentration af den spikede prave sammenholdes
med summen af koncentrationen af det ikke-spikede ekstrakt og spikingkoncentrationen. Hvis denne malte
koncentration er over 25 % mindre end den beregnede (sum-) koncentration, er dette en indikation af mulig
signalhemning, og den pagaldende prove underkastes en GC-HRMS-verifikationsanalyse. Resultaterne registreres
i kvalitetskontrolkort.

Kvalitetskontrol af overensstemmende praver:

Ca. 2-10 % af de overensstemmende prever, athengigt af prevematrix og laboratoriets erfaring, bekraftes ved
hjelp af GC/[HRMS.
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5.7.6. Bestemmelse af andelen af falsk overensstemmende resultater fra kvalitetskontroldata

Andelen af falsk overensstemmende resultater fra screening af prover, der ligger under og over greenseverdien eller
indgrebstzarsklen, bestemmes. Den faktiske andel af falsk overensstemmende resultater skal ligge under 5 %. Nar
der foreligger mindst 20 bekraftede resultater pr. matrix/matrixgruppe fra kvalitetskontrollen af
overensstemmende prover, drages konklusionerne vedrgrende andelen af falsk overensstemmende resultater pd
grundlag af denne database. Resultaterne fra praver, der er analyseret i ringtest eller i forbindelse med forurenings-
handelser og dekker et koncentrationsomréde pd op til f.eks. to gange gransevardien (ML), kan ogsd teelles med i
de mindst 20 resultater, der skal laegges til grund for evalueringen af andelen af falsk overensstemmende resultater.
Proverne skal dekke de mest almindelige kongenermenstre og reprasentere forskellige kilder.

Selv om screeningsassays fortrinsvis skal have til formal at pavise prover, for hvilke indgrebstersklen er
overskredet, er kriteriet for bestemmelse af andelen af falsk overensstemmende resultater greensevardien, under
hensyntagen til den ekspanderede méleusikkerhed ved verifikationsmetoden.

5.7.7.  Potentielt ikke-overensstemmende prover fra screening skal altid verificeres ved en fuldsteendig fornyet analyse af
den oprindelige prove efter en verifikationsanalysemetode. Disse prover kan ogsa anvendes til at evaluere andelen
af falsk ikke-overensstemmende resultater. For screeningsmetoder er andelen af falsk ikke-overensstemmende
resultater andelen af resultater, for hvilke det ved hjalp af en verifikationsanalyse er bekraftet, at de opfylder
kravene (dvs. er overensstemmende), efter at proven i en tidligere screening er erkleret for potentielt ikke-
overensstemmende. Vurderingen af screeningsmetodens hensigtsmaessighed baseres pd sammenholdelse af
antallet af falsk ikke-overensstemmende prever med det samlede antal kontrollerede prever. Denne andel skal
vere tilstraekkeligt lille til, at screening med fordel kan anvendes.

5.7.8.  Bioanalytiske metoder skal, under valideringsbetingelser, give en brugbar indikation af TEQ-niveauet, beregnet og
udtrykt som BEQ.

Ogsd for bioanalytiske metoder, der gennemfores under repeterbarhedsbetingelser, er den interne RSD, typisk
lavere end reproducerbarheden RSDg.

6. Specifikke krav, som GC-MS-metoder skal opfylde med henblik pé screening eller verifikation

6.1. Acceptabel difference mellem WHO-TEQ-resultaters ovre og nedre koncentration

Differencen mellem den gvre og den nedre koncentration ma ikke overstige 20 % i forbindelse med bekraeftelse af
overskridelse af grensevardien eller i tilfeelde af behov for indgrebsteerskler.

6.2. Genfindingskontrol

6.2.1. For at validere analyseproceduren tilsaettes “C-markede 2,3,7,8-chlorsubstituerede PCDD’er/PCDFer og

BC-markede dioxinlignende PCB’er som intern standard helt fra begyndelsen af analysen, f.eks. inden ekstraktion.
Der tilsattes mindst én kongener for hver af de tetra- til octa-chlorerede homologe grupper af PCDD’er/PCDFer og
mindst én kongener for hver af de homologe grupper af dioxinlignende PCB’er (alternativt tilsattes mindst én
kongener for hver massespektrometrisk udvalgt ionregistreringsfunktion, der anvendes til overvigning
af PCDD’er/[PCDFer og dioxinlignende PCB’er). For verifikationsmetoders vedkommende anvendes alle
17 “C-mearkede 2,3,7,8-substituerede PCDD’er/PCDFer og alle 12 C-mearkede dioxinlignende PCB'er som
intern standard.

6.2.2.  Der bestemmes 0gsa relative responsfaktorer for de kongenere, som der ikke tilsettes en PC-mearket analog for,
ved hjelp af relevante kalibreringsoplesninger.

6.2.3.  For vegetabilsk foder og animalsk foder, der indeholder under 10 % fedt, er det obligatorisk at tilsatte interne
standarder inden ekstraktionen. For animalsk foder, der indeholder over 10 % fedst, tilsettes de interne standarder
enten for eller efter fedtekstraktionen. Der foretages en hensigtsmeassig validering af ekstraktionseffektiviteten,
athaengigt af det trin, hvor de interne standarder tilsattes.

6.2.4. Inden GC-MS-analyse tilsettes en eller to genfindingsstandarder (surrogat).
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6.2.5.

6.3.

6.4.

6.5.

Det er nedvendigt med genfindingskontrol. Niveauet for genfinding af de enkelte interne standarder ved verifikati-
onsmetoder skal ligge pd mellem 60 og 120 %. Lavere eller hejere genfinding for enkeltkongenere, navnlig for
visse hepta- og octa-chlorerede dibenzo-p-dioxiner og dibenzofuraner, kan accepteres, pd betingelse af at deres
bidrag til TEQ-vardien ikke udger mere end 10 % af den samlede TEQ-verdi (baseret pd summen
af PCDD’er/PCDFer og dioxinlignende PCB’er). Niveauet for genfindelse ved GC-MS-screeningsmetoder skal ligge
pd mellem 30 og 140 %.

Fjernelse af interfererende stoffer

— PCDD’er/PCDFer skal separeres fra interfererende chlorerede forbindelser som f.eks. ikke-dioxinlignende
PCB’er og chlorerede diphenylethere ved hjalp af egnede kromatografiske metoder (helst med florisil-,
alumina- ogfeller carbonkolonne).

— Gaskromatografisk separation af isomerer skal vere pd under < 25 % malt mellem toppene for
1,2,3,4,7,8-HxCDF og 1,2,3,6,7,8-HxCDF.

Kalibrering med standardkurve

Kalibreringskurven skal daekke det relevante graensevardi- eller indgrebstarskelniveau.

Specifikke kriterier vedrarende verifikationsmetoder
— For sd vidt angdr GC/HRMS:
Ved HRMS skal oplasningsevnen typisk vaere mindst 10 000 for hele masseintervallet ved 10 % dal.

Opfyldelse af yderligere identifikations- og bekraftelseskriterier som beskrevet i internationalt anerkendte
standarder, f.eks. i standard EN 16215:2012 (Foderstoffer — Bestemmelse af dioxiner og dioxinlignende PCB-
forbindelser samt indikator-PCB-forbindelser ved GC/HRMS) og/eller EPA-metode 1613 og 1668, som @ndret.

— For sd vidt angar GC/MS-MS:

Overvagning af mindst to specifikke prakursor-ioner, hver med et specifikt tilsvarende transitionsprodukt-ion
for alle markede og ikke mearkede analytter inden for analysens anvendelsesomrade.

Tilladt maksimumstolerance for relative ionintensiteter pd + 15 % for udvalgte transitionsprodukt-ioner
sammenholdt med beregnede eller mélte veerdier (gennemsnit fra kalibreringsstandarder) ved anvendelse af
identiske MS/MS-betingelser, isar kollisionsenergi og kollisionsgastryk, for hver transition af en analyt.

Oplesningsevnen for hver quadrupol skal enten kunne sidestilles med eller vaere bedre end enhedsmasseop-
lesningen (enhedsmasseoplesning: oplesningsevne, der er tilstrekkelig til at adskille to toppe i en
masseenhed fra hinanden) for at minimere eventuelle interferenser pé den pdgaldende analyt.

Opfyldelse af de yderligere kriterier som beskrevet i internationalt anerkendte standarder, f.eks. i standard
EN 16215:2012 (Foderstoffer — Bestemmelse af dioxiner og dioxinlignende PCB-forbindelser samt indikator-
PCB-forbindelser ved GC/HRMS) og/eller EPA-metode 1613 og 1668, som @ndret, undtagen pligten til at
anvende GC-HRMS.

SPECIFIKKE KRAV TIL BIOANALYTISKE METODER

Bioanalytiske metoder er metoder baseret pa anvendelse af biologiske principper, sisom cellebaserede assays,
receptorassays eller immunoassays. Dette punkt (punkt 7) indeholder krav til bioanalytiske metoder generelt.

Med en screeningsmetode klassificeres en preve principielt som overensstemmende eller som mistankt for at vaere
ikke-overensstemmende. I det gjemed sammenholdes det beregnede BEQ-niveau med afskaringsveerdien (jf.
punkt 7.3). Prever, der giver resultater under afskaringsverdien, erkleres for overensstemmende, mens prover,
der ligger pd eller over afskaringsveerdien, erkleres for misteenkt for at vare ikke-overensstemmende og
nedvendigger analyse efter en verifikationsmetode. I praksis kan et BEQ-niveau pd 2/3 af greensevaerdien vare
afskeeringsveerdi, safremt der sikres en andel af falsk overensstemmende resultater pd under 5 % og en acceptabel
andel af falsk ikke-overensstemmende resultater. Med sarskilte greenseveerdier for henholdsvis PCDD’er/PCDFer
og summen af PCDD’er/PCDFer og dioxinlignende PCB’er er passende bioassay-afskeringsverdier
for PCDD’er/PCDFer en forudsetning for at kunne kontrollere provernes overensstemmelse uden fraktionering.
Til kontrol af prever, for hvilke indgrebstarsklerne er overskredet, er en passende procentdel af den enkelte
indgrebstzarskel en egnet afskeringsveardi.
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Hvis der er udtrykt et vejledende niveau i BEQ, skal proveresultater ligge i maleomrddet og overstige
rapporteringsgraensen (jf. punkt 7.1.1 og 7.1.6).

7.1. Evaluering af testresponset

7.1.1. Generelle krav

— Ved beregning af koncentrationerne ud fra en TCDD-kalibreringskurve vil verdierne i den everste del af
kurven vise en stor spredning (en hej variationskoefficient (CV)). Mdleomradet er det omrade, hvor CV er péd
under 15 %. Den nedre del af méileomrédet (rapporteringsniveauet) sxttes hgjere — som minimum med en
faktor tre — end procedureblindpreverne. Den evre del af maleomradet er normalt repraesenteret ved EC,o-
vardien (70 % af den hgjeste effektive koncentration), men er lavere, hvis CV ligger over 15 % inden for dette
interval. Mdleomrédet fastswttes i forbindelse med validering. Afskaeringsvaerdierne (jf. punkt 7.3) skal ligge
klart inden for maleomradet.

— Standardoplesninger og proveekstrakter testes tre eller mindst to gange. Ved dobbeltbestemmelse skal en
standardoplesning eller et kontrolekstrakt, der testes i 4-6 huller fordelt over hele pladen, give et respons eller
en koncentration (kun muligt i méleomradet) baseret pd en CV pd < 15 %.

7.1.2. Kalibrering

7.1.2.1. Kalibrering med standardkurve

— Indholdet i prover anslds ved at sammenholde testresponset med en kalibreringskurve for TCDD (eller PCB
126 eller en standardblanding af PCDD/PCDF/dioxinlignende PCB) med henblik pa at beregne BEQ-niveauet i
ekstraktet og efterfolgende i proven.

— Kalibreringskurver skal indbefatte 8-12 koncentrationer (som minimum dobbeltbestemmelser), idet der skal
vaere tilstraekkeligt med koncentrationer i den nederste del af kurven (méleomradet). Der laegges serlig veegt
pa kvaliteten af kurvetilpasningen i mleomradet. R>-veardien er som sidan af begraenset eller slet ingen vaerdi
som grundlag for en goodness-of-fit-vurdering ved ikke-lineaer regression. Der opnds et bedre fit ved at
minimere forskellen mellem beregnede og observerede niveauer i kurvens maleomrdde, f.eks. ved at
minimere summen af kvadrerede residualer.

— Det ansldede indhold i preveekstraktet korrigeres efterfolgende for det BEQ-niveau, der er beregnet for en
matrix/oplesningsmiddel-blindpreve (for at tage urenheder fra de anvendte oplesningsmidler og kemikalier i
betragtning), og den tilsyneladende genfinding (som beregnes ud fra BEQ-niveauet i passende referenceprover
med reprasentative kongenermenstre omkring grenseverdien eller indgrebstersklen). Til korrektion for
genfinding skal den tilsyneladende genfinding ligge inden for det kravede interval (jf. punkt 7.1.4).
Referenceprover, der anvendes til korrektion for genfinding, skal opfylde kravene i punkt 7.2.

7.1.2.2. Kalibrering med referenceprover

Alternativt kan der anvendes en kalibreringskurve fremstillet pa grundlag af mindst fire referenceprever (jf. punkt
7.2.4): en matrixblindpreve plus tre referenceprover pa 0,5, 1 og 2 gange gransevardien eller indgrebstersklen),
hvorved behovet for at korrigere for blindpreve og genfinding bortfalder, hvis referenceprevernes matrix svarer
til de ukendte prevers matrix. I dette tilfelde kan det testrespons, som svarer til 2/3 af grensevaerdien (jf. punkt
7.3), beregnes direkte ud fra disse prever og anvendes som afskearingsveerdi. Til kontrol af prever, for hvilke
indgrebstearsklerne er overskredet, er en passende procentdel af disse indgrebstarskler en egnet afskeaeringsveerdi.

7.1.3.  Separat bestemmelse af henholdsvis PCDD’er/PCDF’er og dioxinlignende PCB’er

Ekstrakter kan opdeles i fraktioner indeholdende henholdsvis PCDD’er/PCDFer og dioxinlignende PCB’er, sdledes
at TEQ-niveauet (i BEQ) kan angives sarskilt for henholdsvis PCDD’er/PCDFer og dioxinlignende PCB'er. Der
anvendes fortrinsvis en PCB 126-standardkalibreringskurve til evaluering af resultaterne for den fraktion, der
indeholder dioxinlignende PCB’er.

120/129 ELL http://data.europa.eufelijreg_impl/2024/771/oj



EUT L af 15.3.2024

DA

7.1.6.

7.2.

7.2.1.

7.2.2.

7.2.3.

7.2.4.

7.3.

Tilsyneladende bioassay-genfinding

Den tilsyneladende bioassay-genfinding beregnes ud fra passende referenceprover med reprasentative
kongenermenstre omkring graenseverdien eller indgrebstersklen og udtrykkes som procent af BEQ-niveauet i
forhold til TEQ-niveauet. Forskellene mellem TEF- og REP-faktorer for dioxinlignende PCB’er kan, athangigt af,
hvilken type assay og TEFer (‘) der anvendes, resultere i lave tilsyneladende genfindelsesprocenter for
dioxinlignende PCB’er i forhold til PCDD’er/PCDFer. Hvis PCDD’er/PCDFer og dioxinlignende PCB’er bestemmes
separat, er den tilsyneladende bioassay-genfinding derfor 20-60 % for dioxinlignende PCB’er og 50-130 %
for PCDD’er/[PCDFer (disse intervaller galder for TCDD-kalibreringskurven). Eftersom dioxinlignende PCB'ers
bidrag til summen af PCDD’er/PCDFer og dioxinlignende PCB’er kan variere athaengigt af forskellige matrixer og
praver, afspejler den tilsyneladende bioassay-genfinding for summen af PCDD’er/PCDFer og dioxinlignende
PCB’er disse intervaller og skal vaere pd 30-130 %. Enhver indvirkning af vasentligt @ndrede TEF-vaerdier pa
EU-lovgivningen for PCDD’er/[PCDFer og dioxinlignende PCB’er ngdvendigger en andring af disse intervaller.

Kontrol af genfinding efter oprensning

Tabet af forbindelser under oprensningen kontrolleres i forbindelse med validering. En blindpreve tilsat en
blanding af de forskellige kongenere underkastes oprensning (mindst n = 3), og genfinding og variabilitet
kontrolleres efter en verifikationsmetode. Genfindingen skal vaere pd mellem 60 og 120 %, isar for kongenere,
der bidrager med over 10 % af TEQ-niveauet i forskellige blandinger.

Rapporteringsgrense

Ved indberetning af BEQ-niveauer fastlaegges der en rapporteringsgranse ud fra relevante matrixprever med
typiske kongenermenstre, men ikke ud fra standardernes kalibreringskurve, idet preacisionen i den nederste del af
kurven er lav. Der skal tages hensyn til virkningerne af ekstraktion og oprensning. Rapporteringsgraensen sattes
vasentligt hgjere (som minimum med en faktor tre) end procedureblindpreverne.

Anvendelse af referenceprover

Referenceprover — skal  reprasentere  prevematrix,  kongenermenstre og  koncentrationsomrader
for PCDD’er/PCDFer og dioxinlignende PCB’er omkring graeenseverdien eller indgrebstarsklen.

Hver analyserakke skal omfatte en matrixblindpreve eller, hvor dette ikke er muligt, en procedureblindpreve samt
en referenceprove ved grensevardien eller indgrebsteersklen. Disse prover ekstraheres og analyseres samtidig
under identiske betingelser. Referenceprgven skal udvise en klart kraftigere reaktion end blindpreven, s der er
sikkerhed for testens egnethed. De pdgaldende prover kan anvendes til korrektion for blindpreve og genfinding.

Referenceprover, der udvelges til korrektion for genfinding, skal vaere repraesentative for de klargjorte prover,
hvilket betyder, at bestemte kongenermenstre ikke mé fore til, at niveauerne vurderes for lavt.

Der kan inkluderes ekstra referenceprever pa f.eks. 0,5 og 2 gange grenseverdien eller indgrebstersklen for at
vise analysemetodens ydeevne inden for det interval, der er relevant for kontrollen af gransevardien eller
indgrebstearsklen. Kombineret kan disse prover anvendes til beregning af BEQ-niveauerne i de klargjorte prover
(if. punkt 7.1.2.2).

Fastleggelse af afskeringsverdier

Relationen mellem bioanalytiske resultater i BEQ og resultater fra verifikationsmetoden i TEQ fastlagges, f.eks.
ved hjelp af matrixtilpassede kalibreringsforsag med referenceprover tilsat 0, 0,5, 1 og 2 gange ML, med seks
gentagelser pd hvert niveau (n = 24). Korrektionsfaktorer (blindpreve og genfinding) kan beregnes skensmassigt
ud fra dette forhold, men skal efterproves i overensstemmelse med punkt 7.2.2.

(") Gealdende krav er baseret pd TEFerne, som er offentliggjort i: M. Van den Berg et al., Toxicol Sci 93 (2), 223-241 (2006).
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Der fastleegges afskaringsvaerdier for at kunne afgere, om en prove overholder de fastsatte graensevaerdier, eller for,
hvor det er relevant, at kunne kontrollere indgrebstarsklerne i forhold til de pagaldende grenseverdier eller
indgrebsterskler, der er fastsat for enten PCDD’er/PCDFer og dioxinlignende PCB’er hver for sig eller for summen
af PCDD’er/[PCDFer og dioxinlignende PCBer. De reprasenteres ved det nedre endepunkt i fordelingen af
bioanalytiske resultater (korrigeret for blindpreve og genfinding), som svarer til verifikationsmetodens
beslutningsgraense, med et konfidensniveau pd 95 %, hvilket indebarer en falsk overensstemmende-andel pa
<5 %, og en RSDy pd < 25 %. Verifikationsmetodens beslutningsgranse er greenseveardien, under hensyntagen til
den ekspanderede méleusikkerhed.

Afskearingsveaerdien (i BEQ) beregnes som beskrevet i enten punkt 7.3.1, punkt 7.3.2 eller punkt 7.3.3 (se figur 1).

7.3.1.  Anvendelse af det nedre band i forventningsintervallet pd 95 % ved verifikationsmetodens beslutningsgranse

Afskeeringsveerdi = BEQ,, —s,, X ty . .\/1/n+1/m+ (x,~X)’/0,

hvor:

BEQp.. er den BEQ, der svarer til verifikationsmetodens beslutningsgrense, som er
grensevardien under hensyntagen til den ekspanderede méleusikkerhed

Syx er den residuale standardafvigelse

taf=ma er Student-faktoren (a = 5 %, f = frihedsgrader, enkeltsidet)

m er det samlede antal kalibreringspunkter (indeks j)

n er antallet af gentagelser pa hvert niveau

X; er provekoncentrationen (i TEQ) for kalibreringspunktet i som bestemt efter en verifikati-
onsmetode

X er gennemsnittet af koncentrationerne (i TEQ) af samtlige kalibreringsprover

Q.= Z}'”ﬂ (x, — %)’ er kvadratsum-parameteren, i = indeks for kalibreringspunktet i

7.3.2.  Beregning ud fra bioanalytiske resultater (korrigeret for blindpreve og genfinding) fra flere analyser af prover (n
> 6) forurenet i koncentrationer ved verifikationsmetodens beslutningsgraense som det nedre endepunkt i
fordelingen af data ved den tilsvarende BEQ-middelvaerdi:

Afskeeringsvardi = BEQp; — 1,64xSDg

hvor:

SDr er standardafvigelse for resultaterne af bioassay ved BEQp, mélt under interne reproducerbarhedsbe-
tingelser

7.3.3.  Beregning som middelvaerdi af bioanalytiske resultater (i BEQ, korrigeret for blindpreve og genfinding) fra flere
analyser af prover (n = 6) forurenet i koncentrationer pé 2/3 af grensevardien eller indgrebstarsklen, baseret pa
den observation, at dette niveau ligger pd omkring den afskaeringsveerdi, der er fastlagt i henhold til punkt 7.3.1
eller punkt 7.3.2:

Beregning af afskaeringsvaerdier med et konfidensniveau pd 95 %, hvilket indebaerer en falsk overensstemmende-
andel pd < 5 %, og en RSDg pa < 25 %:

1. fra det nedre band i forventningsintervallet pd 95 % ved verifikationsmetodens beslutningsgranse.

2. fra flere analyser af prover (n = 6) forurenet i koncentrationer ved verifikationsmetodens beslutningsgranse
som det nedre endepunkt i fordelingen af data (i Figur 1 reprasenteret ved en klokkelignende kurve) ved den
tilsvarende BEQ-middelverdi.
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7.3.4.

7.4.

7.4.1.

7.4.2.

7.4.3.

7.4.4.

7.4.5.
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Begransninger for afskeringsvardier:

BEQ-baserede afskearingsverdier beregnet ud fra RSDg, som er tilvejebragt i forbindelse med validering med et
begranset antal prever med forskellige matrix/kongenermenstre, kan vare hgjere end de TEQ-baserede
grenseveerdier eller indgrebstaerskler, fordi der opnds en hgjere pracision end den, der kan opnés i rutinemaessige
analyser, nir et ukendt spektrum af mulige kongenermenstre skal kontrolleres. 1 sidanne tilfelde beregnes
afskeeringsvaerdierne med udgangspunkt i en RSDg pd 25 % eller — om muligt — 2/3 af greensevardien eller
indgrebsteersklen.

Karakteristika for metodens ydeevne

Da interne standarder ikke kan anvendes i bioanalytiske metoder, skal der gennemferes repeterbarhedsanalyser for
bioanalytiske metoder for at tilvejebringe oplysninger om standardafvigelsen inden for og mellem de enkelte
analyserakker. Repeterbarheden skal ligge pd under 20 %, og den interne reproducerbarhed skal ligge pa under
25 %. Til grund leegges de beregnede niveauer i BEQ efter korrektion for blindpreve og genfinding.

Det dokumenteres som led i valideringsprocessen, at testen kan skelne mellem en blindpreve og et indhold pé
afskeeringsveerdien, séledes at det er muligt at identificere prover over den tilsvarende afskeaeringsveerdi (jf. punkt
7.1.2).

Malforbindelser, mulige interferenser og hgjeste tolererede veardier for blindprever fastleegges.

Standardafvigelsen i responset eller i den koncentration, der beregnes ud fra responset (kun muligt i maleomradet),
ved tredobbelt bestemmelse af et proveekstrakt mé ikke vere pa over 15 %.

De ukorrigerede resultater af referencepreven/proverne udtrykt i BEQ (blindpreve samt ved graenseverdien eller
indgrebstzrsklen) bruges til at evaluere den bioanalytiske metodes ydeevne over et konstant tidsrum.
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7.4.6.  Kvalitetskontrolkort for procedureblindprever og for hver enkelt type referenceprove registreres og kontrolleres
med henblik pé at sikre, at den analytiske ydeevne er i overensstemmelse med galdende krav, is@r for procedure-
blindpreverne for sd vidt angar den pakravede minimumsdifference i forhold til den nedre del af maleomradet og
for referenceproverne med hensyn til den interne reproducerbarhed. Procedureblindprever holdes under kontrol
for at undga falsk overensstemmende resultater ved fratreekning af veerdierne.

7.4.7.  Resultaterne fra verifikationsmetoderne af mistenkte prover samt 2-10 % af de overensstemmende prever (mindst
20 prover pr. matrix) skal indsamles og laegges til grund for en evaluering af screeningsmetodens ydeevne og
relationen mellem BEQ og TEQ. Denne database kan anvendes til revurdering af de afskaringsveerdier, der finder
anvendelse pa rutinemaessige prover til de validerede matrixer.

7.4.8.  En metodes gode ydeevne kan ogsd dokumenteres ved deltagelse i ringtest. Resultaterne fra prover, der er
analyseret i ringtest og dakker et koncentrationsomrédde pa op til f.eks. to gange greenseveardien, kan inkluderes i
evalueringen af andelen af falsk overensstemmende resultater, sdfremt laboratoriet kan dokumentere gode
prestationer. Proverne skal daekke de mest almindelige kongenermenstre og reprasentere forskellige kilder.

7.4.9. 1 forbindelse med handelser kan afskaringsverdierne revurderes pd baggrund af de specifikke matrix- og
kongenermenstre, der observeres under den pagaldende handelse.

8. INDBERETNING AF RESULTATER
8.1. Verifikationsmetoder

8.1.1.  Analyseresultaterne skal omfatte verdierne for de enkelte PCDD/PCDF- og dioxinlignende PCB-kongenere og
angives som nedre koncentrationer, gvre koncentrationer og middelkoncentrationer, med henblik pa at sikre, at
indberetningen af resultater omfatter si mange oplysninger som muligt, sd resultaterne kan fortolkes i
overensstemmelse med specifikke krav.

8.1.2. Rapporten skal omfatte oplysninger om den metode, der er anvendt til ekstraktion af PCDD’er/PCDFer og
dioxinlignende PCBer.

8.1.3.  Tallene for genfinding af de enkelte interne standarder stilles til rddighed, hvis genfindingen ligger uden for det
interval, der er angivet i punkt 6.2.5, hvis graenseverdien er overskredet (i dette tilfeelde genfindingen for en af to
analyser), og i evrige tilfeelde efter anmodning.

8.1.4. Da der skal tages hensyn til den ekspanderede méleusikkerhed, ndr det afgeres, om en prove er
overensstemmende, skal denne parameter vare tilgangelig. Analyseresultaterne indberettes derfor som x +/- U,
hvor x er analyseresultatet og U er den ekspanderede maleusikkerhed, idet der anvendes en dackningsfaktor pd 2,
hvilket giver et konfidensniveau pa ca. 95 %. Hvis PCDD’er/PCDFer og dioxinlignende PCB’er bestemmes separat,
anvendes summen af den ansliede ekspanderede usikkerhed p& de separate analyseresultater
vedrerende PCDD’er/PCDFer og dioxinlignende PCB’er pd summen af PCDD’er/PCDFer og dioxinlignende PCB'er.

8.1.5.  Resultaterne angives i ssmme enheder og med (mindst) samme antal betydende cifre som de greensevardier, der er
fastsat ved direktiv 2002/32/EF.

8.2. Bioanalytiske screeningsmetoder

8.2.1. Resultatet af screeningen udtrykkes som varende »overensstemmende« eller som »mistaenkt for at vare ikke-
overensstemmende« (»mistaenkte).

8.2.2.  Derudover kan der oplyses et indikativt resultat for PCDD’er/PCDFer og/eller dioxinlignende PCB’er udtrykt i BEQ
— ikke TEQ.

8.2.3.  Prover, der giver et respons under rapporteringsgransen, udtrykkes som varende »under rapporteringsgransenc.
Prover, der giver et respons over médleomradet skal rapporteres som varende »over maleomrddetc, og den verdi,
der svarer til den gvre del af maleomradet, skal gives i BEQ.

8.2.4.  Rapporten skal for hver enkelt type prevematrix give oplysninger om gransevardien eller indgrebstersklen, som
vurderingen er baseret pa.
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8.2.5.

8.2.6.

8.2.7.

8.2.8.

8.3.

Rapporten skal indeholde oplysninger om, hvilken type test der er anvendt, samt om det grundlaeggende
prevningsprincip og den anvendte kalibreringsmade.

Rapporten skal omfatte oplysninger om den metode, der er anvendt til ekstraktion af PCDD’er/PCDFer og
dioxinlignende PCBer.

 tilfeelde, hvor prever mistenkes for at vare ikke-overensstemmende, skal rapporten indeholde en bemarkning
om den foranstaltning, der skal traffes. Koncentrationen af PCDD’er/PCDFer og summen af PCDD’er/PCDFer og
dioxinlignende PCB’er i prever med forhgjet indhold skal bestemmes/bekreftes efter en verifikationsmetode.

Ikke-overensstemmende resultater skal kun indberettes ved hjalp af en verifikationsanalyse.
Fysisk-kemiske screeningsmetoder

Resultatet af screeningen udtrykkes som varende »overensstemmende« eller som »mistaenkt for at veere ikke-
overensstemmende« (»mistankt).

Rapporten skal for hver enkelt type prevematrix give oplysninger om graenseverdien eller indgrebstaersklen, som
vurderingen er baseret pd.

Der kan desuden gives vardier for de enkelte PCDD/PCDEF- ogfeller dioxinlignende PCB-kongenere og TEQ-
vardier angivet som nedre koncentrationer, gvre koncentrationer og middelkoncentrationer. Resultaterne angives

i samme enheder og med (mindst) samme antal betydende cifre som de grenseverdier, der er fastsat ved
direktiv 2002/32/EF.

Tallene for genfinding af de enkelte interne standarder stilles til radighed, hvis genfindingen ligger uden for det
interval, der er angivet i punkt 6.2.5, hvis granseveerdien er overskredet (i dette tilfaelde genfindingen for en af to
analyser), og i gvrige tilfeelde efter anmodning.

I rapporten skal de anvendte GC-MS-metoder veere navnt.

Rapporten skal omfatte oplysninger om den metode, der er anvendt til ekstraktion af PCDD’er/PCDFer og
dioxinlignende PCBer.

I tilfeelde, hvor prever mistenkes for at veere ikke-overensstemmende, skal rapporten indeholde en bemzrkning
om den foranstaltning, der skal traffes. Koncentrationen af PCDD’er/PCDFer og summen af PCDD’er/PCDFer og
dioxinlignende PCB'er i prover med forhgjet indhold skal bestemmes/bekraeftes efter en verifikationsmetode.

Ikke-overensstemmelse kan kun konstateres ved hjalp af en verifikationsanalyse.

KAPITEL III

KLARG@RING AF PROVER OG KRAV TIL ANALYSEMETODER, DER ANVENDES VED OFFENTLIG KONTROL AF INDHOLDET AF

3.1.

IKKE-DIOXINLIGNENDE PCB’ER I FODER

Anvendelsesomride

Kravene i dette kapitel anvendes, ndr foder analyseres med henblik pa offentlig kontrol af indholdet af ikke-
dioxinlignende PCB'er, og for sd vidt angdr klargering af prever og analytiske krav til andre forskriftsmaessige
formal, herunder kontrol udfert af fodervirksomhedslederen med henblik pa at sikre overensstemmelse med
bestemmelserne i forordning (EF) nr. 183/2005.

Pavisningsmetoder, der kan anvendes

Gaskromatografi/elektronindfangningsdetektion (GC-ECD), GC-LRMS, GC-MS/MS, GC-HRMS eller tilsvarende
metoder.

Identifikation og bekraftelse af de relevante analytter

Relativ retentionstid i forhold til interne standarder eller referencestandarder (tilladt afvigelse: + 0,25 %).
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3.2.

3.3.

3.4.

7.1.

7.2.

7.3.

Gaskromatografisk separation af de ikke-dioxinlignende PCB'er fra interfererende stoffer, navnlig fra co-eluerende
PCBer, is@r hvis niveauet i de pdgzldende prover ligger i nerheden af de ved lov fastsatte granser, og en
overskridelse skal bekraeftes (%)

Krav til GC-MS-metoder

Overvagning af mindst felgende antal molekylarioner eller karakteristiske ioner fra isotopmenstret:

a) to specifikke ioner ved HRMS

b) tre specifikke ioner ved LRMS

¢) to specifikke prakursor-ioner, hver med et specifikt tilsvarende transitionsprodukt-ion ved MS-MS.
Tilladte maksimumstolerancer for isotopforholdet for udvalgte massefragmenter:

Relativ afvigelse for isotopforholdet for udvalgte massefragmenter fra teoretisk isotopforhold eller kalibrerings-
standard for mélionen (den hyppigst forekommende af de malte ioner) og kvalifikatorionen/ionerne: + 15 %.

Krav til GC-ECD-metoder

Resultater, der overskrider graensevaerdien, bekraftes med to GC-kolonner med stationare faser med forskellig
polaritet.

Dokumentation for metodens ydeevne
Metodens ydeevne valideres i narheden af greenseveerdien (0,5 til 2 gange gransevardien) med en acceptabel

variationskoefficient for gentagne analyser (jf. kravene til intern reproducerbarhed (intermedier preacision) i
punkt 9).

Bestemmelsesgranse

Summen af LOQ (*) for ikke-dioxinlignende PCB’er md ikke vare hojere end en tredjedel af graenseverdien (*%).

Kvalitetskontrol

Regelmessig blindprevekontrol, analyse af spikede prover, kvalitetskontrolprever og deltagelse i laboratoriesam-
menligninger vedrgrende de relevante matrixer.

Genfindingskontrol

Der anvendes egnede interne standarder med fysisk-kemiske egenskaber, der er sammenlignelige med de relevante
analytters.

Tilsaetning af interne standarder:

Tilsatning til produkter (inden ekstraktion og oprensning).

Krav til metoder, hvor alle seks isotopmeerkede ikke-dioxinlignende PCB-kongenere anvendes:
a) Resultater korrigeres for genfinding af interne standarder
b) Genfindingsprocenten for isotopmeerkede interne standarder skal vaere pd mellem 60 og 120 %

¢) En lavere eller hgjere genfindelsesprocent er acceptabel for enkeltkongenere, der bidrager til summen af ikke-
dioxinlignende PCB’er med under 10 %.

Kongenere, der erfaringsmaessigt ofte co-eluerer, er f.eks. PCB 28/31, PCB 52/69 og PCB 138/163/164. For sd vidt angdr GC-MS skal
der ogsé tages hensyn til mulige interferenser fra fragmenter af hgjere chlorerede kongenere.

Principperne i »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) skal felges, hvis det er relevant.

Det mé pd det kraftigste anbefales, at bidraget fra reagensblindpreven til indholdet af et forurenende stof i en preve er lavere. Det er
laboratoriets ansvar at kontrollere variationen i blindpreveniveauet, iser hvis blindpreveindholdet fratrackkes.
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7.4.

7.5.

10.

10.1.

10.2.

10.3.

10.4.

10.5.

Krav til metoder, hvor ikke alle seks isotopmarkede interne standarder eller andre interne standarder anvendes:
a) Genfindingen af de(n) interne standard(er) kontrolleres for hver enkelt prove
b) Genfindingen af interne standarder skal vaere pd mellem 60 og 120 %

¢) Resultater korrigeres for genfinding af interne standarder.

Genfindingen af umarkede kongenere kontrolleres ved hjalp af spikede prover eller kvalitetskontrolprever med
koncentrationer i nerheden af graensevardien. Genfindingen af disse kongenere anses for acceptabel, hvis
genfindingsprocenten er p& mellem 60 og 120 %.

Krav til laboratorier

I henhold til forordning (EU) 2017/625 skal laboratorier vare akkrediteret af et anerkendt organ, der fungerer i
overensstemmelse med ISO[IEC-vejledning 58, sd det sikres, at de anvender analysekvalitetssikring. Laboratorier
akkrediteres ifelge EN ISO/IEC 17025-standarden. Desuden skal principperne i »Technical Guidelines for the
estimation of measurement uncertainty and limits of quantification for PCDD/F and PCB analysis« falges (*°).

Karakteristika for metodens ydeevne: kriterier vedrerende summen af ikke-dioxinlignende PCB’er ved
graensevardien

Massespektrometrisk

isotopfortynding () Andre teknikker

Korrekthed -20tl+20% -30til+30%
Intermedieer pracision (RSD %) <15% <20%
Forskel mellem gvre og nedre <20% <20%

koncentration (beregnet)

(*) Anvendelse af alle seks ’C-markede analoger i overensstemmelse med interne standarder.

Indberetning af resultater

Analyseresultaterne skal omfatte vardierne for de enkelte ikke-dioxinlignende PCB'er og summen af PCB-
kongenere, der er angivet som nedre koncentrationer, gvre koncentrationer og middelkoncentrationer, med
henblik pa at sikre, at indberetningen af resultater omfatter sd mange oplysninger som muligt, sa resultaterne kan
fortolkes i overensstemmelse med specifikke krav.

Rapporten skal omfatte oplysninger om den metode, der er anvendst til ekstraktion af PCB'er.

Tallene for genfinding af de enkelte interne standarder stilles til rddighed, hvis genfindingen ligger uden for det
interval, der er angivet i punkt 7, hvis graeenseverdien er overskredet, og i gvrige tilfelde efter anmodning.

Da der skal tages hensyn til den ekspanderede maéleusikkerhed, ndr det afgeres, om en preove er
overensstemmende, skal denne parameter ogsé vere tilgaengelig. Analyseresultaterne indberettes derfor som x +/-
U, hvor x er analyseresultatet og U er den ekspanderede maleusikkerhed, idet der anvendes en dakningsfaktor pa
2, hvilket giver et konfidensniveau pé ca. 95 %.

Resultaterne angives i samme enheder og med (mindst) samme antal betydende cifre som de graenseveardier, der er
fastsat ved direktiv 2002/32/EF.

(") Se fodnote 9.
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B. EN-STANDARDER
For sa vidt angdr anvendelsen af artikel 34, stk. 2, litra a), i forordning (EU) 2017/625 er folgende EN-standarder relevante:

EN 17194 Foderstoffer — Preveudtagnings- og analysemetoder — Bestemmelse af Deoxynivalenol, Aflatoxin BI,
fumonisin B1 og B2, T-2- og HT-2-toksiner, Zearalenon og Ochratoxin A i fodermidler og foderblandinger ved LC-MS/MS

EN 17270 Foderstoffer — Proveudtagnings- og analysemetoder — Bestemmelse af theobromin i fodermaterialer og
foderblandinger, inklusive kakaoafledte ingredienser, ved vaskekromatografi

EN 17504 Foderstoffer — Proveudtagnings- og analysemetoder — Bestemmelse af gossypol i bomuldsfre og foderstoffer
ved LC-MS/MS

EN 17362 Foderstoffer — Proveudtagnings- og analysemetoder — Bestemmelse af pentachlorophenol (PCP) i fodermidler
og foderblandinger ved hjelp af LC-MS/MS

EN 16279 Foderstoffer — Bestemmelse af flouridindhold efter behandling med saltsyre ved hjelp af ionfelsom elektrode-
metode (ISE)

EN 17053 Foderstoffer — Preveudtagnings- og analysemetoder — Bestemmelse af sporstoffer, tungmetaller og andre
stoffer i foder med ICP-MS (multimetode)

EN 15550 Foderstoffer: Preveudtagnings- og analysemetoder — Bestemmelse af cadmium og bly med atomabsorptions-
spektrometri i grafitovn (GF-AAS) efter trykoplukning

EN 16206 Foderstoffer — Bestemmelse af arsen ved HGAAS-metode efter mikrobelgeekstraktion (ekstraktion med 65 %
salpetersyre og 30 % hydrogenperoxid)

EN 16277 Foderstoffer — Bestemmelse af kvikselv ved hjelp af kolddamp-atomabsorptionsspektrometrisk metode
(CVAAS) efter mikrobelgeekstraktion (ekstraktion med 65 % salpetersyre og 30 % brintoverilte)

EN 16278 Foderstoffer — Bestemmelse af uorganisk arsen ved hydridgenereringsatomabsorptionsspektrometri (HGAAS)
efter mikrobelgeekstraktion og separation ved fast fase-ekstraktion (SPE)

EN 17374 Foderstoffer — Preveudtagnings- og analysemetoder — Bestemmelse af uorganisk arsen i foder ved
anionbytnings-HPLC-ICPMS.«
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BILAG VI

»BILAG VII

METODE TIL BEREGNING AF ENERGIINDHOLDET AF FODER TIL FJERKRAE

1. BEREGNINGSMETODE OG ANGIVELSE AF ENERGIINDHOLD

Energiindholdet i foderblandinger til fjerkree beregnes efter nedenstdende formel ud fra procentsatserne for visse
bestanddele i foderet. Denne veardi udtrykkes i megajoule (M]) omszttelig energi (ME), korrigeret for nitrogen, pr. kg
foderblanding:

MJ/kg ME = 0,1551 x % réprotein + 0,3431 x % rafedt + 0,1669 x % stivelse + 0,1301 x % totalsukker (udtrykt som
saccharose).
2. TOLERANCER FOR DE ANGIVNE VARDIER

Hvis der i forbindelse med den offentlige kontrol konstateres en afvigelse (oget eller reduceret energiindhold af foderet)
mellem kontrollens resultat og den angivne naeringsverdi, kan en mindstetolerance pa 0,4 MJ/kg ME tillades.

3. ANGIVELSE AF RESULTATER

Det resultat, der opnds ved ovenstdende formel, angives med en decimal.

4. PROVEUDTAGNING OG ANALYSE

Udtagningen af prover af foderblandingen og bestemmelsen af indholdet af bestanddele som angivet i
beregningsmetoden foretages i overensstemmelse med Fellesskabets proveudtagnings- og analysemetoder som led i
den offentlige kontrol med foder.

Folgende metoder anvendes:

— Til bestemmelse af indholdet af rafedt: metode B under den i del G i bilag III beskrevne metode til bestemmelse af
rafedt

— Til bestemmelse af indholdet af stivelse: den polarimetriske metode som beskrevet i del K i bilag IIL.

METODE TIL BEREGNING AF ENERGIINDHOLDET AF FODERMATERIALER OG FODERBLANDINGER TIL
KATTE OG HUNDE

Energiindholdet i fodermaterialer og foderblandinger til katte og hunde beregnes i overensstemmelse med EN 16967
Foderstoffer: Proveudtagnings- og analysemetoder — Pradiktive ligninger for omsaettelig energi i fuldfoder og supplerende
foder til katte og hunde (herunder diztfoder).«
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